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(57)【要約】
【課題】核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ高精度に定量する
ための核酸の定量方法、及び、該定量方法に用いられる核酸の定量装置の提供
【解決手段】核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する方法
であって、（ａ）複数種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類
のリガンドを用いて、それぞれ標識する工程と、（ｂ）複数種類の中の１種類の標的核酸
を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸の標識に用いられたリガンドと特異的に結
合する２種類の受容体を用いて、検出して定量する工程と、（ｃ）工程（ｂ）において検
出に用いた受容体の、工程（ａ）において用いられた各種類のリガンドのそれぞれに対す
る親和性を用いて、工程（ｂ）により得られた値を補正する工程と、を有することを特徴
とする核酸の定量方法、及び、該定量方法に用いられる核酸の定量装置。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する方法であって、
（ａ）　複数種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガン
ドを用いて、それぞれ標識する工程と、
（ｂ）　複数種類の中の１種類の標的核酸を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸
の標識に用いられたリガンドと特異的に結合する２種類の受容体を用いて、検出して定量
する工程と、
（ｃ）　工程（ｂ）において検出に用いた受容体の、工程（ａ）において用いられた各種
類のリガンドのそれぞれに対する親和性を用いて、工程（ｂ）により得られた値を補正す
る工程と、
を有することを特徴とする核酸の定量方法。
【請求項２】
　核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する方法であって、
（ａ）　複数種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガン
ドを用いて、それぞれ標識する工程と、
（ｂ）　複数種類の中の１種類の標的核酸を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸
の標識に用いられたリガンドと特異的に結合する２種類の受容体を用いて、検出して定量
する工程と、
（ｄ）　工程（ｂ）において検出に用いた受容体の、工程（ａ）において前記１種類の標
的核酸の標識に用いられたリガンドに対する親和性と、前記受容体の、工程（ａ）におい
て用いられた各種類のリガンドそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、工程（ｂ
）により得られた値を補正する工程と、
を有することを特徴とする核酸の定量方法。
【請求項３】
　　核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する方法であって
、
（ａ’）　複数種類の標的核酸を、全ての種類の標的核酸に共通する第一のリガンドと、
全ての種類の標的核酸において異なる第二のリガンドからなる２種類のリガンドを用いて
、それぞれ標識する工程と、
（ｂ）　複数種類の中の１種類の標的核酸を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸
の標識に用いられた前記第一のリガンド及び前記第二のリガンドのそれぞれと特異的に結
合する２種類の受容体を用いて、検出して定量する工程と、
（ｄ’）　工程（ｂ）において検出に用いた２種類の受容体のうち、前記第二のリガンド
と特異的に結合する受容体の、前記第二のリガンドに対する親和性と、前記第二のリガン
ドと特異的に結合する受容体の、前記核酸試料中に存在する、前記第一のリガンド以外の
全ての種類のリガンドそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、工程（ｂ）により
得られた値を補正する工程と、
を有することを特徴とする核酸の定量方法。
【請求項４】
　前記工程（ｂ）の後、前記工程（ｃ）、前記工程（ｄ）若しくは前記工程（ｄ’）の前
に、
（ｅ）　前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに
対する親和性を測定する工程と、
を有することを特徴とする請求項１～３のいずれか記載の核酸の定量方法。
【請求項５】
　前記親和性が、Ｋｄ値（平衡解離定数）の逆数であることを特徴とする請求項１～４の
いずれか記載の核酸の定量方法。
【請求項６】
　前記親和性を測定する工程が、蛍光シグナルを解析する方法を用いて行われることを特
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徴とする請求項４又は５記載の核酸の定量方法。
【請求項７】
　前記蛍光シグナルを解析する方法が、ＦＣＳ（蛍光自己相関関数、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｃｅ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ）解析法であることを特徴
とする請求項６記載の核酸の定量方法。
【請求項８】
　前記蛍光シグナルを解析する方法が、ＦＩＤＡ（蛍光強度分布、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ
ｃｅ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）解析法であ
ることを特徴とする請求項６記載の核酸の定量方法。
【請求項９】
　前記リガンドが、蛍光物質、親水性有機化合物、ビオチン(ｂｉｏｔｉｎ)、グルタチオ
ン（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ）、ＤＮＰ（ｄｉｎｉｔｏｒｏｐｈｅｎｏｌ）、ジゴキシゲ
ニン(ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ)、ジゴキシン(ｄｉｇｏｘｉｎ)、２以上の糖からなる糖鎖
、６以上のアミノ酸からなるポリペプチド、オーキシン、ジベレリン、ステロイド、ＧＳ
Ｔ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ)、ＭＢＰ（マルトース結合タンパク質）、
アビジン、ストレプトアビジン、タンパク質、及び、それらの類縁体からなる群より選ば
れる化合物であることを特徴とする請求項１～８のいずれか記載の核酸の定量方法。
【請求項１０】
　前記リガンドが、蛍光物質、親水性有機化合物、ビオチン(ｂｉｏｔｉｎ)、グルタチオ
ン（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ）、ＤＮＰ（ｄｉｎｉｔｏｒｏｐｈｅｎｏｌ）、ジゴキシゲ
ニン(ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ)、ジゴキシン(ｄｉｇｏｘｉｎ)、２以上の糖からなる糖鎖
、６以上のアミノ酸からなるポリペプチド、オーキシン、ジベレリン、ステロイド、ＧＳ
Ｔ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ)、ＭＢＰ（マルトース結合タンパク質）、
アビジン、ストレプトアビジン、タンパク質、及び、それらの類縁体からなる群より選ば
れ、かつ、核酸に対するリンカーを結合した化合物であることを特徴とする請求項１～８
のいずれか記載の核酸の定量方法。
【請求項１１】
　前記蛍光物質が、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアナート）、フルオレセイン、
ローダミン（Ｒｈｏｄａｍｉｎ）、ＴＡＭＲＡ、ＮＢＤ、ＴＭＲ（テトラメチルローダミ
ン）、Ａｌｅｘａ　ｄｙｅシリーズ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）、Ｃｙ　
ｄｙｅシリーズ（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）からなる群より選ばれる蛍光物
質であることを特徴とする請求項９又は１０記載の核酸の定量方法。
【請求項１２】
　前記６以上のアミノ酸からなるポリペプチドが、Ｈｉｓタグ、ＨＡタグ、Ｍｙｃタグ、
及びＦｌａｇタグからなる群より選ばれるポリペプチドであることを特徴とする請求項９
又は１０記載の核酸の定量方法。
【請求項１３】
　前記工程（ａ）において、リガンドを用いて標識する方法が、１種類の標的核酸に対し
て、それぞれ異なるリガンドで標識された２種類のプライマーを用いてＰＣＲ（Ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）増幅する方法であることを特徴とする請
求項１～１２のいずれか記載の核酸の定量方法。
【請求項１４】
　前記工程（ｂ）において、検出し、定量する方法が、免疫比濁法又はＥＬＩＳＡ法であ
ることを特徴とする請求項１～１３のいずれか記載の核酸の定量方法。
【請求項１５】
　標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガンドを用いて標識されている、核
酸試料中の複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する装置であって、
前記複数種類の標的核酸の中の１種類の標的核酸を、前記１種類の標的核酸の標識に用い
られたリガンドと特異的に結合する受容体を用いて、検出して定量するための定量手段と
、
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前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親
和性を入力するための入力手段と、
前記受容体の、前記１種類の標的核酸に対する親和性と、前記受容体の、前記核酸試料中
に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、前
記定量手段により得られた値を補正するための補正手段と、
を有することを特徴とする核酸の定量装置。
【請求項１６】
　標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガンドを用いて標識されている、核
酸試料中の複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する装置であって、
前記複数種類の標的核酸の中の１種類の標的核酸を、前記１種類の標的核酸の標識に用い
られたリガンドと特異的に結合する受容体を用いて、検出して定量するための定量手段と
、
前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親
和性を測定するための測定手段と、
前記測定手段により得られた親和性を入力するための入力手段と、
前記受容体の、前記１種類の標的核酸に対する親和性と、前記受容体の、前記核酸試料中
に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、前
記定量手段により得られた値を補正するための補正手段と、
を有することを特徴とする核酸の定量装置。
【請求項１７】
　前記測定手段が、ＦＣＳ解析法又はＦＩＤＡ解析法を用いて行う手段であることを特徴
とする請求項１６記載の核酸の定量装置。
【請求項１８】
　前記定量手段が、免疫比濁法又はＥＬＩＳＡ法を用いて行う手段であることを特徴とす
る請求項１５～１７のいずれか記載の核酸の定量装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ高精度に定量
するための核酸の定量方法、及び該定量方法に用いられる核酸の定量装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体試料中に存在する標的核酸を検出して定量する方法は、生体内で発現・機能してい
るタンパク質の核酸分子レベルでの解析、特にタンパク質の発現制御の研究等において重
要であるのみならず、遺伝的疾患の変異遺伝子の検出、癌の診断、ウィルス関連遺伝子の
検出等の遺伝子診断においても極めて重要である。特に、遺伝子診断等における核酸の検
出及び定量では、多検体を処理するため、迅速性が要求される一方、確定診断として用い
られるため、高い精度が要求される。しかしながら、従来の核酸の検出方法は、多くの工
程を含み煩雑であり、また、検出や定量の精度も充分ではない。このため、迅速性を保ち
ながら高い精度を有する核酸の検出・定量方法の改良が望まれている。
【０００３】
　試料中に存在する標的核酸を検出する代表的な方法としては、ハイブリダイゼーション
法がある。核酸のハイブリダイゼーション法は、検出すべき標的核酸の塩基配列と相補的
な配列を有するプローブを用いて、多種類の核酸の中から非常に少数の標的核酸を検出す
る方法であり、該方法を応用した核酸検出法として、種々の方法が開示されている。例え
ば、（１）写真平板技術を用いてマトリックス上にオリゴヌクレオチドを合成する方法が
開示されている（例えば、非特許文献１参照。）。該方法によって固相上に多種類のＤＮ
Ａプローブが合成されたＤＮＡチップは、従来のハイブリダイゼーション法に比べて操作
が非常に簡便であるうえに、一度に多検体を処理することが可能であり、又、Ｂ／Ｆ分離
性も良好であるため、核酸検出の迅速性を極めて向上させ得る方法である。
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【０００４】
　しかしながら、ハイブリダイゼーション法には、ハイブリダイゼーション条件によって
は、標的核酸以外の核酸であって、標的核酸の塩基配列と類似した塩基配列を有する核酸
も検出されるという、偽陽性ハイブリダイゼーションの問題がある。特に、塩基配列は基
本的に４種類の塩基からなる配列にすぎないため、タンパク質等を検出する場合よりも偽
陽性ハイブリダイゼーションが起こりやすい。このような偽陽性ハイブリダイゼーション
を避けるためには、各プローブの至適条件でハイブリダイゼーションを行えばよいが、プ
ローブが極めて密に固相化されているＤＮＡチップを用いる場合には、プローブ毎に最適
な条件を与えることは不可能である。
　加えて、従来のＤＮＡチップでは、検出すべき標的核酸の種類が変われば、新たにそれ
らと相補的な塩基配列を有するプローブを固相化し直さなければならないため、極めて多
種類の核酸が検出対象とされる臨床検査に適用するには汎用性が十分ではないという欠点
をも有している。
　このようなＤＮＡチップによるハイブリダイゼーション法の問題を解決しようと、ＤＮ
Ａチップ法によらない蛍光ｂｅａｄｓ法、ｑＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ
　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）法、ＴａｑＭａｎ法、スニプレックス法といった方法が考案されて
いるが、ハイブリダイゼーション法を基本としているため、偽陽性ハイブリダイゼーショ
ンの問題は解決されていない。さらに、高価なチップ、蛍光試薬ならびに蛍光リーダーを
必要とするため、経済的にも好ましくはない。
【０００５】
　そこで、近年、ハイブリダイゼーション法に代わる方法として、従来はタンパク質の検
出・定量方法として用いられてきた方法が、核酸の検出・定量方法に応用されてきている
。該方法として、例えば、免疫凝集法がある（例えば、非特許文献２参照。）。
　免疫凝集法は、抗体を感作したラテックスビーズを抗原と混合すると凝集し、結果とし
て凝集塊がスライド上に目視できることを原理とする。近年、粒径が小さくなりコロイド
状のサブナノオーダーのラテックスビーズ（以下、ラテックス粒子という）が開発された
ことに伴い、ラテックス粒子による近赤外線光の散乱を測定することによって、タンパク
質の定量を行うことを原理とする、ラテックス免疫比濁法が開発された。具体的には、標
的タンパク質と結合する抗体を結合したラテックス粒子に、標的タンパク質を混合させる
と、連鎖反応的にラテックス粒子の連結が起こり、凝集塊が生じる。該凝集塊は、見かけ
上、粒径が大きいため、より粒径が小さい単体のラテックス粒子に比べて、高い波長の近
赤外光領域において光の散乱を生じさせることができる。現在ラテックス粒子は主にポリ
スチレンからなり、粒径が数十ｎｍ程度の小さい粒子も存在している。
【０００６】
　免疫凝集法を応用した核酸の検出方法として、例えば、（１）抗原または抗体を結合し
た遺伝子断片を使用して増幅した２重鎖遺伝子を、前記抗原または抗体を認識する抗体ま
たは抗原を結合した粒子、あるいは前記抗原または抗体と特異的に結合する物質を結合し
た粒子と反応させ、粒子の凝集程度を測定することにより目的遺伝子を検出することを特
徴とする遺伝子検出法が開示されている（例えば、特許文献１参照。）。
【０００７】
　その他、免疫凝集法と双璧をなす公知のタンパク質の検出・定量法として、ＥＬＩＳＡ
法がある。該方法は、スチレン樹脂等のマイクロウェルプレートの内壁に、標的タンパク
質を認識する第一の抗体を固相し、次にこの第一の抗体により標的タンパク質を補足し洗
浄する。次いで、酵素や蛍光物質等で標識された第二の抗体により標的タンパク質を認識
させ、最終的に第二の抗体に標識した酵素活性や蛍光物質の蛍光を測定することにより、
標的タンパク質を検出して定量する。該方法は、Ｂ／Ｆ分離のための工程が必要であり、
免疫凝集法と比較して工程が複雑であるが、感度が高いため、臨床検査の微量生体物質の
検出・定量に役立ち、簡易検査から全自動分析に至るまで幅広く応用されている。
【０００８】
　上記の免疫比濁法やＥＬＩＳＡ法を、核酸の検出・定量に応用する場合には、標的核酸
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をリガンドで標識し、該リガンドと特異的に結合する受容体を用いて標的核酸を検出して
定量することになる。つまり、抗原抗体反応のようなリガンドと受容体の結合反応を基礎
としているため、使用する受容体のリガンドに対する親和性及び特異性が高い場合には、
非常に精度の高い標的物質の検出・定量が可能である。また、標的核酸の配列情報をリガ
ンドの組み合わせにマルチプレックスに変換することができるため、上記のＤＮＡチップ
を用いた方法と異なり、検出又は定量すべき標的核酸の種類が変わっても、個々の標的核
酸毎にそれぞれ特異的な検出用プローブを必要としない。さらに、免疫比濁法やＥＬＩＳ
Ａ法は、既に広く普及しており、操作も簡便であるため、免疫比濁法やＥＬＩＳＡ法を応
用した核酸の検出・定量方法は、極めて多種類の核酸が検出対象とされる臨床検査等にも
適用することが可能である。
【０００９】
　但し、免疫比濁法やＥＬＩＳＡ法には、受容体のリガンドに対する親和性及び特異性が
低い場合には、リガンド以外の物質と受容体が交差するため、正確な核酸の検出や定量が
不可能となる、という問題がある。したがって、標的核酸の検出・定量には、リガンドに
対する親和性及び特異性の高い受容体を用いることが好ましい。
【非特許文献１】Fodor et al.（１９９１）Science　２５１（４９９５）：ｐ７６７～
７７３
【非特許文献２】Singer et al.（１９５６）The American journal of medicine　２１
（６）：ｐ８８８～８９２
【特許文献１】特開平９－３０４３８３号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　しかしながら、標的物質を高精度に定量することが可能であるほど、リガンドに対する
親和性及び特異性が充分に高い受容体を得ることは、通常は困難である。特に、核酸の標
識に用いられるような低分子のリガンドの場合には、立体構造上非常に良く似た物質が多
く存在していることが多いため、他の物質と交差しない特異性の高い受容体を得ることは
難しい。受容体として抗体を用いる場合には、抗体の種類によっては、抗原による免疫誘
導が起こりにくい等の理由により、抗原に対する親和性の低い抗体しか得られない場合も
多い。
　このため、試料中に含まれる標的核酸が１種類である場合には、上記（１）の方法によ
り、非常に精度よく標的核酸を検出・定量することができるが、複数種類の標的核酸が含
まれている場合には、それぞれの標的核酸の検出・定量において、充分な精度を得ること
は期待できない。核酸に結合し得るリガンドの種類は、現在では未だ充分ではないため、
複数種類の標的核酸を検出・定量する場合には、例えばローダミンとＴＡＭＲＡといった
非常に構造が類似したリガンド同士の組み合わせを用いなければならないことも多く、通
常、リガンドに対する親和性及び特異性が充分に高い受容体のみを用いることはできない
ためである。
【００１１】
　本発明は、免疫凝集法やＥＬＩＳＡ法を応用して、複数種類の標的核酸を検出して定量
する場合において、リガンドに対する親和性及び特異性が充分ではない受容体を用いる場
合であっても、標的核酸を高精度に検出して定量することを可能とする方法、及び該方法
に用いられる核酸の定量装置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】
【００１２】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究した結果、異なる種類のリガンドで標識
した複数種類の標的核酸を、それぞれのリガンドに対する受容体を用いて検出して定量す
る場合に、実際の測定値を、核酸試料中に存在する各リガンドに対する各受容体の親和性
を用いて補正することにより、リガンドに対する親和性及び特異性が充分ではない受容体
を用いる場合であっても、標的核酸を高精度に検出して定量することが可能であることを
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見出し、本発明を完成させた。具体的には、吸光度、酵素活性、蛍光強度等を測定するこ
とにより得られた標的核酸の概ねの存在量に、該標的核酸を認識し結合する受容体の、該
標的核酸に対する親和性を、該標的核酸を認識し結合する受容体の、核酸試料中に同時に
存在する全ての標識された標的核酸に対する親和性の総和で除した値を掛けることによっ
て補正することができる。
【００１３】
　すなわち、本発明は、核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定
量する方法であって、（ａ）　複数種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの
異なる２種類のリガンドを用いて、それぞれ標識する工程と、（ｂ）　複数種類の中の１
種類の標的核酸を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸の標識に用いられたリガン
ドと特異的に結合する２種類の受容体を用いて、検出して定量する工程と、（ｃ）　工程
（ｂ）において検出に用いた受容体の、工程（ａ）において用いられた各種類のリガンド
のそれぞれに対する親和性を用いて、工程（ｂ）により得られた値を補正する工程と、を
有することを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定量す
る方法であって、（ａ）　複数種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの異な
る２種類のリガンドを用いて、それぞれ標識する工程と、（ｂ）　複数種類の中の１種類
の標的核酸を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸の標識に用いられたリガンドと
特異的に結合する２種類の受容体を用いて、検出して定量する工程と、（ｄ）　工程（ｂ
）において検出に用いた受容体の、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸の標識に用
いられたリガンドに対する親和性と、前記受容体の、工程（ａ）において用いられた各種
類のリガンドそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、工程（ｂ）により得られた
値を補正する工程と、を有することを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、それぞれ定量す
る方法であって、（ａ’）　複数種類の標的核酸を、全ての種類の標的核酸に共通する第
一のリガンドと、全ての種類の標的核酸において異なる第二のリガンドからなる２種類の
リガンドを用いて、それぞれ標識する工程と、（ｂ）　複数種類の中の１種類の標的核酸
を、工程（ａ）において前記１種類の標的核酸の標識に用いられた前記第一のリガンド及
び前記第二のリガンドのそれぞれと特異的に結合する２種類の受容体を用いて、検出して
定量する工程と、（ｄ’）　工程（ｂ）において検出に用いた２種類の受容体のうち、前
記第二のリガンドと特異的に結合する受容体の、前記第二のリガンドに対する親和性と、
前記第二のリガンドと特異的に結合する受容体の、前記核酸試料中に存在する、前記第一
のリガンド以外の全ての種類のリガンドそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、
工程（ｂ）により得られた値を補正する工程と、を有することを特徴とする核酸の定量方
法を提供するものである。
　また、本発明は、前記工程（ｂ）の後、前記工程（ｃ）、前記工程（ｄ）若しくは前記
工程（ｄ’）の前に、（ｅ）　前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類の
リガンドのそれぞれに対する親和性を測定する工程と、を有することを特徴とする核酸の
定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記親和性が、Ｋｄ値（平衡解離定数）の逆数であることを特徴とす
る核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記親和性を測定する工程が、蛍光シグナルを解析する方法を用いて
行われることを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記蛍光シグナルを解析する方法が、ＦＣＳ（蛍光自己相関関数、Ｆ
ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ）解析法
であることを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記蛍光シグナルを解析する方法が、ＦＩＤＡ（蛍光強度分布、Ｆｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓ
ｉｓ）解析法であることを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記リガンドが、蛍光物質、親水性有機化合物、ビオチン(ｂｉｏｔ



(8) JP 2008-196997 A 2008.8.28

10

20

30

40

50

ｉｎ)、グルタチオン（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ）、ＤＮＰ（ｄｉｎｉｔｏｒｏｐｈｅｎ
ｏｌ）、ジゴキシゲニン(ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ)、ジゴキシン(ｄｉｇｏｘｉｎ)、２以
上の糖からなる糖鎖、６以上のアミノ酸からなるポリペプチド、オーキシン、ジベレリン
、ステロイド、ＧＳＴ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ)、ＭＢＰ（マルトース
結合タンパク質）、アビジン、ストレプトアビジン、タンパク質、及び、それらの類縁体
からなる群より選ばれる化合物であることを特徴とする核酸の定量方法を提供するもので
ある。
　また、本発明は、前記リガンドが、蛍光物質、親水性有機化合物、ビオチン(ｂｉｏｔ
ｉｎ)、グルタチオン（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ）、ＤＮＰ（ｄｉｎｉｔｏｒｏｐｈｅｎ
ｏｌ）、ジゴキシゲニン(ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ)、ジゴキシン(ｄｉｇｏｘｉｎ)、２以
上の糖からなる糖鎖、６以上のアミノ酸からなるポリペプチド、オーキシン、ジベレリン
、ステロイド、ＧＳＴ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ)、ＭＢＰ（マルトース
結合タンパク質）、アビジン、ストレプトアビジン、タンパク質、及び、それらの類縁体
からなる群より選ばれ、かつ、核酸に対するリンカーを結合した化合物であることを特徴
とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記蛍光物質が、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアナート）、
フルオレセイン、ローダミン（Ｒｈｏｄａｍｉｎ）、ＴＡＭＲＡ、ＮＢＤ、ＴＭＲ（テト
ラメチルローダミン）、Ａｌｅｘａ　ｄｙｅシリーズ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ社製）、Ｃｙ　ｄｙｅシリーズ（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）からなる群よ
り選ばれる蛍光物質であることを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記６以上のアミノ酸からなるポリペプチドが、Ｈｉｓタグ、ＨＡタ
グ、Ｍｙｃタグ、及びＦｌａｇタグからなる群より選ばれるポリペプチドであることを特
徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記工程（ａ）において、リガンドを用いて標識する方法が、１種類
の標的核酸に対して、それぞれ異なるリガンドで標識された２種類のプライマーを用いて
ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）増幅する方法であるこ
とを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、前記工程（ｂ）において、検出し、定量する方法が、免疫比濁法又は
ＥＬＩＳＡ法であることを特徴とする核酸の定量方法を提供するものである。
　また、本発明は、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガンドを用いて標
識されている、核酸試料中の複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する装置であって、前
記複数種類の標的核酸の中の１種類の標的核酸を、前記１種類の標的核酸の標識に用いら
れたリガンドと特異的に結合する受容体を用いて、検出して定量するための定量手段と、
前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親
和性を入力するための入力手段と、前記受容体の、前記１種類の標的核酸に対する親和性
と、前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対す
る親和性の総和との比を用いて、前記定量手段により得られた値を補正するための補正手
段と、を有することを特徴とする核酸の定量装置を提供するものである。
　また、本発明は、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガンドを用いて標
識されている、核酸試料中の複数種類の標的核酸を、それぞれ定量する装置であって、前
記複数種類の標的核酸の中の１種類の標的核酸を、前記１種類の標的核酸の標識に用いら
れたリガンドと特異的に結合する受容体を用いて、検出して定量するための定量手段と、
前記受容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親
和性を測定するための測定手段と、前記測定手段により得られた親和性を入力するための
入力手段と、前記受容体の、前記１種類の標的核酸に対する親和性と、前記受容体の、前
記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性の総和との比
を用いて、前記定量手段により得られた値を補正するための補正手段と、を有することを
特徴とする核酸の定量装置を提供するものである。
　また、本発明は、前記測定手段が、ＦＣＳ解析法又はＦＩＤＡ解析法を用いて行う手段
であることを特徴とする核酸の定量装置を提供するものである。
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　また、本発明は、前記定量手段が、免疫比濁法又はＥＬＩＳＡ法を用いて行う手段であ
ることを特徴とする核酸の定量装置を提供するものである。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の核酸の定量方法を用いることにより、リガンドに対する親和性及び特異性が充
分ではない受容体や、核酸試料中の複数種類のリガンドに交差する受容体を用いる場合で
あっても、免疫比濁法やＥＬＩＳＡ法によって、核酸試料中に含有されている複数種類の
標的核酸を高精度に検出して定量することが可能となる。
　また、本発明の核酸の定量装置を用いることにより、ハイスループットでありかつ高精
度な、複数種類の標的核酸の定量が可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　本発明における標的核酸とは、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
を意味する。該標的核酸は、天然由来のものであってもよく、合成されたものであっても
よい。また、ＤＮＡとＲＮＡのいずれであってもよく、核酸類似体であってもよい。該標
的核酸として、例えば、ゲノムＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮＡ、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。
【００１６】
　本発明における核酸試料とは、該標的核酸を含有する試料であれば、特に限定されるも
のではない。該核酸試料は、動物等から採取した生体試料や培養細胞溶液等から調製する
ことができる。生体試料等そのままでもよく、生体試料等から抽出・精製した核酸溶液で
もよい。また、生体試料等をＰＣＲ等により増幅処理したものでもよい。
【００１７】
　本発明におけるリガンドは、標的核酸の標識に用いられるものを意味し、核酸の標識に
用いることができるものであれば、特に限定されるものではない。該リガンドは、通常タ
ンパク質等の標識に用いられるものであってもよい。該リガンドとして、例えば、蛍光物
質、親水性有機化合物、ビオチン(ｂｉｏｔｉｎ)、グルタチオン（Ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎ
ｅ）、ＤＮＰ（ｄｉｎｉｔｏｒｏｐｈｅｎｏｌ）、ジゴキシゲニン(ｄｉｇｏｘｉｇｅｎ
ｉｎ)、ジゴキシン(ｄｉｇｏｘｉｎ)、２以上の糖からなる糖鎖、６以上のアミノ酸から
なるポリペプチド、オーキシン、ジベレリン、ステロイド、タンパク質、及び、それらの
類縁体等がある。また、該リガンドは、核酸への標識を簡便にするために、核酸に対する
リンカーを結合した化合物であってもよい。
【００１８】
　標的核酸の検出感度が高いため、該リガンドは蛍光物質であることが好ましい。該蛍光
物質として、例えば、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアナート）、フルオレセイン
、ローダミン（Ｒｈｏｄａｍｉｎ）、ＴＡＭＲＡ、ＮＢＤ、ＴＭＲ（テトラメチルローダ
ミン）、Ａｌｅｘａ　ｄｙｅシリーズ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）、Ｃｙ
　ｄｙｅシリーズ（ＧＥヘルスケアバイオサイエンス社製）等がある。
【００１９】
　化学構造のデザインに自由度が高く、複数種類を揃えることが容易であるため、該リガ
ンドは、２以上の糖からなる糖鎖や６以上のアミノ酸からなるポリペプチドであることが
好ましい。また、既に汎用されており、入手及び使用が簡便であることから、Ｈｉｓタグ
、ＨＡ（ｈｅｍ ａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ）タグ、Ｍｙｃタグ、及びＦｌａｇタグであるこ
とが好ましい。これらの汎用タグには、それぞれ多くの種類が存在しているが、最も汎用
されているもののアミノ酸配列を表１に示す。また、核酸の標識として、これらの汎用タ
グを１種類のみで用いてもよく、複数種類を組み合わせたものを用いてもよい。
【００２０】
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【表１】

【００２１】
　本発明における受容体は、リガンドと特異的に結合するものを意味し、該リガンドと特
異的に結合するものであれば、特に限定されるものではない。但し、本発明において、特
異的に結合するとは、該リガンドの検出や精製等に通常用いることができる程度に特異的
に結合し得ることを意味し、他の物質等と交差するものであってもよい。該受容体として
、例えば、該リガンドの抗体や該リガンドの検出等に通常用いられている化合物等がある
。
【００２２】
　該リガンドの抗体は、血清等の未精製の抗体や、ポリクローナル抗体であってもよいが
、検出及び定量の精度の点から、精製したモノクローナル抗体であることが好ましい。ま
た、本発明の核酸定量方法においては、標的核酸に結合したリガンドと受容体を結合させ
るため、抗原単体よりも、タンパク質等と結合した抗原に対して親和性の強い抗体であっ
てもよい。
　該リガンドの検出等に通常用いられている化合物とは、例えば、該リガンドがビオチン
の場合にはアビジンやストレプトアビジン、該リガンドがグルタチオンの場合にはＧＳＴ
（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ)、該リガンドがマルトース等のアミロースの
場合にはＭＢＰ（マルトース結合タンパク質）等がある。
【００２３】
　上記で例示した受容体をリガンドとして、上記で例示したリガンドを受容体として、そ
れぞれ用いることにより、標的核酸を検出して定量することもできる。例えば、リガンド
としてアビジンを、受容体としてビオチンをそれぞれ用いることもできる。但し、核酸へ
の標識の簡便性から、リガンドが低分子化合物であることが好ましい。
【００２４】
　本発明の核酸の定量方法では、まず、工程（a）として、核酸試料中に含有されている
複数種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類のリガンドを用い
て、それぞれ標識する。該工程により、標的核酸の配列情報をリガンドの組み合わせ情報
に変換する。現在、核酸を標識し得るリガンドの種類は極めて限られているが、２種類の
リガンドを組み合わせることにより、種類の少ないリガンドを有効に利用することができ
、より多数の種類の標的核酸の検出及び定量が可能となる。
【００２５】
　核酸試料中に含有されている標的核酸の種類があまり多くない場合には、全ての種類の
標的核酸に共通する第一のリガンドと、全ての種類の標的核酸において異なる第二のリガ
ンドからなる２種類のリガンドを用いて、それぞれ標識することが好ましい。後述する補
正や必要な試薬等の調製が簡便となるためである。
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【００２６】
　リガンドを用いて標的核酸を標識する方法は、特に限定されるものではない。例えば、
（i）光やプラチナを用いて、標的核酸の塩基にリガンドを共有結合させる方法、（ii）
１種類の標的核酸に対して、それぞれ異なるリガンドで標識された２種類のプライマーを
用いてＰＣＲ増幅する方法、（iii）リガンドを結合させたヌクレオチドを用いて、ＰＣ
Ｒ増幅等により標的核酸を合成する方法、（iv）ターミナルデオキシジルトランスフェラ
ーゼを用いて、リガンドを結合させたヌクレオチドを標的核酸の３’末端にテーリングす
る方法等がある。（i）、（iii）、及び（iv）の方法では、１種類のリガンドが、標的核
酸の複数箇所に標識されるため、検出感度の点から好ましい。（ii）及び（iii）の方法
では、ＰＣＲ増幅により標的核酸の検出感度が上がるため、好ましい。リガンドを結合さ
せたプライマーを用いることにより、標的核酸の両端にそれぞれのリガンドが標識される
ため、それぞれのリガンドと受容体の結合が互いに阻害されるおそれが小さいため、特に
（ii）の方法が好ましい。
【００２７】
　次に、工程（ｂ）として、複数種類の中の１種類の標的核酸を、工程（ａ）において該
１種類の標的核酸の標識に用いられたリガンドと特異的に結合する受容体を用いて、検出
して定量する。すなわち、核酸試料中に存在する複数種類の標的核酸を、１種類ずつ、そ
れぞれ検出して定量する。該検出して定量する方法は、通常リガンドで標識されたものを
、受容体を用いて検出して定量する場合に用いられる方法であれば、特に限定されるもの
ではないが、免疫比濁法又はＥＬＩＳＡ法を用いた方法であることが好ましい。既に広く
普及しており、操作も簡便であるためである。
【００２８】
　免疫比濁法を用いる場合には、具体的には以下のようにして、核酸試料中に存在する複
数種類の中の１種類の標的核酸（以下、標的核酸１という。）を、検出して定量すること
ができる。
　まず、工程（ａ）において該標的核酸１の標識に用いられたリガンドと特異的に結合す
る受容体を結合させた分散性微粒子を作製する。１の分散性微粒子には１種類の受容体の
みを結合させる。したがって、該標的核酸１の標識に用いられた２種類のリガンド（以下
、リガンドａとリガンドｂという。）の受容体（以下、受容体Ａと受容体Ｂという。）を
それぞれ結合させた、２種類の受容体結合分散性微粒子（以下、受容体Ａ結合分散性微粒
子と受容体Ｂ結合分散性微粒子という。）を作製する。
　本発明に用いる分散性微粒子は、溶液中で分散する微粒子であれば、特に限定されるも
のではないが、親水性と分散性を高めるためメタクリル酸を共重合させたポリスチレンか
らなるラテックス粒子が好ましい。また、全自動免疫比濁法装置にて比濁を測定するには
分散性微粒子の粒径は３００ｎｍ以下であることが好ましい。
【００２９】
　分散性微粒子に受容体を結合させる方法は広く普及しており、分散性微粒子の種類毎に
適した方法を用いることができる。例えば、表面に官能基がないプレーンタイプのラテッ
クス粒子の場合には、受容体とラテックス粒子を単に混合することにより、受容体がラテ
ックス粒子に吸着して結合する。プレーンタイプのラテックス粒子の表面の荷電は、メタ
クリル酸のためマイナスにチャージされており、受容体のプラスチャージを持つ領域とイ
オン結合することができるためである。但し、結合した受容体が遊離する危険もあり、ま
た、一般的に感度は低いとされている。
　一方、表面にカルボキル基やアミノ基等が露出するようにデザインされた官能基タイプ
のラテックス粒子の場合には、各官能基に適した方法により受容体を結合させることがで
きる。例えば、ＥＤＡＣ（１－エチル－３－(３－ジメチルアミノプロピル) －カルボジ
イミド塩酸塩）法として知られている、水溶性カルボジイミドでカルボン酸同士を結合さ
せる方法や、ＥＤＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
塩酸塩）とＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）とを予め混合してカルボン酸とアミ
ノ基とを結合させる方法が代表的である。他にＮＨＳを双極性に有するリンカーを用いて
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アミノ基同士を架橋する方法や、活性化したアルデヒド基やトシル基で受容体を結合する
方法等がある。特にＥＤＡＣ法を用いて受容体を結合させることが好ましい。
【００３０】
　次に、工程（ａ）においてリガンドを用いて標識した複数種類の標的核酸を含む核酸試
料に、作製した２種類の受容体結合分散性微粒子の懸濁液を添加して混合する。標的核酸
１は、リガンドを介して、２種類の受容体結合分散性微粒子の両方と結合するため、分散
性微粒子が凝集する。例えば、工程（ａ）において該標的核酸１の標識を、リガンドａを
結合したプライマーとリガンドｂを結合したプライマーを用いてＰＣＲ増幅する方法で行
った場合には、該標的核酸１の一端において、リガンドａを介して、１の受容体Ａ結合分
散性微粒子と、他端において、リガンドｂを介して、１の受容体Ｂ結合分散性微粒子と、
それぞれ結合することになる。したがって、該核酸試料中に含まれる標的核酸１の量が多
くなるほど、より多くの凝集塊が生じることになる。また、通常、各受容体結合分散性微
粒子には複数の受容体が結合しているため、受容体結合分散性微粒子と標的核酸１とが連
鎖反応的に結合し、大きな凝集塊が生じる。
【００３１】
　リガンドと受容体の偏った結合を防止するため、標的核酸１を含む核酸試料と受容体結
合分散性微粒子懸濁液との混合は、ボルテックスミキサーを用いることや、ピペッティン
グを行うこと等により、速やかに行うことが好ましく、また、標的核酸１を含む核酸試料
と、受容体結合分散性微粒子懸濁液の、それぞれの容量は、他方の容量の２０％を下回ら
ない容量であることが好ましい。また、受容体結合分散性微粒子懸濁液のバッファーの組
成は、核酸試料のバッファーと同一であることが好ましいが、異なる場合には、混合前に
、受容体結合分散性微粒子を核酸試料と同一のバッファーで２～３回洗浄することにより
、受容体結合分散性微粒子懸濁液のバッファーの組成を、核酸試料と同一にすることが好
ましい。標的核酸１を含む核酸試料と受容体結合分散性微粒子懸濁液の混合は、用いたリ
ガンドと受容体の結合に適した条件で行うことができる。例えば、リガンドが抗原であり
、受容体が抗体である場合には、０～３７℃において５～３０分間反応させることにより
、混合することができる。
【００３２】
　次に、分光光度計を用いて、標的核酸１を含む核酸試料と受容体結合分散性微粒子懸濁
液の混合液の吸光度を測定する。粒径３００ｎｍ以下の分散性微粒子が凝集すると、該凝
集塊により、近赤外光の散乱が亢進されるため、近赤外入力光に対して透過光の光度を光
度計で測定することにより、分散性微粒子の凝集度を測定することができる。つまり、該
混合液中に存在する凝集塊の量が多くなるほど、該混合液の近赤外波長における吸光度は
大きくなる。該混合液中に存在する凝集塊の量は、該混合液中に存在する標的核酸１の量
に依存しているため、該混合液の標的核酸１の濃度が高くなるほど、該混合液の吸光度は
大きくなる。したがって、該混合液の吸光度測定により得られた吸光度と、リガンドで標
識された標的核酸１のみを各濃度で含む溶液の吸光度を測定して作成した検量線により、
該核酸試料中に存在する該標的核酸１を検出して定量することができる。
【００３３】
　検量線は、主に、リガンドと受容体の親和性及び特異性に依存しているため、標的核酸
１と同一種類のリガンドにより標識された、標的核酸１以外の核酸を用いて作成した検量
線を用いることもできる。また、標的核酸１と同一種類のリガンドと、標的核酸１の検出
に用いる受容体と同一種類の受容体とを用いて作成した検量線が既に作成されている場合
には、該検量線を援用することができる。但し、受容体やリガンドが、抗体等のように各
製造ロット間の差が大きいものである場合には、製造ロットが異なる受容体等を用いた検
量線は援用しないことが好ましい。
【００３４】
　吸光度を測定する際のバッファーは、リン酸緩衝液やＴＥバッファー等の通常用いられ
ているものを使用することができる。また、標的核酸１を含む核酸試料と受容体結合分散
性微粒子懸濁液の混合液の吸光度が、ＯＤ値測定において、分光光度計のダイナミックレ
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ンジの適切な範囲になるように、例えば、ＯＤ値が０．０１～１となるように、受容体結
合分散性微粒子懸濁液の濃度を調製することが好ましい。
【００３５】
　ＥＬＩＳＡ法を用いる場合には、具体的には以下のようにして、核酸試料中に存在する
標的核酸１を、検出して定量することができる。
　まず、標的核酸１の標識に用いた２種類のリガンドのうち、いずれか１種類のリガンド
と特異的に結合する受容体を基盤に固定する。
　受容体が固定される基盤の材質は、タンパク質を吸着するものであれば、特に限定され
ないが、ポリスチレンが好ましい。タンパク質の吸着量が多く、安価であり、頻用されて
いるためである。また、タンパク質と結合する活性基が付いた基盤であることが好ましい
。該活性基には、例えば、ＳＨ基、スクシニイミド基、ＮＨＳ基等がある。該基盤の形状
は特に限定されないが、操作性の点から、９６ウェルマイクロプレートが好ましい。各ウ
ェルの底近辺に受容体を固定することにより、Ｂ／Ｆ分離操作や洗浄等の操作が簡便とな
るためである。
【００３６】
　受容体を基盤へ固定する方法は、受容体及び基盤の種類に応じて適宜選択される。例え
ば、４～２５℃の温度範囲において、０．１μｇ～１ｍｇの受容体を、基盤と１秒～２４
時間接触させることにより、受容体を基盤に固定することができる。受容体固定後、基盤
をバッファーで洗浄して、固定されなかった受容体を除去した後、受容体が固定されてい
ない該基盤面を、タンパク質等を用いてブロックすることが好ましい。該バッファーとし
て、リン酸緩衝液やＴＥバッファー等の通常用いられているものを使用することができる
。該タンパク質等は、本発明において用いられる受容体やリガンドと反応しない限り、特
に限定されるものではないが、ＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）が好ましい。
【００３７】
　次に、該基盤に固定された受容体に、リガンドを介して標的核酸を結合させる。具体的
には、該基盤に核酸試料を添加することにより、核酸試料中の標的核酸１と受容体を接触
させて、受容体と標的核酸を結合させることができる。受容体と標的核酸を結合させる際
の、バッファー、温度、時間等の条件は、受容体とリガンドの種類に応じて、適宜選択さ
れる。例えば、４～２５℃の温度範囲において、核酸試料を、基盤と１秒～２４時間接触
させた後、基盤をバッファーで洗浄して、結合されなかった核酸を除去することにより、
受容体と標的核酸を結合させることができる。定量のためには、核酸試料中に存在する標
的核酸１の量が、基盤に固定された受容体の量より少ないことが好ましいため、希釈等に
より、基盤に添加する核酸試料の濃度を調整することが好ましい。
【００３８】
　次に、検出用物質で修飾した修飾済受容体を用いて、基盤に固定した受容体と結合した
標的核酸を検出して定量する。該修飾済受容体は、標的核酸を標識した２種類のリガンド
のそれぞれに特異的に結合する、２種類の受容体のうち、基盤に固定した受容体とは異な
る種類の受容体を、検出用物質で修飾したものである。該検出用物質は、例えば、酵素、
蛍光物質等である。該酵素等は、通常生化学的手法において用いられているものであれば
、特に限定されないが、該酵素として、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、ホースラディ
シュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）が好ましく、該蛍光物質として、ＦＩＴＣ、ローダミン
が好ましい。但し、標的核酸を標識したリガンドが蛍光物質である場合には、酵素で修飾
することが好ましい。
　具体的には、該基盤に該修飾済受容体を添加することにより、リガンドを介して、該基
盤に固定した受容体と結合した標的核酸を該修飾済受容体に結合させた後、基盤をバッフ
ァーで洗浄して、結合されなかった該修飾済受容体を除去する。その後、修飾に用いた検
出用物質に応じて、適宜酵素活性や蛍光強度を測定し、免疫比濁法の場合と同様に、予め
作成した検量線を用いることにより、標的核酸を検出して定量する。該基盤に該修飾済受
容体を添加する場合の、バッファー、温度、時間等の条件は、受容体と標的核酸を結合さ
せる場合と同様に、受容体とリガンドの種類に応じて、適宜選択される。また、酵素活性
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を測定する際の基質の選択や、蛍光強度を測定する際の励起波長の選択等の、検出の際の
条件やシグナルリーダーは、検出用物質に応じて適宜選択される。
【００３９】
　次に、工程（ｃ）として、工程（ｂ）において検出に用いた受容体の、工程（ａ）にお
いて用いられた各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性を用いて、工程（ｂ）により
得られた値を補正する。
　多くの受容体は、該受容体と特異的に結合するリガンド以外にも、該リガンドと類似し
た立体構造を有する他のリガンド等と結合することや、該リガンドと立体構造上類似して
いない物質と非特異的に結合することがある。このような交差性のため、工程（ｂ）によ
り得られた値を用いてそのまま定量すると、実際の標的核酸の量よりも見かけ上多く算出
されることになるが、該工程により、交差性を有する受容体を用いる場合であっても、標
的核酸をより正確に定量することができる。
【００４０】
　具体的には、工程（ｂ）において検出に用いた受容体の、工程（ａ）において前記１種
類の標的核酸の標識に用いられたリガンドに対する親和性と、前記受容体の、工程（ａ）
において用いられた各種類のリガンドそれぞれに対する親和性の総和との比を用いて、工
程（ｂ）により得られた値を補正する。受容体のリガンドに対する親和性は、２物質の親
和性を表す際に汎用されていること、及び、測定が簡便であること等から、Ｋｄ値の逆数
であることが好ましい。
【００４１】
　例えば、リガンドａとリガンドｂを用いて標識した標的核酸１、リガンドｃとリガンド
ｄを用いて標識した標的核酸２、及びリガンドｅとリガンドｆを用いて標識した標的核酸
３が存在する核酸試料中に、受容体Ａ結合分散性微粒子と受容体Ｂ結合分散性微粒子を添
加して、免疫比濁法により標的核酸１を定量する場合に、生成される凝集塊は、標的核酸
１と分散性微粒子からなるものだけではなく、標的核酸２と分散性微粒子からなるものや
、標的核酸３と分散性微粒子からなるものが存在する。ここで、受容体Ａのリガンドａに
対する親和性すなわちＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ａａ）]－１、リガンドｂに対するＫｄ値の
逆数を[Ｋｄ（Ａｂ）]－１、リガンドｃに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ａｃ）]－１、リ
ガンドｄに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ａｄ）]－１、リガンドｅに対するＫｄ値の逆数
を[Ｋｄ（Ａｅ）]－１、リガンドｆに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ａｆ）]－１とし、受
容体Ｂのリガンドａに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ｂａ）]－１、リガンドｂに対するＫ
ｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ｂｂ）]－１、リガンドｃに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ｂｃ）]－
１、リガンドｄに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ｂｄ）]－１、リガンドｅに対するＫｄ値
の逆数を[Ｋｄ（Ｂｅ）]－１、リガンドｆに対するＫｄ値の逆数を[Ｋｄ（Ｂｆ）]－１と
すると、下記式（１）で表される値を補正係数とし、該補正係数を工程（ｂ）において実
際の吸光度から得られた標的核酸１の濃度の値に掛けて補正することにより、標的核酸１
をより正確に定量することができる。
【００４２】
{[Ｋｄ（Ａａ）]－１＋[Ｋｄ（Ａｂ）]－１}／{[Ｋｄ（Ａａ）]－１＋[Ｋｄ（Ａｂ）]－
１＋[Ｋｄ（Ａｃ）]－１＋[Ｋｄ（Ａｄ）]－１＋[Ｋｄ（Ａｅ）]－１＋[Ｋｄ（Ａｆ）]－
１}＋{[Ｋｄ（Ｂａ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｂ）]－１}／{[Ｋｄ（Ｂａ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｂ
）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｃ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｄ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｅ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｆ
）]－１}
・・・（１）
【００４３】
　核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を、全ての種類の標的核酸に共通する
第一のリガンドと、全ての種類の標的核酸において異なる第二のリガンドからなる２種類
のリガンドを用いて、それぞれ標識した場合には、工程（ｂ）において検出に用いた２種
類の受容体のうち、前記第二のリガンドと特異的に結合する受容体の、前記第二のリガン
ドに対する親和性と、前記第二のリガンドと特異的に結合する受容体の、前記核酸試料中
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に存在する、前記第一のリガンド以外の全ての種類のリガンドそれぞれに対する親和性の
総和との比を用いて、工程（ｂ）により得られた値を補正することができる。全ての種類
の標的核酸の検出及び定量において、第一のリガンドと特異的に結合する受容体を共通し
て用いるためである。つまり、全ての種類の標的核酸が第一のリガンドで標識されている
ため、第一のリガンドに特異的に結合する受容体の、各種類の標的核酸に対する親和性は
ほぼ同等であり、また、それぞれの第二のリガンドと特異的に結合する受容体の、第一の
リガンドを介した各種類の標的核酸に対する親和性もほぼ同等である、と考えることがで
きる。このため、補正において、第一のリガンドと特異的に結合する受容体の、第一のリ
ガンド以外のリガンドに対する親和性、並びに、第一のリガンドと特異的に結合する受容
体以外の受容体の、該第一のリガンドに対する親和性は、無視し得る程度に小さいと推察
されるためである。
【００４４】
　例えば、リガンドａとリガンドｂを用いて標識した標的核酸１と、リガンドａとリガン
ドｃを用いて標識した標的核酸２と、リガンドａとリガンドｄを用いて標識した標的核酸
３が存在する核酸試料中に、受容体Ａ結合分散性微粒子と受容体Ｂ結合分散性微粒子を添
加して、免疫比濁法により標的核酸１を定量する場合には、下記式（２）で表される値を
補正係数とし、該補正係数を工程（ｂ）において実際の吸光度から得られた標的核酸１の
濃度の値に掛けて補正することにより、標的核酸１をより正確に定量することができる。
【００４５】
[Ｋｄ（Ｂｂ）]－１／{[Ｋｄ（Ｂｂ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｃ）]－１＋[Ｋｄ（Ｂｄ）]－１}
・・・（２）
【００４６】
　工程（ｃ）における補正に用いるために、工程（ｂ）において検出に用いた受容体の、
核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性を測定すること
が好ましい。受容体のリガンドに対する親和性、すなわち、受容体とリガンドのＫｄ値の
逆数の算出方法は、特に限定されるものではなく、常法により求めることができる。該方
法として、蛍光シグナルを解析する方法や散乱光を解析する方法等がある。散乱光を解析
する方法は、物質に光を照射し、その散乱のゆらぎを解析する方法であり、蛍光標識をし
ない場合であっても物質の大きさの変化をモニターすることができる。検出感度が良いた
め、蛍光シグナルを解析する方法が好ましい。一分子当たりの解析が可能であるため、Ｆ
ＣＳ解析法（例えば、特開２００１－２７２４０４号公報参照。）やＦＩＤＡ解析法が特
に好ましい。
【００４７】
　受容体とリガンドのＫｄ値を、ＦＣＳ解析法を用いて測定する場合には、まず、１の塩
基鎖の５’末端に該リガンドが１分子結合しており、もう一方の塩基鎖の５’末端に蛍光
物質が１分子結合している、２本鎖核酸を作製する。
　該２本鎖核酸は、例えば、該リガンドが５’末端に結合しているプライマーと、該蛍光
物質が５’末端に結合しているプライマーを用いてＰＣＲ増幅することや、５’末端に該
リガンドが１分子結合している合成１本鎖核酸と、５’末端に該蛍光物質が１分子結合し
ている合成１本鎖核酸とをハイブリダイズしてアニーリングすること等により作製するこ
とができる。作製された該２本鎖核酸は、精製し、質量分析により、該リガンドと該蛍光
物質がそれぞれ９９％以上結合している２本鎖核酸であることを確認することが好ましい
。
【００４８】
　該蛍光物質は、通常蛍光シグナルを解析する方法において用いられるものであれば、特
に限定されない。該蛍光物質として、例えば、ローダミングリーン、ＴＡＭＲＡ等がある
。但し、該リガンドが蛍光物質である場合には、該リガンドと波長がかぶらない蛍光物質
を用いることが好ましい。例えば、リガンドがＡｌｅｘａ５４６（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ社製）である場合には、蛍光物質は、吸収波長がリガンドよりも長いＡｌｅ
ｘａ６４７（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社製）等を使用することが好ましい。
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【００４９】
　次に、一定量の該受容体を含む溶液と、該２本鎖核酸を各濃度で含む溶液を混合した混
合溶液を作製する。該混合により、該受容体と該２本鎖核酸を結合させる。該混合溶液の
バッファーは、リン酸緩衝液やＴＢＳ（トリスバッファードサライン）等の通常用いられ
ているものを使用することができる。該混合の温度や時間等の条件は、該受容体と該リガ
ンドに応じて適宜選択することができる。例えば、室温で３０分間混合させることや、４
℃で１晩混合させることにより、該受容体と該２本鎖核酸を結合させることができる。
【００５０】
　それぞれの混合溶液の蛍光シグナルを解析することにより、並進拡散時間や蛍光偏光度
を計測する。該２本鎖核酸の濃度によって、算出される拡散時間や蛍光偏光度が異なる。
例えば、該２本鎖核酸の濃度が低い場合には、該２本鎖核酸と結合している該受容体の割
合は少ないため、平均的な並進拡散時間は短く、蛍光偏光度は小さい。一方、該２本鎖核
酸の濃度が高くなると、該２本鎖核酸と結合している該受容体の割合が高くなるため、平
均的な並進拡散時間は長くなり、蛍光偏光度は大きくなる。このように、種々の該２本鎖
核酸濃度における並進拡散時間や蛍光偏光度を、並進拡散時間等を縦軸、該２本鎖核酸濃
度を横軸としてプロットすることにより、検量線を作成することもできる。
【００５１】
　具体的には、まず、該蛍光物質を励起することが可能な励起光を該混合溶液に照射し、
該蛍光物質からの蛍光を検出する。検出に使用する光学系は、例えば、蛍光検出のための
検出器を有する通常の光学系であってもよい。該蛍光物質を励起する光源は、レーザー等
を用いることができ、波長は紫外から可視、赤外までのどの波長であってもよい。励起光
は、対物レンズを介して絞り込まれ、該混合溶液に照射される。該蛍光物質からの蛍光は
、集光レンズによって集められ、ピンホールによってノイズを除去する。蛍光は、光学フ
ィルターを透過することによって特定の波長の蛍光のみを取り出すことができる。該蛍光
を検出器によって検出し、信号解析を行う。検出した蛍光に基づいて自己相関関数解析を
行い、共焦点領域に１分子の蛍光物質が滞在する時間（並進拡散時間）を算出することが
できる。
　自己相関関数解析では、大きさの変化をモニターすることができ、分子の相互作用や分
解等による分子の大きさの変化を検出することができる。つまり、該混合溶液中の該受容
体が、該リガンドを介して該２本鎖核酸と結合すると、分子量が増大するため、該蛍光物
質からの蛍光を指標に、該混合溶液中の該受容体と該２本鎖核酸の結合の割合を測定する
ことができる。
　該リガンドと該受容体との結合が、ミカエリス・メンテンの式に従うとして、並進拡散
時間を縦軸、並進拡散時間（μｓｅｃ）を標識済ＰＣＲ増幅標的核酸溶液の濃度（ｎＭ）
で除したものを横軸として、Ｅａｄｉｅ－Ｈｏｆｓｔｅｅプロットを行うと、該プロット
の近似直線の傾きが、各標識済ＰＣＲ増幅標的核酸の－Ｋｄ値となる。Ｋｍ値はＫｄ値に
相当するためである。
【００５２】
　一方、ＦＣＳ解析法と同様に、一定量の該受容体を含む溶液と、該２本鎖核酸を各濃度
で含む溶液の混合溶液を作製し、それぞれの混合溶液の蛍光シグナルを、ＦＩＤＡ解析法
を用いて解析することにより、受容体とリガンドのＫｄ値を測定することもできる。
　ＦＩＤＡ解析法により、１分子あたりの蛍光強度及び分子数を求めることができる。さ
らに、分子の回転拡散状態を、蛍光偏光度Ｐで表すことができる（ＦＩＤＡ－ｐｏｌ）。
該蛍光偏光度Ｐは、分子の大きさを反映しているため、自己相関関数解析と同様に分子の
相互作用や分解などによる大きさの変化を知ることができる。したがって、ＦＣＳ解析法
と同様に、種々の該２本鎖核酸濃度における蛍光偏光度Ｐを用いてＥａｄｉｅ－Ｈｏｆｓ
ｔｅｅプロットすることにより作成した近似直線の傾きから、該受容体と該リガンドのＫ
ｄ値を算出することができる。
【００５３】
　ＦＣＳ解析法及びＦＩＤＡ解析法のための、蛍光物質の励起、蛍光の検出、およびＦＣ
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Ｓ／ＦＩＤＡ解析に使用する装置は、ＭＦ２０／ＭＦ１０Ｓ装置（オリンパス株式会社）
等の、市販の１分子蛍光分析システムを使用して行うことができる。
【００５４】
　本発明の核酸の定量方法を、該核酸試料中に含まれる標的核酸の種類毎に、別個に行う
ことにより、該核酸試料中に含まれる全種類の標的核酸を、それぞれ高精度に定量するこ
とができる。
【００５５】
　本発明の核酸定量装置は、本発明の核酸の定量方法に用いられる装置であり、複数種類
の標的核酸の中の１種類の標的核酸を、前記１種類の標的核酸の標識に用いられたリガン
ドと特異的に結合する受容体を用いて、検出して定量するための定量手段と、前記受容体
の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性を入力
するための入力手段と、前記受容体の、前記１種類の標的核酸に対する親和性と、前記受
容体の、前記核酸試料中に含有されている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性の
総和との比を用いて、前記定量手段により得られた値を補正するための補正手段と、を有
することを特徴とするものである。予め前記受容体の各リガンドに対するそれぞれの親和
性が不明である場合には、該入力手段の前に、前記受容体の、前記核酸試料中に含有され
ている各種類のリガンドのそれぞれに対する親和性を測定するための測定手段と、を有す
ることもできる。本発明の核酸定量装置を用いることにより、核酸試料中の複数種類の標
的核酸に対して、迅速かつ容易に、高精度な標的核酸の定量を行うことができる。
【００５６】
　該定量手段として、広く普及している免疫比濁測定装置、免疫検査装置を用いることが
できる。該入力手段及び該補正手段として、用手法で行うこともできるが、汎用されてい
るパーソナルコンピュータ等を用いることが好ましい。該定量手段、該入力手段、及び該
補正手段をすべて接続して全工程を自動化した自動分析装置を用いることにより、各受容
体の各リガンドに対する親和性の値を入力し、測定する核酸試料を分析装置にセットする
だけで、高精度な標的核酸の定量を、容易かつハイスループットに行うことができる。
　該測定手段として、市販の一分子蛍光分析システムを用いることができる。
　また、前記自動分析装置に、一分子蛍光分析システム等の該測定手段が組み込まれた自
動分析装置を用いることにより、各受容体の各リガンドに対する親和性を測定するための
検量線作成に用いる試料と、測定する核酸試料を、それぞれ分析装置にセットするだけで
、さらに迅速かつ簡便に、高精度な標的核酸の定量を行うことができる。
【００５７】
　図１は、本発明の核酸定量装置の一態様を示したものである。該一態様では、該定量手
段として免疫比濁測定装置を、該入力手段としてパーソナルコンピュータを、該測定手段
としてＦＣＳ測定装置を、それぞれ用いている。また、該核酸定量装置内における手順の
フローチャートを図２に示す。なお、本発明の核酸定量装置は該一態様に限定されるもの
ではない。
【００５８】
　具体的には、まず、定量目的の標的核酸と同一種類のリガンドと、該標的核酸を検出す
るために用いる受容体と同一種類の受容体を用いて作成された検量線のデータが保存され
ているかどうかを判断する（ステップ１）。該検量線のデータが保存されていない場合に
は、検量線の作成を開始し、保存されている場合には、検量線の作成を省略することがで
きる。
　次に、検量線作成用溶液として、各濃度の、濃度既知であって、定量目的の標的核酸の
みを含む該リガンド標識済標的核酸溶液を調製する（ステップ２）。調製したそれぞれの
該リガンド標識済標的核酸溶液と、受容体結合性微粒子を混合させ、凝集塊を生じさせた
混合溶液を調製する。該混合溶液を容れた測定用セル２を、濁度測定機１にセットし、該
混合溶液のＡ８００（８００ｎｍの吸光度）を測定する（ステップ３）。得られた測定結
果を、コンピュータ３に入力し、検量線を作成する（ステップ４）。検量線の作成は、コ
ンピュータ３内で行ってもよく、用手法で行ってもよい。作成された検量線のデータを、
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コンピュータ３に入力して保存する。同時に定量測定する標的核酸のうち、他に標的核酸
と同一種類のリガンドと受容体を用いて作成された検量線のデータが保存されていない標
的核酸がある場合には、 この手順を繰り返すことにより、最終的には、定量する全ての
種類の標的核酸について、同様に検量線のデータを保存する（ステップ５）。
【００５９】
　次に、定量目的の標的核酸と同一種類のリガンドと、該標的核酸の定量に用いる受容体
と同一種類の受容体を使用して測定されたＫｄ値が保存されているかどうかを判断する（
ステップ６）。該Ｋｄ値が保存されていない場合には、Ｋｄ値の測定を開始し、保存され
ている場合には、Ｋｄ値の測定を省略することができる。
　Ｋｄ値を測定するために、標的核酸の定量に用いる受容体と、検量線作成に用いた各濃
度のリガンド標識済標的核酸溶液を、それぞれ混合させて凝集塊を生じさせたＦＣＳ測定
用試料７を調整する（ステップ７）。該試料７を測定用容器６に容れ、該測定用容器６を
ＦＣＳ測定装置４の暗室５内の所定の位置にセットし、該試料７の蛍光を対物レンズ８と
ＣＣＤカメラ９により測定した後、ＦＣＳ測定を行い、ＦＣＳ測定データをコンピュータ
１０に入力する（ステップ８）。該ＦＣＳ測定データをＥａｄｉｅ－Ｈｏｆｓｔｅｅプロ
ットすることにより（ステップ９）、各近似直線の傾き（－Ｋｄ値）を算出し（ステップ
１０）、コンピュータ３に入力して保存する（ステップ１１）。その後、算出されたＫｄ
値を、計算式（１）又は（２）に代入して、各補正係数を算出する(ステップ１２)。該プ
ロットや、Ｋｄ値や補正係数の算出等は、コンピュータ１０内で行ってもよく、用手法で
行ってもよい。なお、ＦＣＳ測定装置４とコンピュータ１０を接続することにより、該Ｆ
ＣＳ測定データを自動的にコンピュータ１０に入力させてもよく、コンピュータ３とコン
ピュータ１０を接続することにより、算出された各補正係数を自動的にコンピュータ３に
入力させてもよい。
【００６０】
　次に、検量線作成時と同様に、リガンド標識済の核酸試料と、受容体結合性微粒子を混
合させ、凝集塊を生じさせた混合溶液のＡ８００を測定し、該測定結果をコンピュータ３
に入力し、既に作成された検量線に基づいて、該核酸試料中に含有される標的核酸の濃度
を推定する。この手順を繰り返すことにより、定量する全ての種類の標的核酸について、
同様に濃度を推定する（ステップ１３）。なお、濁度測定機１とコンピュータ３を接続す
ることにより、測定したＡ８００を自動的にコンピュータ３に入力させてもよい。
　推定された該核酸試料中に含有される標的核酸の濃度に、保存された補正係数を掛ける
ことにより補正する（ステップ１４）。該補正は、用手法で行ってもよいが、コンピュー
タ３内で行うことが好ましい。コンピュータ３内で行った場合には、補正後の該核酸試料
中に含有される標的核酸の濃度を、コンピュータ３の画面に表示することができる（ステ
ップ１５）。なお、インターフェースを１台のコンピュータとする、すなわち、コンピュ
ータ３とコンピュータ１０を同一のコンピュータとしてもよい。
【００６１】
　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。
【実施例１】
【００６２】
　配列番号１の塩基配列を有する標的核酸１、配列番号２の塩基配列を有する標的核酸２
、及び、配列番号３の塩基配列を有する標的核酸３の、計３種類の標的核酸を含有する核
酸試料を用いて、該３種類の標的核酸を、免疫比濁法を用いてそれぞれ検出し定量した。
なお、該３種類の標的核酸は、ヒトゲノム由来の塩基配列であり、標的核酸１はアクセッ
ション番号ＩＭＳ－ＪＳＴ１６４８３８、標的核酸２はアクセッション番号ＩＭＳ－ＪＳ
Ｔ０５８０４８、及び、標的核酸２はアクセッション番号ＩＭＳ－ＪＳＴ００５６８９と
して、遺伝子多型データベース（Ｊａｐａｎｅｓｅ Ｓｉｎｇｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄ
ｅ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ　ｄａｔａｂａｓｅ、ＪＳＮＰ）に登録されている。
【００６３】
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１．該核酸試料中の複数種類の標的核酸の標識
　該核酸試料中の該３種類の標的核酸を、標的核酸の種類毎に組み合わせの異なる２種類
のリガンドを用いて、それぞれ標識した。具体的には、全ての種類の標的核酸に共通する
第一のリガンド（ビオチン）と、全ての種類の標的核酸において異なる第二のリガンド（
ＤＮＰ、ＦＩＴＣ、及びＴＡＭＲＡ）からなる２種類のリガンドを用いて、それぞれ標識
した。
【００６４】
　標的核酸１を鋳型として、該標的核酸１をＰＣＲ増幅することができる、配列番号４の
塩基配列を有するフォワードプライマー１と、配列番号５の塩基配列を有するリバースプ
ライマー１を、それぞれリガンドで修飾することにより、５’末端にビオチンを結合させ
た５’ビオチン化フォワードプライマー１と、５’末端にＤＮＰを結合させた５’ ＤＮ
Ｐ化リバースプライマー１を作製した。
　標的核酸２を鋳型として、該標的核酸２をＰＣＲ増幅することができる、配列番号６の
塩基配列を有するフォワードプライマー２と、配列番号７の塩基配列を有するリバースプ
ライマー２を、それぞれリガンドで修飾することにより、５’末端にビオチンを結合させ
た５’ビオチン化フォワードプライマー２と、５’末端にＦＩＴＣを結合させた５’ Ｆ
ＩＴＣ化リバースプライマー２を作製した。
　標的核酸３を鋳型として、該標的核酸３をＰＣＲ増幅することができる、配列番号８の
塩基配列を有するフォワードプライマー３と、配列番号９の塩基配列を有するリバースプ
ライマー３を、それぞれリガンドで修飾することにより、５’末端にビオチンを結合させ
た５’ビオチン化フォワードプライマー３と、５’末端にＴＡＭＲＡを結合させた５’ 
ＴＡＭＲＡ化リバースプライマー３を作製した。
【００６５】
　次に、該核酸試料を鋳型とし、該３種類の標的核酸をリガンドで標識するために、マル
チプレックスＰＣＲを行った。具体的には、１０μＬの１０×Ｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲ
ａ社製）に、該核酸試料を２ｎｇ、５’ビオチン化フォワードプライマー１、５’ ＤＮ
Ｐ化リバースプライマー１、５’ビオチン化フォワードプライマー２、５’ ＦＩＴＣ化
リバースプライマー２、５’ビオチン化フォワードプライマー３、及び５’ ＴＡＭＲＡ
化リバースプライマー３をそれぞれ最終濃度０．４μＭずつ、ｄＮＴＰ　ｍｉｘ（ＧＥヘ
ルスケアバイオサイエンス社製）を最終濃度０．２ｍＭとなるように混合し、最終的に９
８μＬとなるように、標識用核酸試料を調製した。該標識用核酸試料に、２μＬのＴｉｔ
ａｎｉｕｍ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＴａＫａＲａ社製）を加え、サーマ
ルサイクラーＤＮＡ Ｅｎｇｉｎｅ ＲＴＣ－２００（エムジェイジャパン社製）を用いて
、９４℃で２分間の変性、次に９４℃で３０秒間、６８℃で３０秒間のサイクルを２５サ
イクル、最後に６８℃で２分間の伸張、からなる反応条件により、マルチプレックスＰＣ
Ｒを行った後、プライマーを除去した。得られた標識済核酸試料中には、片５’末端ビオ
チン標識－片５’末端ＤＮＰ標識ＰＣＲ増幅標的核酸１、片５’末端ビオチン標識－片５
’末端ＦＩＴＣ標識ＰＣＲ増幅標的核酸２、及び片５’末端ビオチン標識－片５’末端Ｔ
ＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３が含有されていた。
【００６６】
２．標識済標的核酸の検出及び定量
　該標識済核酸試料中に含有されている片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ
標識ＰＣＲ増幅標的核酸３を、ビオチンと特異的に結合する受容体であるヤギ抗ビオチン
抗体（ＳＩＧＭＡ社製）、及び、ＴＡＭＲＡと特異的に結合する受容体であるヤギ抗ＴＡ
ＭＲＡ抗体（アフィニティー精製品、ＲＯＣＫＬＡＮＤ社製）を用いて、免疫比濁法によ
り、検出して定量した。具体的には、該標識済核酸試料に、ヤギ抗ビオチン抗体結合分散
性微粒子（以下、抗ビオチンパーティクルという）及びヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体結合分散性
微粒子（以下、抗ＴＡＭＲＡパーティクルという）を添加し、濁度を測定した。
【００６７】
（２－１）抗ビオチンパーティクル及び抗ＴＡＭＲＡパーティクルの作製
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　まず、抗ビオチンパーティクルを作製する。１ｍＬのＭＥＳ（Ｗａｋｏ社製）緩衝液（
５００ｍＭ、ｐＨ６．１）に、水を加えて９ｍＬに調製した溶液を５０ｍＬ容チューブに
入れ、１ｍＬの１０％ＣＭ－ＭＰ（３００ｎｍカルボキシタイプラテックス粒子、Ｃｅｒ
ａｄｙｎ社製）スラリーを加えた後、８ｍＬの１ｍｇ／ｍＬのヤギ抗ビオチン抗体リン酸
緩衝溶液を加えた。該５０ｍＬ容チューブを、ボルテックスミキサー（ＶＯＲＴＥＸＧＥ
ＮＩＥ２、Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ社製）の中間回転強度にて５秒
間混合した後、さらに１ｍＬの１．１５２ｇ／ＬのＥＤＡＣ（ＭＷ＝１９１．７、Ｓｉｇ
ｍａ社製）ＭＥＳ緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ６．１）を加え、直ちにボルテックスミキサー
の中間回転強度にて５秒間混合した。その後、該５０ｍＬ容チューブを、ローテーター（
ＭＴＲ－１０３、アズワン社製）にセットし、室温で１時間混合したものを、４℃、１５
，０００ｘｇで５分間遠心し、遠心分離したＣＭ－ＭＰが上清側に舞い上がることを防止
するために、最低減速条件で遠心を停止させた。上清を除去した後、１０ｍＬのＭＥＳ緩
衝液（５０ｍＭ、ｐＨ６．１）を加え、室温で、ソニケーター（ＶＣ－１３０、Ｓｏｎｉ
ｃｓ社製）の３０ａｍｐｌｉｔｕｄｅの強度で３～４秒間超音波処理を行うことにより、
ＣＭ－ＭＰの塊を分散させた。再度同様に、該５０ｍＬ容チューブを遠心後、１０ｍＬの
ＭＥＳ緩衝液を加え、ＣＭ－ＭＰの塊を分散させた。その後、４℃で１６時間静置後、目
視にて沈渣が無いことを確認した。このようにして得たＭＥＳ緩衝液中に分散したＣＭ－
ＭＰが、１％抗ビオチンパーティクルスラリーである。
　ヤギ抗ビオチン抗体の代わりにヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体を用いる以外は、１％抗ビオチン
パーティクルスラリーの作製と同様にして、１％抗ＴＡＭＲＡパーティクルスラリーを作
製した。
【００６８】
（２－２）検量線の作成に用いる濃度既知のリガンド標識核酸の作製
　検量線を作成するために、定量の対象である片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡ
ＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３の濃度既知溶液を調製した。具体的には、鋳型として標
的核酸３のみを、プライマーとして５’ビオチン化フォワードプライマー３と５’ ＴＡ
ＭＲＡ化リバースプライマー３のみを用いた以外は、該核酸試料中の標的核酸を標識した
場合と同様にして、ＰＣＲを行った。該ＰＣＲにより、片５’末端ビオチン標識－片５’
末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３のみを含む溶液が得られた。該溶液の核酸濃度
を測定し、リン酸緩衝液を用いて希釈することにより、１～１００ｎＭまでの濃度の、濃
度既知の片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液
を調製した。
【００６９】
（２－３）検量線の作成
　２μＬの各濃度の片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的
核酸３溶液に、それぞれ、１μＬの１％抗ビオチンパーティクルスラリーと、１μＬの１
％抗ＴＡＭＲＡパーティクルスラリーと、１６μＬのリン酸緩衝液を加え、ボルテックス
ミキサーを用いて混合した後、室温で５分間放置することにより、凝集塊を生じさせた。
その後、８０μＬのリン酸緩衝液を加え、ボルテックスミキサーを用いて混合した後、全
量をセル（アズワン社製）に容れた。該セルを分光高度計（ＳＰＥＣＴＲＡ ｍａｘ ＰＬ
ＵＳ３８４、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ社製）にセットし、Ａ８００（８００ｎ
ｍの吸光度）を測定した。片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増
幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）を横軸、吸光度を縦軸とし、該測定により得られたデー
タをプロットすることにより、検量線を作成した。作成した検量線を図３に示す。なお、
該検量線は、傾きが０．００１２であり、縦軸切片が０．０２７６であった。
【００７０】
（２－４）該標識済核酸試料中の片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識Ｐ
ＣＲ増幅標的核酸３の定量
　各濃度の片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶
液に代えて、該標識済核酸試料を用いた以外は、全て前記（２－３）と同様にして、該標
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識済核酸試料のＡ８００を測定したところ、０．０７８であった。得られたデータと前記
（２－３）で作成した検量線から、図４に示す通りに、該標識済核酸試料中の片５’末端
ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３の濃度は４２ｎＭである
と推定した。該濃度から、該標識済核酸試料中の片５’末端ビオチン標識－片５’末端Ｔ
ＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３が定量できる。
【００７１】
３．標的核酸の定量に用いた受容体の、該標識済核酸試料中に含有されている全ての種類
の第二のリガンド（ＤＮＰ、ＦＩＴＣ、及びＴＡＭＲＡ）の、それぞれに対する親和性の
測定　
（３－１）Ｋｄ値算出に用いるためのリガンド標識核酸の作製
　ＦＣＳ解析法により、Ｋｄ値を算出するために、蛍光物質であるＡｌｅｘａ６４７と、
該第二のリガンドにより標識された標的核酸３をＰＣＲ増幅により作製した。
【００７２】
　まず、５’ビオチン化フォワードプライマー３に代えて、フォワードプライマー３の５
’末端にＡｌｅｘａ６４７を結合させた５’Ａｌｅｘａ６４７化フォワードプライマー３
を用いた以外は、全て前記（２－２）と同様にして、ＰＣＲを行った。該ＰＣＲにより、
片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３を含
む溶液が得られた。該溶液の核酸濃度を測定し、ＴＢＳを用いて希釈することにより、１
～１００ｎＭまでの濃度の、濃度既知の片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端Ｔ
ＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液を調製した。
　次に、５’ ＴＡＭＲＡ化リバースプライマー３に代えて、リバースプライマー３の５
’末端にＦＩＴＣを結合させた５’ＦＩＴＣ化リバースプライマー３を用いた以外は、全
て片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３と
同様にして、１～１００ｎＭまでの濃度の、濃度既知の片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識
－片５’末端ＦＩＴＣ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液を調製した。
　さらに、５’ ＴＡＭＲＡ化リバースプライマー３に代えて、リバースプライマー３の
５’末端にＤＮＰを結合させた５’ＤＮＰ化リバースプライマー３を用いた以外は、全て
片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３と同
様にして、１～１００ｎＭまでの濃度の、濃度既知の片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－
片５’末端ＤＮＰ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液を調製した。
【００７３】
（３－２）各濃度の標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の並進拡散時間または蛍光偏光度の
計測
　１０μＬの０．０１ｍｇ／ｍＬヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体ＴＢＳ溶液と、１０μＬの前記（
３－１）で作製した各濃度の標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液を、それぞれ混合した後、
２４℃で３０分間放置することにより、凝集塊を生じさせた。その後、該混合溶液をＭＦ
２０装置（オリンパス株式会社）にセットし、６３３ｎｍのＨｅ－Ｎｅレーザーの光源を
用いて励起し、該混合溶液の蛍光を計測した。その後、各混合溶液あたり１０秒間のＦＣ
Ｓ計測を行い、並進拡散時間を算出した。さらに、各混合溶液あたり１秒間のＦＩＤＡ－
ｐｏｌ計測を行い、蛍光偏光度を算出した。
【００７４】
（３－３）Ｋｄ値の算出
　標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）を横軸、並進拡散時間（μｓｅｃ）を
縦軸とし、前記（３－２）で得られたデータをプロットすることにより、検量線を作成し
た。作成した検量線を図５に示す。また、標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度を横軸
、蛍光偏光度を縦軸とし、前記（３－２）で得られたデータをプロットすることにより、
検量線を作成することもできる。
【００７５】
　並進拡散時間（μｓｅｃ）を標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）で除した
ものを横軸、並進拡散時間（μｓｅｃ）を縦軸とし、前記（３－２）で得られたデータを
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Ｅａｄｉｅ－Ｈｏｆｓｔｅｅプロットを行った。該プロットの結果、及び、各標識済ＰＣ
Ｒ増幅標的核酸３溶液の該近似直線を図６に示す。
【００７６】
　図６の結果から、片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ
増幅標的核酸３溶液の該近似直線は、傾きが－３１．９であり、縦軸切片が２１２０であ
った。同様に、片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＦＩＴＣ標識ＰＣＲ増幅標
的核酸３溶液の該近似直線は、傾きが－１０２であり、縦軸切片が１９１０であって、片
５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＤＮＰ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の該近
似直線は、傾きが－１２４であり、縦軸切片が１７２０であった。
　つまり、ヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体と、片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＴＡ
ＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３、片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＦＩＴ
Ｃ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３、又は片５’末端Ａｌｅｘａ６４７標識－片５’末端ＤＮＰ
標識ＰＣＲ増幅標的核酸３のＫｄ値（単位：ｎＭ）は、それぞれ、３１．９、１０２、又
は１２４であった。すなわち、ヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体の、ＴＡＭＲＡ、ＦＩＴＣ、又はＤ
ＮＰに対する親和性（Ｋｄ値の逆数、単位：１／ｎＭ）は、それぞれ０．０３１３、０．
００９８０、又は０．００８０７であった。
【００７７】
４．免疫比濁法により得られた値の補正
　本実施例では、核酸試料中の３種類の標的核酸を、全ての種類の標的核酸に共通する第
一のリガンド（ＴＡＭＲＡ）と、全ての種類の標的核酸において異なる第二のリガンド（
ＤＮＰ、ＦＩＴＣ、及びＴＡＭＲＡ）からなる２種類のリガンドを用いて、それぞれ標識
したため、片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３の
定量においては、ヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体の、ＴＡＭＲＡに対する親和性と、該標識済核酸
試料中に存在する、ＴＡＭＲＡ以外の全ての種類のリガンドそれぞれに対する親和性の総
和との比を用いることにより、補正することができる。ここで、ヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体の
、ＴＡＭＲＡ、ＦＩＴＣ、又はＤＮＰに対する親和性（Ｋｄ値の逆数）の総和は、０．０
４９２であるから、０．０３１３を０．０４９２で除した値が補正係数であり、該補正係
数を、前記（２－４）で得られた濃度に掛けることにより、補正することができる。した
がって、該標識済核酸試料中に含有されている片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡ
ＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３の真の濃度は、推定された４２ｎＭではなく、２６．７
ｎＭであった。
【００７８】
　なお、ヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体に代えて、ヤギ抗ＦＩＴＣ抗体（ＤＡＫＯ社製）又はヤギ
抗ＤＮＰ抗体（ＢＥＴＨＹＬ社製）を用いることにより、片５’末端ビオチン標識－片５
’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３と同様にして、片５’末端ビオチン標識－片
５’末端ＦＩＴＣ標識ＰＣＲ増幅標的核酸１及び片５’末端ビオチン標識－片５’末端Ｄ
ＮＰ標識ＰＣＲ増幅標的核酸２の真の濃度を求めることができる。
【実施例２】
【００７９】
　実施例１と同様に、標的核酸１、標的核酸２、及び標的核酸３を含有する核酸試料を用
いて、該３種類の標的核酸を、ＥＬＩＳＡ法を用いてそれぞれ検出し定量した。
　まず、実施例１と同様にして、該核酸試料中の３種類の標的核酸を、ＰＣＲ増幅により
標識し、片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＦＩＴＣ標識ＰＣＲ増幅標的核酸１、片５
’末端ビオチン標識－片５’末端ＤＮＰ標識ＰＣＲ増幅標的核酸２、及び片５’末端ビオ
チン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３を含有する標識済核酸試料を
得た。
　また、実施例１と同様にして、検量線の作成に用いるための、１～１００ｎＭまでの濃
度の、濃度既知の片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核
酸３溶液を調整した。
【００８０】
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　該標識済核酸試料中に含有されている片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ
標識ＰＣＲ増幅標的核酸３を、ＥＬＩＳＡ法により、検出して定量した。具体的には、ア
ビジンでコートされた固相に、ビオチンを介して各標識済ＰＣＲ増幅標的核酸を結合させ
た後、ヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体を用いて、固相に結合した片５’末端ビオチン標識－片５’
末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３を検出した。
【００８１】
　まず、検量線を作成した。
　アビジンコートマイクロプレート（Ｒｅａｃｔｉ－ＢｉｎｄＴＭ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ
ｄｉｎ ＨＢＣプレート、Ｐｉｅｒｃｅ社製）の各ウェルを、２００μＬのＳｕｐｅｒ　
Ｂｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ１５５００(Ｐｉｅｒｃｅ社製)で３回洗浄
後、１００μＬのＳｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒを各ウェル
に加え、さらに１～１００ｎＭまでの各濃度の濃度既知の片５’末端ビオチン標識－片５
’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液をそれぞれ１０μＬずつ１のウェルに混
合した。該アビジンコートマイクロプレートを室温で２時間放置した後、各ウェルの溶液
を除去し、２００μＬのＳｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒで３
回洗浄した。その後、各ウェルに、Ｓｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆ
ｆｅｒに０．２μｇ／ｍＬとなるようにヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体を溶解させたヤギ抗ＴＡＭ
ＲＡ抗体溶液を１００μＬずつ添加した。該アビジンコートマイクロプレートを室温で３
０分間放置した後、各ウェルの溶液を除去し、２００μＬのＳｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ　Ｂ
ｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒで３回洗浄した。さらに、各ウェルに、Ｓｕｐｅｒ　Ｂｌ
ｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒに０．２μｇ／ｍＬとなるようにＨＲＰ標識抗
ヤギＩｇＧ抗体(Ｐｉｅｒｃｅ社製)を溶解させたＨＲＰ標識抗ヤギＩｇＧ抗体溶液を１０
０μＬずつ添加し、室温で３０分間放置した。該アビジンコートマイクロプレートを室温
で３０分間放置した後、各ウェルの溶液を除去し、２００μＬのＳｕｐｅｒ　Ｂｌｏｃｋ
　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒで３回洗浄した後、各ウェルに１００μＬの１－ｓｔ
ｅｐ　Ｔｕｒｂｏ　ＴＭＢ　ＥＬＩＳＡ(Ｐｉｅｒｃｅ社製)を加え、室温で１５分間放置
した後、分光光度計を用いてＡ４５０を測定した。片５’末端ビオチン標識－片５’末端
ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）を横軸、吸光度を縦軸とし、該
測定により得られたデータをプロットすることにより、検量線を作成した。作成した検量
線を図７に示す。なお、該検量線は、傾きが０．００９８であり、縦軸切片が０．０１８
１であった。
【００８２】
　次に、１～１００ｎＭまでの各濃度の濃度既知の片５’末端ビオチン標識－片５’末端
ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液に代えて、該標識済核酸試料を用いた以外は、
全て前記検量線の作成と同様にして、該標識済核酸試料中のＡ４５０を測定したところ、
０．３５であった。得られたデータと作成された前記検量線から、図８に示す通りに、該
標識済核酸試料中の片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的
核酸３の濃度は３３．９ｎＭであると推定した。該濃度から、該標識済核酸試料中の片５
’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３が定量できる。
【００８３】
　実施例１で求めたヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体の、ＴＡＭＲＡ、ＦＩＴＣ、又はＤＮＰに対す
る親和性（Ｋｄ値の逆数）及び補正係数に基づき、実施例１と同様にして、ＥＬＩＳＡ法
により推定された濃度を補正した。その結果、該標識済核酸試料中に含有されている片５
’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３の真の濃度は、推
定された３３．９ｎＭではなく、２１．６ｎＭであった。
【産業上の利用可能性】
【００８４】
　本発明の核酸の定量方法及び核酸の定量装置を用いることにより、免疫比濁法やＥＬＩ
ＳＡ法によって、核酸試料中に含有されている複数種類の標的核酸を高精度活かつ迅速に
検出して定量することができるため、極めて高い正確性を要求される臨床検査等の分野で
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【図面の簡単な説明】
【００８５】
【図１】本発明の核酸の定量装置の一態様を示した概略図である。該一態様では、該定量
手段として免疫比濁測定装置を、該入力手段としてパーソナルコンピュータを、該測定手
段としてＦＣＳ測定装置を、それぞれ用いている。
【図２】図１に示した核酸定量装置内における手順のフローチャートを示したものである
。図中のＳは、ステップの意味である。
【図３】実施例１において、片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ
増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）を横軸、吸光度を縦軸とし、測定により得られたデー
タをプロットすることにより作成した検量線である。
【図４】実施例１において、Ａ８００が０．０７８であった場合の推定される片５’末端
ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度の算出方法の
概要を示したものである。
【図５】実施例１において、標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）を横軸、並
進拡散時間（μｓｅｃ）を縦軸とし、測定により得られたデータをプロットすることによ
り作成した検量線である。
【図６】実施例１において、各標識済ＰＣＲ増幅標的核酸３とヤギ抗ＴＡＭＲＡ抗体との
結合が、ミカエリス・メンテンの式に従うとして、並進拡散時間（μｓｅｃ）を標識済Ｐ
ＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）で除したものを横軸、並進拡散時間（μｓｅｃ）
を縦軸とし、測定により得られたデータをＥａｄｉｅ－Ｈｏｆｓｔｅｅプロットすること
により作成した近似直線である。但し、横軸は対数目盛で表示したものである。
【図７】実施例２において、片５’末端ビオチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ
増幅標的核酸３溶液の濃度（ｎＭ）を横軸、吸光度を縦軸とし、測定により得られたデー
タをプロットすることにより作成した検量線である。
【図８】実施例２において、Ａ４５０が０．３５であった場合の推定される片５’末端ビ
オチン標識－片５’末端ＴＡＭＲＡ標識ＰＣＲ増幅標的核酸３溶液の濃度の算出方法の概
要を示したものである。
【符号の説明】
【００８６】
１…免疫比濁測定装置、２…測定用セル、３…コンピュータ、４…ＦＣＳ測定装置、５…
測定容器、６…測定用容器、７…ＦＣＳ測定用試料、８…対物レンズ、９…ＣＣＤカメラ
、１０…コンピュータ
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