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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成24年2月9日(2012.2.9)

【公表番号】特表2011-530296(P2011-530296A)
【公表日】平成23年12月22日(2011.12.22)
【年通号数】公開・登録公報2011-051
【出願番号】特願2011-522302(P2011-522302)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/542    (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  21/78     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ
   Ｇ０１Ｎ  33/53    ＺＮＡＭ
   Ｇ０１Ｎ  33/542   　　　Ａ
   Ｇ０１Ｎ  21/78    　　　Ｃ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ

【手続補正書】
【提出日】平成23年12月14日(2011.12.14)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標識核酸プローブとその標的核酸とのハイブリダイゼーションを検出するための方法で
あって、
（ａ）標的核酸を含有するのではないかと疑われる試料と、前記標的核酸とハイブリダイ
ズする標識核酸プローブとを接触させるステップと、
（ｂ）第１の温度及び第２の温度で標識強度を測定するステップであって、前記第１の温
度が前記第２の温度より低いステップと、
（ｃ）（ｉ）前記第１の温度における標識強度の、（ii）前記第２の温度における標識強
度に対する比率を計算するステップであって、０．８以上の比率が前記標的核酸の存在を
示すステップと
を含む方法。
【請求項２】
　第１の温度が標識核酸プローブのＴｍより低く、第２の温度が前記標識核酸プローブの
Ｔｍより高い、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第１の温度が５０℃であり、第２の温度が９５℃である、請求項１又は２に記載の方法
。
【請求項４】
　ステップ（ｂ）及び（ｃ）が少なくとも２回繰り返される、請求項１～３のいずれかに
記載の方法。
【請求項５】
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　繰り返される測定に基づいて平均比率が計算される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　標識核酸プローブとその標的核酸とのハイブリダイゼーションを検出するための方法で
あって、
（ａ）標的核酸を含有するのではないかと疑われる試料と、前記標的核酸とハイブリダイ
ズする標識核酸プローブとを接触させるステップと、
（ｂ）異なる少なくとも２時点において標識強度を測定するステップと、
（ｃ）前記異なる少なくとも２時点における前記標識強度を用い、時間の関数としての前
記標識強度の傾きを計算するステップと
を含み、標的核酸に結合しているときの標識核酸プローブによって生じるシグナルの強度
が、前記標的核酸に結合していないときの前記標識核酸プローブによって生じるシグナル
の強度と比較して大きい場合、正の傾きが前記標的核酸の存在を示す、方法。
【請求項７】
　標的核酸がＤＮＡ又はＲＮＡを含む、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　標識核酸プローブが、蛍光標識を含む、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　クエンチャー分子と蛍光標識が近接している場合に、前記蛍光標識の蛍光発光が検出で
きないか、又はクエンチャー分子と蛍光標識が近接していない場合よりも、前記蛍光標識
の蛍光発光が少なくとも低く検出されるように、標識核酸プローブが、前記蛍光標識の前
記発光を吸収する前記クエンチャー分子をさらに含む、請求項１～５に従属する請求項８
に記載の方法。
【請求項１０】
　標識核酸プローブが分子ビーコン又は直鎖状プローブである、請求項１～９のいずれか
に記載の方法。
【請求項１１】
　測定ステップが等温条件の間に行われる、請求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　測定ステップがＰＣＲ反応後に行われる、請求項５又は６に記載の方法。
【請求項１３】
　測定ステップが、ＰＣＲ反応の完了後１分～１０分間の時間内に完了する、請求項６に
従属する請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ＰＣＲ反応が、
（ｉ）プライマー、少なくとも１つの酵素、少なくとも１つの基質、及び少なくとも１つ
の緩衝剤を含む溶液において、標的核酸を含有するのではないかと疑われる試料を標識核
酸プローブと接触させて反応混合物を調製するステップと、
（ii）前記反応混合物を、変性温度、アニーリング温度、及び伸長温度のサイクルにかけ
、前記標的核酸を増幅するステップと
を含む、請求項１２又は１３に記載の方法。
【請求項１５】
　傾きの計算が、標識強度の一次導関数を時間の関数としてとることを含む、請求項６に
記載の方法。
【請求項１６】
　時間の関数としての標識強度が、時間の関数として標識強度測定値をフィッティングす
る最小二乗法によって計算される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　傾きが、時間の関数として標識強度データを以下の方程式にフィッティングすることに
よって計算される、請求項６に記載の方法：
ｙ＝ｍｘ＋ｂ
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（式中、ｙは標識強度であり、ｘは時間であり、ｍは傾きである。）
【請求項１８】
　線の傾きが以下の式を用いて計算される、請求項６に記載の方法：
【数１】

（式中、ｍは線の傾きであり、（ｘ１，ｙ１）及び（ｘ２，ｙ２）は異なる少なくとも２
時点であり、ｘ１≠ｘ２である。）
【請求項１９】
　傾きに基づいた標識核酸プローブと標的核酸のハイブリダイゼーション速度を計算する
ステップをさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項２０】
　それぞれが異なる標的核酸とハイブリダイズする少なくとも２つの標識核酸プローブを
含み、各プローブが異なる温度でハイブリダイズする、請求項６に記載の方法。
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