
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
サンプル内の核酸配列量を決定するための方法であって、
ある時間間隔の間に、複数の目盛較正サンプル中に存在するそれぞれの既知量の核酸配列
と、試験サンプル中に存在する未知量の核酸配列を増幅するステップと、
前記時間間隔内の複数の測定時点において、前記複数の目盛較正サンプルおよび前記試験
サンプル内で増幅中の核酸配列の量の指標を測定するステップと、
第１のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の
量の前記指標が該第１のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における
第１の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定され
た指標に基づいて決定するステップと、
第２のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列量
の前記指標が該第２のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における第
２の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定された
指標に基づいて決定するステップと、
ある統計的基準に関して、前記複数の目盛較正サンプル中に存在する既知量の核酸配列に
対して該統計的基準を、前記第１の点集合 前記第２の点集合のいずれがより満足す
るかを決定するステップと、
前記試験サンプル内の核酸配列量を、前記統計的基準をより満足するように決定された前
記第１または前記第２の点集合に基づいて決定するステップとを有することを特徴とする
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核酸配列量の決定方法。
【請求項２】
前記時間間隔内において前記第１の点集合 前記第２の点集合のいずれが前記統計的
基準をより満足するかを決定するステップが、前記複数の目盛較正サンプル中に存在する
核酸配列の既知量の対数に対して、前記時間間隔内の前記第１の点集合 前記第２の
点集合のいずれがより良い線形フィットを与えるかを決定するステップを有することを特
徴とする請求項１に記載の核酸配列量の決定方法。
【請求項３】
前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定する前記ステップが、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第１の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定された指標を表すグラフに、第１の曲線をフィットさせるステップと
、
前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定するステップと、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第２の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定された指標を表すグラフに、第２の曲線をフィットさせるステップと
、
前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定するステップと、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差を
決定するステップと、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するステップとを含
むことを特徴とする請求項１に記載の核酸配列量の決定方法。
【請求項４】
前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定する前記ステップが、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第１の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定指標を表すグラフに第１の曲線をフィットさせるステップと、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第２の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定指標を表すグラフに第２の曲線をフィットさせるステップと、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の曲線との第１の交差を決定する
ステップと、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するステップとを含
むことを特徴とする請求項１に記載の核酸配列量の決定方法。
【請求項５】
前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定する前記ステップが、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第１の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定指標を表すグラフに第１の曲線をフィットさせるステップと、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定
するステップと、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第２の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定指標を表すグラフに第２の曲線をフィットさせるステップと、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定
するステップと、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差を
決定するステップと、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するステップとを含
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むことを特徴とする請求項１に記載の核酸配列量の決定方法。
【請求項６】
前記核酸配列を増幅するステップが、前記時間間隔の間に、複数の目盛較正サンプルおよ
び複数の対照サンプル内に存在するそれぞれの既知量の核酸配列と、試験サンプル内に存
在する未知量の核酸配列を増幅することを含み、
前記時間間隔内における第１の点集合を決定する前記ステップは、第１のカットオフレベ
ルに対して、前記複数の目盛較正および対照サンプル内で増幅中の核酸配列の量の指標が
該第１のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における第１の点集合を
、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定された指標に基づい
て決定するステップを含み、
前記時間間隔内における前記第１ 前記第２の点集合のいずれが前記統計的基準を満
足するかを決定する前記ステップが、前記複数の目盛較正サンプル内に存在する核酸配列
の既知量の対数に対する前記第１の点集合を表すグラフに第１の直線をフィットさせ、そ
の後に、前記対照サンプルと前記第１の直線に対応する前記第１の点集合の点の間の平均
予測誤差を決定するステップを含むことを特徴とする請求項１に記載の核酸配列量の決定
方法。
【請求項７】
前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定する前記ステップが、
前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第１の測定時点集合に対する前記複数の目
盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグラ
フから第１の信頼下限曲線を決定するステップと、
前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第２の測定時点集合に対する前記複数の目
盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定指標を表すグラフから
第２の信頼下限曲線を決定するステップと、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差を
決定するステップと、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するステップを含む
ことを特徴とする請求項１に記載の核酸配列量の決定方法。
【請求項８】
試験サンプル中に存在する核酸配列の量を決定するための装置であって、
ある時間間隔内における複数の測定時点において、未知の出発量の核酸配列を含む試験サ
ンプル内、およびそれぞれが既知量の核酸配列を含む複数の目盛較正サンプル内で増幅中
の核酸配列の量の指標を測定する手段と、
その記憶媒体中にコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段が実体化されたコンピュ
ータ読取可能な記憶媒体を備えるコンピュータプログラム製造物とを備え、
前記コンピュータ読取可能なプログラム符号化手段が、
第１のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の
量の前記指標が該第１のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における
第１の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定され
た指標に基づいて決定するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
第２のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の
量の前記指標が該第２のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における
第２の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定指標
に基づいて決定するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
ある統計的基準に関して、前記複数の目盛較正サンプル中に存在する既知量の核酸配列に
対して該統計的基準を、前記時間間隔内における前記第１の点集合 前記第２の点集
合のいずれがより満足するかを決定するコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と
、
前記試験サンプル内の核酸配列量を、前記統計的基準をより満足するように決定された前
記第１または前記第２の点集合に基づいて決定するコンピュータ読取可能なプログラム符
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号化手段とを備えたことを特徴とする核酸配列量の決定装置。
【請求項９】
前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するための前記コンピュータ読取可能な
プログラム符号化手段が、
前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第１の測定時点集合に対する前記複数の目
盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグラ
フに第１の曲線をフィットさせるためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と
、
前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定するためのコンピュータ読取可能なプログ
ラム符号化手段と、
前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第２の測定時点集合に対する前記複数の目
盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグラ
フに第２の曲線をフィットさせるためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と
、
前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定するためのコンピュータ読取可能なプログ
ラム符号化手段と、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差を
決定するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するためのコンピュ
ータ読取可能なプログラム符号化手段とを備えたことを特徴とする請求項８に記載の核酸
配列量の決定装置。
【請求項１０】
前記時間間隔内において前記第１の点集合を決定するための前記コンピュータ読取可能な
プログラム符号化手段が、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第１の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定された指標を表すグラフに第１の曲線をフィットさせるためのコンピ
ュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定するためのコンピュータ読取可能なプログ
ラム符号化手段と、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第２の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定された指標を表すグラフに第２の曲線をフィットさせるためのコンピ
ュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定するためのコンピュータ読取可能なプログ
ラム符号化手段と、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差を
決定するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するためのコンピュ
ータ読取可能なプログラム符号化手段とを備えたことを特徴とする請求項８に記載の核酸
配列量の決定装置。
【請求項１１】
前記時間間隔内において前記第１の点集合を決定するための前記コンピュータ読取可能な
プログラム符号化手段が、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第１の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定された指標を表すグラフに第１の曲線をフィットさせるためのコンピ
ュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定
するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
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非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記時間間隔内における前記複数の測定時点の
第２の測定時点集合に対する前記複数の目盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の
核酸配列の量の測定された指標を表すグラフに第２の曲線をフィットさせるためのコンピ
ュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
非パラメータ的な平滑化操作を使用して、前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定
するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
前記第１のカットオフレベルと平滑化された前記第１および前記第２の信頼下限曲線との
第１の交差を決定するためのコンピュータ読取可能なプログラム符号化手段と、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するためのコンピュ
ータ読取可能なプログラム符号化手段とを備えたことを特徴とする請求項８に記載の核酸
配列量の決定装置。
【請求項１２】
試験サンプル中に存在する核酸配列の量を決定するための装置であって、
ある時間間隔内における複数の測定時点において、未知の出発量の核酸配列を含む試験サ
ンプル内、および、それぞれが既知量の核酸配列を含む複数の目盛較正サンプル内で増幅
中の核酸配列の量の指標を測定する手段と、
前記装置によって読取可能であり、かつ、方法ステップを実行するために該装置によって
実行することができる命令プログラムを実体化したコンピュータプログラム製造物とを備
え、
前記方法ステップが、
第１のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の
量の前記指標が該第１のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における
第１の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定され
た指標に基づいて決定するステップと、
第２のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の
量の前記指標が該第２のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内における
第２の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定指標
に基づいて決定するステップと、
ある統計的基準に関して、前記複数の目盛較正サンプル中に存在する既知量の核酸配列に
対して該統計的基準を、前記時間間隔内において、前記第１の点集合 前記第２の点
集合のいずれがより満足するかを決定するステップと、
前記試験サンプル内の核酸配列量を、前記統計的基準をより満足するように決定された前
記第１または前記第２の点集合に基づいて決定するステップとを有することを特徴とする
核酸配列量の決定装置。
【請求項１３】
前記時間間隔内において、前記第１の点集合 前記第２の点集合のいずれが前記統計
的基準をより満足するかを決定する前記ステップが、前記時間間隔内における前記第１の
点集合 前記第２の点集合のいずれが前記複数の目盛較正サンプル内に存在する核酸
配列のそれぞれの既知量の対数に対してより良い線形フィットを与えるかを決定するステ
ップを含むことを特徴とする請求項１２に記載の核酸配列量決定装置。
【請求項１４】
前記時間間隔内における前記第１の点集合 前記第２の点集合のいずれがより良い線
形フィットを与えるかを決定する前記ステップが、
前記複数の目盛較正サンプル内に存在する核酸配列のそれぞれの既知量の対数に対する第
１の点集合を表すグラフに第１の回帰直線をフィットさせるステップと、
前記複数の目盛較正サンプル内に存在する核酸配列のそれぞれの既知量の対数に対する第
２の点集合を表すグラフに第２の回帰直線をフィットさせるステップと、
前記第１の点集合と前記第１の回帰直線との間のフィットについての標準偏差を決定する
ステップと、
前記第２の点集合と前記第２の回帰直線との間のフィットについての標準偏差を決定する
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ステップとを有することを特徴とする請求項１３に記載の核酸配列量の決定装置。
【請求項１５】
前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定する前記ステップが、
前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第１の測定時点集合に対する前記複数の目
盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグラ
フに第１の曲線をフィットさせるステップと、
前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定するステップと、
前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第２の測定時点集合に対する前記複数の目
盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグラ
フに第２の曲線をフィットさせるステップと、
前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定するステップと、
前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差を
決定するステップと、
前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するステップとを有
することを特徴とする請求項１２に記載の核酸配列量の決定装置。
【請求項１６】
　ある時間間隔内における複数の測定時点において、未知の出発量の核酸配列を含む試験
サンプル内、およびそれぞれが既知量の核酸配列を含む複数の目盛較正サンプル内で増幅
中の核酸配列の量の指標を測定するために実施に際して組み合わされる手段を備えた装置
による読取が可能であり、かつ、方法ステップを実行するために該装置によって実行する
ことができる命令プログラムを実体化するように構成された製造物であって、
　前記方法ステップが、
　第１のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列
の量の前記指標が該第１のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内におけ
る第１の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定さ
れた指標に基づいて決定するステップと、
　第２のカットオフレベルに対して、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列
の量の前記指標が該第２のカットオフレベルに等しくなるところの前記時間間隔内におけ
る第２の点集合を、前記複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の前記測定指
標に基づいて決定するステップと、
　ある統計的基準に関して、前記複数の目盛較正サンプル中に存在する既知量の核酸配列
に対して該統計的基準を、前記時間間隔内における前記第１の点集合または前記第２の点
集合のいずれがより満足するかを決定するステップと、
　前記試験サンプル内の核酸配列量を、前記統計的基準をより満足するように決定された
前記第１または前記第２のカットオフ点集合に基づいて決定するステップと
を有することを特徴とするコンピュータプログラム 。
【請求項１７】
　前記時間間隔内における前記第１の点集合または前記第２の点集合のいずれが前記統計
的基準をより満足するかを決定する前記ステップが、前記複数の目盛較正サンプル中に存
在する核酸配列のそれぞれの既知量の対数に対して、前記時間間隔内の前記第１の点集合
または前記第２の点集合のいずれがより良い線形フィットを与えるかを決定するステップ
を含むことを特徴とする請求項１６に記載のコンピュータプログラム 。
【請求項１８】
　前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定する前記ステップが、
　前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第１の測定時点集合に対する前記複数の
目盛較正サンプルの第１のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグ
ラフに第１の曲線をフィットさせるステップと、
　前記第１の曲線から第１の信頼下限曲線を決定するステップと、
　前記時間間隔内における前記複数の測定時点の第２の測定時点集合に対する前記複数の
目盛較正サンプルの第２のサンプル内で増幅中の核酸配列の量の測定された指標を表すグ
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ラフに第２の曲線をフィットさせるステップと、
　前記第２の曲線から第２の信頼下限曲線を決定するステップと、
　前記第１のカットオフレベルと前記第１および前記第２の信頼下限曲線との第１の交差
を決定するステップと、
　前記第１の交差から前記時間間隔内における前記第１の点集合を決定するステップと
を有することを特徴とする請求項１６に記載のコンピュータプログラム 。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、核酸配列を特徴付けるための方法、装置、およびコンピュータプログラム製造
物、特に、サンプル内の核酸配列量を決定するための方法、装置、およびコンピュータプ
ログラム製造物に関する。
【０００２】
【従来の技術】
生物学的および医学的研究の分野において、定量的な核酸配列分析の役割は、ますます重
要になりつつある。たとえば、定量的な遺伝子分析が、ヒトの乳癌の場合に約３０％も発
癌率を増大させるヒトのＨＥＲ－２腫瘍遺伝子などの特定の遺伝子のゲノム量を決定する
のに使用されてきた。これに関しては「サイエンス」誌」の第２３５巻（１９８７年）、
１７７～１８２ページに記載されたスラモン（ D.J. Slamon ）氏らによる論文が参考にな
る。より最近では、遺伝子およびゲノムの定量化が、ＨＩＶ（ humnan Immunodeficiency 
virus ）感染および疾患の異った段階を通して、患者のＨＩＶウイルスのレベルを決定及
び監視するのに使用されている。これに関しては、「ウイルス・ジャーナル」誌（ J. Vir
ol）、第６９巻、２０９２～２１００ページに記載されたフルタド（ M.R. Furtado）氏ら
の論文が参考になる。また、循環するＨＩＶのレベルがより高まり、感染後にウイルスの
複製を有効に制御できなくなることが、病後の経過の悪化に関連しているかもしれないと
いうことが主張されている。言い換えれば、ウイルスレベル（ HIV 複製）と疾患の発症と
の間に関連性が存在するかもしれないことが主張されている。これに関しては、「サイエ
ンス」誌の第２５９巻（１９９３年）、１７４９～１７５４ページに記載されたペイタク
（ M. Paitak ）氏らによる論文が参考になる。したがって、病気の経過を通じて患者のウ
イルス核酸レベルの変化を正確に監視することが可能となることによって、医師に処方の
有効性と疾患の進行に関する重大な情報を提供するかもしれないので、感染の早期にＨＩ
Ｖ核酸レベルを正確に決定することが、病気の診断における有用な道具となるかもしれな
い。加えて、血漿中のＨＩＶウイルスに付随するＲＮＡレベルを決定することが、抗レト
ロウイルス療法などの活動の評価における潜在的な広範な適用性を有するウイルス複製の
標識となる。
【０００３】
核酸配列の定量分析に関していくつかの方法が説明されてきた。ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ； polymerase chain reaction ）と逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ（ reverse-tr
anscriptase PCR ）では、核酸の微少な出発量（つまり１セル相当）の分析が可能である
。これについてはたとえば、１９９４年の「ＰＣＲ法の応用（ PCR Methods Applc.）」誌
の第３巻、３１７～１９ページに記載されたエドモンズ（ S. Edmands）氏らの論文、及び
、１９９２年の「核酸研究（ Nucleic Acid Res. ）」誌の第２０巻、３５８２ページに記
載されたロドリゲス（ I.R. Rodriguez）氏らの論文が参考となる。定量的なＰＣＲに関す
る早期の報告には、ＰＣＲ製造物の定量化が報告されているが、初期の標的配列量の測定
が行われていない。これに関しては、１９９２年の「ＰＣＲ法の応用（ PCR Methods Appl
c.）」誌の第２巻、１～９ページに記載されたフェッレ（ F. Ferre）氏による論文が参考
になる。一般的に、これらの方法には、温度熱循環の最後でのＰＣＲ製造物の測定と、そ
のレベルを出発ＤＮＡ濃度に関係付けることとが含まれている。残念ながら、生成された
製造物の絶対量は、反応初期に存在する標的配列（特に臨床試験体）の量と常に矛盾の無
い関係にはない。このような「終点」分析によって、出発核酸の有無が明らかとなるが、
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一般的にはＤＮＡ標的物の数の正確な測定は提供されない。標的配列の増幅の運動学およ
び効果は、その配列の出発時における豊富さと、プライマーおよびテンプレート（鋳型）
の配列一致性に依存し、また、試験体に含まれる阻害剤（ inhibitor ）にも影響されるで
あろう。ＲＮＡサンプルのＰＣＲ分析では、逆転写および増幅の双方におけるさまざまな
効果が、多様性の潜在的な源となっている。こうした理由から、試験体から得られたＰＣ
Ｒ製造物の量を、別々に増幅された外部の対照標準から得られた製造物の量と比較するこ
とは、定量化の厳密性の基礎とならない。
【０００４】
核酸増幅に対するある特定のアプローチは、平衡状態以前の反応のログ段階（ log phase 
）でＰＣＲ製造物の量を測定することである。これに関しては、１９９０年の「分析生化
学（ Anal. Biochem.）」誌の第１８９巻、２０２～２０８ページに記載されたケロッグ（
Kellogg ）氏らの論文、及び１９９０年の「ネーチャー」誌の第３４３巻、８５～８９ペ
ージに記載されたパング（ S. Pang ）氏の論文が参考となる。この方法では、各サンプル
には等量の核酸が投入されること、及び、分析下にある各サンプルが、定量分析に適する
同一の効率で増幅されることが、必要である。遺伝子配列（これは、すべてのサンプル中
に比較的一定の量で含まれる。）は、サンプルの増幅の効率の正規化のために使用するこ
とができる。しかしながら、従来のＰＣＲ検出及び定量化の方法を使用すると、すべての
サンプルを、標的遺伝子および標準遺伝子の双方に関して、反応のログ段階の間に分析す
ることは、かなり困難である。
【０００５】
他の方法として、定量比較ＰＣＲ法（ＱＣ－ＰＣＲ）が開発されており、またＰＣＲ定量
化に対して広く使用されている。これに関しては、「ネーチャー」誌の第３５９巻（１９
９２年）、５５７～５５８ページに記載されたシーベルト（ P.D. Siebert）氏とラリック
（ J.W. Larrick）氏による論文と、「バイオ技術（ Bio. Techniques ）」誌の第１４巻（
１９９３年）、７０～８１ページに記載されたピイアタク（ M.J. Piatak ）氏らの論文と
、「生化学および生物物理アクタ（ Biochem. Biophys. Acta）」誌の第１２１５巻（１９
９４年）、１５７～１６２ページに記載されたタン（ X. Tan）氏らの論文と、「ゲノム研
究（ Genome Res. ）」誌の第５巻（１９９５年）、９１～９４ページに記載されたレイメ
ーカー（ L. Raeymaekers）氏の論文が参考となる。ＱＣ－ＰＣＲは、各反応混合物に既知
量の内部の対照拮抗体が含まれることに基づく。各反応効率は、内部拮抗体に正規化され
る。相対的定量を得るために、通常、ゲル電気泳動を使って、未知の標的ＰＣＲ生産物は
既知の拮抗体ＰＣＲ生産物と比較される。標的となる特定のおよび拮抗体のＤＮＡの相対
量が測定され、この比率は、標的テンプレートの出発数を計算するのに使用される。基本
的には、この種の分析において、拮抗体特定生産物に対する標的特定生産物の比率が大き
くなればなるほど、出発ＤＮＡ濃度は、高くなる。ＱＣ－ＰＣＲ分析の成功は、標的分子
と同じ効率で増幅する内部対照の開発にかかっている。しかしながら、拮抗体の設計と増
幅効率の確認には、多大な努力が必要である。ＲＮＡ定量化に係るＱＣ－ＰＣＲ法におい
て、関心のある標的配列に合致するがそれとは導入される内部欠失によって異なる拮抗的
ＲＮＡテンプレートが、逆転写の拮抗的な滴定とＰＣＲステップにおいて使用され、厳重
な内部対照が与えられる。これに関しては、「ＰＣＲ法の応用（ PCR Methods Applic. ）
」誌の第４巻（１９９４年）のＳ８３～Ｓ９１に記載されたラシュチャン（ A. Rashtchia
n ）氏の論文と、「ＰＣＲ法の応用（ PCR Methods Applc.）」誌の第２巻（１９９３年）
の１９６～１９６ページに記載されたクレメンチ（ M. Clementi ）氏らの論文と、「分子
細胞生物学の方法（ Meth. Molec. Cell. Biol ）」誌の第２巻（１９９１年）の１８９～
２０１ページに記載されたベッカー・アンドリュ（ M. Becker-Andre ）氏による論文と、
「ＰＣＲ法の応用（ PCR Methods Applic. ）」誌の第４巻（１９９５年）の２１９～２２
６ページに記載されたマククロッチ（ McCulloch ）氏らの論文が参考となる。試験体の複
製部分に加えられる拮抗的テンプレートの既知の複製数が増大し、また定量化は、電気泳
動分離後に野生型および拮抗的テンプレートから得られた異なる大きさに増幅された製造
物の相対量（絶対量ではない）の決定に基づく。
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【０００６】
交雑あるいはゲル電気泳動といった時間を消費するとともに厄介な精製処理に加えて、こ
れらの分析は、動的範囲（つまり、標的核酸濃度の範囲に対する感度）に制限される。た
とえば、拮抗体分析において、標的または付加された拮抗体ＤＮＡのいずれかが他方を大
きく越えるときには、テンプレート濃度の差に対する感度を妥協してもよい。最終的生産
物の量を測定する分析の動的範囲も、いくつかの反応サイクルの選択数が、他の反応に先
立って生産物の「平衡」レベルに達してしまってもよいように制限される。これに関して
は、レイメーカー（ L. Raeymaekers）氏らによる前記論文を参照されたい。それゆえ、こ
れらの反応における出発テンプレートレベルの差は、あまり反映されないこともある。さ
らに、生産物の測定量の差が小さければ、出発テンプレート濃度の見積もり値が幅広く変
化することもあり、このために、さまざまな反応条件や、サンプリングの多様性や、阻害
剤の存在による不正確さが生じる。
【０００７】
初期の核酸量を決定するために必要とされる増幅後分析の量を減らす試みにおいて、「リ
アルタイム」で核酸増幅率を測定するための付加的な方法が開発されてきた。これらの方
法では一般的に、増幅中の核酸量を明示することができ、かつ、蛍光信号の選択されたレ
ベルを実現するのに必要とされるサイクル数とＰＣＲ処理の初期において存在する増幅可
能な標的物の濃度との関係を利用することができる蛍光ラベル（例えば、蛍光染料）が利
用されている。たとえばこれに関しては、欧州特許出願第９４１１２７２８号を参照され
たい。ここには、標的配列の濃度増幅可能な核酸標的配列に対し、標的配列の所定濃度に
達するのに必要とされる温度サイクルの数を、ＰＣＲ処理の出発点に存在する標的ＤＮＡ
量に関連付ける定量分析が記述されている。この分析システムにおいて、反応混合物のセ
ットが、増幅に際して準備される。一つの準備には、未知濃度の標的配列が含まれ、他の
準備には、既知（標準）濃度の配列が含まれる。反応混合物にはまた、二重螺旋ＤＮＡと
結合したときに蛍光を発する蛍光染料も含まれる。反応混合物は、標的物が十分に増幅さ
れるように、多数のサイクルの間、同時に熱循環される。反応混合物から発せられた蛍光
は、リアルタイムで監視され、各反応混合物が任意の強度しきい値（任意の蛍光値、また
はＡＦＶ）で蛍光を発するのに必要なサイクル数が決定される。未知の核酸混合物がＡＦ
Ｖ値に達するのに必要なサイクル数（Ｃ T  ）は、その後、既知の混合物がＡＦＶ値に達す
るのに必要なサイクル数と比較される。この方法は、ある与えられた蛍光強度を実現する
のに必要なサイクル数と、核酸標的物の濃度の対数との直接的な関連性に依存している。
この関係は、こうして未知濃度の混合物中における標的核酸配列の初期濃度を獲得するの
に使用される。この方法は、増幅サイクル数を測定するところの任意しきい値の選択を規
定するが、そのとき記録された増幅プロファイル（増幅曲線）が分析され、未知の増幅プ
ロファイルを標準的な増幅プロファイルと比較するためのＡＦＶが見出される。しかしな
がら、ＡＦＶまたはカットオフ値の初期選択にはなんら重要性はないが、具体例としての
ＡＦＶ値は、すべての増幅曲線が比較的直線的（つまり、上向きの指数関数的な増幅から
漸近線への下降湾曲までの遷移の間）になるような範囲の中間に存在するように選ばれる
。さらに、核酸の定量化における類似の結果が、ＡＦＶ値のかなり広い範囲において報告
されている。このすでに知られた方法の短所は、１０ 3  個という標的配列分子の初期複製
数を下回ると、濃度の正確な決定に対する信頼性がなくなる、ということである。この方
法の他の短所は、各増幅曲線の形状が実際とは無関係に同一であり続けると仮定されてい
ることである。最後に、任意のカットオフ値の近くの数個のデータポイントだけを採用し
て、初期の標的核酸濃度を決定する。
【０００８】
１９９６年のヘイド（ C.A. Heid ）氏らの論文（ゲノム研究（ Genome Research)、第６巻
、９８６～９９４ページ）と１９９６年のギブソン（ U. Gibson ）氏らの論文（ゲノム研
究、第６巻、９９５～１００１ページ）には、ＤＮＡとＲＮＡの定量分析に対するリアル
タイムの定量的なＰＣＲ法がそれぞれ報告されている。双方の分析には、複蛍光リポータ
システム（ dual-fluorescence reporter system ）が利用されており、米国自然学術科学
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会報（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA）の第８８巻（１９９１年）の７２７６～７２８０ペ
ージにホランド氏（ Holland ）らによって記載された５′－ヌクレアーゼ分析を使用する
ことを基本としている。これらの方法では、コンピュータアルゴリズムによって、リポー
タ染料の放出量を、発生した増幅サイクル数と比較することによって増幅プロットが生成
される。このアルゴリズムによって、各ＰＣＲ増幅が任意の選択しきい値（つまり、通常
、基線の標準偏差の１０倍）またはカットオフに到達するサイクル（Ｃ T  ）が計算される
。関係のある蛍光放出しきい値は、最初の１０～１５の増幅サイクルの間でのリポータ染
料放出の基線に基づいている。計算されたＣ T  値がサンプル中に存在する標的複製物の数
に比例することが立証される。こうして、Ｃ T  値は、サンプル中に見出される標的の複製
物の定量測定値であることが見出される。
【０００９】
【発明が解決しようとする課題】
以上の議論から明らかなように、従来技術によれば、リアルタイムの核酸増幅に対する定
量分析を実行する一つの方法は、選択されたカットオフレベルのすぐ上とすぐ下での読み
取りを数多く選択し、これらの点に線形回帰をフィットさせ、そして、フィットした直線
がカットオフレベルを横切るところでの「サイクル数」について解く、ということである
。したがって、基線に対する値の約１０倍のカットオフレベル、または非標的物を含むサ
ンプルの最大値、または「ノイズ」と考えられるものの上のあるカットオフレベルを選択
する場合のように、カットオフレベルの選択は、いくらか任意である。このようなカット
オフの選択基準における短所は、もし、カットオフ値が、増幅率が変化しているような増
幅におけるある時点（つまり、増幅の初期）に対応するならば、データへの線形フィット
は適当であるとはいえないということである。
【００１０】
これまでに、定量化アルゴリズムで使用されるカットオフレベルの選択における小さな差
が、定量化における最終的な（つまり正確な）量に対して実質的効果を与えることは、認
められていない。そして、増幅法の使用者が、標的核酸の初期濃度を従来法よりもより正
確に、かつ、より信頼性があるように決定することができるような、好ましいカットオフ
値を客観的かつ自動的に選択するための方法を提供する必要性は、残されている。また、
一つの実験または決定から容易に他に変化してしまい得る動的なカットオフレベルを決定
する方法を与える必要性も、残されている。
【００１１】
以上の説明から、本発明の課題は、試験サンプル内の核酸配列量を決定するための改良さ
れた方法、装置、およびコンピュータプログラム製造物を提供することにある。
また、本発明の他の課題は、それぞれが既知量の核酸配列を含む複数の目盛較正および制
御サンプルを使用して、試験サンプル内の核酸配列量をより正確に決定するための改良さ
れた方法、装置、およびコンピュータプログラム製造物を提供することにある。
【００１２】
【課題を解決するための手段】
上記およびその他の課題、特徴、および利点は、本発明によれば、統計的基準によって決
定される好ましいカットオフレベルを使用して増幅中の核酸配列量を決定するための方法
、装置、およびコンピュータプログラム製造物によって与えられる。特に、本発明の一つ
の態様によれば、複数の目盛較正サンプル（つまり標準）中に存在する複数の既知量の核
酸配列と、試験サンプル中に存在する未知量の核酸配列とが、ある時間間隔内で同時に増
幅される。これらのサンプルは、たとえば、ストランド・デスプレースメント増幅（ＳＤ
Ａ； Strand Displacement Amplification ）などの等温増幅法、またはポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ； Polymerase Chain Reaction ）などの熱循環反応法を使用して増幅しても
よい。その際、目盛較正および試験サンプル内で増幅中の核酸配列量の指標は、その時間
間隔内の複数の測定時点において従来の技術を使用して測定される。増幅中の核酸配列量
の指標は、もしサンプルが蛍光性インディケータ（たとえば、蛍光性の染料、ラベル、

（ intercalator）を含んでいるならば、蛍光信号（たとえば、蛍光強度、
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あるいは検出可能蛍光エネルギー変換）の形をとる。リアルタイム測定で適当な他の指標
（たとえば、放射性信号）も使用してもよい。
【００１３】
その後、第１の潜在的なカットオフレベルに対して、各目盛較正サンプル内で増幅中の核
酸配列の量の測定指標がその第１のカットオフレベルに等しくなる時間間隔における対応
する第１の時点集合を決定するステップが実行される。その後、このステップは、各潜在
的なカットオフレベルに対してその時間間隔におけるそれぞれの時点集合を取得すること
ができるように、多数の潜在的なカットオフレベルの各々に対して繰り返される。本発明
の好ましい側面によれば、その後、統計的基準に関して、時間間隔における時点集合のど
れが、目盛較正サンプル中の既知量の核酸配列に対してその統計的基準をより満足するか
を決定するためのステップが実行される。その後、試験サンプルにおける核酸配列量が、
その統計的基準をよりまたは最も満足させるように定められた時点集合に基づいて決定さ
れる。
【００１４】
たとえば、どの時点集合がより統計的基準を満足するかを決定するステップは、時間間隔
におけるどの時点集合が、目盛較正サンプル中の核酸配列の既知の出発量の対数に対して
よりよい線形フィットを与えるかを決定するためのステップを含んでいてもよい。このス
テップには、目盛較正サンプル中の核酸配列の既知の出発量の対数と、その時間間隔中の
時点集合の各々とに関するグラフのそれぞれに対して回帰直線をフィットさせるステップ
が含まれることが好ましい。その後、各時点集合とそれぞれの回帰直線との間のフィット
についての標準偏差が決定される。その後、フィットについての最小標準偏差に対応する
時点集合が、潜在的なカットオフレベルから好ましいカットオフレベルを選択して、その
好ましいカットオフレベルに基づいて試験サンプル中の核酸配列の出発量を決定するため
に、使用される。この有利な結果は、試験サンプル内の核酸配列量の測定された指標が、
その好ましいカットオフレベルに等しくなる時点を決定して、好ましい時点集合に対応す
る「好ましい」回帰直線（ regression line ）にその時間をフィットさせることによって
、実現される。その後、試験サンプル中の核酸配列の出発濃度の対数をその好ましい回帰
直線から決定することが可能である。
【００１５】
本発明の他の好ましい側面によれば、好ましい指標カットオフレベル（たとえば、好まし
い蛍光信号カットオフレベル）をより正確に評価するために、曲線フィッティング操作が
実行される。特に、蛍光信号が時間間隔における複数の測定時点と、個別の目盛較正およ
び試験サンプルの測定された蛍光信号の離散点との「グラフ」に、それぞれの「データ」
曲線が好ましくフィットされる。このとき、離散点が共通の基線に正規化された後、非パ
ラメータ的な平滑化操作が実行されるのが好ましい。本発明者によって確認されたように
、「滑らかにされた」データ曲線の各々に対する信頼下限曲線（ lower confidence limit
 curve）を決定することによって、好ましい指標カットオフレベルの精度をさらに改善す
ることが可能である。信頼下限曲線も、非パラメータ的な平滑化操作を用いて、滑らかに
してもよい。その後、滑らかにされた信頼下限曲線の各々と、それぞれの潜在的なカット
オフレベルとの交差を決定することによって、その時間間隔内の前記時点集合を各々決定
することができる。
【００１６】
すでに記述したように、フィットについての最小標準偏差に対応する時点集合を使用して
、好ましいカットオフレベルを決定し、その好ましいカットオフレベルに基づいて試験サ
ンプル中の核酸の出発量を決定することができる。しかしながら、本発明の他の側面によ
れば、既知の出発量の核酸配列を含む対照サンプルを使用して、好ましいカットオフレベ
ルの決定を容易にすることができる。特に、目盛較正サンプルに対応するその時間間隔内
の時点集合の各々に対して、それぞれの回帰直線がフィットさせられた後、平均予測誤差
（ＡＰＥ（ average prediction error））を各回帰直線と、対照サンプルに対応する時点
集合の各々との間で、決定することができる。その後、付随する平均誤差が最小となる回
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帰直線に対応する潜在的なカットオフを使用して、試験サンプル中の核酸の出発濃度を決
定することができる。
【００１７】
本発明の他の好ましい態様は、試験サンプル内の核酸量を決定するための好ましい装置を
含む。この好ましい装置は、未知の出発量の核酸配列を含む少なくとも一つの試験サンプ
ル内、及び既知量の核酸配列を含む複数の目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の
指標を、その時間間隔内のそれぞれの測定時点において測定するための蛍光測定ツール等
の手段を備える。またさらに本発明は、前記測定するための手段を制御して、前記ステッ
プに関係する数値操作を実行するためのコンピュータプログラム製造物も提供する。
【００１８】
特に、好ましいコンピュータプログラム製造物は、その記憶媒体中にコンピュータ読み取
り可能なプログラム符号化手段が実体化されているコンピュータ読取可能な記憶媒体を備
える。また、好ましいコンピュータ読み取り可能なプログラム符号化手段は、第１の潜在
的な指標カットオフレベルに対して、目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の指標
が第１のカットオフレベルに等しくなるところの時間間隔内における第１の時点を決定す
るためのコンピュータ読み取り可能なプログラム符号化手段を含む。プログラム符号化手
段は、第２の潜在的な指標カットオフレベルに対して、目盛較正サンプル内で増幅中の核
酸配列の量の指標が第２のカットオフレベルに等しくなるところの時間間隔における第２
の時点を決定することもできるように、好ましく与えられる。加えて、プログラム符号化
手段は、回帰直線へのフィットについての最小標準偏差、または回帰直線に関する最小平
均予測誤差といったような統計的基準に関して、時間間隔内における第１または第２の時
点集合のどれが、目盛較正サンプル中の既知量の核酸配列に対してその統計的基準をより
満足するかを決定する。その後、統計的基準をより満足するものとして決定された第１ま
たは第２のカットオフ点での核酸配列量に基づいて、試験サンプル中の核酸配列の出発量
が決定される。好ましいプログラム符号化手段は、また、数値操作として前記ステップを
より詳細に実行するようにも構成される。本発明はこうして、目盛較正サンプル内の核酸
配列量の指標の測定が評価されるところのカットオフレベルをより正確に決定することに
よって、試験サンプル内の核酸配列量をより正確に決定するツールを与える。
【００１９】
【発明の実施の形態】
以下、図面を参照して本発明の好ましい実施の態様を詳細に説明する。しかしながら本発
明は異る態様において実施してもよく、ここに説明される実施の態様に限定されるものと
して解釈すべきではない。むしろ、以下に説明する実施の態様は、本開示を具体的かつ完
全なものとするためのものであって、当業者に対して本発明の範囲を十分明確に示すため
のものである。なお、類似する同一または類似する構成要素には、同一または類似する符
号が付されている。
【００２０】
図１～７を参照して、サンプル内の核酸配列量を決定するための好ましい方法１０につい
てより詳細に説明する。これらの方法には、それぞれの時間間隔の間に、複数の（または
一以上の）目盛較正サンプル（つまり標準）中に存在するそれぞれの既知の出発量の核酸
配列（たとえばＲＮＡ、ＤＮＡ）を増幅し、また、すくなくとも一つの試験サンプル中に
存在する未知の出発量の核酸配列を増幅するステップ１２、１４が含まれる。目盛較正サ
ンプルおよび試験サンプル中の核酸配列は同一であることが好ましいが、しかしながら、
ときによってはサンプルは異る核酸配列を含んでもよく、あるいは、異った量の異なった
核酸配列を一つの複合サンプル内で同時に増幅してもよい。これらの増幅ステップは従来
の技術を使用して実行してもよく、また各サンプルに対して、重なり合いのないそれぞれ
の時間間隔の間に別々に実行してもよい。その際、分析の目的のために、これら別々の時
間間隔を一つの共通の出発時間および時間間隔に正規化してもよい。しかしながら、より
好ましいこととして、目盛較正サンプルおよび試験サンプル内の各核酸配列を増幅するス
テップ１２、１４は、単一の時間間隔の間に別々のサンプルにおいて同時に実行してもよ
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い。
【００２１】
当業者に理解できるように、熱循環増幅法および等温増幅法の両増幅法をはじめとする、
なにか既知の核酸増幅法に従って、サンプルを増幅してもよい。本発明は、等温増幅法に
対して特に有利かもしれないが、熱循環増幅法および等温増幅法のいずれかによって増幅
された核酸配列の定量化を向上させるには有利である。本発明を実施するのに有用な適当
な熱循環法としては、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ； polymerase Chain Reaction ）（
米国特許第４，６８３，２０２号、第４，６８３，１９５号、および第４，９６５，１８
８号参照）、逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ (reverse-transcriptase PCR) ）、ＤＮＡ
リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ (DNA Ligase Chain Reaction) ）（国際特許出願ＷＯ　８９／
０９８３５号参照）、および転写に基づく増幅（ transcription-based amplification)（
クォー（ D.Y. Kwoh ）氏らによる１９８９年の米国自然学術科学会報（ Proc. Natl. Acad
. Sci. USA）の第８６巻、１１７３～１１７７ページに記載された論文参照）が挙げられ
るが、これらには限定されない。本発明を実施するのに有用な適当な等温増幅法としては
、ストランド・ディスプレースメント増幅（ＳＤＡ（ Strand Displacement Amplificatio
n)）（ウォーカー（ Walker）氏らによる１９９２年の米国自然学術科学会報（ Proc. Natl
. Acad. Sci. USA）の第８９巻、３９２～３９６ページに記載された論文参照）、Ｑ－β
リプリカーゼ（リザルディ（ Lizardi ）氏らによる１９８８年のバイオテクノロジー（ Bi
o/Technology）第６巻、１１９７～１２０２ページに記載の論文参照）、核酸に基づく配
列増幅（ＮＡＳＢＡ（ Nucleic Acid-Based Sequence Amplification ））（スックナナン
（ R. Sooknanan）とマレク（ L. Malek）氏による１９９５年のバイオテクノロジー（ Bio/
Technology）第１３巻、５６３～６５ページに記載の論文参照）、および自己維持配列複
製（３ＳＲ（ Self-Sustained Sequence Replification ））（グアテリ（ Guatelli）氏ら
による１９９０年の米国自然学術科学会報（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA）の第８７巻、
１８７４～１８７８ページに記載の論文参照）などが挙げられるが、これらには限定され
ない。典型的なＳＤＡ法についてはウォーカー（ Walker）氏の米国特許第５，４４５，１
６６号とウォーカー（ Walker）氏らの米国特許第５，２７０，１８４号を参照されたい。
これらの文献は、引用することによって、本願明細書に含めることとする。
【００２２】
その後、ステップ１６において、目盛較正サンプルおよび試験サンプル内で増幅中の核酸
配列の量の指標（ indicia ）が、その時間間隔内のそれぞれの測定時点において測定され
る。このとき、カリフォルニア州フォスタ市（ Foster City ）のパーキン・エルマ地区（
a division of Perkin Elmer）にあるアプライド・バイオシステムズ（ Applied Biosyste
ms）社によって製造販売がされている７７００モデル配列検出器（ MODEL7700 Sequence D
etector ）、あるいは、ニューヨーク（ New York）州のロチェスタ（ Rochester ）にある
ラボシステムズ（ LabSystems）社によって製造されているフルオロスカンＩＩ（ Fluorosk
an II ）などの測定ツールが使用される。目盛較正サンプルおよび試験サンプル内で増幅
中の核酸配列の量の指標は、もし、サンプルが蛍光性のインディケータ（たとえば蛍光ラ
ベル）を含んでいるならば、蛍光信号（たとえば蛍光強度または蛍光エネルギ変換）の形
をとる。したがって、測定ツールは、同時増幅中のサンプルからの蛍光信号を測定するた
めの一つ以上の光検出器も備えてよい。測定ツールは、蛍光強度の測定ステップの間に、
目盛較正サンプルと試験サンプルの各々を一つのサンプル配列として配置させ、光検出器
の反対側に自動的にかつ繰り返して配置させることができるように、コンピュータ制御の
ステップモータを備えてもよい。以下、図８を参照して好ましい測定ツールをより詳細に
説明する。
【００２３】
以上のように、標的核酸濃度の指標は、蛍光信号の形をとってもよいが、もちろん当業者
には核酸濃度の他の指標も知られており、本発明の実施においてそれらを使用してもよい
ことは認識できよう。具体的には、核酸濃度の指標は、蛍光、放射能、比色定量、Ｘ線回
折または吸収、磁気、あるいは酵素活性などによって検出可能な信号を生み出すラベルに
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よって与えられる。適当なラベルは、たとえば、蛍光団（ fluorophores）、発色団（ chro
mophores）、放射性同位元素（ 3 2Ｐまたは  1 2 5Ｉ）、電子稠密試薬（ electron-dense rea
gents ）、酵素、及び特定の結合パートナーを有する配位子（たとえばビオチン－アビジ
ン）などを含む。核酸のラベリングは、核酸プライマーまたはプローブの化学的変化など
を含む多数の手段によって行ってもよい。また適当な蛍光ラベルは、臭化エチジウム（ et
hidium bromide）、臭化プロピジウム（ propidium bromide ）、クロモミチン（ chromomy
cin ）、アクリジンオレンジ（ acridine orange ）などの非共有結合性ラベル（たとえば
挿入染料（ intercalating dyes））などを含む。しかしながら、本発明の実施において、
共有結合性蛍光剤を使用することが好ましい。こうした共有結合性蛍光剤ラベルは、ＦＡ
Ｍ、ＨＥＸ、ＴＥＴ、ＪＯＥ（これらすべては、カリフォルニア州フォスタ市のパーキン
・エルマ地区にあるアプライド・バイオシステムズ社から入手することができる、）など
のフルオレセイン（ fluorescein ）とその誘導体、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（オレゴン州ユー
ジン（ Eugene）の分子プローブ（ Molecular Probes）社）などのローダミン（ rhodamine 
）とその誘導体、ＲＯＸおよびＴＡＭＲＡ（カリフォルニア州フォスタ市のパーキン・エ
ルマ地区にあるアプライド・バイオシステムズ社）、ルシファ・イエロー（ Lucifer Yell
ow）、クーマリン（ coumarin）誘導体、などがある。核酸濃度の他の好ましい指標は、蛍
光リポータ（ reporter）（またはドナー（ donor ））ラベルとクエンチャ（ quencher）（
またはアクセプタ（ acceptor））ラベルが連携して、反応混合物中に存在する増幅された
（たとえば二重螺旋の核酸の形の）核酸製造物の量に比例する検出可能な信号を生み出す
のに使用される蛍光エネルギ変換（ＦＥＴ； fluorescence energy-transfer）である。本
発明の実施において有用なさらに他の検出法としては、核酸増幅の蛍光極性（ＦＰ（ fluo
rescence polarization ））検出法があるが、これはウォーカー（ Walker）氏らの米国特
許第５，５９３，８６７号に記述されている。
【００２４】
ステップ１６において核酸配列の指標を測定した後、ステップ１８を実行して、第１の潜
在的なカットオフレベル（たとえば、第１の正規化された蛍光レベル）に対して、目盛較
正サンプルおよび試験サンプルの各々の中で増幅中の核酸配列の量の指標（たとえば蛍光
信号）がその第１のカットオフレベルに等しくなるところの時間間隔内における第１の時
点集合を決定する。その後、異った複数の潜在的なカットオフレベルの各々に対してこの
ステップを繰り返すことによって、その時間間隔内のそれぞれの時点集合を各潜在的なカ
ットオフレベルに対して取得することができる。以下、さらに詳細に説明するように、「
指標（ indicia ）」（たとえば蛍光信号）は、フィルタにかけられていない指標（つまり
生データ）でもよく、あるいは、たとえばフィルタにかけられていない指標から信頼下限
曲線を生成することによって、指標をフィルタにかけてもよい。
【００２５】
本発明の好ましい実施の態様によれば、その後にステップ２０を実行して、一つの統計的
基準に関して、時間間隔内のどの時点集合が、複数の目盛較正サンプル中に存在する既知
量の核酸配列に対してその統計的基準をより満足するかを決定する。その後、試験サンプ
ル内の核酸配列量を、統計的基準をより満足するように決定された時点集合に基づいて決
定する。たとえば、以下の図２～７を参照してより詳細に説明するように、どの時点集合
がその統計的基準をより満足するかを決定するステップには、複数の目盛較正サンプル中
に存在する核酸配列のそれぞれの既知の出発量の対数に対して、時間間隔内のどの時点集
合がより良い線形フィットを与えるかを決定するステップが含まれてもよい。またこのス
テップには、複数の目盛較正サンプル中に存在する核酸配列の既知の出発量の対数に対す
る時間間隔内の時点集合の各々についてのそれぞれの「グラフ」に、回帰直線をフィット
させるステップが含まれることが好ましい。その後、時点集合の各々とそれぞれの回帰直
線との間のフィットについての標準偏差が決定される。その後、フィットについての最小
標準偏差に好ましく対応する時点集合が、好ましいカットオフレベルを選択するのに使用
され、その後、その好ましいカットオフレベルに基づいて試験サンプル中に存在する核酸
配列の出発量が決定される。
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【００２６】
統計的基準をより満足する時点集合の決定は、試験サンプルのフィルタのかけられた（ま
たはフィルタのかけられていない）蛍光信号が好ましいカットオフレベルに等しくなる時
間を決定し、その後にその時間を好ましい時点集合に対応する「好ましい」回帰直線にフ
ィットさせることによって実行されるのが好ましい。その後にステップ２２が実行され、
好ましい回帰直線から試験サンプル内の核酸の出発濃度が決定される。本発明のその他の
実施の態様では、既知の出発量の核酸配列を含む複数の対照サンプルも、好ましいカット
オフレベルの決定を容易にするために使用することもできる。特に、複数の目盛較正サン
プルに対応する時間間隔内の時点集合の各々に対してそれぞれの回帰直線をフィットさせ
た後に、平均予測誤差（ＡＰＥ）を、各回帰直線と複数の対照サンプルに対応するそれぞ
れの時点集合の点との間で決定することができる。その後に、それに付随する平均予測誤
差が最小になる回帰直線に付随する潜在的なカットオフレベルを使用して、試験サンプル
内の核酸配列の出発濃度を決定することができる。他の統計的基準も使用してもよい。た
とえば、クロス確認（ cross-validation）予測誤差を最小化して出発濃度を決定してもよ
い。あるいはまた、もし複数の異った基準が使用される場合には、異った基準の各々によ
って得られる好ましいカットオフレベルの「平均」を使用してもよい。
【００２７】
以下、より詳細に説明する。各潜在的なカットオフレベルの各々に対して時間間隔内の時
点集合を決定するステップ１８には、非パラメータ的な平滑化操作を使用して、時間間隔
内におけるそれぞれの測定時点に対するそれぞれの目盛較正サンプルまたは試験サンプル
内で増幅中の核酸配列の量の測定された点を表すそれぞれのグラフに曲線をフィットさせ
る初期ステップを含ませてもよい。ここで、各サンプルの増幅を、測定時点から成るｘ軸
値の集合と、測定された蛍光信号から成るｙ軸値の対応する集合から成る離散的なデータ
ポイントによって表すことが可能である。各サンプルに対するこれらのｘ、ｙ軸値は、従
来の技術を使用して、共通する基線に正規化され、ｘ、ｙ軸値の各々に対して非パラメー
タ的な平滑化操作が実行される。
【００２８】
特に、それぞれの目盛較正サンプルまたは試験サンプルに対応するとともにそれぞれの増
幅曲線を形成するｘ、ｙ軸値の各集合に対して、ウエーブレット・フィットが得られ、滑
らかな増幅曲線が、Ｓ－プラス（ S-PLUS）（商標名）ソフトウエアパッケージのＳ＋ウエ
ーブレット（ S+WAVELETS）（商標名）モジュールによって商業上利用することができる波
収縮操作（ waveshrink operation）を使って、得られる。このソフトウエアパッケージは
、ワシントン州シアトルにあるマスソフト社（ MathSoft Inc. ）から商業的に入手するこ
とできる。当業者に理解できるように、ｘ、ｙ軸値集合におけるノイズ及び／または滑ら
かな曲線についての標準偏差（σ）の評価は、典型的には、好ましい平滑化操作によって
なされる。
【００２９】
次に、本発明の他の好ましい側面によれば、各増幅曲線に対してそれぞれの信頼下限曲線
（ＬＣＬ； lower confidense limit curve）が決定されることによって、測定指標（ｙ値
）におけるノイズまたは増幅率における局部的な不規則性に対する感度が減少した状態で
の、潜在的なカットオフに達するのに必要な増幅時間の評価を決定することが可能である
。各信頼下限曲線は、たとえば、各滑らかにされた増幅曲線に対するｙ値から蛍光信号に
おける２σ（または好ましい値）を差し引くことによって決定してもよい。各信頼下限曲
線もまた、ＳＴＡＴＬＩＢプログラミング のＦＵＮＦＩＴＳモジュールから得
られる薄板スプライン（ thin-plate spline ）操作などの非パラメータ的な平滑化操作を
使用して好ましく平滑化される。この はワールドワイドウェブ（ world wide w
eb）の http://lib.stat.cmu.edu において入手可能である。これらの信頼下限曲線によっ
て、フィルタがかけられた際の測定された指標と時間との関係が示される。
【００３０】
上記操作の適用について以下説明する。特に、図２には、時間と、複数の目盛較正サンプ
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ルおよび試験サンプル内で増幅中の核酸配列の量のフィルタがかけられていない正規化さ
れた指標（つまり蛍光信号）とのｘ－ｙグラフ（つまり増幅曲線）が示されている。各増
幅曲線に対する滑らかな曲線を生成するために、ウエーブレット平滑化操作がすでに言及
されたように実行された。これらの滑らかな曲線は、実線によって示されている。当該適
用において、目盛較正サンプル（つまり標準）は、当業者には知られている従来の技術を
使用して、０、０、４０、４００、４０００、１５，０００、４０，０００個の核酸配列
の標的複製を反応増幅器（ reaction buffer ）に加えることによって増幅の準備が行われ
た。これらの目盛較正サンプルは、図２において、ＣＳ１＝０、ＣＳ２＝０、ＣＳ３＝４
０、ＣＳ４＝４００、ＣＳ５＝４，０００、ＣＳ６＝１５，０００、ＣＳ７＝４０，００
０というような凡例で示されている。本発明の精度を明らかにするために、６つの「未知
」の試験サンプルも準備された。試験サンプルの内の３つは１，１４４個の核酸配列の標
的複製が加えられ、他の３つには１０，５６０個の標的複製が加えられた。これらの試験
サンプルは、Ｔ１＝１，１４４、Ｔ２＝１，１４４、Ｔ３＝１，１４４、Ｔ４＝１０，５
６０、Ｔ５＝１０，５６０、及びＴ６＝１０，５６０のような凡例によって示されている
。これら６つの試験サンプルは、以下詳細に説明するように、平均予測誤差（ＡＰＥ）に
基づく統計的基準を説明するための対照サンプルとしても取り扱われた。
【００３１】
その後、図２の増幅曲線（ＣＳ１～７およびＴ１～６）に対して数値操作が実行され、「
フィルタのかけられた」蛍光信号と増幅時間との関係を示すそれぞれの信頼下限曲線が生
成される。特に、波収縮操作を実行して、滑らかにされた増幅曲線を生成して、各曲線に
ついてそれぞれの標準偏差を決定することが可能である。その後、各測定時点において蛍
光信号から「２σ」を差し引くことによって増幅曲線をフィルタにかけることによって、
信頼下限曲線を決定することができる。この操作は、ノイズまたは局部的な不規則性に対
する感度が減少した状態での、潜在的なカットオフに達するのに必要な増幅時間の評価を
続いて決定することができるように好ましく実行される。その後、「滑らかにされた」信
頼下限曲線（ＳＬＣＬ）は、すでに言及したソフトウエアパッケージを使用して、各信頼
下限曲線に対して薄板スプライン（ thin plate spline ）によるフィットをさせることに
よって、決定することが可能である。他の平滑化技術も使用することができる。このよう
な技術には、たとえば、カーネルスムーザ（ kernal smoothers）、キュービックスプライ
ン（ cubic splines ）、ｂ－スプライン（ b-splines ）、および局所的に重み付けされた
回帰（ locally weighted regression ）などを含み得る。その後で、潜在的な蛍光カット
オフレベル（ＦＣＬ L  －ＦＣＬ H  ）の十分に拡がりのある範囲を選択することができる。
本発明者によって確認されたように、好ましいカットオフレベルを正確に選択することは
、試験サンプル中の核酸配列の出発量の正確な決定にとって重大である。
【００３２】
上記操作を実行して、第４の目盛較正サンプルＣＳ４に対応する増幅データから、滑らか
にされた信頼下限曲線（ＳＬＣＬ C S 4  ）を決定することが可能である。この信頼下限曲線
は、図３に最もよく示されている。その後、同一の操作が実行され、他のサンプルに対応
する他の増幅曲線の各々から、滑らかにされた信頼下限曲線が生成される。その後、滑ら
かにされた信頼下限曲線の各々と、範囲（ＦＣＬ L  －ＦＣＬ H  ）内にある間隔を置いて離
れた複数の潜在的な蛍光カットオフレベルの各々との交差が、当業者に知られている技術
を使用して数値的に決定される。その後、範囲（Ｔ L  －Ｔ H  ）内のｘ軸に沿った時点集合
が、それぞれの可能な蛍光カットオフレベルと、それぞれのカットオフレベルを交差する
滑らかにされた信頼下限曲線の各々との交差から決定される。
【００３３】
図４を参照して説明する。一例として１．１２の潜在的な蛍光カットオフレベルを使用し
て、目盛較正サンプルの既知の出発濃度の対数（ｘ軸）に対する（ＳＬＣＬ曲線とｙ＝１
．１２における水平線との間の交差から決定される）時点のグラフを決定することができ
る。その後、図示されているように、回帰直線（Ｒ 1 . 1 2）を、既知の出発濃度の対数に対
する時点を表すグラフにフィットさせることができる。当業者によく知られている従来の
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技術を使用して、グラフ中の回帰直線と点とのフィットについての標準偏差が０．４２８
と決定することもできる。図５に示されているように、１．１０３の潜在的な蛍光カット
オフレベルを使用して、目盛較正サンプルの既知の出発濃度の対数（ｘ軸）に対する（Ｓ
ＬＣＬ曲線とｙ＝１．１０３の水平線との間の交差から決定される）時点を表すグラフを
決定することができる。回帰直線（Ｒ 1 . 1 0 3  ）を既知の出発濃度の対数に対する時点を表
すグラフにフィットさせる。その後、グラフ中の回帰直線と点とのフィットについての標
準偏差が０．１８０と決定される。最後に、図６に示されているように、１．０９４の潜
在的な蛍光カットオフレベルを使用して、目盛較正サンプルの既知の出発濃度の対数（ｘ
軸）に対する（各ＳＬＣＬ曲線とｙ＝１．０９４の水平線との間の交差から決定される）
時点を表すグラフを決定することができる。回帰直線（Ｒ 1 . 0 9 4  ）を既知の出発濃度の対
数に対する時点を表すグラフにフィットさせる。その後、グラフ中の回帰直線と点とのフ
ィットについての標準偏差が０．２２６と決定される。
【００３４】
すでに説明したように、その後、フィットの最小標準偏差を与えるカットオフレベルを使
用して、選択されたカットオフレベルと、試験サンプルに対応する滑らかにされた信頼下
限曲線との交差を、試験サンプルの出発濃度の対数に写像する。たとえば、（ＦＣＬ L  －
ＦＣＬ H  ）の範囲にあるちょうど３つの潜在的な蛍光カットオフレベルの分析に基づいて
、１．１０３の正規化された蛍光カットオフレベルに対応する回帰直線Ｒ 1 . 1 0 3  は、試験
サンプルＴ１～Ｔ６の出発濃度を決定するのに使用すべきである。
【００３５】
本発明の他の実施態様によれば、既知の出発濃度の核酸配列を有する複数の「対照」サン
プルを、目盛較正サンプルおよび試験サンプルと同時に増幅させることが、可能である。
その際、潜在的な蛍光カットオフレベル（たとえば１．１２、１．１０３、１．０９４）
と、対照サンプルに対応する滑らかにされた信頼下限曲線との交差に対応する時間（つま
り交差時間）を、それぞれの回帰直線と比較することができる。その際、平均予測誤差は
、それぞれの交差時間と、対照サンプルの既知の出発濃度において回帰直線から予測され
る対応する「交差時間」との間の時間の誤差の数値平均として決定することができる。
【００３６】
図４の回帰直線に基づいて、もし（既知の出発濃度を有する）「試験」サンプルＴ１～Ｔ
６が説明の目的だけのために「対照」サンプルＣ１～Ｃ６として取り扱われるならば、平
均予測誤差（ＡＰＥ）が２６．８％と決定される。図４の凡例に示されているように、試
験サンプル（つまり１，１４４と１０，５６０個の標的複製）の既知の出発濃度は、制御
サンプルＣ１～Ｃ３に対して９０４～２，４０６個の標的複製の間で予測され、制御サン
プルＣ４～Ｃ６に対しては１０，３２３～１４，８５８個の標的複製の間で予測される。
図５の回帰曲線に基づいて、「対照」サンプルＣ１～Ｃ６に対して平均予測誤差（ＡＰＥ
）が９％であることが見出される。最後に、図５の凡例に示されているように、試験サン
プルの既知の出発濃度は、対照サンプルＣ１～Ｃ３に対しては１，０４２～１，８７５個
の標的複製の間で予測され、対照サンプルＣ４～Ｃ６に対しては８，８６５～１３，１７
９個の標的複製の間で予測される。図６の回帰直線に基づいて、０．９％の平均予測誤差
（ＡＰＥ）が、対照サンプルＣ１～Ｃ６に対して見いだされる。図６の凡例に示されてい
るように、試験サンプルの既知の出発濃度は、対照サンプルＣ１～Ｃ３に対しては１，０
４９～１，６７５個の標的複製の間で予測され、対照サンプルＣ４～Ｃ６に対しては８，
２３６～１２，２６４個の標的複製の間で予測される。この実施態様によれば、その後、
最小平均誤差を与えるカットオフレベルを好ましく使用して、選択されたカットオフレベ
ルと試験サンプルに対応する滑らかにされた信頼下限曲線との交差を、試験サンプルの出
発濃度の対数に写像する。たとえば、ＦＣＬ L  －ＦＣＬ H  の範囲にあるちょうど３つの潜
在的な蛍光カットオフレベルのＡＰＥ分析に基づいて、１．０９４の正規化された蛍光カ
ットオフレベルに対応する回帰直線ＲＬ 1 . 0 9 4  は、試験サンプルＴ１～Ｔ６の出発濃度を
決定するのに使用すべきである。
【００３７】
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図７には、上記２つの統計的基準の比較について示されている。特に、潜在的なカットオ
フレベルに対応する回帰直線へのフィットについての標準偏差をプロットすることによっ
て、１．１０３の好ましいカットオフレベルが与えられる。潜在的なカットオフレベルに
対する平均予測誤差（ＡＰＥ）をプロットすることによって、１．１０３に比較的近い１
．０９４の好ましいカットオフレベルが与えられる。当業者に理解できるように、図７に
は、目盛較正サンプルの「良さ（ goodness）」について２つの測定値、つまり予測（回帰
直線についての標準偏差）及び平均バイアス（平均予測誤差）のカットオフレベル選択に
対する依存度が示されている。こうして、統計的基準における理に適った選択によって、
近似的に等しいカットオフレベルを与えることができる。さらに、図７における多数のｘ
－ｙデータポイントによって示されているように、非常に多数の密接に間隔を置いた潜在
的カットオフレベルを使用することによって、試験サンプルにおける核酸配列の出発量を
より正確に評価することができる。
【００３８】
本発明による他の好ましい実施態様は、試験サンプル内の核酸配列量を決定するための装
置３０を含む。この好ましい装置は、時間間隔におけるそれぞれの測定時点において、（
未知量の核酸配列を含む）すなくとも一つの試験サンプルおよび（既知量の核酸配列を含
む）複数の目盛較正サンプル内の核酸配列量の指標を測定するための、すでに言及した蛍
光測定ツールなどの手段３２を備える。装置３０はまた、コンピュータ制御のもとで動作
する。特に、測定ツール３２は、好ましくは、汎用または特定目的の制御装置３４と作動
的に結合する。制御装置３４は、好ましくは、測定ツール３２の動作を制御し、上記ステ
ップに従って数値的操作を実行するためのコンピュータプログラム製造物を備える。制御
装置３４は、ファイル３６、ディスク入力３８、またはデータバス４０を介して、設定お
よび他の関連データを受け入れてもよい。表示装置４２とプリンタ４４も、制御装置３４
によって実行された操作を視覚的に表示することができるように備えられることが好まし
い。制御装置３４によって実行された機能が、汎用コンピュータシステム上で実行される
ソフトウエアモジュールとして全体的または部分的に実行されることが、当業者にとって
理解されるであろう。あるいはまた、上記機能及び作動を実行するための特定目的の集積
回路を備えた図示された独立型システムも、提供され得る。
【００３９】
特に、好ましいコンピュータプログラム製造物はコンピュータ読取可能プログラム符号化
手段がその中に実体化されたコンピュータ読取可能記憶媒体を備える。好ましいコンピュ
ータ読取可能プログラム符号化手段は、第１の潜在的カットオフレベルに対して、複数の
目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の指標がその第１のカットオフレベルに等し
くなるところの時間間隔内における第１の時点集合を決定するためのコンピュータ読取可
能プログラム符号化手段を備える。プログラム符号化手段はまた、好ましくは、第２の潜
在的カットオフレベルに対して、目盛較正サンプル内で増幅中の核酸配列の量の指標がそ
の第２のカットオフレベルに等しくなるところの時間間隔内における第２の時点集合を決
定するために提供される。加えて、プログラム符号化手段は、回帰直線へのフィットにつ
いての標準偏差、または回帰直線に関する最小平均予測誤差などの統計的基準に関して、
その時間間隔内において、第１の点集合と第２の点集合のいずれが、複数の目盛較正サン
プル中に存在する既知量の核酸配列に対してその統計的基準をより満足するかを決定する
。その後、試験サンプル内の核酸配列の出発量が、その統計的基準をより満足するように
決定された第１または第２のカットオフ点に基づいて決定される。好ましいプログラム符
号化手段は、数値操作としてのより詳細な上述のステップ中のいくつかを実行するために
提供される。以上の説明から、本発明は、目盛較正サンプル内の核酸配列量の指標の測定
値が評価されるところにおいて、カットオフレベルをより正確に決定することによって、
試験サンプル内の核酸配列量をより正確に決定することができるツールを提供する。
【００４０】
本図面および本明細書において、本発明の典型的な好ましい実施態様についての開示がな
されてきた。特定の用語が使用されてきたが、それらは一般的および説明的な意味のみに
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おいて使用されてきたものであって、限定を目的として使用されたものではない。さらに
、請求項中に使用されたグラフや、グラフヘの直線および曲線のフィッティングや、曲線
の決定に関する用語は、データ（つまりｘ－ｙデータ）およびメモリを備える処理装置（
たとえばコンピュータ）の内部変数を処理することも含むように意図されたものであり、
印刷や、直線、曲線、グラフのプロッティングなどの物理的作業に限定されるものではな
いことが、当業者によって理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明におけるサンプル内の核酸配列量を決定するための方法を実行するための
流れ図である。
【図２】それぞれの量の核酸配列を含む目盛較正および試験サンプルに対する増幅データ
を示す図である。
【図３】本発明における増幅データ及びそこから非パラメータ的平滑化操作を使って決定
された滑らかな曲線を示す図である。
【図４】潜在的な蛍光カットオフレベルが１．１２である場合において、核酸出発濃度に
対する潜在的なカットオフレベルを越える時間を示す図である。
【図５】潜在的な蛍光カットオフレベルが１．１０３である場合において、核酸出発濃度
に対する潜在的なカットオフレベルを越える時間を示す図である。
【図６】潜在的な蛍光カットオフレベルが１．０９４である場合において、核酸出発濃度
に対する潜在的なカットオフレベルを越える時間を示す図である。
【図７】異った統計的基準を使用して決定された好ましい蛍光カットオフレベルの比較を
示す図である。
【図８】本発明における試験サンプル内の核酸配列量を決定するための装置の一般的なハ
ードウエア構成を示す図である。
【符号の説明】
３０　核酸配列量決定装置
３２　蛍光測定ツール
３４　コンピュータ制御装置
３６　ファイル
３８　ディスク入力
４０　データバス
４２　表示装置
４４　プリンタ
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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