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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
下記工程（１）～（４）を含む、標的核酸の定量方法。
（１）標的核酸の３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配列及び第２の
配列を含む一本鎖の核酸又は二本鎖核酸から得られる該一本鎖の核酸を鋳型として、５’
末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な配列
を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用いて、
アニーリング反応、核酸伸長反応及びヌクレアーゼ反応を実施することにより、一方の一
本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に相補
的な配列、対象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む第１の二本鎖核
酸を得る工程
（２）工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を鋳型として、第２の配列を含む第２のプ
ライマー及び特定配列を含む第３のプライマーを用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本
鎖核酸を得る工程
（３）工程（２）で得られた第２の二本鎖核酸の配列を決定する工程
（４）工程（３）で決定された配列に基づいて、対象配列及びランダム配列の組み合わせ
の数を測定することにより、下記数式（１）
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【数１】

（１）
（式中、Ｎは標的核酸の数を表わし；Ｃはランダム配列の種類の数を表わし；及び、Ｈは
測定された対象配列及びランダム配列の組み合わせの数を表わす）
により、標的核酸を定量する工程
【請求項２】
前記標的核酸は、１種又は２種以上の生物に由来する核酸である、請求項１に記載の標的
核酸の定量方法。
【請求項３】
前記標的核酸は、ｒＲＮＡ遺伝子の一部又は全部を含む核酸である、請求項１に記載の標
的核酸の定量方法。
【請求項４】
前記対象配列はｒＲＮＡ遺伝子の可変領域であり、かつ、前記第１の配列及び前記第２の
配列はそれぞれ該領域の下流及び上流の保存領域である、請求項１に記載の標的核酸の定
量方法。
【請求項５】
前記標的核酸は、水、土壌、空気、生体組織、食品、医薬品及び化粧品からなる群から選
ばれる試料における核酸である、請求項１に記載の標的核酸の定量方法。
【請求項６】
前記標的核酸の数は、１００～１，０００，０００のいずれかの数である、請求項１に記
載の標的核酸の定量方法。
【請求項７】
前記ランダム配列は４～２０のいずれかの塩基数を有するランダム配列であり；又は、前
記ランダム配列の種類の数は１０２～１０１５のいずれかの数である、請求項１に記載の
標的核酸の定量方法。
【請求項８】
前記特定配列は、１０～５０のいずれかの塩基数を有し、かつ、前記標的核酸の配列に非
相補的な配列からなる特定配列である、請求項１に記載の標的核酸の定量方法。
【請求項９】
下記工程（１）～（２）を含む、標的核酸の対象配列及びランダム配列を含む二本鎖核酸
の増幅方法。
（１）標的核酸の３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配列及び第２の
配列を含む一本鎖の核酸又は二本鎖核酸から得られる該一本鎖の核酸を鋳型として、５’
末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な配列
を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用いて、
第２の配列を含む第２のプライマー及び特定配列を含む第３のプライマーの非存在下で、
アニーリング反応、核酸伸長反応、ヌクレアーゼ反応及びヌクレアーゼ失活反応を実施す
ることにより、一方の一本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム
配列、第１の配列に相補的な配列、対象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配
列を含む第１の二本鎖核酸を得る工程
（２）工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を鋳型として、添加した前記第２のプライ
マー及び前記第３のプライマーを用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本鎖核酸を得る工
程
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【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
本出願は、２０１５年１１月１８日出願の日本特願２０１５－２２５６７１号の優先権を
主張し、その全記載は、ここに開示として援用される。
【技術分野】
【０００２】
本発明は、保存領域に囲まれた対象配列を含む標的核酸を定量する方法及びそのためのキ
ットに関する。
【背景技術】
【０００３】
次世代シーケンシング技術の開発により、同時的に多数のシーケンシングが可能となった
ことから、遺伝子の網羅的解読が実用的になった。シーケンシングに際しては、通常、配
列の検出が可能な程度に、標的となる遺伝子を含む核酸をＰＣＲにより増幅する。
【０００４】
次世代シーケンシング技術を応用すれば、試料における標的核酸の相対量（割合）を定量
することが理論上は可能である。しかし、実際には、シーケンシングにより得られるシー
ケンスライブラリ中の標的核酸の割合から、試料中の標的核酸のコピー数を推測すること
は困難である。これは、核酸のＰＣＲによる増幅効率が、核酸の配列、ＧＣ含量、二次構
造などによって相違するからである。そこで、通常は、シーケンシングとは別に、リアル
タイムＰＣＲなどにより、標的核酸を定量する方法がとられている。
【０００５】
このようなＰＣＲ増幅効率に起因する問題を解消して、標的核酸のシーケンシングと標的
核酸の定量とを兼ね備えた方法としては、例えば、下記特許文献１及び非特許文献１（該
文献の全記載はここに開示として援用される）には、標的核酸の末端に共通配列及び可変
配列からなるアダプター配列をライゲーションしたものを鋳型として、該共通配列に相補
的な配列を有するプライマーを用いてＰＣＲを実施し、次いで増幅産物の配列を確認する
ことにより、可変配列の種類及びその数を基に標的核酸のコピー数を算出する方法が記載
されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許出願公開第２０１１／０１６００７８号明細書
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Glenn K. Fu et al., PNAS, May 31, 2011, vol.108, no.22, pp.9026-
9031
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
しかし、特許文献１及び非特許文献１に記載の方法は、標的核酸の末端にライゲーション
反応により特定の配列を付加しているところ、ライゲーション反応を実施するためには、
先立って制限酵素処理をすることにより、標的核酸の末端を突出末端としなければならな
い。そこで、標的核酸の配列によっては突出末端化が困難又は不可能であり、さらに制限
酵素による切断効率によっては突出末端化の効率に影響を受けるという問題がある。
【０００９】
そこで、本発明が解決しようとする課題は、ライゲーション反応を実施せずに、かつ、Ｐ
ＣＲ増幅効率に起因する問題を解消して、標的核酸のシーケンシングと標的核酸の定量と
を兼ね備えた方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
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【００１０】
本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究を積み重ねた結果、（１）標的核酸の
配列に特異的な配列並びにその上流にランダム配列及び既知配列を導入したプライマーを
用いて、シングルプライマー伸長反応を実施することにより、ランダム配列と標的核酸の
配列とを有する二本鎖核酸を得て、（２）得られた二本鎖核酸を鋳型として、既知配列に
特異的なプライマー及び標的核酸の配列の一部を有するプライマーを用いてＰＣＲを実施
することによりランダム配列と標的核酸の配列とを有する二本鎖核酸の増幅物を得て、（
３）得られた二本鎖核酸の増幅物を用いて、シーケンシングを行い標的核酸の配列と共に
ランダム配列を解読する方法を創作することに成功した。さらに、本発明者らは、本方法
によれば、標的核酸のシーケンシングと同時にランダム配列の多様性から標的核酸のコピ
ー数を定量することが可能であることを見出した。
【００１１】
また、本方法は、従前のシーケンスライブラリ中の標的核酸の割合から試料中の標的核酸
のコピー数を推測する方法に比べて精度が高く、かつ、２種類以上の標的核酸が複数含む
ように調製したモデル試料だけではなく、環境試料中の複数種類の標的核酸のコピー数を
高精度に定量できることを見出した。本発明はこのような成功例や知見に基づいて完成す
るに至った発明である。
【００１２】
したがって、本発明の一態様によれば、下記工程（１）～（４）を含む、標的核酸の定量
方法が提供される。
（１）標的核酸の３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配列及び第２の
配列を含む一本鎖の核酸又は二本鎖核酸から得られる該一本鎖の核酸を鋳型として、５’
末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な配列
を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用いて、
アニーリング反応、核酸伸長反応及びヌクレアーゼ反応を実施することにより、一方の一
本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に相補
的な配列、対象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む第１の二本鎖核
酸を得る工程
（２）工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を鋳型として、第２の配列を含む第２のプ
ライマー及び特定配列を含む第３のプライマーを用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本
鎖核酸を得る工程
（３）工程（２）で得られた第２の二本鎖核酸の配列を決定する工程
（４）工程（３）で決定された配列に基づいて、対象配列及びランダム配列の組み合わせ
の数を測定することにより、下記数式（１）
【数１】

（１）
（式中、Ｎは標的核酸の数を表わし；Ｃはランダム配列の種類の数を表わし；及び、Ｈは
測定された対象配列及びランダム配列の組み合わせの数を表わす）
により、標的核酸を定量する工程
【００１３】
本発明の別の一態様によれば、下記工程（１）～（２）を含む、標的核酸の対象配列及び
ランダム配列を含む二本鎖核酸の増幅方法が提供される。
（１）標的核酸の３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配列及び第２の
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配列を含む一本鎖の核酸又は二本鎖核酸から得られる該一本鎖の核酸を鋳型として、５’
末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な配列
を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用いて、
アニーリング反応、核酸伸長反応及びヌクレアーゼ反応を実施することにより、一方の一
本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に相補
的な配列、対象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む第１の二本鎖核
酸を得る工程
（２）工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を鋳型として、第２の配列を含む第２のプ
ライマー及び特定配列を含む第３のプライマーを用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本
鎖核酸を得る工程
【００１４】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記標的核酸は、１種又は２種以上の生物
に由来する核酸である。
【００１５】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記標的核酸は、ｒＲＮＡ遺伝子の一部又
は全部を含む核酸である。
【００１６】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記対象配列はｒＲＮＡ遺伝子の可変領域
であり、かつ、前記第１の配列及び前記第２の配列はそれぞれ該領域の下流及び上流の保
存領域である。
【００１７】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記標的核酸は、水、土壌、空気、生体組
織、食品、医薬品及び化粧品からなる群から選ばれる試料における核酸である。
【００１８】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記標的核酸の数は、１００～１，０００
，０００のいずれかの数である。
【００１９】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記ランダム配列は４～２０のいずれかの
塩基数を有するランダム配列であり；及び、前記ランダム配列の種類の数は１０２～１０
１５のいずれかの数である。
【００２０】
好ましくは、本発明の一態様の方法において、前記特定配列は、１０～５０のいずれかの
塩基数を有し、かつ、前記標的核酸の配列に非相補的な配列からなる特定配列である。
【００２１】
本発明の別の一態様によれば、３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配
列及び第２の配列を含む一本鎖の核酸又は該一本鎖を含む二本鎖核酸である標的核酸を定
量するためのキットであって、
５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な
配列を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーと、
ヌクレアーゼと、
第２の配列を含む第２のプライマーと、
特定配列を含む第３のプライマーと
を含む、前記キットが提供される。
【００２２】
好ましくは、本発明の一態様のキットにおいて、前記対象配列はｒＲＮＡ遺伝子の可変領
域であり、かつ、前記第１の配列及び前記第２の配列はそれぞれ該領域の下流及び上流の
保存領域である。
【発明の効果】
【００２３】
本発明の一態様の方法によれば、ＰＣＲ増幅効率に起因する問題を解消して、標的核酸の
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シーケンシングと共に、標的核酸のコピー数の高精度な定量を達成することができる。本
発明の一態様のキットは、本発明の一態様の方法を実施するために、使用することができ
る。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、本発明の一実施態様に係る標的核酸の定量方法の概略図である。
【図２】図２は、実施例の例１に記載の実験方法を模式化した図である。
【図３】図３は、実施例の例２に記載の定量値の直線性を示した図である。
【図４】図４は、実施例の例２に記載の複合系における定量結果を比較した図である。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
以下、本発明の各態様の詳細について説明するが、本発明の技術的範囲は本項目の事項に
よってのみに限定されるものではなく、本発明はその目的を達成する限りにおいて種々の
態様をとり得る。
本発明の具体的な一態様は、下記工程（１）～（４）を少なくとも含む、標的核酸の定量
方法（以下、本発明の一態様の定量方法とよぶ。）である。
（１）標的核酸である３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配列及び第
２の配列を含む一本鎖の核酸又は二本鎖核酸から得られる該一本鎖の核酸を鋳型として、
５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な
配列を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用い
て、アニーリング反応、核酸伸長反応及びヌクレアーゼ反応を実施することにより、一方
の一本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に
相補的な配列、対象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む第１の二本
鎖核酸を得る工程
（２）工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を鋳型として、第２の配列を含む第２のプ
ライマー及び特定配列を含む第３のプライマーを用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本
鎖核酸を得る工程
（３）工程（２）で得られた第２の二本鎖核酸の配列を決定する工程
（４）工程（３）で決定された配列に基づいて、対象配列及びランダム配列の組み合わせ
の数を測定することにより、下記数式（１）
【数２】

（１）
（式中、Ｎは標的核酸の数を表わし；Ｃはランダム配列の種類の数を表わし；及び、Ｈは
測定された対象配列及びランダム配列の組み合わせの数を表わす）
により、標的核酸を定量する工程
【００２６】
本発明の一態様の定量方法は、標的核酸の配列解読及び解読により得られた各々の配列の
定量を網羅的に行うことを可能とし、その概要は以下のとおりである。
【００２７】
試料における核酸の種類を特定するような対象配列を含む一本鎖化したＤＮＡやＲＮＡな
どの標的核酸を鋳型として、標的核酸の配列中の対象配列の下流の配列に特異的な配列並
びにその上流にランダム配列及び既知のアダプター配列を有するプライマーを用いて、Ｄ
ＮＡ合成酵素により、標的核酸に相補的な一本鎖核酸を合成する。合成した一本鎖核酸は
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上流から、アダプター配列、ランダム配列及び対象配列に相補的な配列の順となっている
。一本鎖核酸合成の後、余剰プライマーはエキソヌクレアーゼＩなどの一本鎖核酸に特異
的な酵素で分解及び除去する。
【００２８】
次にアダプター配列に特異的に結合するプライマー及び標的核酸の配列中の対象配列の上
流の配列に特異的な配列を有するプライマーを用いてＰＣＲを行い、ランダム配列及び対
象配列を含む核酸断片を増幅する。増幅されたＰＣＲ産物には、少なくともランダム配列
及び対象配列が含まれる。このＰＣＲ産物の配列を、例えば、イルミナ社のＭｉｓｅｑな
どを用いた次世代シーケンサーにより網羅的に決定する。決定した配列の末端に存在する
ランダム配列の種類数と試料中の対象配列（を含む標的核酸）の数との関係はポアソン分
布に従うことから、ランダム配列の種類数から試料中の対象配列を含む標的核酸の数を推
定することが可能である。
【００２９】
従前の方法として、試料中にある２種類以上の標的核酸をＰＣＲに供し、次いでシーケン
シングすることにより得られたシーケンスライブラリにおいて、各標的核酸の配列を数量
的に比較した構成比は、試料中の標的核酸の数の構成比を反映していない。これはＰＣＲ
に定量性がないことに起因する。そこで、定量的な解析を行うためには、各々の配列につ
いて別々のアッセイを行わなければいけない。しかし、例えば、海洋堆積物では１サンプ
ル１ｍｌあたりに数百～数千の微生物種が検出されることから、これら全ての微生物種を
網羅的に定量することは、従前の方法では不可能であった。
【００３０】
それに対して、本発明の一態様の定量方法では、核酸配列の解読と同時に、各々の配列の
定量を高精度で網羅的に行うことが可能である。
【００３１】
すなわち、本発明の一態様の定量方法では、結果として得られる増幅産物に組み込まれる
ランダム配列の種類数（バラエティー）は最初のステップの一本鎖核酸合成によってのみ
決まる。後段の２０～４０サイクルのＰＣＲでは、配列毎にＰＣＲ効率が変わるのでＰＣ
Ｒ産物量に相違がある可能性はあるが、組み込まれたランダム配列のバラエティーは変化
しない。
【００３２】
したがって、ランダム配列のバラエティーは確率論的に決定されるので、次世代シーケン
サーで十分な量のシーケンスを解読すれば、最初の鋳型の標的核酸のコピー数が計算によ
って求めることができる。
【００３３】
このことは後述する実施例によって実証されており、例えば、本発明の一態様の定量方法
により、導入した２種類の標的核酸の総コピー数に対して７０～８０％程度のコピー数が
算出されるが、これは操作上のばらつきなどを考慮すると非常に優秀な値である。また、
２種類の標的核酸の混合比については、混合比率や配列特異性によらずに、精度よく再現
できている。このような結果が得られる本発明の一態様の定量方法は、生態学や生物学な
どの学術分野に加えて、医学分野に及ぼす影響は大きい蓋然性がある。
【００３４】
以下では、本発明の一態様の定量方法を、本発明の一態様の定量方法を非限定的かつ模式
的に表した図１を参照して説明する。
【００３５】
図１の（１）に記載があるとおり、３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列１１
、対象配列１２及び第２の配列１３を含む一本鎖の核酸である標的核酸１を鋳型とする。
ここで、標的核酸が二本鎖の核酸である場合は、該二本鎖の核酸を変性反応に供して、一
本鎖の核酸とした標的核酸１を得る。
【００３６】
標的核酸１に対して、５’末端側から３’末端側への方向に特定配列２３、ランダム配列
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２２及び第１の配列に相補的な配列２１を含む第１のプライマー２を用いる。第１のプラ
イマー２としては、ランダム配列２２の種類の数に応じて複数種類のものを用いる。すな
わち、ランダム配列２２の種類が１，０００種類である場合は、その種類に応じて第１の
プライマー２の種類は１，０００種類となる。
【００３７】
標的核酸１及び第１のプライマー２の存在下でアニーリング反応に供することにより、標
的核酸１の第１の配列１１及び第１のプライマー２の配列２１がハイブリダイズする。次
いで、標的核酸１及び第１のプライマー２のハイブリッドを核酸伸長反応に供することに
より、標的核酸１を鋳型として、第１のプライマー２の配列２１を起点として５’→３’
方向に核酸が伸長する。次いで、得られた核酸伸長反応物をヌクレアーゼ反応に供するこ
とにより、ハイブリダイズしなかった余剰の第１のプライマー２、標的核酸１の一本鎖部
分、標的核酸が二本鎖である場合に核酸伸長反応において鋳型とならなかった他方の一本
鎖などを消化することにより、一方の一本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定
配列２３、ランダム配列２２、第１の配列に相補的な配列２１、対象配列に相補的な配列
３１及び第２の配列に相補的な配列３２を含む第１の二本鎖核酸５を得る（図１の（２）
を参照）。
【００３８】
次いで、前記第１の二本鎖核酸５を鋳型として、第２の配列１３を含む第２のプライマー
３及び特定配列２３を含む第３のプライマー４によるＰＣＲを実施して、第２の二本鎖核
酸６を得る（図１の（３）～（５）を参照）。このＰＣＲでは、まず第１の二本鎖核酸５
のうちの５’末端側から３’末端側への方向に特定配列２３、ランダム配列２２、第１の
配列に相補的な配列２１、対象配列に相補的な配列３１及び第２の配列に相補的な配列３
２を含む一方の一本鎖を鋳型として、第２のプライマー３を用いた核酸伸長反応が起こり
（図１の（３）を参照）、結果として第２の二本鎖核酸６が得られる（図１の（４）を参
照）。次いで、第２の二本鎖核酸６を鋳型として、第２のプライマー３及び第３のプライ
マー４によって反応が進行し（図１の（５）を参照）、結果として第２の二本鎖核酸６の
増幅物が得られる。ここで得られる第２の二本鎖核酸６は、ランダム配列２２の種類の数
に応じて、複数種類になる。
【００３９】
次いで、得られた第２の二本鎖核酸６の配列を決定し、さらに決定された配列に基づいて
、対象配列１２及びランダム配列２２の組み合わせの数を測定することにより、上記数式
（１）により、標的核酸を定量する（図１の（６）を参照）。
【００４０】
標的核酸は特に限定されず、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡなどの通常核酸として知られている
ものが挙げられ、好ましくは１種又は２種以上の生物に由来する核酸であり、より好まし
くは１種又は２種以上の真正細菌、古細菌、ウイルス、真核生物、原生生物、植物、動物
又は昆虫に由来する核酸である。
【００４１】
標的核酸は、生物種ごとにバラエティーのある領域である可変領域と、該可変領域の下流
及び上流に生物種間で共通する、又はよく保存された領域である保存領域とを含む核酸で
あることが好ましい。この場合、可変領域は対象配列に相当し、可変領域の下流（３’末
端側）の保存領域は第１の領域に相当し、かつ、可変領域の上流（５’末端側）の保存領
域は第２の領域に相当する。可変領域と可変領域の下流及び上流の保存領域とを含む核酸
は特に限定されないが、例えば、ｒＲＮＡ遺伝子やその他の機能遺伝子などの遺伝子の一
部又は全部を含む核酸を挙げることができる。
【００４２】
機能遺伝子は特に限定されない。当業界において、機能遺伝子をＰＣＲに基づいてシーケ
ンシング及び定量することは技術常識としてよくなされている。例えば、既存のデータベ
ース上に存在するターゲットとなる各生物種の機能遺伝子並びにその上流及び下流の配列
を取り出し、アライメントし、ＰＣＲで使用するプライマーのターゲットとし得る共通配



(9) JP 6284137 B2 2018.2.28

10

20

30

40

50

列（保存領域）を見出すことができる。多くの機能遺伝子には保存領域があるので、この
ような方法で未知の機能遺伝子の配列（ただし、機能は既知）を環境ＤＮＡから取得する
ことができる。例えば、真核生物の場合は非遺伝子領域が多いことから、上流及び下流の
共通配列をプライマーとして使うことが多い。その他の方法としては、例えば、ｈｔｔｐ
：／／ｔｏｇｏｄｂ．ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｄｂｃ．ｊｐ／ｅｎｔｒｙ／ｓｔｇａ＿ｈｏ
ｗｔｏ／５などに記載の方法を参照できる。
【００４３】
なお、本明細書における「保存領域」との用語は、ｒＲＮＡ遺伝子における可変領域に対
応する用語に限定されるものではなく、生物種間で共通する配列を含む領域ということが
できる。
【００４４】
標的核酸の具体例としてはｒＲＮＡ遺伝子が挙げられ、例えば真正細菌及び古細菌のｒＲ
ＮＡ遺伝子である１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子については、１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の可変領
域であるＶ１～Ｖ９領域のいずれかの領域（対象配列）及び該領域の下流及び上流の保存
領域（第１の配列及び第２の配列）を含む核酸を標的核酸とすることができる。
【００４５】
標的核酸における第１の配列、対象配列及び第２の配列の塩基数については特に限定され
ず、例えば、第１の配列及び第２の配列であれば、それぞれ第１のプライマーと特異的に
ハイブリダイズする程度及び第２のプライマーとして機能する程度の塩基数であればよく
、好ましくは１０～５０塩基程度である。
【００４６】
標的核酸は核酸そのものでも試料中に含まれる核酸でもよく、例えば、水、土壌、空気、
生体組織、食品、医薬品、化粧品などの試料における核酸であってもよい。標的核酸が試
料中に含まれる核酸である場合は、当業界の技術常識を勘案して、事前に試料中から核酸
を抽出することが好ましい。
【００４７】
標的核酸の数は定量できる程度の数であれば特に限定されず、例えば、本発明の一態様の
定量方法の感度や検出下限及び上限を考慮すれば、１００～１，０００，０００の範囲内
にあることが好ましい。
【００４８】
ランダム配列は塩基の並びがランダムになるように設計された配列であれば特に限定され
ない。ランダム配列がＡ（アデニン）、Ｔ（チミン）、Ｃ（シトシン）及びＧ（グアニン
）の４種類の塩基からなるものである場合は、定量しようとする標的核酸の種類や数及び
設計の容易性を考慮すれば、ランダム配列の塩基数は４～２０のいずれかの数であること
が好ましい。同様に、ランダム配列の種類の数は１０２～１０１５のいずれかの数である
ことが好ましい。
【００４９】
特定配列の配列や塩基数は特に限定されない。特定配列を有する第３のプライマーがプラ
イマーとしての機能を有することや設計の容易性を考慮すれば、特定配列は１０～５０の
いずれかの塩基数であることが好ましく、さらに標的核酸の配列に非相補的な配列からな
ることがより好ましい。
【００５０】
第１の配列に相補的な配列は、第１の配列に特異的にハイブリダイズする程度の塩基数を
含むものであれば特に限定されない。
【００５１】
本発明の一態様の定量方法の工程（１）では、標的核酸を鋳型として、ランダム配列の種
類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用いて、アニーリング反応、核酸伸長反応
及びヌクレアーゼ反応を実施する。第１のプライマーの種類の数は、ランダム配列の種類
の数と同一であっても、ランダム配列の種類の数よりも多くても、又は少なくてもよい。
【００５２】
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本発明の一態様の定量方法の工程（１）は、アニーリング反応、核酸伸長反応及びヌクレ
アーゼ反応は当業者によって通常用いられている方法によって実施され得る。本発明の一
態様の定量方法において、アニーリング反応は特に限定されないが、例えば、前段におけ
る加熱反応（変性反応）の有無に関係なく、第１のプライマーと標的核酸とがハイブリダ
イズするような条件下に第１のプライマー及び標的核酸をおく反応ということができる。
前段に変性反応（例えば、第１のプライマー及び標的核酸を９０℃～１００℃で数十秒～
数分間に加熱する反応）がある場合は、アニーリング反応は、例えば、急速に冷却して５
０℃～６５℃程度に数十秒間～数分間おく反応であることができる。前段に変性反応がな
い場合は、アニーリング反応は、例えば、３０℃～６５℃程度に数十秒間～数分間おく反
応であることができる。
【００５３】
核酸伸長反応は特に限定されず、例えば、ＤＮＡポリメラーゼなどの核酸合成酵素を用い
、該核酸合成酵素の酵素活性に適した温度で実施する反応をいうことができる。ヌクレア
ーゼ反応は特に限定されず、例えば、エキソヌクレアーゼやエンドヌクレアーゼなどのヌ
クレアーゼを用い、該ヌクレアーゼに適した温度で実施する反応をいうことができる。ヌ
クレアーゼ反応後は、加熱するなどして、後段のＰＣＲに影響しない程度にヌクレアーゼ
の活性を失活させることが好ましい。
【００５４】
本発明の一態様の定量方法の工程（１）を実施することによって、一方の一本鎖が５’末
端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に相補的な配列、対
象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む第１の二本鎖核酸が得られる
。
【００５５】
本発明の一態様の定量方法の工程（２）では、工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を
鋳型として、第２の配列を含む第２のプライマー及び特定配列を含む第３のプライマーを
用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本鎖核酸を得る。
【００５６】
第２のプライマーは第２の配列を含む限り特に限定されず、例えば、第２の配列それ自体
又は第２の配列に加えて他の配列を含むものであり得る。他の配列としては、例えば、ラ
ンダム配列を挙げることができる。第２のプライマーにおける第２の配列の塩基長は、第
２のプライマーが第２の配列と相補的な配列と特異的に結合し得るというプライマーとし
ての機能を発揮する程度の長さであれば特に限定されない。
【００５７】
第３のプライマーは特定配列を含む限り特に限定されず、例えば、特定配列それ自体又は
特定配列に加えて他の配列を含むものであり得る。第３のプライマーにおける特定配列の
塩基長は、第３のプライマーが特定配列と相補的な配列と特異的に結合し得るというプラ
イマーとしての機能を発揮する程度の長さであれば特に限定されない。
【００５８】
ＰＣＲの条件は特に限定されず、当業界における技術常識を勘案して、二本鎖核酸を一本
鎖化する変性反応、アニーリング反応及びＤＮＡポリメラーゼなどの核酸合成酵素による
核酸伸長反応が生じる温度及び時間を適宜設定し、これらの反応を数十サイクル繰り返す
ことにより実施することができる。ＰＣＲで使用する核酸合成酵素は、工程（１）におけ
る核酸伸長反応で用いる酵素と同一のものでも、それとは異なるものでも、どちらでもよ
い。
【００５９】
工程（２）においてＰＣＲを実施することにより得られる第２の二本鎖核酸は、５’末端
側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に相補的な配列、対象
配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む一方の一本鎖と、５’末端側か
ら３’末端側への方向に第２の配列、対象配列、第１の配列、ランダム配列に相補的な配
列及び特定配列に相補的な配列含む他方の一本鎖からなる二本鎖の核酸である。
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【００６０】
本発明の一態様の定量方法における工程（３）では、工程（２）で得られた第２の二本鎖
核酸の配列を決定する。第２の二本鎖核酸の配列を決定する方法は特に限定されず、例え
ば、当業界の技術常識を勘案したシーケシング技術を適用できる。シーケシング技術とし
ては、例えば、同時的に多数の配列を解読することができる次世代型シーケシング技術を
適用することができる。具体的なシーケシング技術としては、後述する実施例に記載があ
るような、シーケンス用のインデックスを付加したＤＮＡの配列を、ＤＮＡシーケンサー
ｍｉｓｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社）で解読する技術を挙げることができる。配列を決定す
る核酸は、第２の二本鎖核酸のうちの一方の一本鎖、他方の一本鎖又はこれらの両鎖の核
酸とすることができる。
【００６１】
本発明の一態様の定量方法における工程（４）では、工程（３）で決定された配列に基づ
いて、対象配列及びランダム配列の組み合わせの数を測定することにより、上記数式（１
）により、標的核酸を定量する。
【００６２】
対象配列及びランダム配列の組み合わせの数を測定する方法は特に限定されず、例えば、
決定された配列情報に基づいて、例えば対象生物由来の配列ごとにランダム配列の種類の
数を計上することにより算出することができる。
【００６３】
標的核酸の数は、上記数式（１）に従って、対象配列及びランダム配列の組み合わせの数
とランダム配列の数とから算出できる。
【００６４】
本発明の一態様の定量方法では、本発明の課題を解決し得る限り、上記した工程の前段若
しくは後段又は工程中に、種々の工程や操作を加入することができる。例えば、工程（３
）の後、工程（４）を実施する前に、工程（３）によって得られたＰＣＲ産物を、アガロ
ースゲル電気泳動に供して目的のバンドを切り出すことなどの通常のＤＮＡ精製手段を利
用して、第２の二本鎖核酸を精製してもよい。
【００６５】
本発明の具体的な別の一態様は、下記工程（１）～（２）を少なくとも含む、標的核酸の
対象配列及びランダム配列を含む二本鎖核酸の増幅方法（以下、本発明の一態様の増幅方
法とよぶ。）である。
（１）標的核酸の３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象配列及び第２の
配列を含む一本鎖の核酸又は二本鎖核酸から得られる該一本鎖の核酸を鋳型として、５’
末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相補的な配列
を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマーを用いて、
アニーリング反応、核酸伸長反応及びヌクレアーゼ反応を実施することにより、一方の一
本鎖が５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列、第１の配列に相補
的な配列、対象配列に相補的な配列及び第２の配列に相補的な配列を含む第１の二本鎖核
酸を得る工程
（２）工程（１）で得られた第１の二本鎖核酸を鋳型として、第２の配列を含む第２のプ
ライマー及び特定配列を含む第３のプライマーを用いて、ＰＣＲを実施して、第２の二本
鎖核酸を得る工程
【００６６】
本発明の一態様の増幅方法における工程（１）及び（２）は、上記した本発明の一態様の
定量方法の工程（１）及び（２）を参照して実施することができる。
【００６７】
本発明の具体的な別の一態様は、３’末端側から５’末端側への方向に第１の配列、対象
配列及び第２の配列を含む一本鎖の核酸又は該一本鎖を含む二本鎖核酸である標的核酸を
定量するためのキット（以下、本発明の一態様のキットとよぶ。）であり、該キットは以
下の成分（１）～（４）を少なくとも含む。
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（１）５’末端側から３’末端側への方向に特定配列、ランダム配列及び第１の配列に相
補的な配列を含み、かつ、ランダム配列の種類の数に応じて複数種類の第１のプライマー
（２）ヌクレアーゼ
（３）第２の配列を含む第２のプライマー
（４）特定配列を含む第３のプライマー
【００６８】
第１のプライマー、第２のプライマー及び第３のプライマーは、それぞれ特定されている
配列を含むものであれば、その入手方法については特に限定されない。例えば、第１の配
列に相補的な配列を含む市販されているプライマーを修飾して、５’末端側にランダム配
列及び特定配列を順次付加することにより合成することができる。
【００６９】
第１のプライマーは、ランダム配列の種類の数よりも多い若しくは少ない、又はランダム
配列の種類の数と同一の種類数のプライマーである。第２のプライマー及び第３のプライ
マーは、それぞれ、第２の配列及び特定配列を含む限り、一種類又は複数種類であり得る
。
【００７０】
ヌクレアーゼは、一本鎖核酸を分解することができる活性を有する酵素であれば特に限定
されず、エンドヌクレアーゼ及びエキソヌクレアーゼのいずれか又は両方であり得る。ヌ
クレアーゼの入手方法は特に限定されず、例えば、市販されているものを用いることがで
きる。
【００７１】
本発明の一態様のキットは、上記成分（１）～（４）の他に、緩衝液や核酸合成酵素など
の他の成分を含んでもよい。本発明の一態様のキットは、本発明の一態様の定量方法や増
幅方法を実施するために使用することができる。
【００７２】
以下、本発明を実施例によりさらに詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に限定され
るものではなく、本発明の課題を解決し得る限り、本発明は種々の態様をとることができ
る。
【実施例】
【００７３】
［例１．２種の微生物を用いた各微生物の存在量評価］
１．標的ＤＮＡ
標的ＤＮＡとして、メタノカルドコックス・ヤンナスキイ（Ｍｅｔｈａｎｏｃａｌｄｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ）及びストレプトマイセス・アベルミティリス（Ｓｔ
ｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ）のゲノムＤＮＡ（ＲＩＫＥＮ　ＢＲＣ
から提供）を用いた。これら２種のゲノムＤＮＡのそれぞれを、表１の割合で混合したも
のをサンプルＤＮＡとした。サンプルＤＮＡにおけるＤＮＡ濃度は１０４コピー／μｌと
なるように調製した。
【００７４】
【表１】

【００７５】
２．プライマー
真正細菌（バクテリア）及び古細菌（アーキア）の１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子のＶ４領域を
増幅するために通常使用されている５１５Ｆプライマー及び８０６Ｒプライマーを修飾し



(13) JP 6284137 B2 2018.2.28

10

20

30

40

50

た５１５Ｆ＿ｍｏｄプライマー（表２の配列番号１を参照）及び８０６Ｒ＿ｍｏｄプライ
マー（表２の配列番号２を参照）を用いた。なお、表２中において、下線部の配列はＩｌ
ｌｕｍｉｎａ社のシーケンサー用のアダプター配列を示し；ＮはＡ、Ｔ、Ｇ又はＣを示し
；及び、小文字の配列は鋳型ＤＮＡに結合する配列をそれぞれ示す。また、５１５Ｆ＿ｍ
ｏｄプライマーの一部の配列を有するＰｒｉｍｅｒ－Ｆプライマー（表２の配列番号３を
参照）を用いた。５１５Ｆ＿ｍｏｄプライマー及び８０６Ｒ＿ｍｏｄプライマーは、ラン
ダム配列（ＮＮＮＮＮＮＮＮ）の種類数（６５，５３６種類）に応じて、それぞれ６５，
５３６種類のプライマーを用いた。
【００７６】
【表２】

【００７７】
３．シングルプライマー伸長（Ｓｉｎｇｌｅ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ（ＳＰ
Ｅ）；図２の手順１を参照）
まず、５１５Ｆ＿ｍｏｄプライマー（表２；配列番号１）を用いて、１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺
伝子の相補鎖の合成反応を行った。すなわち、表３に示す組成の各サンプルＤＮＡを含む
シングルプライマー伸長反応液を調製し、９８℃で２分、５５℃で３０秒及び６８℃で１
０分の反応を１サイクル行うことにより、ＳＰＥ産物を得た。次いで、反応後の溶液に１
０～２０Ｕのエキソヌクレアーゼ　Ｉ（タカラバイオ社）　１μｌを加えて全量を２１μ
ｌとし、３７℃で１２０分間インキュベーションすることにより、反応に用いられなかっ
た余剰プライマーを消化した。次いで、エキソヌクレアーゼ　Ｉを８０℃で３０分間のイ
ンキュベーションにより失活させた。

【表３】

【００７８】
４．ＰＣＲ及びシーケンシングテンプレートの合成（図２の手順２を参照）
上記３のシングルプライマー伸長によって得られたＳＰＥ産物を鋳型として、８０６Ｒ＿
ｍｏｄプライマー及びＰｒｉｍｅｒ－Ｆプライマーを用いて、ＰＣＲを実施した。すなわ
ち、表４に示すＳＰＥ産物　５μｌを含むＰＣＲ反応液を調製し、初期変性を９８℃で２
分間行ったのち、９８℃で１０秒、５５℃で１５秒及び６８℃で３０秒の反応を４０サイ
クルすることにより、ＰＣＲを実施した。得られたＰＣＲ産物をアガロースゲル電気泳動
に供し、目的のバンドを切り出すことによりＤＮＡを精製した。精製ＤＮＡに対し、ｎｅ
ｘｔｅｒａ　ｉｎｄｅｘ　ｋｉｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社）を用いてシーケンス用のインデ
ックスを付加した。次いで、インデックスを付加したＤＮＡの配列を、ＤＮＡシーケンサ
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【００７９】
【表４】

【００８０】
５．標的ＤＮＡコピー数の算出
解読した配列のデータをＭｏｔｈｕｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ）
により処理し、Ｍ．ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ及びＳ．ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓに分類し、１
６Ｓ　ｒＲＮＡ配列の最上流に付加されている８塩基のランダム配列の種類数を計数した
。標的ＤＮＡのコピー数に対して導入したランダム配列の種類数（本実験例の場合は４８

＝６５，５３６種類）が十分に多い場合、ランダム配列の種類数は、ポアソン分布に従う
と考えられることから、ランダム配列の種類数から標的ＤＮＡのコピー数を下記の式によ
り求めた。
【００８１】
【数３】

（Ｎ＝標的ＤＮＡ配列のコピー数、Ｃ＝ラベルの種類数（本実験では６５，５３６）、Ｈ
＝計測されたラベルの種類数）
【００８２】
６．評価
標的ＤＮＡコピー数を算出した結果をまとめたものを表５に示す。シーケンス反応に導入
した標的ＤＮＡの配列のコピー数は４，７６１コピーであるのに対し、実験の結果として
得られたコピー数はそれよりも僅かに少ない３，３３３～３，９２３コピーであった。た
だし、期待値は、吸光光度計により測定されたＯＤ値から算出したＤＮＡ量であり、実際
に反応に用いられたＤＮＡ量とは相違する可能性がある。また、Ｍ．ｊａｎｎａｓｃｈｉ
ｉ及びＳ．ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓの比率に関してはほぼ期待値どおりとなったことから
、本方法により複合微生物系における個々の微生物を正しく定量可能であることが示され
た。
【００８３】
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【表５】

【００８４】
［例２．複合系における各微生物の存在量評価］
１．標的ＤＮＡ
シーケンシング後のライブラリ中の配列の数による定量結果とランダム配列の種類数によ
る定量結果とを比較評価するために、メタノカルドコックス・ヤンナスキイ（Ｍｅｔｈａ
ｎｏｃａｌｄｏｃｏｃｃｕｓ　ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ）及びハロモナス・エロンガタ（Ｈ
ａｌｏｍｏｎａｓ　ｅｌｏｎｇａｔａ）のゲノムＤＮＡ（ＲＩＫＥＮ　ＢＲＣから提供）
を用いた。表６の割合でＭ．ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ及びＨ．ｅｌｏｎｇａｔａのゲノムＤ
ＮＡを混合したものをサンプルＤＮＡとして用いた。サンプルＤＮＡにおけるＤＮＡ濃度
は１０４コピー／μｌとなるように調製した。
【００８５】
また、定量値の直線性を確認するために、スルフォロブス・トーコーダイ（Ｓｕｌｆｏｌ
ｏｂｕｓ　ｔｏｋｏｄａｉｉ）のゲノムＤＮＡ（ＲＩＫＥＮ　ＢＲＣから提供）を段階希
釈して、サンプルＤＮＡとして用いた。サンプルＤＮＡにおけるＤＮＡ濃度は１０４コピ
ー／μｌとなるように調製した。
【００８６】
【表６】

【００８７】
２．環境ＤＮＡ
大分県由布市の活火山である伽藍岳の火口の泥及びその近辺から湧出する熱水からＰｏｗ
ｅｒＭａｘ　ｓｏｉｌ　ＤＮＡ　ｉｓｏｌａｔｅｏｎ　ｋｉｔ（ＭＯＢＩＯ社）を用いて
ＤＮＡを抽出し、これを環境ＤＮＡとした。
【００８８】
３．シングルプライマー伸長（ＳＰＥ）
例１の「３．シングルプライマー伸長」と同様にして、シングルプライマー伸長反応を実
施した。
【００８９】
４．ＰＣＲ及びシーケンシングテンプレートの合成
例１の「４．ＰＣＲ及びシーケンシングテンプレートの合成」と同様にして、ＰＣＲ及び
ＤＮＡの精製を実施した。精製したＤＮＡを用いて、表７に示す組成のインデックス付加
反応液を用いてシーケンス用のインデックスを付加した。反応は９５℃で３分の初期変性
後、９５℃で３０秒、５５℃で３０秒及び７２℃で３０秒を８サイクル行い、最後に伸長
反応を７２℃で５分間行った。次いで、インデックスを付加したＤＮＡの配列を、ＤＮＡ
シーケンサーｍｉｓｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ社）を用いて解読した。
【００９０】
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【表７】

【００９１】
５．標的ＤＮＡコピー数の算出
例１の「５．標的ＤＮＡコピー数の算出」と同様にして、得られた標的ＤＮＡの配列デー
タをＭｏｔｈｕｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ）により処理し、必要
に応じて配列を微生物系統ごとにソートして、１６Ｓ　ｒＲＮＡ配列の最上流に付加され
ている８塩基のランダム配列の種類数を計数し、次いで標的ＤＮＡのコピー数を算出した
。
【００９２】
６．ランダム配列の種類数に基づく定量の精度評価
上記のようにしてランダム配列の種類数に基づいて算出した標的ＤＮＡのコピー数から求
めたＭ．ｊａｎｎａｓｃｈｉｉ及びＨ．ｅｌｏｎｇａｔａのコピー数の割合と、Ｍ．ｊａ
ｎｎａｓｃｈｉｉ及びＨ．ｅｌｏｎｇａｔａの２種のゲノムＤＮＡを混合し、通常の方法
でシーケンシングを行い、得られたシーケンシングライブラリ中の各菌種の配列数の割合
とを比較した。なお、通常の方法でのシーケンシングは、表８に示す組成の反応溶液を調
製し、次いで初期変性９８℃×２分間、（９８℃、１０ｓ；５５℃、１５ｓ；６８℃、３
０ｓ）×３０サイクルの条件でＰＣＲを実施し、得られたＰＣＲ産物についてＭｉｓｅｑ
を用いてシーケンスすることにより実施した。
【００９３】

【表８】

【００９４】
上記のようにして比較した結果を表９に示す。表９から、ランダム配列の種類数に基づく
定量では理論値に近い割合となったのに対して、シーケンスライブラリ中の割合はＭ．ｊ
ａｎｎａｓｃｈｉｉが小さくなる傾向を示した。このような傾向がみられた理由としては
、今回用いた微生物種の間に１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の領域のＧＣ含量の相違があったこ
とに一因があると推測される。すなわち、ＭＪのＧＣ含量が６５％であり、ＨＥのＧＣ含
量が５６％であることから、ＭＪの１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の増幅効率が低下したと推測
される。それに対して、ランダムタグ定量は、対象遺伝子の配列特異性に依らずに定量で
きた。これらの結果より、ランダム配列の種類数に基づく定量は、高精度で環境中に存在
する微生物の存在数を確認できることが示された。
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【００９５】
【表９】

【００９６】
７．ランダム配列の定量値の直線性評価
既知コピー数の１．０×１０３、２．０×１０３、６．３×１０３及び１．０×１０４の
Ｓ．ｔｏｋｏｄａｉｉの１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子をテンプレートとして定量を行った結果
を図３に示す。
【００９７】
１．０×１０３では、過剰な結果となったが、２．０×１０３、６．３×１０３及び１．
０×１０４の範囲においては良好な直線性を示し、理論値と近い結果が得られた。ラベル
の種類を８塩基以上に増やすことで、さらにダイナミックレンジは広がると推測される。
【００９８】
８．複合系への適用評価
自然界の環境ＤＮＡにおける１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の定量を行った。バクテリア及びア
ーキアの１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子のコピー数はＢｉｏｍａｒｋ　ＨＤ（フリューダイム社
）によるｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲで事前に測定した結果を理論値とし、通常の方法でシー
ケンシングを行い、得られたシーケンシングライブラリ中の細菌数の割合とランダム配列
の種類数に基づいて定量した細菌数の割合とを比較した結果を図４に示す。
【００９９】
図４に示すとおり、ランダム配列の種類数に基づいて定量した場合のアーキア／バクテリ
ア比は、シーケンシングライブラリ中のアーキア／バクテリア比と比較して、ｄｉｇｉｔ
ａｌ　ＰＣＲで測定したアーキア／バクテリア比と近い値になることが示された。これら
の結果より、ランダム配列の種類数に基づく定量は、高精度で環境中に存在する微生物の
存在数を確認できることが示された。
【０１００】
配列表に記載の配列は以下のとおりである：
［配列番号１］５１５Ｆ＿ｍｏｄプライマー
tcgtcggcagcgtcagatgtgtataagagacagnnnnnnnntgycagcmgccgcggtaa
［配列番号２］８０６Ｒ＿ｍｏｄプライマー
gtctcgtgggctcggagatgtgtataagagacagnnnnnnnnggactachvgggtwtctaat
［配列番号３］Ｐｒｉｍｅｒ－Ｆプライマー
tcgtcggcagcgtcagat
【産業上の利用可能性】
【０１０１】
本発明の一態様の方法やキットによって、簡便かつ高精度に、標的核酸のシーケンシング
と共に、標的核酸のコピー数の定量が可能である。これにより、本発明の一態様の方法及
びキットは、例えば、海洋などの環境における生物資源の種類及び数量の解析、腸内など
の生体組織内の細菌叢の種類及び数量の解析、感染性及び非感染性ウイルスの網羅的かつ
定量的解析、食品や医薬品などの製品の微生物限度試験などの、生物体の種類及び数を把
握することが求められる技術分野に利用可能である。
【符号の説明】
【０１０２】
１　標的核酸
２　第１のプライマー
３　第２のプライマー
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４　第３のプライマー
５　第１の二本鎖核酸
６　第２の二本鎖核酸
１１　第１の配列
１２　対象配列
１３　第２の配列
２１　第１の配列に相補的な配列
２２　ランダム配列
２３　特定配列
３１　対象配列に相補的な配列
３２　第２の配列に相補的な配列

【図１】 【図２】
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【図４】

【配列表】
0006284137000001.app
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