
JP 2015-100332 A 2015.6.4

(57)【要約】
【課題】　試料中に含まれる標的核酸を増幅し、増幅し
た前記標的核酸を検出する、遺伝子検査において、特別
な装置を用いることなく、より簡易、迅速かつ特異的に
標的核酸を検出する方法、および前記方法を利用したキ
ットを提供すること。
【解決手段】　（１）試料中に含まれる標的核酸を増幅
する工程、（２）クロマトグラフィーの手法を用いずに
（１）の工程で増幅した標的核酸と固相に結合した第１
の結合因子および標識物質を結合した第２の結合因子と
を特異的に結合させる工程、（３）（２）の工程で結合
した標的核酸を第２の結合因子に結合した標識物質で検
出する工程、を含む試料中に含まれる標的核酸の検出方
法、および前記方法を用いたキットにより、前記課題を
解決する。
【選択図】　図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の（１）から（３）の工程を含む、試料中に含まれる標的核酸の検出方法。
（１）試料中に含まれる標的核酸を増幅する工程
（２）クロマトグラフィーの手法を用いずに、（１）の工程で増幅した標的核酸と、固相
に結合した第１の結合因子および標識物質を結合した第２の結合因子とを、特異的に結合
させる工程
（３）（２）の工程で結合した標的核酸を第２の結合因子に結合した標識物質で検出する
工程
【請求項２】
標識物質が可視光を吸収または反射する物質である、請求項１に記載の検出方法。
【請求項３】
第１の結合因子および第２の結合因子が、標的核酸とストリンジェントな条件でハイブリ
ダイズ可能な塩基配列を含むオリゴヌクレオチドである、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項４】
固相に結合した第１の結合因子および標識物質を結合した第２の結合因子の存在下で、試
料中に含まれる標的核酸を増幅を行なう、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
標的核酸の増幅をＮＡＳＢＡ法、ＴＭＡ法、ＴＲＣ法のいずれかの方法で行なう、請求項
１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
以下の（１）から（３）を含む、試料中に含まれる標的核酸を検出するためのキット。
（１）試料中に含まれる標的核酸を増幅するための試薬
（２）標的核酸に特異的に結合可能な、固相に結合した第１の結合因子
（３）標的核酸に特異的に結合可能な、標識物質を結合した第２の結合因子
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遺伝子検査における、試料中に含まれる標的核酸の検出方法および検出キッ
トに関する。より詳しくは、本発明は、試料中に含まれる標的核酸を迅速、簡便、かつ特
異的に検出可能な方法および検出キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　遺伝子検査において、試料中に含まれる標的核酸を検出する際は、通常、試料中に含ま
れる標的核酸の量が微量であることから、当該標的核酸を増幅した後、検出を行なう。
【０００３】
　標的核酸の増幅方法としては、従来よりＰＣＲ法が用いられている。しかしながら、Ｐ
ＣＲ法は急激に反応温度を昇降させる必要があり、装置の小型化や低コスト化のための障
壁となっていた。一方、ＮＡＳＢＡ法（特許文献１および２）、ＴＭＡ法（特許文献３）
、ＴＲＣ法（特許文献４および非特許文献１）といった、一定温度で核酸を増幅する方法
も知られており、これらの方法は、反応温度の昇降が不要な点で簡便に核酸を増幅するこ
とができるため、装置の小型化や低コスト化に寄与することができる。
【０００４】
　増幅した標的核酸を検出する方法としては、従来より、アガロースゲルに代表されるゲ
ル電気泳動が一般的である。本方法は電気泳動によって分離された増幅産物（増幅した標
的核酸）を臭化エチジウムに代表されるインターカレーター（核酸に対する挿入結合性を
持つ色素）を用いて染色することで、標的核酸の有無を判定する。しかしながら、前記イ
ンターカレーターによる染色は標的核酸特異的ではなく、増幅産物と分子量の似た非特異
産物との識別は困難である。
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【０００５】
　増幅した標的核酸を特異的に検出する方法としては、前記標的核酸とストリンジェント
な条件でハイブリダイズ可能なオリゴヌクレオチドを含む、標識物質と結合したプローブ
を、前記標的核酸にハイブリダイズさせた後、前記プローブに結合した標識物質で検出す
る核酸ハイブリダイゼーション法が知られている。しかしながら、本方法は操作が煩雑、
かつ検出に長い時間が必要である。核酸ハイブリダイゼーション法の改良法として、蛍光
共鳴エネルギー移動を利用したモレキュラービーコン（非特許文献１）等により増幅反応
中の産物生成状況をモニタリングする、いわゆるリアルタイム検出法が知られている。し
かしながら、リアルタイム検出法を実施するには、特殊な蛍光物質と高価な専用増幅、検
出装置を必要とする。増幅した標的核酸を簡易かつ特異的に検出する方法としては、核酸
クロマトグラフィー法（特許文献５および６）が知られている。本方法は、増幅した標的
核酸や試薬等をキャピラリー作用により多孔性メンブレン上に展開することで、前記標的
核酸の有無を目視で判定することができる。そのため、臨床検査目的の遺伝子検査として
有用である。しかしながら、標的核酸の検出にはキャピラリー作用による展開が必要なた
め、標的核酸を増幅した後、さらに５分から１５分を必要とする。そのため迅速性の点で
課題は残る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特許第２６５０１５９号公報
【特許文献２】特許第３１５２９２７号公報
【特許文献３】特許第３２４１７１７号公報
【特許文献４】特開２０００－０１４４００号公報
【特許文献５】特開２００１－１５７５９８号公報
【特許文献６】特許第４２６８９４４号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Ｉｓｈｉｇｕｒｏ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ，３１４，７７－８６（２００３）
【非特許文献２】Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，１４，３０３－３０８（１９９６）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の課題は、試料中に含まれる標的核酸を増幅し、増幅した前記標的核酸を検出す
る、遺伝子検査において、特別な装置を用いることなく、より簡易、迅速かつ特異的に標
的核酸を検出する方法、および前記方法を利用したキットを提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは上記課題を解決するべく鋭意検討を重ねた結果、本発明を完成するに至っ
た。
【００１０】
　すなわち本発明の第一の態様は、以下の（１）から（３）の工程を含む、試料中に含ま
れる標的核酸の検出方法である。
（１）試料中に含まれる標的核酸を増幅する工程
（２）クロマトグラフィーの手法を用いずに、（１）の工程で増幅した標的核酸と、固相
に結合した第１の結合因子および標識物質を結合した第２の結合因子とを、特異的に結合
させる工程
（３）（２）の工程で結合した標的核酸を第２の結合因子に結合した標識物質で検出する
工程
　また本発明の第二の態様は、標識物質が可視光を吸収または反射する物質である、前記
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第一の態様に記載の検出方法である。
【００１１】
　また本発明の第三の態様は、第１の結合因子および第２の結合因子が、標的核酸とスト
リンジェントな条件でハイブリダイズ可能な塩基配列を含むオリゴヌクレオチドである、
前記第一または第二の態様に記載の方法である。
【００１２】
　また本発明の第四の態様は、固相に結合した第１の結合因子および標識物質を結合した
第２の結合因子の存在下で、試料中に含まれる標的核酸を増幅を行なう、前記第一から第
三の態様のいずれかに記載の方法である。
【００１３】
　また本発明の第五の態様は、標的核酸の増幅をＮＡＳＢＡ法、ＴＭＡ法、ＴＲＣ法のい
ずれかの方法で行なう、前記第一から第四の態様のいずれかに記載の方法である。
【００１４】
　さらに本発明の第六の態様は、以下の（１）から（３）を含む、試料中に含まれる標的
核酸を検出するためのキットである。
（１）試料中に含まれる標的核酸を増幅するための試薬
（２）標的核酸に特異的に結合可能な、固相に結合した第１の結合因子
（３）標的核酸に特異的に結合可能な、標識物質を結合した第２の結合因子
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１５】
　本発明において標的核酸とは、少なくとも１種類の細胞、細菌、真菌、ウイルスなどに
由来した、一本鎖もしくは二本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡのうち、本発明の検出方法（１）の
工程で増幅される領域のことをいう。なお標的核酸が一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡの場合、
それらの相補鎖も標的核酸に含まれる。なお本発明の検出方法（１）の工程でＴＲＣ法を
用いた核酸増幅を行なう場合、標的核酸の長さは１００から３００塩基が好ましく、１０
０から２００塩基が特に好ましい。
【００１６】
　試料中に含まれる標的核酸を本発明の検出方法を用いて検出する際、あらかじめ試料か
ら当該標的核酸を抽出する工程を行なうと好ましい。標的核酸を抽出する方法に限定はな
く、ＥＤＴＡ－ＳＤＳ－フェノール－エタノール法、塩化リチウム－尿素法、プロテアー
ゼＫ－デオキシリボヌクレアーゼ法、フェノール－ＳＤＳ法、グアニジンチオシアネート
－塩化セシウム法、グアニジンチオシアネート－トリフルオロ酢酸セシウム法、酸性グア
ニジンチオシアネート－フェノール－クロロホルム法（ＡＧＰＣ法）、バナジルリボヌク
レオシド複合法、磁性シリカ法が例示できる。また市販の核酸抽出キットを用いてもよい
。
【００１７】
　本発明の検出方法（１）の工程で用いる核酸増幅法としては、ＰＣＲ法、ＮＡＳＢＡ法
、ＴＭＡ法、ＴＲＣ法といった公知の方法を用いることができる。なお増幅した標的核酸
の検出に、固相に結合した前記標的核酸とストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能
な塩基配列を含むオリゴヌクレオチド（第１の結合因子）と、標識物質を結合した前記標
的核酸とストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能な塩基配列を含むオリゴヌクレオ
チド（第２の結合因子）とを用いる場合は、一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡを増幅可能な非対
称ＰＣＲ法、ＮＡＳＢＡ法、ＴＭＡ法、ＴＲＣ法が好ましく、特に一定温度で一本鎖核酸
の増幅が可能なＮＡＳＢＡ法、ＴＭＡ法、ＴＲＣ法が好ましい。なお本明細書においてス
トリンジェントな条件とは、既知の条件から選定可能で、特に限定されるものではないが
、例えば、４２℃において、５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミド、０．１％ウシ血清アルブミ
ン、０．１％フィコール、０．１％のポリビニルピロリドン、５０ｍＭリン酸ナトリウム
バッファー（ｐＨ６．５）、１５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウム
が共存する条件下でハイブリダイズ可能な条件や、本明細書の実施例に記載の核酸増幅条
件下でハイブリダイズ可能な条件があげられる。
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【００１８】
　本発明において第２の結合因子に結合させる標識物質は、固相に結合した第１の結合因
子および前記第２の結合因子と標的核酸とが結合し、前記第２の結合因子が前記固相に一
定量集まることで検出可能となる物質であればよく、着色高分子粒子、金コロイド、色素
、蛍光物質が例示できる。特に可視光を吸収または反射する物質を標識物質として用いる
と、前記第２の結合因子が一定量集まることで目視での検出が可能となるため、好ましい
。第２の結合因子と標識物質との結合は、結合因子の態様により、適宜選択でき、例えば
、共有結合、静電気力による結合、抗原－抗体結合、リガンド－レセプター結合、ビオチ
ン－アビジン結合、ヌクレオチド間のハイブリダイズ、またそれらの組み合わせがあげら
れる。
【００１９】
　本発明において第１の結合因子および第２の結合因子は、増幅した標的核酸に特異的に
結合可能な物質であればよいが、前記標的核酸とストリンジェントな条件でハイブリダイ
ズ可能な塩基配列を含むオリゴヌクレオチドを第１の結合因子および第２の結合因子とし
て用いると好ましい。前記好ましい例における、オリゴヌクレオチドの長さは８塩基以上
あればよく、１５塩基以上あると好ましく、２０塩基以上あるとさらに好ましい。またオ
リゴヌクレオチドはＤＮＡ、ＲＮＡ、またはそのキメラであってもよく、さらにそれらに
人工的な塩基や化学的修飾を施したものでもよい。なお、本発明の検出方法（１）の工程
で増幅される標的核酸に修飾を施す場合は、当該修飾した物質に対応した物質を第１の結
合因子および第２の結合因子として用いることもできる。例えば、正電荷－負電荷、抗原
－抗体、リガンド－レセプター、ビオチン－アビジン、またはそれらの組み合わせがあげ
られる。
【００２０】
　本発明において第１の結合因子を固定させる固相は、前記第１の結合因子と直接または
間接的に結合可能な物質であり、増幅した標的核酸を含む溶液と分離可能な物質であり、
かつ第１の結合因子および第２の結合因子と標的核酸とが結合した際、第２の結合因子に
結合した標識物質を集積可能な物質であれば限定はなく、ニトロセルロース、ナイロンな
どの多孔質メンブレン、スチレン、ポリエチレンなどの樹脂、ガラス、金属、またはそれ
らの組み合わせが例示できる。さらに第１の結合因子との結合を強固にするために、前記
固相に適当な加工や官能基、結合因子の導入を行なってもよい。固相の形状は、増幅した
標的核酸を含む溶液と接触が十分な形状であれば特に限定はなく、薄膜状、立方体、球状
が例示できる。特に固相の形状を反応容器の内壁の一部を兼ねる形状とすると好ましい。
第１の結合因子と固相との結合は、結合因子の態様により、適宜選択でき、例えば、共有
結合、静電気力による結合、抗原－抗体結合、リガンド－レセプター結合、ビオチン－ア
ビジン結合、ヌクレオチド間のハイブリダイズ、またそれらの組み合わせがあげられる。
【発明の効果】
【００２１】
　本発明は、（１）試料中に含まれる標的核酸を増幅する工程、（２）クロマトグラフィ
ーの手法を用いずに（１）の工程で増幅した標的核酸と固相に結合した第１の結合因子お
よび標識物質を結合した第２の結合因子とを特異的に結合させる工程、（３）（２）の工
程で結合した標的核酸を第２の結合因子に結合した標識物質で検出する工程、を含む方法
により、試料中に含まれる標的核酸を検出する方法である。前記方法および前記方法を用
いた本発明のキットにより、クロマトグラフィーの手法を用いることなく、標的核酸の有
無を迅速、簡便かつ特異的に試料中に含まれる標的核酸を検出することができる。なお標
識物質として可視光を吸収または反射する物質を用いると、標的核酸の有無を目視により
検出でき、特別な装置を用意する必要がなくなるため、より迅速、簡便かつ特異的に標的
核酸を検出することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】実施例３のうちアガロース電気泳動の結果を示した図である。
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【図２】実施例４の結果を示した図である。
【実施例】
【００２３】
　以下、標的核酸としてＲｅｇＩＶ（Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇ　ｉｓｌｅｔ－ｄｅｒｉ
ｖｅｄ　ｆａｍｉｌｙ,　ｍｅｍｂｅｒ　４）を用いたときの実施例で、本発明をさらに
詳細に説明するが、本実施例は本発明の実施の一形態を説明するためのものであり、本発
明を限定するものではない。
【００２４】
　実施例１　固相に結合した第１の結合因子の作製
（１）１０μＭの配列番号６または配列番号７に記載の塩基配列からなるオリゴヌクレオ
チド溶液５μＬずつ、固相（オリゴＤＮＡ固定化用基板キット（アミノ修飾）（住友ベー
クライト社製））に添加し、特開２００６－２３４７１２号公報に記載の方法に基づき、
８０℃で１時間加熱乾燥することで、前記オリゴヌクレオチドを固相に結合させた。
（２）０．１Ｍの水酸化ナトリウム溶液を添加し、５分間振とうさせることで、活性エス
テル基を不活性化するブロッキングを行なった。
（３）ブロッキング後、前記固相を沸騰水中で２分間、続いて常温の水中で２分間振とう
洗浄した後、乾燥することで、固相に結合したオリゴヌクレオチドを作製した。
【００２５】
　実施例２　標識物質を結合した第２の結合因子の作製
（１）３’末端側にアミノ基を付加した配列番号６に記載の塩基配列からなるオリゴヌク
レオチド１５０ｎｇに、ラテックス粒子（Ｅｓｔａｐｏｒ（メルク社製）、直径５００ｎ
ｍ）を１．４×１０１０個添加し、室温で３０分間静置した。
（２）水溶性カルボジイミドを終濃度１０ｍｇ／ｍＬとなるよう添加し、室温で２時間反
応した。
（３）（２）の反応で得られたラテックス粒子を結合したオリゴヌクレオチドを遠心によ
り回収し、Ｔｗｅｅｎ２０およびＳＤＳを含む溶液により洗浄した。
（４）洗浄した、ラテックス粒子を結合したオリゴヌクレオチドを、バッファー（１０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１Ｍ　ＮａＣｌ、０．０
５％　Ｔｗｅｅｎ　２０）中に保存し、その後の検出に用いた。
【００２６】
　実施例３　等温増幅法を用いたＲｅｇＩＶ　ＲＮＡの増幅および検出（その１）
　ＲｅｇＩＶ　ＲＮＡを合成し、等温増幅法によるＲｅｇＩＶ　ＲＮＡの増幅および検出
を試みた。
（１）特開２００７－１１６９９９号公報に基づき合成したＲｅｇＩＶ　ＲＮＡ（配列番
号８）を、注射用水を用いて１０５コピー／５μＬとなるよう希釈し、これをＲＮＡ試料
として用いた。
（２）以下の組成の反応液を０．５ｍＬ容量ＰＣＲ用チューブ（ＧｅｎｅＡｍｐ　Ｔｈｉ
ｎ－Ｗａｌｌｅｄ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｔｕｂｅｓ、パーキンエルマー製）に１４μＬ／
ｔｕｂｅで分注し、これに前記ＲＮＡ試料または注射用水を５μＬ添加した。
【００２７】
　反応液の組成：濃度は開始液添加後（３０μＬ中）の最終濃度
　　６０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．６）
　　各０．３ｍＭ　ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ
　　各３ｍＭ　ＡＴＰ、ＣＴＰ、ＵＴＰ、ＧＴＰ
　　３．４ｍＭ　ＩＴＰ
　　０．１６μＭ　切断用オリゴヌクレオチド（配列番号４に記載の塩基配列からなるオ
リゴヌクレオチドのうち３’末端の水酸基をアミノ基で修飾）
　　０．２μＭ　第一のプライマー（配列番号１に記載の塩基配列からなるオリゴヌクレ
オチドの５’末端側にＴ７プロモータ（配列番号２）を付加したもの）
　　０．２μＭ　第二のプライマー（配列番号３）
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　　１３％　ＤＭＳＯ
　　６．４Ｕ　ＡＭＶ逆転写酵素
　　１４２Ｕ　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ（ＷＯ２０１０／０１６６２１号）
　　（以下、必要に応じ添加）
　　　　０．１％　Ｔｗｅｅｎ　２０
　　　　３６ｎＭ　インターカレーター性蛍光色素標識核酸（以下、ＩＮＡＦプローブ）
（配列番号５に記載の塩基配列からなるオリゴヌクレオチドを特開２００７－１１６９９
９号公報に基づきインターカレーター性蛍光色素で修飾）
　　　　５×１０８個　ラテックス粒子を結合したオリゴヌクレオチド（実施例２）
（３）上記の反応液を、４３℃で５分間保温後、以下の組成の開始液８μＬを添加した。
【００２８】
　開始液の組成：濃度は酵素液添加後（３０μＬ中）の最終濃度
　　１８ｍＭ　塩化マグネシウム
　　１００ｍＭ　塩化カリウム
　　４００ｍＭ　トレハロース
（４）引き続きＰＣＲ用チューブを直接測定可能な温調機能付き蛍光分光光度計を用い、
４６℃の一定温度で反応させると同時に反応溶液の蛍光強度（励起波長４７０ｎｍ、蛍光
波長５２０ｎｍ）を経時的に測定した。
【００２９】
　開始液添加時を反応開始時（０分）とし、反応液の蛍光強度比が１．２を超えた場合を
（＋）判定とし、そのときの時間を検出時間とした。またアガロースゲル電気泳動とエチ
ジウムブロマイド染色により増幅産物を確認した。蛍光分光光度計による検出結果を表１
に、アガロースゲル電気泳動の結果を図１に、それぞれ示す。
【００３０】
【表１】

　ＲＮＡ試料を添加せずに等温増幅法を行なった場合は、蛍光強度の増加はみられず、増
幅産物も確認できなかった。一方、ＲＮＡ試料を添加して等温増幅法を行なった場合は、
蛍光強度の増加がみられ、増幅産物も確認できた。また界面活性剤、ラテックス粒子を結
合したオリゴヌクレオチド、およびＩＮＡＦプローブの有無に関係なく、等温増幅法によ
るＲｅｇＩＶ　ＲＮＡの増幅が可能であることがわかる。
【００３１】
　実施例４　等温増幅法を用いたＲｅｇＩＶ　ＲＮＡの増幅および検出（その２）
　実施例３では等温増幅法により得られたＲｅｇＩＶ　ＲＮＡ増幅産物の検出に蛍光分光
光度計やアガロースゲル電気泳動（エチジウムブロマイド染色）を用いたが、本実施例で
は当該増幅産物の目視による検出が可能か検討した。
（１）以下の組成の反応液を０．５ｍＬ容量ＰＣＲ用チューブ（ＧｅｎｅＡｍｐ　Ｔｈｉ
ｎ－Ｗａｌｌｅｄ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｔｕｂｅｓ、パーキンエルマー製）に１４μＬ／
ｔｕｂｅで分注し、これに実施例３（１）で調製したＲＮＡ溶液または注射用水を５μＬ
添加した。
【００３２】
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　反応液の組成：濃度は開始液添加後（３０μＬ中）の最終濃度
　　６０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．６）
　　各０．３ｍＭ　ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ
　　各３ｍＭ　ＡＴＰ、ＣＴＰ、ＵＴＰ、ＧＴＰ
　　３．４ｍＭ　ＩＴＰ
　　０．１６μＭ　切断用オリゴヌクレオチド（配列番号４に記載の塩基配列からなるオ
リゴヌクレオチドのうち３’末端の水酸基をアミノ基で修飾）
　　０．２μＭ　第一のプライマー（配列番号１に記載の塩基配列からなるオリゴヌクレ
オチドの５’末端側にＴ７プロモータ（配列番号２）を付加したもの）
　　０．２μＭ　第二のプライマー（配列番号３）
　　１３％　ＤＭＳＯ
　　６．４Ｕ　ＡＭＶ逆転写酵素
　　１４２Ｕ　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ（ＷＯ２０１０／０１６６２１号）
　　５×１０８個　ラテックス粒子を結合したオリゴヌクレオチド（実施例２）
　　０．１％　Ｔｗｅｅｎ　２０
（２）上記の反応液を、配列番号６または配列番号７に記載の塩基配列からなるオリゴヌ
クレオチドを固定化した固相（実施例１）に滴下し、４３℃のインキュベータ内で５分間
保温後、以下の組成の開始液８μＬを滴下した。
【００３３】
　開始液の組成：濃度は酵素液添加後（３０μＬ中）の最終濃度
　　１８ｍＭ　塩化マグネシウム
　　１００ｍＭ　塩化カリウム
　　４００ｍＭ　トレハロース
（４）引き続き４６℃のインキュベータ内で一定時間保温することで、ＲｅｇＩＶ　ＲＮ
Ａの増幅、ならびに得られた増幅産物とオリゴヌクレオチドを固定化した固相（実施例１
）およびラテックス粒子を結合したオリゴヌクレオチド（実施例２）とのハイブリダイゼ
ーションを行なった。
【００３４】
　反応終了後、固相をインキュベーターから取り出し、純水で洗浄後、目視により判定を
行なった結果を図２に示す。ＲＮＡ試料を添加せずに等温増幅法を行なった場合は、いず
れのスポットも確認できなかった。一方、ＲＮＡ試料を添加して等温増幅法を行なった場
合は、ＲｅｇＩＶ　ＲＮＡ増幅産物と配列番号７に記載の配列からなるオリゴヌクレオチ
ドを固定化した固相（実施例１）および配列番号６に記載の配列からなるラテックス粒子
を結合したオリゴヌクレオチド（実施例２）とが特異的にハイブリダイズしたことによる
スポットが確認できた。
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