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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　グアニンと相互作用したときに蛍光強度が減衰する蛍光消光物質（ｄ）で標識されたヌ
クレオチド（ａ）を含むオリゴヌクレオチドからなる１個または２個の蛍光プローブ（Ａ
）と、該蛍光プローブ（Ａ）がハイブリダイズする１個または２個の蛍光プローブ結合領
域（ｂ１）と、標的核酸（Ｃ）とハイブリダイズする標的核酸結合領域（ｂ２）とを有す
るオリゴヌクレオチドからなるバインディングプローブ（Ｂ）とからなり、上記蛍光プロ
ーブ（Ａ）が、上記蛍光プローブ結合領域（ｂ１）にハイブリダイズし、かつ上記標的核
酸（Ｃ）が上記標的核酸結合領域（ｂ２）にハイブリダイズしたときに、上記標的核酸（
Ｃ）を含む核酸中のグアニンと、上記ヌクレオチド（ａ）に標識された蛍光消光物質（ｄ
）とが相互作用して該蛍光消光物質（ｄ）の蛍光強度が減衰するように、上記蛍光プロー
ブ（Ａ）と上記バインディングプローブ（Ｂ）が設計されている核酸プローブセットを用
いることを特徴とするリアルタイムＰＣＲ方法。
【請求項２】
　前記蛍光消光物質（ｄ）が、テトラブロモスルホンフルオレセイン（TBSF）、2-オキソ
-6,8-ジフルオロ-7-ヒドロキシ-2H-1-ベンゾピラン-3-カルボン酸（Pacific Blue（商標
））、ローダミン６Ｇ、カルボキシローダミン６Ｇ、カルボキシテトラメチルローダミン
および4,4-ジフルオロ-5,7-ジメチル-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン-3-プロピオン
酸（BODIPY（商標）-FL）からなる群から選択されるいずれかである請求項１に記載のリ
アルタイムＰＣＲ方法。
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【請求項３】
　前記１個または２個の蛍光プローブ（Ａ）が、５’末端ヌクレオチドまたは３’末端ヌ
クレオチドを蛍光消光物質（ｄ）で標識したオリゴヌクレオチドである請求項１に記載の
リアルタイムＰＣＲ方法。
【請求項４】
　前記１個または２個の蛍光プローブ（Ａ）が、５～５０塩基長である請求項３に記載の
リアルタイムＰＣＲ方法。
【請求項５】
　前記標的核酸結合領域（ｂ２）が５～６０塩基長である請求項１に記載のリアルタイム
ＰＣＲ方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遺伝子工学の分野に関し、より詳しくは核酸の分析のために用いる核酸プロ
ーブセットおよびその使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　標的核酸の検出方法においては、標的核酸と特異的にハイブリダイズする一本鎖核酸プ
ローブが広く用いられている。一本鎖核酸プローブを用いる標的核酸の検出方法の一つに
、当該核酸プローブを蛍光物質で標識し、この核酸プローブが標的核酸に結合したときに
、標的核酸中のグアニンの作用で蛍光が消光し、標的核酸から解離するといったん消光し
た蛍光が発蛍光する現象を利用するＱ－プローブ法（Ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ　Ｐｒｏｂｅ）
がある。Ｑ－プローブ法は、プローブの構造がシンプルであること、プローブ設計にトラ
イ・アンド・エラーが不要であることおよび精度の高い結果が得られるという優れた利点
がある（例えば、特許文献１および特許文献２を参照のこと）。
【０００３】
【特許文献１】特許第３４３７８１６号公報
【特許文献２】特開２００２－１１９２９１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　しかし、このような従来の一本鎖核酸プローブは、対象とする標的核酸ごとに、異なる
塩基配列をもつ蛍光標識核酸プローブを用意しなければならない。このような蛍光標識し
た核酸プローブは、比較的高価であり、また、その合成に長時間を要するという問題点が
あるため、それを用いた実験もコストがかかり、準備に時間を要するという問題点がある
。
【０００５】
　従って、本発明の目的は、上述した従来技術の問題点を解決し、短時間で、安価に調製
できる核酸プローブおよびその使用方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　上記目的は、以下の本発明によって達成される。すなわち、本発明は、グアニンと相互
作用したときに蛍光強度が減衰する蛍光消光物質（ｄ）で標識されたヌクレオチド（ａ）
を含むオリゴヌクレオチドからなる１個または２個の蛍光プローブ（Ａ）と、該蛍光プロ
ーブ（Ａ）がハイブリダイズする１個または２個の蛍光プローブ結合領域（ｂ１）と、標
的核酸（Ｃ）とハイブリダイズする標的核酸結合領域（ｂ２）とを有するオリゴヌクレオ
チドからなるバインディングプローブ（Ｂ）とからなり、上記蛍光プローブ（Ａ）が、上
記蛍光プローブ結合領域（ｂ１）にハイブリダイズし、かつ上記標的核酸（Ｃ）が上記標
的核酸結合領域（ｂ２）にハイブリダイズしたときに、上記標的核酸（Ｃ）を含む核酸中
のグアニンと、上記ヌクレオチド（ａ）に標識された蛍光消光物質（ｄ）とが相互作用し
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て該蛍光消光物質（ｄ）の蛍光強度が減衰するように、上記蛍光プローブ（Ａ）と上記バ
インディングプローブ（Ｂ）が設計されている核酸プローブセットを用いることを特徴と
するリアルタイムＰＣＲ方法である。
【０００７】
　上記本発明の核酸プローブセットにおいては、前記蛍光消光物質（ｄ）が、テトラブロ
モスルホンフルオレセイン（TBSF）、2-オキソ-6,8-ジフルオロ-7-ヒドロキシ-2H-1-ベン
ゾピラン-3-カルボン酸（Pacific Blue（商標））、ローダミン６Ｇ、カルボキシローダ
ミン６Ｇ、カルボキシテトラメチルローダミンおよび4,4-ジフルオロ-5,7-ジメチル-4-ボ
ラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）-FL）からなる群から選
択されるいずれかであること；前記１個または２個の蛍光プローブ（Ａ）が、５’末端ヌ
クレオチドまたは３’末端ヌクレオチドを蛍光消光物質（ｄ）で標識したオリゴヌクレオ
チドであること；前記１個または２個の蛍光プローブ（Ａ）が、５～５０塩基長であるこ
と；前記標的核酸結合領域（ｂ２）が５～６０塩基長であることが好ましい。
【発明の効果】
【００１２】
　従来、核酸の種々の分析方法に使用される核酸プローブは、高価な蛍光物質で標識した
ものを分析対象の標的核酸ごとに調製する必要があったが、本発明によれば、高価な蛍光
物質で標識した核酸プローブを標的核酸ごとに調製せずにすむため、従来の核酸プローブ
に比べ、安価にかつ短時間で核酸プローブを提供することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　次に、本発明を実施するための最良の形態を、図面を参照しながら説明する。なお、本
発明において、上記蛍光プローブ（Ａ）と上記バインディングプローブ（Ｂ）とがハイブ
リダイズした複合体を「核酸プローブセット複合体」と呼ぶことがある。
【００１４】
　また、本発明において「ヌクレオチド」というときは、デオキシリボヌクレオチドまた
はリボヌクレオチドのモノマーを意味し、「オリゴヌクレオチド」というときは、ヌクレ
オチドから構成されるオリゴマーのことをいい、このオリゴマーは、デオキシリボヌクレ
オチドまたはリボヌクレオチドのみから構成されていてもよいし、両者を含むものであっ
てもよい。
【００１５】
　本発明でいう「標的核酸」とは、本発明の核酸プローブセットを構成するバインディン
グプローブ（Ｂ）の標的核酸結合領域（ｂ２）と特異的にハイブリダイズする塩基配列の
領域を意味し、種々の核酸または遺伝子の一部である場合も含むものとする。また、標的
核酸は、その種類はいかなるものでもよく、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＬＮＡ、ＰＮＡおよび人工
的に修飾された核酸などを挙げることができる。
【００１６】
　本発明の核酸プローブセットの一例を図１、図２および図８に示す。これらの図中、（
Ａ）は蛍光プローブ、（Ｂ）はバインディングプローブであり、本発明の核酸プローブセ
ットは、上記蛍光プローブ（Ａ）とバインディングプローブ（Ｂ）とからなる。（Ｃ）は
標的核酸の一例である。
【００１７】
　図１は、蛍光プローブ（Ａ）と蛍光プローブ結合領域（ｂ１）と標的核酸結合領域（ｂ
２）とがそれぞれ１個であり、かつ標的核酸（Ｃ）とハイブリダイズする前の本発明の核
酸プローブセット複合体を示す模式図である。図２は、図１に示す標的核酸（Ｃ）と本発
明の核酸プローブセット複合体とがハイブリダイズした状態を示す模式図である。図８は
、蛍光プローブ（Ａ）と蛍光プローブ結合領域（ｂ１）がそれぞれ２個であり、かつ標的
核酸（Ｃ）とハイブリダイズする前の本発明の核酸プローブセット複合体を示す模式図で
ある。
【００１８】
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　本発明の核酸プローブセットを構成する１個または２個の蛍光プローブ（Ａ）（以下単
に「蛍光プローブ（Ａ）」と云う場合がある）は、蛍光物質（ｄ）で標識されたヌクレオ
チド（ａ）を含むオリゴヌクレオチドである。当該蛍光プローブ（Ａ）の塩基配列は、バ
インディングプローブ（Ｂ）の蛍光プローブ結合領域（ｂ１）とハイブリダイズするもの
であれば特に制限されず、検出または分析対象の標的核酸の種類にかかわらず常に同じも
のを用いることもできる。このように、本発明の核酸プローブセットを構成する蛍光プロ
ーブ（Ａ）は、特定の標的核酸に対応する塩基配列を持つ必要がないため、本発明の核酸
プローブセットを用いて、標的核酸の分析を行う場合、高価な蛍光物質を有する蛍光プロ
ーブを検出または分析対象の標的核酸ごとに調製せずにすむという利点がある。
【００１９】
　一方、本発明の核酸プローブセットを構成するバインディングプローブ（Ｂ）は、上記
蛍光プローブ（Ａ）とハイブリダイズする１個または２個の蛍光プローブ結合領域（ｂ１
）（以下単に「蛍光プローブ結合領域（ｂ１）」と云う場合がある）および標的核酸（Ｃ
）とハイブリダイズする標的核酸結合領域（ｂ２）とを有するオリゴヌクレオチドである
。
【００２０】
　図１に示す本発明の核酸プローブセットは、図２に示すように、本発明の核酸プローブ
セット複合体と標的核酸（Ｃ）とがハイブリダイズしたときに、蛍光プローブ（Ａ）中の
蛍光物質（ｄ）と標的核酸（Ｃ）を含む核酸中のグアニンとが相互作用して該蛍光物質（
ｄ）の蛍光キャラクターが変化するように設計されている。
【００２１】
　上記グアニンは、標的核酸を含む核酸中にあれば、標的核酸の塩基配列領域中にあって
も、標的核酸の塩基配列領域の外側にあってもよい。上記グアニンが、標的核酸の塩基配
列中にあり、ハイブリダイズしたバインディングプローブ（Ｂ）のシトシンと塩基対を形
成している場合、蛍光物質（ｄ）とグアニンとの相互作用が幾分低下するが特に問題はな
く、さらには上記グアニンが、標的核酸の塩基配列領域の外側にあるなどの理由で塩基対
を形成していない場合、蛍光物質（ｄ）とグアニンとの相互作用が容易となるのでより好
ましい。
【００２２】
　次に、図３を用いて、本発明の核酸プローブセット複合体と標的核酸（Ｃ）とがハイブ
リダイズしている場合に、蛍光物質（ｄ）と標的核酸（Ｃ）を含む核酸中のグアニン塩基
を持つ任意のヌクレオチド（以下、「ヌクレオチドε」と略す。）とが相互作用できる条
件について説明する。以下の説明中、標的核酸（Ｃ）の３’末端のグアニン塩基を持つヌ
クレオチドをヌクレオチドεとする。図３は、図２の蛍光物質（ｄ）の周辺部分を拡大し
て表示したものである。蛍光物質（ｄ）とヌクレオチドεとが相互作用できる条件は、後
述する蛍光物質（ｄ）と蛍光物質（ｄ）で標識されたヌクレオチド（ａ）とを結ぶスペー
サーの長さにも依存し、一定しないが、一般化すると以下のように表現できる。
【００２３】
　蛍光プローブ（Ａ）とバインディングプローブ（Ｂ）とがハイブリダイズしている場合
において、蛍光プローブ（Ａ）と塩基対を形成している蛍光プローブ結合領域（ｂ１）中
のヌクレオチドであって、標的核酸結合領域（ｂ２）に最も近いヌクレオチド（以下、「
ヌクレオチドα」と略す。）と塩基対を形成している蛍光プローブ（Ａ）中のヌクレオチ
ドをβとする。このヌクレオチドβと蛍光物質で標識されたヌクレオチド（ａ）との距離
（β－ａ）を塩基数で表した数をＸとする。図３において、ヌクレオチドαは、蛍光プロ
ーブ結合領域（ｂ１）中３’末端にあるチミン塩基を持つヌクレオチドであり、ヌクレオ
チドβは、蛍光プローブ（Ａ）中蛍光物質（ｄ）で標識されたヌクレオチド（ａ）に隣接
するアデニン塩基を持つヌクレオチドであり、この場合のＸは１である。なお、隣接して
いるヌクレオチドを「Ｘ＝１」とカウントし、１個おいて隣接しているヌクレオチドを「
Ｘ＝２」とカウントする。
【００２４】
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　次に、標的核酸（Ｃ）と塩基対を形成している標的核酸結合領域（ｂ２）中のヌクレオ
チドであって、ヌクレオチドαに最も近いヌクレオチド（以下「ヌクレオチドγ」と略す
。）とヌクレオチドαとの距離（γ－α）を塩基数で表した数をＹとする。図３において
、ヌクレオチドγは、標的核酸結合領域（ｂ２）中、５’末端にあるシトシン塩基を持つ
ヌクレオチドであり、この場合のＹは１である。なお、ＹのカウントはＸの場合と同じで
ある。
【００２５】
　また、バインディングプローブ（Ｂ）と標的核酸（Ｃ）とがハイブリダイズしている場
合において、ヌクレオチドγと塩基対を形成している標的核酸（Ｃ）中のヌクレオチドを
δとする。このヌクレオチドδと上記ヌクレオチドεとの距離（δ－ε）を塩基数で表し
た数をＺとする。図３において、ヌクレオチドδは標的核酸（Ｃ）中３’末端のグアニン
塩基を持つヌクレオチドであり、このヌクレオチドはヌクレオチドεであるので、Ｚは０
である。なお、ＺのカウントはＸの場合と同じである。
【００２６】
　本発明の核酸プローブセット複合体と標的核酸（Ｃ）とがハイブリダイズしている場合
に、蛍光物質（ｄ）とヌクレオチドεのグアニンとが相互作用できる条件は、Ｘ、Ｙおよ
びＺの和が６以下となる場合が好ましい。蛍光物質（ｄ）と蛍光物質（ｄ）で標識された
ヌクレオチド（ａ）とを結ぶスペーサーの長さにも依存するが、Ｘ、ＹおよびＺの和は４
以下がより好ましく、最も好ましくは２である。
【００２７】
　本発明においては、蛍光プローブ（Ａ）に標識する蛍光物質（ｄ）は、グアニンと相互
作用したときに、蛍光物質（ｄ）の蛍光キャラクターが変化するものを使用する。なお、
本発明において、「蛍光キャラクター」とは、蛍光強度のことを意味し、「グアニンと蛍
光物質とが相互作用して蛍光物質の蛍光キャラクターが変化する」とは、グアニンと蛍光
物質とが相互作用していない状態での蛍光物質の蛍光強度と、相互作用している状態での
蛍光強度とが異なることを意味し、その程度は限定しないものとする。また、蛍光の「消
光」とは、蛍光物質がグアニンと相互作用しない場合と比べて、グアニンと相互作用した
ときに蛍光強度が減衰することを意味し、その程度は限定しないものとする。
【００２８】
　本発明の核酸プローブセットに好適に使用できる蛍光物質の例としては、フルオレセイ
ンおよびその誘導体（例えば、フルオレセイン－４－イソチオシアネート（FITC）、テト
ラクロロフルオレセイン、ヘキサクロロフルオレセイン、テトラブロモスルホンフルオレ
セイン（TBSF）およびそれらの誘導体）、EDANS（５－（２－アミノエチル）アミノ－１
－ナフタレンスルホン酸）、6-JOE（6-カルボキシ-4',5'-ジクロロ-2',7'-ジメトキシフ
ルオレセイン）、3,6-ジアミノ-9-[2,4-ビス(リチオオキシカルボニル)フェニル]-4-(リ
チオオキシスルホニル)-5-スルホナトキサンチリウム/3,6-ジアミノ-9-[2,5-ビス(リチオ
オキシカルボニル)フェニル]-4-(リチオオキシスルホニル)-5-スルホナトキサンチリウム
（Alexa Fluor（登録商標） 488（モレキュラー・プローブ社））、2,3,3,7,7,8-ヘキサ
メチル-5-[4-[5-(2,5-ジオキソ-3-ピロリン-1-イル)ペンチルカルバモイル]フェニル]-2,
3,7,8-テトラヒドロ-9-アゾニア-1H-ピラノ[3,2-f:5,6-f']ジインドール-10,12-ジスルホ
ン酸12-ナトリウム（Alexa Fluor（登録商標） 532（モレキュラー・プローブ社））、1-
[6-[(2,5-ジオキソ-1-ピロリジニル)オキシ]-6-オキソヘキシル]-2-[3-[1-[6-[(2,5-ジオ
キソ-1-ピロリジニル)オキシ]-6-オキソヘキシル]-1,3-ジヒドロ-3,3-ジメチル-5-スルホ
-2H-インドール-2-イリデン]-1-プロペニル]-3,3-ジメチル-5-スルホ-3H-インドリウム（
Cy3（商標；アマシャム・バイオサイエンス社））、6-[[2-[5-[1-[6-(スクシンイミジル
オキシ)-6-オキソヘキシル]-3,3-ジメチル-5-スルホナト-1H-インドール-2(3H)-イリデン
]-1,3-ペンタジエニル]-3,3-ジメチル-5-スルホナト-3H-インドール-1-イウム]-1-イル]
ヘキサン酸スクシンイミジル・カリウム（Cy5（商標；アマシャム・バイオサイエンス社
））、2-オキソ-6,8-ジフルオロ-7-ヒドロキシ-2H-1-ベンゾピラン-3-カルボン酸（Pacif
ic Blue（商標；モレキュラー・プローブ社））、ローダミン６Ｇ（R6G）およびその誘導
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体（例えば、カルボキシローダミン６Ｇ（CR6G）、テトラメチルローダミン（TMR）、テ
トラメチルローダミンイソチオシアネート（TMRITC）、ｘ－ローダミン、カルボキシテト
ラメチルローダミン（TAMRA））、9-[2-(クロロスルホニル)-4-スルホナトフェニル]-2,3
,6,7,12,13,16,17-オクタヒドロ-1H,5H,11H,15H-キサンテノ[2,3,4-ij:5,6,7-i'j']ジキ
ノリジン-18-イウム/9-[4-(クロロスルホニル)-2-スルホナトフェニル]-2,3,6,7,12,13,1
6,17-オクタヒドロ-1H,5H,11H,15H-キサンテノ[2,3,4-ij:5,6,7-i'j']ジキノリジン-18-
イウム（テキサスレッド（モレキュラー・プローブ社））、4,4-ジフルオロ-5,7-ジメチ
ル-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）-FL（モレキュ
ラー・プローブ社））、4,4-ジフルオロ-5-フェニル-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン
-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）-R6G（モレキュラー・プローブ社））、4,4-ジフルオ
ロ-5-スチリル-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）564
（モレキュラー・プローブ社）並びに4,4-ジフルオロ-5-(4-フェニル-1,3-ブタジエニル)
-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）581（モレキュラ
ー・プローブ社））を挙げることができる。
【００２９】
　これらの中でもテトラブロモスルホンフルオレセイン、2-オキソ-6,8-ジフルオロ-7-ヒ
ドロキシ-2H-1-ベンゾピラン-3-カルボン酸（Pacific Blue（商標））、ローダミン６Ｇ
、カルボキシローダミン６Ｇ、カルボキシテトラメチルローダミンおよび4,4-ジフルオロ
-5,7-ジメチル-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-s-インダセン-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）-FL
）を使用することがより好ましく、4,4-ジフルオロ-5,7-ジメチル-4-ボラ-3a,4a-ジアザ-
s-インダセン-3-プロピオン酸（BODIPY（商標）-FL）を使用することがもっとも好ましい
。
【００３０】
　本発明の核酸プローブセットに使用する蛍光プローブ（Ａ）は、オリゴヌクレオチドの
製造受託会社（例えば、つくばオリゴサービス株式会社、茨城県）などに製造を委託して
使用することができる。オリゴヌクレオチドに蛍光物質を標識する方法は、特に限定され
ず、従来公知の標識方法を利用することができる。（Nature Biotechnology、１４巻、３
０３～３０８頁、１９９６年；Applied and Environmental Microbiology、６３巻、１１
４３～１１４７頁、１９９７年；Nucleic acids Research、２４巻、４５３２～４５３５
頁、１９９６年）。
【００３１】
　例えば、５’末端ヌクレオチドに蛍光物質を結合させる場合は、まず、常法に従って５
’末端のリン酸基にスペーサーとして、例えば、－（ＣＨ2）n－ＳＨを導入する。このよ
うなスペーサーは市販のものを使用することができる（例えば、Midland Certified Reag
ent Company社、米国）。この場合、ｎは３～８、好ましくは６である。このスペーサー
にＳＨ基反応性を有する蛍光物質またはその誘導体を結合させることにより蛍光標識され
たオリゴヌクレオチドを得ることができる。当該蛍光標識されたオリゴヌクレオチドは、
逆相クロマトグラフィーなどで精製して、本発明の蛍光プローブ（Ａ）とすることができ
る。
【００３２】
　また、オリゴヌクレオチドの３’末端ヌクレオチドに蛍光物質を結合させることもでき
る。この場合は、リボースまたはデオキシリボースの３’位ＣのＯＨ基にスペーサーとし
て、例えば、－（ＣＨ2）n－ＮＨ2を導入する。このようなスペーサーも市販のものを使
用することができる（例えば、Midland Certified Reagent Company社、米国）。別の方
法として、リボースまたはデオキシリボースの３’位ＣのＯＨ基にリン酸基を導入して、
リン酸基のＯＨ基にスペーサーとして、例えば、－（ＣＨ2）n－ＳＨを導入する。この場
合、ｎは３～８、好ましくは４～７である。
【００３３】
　上記のスペーサーにアミノ基またはＳＨ基に反応性を有する蛍光物質またはその誘導体
を結合させることにより蛍光物質で標識されたオリゴヌクレオチドを合成することができ
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る。当該オリゴヌクレオチドを逆相クロマトグラフィーなどで精製して、本発明の蛍光プ
ローブ（Ａ）とすることができる。スペーサーとして－（ＣＨ2）n－ＮＨ2を導入する場
合、キット試薬（例えば、Uni-link aminomodifier、クロンテック社）を用いるのが便利
である。そして、常法に従って当該オリゴヌクレオチドに蛍光物質を結合させることがで
きる。
【００３４】
　蛍光プローブ（Ａ）中の蛍光物質で標識されたヌクレオチド（ａ）は、オリゴヌクレオ
チドの両末端ヌクレオチドに限定されるものではなく、両末端ヌクレオチド以外のヌクレ
オチドを蛍光物質で標識することもできる（ANALYTICAL BIOCHEMISTRY、２２５、３２－
３８頁、１９９８年）。
【００３５】
　以上のようにして本発明の核酸プローブセットを構成する蛍光プローブ（Ａ）を調製で
きるが、好ましい蛍光プローブ（Ａ）の形態は、５’末端または３’末端ヌクレオチドを
蛍光物質（ｄ）で標識したものであり、より好ましくは、５’末端ヌクレオチドをBODIPY
（商標）-FLで標識したものである。また、蛍光物質（ｄ）で標識されたヌクレオチドの
塩基としては、グアニンまたはシトシンであることが好ましい。
【００３６】
　本発明の核酸プローブセットを構成する蛍光プローブ（Ａ）は、バインディングプロー
ブ（Ｂ）の蛍光プローブ結合領域（ｂ１）とハイブリダイズする塩基配列であればよく、
塩基長に特に制限はないが、４塩基以下であるとハイブリダイズ効率が低いという点で好
ましくなく、５１塩基以上であると非特異的なハイブリッドが生じやすいという点で好ま
しくないことがある。従って、蛍光プローブ（Ａ）は、５～５０塩基であることが好まし
く、より好ましくは１０～３５塩基、特に好ましくは１２～３０塩基である。
【００３７】
　蛍光プローブ（Ａ）の塩基配列は、バインディングプローブ（Ｂ）の蛍光プローブ結合
領域（ｂ１）とハイブリダイズする限り、当該蛍光プローブ結合領域（ｂ１）と相補的で
ないヌクレオチドを有してもよい。例えば、図１の蛍光プローブ（Ａ）のように、５’末
端にバインディングプローブ（Ｂ）とは相補的でないヌクレオチドを有するものでもよい
。一方、上記バインディングプローブ（Ｂ）中の上記蛍光プローブ結合領域（ｂ１）の塩
基配列は、蛍光プローブ（Ａ）とハイブリダイズするものであればよく、その塩基長は蛍
光プローブ（Ａ）の塩基長に依存する。
【００３８】
　バインディングプローブ（Ｂ）中の標的核酸結合領域（ｂ２）は、標的核酸（Ｃ）とハ
イブリダイズする塩基配列であればよく、その塩基長は、標的核酸の塩基長に依存するが
、４塩基以下であると標的核酸（Ｃ）とのハイブリダイズ効率が低いという点で好ましく
なく、６１塩基以上であると非特異的なハイブリッドが生じやすいという点で好ましくな
いことがある。従って、標的核酸結合領域（ｂ２）は、５～６０塩基であることが好まし
く、より好ましくは１５～３０塩基である。標的核酸結合領域（ｂ２）の塩基配列は、標
的核酸（Ｃ）とハイブリダイズする限り標的核酸（Ｃ）と塩基対を形成しない塩基配列を
有してもよい。
【００３９】
　本発明の核酸プローブセットは、核酸の種々の分析方法に用いることができる。本発明
の核酸プローブセットを用いて、溶液中に標的核酸が存在するか否かを判定する標的核酸
の検出方法の例を以下に示す。
【００４０】
　まず、標的核酸の検出をする溶液（以下、「検出サンプル」と略す。）を段階希釈して
、数種の溶液を調製する。これらの段階希釈した検出サンプルに本発明の核酸プローブセ
ット、すなわち蛍光プローブ（Ａ）とバインディングプローブ（Ｂ）をそれぞれ一定量加
え、次いで、添加した本発明の核酸プローブセット複合体と標的核酸とがハイブリダイズ
するように溶液の温度を調整した後、蛍光強度を測定する。上記本発明のプローブセット



(8) JP 5096007 B2 2012.12.12

10

20

30

40

50

複合体と標的核酸とをハイブリダイズさせる温度は、本発明の核酸プローブセット複合体
と標的核酸との融解温度（以下「Ｔｍ１」と呼ぶ）やその他の溶液条件により変動するが
、当該核酸プローブセット複合体と標的核酸との配列特異的なハイブリダイゼーションが
起こり、かつ非特異的なハイブリダイゼーションが生じない温度範囲であることが好まし
く、好ましくはＴｍ１～（Ｔｍ１－４０）℃、より好ましくはＴｍ１～（Ｔｍ１－２０）
℃、さらに好ましくはＴｍ１～（Ｔｍ１－１０）℃である。このような好ましい温度の一
例として、約６０℃が挙げられる。
【００４１】
　また、本発明の核酸プローブセットを構成する蛍光プローブとバインディングプローブ
との融解温度（以下「Ｔｍ２」と呼ぶ）は、蛍光強度を確実に測定するために、Ｔｍ１よ
り高いことが好ましく、Ｔｍ２－Ｔｍ１が５℃以上であることがより好ましい。
【００４２】
　上記検出サンプル中に標的核酸が存在しない場合、段階希釈した検出サンプルのいずれ
においても同程度の蛍光強度が観察される。一方、上記検出サンプル中に標的核酸が存在
する場合、本発明の核酸プローブセットの蛍光物質による蛍光は標的核酸を含む核酸中の
グアニンにより消光される。この消光の程度は、上記溶液中の核酸プローブセットと標的
核酸との比率を変えることによって変化する。このため、上述したように段階希釈した検
出サンプル中に本発明の核酸プローブセットを添加して、それらの蛍光強度を測定するこ
とにより、蛍光消光の発生の有無から標的核酸の存在を判定することができ、蛍光消光の
大きさから標的核酸の存在量を定量することができる。
【００４３】
　また、本発明の核酸プローブセットは、リアルタイムＰＣＲ方法に用いることもできる
。リアルタイムＰＣＲ方法において、本発明の核酸プローブセットを用いて増幅産物を定
量する場合、ＰＣＲで増幅する塩基配列またはその一部を標的核酸として、当該標的核酸
とハイブリダイズするようにバインディングプローブ（Ｂ）中の標的核酸結合領域（ｂ２
）の塩基配列を決定する。
【００４４】
　このようにして作製した本発明の核酸プローブセットをＰＣＲ反応溶液に添加して、Ｐ
ＣＲ反応を行い、ＰＣＲの各サイクルにおいて蛍光強度を測定する。ＰＣＲ反応によって
、反応溶液中の標的核酸が増幅すると、当該標的核酸を含む核酸中のグアニンにより本発
明の核酸プローブセットの蛍光物質による蛍光が消光されるため、蛍光強度および蛍光消
光の大きさからＰＣＲによる増幅産物を定量することができる。
【００４５】
　さらに、本発明の核酸プローブセットは、核酸の塩基配列多型の分析に用いることもで
きる。分析できる塩基配列多型の例としては、基準となる塩基配列からの１塩基多型、塩
基置換、塩基欠失および塩基挿入などを挙げることができる。このような分析方法の一例
を以下に示す。
【００４６】
　本分析方法では、基準となる塩基配列を標的核酸（Ｃ）として、標的核酸（Ｃ）を含む
溶液と、分析対象の核酸を含む溶液とを調製する。それぞれの溶液に本発明の核酸プロー
ブセット、すなわち上記標的核酸（Ｃ）とハイブリダイズするように設計した標的核酸結
合領域（ｂ２）を有するバインディングプローブ（Ｂ）と蛍光プローブ（Ａ）とを加えた
後、各溶液において、添加した本発明の核酸プローブセット複合体と標的核酸（Ｃ）また
は分析対象の核酸とをハイブリダイズさせ、次いで蛍光強度の温度依存性を測定する。具
体的には、溶液の温度を低温から高温に変化させながら、各温度について蛍光強度を測定
する。
【００４７】
　この測定結果を温度に対してプロットしたものを、「融解曲線」と呼ぶ。標的核酸を含
む溶液について融解曲線を温度で微分することにより、本発明の核酸プローブセット複合
体と標的核酸（Ｃ）とのＴｍ１を、極値を示す温度として容易に求めることができる。こ



(9) JP 5096007 B2 2012.12.12

10

20

30

40

50

のような融解曲線分析は、当業者に周知の市販のプログラムを用いることによって行うこ
とができる。
【００４８】
　上記標的核酸（Ｃ）を含む溶液の蛍光強度は、低温では標的核酸（Ｃ）を含む核酸中の
グアニンによる蛍光消光現象により抑制される。しかし、溶液温度をＴｍ１付近まで上げ
ると本発明の核酸プローブセット複合体から標的核酸が解離し、蛍光消光の程度が弱くな
るため、蛍光強度は急激に増加する。分析対象の核酸の塩基配列中に塩基配列多型、例え
ば、標的核酸の塩基配列からの１塩基多型、塩基置換、塩基欠失および塩基挿入などがあ
ると、当該分析対象の核酸と本発明の核酸プローブセット複合体とのＴｍ１は、標的核酸
（Ｃ）と本発明の核酸プローブセット複合体とのＴｍ１より低い値を示す。このため、標
的核酸と本発明の核酸プローブセット複合体の蛍光強度の温度依存性と、分析対象の核酸
と本発明の核酸プローブセット複合体の蛍光強度の温度依存性とを比較することにより、
標的核酸の塩基配列に対する分析対象の核酸の塩基配列多型を分析することができる。こ
のような分析手順としては、融解曲線どうしを比較することもできるが、それぞれの融解
曲線を温度で微分し、極値を与える温度としてＴｍ１を求め、それを比較することによっ
て、容易に変異の有無を判断することができる。
【００４９】
　また、分析対象の核酸の塩基配列のうち、蛍光プローブの蛍光物質に対して消光作用を
するグアニン塩基を持つヌクレオチドが変異している場合、いずれの温度においても蛍光
消光現象による蛍光強度の低下が生じないため、その融解曲線から変異を特定することが
できる。
【００５０】
　従来、融解曲線分析においては、標的核酸ごとに高価な蛍光標識をした塩基配列の異な
る核酸プローブを用意する必要があり、その合成に長時間を要していたが、本発明の核酸
プローブセットを融解曲線分析に使用することにより、標的核酸ごとに高価な蛍光標識を
した核酸プローブを用意する必要がないため、融解曲線分析の準備時間を短縮でき、かつ
融解曲線分析をより安価に実施することができる。
【００５１】
　前記で説明した本発明の核酸プローブセットは、１個の蛍光プローブ結合領域（ｂ１）
を持つバインディングプローブ（Ｂ）と１個の蛍光プローブ（Ａ）とから構成されている
が、本発明の核酸プローブセットは、図８に示すように、蛍光プローブ結合領域（ｂ１）
を２個有するものであってもよい。この蛍光プローブ結合領域（ｂ１）は同じ塩基配列で
も異なる塩基配列でもよいが、異なる塩基配列であることが好ましい。この場合には蛍光
プローブは１個でもよいが、塩基配列の異なる２個の蛍光プローブ（Ａ）を有することが
好ましい。図８に示す本発明の核酸プローブセットにおける蛍光プローブ結合領域（ｂ１
）と蛍光プローブ（Ａ）との構成は前記と同様である。
【００５２】
　上記バインディングプローブ（Ｂ）が蛍光プローブ結合領域を２個有し、それらの塩基
配列が異なる本発明の核酸プローブセットは、ＡＢＣ－ＰＣＲ（Alternately Binding pr
obe Competitive PCR；Taniら、Analytical Chemistry、印刷準備中を参照のこと）方法
において従来使用されているＡＢプローブの代わりとして好適に使用することができる。
【００５３】
　Ｔａｎｉらが開示するＡＢＣ－ＰＣＲ方法は、競合的ＰＣＲ方法の一種であり、ＰＣＲ
反応溶液中に増幅対象の塩基配列（以下、「増幅配列」と略す。）を含む核酸の他に、増
幅配列の一部をグアニンに置換した核酸（以下、「内部標準核酸」と略す。）並びに上記
増幅配列の一部と相補的な塩基配列を持ち、その両端をそれぞれの励起波長および蛍光波
長が異なる別の蛍光物質で標識した核酸プローブ（以下、「ＡＢプローブ」と略す。）を
加えてＰＣＲ反応を行う方法である。上記ＡＢプローブは、増幅配列を含む核酸とハイブ
リダイズしたときに、片方の蛍光物質のみが当該核酸中のグアニンにより消光され、かつ
、内部標準核酸とハイブリダイズしたときには、両方の蛍光物質が当該内部標準核酸中の
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グアニンにより消光されるように設計されているため、２種の蛍光物質の蛍光強度から、
ＰＣＲ反応による増幅産物を定量することができる。
【００５４】
　上記従来のＡＢＣ－ＰＣＲ方法において使用する蛍光標識されたＡＢプローブは、増幅
対象の塩基配列ごとに異なるプローブを使用しなければならないが、本発明の核酸プロー
ブセットを上記ＡＢプローブの代わりに用いることにより、高価な蛍光標識をした蛍光プ
ローブを、増幅対象の塩基配列ごとに用意する必要がないので、より安価にＡＢＣ－ＰＣ
Ｒ方法を実施することができる。
【００５５】
　このようなＡＢＣ－ＰＣＲ方法での使用に適する本発明の核酸プローブセットの一例を
図８に示す。この場合、ＰＣＲで増幅する塩基配列の一部を標的核酸（Ｃ）として、当該
標的核酸とハイブリダイズするようにバインディングプローブ（Ｂ）中の標的核酸結合領
域（ｂ２）の塩基配列を決定する。ＡＢＣ－ＰＣＲ方法においてＡＢプローブの代わりと
して本発明の核酸プローブセットを使用する場合、当該核酸プローブセットを構成する２
本の蛍光プローブに標識するそれぞれの励起波長および蛍光波長が異なる蛍光物質の好ま
しい組み合わせの例としては、BODIPY（商標）-FLとTAMRAの組み合わせを挙げることがで
きる。
【実施例】
【００５６】
　次に実施例を挙げて本発明をさらに具体的に説明するが、これらの実施例は本発明の単
なる例示であって、本発明の限定を意図するものではない。
【００５７】
［実施例１］＜標的核酸検出試験＞
　図１に示すように、ヒトＵＣＰ１遺伝子の一部と同じ塩基配列を持つオリゴヌクレオチ
ドを標的核酸（配列番号：１）とし、５’末端側に蛍光プローブと相補的な塩基配列の蛍
光プローブ結合領域（ｂ１）を、３’末端側に標的核酸と相補的な塩基配列の標的核酸結
合領域（ｂ２）を持つバインディングプローブ（配列番号：２）および配列番号３の塩基
配列を持ち、５’末端ヌクレオチドをBODIPY（商標）-FL（モレキュラー・プローブ社）
で標識した蛍光プローブからなる核酸プローブセットを用いて、標的核酸検出試験を行っ
た。
配列番号１：tgaccacagtttgatcgagtg
配列番号２：tctcggagtccgggcgatcactcgatcaaactgtggtca－リン酸
配列番号３：BODIPY（商標）-FL-catcgcccggactccgaga－リン酸
【００５８】
　なお、上記バインディングプローブと上記蛍光プローブは、３’末端にリン酸基を持つ
。上記標的核酸、バインディングプローブおよび蛍光プローブの合成は、つくばオリゴサ
ービス株式会社（つくば市）に委託した。
【００５９】
　ＰＣＲ緩衝液（５０ｍＭ　ＫＣｌ、１０ｍＭ　トリス塩酸、１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ2を
含む。濃度はいずれも最終濃度。ｐＨ８．７）中に標的核酸の最終濃度が０、０．１、０
．２、０．３、０．４および０．５μＭとなるように段階希釈した６種の標的核酸溶液を
調製し、それぞれに蛍光プローブ（最終濃度０．０５μＭ）およびバインディングプロー
ブ（最終濃度０．２μＭ）を加え、各溶液について６０℃にて蛍光強度の測定を行った。
蛍光強度の測定には、LightCycler（登録商標）480（Roche社）を用いた。測定結果を図
４に示す。
【００６０】
　図４より、溶液中に標的核酸が存在しない場合と比べ、溶液中に標的核酸が存在する場
合には、蛍光強度が減少することおよび溶液中の標的核酸濃度が高いほど蛍光強度の減少
が大きいことを確認した。これらの結果は、標的核酸溶液に本発明の核酸プローブセット
を添加してその蛍光強度を測定することにより、特定の塩基配列を持つ標的核酸の存在を
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判定できることを示しており、かつこの測定が溶液中の標的核酸の定量に応用できること
を示唆するものである。
【００６１】
［実施例２］＜定量リアルタイムＰＣＲ実験＞
　ＰＣＲの鋳型ＤＮＡとしてヒトゲノムＤＮＡ試料（プロメガ株式会社）を５００ｎｇ、
５０ｎｇ、５ｎｇ、０．５ｎｇまたは０．０５ｎｇ含む５種のリアルタイムＰＣＲ用の反
応溶液を調製した。各反応溶液は、いずれも、ＤＮＡ合成酵素としてTITANIUM Taq DNAポ
リメラーゼ（クロンテック社）、４種のｄＮＴＰ（それぞれ最終濃度０．２ｍＭ）、フォ
ワードプライマー（配列番号：４、最終濃度０．５μＭ）、リバースプライマー（配列番
号：５、最終濃度０．１５μＭ）、所定量のTITANUM Taq PCR緩衝液（クロンテック社）
および本発明の核酸プローブセットを含む。
【００６２】
　当該本発明の核酸プローブセットは、ヒトゲノム中のＵＣＰ１遺伝子の一部（配列番号
：１）を標的核酸とし、５’末端側に蛍光プローブと相補的な塩基配列の蛍光プローブ結
合領域（ｂ１）を、３’末端側に標的核酸と相補的な塩基配列の標的核酸結合領域（ｂ２
）を持つバインディングプローブ（配列番号：２、最終濃度０．２μＭ）と、配列番号３
の塩基配列を持ち、５’末端ヌクレオチドをＢＯＤＩＰＹ（商標）－ＦＬ（モレキュラー
・プローブ社）で標識した蛍光プローブ（最終濃度０．０５μＭ）とから構成される。各
ＰＣＲ反応溶液は、滅菌水で２０μｌにメスアップして調製した。本ＰＣＲ反応により上
記標的核酸を含む核酸が増幅される。
配列番号４：agtggtggctaatgagagaa
配列番号５：aaggagtggcagcaagt
【００６３】
　なお、バインディングプローブと蛍光プローブは、３’末端にリン酸基を持つ。上記標
的核酸および核酸プローブは、つくばオリゴサービス株式会社（つくば市）に、フォワー
ドプライマーおよびリバースプライマーは、株式会社日本遺伝子研究所（仙台市）に合成
を委託した。
【００６４】
　上記反応溶液をリアルタイムＰＣＲ装置（LightCycler（登録商標）４８０（Roche社）
）を用いて以下のＰＣＲ反応に供した。
（１）熱変性工程：９５℃で１２０秒間
（２）熱変性工程：９５℃、１０秒間
（３）アニーリング工程：６０℃、２０秒間
（４）伸長工程：７２℃、１０秒間
　（１）の熱反応工程の後、工程（２）～（４）を繰り返した。（３）の各アニーリング
工程において蛍光強度を測定し、蛍光強度が、５サイクル目の蛍光強度の９５％以下の値
となった最初のサイクル数（以下、Ｃｔ（サイクルスレッシュホールド）値と略す）を求
めた。なお、Ｃｔ値は、各ＰＣＲサイクルでの蛍光強度を直線で結び、この直線から求め
た値である。
【００６５】
　各初期添加鋳型ＤＮＡ量に対するＣｔ値（２回の測定の平均値）をプロットした図を図
５に示す。図５から、初期添加鋳型ＤＮＡ量と本発明の核酸プローブセットを用いて測定
したＣｔ値との間には良好な相関関係があることが明らかとなった。すなわち、本実験結
果は、リアルタイムＰＣＲ方法において本発明の核酸プローブセットが、ＰＣＲ反応前の
反応溶液中に含まれる標的核酸を含む鋳型ＤＮＡの定量およびＰＣＲ反応後の反応溶液中
に含まれる標的核酸を含む増幅産物の定量のためのプローブとして非常に有用であること
を示している。
【００６６】
［実施例３］＜本発明の核酸プローブセットと標的核酸との複合体の融解曲線分析＞
　ヒトＵＣＰ１遺伝子の一部である２１塩基長の核酸（配列番号：１）を標的核酸とし、
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５’末端側に蛍光プローブと相補的な塩基配列領域を持ち、３’末端側に配列番号１の標
的核酸と相補的な塩基配列領域を持つバインディングプローブ（配列番号：２）と配列番
号３の塩基配列を持ち、５’末端のヌクレオチドをＢＯＤＩＰＹ（商標）－ＦＬ（モレキ
ュラー・プローブ社）で標識した蛍光プローブとからなる本発明の核酸プローブセットを
用いて、本発明の核酸プローブセットと標的核酸との複合体の融解曲線分析を行った。ま
た、上記標的核酸の５’末端側から１７番目の塩基をアデニンに置換した核酸（配列番号
：６）を上記標的核酸の代わりに用いて、同様に融解曲線分析を行った。なお、以下の実
施例３において標的核酸および配列番号６の核酸を総称して「標的核酸類」と略す。
配列番号６：tgaccacagtttgatcaagtg
【００６７】
　なお、上記バインディングプローブと上記蛍光プローブは、３’末端にリン酸基を持つ
。上記標的核酸類および核酸プローブの合成は、つくばオリゴサービス株式会社（つくば
市）に委託した。
【００６８】
　本発明の核酸プローブセット（蛍光プローブ（最終濃度０．０５μＭ）およびバインデ
ィングプローブ（最終濃度０．２μＭ））を含むＰＣＲ緩衝液（５０ｍＭ　ＫＣｌ、１０
ｍＭ　トリス塩酸、１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ2を含む。濃度はいずれも最終濃度。ｐＨ８．
７）に、標的核酸または配列番号６の核酸（いずれも最終濃度０．１μＭ）を加えた溶液
および標的核酸類を加えない溶液の３種類の溶液を用意し、それぞれの溶液を４０℃にて
６０秒間保ち、本発明の核酸プローブセットと上記標的核酸類とをハイブリダイズさせた
後、溶液温度を４０℃から８０℃まで上昇させながら蛍光強度を測定し（測定は１℃につ
き５回）、図６に示す融解曲線を得た。図中、配列番号１の標的核酸を含む溶液の融解曲
線をＤ、配列番号６の核酸を含む溶液の融解曲線をＥ、標的核酸類を含まない溶液の融解
曲線をＦで示す。また、これらの融解曲線の負の一次微分曲線を図７に示す。なお、蛍光
強度の測定にはLightCycler（登録商標）480（Roche社）を用いた。
【００６９】
　実験の結果、本発明の核酸プローブセットを用いて融解曲線分析を行うことにより、図
７のＤおよびＥで示される融解曲線の負の一次微分曲線から、上記本発明の核酸プローブ
セットと標的核酸類との複合体のＴｍ１を極小を示す温度として明確に求めることができ
た。上記標的核酸結合領域と完全に相補的な配列番号１の標的核酸と上記核酸プローブセ
ットとの複合体のＴｍ１は約６４℃であったが、上記標的核酸結合領域とミスマッチ塩基
対を持つ配列番号６の核酸と上記核酸プローブセットとの複合体のＴｍ１は、より低い約
５６℃であった。これらの結果は、本発明の核酸プローブセットが、融解曲線分析におい
て従来使用されている核酸プローブの代わりとして、好適に使用できることを示すもので
ある。
【００７０】
［実施例４］＜ＡＢＣ－ＰＣＲ実験＞
　アンモニア酸化細菌（Nitrosomonas europaea（NBRC 14298））のアンモニア酸化酵素
をコードするａｍｏＡ遺伝子の一部（配列番号：７）を標的核酸とする本発明の核酸プロ
ーブセットを用いて、ＡＢＣ－ＰＣＲ実験を行い、本発明の核酸プローブセットの有効性
を評価した。
配列番号７：gtcaccagccagttgcgtgtcagat
【００７１】
　本ＡＢＣ－ＰＣＲ実験に用いる核酸プローブセットは、図８に示すように１本のバイン
ディングプローブと、２本の蛍光プローブとから構成される。上記バインディングプロー
ブ（配列番号：８）は、５’末端側と３’末端側に塩基配列の異なる２つの蛍光プローブ
結合領域を持ち、中央部に標的核酸結合領域を持つ５５塩基長のオリゴヌクレオチドであ
る。上記バインディングプローブの５’末端側とハイブリダイズする蛍光プローブ（Ａ１
－ａｍｏＡ）は、配列番号９の塩基配列を持ち、５’末端ヌクレオチドをBODIPY（商標）
-FL（モレキュラー・プローブ社）で標識し、３’末端にリン酸基を持つ１５塩基長のオ
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リゴヌクレオチドである。
【００７２】
　一方、上記バインディングプローブの３’末端側とハイブリダイズする蛍光プローブ（
Ａ２－ａｍｏＡ）は、配列番号１０の塩基配列を持ち、３’末端ヌクレオチドをカルボキ
シテトラメチルローダミン（TAMRA）で標識した１５塩基長のオリゴヌクレオチドである
。
配列番号８：attcgggcgggcttaatctgacacgcaactggctggtgactttgggggggggttt
配列番号９：BODIPY（商標）-FL-taagcccgcccgaat－リン酸
配列番号１０：aaacccccccccaaa-TAMRA
【００７３】
　また本実施例では、内部標準核酸として、上記標的核酸を有するアンモニア酸化細菌の
ａｍｏＡ遺伝子中、標的核酸の３’末端に隣接する３’末端側（外側）の２塩基を公知の
方法（例えば、Higuchiら、Nucleic Acids Res.、1988年、第１６巻、7351～7367頁を参
照のこと）によりグアニンに置換したａｍｏＡ遺伝子を使用した。前記蛍光プローブ（Ａ
１－ａｍｏＡ）は、核酸プローブセット複合体として標的核酸とハイブリダイズした場合
には消光されないが、内部標準核酸とハイブリダイズした場合、ａｍｏＡ遺伝子中の上記
置換されたグアニンにより消光される。
【００７４】
　ＡＢＣ－ＰＣＲ実験に用いたＰＣＲ反応溶液は、ＤＮＡ合成酵素として所定量のTITANI
UM Taq DNAポリメラーゼ（クロンテック社）、所定量のTITANUM Taq PCR緩衝液（クロン
テック社）、最終濃度２００μＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄＧＴＰ、最終濃度６００
μＭのｄＵＴＰ（ロシュ・ダイアグノスティックス社）、フォワードプライマー（配列番
号：１１、最終濃度０．１μＭ）、リバースプライマー（配列番号：１２、最終濃度１μ
Ｍ）、上記バインディングプローブ（最終濃度０．１μＭ）および上記２種の蛍光プロー
ブ（いずれも最終濃度０．１５μＭ）、増幅産物によるコンタミネーションを防ぐための
ウラシルＤＮＡグリコシダーゼ（０．２５Ｕ、ロシュ・ダイアグノスティックス社）並び
に内部標準核酸を１０3コピー含む。上記標的核酸を含まないＰＣＲ反応溶液および上記
標的核酸を１０、１００、３００、１，０００、３，０００、１０，０００または１００
，０００コピー含むＰＣＲ反応溶液を調製し、それぞれ滅菌水で２５μｌにメスアップし
た。
配列番号１１：gghgactgggayttctgg
配列番号１２：cctckgsaaagccttcttc
【００７５】
　上記配列中、ＨはＡ、ＣまたはＴを意味し、ＹはＣまたはＴを意味し、ＫはＧまたはＴ
を意味し、ＳはＧまたはＣを意味する。
　なお、上記標的核酸は、ＮＢＲＣ液体培地中で培養したアンモニア酸化細菌（Nitrosom
onas europaea（NBRC 14298）、独立行政法人　製品評価技術基盤機構　生物遺伝資源部
門より購入）０．５ｇ（湿重量）からBio101 FastDNAスピンキット（Qbiogene社）を用い
てＤＮＡを抽出し、これをMicrocon（登録商標） YM-50（ミリポア社）を用いて精製した
ゲノムＤＮＡとして使用した。
【００７６】
　コンタミネーションを防ぐために、上記ＰＣＲ反応溶液を調製する間、該溶液を室温に
保ちウラシルＤＮＡグリコシダーゼによるグリコシダーゼ反応をさせ、溶液調製後、以下
のＰＣＲ反応に供した。
　（１）熱変性工程：９５℃で１２０秒間
　（２）熱変性工程：９５℃、４５秒間
　（３）アニーリング工程：５５℃、６０秒間
　（４）伸長工程：７２℃、４５秒間
　（５）伸長工程：７２℃、４５秒間
　　（１）の熱反応工程の後、工程（２）～（４）を６０サイクル行ったのち、（５）の
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伸長工程を行った。ＰＣＲ反応のサーマルサイクラーは、iCycler（バイオ・ラッド　ラ
ボラトリーズ株式会社）を使用した。
【００７７】
　ＰＣＲ反応終了後、SmartCycler（登録商標、セフェイド社）を用いて９５℃および５
５℃にて反応溶液の蛍光強度を測定した。蛍光プローブＡ１－ａｍｏＡの蛍光強度（以下
、蛍光強度Ａ１と略す。）は、励起波長４５０～４９５ｎｍ、検出波長５０５～５３７ｎ
ｍで測定し、蛍光プローブＡ２－ａｍｏＡの蛍光強度（以下、蛍光強度Ａ２と略す。）は
、励起波長５２７～５５５ｎｍ、検出波長５６５～６０５ｎｍで測定した。
【００７８】
　得られた蛍光強度を以下の式１に代入し、標的核酸を含む７種の反応溶液について補正
蛍光強度値を求めた。
［式１］
蛍光強度補正値＝[(GU,55/GU,95)-(G55/G95)]/[(RU,55/RU,95)-(R55/R95)]
ここで、
ＧU,55：標的核酸を含まない反応溶液の５５℃における蛍光強度Ａ１
ＧU,95：標的核酸を含まない反応溶液の９５℃における蛍光強度Ａ１
Ｇ55：標的核酸を含む反応溶液の５５℃における蛍光強度Ａ１
Ｇ95：標的核酸を含む反応溶液の９５℃における蛍光強度Ａ１
ＲU,55：標的核酸を含む反応溶液の５５℃における蛍光強度Ａ２
ＲU,95：標的核酸を含む反応溶液の９５℃における蛍光強度Ａ２
Ｒ55：標的核酸を含まない反応溶液の５５℃における蛍光強度Ａ２
Ｒ95：標的核酸を含まない反応溶液の９５℃における蛍光強度Ａ２
である。
【００７９】
　得られた補正蛍光強度値を、ＰＣＲ反応前の標的核酸数を横軸にとった片対数グラフに
プロットした図を図９に示す。この図から、本発明の核酸プローブセットを用いてＡＢＣ
－ＰＣＲ実験を行っても、従来使用されるＡＢプローブを用いる場合と同様に直角双曲線
に回帰するグラフ（関係式）が得られた。
【００８０】
　次に、この関係式を検量線として用い、ＡＢＣ－ＰＣＲ反応後の反応溶液の蛍光強度か
ら、ＰＣＲ反応前の反応溶液中に含まれる標的核酸数を算出する実験を行った。
　標的核酸のコピー数以外は前記ＡＢＣ－ＰＣＲ反応溶液と同様の３種類のＰＣＲ反応溶
液を調製した。該反応溶液として、標的核酸を０、２，０００または６，０００コピー含
む溶液をそれぞれ５サンプルずつ調製した。上記３種類のＰＣＲ反応溶液を、上記ＡＢＣ
－ＰＣＲ実験と同様に６０サイクルのＰＣＲ反応に供し、反応後の蛍光強度を上記式１に
代入して補正蛍光強度値を求め、この値を上記の検量線にあてはめることにより、ＰＣＲ
反応前の標的核酸数を算出した。結果を表１に示す。
【００８１】
［表１］
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【００８２】
　表１から明らかなように、ＰＣＲ反応後の反応溶液の蛍光強度から算出したＰＣＲ反応
前の標的核酸数の算出値は、実際に使用した標的核酸のコピー数とよく一致していた。こ
の結果は、本発明の核酸プローブセットが、従来使用されてきたＡＢプローブと同様にＡ
ＢＣ－ＰＣＲ実験に利用でき、高い信頼性を持つことを示すものである。
【産業上の利用可能性】
【００８３】
　本発明により、標的核酸を特異的に分析できる核酸プローブセットが提供される。本発
明の核酸プローブセットは、高価な蛍光標識した核酸プローブを分析対象の標的核酸ごと
に調製する必要がないため、従来の核酸プローブに比べ安価にかつ短時間で標的核酸に対
する核酸プローブを調製することができるという利点を有する。本発明の核酸プローブセ
ットは、医学、分子生物学および農学などの分野において、核酸の検出、定量、多型分析
、突然変異の検出などに応用することができる。
【図面の簡単な説明】
【００８４】
【図１】標的核酸（Ｃ）とハイブリダイズする前の本発明の核酸プローブセット複合体を
示す模式図である。
【図２】標的核酸（Ｃ）とハイブリダイズした本発明の核酸プローブセット複合体を示す
模式図である。
【図３】図２の蛍光物質（ｄ）の周辺部分を拡大して示す模式図である。
【図４】標的核酸濃度の異なる溶液に一定量の本発明の核酸プローブセットを添加後、蛍
光強度を測定し、その値をプロットした図である。
【図５】初期添加鋳型ＤＮＡ量の異なるＰＣＲ反応溶液をリアルタイムＰＣＲ測定に供し
、各溶液についてＣｔ値をプロットした図である。
【図６】本発明の核酸プローブセット複合体と標的核酸類との融解曲線を示す図である。
【図７】図６の融解曲線の負の一次微分曲線を示す図である。
【図８】実施例４で使用した本発明の核酸プローブセットを示す模式図である。
【図９】本発明の核酸プローブセットを用いたＡＢＣ－ＰＣＲ実験で得られた補正蛍光強
度値と、反応前の標的核酸数との相関を示す図である。
【符号の説明】
【００８５】
Ａ　蛍光プローブ
Ｂ　バインディングプローブ
Ｃ　標的核酸
ａ　蛍光物質で標識されたヌクレオチド
ｂ１　蛍光プローブ結合領域
ｂ２　標的核酸結合領域
ｄ　蛍光物質
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α　ヌクレオチドα
β　ヌクレオチドβ
γ　ヌクレオチドγ
δ　ヌクレオチドδ
ε　ヌクレオチドε

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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