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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸
増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核
酸と結合させるハイブリダイゼーションを行うことによって検出する核酸増幅及び検出方
法であって、
　核酸増幅用の反応液に金属塩を含有させて、前記反応液を用いて核酸増幅反応を行い、
　核酸増幅反応により得られた核酸増幅産物を含む前記反応液をそのまま用いてハイブリ
ダイゼーションを行うにあたり、
　前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から選択された
いずれかであり、
　前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオン濃度が０
ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナトリウム塩が含有されるように調
整し、
　前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が０ｍ
Ｍ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウム塩が含有されるように調整し
、又は、
　前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃
度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となるように前記マグネシウム塩が含有される
ように調整する
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　ことを特徴とする核酸増幅及び検出方法。
【請求項２】
　試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸
増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、当該核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核
酸と結合させるハイブリダイゼーションを行うことによって検出する核酸増幅及び検出方
法であって、
　核酸増幅用の反応液に水溶性高分子を含有させて、前記反応液を用いて核酸増幅反応を
行い、
　核酸増幅反応により得られた核酸増幅産物を含む前記反応液をそのまま用いてハイブリ
ダイゼーションを行うにあたり、
　前記水溶性高分子が、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの
誘導体からなる群から選択されたいずれかであり、
　前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり、かつ、１
０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整する
　ことを特徴とする核酸増幅及び検出方法。
【請求項３】
　試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸
増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、当該核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核
酸と結合させるハイブリダイゼーションを行うことによって検出する核酸増幅及び検出方
法であって、
　核酸増幅用の反応液に金属塩及び水溶性高分子を含有させて、前記反応液を用いてＰＣ
Ｒを行い、
　核酸増幅反応により得られた核酸増幅産物を含む前記反応液をそのまま用いてハイブリ
ダイゼーションを行うにあたり、
　前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から選択された
いずれかであり、
　前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオン濃度が０
ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナトリウム塩が含有されるように調
整し、
　前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が０ｍ
Ｍ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウム塩が含有されるように調整し
、又は、
　前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃
度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となるように前記マグネシウム塩が含有される
ように調整し、
　前記水溶性高分子が、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの
誘導体からなる群から選択されたいずれかであり、
　前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり、かつ、１
０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整する
　ことを特徴とする核酸増幅及び検出方法。
【請求項４】
　前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオンの濃度が
２０ｍＭ以上であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナトリウム塩が含有されるよ
うに調整し、
　前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が２５
ｍＭ以上であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウム塩が含有されるように調
整し、
　前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃
度が５ｍＭ以上及び１０ｍＭ以下となるように前記マグネシウム塩が含有されるように調
整する
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　ことを特徴とする請求項１又は３記載の核酸増幅及び検出方法。
【請求項５】
　前記金属塩が、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２、Ｎａ２ＳＯ４、及びＣＨ３ＣＯＯＮａ
からなる群から選択されたいずれかであり、
　前記ＮａＣｌにあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオン濃度が２５ｍ
Ｍ以上であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ＮａＣｌが含有されるように調整し
、
　前記ＫＣｌにあっては、前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が２５ｍＭ
以上であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記ＫＣｌが含有されるように調整し、
　前記ＭｇＣｌ２にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃度が
５ｍＭ以上及び１０ｍＭ以下となるように前記ＭｇＣｌ２が含有されるように調整し、
　前記Ｎａ２ＳＯ４にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオンの濃度が
２０ｍＭ以上であり、かつ、３０ｍＭ以下となるように前記Ｎａ２ＳＯ４が含有されるよ
うに調整し、又は、
　前記ＣＨ３ＣＯＯＮａにあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオンの濃
度が２０ｍＭ以上であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ＣＨ３ＣＯＯＮａが含有
されるように調整する
　ことを特徴とする請求項１又は３記載の核酸増幅及び検出方法。
【請求項６】
　前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に５％（ｗ／ｖ）以上であり、かつ、
１０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整することを特徴とする請求項２又は
３記載の核酸増幅及び検出方法。
【請求項７】
　試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸
増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核
酸と結合させるハイブリダイゼーションを、前記核酸増幅産物を含む核酸増幅用の反応液
をそのまま用いて行うことにより、検出するために用いる核酸増幅及び検出用溶液であっ
て、前記反応液に金属塩を含有させてなり、
　前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から選択された
いずれかであり、
　前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液
中のナトリウムイオン濃度が０ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナト
リウム塩が含有されるように調整され、
　前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液中
のカリウムイオンの濃度が０ｍＭ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウ
ム塩が含有されるように調整され、又は、
　前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応
液中のマグネシウムイオンの濃度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となるように前
記マグネシウム塩が含有されるように調整されている
　ことを特徴とする核酸増幅及び検出用溶液。
【請求項８】
　試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸
増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核
酸と結合させるハイブリダイゼーションを、前記核酸増幅産物を含む核酸増幅用の反応液
をそのまま用いて行うことにより、検出するために用いる核酸増幅及び検出用溶液であっ
て、前記反応液に水溶性高分子を含有させてなり、
　前記水溶性高分子が、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの
誘導体からなる群から選択されたいずれかであり、
　前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり、かつ、１
０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整されている
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　ことを特徴とする核酸増幅及び検出用溶液。
【請求項９】
　試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸
増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核
酸と結合させるハイブリダイゼーションを、前記核酸増幅産物を含む核酸増幅用の反応液
をそのまま用いて行うことにより、検出するために用いる核酸増幅及び検出用溶液であっ
て、前記反応液に金属塩及び水溶性高分子を含有させてなり、
　前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から選択された
いずれかであり、
　前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液
中のナトリウムイオン濃度が０ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナト
リウム塩が含有されるように調整され、
　前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液中
のカリウムイオンの濃度が０ｍＭ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウ
ム塩が含有されるように調整され、又は、
　前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応
液中のマグネシウムイオンの濃度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となるように前
記マグネシウム塩が含有されるように調整され、
　前記水溶性高分子が、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの
誘導体からなる群から選択されたいずれかであり、
　前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり、かつ、１
０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整されている
　ことを特徴とする核酸増幅及び検出用溶液。
【請求項１０】
　前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液
中のナトリウムイオンの濃度が２０ｍＭ以上であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前
記ナトリウム塩が含有されるように調整され、
　前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が２５
ｍＭ以上であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウム塩が含有されるように調
整され、
　前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃
度が５ｍＭ以上及び１０ｍＭ以下となるように前記マグネシウム塩が含有されるように調
整されている
　ことを特徴とする請求項７又は９記載の核酸増幅及び検出用溶液。
【請求項１１】
　前記金属塩が、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２、Ｎａ２ＳＯ４、及びＣＨ３ＣＯＯＮａ
からなる群から選択されたいずれかであり、
　前記ＮａＣｌにあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオン濃度が２５ｍ
Ｍ以上であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ＮａＣｌが含有されるように調整さ
れ、
　前記ＫＣｌにあっては、前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が２５ｍＭ
以上であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記ＫＣｌが含有されるように調整され、
　前記ＭｇＣｌ２にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃度が
５ｍＭ以上及び１０ｍＭ以下となるように前記ＭｇＣｌ２が含有されるように調整され、
　前記Ｎａ２ＳＯ４にあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオンの濃度が
２０ｍＭ以上であり、かつ、３０ｍＭ以下となるように前記Ｎａ２ＳＯ４が含有されるよ
うに調整され、又は、
　前記ＣＨ３ＣＯＯＮａにあっては、前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオンの濃
度が２０ｍＭ以上であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ＣＨ３ＣＯＯＮａが含有
されるように調整されている
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　ことを特徴とする請求項７又は９記載の核酸増幅及び検出用溶液。
【請求項１２】
　前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に５％（ｗ／ｖ）以上であり、かつ、
１０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整されていることを特徴とする請求項
８又は９記載の核酸増幅及び検出用溶液。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体試料中に含まれる核酸の増幅及び検出に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、核酸の検出法の１つとして、ＰＣＲ（polymerase chain reaction）などの核酸
増幅法によって標的領域を増幅し、得られた核酸増幅産物を、ＤＮＡチップ（ＤＮＡマイ
クロアレイ）などを用いて検出する方法が知られている。
　この方法では、例えば核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸（以下、プローブ
と称する場合がある）を予めＤＮＡチップに固定化しておき、ＰＣＲによって得られた核
酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、核酸増幅産物をプローブと結
合させるハイブリダイゼーションを行うことにより、検出対象の核酸が検出される。
【０００３】
　このとき、核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下するのに先立って、
ハイブリダイゼーション用のバッファーをＰＣＲ反応液に混合し、得られた混合液をＤＮ
Ａチップ上に滴下してＤＮＡチップカバーを被せ、ハイブリダイゼーションが行われてい
た。
　しかしながら、このような方法では、ハイブリダイゼーションを行うために、ハイブリ
ダイゼーション用バッファーを別途調製して、ＰＣＲ反応液に混合する必要があった。こ
のようなバッファー調製や混合の作業は煩雑であるのみならず、混合液に気泡が混入して
ハイブリダイゼーションが阻害されたり、バッファーの添加忘れによる検査ミスが生じる
場合があるという問題があった。
【０００４】
　このため、このようなバッファー調製や混合の作業を無くすことができれば、作業スピ
ードを向上することができ、気泡の混入を防止することが可能になる。また、バッファー
の添加忘れによる検査ミスを防止でき、バッファーによって核酸増幅産物が希釈されない
という効果を得ることもできる。
　さらに、核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をそのままＤＮＡチップ上に直接滴下してハ
イブリダイゼーションを行うことができれば、検査工程を簡略化することも可能になる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開平８－１５４６７８号公報
【特許文献２】特表２００８－５２６２２６号公報
【特許文献３】特開２００９－２８４７８３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　しかしながら、核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液を、そのままＤＮＡチップ上に滴下す
ることは望ましくない。
　その理由は、ハイブリダイゼーションを十分に進行させるためには、ＤＮＡチップ上に
滴下する溶液の塩濃度（陽イオン濃度）を、通常のＰＣＲ反応液よりも高くすることが好
ましいためである。
　そこで、従来は、一般に、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファーを混合
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して塩濃度を高めてからＤＮＡチップに滴下することにより、ハイブリダイゼーションを
進行し易くすることが行われていた。
【０００７】
　なお、ハイブリダイゼーションにおいて高い塩濃度が好ましい理由は、ＤＮＡ分子にお
けるリン酸基が負電荷を帯びていることから、これらが互いに反発することでＤＮＡの２
本鎖が不安定となるが、ハイブリダイゼーションに用いる溶液の陽イオン濃度が高いと、
その負電荷が遮蔽されて２本鎖が安定し、検出精度が向上するためであると考えられる。
【０００８】
　一方、ＰＣＲの実施に先立って、ＰＣＲ反応液に予めハイブリダイゼーション用バッフ
ァーを混合し、この混合液を用いてＰＣＲを行うと、ＰＣＲは適切に進行しない。
　その理由は、ハイブリダイゼーション用バッファーは塩濃度が高く、また一般に界面活
性剤が含まれているが、ＰＣＲは核酸合成酵素を用いて行われるため、ＰＣＲ反応液の塩
濃度が高くなり、界面活性剤が混合されると、核酸合成酵素の活性が阻害されて、核酸増
幅反応を適切に行うことができないためである。
【０００９】
　そこで、本発明者らは鋭意研究して、ＰＣＲ反応液に特定の物質を混合させることによ
り、ＰＣＲを適切に実施でき、かつ、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をそのま
ま用いて、ハイブリダイゼーション用バッファーの調製や混合を行うことなく、ハイブリ
ダイゼーションを十分に行うことに成功し、本発明を完成させた。
【００１０】
　具体的には、ＰＣＲ反応液に金属塩及び／又は水溶性高分子を含有させることにより、
該ＰＣＲ反応液を用いてＰＣＲを適切に実施でき、かつ、得られた核酸増幅産物を含むＰ
ＣＲ反応液をそのまま用いることで、ハイブリダイゼーションを十分に行うことができた
。
【００１１】
　このようにＰＣＲ反応液に金属塩及び／又は水溶性高分子を含有させ、このＰＣＲ反応
液を用いて核酸増幅とハイブリダイゼーションを一連で行う技術はこれまで存在しておら
ず、当該技術が記載された文献は、見当たらなかった。
【００１２】
　ここで、核酸増幅反応に関連して、金属塩及び／又は水溶性高分子を用いる技術として
は、特許文献１に記載のＰＣＲ核酸増幅産物の精製方法や、特許文献２に記載のＤＮＡ分
析のための生物学的サンプルの保管方法を挙げることができる。また、ハイブリダイゼー
ションに関連して、金属塩及び／又は水溶性高分子を用いる技術としては、特許文献３に
記載のハイブリダイゼーション用溶液の調製方法を挙げることができる。
　しかしながら、これらはいずれもＰＣＲなどの反応液に金属塩及び／又は水溶性高分子
を混合した後、核酸増幅反応を行い、得られた核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用い
て、ハイブリダイゼーションを十分に行うことを可能にするものではなかった。
【００１３】
　本発明は、上記事情に鑑みなされたものであり、ＰＣＲなどによる核酸増幅反応後、得
られた核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを実施可能な
核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　上記目的を達成するため、本発明の核酸増幅及び検出方法は、試料中に含まれる核酸に
おける標的領域を核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、ＤＮＡチップ
に滴下して、前記核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸と結合させるハイブリダ
イゼーションを行うことによって検出する核酸増幅及び検出方法であって、核酸増幅用の
反応液に金属塩を含有させて、前記反応液を用いて核酸増幅反応を行い、核酸増幅反応に
より得られた核酸増幅産物を含む前記反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを
行うにあたり、前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群か
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ら選択されたいずれかであり、前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中
のナトリウムイオン濃度が０ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナトリ
ウム塩が含有されるように調整し、前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液
中のカリウムイオンの濃度が０ｍＭ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリ
ウム塩が含有されるように調整し、又は、前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅
用の反応液中のマグネシウムイオンの濃度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となる
ように前記マグネシウム塩が含有されるように調整する方法としてある。
【００１５】
　また、本発明の核酸増幅及び検出方法は、試料中に含まれる核酸における標的領域を核
酸増幅反応により増幅させ、ＤＮＡチップに滴下して、得られた核酸増幅産物を、前記核
酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを行う
ことによって検出する核酸増幅及び検出方法であって、核酸増幅用の反応液に水溶性高分
子を含有させて、前記反応液を用いて核酸増幅反応を行い、核酸増幅反応により得られた
核酸増幅産物を含む前記反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを行うにあたり
、前記水溶性高分子が、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの
誘導体からなる群から選択されたいずれかであり、前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用
の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり、かつ、１０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有される
ように調整する方法としてある。
【００１６】
　また、本発明の核酸増幅及び検出方法は、試料中に含まれる核酸における標的領域を核
酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記核
酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを行う
ことによって検出する核酸増幅及び検出方法であって、核酸増幅用の反応液に金属塩及び
水溶性高分子を含有させて、前記反応液を用いて核酸増幅反応を行い、核酸増幅反応によ
り得られた核酸増幅産物を含む前記反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを行
うにあたり、前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から
選択されたいずれかであり、前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中の
ナトリウムイオン濃度が０ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるように前記ナトリウ
ム塩が含有されるように調整し、前記カリウム塩にあっては、前記核酸増幅用の反応液中
のカリウムイオンの濃度が０ｍＭ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウ
ム塩が含有されるように調整し、又は、前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅用
の反応液中のマグネシウムイオンの濃度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となるよ
うに前記マグネシウム塩が含有されるように調整し、前記水溶性高分子が、ポリビニルピ
ロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの誘導体からなる群から選択されたいず
れかであり、前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり
、かつ、１０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整する方法としてある。
【００１７】
　また、本発明の核酸増幅及び検出用溶液は、試料中に含まれる核酸における標的領域を
核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記
核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを、
前記核酸増幅産物を含む核酸増幅用の反応液をそのまま用いて行うことにより、検出する
ために用いる核酸増幅及び検出用溶液であって、前記反応液に金属塩を含有させてなり、
前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から選択されたい
ずれかであり、前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増
幅用の反応液中のナトリウムイオン濃度が０ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ以下となるよ
うに前記ナトリウム塩が含有されるように調整され、前記カリウム塩にあっては、前記核
酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度が０ｍＭ超で
あり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウム塩が含有されるように調整され、又
は、前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反
応液中のマグネシウムイオンの濃度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下となるように
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前記マグネシウム塩が含有されるように調整されている構成としてある。
【００１８】
　また、本発明の核酸増幅及び検出用溶液は、試料中に含まれる核酸における標的領域を
核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記
核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを、
前記核酸増幅産物を含む核酸増幅用の反応液をそのまま用いて行うことにより、検出する
ために用いる核酸増幅及び検出用溶液であって、前記反応液に水溶性高分子を含有させて
なり、前記水溶性高分子が、ポリビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれ
らの誘導体からなる群から選択されたいずれかであり、前記水溶性高分子が、前記核酸増
幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ）超であり、かつ、１０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有さ
れるように調整されている構成としてある。
【００１９】
　また、本発明の核酸増幅及び検出用溶液は、試料中に含まれる核酸における標的領域を
核酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、ＤＮＡチップに滴下して、前記
核酸増幅産物と相補的な塩基配列を有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを、
前記核酸増幅産物を含む核酸増幅用の反応液をそのまま用いて行うことにより、検出する
ために用いる核酸増幅及び検出用溶液であって、前記反応液に金属塩水溶性高分子を含有
させてなり、前記金属塩が、ナトリウム塩、カリウム塩、マグネシウム塩からなる群から
選択されたいずれかであり、前記ナトリウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用され
る前記核酸増幅用の反応液中のナトリウムイオン濃度が０ｍＭ超であり、かつ、５０ｍＭ
以下となるように前記ナトリウム塩が含有されるように調整され、前記カリウム塩にあっ
ては、前記核酸増幅反応に使用される前記核酸増幅用の反応液中のカリウムイオンの濃度
が０ｍＭ超であり、かつ、３０ｍＭ未満となるように前記カリウム塩が含有されるように
調整され、又は、前記マグネシウム塩にあっては、前記核酸増幅反応に使用される前記核
酸増幅用の反応液中のマグネシウムイオンの濃度が２ｍＭ超であり、かつ、１０ｍＭ以下
となるように前記マグネシウム塩が含有されるように調整され、前記水溶性高分子が、ポ
リビニルピロリドン、ポリエチレングリコール、及びこれらの誘導体からなる群から選択
されたいずれかであり、前記水溶性高分子が、前記核酸増幅用の反応液中に０％（ｗ／ｖ
）超であり、かつ、１０％（ｗ／ｖ）未満の濃度で含有されるように調整されている構成
としてある。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明によれば、ＰＣＲなどによる核酸増幅反応後、得られた核酸増幅産物を含む反応
液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを実施することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＮａＣｌを添加した場合）を示す図である
。
【図２】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＫＣｌを添加した場合）を示す図である。
【図３】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＭｇＣｌ２を添加した場合）を示す図であ
る。
【図４】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＮａ２ＳＯ４を添加した場合）を示す図で
ある。
【図５】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＣＨ３ＣＯＯＮａを添加した場合）を示す
図である。
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【図６】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＰＥＧ６０００を添加した場合）を示す図
である。
【図７】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液に様々な水溶性高分子を添加した場合）を示
す図である。
【図８】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＮａＣｌとＰＥＧ６０００を添加した場合
）を示す図である。
【図９】本発明の実施形態に係る核酸増幅及び検出方法によって得られた核酸増幅産物の
ＤＮＡチップによる検出結果（ＰＣＲ反応液にＮａＣｌと様々な水溶性高分子を添加した
場合）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　以下、本発明の核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液の実施形態につ
いて詳細に説明する。ただし、本発明は、以下の実施形態及び後述する実施例の具体的な
内容に限定されるものではない。
【００２３】
　本実施形態の核酸増幅及び検出方法は、試料中に含まれる核酸における標的領域を核酸
増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、核酸増幅産物と相補的な塩基配列を
有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを行うことによって検出する核酸増幅及
び検出方法であって、核酸増幅用の反応液に金属塩及び／又は水溶性高分子を含有させて
、該反応液を用いて核酸増幅反応を行い、核酸増幅反応により得られた核酸増幅産物を含
む反応液に、バッファーを添加することなく、該反応液をそのまま用いてハイブリダイゼ
ーションを行うことを特徴とする。
【００２４】
　すなわち、本実施形態の核酸増幅及び検出方法は、試料中に含まれる核酸における標的
領域をＰＣＲなどにより増幅させる核酸増幅工程と、得られた核酸増幅産物をこれと相補
的な塩基配列を有する核酸と結合させることによって検出するハイブリダイゼーション工
程とを有している。そして、核酸増幅工程において反応液に金属塩及び／又は水溶性高分
子を含有させ、該反応液を用いて核酸増幅反応を行い、次いで、ハイブリダイゼーション
工程において該反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを行う。
【００２５】
　核酸増幅工程は、具体的には、例えば以下のように行うことができる。
　まず、生体試料からからゲノムＤＮＡを抽出する。ゲノムＤＮＡの抽出は、ＣＴＡＢ法
（Cetyl　trimethyl　ammonium　bromide）による方法やＤＮＡ抽出装置を用いる方法な
ど、一般的な手法により行うことができる。
　次に、抽出したゲノムＤＮＡにおける特定の遺伝子などを標的領域として、ＰＣＲ法な
どによって増幅し、核酸増幅産物を得る。核酸増幅法としては、ＰＣＲ法に限定されず、
例えばＲＴ－ＰＣＲ、ＮＡＳＢＡ（Nucleic Acid Sequence-Based Amplification）、Ｔ
ＭＡ（Transcription Mediated Amplification）、ＬＣＲ（ligase chain reaction）等
のその他の方法を用いても良い。
　ＰＣＲ法では、標的領域を増幅させるためのプライマーセットを含有するＰＣＲ反応液
を用いて、標的領域を増幅させる。ＰＣＲ装置としては、一般的なサーマルサイクラーな
どを用いることができる。
【００２６】
　ＰＣＲ反応は、例えば以下のような反応条件で行うことができる。
（ａ）９５℃　２分、（ｂ）９５℃（ＤＮＡ変性工程）　１０秒、（ｃ）６０℃（アニー
リング工程）　２０秒、（ｄ）７２℃（ＤＮＡ合成工程）　３０秒（（ｂ）～（ｄ）を４
０サイクル）、（ｅ）７２℃　２分
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【００２７】
　本実施形態の核酸増幅及び検出方法において、ＰＣＲ反応液には金属塩及び／又は水溶
性高分子を含有させる。また、ＰＣＲ反応液として、金属塩及び／又は水溶性高分子以外
に、例えば、核酸合成基質（ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ（dCTP、dATP、dTTP、dGTP））、プ
ライマーセット、核酸合成酵素（ＥＸ　Ｔａｑ　ＨｏｔＳｔａｒｔ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍ
ｅｒａｓｅなど）、試料のゲノムＤＮＡ、緩衝液、及び残りの成分として水を含有するも
のを好適に使用することができる。
【００２８】
　本実施形態の核酸増幅及び検出用溶液は、試料中に含まれる核酸における標的領域を核
酸増幅反応により増幅させ、得られた核酸増幅産物を、核酸増幅産物と相補的な塩基配列
を有する核酸と結合させるハイブリダイゼーションを、核酸増幅産物を含む核酸増幅用の
反応液にバッファーを添加することなく該反応液をそのまま用いて行うことにより、検出
するために用いる核酸増幅及び検出用溶液であって、反応液に金属塩及び／又は水溶性高
分子を含有させてなることを特徴とする。
　すなわち、本実施形態の核酸増幅及び検出用溶液は、本実施形態の核酸増幅及び検出方
法において用いられる、金属塩及び／又は水溶性高分子を含有する核酸増幅用の反応液に
相当する。
【００２９】
　本実施形態の核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液において、金属塩
としては、例えば、ＮａＣｌ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２、Ｎａ２ＳＯ４、及びＣＨ３ＣＯＯＮ
ａ等を好適に用いることができる。
【００３０】
　本実施形態の核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液において、水溶性
高分子としては、例えば、非イオン性水溶性高分子などを好適に用いることができる。ま
た、非イオン性水溶性高分子としては、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ポリエチレン
グリコール（ＰＥＧ）、及びこれらの誘導体を好適に用いることができる。
　ポリエチレングリコールの誘導体としては、例えばＴｗｅｅｎ系界面活性剤（非イオン
性界面活性剤の一種、ポリオキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル）や、Ｔｒｉｔｏｎ
系界面活性剤（非イオン性界面活性剤の一種、ポリオキシエチレンアルキルフェニルエー
テル）などを挙げることができる。
【００３１】
　本実施形態の核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液において、ＰＣＲ
用の反応液に含有させるプライマーセットとしては、特に限定されるものではなく、試料
中に含まれる核酸における標的領域をＰＣＲにより増幅させるためのフォワードプライマ
ーとリバースプライマーからなるプライマーセットが用いられる。標的領域が複数ある場
合は、それぞれの対応するプライマーセットを、一のＰＣＲ反応液において、又は別個の
ＰＣＲ反応液において用いることができる。
　核酸増幅産物を蛍光標識する場合、例えば蛍光色素のCy5を用いて、リバースプライマ
ー及び／又はフォワードプライマーの５’末端に標識を行うことができる。
【００３２】
　ハイブリダイゼーション工程は、具体的には、例えば以下のように行うことができる。
　すなわち、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液などを、当該核酸増
幅産物と相補的な塩基配列を有するプローブが固定化されたＤＮＡチップ等に滴下して、
核酸増幅産物をプローブに結合させる。
　このとき、本実施形態の核酸増幅及び検出方法では、核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液
を、そのままハイブリダイゼーションに使用するのであり、従来のように、ハイブリダイ
ゼーション用に別途バッファーを調製して、該ＰＣＲ反応液に混合することは行わない。
【００３３】
　また、ハイブリダイゼーションは、ＤＮＡチップを使用する方法に限定されず、その他
に、例えばサザンハイブリダイゼーションやノーザンハイブリダイゼーション等を用いて
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も良い。
【００３４】
　ＤＮＡチップを使用してハイブリダイゼーションを行う場合は、例えばさらに以下のよ
うな方法で行うことができる。
　まず、検査対象の生物のＤＮＡにおける標的領域を増幅して得られる核酸増幅産物と相
補的な塩基配列を有するプローブを、予めＤＮＡチップに固定化する。
　このとき、プローブは、一般的なＤＮＡ合成装置により合成できる。また、ＤＮＡチッ
プとして、貼り付け型のＤＮＡチップを作成する場合は、ＤＮＡスポッターによりプロー
ブをガラス基板上に固定化して、各プローブに対応するスポットを形成することにより作
成することができる。また、合成型ＤＮＡチップを作成する場合は、光リソグラフィ技術
により、ガラス基板上で上記配列を備えた一本鎖オリゴＤＮＡを合成することにより作成
することができる。さらに、基板はガラス製に限定されず、プラスチック基板やシリコン
ウエハー等を用いることもできる。また、基板の形状は平板状のものに限定されず、様々
な立体形状のものとすることもでき、その表面に化学反応が可能となるように官能基を導
入したものなどを用いることもできる。
【００３５】
　次に、核酸増幅産物を含む反応液をそのままＤＮＡチップに滴下して、ＤＮＡチップに
固定化されたプローブに結合した核酸増幅産物の蛍光標識を検出することで、核酸増幅産
物の有無を確認する。これによって、試料中における検査対象の生物の存否を判定するこ
とができる。
【００３６】
　蛍光標識の検出は、蛍光スキャニング装置など一般的な標識検出装置を用いて行うこと
ができ、例えば東洋製罐グループホールディングス株式会社のGENOGATE（登録商標）read
erを用いて、核酸増幅産物の蛍光強度を測定することにより行うことができる。測定結果
は、蛍光強度のメディアン値などとして取得することができる。また、Ｓ／Ｎ比（Signal
　to　Noise　ratio）値として得ることもできる。なお、標識としては蛍光に限定されず
、その他のものを用いることもできる。
【００３７】
　このように、本実施形態の核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液によ
れば、核酸増幅産物を含む反応液をそのままハイブリダイゼーションに使用することがで
きるため、ハイブリダイゼーション用に別途バッファーを調製して、該反応液に混合する
作業を省略することができ、作業スピードを向上することが可能になる。
　また、バッファーの添加忘れによる検査ミスを防止できると共に、バッファーを反応液
に混合する場合に生じ得る気泡の混入によるハイブリダイゼーションの阻害を防止でき、
バッファーによって核酸増幅産物が希釈されないという効果を得ることも可能になる。
　さらに、このように核酸増幅産物を含む反応液をそのままＤＮＡチップ上に直接滴下し
てハイブリダイゼーションを行うことができるため、検査工程を簡略化することも可能に
なる。
【実施例】
【００３８】
　以下、本発明の核酸増幅及び検出方法、並びに核酸増幅及び検出用溶液の効果を確認す
るために行った試験について、具体的に説明する。
【００３９】
（試験１）
　以下に示す条件で、ＰＣＲによる核酸増幅反応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰ
ＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、ハイブリダイゼーションが十分に行われるか否か
を確認した。具体的には、以下のように行った。
【００４０】
　検査対象の生物としては、大阪大学微生物病研究所（Research Institute for Microbi
al Diseases (RIMD), Osaka University）から入手した大腸菌（Escherichia coli）の菌
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株、RIMD 05091053（血清型O157:H7）を使用した。
　この大腸菌の菌株を入れたアンプルに、ニュートリエントブロス（日本ベクトン・ディ
ッキソン株式会社）を注ぎ、均一な菌液になるまで静かなピペッティング操作で懸濁した
。得られた菌懸濁液をハートインヒュージョン寒天培地（日水製薬株式会社）に塗抹し、
３７℃で一晩好気培養して復生、増菌した。増菌した菌のコロニーを白金耳でかき集め、
これをＤＮＡ抽出用菌体とした。
　次に、ＤＮｅａｓｙ　Ｂｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ　Ｋｉｔ（株式会社キアゲン）を用い
、マニュアルに記載のグラム陰性菌の抽出方法に従って、上記ＤＮＡ抽出用菌体からＤＮ
Ａを抽出した。このＤＮＡ抽出液をＰＣＲにおいて使用するテンプレートとした。
【００４１】
　そして、ＰＣＲ法により、vtx1遺伝子を増幅した。プライマーセットとしては、配列番
号１に示す塩基配列からなるフォワードプライマーと配列番号２に示す塩基配列からなる
リバースプライマーを使用して、ＰＣＲ反応液に含有させた。このプライマーセットは、
シグマアルドリッチジャパン合同会社により合成したものを使用した。リバースプライマ
ーの５’末端には、Cy5により蛍光標識を行った。
【００４２】
　また、ＰＣＲ反応液としては、Ｅｘ　Ｔａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ（タカラバイオ株式会社製
）を使用し、金属塩としてＮａＣｌ（和光純薬工業株式会社製）を様々な濃度で添加して
、次の組成のものを作成した。ＮａＣｌの濃度は、0 mM、 25 mM、 30 mM、 40 mM、 50 
mM、 60 mMの６通りとし、これら６種類のＰＣＲ反応液を準備して、それぞれについてＰ
ＣＲによる核酸増幅反応を行った。
【００４３】
１．10x Ex Taq buffer（20mM Mg2+ plus）　2.5μl
２．dNTP Mixture（各2.5mM）　2.0μl
３．フォワードプライマー（10μM）　0.28μl
４．リバースプライマー（10μM）(Cy5)　0.56μl
５．TaKaRa Ex　Taq　HotStart　DNA　polymerase　0.13μl
６．Template　DNA（20pg/μl）　5.0μl
７．ＮａＣｌ(塩化ナトリウム)　（終濃度が0, 25, 30, 40, 50, 60 mMとなるよう添加）
８．水（全体が２５．０μｌになるまで加水）
【００４４】
　上記各ＰＣＲ反応液を使用して、核酸増幅装置（サーマルサイクラーｅｐグラジエント
　エッペンドルフ株式会社製）により、次の条件でＤＮＡの増幅を行った。
（a）９５℃　２分
（b）９５℃　１０秒
（c）６０℃　２０秒
（d）７２℃　３０秒（（b）～（d）を４０サイクル）
（e）７２℃　２分
【００４５】
　ＤＮＡチップとしては、ジーンシリコン（登録商標）（東洋鋼鈑株式会社製）を用い、
配列番号３に示す塩基配列からなるプローブを固定化したものを使用した。プローブは、
ライフテクノロジーズジャパン株式会社により合成したものを使用した。また、プローブ
の基板への固定化は、マイクロアレイヤーにより行った。
　このプローブは、検出対象生物のＤＮＡにおけるvtx1遺伝子領域から選択されたもので
あり、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物と相補的に結合することができるものである。
【００４６】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、ＮａＣｌの濃度が0 mM（金属塩の添加なし）、25 mM、 30 mM、 40 mM、 
50 mM、 60 mMのＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バ
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ッファーを混合することなく、ハイブリダイゼーションを行った。
【００４７】
　また、ＮａＣｌの濃度が0 mMのＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物を含むＰ
ＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣクエン酸
－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静
置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００４８】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度（プローブに結合した核酸増幅産物の蛍光強度）を測定して（露光時
間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その結果を図１に示す。
【００４９】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液にＮａＣｌを含有させ、増幅して得られた核酸増幅産
物を含むＰＣＲ反応液（ＮａＣｌの濃度が25 mM、 30 mM、 40 mM、 50 mM）については
、ＮａＣｌの濃度が0 mMでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液に比較して、優れた
蛍光強度が得られており、またＮａＣｌの濃度が0 mMでバッファーを混合したＰＣＲ反応
液に比較して、遜色のない蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、これらのＰ
ＣＲ反応液では、金属塩を添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま
用いてハイブリダイゼーションを十分に実施できたことが分かる。
【００５０】
（試験２）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩としてＮａＣｌに替えて、ＫＣｌ（和光純薬工業株式会社製）
を様々な濃度で添加した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲによる核酸増幅反応を行
い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、ハイブリダイ
ゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００５１】
　ＰＣＲ反応液におけるＫＣｌの濃度は、0 mM、 25 mM、 30 mM、 40 mM、 50 mM、 60 
mMの６通りとし、これら６種類のＰＣＲ反応液を準備して、それぞれについてＰＣＲによ
る核酸増幅反応を行った。
【００５２】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、ＫＣｌの濃度が0 mM（金属塩の添加なし）、25 mM、 30 mM、 40 mM、 50
 mM、 60 mMのＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッ
ファーを混合することなく、ハイブリダイゼーションを行った。
【００５３】
　また、ＫＣｌの濃度が0 mMのＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物を含むＰＣ
Ｒ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣクエン酸－
生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置
し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００５４】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その
結果を図２に示す。
【００５５】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液にＫＣｌを含有させ、増幅して得られた核酸増幅産物
を含むＰＣＲ反応液（ＫＣｌの濃度が25 mM、 30 mM、 40 mM、 50 mM）については、Ｋ
Ｃｌの濃度が0 mMでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液に比較して、優れた蛍光強
度が得られており、またＫＣｌの濃度が0 mMでバッファーを混合したＰＣＲ反応液に比較
して、遜色のない蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、これらのＰＣＲ反応
液では、金属塩を添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いてハ
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イブリダイゼーションを十分に実施できたことが分かる。
【００５６】
（試験３）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩としてＮａＣｌに替えて、ＭｇＣｌ２（ライフテクノロジーズ
ジャパン株式会社製）を様々な濃度で添加した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲに
よる核酸増幅反応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴
下して、ハイブリダイゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００５７】
　ＰＣＲ反応液におけるＭｇＣｌ２の濃度は、0 mM、 5 mM、 10 mM、 15 mMの４通りと
し、これら４種類のＰＣＲ反応液を準備して、それぞれについてＰＣＲによる核酸増幅反
応を行った。
【００５８】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、ＭｇＣｌ２の濃度が0 mM（金属塩の添加なし）、5 mM、 10 mM、 15 mMの
ＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファーを混合す
ることなく、ハイブリダイゼーションを行った。
【００５９】
　また、ＭｇＣｌ２の濃度が0 mMのＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物を含む
ＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣクエン
酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間
静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００６０】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その
結果を図３に示す。
【００６１】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液にＭｇＣｌ２を含有させ、増幅して得られた核酸増幅
産物を含むＰＣＲ反応液（ＭｇＣｌ２の濃度が5 mM、 10 mM）については、ＭｇＣｌ２の
濃度が0 mMでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液に比較して、優れた蛍光強度が得
られており、またＭｇＣｌ２の濃度が0 mMでバッファーを混合したＰＣＲ反応液に比較し
て、遜色のない蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、これらのＰＣＲ反応液
では、金属塩を添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いてハイ
ブリダイゼーションを十分に実施できたことが分かる。
【００６２】
（試験４）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩としてＮａＣｌに替えて、Ｎａ２ＳＯ４（和光純薬工業株式会
社製）を様々な濃度で添加した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲによる核酸増幅反
応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、ハイブ
リダイゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００６３】
　ＰＣＲ反応液におけるＮａ２ＳＯ４の濃度は、0 mM、 5 mM、 10 mM、 15 mMの４通り
とし、これら４種類のＰＣＲ反応液を準備して、それぞれについてＰＣＲによる核酸増幅
反応を行った。
【００６４】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、Ｎａ２ＳＯ４の濃度が0 mM（金属塩の添加なし）、5 mM、 10 mM、 15 mM
のＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファーを混合
することなく、ハイブリダイゼーションを行った。
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【００６５】
　また、Ｎａ２ＳＯ４の濃度が0 mMのＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物を含
むＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣクエ
ン酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時
間静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００６６】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その
結果を図４に示す。
【００６７】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液にＮａ２ＳＯ４を含有させ、増幅して得られた核酸増
幅産物を含むＰＣＲ反応液（Ｎａ２ＳＯ４の濃度が10 mM、 15 mM）については、Ｎａ２

ＳＯ４の濃度が0 mMでバッファーを混合したＰＣＲ反応液に比較すると蛍光強度が低いも
のの、Ｎａ２ＳＯ４の濃度が0 mMでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液よりも高い
蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、これらのＰＣＲ反応液では、金属塩を
添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いることで、ハイブリダ
イゼーションを十分に実施できたことが分かる。
【００６８】
（試験５）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩としてＮａＣｌに替えて、ＣＨ３ＣＯＯＮａ（和光純薬工業株
式会社製）を様々な濃度で添加した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲによる核酸増
幅反応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、ハ
イブリダイゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００６９】
　ＰＣＲ反応液におけるＣＨ３ＣＯＯＮａの濃度は、0 mM、 20 mM、 50 mMの３通りとし
、これら３種類のＰＣＲ反応液を準備して、それぞれについてＰＣＲによる核酸増幅反応
を行った。
【００７０】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、ＣＨ３ＣＯＯＮａの濃度が0 mM（金属塩の添加なし）、20 mM、 50 mMの
ＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファーを混合す
ることなく、ハイブリダイゼーションを行った。
【００７１】
　また、ＣＨ３ＣＯＯＮａの濃度が0 mMのＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物
を含むＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣ
クエン酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で
１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００７２】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その
結果を図５に示す。
【００７３】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液にＣＨ３ＣＯＯＮａを含有させ、増幅して得られた核
酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液（ＣＨ３ＣＯＯＮａの濃度が50 mM）については、ＣＨ３

ＣＯＯＮａの濃度が0 mMでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液に比較して、優れた
蛍光強度が得られており、またＣＨ３ＣＯＯＮａの濃度が0 mMでバッファーを混合したＰ
ＣＲ反応液に比較して、遜色のない蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、こ
のＰＣＲ反応液では、金属塩を添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をその
まま用いてハイブリダイゼーションを十分に実施できたことが分かる。
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【００７４】
（試験６）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩を添加せず、水溶性高分子としてＰＥＧ６０００（和光純薬工
業株式会社製）を様々な濃度で添加した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲによる核
酸増幅反応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して
、ハイブリダイゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００７５】
　ＰＣＲ反応液におけるＰＥＧ６０００の濃度は、終濃度で0 %(w/v)、5 %(w/v)、10 %(w
/v)の３通りとし、これら３種類のＰＣＲ反応液を準備して、それぞれについてＰＣＲに
よる核酸増幅反応を行った。
【００７６】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、ＰＥＧ６０００の濃度が0 mM（水溶性高分子の添加なし）、5 %(w/v)、10
 %(w/v)のＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファ
ーを混合することなく、ハイブリダイゼーションを行った。
【００７７】
　また、ＰＥＧ６０００の濃度が0 mMのＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物を
含むＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣク
エン酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１
時間静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００７８】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その
結果を図６に示す。
【００７９】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液にＰＥＧ６０００を含有させ、増幅して得られた核酸
増幅産物を含むＰＣＲ反応液（ＰＥＧ６０００の濃度が5 %(w/v)）については、ＰＥＧ６
０００の濃度が0 mMでバッファーを混合したＰＣＲ反応液に比較すると蛍光強度が低いも
のの、ＰＥＧ６０００の濃度が0 mMでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液よりも高
い蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、このＰＣＲ反応液では、水溶性高分
子を添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いることで、ハイブ
リダイゼーションを十分に実施できたことが分かる。
【００８０】
（試験７）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩を添加せず、様々な水溶性高分子を添加した点以外は、試験１
と同じ条件で、ＰＣＲによる核酸増幅反応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反
応液をＤＮＡチップに滴下して、ハイブリダイゼーションが十分に行われるか否かを確認
した。
【００８１】
　水溶性高分子としては、ＰＥＧ６０００（和光純薬工業株式会社製）、ＰＥＧ２０００
０（和光純薬工業株式会社製）、ＰＶＰ（キシダ化学株式会社製）、Ｔｗｅｅｎ２０（株
式会社エムピーバイオジャパン製）をそれぞれ使用し、いずれも各ＰＣＲ反応液において
、終濃度で5 %(w/v)とした。また、水溶性高分子を添加しないＰＣＲ反応液も準備した。
そして、それぞれについてＰＣＲによる核酸増幅反応を行った。
【００８２】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、水溶性高分子を添加しないＰＣＲ反応液、ＰＥＧ６０００の濃度が5 %(w/
v)、ＰＥＧ２００００の濃度が5 %(w/v)、ＰＶＰの濃度が5 %(w/v)、Ｔｗｅｅｎ２０の濃
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度が5 %(w/v)のＰＣＲ反応液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッ
ファーを混合することなく、ハイブリダイゼーションを行った。
【００８３】
　また、水溶性高分子を添加しないＰＣＲ反応液については、別途、核酸増幅産物を含む
ＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（３×ＳＳＣクエン
酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間
静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００８４】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間１０秒）、そのメディアン値を取得した。その
結果を図７に示す。
【００８５】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液に上記の水溶性高分子を含有させ、増幅して得られた
核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液については、水溶性高分子を添加しないでバッファーを
混合したＰＣＲ反応液に比較すると蛍光強度が低いものの、水溶性高分子を添加しないで
バッファーを混合していないＰＣＲ反応液よりも高く、蛍光強度が１０％近くから３０％
近くまで向上した。すなわち、これらのＰＣＲ反応液では、水溶性高分子を添加すること
によって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いることで、ハイブリダイゼーション
を十分に実施できたことが分かる。
【００８６】
（試験８）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加した場合の効果を確認するため
に、本試験を行った。
　具体的には、金属塩を添加したＰＣＲ反応液と、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加
したＰＣＲ反応液とを準備した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲによる核酸増幅反
応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、ハイブ
リダイゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００８７】
　金属塩としては、40 mM のＮａＣｌを使用した。また、水溶性高分子としては、ＰＥＧ
６０００を使用し、ＰＣＲ反応液において、終濃度で0 %(w/v)、5 %(w/v)、10 %(w/v)の
３通りとした。また、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないＰＣＲ反応液も準備し
た。そして、それぞれについてＰＣＲによる核酸増幅反応を行った。
【００８８】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないＰＣＲ反応液、並びに、金属
塩を添加し、かつＰＥＧ６０００の濃度が0 %(w/v)、5 %(w/v)、10 %(w/v)のＰＣＲ反応
液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファーを混合することなく
、ハイブリダイゼーションを行った。
【００８９】
　また、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないＰＣＲ反応液については、別途、核
酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（
３×ＳＳＣクエン酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して
、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００９０】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間５秒）、そのメディアン値を取得した。その結
果を図８に示す。なお、本試験の露光時間が、上記各試験の半分の時間である理由は、金
属塩及び水溶性高分子の両方を添加したＰＣＲ反応液を使用する場合、蛍光強度が大きく
なり過ぎて適切に測定できない場合があるためである。試験９においても同様である。
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【００９１】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液に金属塩及び水溶性高分子の両方を含有させ、増幅し
て得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液については、金属塩及び水溶性高分子の両方
を添加しないでバッファーを混合したＰＣＲ反応液に比較して、優れた蛍光強度が得られ
ていることが分かる。すなわち、これらのＰＣＲ反応液では、金属塩及び水溶性高分子を
添加することによって、核酸増幅産物を含む反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーシ
ョンを十分に実施できたことが分かる。
【００９２】
（試験９）
　ＰＣＲ反応液に、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加した場合であって、水溶性高分
子として様々なものを使用した場合の効果を確認するために、本試験を行った。
　具体的には、金属塩を添加したＰＣＲ反応液と、金属塩及び様々な水溶性高分子を添加
したＰＣＲ反応液とを準備した点以外は、試験１と同じ条件で、ＰＣＲによる核酸増幅反
応を行い、得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液をＤＮＡチップに滴下して、ハイブ
リダイゼーションが十分に行われるか否かを確認した。
【００９３】
　金属塩としては、40 mM のＮａＣｌを使用した。また、水溶性高分子としては、ＰＥＧ
６００（ジーエルサイエンス株式会社製）、ＰＥＧ１０００（ジーエルサイエンス株式会
社製）、ＰＥＧ６０００（和光純薬工業株式会社製）、ＰＥＧ１２０００（シグマアルド
リッチジャパン合同会社製）、ＰＥＧ２００００（和光純薬工業株式会社製）、ＰＶＰ（
キシダ化学株式会社製）、Ｔｗｅｅｎ２０（株式会社エムピーバイオジャパン製）、Ｔｗ
ｅｅｎ８０（和光純薬工業株式会社製）をそれぞれ使用し、いずれも各ＰＣＲ反応液にお
いて、終濃度で5 %(w/v)とした。また、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないＰＣ
Ｒ反応液も準備した。そして、それぞれについてＰＣＲによる核酸増幅反応を行った。
【００９４】
　次に、ＰＣＲにより得られた核酸増幅産物を含む各ＰＣＲ反応液のそれぞれ６μｌをそ
のままＤＮＡチップに滴下して、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行っ
た。すなわち、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないＰＣＲ反応液、並びに、金属
塩を添加し、かつＰＥＧ６００、ＰＥＧ１０００、ＰＥＧ６０００、ＰＥＧ１２０００、
ＰＥＧ２００００、ＰＶＰ、Ｔｗｅｅｎ２０、又はＴｗｅｅｎ８０を添加したＰＣＲ反応
液を使用して、ＰＣＲ反応液にハイブリダイゼーション用バッファーを混合することなく
、ハイブリダイゼーションを行った。
【００９５】
　また、金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないＰＣＲ反応液については、別途、核
酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液４μｌに、ハイブリダイゼーション用バッファー２μｌ（
３×ＳＳＣクエン酸－生理食塩水＋０．３％ＳＤＳ）を混合し、ＤＮＡチップに滴下して
、４５℃で１時間静置し、ハイブリダイゼーションを行った。
【００９６】
　そして、標識検出装置（GENOGATE reader）を用いて、プローブが固定化されたスポッ
トにおける蛍光強度を測定して（露光時間５秒）、そのメディアン値を取得した。その結
果を図９に示す。
【００９７】
　同図に示すように、ＰＣＲ反応液に金属塩及び水溶性高分子の両方を含有させ、増幅し
て得られた核酸増幅産物を含むＰＣＲ反応液については、金属塩及び水溶性高分子の両方
を添加しないでバッファーを混合していないＰＣＲ反応液に比較して、優れた蛍光強度が
得られており、また金属塩及び水溶性高分子の両方を添加しないでバッファーを混合した
ＰＣＲ反応液に比較して、遜色のない蛍光強度が得られていることが分かる。すなわち、
これらのＰＣＲ反応液では、金属塩及び水溶性高分子を添加することによって、核酸増幅
産物を含む反応液をそのまま用いてハイブリダイゼーションを十分に実施できたことが分
かる。
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【００９８】
　本発明は、以上の実施形態や実施例に限定されるものではなく、本発明の範囲内におい
て、種々の変更実施が可能であることは言うまでもない。
　例えば、上記の実施例では、核酸増幅反応による標的領域をvtx1の一領域のみとしてい
るが、その他の領域を対象としても良く、また複数の標的領域を対象として、核酸増幅反
応によってこれらを同時に増幅する場合に適用することもでき、適宜変更することが可能
である。
【産業上の利用可能性】
【００９９】
　本発明は、ＰＣＲなどによる核酸増幅反応と、得られた核酸増幅産物を含む反応液を用
いたハイブリダイゼーションとを、効率的に行う場合に好適に利用することが可能である
。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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