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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
生物学的サンプルにおいて増幅中に標的とする核酸配列を検出する方法であって、
熱安定性ポリメラーゼと、前記標的核酸配列の増幅用に設計されたプライマーを前記生物
学的サンプルに添加する工程と、
ＳＹＢＲTMグリーンＩの存在下において、ポリメラーゼ連鎖反応により前記標的核酸配列
を増幅する工程と、
前記蛍光染料により吸収される波長の光によって前記増幅された標的核酸配列を含む前記
生物学的サンプルを励起する工程と、
前記サンプル中の前記増幅された標的核酸配列の量に関連した、前記蛍光染料からの蛍光
発光を検出する工程と、
を含み、
前記ポリメラーゼ連鎖反応は、３０回の増幅サイクルが１０分から３０分で完了する迅速
温度サイクルプロファイルを用いて、少なくとも変性温度と伸張温度との間で前記生物学
的サンプルを複数回熱サイクルする工程を含むこと、
を特徴とする方法。
【請求項２】
増幅中に核酸配列を分析するためのキットであって、
ＳＹＢＲTMグリーンＩと、熱安定性ＤＮＡポリメラーゼと、デオキシヌクレオチド３リン
酸とを含有する増幅溶液を含むことを特徴とするキット。
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【請求項３】
生物学的サンプルにおいて増幅中に標的とする核酸配列を検出する方法であって、
熱安定性ポリメラーゼと、前記標的核酸配列の増幅用に設計されたプライマーとを前記生
物学的サンプルに添加する工程と、
ＳＹＢＲTMグリーンＩの存在下において、ポリメラーゼ連鎖反応により前記標的核酸配列
を増幅する工程と、
前記蛍光染料により吸収される波長の光によって前記増幅された標的核酸配列を含む前記
生物学的サンプルを照射する工程と、
前記サンプル中の前記増幅された標的核酸配列の量に関連した、前記蛍光染料からの蛍光
発光を検出する工程と、
を含み、
前記ポリメラーゼ連鎖反応は、少なくとも変性温度と伸張温度との間で前記生物学的サン
プルを複数回熱サイクルする工程を含み、
前記複数の増幅サイクルの各サイクル中で、前記サンプルは伸張温度に６０秒より長く保
持されることはなく、変性温度で１秒以上保持されることはないこと、
を特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
関連出願への相互参照
自動ポリメラーゼ連鎖反応装置と題する１９９０年６月４日付米国特許出願第０７／５３
４，０２９号（現在は破棄されている）の部分継起出願である高速熱サイクル装置と題す
る１９９２年１月２日付米国特許出願第０７／８１５，９６６号（現在は破棄されている
）の部分継起出願である高速熱サイクル装置と題する１９９４年１月１０日付米国特許出
願第０８／１７９，９６９号（現在の米国特許第５，４５５，１７５号）の部分継起出願
である生物学的サンプルの高速熱サイクルのための方法と題する１９９５年１０月２日付
米国特許出願第０８／５３７，６１２号の部分継起出願であるＰＣＲ処理をモニタするた
めのシステム及び方法と題する１９９６年６月４日付米国特許出願第０８／６５８，９９
３号の部分継起出願である第Ｖ因子ライデン変異を検出するための方法と題する１９９７
年３月１７日付米国特許出願第０８／８１８，２６７号。上記出願の各々はその全体で本
明細書において参照として個別に各々含まれる。生物学的処理を実施しモニタするための
システム及びその方法と題し、ユタ大学研究財団が出願人でカール・Ｔ・ウィットワー、
カーク・Ｍ・ライリー、ランディ・Ｐ・ラスムッセン、デビッド・Ｒ・ヒルヤードを米国
における発明者兼出願人とする同時出願中の１９９７年６月４日付米国事務局（ＲＯ／Ｕ
Ｓ）受付ＰＣＴ出願出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９７／＿＿もその全体を本明細書の参照に含む
。
発明の背景
本発明は一般にポリメラーゼ連鎖反応に関連したハイブリダイゼーションにより得られる
蛍光シグナルを観察することに関する。さらに詳しくは、本発明はＰＣＲ実施中および／
または直後に蛍光によるハイブリダイゼーションの観察及びこの情報を生成物の同定、配
列変化検出及び定量に使用することに関する。
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は分子生物学の基本であり臨床検査的に第１の実用分子
技術である。その有用性や一般性にもかかわらず、ＰＣＲについての現在の理解は非常に
進んでいるとはいえない。増幅が成功するのに充分な条件は試行錯誤によって見つけ出す
必要があり最適化は経験に頼っている。当業者であっても工程についての分かり易い又は
予測的理論なしで強力な技術を使用する必要がある。
ＰＣＲはサンプルの熱サイクルによって行なわれ、ＤＮＡを変性（分離）し、特定プライ
マーを付着（アニーリング）し、複製を行なわしめる（伸長）。ＰＣＲの１サイクルは一
般に２から８分で行なわれ、３０サイクルの増幅には１から４時間を必要とする。大抵の
ＰＣＲ装置におけるサンプル温度応答は変性、アニーリング、伸長に必要な時間に比べれ
ば非常に遅い。ＰＣＲでの物理的（変性及びアニーリング）及び酵素的（伸長）反応は非
常に迅速に起こる。ＰＣＲの増幅時間は数時間から１５分以内に減少可能である。本明細
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書において参照に含まれる１９９５年１０月２日付米国特許出願第０８／５３７，６１２
号では、このような高速サイクル・システムを開示している。高速サイクル技術は表面積
対容積比が大きなサンプル容器たとえば毛細管のサンプルで可能な高速温度応答及び温度
均一性によって可能になる。さらに詳しい情報については、Ｋ．Ｂ．ムリス、Ｆ．フェレ
、Ｒ．Ａ．ギブス著、ポリメラーゼ連鎖反応、バークハウザー出版（１９９４年）、１７
４～１８１ページの、Ｃ．Ｔ．ウィットワー、Ｇ．Ｂ．リード、Ｋ．Ｍ．ライリー共著、
高速サイクルＤＮＡ増幅も参照のこと。温度均一性の改善によりＰＣＲの時間及び温度条
件は良く定義され理解されるようになる。温度均一性の改善は増幅中のＰＣＲをモニタす
るために使用される分析技術の精度も向上させる。
蛍光定量法は分子生物学に多くの用途を持つ高感度で汎用の技術である。臭化エチジウム
はゲル電気泳動により分離される核酸のサイズ分布を視覚化するために長年の間使用され
てきた。通常はゲルを紫外光で透過照射すると二重鎖核酸の赤色蛍光が観察される。さら
に詳しくは、臭化エチジウムは増幅が完了した後でＰＣＲの生成物を分析するために共通
に使用される。さらに、本明細書で参照に含まれるヒグチ＆ワトソンのＥＰＡ特許出願第
０６４０８２８Ａ１号では増幅中に臭化エチジウムを使用して各サイクルで蛍光を測定す
ることによる二重鎖ＤＮＡの量をモニタする方法を開示している。蛍光強度は温度に逆比
例して上下し、アニーリング／伸長温度（５０℃）で最大、また変性温度（９４℃）で最
低だったと記載された。最大の蛍光は各サイクルでＤＮＡ量の尺度として取得された。ヒ
グチ＆ワトソンの出願はハイブリダイゼーション発生をモニタするために蛍光を使用する
ことを教示しておらず、ハイブリダイゼーションの範囲を追跡するため異なる温度での蛍
光を観察することも示唆していない。さらに、ヒグチ＆ワトソンはＰＣＲ生成物の同定又
は定量のためにＰＣＲ生成物ハイブリダイゼーションの温度依存性を使用することも教示
又は示唆し得なかった。
しかしヒグチ＆ワトソン出願は、ゲルファンドらへの米国特許第５、２１０，０１５号に
開示されているように、ある種のＤＮＡポリメラーゼの５’エクソヌクレアーゼ活性で加
水分解される場合に蛍光を発生する二重標識プローブ・システムを含む他の蛍光を使用す
る方法を記述している。これらのプローブから観察される蛍光は主として二つの蛍光物質
の間でプローブの加水分解に依存する。ＰＣＲ生成物の量は各サイクル毎に１回蛍光を測
定することで推定される。これらのプローブのハイブリダイゼーションは加水分解が発生
する必要があるように見えるが、蛍光シグナルは主としてプローブの加水分解から得られ
るもので、ハイブリダイゼーションによるものではなく、対向する端部に蛍光染料を付け
たオリゴヌクレオチド・プローブはＰＣＲ生成物と核酸ハイブリダイゼーションを検出す
るために有用な消光プローブ・システムを提供する（Ｋ．Ｊ．リバックら、4 PCR Meth. 
Appl. 357-362（1995））。蛍光でプローブハイブリダイゼーションの温度依存に追従し
ＰＣＲ生成物の配列変化を同定することにはなんの示唆もされていない。
同定のための相補鎖に対する核酸の特異的ハイブリダイゼーションは多くの異なるフォー
マットで開発されてきた。たとえば、制限酵素による消化の後で、ゲノムＤＮＡをサイズ
によって分離し、サザンブロッティングによりプローブとハイブリダイズさせることがで
きる。別の例として、単一の塩基変異が対立遺伝子特異性オリゴヌクレオチドによる「ド
ット・ブロット」で検出できる。通常、ハイブリダイゼーションは単一温度で数分から数
時間にわたって実施し必要な弁別を行なう。これ以外に、蛍光技術を用いることで温度を
変化させながらハイブリダイゼーション範囲を動的にモニタすることができる。たとえば
、蛍光解離曲線はハイブリダイゼーションをモニタするために使用されてきた。Ｌ．Ｅ．
モリソン＆Ｌ．Ｍ．ストールス、Sensitive fluorescence-based thermodynamic and kin
eticmeasurements of DNA hybridization in solution, 32 Biochemistry 3095-3104,（1
993）。温度スキャン・レートは一般に毎時１０℃またはそれ以下で、一部には蛍光光度
計キュベットの熱容量が大きいことによる。
ハイブリダイゼーションをモニタするための現行方法は多くの時間を必要とする。ハイブ
リダイゼーションが数時間ではなく数秒で起これば、高速サイクルＰＣＲの最中であって
もハイブリダイゼーションはＰＣＲ増幅中にモニタできる。ＰＣＲ中のハイブリダイゼー
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ションモニタリングの多くの用途は、本明細書で完全に開示するように、生成物の同定と
定量、配列変化の検出、蛍光フィードバックによる温度サイクル・パラメータの自動制御
を含む。
前述のように、従来技術では温度サイクルをゆっくりとまた経験的に行なってきた。ハイ
ブリダイゼーションによるＰＣＲ生成物の分析が必要な場合、さらに時間のかかるステッ
プが必要である。つまり、ＰＣＲ中のハイブリダイゼーションをモニタし、反応が行なわ
れている最中につまりサンプル操作なしで温度サイクルの最中又は直後に反応を分析する
方法を提供するのは当該技術における大きな進歩である。ＰＣＲ中のハイブリダイゼーシ
ョンをモニタすることで、ＰＣＲが機能することのできる基本原理に追従しまた使用して
増幅中の反応を分析し最適化することができる。
発明の簡単な概要
本発明の目的はＰＣＲ中の生成物ハイブリダイゼーションをモニタするための二重鎖特異
性ＤＮＡ染料を提供することである。
本発明の別の目的は蛍光解離曲線によるＰＣＲ増幅生成物を同定するためのシステムを提
供することである。
本発明のさらなる目的は二重鎖特異性ＤＮＡ染料によるＰＣＲ定量感度の改善のための方
法を提供することである。
本発明のさらに別の目的は解離曲線によりＰＣＲで増幅された特定生成物の量を決定して
二重鎖特異性ＤＮＡ染料により検出された非特異的増幅を補正することである。
本発明のさらに別の目的は二重鎖特異性ＤＮＡ染料による異なったＰＣＲ生成物の相対的
定量の方法を提供することである。
本発明の別の目的は二重鎖特異性ＤＮＡ染料の存在下に生成物のアニーリング速度論によ
る生成物定量の方法を提供することである。
本発明のさらに別の目的はプライマーおよび／またはプローブのハイブリダイゼーション
をモニタするための新規な共鳴エネルギー転移対を提供することである。
本発明のさらに別の目的は共鳴エネルギー転移対を使用する生成物に対するプローブのア
ニーリング速度論による生成物定量の方法を提供することである。
本発明の目的はＰＣＲ増幅中に各サイクルのハイブリダイゼーション・プローブ又はプロ
ーブ群の蛍光を追跡することにより初期テンプレート・コピー数を決定する方法を提供す
ることである。
本発明の別の目的は両ＰＣＲプライマーの内側でハイブリダイゼーションする二つの標識
プローブの間での共鳴エネルギー転移によるＰＣＲ生成物の均質な検出のためのシステム
を提供することである。
本発明のさらに別の目的は１つの標識プライマーと両ＰＣＲプライマーの内側でハイブリ
ダイゼーションする１つの標識プローブの間の共鳴エネルギー転移によりＰＣＲ生成物の
均質な検出のためのシステムを提供することである。
本発明のさらなる目的は共鳴エネルギー転移とプローブ解離曲線による両ＰＣＲプライマ
ーの内側配列変化の検出のためのシステムを提供することである。
本発明のさらなる目的はプローブ解離曲線による異なったＰＣＲ生成物の相対定量のため
のシステムを提供することである。
本発明のさらに別の目的は蛍光対サイクル数プロットを曲線適合することで初期テンプレ
ートのコピー数を決定するための方法を提供することである。
本発明のさらに別の目的はＰＣＲを高速で行なうためと反応を連続的にモニタし反応が進
行中に反応パラメータを調節するためのシステム及びその方法を提供することである。
本発明のさらに別の目的は合成核酸アナログ又は誘導体による、たとえばペプチド核酸（
ＰＮＡ）により、蛍光化合物でこれらも又標識できる場合に核酸プローブを置き換えるこ
とである。
本発明の上記及びその他の目的と利点は後述の詳細な説明と請求項とからさらに完全に明
らかになるか、または本発明の実施により学習されよう。
本発明はＰＣＲ増幅と分析に必要な総時間数を従来技術に比べてとくに減少する一方で同
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時に増幅条件を最適化することにより反応量を有意に増加するオプションを可能にするも
のである。
本発明はＤＮＡ増幅の連続的蛍光モニタのための方法とその応用を提供する。各種の異な
る蛍光技術によるＤＮＡ増幅を連続的にモニタするために、必要とされる器具類は、光学
的な構成要素と高速温度サイクルを提供するためのシステムとの組合せである。１つの図
示した実施例において、蛍光は単一サンプルから連続的に、又はこれ以外ではサンプル全
部に同時に高速熱サイクルが行なわれるようにした回転カローセル上の多数サンプルから
連続的に取得する。関連装置についてのさらなる情報は上記で参照した米国特許出願に見
ることができる。
本発明の１つの側面において、ＤＮＡ増幅中の蛍光は、１）二重鎖特異性染料ＳＹＢＲTM

グリーンＩ、及び２）ハイブリダイゼーション・プローブ付きＣｙｓ５TM及びＣｙ５．５
TMへのフルオレセインの共鳴エネルギー転移によりモニタされた。サイクル毎に１回取得
した蛍光データで初期テンプレート・コピー数の定量が行なえる。
さらに、サイクルあたり１回の蛍光測定とは対照的に、各サイクルの間中連続的に温度、
時間、蛍光をモニタし、三次元螺旋を作成する本発明の実施例が開示される。この三次元
螺旋は温度対時間、蛍光対時間、蛍光対温度プロットに還元可能である。ハイブリダイゼ
ーション・プローブからの蛍光の蛍光対温度プロットは生成物の配列変化を検出するため
に使用できる。これらの配列変化は突然変異又は多型性等では自然的、定量ＰＣＲの工学
的変更テンプレート等では人工的なものである。
本発明の別の側面において、蛍光モニタリングを用いて二重鎖特異性ＤＮＡ特異的染料に
よる蛍光モニタリングによるＰＣＲ中の生成物解離曲線を取得する。熱サイクラが生成物
解離温度を通して加熱する際に温度の関数として蛍光をプロットすることで、ＰＣＲ生成
物解離曲線を得る。このＤＮＡ解離曲線の形状と位置はＧＣ／ＡＴ比及び配列の関数であ
り、解離温度２℃以内で分離された増幅生成物を区別するために使用できる。所望する生
成物は、プライマー・ダイマーを含む所望しない生成物から識別できる。解離曲線の分析
を用いると定量ＰＣＲのダイナミックレンジを拡大し、また多重増幅での異なる生成物を
識別することができる。二重鎖染料、生成物変性、アニーリング、伸長の使用は各サイク
ル内で継続できる。蛍光の連続モニタリングによって温度サイクル中の解離曲線と生成物
アニーリング曲線の取得ができるようになる。
本発明は３０分以内での、さらに望ましくは１５分以内で、またもっとも望ましくは１０
分以内で、蛍光モニタリングによる増幅と分析を組み合わせた高速サイクルＰＣＲのため
の試薬ならびに方法を提供する。
生物学的サンプルの標的ＤＮＡ配列を分析するための方法は、
前記標的配列の隣接領域にハイブリダイゼーションする２種類の核酸プローブの存在下で
ポリメラーゼ連鎖反応法により前記標的配列を増幅し、前記プローブの一方はアクセプタ
ーフルオロフォアで標識し前記プローブの他方は蛍光エネルギー転移対のドナーフルオロ
フォアで標識して前記２種類のプローブと前記標的配列とのハイブリダイゼーション時に
前記ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアは互いに２５核酸以内にあり、
前記ポリメラーゼ連鎖反応には前記標的核酸配列に対する熱安定性ポリメラーゼ及びプラ
イマーを前記生物学的サンプルに添加するステップと、少なくとも変性温度と伸長温度と
の間で前記生物学的サンプルを熱サイクルするステップとを含む増幅ステップと、
前記ドナーフルオロフォアによって吸収される波長の光で前記生物学的サンプルを励起し
て前記蛍光エネルギー転移対からの発光を検出するステップと、
を含むことを特徴とする。
生物学的サンプルの標的ＤＮＡ配列を分析するための方法は、
前記標的配列の隣接領域にハイブリダイゼーションする２種類の核酸プローブの存在下で
ポリメラーゼ連鎖反応法により前記標的配列を増幅し、前記プローブの一方はアクセプタ
ーフルオロフォアで標識し前記プローブの他方は蛍光エネルギー転移対のドナーフルオロ
フォアで標識して前記２種類のプローブと前記標的配列とのハイブリダイゼーション時に
前記ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアは互いに２５核酸以内にあり、
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前記ポリメラーゼ連鎖反応には前記標的核酸配列に対する熱安定性ポリメラーゼ及びプラ
イマーを前記生物学的サンプルに添加するステップと、少なくとも変性温度と伸長温度と
の間で前記生物学的サンプルを熱サイクルするステップとを含む増幅ステップと、
前記ドナーフルオロフォアによって吸収される波長の光で前記生物学的サンプルを励起す
るステップと、
前記蛍光エネルギー転移対からの温度依存性蛍光をモニタするステップと、
を含むことを特徴とする。
生物学的サンプルの標的核酸配列のポリメラーゼ連鎖反応増幅をリアルタイムでモニタす
る方法は、
（ａ）前記生物学的サンプルに２種類の核酸プライマーと核酸プローブとの有効量を添加
し、前記プライマーの一方と前記プローブは各々がアクセプターフルオロフォアとドナー
フルオロフォアとを含む蛍光エネルギー転移対の一方の構成要素で標識され、前記標識さ
れたプローブは前記標識されたプライマーの１５ヌクレオチド以内の標的核酸配列の増幅
コピーとハイブリダイゼーションするステップと、
（ｂ）ポリメラーゼ連鎖反応により前記標的核酸配列を増幅するステップと、
（ｃ）前記ドナーフルオロフォアによって吸収される選択波長の光で前記生物学的サンプ
ルを照射するステップと、
（ｄ）前記サンプルの蛍光発光を検出するステップと、
を含むことを特徴とする。
生物学的サンプルの標的核酸配列を増幅する方法の改良は、
（ａ）前記生物学的サンプルに核酸結合性蛍光体の有効量を添加するステップと、
（ｂ）ポリメラーゼ連鎖反応を用いて前記標的核酸配列を増幅するステップであって、初
期の所定温度と時間パラメータを用いて前記生物学的サンプルを熱サイクルし、さらに
（ｉ）前記ポリメラーゼ連鎖反応中の蛍光体によって吸収される光の選択波長で前記生物
学的サンプルを照射するステップと、
（ｉｉ）前記サンプルからの蛍光をモニタして前記ポリメラーゼ連鎖反応の最適温度及び
時間パラメータを決定するステップと、
（ｉｉｉ）前記蛍光により前記初期温度及び時間を調節するステップと
を含むことを特徴とする。
図示した１つの実施例において、蛍光体は二重鎖特異性ＤＮＡ結合染料を含み、別の図示
した実施例においては蛍光体は標的核酸配列にハイブリダイゼーションする蛍光標識オリ
ゴヌクレオチド・プローブを含む。
生物学的サンプルの標的核酸配列を検出するための方法は、
（ａ）前記生物学的サンプルに前記標的核酸配列とハイブリダイゼーションするオリゴヌ
クレオチド・プローブの対の有効量を添加し、前記プローブの一方はアクセプターフルオ
ロフォアで標識され、他方のプローブは蛍光エネルギー転移対のドナーフルオロフォアで
標識され、前記ドナーフルオロフォアの発光スペクトルと前記アクセプターフルオロフォ
アの吸収スペクトルは２５％未満で重なり合い、前記アクセプターフルオロフォアは１０
０，０００Ｍ-1ｃｍ-1より大きいピーク減衰係数を有し２種類のプローブのハイブリダイ
ゼーション時には前記ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアは互いに２５
ヌクレオチド以内にあるステップと、
（ｂ）前記ドナーフルオロフォアによって吸収される光の選択波長で前記生物学的サンプ
ルを照射するステップと、
（ｃ）前記生物学的サンプルの発光を検出するステップと、
を含むことを特徴とする。
図示した共鳴エネルギー転移対はドナーとしてフルオレセイン、又アクセプターとしてＣ
ｙ５又はＣｙ５．５を含む。
生物学的サンプルの標的核酸配列のポリメラーゼ連鎖反応増幅をリアルタイムでモニタす
る方法は、
前記標的配列の隣接領域とハイブリダイゼーションする２種類の核酸プローブの存在下で
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ポリメラーゼ連鎖反応により前記標的配列を増幅し、前記プローブの一方はアクセプター
フルオロフォアで標識され前記他方のプローブは蛍光エネルギー転移対のドナーフルオロ
フォアで標識されて、前記２種類のプローブと前記標的配列のハイブリダイゼーション時
に、前記ドナーフルオロフォアと前記アクセプターフルオロフォアは互いに２５ヌクレオ
チド以内にあり、前記ポリメラーゼ連鎖反応は前記標的核酸配列の熱安定性ポリメラーゼ
とプライマーを前記生物学的サンプルに添加するステップと、少なくとも変性温度と伸長
温度の間で前記生物学的サンプルを熱サイクルするステップとを含むステップと、
前記ドナーフルオロフォアにより吸収される波長の光で前記生物学的サンプルを励起して
前記生物学的サンプルからの発光を検出するステップと、
前記蛍光エネルギー転移対からの温度依存性蛍光をモニタするステップと
を含むことを特徴とする。
生物学的サンプルにおける標的核酸配列のポリメラーゼ連鎖反応増幅をリアルタイムでモ
ニタする方法は、ＳＹＢＲTMグリーンＩの存在下にポリメラーゼ連鎖反応により前記標的
配列を増幅し、前記ポリメラーゼ連鎖反応は前記標的核酸配列の熱安定性ポリメラーゼと
プライマーとを前記生物学的サンプルに添加するステップと、少なくとも変性温度と伸長
温度の間で前記生物学的サンプルを熱サイクルするステップを含むステップと、
前記ＳＹＢＲTMグリーンＩによって吸収される波長の光で前記生物学的サンプルを励起し
て前記生物学的サンプルからの発光を検出するステップと、
前記ＳＹＢＲTMグリーンＩからの温度依存性蛍光をモニタするステップとを含むことを特
徴とする。望ましくは、前記モニタするステップは前記増幅された標的配列の解離プロフ
ァイルを決定するステップを含む。
生物学的サンプルの標的ＤＮＡ配列を分析するための方法は、
（ａ）２種類の核酸プライマーと核酸プローブとの有効量を前記生物学的サンプルに添加
し、前記プライマーの一方と前記プローブは各々がアクセプターフルオロフォアとドナー
フルオロフォアからなる蛍光エネルギー転移対の一方の構成要素で標識され、前記標識さ
れたプローブは前記標識されたプライマーから１５ヌクレオチド以内の前記標的核酸配列
の増幅コピーとハイブリダイゼーションするステップと、
（ｂ）ポリメラーゼ連鎖反応により前記標的核酸配列を増幅するステップと、
（ｃ）前記ドナーフルオロフォアによって吸収される選択波長の光で前記生物学的サンプ
ルを照射して前記サンプルの蛍光発光を検出するステップとを含むことを特徴とする。別
の図示した実施例において、本方法はさらに、望ましくは前記増幅した標的配列の解離温
度を決定することによって、前記サンプルの温度依存性蛍光をモニタするステップを含む
。
第１の核酸において選択した遺伝子座での相違を第２の核酸と比較して検出する方法は、
（ａ）ポリメラーゼ連鎖反応により、前記第１の核酸の選択したセグメントと前記第２の
核酸のこれに対応するセグメントとを増幅するように構成したオリゴヌクレオチド・プラ
イマーの対を提供し、前記選択したセグメントとこれに対応するセグメントは各々が前記
選択した遺伝子座を含み、前記選択した遺伝子座のコピーを含む増幅生成物が得られるよ
うにするステップと、
（ｂ）オリゴヌクレオチド・プローブの対を提供し、前記プローブの一方はアクセプター
フルオロフォアで標識し前記プローブの他方は蛍光共鳴エネルギー転移対のドナーフルオ
ロフォアで標識しておき前記２種類のプローブと前記増幅生成物のハイブリダイゼーショ
ン時に前記ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアが共鳴エネルギー転移の
関係にあるようにし、前記プローブの一方は前記増幅生成物とハイブリダイゼーションす
るように構成されて前記プローブの前記一方が前記選択された遺伝子座に広がり前記第１
の核酸において前記第２の核酸の解離プロファイルとは識別可能な差が存在する場合に解
離プロファイルを示すようにするステップと、
（ｃ）前記第１の核酸の前記選択したセグメントと前記第２の核酸の前記これに対応する
セグメントとを有効量のプローブの存在下にポリメラーゼ連鎖反応によって増幅し、増幅
された選択セグメントと増幅された対応セグメントが得られるようにし、その少なくとも
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一部分は共鳴エネルギー転移関係にある蛍光共鳴エネルギー転移対でこれらにハイブリダ
イゼーションされた両方のプローブを有するステップと、
（ｄ）ハイブリダイゼーションされたプローブを有する前記増幅された選択セグメントと
前記増幅された対応セグメントとを選択された波長の光で照射して前記蛍光共鳴エネルギ
ー転移対による蛍光を照射させるステップと、
（ｅ）温度の関数として蛍光発光を測定して第１の核酸の前記増幅選択セグメントから解
離する前記一方のプローブの第１の解離プロファイルと第２の核酸の前記増幅対応セグメ
ントから解離する前記一方のプローブの第２の解離プロファイルにおいて決定するステッ
プと、
（ｆ）前記第１の解離プロファイルを前記第２の解離プロファイルと比較し、ここでの相
違が前記サンプル核酸における相違の存在を示すようにするステップと、
を含むことを特徴とする。
第１の核酸において第２の核酸と比較して選択した遺伝子座での相違を検出する方法は、
（ａ）ポリメラーゼ連鎖反応により、前記第１の核酸の選択されたセグメントと前記第２
の核酸のこれに対応するセグメントとを増幅するように構成したオリゴヌクレオチド・プ
ライマーの対を提供し、前記選択セグメントと対応セグメントの各々が前記選択された遺
伝子座を含み、前記選択された遺伝子座のコピーを含む増幅生成物を得るようにするステ
ップと、
（ｂ）オリゴヌクレオチド・プローブを提供し、前記プライマーの一方と前記プローブと
が各々ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアとを含む蛍光エネルギー転移
対の一方の構成要素で標識され、前記標識されたプローブと標識されたプライマーは前記
増幅生成物とハイブリッド化して前記ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォ
アとが共鳴エネルギー転移関係に置かれるようにし、前記プローブは前記増幅生成物とハ
イブリッド化するように構成されて前記プローブは前記選択された遺伝子座に広がり前記
第２の核酸の解離プロファイルから識別できる前記第１の核酸に相違が存在する場合には
解離プロファイルを示すステップと、
（ｃ）前記第１の核酸の選択セグメントと前記第２の核酸のこれに対応するセグメントと
をポリメラーゼ連鎖反応により有効量のプライマー及びプローブの存在下にて増幅し増幅
された選択セグメントと増幅された対応セグメントを得るようにし、その少なくとも一部
分は共鳴エネルギー転移関係にある前記蛍光共鳴エネルギー転移対によりこれらにハイブ
リダイゼーションされた標識プライマー及びプローブを有するステップと、
（ｄ）前記標識プライマー及びプローブがハイブリッド化された前記増幅選択セグメント
と前記増幅対応セグメントを選択した波長で照射して前記蛍光共鳴エネルギー転移対によ
る蛍光を照射するステップと、
（ｅ）前記第１の核酸の前記増幅選択セグメントから解離する前記プローブの第１の解離
プロファイルと前記第２の核酸の前記増幅対応セグメントから解離する前記プローブの第
２の解離プロファイルとを決定するステップと、
（ｆ）前記第１の解離プロファイルと前記第２の解離プロファイルとを比較して、相違が
前記サンプル核酸に置ける相違の存在を表わすステップと、
を含むことを特徴とする。
個人のゲノムにおいて選択された遺伝子座でのヘテロ接合性を検出する方法であって、前
記ゲノムは突然変異性対立遺伝子とこれに対応する基準対立遺伝子とを含み、その各々が
選択された遺伝子座を含み、
（ａ）前記個人からサンプルとなるゲノムＤＮＡを採得するステップと、
（ｂ）ポリメラーゼ連鎖反応により前記突然変異対立遺伝子の第１の選択したセグメント
と前記これに対応する基準対立遺伝子の第２の選択したセグメントを増幅するように構成
されたオリゴヌクレオチド・プライマーの対を提供し、前記第１と第２の選択されたセグ
メントとの両方ともが前記選択された遺伝子座を含むステップと、
（ｃ）オリゴヌクレオチド・プローブの対を提供し、前記プローブの一方はアクセプター
フルオロフォアで標識し前記プローブの他方は蛍光共鳴エネルギー転移対のドナーフルオ
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ロフォアで標識して前記増幅した第１と第２の選択セグメントと前記２種類のプローブの
ハイブリダイゼーション時に前記プローブの一方は前記選択された遺伝子座に広がり前記
増幅された第２の選択セグメントによる第２の解離プロファイルから識別可能な前記増幅
された第１の選択セグメントによる第１の解離プロファイルを示すようにするステップと
、
（ｄ）ポリメラーゼ連鎖反応により有効量のプローブの存在下でサンプル・ゲノムＤＮＡ
の前記第１と第２の選択セグメントを増幅して増幅された第１と第２の選択セグメントを
得るようにし、少なくともその一部分が両方とも共鳴エネルギー転移関係にある蛍光共鳴
エネルギー転移対によりこれらにハイブリダイゼーションされたプローブを有するステッ
プと、
（ｅ）選択した波長の光によりハイブリダイゼーションされたプローブを有する前記増幅
された第１と第２の選択セグメントを照射して、前記ドナーとアクセプターによる蛍光を
照射するステップと、
（ｆ）温度の関数として蛍光発光を測定して、前記増幅した第１の選択セグメントから解
離する前記一方のプローブの第１の解離プロファイルと前記増幅した第２の選択セグメン
トから解離する前記一方のプローブの第２の解離プロファイルとを決定するステップと、
（ｇ）前記第１の解離プロファイルと前記第２の解離プロファイルとを比較して、識別可
能な解離プロファイルが前記サンプル・ゲノムＤＮＡのヘテロ接合性を表わすようにする
ステップと、
を含むことを特徴とする。
個人のゲノムにおいて選択された遺伝子座でのヘテロ接合性を検出する方法であって、前
記ゲノムは突然変異対立遺伝子とこれに対応する基準対立遺伝子とを含み、各々が選択さ
れた遺伝子座を含み、
（ａ）前記個人からサンプル・ゲノムＤＮＡを採得するステップと、
（ｂ）ポリメラーゼ連鎖反応によって前記突然変異対立遺伝子の第１の選択されたセグメ
ントと前記これに対応する基準対立遺伝子の第２の選択されたセグメントを増幅するよう
に構成されたオリゴヌクレオチド・プライマーの対を提供し、前記第１と第２の選択セグ
メントにはどちらも前記選択された遺伝子座を含むステップと、
（ｃ）オリゴヌクレオチド・プローブを提供し、前記プライマーの一方と前記プローブは
各々ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアとを含む蛍光エネルギー転移対
の一方の構成要素で標識され、前記標識されたプローブと標識されたプライマーは前記増
幅された第１と第２の選択セグメントにハイブリダイゼーションして前記プローブの一方
が前記選択された遺伝子座に広がり前記増幅された第２の選択セグメントによる第２の解
離プロファイルから識別可能な前記増幅された第１の選択セグメントによる第１の解離プ
ロファイルを示すようにするステップと、
（ｄ）有効量のプライマー及びプローブの存在下でポリメラーゼ連鎖反応によりサンプル
・ゲノムＤＮＡの第１と第２の選択されたセグメントを増幅して増幅された第１と第２の
選択セグメントを得るようにし、少なくともその一部分は共鳴エネルギー転移関係にある
蛍光共鳴エネルギー転移対によりこれらにハイブリダイゼーションされた標識プライマー
及びプローブを有するようにするステップと、
（ｅ）前記標識したプライマーとプローブがハイブリダイゼーションされている前記増幅
した第１と第２の選択セグメントを選択した波長の光で照射して前記ドナー及びアクセプ
ターによる蛍光を照射するステップと、
（ｆ）温度の関数として蛍光発光を測定して前記増幅した第１の選択セグメントから解離
する前記プローブの第１の解離プロファイルと前記増幅した第２の選択セグメントから解
離する前記プローブの第２の解離プロファイルとを決定するステップと、
（ｇ）前記第１の解離プロファイルと前記第２の解離プロファイルを比較し、識別可能な
解離プロファイルは前記サンプル・ゲノムＤＮＡのヘテロ接合性を表わすステップと、
を含むことを特徴とする。
（１）核酸、ただし前記核酸又はそのポリメラーゼ連鎖反応増幅した生成物が２種類の異
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なった相補鎖から構成され、（２）前記核酸の選択したセグメントをポリメラーゼ連鎖反
応によって増幅して増幅生成物を得るように構成された２種類のオリゴヌクレオチド・プ
ライマー、（３）前記ポリメラーゼ連鎖反応を触媒するためのＤＮＡポリメラーゼを含む
ポリメラーゼ連鎖反応混合物においてポリメラーゼ連鎖反応の完了を決定する方法は、
（ａ）前記混合物に（１）蛍光共鳴エネルギー転移対の共鳴エネルギー転移ドナー又は共
鳴エネルギー転移アクセプターで標識され、選択された温度条件と単価イオン強度で前記
増幅生成物にハイブリダイゼーションするように構成された有効量のオリゴヌクレオチド
・プローブと、（２）前記ドナー又は前記アクセプターで標識され、前記プローブと基準
オリゴヌクレオチドの間で一方が前記ドナーで標識され他方が前記アクセプターで標識さ
れ、前記基準オリゴヌクレオチドは前記選択された温度及び単価イオン強度の条件下で前
記増幅生成物にハイブリダイゼーションするように構成されて前記プローブと前記基準オ
リゴヌクレオチドが両方とも前記増幅生成物にハイブリダイゼーションする場合前記ドナ
ー及び前記アクセプターが共鳴エネルギー転移関係にあるようにする有効量の基準オリゴ
ヌクレオチドとを添加するステップと、
（ｂ）前記核酸の選択セグメントをポリメラーゼ連鎖反応によって増幅して前記増幅生成
物を得るようにし、少なくともその一部分は共鳴エネルギー転移関係にある蛍光共鳴エネ
ルギー転移対によりこれらにハイブリダイゼーションされた前記プローブと前記基準オリ
ゴヌクレオチドの両方を有するようにするステップと、
（ｃ）選択した波長の光でハイブリダイゼーションされたプローブと基準オリゴヌクレオ
チドとを有する前記増幅生成物を照射して前記蛍光共鳴エネルギー対による蛍光を照射さ
せ、蛍光発光をモニタして、前記蛍光発光が前記反応の完了を表わすプラトー・フェーズ
に達した時点でサイクルを決定するステップと、
を含むことを特徴とする。
（１）核酸、ただし前記核酸又はそのポリメラーゼ連鎖反応増幅した生成物は２種類の異
なった相補鎖から構成され、（２）前記核酸の選択したセグメントをポリメラーゼ連鎖反
応によって増幅して増幅生成物を得るように構成された２種類のオリゴヌクレオチド・プ
ライマー、（３）前記ポリメラーゼ連鎖反応を触媒するためのＤＮＡポリメラーゼを含む
ポリメラーゼ連鎖反応混合物におけるポリメラーゼ連鎖反応の完了を決定する方法は、
（ａ）前記混合物に有効量の核酸結合蛍光染料を添加するステップと、
（ｂ）前記核酸結合蛍光染料が添加された前記混合物でポリメラーゼ連鎖反応により前記
選択した核酸セグメントを増幅して核酸結合蛍光染料が結合した前記増幅生成物を得るス
テップと、
（ｃ）核酸結合蛍光染料が結合している増幅生成物に選択した波長の光を照射してここか
らの蛍光を照射し、蛍光発光をモニタして、前記蛍光発光が前記反応の完了を表わすプラ
トー・フェーズに達した時点でサイクルを決定するステップと、
を含むことを特徴とする。望ましくは、核酸結合蛍光染料はＳＹＢＲTMグリーンＩ、臭化
エチジウム、ピコグリーン、アクリジン・オレンジ、チアゾール・オレンジ、ＹＯ－ＰＲ
Ｏ－１、クロモマイシンＡ３から構成されるグループから選択した構成要素とし、さらに
望ましくはＳＹＢＲTMグリーンＩとする。
二重鎖特異性蛍光染料を含むポリメラーゼ連鎖反応混合物のアニーリング、伸長、変性フ
ェーズの反復サイクルを含むポリメラーゼ連鎖反応の温度サイクル・パラメータを制御す
る方法であって、前記パラメータは前記アニーリング・フェーズの持続時間と、前記変性
フェーズの持続時間と、サイクル数とを含み、
（ａ）選択した波長の光で前記反応を照射して前記蛍光染料からの蛍光を照射させ前記反
復アニーリング、伸長、変性フェーズの間に蛍光を連続モニタするステップと、
（ｂ）少なくとも、
（ｉ）前記伸長フェーズの間に蛍光が増加を停止する持続時間、又は
（ｉｉ）前記変性フェーズの間に前記蛍光が基線レベルまで減少する持続時間、又は
（ｉｉｉ）前記伸長フェーズの間に前記蛍光が所定のレベルに達した回数を決定するステ
ップと、
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（ｃ）前記伸長フェーズの間に蛍光が増加を停止する時間の長さに基づいた前記伸長フェ
ーズの長さ、前記変性フェーズの間に蛍光が前記基線レベルまで減少した時間の長さに基
づいた前記変性フェーズの長さ、又は前記伸長フェーズの間に蛍光が前記所定レベルに達
したサイクル数に基づくサイクル数を調節するステップと、
を含むことを特徴とする。
選択したポリメラーゼ連鎖反応混合物における増幅生成物の濃度を決定する方法は、
（ａ）前記増幅生成物の既知の濃度のハイブリダイゼーションのレートをモニタすること
により選択した温度と反応条件での前記増幅生成物での２次速度定数を決定するステップ
と、
（ｂ）前記増幅生成物の未知の濃度でのアニーリング速度を決定するステップと、
（ｃ）前記アニーリング速度と前記２次速度定数から前記増幅生成物の濃度を計算するス
テップと、
を含むことを特徴とする。望ましくは、アニーリング速度は多数の増幅サイクルの後で決
定される。２次速度定数を決定する１つの代表的な方法は、既知の濃度の前記増幅生成物
と有効量の二重鎖特異性蛍光染料とを含む第１のポリメラーゼ連鎖反応混合物の温度を、
前記増幅生成物の変性温度以上に上昇して変性増幅生成物を得るステップと、
前記既知の量の変性増幅生成物を含む前記第１のポリメラーゼ連鎖反応混合物の温度を、
前記増幅生成物の変性温度以下の選択した温度まで急冷すると同時に時間の関数として前
記第１のポリメラーゼ連鎖反応混合物の蛍光を連続モニタするステップと、極大蛍光、極
小蛍光、極小蛍光の時間、及び増幅生成物の既知の濃度での２次速度定数を決定するため
、式：

（ただしＦは蛍光、Ｆmaxは極大蛍光、Ｆminは極小蛍光、ｋは２次速度定数、ｔ0はＦmin

での時間、［ＤＮＡ］は前記増幅生成物の既知の濃度である）から時間の関数として蛍光
をプロットするステップと、
を含むことを特徴とする。
競合的定量ポリメラーゼ連鎖反応による選択した核酸テンプレートの濃度を決定する方法
は
（ａ）（ｉ）ポリメラーゼ連鎖反応において前記選択したテンプレートの選択したセグメ
ントと相補的テンプレートのこれに対応する選択したセグメントを増幅してこれらの増幅
生成物を得るように構成したオリゴヌクレオチド・プライマーの対の各々の有効量と、
（ｉｉ）蛍光共鳴エネルギー転移対の共鳴エネルギー転移ドナー又は共鳴エネルギー転移
アクセプターで標識された有効量のオリゴヌクレオチド・プローブであって、前記プロー
ブが前記競合的テンプレートの増幅生成物から解離する解離温度から識別可能な解離温度
での前記選択したテンプレートの増幅生成物から解離するように前記増幅生成物にハイブ
リダイゼーションするように構成されている前記プローブと、
（ｉｉｉ）前記プローブと転移オリゴヌクレオチドの間で一方が前記ドナーにより標識さ
れ他方が前記アクセプターにより標識されているとして、前記ドナー又は前記アクセプタ
ーで標識された有効量の基準オリゴヌクレオチドであって、前記基準オリゴヌクレオチド
は前記プローブと前記基準オリゴヌクレオチドの両方が前記増幅生成物にハイブリダイゼ
ーションする場合に前記ドナーと前記アクセプターが共鳴エネルギー転移関係になるよう
に前記増幅生成物にハイブリダイゼーションするよう構成されたオリゴヌクレオチドと、
を含む反応混合物において、ポリメラーゼ連鎖反応により、未知の量の選択したテンプレ
ートと既知の量の前記競合的テンプレートを増幅して前記増幅生成物を得るステップと、
（ｂ）前記反応混合物を選択した波長の光で照射して蛍光共鳴エネルギー転移対による蛍
光を照射させ、反応混合物の温度が変化して前記選択したテンプレートの前記増幅生成物
から解離する前記プローブの第１の解離曲線と前記競合的テンプレートから解離する前記
プローブの第２の解離曲線とを得る場合に温度の関数として蛍光発光を決定するステップ
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と、
（ｃ）前記第１と第２の解離曲線から第１と第２の解離ピークに変換して当該解離ピーク
から前記選択したテンプレートと前記競合的テンプレートの相対量を決定するステップと
、
（ｄ）前記既知の量の前記競合的テンプレートと、前記選択したテンプレート及び競合的
テンプレートの相対量とに基づいて前記選択したテンプレートの濃度を計算するステップ
と、
を含むことを特徴とする。
蛍光共鳴エネルギー転移対はフルオレセインとＣｙ５、又はＣｙ５．５からなる。
ポリメラーゼ連鎖反応において選択した核酸テンプレートの濃度を決定する方法は、
（ａ）（ｉ）ポリメラーゼ連鎖反応において前記選択したテンプレートの選択した第１の
セグメントを増幅して増幅した第１の生成物を得るように構成された第１のオリゴヌクレ
オチド・プライマー対の各々の有効量と、
（ｉｉ）ポリメラーゼ連鎖反応において基準テンプレートの選択した第２のセグメントを
増幅して増幅した第２の生成物を得るように構成された第２のオリゴヌクレオチド・プラ
イマー対の各々の有効量と、
（ｉｉｉ）核酸結合蛍光染料の有効量と、
を含む反応混合物において、
ポリメラーゼ連鎖反応により、未知の量の前記選択したテンプレートを増幅して前記増幅
した第１の生成物を得る及び既知の量の前記基準テンプレートを増幅して前記増幅した第
２の生成物を得るステップと、
（ｂ）選択した波長の光で前記反応混合物を照射して核酸結合蛍光染料による蛍光を照射
させ、温度の関数として発光された蛍光を連続的にモニタして第１の生成物と第２の生成
物が異なる温度で解離するような前記増幅生成物の解離曲線を得るステップと、
（ｃ）前記解離曲線を解離ピークに変換して当該解離ピークから前記選択したテンプレー
トと前記基準テンプレートの相対量を決定するステップと、
（ｄ）前記既知の量の前記基準テンプレートと選択したテンプレート及び基準テンプレー
トの相対量とに基づいて前記選択したテンプレートの濃度を計算するステップと、
を含むことを特徴とする。
陽性対照テンプレートも含むポリメラーゼ連鎖反応において選択したテンプレートの増幅
をモニタする方法は、
（ａ）（ｉ）ポリメラーゼ連鎖反応において前記選択したテンプレートの選択した第１の
セグメントを増幅して増幅された第１の生成物を得るように構成された第１のオリゴヌク
レオチド・プライマー対の各々の有効量と、
（ｉｉ）ポリメラーゼ連鎖反応において、陽性対照テンプレートの選択された第２のセグ
メントを増幅して増幅された第２の生成物を得るように構成された第２のオリゴヌクレオ
チド・プライマー対の各々の有効量と、
（ｉｉｉ）有効量の核酸結合蛍光染料と、
を含む反応混合物において、
前記選択したテンプレートと前記陽性対照テンプレートをポリメラーゼ連鎖反応によって
増幅するための条件に前記選択したテンプレートと前記陽性対照テンプレートをさらすス
テップと、
（ｂ）前記反応混合物を選択した波長の光で照射して核酸結合蛍光染料による蛍光を照射
し、前記ポリメラーゼ連鎖反応の増幅サイクル中に温度の関数として発光される蛍光を連
続的にモニタして前記選択したテンプレートが増幅される場合前記増幅された第１の生成
物の第１の解離ピークを、また前記陽性対照テンプレートが増幅される場合前記増幅され
た第２の生成物の第２の解離ピークを取得するステップとを含み、
前記第２の解離曲線の取得はポリメラーゼ連鎖反応が作用したことを表わし、前記第１の
解離曲線の取得は前記選択した第１のセグメントが増幅可能であることを表わし、前記第
１の解離曲線が欠如していることは前記選択した第１のセグメントが増幅不可能であるこ
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とを表わすことを特徴とする。
個人の第Ｖ因子ライデン変異を検出する方法であって、第Ｖ因子ライデン変異は野生型と
比較して第Ｖ因子ライデン変異遺伝子座での単一塩基変化で構成され、
（ａ）前記個人からサンプル・ゲノムＤＮＡを採得するステップと、
（ｂ）対照として野生型ゲノムＤＮＡを提供するステップと、
（ｃ）前記サンプル・ゲノムＤＮＡと前記野生型ゲノムＤＮＡの選択したセグメントをポ
リメラーゼ連鎖反応によって増幅するように構成されたオリゴヌクレオチド・プライマー
の対を提供し、前記選択したセグメントは第Ｖ因子ライデン変異遺伝子座を含み、第Ｖ因
子ライデン変異遺伝子座のコピーを含む増幅生成物を得るステップと、
（ｄ）蛍光共鳴エネルギー転移対の共鳴エネルギー転移ドナー又は共鳴エネルギー転移ア
クセプターで標識されたオリゴヌクレオチド・プローブを提供し、前記プローブは前記増
幅された生成物にハイブリダイゼーションするように構成されて前記プローブが前記変異
遺伝子座に広がり前記サンプル・ゲノムＤＮＡに前記野生型ゲノムＤＮＡの解離プロファ
イルから区別できる第Ｖ因子ライデン変異が存在する場合解離プロファイルを示すステッ
プと、
（ｅ）共鳴エネルギー転移ドナー又は共鳴エネルギー転移アクセプターで標識された転移
オリゴヌクレオチドを提供し、前記プローブと転移オリゴヌクレオチドの間で一方が共鳴
エネルギー転移ドナーで標識され他方が共鳴エネルギー転移アクセプターで標識されてい
るとして、前記転移オリゴヌクレオチドは前記増幅生成物にハイブリダイゼーションする
ように構成して前記プローブと前記転移オリゴヌクレオチドの両方が前記増幅生成物にハ
イブリダイゼーションする場合に共鳴エネルギー転移ドナーと共鳴エネルギー転移アクセ
プターが共鳴エネルギー転移関係にあるようにするステップと、
（ｆ）有効量のオリゴヌクレオチド・プローブと転移オリゴヌクレオチドの存在下でサン
プル・ゲノムＤＮＡと野生型ゲノムＤＮＡの前記選択したセグメントをポリメラーゼ連鎖
反応により増幅して、増幅された選択セグメントを得るようにし、少なくともその一部分
は共鳴エネルギー転移関係にある蛍光共鳴エネルギー転移対によりこれらにハイブリダイ
ゼーションされた前記プローブと前記転移オリゴヌクレオチドの両方を有するようにする
ステップと、
（ｇ）前記ポリメラーゼ連鎖反応の増幅サイクルの間の温度の関数として蛍光を測定して
サンプル・ゲノムＤＮＡの前記増幅セグメントから解離する前記プローブの解離プロファ
イルと前記野生型ゲノムＤＮＡの増幅セグメントから解離する前記プローブの解離プロフ
ァイルとを取得するステップと、
（ｈ）前記サンプル・ゲノムＤＮＡについての前記解離プロファイルを前記野生型ゲノム
ＤＮＡについての前記解離プロファイルと比較し、これらの差が前記サンプル・ゲノムＤ
ＮＡにおける第Ｖ因子ライデン変異の存在を表わすステップと、
を含むことを特徴とする。
核酸ハイブリダイゼーションを分析するための方法は
（ａ）分析すべき核酸サンプルと核酸結合蛍光体とを含む混合物を提供するステップと、
（ｂ）温度を≧毎秒０．１℃の速度で変化させながら蛍光をモニタするステップと、
を含むことを特徴とする。
未知の量の核酸を含むサンプルの初期コピー数を定量する方法は、
（ａ）ポリメラーゼ連鎖反応により既知の濃度の少なくとも一つの標準を、前記標準と核
酸結合蛍光体とを含む混合物中で増幅するステップと、
（ｂ）サイクル数の関数として蛍光を測定して一組のデータ点を得るステップと、
（ｃ）初期核酸濃度とサイクル数の関数として蛍光を記述する任意の所定の式に前記デー
タ点を当てはめるステップと、
（ｄ）前記サンプルと前記核酸結合蛍光体とを含む混合物中で未知の量の核酸を含む前記
サンプルを増幅してこれの蛍光をモニタするステップと、
（ｅ）ステップ（ｃ）で求めた式から初期核酸濃度を決定するステップと、
を含むことを特徴とする。
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蛍光共鳴エネルギー転移対が開示され、前記対は発光スペクトルを有するドナーフルオロ
フォアと、吸収スペクトルを有し減衰係数が１００，０００Ｍ-1ｃｍ-1より大きいアクセ
プターフルオロフォアとを含む含み、前記ドナーフルオロフォアの発光スペクトルと前記
アクセプターフルオロフォアの吸収スペクトルは２５％未満でオーバラップする。本明細
書で説明される１つの代表的な蛍光共鳴エネルギー転移対はドナーフルオロフォアがフル
オレセインでありアクセプターフルオロフォアがＣｙ５又はＣｙ５．５である。
生物学的サンプルの標的ＤＮＡ配列を分析するための方法は、核酸結合蛍光体の存在下で
ポリメラーゼ連鎖反応により前記標的配列を増幅し、前記ポリメラーゼ連鎖反応には前記
標的とされる核酸配列に対する熱安定性ポリメラーゼ及びプライマーを前記生物学的サン
プルに添加して少なくとも変性温度と伸長温度の間で前記生物学的サンプルを熱サイクル
するステップを含むステップと、
前記核酸結合蛍光体により吸収される波長の光によって前記サンプルを励起するステップ
と、
前記サンプルの温度が変化する際に前記核酸結合蛍光体からの温度依存性蛍光をモニタす
るステップとを含むことを特徴とする。望ましくは、核酸結合蛍光体には二重鎖核酸結合
蛍光染料たとえばＳＹＢＲTMグリーンＩ等を含む。温度依存性蛍光は、望ましくは解離曲
線分析によって、増幅生成物を識別するために使用できる。２種類又は３種類以上の増幅
生成物の相対量を解離曲線の分析で求めることができる。たとえば、解離曲線より下の領
域は多重ガウス分布の和の非線形最小二乗回帰で見付けられる。
【図面の簡単な説明】
図１Ａ及び図１Ｂは平衡ＰＣＲの典型例（Ａ）と動的ＰＣＲの典型例（Ｂ）を表わすグラ
フである。
図２は蛍光ハイブリダイゼーションモニタリングに有用な温度対時間セグメントを表わす
。
図３はＰＣＲの高速温度サイクルで代表的な温度対時間のチャートである。
図４は４種類の異なる温度／時間プロファイル（Ａ～Ｄ）の結果と、これらから得られた
３０サイクル後の増幅生成物である。
図５Ａ、図５Ｂ、図５ＣはＰＣＲの蛍光をモニタする３種類の異なる方法での蛍光生成メ
カニズムを示し、（Ａ）二重鎖ＤＮＡ染料、（Ｂ）加水分解プローブ、（Ｃ）ハイブリダ
イゼーション・プローブである。
図６はＣｙ５TMの一価Ｎ－ハイドロキシサクシニミド・エステルの化学構造を表わす。
図７はＣｙ５．５TMの一価Ｎ－ハイドロキシサクシニミド・エステルの化学構造を表わす
。
図８はフルオレセイン（実線）の発光スペクトルとＣｙ５（破線）の励起スペクトルを表
わす。
図９はＰＣＲ中の各サイクルでフルオレセインとＣｙ５で標識した隣接するハイブリダイ
ゼーション・プローブの間に発生する共鳴エネルギー転移を示す。
図１０はＰＣＲ中に生成される共鳴エネルギー転移シグナルにおいてＣｙ５プローブとフ
ルオレセイン・プローブの比を変化させる効果を示す。
図１１はＰＣＲ中に生成される共鳴エネルギー転移シグナルにおいて任意のプローブ比で
のプローブ濃度を変化させる効果を示す。
図１２はＰＣＲ中に生成される共鳴エネルギー転移シグナルにおいて標識オリゴヌクレオ
チドの間の間隔の効果を示す。
図１３はＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（ｅｘｏ+；実線）とＴａｑＤＮＡポリメラーゼのＳ
ｔｏｆｆｅｌ断片（ｅｘｏ-；点線）を用いた増幅３０サイクル直後の、隣接するハイブ
リダイゼーション・プローブによるＰＣＲ中の蛍光発生に対する温度サイクルおよびポリ
メラーゼの種類の蛍光エネルギー転移による隣接プローブ・ハイブリダイゼーションの時
間経過を示す。温度は太線で図示されている。
図１４はＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（ｅｘｏ+；実線）と、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼの
Ｓｔｏｆｆｅｌ断片（ｅｘｏ-；破線）とＫｌｅｎＴａｑＤＮＡポリメラーゼ（ｅｘｏ-；
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点線）による増幅での蛍光比対サイクル数のプロットである：上部パネル――サイクルは
９４℃と６０℃の間で２０秒間６０℃で保持、中央パネル――サイクルは９４℃と６０℃
の間で１２０秒間６０℃で保持、下部パネル――サイクルは９４℃と６０℃の間で６０℃
から７５℃までゆっくりと温度上昇。
図１５はＳｙｂｒTMグリーンＩを用いてモニタした多数の異なる初期テンプレート・コピ
ー反応での蛍光体サイクル数のプロットである：０，（△）；１，（■）；１０，（―）
１０2，（－）；１０3，（＋）；104，（●）、105，（◇）；106，（×）；107，（▲）
；108，（□）；109，（◆）。
図１６は２重標識加水分解プローブを用いてモニタした多数の異なる初期テンプレート・
コピー反応での蛍光比対サイクル数のプロットである：０，（―）；１，（▲）；１０，
（○）；102，（*）；103，（●）；104，（□）；105，（＋）；106，（■）；107，（
◇）；108，（×）；109，（◆）。
図１７は隣接ハイブリダイゼーション・プローブでモニタした多数の異なる初期テンプレ
ート・コピー反応での蛍光比対サイクル数のプロットである：０，（―）；１，（▲）；
１０，（○）；102，（*）；103，（●）；104，（□）；105，（＋）；106，（■）；10
7，（◇）；108，（×）；109，（◆）。
図１８は共鳴エネルギー転移によりモニタされる２種類のハイブリダイゼーション・プロ
ーブ設計を区別する蛍光比対サイクル数のプロットである：（◇）は各々フルオレセイン
とＣｙ５で標識した２種類のハイブリダイゼーション・プローブ；（◆）はＣｙ５で標識
したプライマーとフルオレセインで標識したプローブである。
図１９Ａから図１９Ｃは、ＰＣＲでの３種類の蛍光モニタリング技術の比較を提供し、二
重鎖特異性ＤＮＡ染料ＳＹＢＲグリーンＩ（Ａ）、２重標識フルオレセイン／ローダミン
加水分解プローブ（Ｂ）、Ｃｙ５標識プライマーとフルオレセイン標識ハイブリダイゼー
ション・プローブ（Ｃ）を含む；図１９Ｄは図１９Ａから図１９Ｃまでに表わされている
３種類のモニタリング技術の変動係数を示す。
図２０はＳＹＢＲグリーンＩでモニタされる標準増幅の代表的対数蛍光対サイクル数のプ
ロットを示す。
図２１は図２０のデータのサイクル２０～２７に適合させた双曲線を示す。
図２２は増幅データから初期コピー数を決定するため未知サンプルに適合させた双曲線を
表わす。
図２３は各サイクル隣接ハイブリダイゼーション・プローブでモニタされる５種類の標準
の代表的な蛍光対サイクル数のプロットで、初期コピー数は次のように表わしてある：10
3，（●）；104，（◇）；105，（▲）；106，（□）；107，（◆）。
図２４は図２３の標準データに適合させた曲線を示す。
図２５は各サイクル加水分解プローブでモニタされる５種類の標準の代表的な蛍光対サイ
クル数のプロットを示し、初期コピー数は次のように表わしてある：１．５，（●）；１
５，（◇）；１５０，（▲）；１５００，（□）；１５，０００，（◆）。
図２６は図２５の標準データに適合させた曲線を示す。
図２７はＳＹＢＲグリーンＩでモニタされる３種類の標準増幅の代表的対数蛍光対サイク
ル数のプロットを示し、ここでは（■）；（●）；（▲）である。
図２８は図２７の標準データに適合させた異なる曲線を示す。
図２９Ａ及び図２９Ｂは時間対蛍光（Ａ）と時間対温度（Ｂ）のプロットで温度と蛍光の
間の逆比例関係を明示している。
図３０は温度対時間、蛍光対時間、蛍光対温度の２Ｄプロットを示すチャートでＳＹＢＲ
グリーンＩの存在下におけるhepatitis B（Ｂ型肝炎）ゲノムの１８０塩基対フラグメン
トの増幅について３Ｄプロットとしても図示してある。
図３１はＳＹＢＲグリーンＩの存在下でヒトβグロビン遺伝子の５３６塩基対フラグメン
トの増幅についての蛍光対温度投影図である。
図３２Ａ及び図３２Ｂは加水分解プローブについての温度による蛍光比の直線性変化（Ａ
）とハイブリダイゼーション・プローブでの温度によるラジカルな変化（Ｂ）とを示すプ
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ロットを提供する。
図３３は隣接ハイブリダイゼーション・プローブの存在下にｅｘｏ-ポリメラーゼによる
増幅の蛍光比対温度プロットを示す。
図３４は隣接ハイブリダイゼーション・プローブの存在下でｅｘｏ+ポリメラーゼによる
増幅の蛍光比対温度プロットを示す。
図３５は隣接ハイブリダイゼーション・プローブの存在下にｅｘｏ-ポリメラーゼによる
増幅中の温度、時間、蛍光の三次元プロットを示す。
図３６は隣接ハイブリダイゼーション・プローブの存在下にｅｘｏ+ポリメラーゼによる
増幅中の温度、時間、蛍光の三次元プロットを示す。
図３７はhepatitis B（Ｂ型肝炎）ウィルス（●；５０％ＧＣ、１８０ｂｐ）、βグロビ
ン（▲；５３．２％ＧＣ、５３６ｂｐ）、前立腺特異抗原（×；６０．３％ＧＣ、２９２
ｂｐ）のＰＣＲ増幅生成物での解離曲線を示す。
図３８は０．１℃から５．０℃の加熱レートにおけるhepatitis B（Ｂ型肝炎）ウィルス
のＰＣＲ増幅生成物の解離曲線を示す。
図３９はＳＹＢＲTMグリーンＩの各種濃度におけるhepatitis B（Ｂ型肝炎）ウィルスの
ＰＣＲ増幅生成物の解離曲線を示す。
図４０Ａ及び図４０Ｂは（ａ）追加テンプレートなし、（ｂ）低いストリンジェンシー条
件下で１０の６乗コピーの追加テンプレート、（ｃ）高いストリンジェンシーの条件下で
の１０の６乗コピーの追加テンプレートで増幅したβグロビン断片物についての、（Ａ）
解離曲線と、（Ｂ）電気泳動分画バンドを示す。
図４１Ａ及び図４１Ｂはhepatitis Bウィルス断片（ＨＢＶ）、βグロビン、及びこれら
の混合物の（Ａ）解離曲線と、（Ｂ）解離ピークを示す。
図４２Ａから図４２Ｄは（Ａ）様々な量のβグロビン・テンプレートからＰＣＲ増幅した
生成物についての相対蛍光対サイクル数のプロット、各種生成物の（Ｂ）解離ピークと（
Ｃ）電気泳動バンド、（Ｄ）（Ａ）のデータの補正蛍光を示す。
図４３Ａ及び図４３Ｂは嚢胞性線維症遺伝子及びｃ－ｅｒｂＢ－２オンコジーンの混合物
のＰＣＲ増幅生成物からの（Ａ）解離曲線と、（Ｂ）解離ピークを示す。
図４４は嚢胞性線維症遺伝子（ＣＦＴＲ）とｃ－ｅｒｂＢ－２（ｎｅｕ）について様々な
サイクル数での解離ピークを示す。
図４５はＣＦＴＲとｎｅｕＰＣＴ生成物の積分解離ピークのグラフである。
図４６Ａ及び図４６Ｂは第Ｖ因子ライデン変異ヘテロ接合性のヒト（実線）、第Ｖ因子ラ
イデン変異ホモ接合性のヒト（点線）、野生型ホモ接合性（破線）、ＤＮＡのない対照（
一点鎖線）のＰＣＲ生成物についての（Ａ）解離曲線と、（Ｂ）解離ピークを示す。
図４７は第Ｖ因子ライデン変異ホモ接合性サンプル（実線）、第Ｖ因子ライデン変異ヘテ
ロ接合性（点線）、野生型ホモ接合性（一点鎖線）のＰＣＲ生成物の４０サイクル中の連
続モニタの蛍光比対温度のプロットを示す。
図４８はメチレンテトラヒドロ葉酸遺伝子のホモ接合型突然変異（実線）、野生型ホモ接
合性（破線）、ヘテロ接合突然変異（点線）、ＤＮＡのない対照（一点鎖線）の解離ピー
クを示す。
図４９は各種の初期テンプレート量から増幅したβグロビンＰＣＲ生成物のアニーリング
曲線の形状を示す。
図５０は初期テンプレート濃度を決定するための２次速度定数の決定を示す。
図５１は蛍光データから熱サイクルを制御するためのブロック図である。
図５２Ａ及び図５２Ｂは（Ａ）２０サイクル後に取得した温度対時間のプロットと、（Ｂ
）２５サイクル後に取得した蛍光対時間のプロットを示し、熱サイクルは蛍光データから
制御した。
図５３～１０５は本発明に従って使用可能なプログラミングを示す図である。
詳細な説明
ＰＣＲ中のハイブリダイゼーションをモニタする本発明の方法を開示し説明する前に、本
発明は本明細書で開示される特定の構成、処理ステップ、材料に制限されるものではなく
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、こうした構成、処理ステップ、材料は何らか変化することがあることを理解されるべき
である。また本発明の範囲は付録の請求項及びその等価物によってのみ制限されるもので
あるから本明細書で用いられている術語は特定の実施例を説明する目的でのみ用いられて
いることも理解されて然るべきである。
本明細書及び付録の請求項で用いられているように、単数形表現“ａ”“ａｎ”“ｔｈｅ
”はコンテクストでとくに何らか明言していない限り複数対象も含むことには注意すべき
である。
本発明の説明と請求において、以下の術語は以下に明示した定義にしたがって用いられる
。
本明細書で用いている「核酸」「ＤＮＡ」及び類似の術語も核酸アナログ、即ちリン酸ジ
エステル骨格以外を有する類似物も含む。たとえば、いわゆる「ペプチド核酸」は従来技
術で公知となっているが骨格においてリン酸ジエステル結合の代わりにペプチド結合を有
しており、本発明の範囲内に含まれるものと解釈される。
本明細書で用いている「連続モニタリング」及び類似の術語はＰＣＲのサイクルの間の多
数の時刻でモニタし、望ましくは温度遷移中、又さらに望ましくは各温度遷移において少
なくとも一つのデータ点を取得することを表わす。
本明細書で用いている「サイクル毎」モニタリングは各サイクル毎に１回、望ましくはＰ
ＣＲのアニーリング相の間に、ＰＣＲ反応をモニタすることを意味する。
本明細書で用いている「蛍光共鳴エネルギー転移関係」及び類似の術語は、ドナーフルオ
ロフォアが共鳴エネルギーをアクセプターフルオロフォアに転移してアクセプターフルオ
ロフォアが測定可能な蛍光発光を発生することができるようにするように、ドナーフルオ
ロフォアで標識されたオリゴヌクレオチドとアクセプターフルオロフォアで標識されたオ
リゴヌクレオチドとの核酸に対する隣接ハイブリダイゼーションを表わす。ドナーフルオ
ロフォアとアクセプターフルオロフォアがあまり遠すぎる距離に離れていると、アクセプ
ターフルオロフォアが測定可能な蛍光を発光できるようにアクセプターフルオロフォアへ
共鳴エネルギーを転移することができず、したがってドナーフルオロフォアとアクセプタ
ーフルオロフォアは共鳴エネルギー転移関係にはない。望ましくは、２種類の標識された
オリゴヌクレオチドが両方ともプローブであり、どちらもＰＣＲプライマーとして機能し
ない場合、（「プローブ－プローブ」）ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフ
ォアはおよそ０～２５ヌクレオチド以内であり、さらに望ましくは０～５ヌクレオチド以
内、また最も望ましいのは０～２ヌクレオチド以内である。特に好適な間隔は１ヌクレオ
チドである。標識オリゴヌクレオチドの一方がＰＣＲプライマーとしても機能する（「プ
ローブ－プライマー」）場合、ドナーフルオロフォアとアクセプターフルオロフォアはお
よそ０～１５ヌクレオチド以内が望ましく、およそ４～６ヌクレオチド以内がさらに望ま
しい。
本明細書で用いている「有効量」は選択した効果を発生するのに充分な量を表わす。たと
えば、ＰＣＲプライマーの有効量は、ＤＮＡポリメラーゼ、バッファ、テンプレート、及
び温度条件を含めてＰＣＲを実施するのに必要であることが従来技術で知られているその
他の条件も提供されている場合にＰＣＲによって核酸のセグメントを増幅するのに充分な
量である。
ＰＣＲは反復的テンプレート変性とプライマーのアニーリングを必要とする。これらのハ
イブリダイゼーション遷移は温度依存である。増幅を進めるＰＣＲの温度サイクルは、高
温で生成物の変性蓄積と低温での生成物へのプライマー付着（アニーリング）を交互に行
なう。生成物の変性とプライマー・アニーリングの遷移温度はＧＣ成分と長さに依存する
。プローブがＰＣＲ生成物に内部でハイブリダイゼーションするように設計されている場
合、プローブの解離温度もまたＧＣ成分、長さ、及び標的に対する相補性の度合に依存す
る。ＰＣＲで互換性のある蛍光プローブは増幅中のハイブリダイゼーションをモニタでき
る。
高速サイクルとの関連で使用されるのが望ましい（１９９６年６月４日付でＰＣＲ処理を
モニタするためのシステム及びその方法と題する前述の米国特許出願番号第０８／６５８
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，９９３号、及び１９９５年１０月２日付で生物学的サンプルの高速熱サイクルのための
方法と題する米国特許出願番号第０８／５３７，６１２号に完全に説明されている）本発
明によれば、ＰＣＲの速度論の典型例が適切である。ＰＣＲについて３種類の反応（変性
、アニーリング、伸長）が３つの時間間隔の間に３つの異なる温度で起こると考えるので
はなく（図１Ａ）、ＰＣＲの速度論の典型例がもっと有用である（図１Ｂ）。速度論の典
型例では、温度対時間曲線はオーバラップする反応の間の連続遷移から構成される。変性
とアニーリングは非常に高速で特定温度での保持時間は必要としない。伸長は変化する速
度である温度範囲にわたって起こる。完全な分析には全ての温度にわたる全部の関連速度
定数についての知識が必要であろう。全反応の速度定数が分かっていれば、「ＰＣＲの物
理化学的説明」が発達する。これらの速度を決定するには正確な温度制御が必要であり温
度サイクル中の反応モニタリングによって大幅に簡略化される。
図２は蛍光ハイブリダイゼーション・モニタリングでの有用な温度対時間セグメントを示
している。生成物解離曲線はゆっくりと変性へ向かう温度上昇中に得られる。変性後に一
定温度へ温度を急激に下げることによって、生成物、プローブ、又はプライマーのアニー
リングがオプションとして後続できる。プローブ解離曲線はプローブＴｍ付近の温度を通
ってゆっくりと加熱すると得られる。図２に図示してある実施例は温度サイクル中の全分
析をすぐリアルタイムの表示で提供する。蛍光プローブは温度サイクル中のプライマー、
プローブ、又は生成物ハイブリダイゼーションの連続モニタリングのために増幅溶液の一
部分として含めてある。
本発明に含まれる蛍光ハイブリダイゼーション技術は高速サイクルに基づくもので、速度
と特異性を利点とする。
高速サイクルＰＣＲ中のサンプル温度プロファイルを図３に図示してある。変性とアニー
リングは、従来のＰＣＲの温度サイクルたとえば図１Ａでの広い平坦域とは対向して、こ
れらの図面では温度「スパイク」として現われている。高速温度サイクルは図４の従来の
温度サイクルと対照され、３０サイクルの増幅が１５分で完了し得られたＰＣＲ生成物は
かなり少ない副生成物しか含まないことが示されている。つまり、高速サイクルによると
必要とされる増幅時間はおよそ１０分の１に減少し、特異性が向上する。
実施例１
図４は４種類の異なる温度／時間プロファイル（Ａ～Ｄ）の結果と３０サイクル後にそれ
らで得られた増幅生成物（Ａ～Ｄ）を示す。図４のプロファイルＡとＢは従来技術の微量
遠沈管を使用する従来技術の加熱ブロック装置を用いて得られた。図４から分かるように
、温度間の遷移はゆっくりでプロファイルＡとＢには多数の非特異性バンドが存在する。
プロファイルＢは各々のサンプルが各々の温度に留まる時間を制限することによって非特
異性バンド（プロファイルＡとは対照的に）の幾つかを排除する点で改善を示している、
つまり短時間ではさらに望ましい結果が発生することを表わしている。
プロファイルＣとＤは高速温度サイクラを使用して得られた。図４から分かるように、増
幅は特異的であり、収量は６０秒の伸長時間（Ｃ）で最大となるが、１０秒の伸長時間（
Ｄ）でも全体として充分である。
ヒトゲノムＤＮＡ由来のβグロビン５３６ｂｐフラグメントの増幅に最適な時間と温度も
決定された。増幅収量と生成物の特異性は変性（９３℃）とアニーリング（５５℃）が１
秒未満の場合に最適だった。変性又はアニーリング時間が長くても何らの利点は見られな
かった。収量は７７℃で長い伸長時間だと増加したが、１０～２０秒より長い伸長時間で
はほとんど変化が見られなかった。このように予想しなかった結果は、ＤＮＡ増幅のため
に用いられる従来利用可能な装置が物理的酵素的な反応条件を最適化するのに必要とされ
る条件を最大にしていないことを表わしている。
さらに詳しい情報は、Ｃ．Ｔ．ウィットワーら、嚢胞性線維症デルタＦ（５０８）遺伝子
座での高速サイクル対立遺伝子特異性増幅、（C. T. Wittwer et al.,Rapid Cycle Allel
e-Specific Amplification with Cystic Fibrosis deltaF（508）Locus, 39, Clinical C
hemistry 804（1993））及びＣ．Ｔ．ウィットワーら、高速ＤＮＡ増幅、（C. T. Wittwe
r et al., Rapid DNA Amplification, The Polymerase Chain Reaction 174（1994）に解
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説されており、これらはどちらも本明細書で参照に含まれる。蛍光観察と高速温度サイク
ルに用いられる機材は前述の米国特許出願第０８／５３７，６１２号に完全に開示されて
いる。
先に述べたように、ポリメラーゼ連鎖反応は高速で実行できる。急速熱伝導を容易にする
ことに加えて光学的に透明な毛細管を使用すると本発明によるＤＮＡ増幅の連続的蛍光モ
ニタリングが可能になる。
蛍光プローブはＤＮＡ増幅を検出しモニタするために使用できる。有用なプローブとして
は、二重鎖ＤＮＡ特異性染料や配列特異性プローブが挙げられる。ＤＮＡ増幅を追跡する
ための３種類の異なる蛍光技術を図５で比較している。図５Ａでは、蛍光は二重鎖特異性
ＤＮＡ染料で検出されるＰＣＲ生成物のハイブリダイゼーションに依存している。図５Ｂ
において、蛍光は５’－エクソヌクレアーゼ消光プローブの加水分解に依存しており、こ
れは前述のように従来技術で周知となっている。図５Ｃでは２つの隣接プローブにおける
蛍光物質間の共鳴エネルギー転移に基づいたハイブリダイゼーション方式を図示している
。図５Ａの方法は配列特異性ではないが、生成物の特異性は解離曲線によって決定でき、
これは本発明の１つの側面である。図５Ｂ及び図５Ｃは両方とも配列特異性である。しか
し該ハイブリダイゼーション法は解離曲線による分析を可能にし、これは本発明の別の側
面である。
図５Ｂに図示したように加水分解プローブが関係する反応からと図５Ｃに図示したように
ハイブリダイゼーション・プローブが関係する反応からの蛍光をモニタする際、ドナーフ
ルオロフォアとアクセプターフルオロフォア両方から発光される蛍光を測定するのが有利
である。具体的には、加水分解プローブによって発光される蛍光の大半はドナーフルオロ
フォアからのもので、ハイブリダイゼーション・プローブによって発光される蛍光の大半
はアクセプターフルオロフォアからのものである。
二重鎖特異性ＤＮＡ染料の選択。蛍光技術に臭化エチジウムを用いるのが当業者には馴染
み深いであろう。二重鎖特異性蛍光染料が増幅中に存在する場合、二重鎖生成物が多く作
られる程蛍光は一般に増加する。Ｒ．ヒグチら、特定ＤＮＡ配列の同時増幅と検出、（R.
 higuchi et al., Simultaneous amplification anddetection of specific DNA sequenc
es, 10 Bio/Technology 413-417（1992））参照。インターカレータＹＯ－ＰＲＯ－１を
用いたhepatitis C（Ｃ型肝炎）ＲＮＡの蛍光ＰＣＲアッセイも従来技術で公知である。
Ｔ．イシグロら、蛍光インターカレータ存在下のポリメラーゼ連鎖反応によるhepatitis 
CウィルスＲＮＡの均質定量アッセイ（T. Ishiguro et al., Homogenenous quantitative
 assay ofhepatitis C virus RNA by polymerase chain reaction in the presence of a
 fluorescent intercalater, 229 Anal. Biochem. 207 - 213（1995））参照。従来技術
で公知であり、米国オレゴン州ユージーンにあるモレキュラー・プローブズ社（Molecula
r Probes of Eugene, Oregon）から入手できるＳＹＢＲTMグリーンＩを二重鎖特異性染料
として使用するのが好適である。この染料の分子構造は企業秘密であるが、ゲル上でのＤ
ＮＡ検出用にさらに高感度の二重鎖特異性染料としてメーカーから推奨されている。ＳＹ
ＢＲTMグリーンＩは熱安定性が悪いが、しかしそのために長い時間間隔にわたって反応混
合物の温度が解離温度に維持されるような従来方によるポリメラーゼ連鎖反応の蛍光モニ
タリングには有用ではない。この熱不安定性のため、解離温度が長時間にわたって維持さ
れない場合、即ちＰＣＲが前述した速度論の典型例にしたがって高速サイクルにより行な
われる場合に、ＳＹＢＲTMグリーンＩがＰＣＲ反応をモニタするために使用できることが
発見されたのは予想外だった。
実施例２
１０，０００テンプレートコピーからのヒトβグロビン遺伝子のＰＣＯ３／ＰＣＯ４プラ
イマー対からの１１０塩基対断片の増幅をモニタすることにより異なった二重鎖特異性Ｄ
ＮＡ染料を比較した。プライマーは従来技術で公知の通りに標準的ホスホラミダイト化学
によって、即ちファルマシア・バイオテック遺伝子アセンブラ・プラス（Pharmacia Biot
ech Gene Assembler Plus）（ニュージャージー州ピスカタウェイ）を使用して合成され
た。ヒトβグロビン・プライマーＰＣ０３／ＰＣ０４（１１０塩基対）はＣ．Ｔ．ウィッ
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トワーら、熱気による毛細管内自動ポリメラーゼ連鎖反応（C. T. Wittwer et al., Auto
mated polymerase chain reaction in capillary tubes with hot air, 17 Nucl. Acids.
 Res. 4353 - 4357（1989））に説明されており、本明細書で参照に含まれる。ＤＮＡ増
幅は、以下の実施例で特に記載していない限り、５０ｍＭトリス、ｐＨ８．５（２５℃）
，３ｍＭＭｇＣｌ2，５００μｇ／ｍｌウシ血清アルブミン、０．５μＭの各プライマー
、０．２ｍＭの各デオキシヌクレオシド三リン酸、５μｌサンプルあたり０．２単位のＴ
ａｑポリメラーゼで行なった。精製した増幅生成物をＤＮＡテンプレートとして使用し、
フェノール／クロロホルム抽出とエタノール沈殿法で得られた。Ｄ．Ｍ．ウォーレス、核
酸の大規模及び小規模フェノール抽出及び沈殿法（D. M. Wallace, Large- and Small-sc
ale phenol extractions and precipitation of nucleic acids, 152 Methods in Enzymo
logy 33-48（1987））参照。これに続けてセントリコン３０マイクロコンセントレータに
よる反復洗浄でプライマーの除去を行なった（アミコン社、マサチューセッツ州ダンバー
ス）。テンプレート濃度は２６０ナノメートルの吸光度で求めた。テンプレートのＡ（２
６０）：Ａ（２８０）比は１．７以上だった。
ＳＹＢＲTMグリーンＩ（モレキュラー・プローブズ社、オレゴン州ユージーン）を１：１
０，０００倍希釈、臭化エチジウムは５μｇ／ｍｌ、アクリジン・オレンジは３μｇ／ｍ
ｌで用いた。これらの濃度は各々の染料で増幅中に観察される蛍光シグナルが最大になる
最適濃度となるように決定した。励起はキセノン・アーク光源から４５０～４９０ナノメ
ートル干渉フィルタを通したが、臭化エチジウムでは５２０～５５０ナノメートル励起を
使用した。ＳＹＢＲTMグリーンＩでは、５２０～５５０ナノメートルの発光をモニタした
。臭化エチジウム蛍光は５８０～６２０ナノメートル・バンドパスフィルタ経由で観察し
た。アクリジン・オレンジのシグナルは緑色（５２０～５５０ナノメートル）の赤色（＞
６１０ナノメートル）蛍光に対する比として取った。増幅前のサンプルの蛍光を３５サイ
クル後の蛍光（最高９４℃、６０℃で２０秒）と６０℃で比較した。蛍光の増加はＳＹＢ
ＲTMグリーンＩで５．３倍、臭化エチジウムで１．７倍、アクリジン・オレンジで１．２
倍だった。別の実験で、ＳＹＢＲTMグリーンＩからの蛍光は７０℃で３０分以上にわたり
安定していた。また便利なことに可視光で励起され臭化エチジウムより変異原物質になり
にくいと主張されている。全例でのバックグラウンド蛍光は主としてプライマーから発し
ていた。
ＳＹＢＲTMグリーンＩは主として二重鎖と一重鎖核酸の間の優れた識別能に由来する高感
度のため、ＰＣＲの蛍光モニタリングに適した二重鎖特異性染料である。ＳＹＢＲTMグリ
ーンＩはあらゆる増幅で使用できかつ安価である。さらに、後述するように解離曲線の分
析で生成物特異性を得ることができる。
ハイブリダイゼーション・プローブ用の共鳴エネルギー転移染料選択。蛍光共鳴エネルギ
ー転移は２つの蛍光物質が物理的に接近し一方の蛍光物質の発光スペクトルが他方の励起
スペクトルとオーバラップしている場合に発生し得る。蛍光共鳴エネルギー転移の導入理
論は多くの最近の紹介論文に見ることができる。共鳴エネルギー転移のレートは：
（８．７８５Ｅ－５）（ｔ-1）（ｋ2）（ｎ-4）（ｑD）（Ｒ-6）（ＪDA）
ただし、
ｔ＝アクセプター欠如時のドナーの励起状態寿命
ｋ2ドナーとアクセプターの間の指向性係数
ｎ＝介在する媒体の可視光反射率
ｑD＝アクセプター欠如時のドナー量子効率
Ｒ＝ドナーとアクセプターの間の距離（オングストローム単位）
ＪDA＝オーバラップする全波長に対して（ＦD）（ｅA）（Ｗ4）の積分
ここでＦD＝ドナーのピーク正規化蛍光スペクトル
またｅA＝アクセプターの分子減衰係数（Ｍ-1ｃｍ-1）
Ｗ＝波長（ナノメートル）とする。
何らかの任意のドナーとアクセプターで、５０％共鳴エネルギー転移が発生する距離を計
算することができこれをＲ0で表わす。共鳴エネルギー転移のレートはドナーとアクセプ
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ターの間の距離の６乗に比例するので、ＲがＲ0から移動すると共鳴エネルギー転移は急
激に変化する。２Ｒ0では、非常に僅かな共鳴エネルギー転移しか発生せず、０．５Ｒ0で
は他の形の脱励起（即ち衝突消光）が優勢でない限り転移効率はほぼ完全である。多様な
ドナーとアクセプターの対でのＲ0の値が集積されており２２から７２オングストローム
の間で変化している。
二重螺錠ＤＮＡでは、１０塩基が約３４オングストロームは離れている。ドナーフルオロ
フォア又はアクセプターフルオロフォアでＤＮＡの塩基を標識することによって、ＤＮＡ
の螺錠構造を観察するためのスペクトル的定規として共鳴エネルギー転移を使用し４種類
のＤＮＡ結合の構造を分析できる。共鳴エネルギー転移はハイブリダイゼーションのモニ
タとしても使用できる。標識したオリゴヌクレオチドが標識テンプレート鎖にハイブリダ
イゼーションされると、ＲはＲ0より相当大きな値からＲ0以下に移動し、共鳴エネルギー
転移が急激に増加する。これ以外にも、２種類の標識プローブを同じテンプレート鎖にハ
イブリダイゼーションして蛍光エネルギー転移に同様の変化を起こすことができる。
ハイブリダイゼーションをモニタするために実際に共鳴エネルギー転移を使用するのは、
要求される感度とどの程度の時間が使えるかによって変わる。１ナノモル標識プローブで
の競合ハイブリダイゼーション技術を使用すると、ＰＣＲ増幅ＤＮＡは４０℃で１５分後
に検出された。もっと高速のシグナル生成が望ましい。ハイブリダイゼーションに秒単位
しか必要でないなら、ＰＣＲ生成物は増幅の各サイクルで便利に定量できる。さらには、
プローブハイブリダイゼーションの範囲を温度サイクル内でモニタできる。
ハイブリダイゼーションは秒単位の処理である（Ｂ．ヤング＆Ｍ．アンダーソン、溶液ハ
イブリダイゼーションの定量分析（B. Young & M. Anderson,Quantitative analysis of 
solution hybridization, In: Nucleic AcidHybridization: A Practical Approach 47-7
1,（B. Hames, S. Higgins eds.,1985））参照）。プローブの濃度が標的濃度より大幅に
高い場合、ハイブリダイゼーション・レートはプローブ濃度に逆比例する。たとえば、プ
ローブ濃度を２倍にするとハイブリダイゼーション時間は半分に減少する。ハイブリダイ
ゼーションはハイブリダイゼーション部位がポリメラーゼ伸長で被覆される前に起こる必
要があるため、高いプローブ濃度がＰＣＲ中のサイクル後とモニタリングに必要である。
ＰＣＲ中のハイブリダイゼーション・モニタリングに必要な高いプローブ濃度はユニーク
な特性の共鳴エネルギー転移対を要求する。ドナー（Ｄ）とアクセプター（Ａ）の対の光
による励起を考えてみる。直接励起されたＤとＡの蛍光の数は励起波長での各蛍光物質の
減衰係数（ｅ）に比例することになる、即ち、
直接励起されたＤ分子数＝（Ｋ）（ｅD）
直接励起されたＡ分子数＝（Ｋ）（ｅA）
ここでＫは比例定数である。ドナーの脱励起は、蛍光、共鳴エネルギー転移、その他の熱
的消光と要約される過程によって発生する。ＰF＝共鳴エネルギー転移の確率、ＰTD＝ド
ナーの熱的消光の確率、とすると、ドナー蛍光の確率は
１－ＰF－ＰTD

また蛍光を発するドナー分子数は
（Ｋ）（ｅD）（１－ＰF－ＰTD）
である。ドナー発光ウィンドウ（たとえばバンドパスフィルタ・ウィンドウ）内でのドナ
ー発光を検出する確率をＰDDとすると、観察されるドナー発光個数は
（ＰDD）（Ｋ）（ｅD）（１－ＰF－ＰTD）
ここで、励起されたアクセプターフルオロフォアが直接励起されたアクセプターと共鳴エ
ネルギー転移により励起されたアクセプターの和であるので、
（Ｋ）（ｅA）＋（Ｋ）（ｅD）（ＰF）
ＰTA＝アクセプターの熱的消光の確率とすると、アクセプター蛍光の確率は１－ＰTAまた
蛍光を発するアクセプター分子の個数は
［（Ｋ）（ｅA）＋（Ｋ）（ｅD）（ＰF）］［１－（ＰTA）］
またアクセプター発光ウィンドウ内でアクセプター発光を検出する確率をＰAAとすると、
観察されるアクセプター発光の個数は
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（ＰAA）［（Ｋ）（ｅA）＋（Ｋ）（ｅD）（ＰF）］［１－（ＰTA）］
最後に、アクセプター発光ウィンドウ内でドナー発光を観察する確率をＰDAとした場合に
、アクセプター発光ウィンドウ内で観察される（ＤとＡの両方の）発光の個数は
（ＰAA）［（Ｋ）（ｅA）＋（Ｋ）（ｅD）（ＰF）］［１－（ＰTA）］＋
（ＰDA）（Ｋ）（ｅD）（１－ＰF－ＰTD）
蛍光測定は相対的でありＫが全ての項で存在することから、Ｋを除外して式を組み立て直
すと、ドナーウィンドウで観察される強度は（ドナー励起）－（エネルギー転移）に比例
し：
１）（ｅD）（ｐDD）（１－ＰTD）－（ｅD）（ＰDD）（ＰF）
またアクセプターウィンドウで観察される強度は（アクセプター励起）＋（エネルギー転
移）＋（アクセプターウィンドウでのドナー発光）に比例するから、
２）（ｅA）（ＰAA）（１－ＰTA）＋（ｅD）（ＰDD）（ＰF）（１－ＰTA）
＋（ｅD）（ＰDA）（１－ＰTD－ＰF）
共鳴エネルギー転移が増加すると、ドナーシグナルが減少してアクセプターシグナルが増
加する。百分率シグナル変化は各ウィンドウ内のバックグラウンド光強度に依存する。プ
ローブの濃度が高いと、バックグラウンド光強度が高い。ＰＣＲ中、標的（生成物）濃度
変化をモニタする必要がある場合、ドナー濃度を標的濃度と一致させることは可能ではな
い。過剰なドナー分子がドナー及びアクセプターウィンドウの両方でのバックグラウンド
光強度に関係し部分的にエネルギー転移現象を隠蔽する。アクセプターウィンドウでのバ
ックグラウンド光はアクセプターウィンドウ内でのドナー発光だけではなくアクセプター
の直接励起からも発生する。このバックグラウンドはｅAが低くＰDAも低いと最少にでき
る。
フルオレセイン／ローダミン蛍光エネルギー転移対は、核酸検出に共通に使用され、高い
バックグラウンド蛍光を有している。直接アクセプター励起（ｅA、ほぼ１０％ｅmax）と
、アクセプター発光（ＰDA、ほぼ２０％ピーク発光）を検出するために使用される波長で
のドナー発光の双方が高い。この対はプローブ濃度が標的濃度に近くハイブリダイゼーシ
ョンを完了するのに充分な時間が与えられている場合にハイブリダイゼーションをモニタ
するために使用できる。高いプローブ濃度が必要とされＰＣＲでのテンプレート濃度が連
続的に変化することから、ＰＣＲの連続モニタでは蛍光体の有用な対ではない。
ハイブリダイゼーションによるＰＣＲ中の生成物濃度のモニタリングは、受け入れ可能な
共鳴エネルギー転移対が見付からなかったため過去においては不可能だった。共鳴エネル
ギー転移を直接「非競合的」ハイブリダイゼーション検出に使用する試みが幾つかなされ
てきた。たとえば、米国特許第５，５６５，３２２号では「アクセプターによる再発光に
関して観察されるエネルギー転移効率は比較的低い」と述べている。有意なハイブリダイ
ゼーションが秒単位で起こせる程にまで充分に高いプローブ濃度では、バックグラウンド
蛍光が高すぎる。
フルオレセインは恐らくもっとも広範に使用されている蛍光物質である。これの減衰係数
と量子効率は高く、顕微鏡下、イムノアッセイ、フローサイトメトリーで広く使用されて
いる。これはローダミンと併せて共通に使用される共鳴エネルギー転移対でのドナーであ
る。Ｃｙ５は一般的な赤色発光蛍光物質で減衰係数が非常に高い。Ｃｙ５のＮ－ハイドロ
キシサクシニミド・エステルの構造を図６に図示し、関連した染料であるＣｙ５．５の構
造を図７に図示してある。これらの染料はインドジカルボシアニン染料で、フローサイト
メトリーや自動蛍光シーケンサで共通に使用されており、アマシャム（ペンシルバニア州
ピッツバーグ）から入手できる。フルオレセインとＣｙ５はどちらもオリゴヌクレオチド
への直接自動組み込み用にアミダイトとして商業的に利用できる。しかし、Ｃｙ５はフル
オレセインとの共鳴エネルギー転移対として報告されたことがない。直感的に理解される
ようにフルオレセイン発光とＣｙ５吸収は共鳴エネルギー転移を考慮するには充分にオー
バラップしていない。フルオレセインの発光スペクトルとオリゴヌクレオチドに付着した
Ｃｙ５の吸収スペクトルは図８に図示してある。曲線の下側の領域を正規化すると、技術
的スペクトルからのオーバラップは１９％である。Ｃｙ５．５の励起は約２５ナノメート
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ルだけ赤色に変移しており、フルオレセイン発光とのオーバラップは約１５％にまで減少
する。スペクトルの赤色、赤外領域での作業は測定機材の光学部品を選択する際に有利で
ある。照射用にレーザーダイオードを使用でき、フォトダイオード検出器は優れた感度を
有しており、大半の材料は関係のあるスペクトル領域で自発蛍光が最少である。
スペクトル的なオーバラップが低いにもかかわらず、フルオレセインとＣｙ５又はＣｙ５
．５の一方とがＰＣＲ中のハイブリダイゼーションモニタリングに優れた共鳴エネルギー
転移対を構成することが発見された。
実施例３
内部プローブＣＡＡＡＣＡＧＡＣＡ　ＣＣＡＴＧＧＴＧＣＡ　ＣＣＴＧＡＣＴＣＣＴ　Ｇ
ＡＧＧＡフルオレセイン（配列ＩＤ No. ３）とCy５－ＧＡＡＧＴＣＴＧＣＣ　ＣＴＴＡ
ＣＴＧＣＣＣ　ＴＧＴＧＧＧＧＣＡＡ　Ｇ－ｐ（配列ＩＤNo.１８）それぞれ０．２μモ
ルと０．８単位ＫｌｅｎＴａｑ１ポリメラーゼ（Ｔａｑポリメラーゼの５’－エクソヌク
レアーゼ欠損変異体――米国特許第５，４３６，１４９号）を１０μｌ反応で用いた実施
例２の手順にしたがって、１１０ｂｐβグロビン・フラグメントを５０ｎｇヒトゲノムＤ
ＮＡから増幅した。プローブは同一鎖でプライマーに内部ハイブリダイゼーションし何ら
かの介在塩基なしにすぐ隣接していた。
プローブとプライマーは、従来技術で公知のように標準的ホスホラミダイト化学により、
即ちファルマシア・バイオテック遺伝子アセンブラ・プラス（Pharmacia Biotech Gene A
ssembler Plus）（ニュージャージー州ピスカタウェイ）を使用して合成した。３’－フ
ルオレセイン標識したプローブはフルオレセイン標識したＣＰＧカセット（グレン・リサ
ーチ社、バージニア州スターリング）上で最終トリチル－ＯＮをＣ１８逆相ＨＰＬＣ精製
の補佐に用いて合成した。遅い溶出ピークを回収し、トリチル残基をポリパック（グレン
・リサーチ社）で除去した。フルオレセイン標識オリゴヌクレオチドは５０％アセトニト
リルで溶出しＣ１８逆相ＨＰＬＣでもう一度精製した。５’－Ｃｙ５－標識プローブは３
’末端の化学的リン酸化剤（グレン・リサーチ社）を用い、トリチル－ＯＦＦ合成中にＣ
ｙ５アミダイト（ファルマシア社）を５’末端に追加して合成した。失敗した配列はＣ１
８逆相ＨＰＬＣで除去した。プローブ純度はポリアクリルアミド電気泳動と染料及びオリ
ゴヌクレオチドの吸光度でチェックした。
ＨＰＬＣは４×２５０ｍｍ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳカラム（ヒューレットパッカード社
）で０．１Ｍトリエタノールアミン：酢酸移動相とアセトニトリル・グラジエントを用い
１ｍｌ／分で行なった。溶出は吸光度（Ａ260）と蛍光（フルオレセインでは４９０ｎｍ
励起、５２０ｎｍ発光、またＣｙ５については６５０ｎｍ励起、６７０ｎｍ発光）をモニ
タした。トリチレート及びフルオレセイン標識オリゴヌクレオチドは１０～２０％のアセ
トニトリル・グラジエントに溶出し、Ｃｙ５標識オリゴヌクレオチドは１０～４０％アセ
トニトリル・グラジエントに溶出した。
温度サイクルは、２０℃／毎秒のプログラム式アプローチ速度で９４℃０秒、アプローチ
速度２０℃／毎秒で６０℃２０秒、また１℃／毎秒のアプローチ速度で７５℃０秒とし毛
細管蛍光高速温度サイクラによった。温度サイクル中、フルオレセインとＣｙ５の蛍光は
アニーリング・伸長セグメントの終りで各サイクルで取得した。共鳴エネルギー転移は増
幅サイクル２６あたりで始まったフルオレセイン蛍光の減少とＣｙ５蛍光の増加の両方と
して観察された（図９）。一般に、フルオレセイン蛍光に対するＣｙ５の蛍光比は好適で
ある。
フルオレセイン／Ｃｙ５対で予想しない良好な結果について、少なくとも部分的には説明
を付けることができる。重なり積分ＪDAはスペクトルのオーバラップだけでなく、アクセ
プターの減衰係数にも依存し（Ｃｙ５は６５０ｎｍで２５０，０００Ｍ-1ｃｍ-1の減衰係
数を有する）、波長の４乗で変化する。これらの要素のどちらも、スペクトル的オーバラ
ップが低いとしてもＣｙ５で高いＪDAに有利である。最近、フィコエリスリンとＣｙ７は
、スペクトル・オーバラップが低いにもかかわらず、免疫蛍光に有効なタンデム・プロー
ブであると示された。後者の例で、ハイブリダイゼーション・プローブの標識としてのフ
ルオレセインとＣｙ５．５の有用性が示されている。蛍光共鳴エネルギー転移は相互作用
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する染料がスペクトル的に低いオーバラップを有している場合でも核酸ハイブリダイゼー
ションをモニタするために使用することができる。フルオレセインとＣｙ５，Ｃｙ５．５
，およびその他の赤色又は赤外発光染料をハイブリダイゼーションのモニタリング用共鳴
エネルギー転移対として使用することは従前には認識されて来なかった。フルオレセイン
は６００ｎｍ、７００ｎｍに及ぶ長い発光「尾部」を有し遠赤色や赤外染料を励起するの
に使用できる範囲を越えている。エネルギー転移レートは重なり積分に依存するが、これ
も蛍光物質間の距離の６乗で起こる。共鳴エネルギー転移染料が接近するようにプローブ
が設計されている場合、転移レートは高い。少なくともフルオレセイン／Ｃｙ５，フルオ
レセイン／Ｃｙ５．５，及び同様の対で、蛍光物質が介在塩基なしに隣接プローブに付着
される上記実施例と同様に蛍光物質どうしが接近している場合に、共鳴エネルギー転移は
衝突消光やその他の形のエネルギー損失より優位であるように見える。
ハイブリダイゼーション・プローブとしての共鳴エネルギー転移対の潜在的有用性は極小
及び極大共鳴エネルギー転移でのドナー及びアクセプターの光強度比の変化を観察するこ
とにより判定することができる。極小及び極大の転移を得る１つの方法としては、両方の
蛍光物質を同一オリゴヌクレオチドに付着させホスホジエステラーゼによる消化の前後で
蛍光比を測定することが挙げられる。
実施例４
２重標識フルオレセイン／Ｃｙ５プローブ Cy５－ＣＴＧＣＣＧ－Ｆ－ＴＡＣＴ　ＧＣＣ
ＣＴＧＴＧＧＧ　ＧＣＡＡＧＧｐ（配列ＩＤ No.１９）を標準ホスホラミダイト化学で合
成した。ここでｐは末端３’リン酸（化学的リン酸化剤、グレン・リサーチ社）、Ｆは２
－アミノブチル－１，３－プロパンジオール骨格を有するアミダイトとして自然の３炭素
ヌクレオチド間リン酸ジエステル距離を保つために導入したフルオレセイン残基（クロン
テック社、カリフォルニア州パロアルト）、Ｃｙ５はアミダイトとして添加（ファルマシ
ア社）した。０．１ＭトリスｐＨ８．０でのフルオレセイン蛍光に対するＣｙ５の比はホ
スホジエステラーゼ（シグマ、モンタナ州セントルイス）による完全加水分解の前後に得
られた。蛍光比の変化は加水分解に２２０倍だった。２重標識フルオレセイン／ローダミ
ン・プローブＦ－ＡＴＧＣＣＣＴ*ＣＣＣ　ＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣ　ＣＴＧＣＧＴｐ（配
列ＩＤ No.２０）をパーキン・エルマー社（カリフォルニア州フォスターシティ）から購
入した。ここでＦはフルオレセイン、*はアミノ・リンカー腕で改変Ｔ残基に付着させた
ローダミンである。蛍光比の（フルオレセインに対するローダミンの）変化はホスホジエ
ステラーゼによる加水分解後に２２倍だった。
フルオレセイン／Ｃｙ５対からの潜在的シグナルはフルオレセイン／ローダミン対のそれ
より１０倍だった。
実施例５
ＰＣＲ中のフルオレセイン及びＣｙ５で標識した隣接ハイブリダイゼーション・プローブ
の比率、濃度、間隔の影響について研究した。βグロビン遺伝子座と実施例３のプローブ
対の増幅を用いCY５のフルオレセインに対する蛍光比の最大変化を観察した。極大シグナ
ルはＣｙ５のフルオレセイン標識プローブに対する比が２：１の場合に発生した（図１０
）。２：１の比では、最良のシグナルは、フルオレセイン・プローブ濃度０．２μモル、
Ｃｙ５標識プローブ濃度０．４μモルで発生した（図１１）。ＰＣＲ中に隣接ハイブリダ
イゼーション・プローブの間で最適な介在塩基数も決定した。長さが同じでハイブリダイ
ゼーション位置が僅かに変移している数種類のプローブを実施例３にしたがって合成し、
βグロビン標的にハイブリダイゼーションした場合に、プローブ間に０，１，２，３，４
，又は６塩基が残るようにした。ＰＣＲ中で最高のシグナルは介在塩基数１で発生した（
図１２）。ある程度の共鳴エネルギー転移が１５塩基の間隔又２５塩基でも検出されたが
、もっと良好な転移は０～５塩基で発生した。
ヘラーら（米国特許第４，９９６，１４３号）は、蛍光物質間のヌクレオチド数が４から
０ユニットに減少するとエネルギー転移効率が減少することを発見した。対照的にフルオ
レセイン／Ｃｙ５対による最高のエネルギー転移は介在ヌクレオチド数が０から２で見ら
れた。
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ハイブリダイゼーション・プローブ法。標的に隣接してハイブリダイゼーションする２つ
のプローブを合成し各々を共鳴エネルギー転移対の一方の蛍光物質で標識した場合、共鳴
エネルギー転移はハイブリダイゼーションが起こった場合に増加する（図５Ｃ）。フルオ
レセイン／ローダミン対は核酸検出でもっとも共通に使用されている。
本発明の１つの側面はＰＣＲ生成物の検出のために配列特異性の均質ハイブリダイゼーシ
ョン法を提供することである。どのようにすればこれを実現できるかは明らかではない。
増幅中にハイブリダイゼーション・プローブを使用するのは直感的に分かり辛い。プロー
ブのハイブリダイゼーションとポリメラーゼ伸長が両方とも起こり得るとは思われない。
配列特異性の蛍光を得るためには、プローブをハイブリダイゼーションする必要があるが
、ポリメラーゼがプライマー伸長を完了し指数関数的にＤＮＡを増幅すべき場合にはプロ
ーブはハイブリダイゼーションできない。
この問題に対する１つの解決策は、２重標識した単一のプローブを使用し、共通の熱安定
性ＤＮＡポリメラーゼの５’－エクソヌクレアーゼ活性を用いて伸長中のプローブを割断
し、これによって２つの蛍光物質を分離することである。この場合、蛍光シグナルはプロ
ーブ加水分解に共鳴エネルギー転移対の分離から発生し（図５Ｂ）、隣接ハイブリダイゼ
ーションによる蛍光物質の接近によるものではない（図５Ｃ）。しかし、２重標識プロー
ブは作成が困難で、オリゴヌクレオチドへ少なくとも一つの蛍光物質を用手的に追加する
必要があり、一般に相当以上の精製を必要とする。プローブは高価であり、２種類の２重
標識プローブが標的の競合的定量又は突然変異検出に必要である。さらに問題なのは観察
される蛍光が加水分解されたプローブの累積量によって変化することで、何らか任意のサ
イクルに存在する生成物の量に直接依存しないことである。これによってＰＣＲのプラト
ー域に達した後でも蛍光が連続的に増加する。最後に又もっとも重要なことに、プローブ
の加水分解はポリメラーゼ伸長中に必ず発生するわけではなく、この効果は良く理解され
ていない。たとえば、実施例４の２重標識フルオレセイン／Ｃｙ５プローブは、プライマ
ーによって挟まれた場合にＰＣＲ中に非常に乏しい加水分解を示した。実際、数種類の２
重標識フルオレセイン／Ｃｙ５プローブが、末端標識したプローブを含めて作成され、そ
の全てが乏しい加水分解と増幅中のシグナル精製を示した。
隣接ハイブリダイゼーション・プローブのあるＰＣＲ生成物の均一な検出は５’－エクソ
ヌクレアーゼ系に見られる問題の多くを解決する。隣接ハイブリダイゼーション・プロー
ブの合成は、フルオレセインとＣｙ５両方のアミダイトが自動合成中の直接組み込み用に
入手できるためと１つのプローブの２重標識化が必要とされないため、比較的簡単である
。加水分解ではなくハイブリダイゼーションから蛍光が得られるので、プローブ蛍光の温
度依存性を変移検出と定量に用いることができる。しかし、ＰＣＲ生成物の均一検出に隣
接ハイブリダイゼーション・プローブを用いることはこれまで報告されていない。驚くべ
きことに、シグナル精製のためのハイブリダイゼーションとプローブによってブロックさ
れた領域を通るポリメラーゼ伸長による増幅がどちらも起こり得る。
実施例６
１１０ｂｐβグロビンフラグメントを、実施例３に記載した隣接フルオレセイン及びＣｙ
５標識プローブを用いてゲノムＤＮＡから増幅した。１０μｌ反応に０．４Ｕ（Ｔａｑ）
又は０．８Ｕ（Ｓｔｏｆｆｅｌフラグメント、パーキン・エルマー社、又はＫｌｅｎＴａ
ｑ１）いずれか一方の酵素を使用した。特に示していない限り、温度サイクルはプログラ
ム式アプローチ速度２０℃／毎秒で９４℃０秒、アプローチ速度２０℃／毎秒で６０℃２
０秒、アプローチ速度１℃／毎秒で７５℃０秒とした。図１３は３０サイクルにわたって
テンプレートを増幅した直後での２種類の隣接ハイブリダイゼーション・プローブによる
蛍光の発生を示す。短時間の９４℃での変性後、温度を６０℃まで下げ約２０秒にわたり
蛍光が増加した。シグナル強度は５’－エクソヌクレアーゼ活性を含む自然のＴａｑポリ
メラーゼよりもエクソヌクレアーゼ欠乏ポリメラーゼ（Ｓｔｏｆｆｅｌフラグメント）の
ほうが大きかった。約２０秒後、ポリメラーゼがプローブを移動および／または加水分解
すると蛍光は低下する。蛍光の相対的低下は、ポリメラーゼが５’－エクソヌクレアーゼ
活性を有する場合（ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ）のほうがこの活性を欠く場合（Ｓｔｏｆ
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ｆｅｌフラグメント）より僅かに早い。
図１４（上部パネル）において、９４℃と６０℃の間で温度をサイクルし６０℃で２０秒
保持している。蛍光が最大になる２０秒の終りで蛍光を採取する。Ｔａｑ（ｅｘｏ+）で
は良好な増幅が見られるが、蛍光の発生とアガロースゲル（ゲルは図示していない）両方
で確認されるようにＳｔｏｆｆｅｌフラグメント（ｅｘｏ-）では発生しない。しかし、
６０℃での時間を２０秒から１２０秒に伸長すると（図１４，中央パネル）、ｅｘｏ-ポ
リメラーゼも良好に増幅する。ｅｘｏ-ポリメラーゼによるプローブ移動速度が遅いこと
は、見かけ上ｅｘｏ+ポリメラーゼより効率的な増幅に６０℃でさらに時間を必要とする
。ｅｘｏ-ポリメラーゼに必要な時間は６０℃から７５℃へ温度をゆっくりと上げること
によって減少できる（図１４，下部パネル）。ポリメラーゼはプローブに到達すると停止
する。しかし、プローブ解離温度では、プローブがテンプレートを解離しポリメラーゼは
鎖の重合完了まで妨害されずに進行する。重合はプローブ解離後に温度があまり急速に上
昇しない限り完了する。図１４は（下部パネル）ｅｘｏ+ポリメラーゼ１種類（Ｔａｑ）
とｅｘｏ-ポリメラーゼ２種類（ＳｔｏｆｆｅｌフラグメントとＫｌｅｎＴａｑ１）を示
す。
エクソヌクレアーゼ活性が存在する場合、幾つかのプローブは大幅増幅による蛍光の減少
によって明らかになるように各サイクルで加水分解されている。これは図１３及び図１４
（中央と下部のパネル）で観察されるが、ｅｘｏ-ポリメラーゼでは発生しない。蛍光が
大幅増幅で安定していることから、ＫｌｅｎＴａｑ１などのｅｘｏ-ポリメラーゼが適当
である。
隣接ハイブリダイゼーション・プローブを使用してのＰＣＲのモニタリングが成功するか
どうかは幾つかの要因によって決まる。共鳴エネルギー転移は隣接ハイブリダイゼーショ
ン・プローブ間に０から２個の介在塩基が存在する場合に最大になる。プライマーがプロ
ーブ・ハイブリダイゼーション領域で伸長する前にプローブにハイブリダイゼーションす
る鎖の一部を増加させるには、プローブ解離温度をプライマー解離温度より高くすべきで
ある（望ましくは＞５℃）。
サイクル毎の蛍光。ゲル電気泳動によるＤＮＡ増幅における従来のエンドポイント分析で
は生成物のサイズを同定して純度を推定している。しかし、増幅は最初は確率論的に、次
に指数関数的に、最後には停滞的に行なわれるので、エンドポイント分析の使用は定量に
限られる。本発明の１つの側面には、ハイブリダイゼーション・プローブによる初期テン
プレートのコピー数の定量のためのサイクル毎のモニタリングが含まれる。当業者には理
解されるように、ＤＮＡ増幅を行なっている多数サンプルのサイクルあたり１回のモニタ
リングは強力な定量ツールである。サイクル毎モニタリングは各サイクルの伸長又はアニ
ーリング／伸長組み合わせフェーズの間に蛍光を観察し蛍光を生成物濃度と相関すること
によって実現される。
実施例７
３種類の異なる蛍光技術によりＰＣＲのサイクル毎モニタリングを行なった。蛍光は、（
ｉ）二重鎖特異性染料であるＳＹＢＲTMグリーンＩ、（ｉｉ）２重標識加水分解プローブ
のエクソヌクレアーゼ開裂後のローダミンによるフルオレセイン消光の減少、（ｉｉｉ）
隣接ハイブリダイゼーション・プローブによるフルオレセインからＣｙ５への共鳴エネル
ギー転移、によりモニタした。増幅試薬及び条件は実施例２に記載した通りとした。ヒト
βグロビン・プライマーであるＲＳ４２／ＫＭ２９（５３６塩基対）とＰＣ０３／ＰＣ０
４（１１０塩基対）についてはＣ．Ｔ．ウィットワーら、熱気による毛細管内自動ポリメ
ラーゼ連鎖反応（C. T. Wittwer et al., Automated polymerase chain reaction in cap
illary tubes with hot air, 17 Nucl. Acids. Res. 4353 - 4357（1989））に説明され
ており、本明細書で参照に含まれる。βグロビンの温度サイクルは最高９５℃、最低６１
℃、７２℃１５秒間で温度間の平均レートは５．２℃／秒だった。βアクチン・プライマ
ーとフルオレセイン／ローダミン２重標識プローブはパーキン・エルマー（番号Ｎ８０８
－０２３０）から入手した。βアクチンの温度サイクルは最高９４℃、６０℃１５秒間で
温度間平均レートは６．２℃／秒だった。単一標識プローブである５’－ＣＡＡＡＣＡＧ
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ＡＣＡ　ＣＣＡＴＧＧＴＧＣＡＣＣＴＧＡＣＴＣＣＴ　ＧＡＧＧＡ－フルオレセイン－３
’（配列ＩＤ No.３）と５’－Ｃｙ５－ＡＡＧＴＣＴＧＣＣＧ　ＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴ　
ＧＴＧＧＧＧＣＡＡＧｐ（配列ＩＤ No.４）を実施例３の通りに合成した。これらの隣接
プローブは同一ＤＮＡ鎖のＰＣ０３／ＰＣ０４βグロビン・プライマー対と内部ハイブリ
ダイゼーションし塩基対１個で隔てられる。温度サイクルは最高９４℃、５９℃２０秒間
で温度間平均レートは７．０℃／秒だった。ハイブリダイゼーション・プローブ（βアク
チンとβグロビン）は各々０．２μモルで使用した。
ＳＹＢＲTMグリーンＩにより多数サンプルを各サイクルで一度にモニタする場合、１０の
７乗から１０の８乗の初期テンプレート濃度範囲が図１５に図示してあるように識別でき
る。この増幅は２重特異性染料としてＳＹＢＲTMグリーンＩを用いたβグロビン遺伝子の
５３６塩基対フラグメントによるものである。各サンプルのパーセント最大蛍光でデータ
を正規化した場合、初期１００コピーが１０コピーから明らかに分離した。しかし、１と
１０コピーの間の相違は微妙（marginal）であり、サンプルあたり０及び１平均コピー間
での相違は観察されなかった。
これとは対照的に、配列特異性プローブは同様のダイナミックレンジを有するが、陰性対
照から単一の初期テンプレートコピーでさえ識別するように見える。５’－エクソヌクレ
アーゼ・プローブ（βアクチン・フラグメント、図１６）のシグナル生成はＤＮＡ合成に
依存する他、２重標識プローブの蛍光物質間のハイブリダイゼーションと加水分解を必要
とする。この加水分解は消光を減少させ、フルオレセインのローダミン発光に対する蛍光
比が増加する。二重鎖染料からの蛍光が過剰サイクルでレベル低下する一方（図１５）、
エクソヌクレアーゼ・プローブからのシグナルは各サイクルで増加し続ける（図１６）。
実質生成物が合成されていないとしてもプローブのハイブリダイゼーションと加水分解は
起こり続ける。テンプレートのコピー数が１０の３乗未満に減少すると、シグナル強度は
減少するものの、陰性対照シグナルが安定していることから少ないコピー数をまだ定量す
ることができる。
図１７において、増幅は隣接ハイブリダイゼーション・プローブを用いてモニタしており
Ｃｙ５のフルオレセイン蛍光に対する比率として表現している。蛍光比の変化は大半が共
鳴エネルギー転移からのＣｙ５蛍光の増加によるものである（図９）。２重標識加水分解
プローブとは対照的に、ハイブリダイゼーション・プローブの蛍光シグナルはポリメラー
ゼがエクソヌクレアーゼ活性を含む場合高いサイクル数で減少する（図１４も参照）。
ＰＣＲ中のハイブリダイゼーションの共鳴エネルギー転移検出に２種類の異なる方法を用
いる本発明の実現可能性をここで示すことにする。第一の方法は、一方が３’末端にフル
オレセイン、他方が５’末端にＣｙ５を標識してある２種類の隣接ハイブリダイゼーショ
ン・プローブを使用する。ＰＣＲ中に生成物が多くなると、プローブは各サイクルのアニ
ーリング・セグメントの間に互いに隣接してハイブリダイゼーションする。第２の方法は
Ｃｙ５を標識したプライマーと単一のハイブリダイゼーション・プローブを使用する。標
識プライマーは増幅中にＰＣＲ生成物に組み込まれ単一のハイブリダイゼーションしか必
要としない。
実施例８
Ｃｙ５標識プライマーとフルオレセイン標識ハイブリダイゼーション・プローブの間の共
鳴エネルギー転移によるＰＣＲのサイクル毎モニタリングを行なった。これを、隣接Ｃｙ
５／フルオレセイン・ハイブリダイゼーション・プローブによるモニタリングと比較した
。Ｃｙ５標識プライマーはＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣ　ＣＡＣＧＴ*ＴＣＡＣＣ（配列ＩＤ No
.２１）、ただしＴ*はＣｙ５を付着させた改変Ｔ塩基、またこれに対応するプローブはＧ
ＴＣＴＧＣＣＧＴＴ　ＡＣＴＧＣＣＣＴＧＴ　ＧＧＧＧＣＡＡ－フルオレセイン（配列Ｉ
Ｄ No.２２）だった。隣接ハイブリダイゼーション・プローブはＣＣＴＣＡＡＡＣＡＧ　
ＡＣＡＣＣＡＴＧＧＴ　ＧＣＡＣＣＴＧＡＣＴＣＣ－フルオレセイン（配列ＩＤ No.２３
）、及びＣｙ５－ＧＡＡＧＴＣＴＧＣＣ　ＧＴＴＡＣＴＧＣＣＣ　ＴＧＴＧＧＧＧＣＡＡ
ｐ（配列ＩＤ No.２４）だった。ハイブリダイゼーション・プローブは実施例３にしたが
って合成し０．２μモルで使用した。Ｃｙ５標識プライマーは２ステップで合成した。自
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動合成を用いて所望するＴ位置にアミノ・モディファイアＣ６ｄＴ（グレン・リサーチ社
）を組み込んだ。次に、Ｃｙ５の１価Ｎ－ハイドロキシサクシニミド・エステル（図６）
をメーカー指示（アマシャム）にしたがってアミノ・リンカに用手的に結合した。ＨＰＬ
Ｃ精製は実施例３に説明した通りに行なった。
Ｃｙ５標識プライマー（０．５μモル）をＰＣＯ４の代わりに使用して、実施例３と同様
にヒト・ゲノムＤＮＡから１１０塩基対βグロビンフラグメントを増幅したが、１０μｌ
あたりＴａｑポリメラーゼ０．４単位を使用した点が異なる。隣接ハイブリダイゼーショ
ン・プローブでも同一のβグロビン・フラグメントの増幅をモニタした。温度サイクルは
９４℃０秒及び６０℃２０秒で行った。蛍光は各サイクルとも１回アニーリング／伸長区
間の終りにモニタした。両方法において、Ｃｙ５の共鳴エネルギー転移はハイブリダイゼ
ーションで増加しており、Ｃｙ５のフルオレセイン蛍光に対する比としてプロットしてあ
る（図１８）。
追加の実験において、Ｃｙ５標識とフルオレセイン標識を隔てている塩基数を変化させた
。細孔の蛍光共鳴エネルギー転移は蛍光物質間の約４～６塩基で観察されたが、シグナル
は少なくとも１５塩基まで検出可能だった。
加水分解プローブとは対照的に、ハイブリダイゼーション・プローブからの蛍光シグナル
は累積したものではなく、各アニーリング・フェーズの間に新規に発生している。ハイブ
リダイゼーションは疑似一次反応であるため蛍光が生成物濃度の直接的指標である。プロ
ーブ濃度が生成物より大幅に高いことからプローブにハイブリダイゼーションした生成物
の一部分は生成物濃度に依存しない。こうした特性は標識プライマーと一緒に単一のハイ
ブリダイゼーション・プローブを使用することで定量のために生成物堆積の優れたモニタ
を提供し得るであろうことを示している。サイクル毎モニタリング中の異なる蛍光技術に
固有の変動も定量には重要である。
実施例９
３種類の異なる蛍光モニタリング方の各々について実施例２にしたがってＤＮＡ増幅を実
施した。プライマーＫＭ２９とＰＣ０４からの２０５塩基対ヒトβグロビン・フラグメン
トの増幅においてＳＹＢＲTMグリーンＩを１：１０，０００倍希釈で使用した。加水分解
プローブと条件は実施例７に指定したものである。ハイブリダイゼーション・プローブＴ
ＣＴＧＣＣＧＴＴＡ　ＣＴＧＣＣＣＴＧＴＧＧＧＧＣＡＡＧ－フルオレセイン（配列ＩＤ
 No.５）をＫＭ２９、またＣｙ５標識プライマーＣＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＣＧＴＴ*Ｃ
ＡＣＣ（配列ＩＤ No.６）と用い、ここでＴ*は実施例８と同様に合成したＣｙ５標識Ｔ
塩基とした。全ての増幅は１５，０００テンプレート・コピーによる１０複製（ヒトゲノ
ムＤＮＡ50ｎｇ／１０μｌ）で行なった。温度サイクルは長さ３１秒（最高９４℃、６０
℃２０秒間、温度間平均レート６．２℃／秒）だった。蛍光はアニーリング／伸長フェー
ズの１５秒目から２０秒目の間で各サンプルについて観測した。
図１９ではＰＣＲについて３種類の蛍光モニタリング技術を比較できる。蛍光プローブは
二重鎖ＤＮＡ染料ＳＹＢＲTMグリーンＩ（図１９Ａ）２重標識フルオレセイン／ローダミ
ン加水分解プローブ（図１９Ｂ）、フルオレセイン標識ハイブリダイゼーション・プロー
ブとＣｙ５標識プライマー（図１９Ｃ）である。全部のプローブがサイクル２０付近で発
生する検出可能な蛍光に対してほとんど同じ感度を有していた。増幅を伸長すると、シグ
ナルは加水分解プローブに併せて増加を続け、ＳＹＢＲTMグリーンＩで同等、またハイブ
リダイゼーション・プローブで僅かに減少した。３種類の蛍光モニタリング技術の精度は
図１９Ｄで比較している。平均±標準偏差が各点についてプロットしてある。データは基
線以上の蛍光比（サイクル１１～１５の平均として取った）の変動係数（標準偏差／平均
）としてプロットした。
加水分解プローブからの蛍光比変化はハイブリダイゼーション・プローブからのそれより
大きい（図１９Ｂ及び図１９Ｃ）が、加水分解プローブからの蛍光の変動係数の方が大き
い（図１９Ｄ）。つまり、ハイブリダイゼーション・プローブ法から得られる蛍光は、絶
対シグナルレベルが低いとしても、加水分解プローブを用いるより正確である。これは一
般的な２重標識加水分解プローブに勝るハイブリダイゼーション・プローブの予期しなか
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った利点である。
初期テンプレート・コピー数の定量。
定量ＰＣＲは医生物学的研究と臨床検査の双方で重要な技術となった。定量処理は標的配
列の既知のコピー数を含むサンプルの標準曲線を作ることを含む。未知のサンプルのコピ
ー数は既知の値の間に外挿することで決定される。完全な増幅曲線が存在するＤＮＡ量に
比例したシグナルをもたらす蛍光、放射線、又は何らかの他の方法を用いてサイクル毎に
モニタされる場合、分析には多くのデータ点を利用でき、標準又は未知を表わすのにどの
値を選択するかは明確ではない。従来技術ではシグナルの「閾値」を選択して標準又は未
知が代表的な値としてその閾値と交差する時のサイクル数を使用している（ヒグチ＆ワト
ソンのＥＰＡ０　６４０８２８　Ａ１出願を参照）。このアプローチは増幅曲線で利用可
能なデータのうちの非常に少ない量を使用するものである。さらに、閾値の割り当ては非
常に主観的であり意識的又は無意識的な偏倚を受ける。非線形カーブフィッティング技術
を増幅曲線のデータに適用することによりもっと多くの利用可能なデータを客観的に使用
することができる。望ましくは、基本となる過程の要因をモデル化することによって増幅
曲線の形状を記述する式を見付けるのが良い。
多数の異なる式を用いて増幅中に作成したデータをカーブフィッティングすることができ
る。ＤＮＡ増幅は代表的には対数線形セグメントを有するのでこのセグメントのデータを
ＤＮＡ増幅で想定したのと同様の指数関数的増加を記述する式に当てはめることができる
。ＤＮＡ増幅の対数線形部分は次式によって記述できる：　ｙ＝Ａ*［ＤＮＡ］*（１＋Ｅ
）n

ここでＡはシグナルの単位をＤＮＡの単位に変換する倍率係数、［ＤＮＡ］は反応におけ
るＤＮＡの開始濃度、Ｅは反応の効率、ｎはサイクル数である。
定量処理は、（１）既知の標準をこの式に当てはめてパラメータＡとＥが浮動するように
し、（２）標準からＡとＥの値を用いて未知のサンプルを式に当てはめ［ＤＮＡ］が浮動
するようにする。この技術はもっと多くのデータを使用しており、もっとも情報量が豊富
であろうと思われるデータの一部である対数線形部分を使用している。図２０，図２１，
図２２はこのアプローチの例を示す。精製ＰＣＲ生成物の１０倍希釈を標準曲線として増
幅し「未知の」ヒトゲノムＤＮＡ鎖を用いた。図２０は対数線形部分が使用者又はソフト
ウェアどちらかによって簡単に同定されることを示している。図２１は１０の４乗コピー
標準への式ｙ＝Ａ*［ＤＮＡ］*（１＋Ｅ）nの適用を示す。図２２はＡとＥについて数個
の標準からの平均値を使用し［ＤＮＡ］を適用する。適用した値１６，７００はゲノムＤ
ＮＡの単一コピー遺伝子についての理論値（１５，０００コピー）に非常に近い。
増幅曲線のデータ全部を使用するとバックグラウンド・レベルとプラトー値が含まれる。
高いコピー数ではプラトーが情報量豊富でないものの、低いコピー数では開始コピー数に
比例することが多い。バックグラウンド・レベルはシグナルの有意な増加を示す最初の点
を決定するのに有用であろう。この時点でＤＮＡ増幅曲線の形状に関係する全ての要因が
既知ではないので、１つのアプローチで曲線の形状を記述する。図２３は蛍光ハイブリダ
イゼーション・プローブを用いてＤＮＡテンプレート濃度の５桁の大きさ範囲を検出する
増幅曲線を示す。各々の曲線は次式にフィッティングする：　ｙ＝｛（ａｓ*ｘ＋ａｂ）
ー（ｄｓ*ｘ＋ｄｂ）｝／（１＋（ｘ／ｃ）＾ｂ）＋（ｄｓ*ｘ＋ｄｂ）
ここで「ａｓ」は傾斜線のバックグラウンド、「ａｂ」はバックグラウンド線のｙ切片、
「ｄｓ」はプラトー線の傾き、「ｄｂ」は傾斜線のｙ切片、「ｃ」はサイクル数で、反応
はバックグラウンドからプラトーの中央（Ａ50）である。また「ｂ」は増幅の対数線形部
分の傾きである。
この式はこの増幅データに良好なカーブフィッティングを示し、図２４はＡ50の値が７桁
の大きさにわたる開始コピー数の対数と良く相関していることを示す。図２５は加水分解
プローブを用いて５桁の大きさ範囲にわたるＤＮＡテンプレートを検出した増幅からのデ
ータに適用した同じ式を示す。この式はこの増幅データに良好なカーブフィッティングを
示しており、図２６はＡ50の値が開始コピー数の対数と良く相関していることを示してい
る。これは式がハイブリダイゼーション・プローブ増幅曲線のシャープなプラトー群と加
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水分解プローブ曲線の安定的に増加する「プラトー」群の双方に対して良好なカーブフィ
ッティングを与えることから全カーブフィッティング・アプローチの柔軟性を明示してい
る。
全カーブフィッティングはこの式に限定されない。図２７は次式への３種類の濃度のＤＮ
Ａテンプレート・フィッティングの増幅を示している：
ｙ＝（（（ａｓ*ｘ＋ａｂ）－（ｄｍａｘ*ｘ／ｄｄ＋ｘ）／（１＋（ｘ／ｃ）＾ｂ））＋
（ｄｍａｘ*ｘ／ｄｄ＋ｘ）
これは最初の６パラメータの式と似ているが直線ではなく双曲線によってプラトーが定義
されている点が異なっている。図２８はこの式についてのＡ50が開始コピー数に良く相関
することを示す。
Ａ50を上記実施例では用いたが増幅プロファイルにおいて特定の技術がもっと頑丈に低い
か又は高い場合にバックグラウンドとプラトーの間のレベルを選択できる。たとえば一連
の増幅標準曲線を開始コピー数とＡ50、Ａ４０，Ａ３０，Ａ20，Ａ10の間の最高の相関に
ついて評価する。既知の開始コピー数と最も良く相関する増幅のレベルが決定される。こ
れは違う検出系では異なったものになる。図１９は各種検出システムでの変動係数を示す
。最も良く予測している増幅レベルは変動係数が最低のレベルになり易いと思われる。
ＤＮＡ増幅反応自体が良く理解されるようになると、物理的処理を反映するパラメータを
有する他の式を用いることができる。ＤＮＡ増幅曲線のプラトーは異なる反応で異なった
原因を有している。これはプライマーが後の方のサイクルで生成物アニーリングを完了で
きないことに由来することが多い。この効果は反応生成物濃度の自乗に依存するパラメー
タで捕捉できる（アニーリング・レートは生成物濃度の自乗に比例する）。プラトーの別
の原因はプライマーの欠乏であり得る。プライマーで制限される反応は特徴的な形状を有
し、識別し得る非常にシャープなプラトーを有している。プライマーで制限される反応の
フィッティングはこのシャープな頂点を定義するパラメータを含む。酵素制限反応は非常
に丸いプラトーを有しておりこれに合わせたカーブフィッティングができる。重み付け因
子は任意のシステムで既知の変動係数を反映して信頼性の高いデータ点程重くなるように
重み付けする工夫ができる。増幅プロファイルのより多くの点をカーブフィッティングす
ることにより、開始コピー数のより正確で頑丈な推定を得ることができる。１つまたはそ
れ以上のこれらのカーブフィッティング・パラメータを用いて未知のサンプルの開始コピ
ー数を推定することができる。
ＰＣＲの連続蛍光モニタリング。本発明の特徴である連続モニタリング、即ち各ＰＣＲサ
イクル内での多数回モニタリングについてここで議論する。ＰＣＲ中の蛍光モニタリング
は一定温度で各サイクル中に１同ずつ行なうことができるが、本発明はＰＣＲサイクル全
体を通しての連続モニタを提供することの重要な利点を提供する。蛍光が温度変化につれ
て変化することから温度は重要である。図２９Ａと図２９ＢはＳＹＢＲTMグリーンＩにつ
いて温度と蛍光の間の逆比例関係を示している。これは温度サイクル中の困惑するような
作用で、一定の伸長温度でサイクルあたり１回蛍光を考慮することで通常なら排除される
。しかし、本発明によれば、温度変化中の蛍光をモニタするのは非常に情報量が豊富であ
る。本発明以前には、各サイクル１回ずつに対向する各サイクル内の連続的な蛍光モニタ
リングは実施されていない。本発明によれば、時間、温度と蛍光を毎秒、２００ミリ秒毎
、１００ミリ秒毎、又はもっと高頻度で取得する。このようなデータからは生成物の変性
、アニーリング、伸長についてと従来利用できた方法では入手できなかった高速サイクル
中のプローブ・アニーリング及び解離についての細かな詳細を見つけ出すことができる。
実施例１０
プライマー５’－ＣＧＴＧＧＴＧＧＡＣ　ＴＴＣＴＣＴＣＡＡＴ－３’（配列ＩＤ no.１
）及び５’－ＡＧＡＡＧＡＴＧＡＧ　ＧＣＡＴＡＧＣＡＧＣ－３’（配列ＩＤ no.２）（
ジーンバンク配列ＨＶＨＥＰＢ）を使用して精製ＰＣＲ生成物の１０の６乗個コピーから
hepatitis BＢ型肝炎ウィルス表面抗原遺伝子の１８０塩基対フラグメントを増幅した。
実施例２の増幅条件にしたがったが、反応には１：２０，０００倍希釈したＳＹＢＲTMグ
リーンＩと２ミリモルのＭｇＣｌ2を含んでいた点が異なる。各温度サイクルは長さ２７
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秒（最高９２℃、最低５９℃、７０℃５秒間、温度間平均レート３．０℃／秒）とした。
時間、温度、２チャンネルの蛍光を２００ミリ秒毎に測定し蛍光対サイクル数及び蛍光対
温度プロットとして連続表示した。図３０はサイクル１０からサイクル３４までの温度、
時間、蛍光の三次元プロットを示す。またこの３Ｄ曲線は温度対時間、蛍光対時間、蛍光
対温度の２次元プロットとして図３０に投影されている。図３０の温度対時間投影図は各
サイクル毎に反復して基本的に図３で説明したのと同じ情報を提供する。蛍光が温度に逆
比例して変化しているので、図３０に図示してある初期サイクルでの蛍光対時間投影は温
度対時間プロット（図２９参照）を伸縮した鏡像になっている。生成物が蓄積してくると
、二重鎖生成物により蛍光が全ての温度で増加する。しかし変性温度では一重鎖ＤＮＡし
か存在していないため蛍光は基線レベルに戻る。図３０に図示した二重鎖染料の蛍光対温
度投影は時間軸を省いてありＤＮＡ増幅中の鎖の状態の温度依存性を示している。
実施例１１
ヒトβグロビン遺伝子の５３６塩基対フラグメントを５μｌ容量で２５ｎｇのゲノムＤＮ
Ａと１：１０，０００希釈ＳＹＢＲTMグリーンＩから増幅した。各温度サイクルは長さ２
８秒（最高９５℃、最低６１℃、７２℃１５秒間、温度間平均レート５．２℃／秒）だっ
た。他の条件は図３０において説明したのと同じである。サイクル１５からサイクル４０
を表示した。ＰＣＲ中の生成物鎖状態の温度依存性は図３１に図示してあるように蛍光対
温度プロットを用いて明らかにした。図示した初期サイクルは同一に見え、低い温度での
蛍光の非線形的増加があった。増幅が進むにつれ、温度サイクルはアニーリング及び変性
温度の間のループが上昇するように見える。サンプルを加熱すると、変性が起こるまで蛍
光は強い。サンプルが冷えると、蛍光が増加し、生成物アニーリングを反映している。温
度が伸長中に一定の時、蛍光の増加は追加ＤＮＡ合成と相関する。
本開示の理解によって明らかになるように、サイクル内の連続モニタは従来技術ではこれ
まで利用できなかったＤＮＡ増幅の機構に対する洞察を提供できる。本発明を用いると、
これまではほとんど理解されていなかったＤＮＡ増幅の多くの態様が識別可能である。た
とえば、高速サイクル増幅は１秒未満で生成物変性が起こることを主張しているが、一方
で従来技術は１０秒から１分間の変性を使用している。本発明による二重鎖染料を用いて
リアルタイムで蛍光モニタすることにより生成物の解離を観察すると（図３０及び図３１
）、短い変性時間を用いるのが効果的であることが示される。別の例として、既知の「プ
ラトー効果」の多くの原因が示唆されているが、それらの間での識別にはほとんど利用で
きるデータがない。図３１に図示してあるように、生成物のアニーリングは非常に高速で
ある。実際、増幅サイクルの後の方では、冷却中に、プライマー・アニーリング温度に達
する前に、生成物の大半が各サイクルでアニーリングしている。これは高速サイクル装置
で５～１０℃／秒の冷却レートとした時に発生する。もっと緩徐な、従来技術の温度サイ
クラによる生成物のアニーリングはさらに広範囲になるのでこの望ましくない効果が大き
くなる。生成物アニーリングが主要な、そして恐らくは唯一の、「プラトー効果」の原因
であるように思われる。
ここで排列特異性プローブの連続モニタリングについて考察してみる。本開示の理解によ
って分かるように、サイクル内の連続モニタリングはプローブ蛍光の性質を同定できる。
実施例１２
２重標識加水分解プローブ（βアクチン）及び隣接ハイブリダイゼーション・プローブ（
βグロビン）を実施例７と同様に用いて２００ミリ秒毎の増幅連続モニタリングを実施し
た。図３２Ａには、加水分解プローブでモニタした反応のサイクル２０～サイクル４５を
図示してある。加水分解プローブは多くのプローブが加水分解されるにつれて温度による
蛍光比の線形変化、及び蛍光の平行的な増加を示す。これとは対照的に、ハイブリダイゼ
ーション・プローブからの蛍光比は温度でラジカルに変化する（図３２Ｂ、サイクル２０
～サイクル４０）。アニーリング／伸長フェーズでは、プローブは一本鎖生成物にハイブ
リダイゼーションし、蛍光比（Ｃｙ５／フルオレセイン）が増加する。生成物変性温度ま
での加熱中に、プローブは約７０℃で解離し、バックグラウンド・レベルまで蛍光比が戻
る。
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実施例１３
１１０塩基対βグロビン・フラグメントを１０μｌ容量で５０ｎｇのゲノムＤＮＡから増
幅した。実施例３の増幅条件と隣接ハイブリダイゼーション・プローブにしたがい０．４
単位のＴａｑポリメラーゼ又は０．８単位のＫｌｅｎＴａｑ１どちらかを用いた。蛍光は
１００ミリ秒毎にモニタした。ＫｌｅｎＴａｑ１（図３３）とＴａｑ（図３４）を用いた
蛍光対温度プロットは約７０℃でのプローブ解離を示している。Ｔａｑのエクソヌクレア
ーゼ活性のため、ＫｌｅｎＴａｑ１での極大シグナルはＴａｑのシグナルより大きい。Ｔ
ａｑを用いた後の方のサイクルでは、未反応プローブの濃度が減少するにつれて各サイク
ルの蛍光が減少し始める。温度、時間、蛍光の三次元プロットを図３５（ＫｌｅｎＴａｑ
１）と図３６（Ｔａｑ）について示してある。
本発明による（１）各温度サイクル内での連続的蛍光モニタリングと（２）ハイブリダイ
ゼーションの温度及び時間依存性の分析の組み合わせは他では得られない利点を提供する
。図２はこれまで得られなかった情報がサイクル全体を通しての連続モニタリングによっ
て抽出され得ることを示している。サイクルの生成物解離フェーズ中の連続蛍光モニタリ
ングはそのサイクル中に存在するＤＮＡの純度、同一性、量について有用な情報を提供す
る。
ＰＣＲ反応を伸長温度から変性温度まで加熱すると、サンプル中のＤＮＡが一本鎖に解離
する。この変性はＳＹＢＲTMグリーンＩの蛍光の急降下として観察できる。少量のＰＣＲ
生成物では、解離遷移は狭い温度範囲で発生し、この解離範囲の中点をＴｍで表わす。ゲ
ル電気泳動によるサイジングと同様に、解離ピーク分析ではＤＮＡの基本的特性を測定し
し増幅生成物の同定に使用できる。ゲル電気泳動とは異なり、解離曲線分析では同じ長さ
でＧＣ／ＡＴ比が異なる生成物を区別できる。さらに、同じ長さで同じＧＣ含量だが、Ｇ
Ｃ分布の異なる（たとえば等しく分布しているものに対して一方の末端にＧＣクランプし
ているもの）２種類の生成物は解離曲線が非常に違うものになる。
ＰＣＲ生成物が解離する温度は広範囲にわたって変化する。従来技術で公知の経験的公式
を用いると、ＤＮＡの解離温度TMにおけるＧＣ含量の影響はＧＣデュプレックス０％はＧ
Ｃデュプレックス１００％より４１℃低い温度で解離すると予言している。同じＧＣ含量
とすると、４０塩基対プライマー・ダイマーは１０００塩基対生成物より１２℃低い温度
で解離することになる。よって考えられるＰＣＲ生成物でのＴｍ範囲は少なくとも５０℃
にわたる。この広い範囲のためＰＣＲ生成物を解離曲線で区別することができる。つまり
、ＰＣＲの連続蛍光モニタリングと解離曲線分析の組み合わせでＰＣＲ生成物の同時的な
増幅、検出、分別を提供する。
実施例１４
３種類の異なるＰＣＲ生成物について、ＳＹＢＲTMグリーンＩ蛍光用の光学系（ライトサ
イクラＬＣ２４、アイダホ・テクノロジー社製、アイダホ州アイダホ・フォールズ）を備
えた２４サンプル熱サイクラに組み込まれた微量蛍光計によりＤＮＡ解離曲線を取得した
。１８０塩基対のhepatitis BＢ型肝炎ウィルス表面抗原遺伝子増幅のためのプライマー
は５’－ＣＧＴＧＧＴＧＧＡＣ　ＴＴＣＴＣＴＣＡＡＴ－３’（配列ＩＤ no.１）及び５
’－ＡＧＡＡＧＡＴＧＡＧ　ＧＣＡＴＡＧＣＡＧＣ－３’（配列ＩＤ no.２）とした。２
９２塩基対前立腺特異性抗原（ＰＳＡ）遺伝子増幅のためのプライマーは５’－ＣＴＧＴ
ＣＣＧＴＧＡ　ＣＧＴＧＧＡＴＴ－３’（配列ＩＤ no.７）と５’－ＡＡＧＴＣＣＴＣＣ
Ｇ　ＡＧＴＡＴＡＧＣ－３’（配列ＩＤ no.８）とした。５３６塩基対ヒトβグロビン遺
伝子増幅は実施例７と同様に行なった。ＰＣＲは実施例２に記載した通りに実施した。増
幅生成物はフェノール／クロロホルム抽出及びエタノール沈殿によって精製した後、セン
トリコン３０マイクロコンセントレータ（マサチューセッツ州ダンバースのアミコン社か
ら入手）により反復洗浄した。テンプレート濃度は２６０ナノメートルの吸光度で決定し
、１．７以上のＡ（２６０）／Ａ（２８０）比を有していた。
精製ＤＮＡ50ｎｇを、５０ｍＭトリスｐＨ８．５、２ｍＭＭｇＣｌ2、２５０μｇ／ｍｌ
ウシ血清アルブミン、５μｌ容量で、ガラス／プラスチック複合材料試験管の開放プラス
チック容器にピペット採取し、ガラス毛細管先端にサンプルがくるように低速で遠沈し、
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プラスチック栓で内側封止した。解離曲線の蛍光データは、０．１～１０．０℃／秒で９
５℃までの直線的温度変化中に０．２５～２．０秒にわたるシグナルの積分により取得し
た。蛍光を連続的に計測してＬａｂＶｉｅｗプログラミング環境（ナショナル・インスト
ルメント社、テキサス州オースチン）において蛍光対温度プロットとして表示した。図３
７は３種類の精製ＰＣＲ生成物の解離曲線を示す。
図３７で３種類の生成物のＴｍは６度だけ広がっており２つの曲線は２度だけ離れている
。この小さな隔たりは生成物の容易な識別を行なうには充分である。Ｔｍの長さにわたる
ＧＣ百分率の重要性は、もっと長い５３６塩基対βグロビン・フラグメントよりも高温で
解離する２９２塩基対ＰＳＡ生成物で示されている。解離曲線は平衡を確実にするため０
．５℃／分のレートで得ることが多い。さらに、加熱レートが低下すると、解離曲線はも
っと低温側にシフトしてシャープになる（図３８、hepatitis Bフラグメント）。しかし
、図３７の解離曲線は０．２℃／秒（１２℃／分）の加熱レートの間に得たものであり２
℃又はそれ以下のＴｍ差のある生成物を区別できる。
ＰＣＲ生成物の見掛けのＴｍもまた二重鎖特異性ＤＮＡ染料の濃度に依存している（図３
９、hepatitis Bフラグメント）。染料濃度が高くなるとＤＮＡデュプレックスの安定性
が向上し、ひいては観察されるＴｍが増加する。
ＳＹＢＲTMグリーンＩによる解離曲線のモニタリングでは、好適条件はＳＹＢＲTMグリー
ンＩを１：７，０００～３０，０００倍希釈、加熱レート０．１～０．５℃／秒である。
これらの条件では２℃だけＴｍが異なる生成物を容易に識別できる。
もっと正確な温度制御と解離ピーク分析用ソフトウェアで数分の一度まで検出可能なＴｍ
の差を引き下げられる。これにより大半のＰＣＲ生成物の識別ができる。しかし全ての生
成物をＴｍで識別できるわけではなく、２種類又はそれ以上の生成物の同時移動による電
気泳動の結果を読み値が得ることが考えられるように、想定した範囲で解離する生成物の
幾つかが意図した生成物ではない可能性がある。しかし、想定した生成物の範囲でＤＮＡ
が解離しない場合、結果論的に想定した生成物が何も存在していないということはできる
。
解離曲線分析で利用可能な生成物識別の別の態様はもっと長いＰＣＲ生成物で見られるド
メイン解離のはっきりとしたパターンである。短い生成物（＜３００塩基対）は通常１つ
の遷移で解離するが、長い生成物は複雑な、目立つ形状の解離曲線を描く中間解離ドメイ
ンを有することがある。これらの複雑な解離曲線は生成物同定のための指紋として使用で
きる。
解離曲線分析を用いて非特異性生成物たとえばプライマー・ダイマーなどから意図した生
成物を区別することができる。プライマー・ダイマーは低温で広い範囲にわたって解離し
、特異的ＰＣＲ増幅生成物のシャープな解離曲線とは非常に異なる。アニーリング厳密度
が低い多数サイクルを実施することで得られたもっと大きなヘテロ接合性生成物は純粋Ｐ
ＣＲ生成物と比較した場合に低く広い解離曲線を有している。
実施例１５
５３６βグロビン遺伝子フラグメントの増幅を、実施例７と同様の１：３０，０００倍希
釈したＳＹＢＲTMグリーンＩで、条件を変化させて実施した。反応Ａ（図４０）では、テ
ンプレートを添加せず反応は９４℃０秒、６０℃０秒、７２℃１０秒で３０サイクルにわ
たり反復して小さい非特異性増幅生成物を作成した。Ｂでは、低いストリンジェンシーの
で精製テンプレートの初期コピー１０の６乗個（９４℃０秒、５０℃０秒、７２℃１０秒
）を５５サイクルして、ゲル電気泳動上で増幅生成物が広い範囲を示し、広い温度範囲に
わたって解離する。Ｃでは、１０の６乗個の精製テンプレート初期コピーを９４℃０秒、
６０℃０秒、７２℃１０秒で３０回サイクルしており、単一の明るいバンドを示し、シャ
ープな遷移で解離する。温度遷移レートは０．２℃／秒だった。λファージＤＮＡ（Ｍ）
のＨｉｎｄＩＩＩ消化をマーカとして使用している。
図４０は解離曲線がＰＣＲ反応の特異性をどのように正確に反映するかを示している。シ
ャープな、高温の解離曲線Ｃはゲル上の単一バンドに対応する。低温で広範囲に解離する
曲線Ａはテンプレート対照なしの分析によるものでプライマー・ダイマーだけを示してい
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る。Ｃでの生成物の過剰増幅は中間解離曲線Ｂとなるが特異性生成物とは明らかに識別で
きる。
たとえば図３７に見られる解離曲線は温度（Ｔ）に対する蛍光（Ｆ）の導関数を最初に取
ることによってより良く定量できる。この導関数が－ｄＦ／ｄＴ対Ｔとしてプロットして
あり解離曲線を解離ピークに変換している。
実施例１６
実施例１４の精製hepatitis B及びβグロビン遺伝子フラグメントを個別にまた一緒に温
度変化レート０．２℃／秒で解離し、他の条件は実施例１４で指定した通りとした（図４
１）。解離曲線（上部）からの幾らか主観的なＴｍの決定は解離ピーク（下部）から目視
で簡単に行なえる。解離ピークより下の領域も曲線より下の面積の積分によって定量でき
る。基線の大きさが曲線より下の範囲として変化するものと仮定して、最初に蛍光基線を
－ｄＦ／ｄＴ対Ｔプロットから減算する。次に、カーブフィッティング・パラメータとし
てピークの平均、標準偏差、高さを用いてガウス曲線への非線形最小二乗回帰により当て
はめた。各々のガウス曲線より下の領域はピーク領域として取った。全ての計算はＬａｂ
Ｖｉｅｗプログラミング環境（ナショナル・インストルメント社、テキサス州オースチン
）で実施した。図４１は解離曲線から解離ピークへの変換の一例を示す。これらの計算の
ためのコードが付録Ａに含めてある。
プライマー・ダイマーやその他の反応アーチファクトから特異性生成物を識別できる能力
は初期コピー数が低い定量での二重鎖特異性ＤＮＡ染料の使用を改善する。比較的大きな
初期テンプレート・コピー数は臭化エチジウムを用いて定量されている（ヒグチ＆ワトソ
ン、前出）。しかし、低い初期コピー数では、プライマー・ダイマーやその他の増幅アー
チファクトのバックグラウンド増幅が特異性増幅シグナルに干渉する。非特異性アーチフ
ァクトから特異性生成物を区別できる本発明の能力では、二重鎖特異性ＤＮＡ染料を用い
て低初期テンプレート・コピー数を定量できる。これらの染料を用いる簡便性のため有利
である。二重鎖特異性ＤＮＡ染料は全ての増幅で使用でき、カスタム的に蛍光標識したオ
リゴヌクレオチドは必要としない。二重鎖特異性ＤＮＡ染料による超低コピー数の定量に
は非常に良好な増幅特異性か又は、本発明で提供されるように非特異性増幅から所望の生
成物を区別するための手段を必要とする。
実施例１７
本発明による生成物純度決定のアプローチを用いて二重鎖特異性ＤＮＡ染料蛍光のサイク
ルあたり１回モニタリングに基づく定量ＰＣＲを改良した。蛍光は精製βグロビン・テン
プレートの初期濃度を変化させた一連の反応について（図４２Ａ参照）生成物のポリメラ
ーゼ伸長後に各サイクル毎１回計測した。βグロビン・テンプレートと増幅条件は実施例
７に示した通りとした。バックグラウンド蛍光以上の対数直線性増加は初期テンプレート
濃度によって変化するサイクル数で始まった。反応あたり１０の６乗から１０の２乗コピ
ーまでの５種類の反応のプロットがおよそ４サイクルだけ隔たっている。反応あたり平均
１０の２乗個のコピーのサンプルは反応効率の低下を示し、初期コピー数１００未満の反
応はあまり有用でない蛍光プロファイルを示した。１０及び１（平均）コピーを含む反応
での蛍光プロファイルは逆の順番で増加し、陰性対照は約３０サイクル後に増幅を示した
。これはプライマー・ダイマーの増幅やその他非特異性増幅生成物に由来するもので二重
鎖特異性ＤＮＡ染料のサイクルあたり１回の蛍光モニタリングでは意図した生成物から識
別することができない。
各サンプルについて解離ピークを計測し（図４２Ｂ）たところ電気泳動の結果と良く相関
することが分かった（図４２Ｃ）。ゼロ及び１平均初期テンプレート・コピー数を含む反
応は予想される５３６塩基対のロケーションに識別可能な電気泳動バンドを作らなかった
。１０及び１００初期コピー・テンプレートを含む反応は弱い電気泳動バンドを示した。
これは、ゼロ及び１初期コピーを含む反応で意図した生成物範囲（９０～９２℃）でのＤ
ＮＡ解離なし、また１０及び１００コピーでこの温度範囲に弱いピークを示した解離ピー
ク分析と良く一致している。１０の３乗から１０の６乗初期コピーを含む反応での強い電
気泳動バンドは想定した９０～９２℃範囲での大きな解離ピークと良く相関している。
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解離ピーク積分によって求めた、全生成物に対する意図した生成物の比は１０の５乗コピ
ーでの０．２８からゼロ初期テンプレート・コピーでの０．０００２までに広がっている
。図４１Ａの各々の蛍光値は適当な比率で乗算して補正プロットを得た（図４２Ｄの「補
正蛍光」で示す）。この手順は１０及び１初期テンプレート・コピーの間まで定量の有効
ダイナミック・レンジを拡大した。
解離ピークは非特異性生成物から特異性生成物を識別でき（図４０）一緒に混合された２
種類の精製ＰＣＲ生成物を識別できるので、単一の試験管内で一緒に増幅された２種類の
特異性生成物の識別にも有用なはずである。本発明によるＰＣＲ反応の連続モニタリング
によって得られた解離曲線は多重ＰＣＲで有用である。
実施例１８
本実施例では、ゲノムＤＮＡから２種類の遺伝子フラグメントを同時に増幅しＳＹＢＲTM

グリーンＩ蛍光でモニタした。各増幅サイクルの間、異なった増幅生成物が生成物の長さ
、ＧＣ比、及びその他従来技術で周知の要因に依存する解離温度で変性する。各生成物が
解離する温度は二重鎖特異性ＤＮＡ染料であるＳＹＢＲTMグリーンＩでモニタできる。嚢
胞性線維症遺伝子からの８１塩基対フラグメントは本明細書で配列ＩＤ No.１４及び配列
ＩＤ No.１５として記載したプライマーを用いて増幅し、これに併せて本明細書で配列Ｉ
Ｄ No.１６及び配列ＩＤ No.１７として記載したプライマーを用いたｃ－ｅｒｂＢ－２（
ＨＥＲ２／ｎｅｕ）オンコジーンの９８塩基対フラグメントを増幅した。
増幅反応は５０ｍＭトリスＨＣｌｐＨ８．３、３ｍＭＭｇＣｌ2、５００μｇ／ｍｌウシ
血清アルブミン、各２００μＭのｄＮＴＰ、０．５μＭ嚢胞性線維症プライマー、０．３
μＭのＨＥＲ２／ｎｅｕプライマー、１：３０，０００倍希釈ＳＹＢＲTMグリーンＩ、１
単位ＡｍｐｌｉＴａｑゴールドＤＮＡポリメラーゼ（パーキン・エルマー社、カリフォル
ニア州フォスターシティ）、５０ｎｇのヒトゲノムＤＮＡを１０μｌに含有していた。
９５℃３０分でポリメラーゼの活性化後、サンプルは９４℃０秒（傾き＝２０）、５５℃
秒（傾き＝２０）、７０℃１０秒（傾き＝２０）で３５回サイクルした。サンプルを７０
℃に冷却し、０．２℃／秒の傾斜で９４℃までの間蛍光を連続計測した。解離曲線（図４
３）は７８℃（ＣＦＴＲ）と８８℃（ｎｅｕ）で解離する２種類の別個の生成物を明確に
示した。２種類の生成物はＴｍにおいておよそ１０℃だけ異なっており容易に識別できる
。
多重増幅は増幅中の内部対照が必要とされる場合に有用である。たとえば、多くの転位は
ブレークポイントの各々の側にプライマーを配置することによりＰＣＲで検出できる。増
幅が起こらない場合、ＤＮＡが無傷で阻害剤が存在していない限り転移は存在しない。こ
れらの可能性は同じ反応混合物で陽性対照の遺伝子座を増幅することにより除外できる。
このような対照の増幅は同時的な増幅と検出の内部対照として最も良く行なわれる
実施例１９
本実施例では、実施例１８の手順にしたがうが９５℃３０分でのポリメラーゼ活性化後に
、９４℃０秒（傾き＝２０）、５５℃０秒（傾き＝２０）、７０℃１０秒（傾き＝２０）
で２０サイクル、これに続けて９４℃０秒（傾き＝１）、５５℃０秒（傾き＝２０）、７
０℃２０秒（傾き＝２０）で１５サイクルにわたりサンプルをサイクルした。サイクル２
６～３１では、７０℃から９４℃までの１℃／秒の各遷移中に蛍光を連続的に計測した。
解離曲線は解離ピークに変換して表示した（図４４）。ＣＦＴＲフラグメントの増幅効率
がｎｅｕフラグメントより大きく見えることに注意されたい。増幅効率は解離ピークデー
タを実施例１６と同様に積分することで厳密に決定できる。
対照を参照したこの種の定量データは多くの応用を有している。たとえば、ある種のオン
コジーン、たとえばＨＥＲ２／ｎｅｕは多くの腫瘍では生体内増幅している。つまり、遺
伝子がゲノムＤＮＡ内で、時には数倍に複製されている。しばしば腫瘍の臨床的挙動はオ
ンコジーン複製の度合に依存する。オンコジーンと対照テンプレートの増幅により相対的
コピー数の定量評価ができる。さらに別の例として、ＨＩＶ又はhepatitis C（Ｃ型肝炎
）に感染した患者でのウィルス負荷の定量は予後と治療の面で重要である。対照テンプレ
ートを使用し対象と自然テンプレート両方の増幅中の増幅効率をモニタすることで初期テ
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ンプレート・コピー数の正確な定量が実現される。
相対的定量に解離曲線を使用する本発明の特徴についてここで説明する。本発明によれば
、解離曲線のさらなる用途が定量ＰＣＲである。図４２は解離ピークの下側部分と特異的
生成物の量の間に相関があることを示した。２種類のＰＣＲ生成物の相対的定量は２種類
の生成物が同様の効率で増幅された場合（又は異なる効率が既知であり補正される場合）
に可能である。解離ピーク面積の積分による（実施例１６参照）２種類の生成物の相対的
定量は本発明の側面である。
実施例２０
実施例１８の嚢胞性線維症遺伝子及びＨＥＲ－２－ｎｅｕ遺伝子フラグメントを実施例２
と同様に増幅精製し、１７５μｇ／ｍｌに調製した。サンプルを様々な比率（合計８μｌ
）で混合しバッファ（１μｌ）とＳＹＢＲTMグリーンＩ（１μｌ）に添加した。終濃度は
５０ｍＭトリスｐＨ８．３、３ｍＭＭｇＣｌ2、２５０μｇ／ｍｌウシ血清アルブミン、
１：３０，０００倍希釈ＳＹＢＲTMグリーンＩだった。解離曲線は０．２℃／秒で計測し
背景蛍光を減算しピークは実施例１６で説明したように積分した。結果を図４５に示す。
解離ピークの下の相対面積と２種類の生成物の相対量の間には優れた相関が見られた。
２種類のＰＣＲ生成物の相対的定量は多くの定量ＰＣＲ応用で重要である。２種類又はそ
れ以上の生成物の多重増幅とそれに続く解離ピーク以下の面積の積分はこうした分野でき
わめて有用である。ｍＲＮＡはハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡ量に対して相対定量さ
れることが多い。
相対的定量の別の重要な用途は競合的定量ＰＣＲにある。代表的には同じプライミング部
位を有しているがオリジナル標的配列からの長さが異なる競合遺伝子を合成する。既知の
量の競合遺伝子を未知のサンプルに加え相対的定量を行なう。長さよりＴｍで標的遺伝子
と異なる競合遺伝子を作ることができる。生成物の相対量は解離ピーク下側の面積を比較
することで定量できる。生成物の一方の量が分かっている場合、オリジナルの標的の量を
得ることができる。解離ピーク方を用いることで未知のサンプル各々に付いて多数の試験
管で増幅し反応中の様々なサイクル数で試験管を抜き取って反応の対数直線性部分を見つ
け出すことによる現在使用されている方法より有意に簡単になる。２種類の生成物の相対
量を決定しなければならない。通常これはｄＮＴＰの一方を放射性同位元素で標識してお
きアガロースゲル電気泳動後に各バンドに含まれる標識の量を定量することで行なってい
る。これに比較すると、本発明によれば反応を連続的にモニタできるので増幅の対数直線
性部分は簡単に同定できる。解離ピークの積分によって相対的定量は迅速に行なうことが
できる。終日処理は１時間以内にまで短縮される。
前述の議論から、ＤＮＡ増幅中の蛍光モニタリングは非常に強力な分析技術であることが
理解されよう。配列特異性の検出と定量が望まれる場合、共鳴エネルギー転移プローブを
二重鎖特異性ＤＮＡ染料の代わりに使用できる。ハイブリダイゼーション・プローブのＴ
ｍは単一塩基の不整合が存在する場合に約４～８℃シフトする。ハイブリダイゼーション
・プローブが突然変異部位に配置された場合単一塩基の変移はプローブ解離温度のシフト
として検出できる。
実施例２１
第Ｖ因子ライデン変異はアミノ酸基５０６（Ｒ５０６Ｑ）でグルタミン基をアルギニン基
に置換する単一塩基変化（ＧからＡ）である。さらに詳しくは、Ｒ．Ｍ．バーティナら、
活性タンパクＣ抵抗性の関与する血液凝固第Ｖ因子突然変異（R. M. Bertina et al., Mu
tation in Blood Coagulation Factor V Associatedwith Resistance to Activated Prot
ein C, 369 Nature 64-67（1994））及びＪ．ヴォアベルグら、特発性静脈塞栓症と第Ｖ
因子Ａｒｇ506の単一の点突然変異の関連性（J. Voorberg et al., Association of Idio
pathic VenousThromboembolism with a Single Point-Mutation at Arg 506 of Factor V
, 343Lancet 1535-36（1994））を参照されたい。どちらも本明細書で参照に含まれる。
本明細書で用いられる「第Ｖ因子ライデン変異部位」は野生型のグアニン塩基が第Ｖ因子
ライデン変異種ではアデニン塩基で置き換えられている第Ｖ因子遺伝子のヌクレオチド位
置を表わす。配列ＩＤno. ９は野生型第Ｖ因子遺伝子、配列ＩＤno. １０は第Ｖ因子ライ
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デン遺伝子の対応する部分を示し、各々の場合で３１番目に関連ヌクレオチドがある。第
Ｖ因子遺伝子の完全なヌクレオチド配列は、本発明で参照に含まれるＲ．Ｊ．ジェニーら
ヒト第Ｖ因子の完全なｃＤＮＡと誘導アミノ酸配列順序（R. J. Jenny et al., Complete
 cDNA and DerivedAmino Acid Sequence of Human Factor V, 84 Proc. Nat’l Acad. Sc
i. USA4846-50（1987））に記載されており、配列はジーンバンク遺伝子座ＨＵＭＦ１０
で得ることもできる。突然変異第Ｖ因子タンパクのアミノ酸変化はこの凝固因子を分解抵
抗性にし凝固及び血栓の傾向を増加させる。先天性血栓症のもっとも共通の原因として、
この突然変異が臨床分子遺伝学研究室で行なわれる共通のラボテストの標的である。
第Ｖ因子ライデン変異分析の標準法はＰＣＲによる遺伝子セグメントを増幅してから、野
生型配列は切断するが突然変異種は切断しない制限酵素エンドヌクレアーゼで得られた増
幅生成物を消化し、ゲル電気泳動により消化された野生型と未消化の変異生成物とを識別
する。（Ｒ．Ｍ．バーティナら、前出）これは定義された突然変異に付いての分析のため
の従来技術で周知の方法である。このような試験は、通常約４時間かかり、これにはＰＣ
Ｒ増幅（２時間）、酵素消化（１時間）、電気泳動（１時間）を含む。増幅後のステップ
にはサンプル試験管を開き、酵素を追加し、消化されたサンプルを電気泳動装置へ移し換
えるステップが含まれる。増幅後処理は最終生成物の汚染の危険を増加し用手的操作はサ
ンプルのラベル間違いを防ぐ注意が必要である。点突然変異を同時に増幅分析する方法で
はこれらの配慮が不要になる。
同じ装置内で３０分以内に第Ｖ因子ライデン変異の増幅と分析を完了する方法は変異遺伝
子座を含むヒトゲノムＤＮＡサンプルの一部を非対称的に増幅し、続けて増幅ＤＮＡの解
離曲線を採取し分析するステップを含む。ゲノムＤＮＡは従来技術で周知の方法、たとえ
ば本明細書で参照に含めるＪ．サムブルックら、分子クローニング：検査マニュアル（J.
 Sambrook et al., Molecular Cloning:ALaboratory Manual（2nd ed., 1989））にした
がって調製する。望ましくは、解離曲線を蛍光性ハイブリダイゼーション・プローブによ
る前述の共鳴エネルギー転移法によって取得する。このようなアッセイではホモ接合性野
生型、ホモ接合性変異種、ヘテロ接合性遺伝子型を容易に判別する。好適実施例において
、オリゴヌクレオチド・プローブはフルオレセインで３’末端標識し共鳴エネルギー転移
でのＣｙ５標識プライマーに近い増幅ＤＮＡとハイブリダイゼーションするように設計さ
れる。本法は性質のわかっている突然変異ならどんなものにでも応用可能である。
プローブ・オリゴヌクレオチドは長さ約１５～４０ヌクレオチド残基が望ましい。プロー
ブは約１０ヌクレオチド程度にまで少ない残基を含むのが良いと考えられるが、こうした
短鎖オリゴヌクレオチドに考えられる欠点としては特異性の低さ、低い解離温度、バック
グラウンドの増加が挙げられる。４０残基より大きいオリゴヌクレオチドも使用できるが
不必要に高価である。つまりプローブ・オリゴヌクレオチドのサイズ上の制約は機能によ
って課せられる制約だけである。プローブ・オリゴヌクレオチドは突然変異部位に広がる
べきだが、変異はプローブの５’－又は３’－末端ヌクレオチド残基どちらかに対応しな
いのが望ましい。本発明は解離曲線に基づくものであるので、また末端での塩基対の欠如
は内部よりも解離性に対する影響が少ないことが知られているので、プローブは突然変異
が内部で発生するように設計すべきである。
選択した突然変異遺伝子座の増幅のためのオリゴヌクレオチドプライマーは長さ約１５～
３０残基が望ましい。好適範囲より短いプライマーも使用できるが所望する程の特異的に
はならない。同様に、好適範囲より長いプライマーも使用できるが、不必要に高価である
。つまりＰＣＲプライマーのサイズに関する制約は機能によって課せられる制約だけであ
る。
共鳴エネルギー転移対間の距離も本発明の正しい機能性に重要である。共鳴エネルギー転
移対間の最適距離は約５ヌクレオチドである。約２から８ヌクレオチドの距離が好適だが
、約１０～１５ヌクレオチドまでの距離が機能する。隣接ヌクレオチドに共鳴エネルギー
転移対を有するのは共鳴エネルギー転移対間の距離がＤＮＡらせん上の遺伝子座によって
影響されるため必ずしも有益ではない。
本実施例において、ＰＣＲ増幅は５０ｍＭトリスｐＨ８．３、３ｍＭＭｇＣｌ2、５００
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μｇ／ｍｌウシ血清アルブミン、各２００μＭのｄＮＴＰ、０．５μＭＣｙ５標識プライ
マー（配列ＩＤ no. １１）、０．２μＭ未標識対立プライマー（配列ＩＤ no.１２）、
０．１μＭフルオレセイン標識プローブ（配列ＩＤ no.１３）、０．４単位Ｔａｑポリメ
ラーゼ、５０ｎｇヒトゲノムＤＮＡを含む１０μｌ反応混合物で実施した。４種類の異な
るＤＮＡサンプルを試験した：第Ｖ因子ライデン変異がホモ接合性のヒト由来のヒトゲノ
ムＤＮＡ、ヘテロ接合性のヒト由来のヒトゲノムＤＮＡ、野生型第Ｖ因子対立遺伝子ホモ
接合型のヒト由来のヒトゲノムＤＮＡ、ＤＮＡなしの陰性対照である。Ｃｙ５標識プライ
マー、フルオレセイン標識プローブ、突然変異部位（*印で表わす）の方向性は以下に示
す通りである：

未標識対立プライマーの配列はＴＧＴＴＡＴＣＡＣＡＣＴＧＧＴＧＣＴＡＡ（配列ＩＤ n
o.１２）で増幅生成物は長さ１８６塩基対だった。Ｃｙ５標識プライマーは実施例８の通
りに取得した。サイクル条件は９４℃０秒（傾き＝２０）、５０℃１０秒、７２℃０秒（
傾き＝１）で５０サイクル、これに続けて４５℃まで冷却し、解離曲線について９４℃ま
で０．２℃／秒の傾きで連続蛍光モニタリングした。遅い温度遷移レート（０．２℃／秒
――図４６）では増幅の終りに最高品質の解離曲線が得られたが、５０℃と９４℃の間を
１℃／秒で各サイクル中モニタリングしても明らかな遺伝子型同定が提供された（図４７
）。解離曲線は温度について蛍光の負の導関数対温度（－ｄＦ／ｄＴ対Ｔ）をプロットす
ることにより視覚化するのがもっとも簡単である。このようなプロットでは生の蛍光デー
タから全ての考えられる遺伝子型の容易な視覚的同定が可能である。
プライマーの３’－末端にＣｙ５標識が近付く程、共鳴エネルギー転移シグナルは大きく
なる。しかし、３’－末端はポリメラーゼ伸長のための自由３’－ハイドロキシル基を有
していなければならずＣｙ５の配置が３’－末端に近すぎると（３’又は次体塩基どちら
かへ）ポリメラーゼ付着と伸長を阻害する。３’－フルオレセイン・プローブはできる限
りプライマーに近くハイブリダイゼーションすべきで（１～３塩基の僅かなオーバラップ
は許容され得る）突然変異部位はプローブ中央に近くあるべきである。ハイブリダイゼー
ションした蛍光物質間の５塩基の隔たりと２３ｍｅｒプローブの８番塩基での突然変異が
突然変異遺伝子と野生型配列の間に８℃の解離曲線シフトをもたらした（図４６）。
プローブ解離による突然変異の検出は１つの標識プローブと１つの標識プライマーの代わ
りに２種類の標識プローブで行なうこともできる。本実施例において、一方のプローブは
Ｃｙ５で５’に標識し他方のプローブはフルオレセインで３’に標識する。これらの蛍光
プローブはどちらもアミダイトから直接合成できるので、プライマー／プローブ系のよう
な手作業による合成過程は必要とされない。フルオレセイン標識プローブは、突然変異部
位がフルオレセイン標識プローブの中央付近にくるように設計すべきである。Ｃｙ５標識
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プローブの長さは変異部位に広がるフルオレセイン標識プローブより高い温度で（＞５℃
）解離するように設計すべきである。フルオレセインからのバックグラウンドはＣｙ５か
らのバックグラウンドよりも問題になるので、Ｃｙ５標識プローブの濃度は望ましくはフ
ルオレセイン標識プローブの２～５倍にすべきである。２種類のプローブは同一鎖のゲノ
ムＤＮＡにハイブリダイゼーションするはずで共鳴エネルギー転移対は約０から５ヌクレ
オチド残基離れるはずである。これ以外に、突然変異部位に広がるプローブをＣｙ５で標
識し、もう一方のプローブをフルオレセインで標識しても良い。
第Ｖ因子ライデン変異の検出のために本明細書で開示した特定のプローブ及びプライマー
は単に説明のためのものであり、本明細書に記載した原理及びガイドラインにしたがうこ
とにより当業者が不当な実験なしで突然変異のための他のプローブ及びプライマーを設計
することができるであろうことは理解されよう。また本発明はゲノムＤＮＡにおける単一
塩基の突然変異の検出に関して記載しているが、同じ原理をｃＤＮＡの変異の検出に応用
できることも又理解されよう。さらに、同じ技術を用いて、突然変異又は多型性が存在す
る場合に解離温度が変化するようにハイブリダイゼーション・プローブを設計することに
より挿入及び削除を検出できる。本発明はプローブが野生型に対して突然変異遺伝子にハ
イブリダイゼーションした場合に解離温度に相違が出るように設計できる既知のあらゆる
突然変異を検出するために使用できる。
前述の実施例ではフルオレセインとＣｙ５を共鳴エネルギー転移標識として使用したが、
他のアクセプターたとえばＣｙ５．５などもフルオレセインとともに使用できる。
実施例２２
実施例２１の第Ｖ因子遺伝子座を前出の通りだがプライマーをＣｙ５の代わりにＣｙ５．
５で標識して増幅した。Ｃｙ５．５の発光は６８３ナノメートル・ロングパス・ダイクロ
イックと６８３～７０３ナノメートル・バンドパス干渉フィルタを介して観察した。Ｃｙ
５．５のフルオレセインに対する比はほぼサイクル３０でバックグラウンド以上に増加し
非対称増幅の５０サイクルでおよそ比率が２倍になった。野生型ＤＮＡで増幅した場合、
プローブＴｍは解離ピークで判定すると６５～６６℃だった。
単一塩基突然変異を検出する別の実施例を掲載する。
実施例２３
アラニンをバリン残基に変換し易熱性酵素が得られるメチレンテトラハイドロ葉酸（ＭＴ
ＨＦＲ）レダクターゼ遺伝子（Ｃ677Ｔ）のよくみられる点突然変異が存在する。この突
然変異はＭＴＨＦＲ活性を減少し、従来技術で公知の通り若年性血管障害や血栓症の独立
した危険因子であるとされてきたホモシステイン血漿レベルを増加させることがある。プ
ライマーの一方をＣｙ５で標識した（ＴＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＧＴＧＴＣＴ*ＧＣＧＧＧ
Ａ）（配列ＩＤ no.２５）。ここでＴ*はＣｙ５に結合した改変Ｔ残基を表わす（合成と
精製については実施例９を参照）。プローブ配列はフルオレセイン－ＣＣＴＣＧＧＣＴＡ
ＡＡＴＡＧＴＡＧＴＧＣＧＴＣＧＡ（配列ＩＤ no.２６）また他方のプライマーはＡＧＧ
ＡＣＧＧＴＧＣＧＧＴＧＡＧＡＧＴＧ（配列ＩＤ no.２７）だった。ＭＴＨＦＲ遺伝子の
１９８塩基対フラグメントを、１０μｌあたり５０ｍＭトリスｐＨ８．３、２ｍＭＭｇＣ
ｌ2、５００μｇ／ｍｌウシ血清アルブミン、各２００μＭのｄＮＴＰ、０．５μＭのＣ
ｙ５標識プライマー、０．１μＭ対立プライマー、０．１μＭフルオレセイン標識プロー
ブ、０．４単位Ｔａｑポリメラーゼ、でヒトゲノムＤＮＡ50ｎｇから増幅した。各サイク
ルは長さ３０秒で９４℃での変性に続けて２０秒６０℃での組み合せアニーリング／伸長
ステップから構成された。６０サイクル後、次のように解離曲線を測定した：０．５℃／
秒で５０～６５℃、０．１℃／秒で６５～７５℃、０．５℃／秒で７５～９４℃まで加熱
した。基線減算と解離ピークへの変換後に、全ての考えられる遺伝子型が容易に識別され
た（図４８）。
ハイブリダイゼーション・プローブの識別力を多重又は競合ＰＣＲの大きな利点にも使用
した。たとえば、単一の内部の塩基変化を伴うように人工テンプレートを設計しハイブリ
ダイゼーション・プローブは実施例２１及び２３のように基線変化をカバーするように設
計する。競合遺伝子及び天然テンプレートの相対的増幅は実施例１６のように解離ピーク
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を測定積分することで決定される。これ以外に、異なる温度で異なる標的から順番に解離
する多重検出プローブを使用する場合、同じ分析によって相対的定量が実現される。一般
に、二重鎖特異性ＤＮＡ染料について前述した全ての定量技術をハイブリダイゼーション
・プローブによる配列特異性にすることができる。
生成物アニーリング速度論による絶対生成物濃度
生成物濃度の決定はまた本発明を用いると有利に実施される。二重鎖ＤＮＡ形成の連続モ
ニタリングによりアニーリング速度論による増幅の全てのサイクルでのＤＮＡ定量ができ
る。サンプル温度を変性温度から急速に低下させ、もっと低いがプライマーのアニーリン
グを防止するのには未だ充分に高い温度で一定に維持する（図２）。生成物アニーリング
速度は秒単位速度論にしたがう（本明細書で参照に含めるＢ．ヤング＆Ｍ．アンダーソン
、溶液ハイブリダイゼーションの定量分析（B. Young & M. Anderson, Quantitative ana
lysis of solution hybridization,In: Nucleic Acid Hybridization: A Practical Appr
oach 47-71,（B. Hames, S. Higgins eds.,1985））参照）。何らかの任意のＰＣＲ生成
物と温度について、二次速度定数を測定できる。速度定数が分かると、未知のＤＮＡ濃度
は実験的アニーリング・データから求めることができる。冷却は瞬間的になることはなく
、一定温度に到達する前に何らかのアニーリングが発生する。急冷は速度定数とＤＮＡ濃
度決定に利用できるデータ量を最大化する。本技術は純粋なＰＣＲ生成物を要求するが、
これは本発明を用いる温度サイクル中にも得られる解離曲線によって保証できる。本発明
によるこの定量法はサンプル間のあらゆるシグナル強度変化とは有利にも無関係である。
実施例２４
βグロビン遺伝子の５３６塩基対フラグメントをヒトゲノムＤＮＡ（実施例７）から増幅
して精製（実施例２参照）した。異なる量の精製ＤＮＡを５μｌの５０ｍＭトリスｐＨ８
．３、３ｍＭのＭｇＣｌ2中の１：３０，０００倍希釈ＳＹＢＲTMグリーンＩに混和した
。サンプルは９４℃で変性させた後８５℃まで急冷した。５２０～５５０ナノメートルの
蛍光を時間経過に併せて８５℃でモニタした。異なる濃度のＤＮＡを調べた時、アニーリ
ング曲線の形状はＤＮＡ濃度に特徴的だった（図４９参照）。任意のＰＣＲ生成物と温度
で、二次速度定数を決定できる。図５０は５μｌ中の５３６塩基対フラグメント１００ｎ
ｇについて８５℃での二次アニーリング速度定数の決定を示す。図５０に図示した二次速
度式を用い、曲線はＦmax、Ｆmin、ｔ0及びｋを浮動パラメータとして非線形最小二乗回
帰により適合させた。この種の曲線適合のための分析プログラムは従来技術で周知である
（たとえば、カリフォルニア州モントレーのデルタポイント社製ＤｅｌｔａＧｒａｐｈの
ユーザ定義曲線適合）。速度定数が分かると、未知のＤＮＡ濃度は実験的アニーリング・
データから求めることができる。
速度定数（ｋ）を定義すると、未知のサンプルについてＤＮＡ濃度を決定できる。未知の
サンプルの蛍光対時間曲線を非線形最小自乗法回帰式で、望ましくはリアルタイムでの温
度サイクル中に（たとえば、ＬａｂＶｉｅｗプログラミング環境（ナショナル・インスト
ルメント社、テキサス州オースチン）において非線形Ｌｅｖｅｎｂｅｒｇ－Ｍａｒｑｕａ
ｒｄｔ法と説明されている方法を用いることで）適合させる。この適合では、Ｆmax、Ｆm

in、ｔ0、（ＤＮＡ）は浮動パラメータ、またｋは定数である。
ある種の蛍光染料は濃度依存的にアニーリングに悪影響することから、異なる標準ＤＮＡ
濃度での速度定数を決定することによって、生成物アニーリングについての二次速度論を
調べる。関連性を定義し適合のための別の式も必要に応じて組み込む。
また本発明の範囲内にはプローブ・アニーリング速度を用いて生成物濃度を決定すること
が含まれる。蛍光共鳴エネルギー転移の速度はプライマー・アニーリング温度より高いプ
ローブ・アニーリング温度まで急降下した後の時間経過にしたがう（図２）。標識プライ
マーと１種類の標識プローブによる増幅の場合、アニーリング速度（及び蛍光の発生）は
２次である。２種類の標識プローブを使用する場合、蛍光発生速度は３次である。これら
２種類の構成を図１８に図示してある。プローブの濃度が生成物濃度より大幅に高い場合
、可能性を記述するのには疑似一次式及び疑似二次式で充分である。これらの異なる条件
での近似速度式は従来技術で公知となっている（Ｂ．ヤング＆Ｍ．アンダーソン、前掲書
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）。本発明の目的では、実験的に調べられており必要な場合には補正される近似速度式を
従来技術で示唆していることで充分である。
プローブ・アニーリング速度を用いて生成物濃度を決定する場合、考えられる干渉作用と
しては生成物のアニーリング（分岐移動によるプローブの移動）とプローブを介したプラ
イマーのアニーリング及び伸長が含まれる。後者はプローブのＴｍがプライマーのＴｍよ
り高くプローブのアニーリング温度がプライマー・アニーリングを最小限に押さえるよう
に選択されている場合には最小になる。図１３は伸長が起こった場合でも蛍光が約２０秒
にわたり時間とともに増加することを示している。この期間中、蛍光の増加は生成物濃度
に依存する。
プローブアニーリング速度は生成物アニーリングによって生成物濃度を決定する前述の方
法と同様に生成物濃度を決定するために使用される。ステップを要約すると次のようにな
る：（１）系の適当な速度平衡を選択する、（２）既知のＤＮＡ標準を測定して速度定数
を決定する、（３）異なる濃度から得られた異なる速度定数を比較することで速度平衡の
変化を調べる、（４）速度定数を用いて未知試料のＤＮＡ濃度をプローブ・アニーリング
・データから決定する。
温度サイクル制御のための蛍光フィードバック。エンドポイント分析やサイクル毎分析と
は対照的に、本発明では各温度サイクル全体を通しての蛍光もモニタできる。連続蛍光モ
ニタリングは温度サイクル・パラメータの制御に使用できる。本発明はリアルタイム制御
と増幅最適化のために蛍光フィードバックを使用する。二重鎖特異性ＤＮＡ染料又は蛍光
標識オリゴヌクレオチド・プローブを含むＰＣＲサンプルの連続蛍光モニタリングは、個
別の増幅サイクル中のハイブリダイゼーション及び解離をモニタするために使用できる。
この情報を温度サイクル装置内部の温度制御アルゴリズムで使用して熱サイクル条件を改
善しカスタマイズすることができる。従来のＰＣＲは増幅前に全てのサイクル・パラメー
タをプログラミングして実施している。連続モニタリングでは、アニーリング、伸長、変
性の連続観察に基づいて、熱サイクル条件の決定を増幅中に行なうことができる。ハイブ
リダイゼーション情報を用いて温度サイクルを制御することで考えられる利益としては：
１．各サイクルでＰＣＲ生成物の完全な変性を保証でき、同時に
ａ．過剰に高い変性温度への暴露を最小限に抑さえる、つまり増幅生成物及びポリメラー
ゼの熱による損傷を回避できる。生成物が変性温度に暴露される時間を制限するのは長い
生成物の増幅でとくに有用である。
ｂ．変性温度を最小限に抑さえることにより反応特異性が増加する。これは意図している
増幅生成物よりＴｍが高い生成物に対抗して選択する。
２．各サイクルでプライマー・アニーリングに充分な時間を保証することによって増幅効
率を最大にすることができ、同時に
ａ．ある程度の効率でプライマー・アニーリングに達するのに必要とされる以上に長引か
せないことにより増幅に必要な時間量を最小限に抑さえる。
ｂ．アニーリング温度での時間を最小限に抑さえることにより反応特異性を拡大する。
３．各サイクルの生成物伸長に充分な時間を保証することにより増幅効率を最大にするこ
とができ、同時に
ａ．生成物伸長を完了するのに必要とされる以上に長引かせないことにより増幅に必要と
される時間量を最小限に抑さえる。
ｂ．意図した増幅生成物より長い生成物に対抗して選択することにより反応特異性を拡大
する。
４．得られた蛍光レベル又は増幅の現在の効率に依存した熱サイクル変化を開始する。た
とえば、過剰増幅及び非特異性反応生成物は効率がある程度のレベルにまで落ちた時点で
熱サイクルを終了することによって最小限に抑えることができる。別の例として、蛍光が
検出可能になった時点で解離曲線取得のためにゆっくりした温度傾斜を開始するように温
度サイクルを変更することができる。これはゆっくりした温度傾斜を初期サイクルで使用
する必要がないので時間を節約できる。本発明の継続的実施でその他の望ましい変化が明
らかになるであろう。
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制御は蛍光データからの反応パラメータ推定に基づいている。オリジナルの蛍光データは
時間に対する蛍光の変化として測定したか（変性、アニーリング、伸長の温度特異性速度
）、温度に対する蛍光の変化として測定したか（生成物又はプローブＴｍ）、又は増幅範
囲の変化として測定したか（増幅収量と効率）のいずれかである。これらの速度、Ｔｍと
その一次及び二次導関数を使用して変性温度及び時間、プライマー・アニーリング温度及
び時間、プローブ・アニーリング温度及び時間、酵素伸長温度及び時間、サイクル数を含
む反応の最適パラメータを決定する。
二重鎖特異性ＤＮＡ染料は変性の制御、伸長の制御、及びある程度の増幅レベル又は効率
で熱サイクル変化を開始するために使用する。共鳴エネルギー転移染料は以下の実施例の
後で説明するようにアニーリングの制御に使用する。
実施例２５
市販の蛍光モニタリング熱サイクラ（ライトサイクラＬＣ２４、アイダホ・テクノロジー
社製、アイダホ州アイダホ・フォールズ）を変更してソフトウェアが温度／時間セットポ
イントでプログラムされず、蛍光値を測定してからこれらの値を熱サイクラ制御に使用す
るようにした。
機能ブロック図に図示してあるように（図５１）、ランタイム・プログラムはシリアル及
びＤＡＱボード・インタフェース経由でライトサイクラと通信する。これによって温度又
は蛍光データのいずれかへの高レベルのアクセスが可能になり、いずれかを温度制御用に
ボード・レベル・ソフトウェアで使用できる。しかし、装置の本実施例において、制御装
置・ハードウェア・レベルでは温度データだけをデジタル形状に変換している。蛍光デー
タはアナログ形状のままデジタル測定ボード・インタフェース経由で送出され、ランタイ
ム・プログラムによって分析され、シリアル・インタフェース経由でボード・レベル・ソ
フトウェアに送り返される。
生成物解離制御：
意図したＰＣＲ生成物についての解離ピークを測定し、基線レベル蛍光は生成物が完全に
解離した温度で反応カクテルを含むサンプルで測定した。
次に反応の各サイクルではこの蛍光値を目標として使用した。生成物変性へのアプローチ
は２段階で行ない蛍光値を遠隔計算機へ分析のために送信し値に到達したことの指示が返
される要件によるタイムラグを克服した。各生成物の解離ステップでは、蛍光が中間値に
達するまで温度を増加し、次いで加熱出力を低減しておよそ３℃／秒の温度傾斜速度とす
ることで、蛍光を分析する時間と生成物変性が発生したことを熱サイクラに通知する時間
を計算機に与えるようにした。
得られた温度／時間プロット（図５２）は増幅生成物の濃度が上昇するとサイクル２０以
降で解離温度における特徴的増加を示している。生成物Ｔｍは生成物濃度の関数である。
生成物アニーリング／伸長：
アニーリング／伸長を組み合せた温度での伸長維持中に蛍光をモニタし、この情報を使用
して充分だが過剰にならない時間が生成物伸長に与えられることを保証するようにした。
蛍光は１０秒間隔でモニタし、蛍光が設定可能な比率（代表的には１．００～１．０５）
以上で増加した場合にはアニーリング／伸長ステップが継続された。それ以外の場合には
次の生成物解離ステップを開始した。１０秒の間隔はアニーリング／伸長温度に最小限２
０秒の時間を与えられるように選択した。
得られた蛍光／時間プロット（図５２）は増幅生成物の濃度が増加するとアニーリング／
伸長組み合せ温度でのドエル時間における特徴的増加を示している。プライマー濃度とポ
リメラーゼが制限因子になると各サイクルで生成物伸長を完了するのにはさらに多くの時
間が必要とされる。
増幅プラトー：
各アニーリング／伸長ステップの終りで、蛍光値を計測して格納した。この値が最低のエ
ンドサイクル蛍光値の１．２倍に増加してからユーザ設定可能な比率（代表的には１．０
０～１．０５）未満で増加が停止した時点で、熱サイクルを終了した。これに代わり、生
成物Ｔｍによるゆっくりした０．１～０．２℃／秒の温度傾斜を入力してサンプル蛍光を



(43) JP 4540754 B2 2010.9.8

10

20

30

40

50

連続モニタすることにより解離曲線取得ステップを開始した。
得られた蛍光／時間プロット（図５２）では２５サイクルの増幅後にサイクル毎蛍光比の
増加が１．００未満に落ち反応が終了したことを示している。
本発明の１つの実施例において、増幅プラトー検出を用いて多重サンプル・ランでの各サ
ンプルについて各サンプルに最適な温度で高解像度解離曲線を採取する。サンプルが増幅
プラトーに達すると、そのサンプルについて解離曲線を取得し、次いで、別の反応が増幅
プラトーに達するまで通常の温度サイクルを再開する。
伸長から区別されるアニーリングのリアルタイム・モニタリング及び制御も本発明により
提供される。プライマーの一方がＣｙ５で３’末端標識してある場合には、伸長は発生し
得ない。しかし、標識プライマー（１～１０％）が未標識プライマー（９０～９９％）と
混合されている場合、増幅効率は僅かに減少することになるが、アニーリングは二重鎖特
異性ＤＮＡ染料からＣｙ５への蛍光エネルギー転位として観察可能である。Ｔｍが最低の
プライマー（従来技術で周知のように最も近い隣接熱動力学により決定される）はＣｙ５
で標識しＳＹＢＲTMグリーンＩは二重鎖特異性ＤＮＡ染料として含まれる。これ以外に、
等価の相補オリゴヌクレオチドによりプライマー・アニーリングを間接的にモニタするこ
とができる。長さとＴｍが最低温度で解離するプライマーと同じオリゴヌクレオチドは増
幅配列に対して相補性を持たないように設計される。このオリゴヌクレオチドはＣｙ５で
５’標識しこれの補体はフルオレセイン又は何らかの他の共鳴エネルギー転移対で３’標
識する。これらのオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションは共鳴エネルギー転移が
後続する。一方のプローブの濃度は最低のＴｍのプライマーの濃度と同じにし、他方のプ
ローブの濃度はこれより大幅に低くして生成物にアニーリングするプライマーの擬似一次
速度論を近似する擬似一次速度論を得るようにする。アニーリングの効率をモニタしこれ
らの方法の１つによるアニーリング温度及び時間の制御に使用する。
温度と時間のセットポイントを蛍光フィードバック制御で完全に置き換えることも本発明
の範囲に含まれる。たとえば、３種類のサンプルがフィードバック機能のある蛍光温度サ
イクラに配置される。サンプルは、
１．増幅生成物とＳＹＢＲTMグリーンＩを含む無反応サンプル。
２．Ｔｍが最低のプライマーと等しいＴｍを有し前述の濃度の相補的に蛍光標識したプラ
イマーを含む無反応サンプル。
３．増幅すべきサンプルとＳＹＢＲTMグリーンＩ。
増幅の各サイクルで、生成物の変性は温度が増加するのに併せてサンプル１をモニタする
ことで保証される。解離曲線はリアルタイムで求まりサンプルが変性した時点で、アニー
リング・ステップへの移行が開始される。プライマー・アニーリングはサンプル２の２種
類の相補的プライマーのハイブリダイゼーションにより間接的にモニタされる。プライマ
ーの一方はフルオレセインで３’標識され他方のプライマーはＣｙ５又は同様の染料で５
’標識される。サンプル２が６７０／５４０ナノメートルでの蛍光比の増加によって表わ
されるプライマー・ハイブリダイゼーションを示すまで温度を下げる。この比は、蛍光対
がハイブリダイゼーションにより接近する時に蛍光体間の共鳴エネルギー転移により増加
する。生成物伸長に続けて実施例２５に示したように１つまたはそれ以上の実際のサンプ
ルの蛍光をモニタリングする。
概要
前述の議論から、ハイブリダイゼーションをモニタするためのＤＮＡ増幅中の連続蛍光モ
ニタリングがきわめて強力な分析技術であることが理解されよう。本明細書に記載した方
法を使用し存在する初期テンプレート・コピー数に依存すると生成物の同定及び定量は温
度サイクルの開始後５乃至２０分で実現できる。本発明は従来技術においてこれまで利用
できなかった幾つかの利点を実現する。たとえば、本発明は生成物純度、多重ＰＣＲ又は
競合的ＰＣＲによる相対的定量、アニーリング速度論による絶対生成物定量をモニタする
ための単色蛍光法と蛍光体サイクル数プロットによる初期テンプレート定量法の改良とを
提供するものである。本発明はまた、配列変化検出、多重ＰＣＲ又は競合的ＰＣＲによる
相対的定量、プローブ・アニーリング速度論による生成物定量、蛍光体サイクル数プロッ
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トによる初期テンプレート定量のための２色配列特異的方法も提供する。
以下の表はＰＣＲの連続モニタリングに有用な二重鎖特異性ＤＮＡ染料、加水分解プロー
ブ、ハイブリダイゼーション・プローブを比較したものである。二重鎖特異性ＤＮＡ染料
の蛍光はＤＮＡの鎖状態に依存する。２重標識加水分解プローブはプローブが加水分解さ
れる時に無傷のドナーフルオロフォアが増加する一方で消光する。ハイブリダイゼーショ
ン・プローブはハイブリダイゼーションが２つの蛍光物質を互いに近付ける場合共鳴エネ
ルギー転移の増加に依存する。

本発明によれば、時間、温度、蛍光を毎秒１～１０回取得し生成物および／またはプロー
ブ・ハイブリダイゼーションの詳細を温度サイクル中に観察する。二重鎖特異性ＤＮＡ染
料により温度に対する生成物のハイブリダイゼーションを用いて解離曲線で生成物を同定
する。さらに、相対的生成物定量はＴｍが異なる２種類又はそれ以上の異なる生成物の多
重増幅により実現される。さらに、競合的ＰＣＲは２種類又はそれ以上の生成物が異なる
Ｔｍを有するように共通プライマーに対する内部配列を変更することで行なわれる。絶対
生成物定量は変性した生成物を急冷しアニーリング速度論を観察することで得られる。蛍
光体サイクル数のプロットによる初期テンプレート定量の感度は生成物解離曲線の分析に
よって増加し非特異性増幅及びカーブフィッティング・アルゴリズム制御を行なう。最後
に、変性条件、伸長時間、及び生成物終了の制御のための即時的蛍光フィードバックは生
成物の鎖状態を二重鎖特異性ＤＮＡ染料によりモニタすることで得られる。
温度サイクル中の蛍光でプローブ・ハイブリダイゼーションをモニタする能力は強力なツ
ールである。本発明はＰＣＲ中の配列特異性検出及び定量でプローブ・ハイブリダイゼー
ション（加水分解ではない）に依存する２色蛍光法を提供する。ハイブリダイゼーション
・プローブのアニーリング速度論及び解離は蛍光物質間のエクソヌクレアーゼ加水分解に
頼るプローブでは得られない情報を提供する。配列特異性プローブのハイブリダイゼーシ
ョンの連続モニタリングは温度変化につれて共鳴エネルギー転移へ続く。プローブの解離
は配列と生成物への相補性によって決定される特性温度で発生する。本発明による２種類
のスキーム（１）２種類の隣接ハイブリダイゼーション・プローブ、及び（２）標識プラ
イマーを取り込む一本鎖ＰＣＲ生成物にハイブリダイゼーションする１種類の標識プロー
ブを詳解した。配列特異性プローブの解離温度はＰＣＲ中の生成物を同定し識別できる。
ＤＮＡ多型性又は単一塩基突然変異を含む突然変異はプローブのＴｍシフトにより検出さ
れる。さらに、相対的生成物定量は各々の生成物から異なる温度で解離する１種類又はそ
れ以上のプローブを用いて少なくとも２種類の生成物の多重増幅により実現される。さら
に、競合ＰＣＲは１種類又はそれ以上のプローブが競合遺伝子及び自然のテンプレートに
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異なるＴｍでハイブリダイゼーションするように両プライマーの内側にある配列を改変す
ることにより実施される。これ以外にも相対又は競合ＰＣＲはプローブにことなる蛍光物
質たとえばＣｙ５やＣｙ５．５などで標識した多色分析によって行なわれる。絶対生成物
濃度はプローブ・アニーリング速度論の分析により求められる。初期テンプレート・コピ
ー数はカーブフィッティング・アルゴリズムにより蛍光体サイクル数のプロットから求め
られる。
１回のＰＣＲ反応で多重分析を所望する場合、識別可能な発光スペクトルを有する異なっ
た蛍光標識を使用して複数生成物を同定するのが共通の技術である。分析は利用できる蛍
光物質の限られた数と利用できるこれらの蛍光物質の発光スペクトルがオーバラップして
いることで複雑になる（Ｈ．Ｍ．シャピロら、前出）。解離曲線で生成物又はプローブ・
ハイブリダイゼーションの分析は多数ＰＣＲ生成物を識別する別の方法である。温度サイ
クル中にハイブリダイゼーションを追跡することにより、多数生成物を識別するのに必要
とされるプローブ個数および／またはスペクトルの色を最小限に抑さえることができる。
本発明はその精神又は基本的特徴から逸脱することなくその他の特定の態様で実現するこ
ともできる。詳述した実施例はすべての点で図示を目的とするのみであって制限的な意味
合いに見なすべきものではない。したがって本発明の範囲は前述の説明によってではなく
後述の請求項によって示される。請求項の等価物の意味及び範囲内に納まる全ての変化は
本発明の範囲内に包含されるべきものである。
解離曲線及びその他の分析を実行するためのプログラミング・コードを図５３～１０５に
掲載する。
【配列表】
（1）全般情報
（ｉ）出願人：ウィットワー，カール，ティー．;リリー，カーク，エム．;ラスマッセン
，ランディ，ピー．
（ｉｉ）発明の名称　ＰＣＲ中のハイブリダイゼーションのモニタリング
（ｉｉｉ）配列数　２７
（ｉｖ）住所または居所
（Ａ）住所　Thorpe, North & Western, L.L.P
（Ｂ）番地　9035 South 700 East, Suite 200
（Ｃ）市　Sandy
（Ｄ）州　Utah
（Ｅ）国名　USA（Ｆ）郵便番号　84070
（ｖ）コンピュータ読み取り可能な形態
（Ａ）媒体形式　３．５インチ１．４４ＭＢディスケット
（Ｂ）コンピュータ　東芝Ｔ２１５０ＣＤＳ
（Ｃ）オペレーティング・システム　Ｗｉｎｄｏｗｓ９５
（Ｄ）ソフトウェア　ワードパーフェクト７．０
（ｖｉ）現出願データ
（Ａ）出願番号
（Ｂ）出願日
（Ｃ）分類
（ｖｉｉ）優先権データ
（Ａ）出願番号：US 08/658,993
（Ｂ）出願日：1996年6月4日
（ｖｉｉ）優先権データ
（Ａ）出願番号：US 08/818,267
（Ｂ）出願日：1997年3月17日
（ｖｉｉｉ）代理人情報
（Ａ）氏名：Alan J. Howarth
（Ｂ）識別番号：36,553
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（Ｄ）事件整理番号：8616.CIP7
（ｉｘ）連絡先
（Ａ）電話番号：（801）566-6633
（Ｂ）ファックス番号：（801）566-0750
（２）配列番号１の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１
CGTGGTGGAC TTCTCTCAAT 20
（２）配列番号２の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２
AGAAGATGAG GCATAGCAGC 20
（２）配列番号３の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：３５塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号３
CAAACAGACA CCATGGTGCA CCTGACTCCT GAGGA 35
（２）配列番号４の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：３０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号４
AAGTCTGCCG TTACTGCCCT GTGGGGCAAG 30
（２）配列番号５の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２７塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号５
TCTGCCGTTA CTGCCCTGTG GGGCAAG 27
（２）配列番号６の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
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（ｘｉ）配列の説明：配列番号６
CAACTTCATC CACGTNCACC 20
（２）配列番号７の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：１８塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号７
CTGTCCGTGA CGTGGATT 18
（２）配列番号８の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：１８塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号８
AAGTCCTCCG AGTATAGC 18
（２）配列番号９の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：４６塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号９
TAATCTGTAA GAGCAGATCC CTGGACAGGC GAGGAATACA GGTATT 46
（２）配列番号１０の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：４６塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１０
TAATCTGTAA GAGCAGATCC CTGGACAGGC AAGGAATACA GGTATT 46
（２）配列番号１１の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１１
TAATCTGTAA GAGCAGATCC 20
（２）配列番号１２の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１２
TGTTATCACA CTGGTGCTAA 20
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（２）配列番号１３の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２３塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１３
AATACCTGTA TTCCTCGCCT GTC 23
（２）配列番号１４の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１４
ATGCCTGGCA CCATTAAAGA 20
（２）配列番号１５の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１５
GCATGCTTTG ATGACGCTTC 20
（２）配列番号１６の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１６
CGGATCTTCT GCTGCCGTCG 20
（２）配列番号１７の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１７
CCTCTGACGT CCATCATCTC 20
（２）配列番号１８の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：３１塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１８
GAAGTCTGCC GTTACTGCCC TGTGGGGCAA G 31
（２）配列番号１９の情報
（ｉ）配列の特性



(49) JP 4540754 B2 2010.9.8

10

20

30

40

50

（Ａ）配列の長さ：２６塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号１９
CTGCCGTACT GCCCTGTGGG GCAAGG 26
（２）配列番号２０の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２６塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２０
ATGCCCTCCC CCATGCCATC CTGCGT 26
（２）配列番号２１の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２１
CAACTTCATC CACGTTCACC 20
（２）配列番号２２の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２７塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２２
GTCTGCCGTT ACTGCCCTGT GGGGCAA 27
（２）配列番号２３の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：３２塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２３
CCTCAAACAG ACACCATGGT GCACCTGACT CC 32
（２）配列番号２４の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：３０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２４
GAAGTCTGCC GTTACTGCCC TGTGGGGCAA 30
（２）配列番号２５の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２３塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
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（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２５
TGAAGGAGAA GGTGTCTGCG GGA 23
（２）配列番号２６の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２５塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２６
CCTCGGCTAA ATAGTAGTGC GTCGA 25
（２）配列番号２７の情報
（ｉ）配列の特性
（Ａ）配列の長さ：２０塩基対
（Ｂ）配列型：核酸
（Ｃ）鎖の数：一本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｘｉ）配列の説明：配列番号２７
AGGACGGTGC GGTGAGAGTG 20

【図１】 【図２】

【図３】
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