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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】核酸を簡便かつ高感度に定量できる核酸検出定
量方法の提供。
【解決手段】核酸検出定量方法は、試料中の標的核酸を
定量する方法であって、複数の検出領域が配置された基
板を用意すること、基板上に、試料と、プライマーセッ
トと、増幅酵素とを含む反応液を存在させて、１つの反
応場を形成すること、反応場を等温増幅条件に維持する
こと、増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を複数
の検出領域のそれぞれで検出すること、検出領域それぞ
れについて増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が
存在しない（陰性）かを判断すること、及び陽性の数及
び／又は検出信号の立ち上がり時間から標的核酸を検出
又は定量することを含む方法。
【選択図】図１



(2) JP 2019-53 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の、第１の配列を含む標的核酸を定量する方法であって、
複数の検出領域が配置された基板を用意すること、
前記基板上に、試料と、前記第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るためのプライマーセ
ットと、増幅酵素とを含む反応液を存在させて、１つの反応場を形成すること、
前記反応場を等温増幅条件に維持すること、
前記増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を、前記複数の検出領域のそれぞれで検出
すること、
前記検出の結果に基づいて、前記複数の検出領域それぞれについて、その付近に前記増幅
産物が存在する（陽性）か、前記増幅産物が存在しない（陰性）かを判断すること、及び
陽性の前記検出領域の数及び／又は前記複数の検出領域における前記検出信号の立ち上が
り時間から前記標的核酸を検出又は定量すること
を含む方法。
【請求項２】
　前記等温増幅条件がＬＡＭＰ反応条件である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記基板が前記検出領域に対応して電極を備え、前記反応液が、更に前記増幅産物の増
加に伴って変化する電気的信号を生じる第１の標識物質を含み、前記検出信号は前記第１
の標識物質の酸化又は還元反応により得られる電気的信号である請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項４】
　前記第１の標識物質がルテニウムヘキサンアミンである請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記基板が前記検出領域に対応して光学センサを備え、前記反応液が、更に前記増幅産
物の増加に伴って変化する光学的信号を生じる第２の標識物質を含み、前記検出信号は光
学的信号である請求項１又は２に記載の方法。
【請求項６】
　前記基板が前記検出領域に対応して濁度センサを備え、前記検出信号が反応液の濁度に
相関する信号である請求項１又は２に記載の方法。
【請求項７】
　隣り合う前記複数の検出領域の距離が、それぞれ１ｍｍ以上である請求項１に記載の方
法。
【請求項８】
　試料中の、第１の配列を含む標的核酸を定量又は検出するためのチップであって、
　基板と、前記基板の一方の面上の１つの空間に配置されている複数の検出領域とを有し
、隣り合う前記検出領域の距離が、１ｍｍ以上１０ｍｍ以下であり、
　前記基板上に、前記試料と、前記第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るためのプライ
マーセットと、増幅酵素とを含む反応液を存在させて１つの反応場を形成し、前記反応場
で増幅反応を起こし、前記増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を前記複数の検出領
域のそれぞれで検出し、前記検出の結果に基づいて前記複数の検出領域それぞれについて
、その付近に前記増幅産物が存在する（陽性）か、前記増幅産物が存在しない（陰性）か
を判断し、陽性の前記検出領域の数及び／又は前記複数の検出領域における前記検出信号
の立ち上がり時間から前記標的核酸を検出又は定量するための
チップ。
【請求項９】
　請求項８に記載のチップと、前記第１の配列を等温増幅し前記増幅産物を得るためのプ
ライマーセットと、増幅試薬とを含むアッセイキット。
【請求項１０】
　前記増幅産物の増加に伴って変化する電気的信号を生じる第１の標識物質及び／又は前
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記増幅産物の増加に伴って変化する光学的信号を生じる第２の標識物質を更に含む請求項
９に記載のアッセイキット。
【請求項１１】
　複数の検出領域が配置された基板を有するチップの、前記検出領域からの検出信号を受
信する測定手段と、
　前記測定手段を制御し、前記検出信号より測定データを生成し、前記測定データをメモ
リに格納する制御手段と、
　前記測定データに基づいて、試料中の標的核酸を定量する定量手段と
を備え、
　前記定量手段は、
　前記メモリに格納された前記測定データを読み出し、
　読み出した前記測定データに基づいて前記複数の検出領域それぞれの付近に前記標的核
酸が存在する陽性を示すか、又は前記標的核酸が存在しない陰性を示すかを判断し、
　前記陽性を示す前記検出領域の数及び前記陰性を示す前記検出領域の数を集計し、
　前記陽性を示す前記検出領域の数が０である場合に、前記試料中に前記標的核酸が存在
しないと判断し、
　前記陽性を示す前記検出領域と前記陰性を示す前記検出領域との両方が存在する場合に
、前記陽性を示す前記検出領域の数から前記試料中の前記標的核酸の存在量を算出し、
　全ての前記検出領域が前記陽性を示す場合に、前記信号の立ち上がり時間から前記試料
中の前記標的核酸の存在量を算出する
核酸検出定量装置。
【請求項１２】
　前記制御手段による制御により、容器に格納された液体を前記チップに送り及び／又は
出しを行う送液手段をさらに備える請求項１１に記載の核酸検出定量装置。
【請求項１３】
　前記制御手段による制御により、前記チップの温度を制御する温度制御手段をさらに備
える請求項１１又は請求項１２に記載の核酸検出定量装置。
【請求項１４】
　コンピュータを、
　複数の検出領域が配置された基板を有するチップの前記複数の検出領域からの検出信号
を受信する測定手段と、
　前記測定手段を制御し、前記検出信号より測定データを生成し、前記測定データをメモ
リに格納する制御手段と、
　前記測定データに基づいて、試料中の標的核酸を定量する定量手段と、
して機能させるためのプログラムであって、
　前記定量手段は、
　前記メモリに格納された前記測定データを読み出し、
　読み出した前記測定データに基づいて前記複数の検出領域それぞれの付近に前記標的核
酸が存在する陽性を示すか、又は前記標的核酸が存在しない陰性を示すかを判断し、
　前記陽性を示す前記検出領域の数及び前記陰性を示す前記検出領域の数を集計し、
　前記陽性を示す前記検出領域の数が０である場合に、前記試料中に前記標的核酸が存在
しないと判断し、
　前記陽性を示す前記検出領域と前記陰性を示す前記検出領域との両方が存在する場合に
、前記陽性を示す前記検出領域の数から前記試料中の前記標的核酸の存在量を算出し、
　全ての前記検出領域が前記陽性を示す場合に、前記信号の立ち上がり時間から前記試料
中の前記標的核酸の存在量を算出する
プログラム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明の実施形態は、核酸検出定量方法、チップ、アッセイキット、核酸検出定量装置
及びプログラムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、遺伝子検査技術の進展に伴い、臨床現場や犯罪捜査などの様々な場面で核酸検査
が実施されている。対象遺伝子は、例えば、リアルタイムＰＣＲ法やＬＡＭＰ法などによ
って検出又は定量されている。リアルタイムＰＣＲ法は、核酸の増幅を伴うことから感度
が高く、定量範囲が広い。ＬＡＭＰ法は、蛍光色素などで増幅産物を標識することなく対
象遺伝子を定量又は検出することが可能である。しかし、これらの方法による定量又は検
出の分解精度は低い。
【０００３】
　より定量又は検出精度が高い技術として、デジタルＰＣＲ法が実施されている。しかし
ながら、デジタルＰＣＲ法は、測定対象を含む反応液を適切な濃度に調製することや、反
応液を等量ずつ多数の容器に分割することが必要であり、操作が煩雑であることが課題で
ある。
【０００４】
　上記のような状況において、核酸を簡便かつ高感度に定量又は検出する方法の更なる開
発が望まれている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許出願公開第２０１４／０２２０６６７号明細書
【特許文献２】国際公開第２０１３１５８９８２号
【特許文献３】国際公開第２０１００１８４６５号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ａｈｍｅｄ ｅｔ ａｌ, Ａｎａｌｙｓｔ １３８,９０７－１５（２０１
３）
【非特許文献２】Ｙａｏ ｅｔ ａｌ, Ｃｈｅｍ Ｃｏｍｍｕｎ ５０,９７０４－６（２０
１４）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明が解決しようとする課題は、核酸を簡便かつ高感度に定量できる核酸検出定量方
法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　実施形態に従う核酸検出定量方法は、試料中の第１の配列を含む標的核酸を定量する方
法である。当該方法は、複数の検出領域が配置された基板を用意すること、基板上に、試
料と、第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るためのプライマーセットと、増幅酵素とを
含む反応液を存在させて、１つの反応場を形成すること、反応場を等温増幅条件に維持す
ること、増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を、複数の検出領域のそれぞれで検出
すること、検出の結果に基づいて、複数の検出領域それぞれについて、その付近に増幅産
物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判断すること、及び陽性の
検出領域の数及び／又は複数の検出領域における検出信号の立ち上がり時間から標的核酸
を検出又は定量することを含む。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】実施形態の核酸検出定量方法の一例を示すフローチャートである。
【図２】実施形態の基板の一例を示す図である。
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【図３】実施形態の基板の一例を示す図である。
【図４】実施形態の基板の流路を拡大した模式図である。
【図５】実施形態の核酸検出定量方法の一例を示すフローチャートである。
【図６】実施形態の核酸検出定量方法の一例を示すフローチャートである。
【図７】実施形態の核酸検出定量方法の一例を示すフローチャートである。
【図８】実施形態の核酸検出定量装置の一例を示すブロック図である。
【図９】実施形態の核酸検出定量装置による核酸検出処理の一例を示すフローチャートで
ある。
【図１０】実施形態の核酸定量部の処理の一例を示すフローチャートである。
【図１１】例２の実験結果を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　以下に、図面を参照しながら種々の実施形態について説明する。各図は実施形態とその
理解を促すための模式図であり、その形状や寸法、比などは実際と異なる個所があるが、
これらは以下の説明と公知の技術を参酌して適宜、設計変更することができる。
【００１１】
　実施形態に従う核酸検出定量方法の一例の概略フローを図１に示す。
【００１２】
　当該核酸検出定量方法は、試料中の、第１の配列を含む標的核酸を定量する方法である
。当該方法は、複数の検出領域が配置された基板を用意すること（Ｓ１）、基板上に、試
料と、第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るためのプライマーセットと、増幅酵素とを
含む反応液を存在させて、１つの反応場を形成すること（Ｓ２）、反応場を等温増幅条件
に維持すること（Ｓ３）、増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を前記複数の検出領
域のそれぞれで検出すること（Ｓ４）、前記検出の結果に基づいて、複数の検出領域それ
ぞれについて、その付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性
）かを判断すること（Ｓ５）及び陽性の検出領域の数及び／又は複数の検出領域における
検出信号の立ち上がり時間から標的核酸を検出又は定量すること（Ｓ６）を含む。
【００１３】
　各工程について以下に詳細に説明する。
【００１４】
　工程（Ｓ１）において、複数の検出領域が配置された基板を用意する。
【００１５】
　基板は、後述する工程（Ｓ２）において形成される１つの反応場を支持する固相である
。基板として、例えば、金属、樹脂、ガラス、又はシリコンなどを用いることができる。
基板の全体的な形状は、例えば、板状、容器形状、又はそれらの一部分からなる形状であ
ってもよい。
【００１６】
　基板の一例を図２（ａ）に示す。基板１の一方の面２に、複数の検出領域３が配置され
ている。検出領域３は、後述する工程（Ｓ２）において基板１の一方の面２上に形成され
る反応場からの検出信号を検出するための領域である。
【００１７】
　検出領域３の材料として、金属、樹脂、ガラス又はシリコン等を用いることができる。
検出領域３の材料は、基板の材料又は後述する工程（Ｓ４）において検出する検出信号の
種類などに従って選択される。
【００１８】
　検出領域３は、例えば規則的なアレイ状に配置されている。或いは検出領域３の配置は
、密度の均一なランダム配置であってもよい。検出領域３は、基板１の面２上の、後述す
る工程（Ｓ２）において形成される反応場に接する領域に、均一に万遍なく配置されるこ
とが好ましい。その場合、より正確に標的核酸を検出及び定量することができる。
【００１９】
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　検出領域３が規則的なアレイ状に配置されている場合、例えばそれらがなす行列の行方
向及び列方向の隣り合う検出領域間の間隔がほぼ等間隔であることが望ましい。
【００２０】
　１つの検出領域３の大きさは、所望の基板１の大きさと所望の検出領域３の数に依存し
て選択されればよいが、例えば、長さ０．００１～１０ｍｍ、幅０．００１～１０ｍｍで
ある。
【００２１】
　複数の検出領域３の各々の形状は、検出すべき所望の信号が検出できるように、信号の
種類に応じて選択されればよく、例えば、丸型、四角形、その他の多角形などである。１
つの基板１に設けられる検出領域３の数は、例えば、２個以上であることが好ましい。１
０個以上である場合、検出及び定量の精度がより高まるためより好ましい。
【００２２】
　また、複数の検出領域３の各々の面積及び形状は同一であることが望ましい。特に、検
出領域の面積がばらつくと定量精度が低下するため、面積のばらつきは１０％以下である
ことが好ましく、５％以下であることが更に好ましい。
【００２３】
　検出領域３は行方向に間隔ｄ１を空けて配置されており、列方向に間隔ｄ２を空けて配
置されている。即ち、間隔ｄ１及びｄ２は、それぞれ行方向及び列方向に隣り合う２つの
検出領域３の距離であり、言い換えれば隣り合う２つの検出領域３の一方の検出領域３の
端から他方の検出領域３の端までの最近接の間隔である。間隔ｄ１及びｄ２は、０．１ｍ
ｍ以上であることが好ましい。間隔ｄ１及びｄ２は、０．５ｍｍ以上であることがより好
ましく、１ｍｍ以上であれば更に好ましい。
【００２４】
　間隔ｄ１及びｄ２が０．１ｍｍ以上であると、特定の検出領域で検出されるべき検出信
号がその付近の異なる検出領域でも検出される現象が生じにくくなり、定量精度が向上す
る。０．５ｍｍ以上であると、同現象がより抑制され定量精度が更に向上する。特に１ｍ
ｍ以上では、標的核酸の長さが短く、反応時間が長い条件下にあっても特定の検出領域で
検出されるべき検出信号がその付近の異なる検出領域で検出される現象を防ぐことができ
、そのため検出及び定量の精度がより高まる。
【００２５】
　ただし、間隔ｄ１及びｄ２は１０ｍｍ以下であることが望ましい。間隔が広すぎると、
１つの基板上に設けることのできる検出領域の数が少なくなる。その結果、定量精度が低
下するとともに、所望の定量精度を得るために試料を多量に必要とする。
【００２６】
　基板１は、検出領域３に対応して、センサ４を備えてもよい。センサ４は、詳しくは後
述するが、例えば、電極、電気化学的センサ、光学センサ又は濁度センサなどである。セ
ンサ４を備える場合、１つの基板１の各検出領域３に対応して設けられるセンサ４の各々
は、全て同じ種類のセンサであることが好ましい。
【００２７】
　検出領域３は、光透過性の材料で構成されていてもよい。即ち、基板１の検出領域３に
相当する部分が光透過性の材料から形成されていてもよい。その場合、検出信号を、例え
ば、基板１と別体のセンサなどで検出領域から検出することが可能である。
【００２８】
　以上のような基板１においては、面２上に１つの空間が形成されている。即ち、面２上
の空間は、複数の検出領域３ごとに分離されていない。それによって、後述する工程（Ｓ
２）において反応液を面２上に持ち込んだ際、反応液が面２上の何れの箇所へも流動可能
な状態となる。その結果、１つの反応場が形成される。従って、基板１によれば１回の操
作で全ての検出領域３上に反応液を持ち込むことが可能である。また、それぞれの検出領
域３上の空間の体積は一定である。
【００２９】



(7) JP 2019-53 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

　基板の更なる別の例を図２（ｂ）に示す。この例において、基板１１の面１２は、蛇行
した１本の溝により構成された流路１３を備える。検出領域１５は、流路１３の底部１４
に、流路１３に沿って一列又は複数列で配置されることが好ましい。流路１３の幅ｗ１は
、基板１１の大きさなどに応じて決定されればよいが、例えば、０．０１～５０ｍｍであ
ることが好ましい。流路の深さは、例えば、０．０１～１０ｍｍであることが好ましい。
１つの検出領域１５の大きさは、所望の基板１１の大きさ、所望の検出領域１５の数、流
路１３の幅などに依存して選択されればよいが、例えば、長さ０．００１～１０ｍｍ、幅
０．００１～１０ｍｍなどである。
【００３０】
　隣り合う２つの検出領域１５の距離、即ち一方の検出領域１５端から他方の検出領域１
５の端までの最近接の間隔ｄ３は、０．１ｍｍ以上離れて配置されていることが好ましく
、０．５ｍｍ以上離れて配置されていることがより好ましく、１ｍｍ以上離れて配置され
ていることが更に好ましい。
【００３１】
　間隔ｄ３が０．１ｍｍ以上であると、特定の検出領域で検出されるべき検出信号がその
付近の異なる検出領域でも検出される現象が生じにくくなり、定量精度が向上する。０．
５ｍｍ以上であると、同現象がより抑制され定量精度が更に向上する。特に１ｍｍ以上で
は、標的核酸の長さが短い、反応時間が長いという条件下にあっても特定の検出領域で検
出されるべき検出信号がその付近の異なる検出領域で検出される現象を防ぐことができ、
そのため検出及び定量の精度がより高まる。
【００３２】
　１つの基板１１に設けられる検出領域１５の数は、例えば、２個以上であることが好ま
しい。１０個以上である場合、検出の精度がより高まるためより好ましい。
【００３３】
　流路１３の形状は、図２（ｂ）のように蛇行した１本の溝の形状であってもよいし、別
の形状であってもよい。例えば、図３（ａ）に示す流路２３のように櫛形であってもよく
、図３（ｂ）に示す流路３３のように四角形の渦巻型であってもよく、図３（ｃ）に示す
流路４３のように円形の渦巻型であってもよい。
【００３４】
　流路１３、２３及び３３の曲り角は、面取りされていることが好ましい。面取りされて
いることによって、後述する工程（Ｓ２）において反応液を流路内に持ち込む際に、増幅
反応を阻害する原因となる泡が発生し難くすることが可能である。
【００３５】
　基板１１、２１、３１及び４１はそれぞれ、検出領域１５、２５、３５又は４５に、そ
れぞれ上記センサ４と同様のセンサ１６、２６、３６、４６を備えてもよい。或いは、検
出領域１５、２５、３５又は４５は上述のように光透過性部材で構成されていてもよい。
【００３６】
　次に、工程（Ｓ２）において、基板の複数の検出領域が存在する面上に反応液を存在さ
せて反応場を形成する。「反応場」とは、そこにおいて増幅反応が行われる領域であり、
この領域は、反応液によって規定される。言い換えれば、反応場は、反応液が存在する領
域である。
【００３７】
　反応液は、試料、プライマーセット及び増幅酵素を含む。
【００３８】
　試料は、標的核酸の存在の有無又は量が検査されるべき物質である。言い換えれば、試
料は、実施形態の核酸検出定量方法における分析対象である。例えば、試料は、血液、血
清、血球、尿、便、汗、唾液、口腔内粘膜、喀痰、リンパ液、髄液、涙液、母乳、羊水、
精液、組織、バイオプシー、培養細胞などの生体物質、又は環境から採取された環境物質
、人工核酸或いはそれらの混合物などであってもよい。或いはそれらを材料として用いて
調製された調製物であってもよい。例えば、上記の何れかを本実施形態に従う試料として
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使用するために、例えば、細切、ホモジナイズ及び抽出などの公知の何れかの前処理を行
ってもよい。また例えば、上記の何れかを生体又は環境などから採取し、核酸検出に適切
な状態に調製してもよい。例えば、上記の何れかから公知の何れかの手段によって核酸を
抽出し、得られた核酸成分を含む液体を試料としてもよい。
【００３９】
　標的核酸は、実施形態の核酸検出定量方法において検出又は定量されるべき核酸である
。標的核酸は、第１の配列を含む。第１の配列は、標的核酸の存在の指標となる配列であ
り、標的核酸を検出又は定量するために実施形態の核酸検出定量方法において増幅される
配列である。第１の配列は、標的核酸の全長に亘る配列から選択される配列であり、例え
ば、標的核酸に特異的な配列であることが好ましい。標的核酸は、一本鎖核酸である。試
料中での標的核酸の状態は、一本鎖、又は標的核酸と標的核酸に相補的な核酸鎖とによっ
て形成されている二本鎖である。標的核酸の長さは、例えば、５０塩基～５００塩基であ
ることが好ましく、１００塩基～３００塩基であることがより好ましい。
【００４０】
　第１の配列の長さは、例えば、３塩基～１０塩基、１０塩基～２０塩基、２０塩基～３
０塩基、３０塩基～４０塩基、４０塩基～５０塩基、５０塩基～６０塩基、６０塩基～７
０塩基、７０塩基～８０塩基、８０塩基～９０塩基又は９０塩基～１００塩基であり、好
ましくは１０塩基～５０塩基である。
【００４１】
　プライマーセットは、前記第１の配列を増幅して増幅産物を得るための等温増幅用のプ
ライマーセットである。プライマーセットに含まれる各プライマーの配列は、当該核酸検
出定量方法に用いられる増幅方法の種類に基づいて、第１の配列を増幅するように設計及
び／又は選択されればよい。当該核酸検出定量方法に用いられる増幅方法は、等温増幅方
法である。等温増幅方法として、例えば、ＬＡＭＰ、ＲＴ－ＬＡＭＰ、ＳＤＡ、ＮＡＳＢ
Ａ、ＲＣＡ、ＬＣＲ、ＴＭＡ、ＳｍａｒｔＡｍｐ（登録商標）又はＩＣＡＮ（登録商標）
などを用いることができる。例えば、プライマーセットは、第１の配列の一端部に相補的
な第１のプライマーと、第１の配列の他端部と相同な第２のプライマーとを含む。これら
のプライマーによって、標的核酸上の増幅されるべき範囲が規定される。
【００４２】
　プライマーセットがＬＡＭＰ用のプライマーセットである場合、１つのプライマーセッ
トは、第１のプライマーとしてのＦＩＰプライマーと、第２のプライマーとしてのＢＩＰ
プライマーとを含む。更に、プライマーセットは、Ｆ３プライマー、Ｂ３プライマー、Ｌ
Ｐプライマー、即ち、ＬＦプライマー及び／又はＬＢプライマーを含んでいてもよい。
【００４３】
　例えば、試料中の標的核酸が一本鎖ＤＮＡであるときには、プライマーセットによって
相補鎖が形成され、更にそれらを鋳型として増幅反応が進行する。また、標的核酸がＲＮ
Ａである場合には、逆転写反応が行われ、逆転写産物について増幅反応が行われる。
【００４４】
　増幅酵素は、標的核酸の種類、使用される等温増幅方法の種類、プライマーセットの種
類及び逆転写反応の有無などに基づいて選択される。増幅酵素は、例えば、ＤＮＡポリメ
ラーゼ又はＲＮＡポリメラーゼなどである。ＤＮＡポリメラーゼは、例えば、Ｂｓｔ、Ｂ
ｓｔ２．０、Ｂｓｔ３．０、ＧｓｐＳＳＤ、ＧｓｐＭ、Ｔｉｎ、Ｂｓｍ、Ｃｓａ、９６－
７、ｐｈｉ２９、ＯｍｉｎｉＡｍｐ（登録商標）、Ａａｃ、ＢｃａＢＥＳＴ（登録商標）
、ＤｉｓｐｌａｃｅＡｃｅ（登録商標）、ＳＤ、ＳｔｒａｎｄＤｉｓｐｌａｃｅ（登録商
標）、ＴＯＰＯＴＡＱ、Ｉｓｏｔｈｅｒｍ２Ｇ、Ｔａｑ又はこれらの何れかの組み合わせ
などであることが好ましい。Ｂｓｔ、ＧｓｐＳＳＤ又はＴｉｎを用いる場合、検出及び定
量の感度が高くなるため、より好ましい。増幅酵素に加えて、更に何れかの逆転写酵素を
用いてもよい。
【００４５】
　反応液は、上記成分の他にマグネシウムを含んでいてもよい。反応液中のマグネシウム
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の濃度は、検出信号の種類によって選択されればよいが、例えば、３０ｍＭ以下である。
より好ましくは、４ｍＭ～１０ｍＭである。この濃度であることによって、増幅反応が促
進され、かつ配列に依存しない広い範囲の種々の配列を効率よく増幅することが可能とな
る。その結果、多様な配列を効率よく検出することが可能となる。
【００４６】
　反応液は、上述の成分に加えて、更に増幅反応に必要な所望の成分を含んでいてもよい
。そのような成分は、例えば、増幅産物の増加に応じて信号を生ずる標識物質、塩、プラ
イマーを起点とし新たなポリヌクレオチド鎖を形成する際に必要なデオキシヌクレオシド
三リン酸（ｄＮＴＰ）などの基質、反応試薬としての増粘剤、ｐＨ調製用緩衝材、界面活
性剤、アニーリング特異性を増大するイオン、及び／又は増幅酵素の補因子となるイオン
などである。逆転写を同時に行う場合には、反応液は、更に逆転写酵素及びそれに必要な
基質などを含んでいてもよい。
【００４７】
　標識物質は、増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を生ずる物質である。例えば、
標識物質は、そこから生ずる検出信号が、増幅産物が存在する場合に、増幅産物が存在し
ない場合と比較して増加又は減少する物質である。また例えば、増幅産物の存在量に従っ
て、そこから生ずる検出信号の量が増加する又は減少する物質である。例えば、標識物質
は、詳しくは後述するが、電気的信号を生ずる物質又は光学的信号を生ずる物質などであ
る。反応液は標識物質を含まなくてもよい。その場合、反応液の濁度に相関する信号を検
出信号として、標的核酸を定量又は検出することができる。
【００４８】
　塩は、例えば、核酸増幅反応において適切な増幅環境を維持するために用いられる公知
の何れかの塩である。核酸増幅反応において適切な増幅環境を維持するとは、例えば、増
幅酵素が、核酸増幅活性が最適となるようにその三次構造を保つことなどである。塩は、
例えば、塩化カリウムである。反応液中の塩の濃度は、例えば、５～３００ｍｏｌ／Ｌで
あることが好ましい。
【００４９】
　以上に説明した反応液を、基板の検出領域が存在する面上に存在させて１つの反応場を
形成する。１つの反応場とは、１つの連続した領域に形成された反応場をいう。例えば、
上記の何れかの基板の検出領域が存在する面上に反応液を持ち込むことによって、１つの
反応場が形成される。
【００５０】
　例えば、図２（ａ）に記載の基板１を用いる場合、基板１の面２上に反応液を持ち込む
ことによって、反応場が形成される。図２（ｂ）に記載の基板を用いる場合、反応液を流
路１３に持ち込むことによって反応場が形成される。流路１３への反応液の持ち込みは、
例えば、送液口１３ａから反応液を注入し、排液口３ｂから流路３内の空気を抜くことに
よって行うことができる。図３（ａ）に記載の基板を用いる場合、流路２３への反応液の
持ち込みは、例えば、送液口２３ａから反応液を注入し、排液口２３ｂ～２３ｆから空気
を抜くことによって行うことができる。図３（ｂ）に記載の基板を用いる場合、流路３３
への反応液の持ち込みは、例えば、送液口３３ａから反応液を注入し、排液口３３ｂから
空気を抜くことによって行うことができる。図３（ｃ）に記載の基板を用いる場合、流路
４３への反応液の持ち込みは、例えば、送液口４３ａから反応液を注入し、排液口４３ｂ
から空気を抜くことによって行うことができる。
【００５１】
　反応液の成分はそれぞれ、反応場を形成している反応液に含まれていればよい。従って
、例えば、反応液の成分はそれぞれ、反応液が基板上に持ち込まれる前に反応液に含まれ
ていてもよい。或いは、反応液の成分のそれぞれは、反応液の他の成分とは別々に用意さ
れ、反応液が基板上に持ち込まれると同時に、又は持ち込まれる前若しくは後に反応液中
に持ち込まれてもよい。或いは、反応液の成分は基板上に反応液が持ち込まれる前に基板
の反応場に接する面などの固相などに遊離可能に固定されていて、反応液が持ち込まれた
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際に反応液中に遊離して持ち込まれてもよい。
【００５２】
　工程（Ｓ３）において、反応場を等温増幅条件に維持する。
【００５３】
　等温増幅条件は、例えば、使用される等温増幅方法の種類、プライマーセットの種類、
標的核酸の種類及び／又は増幅酵素の種類などに基づいて選択される。反応場を等温増幅
条件に維持するとは、例えば、反応場の温度を２５℃～７０℃に維持することである。温
度を５５℃～６５℃に維持することがより好ましい。等温増幅条件は、例えば、ＬＡＭＰ
反応条件であることが好ましい。反応場を等温増幅反応条件下に維持することによって、
試料中に標的核酸が存在する場合、増幅反応が起こり、その第１の配列が増幅され、増幅
産物が生成される。
【００５４】
　増幅産物は、基板の検出領域が配置されている面上の、標的核酸が存在する位置におい
て生成し、増加しその付近に留まる。例えば、１つの標的核酸分子から増幅した増幅産物
は、当該標的核酸が当初存在していた位置から０．００１～１ｍｍの範囲内に留まる。反
対に、前記面上の標的核酸が存在する位置又はその付近以外の位置には、増幅産物はほと
んど存在しない。
【００５５】
　工程（Ｓ４）において、検出信号を複数の検出領域のそれぞれで検出する。
【００５６】
　検出信号は、増幅産物の増加に伴って変化する検出すべき信号である。そのような信号
は、詳しくは後述するが、例えば、反応場に存在する標識物質から生じる電気的信号又は
光学的信号、或いは反応液の濁度と相関する信号などである。
【００５７】
　上記検出信号を検出領域で検出する。検出は、検出領域に備えられた検出信号を検出で
きる上記センサによって行われてもよい。或いは、検出信号は、基板とは別体のセンサな
どによって、検出領域から検出されてもよい。検出信号は、基板上に設けられた全ての検
出領域において検出される。
【００５８】
　検出は、例えば、増幅反応のエンドポイントにおいて行われる。或いは、検出は経時的
に行われてもよい。経時的とは、連続的であってもよいし、間欠的、即ち所望の時間間隔
で複数の時点で検出することであってもよい。例えば、連続的な検出は、検出信号のモニ
タリングであってもよい。それによって、検出信号の立ち上がり時間を検出してもよい。
【００５９】
　工程（Ｓ５）において、複数の検出領域それぞれについて、その付近に増幅産物が存在
する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判断する。
【００６０】
　工程（Ｓ４）の検出を増幅反応のエンドポイントにおいて行った場合、基板上の、増幅
産物が生成しかつ増加した位置に配置されている検出領域からの検出信号は、増幅反応前
の検出信号又は標的核酸が付近に存在しない検出領域からの検出信号と比較して、増加又
は減少する。従って、検出信号が増幅前若しくは他の検出領域と比較して増加又は減少し
た検出領域を「その付近に増幅産物が存在する（陽性）」と判断することができる。反対
に、そうでない検出領域を「その付近に増幅産物が存在しない（陰性）」と判断すること
ができる。
【００６１】
　「付近」とは、センサなどの用いられる検出手段によって増幅産物の存在を検出できる
範囲内をいう。増幅産物の存在を検出できる範囲の一例を図４（ａ）及び（ｂ）に示す。
図４（ａ）は、図２（ｂ）の囲いＢを拡大した平面図である。図４（ｂ）は、図４（ａ）
のＢ’－Ｂ’に沿って切断した断面図である。増幅産物の存在を検出できる範囲Ｒは、流
路１３内の反応場内の領域である。当該領域は、検出領域１５の縁からの距離が、特定の
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値である領域であり、略半球型である。当該距離は検出手段に依存して変化するが、例え
ば、０～１０ｍｍである。
【００６２】
　前記判断に基づいて、１つの反応場における陽性及び陰性の検出領域の数を得ることが
できる。
【００６３】
　工程（Ｓ４）の検出を経時的に行った場合、基板上の、増幅産物が生成しかつ増加した
位置に配置されている検出領域からの検出信号は、検出信号の大きさが予め定められた閾
値を超えるまでに要する時間、即ち、立ち上がり時間が、標的核酸が付近に存在しない検
出領域からの検出信号と比較して短い。従って、他の検出領域と比較してより短い時間で
検出信号の増加の立ち上がりが観察された検出領域を「その付近に増幅産物が存在する（
陽性）」、そうでない検出領域を「その付近に増幅産物が存在しない（陰性）」と判断す
ることができる。それに基づいて、１つの反応場における陽性及び陰性の検出領域の数を
計測することができる。
【００６４】
　工程（Ｓ６）において、工程（Ｓ５）によって得られた陽性の検出領域の数及び／又は
複数の検出領域における検出信号の立ち上がり時間から標的核酸を検出又は定量する。
【００６５】
　例えば、陽性の検出領域の数が０であった場合、試料中に標的核酸が存在しないと判断
される。
【００６６】
　陽性の検出領域と陰性の検出領域の両方が存在する場合、陽性の検出領域の数から、試
料中の標的核酸の存在量を算出することができる。算出は、例えば、統計学的方法によっ
て行うことができる。統計学的方法として、例えば、最確数（Ｍｏｓｔ　Ｐｒｏｂａｂｌ
ｅ　Ｎｕｍｂｅｒ（ＭＰＮ））法を用いることができる。
【００６７】
　最確数法とは、試料中の標的核酸の存在量の最尤推定値（最確数：ＭＰＮ）を以下の式
１で得る方法である。
【００６８】
　　　　ＭＰＮ＝（Σｇｉ）／（ΣｔｊｍｊΣ（ｔｊ－ｇｊ）ｍｊ）１／２・・・・・・
式１
式中、Σｇｉは陽性の数の和である。
【００６９】
Σｔｊｍｊは（検出領域数×希釈率）の和である。
【００７０】
Σ（ｔｊ－ｇｊ）ｍｊは（陰性数×希釈率）の和である。
【００７１】
　反応液を希釈しない場合、最確数（ＭＰＮ）は以下の式２で得ることができる。
【００７２】
　　　　ＭＰＮ＝１／ｍ×２．３０３×ｌｏｇ（（検出領域数）／（陰性数））・・・・
・・式２
式中、ｍは１検出領域当たりの反応体積である。
【００７３】
　１検出領域当たりの反応体積は、例えば、濃度既知の標準試料核酸を、使用する基板上
で増幅し、検出信号を検出することによって得られる陽性数と、標準試料核酸の濃度と、
基板の検出領域数とを式２に当てはめ、ｍを算出することによって得られる。この方法に
よって、例えば、試料中に含まれる１～１０４コピー／ｍＬの標的核酸を検出することが
可能である。
【００７４】
　或いは、試料中に標的核酸が多く存在する場合、全ての検出領域付近に標的核酸が存在
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し、陽性と判断される可能性がある。その場合は、試料中に存在する標的核酸の存在量が
多いほど、全ての検出領域においてより短い時間で検出信号の増加の立ち上がりが観察さ
れる。その場合は、例えば、以下のようにして標的核酸を検出又は定量することができる
。核酸の存在量が既知である異なる複数の標準試料核酸を用いて、核酸の存在量に対する
検出信号の立ち上がり時間の検量線を作成し、この検量線と、標的核酸における立ち上が
り時間の測定結果とを比較する。それによって、試料中の標的核酸の存在量を算出するこ
とができる。この方法によって、例えば、試料中に含まれる１０４～１０９コピー／ｍＬ
の標的核酸を検出することが可能である。
【００７５】
　以上に説明した工程（Ｓ６）によって試料中の標的核酸を検出又は定量することができ
る。
【００７６】
　以上に説明した核酸検出定量方法によれば、試料を希釈したり反応液を分割したりする
必要が無く、１つの連続した領域に基板上に反応液を持ち込む、即ち、１つの反応場を形
成するという単純な工程によって、標的核酸をより精度よく検出することができる。例え
ば、実施形態の方法によれば、試料中に含まれる１～１０９コピー／ｍＬの標的核酸を検
出することが可能である。
【００７７】
　このことは、増幅方法が等温増幅であるために実現する。即ち、温度変化を伴うＰＣＲ
法などの増幅方法を用いると、反応中に反応液の対流が発生し、それに伴って増幅産物の
拡散が生じるため、生成した増幅産物がもともと標的核酸が存在しない検出領域の位置に
まで移動する可能性がある。そのために、所定の検出領域付近に存在する増幅産物の有無
及び／又は量を正確に検出することができない。しかしながら、実施形態の方法は等温増
幅を用いるため、生成した増幅産物が移動せず、もともと標的核酸が存在した位置に留ま
る。従って、標的核酸が存在する検出領域を正確に識別することができ、かつ増幅産物の
存在量が正確に検出信号に反映される。そのため、正確な標的核酸の定量及び検出が可能
である。
【００７８】
　例えば、上記の何れかのような流路を備える基板を用いれば、反応液の移動が更に起こ
りづらいため、更に精度よく標的核酸を定量及び検出することができる。
【００７９】
　また、実施形態の核酸検出定量方法においては、予め定められた位置に存在する複数の
検出領域を備える基板上で増幅反応を行い、検出領域の全てから検出信号を得る。そのた
めに、標的核酸が反応場のどの位置に存在しているかに関わらず、反応場全体に亘る情報
が偏りなく得られる。従って、標的核酸が存在する位置をより正確に推定することが可能
である。その結果、標的核酸のより精度の高い検出及び定量が可能である。例えば、複数
の対象から得られた試料の標的核酸の検出又は定量行う場合であっても、それぞれ実施形
態の核酸検出定量方法に従って同じ構成の基板を用いて行えば、試料に関わらず同じ精度
の結果が得られる。そのため、より信頼度の高い検出及び定量が可能である。試料毎に得
られた結果を比較する場合も、より信頼度の高い比較結果が得られる。
【００８０】
　以上に説明した核酸検出定量方法の、検出信号として電気的信号、光学的信号又は濁度
に相関する信号を用いる例を以下に詳細に説明する。
【００８１】
　・電気的信号を用いる核酸検出定量方法
　電気的信号を用いる核酸検出定量方法の概略フローを図５に示す。
【００８２】
　当該核酸検出定量方法は、電極を備える複数の検出領域が配置された基板を用意するこ
と（Ｓ１０１）、基板上に、試料と、第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るためのプラ
イマーセットと、増幅酵素と、増幅産物の増加に伴って変化する電気的信号を生じる第１
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の標識物質とを含む反応液を存在させて、１つの反応場を形成すること（Ｓ１０２）、反
応場を等温増幅条件に維持すること（Ｓ１０３）、電極のそれぞれで電気的信号を検出す
ること（Ｓ１０４）、前記検出の結果に基づいて、複数の検出領域それぞれについて、そ
の付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判断するこ
と（Ｓ１０５）及び陽性の検出領域の数及び／又は複数の検出領域おける電気的信号の立
ち上がり時間から標的核酸を検出又は定量すること（Ｓ１０６）を含む。
【００８３】
　工程（Ｓ１０１）において、電極を備える複数の検出領域が配置された基板を用意する
。
【００８４】
　基板として、例えば、複数の検出領域に対応して電極を備える図２、図３に示した何れ
かの基板を用いることができる。電極は、例えば、基板上の検出領域それぞれにドット状
などの所望の形状の金属パターンを形成することによって得ることができる。金属パター
ンの形成は、例えば、フォトリソグラフィー法を用いて行うことができる。その場合、よ
り多くの電極を基板上に形成することができるため、好ましい。金属は、例えば金である
ことが感度が良好であるため好ましい。
【００８５】
　検出領域、即ち、電極は、例えば、１つの基板につき２個以上形成されることが好まし
い。１０個以上である場合、精度が向上するため、より好ましい。
【００８６】
　各電極はそれぞれ、反応場に存在する第１の標識物質からの電気的信号を検出できるよ
うに配置されている。即ち、各電極は、基板上に反応液が持ち込まれて反応場が形成され
た際、各電極の少なくとも一部が反応液に接触するように配置されている。
【００８７】
　上記各基板は、更にパットを備えていてもよい。パットは、電極と電気的に接続されて
おり、そこから電極で得られた電気的信号に関する情報を取り出すことができる。また、
基板は、更に参照電極及び対極を備えていてもよい。
【００８８】
　工程（Ｓ１０２）において、基板の複数の検出領域が存在する面上に反応液を存在させ
て反応場を形成する。
【００８９】
　反応液は、試料、プライマーセット、増幅酵素及び第１の標識物質を含む。試料、プラ
イマーセット、増幅酵素は、上述した何れかのものを用いることができる。
【００９０】
　第１の標識物質は、増幅産物の増加に伴って電気的信号を生じる物質である。例えば、
第１の標識物質は、その酸化還元電位が電気的信号となり得る酸化剤などである。
【００９１】
　第１の標識物質は、例えば、フェリシアン化物イオン、フェロシアン化物イオン、鉄錯
イオン、ルテニウム錯イオン、コバルト錯イオンなどである。これらの標識物質は、フェ
リシアン化カリウム、フェロシアン化カリウム、鉄錯体、ルテニウム錯体、コバルト錯体
を反応液に溶解することにより得られる。それらの反応液中の濃度は、例えば、１０μＭ
～１００ｍＭであってもよく、また例えば約１ｍＭであってもよい。
【００９２】
　例えば、第１の標識物質としてフェリシアン化物イオン（Ｆｅ（ＣＮ）６

４－）を用い
た場合には、Ｆｅ（ＣＮ）６

４－がＦｅ（ＣＮ）６
３－になる酸化反応により電子が放出

される。これらは、負の電荷を有する増幅産物と反発して増幅産物から遠ざかるため、付
近に増幅産物が存在する電極においては、増幅産物の増加に伴って、検出される電流（電
気的信号）が減少する。
【００９３】
　第１の標識物質は、他の標識物質と組み合わせて用いてもよい。反応場において負又は



(14) JP 2019-53 A 2019.1.10

10

20

30

40

50

正の電荷を有する電気化学的に活性な物質と、例えば、フェロセンで標識した核酸プロー
ブとを組み合わせて用いると、フェロセンがメディエーターとして働き、電気的信号を増
幅するので、感度がより向上する。
【００９４】
　或いは、第１の標識物質はレドックスプローブであってもよい。レドックスプローブは
、例えば、－０．５Ｖ～０．５Ｖの酸化還元電位を有する物質であり、反応液中で増幅産
物と静電気的に結合する。電極に電圧をかけることによって、増幅産物と結合したレドッ
クスプローブが酸化又は還元され、その反応によって電子が放出される。そのため、例え
ば、増幅産物が存在する位置に配置されている電極においては、増幅産物の増加に伴って
検出される電流（電気的信号）が増加するか、或いは検出される酸化還元電位のピーク電
位が負方向へシフトする。
【００９５】
　付近に増幅産物が存在する電極において、増幅産物の増加に伴って検出される電流（電
気的信号）が増加するのか、又は検出される酸化還元電位のピーク電位が負方向へシフト
するのかは、例えば、反応液中のマグネシウム濃度を変化させることによって調節するこ
とができる。例えば、マグネシウム濃度が４ｍＭ～３０ｍＭである場合、増幅産物の増加
に伴って、検出される電流が増加し得る。或いは、増幅産物の増加に伴って、検出される
酸化還元電位のピーク電位が負方向へシフトし得る。従って、電気信号に加えて更に酸化
還元電位のピーク電位を検出することによって、より精度の高い測定を行うことも可能で
ある。
【００９６】
　レドックスプローブは、例えば、金属錯体である。レドックスプローブとして使用され
る金属錯体において、中心金属は、例えば、ルテニウム（Ｒｕ）、ロジウム（Ｒｈ）、白
金（Ｐｔ）、コバルト（Ｃｏ）、クロム（Ｃｒ）、カドミウム（Ｃｄ）、ニッケル（Ｎｉ
）、亜鉛（Ｚｎ）、銅（Ｃｕ）、オスミウム（Ｏｓ）、鉄（Ｆｅ）又は銀（Ａｇ）などで
ある。当該金属錯体は、例えば、アンミン錯体、シアノ錯体、ハロゲン錯体、ヒドロキシ
錯体、シクロペンタジエニル錯体、フェナントロリン錯体及びビピリジン錯体などである
。また、メチレンブルー、ナイルブルー、クリスタルバイオレット等のレドックスプロー
ブも使用することができる。
【００９７】
　例えば、第１の標識物質は、ルテニウムヘキサンアミン（ＲｕＨｅｘ）である。その場
合、増幅産物が存在する場合、増幅産物と結合したＲｕＨｅｘ３＋が電極に電圧をかける
ことによって、ＲｕＨｅｘ２＋に還元され、電子が放出される。この電子が電極に流れる
ことによって、増幅産物を検出することがきできる。
【００９８】
　レドックスプローブの反応液中の濃度は、例えば、０．１μＭ～１００ｍＭであるが、
２５μＭ～３ｍＭが好ましく、更に１ｍＭであれば、核酸検出の感度が高まるためより好
ましい。少なすぎると増幅産物との結合が十分ではなく、感度が低下するおそれがあり、
また多すぎると増幅反応を阻害する。特に第１の標識物質がルテニウムヘキサンアミン（
ＲｕＨｅｘ）である場合、ＲｕＨｅｘは、反応液中に２５μＭ以上３ｍＭ以下含まれるこ
とが望ましい。
【００９９】
　反応液は、上述したように第１の標識物質の種類又は検出信号の種類などに基づいて選
択される所望の濃度でマグネシウムを含んでいてもよい。反応液は、更に、塩、プライマ
ーを起点とし新たなポリヌクレオチド鎖を形成する際に必要なデオキシヌクレオシド三リ
ン酸（ｄＮＴＰ）などの基質、反応試薬としての増粘剤、ｐＨ調製用緩衝材、界面活性剤
、アニーリング特異性を増大するイオン、及び／又は増幅酵素の補因子となるイオンを含
んでいてもよい。逆転写を同時に行う場合には、反応液は、逆転写酵素及びそれに必要な
基質などの増幅反応に必要な所望の成分を含んでいてもよい。
【０１００】
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　以上に説明した反応液を、基板上の検出領域が配置された面上に存在させ、１つの反応
場を形成する。反応場の形成は、上記の何れかの方法と同様の方法によって行うことがで
きる。
【０１０１】
　工程（Ｓ１０３）において、反応場を等温増幅条件に維持する。この工程は、例えば、
前記工程（Ｓ３）と同様の方法で行うことができる。
【０１０２】
　工程（Ｓ１０４）において、複数の検出領域において電極によって電気的信号を検出す
る。
【０１０３】
　電気的信号は、第１の標識物質から得られるものである。電気的信号は、例えば、電流
値、電位値、電気容量値又はインピーダンス値などである。それらの信号を複数の検出領
域に設けられた各電極によって検出する。例えば、電流値及び電位値等、複数種の電気的
信号を測定しても良い。検出は、例えば、前記工程（Ｓ４）で説明した方法と同様に行っ
てよく、反応のエンドポイントで行ってもよいし、経時的に行ってもよい。
【０１０４】
　工程（Ｓ１０５）において、前記検出の結果に基づいて、複数の検出領域それぞれにつ
いて、その付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判
断する。この工程は、例えば、前記工程（Ｓ５）と同様の方法で行うことができる。この
実施形態において、「付近」は、例えば、複数の検出領域に備えられた電極の縁からの距
離が０～１０ｍｍの範囲の反応場内の領域である。
【０１０５】
　工程（Ｓ１０６）において、陽性の検出領域の数及び／又は電気的信号の立ち上がり時
間から標的核酸を定量する。この工程は、例えば、上記工程（Ｓ６）と同じ方法によって
行うことができる。
【０１０６】
　以上に説明した方法によれば、標的核酸を簡便かつ高感度に定量することができる。
【０１０７】
　電気的信号を用いる核酸検出定量方法を用いる別の実施形態において、電極の代わりに
、電気化学的センサを用いてもよい。電気化学的センサは、上記第１の標識物質からの電
気的信号を検出することができる公知の電気化学的センサであればよい。
【０１０８】
　・光学的信号を用いる核酸検出定量方法
　光学的信号を用いる核酸検出定量方法の概略フローを図６に示す。
【０１０９】
　当該核酸検出定量方法は、光学センサを備える複数の検出領域が配置された基板を用意
すること（Ｓ２０１）、基板上に、試料と、第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るため
のプライマーセットと、増幅酵素と、増幅産物の増加に伴って変化する光学的信号を生じ
る第２の標識物質とを含む反応液を存在させて、１つの反応場を形成すること（Ｓ２０２
）、反応場を等温増幅条件に維持すること（Ｓ２０３）、光学センサのそれぞれで光学的
信号を検出すること（Ｓ２０４）、前記検出の結果に基づいて、複数の検出領域それぞれ
について、その付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）か
を判断すること（Ｓ２０５）及び陽性の検出領域の数及び／又は複数の検出領域における
光学的信号の立ち上がり時間から標的核酸を検出又は定量すること（Ｓ２０６）を含む。
【０１１０】
　工程（Ｓ２０１）において、光学センサを備える複数の検出領域が配置された基板を用
意する。
【０１１１】
　基板として、例えば、複数の検出領域に対応して光学センサを備える図２、図３に示し
た何れかの基板を用いることができる。光学センサは、反応場に存在する第２の標識物質
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からの光学的信号を検出できるように配置されている。光学センサは、蛍光又は発光など
を検出できる公知の何れかのセンサであればよい。例えば、光学センサは、蛍光又は発光
などの光学的信号を検出し、電気的信号に変換する素子などである。
【０１１２】
　或いは、基板として、例えば、複数の検出領域のそれぞれが光透過性の材料で構成され
ている図２、図３に示した何れかの基板を用いることができる。光透過性の材料は、例え
ば、樹脂などである。この場合、例えば、基板と別体の光学センサなどで信号を検出する
ことができる。或いは、このような複数の検出領域全ての画像を取得し、当該画像の検出
領域に相当する領域の色及び／又は明度などを解析することによって各検出領域の光学的
信号を取得してもよい。
【０１１３】
　工程（Ｓ２０２）において、反応液によって基板上に反応場を形成する。
【０１１４】
　反応液は、試料、プライマーセット、増幅酵素及び第２の標識物質を含む。
【０１１５】
　試料、プライマーセット及び増幅酵素は上述した何れかのものを用いればよい。
【０１１６】
　第２の標識物質は、増幅産物の増加に伴って光学的信号を生じる物質である。光学的信
号は、例えば、特定の波長を有する光、例えば、蛍光又は発光などである。例えば、第２
の標識物質は、予め蛍光を生じている物質であり、増幅産物と結合して、その検出領域に
おける蛍光値が増大する物質であり得る。第２の標識物質として、例えば、ＳＹＢＲＧｒ
ｅｅｎ、ＥｖａＧｒｅｅｎ、ＳＹＴＯ、Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ、Ｃａｌｃｅｉｎ又はＨＮＢ
などを使用することができる。このような標識物質は、反応液中に０．００１μＭ以上１
０ｍＭ以下の濃度で含まれることが好ましい。
【０１１７】
　反応液は、これらの成分に加えて、更に、マグネシウム、塩、プライマーを起点とし新
たなポリヌクレオチド鎖を形成する際に必要なデオキシヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ
）などの基質、反応試薬としての増粘剤、ｐＨ調製用緩衝材、界面活性剤、アニーリング
特異性を増大するイオン、及び／又は増幅酵素の補因子となるイオンを含んでいてもよい
。逆転写を同時に行う場合には、反応液は、逆転写酵素及びそれに必要な基質などの増幅
反応に必要な所望の成分を含んでいてもよい。
【０１１８】
　以上に説明した反応液を、基板上の検出領域が配置された面上に存在させ、１つの反応
場を形成する。反応場の形成は、上述した何れかの方法によって行うことができる。
【０１１９】
　工程（Ｓ２０３）において、反応場を等温増幅条件に維持する。この工程は、例えば、
前記工程（Ｓ３）と同様の方法で行うことができる。
【０１２０】
　工程（Ｓ２０４）において、複数の検出領域において光学センサによって光学的信号を
検出する。光学的信号は、第２の標識物質から生じる上述の光学的信号である。検出は、
例えば、前記工程（Ｓ４）で説明した方法と同様に行ってよく、反応のエンドポイントで
行ってもよいし、経時的に行ってもよい。
【０１２１】
　工程（Ｓ２０５）において、前記検出の結果に基づいて、複数の検出領域それぞれにつ
いて、その付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判
断する。この工程は、例えば、前記工程（Ｓ５）と同様の方法で行うことができる。この
実施形態において、「付近」は、例えば、複数の検出領域の縁からの距離が０～１０ｍｍ
の範囲の反応場内の領域である。
【０１２２】
　工程（Ｓ２０６）において、陽性の検出領域の数及び／又は光学的信号の立ち上がり時
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間から標的核酸を定量する。この工程は、例えば、上記工程（Ｓ６）と同じ方法によって
行うことができる。
【０１２３】
　以上に説明した方法によれば、標的核酸を簡便かつ高感度に定量することができる。
【０１２４】
　・濁度と相関する信号を用いる核酸検出定量方法
　検出信号として濁度と相関する信号を用いる核酸検出定量方法の概略フローを図７に示
す。
【０１２５】
　当該核酸検出定量方法は、濁度センサを備える複数の検出領域が配置された基板を用意
すること（Ｓ３０１）、基板上に、試料と、第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るため
のプライマーセットと、増幅酵素とを含む反応液を存在させて、１つの反応場を形成する
こと（Ｓ３０２）、反応場を等温増幅条件に維持すること（Ｓ３０３）、濁度センサのそ
れぞれで濁度と相関する信号を検出すること（Ｓ３０４）、前記検出の結果に基づいて、
複数の検出領域それぞれについて、その付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物
が存在しない（陰性）かを判断すること（Ｓ３０５）及び陽性の検出領域の数及び／又は
複数の検出領域における濁度と相関する信号の立ち上がり時間から標的核酸を検出又は定
量すること（Ｓ３０６）を含む。
【０１２６】
　工程（Ｓ３０１）において、濁度センサを備える複数の検出領域が配置された基板を用
意する。
【０１２７】
　基板として、例えば、複数の検出領域のそれぞれに濁度センサを備える図２、図３に示
した何れかの基板を用いることができる。濁度センサは濁度と相関する信号を検出できる
公知の何れかのセンサであればよい。濁度と相関する信号とは、反応液の濁度と相関があ
り、濁度を推定することのできる信号であり、例えば、反応液の色、反応液に光を当てた
際の透過光強度又は散乱光強度などである。例えば、濁度センサは、濁度に相関する信号
を検出し、電気的信号に変換する素子などである。濁度センサは、当該信号を検出できる
ように配置されている。
【０１２８】
　基板として、例えば、複数の検出領域のそれぞれが光透過性の材料で構成されている図
２、図３に示した何れかの基板を用いることができる。光透過性の材料は、例えば、樹脂
などである。この場合、例えば、基板と別体の濁度センサなどによって濁度と相関する信
号を検出することができる。或いは、このような複数の検出領域の画像を取得し、当該画
像の検出領域に相当する領域の色及び／又は明度などを解析することによって各検出領域
の濁度に相関する信号を取得してもよい。
【０１２９】
　工程（Ｓ３０２）において、反応液によって基板上に反応場を形成する。
【０１３０】
　反応液は、試料、プライマーセット及び増幅酵素を含む。
【０１３１】
　試料、プライマーセット及び増幅酵素は上述した何れかのものを用いればよい。
【０１３２】
　反応液は、これらの成分に加えて、更に、マグネシウム、塩、プライマーを起点とし新
たなポリヌクレオチド鎖を形成する際に必要なデオキシヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ
）などの基質、反応試薬としての増粘剤、ｐＨ調製用緩衝材、界面活性剤、アニーリング
特異性を増大するイオン、及び／又は増幅酵素の補因子となるイオンを含んでいてもよい
。逆転写を同時に行う場合には、反応液は、逆転写酵素及びそれに必要な基質などの増幅
反応に必要な所望の成分を含んでいてもよい。
【０１３３】
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　以上に説明した反応液を、基板上の検出領域が配置された面上に存在させ、１つの反応
場を形成する。反応場の形成方法は、上述した何れかの方法によって行うことができる。
【０１３４】
　工程（Ｓ３０３）において、反応場を等温増幅条件に維持する。この工程は、例えば、
前記工程（Ｓ３）と同様の方法で行うことができる。
【０１３５】
　工程（Ｓ３０４）において、複数の検出領域において濁度センサによって濁度と相関す
る信号を検出する。濁度と相関する信号の検出は、例えば、前記工程（Ｓ４）で説明した
方法と同様に行ってよく、反応のエンドポイントで行ってもよいし、経時的に行ってもよ
い。
【０１３６】
　工程（Ｓ３０５）において、前記検出の結果に基づいて、複数の検出領域それぞれにつ
いて、その付近に増幅産物が存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判
断する。この工程は、例えば、前記工程（Ｓ５）と同様の方法で行うことができる。この
実施形態において、「付近」は、例えば、複数の検出領域の縁からの距離が０～１０ｍｍ
の範囲の反応場内の領域である。
【０１３７】
　工程（Ｓ３０６）において、陽性の検出領域の数及び／又は濁度と相関する信号の立ち
上がり時間から標的核酸を定量する。この工程は、例えば、上記工程（Ｓ６）と同じ方法
によって行うことができる。
【０１３８】
　以上に説明した方法によれば、標的核酸を簡便かつ高感度に定量することができる。
【０１３９】
　・チップ
　更なる実施形態によれば、試料中の標的核酸を定量及び検出するためのチップが提供さ
れる。チップは、基板と、基板の一方の面上の１つの空間に配置されている複数の検出領
域とを有する。隣り合う２つの検出領域の距離、即ち、隣り合う２つの検出領域の一方の
検出領域の端から他方の検出領域の端の最近接の間隔は、０．１ｍｍ以上１０ｍｍ以下で
ある。前記間隔は、１ｍｍ以上１０ｍｍ以下であればより検出精度が向上するため好まし
い。
【０１４０】
　チップは、基板上に、試料と、第１の配列を等温増幅し増幅産物を得るためのプライマ
ーセットと、増幅酵素とを含む反応液を存在させて１つの反応場を形成し、反応場で増幅
反応を起こし、増幅産物の増加に伴って変化する検出信号を複数の検出領域のそれぞれで
検出し、検出の結果に基づいて複数の検出領域それぞれについて、その付近に増幅産物が
存在する（陽性）か、増幅産物が存在しない（陰性）かを判断し、陽性の検出領域の数及
び／又は複数の検出領域における検出信号の立ち上がり時間から標的核酸を検出又は定量
するためのチップである。
【０１４１】
　チップは、例えば、隣り合う２つの検出領域の距離が０．１ｍｍ以上１０ｍｍ以下であ
る上述の何れかの複数の検出領域が配置された基板である。例えば、このような基板は、
図２又は図３に示す基板１、１１、２１、３１、４１である。チップは、基板の検出領域
が配置された面を覆う被覆体を更に備えていてもよい。
【０１４２】
　以上に説明したチップによれば、試料を希釈したり反応液を分割したりする必要が無く
、１つの連続した領域に基板上に反応液を持ち込むという単純な工程によって、標的核酸
をより精度よく検出することができる。例えば、実施形態のチップによれば、試料中に含
まれる１～１０９コピー／ｍＬの標的核酸を検出することが可能である。
【０１４３】
　・アッセイキット
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　更なる実施形態によれば、試料中の標的核酸を定量及び検出するためのアッセイキット
が提供される。アッセイキットは、上記の何れかのチップと、第１の配列を等温増幅し増
幅産物を得るためのプライマーセットと、増幅試薬とを含む。
【０１４４】
　プライマーセットとして、例えば、上記の何れかのプライマーセットを用いることがで
きる。増幅試薬は、例えば、増幅酵素、塩、デオキシヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）
などの基質、増粘剤、ｐＨ調製用緩衝材、界面活性剤、アニーリング特異性を増大するイ
オン、及び／又は増幅酵素の補因子となるイオン、逆転写酵素又はこれらの何れかの組み
合わせなどを含む。これらの増幅試薬の成分として、それぞれ上述した何れかのものを用
いることができる。
【０１４５】
　アッセイキットは、上記第１の標識物質及び／又は第２の標識物質を更に含んでいても
よい。
【０１４６】
　以上に説明したアッセイキットによれば、試料を希釈したり反応液を分割したりする必
要が無く、１つの連続した領域に基板上に反応液を持ち込むという単純な工程によって、
標的核酸をより精度よく検出することができる。例えば、実施形態のアッセイキットによ
れば、試料中に含まれる１～１０９コピー／ｍＬの標的核酸を検出することが可能である
。
【０１４７】
　・核酸検出定量装置
　核酸検出定量装置の一例を図８に示す。図８は、核酸検出定量装置５０の一例を示すブ
ロック図である。核酸検出定量装置５０は、第１のメモリ６０、プロセッサ７０、第２の
メモリ８０、出力部９０、及び測定ユニット１００などを備える。第１のメモリ６０、プ
ロセッサ７０、第２のメモリ８０、出力部９０、及び測定ユニット１００は、バス１１０
を介して電気的に接続されている。
【０１４８】
　第１のメモリ６０は、例えばハードディスク、ＳＳＤ（Solid State Drive）、フラッ
シュメモリなどにより構成され、第２のメモリ８０とともに記憶領域を構成する。
【０１４９】
　第１のメモリ６０は、各種ソフトウェア又はデータを格納する。各種ソフトウェアは、
オペレーティングシステム（ＯＳ）、データ管理プログラム、及び各種アプリケーション
プログラム等を含む。第１のメモリ６０は、プログラムＰを格納する。
【０１５０】
　プロセッサ７０は、前記各種ソフトウェア（プログラム）を実行し、核酸検出定量装置
５０全体を制御する。プロセッサ７０は、例えば、ＣＰＵ（Central Processing Unit）
、ＭＰＵ（Micro Processing Unit）、ＤＳＰ（Digital Signal Processor）などである
。
【０１５１】
　プロセッサ７０は、例えば、第１のメモリ６０に格納され、又は、第１のメモリ６０か
ら第２のメモリ８０に読み出されたプログラムＰを実行することにより、例えば、測定制
御部７１又は核酸定量部７２として機能する。
【０１５２】
　測定制御部７１は、測定ユニット１００に含まれる装置（例えば、後述するチップ１０
１、測定装置１０２、送液装置１０３、温度制御装置１０４など）を制御し、測定ユニッ
ト１００より得られた測定データＤを第１のメモリ６０に格納する制御手段である。
【０１５３】
　核酸定量部７２は、第１のメモリ６０に格納された測定データＤに基づいて、試料中の
標的核酸を定量する定量手段である。また、核酸定量部７２は、試料中の標的核酸の定量
結果を示す定量データＲを第１のメモリ６０に格納する。
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【０１５４】
　出力制御部７３は、第１のメモリ６０に格納された定量データＲを、出力部９０へ送信
する。なお、出力制御部７３は、測定制御部７１及び／又は核酸定量部７２に含まれてい
てもよい。
【０１５５】
　測定データＤ及び／又は定量データＲは、第２のメモリ８０に格納されてもよい。
【０１５６】
　メインメモリとしての第２のメモリ８０は、例えばＲＡＭ（Random Access Memory）に
より構成され、ワークエリアなどとして使用される。ワークエリアは、プロセッサ７０が
各種ソフトウェアを実行する際に使用される。
【０１５７】
　出力部９０は、出力制御部７３の制御により、定量データＲを出力する。出力部９０は
、例えばディスプレイ又はプリンタなどであってもよい。
【０１５８】
　第１のメモリ６０は、複数に分割されていてもよい。第２のメモリ８０は、複数に分割
されていてもよい。又は、第１のメモリ６０と第２のメモリ８０とを１つのメモリとして
もよい。第１のメモリ６０、プロセッサ７０、第２のメモリ８０、出力部９０、バス１１
０は、情報処理装置に備えられているとしてもよい。
【０１５９】
　測定ユニット１００は、チップ１０１と、測定装置１０２と、送液装置１０３と、温度
制御装置１０４とを含む。
【０１６０】
　チップ１０１は、核酸検出定量装置５０に対して着脱可能に配置される。チップ１０１
は、基板１（図２（ａ）参照）と、基板１上に固定された図示しない被覆体とを備える。
基板１は、１つの面上に、例えばセンサ４（図２（ａ）参照）を備える複数の検出領域を
備える。センサ４は、例えば、核酸の検出に電気的信号を用いる場合は電極であり、光学
的信号を用いる場合は光学センサであり、濁度に相関する信号を用いる場合は濁度センサ
である。
【０１６１】
　なお、以下では、測定ユニット１００のチップ１０１には基板１及びセンサ４が含まれ
るとして説明する。しかしながら、図２（ｂ）、図３（ａ）～（ｃ）に示すように、セン
サ４を備える基板１に代えてセンサ１６，２６，３６，４６をそれぞれ備える基板１１，
２１，３１，４１などが用いられてもよい。
【０１６２】
　基板１と、被覆体とで形成された空間に反応液を持ち込むことによって反応場が形成さ
れ、この反応場において所望の増幅反応が行われる。増幅反応は、例えば上記の等温増幅
反応などである。被覆体上面には、反応液を持ち込むための送入口と、空気を抜く及び／
又は反応液を排出するための排出口とが設けられている。
【０１６３】
　測定装置１０２は、チップ１０１に含まれるセンサ４と電気的に接続されており、セン
サ４により送信される検出信号を受信する測定手段である。センサ４が電極である場合、
測定装置１０２は、センサ４により送信される検出信号を受信するために、このセンサ４
の電極に電圧を印加することができる。測定装置１０２は、測定制御部７１の制御により
、受信した検出信号に基づいて測定データＤを生成する。測定データＤには、例えば、セ
ンサ４において得られた検出信号の有無、強度及び／又は検出時間などのデジタル値など
が含まれる。
【０１６４】
　送液装置１０３は、チップ１０１への反応液の送り及び／又は出しを行う送液手段であ
る。送液装置１０３は、例えば、チップ１０１とのインタフェース１０３ａ、及び反応液
などの液体が収容される容器１０３ｂを備える。送液装置１０３は、測定制御部７１の制
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御により必要に応じて、容器１０３ｂ内の液体をインタフェース１０３ａを介してチップ
１０１内に送る。
【０１６５】
　なお、核酸検出定量装置５０は、送液装置１０３を備えなくともよい。この場合、チッ
プ１０１への反応液の送液及び排出は、チップ１０１が核酸検出定量装置５０から取り外
されている際に、核酸検出定量装置５０と別体の送液装置によって行われてもよい。
【０１６６】
　温度制御装置１０４は、測定制御部７１の制御により、チップ１０１の温度制御を行う
温度制御手段である。温度制御装置１０４は、例えばヒーター又はペルティエ素子などを
備えていてもよい。
【０１６７】
　なお、核酸検出定量装置５０は、温度制御装置１０４を備えなくともよい。この場合、
チップ１０１の温度制御は、核酸検出定量装置５０と別体の温度制御装置によって行われ
てもよい。
【０１６８】
　また、プロセッサ７０、第１のメモリ６０、第２のメモリ８０、出力部９０のうち少な
くとも１つは、測定ユニット１００に含まれていてもよい。この場合、プロセッサ７０は
、第１のメモリ６０、第２のメモリ８０、出力部９０のうち少なくとも１つは、測定装置
１０２に含まれることが好ましい。
【０１６９】
　このような核酸検出定量装置５０による核酸検出は、例えば図９に示す手順により、以
下のように行われ得る。図９は、核酸検出定量装置５０による核酸検出処理の一例を示す
フローチャートである。
【０１７０】
　実施者は、予めチップ１０１を挿入などにより測定ユニット１００に装着しておく。ま
た、送液装置１０３の容器１０３ｂには、予め反応液が充填されているものとする。その
後、例えば実施者の操作により、核酸検出定量装置５０による核酸検出定量処理が開始さ
れる。核酸検出定量処理において、測定制御部７１は工程（Ｓ４０１）～（Ｓ４０４）の
処理を実行し、核酸定量部７２は工程（Ｓ４０５）の処理を実行し、出力制御部７３は工
程（Ｓ４０６）の処理を実行する。
【０１７１】
　工程（Ｓ４０１）において、送液装置１０３は、測定制御部７１の制御により、容器１
０３ｂの反応液をチップ１０１の基板１の複数の検出領域が配置された面上に送る。
【０１７２】
　工程（Ｓ４０２）において、温度制御装置１０４は、測定制御部７１の制御により、反
応場の温度を調節する。反応場が等温増幅条件に維持されると、反応場において等温増幅
反応が開始される。
【０１７３】
　工程（Ｓ４０３）において、測定装置１０２は、測定制御部７１の制御により、センサ
４より送信された検出信号を受信する。
【０１７４】
　工程（Ｓ４０４）において、測定制御部７１は、測定装置１０２が受信した検出信号よ
り測定データＤを生成し、得られた測定データＤを第１のメモリ６０に格納する。
【０１７５】
　工程（Ｓ４０５）において、核酸定量部７２は、第１のメモリ６０より測定データＤを
読み出し、読み出した測定データＤに基づいて、試料中の標的核酸を定量する。核酸定量
部７２の処理の詳細については、図１０において後述する。なお、測定データＤは、第２
のメモリ８０に格納されてもよい。更に、核酸定量部７２は、標的核酸の定量結果を示す
定量データＲを、第１のメモリ６０に格納する。
【０１７６】
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　工程（Ｓ４０６）において、出力制御部７３は、第１のメモリ６０より定量データＲを
読み出し、出力部９０を介して出力する。より具体的には、定量データＲは、例えばディ
スプレイ又はプリンタなどに出力されてもよい。
【０１７７】
　図１０は、核酸定量部７２の処理の一例を示すフローチャートである。図１０は、核酸
定量部７２により実行される図９の工程（Ｓ４０５）の処理に対応する。
【０１７８】
　核酸定量部７２は、以下の工程（Ｓ５０１）～（Ｓ５０３）の処理を実行する。
【０１７９】
　工程（Ｓ５０１）において、核酸定量部７２に備えられた定量手段は、工程（Ｓ４０４
）において第１のメモリ６０又は第２のメモリ８０に格納された測定データＤを読み出す
。
【０１８０】
　工程（Ｓ５０２）において、核酸定量部７２は、測定データＤに含まれるデータ、すな
わちセンサ４より受信した信号値の時間的な増減及び／又は立ち上がり時間などを検出す
ることにより、検出領域ごとに増幅産物が付近に存在する（陽性）か、又は、増幅産物が
付近に存在しない（陰性）かを判断する。
【０１８１】
　工程（Ｓ５０３）において、核酸定量部７２は、１つのチップ当たりの陽性及び陰性の
検出領域の数を集計する。
【０１８２】
　次に、核酸定量部７２は、以下に示す３段階の工程（α）～（γ）において、陽性を示
す検出領域の数に基づいて試料中の標的核酸の存在量を算出する。
【０１８３】
　工程（α）において、核酸定量部７２は、陽性を示す検出領域の数が０であると判断し
た場合（工程（Ｓ５０４））、試料中に標的核酸が存在しないと判断する（工程（Ｓ５０
５））。
【０１８４】
　工程（β）において、核酸定量部７２は、陽性を示す検出領域と陰性を示す検出領域と
の両方が存在すると判断した場合（工程（Ｓ５０６））、陽性を示す検出領域の数から、
例えば、上記の統計学的方法によって試料中の標的核酸の存在量を算出する（工程（Ｓ５
０７））。
【０１８５】
　工程（γ）において、核酸定量部７２は、全ての検出領域が陽性を示すと判断した場合
（工程（Ｓ５０８））、上述のように、標準試料核酸の存在量と信号の立ち上がり時間の
予め設定された検量線とを比較し、試料中の標的核酸の存在量を算出する（工程（Ｓ５０
９））。
【０１８６】
　さらに、核酸定量部７２は、工程（５１０）において、上記の工程（α）～（γ）によ
り得られた標的核酸の定量結果を示す定量データＲを、第１のメモリ６０に格納する。
【０１８７】
　実施形態に従う核酸検出定量装置は、従来よりも高い精度で簡便に標的核酸を検出又は
定量することが可能である。また、当該核酸検出定量装置によれば、従来よりも短時間で
標的核酸に関する検査を行うことが可能である。
【０１８８】
　［例］
　＜例１＞
　アレイ状の電極を備える基板用いて、異なるコピー数の増幅産物を含む反応液における
電流及び電位立ち上がり時間の経時的変化を調査した。
【０１８９】
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　・基板の作製
　Ｐｙｒｅｘ（登録商標）（ｄ＝０．８ｍｍ）ガラス表面に、幅×高さ＝１ｍｍ×１ｍｍ
の流路を設け、基板を形成した。その後、流路の底部にレジストＡＺＰ４６２０のパター
ンをマスクとしてチタン（５００ｎｍ）及び金（２０００ｎｍ）の薄膜を選択的にエッチ
ングした。それによって８個の金／チタン電極（φ＝２００μｍ）（作用極）を形成した
。２つの作用極ごとにそれらに対応する参照電極と対極とを形成した。
【０１９０】
　・反応液の調製
　０コピー、１０２コピー、１０３コピー、１０４コピー、１０５コピー、１０６コピー
のパルボウイルスの人工配列（１μＬ）（表１に配列番号１として示す）、表２に示すＬ
ＡＭＰプライマーとしてのＦ３プライマー（配列番号２）、Ｂ３プライマー（配列番号３
）、ＦＩＰプライマー（配列番号４）、ＢＩＰプライマー（配列番号５）及びＬｂプライ
マー（配列番号６）、ＲｕＨｅｘ（２５μＭ）、ＫＣｌ（６０ｍＭ）、マグネシウムイオ
ン（８ｍＭ）、アンモニウムイオン（１０ｍＭ）、ベタイン（０．８Ｍ）、ｄＮＴＰｓ（
各１．４ｍＭ）並びにポリメラーゼ（ＧｓｐＳＳＤ）（８ｕｎｉｔ）を含む反応液を調製
した。
【表１】

【０１９１】
【表２】

【０１９２】
　・ＬＡＭＰ増幅反応
　基板の電極を有する面上に反応液を持ち込み、反応液をそれぞれ６７℃の等温で加温し
、等温増幅反応を開始した。等温増幅反応と並行して、電気的信号をＬＳＶ法で測定した
（掃引速度：０．５Ｖ／ｓ）。反応開始から６０分以内に、１ｎＡ／ｍｉｎ以上の信号が
検出された電極を有する検出領域を「陽性」とし、１ｎＡ／ｍｉｎ未満の電極を有する検
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出領域を「陰性」とした。その結果を図１１に示す。図１１（ａ）は初期鋳型量と陽性率
との関係、（ｂ）は初期鋳型量と電流値の増加時間（立ち上がり時間）との関係を示す。
【０１９３】
　初期鋳型量が１０３コピー以上である条件では、陽性率が１００％であった。また、こ
の条件においては、初期鋳型量と電流値の増加時間は直線的な関係にあり、相関係数（Ｒ
２）は０．９３、傾きは－２．２を示した。この結果から、初期鋳型量が１０３コピー以
上である場合は、電流値から初期鋳型量が定量可能であることが示唆された。
【０１９４】
　一方、初期鋳型量が１０２コピー以下である条件では、陰性の検出領域が存在し、陽性
率は１０２コピーで８８％、１０１コピーで２５％であった。この結果から、１０３コピ
ー未満である場合は、陽性率から初期鋳型量が定量可能であることが示唆された。
【０１９５】
　＜例２＞
　例１の結果を用いて、例１の基板を用いて試料中の１０３コピー未満の標的核酸を定量
する場合に、陽性率から標的核酸の濃度を推定するための算定表を作成した。
【０１９６】
　・１電極当たりの反応体積の算出
　陽性率から標的核酸の濃度を推定するのに、以下の式を用いて最確数（標的核酸の推定
存在量：ＭＰＮ）を推定する最確数法を利用した。
【０１９７】
　　　　ＭＰＮ＝１／ｍ×２．３０３×ｌｏｇ（（検出領域数）／（陰性数））・・・式
３
式中、ｍは、１電極当たりの反応体積（μＬ）である。
【０１９８】
　最確数を算出するために必要なパラメータである反応体積を例１の結果から算出した。
【０１９９】
　式３を変形すると、
　　　　ｍ＝２．３０３×ｌｏｇ（（電極の総数）（陰性の数））／ＭＰＮ
である。例１の１０２コピー／５０μＬ、即ち、２コピー／μＬの結果からｍを求めると
、ｍは、１．０３μＬであった。例１の１０１コピー／５０μＬ、即ち、０．２コピー／
μＬの結果からｍを求めると、ｍは、１．４４μＬであった。この２つの値の平均をとり
、ｍ＝１．２μＬとして算定表に利用した。最確数の計算は、ＭＰＮ Ｃａｌｃｕｌａｔ
ｏｒを使用して行った。
【０２００】
　また、電極を８０個備える基板においても同様に実験し、算定表を作成した。
【０２０１】
　作成した算定表を表３に示す。
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【表３】

【０２０２】
　以上の実験から、実施形態の方法によれば、低濃度の標的核酸を検量線を作成せずに、
陽性率から定量することができることが明らかとなった。また、電極数を増やすことによ
って、低濃度の標的核酸の定量の精度を大幅に向上できることが示された。また、試料を
希釈しない場合、ＭＰＮ法は低濃度の標的核酸の定量に適応可能であるが、中～高濃度（
≧１０３コピー/５００μＬ）の標的核酸については、予め検量線を作成しておくことで
、信号の立ち上がり時間から定量することが可能であることが示された。
【０２０３】
　＜例３＞
　例１の基板を用いて最適な電極間距離について検討を行った。
【０２０４】
　流路は、幅×高さ＝１ｍｍ×１ｍｍであることから、例２で算出された反応体積より、
電極は、電極の縁からの距離が約０．６ｍｍ以内である領域からの信号を検出できると考
えられた。集積度を上げるためには電極の間隔は短い方が望ましいが、短すぎると複数の
電極で１つの標的核酸から生成した増幅産物が検出される可能性がある。従って、隣り合
う電極の端から端までの距離は少なくとも１ｍｍ以上にする必要があることが明らかとな
った。
【符号の説明】
【０２０５】
　１、１１、２１、３１、４１…基板
　２…面
　３、１５、２５、３５、４５…検出領域
　４、１６、２６、３６、４６…センサ
　６０…メモリ
　７１…制御手段
　７２…定量手段
　１０１…チップ
　１０２…測定手段
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