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(57)【要約】
【課題】試料中に存在する核酸分子を、高感度に精度良く定量する方法の提供。
【解決手段】（ａ）核酸含有試料、第１マーカーが結合された標的核酸分子と相補的な配
列を有する第１核酸分子プローブ、及び第２マーカーが結合された第１核酸分子プローブ
と相補的な配列を有する第２核酸分子プローブを添加した試料溶液を調製し、（ｂ）この
試料溶液中の核酸分子を変性させ、（ｃ）さらに会合させた後、（ｄ）温度及び塩濃度が
会合体形成時と同じ条件下で、会合体中の２本の核酸鎖間に共有結合を形成した後、（ｅ
）当該試料溶液中の第１マーカー又は第２マーカーの光学的特性の時間変化を検出するこ
とにより前記標的核酸分子を定量する工程を有し、第１マーカーと第２マーカーの少なく
ともいずれか一方が、第１核酸分子プローブと第２核酸分子プローブとが会合している場
合としていない場合とで光学的特性が変化する、核酸含有試料中の標的核酸分子の定量方
法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸含有試料中の標的核酸分子を定量する方法であって、
（ａ）核酸含有試料、第１マーカーが結合された第１核酸分子プローブ、及び第２マーカ
ーが結合された第２核酸分子プローブを添加した試料溶液を調製する工程と、
（ｂ）前記工程（ａ）において調製された試料溶液中の核酸分子を変性させる工程と、
（ｃ）前記工程（ｂ）の後、前記試料溶液中の核酸分子を会合させる工程と、
（ｄ）前記工程（ｃ）の後、前記試料溶液の温度及び塩濃度が前記工程（ｃ）における会
合体形成時と同じ条件下で、形成された会合体中の２本の核酸鎖間に共有結合を形成する
工程と、
（ｅ）前記工程（ｄ）の後、前記試料溶液中の第１マーカー又は第２マーカーの光学的特
性の時間変化を検出することにより、前記標的核酸分子を定量する工程と
を有し、
前記第１核酸分子プローブは、前記標的核酸分子と相補的な塩基配列を有しており、
前記第２核酸分子プローブは、前記第１核酸分子プローブと相補的な塩基配列を有してお
り、
前記第１マーカーと前記第２マーカーの少なくともいずれか一方が、前記第１核酸分子プ
ローブと前記第２核酸分子プローブとが会合している場合と会合していない場合とにおい
て、光学的特性が変化する物質であることを特徴とする、標的核酸分子の定量方法。
【請求項２】
　前記第１マーカーと前記第２マーカーの少なくともいずれか一方が蛍光色素であり、
前記光学的特性の検出を、前記第１マーカー又は第２マーカーの発する蛍光強度の時間変
化を検出することにより行うことを特徴とする請求項１記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項３】
　前記工程（ｃ）における共有結合の形成反応が、光化学的反応であることを特徴とする
請求項１又は２記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項４】
　前記第１核酸分子プローブのうち、前記標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少なくと
も１の塩基が光反応性塩基誘導体に置換されており、
前記共有結合が、前記光反応性塩基誘導体を介して形成されることを特徴とする請求項３
記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項５】
　前記第１核酸分子プローブのうち、前記標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少なくと
も１の塩基が３－Ｃｙａｎｏｖｉｎｙｌｃａｒｂａｚｏｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅに置
換されており、
前記共有結合が、前記試料溶液に３４０～３８０ｎｍの光を照射することにより形成され
ることを特徴とする請求項１又は２記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項６】
　前記工程（ｄ）における共有結合形成時の前記試料溶液の温度が、Ｔｍ値±３℃の範囲
内の温度であることを特徴とする請求項１～５のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法
。
【請求項７】
　共焦点光学系における焦点領域に存在している分子の蛍光強度変化を検出した後、統計
解析を行い、前記標的核酸分子と会合している第１核酸分子プローブ又は第２核酸分子プ
ローブの分子数を算出することにより、前記標的核酸分子を定量することを特徴とする請
求項２～６のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項８】
　共焦点光学系における焦点領域に存在している分子の蛍光強度の揺らぎを検出した後、
統計解析を行い、前記標的核酸分子と会合している第１核酸分子プローブ又は第２核酸分
子プローブの分子数を算出することにより、前記標的核酸分子を定量することを特徴とす
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る請求項２～６のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項９】
　蛍光強度の揺らぎの解析を、自己相関解析により行うことを特徴とする請求項８記載の
標的核酸分子の定量方法。
【請求項１０】
　前記第１マーカーが蛍光物質であり、前記第２マーカーが前記蛍光物質から発される蛍
光を消光する消光物質であることを特徴とする請求項１～９のいずれか記載の標的核酸分
子の定量方法。
【請求項１１】
　前記第２マーカーが蛍光物質であり、前記第１マーカーが前記蛍光物質から発される蛍
光を消光する消光物質であることを特徴とする請求項１～９のいずれか記載の標的核酸分
子の定量方法。
【請求項１２】
　前記第１マーカー及び前記第２マーカーが蛍光色素であることを特徴とする請求項１～
９のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項１３】
　前記標的核酸分子がマイクロＲＮＡであることを特徴とする請求項１～１２のいずれか
記載の標的核酸分子の定量方法。
【請求項１４】
　前記標的核酸分子がｓｉＲＮＡであることを特徴とする請求項１～１２のいずれか記載
の標的核酸分子の定量方法。
【請求項１５】
　核酸含有試料中の標的核酸分子を定量するために用いられるキットであって、
標的核酸分子と相補的な塩基配列を有しており、かつ、第１マーカーが結合された第１核
酸分子プローブと、
前記第１核酸分子プローブと相補的な塩基配列を有しており、かつ、第２マーカーが結合
された第２核酸分子プローブとを有しており、
前記第１マーカーと前記第２マーカーの少なくともいずれか一方が、前記第１核酸分子プ
ローブと前記第２核酸分子プローブとが会合している場合と会合していない場合とにおい
て、光学的特性が変化する分子であり、
前記第１核酸分子プローブのうち、前記標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少なくとも
１の塩基が光反応性塩基誘導体に置換されていることを特徴とする、標的核酸分子定量キ
ット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光共鳴エネルギー移動（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ
　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ：ＦＲＥＴ）及び光クロスリンク反応を利用して、核
酸含有試料中の標的核酸分子を定量する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　試料中に存在する核酸分子の高感度定量方法としては、ポリメラーゼによる酵素反応に
より標的核酸分子を増幅することにより、又は得られた増幅産物を分解することにより蛍
光シグナルを得る方法、いわゆる定量的ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒ
ｅａｃｔｉｏｎ）法を利用した方法が知られている。定量的ＰＣＲ法を利用した方法は幾
つかあるが、中でも、標的核酸分子に対してＦＲＥＴを利用したプローブを用いる、いわ
ゆるＴａｑｍａｎ法が広く行われている。例えば、マイクロＲＮＡ（例えば、非特許文献
１参照。）やＲＮＡ干渉に用いられるｓｉＲＮＡ等のように２２ｍｅｒ程度の短いＲＮＡ
分子を定量する方法としても、ＦＲＥＴプローブを用いた定量的ＰＣＲが開発されている
（例えば、非特許文献２参照。）。
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【０００３】
　ＦＲＥＴプローブを用いた核酸検出方法の１つとして、例えば、蛍光共鳴エネルギーの
ドナーである蛍光物質が結合したドナープローブと、アクセプターである消光物質が結合
したアクセプタープローブとを、標的核酸分子の隣接する２領域にそれぞれ会合（ハイブ
リダイズ）させ、生じるＦＲＥＴを検出することにより、標的核酸分子を検出する方法が
開示されている（例えば、特許文献１～３参照。）。また、蛍光物質と消光物質の両物質
を結合させたプローブを、標的核酸分子と会合させた後、２本鎖ＤＮＡ特異的なヌクレア
ーゼにより分解し、この結果生じた蛍光を検出する方法も開示されている（例えば、特許
文献４参照。）。５’末端側と３’末端側が互いに相補的な塩基配列を有しており、かつ
両末端が蛍光物質と消光物質を用いてそれぞれラベルされている１本鎖核酸を用いる、い
わゆる分子トーチによる方法も開示されている（例えば、特許文献５参照。）。この方法
では、当該１本鎖核酸は、単独で存在している場合には、両末端が会合して分子内ループ
を形成しているため消光状態であるが、標的核酸分子とハイブリダイズすることにより、
分子内ループが解消されて蛍光を発する。
【０００４】
　その他、互いに塩基配列が相違する核酸分子を識別して検出する方法として、参照とな
る２本鎖ＤＮＡβと検出対象となる２本鎖ＤＮＡβｘとを用意し、参照となる２本鎖ＤＮ
Ａの第１のマーカーとして蛍光物質を付与し、第２のマーカーとして第１のマーカーの第
２のマーカーの間でエネルギー移動が生じ、新たなピーク波長の蛍光を得るようにするこ
とにより、検出ＤＮＡβｘと参照ＤＮＡβとの塩基の相違を検出する方法が開示されてい
る（例えば、特許文献６参照。）。
【０００５】
　一方で、核酸分子をより効率的に解析するためのツールも数多く開発されている。例え
ば、オリゴヌクレオチドを構成する塩基に反応性官能基を導入し、当該反応性官能基を介
して、他のオリゴヌクレオチドやその他の分子との間に共有結合を形成する（クロスリン
ク）方法が開発されている。例えば、反応性官能基を導入した塩基誘導体を用いて核酸分
子同士を共有結合的クロスリンクする技術として、２－Ａｍｉｎｏ－６－Ｖｉｎｙｌｐｕ
ｒｉｎｅを用いる方法（例えば、非特許文献３参照。）や、光反応性の塩基誘導体である
３－Ｃｙａｎｏｖｉｎｙｌｃａｒｂａｚｏｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅを用いる方法（例
えば、非特許文献４又は５参照。）等が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特許第４００８９９６号公報
【特許文献２】国際公開第９８／１３５２４号パンフレット
【特許文献３】特許第３１８８３０３号公報
【特許文献４】国際公開第０３／０３５８６４号パンフレット
【特許文献５】特表２００２－５１９０７３号公報
【特許文献６】特開２００２－１７１９７４号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】アルバーツ（Alberts）、外１名、モレキュラー・バイオロジー・オブ
・ザ・セル第５版（Molecular Biology of the Cell, 5th edition）、Garland Science
社、２００８年、第４９３～４９５ページ。
【非特許文献２】チェン（Chen）、外１２名、ヌクレイック・アシッズ・リサーチ（Nucl
eic Acids Research）、２００５年、第３３巻第２０号、ｅ１７９ページ。
【非特許文献３】佐々木茂貴、薬学雑誌（YAKUGAKU ZASSHI）、２００２年、第１２２巻
第１２号、第１０８１～１０９３ページ。
【非特許文献４】フジモト（Fujimoto）、外２名、ヌクレイック・アシッズ・シンポジウ
ム・シリーズ（Nucleic Acids Symposium Series）、２００８年、第５２巻、第４２３～
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４２４ページ。
【非特許文献５】ヨシムラ（Yoshimura）、外１名、オーガニック・レターズ（ORGANIC L
ETTERS）、２００８年、第１０巻第１５号、第３２２７～３２３０ページ。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従来の定量的ＰＣＲ法においては、ポリメラーゼによる増幅特性は、増幅対象である核
酸の塩基配列の種類ごとに異なるため、標的核酸分子の濃度を定量的に測定するためには
、標的核酸分子ごとに検量線を作成する必要があり、検出に要する工程が増え、煩雑であ
るという問題がある。一方、ＦＲＥＴプローブを用いた方法においては、ＦＲＥＴにより
生じる蛍光を検出することにより、標的核酸分子を検出することができるが、蛍光分子の
組み合わせによっては完全に消光されない等により、検出される蛍光には一定の蛍光強度
のバックグラウンドがあり、このため、特に標的核酸分子が低濃度の場合に定量性に劣る
という問題がある。
【０００９】
　また、ハイブリダイゼーションを用いた検出では、一般的には、形成された会合体の検
出を通常の測定温度条件（例えば室温等）において行うため、会合体検出操作時に非特異
的会合体（非特異的なハイブリダイゼーションにより形成された会合体）が形成されやす
いという問題がある。しかしながら、非特異的会合体と特異的会合体との区別は困難であ
る場合があり、両者を区別するためには、標的核酸毎に会合条件を変更する等の困難があ
る。
【００１０】
　本発明は、試料中に存在する核酸分子を、高感度に、かつ精度良く定量し得る方法を提
供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究した結果、ＦＲＥＴプローブを用いて標
的核酸分子を定量する方法において、ＦＲＥＴによるエネルギー移動の蛍光強度解析を、
一分子ごとに検出し解析することにより、試料中の標的核酸分子を直接的に定量解析し得
ること、及び、特異的な会合に適した条件でＦＲＥＴプローブと標的核酸分子とを会合さ
せた後、反応溶液の温度及び塩濃度を変更することなく、形成された会合体中の２本の核
酸鎖間に共有結合を形成することにより、試料中の標的核酸分子を精度良く定量解析し得
ることを見出し、本発明を完成させた。
【００１２】
　すなわち、本発明は、
（１）核酸含有試料中の標的核酸分子を定量する方法であって、（ａ）核酸含有試料、第
１マーカーが結合された第１核酸分子プローブ、及び第２マーカーが結合された第２核酸
分子プローブを添加した試料溶液を調製する工程と、（ｂ）前記工程（ａ）において調製
された試料溶液中の核酸分子を変性させる工程と、（ｃ）前記工程（ｂ）の後、前記試料
溶液中の核酸分子を会合させる工程と、（ｄ）前記工程（ｃ）の後、前記試料溶液の温度
及び塩濃度が前記工程（ｃ）における会合体形成時と同じ条件下で、形成された会合体中
の２本の核酸鎖間に共有結合を形成する工程と、（ｅ）前記工程（ｄ）の後、前記試料溶
液中の第１マーカー又は第２マーカーの光学的特性の時間変化を検出することにより、前
記標的核酸分子を定量する工程とを有し、前記第１核酸分子プローブは、前記標的核酸分
子と相補的な塩基配列を有しており、前記第２核酸分子プローブは、前記第１核酸分子プ
ローブと相補的な塩基配列を有しており、前記第１マーカーと前記第２マーカーの少なく
ともいずれか一方が、前記第１核酸分子プローブと前記第２核酸分子プローブとが会合し
ている場合と会合していない場合とにおいて、光学的特性が変化する物質であることを特
徴とする、標的核酸分子の定量方法、
（２）　前記第１マーカーと前記第２マーカーの少なくともいずれか一方が蛍光色素であ
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り、前記光学的特性の検出を、前記第１マーカー又は第２マーカーの発する蛍光強度の時
間変化を検出することにより行うことを特徴とする前記（１）記載の標的核酸分子の定量
方法、
（３）　前記工程（ｃ）における共有結合の形成反応が、光化学的反応であることを特徴
とする前記（１）又は（２）記載の標的核酸分子の定量方法、
（４）　前記第１核酸分子プローブのうち、前記標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少
なくとも１の塩基が光反応性塩基誘導体に置換されており、前記共有結合が、前記光反応
性塩基誘導体を介して形成されることを特徴とする前記（３）記載の標的核酸分子の定量
方法、
（５）　前記第１核酸分子プローブのうち、前記標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少
なくとも１の塩基が３－Ｃｙａｎｏｖｉｎｙｌｃａｒｂａｚｏｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄ
ｅに置換されており、前記共有結合が、前記試料溶液に３４０～３８０ｎｍの光を照射す
ることにより形成されることを特徴とする前記（１）又は（２）記載の標的核酸分子の定
量方法、
（６）　前記工程（ｄ）における共有結合形成時の前記試料溶液の温度が、Ｔｍ値±３℃
の範囲内の温度であることを特徴とする前記（１）～（５）のいずれか記載の標的核酸分
子の定量方法、
【００１３】
（７）　共焦点光学系における焦点領域に存在している分子の蛍光強度変化を検出した後
、統計解析を行い、前記標的核酸分子と会合している第１核酸分子プローブ又は第２核酸
分子プローブの分子数を算出することにより、前記標的核酸分子を定量することを特徴と
する前記（２）～（６）のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法、
（８）　共焦点光学系における焦点領域に存在している分子の蛍光強度の揺らぎを検出し
た後、統計解析を行い、前記標的核酸分子と会合している第１核酸分子プローブ又は第２
核酸分子プローブの分子数を算出することにより、前記標的核酸分子を定量することを特
徴とする前記（２）～（６）のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法、
（９）　蛍光強度の揺らぎの解析を、自己相関解析により行うことを特徴とする前記（８
）記載の標的核酸分子の定量方法、
（１０）　前記第１マーカーが蛍光物質であり、前記第２マーカーが前記蛍光物質から発
される蛍光を消光する消光物質であることを特徴とする前記（１）～（９）のいずれか記
載の標的核酸分子の定量方法、
（１１）　前記第２マーカーが蛍光物質であり、前記第１マーカーが前記蛍光物質から発
される蛍光を消光する消光物質であることを特徴とする前記（１）～（９）のいずれか記
載の標的核酸分子の定量方法、
（１２）　前記第１マーカー及び前記第２マーカーが蛍光色素であることを特徴とする前
記（１）～（９）のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法、
（１３）　前記標的核酸分子がマイクロＲＮＡであることを特徴とする前記（１）～（１
２）のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法、
（１４）　前記標的核酸分子がｓｉＲＮＡであることを特徴とする前記（１）～（１２）
のいずれか記載の標的核酸分子の定量方法、
（１５）　核酸含有試料中の標的核酸分子を定量するために用いられるキットであって、
標的核酸分子と相補的な塩基配列を有しており、かつ、第１マーカーが結合された第１核
酸分子プローブと、前記第１核酸分子プローブと相補的な塩基配列を有しており、かつ、
第２マーカーが結合された第２核酸分子プローブとを有しており、前記第１マーカーと前
記第２マーカーの少なくともいずれか一方が、前記第１核酸分子プローブと前記第２核酸
分子プローブとが会合している場合と会合していない場合とにおいて、光学的特性が変化
する分子であり、前記第１核酸分子プローブのうち、前記標的核酸分子と相補的な塩基配
列中の少なくとも１の塩基が光反応性塩基誘導体に置換されていることを特徴とする、標
的核酸分子定量キット、
を提供するものである。
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【発明の効果】
【００１４】
　本発明の標的核酸分子の定量方法は、第１マーカーが結合されたプローブと、当該第１
マーカーと近接することにより光学的特性が変化する第２マーカーが結合されたプローブ
とを用いたＦＲＥＴを利用し、試料中の一分子ごとにＦＲＥＴによるエネルギー移動の蛍
光強度解析を行うため、標的核酸分子を直接的に定量することができる。
　また、本発明の標的核酸分子の定量方法は、標的核酸分子と第１核酸分子プローブとが
特異的に会合させた後、両者を共有結合させることにより、形成された会合体をエネルギ
ー移動の蛍光強度解析時まで安定して維持することができるため、非特異的会合体の形成
を効果的に抑制し、標的核酸分子の検出及び定量における特異性及び精度を改善させるこ
とができる。
　このため、本発明の標的核酸分子の定量方法を用いることにより、標的核酸分子の塩基
配列の特性や核酸含有試料中の濃度等の条件、ＦＲＥＴによるエネルギー移動の蛍光強度
解析時の温度条件等を考慮することなく、精度よく標的核酸分子を定量することができる
。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】会合体を構成する標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの間に共有結合形成（
クロスリンク）を生じさせることの効果を模式的に示した図である。
【図２】第１マーカーとして蛍光色素を、第２マーカーとしてダーククエンチャーを用い
た場合の本発明の標的核酸分子の定量方法の一態様を示した図である。
【図３】第１マーカー及び第２マーカーとして蛍光色素を用いた場合の本発明の標的核酸
分子の定量方法の一態様を示した図である。
【図４】実施例１において、ＦＩＤＡ解析の結果を示した図である。
【図５】実施例２において、ＦＩＤＡ解析の結果を示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明の標的核酸分子の定量方法は、核酸含有試料中の標的核酸分子を定量する方法で
あって、ＦＲＥＴによるエネルギー移動の蛍光強度解析を一分子ごとに検出し、解析する
ことを特徴とする。具体的には、標的核酸分子と相補的な塩基配列を有している第１核酸
分子プローブと、第１核酸分子プローブと相補的な塩基配列を有している第２核酸分子プ
ローブとを用いる方法であって、第１核酸分子プローブに対して、標的核酸分子と第２核
酸分子プローブとを競合的に会合させ、標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体
を精度よく検出することにより、標的核酸分子を定量する。
【００１７】
　標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体は、第１核酸分子プローブに結合させ
た第１マーカーと第２核酸分子プローブに結合させた第２マーカーとの間に生じるＦＲＥ
Ｔを利用して検出する。第２核酸分子プローブに結合させた第２マーカーは、第１核酸分
子プローブに結合させた第１マーカーと近接することにより光学的特性が変化する物質と
する。具体的は、本発明における第１マーカー及び第２マーカーとしては、第１マーカー
と第２マーカーの少なくともいずれか一方が、第１核酸分子プローブと第２核酸分子プロ
ーブとが会合している場合と、第１核酸分子プローブと第２核酸分子プローブとが会合し
ていない場合とにおいて、光学的特性が変化する物質であることを要する。
【００１８】
　ここで、「物質の光学的特性が変化する」とは、当該物質から発される蛍光の波長や強
度が変化することを意味する。また、本発明において、「マーカーの光学的特性を検出す
る」とは、当該マーカーから発される特定の波長の蛍光シグナルを検出することを意味す
る。当該蛍光シグナルとしては、蛍光強度や蛍光偏光等がある。本発明においては、蛍光
強度であることが好ましい。
【００１９】
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　つまり、第１マーカーが結合された第１核酸分子プローブと第２マーカーが結合された
第２核酸分子プローブとが会合した場合には、当該第１マーカーと第２マーカーとの間で
ＦＲＥＴによるエネルギー移動が生じる。一方、両者が会合せず、解離している場合には
、当該第１マーカーと第２マーカーとの間でＦＲＥＴは生じない。このため、第１核酸分
子プローブと第２核酸分子プローブとが会合している場合と、会合していない場合とでは
、第１マーカーと第２マーカーの少なくとも一方の光学的特性は異なる。ここで、第１核
酸分子プローブと第２核酸分子プローブと標的核酸分子とが存在している試料溶液中にお
いては、第２核酸分子プローブと会合していない第１核酸分子プローブは、標的核酸分子
と会合すると考えられることから、第１マーカー又は第２マーカーの光学的特性の時間変
化を検出することにより、標的核酸分子を検出することができる。
【００２０】
　本発明において、第１マーカー及び第２マーカーは、十分に近接した場合に、すなわち
、第１核酸分子プローブと第２マーカーとが会合した場合にＦＲＥＴが生じる物質同士の
組み合わせであればよく、ＦＲＥＴにおいて一般的に用いられている物質の中から、適宜
選択して用いることができる。例えば、第１マーカー及び第２マーカーの両方が蛍光色素
であってもよく、いずれか一方が蛍光色素であり、他方が当該蛍光色素から受け取ったエ
ネルギーを熱エネルギーとして放出する物質（いわゆる、ダーククエンチャー）であって
もよい。
【００２１】
　また、本発明の標的核酸分子の定量方法においては、第１マーカーと第２マーカーのい
ずれが蛍光物質であってもよい。すなわち、第１マーカーが蛍光物質であり、第２マーカ
ーが当該蛍光物質から発される蛍光を消光する消光物質であってもよく、第２マーカーが
蛍光物質であり、第１マーカーが当該蛍光物質から発される蛍光を消光する消光物質であ
ってもよい。
【００２２】
　なお、本発明及び本願明細書において、「蛍光色素」とは、蛍光を発する性質を有する
色素を意味する。一方、「蛍光物質」とは、ＦＲＥＴにおいてドナーとなる物質を意味し
、［消光物質］とは、アクセプターとなる物質を意味する。
【００２３】
　第１核酸分子プローブ及び第２核酸分子プローブは、標的核酸分子の塩基配列情報に基
づいて、塩基配列を設計し、合成した核酸プローブに、マーカーを結合させることにより
作製されるが、核酸分子プローブの設計や合成、核酸分子プローブとマーカーとの結合反
応は、常法により行うことができる。
【００２４】
　また、本発明の標的核酸分子の定量方法は、標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの
会合体の形成を、両者が特異的に会合することができ、かつ、第１核酸分子プローブとは
非相補的な塩基配列を有する核酸と第１核酸分子プローブとによる非特異的な会合が十分
に抑制されている条件（以下、「特異的会合条件」という。）で行った後、同じ条件下で
、形成された会合体中の２本の核酸鎖（第１核酸分子プローブ及び標的核酸分子）間で共
有結合を形成することによって標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体を安定化
した後に、当該会合体を検出することを特徴とする。
【００２５】
　前述したように、本発明においては、標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体
はＦＲＥＴを利用して検出するが、特異的会合条件下でＦＲＥＴを測定することは困難で
あり、また、高価な検出装置を要する。このため、一般的に、形成された会合体の検出は
、室温等の比較的穏やかであって、第１核酸分子プローブとは非相補的な塩基配列を有す
る核酸と第１核酸分子プローブとによる非特異的会合体も、標的核酸分子と第１核酸分子
プローブとの会合体と同様に形成可能な条件（以下、「非特異的会合条件」という。）で
行われる。この非特異的会合条件では、標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体
は、第２核酸分子プローブと第１核酸分子プローブとの会合体や、第１核酸分子プローブ
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とは非相補的な塩基配列を有する核酸と第１核酸分子プローブとによる会合体と置き換わ
ることが可能である。つまり、ＦＲＥＴ測定を非特異的会合条件で行うことにより、標的
以外の核酸分子を誤って検出してしまう場合があった。これに対して、本発明の標的核酸
分子の定量方法では、特異的会合条件において特異的に形成された標的核酸分子と第１核
酸分子プローブとの会合体が、ＦＲＥＴ検出時まで安定して保持されるため、標的核酸分
子検出の特異性や定量性を顕著に改善することができる。
【００２６】
　なお、特異的会合条件は、標的核酸分子、第１核酸分子プローブ、及び第２核酸分子プ
ローブの塩基配列の種類や長さ等に依存する。具体的には、標的核酸分子と第１核酸分子
プローブとの特異的会合条件は、第１核酸分子プローブの融解曲線から求めることができ
る。
【００２７】
　会合体の形成は一般的に温度条件や塩濃度条件に依存するため、第１核酸分子プローブ
と第２核酸分子プローブのみを含有する溶液の温度を、高温から低温へと変化させ、当該
溶液の吸光度や蛍光強度を測定することにより、融解曲線を求めることができる。得られ
た融解曲線から、変性により１本鎖化していた第１核酸分子プローブと第２核酸分子プロ
ーブが、互いに会合体を形成し始めた温度から、ほぼ全てが会合体となった温度までの範
囲の温度条件を、特異的会合条件とすることができる。温度に代えて、溶液中の塩濃度を
低濃度から高濃度への変化させることによっても、同様にして融解曲線を決定し、特異的
会合条件を求めることができる。
【００２８】
　このように、特異的会合条件は、標的核酸分子や第１核酸分子プローブの種類ごとに異
なり、実験的に決定されるものであるが、一般にはＴｍ値（融解温度）で代用することが
できる。例えば、汎用されているプライマー／プローブ設計ソフトウェア等を用いること
により、第１核酸分子プローブの塩基配列情報から、Ｔｍ値（２本鎖ＤＮＡの５０％が１
本鎖ＤＮＡに解離する温度）を算出することができる。温度がＴｍ値近傍の値である条件
、例えばＴｍ値±３℃程度である条件を、特異的会合条件とすることができる。算出され
たＴｍ値近傍において実験的に融解曲線を求めることにより、より詳細に特異的会合条件
を決定することもできる。
【００２９】
　図１は、会合体を構成する標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの間に共有結合形成
（クロスリンク）を生じさせることの効果を模式的に示した図である。図１（Ａ）は、会
合体形成前の試料溶液中の、標的核酸分子（３）、非特異的核酸分子（４）、第１マーカ
ー（１ｍ）が結合された第１核酸分子プローブ（１）、及び第２マーカー（２ｍ）が結合
された第２核酸分子プローブ（２）を示している。なお、非特異核酸分子（４）は、第１
核酸分子プローブとは非相補的な塩基配列を有する核酸分子であり、図中「×」は、第１
核酸分子プローブと非相補的な塩基を示している。通常、変性工程前では、第１核酸分子
プローブ（１）と第２核酸分子プローブ（２）とが会合体を形成している。一方、図１（
Ｂ）は、図１（Ａ）に示す試料溶液を変性し、第１核酸分子プローブ（１）と標的核酸分
子（３）との会合に最適化した温度（特異的会合条件）にて会合を行った後、当該温度に
試料溶液の温度を保持したまま、当該試料溶液に光を照射し、後述する光化学反応により
、第１核酸分子プローブ（１）と標的核酸分子（３）との間、及び第１核酸分子プローブ
（１）と第２核酸分子プローブ（２）との間に、それぞれ共有結合（５）を形成した状態
を示した図である。共有結合を形成しない場合には、会合体形成処理後、試料溶液の温度
を室温程度まで低下させると、非特異核酸分子（４）が標的核酸分子（３）と置換され、
非特異核酸分子（４）と第１核酸分子プローブ（１）との会合体が形成されてしまうが、
本発明においては、試料溶液の温度を室温まで低下させる前に、予め共有結合を形成する
ことにより会合体を安定化させるため、ＦＲＥＴ測定等による会合体検出時においても、
図１（Ｂ）に示すような会合体形成処理後の状態を維持しているため、特異的に第１核酸
分子プローブと会合した標的核酸分子数を定量解析することができる。
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【００３０】
　このように、本発明の標的核酸分子の定量方法は、ハイブリダイゼーション反応により
形成された会合体を、特異的会合条件下における会合時の状態で安定化するため、高い特
異性でハイブリダイゼーション反応を検出することが可能である。このため、本発明の標
的核酸分子の定量方法を用いることにより、標的核酸分子と当該分子とミスマッチ部位を
有する核酸分子が混在している核酸含有試料から、第１核酸分子プローブと完全にマッチ
する標的核酸分子のみを特異的に検出することも可能となる。
【００３１】
　本発明の標的核酸分子の定量方法は、具体的には、下記工程（ａ）～（ｅ）を有する。
（ａ）核酸含有試料、第１マーカーが結合された第１核酸分子プローブ、及び第２マーカ
ーが結合された第２核酸分子プローブを添加した試料溶液を調製する工程。
（ｂ）前記工程（ａ）において調製された試料溶液中の核酸分子を変性させる工程。
（ｃ）前記工程（ｂ）の後、前記試料溶液中の核酸分子を会合させる工程。
（ｄ）前記工程（ｃ）の後、前記試料溶液の温度及び塩濃度が前記工程（ｃ）における会
合体形成時と同じ条件下で、形成された会合体中の２本の核酸鎖間に共有結合を形成する
工程。
（ｅ）前記工程（ｄ）の後、前記試料溶液中の第１マーカー又は第２マーカーの光学的特
性の時間変化を検出することにより、前記標的核酸分子を定量する工程。
【００３２】
　本発明において標的核酸分子とは、検出及び定量の標的である特定の塩基配列を有する
核酸分子を意味する。当該標的核酸分子としては、第１核酸分子プローブ等の設計が可能
な程度に塩基配列が明らかになっているものであれば、特に限定されるものではない。例
えば、動物や植物の染色体や、細菌やウィルスの遺伝子に存在する塩基配列を有する核酸
分子であってもよく、人工的に設計された塩基配列を有する核酸分子であってもよい。な
お、本発明において、標的核酸分子としては、２本鎖核酸であってもよく、１本鎖核酸で
あってもよい。また、ＤＮＡとＲＮＡのいずれであってもよい。該標的核酸分子として、
例えば、マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ、ＰＣＲ増
幅等による合成ＤＮＡ、ＲＮＡから逆転写酵素を用いて合成されたｃＤＮＡ等がある。本
発明の標的核酸分子の定量方法としては、マイクロＲＮＡやｓｉＲＮＡであることが好ま
しい。なお、本発明において、標的核酸分子の長さは特に限定されるものではないが、１
０塩基以上であることが好ましく、１０～５００塩基程度であることがより好ましく、１
０～５０塩基程度であることがさらに好ましい。中でも、１０～３０塩基程度の長さのマ
イクロＲＮＡやｓｉＲＮＡであることが特に好ましい。
【００３３】
　また、本発明において核酸含有試料とは、核酸分子を含有する試料であれば、特に限定
されるものではない。該核酸含有試料として、例えば、動物等から採取した生体試料、培
養細胞等から調製された試料、核酸合成反応後の反応溶液等が挙げられる。生体試料等そ
のものであってもよく、生体試料等から抽出・精製した核酸溶液でもよい。
【００３４】
　まず、工程（ａ）として、核酸含有試料、第１核酸分子プローブ、及び第２核酸分子プ
ローブを、適当な溶媒に添加して、試料溶液を調製する。該溶媒は、第１マーカー又は第
２マーカーから発される蛍光の検出、及び、両マーカー間で生じるＦＲＥＴを阻害しない
溶媒であれば、特に限定されるものではなく、当該技術分野において一般的に用いられて
いるバッファーの中から、適宜選択して用いることができる。該バッファーとして、例え
ば、ＰＢＳ（リン酸緩衝生理食塩水、ｐＨ７．４）等のリン酸バッファーやトリスバッフ
ァー等がある。
【００３５】
　一般的に、工程（ａ）における試料溶液の調製を、第１核酸分子プローブと第２核酸分
子プローブのＴｍ値以下の温度で行った場合には、両プローブは会合し、２本鎖核酸の状
態で存在している。このため、第１マーカーを蛍光物質、第２マーカーを消光物質とした
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場合には、第１マーカーと第２マーカーとの間に生じるＦＲＥＴにより、第１マーカーか
ら発される蛍光は消光されており、検出されないか、もしくは減弱している。
【００３６】
　次に、工程（ｂ）として、調製された試料溶液中の核酸分子を変性させる。本発明にお
いて、「核酸分子を変性させる」とは、２本鎖核酸を１本鎖核酸とすることを意味する。
本発明においては、蛍光物質への影響が比較的小さいことから、高温処理による変性（熱
変性）又は低塩濃度処理による変性を行うことが好ましい。中でも、操作が簡便であるた
め、熱変性を行うことが好ましい。具体的には、熱変性は、当該試料溶液を、高温処理（
例えば９０℃以上）をすることにより、当該試料溶液中の核酸分子を変性することができ
る。変性させることにより、試料溶液中の各核酸分子プローブを、解離した１本鎖の状態
とする。また、標的核酸分子が２本鎖核酸の場合には、同様に１本鎖核酸となる。一方、
低塩濃度処理による変性は、例えば、精製水等により希釈することによって、当該試料溶
液の塩濃度が十分に低くなるように調整することによって行うことができる。
【００３７】
　次いで、工程（ｃ）として、前記試料溶液中の核酸分子を会合させる。熱変性を行った
場合には、高温処理後、当該試料溶液の温度を、特異的会合条件に適う温度にまで低下さ
せることにより、当該試料溶液中の核酸分子を適宜会合させることができる。好ましくは
、試料溶液の温度を第１核酸分子プローブのＴｍ値±３℃の温度程度まで低下させる。一
方、高塩濃度処理による変性を行った場合にも、同様に、低塩濃度処理後、塩溶液を添加
する等により、当該試料溶液の塩濃度を、特異的会合条件に適う濃度にまで上昇させるこ
とにより、当該試料溶液中の核酸分子を適宜会合させることができる。
【００３８】
　これらの処理により、第１核酸分子プローブを会合させるが、このとき、第１核酸分子
プローブは、第２核酸分子プローブと標的核酸分子のいずれとも会合し得るため、核酸含
有試料中に標的核酸分子が存在していた場合には、工程（ｃ）後の試料溶液中には、第１
核酸分子プローブと標的核酸分子との会合体と、第１核酸分子プローブと第２核酸分子プ
ローブとの会合体とが存在する。
【００３９】
　その後、工程（ｄ）として、試料溶液の温度及び塩濃度が前記工程（ｃ）における会合
体形成時と同じ条件下で、すなわち、特異的会合条件において、形成された会合体中の２
本の核酸鎖間に共有結合を形成する。なお、「工程（ｃ）における会合体形成時と同じ条
件」とは、試料溶液の温度及び塩濃度が互いに同一条件であることが好ましいが、標的核
酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体の形成しやすさと、第１核酸分子プローブとは
非相補的な塩基配列を有する核酸と第１核酸分子プローブとの会合体の形成しやすさとが
、工程（ｃ）における会合体形成時と、工程（ｄ）における共有結合形成時とで実質的に
同じであればよく、必ずしも物理的に完全に同一でなくてもよい場合がある。例えば、工
程（ｃ）における会合体形成時の試料溶液の温度がＴｍ値±３℃であった場合に、工程（
ｄ）における共有結合形成時の試料溶液の温度もＴｍ値±３℃であればよい場合がある。
標的核酸分子の塩基配列の種類によっては、Ｔｍ値±３℃の温度であれば、特異的会合条
件であり、当該温度範囲内で多少の変動があったとしても、会合体形成の特異性に対する
影響はほとんどないと考えられるためである。
【００４０】
　工程（ｄ）における共有結合の形成方法は、１本鎖化された標的核酸分子と第１核酸分
子プローブとが会合して形成された会合体の２本鎖間に共有結合を形成可能であれば、特
に限定されるものではなく、核酸分子同士をクロスリンクする際に用いられるいずれの手
法を用いて行ってもよい。例えば、標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体のみ
に対して選択的に共有結合を形成させる方法であってもよく、工程（ｃ）後の試料溶液中
に存在する当該会合体以外の他の会合体に対しても共有結合を形成させる方法であっても
よい。
【００４１】
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　本発明においては、光化学的反応により、共有結合を形成することが好ましい。光化学
的反応とは、特定の波長の光を照射し、その光エネルギーを利用して行われる反応を意味
する。光化学的反応により共有結合を形成する方法は、試料溶液に特定の波長の光を照射
することによって会合体の核酸鎖間に共有結合を形成させることができるため、試料溶液
の組成等の条件を変動させる必要がない。このため、試料溶液中の会合体に対して、共有
結合形成以外に与える影響を抑えることができ、かつ操作も簡便である。
【００４２】
　例えば、標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少なくとも１の塩基を、光反応性塩基誘
導体に置換されている第１核酸分子プローブを用いることにより、光化学反応によって、
標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体に、当該光反応性塩基誘導体を介した共
有結合を形成することができる。ここで、光反応性塩基誘導体とは、特定の波長の光が照
射されることにより、有機合成反応における反応性が活性化される部位（光反応性部位）
を有し、天然のヌクレオチドと同様に核酸鎖を形成することが可能な塩基誘導体を意味す
る。光反応性塩基誘導体に置換されている第１核酸分子プローブと標的核酸分子との会合
体を形成させた後、当該会合体が含まれている試料溶液に、当該光反応性塩基誘導体中の
光反応性部位を活性化し得る波長の光を照射すると、当該光反応性部位が活性化され、こ
の光反応性部位に近接する標的核酸分子中の原子との間に共有結合が形成される。
【００４３】
　このような光反応性塩基誘導体としては、例えば、３－Ｃｙａｎｏｖｉｎｙｌｃａｒｂ
ａｚｏｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ（ＣＮＶＫ）（例えば非特許文献４又は５参照。）等
が挙げられる。なお、光反応性塩基誘導体に置換されている第１核酸分子プローブは、例
えば、第１核酸分子プローブを公知のオリゴヌクレオチド合成機を用いて合成する際に、
光反応性塩基誘導体を原料として用いることにより製造することができる。また、未置換
の第１核酸分子プローブを製造した後、公知の有機合成反応により、当該プローブを構成
する塩基に適当な光反応性官能基を導入することによっても得ることができる。
【００４４】
　光反応性塩基誘導体としてＣＮＶＫを用いた場合には、具体的には、次のようにして、
標的核酸分子と第１核酸分子プローブとの会合体を共有結合により安定化することができ
る。まず、第１核酸分子プローブ中の標的核酸分子と塩基対を形成する塩基のうち、当該
塩基の５’側に隣接する塩基がプリン塩基である塩基を、少なくとも１つＣＮＶＫに置換
したＣＮＶＫ置換第１核酸分子プローブを調製する。次いで、このＣＮＶＫ置換第１核酸
分子プローブと標的核酸分子とを会合させた後、形成された会合体を含む試料溶液に３４
０～３８０ｎｍの光、好ましくは、３６６ｎｍを含む紫外光を照射すると、ＣＮＶＫの５
’側 に隣接するプリン塩基と塩基対を形成している標的核酸分子中のピリミジン塩基を
構成する原子とＣＮＶＫを構成する原子とが共有結合により結合する。
【００４５】
　その他、光反応性塩基誘導体として、チミン（Ｔ）又はアデニン（Ａ）にリンカーを介
してソラーレン（ｐｓｏｒａｌｅｎ）（例えば、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 88,
 pp. 5602-5606, July 1991）を付加したものを用いてもよい。例えば、第１核酸分子プ
ローブ中の標的核酸分子と会合する領域に、ＴＡ配列があった場合に、当該ＴＡ配列中の
Ｔ又はＡにリンカーを介してソラーレンを結合させたソラーレン結合第１核酸分子プロー
ブを調製する。次いで、このソラーレン結合第１核酸分子プローブと標的核酸分子とを会
合させた後、２５４ｎｍ等の近紫外光を照射すると、このソラーレンを介して標的核酸分
子とソラーレン結合第１核酸分子プローブとが架橋され、両者による会合体が安定化する
。
【００４６】
　さらに、工程（ｅ）として、当該記試料溶液中の第１マーカー又は第２マーカーの光学
的特性の時間変化を検出することにより、標的核酸分子を定量することができる。例えば
、第２核酸分子プローブと会合した第１核酸分子プローブは消光状態となるが、標的核酸
分子と会合した第１核酸分子プローブでは、近傍に消光物質が存在しないため、蛍光エネ
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ルギー移動による消光状態にならず、第１マーカーから発される蛍光が検出される。した
がって、第１マーカーの分光特性に最適な波長の光を照射し、第１マーカーから発される
蛍光の蛍光強度の揺らぎ（時間変化）を測定することにより、当該記試料溶液中の第１マ
ーカーが、標的核酸分子と会合している分子か、第２核酸分子プローブ会合している分子
かを、分子ごとに検出することができ、標的核酸分子を定量することができる。
【００４７】
　なお、工程（ｅ）において、試料溶液中の第１マーカー又は第２マーカーの光学的特性
の時間変化の検出方法は、溶液中の分子の蛍光シグナルの時間変化（揺らぎ）を検出し解
析し得る方法であれば、特に限定されるものではない。例えば、共焦点光学系における焦
点領域に存在している分子の蛍光シグナルを検出し、解析することにより、溶液中の分子
の蛍光シグナルの時間変化を測定・解析することができる。該方法として、例えば、蛍光
強度分布解析法（Ｆｌｕｏｒｅｃｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕ
ｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ， ＦＩＤＡ）、蛍光相関分光法（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃ
ｅ　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＣＳ）、蛍光相互相関分光
法（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｃｒｏｓｓ－Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏ
ｓｃｏｐｙ，ＦＣＣＳ）、蛍光偏光解析法（ＦＩＤＡ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ，ＦＩ
ＤＡ－ＰＯ）等がある。なお、このような分子の蛍光シグナルの時間変化の検出及び解析
は、例えば、ＭＦ２０（オリンパス社製）等の公知の一分子蛍光分析システム等を用いて
行うことができる。
【００４８】
　本発明の標的核酸分子の定量方法においては、ＦＲＥＴにより生じる光学的特性の変化
を検出していることから、各マーカーの光学的特性の時間変化を検出し解析する方法とし
て、蛍光強度を解析するＦＩＤＡ、ＦＣＳ、ＦＣＣＳを行うことが好ましく、ＦＩＤＡ又
はＦＣＳを行うことがより好ましく、ＦＩＤＡを行うことがさらに好ましい。
【００４９】
　また、これらの一分子蛍光分析法では、試料溶液中の分子ごとの蛍光シグナルを検出し
、統計解析を行うことにより、ＦＲＥＴが生じている核酸分子プローブと、ＦＲＥＴが生
じていない核酸分子プローブとを識別することができる。ここで、ＦＲＥＴが生じていな
い第１核酸分子プローブの数が、標的核酸分子と会合している第１核酸分子プローブの数
と理論的に等しくなるため、直接的に標的核酸分子数を計測することができる。
【００５０】
　例えば、ＦＩＤＡにより、共焦点光学系における焦点領域に存在している分子の蛍光強
度の揺らぎを検出した後、統計解析を行うことによって、標的核酸分子と会合している第
１核酸分子プローブの分子数を算出することにより、標的核酸分子を定量することができ
る。また、標的核酸分子が２本鎖核酸であった場合には、標的核酸分子から解離した２本
鎖のうちの１本は第１核酸分子プローブと会合し、他方は第２核酸分子プローブと会合す
る。このため、標的核酸分子と会合している第２核酸分子プローブの分子数を算出するこ
とによっても、標的核酸分子を定量することができる。
【００５１】
　同様に、共焦点光学系における焦点領域に存在している分子の蛍光強度の揺らぎを、自
己相関解析（ＦＣＳ）又は相互相関解析（ＦＣＣＳ）によって検出した後、統計解析を行
い、標的核酸分子と会合している第１核酸分子プローブ又は第２核酸分子プローブの分子
数を算出することによっても、標的核酸分子を定量することができる。なお、ＦＣＳやＦ
ＣＣＳの場合には、消光物質としてダーククエンチャーを用いることにより、より精度よ
く標的核酸分子を定量することができる。
【００５２】
　このように、本発明の標的核酸分子の定量方法は、いわゆる、ＦＲＥＴによるエネルギ
ー移動による蛍光強度等の光学的特性の時間変化を、ＦＩＤＡやＦＣＳ等の一分子蛍光分
析法を用いて、個々の分子に対して検出し解析することにより、標的核酸分子と核酸分子
プローブとの会合を、直接的かつ精度よく検出する方法であり、標的核酸分子の濃度を定
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量することができる。
【００５３】
　図２は、第１マーカーとして蛍光色素を、第２マーカーとしてダーククエンチャーを用
いた場合の本発明の標的核酸分子の定量方法の一態様を示した図である。図２（Ａ）は、
試料溶液調製前、すなわち、標的核酸分子Ｔａｒｇｅｔ　ＮＡ（Ｔａｒｇｅｔ　Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ）（３）と混合される前の第１マーカーである蛍光色素ＴＡＭＲＡ（
１ａ）を結合させた第１核酸分子プローブ（１）と、ＴＡＭＲＡの消光物質である第２マ
ーカーＢＨＱ－２（２ａ）を結合させた第２核酸分子プローブ（２）とが会合した状態を
示したものである。一方、図２（Ｂ）は、これらの核酸分子プローブに対して、標的核酸
分子（Ｔａｒｇｅｔ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ、図中、「Ｔａｒｇｅｔ　ＮＡ」）（
３）を含有する核酸含有試料を添加して混合した後、変性し、会合させて得られた会合体
等の状態を示したものである。第１核酸分子プローブ（１）の一部は標的核酸分子（３）
と会合し、残りの第１核酸分子プローブ（１）は第２核酸分子プローブ（２）と再会合す
る。第１核酸分子プローブ（１）と再会合しなかった第２核酸分子プローブ（２）は、第
２マーカーＢＨＱ－２（２ａ）がダーククレンチャーであるため、蛍光は発しない。一方
、標的核酸分子と会合した第１核酸分子プローブ（１）は、近傍に消光物質がないために
、蛍光を発する。このため、この試料溶液をＦＩＤＡで計測し、統計解析することにより
、図２（Ｃ）に示すように、蛍光強度の異なる２種類の蛍光分子として計測できる。図２
（Ｃ）は、解析の結果得られた、試料溶液中の各蛍光強度を有する分子の分布を示してい
る。蛍光強度の小さい分子が、第１核酸分子プローブ（１）と第２核酸分子プローブ（２
）とが会合している分子を示し、蛍光強度の大きい分子が、第１核酸分子プローブ（１）
と標的核酸分子（３）とが会合している分子を示す。つまり、蛍光強度の大きい分子の分
子数が、標的核酸分子（３）の分子数であり、よって、標的核酸分子を定量することがで
きる。
【００５４】
　図３は第１マーカー及び第２マーカーとして蛍光色素を用いた場合の本発明の標的核酸
分子の定量方法の一態様を示した図である。図３（Ａ）は、試料溶液調製前、すなわち、
標的核酸分子Ｔａｒｇｅｔ　ＮＡ（Ｔａｒｇｅｔ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ）（３）
と混合される前の第１マーカーである蛍光色素Ｃｙ５（１ｂ）を結合させた第１核酸分子
プローブ（１）と、Ｃｙ５の消光物質である第２マーカーである蛍光色素ＴＡＭＲＡ（２
ｂ）を結合させた第２核酸分子プローブ（２）とが会合した状態を示したものである。図
２に示す態様では、第１核酸分子プローブと第２核酸分子プローブとの会合体は蛍光を発
することはなかったが、図３に示す態様では、両者が会合している場合、第２マーカーＣ
ｙ５（２ｂ）は第１マーカーＴＭＲ（１ｂ）と蛍光エネルギー共鳴を起こし、第１マーカ
ーＴＭＲ（１ｂ）の蛍光分子の励起波長で第２マーカーＣｙ５（２ｂ）が励起される。よ
って、第１マーカーの励起波長を照射し、第２マーカーの蛍光を検出することにより、第
１マーカーと第２マーカーが近傍にあること、すなわち第１核酸分子プローブと第２核酸
分子プローブとが会合していることがわかる。一方、図３（Ｂ）は、これらの核酸分子プ
ローブに対して、標的核酸分子（Ｔａｒｇｅｔ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ、図中、「
Ｔａｒｇｅｔ　ＮＡ」）（３）を含有する核酸含有試料を添加して混合した後、変性し、
会合させて得られた会合体等の状態を示したものである。第１核酸分子プローブ（１）の
一部は標的核酸分子（３）と会合し、残りの第１核酸分子プローブ（１）は第２核酸分子
プローブ（２）と再会合する。図３（Ｃ）は、この試料溶液を、ＴＭＲの励起波長である
５４３ｎｍで励起し、かつＴＭＲの蛍光波長で検出し、ＦＩＤＡにより統計解析を行った
結果得られた、試料溶液中の各蛍光強度を有する分子の分布を示している。この場合には
、標的核酸分子（３）と会合した第１核酸分子プローブ（１）からは強い蛍光シグナルが
観察されるが、第２核酸分子プローブと会合した第１核酸分子プローブ（１）又は第２核
酸分子プローブ（２）のみからは、弱い蛍光シグナルが観察される。つまり、蛍光強度の
大きい分子の分子数が、標的核酸分子（３）の分子数となる。一方、図３（Ｄ）は、この
試料溶液にＴＭＲの励起波長である５４３ｎｍで励起し、Ｃｙ５の蛍光波長（６７０ｎｍ
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）で検出し、ＦＩＤＡにより統計解析を行った結果得られた、試料溶液中の各蛍光強度を
有する分子の分布を示している。この場合には、第１核酸分子プローブ（１）と第２核酸
分子プローブ（２）との会合体のみから、蛍光エネルギー移動による強い蛍光シグナルを
発する分子が分離・検出される。つまり、Ｃｙ５の蛍光波長で検出することにより、ＴＭ
Ｒの蛍光波長で検出した場合の裏の反応を確認することができ、精度が向上する。
【００５５】
　また、本発明の標的核酸分子の定量方法は、前述の第１核酸分子プローブと第２核酸分
子プローブとを含むキットを用いることにより、より簡便に核酸含有試料中の標的核酸分
子を定量することができる。特に、標的核酸分子と相補的な塩基配列中の少なくとも１の
塩基が光反応性塩基誘導体に置換されている第１核酸分子プローブを含むキットであるこ
とが好ましい。当該キットは、これらの核酸分子プローブ以外にも、試料溶液を調製する
ために用いられるバッファー等の他の試薬等を含んでいてもよい。
【実施例】
【００５６】
　次に実施例を示して本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定さ
れるものではない。
【００５７】
［実施例１］
　ヒトのマイクロＲＮＡであるｍｉＲ－２１（ｈｓａ－ｍｉＲ－２１, ５’－ ＵＡＧＣ
ＵＵＡＵＣＡＧＡＣＵＧＡＵＧＵＵＧＡ －３’,Ｔｈｅ ｍｉＲＢａｓｅ Ｓｅｑｕｅｎｃ
ｅ Ｄａｔａｂａｓｅ－Ｒｅｌｅａｓｅ １２．０, ｈｔｔｐ：／／ｍｉｃｒｏｒｎａ．ｓ
ａｎｇｅｒ.ａｃ.ｕｋ／ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ／ｉｎｄｅｘ．ｓｈｔｍｌ）と相同な配列を
もつ１本鎖ＤＮＡを標的核酸分子として、本発明の標的核酸分子の定量方法により、未標
識の標的核酸分子の濃度を効率よく測定した。
　まず、ｍｉＲ－２１に相補的な塩基配列を有し、５’末端に第１マーカーとしてＴＡＭ
ＲＡを結合させ、かつ１の塩基を、クロスリンクする塩基誘導体として３－Ｃｙａｎｏｖ
ｉｎｙｌｃａｒｂａｚｏｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ（ＣＮＶＫ）に置換した第１核酸分
子プローブと、当該第１核酸分子プローブと相同的な塩基配列を有し、５’末端に第２マ
ーカーとしてＢＨＱ－２を結合させた第２核酸分子プローブとを用意した。各プローブを
１０ｎＭとなるように混合した溶液に、標的核酸分子（ｍｉＲ－２１と相同な配列をもつ
１本鎖ＤＮＡ）を最終濃度で０．０８～１０ｎＭとなるように添加して、試料溶液を調製
した。各試料溶液を、９０℃で１０分間変性させた後、６２℃まで１℃／分で温度を下げ
ることにより、ハイブリダイゼーション（会合）を行った後、６２℃にて、３６６ｎｍの
光照射（クロスリンク）を行った。その後室温まで冷却した後、ＴＡＭＲＡの励起波長を
照射してＴＡＭＲＡの蛍光波長で検出し、ＦＩＤＡ解析を行った。
　得られた解析結果を図４に示す。横軸は添加した１本鎖ＤＮＡ（標的核酸分子）の濃度
を表し、縦軸は共焦点領域におけるＴＡＭＲＡの蛍光が検出された分子の個数、すなわち
、第２核酸分子プローブの代わりに添加した１本鎖ＤＮＡと会合した結果、蛍光が回復し
た第１核酸分子プローブの個数を表している。添加した１本鎖ＤＮＡの濃度に比例して、
蛍光が回復した第１核酸分子プローブの個数が増加していた。
　これらの結果から、本発明の標的核酸分子の定量方法により、試料溶液中に存在する標
的核酸分子を定量することができることが明らかである。なお、本実施例では添加した核
酸（標的核酸分子）はＤＮＡであるが、ＲＮＡでも同様である。
【００５８】
［実施例２］
　次に、特異性を検証するために、実施例１で用いたｍｉＲ－２１と相同な配列をもつ１
本鎖ＤＮＡ（特異核酸）と、前記特異核酸中の１塩基をＣ（シトシン）からＧ（グアニン
）に置換した１本鎖ＤＮＡ（非特異核酸）との２種類の核酸を、本発明の標的核酸分子の
定量方法によりそれぞれ定量した。また、共有結合形成の効果を検証するため、実施例１
で用いた第１核酸分子プローブ及び第２核酸分子プローブに加えて、実施例１で用いた第
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ＲＡを結合させたもの（ＣＮＶＫが導入されていないもの）を、未置換第１核酸分子プロ
ーブとして調製した。
　具体的には、第１核酸分子プローブ及び第２核酸分子プローブをそれぞれ１０ｎＭとな
るように混合した溶液に、特異核酸又は非特異核酸を最終濃度が１．２５ｎＭ、２．５ｎ
Ｍ、又は５ｎＭとなるように添加した試料溶液をそれぞれ調製した。さらに、未置換第１
核酸分子プローブ及び第２核酸分子プローブをそれぞれ１０ｎＭとなるように混合した溶
液に、非特異核酸を最終濃度が１．２５ｎＭ、２．５ｎＭ、又は５ｎＭとなるように添加
した試料溶液をそれぞれ調製した。各試料溶液を、実施例１と同様にして、変性及びハイ
ブリダイゼーション（会合）を行った後、６２℃にて３６６ｎｍの光照射（クロスリンク
）を行い、室温まで冷却した後、ＴＡＭＲＡの励起波長を照射してＴＡＭＲＡの蛍光波長
で検出し、ＦＩＤＡ解析を行った。
　得られた解析結果を図５に示す。なお、縦軸及び横軸は、図４と同様である。また、図
中、「特異（クロスリンクあり）」は特異核酸及びＣＮＶＫで置換された第１核酸分子プ
ローブを添加した試料溶液の結果を、「非特異（クロスリンクあり）」は非特異核酸及び
ＣＮＶＫで置換された第１核酸分子プローブを添加した試料溶液の結果を、「非特異（ク
ロスリンクなし）」は非特異核酸及び未置換第１核酸分子プローブを添加した試料溶液の
結果を、それぞれ示している。この結果、非特異核酸を添加した試料溶液のうち、ＣＮＶ

Ｋで置換された第１核酸分子プローブを用いてクロスリンク処理（３６６ｎｍの光照射）
を行ったものでは、ＴＡＭＲＡの蛍光シグナルを検出することはできず、第２核酸分子プ
ローブに換えて非特異核酸と会合した第１核酸分子プローブは試料溶液中に存在していな
かった。一方、非特異核酸を添加した試料溶液のうち、未置換第１核酸分子プローブを用
いたものでは、ＴＡＭＲＡの蛍光シグナルが検出され、非特異核酸と会合した第１核酸分
子プローブが試料溶液中に存在していることが分かった。
　第１核酸分子プローブと非特異核酸は、１塩基のミスマッチを有するため、非特異核酸
を含む試料溶液において検出されたＴＡＭＲＡの蛍光シグナルは、非特異的なシグナルで
ある。これらの結果から、特異的会合条件下で予め会合体中の２本の核酸鎖間に共有結合
を形成することにより、非特異的会合体の形成を顕著に抑制することができること、つま
り、本発明の標的核酸分子の定量方法を用いることにより、１塩基程度のミスマッチをも
識別し、標的核酸分子を特異的に検出し得ることが明らかである。
【産業上の利用可能性】
【００５９】
　本発明の標的核酸分子の定量方法により、ＦＲＥＴによるエネルギー移動を一分子ごと
に検出し、解析することによって、試料中に存在する標的核酸分子を、高感度に、かつ精
度良く定量することができるため、試料中の核酸を定量解析するような生化学、分子生物
学、臨床検査等の分野で利用が可能である。
【符号の説明】
【００６０】
　１…第１核酸分子プローブ、１ｍ…第１マーカー、１ａ…第１マーカー（ＴＡＭＲＡ）
、１ｂ…第１マーカー（ＴＭＲ）、２…第２核酸分子プローブ、２ｍ…第２マーカー、２
ａ…第２マーカー（ＢＨＱ－２）、２ｂ…第２マーカー（Ｃｙ５）、３…標的核酸分子（
Ｔａｒｇｅｔ　ＮＡ）、４…非特異核酸分子、５…共有結合。
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