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(57)【要約】
　本発明は、製品をラベルする方法、ラベリングを同定する方法、及び、本発明の方法に
よってラベルされた製品に関する。本発明に使用されるラベリングは、一本鎖核酸に基づ
いている。本発明のラベリング方法は、複数の一本鎖ポリヌクレオチドを前記製品の上又
は前記製品の中に添加するステップを含み、前記複数のポリヌクレオチドは：所定の長さ
及び配列の一本鎖ポリヌクレオチドを含む少なくとも１つの標的ポリヌクレオチド、並び
に、同一又は異なる所定の長さ、及び、同一又は異なる所定の配列を有したデコイポリヌ
クレオチドを含み、前記デコイポリヌクレオチドは、前記少なくとも１つの標的ポリヌク
レオチドと同一又は異なる１又は複数の長さ、及び、前記少なくとも１つの標的ポリヌク
レオチドの配列とは異なる配列を有し、前記１又は複数の標的ポリヌクレオチド及びデコ
イポリヌクレオチドのそれぞれは、前記複数のポリヌクレオチドのうちその他のポリヌク
レオチドのいずれともハイブリッドを形成しない。本発明の方法によって、例えば、香水
、化粧品、衛生品、食品、調味料、１又は複数の植物の抽出物、タバコ、飲料、布地、皮
、薬品、粉末剤、ニス、インク、炭化水素、紙、ペンキ、並びに、化学製品及び化合物を
ラベルすることが可能になる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　製品をラベルする方法であって、
　前記製品の上か又は前記製品の中に複数の一本鎖ポリヌクレオチドを添加するステップ
を含み、前記複数のポリヌクレオチドは、
　所定の長さ及び配列の一本鎖ポリヌクレオチドから構成される少なくとも１つの標的ポ
リヌクレオチド、並びに
　同一又は異なる所定の長さ、及び、同一又は異なる所定の配列を有したデコイポリヌク
レオチドを含み、前記デコイポリヌクレオチドは、前記少なくとも１つの標的ポリヌクレ
オチドと同一又は異なる１又は複数の長さ、及び、前記少なくとも１つの標的ポリヌクレ
オチドの配列とは異なる配列を有し、
　前記標的ポリヌクレオチド及びデコイポリヌクレオチドのそれぞれは、前記複数のポリ
ヌクレオチドのうちその他のポリヌクレオチドのいずれともハイブリッドを形成せず、
　前記複数のポリヌクレオチドのうちのポリヌクレオチドが、デオキシリボ核酸配列又は
リボ核酸配列であり、それぞれ、同じ割合の４つの天然若しくは修飾型の塩基Ａ、Ｃ、Ｇ
、及びＴ、又は、Ａ、Ｃ、Ｇ、及びＵを含む、方法。
【請求項２】
　前記複数のポリヌクレオチドが、前記少なくとも１つの標的ポリヌクレオチドの性質及
び配列を同定するために所定の長さ及び配列の一本鎖ポリヌクレオチドから構成された少
なくとも１つの認識ポリヌクレオチドをさらに含み、各認識ポリヌクレオチドは、前記複
数のポリヌクレオチドのうちその他のポリヌクレオチドのいずれともハイブリッドを形成
しない、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記複数のポリヌクレオチドのうちのポリヌクレオチドが、環状又は直鎖状である、請
求項１に記載のラベリング方法。
【請求項４】
　少なくとも２つの標的ポリヌクレオチドが使用され、１つは環状ポリヌクレオチドであ
り、もう一方は直鎖状のポリヌクレオチドである、請求項１に記載のラベリング方法。
【請求項５】
　前記直鎖状のポリヌクレオチドが、１つのポリヌクレオチドから別のポリヌクレオチド
まで可変の末端、及び、１つのポリヌクレオチドから別のポリヌクレオチドまで一定の末
端を含む、請求項３又は４に記載のラベリング方法。
【請求項６】
　前記複数のポリヌクレオチドのうちの前記少なくとも１つの標的ポリヌクレオチドが、
５から５０ヌクレオチドの長さを有する、請求項１乃至５のいずれか一項に記載のラベリ
ング方法。
【請求項７】
　前記複数のポリヌクレオチドのうちのポリヌクレオチドが、５から５０００ヌクレオチ
ドの長さを有する、請求項１乃至６のいずれか一項に記載のラベリング方法。
【請求項８】
　前記添加ステップが、前記複数のポリヌクレオチドを前記製品に、その製造中に、最終
製品内又は最終製品上に添加することによって実行される、請求項１乃至７のいずれか一
項に記載のラベリング方法。
【請求項９】
　前記添加ステップが、前記複数のポリヌクレオチドを前記製品の表面に添加することに
よって実行される、請求項１乃至８のいずれか一項に記載のラベリング方法。
【請求項１０】
　脂質ベクターにおける前記複数のポリヌクレオチドの被包ステップが、前記添加ステッ
プに先立ち実行される、請求項１乃至９のいずれか一項に記載のラベリング方法。
【請求項１１】
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　前記複数のポリヌクレオチドの導入ステップが、前記製品の構成要素上又は構成要素内
で実行される、請求項１乃至１０のいずれか一項に記載のラベリング方法。
【請求項１２】
　前記製品への添加後の前記複数のポリヌクレオチドの濃度が、１０－６モル／ｄｍ３か
ら１０－１８モル／ｄｍ３である、請求項１乃至１１のいずれか一項に記載のラベリング
方法。
【請求項１３】
　請求項１乃至１２のいずれか一項に記載の方法によって入手可能なラベルされた製品。
【請求項１４】
　香水、化粧品、衛生品、食品、調味料、植物エキス、タバコ、飲料、布地、皮、薬品、
粉末剤、ニス、インク、食品、炭化水素、紙、ペンキ、並びに、化学製品及び化合物を含
む群から選択される、請求項１３に記載のラベルされた製品。
【請求項１５】
　請求項１３に記載の製品のラベリングを検出する方法であって、特に前記少なくとも１
つの標的ポリヌクレオチドを検出することを可能にする前記複数のポリヌクレオチドの分
析ステップを含み、以下の連続するステップ：
（ｉ）前記複数のポリヌクレオチドを固体の支持体と接触させるステップであって、前記
支持体上にはプローブ配列が固定され、これらのプローブ配列は、前記製品のラベリング
の前記複数のポリヌクレオチドのうち前記少なくとも１つの標的ポリヌクレオチドの前記
末端の１つに相補的であり、前記支持体上に固定された前記相補的なプローブ配列とのハ
イブリダイゼーションによって前記標的ポリヌクレオチドが前記支持体上に固定されるの
を可能にするステップ；
（ｉｉ）ステップ（ｉ）によってハイブリッドを形成しない前記ポリヌクレオチドを除去
するステップ；
（ｉｉｉ）前記標的ポリヌクレオチドの前記支持体上での存在を検出するステップ；並び
に
（ｉｖ）ステップ（ｉｉｉ）の結果をデータベースの内容と比較し、前記製品を同定及び
認証することを可能にするステップ；
を含む方法。
【請求項１６】
　前記分析ステップの前に：
（ａ）前記製品のサンプルを取って調べるステップ；及び
（ｂ）前記サンプルから前記複数のポリヌクレオチドを抽出するステップ；
をさらに含み、前記分析ステップは、前記サンプルから抽出された前記複数のポリヌクレ
オチド上で達成される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記分析ステップが、前記標的ポリヌクレオチドのポリメラーゼ連鎖反応を含む、請求
項１５又は１６に記載の検出方法。
【請求項１８】
　前記分析ステップが免疫検出によって実行される、請求項１５乃至１７のいずれか一項
に記載の検出方法。
【請求項１９】
　前記標的ポリヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチドが、ビオチン／ストレプトアビ
ジン結合によって前記固体の支持体に固定される、請求項１５に記載のラベリングを検出
する方法。
【請求項２０】
　前記標的ポリヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチドが、前記固体の支持体を形成す
るチャージされていないナイロン膜への共有結合を形成することによって前記支持体に固
定される、請求項１５に記載のラベリングを検出する方法。
【請求項２１】
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　前記支持体に固定された前記標的ポリヌクレオチドは、ラベリング剤によりラベルされ
て前記標的ポリヌクレオチドのうちもう一方の末端に相補的なポリヌクレオチドによって
検出され、前記ラベリング剤は、蛍光色素、金コロイド粒子、及び酵素を含めた群から選
択される、請求項１５乃至２０のいずれか一項に記載のラベリングを検出する方法。
【請求項２２】
　前記データベースによって、前記製品の起源を決定することが可能になる、請求項１５
に記載のラベリングを検出する方法。
【請求項２３】
　前記データベースによって、オリジナル製品の模倣品を同定することが可能になる、請
求項１５乃至２２のいずれか一項に記載のラベリングを検出する方法。
【請求項２４】
　ステップ（ｂ）で規定されたもの等の抽出が、フェノール－クロロホルム抽出である、
請求項１５乃至２３のいずれか一項に記載のラベリングを検出する方法。
【請求項２５】
　分析ステップが、前記標的ポリヌクレオチドがリボ核酸である場合の、デオキシリボ核
酸へのリボ核酸の逆転写を含む、請求項１５乃至２４のいずれか一項に記載の検出方法。
【請求項２６】
　前記分析ステップが、前記標的ポリヌクレオチドを配列決定するステップを含む、請求
項１５乃至２４のいずれか一項に記載の検出方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、製品をラベルする方法、ラベリングを同定する方法、及び、本発明の方法を
介してラベルされた製品に関する。本発明に使用されるラベリングは、一本鎖の核酸に基
づいている。
【０００２】
　本発明は、模倣品から真正品を区別することを可能にしている。本発明は、追跡及び同
定できるように真正品をラベルすることを特に可能にしている。
【０００３】
　物、特に、高い付加価値がつけられた製品又は高級品の模倣若しくは違法な複製は、会
社にとって深刻な財政的影響を生じるが、雇用及び食の安全という点から見ても、並びに
、社会生活という点でさえも深刻な財政的影響を生じる。そのため、製造業者は、模倣品
を突き止めて撲滅するために、彼等の製品に対する新たなラベリング及び認証技術を開発
することによってこの悩みの種に挑むよう励んでいる。
【０００４】
　角括弧内の参照番号（［Ｘ］）は、実施例の終わりにある参考文献のリストを参照して
いる。
【背景技術】
【０００５】
　真正品を検出及び同定するために通常使用される方法の一つは、単独で同定することが
できる化学物質又は化合物を前記製品に結合させることによる前記製品の「バルク」ラベ
リングである。
【０００６】
　この種のラベリングは、特定の性質を有していなければならない。ラベリングは製品の
最終使用者に対して明白な方法で実行されなければならず、この製品の物理化学的性質を
変えるべきではなく、製品の最終使用者に対して有害であるべきではない。また、実行す
る限り、製品と同時にそれ自体が偽造されないように、ラベリングは、検出不可能及び／
又は偽造するのが不可能であるべきである。
【０００７】
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　今日、特に、香水、美容クリーム等の、マーカーに対して厳しいと知られた非常に多数
の化学物質に対して、又は、皮及び布等の物質に対して時間的に安定した信頼できる技術
はない。また、模造者に対して本当の解読の難しさを示すラベリング技術も今日にはない
。
【０００８】
　従って、従来技術におけるこれらの欠陥、欠点、及び障害を克服するためのラベリング
及びラベル方法が本当に必要とされ、模倣品、特に高級品と効率的に戦うことが可能にな
る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の目的は、特に、この必要性を満たして従来技術の問題を解決するラベリング液
を提案することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明は、特に、製品をラベルする方法に関し、当該方法は、前記製品の上か又は前記
製品の中に複数の一本鎖ポリヌクレオチドを添加するステップを含み、前記複数のポリヌ
クレオチドは、
－所定の長さ及び配列の一本鎖ポリヌクレオチドを含んだ少なくとも１つの標的ポリヌク
レオチド、並びに
－同一又は異なる所定の長さ、及び、同一又は異なる所定の配列を有したデコイポリヌク
レオチドを含み、前記デコイポリヌクレオチドは、前記少なくとも１つの標的ポリヌクレ
オチドと同一又は異なる１又は複数の長さ、及び、前記少なくとも１つの標的ポリヌクレ
オチドの配列とは異なる配列を有し、
　１又は複数の前記標的ポリヌクレオチド及びデコイポリヌクレオチドのそれぞれは、前
記複数のポリヌクレオチドのうちその他のポリヌクレオチドのいずれともハイブリッドを
形成しない。
【００１１】
　本発明の方法における特定の実施形態において、前記複数のポリヌクレオチドは、前記
少なくとも１つの標的ポリヌクレオチドの性質及び配列を同定するために所定の長さ及び
配列の一本鎖ポリヌクレオチドから構成された少なくとも１つの認識ポリヌクレオチドを
さらに含み、各認識ポリヌクレオチドは、前記複数のポリヌクレオチドのうちその他のポ
リヌクレオチドのいずれともハイブリッドを形成しない。
【００１２】
　以下の詳述は、上記の方法等の本発明の方法に対して、及び、本発明の方法における特
定の実施形態に対して考慮されるべきである。
【００１３】
　本発明のラベリングは、従って、本明細書に規定されたもの等、前記複数のポリヌクレ
オチドから構成される。これらのポリヌクレオチドは、一本鎖ポリヌクレオチドである。
本明細書において、この複数のポリヌクレオチドは、「マーカー」とも呼ばれる。
【００１４】
　本発明は、本発明の方法によって得られるラベルされた製品、及び、この製品のラベリ
ングを検出する方法にも関する。
【００１５】
　本発明は、特に、本発明の方法を実行するために使用されるマーカーの決定、これらの
マーカーの製造、製品のラベリング、並びに、ラベルされた製品におけるマーカーを検出
するための技術に関する。本発明は、真正品から模倣品を区別することを可能にし、流通
経路及び認可されていない並行経路（ｐａｒａｌｌｅｌ　ｃｈａｎｎｅｌ）の着服を発見
することさえも可能にする。
【００１６】
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　前記複数のポリヌクレオチドのうちのポリヌクレオチドは、いくつかの種類のものであ
りえ、リボヌクレオチドのポリマー、一本鎖リボ核酸（ＲＮＡ）、デオキシリボヌクレオ
チド、一本鎖デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、又は、これらの組合せであり得る。
【００１７】
　本発明において、「複数のポリヌクレオチド」は、標的ポリヌクレオチド及びデコイポ
リヌクレオチド、必要の際は認識ポリヌクレオチドのセットを意味している。好ましくは
、本発明によると、いくつかの標的ポリヌクレオチド、いくつかのデコイポリヌクレオチ
ド、及び、必要の際はいくつかの認識ポリヌクレオチドが使用される。例えば、この例に
限定されることなく、１から１００個、例えば１から５０個、例えば５個から５０個の標
的ポリヌクレオチドを使用することができる。また、例えば、この例に限定されることな
く、２から１００個、例えば２から５０個のデコイポリヌクレオチドを使用することがで
きる。例えば、必要の際は、この例に限定されることなく、１から１００個、例えば１か
ら５０個の認識ポリヌクレオチドを使用することができる。ポリヌクレオチドの数の選択
は、本発明による必要とされたラベリングの複雑さ次第である。
【００１８】
　本発明において「標的ポリヌクレオチド」は、配列が決定され、且つ、本物であること
を証明するために本発明による製品をラベルし、次に、この製品において特に発見される
よう意図した参照配列を構成するよう構築されたポリヌクレオチドを意味している。好ま
しくは、本発明によると、マーカーは、いくつかの同一又は異なる標的ポリヌクレオチド
、好ましくは異なる標的ポリヌクレオチドを含む。標的ポリヌクレオチドは、１又は複数
の標的ポリヌクレオチドとラベルされた製品とのリンクを確立する極秘の標的／製品デー
タベースにおいて参照される。
【００１９】
　「極秘のデータベース」とは、（本明細書において、「本発明を実行する者」と呼ばれ
る）所与の製品に対する本発明によるラベリング製造業者のみ、及び／又は、前記製品の
製造業者／創造者のみが利用することができるデータベースを意味しており、各製品又は
製品ファミリーに対して、本発明に従って決定された特定のサインが割り当てられる対応
ベースである。
【００２０】
　１又は複数の標的及びデコイポリヌクレオチドのみが製品のサインに対して使用される
場合、このデータ又は対応ベースは、「標的／製品極秘ベース」又は「標的／製品ベース
」と呼ぶことができる。このように、本発明に従って製品を認証することを望む場合、第
一に、標的／製品ベースにおいて、前記製品に割り当てられた１又は複数の標的配列に対
して調査を行い、次に、１又は複数の標的配列が前記製品において実際に存在するかどう
か見るために、例えば、以下に記述される方法のうちの１つを使用することによって調査
を行わなければならない。１又は複数の標的配列が実際に存在する場合、その製品は真正
であると断言される。しかし、１又は複数の標的配列が実際に存在しない場合、その製品
は、模倣であると断言される。当然ながら、これは、真正品全てが本発明に従ってラベル
される場合のみ機能する。対応ベースは、本発明のサインの製造業者によって、及び／又
は、本発明によるサインのリストに基づき製造業者／創造者によって、例えば、各サイン
を決定される製品に対応させることにより構成することができる。この場合、認証は直接
的である。
【００２１】
　本願において、「デコイポリヌクレオチド」は、配列が選択され、且つ、１又は複数の
標的配列とは異なるよう構成されたポリヌクレオチドを意味している。デコイ配列は、本
発明によるラベリングをごた混ぜにするが、製品を認証するために製品において調査され
ないよう意図される。デコイ配列は、本発明のサインを模造するよう試みる模倣の作業を
複雑にするために存在する。実際、本発明を実行する者のみが、前記１又は複数の標的配
列を知っている。模造することを顧慮した標的及びデコイ配列の混合物の中から前記１又
は複数の標的配列を模造することを顧慮したこの場合に、１又は複数の特定の配列間での
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区別は、本発明に従って、デコイ配列が存在し、標的及びデコイ配列が短配列で一本鎖で
あり、互いにハイブリッドを形成しないということが不可能ではない場合にさらに困難に
される。デコイ配列が多い程、サインを完全に模造するのは困難であり、統計的に、１又
は複数の標的ポリヌクレオチドの配列を無作為に決定するチャンスはより少ない。これら
のデコイポリヌクレオチドの配列も、本発明を実施する者によって知られているが、これ
らのポリヌクレオチドは、製品に割り当てられることになるデータベースには含まれない
。
【００２２】
　本願において、「認識ポリヌクレオチド」は、１又は複数の標的ポリヌクレオチドの同
定を可能にする所定の配列及び長さのポリヌクレオチドを意味している。後者は、迅速な
探索及び同定を促進する性質を有するか又はそのような濃度で存在して、第一の認証検査
として役立つことができ、その欠如が模倣の第１のサインである。認識ポリヌクレオチド
は、標的ポリヌクレオチドの数、性質、配列、及び長さに関する情報を与えるよう意図さ
れた、１又は複数の標的ポリヌクレオチドを同定するための極秘のデータベース、又は「
標的認識ベース」に使用されるコードを構築するように配列が選ばれ構築された１又は複
数のポリヌクレオチドである。いくつかの認識ポリヌクレオチドがある場合、「認識ポリ
ヌクレオチドのセット」と言うことが可能である。この場合、標的認識ベースにおいて、
各認識ポリヌクレオチド又は認識ポリヌクレオチドのセットに対して、本発明に従い決定
された標的ポリヌクレオチド又は標的ポリヌクレオチドのセットが割り当てられる。認識
ポリヌクレオチドの配列は、本発明を実施する者によってのみ知られている。本発明のサ
インにおける１又は複数の認識ポリヌクレオチドの存在は任意であり、本発明の方法にお
ける特定の実施形態に対応する。１又は複数の認識ポリヌクレオチドが製品の本発明によ
るサインにおいて使用される場合、標的を同定するための極秘ベースは、本発明を実施す
る者によって作成される。このベースは、１又は複数の認識ポリヌクレオチドに基づき認
証されることになる製品に存在する１又は複数の標的ポリヌクレオチドを同定することを
可能にする。この場合、製品の認証は間接的である。実際、本発明によるサインを有する
べきである製品を認証することを望む場合、以下に記述される本発明の方法のうちの１つ
に従って、１又は複数の認識ポリヌクレオチドを同定し、前記製品に割り当てられた１又
は複数の標的配列を標的同定データベースにおいて探索し、次に、例えば、以下に記述さ
れる方法のうちの１つを使用することによって、１又は複数の標的配列が前記製品におい
て実際に存在するかどうか探索する。１又は複数の標的配列が実際に存在する場合、製品
は真正であると断言される。しかし、１又は複数の標的配列が存在していない場合、製品
は模倣であると断言される。本発明のこの実施形態において、製品を認証する前にポリヌ
クレオチドを同定する２つのステップがあり、従って、あり得る模造者のタスクをより複
雑にすることに留意されたい。当然ながら、これは、本発明に従って真正品がラベルされ
た場合のみ機能する。本発明によると、認識ポリヌクレオチドの配列は、どれが標的ポリ
ヌクレオチドでどれがデコイポリヌクレオチドであるかを標的認識ベースに基づき本発明
のユーザーが見つけることを可能にするコードを保有するサブシーケンスを含有すること
ができる。従って、製品の認証工程の間、これらの認識ポリヌクレオチドは、認証される
ことになる製品から抽出されるか、又は、製品内若しくは製品上で直接同定される。例え
ば、この例に限定されることなく、認識ポリヌクレオチドの配列を読むことによって、又
は、複数の推測上のコード化ポリヌクレオチドに存在する認識ポリヌクレオチドのアレイ
を同定することによって標的ポリヌクレオチドの同定を達成することができる等、認識ポ
リヌクレオチドの性質が検出されると、本発明のユーザーは、対応テーブル（標的ポリヌ
クレオチド認識ベース）を参照し、認証されることになる製品において理論上存在する標
的ポリヌクレオチドの性質をそこから読み取る。このテーブルは、例えば、この例に限定
されることなく、製品のラベリング中に作成され、ペア（「読まれた認識ポリヌクレオチ
ドのコード」－「探し求められる標的ポリヌクレオチド」）で発生する、安全にされコン
ピュータで管理されたデータベースに保管することができる（機密性を保証することを可
能にする）。このように、このテーブルに戻り参照した後、本発明のユーザーは、認証す
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るために製品において存在しているはずである標的マーカーの正確な性質を推定すること
ができる。標的ポリヌクレオチドは、このように抽出され、次に同定される。検出された
標的ポリヌクレオチドが、テーブルにおいて読まれた理論上のコードに正確に一致する場
合、その製品は認証される。他の標的ポリヌクレオチドが存在する場合、本発明のユーザ
ーは、ラベルされた製品の混合を疑うことができる。検出された標的ポリヌクレオチドが
予測されたものとは完全に異なる場合、模倣品の可能性がある。本発明によるサインにお
いて使用された認識ポリヌクレオチドがない場合、標的／製品のデータベースのみが有用
である。
【００２３】
　本発明において、複数のポリヌクレオチドのうちあるポリヌクレオチドは、例えば、以
下に紹介されるアルゴリズム等を実施するソフトウェアを用いて、例えば当業者には知ら
れた方法によって設計することができ、ラベリングを構成する複数のポリヌクレオチドの
間で選択された所与のポリヌクレオチドに対して、この所与のポリヌクレオチドに相補的
なポリヌクレオチドのシーケンスによって、この複数のポリヌクレオチドのうち他のポリ
ヌクレオチドが構成されないように、又は、これらのポリヌクレオチドのいかなる逆転さ
れた相補ポリヌクレオチドも構成されないようにされる。従って、製品の温度及び分子条
件環境、並びに、温度及びポリヌクレオチド分子開発環境では、本発明のサインのポリヌ
クレオチド間で、例えば、核酸の二本鎖、例えば、ＤＮＡの二重らせん等の二本鎖の複合
体も、又は、いかなるハイブリッドも形成することはできない。
【００２４】
　「二本鎖複合体の形成」は、前記の条件におけるものを含めた熱力学的に安定した相補
ヌクレオチドの対形成を意味している。
【００２５】
　所与のポリヌクレオチドの「逆転された相補ポリヌクレオチド」は、既存又は理論上の
新たなポリヌクレオチドを意味しており、前記所与のポリヌクレオチドの各ヌクレオチド
は、デオキシリボ核酸のポリヌクレオチドの場合に例えばチミンに取って代わるアデニン
、アデニンに取って代わるチミン、グアニンに取って代わるシトシン、又は、シトシンに
取って代わるグアニン等、最初のポリヌクレオチドと対を形成することができる相補ヌク
レオチドと交換される。
【００２６】
　「ハイブリダイゼーション」は、２つの相補的な一本鎖ポリヌクレオチドの非共有結合
による対合を意味している。このハイブリダイゼーションは、完全であり得る、すなわち
、配列は完全に相補的であり得るか、又は、不完全であり得る、すなわち、配列は完全に
は相補的ではないが、互いにハイブリッドを形成して二本鎖構造を形作るのに十分相補的
であり得る。
【００２７】
　本発明において、「ノンハイブリダイゼーション」は、２つの一本鎖ポリヌクレオチド
が相補的ではない、及び／又は、その相補性が二本鎖の形成に対して十分ではないために
、そのポリヌクレオチドが非共有結合しないことによる非対合を意味している。
【００２８】
　関心のある製品又は物質に取り込まれることになる本発明のマーカーにおける複数のポ
リヌクレオチドが、直接又は間接的に製品を認証するためのデータベースに全て割り当て
られるわけではないということを認める価値はある。従って、製品の認証中に捜し求めら
れる標的ポリヌクレオチドを制限された数のみ使用し、それらを多数のデコイと同時に、
必要に応じて、配列が標的ポリヌクレオチドの配列に一致しない多数の認識ポリヌクレオ
チドと同時に、製品に組み込むことが可能である。このように、１又は複数の標的ポリヌ
クレオチドは、多数のデコイポリヌクレオチドに「浸す」ことができ、サインを複製する
目的で標的ポリヌクレオチドをデコードするという悪意のある試みの場合に、問題を非常
に複雑化することができる。さらに、認識ポリヌクレオチドが使用される本発明における
特定の実施形態によると、認識ポリヌクレオチドが保有するコードの読み取り及び解読の
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みが、標的ポリヌクレオチドとデコイポリヌクレオチドとの組合せの中で、どのポリヌク
レオチドが実際にその標的ポリヌクレオチドに対応するかを告発することができ、排除に
よって、どのポリヌクレオチドが模造者を欺くよう意図された単なるデコイであるかを告
発することができる。
【００２９】
　本発明のラベリング方法は、デオキシリボ核酸及び／又はリボ核酸であるマーカーによ
って達成することができる。前記複数のポリヌクレオチドのうちのあるポリヌクレオチド
は、従って、一本鎖デオキシリボ核酸配列、一本鎖リボ核酸配列、又は、デオキシリボ核
酸配列とリボ核酸配列との組合せであり得る。本発明によるマーカーは、従って、例えば
ＤＮＡに存在する塩基：アデニン、グアニン、チミン、シトシン、又は、ＲＮＡに存在す
る塩基：アデニン、グアニン、ウラシル、シトシン等、「天然の塩基」と呼ばれ通用して
いる塩基からなり得る（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｍａｎｉａｔｉ
ｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ－Ｈａｒｂｏｒ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，ｐｐ　Ｃ３－Ｃ
１４［１］を参照されたい）。本発明によるマーカーは、それほど頻繁ではない天然化合
物、又は、前記の塩基に対して行われた例えば脱アミノ化等の修飾から生じる例えばジヒ
ドロウリジン（ＤＨＵ）、イノシン、又はプソイドウラシル等の「修飾塩基」と呼ばれる
合成化合物も含むことができる。窒素塩基は、異なる原子質量の天然同位体及び／若しく
は安定同位体から構成することができる、並びに／又は、ハイブリダイゼーション工程中
に通常とは異なる水素結合を多く確立するために修飾することができる。
【００３０】
　本発明における特定の実施形態によると、デオキシリボ核酸の配列は、その配列中に同
じ割合の４つの天然又は修飾塩基、Ａ、Ｃ、Ｇ、及びＴを含むことができる。本発明にお
ける別の特定の実施形態によると、リボ核酸の配列は、その配列中に同じ割合の４つの天
然又は修飾塩基、Ａ、Ｃ、Ｇ、及びＵを含むことができる。前記２つの実施形態を含める
か又は含めない本発明におけるさらに別の実施形態によると、ラベリングを構成するポリ
ヌクレオチドのセットは、同じ数のヌクレオチド及び同じ分子量を有する。この本発明に
おける特定の実施形態は、不可能でない場合、見込みのある模造者がポリマーを分離して
同定するのをさらに困難にすることを有利に可能にする。例えばアガロースゲル若しくは
ポリアクリルアミド上での電気泳動、及び／又は、質量分析等の技術のおかげである、例
えば、分子サイズ及び／又は分子量に従った分離及び同定は、後半の実施形態、特に最後
の実施形態に従ってサイン上で実行するのが不可能である。
【００３１】
　例えば、本発明のラベリングにおいて、それぞれが４つの可能な塩基の間で選択される
２０ヌクレオチドの一本鎖ポリヌクレオチド（又はオリゴマー）は、４２０個の異なる配
列、すなわち、約１．１×１０１２通りの組合せ、すなわち、１兆通りの組合せを実行す
ることを可能にする。例えば本発明によるラベリングにおいてサイズ２０の複数のポリヌ
クレオチド等、本発明による標的マーカーを無作為に抽出する可能性、及び、このマーカ
ーが、標的／製品データベースにおける製品に割り当てられたものである可能性は、従っ
て、ほとんどゼロである。さらに、本発明のラベリングは、所定の長さ及び配列を有する
いくつかの標的分子、いくつかのデコイ、及び、必要であれば、いくつかの認識ポリヌク
レオチドからなり、同時に、ラベリングの非常に高いセキュリティ及び際だった不可侵性
を確実にする。
【００３２】
　使用されるポリヌクレオチドは、従って、その性質によって、例えば、本発明を実施す
る者によりその性質が規定されることになる４個の窒素塩基の向きづけられた組合せを含
むことができる。本発明のマーカーの各ポリヌクレオチドにおける特異性の始まりにあり
、ラベルされた製品に対する情報を保有することができるこの組合せは、必要性（マーカ
ーが保有するコード複雑性、情報タイプ）だけでなく、これらのマーカーが示す物理化学
的性質（ハイブリダイゼーション工程、分子量、断片のサイズ、窒素塩基における組成物
）に応じて、コンピュータ化された様式において算出することができる。
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【００３３】
　ラベルされることになる製品、及び、考慮されたラベリングの検出技術に従って、１又
は複数の標的ポリヌクレオチドを使用することができる。本発明は、従って、かなりの数
のサイン又はラベリングの変異形／選択肢を可能にする。無制限的な例によって、第１の
セットの標的ヌクレオチドに対して以下の異なる形態に言及することができる：
－大きなサイズ、すなわち、例えば５００から５０００ヌクレオチド又は塩基を含めた、
１又は複数の一本鎖標的ポリヌクレオチド；
－小さいサイズ、すなわち、例えば５から２００ヌクレオチド又は塩基、例えば、５から
５０ヌクレオチド又は塩基を含めた、１又は複数の一本鎖標的ポリヌクレオチド；
－平均的なサイズ、すなわち、例えば２０１から４９９ヌクレオチド又は塩基を含めた、
１又は複数の一本鎖標的ポリヌクレオチド；
－一定の末端配列及び可変の末端配列を有した、１又は複数の一本鎖標的ポリヌクレオチ
ド；
－より大きなサイズのポリヌクレオチド内に挿入され（又は決定された）、従って、ポリ
ヌクレオチドの大きな一部分を形成する１又は複数の一本鎖標的ポリヌクレオチド；
－１又は複数の一本鎖環状ポリヌクレオチド；又は、
－これらの異なる形態の組合せ。
【００３４】
　本発明によると、１つが環状ポリヌクレオチドであり、もう１つが直鎖状ポリヌクレオ
チドである少なくとも２つの標的ポリヌクレオチドを使用することができる。複数の標的
環状若しくは直鎖状ポリヌクレオチド、又は、これらの混合物を、本発明を実施する者に
よる選択されたラベリングの複雑性に従って使用することができる。
【００３５】
　本発明の特定の実施形態によると、一本鎖ポリヌクレオチドの一部又はセットが直鎖状
である場合、前記一本鎖ポリヌクレオチドの一部又はセットは、１つのポリヌクレオチド
から別のものまで可変の末端を含むことができ、及び、１つのポリヌクレオチドから別の
ものまで一定の末端を含むことができる。「一定の末端」は、２つの末端のうちの１つを
含めたポリヌクレオチド配列の一部であり、所定及び一定の配列を示した、すなわち、本
発明のマーカーの標的配列の一部に対して又は標的配列全てに対して同一であるポリヌク
レオチド配列の一部を意味している。「可変の末端」は、前記配列の２つの末端のうちも
う一方の末端を含み、本発明のマーカー中の１つの標的配列から別の標的配列まで可変で
ある所定の配列を示したポリヌクレオチド配列の一部を意味している。これは、標的ポリ
ヌクレオチドに対して特定の利点を示している。実際、真正品を同定するという目的に対
してラベリングを検出又は解読するために、以下で説明されるように、解読のための頑丈
な支持体を使用することができ、ＤＮＡマイクロアレイに対するものとして、支持体の上
には、標的ポリヌクレオチドの可変の末端に相補的なポリヌクレオチドが固定される。例
えばビオチン／ストレプトアビジンによって、一定の末端自体を、頑丈な支持体上の標的
ポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションを強調するために使用することができる。こ
の検出モードは、以下で説明される。
【００３６】
　標的ポリヌクレオチドの数及び性質は、そのサイズと組み合わせて、ラベリングの複雑
性を規定することを可能にし、組合せの様式においては、可能な組合せの数を規定するこ
とを可能にする。可能な組合せの数は、これらのポリヌクレオチドのサイズと共に指数関
数的な様式で増加する。全て同じサイズのポリヌクレオチドの中から１又は複数のポリヌ
クレオチドからなるサインを選択することによって、多数の組合せが考えられる。可能性
のある全てのサインの中からアトランダムでサインを複製する確率は、ほぼゼロである。
【００３７】
　本発明によると、ラベリング情報は：
－標的／製品のデータベースにおいてそれぞれ製品に割り当てられた標的ポリヌクレオチ
ドの配列、及び／又は
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－標的／製品のデータベースにおいて製品に割り当てられた、標的ポリヌクレオチドの配
列の１又は複数の組合せ
にあり得る。
【００３８】
　このように、所定の配列を有したいくつかの標的ポリヌクレオチドを使用することが可
能である。例えば、全て異なる所定の配列を有した２０個のポリヌクレオチド配列の一群
又は「プール」を選択すること、及び、所与の製品のセットをラベルするように、例えば
、各製品に対してこれら２０個の配列の中から１０個の配列の組合せを選択することも可
能である。
【００３９】
　これらの標的配列には、デコイポリヌクレオチド配列が添加され、本発明によるマーカ
ーを構成する。本発明によると、デコイポリヌクレオチドは、標的ポリヌクレオチドとは
ハイブリッドを形成せず、その役割は、コピーするための本発明のラベリングの解読を模
造者にとってより困難にすることである。これらのデコイポリヌクレオチドは、標的ポリ
ヌクレオチドに対して前述したように、直鎖状若しくは環状、又は、環状ポリヌクレオチ
ドと直鎖状ポリヌクレオチドとの混合物下であり得る。マーカーに添加されるデコイポリ
ヌクレオチドの数は、必要とされる混乱次第である。好ましくは、この数は、標的ポリヌ
クレオチドの数よりも多い。例はすでに挙げられている。デコイポリヌクレオチドは、互
いに同じ又は異なる長さのものであり、好ましくは、本発明のマーカーに存在する１又は
複数の標的配列と同じ長さのものであり、例えば、標的ポリヌクレオチドに対して前述し
たように、１５から５０００個の塩基、例えば１５から２００個、例えば２０から２００
個、例えば２０１から４９９個、例えば５００から５０００個の塩基、又は、これらの長
さの混合である。
【００４０】
　これらの標的及びデコイ配列に、認識ポリヌクレオチドを添加することができ、データ
ベースによって、前述のようにデコイポリヌクレオチドから標的ポリヌクレオチドを区別
することが可能になる。認識ポリヌクレオチドの数は、特に、必要とされるラベリングの
複雑性次第である。認識ポリヌクレオチドは、環状又は直鎖状でありえ、互いに同じか又
は異なる長さのもの、並びに、標的及びデコイポリヌクレオチドのものと同じ長さか又は
異なる長さのものであり得る。標的ポリヌクレオチドに対して前述したように、５から５
０００個の塩基、例えば１５から２００個、例えば２０から２００個、例えば２０１から
４９９個、例えば５００から５０００個の塩基、又は、これらの長さの混合である。
【００４１】
　このように、本発明のラベリングにおいて、前記複数のポリヌクレオチドのうちのある
ポリヌクレオチドは、例えば、遊離な３’ＯＨ末端及び遊離なリン酸５’末端を有した、
環状、直鎖状、又は、環状及び直鎖状のポリヌクレオチドの混合であり得る。好ましくは
、本発明のラベリングのポリヌクレオチドの長さは、５から５０００ヌクレオチド、例え
ば５から１００ヌクレオチド、例えば５から５０ヌクレオチド、例えば２０から５０ヌク
レオチドである。
【００４２】
　本発明によると、前記複数のポリヌクレオチドのうちのあるポリヌクレオチドは、一本
鎖ポリヌクレオチドである。実際、本発明の特徴の１つは、一本鎖の使用によって、本発
明のラベリングの解読をより困難にすることが可能になるということである。
【００４３】
　本発明のラベリング方法は、従って、非常に重要な数のマーカーを製造することを可能
にする。各マーカーは、１又は複数の標的ポリヌクレオチド、及び、必要に応じて認識ポ
リヌクレオチドから構成されるコードを含む。
【００４４】
　本発明のマーカーにおけるポリヌクレオチドの配列は、経験的に、又は、好ましくは特
に速さの事項に対して、この目的のために作ることができる適切なソフトウェアによって
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作成することができる。後者の場合、コンピュータデザイン、又は、本発明のマーカーの
“Ｄｅｓｉｇｎ　Ｉｎ　Ｓｉｌｉｃｏ”である。
【００４５】
　本発明のマーカーにおける標的及びデコイポリヌクレオチド、並びに、必要に応じて認
識ポリヌクレオチドの配列を決定するために、以下のアルゴリズムを使用することができ
る：
－（０）ラベリングにより生じるポリヌクレオチドのセットを含有するセットＥの作成
－（１）第１のポリヌクレオチドｐの無作為の作成であって、そのサイズ並びに数をユー
ザーによって規定することができ、ｐはすでにＥには属していない
－（２）Ｓｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎ［２］のアルゴリズムに従った、一方は
２つのポリヌクレオチドｐの連鎖から生じるポリヌクレオチドと、もう一方はＥのポリヌ
クレオチドのセットから選択された２つのポリヌクレオチド並びにその逆転された相補鎖
の連鎖から生じる各ポリヌクレオチドとの間でのハイブリダイゼーションスコアの算出。
－（３）スコアのセットがユーザーによって与えられた閾値を超えない場合、Ｅにｐを追
加する。Ｅが必要とされたサイズのものでない限り、ステップ（１）に戻る。この閾値は
、最小の整列スコアであり、その上で２つの配列は、互いにハイブリッドを形成するのに
十分同じであると考慮される。
【００４６】
　標的及びデコイポリヌクレオチドの配列が決定されると、これらの標的及びデコイポリ
ヌクレオチドは、いかなる現存の当業者に知られた方法によっても製造することができる
。１又は複数のプロトコルは、製造されるポリヌクレオチドの性質に従って、及び、選択
されたラベリングに従って使用することができる：環状及び／若しくは直鎖状の、例えば
５個の塩基から５０００個の塩基である可変のサイズを有した一本鎖リボ核酸並びに／又
はデオキシリボ核酸の合成。本発明を実施することができる使用可能なプロトコルの例に
よって、環状一本鎖ポリヌクレオチドを合成することを可能にするもの［３］、又は、ポ
リヌクレオチドのインシリコ合成プロトコルに言及することができる。
【００４７】
　認識ポリヌクレオチドの配列がラベリングに必要とされる場合、そのそれぞれの配列は
、認識ポリヌクレオチドが互いに、又は、標的ポリヌクレオチド若しくはデコイポリヌク
レオチドとハイブリッドを形成しないように、経験的に、又は、前記のもの等のアルゴリ
ズムを使用することによって決定することができる。
【００４８】
　本発明の方法によるリボ核酸若しくはデオキシリボ核酸のマーカーを使用した溶液又は
化合物のラベリングは、必要とされたラベリングの複雑性に従って種々の方法で達成する
ことができる。各標的ポリヌクレオチドは、その配列に固有の特定の情報を保有している
。各標的ポリヌクレオチド又は標的ポリヌクレオチドの組合せは、独特の様式で使用する
ことができる。
【００４９】
　第１の可能なコーディングレベルは、１又は複数の標的ポリヌクレオチドを使用するこ
とに存するものであり得る。ラベルされた製品のいくつかのバッチは、従って、規定され
たサイズ及び所定の配列ではあるが互いに異なる配列の１又は複数のポリヌクレオチドに
よって追跡することができる。
【００５０】
　第２の可能なコーディングレベルは、標的ポリヌクレオチドの最初のプールにおいて選
択された、いくつかの標的ポリヌクレオチドの使用である。従って、コードは、もはや標
的ポリヌクレオチドの各配列からではなく、製品に存在する標的ポリヌクレオチドの組合
せにある。従って、本発明によると、ラベルされた製品は、Ｎ個の異なるポリヌクレオチ
ドの可能性の間で選択された、区間［０；Ｎ］に含まれているｎ個の標的ポリヌクレオチ
ドによってラベルすることができる。
【００５１】
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　全ての場合において、本発明のラベリングは、認識ポリヌクレオチドの使用に存する第
３のレベルのコーディングによって完了することができ、従って、製品が真正品で本発明
の方法でラベルされた場合に、製造者によって使用されやすい標的ポリヌクレオチドの中
からどのマーカーが、並びに、異なる性質及び濃度のものであり得るマーカーが存在する
かを標的認識データベースによって示す。
【００５２】
　本発明によると、製品のラベリング方法における各ステップは、特定のトレーサビリテ
ィの起因であり得る。このトレーサビリティは、１又は複数の極秘のデータベースにおけ
る各ステップに特定の情報を導入することによって確実にすることができる。
【００５３】
　従って、本発明によると、マーカーの各バッチ又はマーカーの組合せは、例えば、英数
字の識別名によって同定することができる。この識別名は、製品上に、又は、いかなる他
の光学表記モード：例えばバーコード、Ｄａｔａ　Ｍａｔｒｉｘ等によっても、例えばマ
ーカーのバッチの容器上に現れることができる。この識別名は、例えば、バッチを構成す
るマーカーのそれぞれの配列、各マーカーの量のそれぞれの割合、製造日等、マーカーの
バッチの情報が保管されている第１のデータベースにおけるインデックスとしても役立ち
得る。
【００５４】
　識別名によって追跡されるマーカーのバッチの各容器は、データベースにおいて、例え
ば依頼人の注文の参照に、及び、前記依頼人に対するこの容器の配達参照に関連づけるこ
とができる。依頼人からの受け取りの確認も、このデータベースに入れることができる。
【００５５】
　核酸は、ラベルされた製品の物理化学的性質由来のいずれをも変えない。さらに、核酸
は、容器、すなわちラベルされた製品に対していかなる効果も有さない。最後に、核酸は
、本発明者等によって実行された数多くのテストにおいて非常に安定であると証明した。
この安定性は、以下の実施例において実証される。
【００５６】
　ノンイグゾースティブな様式で、本発明に含まれる一本鎖ＤＮＡ及びＲＮＡマーカーは
、不法、悪用の複製（模倣）、闇市場での不法な取引の対象になりやすい、及び／又は、
足跡をつけること（製品追跡）が必要な製品及び物質の非常に幅が広いパネルに含ませる
ことができる。
【００５７】
　本発明の方法は、全液体、半液体、又は固体の工業生産物若しくは消費者製品のラベリ
ングに適用される。以下のリストは限定的ではないが、例えば、香水、化粧品、衛生品、
食品、調味料、植物エキス、タバコ、飲料、布地、皮、薬品、粉末剤、ニス、インク、ペ
ンキ、化学製品及び化合物、並びに、より全般的に、模倣されやすい物品及び製品全てに
言及することができる。
【００５８】
　本発明は、香水、オードパルファン、オードトワレ、エッセンシャルオイル、クリーム
、マスク、ポマード等、高級品指向の産業及び化粧品産業由来の製品の全範囲に適用する
ことができる。
【００５９】
　工業生産物及び消費者製品の分野において、本発明は、インク、樹脂、ヤニ、ペンキ、
染料、添加剤、芳香剤、接着剤、粉末剤等の種々の物質を追跡するよう役立ち得る。
【００６０】
　食品工業分野においては、特に、リカー、スピリッツ、グラン・クリュ等、模倣又はい
かさま行為（混合）の標的であり得る高級品に、又は、例えば安全性の理由から本物であ
ることを保証するのが重要ないかなる製品にも、本発明を適用することができる。
【００６１】
　マーカーは、医薬品及び他の薬物をラベル並びに追跡するために薬品工業に使用するこ
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ともできる。
【００６２】
　本発明は、病院環境において生物学的試料を追跡するために使用することもできる。例
えば、生化学的な研究所における血液試料、解剖病理学的な研究所における腫瘍試料に対
して、又は、生物源センターにおいて何年も保管及び追跡することができる直接認証され
るヒト組織バンクを構成する目的でトレーサビリティプロトコルを実施すること等である
。
【００６３】
　一般には、製品を、その製品の状態のために又は構成物質としてラベルすることができ
る。例えば、使用した及び前にラベルしたインクによって書類をラベルすることができる
。
【００６４】
　本発明によると、本発明のマーカーを添加するステップは、ラベルされることになる製
品に対して、本発明のマーカーを構成するポリヌクレオチドを添加することを可能にする
いかなる適切な手段によっても達成することができる。ラベルされることになる製品及び
物質は、そこにマーカーを取り込むことによって大量にラベルすることができ、その最終
的な濃度が製品の表面にて調査及び提供される。マーカーは、その本質由来の物理化学的
性質を有したリボ核酸又はデオキシリボ核酸のポリマーであり、負の電荷を持った親水性
の分子である。ラベルされることになる製品の性質によって、マーカーは予め薄めるか又
は直接製品に添加することができる。マーカーは、カプセルに包むこともでき、製品の表
面に堆積させるか又は取り込むことさえもされる。
【００６５】
　この製品への本発明のマーカーの添加は、その製造の間に前記製品に、及び／又は、最
終製品の中若しくは最終製品の上に（すなわち、表面上に）前記複数のポリヌクレオチド
を添加することによって達成することができる。本発明は、従って、本発明によるラベリ
ング方法によって得ることができるラベルされた製品にも関する。
【００６６】
　本発明によると、マーカーの添加がラベルされることになる製品の表面にて達成される
場合、例えば前記マーカーを含む溶液に最終製品を漬けることによって、又は、そのよう
な溶液を最終製品上で噴霧若しくは気化させることによって実行することができる。好ま
しくは、前記溶液は、エタノール、メタノール、若しくはジエチレングリコール等のプロ
トン性溶媒、又は、アセトン若しくはテトラヒドロフラン等の極性の非プロトン性溶媒で
ある。この添加モードは、例えば、布地、皮、木材、紙、段ボール、タバコ、巻きタバコ
、葉巻等その製造の後の固体の製品に適している。
【００６７】
　前記添加は、前記マーカーと製品を構成する化合物又は構成要素を混ぜ合わせることに
よって、製品の製造中に実行することもできる。この複数のポリヌクレオチドの導入は、
前記製品の構成要素上又は前記製品の構成要素内で達成することができる。この種の添加
は、マーカーを取り入れることができるその製造が液体又は半液体相を介するいかなる製
品又は物質にも適している。例えば、化粧品又は医薬品の複合的なラベリングに対する場
合であり得る。
【００６８】
　本発明の特定の実施形態によると、前記複数のポリヌクレオチドを脂質ベクターにおい
て被包するステップは、添加ステップに先立ち実行することができる。この被包ステップ
は、好ましい環境においてポリヌクレオチドを維持すること、又は、その将来の抽出を容
易にすることを可能にする。例えば、被包製品として、ジオレオキシルオキシ－プロピル
－トリメチルアンモニウムブロマイド（ＤＯＴＭＡ）及びジオレオイルフォスファチジル
エタノールアミン（ＤＯＰＥ）、又は、ポリプレックスと呼ばれる、ポリリジン、プロタ
ミン、若しくは、ポリエチレンイミン（ＰＥＩ）等の分子とのポリヌクレオチドの複合体
等、陽イオンの脂質ベクターを含む群から選択された製品を使用することができる。例え



(15) JP 2011-521620 A 2011.7.28

10

20

30

40

50

ば、その目的を達するために、Ｂｉｏｃｈ．Ｂｉｏｐｈｙ．Ａｃｔａ　１２８０：１．［
５］，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６９：２５５０［６］又はＡＡＰＳ　ＰｈａｒｍＳｃ
ｉ．２００１；３（３）：Ｅ２１［７］に記載された技術を使用することができる。
【００６９】
　本発明の別の実施形態によると、前記複数のポリヌクレオチドを脂質ベクター又は他の
ものにおいて被包及び／又は保護するステップは、添加のステップに先立ち達成すること
ができる。このステップは、安定性をさらに確実にする、及び／又は、その回収を容易に
する。
【００７０】
　本発明において、「保護」は、特に、環境からのいかなる物理化学的攻撃由来の本発明
におけるポリヌクレオチドの保護を意味しており、例えば、カーボンナノチューブにおい
てチャージされたこれらのポリマーにおいて本発明のサイン（香水、食物）が存在する。
【００７１】
　選択された添加モードが何であれ、本発明のマーカーは、マイクロモルからフェムトモ
ルまでに及ぶ非常に小さい濃度でのラベリングのために製品に添加されることが好ましい
。既存の又は結果として生じる検討された検出技術及びマーカーのサイズに従って、これ
らのマーカーは、可変の最終濃度に添加され、第１セットの各標的ポリヌクレオチドのそ
れぞれの濃度は異なることができ、さらに、コーディングサブセットを構成する。本発明
によると、前記製品における添加後の複数のポリヌクレオチドの濃度は、それだけに限ら
ないが、１０－６モルから１０－１８モル／ｄｍ３であり得る。このボリュームあたりの
量は、液体又は固体のボリュームに対して示されている。液体に対して、このボリューム
あたりの量は、ボリュームの単位による製品と混ぜ合わされたマーカーの量に一致する。
固体に対しては、ボリュームの単位による製品と混ぜ合わされたか、又は、製品の表面に
堆積されたマーカーの量に一致する。製品の表面までいくと、この量は表面の単位、すな
わち１０－６モルから１０－１８モル／ｄｍ２によって規定することもできる。これらの
濃度は、より濃縮された溶液を希釈することによって得ることができる。この溶液は、上
記のもの等であり得る。
【００７２】
　本発明は、本発明のラベリング方法によって得ることができる製品のラベリングを検出
する方法にも関し、前記方法は、少なくとも１つの標的ポリヌクレオチドを特異的に検出
することを可能にする複数のポリヌクレオチドを分析するステップを含む。
【００７３】
　さらに、本発明は、本発明のマーカーを検出するいくつかの方法を提供する。前記検出
は、例えばポータブルシステムによって、例えば本発明のマーカーの標的ポリヌクレオチ
ドを検出するために特別に設計されたＤＮＡマイクロアレイによって研究所の外又は研究
所内で達成することができる。
【００７４】
　本発明によると、分析ステップは、例えば免疫検出によって実行することができる。本
発明によると、前記分析ステップは、例えば、コード化ポリヌクレオチドを配列決定する
ステップを含むことができる。本発明によると、前記分析ステップは、例えば、特に標的
ポリヌクレオチドがリボ核酸である場合の、デオキシリボ核酸へのリボ核酸の逆転写を含
むことができる。本発明によると、前記分析ステップは、特定のハイブリダイゼーション
に結びつけられる比色検出、発光検出、又は、蛍光検出を含むことができる。言い換える
と、前記分析ステップは、標的ポリヌクレオチドを検出する特定の手段を使用することが
できる。
【００７５】
　本発明によると、使用される分析技術は、マーカーの物理化学的性質、コード、及び特
異性を実施することができ、例えば、およそ、サンドイッチアッセイ技術、ＤＮＡマイク
ロアレイを使用した検出技術、又は、当業者が知るポリヌクレオチドの存在を検出する及
び／又はそれらを同定することを可能にするいかなる他の技術でもあり得る。
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【００７６】
　本発明の特定の実施形態において、標的及びデコイポリヌクレオチドは、小さいサイズ
のポリヌクレオチド、すなわち、８から３０ヌクレオチド／ヌクレオシド、及び、一本鎖
であり得る。この実施形態によると、好都合に、その性質が与えられたこれらのポリヌク
レオチドは、増幅されて、重合連鎖反応（「ＰＣＲ」、ポリメラーゼ連鎖反応）等の指数
増幅技術によって検出されることになる鋳型鎖として使用することができない。従って、
ＰＣＲ増幅による検出は不可能である。この実施形態において、ポリヌクレオチドの検出
は、ハイブリダイゼーション工程及び増幅なしの直接検出によって実行することができ、
使用されたサインを知るユーザーによってのみ達成可能である。さらに、ラベルされた製
品に存在する複数のポリヌクレオチドを抽出、増幅、及び複製することを試みるであろう
模造者は阻止される。さらに、且つ、好都合に、ハイブリダイゼーションのステップ及び
このハイブリダイゼーションを検出するステップのみを含む検出方法は、はるかにより速
く実行することができる。重合連鎖反応は何時間か必要とするが、単純なポリヌクレオチ
ドのハイブリダイゼーションは、検出されることになるポリヌクレオチドに検出が特異的
である限りほぼ即座に行われる。
【００７７】
　本発明によると、使用される分析技術は、マーカーの物理化学的性質、コード、及び特
異性に基づき、標的ポリヌクレオチドの指数又は線形増幅を含むことができ、いかなる他
の技術も、マーカーの存在を検出するために使用することができる。言い換えると、分析
ステップは、標的ポリヌクレオチドの線形拡張ステップを含むことができる。
【００７８】
　本発明の方法は、分析ステップの前に以下のステップ：
（ａ）製品のサンプルを取って調べるステップ；及び
（ｂ）前記サンプルの複数のポリヌクレオチドを抽出するステップ；
をさらに含むことができる。
【００７９】
　ここで、本発明の方法は、製品のサンプルを取って調べることによって本発明のラベリ
ングの検出を実施することを可能にする手段に存する。
【００８０】
　抽出された後、マーカーの存在を上記のように分析することができる。
【００８１】
　本発明によると、抽出ステップ（ｂ）は、サンプルからポリヌクレオチドを抽出するた
めに、当業者が知るいかなる技術によっても達成することができる。ポリヌクレオチドは
、ラベルされた製品の性質に応じたプロトコルによって抽出することができる。リボ核酸
又はデオキシリボ核酸を抽出するための、既存の又は結果として生じるいかなるタイプの
技術も、大部分のラベルされた製品からポリヌクレオチドを抽出するために使用すること
ができる。例えば、フェノールクロロホルム抽出であり得る。本発明において使用に適し
た抽出技術は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｍａｎｉａｔｉｓ，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ－ｈａｒｂｏｒ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，ｐｐＥ３　ｔｏ　Ｅ４［
８］に記載されている。
【００８２】
　ラベルされた製品を分析する方法は、従って、これらの製品からポリヌクレオチドを抽
出するステップ、認識ポリヌクレオチドによって保有されたコードを検出するステップ、
標的ポリヌクレオチドを認識するためにデータベースを参考にするステップ、従って、標
的ポリヌクレオチドによって保有されたコードを解読するステップ、次に、この情報を利
用して、デコイポリヌクレオチドを含んだ複数の標的ポリヌクレオチドの中から標的ポリ
ヌクレオチドを見つけるステップ、次に、（ラベリングの検出の場合）ラベルされた製品
の特徴である標的ポリヌクレオチドの存在を検出するステップに存することができるか、
又は、前記情報を利用して、（標的ポリヌクレオチドが無い場合に、又は、標的／製品デ
ータベースに従っていないラベリング）製品は模倣品であるという結論を下す。
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【００８３】
　本発明の特定の実施形態によると、分析のステップに特異的な検出は、例えば以下の連
続するステップ：
（ｉ）複数のポリヌクレオチドを固体の支持体と接触させるステップであって、前記支持
体上にはプローブ配列が固定され、これらのプローブ配列は、製品のラベリングの複数の
ポリヌクレオチドのうち前記少なくとも１つの標的ポリヌクレオチドの前記末端の１つに
相補的であり、支持体上に固定された相補的なプローブ配列とのハイブリダイゼーション
によって標的ポリヌクレオチドが支持体上に固定されるのを可能にするステップ；
（ｉｉ）ステップ（ｉ）によってハイブリッドを形成しないポリヌクレオチドを除去する
ステップ；及び
（ｉｉｉ）標的ポリヌクレオチドの支持体上での存在を検出するステップ；
を含むことができる。
【００８４】
　本発明において、ステップ（ｉｉｉ）にて実行される検出は、適応された特定の手段に
よって達成することができ、例えば、蛍光分子を使用した検出、発光分子を使用した検出
、反応生成物を着色することができる酵素を使用した検出、触媒された反応が発熱性であ
る酵素を使用した検出、触媒された反応が光を放出する酵素を使用した検出、又は、例え
ば抗体、酵素等の標的ポリヌクレオチドに特異的なタンパク質を使用した検出に関する場
合がある。
【００８５】
　特定の実施形態によると、特定の検出は、ステップ（ｉ）と（ｉｉ）の間に、少なくと
も１又は複数のポリヌクレオチドの特定の捕獲システムによって複数のポリヌクレオチド
を支持体上で捕獲するステップをさらに含むことができ、システム上で、製品のラベリン
グにおける前記複数のポリヌクレオチドのうちの前記少なくとも１つの標的ポリヌクレオ
チドは固定される。
【００８６】
　本発明によるラベリングが認識ポリヌクレオチドを含む場合、この特定の実施形態の方
法は、ステップ（ｉ）の前に、これらの認識ポリヌクレオチドを同定するステップ（ｘ）
、及び、同定された認識ポリヌクレオチドに従って固体の支持体を選択するステップ（ｙ
）をさらに含むことができ、固体の支持体は、認識ポリヌクレオチドのおかげで、同定さ
れる標的配列に相補的なプローブ配列を含むように選択される。
【００８７】
　この検出の方法は、好都合に、一定の末端及び可変の末端を有した標的ポリヌクレオチ
ドを含む本発明によるマーカーを用いて使用することができる。これらの標的ポリヌクレ
オチドは、すでに規定されている。本発明によると、プローブ配列と呼ばれる、標的ポリ
ヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチドは、当業者が知るいかなる手段によっても固体
の支持体上に固定することができる。本発明における支持体上でのこれらの検出技術及び
使用に適した支持体のタイプは、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ｍａｎ
ｉａｔｉｓ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ－Ｈａｒｂｏｒ，２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ，ｐｐ
９．４７－９．５７［９］に記載されている。例えば、支持体上でのプローブ配列の固定
は、ビオチン／ストレプトアビジン結合の手段によって実行することができ、前記プロー
ブは、ビオチン分子に結合され、前記支持体はストレプトアビジン分子を示す。例えば、
プローブ配列の固定は、固体の支持体を形成するチャージされたナイロン膜への共有結合
の形成によって達成することもできる。本発明において使用に適したこれらの技術は、例
えば、刊行物［１０］、［１１］、及び［１２］に記載されたものである。言い換えると
、標的ポリヌクレオチドに相補的なポリヌクレオチドは、探求された１又は複数の標的ポ
リヌクレオチドに特異的な捕獲システムの例である。
【００８８】
　本発明によると、ハイブリダイゼーションによって支持体上でプローブ配列に固定され
た標的ポリヌクレオチドは、当業者が知るいかなる適切な手段によっても検出することが
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できる。前記適切な手段は、例えば、ラベリング剤によってマークされ、標的ポリヌクレ
オチドのうちもう一方の末端に相補的なポリヌクレオチドによる検出でありえ、ラベリン
グ剤は、蛍光色素、金コロイド粒子、及び酵素を含めた群から選択することができる。
【００８９】
　固体の支持体上でのこの検出モードは、本発明のマーカーにおける容易で再生可能な即
座の検出を可能にし、本発明において好都合に使用することができる。
【００９０】
　本発明の検出方法は、標的ポリヌクレオチドを分析するステップの結果を、標的ポリヌ
クレオチドを同定することを可能にするデータベースの内容と比較するステップをさらに
含むことができ、標的ポリヌクレオチドの分析は、前記製品を同定及び認証することを可
能にし、前記製品の起源を決定することも可能にすることができる。言い換えると、コー
ディングポリヌクレオチドによって保有されるコードのデータベース及び解読は、オリジ
ナルの製品から模倣品を同定することを可能にする。
【００９１】
　使用される分析の技術を使用してラベルされた製品に含有された標的ポリヌクレオチド
を見つけることによって、この製品に付属する情報を見つけることができる。検査される
製品に存在するべきである標的ポリヌクレオチドの欠如は、製品の模倣の可能性を示す。
本発明によるいくつか異なるマーカー又は同じ製品における認識ポリヌクレオチドの検出
によって、異常な初期の混合の結果であることを示すことができる。
【００９２】
　ラベルされることになる製品の製造ステップの間、本発明によるマーカーの製造会社の
ユーザーは、例えばこのマーカーのバッチを使用してラベルされた再生バッチに付属する
参照を、マーカーのバッチの容器における識別名に関連づけることができる。この関連づ
けは、例えば、以前のデータベースと同じか又は別のデータベースにおいて実行すること
ができる。このデータベースに入れられ、生産バッチに付属する情報は、このユーザーに
て実行された情報システムに応じて、このバッチを明白に追跡することを可能にするのに
十分であることが好ましい。
【００９３】
　模倣品であると疑われた製品サンプルが分析される場合、同定されたポリヌクレオチド
配列の検出は、マーカーの生成及び送達の間にデータベースに入れられた情報と比較する
ことができる。
【００９４】
　模倣は、例えば、マーカーが同定されない場合に特徴づけられる。模倣は、部分的に暴
かれ、正確な組成物がデータベースの取り調べによって得られたマーカーのバッチ内の少
なくとも１つのマーカーがない場合に強調することもできる。模倣は、マーカーのバッチ
内に現れるべきであるマーカーの完全性が存在するが、検査される物品が、ちょうど暴か
れたマーカーのバッチの注文を受けた製造者からではない場合に依然として特徴づけるこ
とができる。
【００９５】
　流通経路又は並行市場の着服の場合に、製品は真正であり、暴かれたマーカーのバッチ
は検査される製品の製造者に送られたマーカーのバッチに実際に一致する。本発明の方法
によって、要求に応じて製造者のデータベースからマーカーのバッチの識別名におけるマ
ーカーを得ることが可能になる。そのトレーサビリティシステムが許す限り、この識別名
は、製造者がその顧客のものに対するラベルされた生産バッチの理論的な割当てを類似で
あると疑われた製品のサンプルを取って調べている間に気づいた現実の割当てと比較する
のを好都合に可能にする。製品の理論的な割当てが現実の割当てに一致しない場合に、流
通経路の着服の可能性がある。
【００９６】
　他の利点は、例証によって与えられた付随の図面によって例示される以下の実施例を読
んだ後、当業者に対してさらに明らかになり得る。
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【図面の簡単な説明】
【００９７】
【図１】ＮｂＢｐｕ１０ｌの切断部位を表している。
【図２】マイクロアレイ上でのプローブの扱いを表している。
【図３】Ｃｙ５の放出及び吸収スペクトルを表している。
【図４】支持体上で本発明によるマーカーを検出する方法を表している。マーカーＭ１及
びＭ２は、混合物に存在している。そのようなマーカーは、マイクロアレイ上に固定され
たプローブと普遍的なプローブとの間に「橋」を確立する。信号（Ｃｙ５の蛍光）が従っ
て検知される。
【図５】ＮａｎｏＣｈｉｐ　ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（登録商標）（Ｎａｎｏｇｅｎ　Ｉ
ｎｃ．）を用いたマーカーの検出を示している。
【図６】結合されたラベリングの原理を示している。
【図７】ＰＣＲによるコーディングマーカーの第１のラベリングの検出を表している。
【図８】本発明によるラベリングの検出、及び、本発明によるラベルされた製品の認証の
図を表している。
【発明を実施するための形態】
【実施例１】
【００９８】
　本発明の方法によるラベリングの製造及び製品のラベリング
　この実施例において、使用される標的及びデコイポリヌクレオチドは、２８ヌクレオチ
ドのサイズの一本鎖デオキシリボ核酸配列である。コード化ポリヌクレオチドは、４．３
キロベース（ｋｂ）のサイズの環状化されたＤＮＡ配列である。
【００９９】
　ラベルされた製品は、香りで満たされた溶液：Ｊ‘Ａｄｏｒｅ　ｐｅｒｆｕｍｅ（登録
商標、Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ　Ｄｉｏｒ　ｐｅｒｆｕｍｅｓ）である。
【０１００】
　３種類のラベリングが得られ、認証方法中の３つの可能な仮説のケース、製品が認証さ
れる例、並びに、製品が認証されない２つの例を説明している。
【０１０１】
　Ｉ．Ａ　標的マーカー及びデコイポリヌクレオチドの設計
　１．ａ．１原理
　１０個の一本鎖デオキシリボ核酸のポリヌクレオチドが以下の方法で生成される：１０
個の５’ヌクレオチドは全て同一であり、ユーザーによって規定される。ほぼＧＣＡＡＣ
ＴＣＣＡＧ配列である。１８の３’ヌクレオチドが次に、以下のパラメータ：１８ヌクレ
オチドに等しい語の長さ、５個のＧヌクレオチド、５個のＣヌクレオチド、４個のＡヌク
レオチド、及び、４個のＴヌクレオチドを使用することによって、「本発明の説明」にお
いて示されたアルゴリズムを使用して生成される。
【０１０２】
　新たなポリヌクレオチドのそれぞれは、次に、この決定された数の塩基のそれぞれを含
有するように無作為に生成される。この新たなポリヌクレオチドとすでに実証されたポリ
ヌクレオチドのセット、並びに、このセットにおけるポリヌクレオチド２×２のそれぞれ
の連鎖から生じるポリヌクレオチドのセットとのアライメントスコアが、ほぼ第１のポリ
ヌクレオチドである場合にこのステップを生じる必要はないけれども、以下のパラメータ
：
　ＡＴのスコア：１の一致
　ＧＣのスコア：１．５の一致
　不一致のペナルティ：－３
　ギャップのペナルティ：－２
を用いたＳｍｉｔｈ　ａｎｄ　Ｗａｔｅｒｍａｎのアルゴリズムに従って計算される。
【０１０３】



(20) JP 2011-521620 A 2011.7.28

10

20

30

40

50

　最小の選択スコアは３であり、それは、新たなポリヌクレオチドがセットからのポリヌ
クレオチドと、又は、３を超えるスコアを用いてセットからの２つのポリヌクレオチドの
連鎖と整列されられることを意味し、それは決定されている。さもなければ、新たなポリ
ヌクレオチドは認可され、次に、ポリヌクレオチドのセットに追加される。このステップ
は、１０個のポリヌクレオチドが得られるまで繰り返される。
【０１０４】
　表１は、これらのマーカーのリストを示している。
【０１０５】
【表１】

　最初の５つのポリヌクレオチド（プライマー１からプライマー５）は、標的ポリヌクレ
オチドとして考慮される。最後の５つ（プライマー６からプライマー１０）は、デコイポ
リヌクレオチドとして考慮される。これらのマーカーは、次に、香水において１０－１２
モル／ｄｍ３の最終濃度に、コード化マーカーと同時に注入される。
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【０１０６】
　１．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－Ｈ２Ｏ脱イオン、ヌクレアーゼフリー。
【０１０７】
　１．ａ．３　方法
　１０個のポリヌクレオチドは、脱イオンしたヌクレアーゼフリーの水において希釈され
た３つのプレラベリング溶液中で、１つのマーカーあたり１０－９モル／リットルのマー
カーという最終濃度（すなわち、全マーカー５．１０－９モル／Ｌ）で混ぜ合わされる。
溶液ごとに、各マーカーが２度１／１００にてヌクレアーゼフリーの水において（Ｐ１０
ピペットを使用して１μＬ、Ｐ１００ピペットを使用して９９μＬにおいて）予め希釈さ
れ、すなわち、１／１００００の中間希釈溶液が得られる。次に、１０μＬの各中間希釈
溶液が１．５ｍＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）に添加され、次に、混合液
が、（Ｐ１００ピペットを使用して）５０μＬの水を添加することによって１００μＬに
て完成される。表２は、３つのプレラベリング溶液（Ａ、Ｂ、Ｃ）を示しており、それぞ
れが、１０個の可能な標的又はデコイの中から選択された５個の標的ポリヌクレオチドの
組合せを含有している。
【０１０８】
【表２】

　Ｉ．Ｂ　コード化ポリヌクレオチドの設計
　１．ｂ．１　原理
　コード化ポリヌクレオチドは、４．３キロベース（Ｋｂ）に等しい長さの一本鎖の環状
核酸配列であり、例えば、プラスミドｐＢＲ３２２に基づき合成される。このポリヌクレ
オチドは、本発明のユーザーが知る連続したヌクレオチド（Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ）の特定の配
列を含有し、ユーザーがその後、どの標的マーカーの組合せがラベルされた製品に理論上
存在しているかを知ることを可能にする独特のコードを構成する。
【０１０９】
　この実施例において、コーディング配列は、コード化配列が何であろうと一定のままで
ある既知及び普遍的な配列からちょうど５０塩基上流（５’側）に位置した２０ヌクレオ
チドの部分であり、前記既知及び普遍的な配列は：５’－ＣＴＧＴＡＡＧＣＧＧＡＴＧＣ
Ｃ－３’（ＳＥＱ　ＩＤ番号：１１）である。ユーザーは、コーディングポリヌクレオチ
ドのコーディング配列とラベルされた製品において期待される標的ポリヌクレオチドの組
合せとをつなぐことを可能にする表連合性を有している。
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【表３】

　プラスミドは、第一に、ＤＮＡ分子の一本鎖を切断する制限酵素Ｎｂ．Ｂｐｕ１０ｌに
よって消化され、図１上に表された制限酵素部位：ＮｂＢｐｕ１０ｌの切断部位を認識す
る。そのポリヌクレオチドは、次に、エキソヌクレアーゼＩＩＩによって二回目に消化さ
れ、Ｎｂ．Ｂｐｕ１０ｌによる切断された鎖の遊離の３’ヒドロキシル末端からヌクレオ
チドを解放して環状になり、Ｎｂ．Ｂｐｕ１０ｌによって消化されなかった鎖は、従って
、残される。
【０１１１】
　１．ｂ．２　材料
－プラスミドｐＢＲ３２２、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（登録商標）。
－ＮｂＢｐｕ１０ｌ（２０Ｕ）参照：Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ、＃ＥＲ１６８１。
－×Ｒ１０バッファー（バッファーＮｂ．Ｂｐｕ１０１）参照＃ＢＲ５（Ｆｅｒｍｅｎｔ
ａｓ）。
－エキソヌクレアーゼＩＩＩ（１２００Ｕ）参照＃ＥＮＯ１９１（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）
。
－エキソヌクレアーゼＩＩＩに対する反応バッファー；参照＃ＥＮＯ１９１（Ｆｅｒｍｅ
ｎｔａｓ）。
－ＵｌｔｒａＰｕｒｅ　Ｐｈｅｎｏｌ（商標）Ｂｕｆｆｅｒ－Ｓａｔｕｒａｔｅｄ　Ｐｈ
ｅｎｏｌ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。
－クロロホルム／アミルアルコール（２４：１）。
－３Ｍ　酢酸ナトリウム。
－９５％、７５％　凍結エタノール。
－脱イオンしたヌクレアーゼフリーの水。
【０１１２】
　１．ｂ．３　方法
　消化
　１．５ｍＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）に、プラスミド（５μｇ、すな
わち２０μＬ）、ピペットＰ１００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用
して１０倍濃縮された反応バッファー（４０μＬ）、ピペットＰ１０００（Ｇｉｌｓｏｎ
　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して水（３９９μＬ）、並びに、ピペットＰ１０（
Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して酵素（１μＬ）を添加する。
【０１１３】
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【表４】

　ＶＴＸ－４００　ｖｏｒｔｅｘ（Ｌａｂｏ　Ｍｏｄｅｒｎｅ）を使用したボルテックス
によって、次に、前記チューブを３７℃で１時間インキュベートする。以下のプロトコル
に従ってフェノール－クロロホルムを用いてＤＮＡを抽出する。
－ピペットＰ２００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して、１／２ボ
リュームのフェノール（２００μＬ）及び１／２ボリュームのクロロホルム（２００μＬ
）をチューブに添加し、次に、１０秒間ボルテックスする。次に、（１．５ｍＬチューブ
を有した遠心機“Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４１５　Ｒ”Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標に
おいて）１００００ｒｃｆで５分間遠心分離する。
－水相を新たな１．５ｍＬチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）に移し、１ボリュー
ム（４００μＬ）のクロロホルムを添加する。１００００ｒｃｆで５分間ボルテックス及
び遠心分離する。このステップを５回繰り返す。
－水相を新たな１．５ｍＬチューブに移し、次に、１／１０ボリュームの３Ｍ酢酸ナトリ
ウム（Ｐ２０を使用して４０μＬ）、及び、２．５ボリューム（Ｐ１０００を使用して１
０００μＬ）の凍結エタノールを添加する。混ぜ合わせた後、－２０℃で１時間インキュ
ベートする。
－１００００ｒｃｆで１０分間遠心分離する。上澄みを捨て、２００μＬの７５°凍結エ
タノールでペレットを入念に洗浄する。次に、戸外においてペレットを乾かして、（ピペ
ットＰ１００を使用した）５０μＬの脱イオンしたヌクレアーゼフリーの水に戻す。
【０１１４】
　エキソヌクレアーゼを用いた処理
　５０μＬの抽出物を含有する１．５ｍＬチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）に、ピペット
ｐ１００、ｐ２０、及びｐ２００を使用して、表５に従って試薬を添加する。
【０１１５】
【表５】

－チューブを混ぜ合わせた後、３０℃で１０分間インキュベートする。７０℃で１０分間
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加熱することによって反応を止める。
－ステップ１．ｂ．３で記述したようにフェノールクロロホルムを用いてＤＮＡを抽出し
、ステップ１．ｂ．３で記述したようにそのＤＮＡを沈殿させ、次に、ポリヌクレオチド
を２０μＬの脱塩されたヌクレアーゼフリーの水に取り込む。
【０１１６】
　２０ｍＬに取り込まれたマーカーは、Ｎａｎｏｄｒｏｐ　ｓｐｅｃｔｏｐｈｏｔｏｍｅ
ｔｅｒ（登録商標）を使用して適量に分けられる。次に、Ｐ１０を使用して十分な量の脱
塩されたヌクレアーゼフリーの水を添加することによって、濃度は１０－９モル／Ｌに戻
される。
【０１１７】
　Ｉ．Ｃ．溶液のラベリング
　３つの香りで満たされたＪ’Ａｄｏｒｅ（登録商標、Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ　Ｄｉｏｒ　
ｐｅｒｆｕｍｅｓ）溶液が、従ってラベルされる。標的及びデコイポリヌクレオチドに対
して１０－１２Ｍ、並びに、コーディングポリヌクレオチドに対して１０－１２Ｍという
最終濃度で、ポリヌクレオチドが製品のだいたいにおいて注入される。
【０１１８】
　第１の溶液は、標的ポリヌクレオチド１及び２、並びに、デコイポリヌクレオチド８、
９、１０及びコーディングポリヌクレオチドを含有したプレラベリング溶液Ａでラベルさ
れる。この溶液は、コーディングポリヌクレオチドが存在する正常なラベリングに一致し
、及び／又は、現在の標的ポリヌクレオチドの組合せは、実際に、前記コーディングポリ
ヌクレオチドによって保有される情報に一致する。
【０１１９】
　第２の溶液は、標的ポリヌクレオチド３、４、５、並びに、デコイポリヌクレオチド６
及び７並びにコーディングポリヌクレオチドを含有したプレラベリング溶液Ｂでラベルさ
れる。この溶液は、非干渉性のラベリングに対する例として役立ち、コーディングポリヌ
クレオチドは存在するけれども、標的ポリヌクレオチドの組合せは、前記コーディングポ
リヌクレオチドが有する情報に一致しない。
【０１２０】
　第３の溶液は、標的ポリヌクレオチド１、２、３、４、及び５を含有するがデコイポリ
ヌクレオチドもコーディングポリヌクレオチドも含有しないプレラベリング溶液Ｃでラベ
ルされる。この溶液も、非干渉性のラベリングに対する例として役立つ。一方でコーディ
ングポリヌクレオチドを含まず、もう一方で、正常なラベリングの標的ポリヌクレオチド
１及び２を有するけれども、他の予期しないポリヌクレオチドを含有する。
【０１２１】
　ラベリングの後、溶液は、外気温又は４℃で貯蔵される。
【０１２２】
　Ｉ．Ｄ　ポリヌクレオチドの抽出
　コーディング及び標的ポリヌクレオチドの同定を始める前に、ラベルされた製品（香水
）を構成するアルコール媒体からマーカーを抽出することが勧められる。
【０１２３】
　１．ｄ．１　原理
　マーカーがそのアルコール媒体（香水）から抽出され、次に、分子生物学的同定技術を
使用する目的で水性媒体において回復させられる。抽出物は、従って、高収率を有してい
なければならない（理想的には１００％の収率で最大数のマーカーを回収する）ことが好
ましいが、検出技術を妨げ得る全ての「汚染」物質からマーカーを取り除かなければなら
ないことも好ましい。
【０１２４】
　１．ｄ．２　材料
－フェノール：ＵｌｔｒａＰｕｒｅ（商標）Ｂｕｆｆｅｒ－Ｓａｔｕｒａｔｅｄ　Ｐｈｅ
ｎｏｌ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。
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－３Ｍ　酢酸ナトリウム。
－９５％　凍結エタノール（Ｃａｒｌｏ　Ｅｒｂａ　Ｒｅｃｔａｐｕｒ）、７５％。
－脱イオンしたヌクレアーゼフリーの水。
【０１２５】
　１．ｄ．３　方法
　使用される技術は、フェノール－クロロホルム抽出の技術である。例えば、マーカーが
、５００μＬのラベルされた香水から抽出される。
－２ｍＬチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）中５００μＬのラベルされた香水に、
ピペットＰ１０００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して１／２ボリ
ュームすなわち２５０μＬのフェノール、次に、Ｐ１０００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔ
ｍａｎ登録商標）を使用して１／２ボリュームすなわち２５０μＬのクロロホルム、さら
に、Ｐ１０００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して１／２ボリュー
ムすなわち２５０μＬの水を添加し、次に、１０秒間ボルテックスする。１００００ｒｃ
ｆで５分間（“Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ　５４１５　Ｒ”遠心分離機Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登
録商標において）遠心分離する。
－新たな２ｍＬチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）に水相を移し、１ボリュームの
クロロホルムを添加する。１００００ｒｃｆで５分間ボルテックス及び遠心分離する。こ
のステップを５回繰り返す。
－新たなチューブに（上記の）水相を移し、次に、１／１０ボリュームの３Ｍ酢酸ナトリ
ウム（すなわち、ピペットＰ１００を使用して５０μＬ）、及び、２．５ボリュームの凍
結エタノールを（すなわち、Ｐ１０００を使用して２回に分けて）添加する。混ぜ合わせ
た後、－２０℃で１時間インキュベートする。
－１００００ｒｃｆで１０分間遠心分離する。上澄みを捨て、２００μＬの７５％凍結エ
タノールでペレットを入念に洗浄する。次に、ペレットを乾かして、ピペットＰ２０を使
用して２０μＬのヌクレアーゼフリーの脱イオン水に取り込む。
【０１２６】
　Ｉ．Ｅ　コーディングポリヌクレオチドの検出
　１．ｅ．１　原理
　標的ポリヌクレオチドに付属する、コーディングポリヌクレオチドによって保有される
情報は、第一に（配列決定技術によって）これらの核酸配列で解読され、次に、１．ｂ．
１の表連合性を参照することによって、製品の認証情報を保有する標的ポリヌクレオチド
の正確な性質を本発明のユーザーが知るのを可能にする。
【０１２７】
　１．ｅ．２　材料
－普遍的なセンスプライマー（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル
／μＬ。
－５’－ＧＧＣＡＴＣＣＧＣＴＴＡＣＡＧ－３’（ＳＥＱ　ＩＤ番号：１３）。
－Ｂｉｇ　Ｄｙｅ（登録商標）Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　Ｖ３．１（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
－鋳型：抽出されたポリヌクレオチドの溶液。
－脱イオンしたヌクレアーゼフリーのＨ２Ｏ。
【０１２８】
　１．ｅ．３　方法
　表６に要約されたプロトコルに従って、配列決定反応が、２００μＬのチューブ（Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）中の抽出されたマーカーの溶液に基づき実行される。
【０１２９】



(26) JP 2011-521620 A 2011.7.28

10

20

30

40

50

【表６】

　反応は、次に、装置ＧｅｎｅＡｍｐ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ　９７００（Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上で開始され、一方、以下のサイクルを守る。
【０１３０】
【表７】

　カラムベースの精製（Ｑｉａｇｅｎ登録商標）の後、反応は、次に、１６キャピラリー
シークエンサーＡＢ１３１００（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）において配列
決定される。結果の分析は、従って、本発明のユーザーが関心のあるヌクレオチド配列を
解読すること、及び、解読された配列とラベルされた製品に理論上存在する標的ポリヌク
レオチドとの相関を実行することを可能にする。
【０１３１】
　Ｉ．Ｆ　標的ヌクレオチドの検出
　１．ｆ．１　原理
　支持体（又はＤＮＡマイクロアレイ）は、標的ポリヌクレオチドの存在を検出するため
に使用される。この支持体は、共有結合的に固定されるいくつかのプローブとマーカー３
’可変領域の正確な逆補体（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）とのバッテリーを
示す。付随の図２は、チップ上のプローブの位置を表している。
【０１３２】
　推測上のマーカーを含有する抽出された溶液がこの支持体と接触させられる場合、本発
明のマーカーは、チップ上のその逆補体とハイブリッドを形成する。洗浄後、支持体が、
次にフルオロフォア（Ｃｙ５）に結合されたプローブ（ポリヌクレオチド）を含有する溶
液に接触される場合、その配列はマーカーの５’の普遍的な領域の正確な逆補体である。
【０１３３】
　付随の図３は、Ｃｙ５の放出（６６７ｎｍ）及び励起（６５０ｎｍ）スペクトルを表し
ている。
【０１３４】



(27) JP 2011-521620 A 2011.7.28

　これらのプローブは、プローブ自体をそこに固定し、後に検出される。その存在によっ
て、最初の溶液中の対応する標的ポリヌクレオチドの存在を検出することが可能になる。
付随の図４は、マーカーの検出原理を表している。
【０１３５】
　１．ｆ．２　材料
　－２０塩基のアームで拡張されビオチン化されたマーカーの特定の領域５’の逆補体プ
ローブ（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）。
【０１３６】



(28) JP 2011-521620 A 2011.7.28

10

20

30

40

50

【表８】

－３’においてフルオロフォア（Ｃｙ５）に結合される、マーカー５’の普遍的な領域の
ポリヌクレオチド逆補体；（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）：
－ＵｎｉｖＦｌｕｏ５’ＣＴＧＧＡＧＴＴＧＣ－（ＣＹ５※）３’（ＳＥＱ　ＩＤ番号：
２４）。
－抽出されたマーカーの溶液。
－プローブの可変領域の補体でスポットされたＮａｎｏｇｅｎ　ａｕｔｏｍａｔｉｏｎ（
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商標）に対するチップ及びカートリッジ（ＮａｎｏＣｈｉｐ（登録商標）Ｅｌｅｃｔｒｏ
ｎｉｃ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ、１００－Ｓｉｔｅ　ＮａｎｏＣｈｉｐ（登録商標）Ｃａ
ｒｔｒｉｄｇｅ）。
－ＮａｎｏＣｈｉｐ　ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（登録商標）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（ＮａｎｏＣｈｉｐ（登録商標）Ｒｅａｄｅｒ、Ｎａ
ｎｏＣｈｉｐ（登録商標）Ｌｏａｄｅｒ）。
－Ｌ－ヒスチジン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、参照：０９５５０６１ＩＸ）。
－マルチスクリーン濾過システム（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（登録商標））。
－高塩度バッファー（リン酸ナトリウム５００ｍＭ、塩化ナトリウム５００ｍＭ、Ｎａｎ
ｏｇｅｎ（登録商標））。
－低塩度バッファー（リン酸ナトリウム５０ｍＭ、Ｎａｎｏｇｅｎ（登録商標））。
－ＮａＯＨ　０．１Ｍ。
【０１３７】
　１．ｆ．３　方法
　カートリッジの調製
　マーカーの特定の領域に相補的なプローブは、（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ（登録商標）によ
る）マルチスクリーン濾過システムによって精製され、次に、６０μＬのバッファーＬ－
ヒスチジン５０ｍＭに取り込まれ、次に、カートリッジに移される。前記プローブのそれ
ぞれは、次に、１２０秒の間にカートリッジ上の特定の部位に向けられる（ワークステー
ションによって処理されるプロトコル）。５’におけるビオチンは、支持体のストレプト
アビジン上で固定される。
【０１３８】
【表９】

　マーカーのハイブリダイゼーション
　高塩度バッファー（７５μＬ）で２度カートリッジをすすぐ。高塩度バッファー（ｓ．
ａ．ｔ　１００μＬ）中０．５μＭという最終濃度で、５μＬの抽出物（マーカー）並び
に蛍光プローブを含有する混合液を調製する。カートリッジからこの混合液の７５μＬの
サンプルを取り、次に、外気温で３分間インキュベートする。カートリッジを空にし、次
に、７５μＬの高塩度バッファーで２度すすぐ。７５μＬの高塩度バッファーを施行の終
わりに添加する。次に、Ｎａｎｏｇｅｎ　ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（登録商標）の標準プ
ロトコルを使用することによって装置の運転を開始する。再度使用することができるカー
トリッジを再利用する。
【０１３９】
　Ｉ．Ｇ　結果の活用及び解釈
　この第１の実施例における３つのラベルされた製品の分析（図５を参照）によって、製
品認証ステップ中に、（特に）３つの可能な形態をシミュレートすることが可能になる。
【０１４０】
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　第１及び第２のラベルされた製品において、ユーザーはコーディングポリヌクレオチド
の存在を検出することができた。このポリヌクレオチドの実際の存在によって、製品は真
正である可能性が高いということが示される。第３の製品に関して、コーディングポリヌ
クレオチドの検出における完全な欠如によって、製品はラベルされていない、従って、認
証されないことが示された。
【０１４１】
　第１及び第２の製品に存在するコーディングポリヌクレオチドによって保有される情報
を解読した後、コーディングポリヌクレオチドのコードが標的ポリヌクレオチド１及び２
の存在に対応することを示した連合性の表をユーザーは参照する（デコイポリヌクレオチ
ドが存在するかどうかは関係ない）。これらのポリヌクレオチドは、これら２つのポリヌ
クレオチドのみが第１のラベルされた溶液において正確に検出され、第１の溶液を認証す
ることができる。第２の溶液に関して、標的ポリヌクレオチド３、４、及び５の予期され
ない存在は、製品を認証することを可能にしない。
【実施例２】
【０１４２】
　本発明の方法に従った化粧品のラベリング
　この実施例は、スキンクリーム注入され、実施例１で示された技術に従い検出される、
いくつかの一本鎖デオキシリボ核酸ポリヌクレオチドを使用したラベリングを例証してい
る。
【０１４３】
　ＩＩ．Ａ．クリームへのポリヌクレオチドの注入
　２．ａ．１　原理
　マーカーが、第一に、ヌクレアーゼフリーの蒸留水から調製され、次に、標的及びデコ
イマーカーに対して１ｄｍ３のクリームのカプレット１つあたり１０－１２モルという最
終濃度、並びに、コーディングマーカーに対して１ｄｍ３のクリームあたり１０－１４モ
ルという濃度で、クリームに取り込まれる。
【０１４４】
　２．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－Ｈ２Ｏ脱イオン、ヌクレアーゼフリー。
－Ｔｈｅｒｍａｌ　ｃｒｅａｍ　Ｆｉｘ　２（登録商標）、ＶＩＣＨＹ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｉｒｅｓ。
【０１４５】
　２．ａ．３　方法
　コーディング、標的、及びデコイポリヌクレオチドの予備の混合液が、ピペットＰ１０
（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して、１ｃｍ３のＴｅｒｍａｌ　Ｆ
ｉｘ　ｃｒｅａｍ（登録商標）のサンプルに注入され、標的及びデコイマーカーに対して
１ｄｍ３あたり１０－１２モルのマーカーという最終濃度、並びに、コーディングポリヌ
クレオチドに対して１ｄｍ３あたり１０－１４モルという最終濃度を生じる。前記サンプ
ルは、次に、その同定のため保管される。
【０１４６】
　ＩＩ．Ｂ．マーカーの抽出及び検出
　ポリヌクレオチド抽出ステップを除いて、マーカーは、実施例１と同じ様式で検出され
る。
【０１４７】
　２．ｂ．１　抽出原理
　マーカーは、エマルションを離散して水相を取り戻すことによって、クリームから抽出
される。（８０℃を超える）高温は、クリームを構成するエマルションを減らし、従って
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、水相と脂質相を分離するのに十分である。非常に極性のマーカーは水相に存在し、そこ
から抽出される。
【０１４８】
　２．ｂ．２　材料
－ラベルされたＴｈｅｒｍａｌ　Ｆｉｘ　ｃｒｅａｍ（登録商標）（Ｖｉｃｈｙ）。
－加温ブロック又は水浴。
－Ｈ２Ｏ脱塩、ヌクレアーゼフリー。
【０１４９】
　２．ｂ．３　方法
　ラベルされたクリームは、９５℃の温度で１５分間加熱され、次に、１００００ｒｃｆ
で５分間遠心分離される。水相が取り戻され、マーカーを検出するために使用される。
【０１５０】
　ポリヌクレオチドは、次に、実施例１に記述した方法に従って検出することができる。
【実施例３】
【０１５１】
　本発明の方法に従ったスピリッツのラベリング
　この実施例は、標的、コーディング、及びデコイポリヌクレオチドの混合液を使用した
スピリッツのラベリング技術を例証している。第１のマーカーのタイプ（標的ポリヌクレ
オチド）は、２０塩基のサイズの一本鎖デオキシリボ核酸２０個のプールから構成される
。第２のマーカーは、１０００塩基のサイズの環状一本鎖核酸であり、その配列は、標的
マーカーの探求指示を有する。従って、この配列によって、２０個のマーカーの中からど
の標的マーカーがスピリッツのコーディングに対して重要であり、他のマーカーがセミラ
ンダムに添加されたデコイであると知ることが可能になる。
【０１５２】
　ＩＩＩ．Ａ．マーカーの設計及びラベリング
　３．ａ．１　ラベリング技術の詳細な原理
　２０個の一本鎖デオキシリボ核酸マーカーが、本発明の説明に示されたアルゴリズムの
おかげで生成される。これらのマーカーは互いに異なり、自己でハイブリッド形成せず、
互いにハイブリッド形成する傾向はない。これらのマーカーは、標的ポリヌクレオチドを
構成する。
【０１５３】
　コーディングポリヌクレオチドは、１０００塩基の環状デオキシリボ核酸である。この
核酸の配列は、製品において探求するために、標的ポリヌクレオチドの組合せを含有した
カセットを所与のポイントにて有する。
【０１５４】
　付随の図６は、結合されたラベリングの原理を示しており、環状のコーディングマーカ
ーは、一般的な情報の部位だけでなく、同様に混合液に存在する標的マーカーのうちどれ
がコード情報を保有しているか（その他は単にデコイであること）を知ることを可能にす
る部位を含有している。
【０１５５】
　このように、コーディングマーカーによって設計された標的マーカーの組合せのみが、
認証に対して重要であり、その他のマーカーは、単にデコイである。
【０１５６】
　コーディングマーカーの配列は、従って、コーディングボックスを有し、その位置は隠
されている。この配列の解読は、対応表におけるクロスチェックを介して、どのマーカー
が標的マーカーのプールにおいて探し求められることになるのかをユーザーが知るのを可
能にする。
【０１５７】
　標的マーカーの組合せによって、１つの可能な製品に対して単一の可能な組合せがある
一元の様式で製品を同定することが可能になる。コーディングマーカーにおいて、探し求
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ッチ、製造年等の製品に付属する一般的な情報に対する第２のコード配列がある。
【０１５８】
　これらのマーカーは、従って、マークするためにスピリッツに注入される。検出は、次
に、２つのフェーズに発展する。第１のフェーズは、コーディングマーカーの特定の配列
を検出することに存する。そこから引き出される第１の情報は以下のものである。
・製品認証。ひどい模倣の場合には、コーディングマーカーは存在しない。
・製品に対する情報：バッチＮ°、製造日等。
・より完全な検出に対して探し求められることになる独特の組合せの標的マーカー。
【０１５９】
　この第１の認証が十分であると考慮されない場合、第２の認証が標的マーカーに対して
実行される。この第２の認証によって、以下の情報に達することが可能になる。
・標的マーカーが無いか又は間違った組合せである場合のひどい模倣。
・コーディングマーカーによって提供される製品に加えて他のマーカーが検出された場合
の混合物からの製品。
・データベースを調べることによる製品の正確な認証。
【０１６０】
　３．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ（標的マーカー）。
－Ｍｏeｔ　ｅｔ　Ｃｈａｎｄｏｎ　ｃｈａｍｐａｇｎｅ（登録商標）、Ｂｒｕｔ　Ｉｍ
ｐｅｒｉａｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－脱イオン化されたヌクレアーゼフリーの水。
【０１６１】
　３．ａ．３　方法
　α．標的マーカー
　標的マーカーは、化学合成によって得られる２０個の異なるポリヌクレオチドから構成
される（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）。この実施例は、５個の異なる製品のラ
ベリングを用いて実行される。これら製品のそれぞれにおいて、２０個のマーカーを使用
することができる。
【０１６２】
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【表１０】

　これら２０個の標的マーカーに対して、１０個のマーカーのみが実際に製品に注入され
る。これら１０個のマーカーに対して、５つはデコイであり、５つは製品の効果的なラベ
リングを構成する。コーディングマーカーの配列のみが、どれがコーディングマーカーで
あり、どれがデコイであるかを見つけることを可能にする。さらに、製品１乃至４は、Ｍ
ｏeｔ　ｅｔ　Ｃｈａｎｄｏｎ　ｃｈａｍｐａｇｎｅ，ｃｕｖeｅ　ｉｍｐeｒｉａｌｅ　
２００５（登録商標）のサンプルであり、製品番号５は、Ｍｏeｔ　ｅｔ　Ｃｈａｎｄｏ
ｎ　ｃｈａｍｐａｇｎｅ，ｃｕｖeｅ　ｉｍｐeｒｉａｌｅ　２００２（登録商標）のサン
プルである。
【０１６３】
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【表１１】

　表１１は、５つの製品のラベリングを例証している。ダッシュは、マーカーが注入され
ていないことを示している。文字Ｌは、マーカーが注入されること、及び、ラベリングの
サインとして役立っていることを示している。文字Ｄは、マーカーが注入されたがデコイ
として役立っていることを意味している。このように、製品１及び２は、異なるデコイを
含有しているけれども、同じマーカーを含有し、同じサインを有している。それどころか
、製品３及び４は、同じデコイを有するが、マーカーは異なっており、従って、異なるサ
インを有している。製品５は、製品１と同じサインを有している。コーディングマーカー
のみが、この２つの製品を区別する。
【０１６４】
　ラベリング製品において１０－７モル／Ｌの濃度で予め希釈された（１０－４モル／Ｌ
の初期溶液１μＬが９９９μＬのラベリング製品において希釈され、次に、この中間溶液
１０μＬが９９９μＬのラベリング製品において希釈された）マーカーが、製品１乃至５
のそれぞれにおいて１０－９モル／Ｌという最終濃度を得るように、（ピペットＰ１００
を使用して）１００μＬの割合で注入され、その最終ボリュームは、例えば、１０ｍＬで
ある。
製品は、従って、１リットルあたり１０－８モルのマーカー、すなわち、１０ｍＬにおい
て合計１０－１０モルのマーカーを含有する。
【０１６５】



(35) JP 2011-521620 A 2011.7.28

10

20

30

40

　β．コーディングマーカー
　実施例１のプロトコルに従って合成されたコーディングマーカーは、合計１０００塩基
長の一本鎖デオキシリボ核酸である。その配列は以下である（ＳＥＱ　ＩＤ番号：４５）
。
【０１６６】
【表１２】

　マーク１は、製品において探すために標的マーカーの組合せをコードする。マーク２は
、キュヴェ、サンプルがどこから採取されたか等の一般的な情報をコードする。以下（表
１３）は、タイプ１のラベルのキャプションである。
【０１６７】
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【表１３】

【０１６８】
【表１４】

　このように、特定のコーディングマーカーが、５つの製品内に注入され、どれが情報に
対するコーディング標的認証マーカーであるかを示し、本実施例においては、実施例１に
記述した技術に従い１０－１１モル／Ｌという最終濃度でサンプルが採取されたビンテー
ジを示している。コーディングマーカーは、以下の可変配列を含有している。
【０１６９】
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【表１５】

　ＩＩＩ．Ｂ．マーカーの抽出
　検出は、２つのステップで実行される。第１のステップは、コーディングマーカーを検
出することに存する。第２のマークのおかげで製品の第１の認証が可能になる。第１のマ
ークの解読によって、次に、探し求める標的マーカーの組合せを知ることが可能になる。
【０１７０】
　３．ｂ．１　抽出原理
　マーカーはその環境（ここではシャンパンワイン）から抽出され、次に、その後分子生
物学的同定技術を使用することが可能になるということを目的として水性の環境において
回復させられる。前記抽出は、好ましくは、高収率を有する（理想的には１００％の収率
で最大数のマーカーを回収する）べきであるが、検出技術を妨げ得るいかなる「汚染」物
質からもマーカーを取り除くべきでもある。さらに、好ましくは、２つの種類のマーカー
に対して能率的であるべきである。
【０１７１】
　３．ｂ．２　材料
－ＵｌｔｒａＰｕｒｅ　Ｐｈｅｎｏｌ（商標）Ｂｕｆｆｅｒ－Ｓａｔｕｒａｔｅｄ　Ｐｈ
ｅｎｏｌ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。
－クロロホルム／アミルアルコール（２４：１）。
－酢酸ナトリウム　３Ｍ。
－９５％凍結エタノール（Ｃａｒｌｏ　Ｅｒｂａ　Ｒｅｃｔａｐｕｒ）、７５％。
－ＵｌｔｒａＰｕｒｅ　Ｇｌｙｃｏｇｅｎ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）２０μｇ／μ
モル。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオン水。
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【０１７２】
　３．ｂ．３　方法
　使用される技術は、フェノールクロロホルムを用いた抽出の技術である。例えば、マー
カーは、５００μＬの製品（シャンパン）に基づき抽出される。
－５００μＬのラベルされた製品を含有する２ｍＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録
商標）に、ピペットＰ１０００を使用して１／２ボリュームのフェノール（２５０μＬ）
、１／２ボリュームのクロロホルム（２５０μＬ）を添加し、次に、１０秒間ボルテック
スする。１００００ｒｃｆで５分間遠心分離する。
－新たな２ｍＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）に水相を移し、１ボリューム
（５００μＬ）のクロロホルムを添加する。１００００ｒｃｆで５分間ボルテックス及び
遠心分離する。このステップを５回繰り返す。
－新たなチューブに水相を移し、次に、３μＬのグリコーゲン、１／１０ボリューム（５
０μＬ）の酢酸ナトリウム３Ｍ、及び、２．５ボリューム（１２５０μＬ）の凍結エタノ
ールを添加する。混ぜ合わせた後、－２０℃で１時間インキュベートする。
－１００００ｒｃｆで１０分間遠心分離する。上澄みを捨て、２００μＬの７５％凍結エ
タノールでペレットを入念に洗浄する。次に、ペレットを乾かして、２０μＬのヌクレア
ーゼフリーの脱イオン水に取り込む。
【０１７３】
　ＩＩＩ．Ｃ．コーディングマーカーの検出
　３．ｃ．１　原理
　コーディングマーカーは、連鎖重合技術によって検出される。２つのプライマーがこれ
を行うために必要とされる。第１のタイプのプライマーは、可変配列１の５’に位置する
領域に相補的である。このプライマーは、標的マーカーの可変性に応じない（これらのマ
ーカー全てに共通の部位を認識する）ため普遍的であると呼ばれる。第２のプライマーに
関しては、可変部位２に相補的である。従って、可変配列のタイプと同じ数のプライマー
の対（ここでは、２つの対）が利用される。
【０１７４】
　付随の図７は、ＰＣＲによるコーディングマーカーの第１のラベリングの検出を表して
いる。この図は、これら２つのタイプのプライマー、鋳型、並びに、それ自体が相補的で
あり、各第１のＰＣＲサイクルの間に生成される鎖を要約している。
【０１７５】
　可変配列２のタイプごとに、製品から抽出されるマーカーに対してポリメラーゼ連鎖反
応が実行される。一対のプライマーに対するコーディングマーカーの特異的増幅によって
、タイプ２の配列の存在が暴かれる。増幅の欠如によって、ラベルされていない製品、従
って、おそらく模倣品が暴かれる。間違ったプライマーの対を用いた、又は、いくつかの
プライマーの対を用いたマーカーの増幅によって、製品に関する策略（キュヴェ、混合物
に対する策略）が暴かれる。
【０１７６】
　３．ｃ．２　材料
－Ｔａｑポリメラーゼ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）ＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇ
ｏｌｄ。
－１０Ｂｕｆｆｅｒ×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　ＩＩ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ）。
－ＭｇＣｌ２溶液（２５ｍＭ）（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
－普遍的なセンスプライマー（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル
／μＬ。５’ＡＣＧＴＴＧＣＡＧＣＧＡＧＣＧ３’（ＳＥＱ　ＩＤ番号：５６）。
－アンチセンスプライマー（可変配列Ｖ２を参照：アンチセンスプライマーはその逆補体
である）（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μＬ。
－ｄＮＴＰ（２ｍＭ）。
－アガロースゲル（Ａｇａｒｏｓｅ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｓｉｓ　Ｇｒａｄｅ、Ｉｎｖ
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ｉｔｒｏｇｅｎ、参照：１５５１０－０２７）。
－トリス・ホウ酸緩衝液ＥＤＴＡ（ＴＢＥ）０．５×。
－エチジウムブロマイド。
【０１７７】
　３．ｃ．３　方法
　２００μＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）に、ピペットＰ２、Ｐ１０、及
びＰ１００を使用して、表１６に従って試薬を添加する。
【０１７８】
【表１６】

　ポリメラーゼ連鎖反応は、従って、以下のサイクルを守ることによって、ＧｅｎｅＡｍ
ｐ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ　９７００装置（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上
で開始される。
【０１７９】
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【表１７】

　ポリメラーゼ連鎖反応生成物は、従って、ＴＢＥ０．５×において調製された０．５％
アガロースゲル上に堆積され、バッファーＴＢＥ０．５×中を１０Ｖ．ｃｍ－１まで移動
するよう配置される。十分な移動時間の後、ゲルは、ＢＥＴを含有する浴槽に配置され、
すすがれた後に紫外線下で可視化される。全ての製品に対して、ストリップの欠如によっ
て、マーカーが検出されなかったこと、又は、配列２は使用されたプライマーのタイプに
対応しないことが暴かれる。（３５８ｂｐのサイズの）ストリップは増幅に対応し、従っ
て、コーディングマーカーの特異的配列の検出に対応する。
【０１８０】
　全ての陽性検出に対して、アンプリコンが標的マーカーの可能な検出のために保管され
る。
【０１８１】
　ＩＩＩ．Ｄ　標的マーカーの検出
　３．ｄ．１　原理
　より完全なラベリングの検出のために、標的マーカーは製品において探し求められる。
コーディングマーカーを解読することによってのみ、標的マーカーを検出することができ
る。この検出は、ポリメラーゼ連鎖反応により先だって得られたアンプリコン上で実行さ
れる。第１のステップは、コーディングマーカー上、従って、アンプリコン上に含有され
る情報を解読することに存する。この情報（配列１）によって、相関表のおかげで、どの
標的マーカーが製品に存在するかを知ることが可能になり、その存在はラベリング情報を
保有している。これを知ることによって、全標的マーカーの検出が、ＤＮＡマイクロアレ
イを使用することによって達成される。この検出を暴いた後、ユーザーは、どの標的マー
カーが製品に存在し、どの標的マーカーが製品に存在しないかを知ることが可能であり、
これらの結果を、コーディングマーカー上で保有された情報を解読することによって理論
上得られた結果に比較することができる。
【０１８２】
　３．ｄ．２　材料
－普遍的なセンスプライマー（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル
／μＬ。５’ＡＣＧＴＴＧＣＡＧＣＧＡＧＣＧ３’（ＳＥＱ　ＩＤ番号：５６）。
－Ｂｉｇ　Ｄｙｅ（登録商標）Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ　Ｖ３．１（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ）。
－鋳型：コーディングアンプリコンマーカー。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンしたＨ２Ｏ。
【０１８３】
　３．ｄ．３　方法
　表１８に要約されたプロトコルに従って、２００μＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
登録商標）において、配列決定反応が、アンプリコンのそれぞれに対して実行される。
【０１８４】
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【表１８】

　反応は、次に、以下のサイクルを守ることによって、ＧｅｎｅＡｍｐ　ＰＣＲ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ　９７００装置（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上で開始される。
【０１８５】

【表１９】

　カラムベースの精製（Ｑｉａｇｅｎ登録商標）の後、反応は、次に、１６キャピラリー
シークエンサーＡＢｌ３１００（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）において配列
決定される。
【０１８６】
　可変配列１（又はラベル１）がこれらの配列の結果から抽出される。これらの配列は、
以下の表（表２０）を調べることによって、どの標的マーカーが混合液中に存在しなけれ
ばならないかを見つけることを可能にする。
【０１８７】
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【表２０】

　標的マーカーは、次に、実施例１に要約された技術に従って検出される。この検出によ
って、当然ながら、各製品に存在する約１０個のマーカーが暴かれるが、関連する情報の
引き出し方を知っているコーディングマーカーと比較することによる。
【実施例４】
【０１８８】
　本発明の方法に従った医薬品のラベリング
　この実施例は、本発明のラベリング方法に従った、数多くの医療製法に利用されるもの
等、カプレットの形状である医薬品のマークの仕方を示している。実施例１のプロトコル
が使用される。
【０１８９】
　ＩＶ．Ａ．カプセル内へのポリヌクレオチドの注入
　４．ａ．１　原理
　マーカーは、第一に、エタノール溶液（８０％）に配置され、次に、カプレット製造工
程の間に、標的及びデコイマーカーに対して４００ｍｇのカプレットあたり１０－１２モ
ルという最終濃度、並びに、コーディングマーカーに対してカプレットあたり１０－１４

モルという濃度で取り込まれる。この実施例に対して、カプレットはいかなる有効成分も
含有しない。
【０１９０】
　４．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンされたＨ２Ｏ。
－ベータラクトース、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ（登録商標）＃Ｌ３７５０－５００Ｇ
。
－コーンスターチ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ（登録商標）＃Ｓ４１８０－５００Ｇ。
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－燐酸二水素カルシウム、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ（登録商標）＃３０７６４５。
－シュガーシロップ。
－ステアリン酸マグネシウム、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ（登録商標）＃２６４５４－
１ＫＧ。
【０１９１】
　４．ａ．３　方法
　ａ．マーカー溶液の調製
　マーカーは、実施例１と同じ様式で調製される。
【０１９２】
　しかし、予備の混合液は、カプレットにおけるポリヌクレオチドの取り込みに対して８
０％エタノール溶液で達成される。
【０１９３】
　ｂ．カプレットの調製
　カプレットは、３００ｇの顆粒から調製される。前記顆粒を構成する種々の粉末は、以
下の処方に従って、第一に、重さが量られ、次に、混ぜ合わされる（“Ｌｏｄｉｇｇｅ”
タイプバレルタイプの高速造粒機）。
－ベータラクトース：１２０ｇ。
－コーンスターチ：６０ｇ。
－燐酸二水素カルシウム：１２０ｇ。
【０１９４】
　次に、湿潤液が、１００ｇのシュガーシロップ及び７５０μＬのマーカー溶液から調製
される。次に、粗粒子状のセモリナの態様を有した湿性の塊を獲得するまでこの湿潤液を
粉末の混合物に徐々に添加し、次に、（転動造粒機を使用して）前記混合物を顆粒状にし
て湿性の虫様の顆粒を得る。
【０１９５】
　前記顆粒を、次に、４から６％の湿度測定が得られるまで６０℃の温度で乾かし、次に
、ふるいカラムにかけて微粒子を取り除く。１％のステアリン酸マグネシウムを使用した
注油の後、前記顆粒は圧縮機内に詰め込まれ、次に、そこに押しつけて圧縮される。
【０１９６】
　ＩＶ．Ｂ．マーカーの抽出及び検出
　ポリヌクレオチドの抽出ステップを除いて、マーカーは、実施例１と同じ様式で検出さ
れる。
【０１９７】
　４．ｂ．１　抽出原理
　マーカーは、カプレットを製粉し、次に、水相においてポリヌクレオチドを回復させる
ことによって抽出される。
【０１９８】
　４．ｂ．２　材料
－ラベルされたカプレット。
－加温ブロック又は水浴。
－Ｈ２Ｏ脱塩、ヌクレアーゼフリー。
【０１９９】
　４．ｂ．３　方法
　カプレットは、非常に細かな粉末を得るため等、乳鉢及び乳棒を使用して製粉される。
この粉末は、次に、１．５ｍＬのチューブ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ登録商標）において１ｍ
Ｌの蒸留水と混ぜ合わされる。７０℃で１５分間加熱した後、チューブは、５０００ｒｃ
ｆで５分間遠心分離されて、固体粒子を取り除く。ポリヌクレオチド認証ステップのため
に、水相が、次に、新たなチューブに取り込まれる。ポリヌクレオチドは、次に、実施例
１に記述した方法に従って検出することができる。
【実施例５】
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【０２００】
　本発明の方法に従った食品のラベリング
　この実施例は、マークをした後に、ピザ生地等の食品からマーカーを抽出する方法を示
している。マーカーは、新たな生地に調製中に注入され、その後、消費される準備が整っ
た、調理されているか又はされていない最終製品において検出することができる。
【０２０１】
　Ｖ．Ａ　生地のラベリング
　５．ａ．１　原理
　マーカーは、脱塩された水において予め希釈される。標的、コーディング、及びデコイ
ポリヌクレオチドの混合物が、実施例１に示されるように使用され、次に、このピザ生地
レシピに組み込まれ、次に、調理される。
【０２０２】
　５．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンされたＨ２Ｏ。
－ピザ生地用の材料：Ｔ４５小麦粉“Ａｌｌ－ｐｕｒｐｏｓｅ　ｗｈｅａｔ　ｆｌｏｕｒ
　ｆｏｒ　ｔａｓｔｙ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ”Ｆｒａｎｃｉｎｅ（登録商標）、オ
リーブオイル“Ｅｘｔｒａ　ｖｉｒｇｉｎ　ｃｏｌｄ　ｐｒｅｓｓｅｄ　ｏｌｉｖｅ　ｏ
ｉｌ”Ｃａｒａｐｅｌｌｉ（登録商標）、イースト“ｂａｋｅｒ’ｓ　ｙｅａｓｔ　ｆｏ
ｒ　ｂｒｅａｄ”Ｆｒａｎｃｉｎｅ（登録商標）、砂糖“ｗｈｉｔｅ　ｃａｓｔｏｒ　ｓ
ｕｇａｒ”Ｄａｄｄｙ（登録商標）、塩“ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　ｗｈｉｔｅ　ｆｉｎｅ　
ｉｏｄｉｚｅｄ　ｓａｌｔ”Ｃeｒeｂｏｓ（登録商標）。
【０２０３】
　５．ａ．３　方法
　実施例１で要約されているように、標的、コーディング、及びデコイマーカーの予備の
溶液が添加されて調製され、ピペットＰ２００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商
標）を使用して、マーカーにおいて１Ｅ－１０モル／キログラムの（各非デコイマーカー
に対しては、すなわち２Ｅ－９モル／キログラムのポリヌクレオチドの）最終濃度を得る
のには十分な量で、その製造の間にピザ生地に添加される。以下の表（表２１）は、８２
８グラムの生のピザ生地を得るための種々の量の材料を示している。
【０２０４】
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【表２１】

　生地は、次に、２４０℃の平均温度で１５分間オーブンにおいて焼かれる。
【０２０５】
　Ｖ．Ｂ　マーカーの抽出
　マーカーは、調理された生地の一部を脱塩された水に溶解することによって抽出され、
１グラムの調理された生地は粉末に変えられ、次に、１０ｍＬの水に取り込まれる。全体
を、次に、勢いよく混ぜ合わせた後、９４℃で１５分間加熱するように置かれる。１００
００ｒｃｆで５分間遠心分離した後、水相が回収され、マーカーの検出のために４℃で貯
蔵される。これらのマーカーを実施例１に示された技術に従い検出した。
【実施例６】
【０２０６】
　本発明の方法によるタバコのラベリング
　この実施例は、タバコのマークの仕方を示している。タバコは、実施例１に示されたも
の等のポリヌクレオチドを使用して、タバコの直接の吸収によってラベルされる。
【０２０７】
　ＶＩ．Ａ　タバコのラベリング
　６．ａ．１　原理
　ラベリングは、“ｂｌｏｎｄｅｓ”（Ｖｉｒｇｉｉａ　ｔｏｂａｃｃｏ　ｃｉｇａｒｅ
ｔｔｅｓ）と呼ばれる紙巻きタバコのタバコに付属する。このサンプルに対しては、実施
例１で記述したもの等の、標的ポリヌクレオチドとコーディングヌクレオチドとデコイポ
リヌクレオチドとの混合物が吸収される。
【０２０８】
　６．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－エタノール（変性エタノール無水、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ＃６７６８２９）。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンされたＨ２Ｏ。
－Ｍａｒｌｂｏｒｏ　ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓ（登録商標）、Ｐｈｉｌｉｐ　Ｍｏｒｒｉｓ
　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｐｌｃ．。
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【０２０９】
　６．ａ．３　方法
　タバコは、実施例１に記述された方法に従って調製したポリヌクレオチド溶液によって
ラベルされる。
【０２１０】
　１グラムのタバコ・紙巻きタバコ抽出物が、例えば最終的に１グラムのタバコあたり１
０－１２モルのマーカーを得るためにラベルされ、ピペットＰ２００（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐ
ｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して十分な量のプレラベリング溶液が直接タバコ上に注
入され、次に、３７℃の温度で１５分間全体が勢いよく混ぜ合わされる。
【０２１１】
　このようにラベルされたタバコは、次に、１６℃の温度及び７０％の湿度測定で保管さ
れる。
【０２１２】
　ＶＩ．Ｂ　マーカーの抽出及び同定
　マーカーは、ラベルしたタバコを脱塩された水の中に浸すことによって抽出され、１グ
ラムのタバコが、１０ｍＬの脱イオンされた蒸留水の中に浸されるようにされ、次に、９
４℃で１５分間加熱するようにされる。
【０２１３】
　１００００ｒｃｆで５分間遠心分離した後、水相が回収され、マーカーの検出のために
４℃で貯蔵される。これらのマーカーは、実施例１に示された技術に従って検出すること
ができる。
【実施例７】
【０２１４】
　本発明の方法に従った炭化水素のラベリング
　この実施例は、炭化水素（原油）のマークの仕方、及び、どの技術を使用してマーカー
を抽出しラベリングを検出することができるかを示している。
【０２１５】
　ＶＩＩ．Ａ　炭化水素のラベリング
　７．ａ．１　原理
　この実施例では、極性の有機溶剤において先だって調製したポリヌクレオチドを使用し
て、原油のサンプルがラベルされる。ラベリングは、例えば実施例１で記述したように、
標的ポリヌクレオチド、コーディングポリヌクレオチド、及び、デコイポリヌクレオチド
からなる。
【０２１６】
　７．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンされたＨ２Ｏ。
－ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、Ｅｕｒｏｍｅｄｅｘ　ｒｅｆ　ＵＤ８０５０－Ａ
。
－原油（ＩＦＰ）。
【０２１７】
　７．ａ．３　方法
　一本鎖の標的ポリヌクレオチド、コーディング、及び、デコイの溶液が、例えば実施例
１で記述したように調製される。
【０２１８】
　次に、原油にマーカーを入れる前に、第２の予備の混合物がＤＭＳＯにおいて得られる
。
【０２１９】
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　マーカーの第２の予備の溶液が、次に、精密なピペット（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍ
ａｎ登録商標）を使用して、１０－１０モル／Ｌのマーカーという最終濃度を得るのに十
分な量で原油に混ぜ合わされる。
【０２２０】
　ラベルした原油は、次に、マーカーを同定する目的で外気温にて貯蔵される。
【０２２１】
　ＶＩＩ．Ｂ　マーカーの抽出及び検出
　７．ｂ．１　原理
　マーカーは、その無極性の環境から抽出され、次に、同定技術を使用することを目的と
して、水性の環境において回復させられる。
【０２２２】
　７．ｂ．２　材料
－ＵｌｔｒａＰｕｒｅ　ｐｈｅｎｏｌ（商標）Ｂｕｆｆｅｒ－Ｓａｔｕｒａｔｅｄ　Ｐｈ
ｅｎｏｌ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ。
－クロロホルム／アミルアルコール（２４：１）。
－３Ｍ　酢酸ナトリウム。
－９５％　凍結エタノール（Ｃａｒｌｏ　Ｅｒｂａ　Ｒｅｃｔａｐｕｒ）、７５％。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンした水。
－ヘキサン（Ｓｉｇｍａ、参照Ｈ９３７９－１Ｌ）。
【０２２３】
　７．ｂ．３　方法
　使用される技術は、フェノールクロロホルム抽出の技術である。例えば、マーカーは、
５００μＬの原油から抽出される。
－２ボリュームのヘキサンを添加する。
－１／２ボリュームのフェノール（２５０μＬ）、１／２ボリュームのクロロホルム（２
５０μＬ）、及び、１／２ボリュームの水（２５０μＬ）を添加し、３０秒間非常に勢い
よく混ぜ合わせる。１００００ｒｃｆで３０分間遠心分離する。
－新たなチューブに水相を移し、１ボリュームのクロロホルムを添加する。非常に勢いよ
く混ぜ合わせ、１００００ｒｃｆで２０分間遠心分離する。このステップを５回繰り返す
。
－新たなチューブに水相を移し、１／１０ボリュームの３Ｍ酢酸ナトリウム、及び、２．
５ボリュームの凍結エタノールを添加する。混ぜ合わせた後、－２０℃で１時間インキュ
ベートする。
－１００００ｒｃｆで１０分間遠心分離する。上澄みを捨て、２００μＬのヌクレアーゼ
フリーの脱イオン水でペレットを入念に洗浄する。
【０２２４】
　これらのマーカーは、実施例１で示した技術に従って検出することができる。
【実施例８】
【０２２５】
　本発明の方法に従った生鮮食品のラベリング
　この実施例では、ポリヌクレオチドの混合物を使用して生鮮食品がラベルされる。製品
は、酪農製品ヨーグルトである。
【０２２６】
　ＶＩＩＩ．ヨーグルトのラベリング
　８．ａ．１　原理
　マーカーは、脱塩された水において予め希釈される。ラベリングは、例えば実施例１で
記述したように、標的ポリヌクレオチド、コーディングヌクレオチド、及び、デコイヌク
レオチドからなる。
【０２２７】
　８．ａ．２　材料
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－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンされたＨ２Ｏ。
－Ｄａｎｏｎｅ（登録商標）によるＡｃｔｉｖｉａ　ｙｏｇｕｒｔ（登録商標）。
【０２２８】
　８．ａ．３　方法
　標的、コーディング、及びデコイポリヌクレオチドの予備の溶液が、ピペットＰ１０（
Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐｅｔｍａｎ登録商標）を使用して、マーカーにおいて１Ｅ－１０モ
ル／キログラムの（各非デコイマーカーに対しては、すなわち２Ｅ－９モル／キログラム
のポリヌクレオチドの）最終濃度を得るのには十分な量で、ひとかたまりになったヨーグ
ルトに添加され、次に、２μＬの予備の溶液が製品のかたまりに注入される。全体を、次
に、無菌のへらを使用して均質化する。
【０２２９】
　ラベルしたヨーグルトは、次に、マーカーの同定を待つ間４℃で貯蔵される。
【０２３０】
　ＶＩＩＩ．Ｂ　マーカーの抽出
　マーカーは、ヨーグルトの一部を脱塩された水に溶解することによって抽出され、１グ
ラムのヨーグルトは、１０ｍＬの水に取り込まれる。全体を、次に、勢いよく混ぜ合わせ
た後、９４℃で１５分間加熱するように置かれる。１００００ｒｃｆで５分間遠心分離し
た後、水相が回収され、マーカーの検出のために４℃で貯蔵される。これらのマーカーは
、実施例１に示した技術に従って検出することができる。
【実施例９】
【０２３１】
　本発明の方法に従った飲料のラベリング
　実施例１に記述したもの等のポリヌクレオチドを使用して、ノンアルコールのソフトド
リンクがラベルされる：Ｏｒａｎｇｉｎａ（登録商標）、Ｓｃｈｗｅｐｐｅｓ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌｉｍｉｔｅｄ。
【０２３２】
　ＩＸ．Ａ　飲料のラベリング
　９．ａ．１　原理
　標的、コーディング、及びデコイマーカーが、脱塩された水において予め希釈され、次
に、直接ドリンク内に混ぜ込まれる。
【０２３３】
　９．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－ヌクレアーゼフリーの脱イオンされたＨ２Ｏ。
－Ｏｒａｎｇｉｎａ（登録商標）、Ｓｃｈｗｅｐｐｅｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　
Ｌｉｍｉｔｅｄ。
【０２３４】
　９．ａ．３　方法
　ドリンク内にマーカーを入れる前に、予備の混合物が脱イオン水において得られる。
【０２３５】
　マーカーの予備の溶液が、マーカーにおいて１Ｅ－１０モル／Ｌの（各非デコイポリヌ
クレオチドに対しては、すなわち２Ｅ－９モル／Ｌのポリヌクレオチドの）最終濃度を得
るのには十分な量で、ドリンクに混ぜられる。
【０２３６】
　ラベルしたドリンクは、次に、密封された容器において４℃で貯蔵される。
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【０２３７】
　ＩＸ．Ｂ　マーカーの抽出
　マーカーは、実施例１に示したフェノール－クロロホルム技術を使用して抽出される。
【０２３８】
　これらのマーカーは、実施例１に示した技術に従って検出することができる。
【実施例１０】
【０２３９】
　本発明の方法に従った紙基材のラベリング
　この実施例は、ラベルした後に紙基材からマーカーを抽出する方法を示している。マー
カーは、紙によって直接吸収され、その後、ラベルされた紙を溶解することによって検出
される。
【０２４０】
　Ｘ．Ａ　紙のラベリング
　１０．ａ．１　原理
　実施例１で記述したもの等の標的、コーディング、及びデコイポリヌクレオチドが、脱
塩された水において予め希釈される。このように、液滴が１枚の紙の表面上で吸収される
。
【０２４１】
　１０．ａ．２　材料
－合成ポリヌクレオチド（Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　ＧｍｂＨ）、１００ピコモル／μ
Ｌ。
－環状一本鎖デオキシリボ核酸（コーディングマーカー）。
－脱イオンされたヌクレアーゼフリーのＨ２Ｏ。
－濾紙“１　ＱＵＡＬＩＴＡＴＩＶＥ　Ｆｉｌｔｅｒ　Ｐａｐｅｒ”、Ｗｈａｔｍａｎ（
登録商標）。
【０２４２】
　１０．ａ．３　方法
　例えば実施例１で要約されたように予備の混合が、１枚の紙に堆積させる前に、脱イオ
ン水において実行される。
【０２４３】
　マーカーの予備の溶液が、従って、１Ｅ－１２モルのマーカーが堆積されるように紙の
上に堆積される。１μＬの予備の溶液が、精密なピペットＰ１０（Ｇｉｌｓｏｎ　Ｐｉｐ
ｅｔｍａｎ登録商標）を使用して堆積され、従って、５ｍｍ－直径の円盤を形成する。
【０２４４】
　紙は、戸外において乾かされた後、マーカーを検出する目的で保管される。
【０２４５】
　Ｘ．Ｂ　マーカーの抽出
　マーカーは、脱塩された水において紙の一部を溶解することによって抽出され：マーカ
ーの円盤を含有した１ｃｍ２の紙が、非常に小さな一片にカットされ、次に、１０ｍＬの
水に沈められる。全体が、次に、９４℃で１５分間加熱するようにされる。
【０２４６】
　紙のパルプは、非常に勢いよく混ぜられ、次に、ピペットを使用した吸引－放出によっ
て均質化される。２０００ｒｃｆで５分間遠心分離した後、水相は回収され、マーカーの
検出のために４℃で貯蔵される。これらのマーカーは、実施例１で示した技術に従って検
出することができる。
【実施例１１】
【０２４７】
　本発明の方法に従ったラベルされた製品に対する嗅覚及び老化試験
　化粧品製造業者と共に、時間の経過に伴う安定性の試験及び老化試験を一緒に実行した
。嗅覚試験は、本発明に従ったラベリングを実行することによって、標的、コーディング
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、及びデコイポリヌクレオチドの添加が香水の物理化学的性質並びに嗅覚性質を改変しな
いことをチェックするのを可能にした。これらの試験を、いくつかの香水に対して、及び
、いくつかの条件に従って実行してきた。５℃で１ヶ月は参照として役割を果たし、５０
℃で１ヶ月並びに日中の光に曝露させての１ヶ月は、香水の促進老化をシミュレートした
。
【０２４８】
　老化の後、試験は、どんな老化方法であろうとも、ポリヌクレオチドを含有した溶液が
、ポリヌクレオチドを含有していない溶液と同じ物理化学的性質及び嗅覚性質を維持して
いることを示した。さらに、ボトルごとに、マーカーを抽出し、次に、同定することに成
功した。
【実施例１２】
【０２４９】
　本発明の方法に従ったラベルされた製品に対する嗅覚及び老化試験
　付随の図８は、本発明によるラベリングの検出模式図、及び、本発明によるラベルした
製品の認証を表している。
【０２５０】
　この図において、
１－コーディングマーカーが同定されている。製品の認証における第１レベルはその存在
に存する。製品がコーディングマーカーを含有しない場合、その製品は模倣品である。
２－デコイ及び標的マーカーが次に製品において同定される。この図では、製品を一連の
２０個の推測上の標的及びデコイポリヌクレオチドでラベルした。従って、製品は、この
バッチから選択された１から２０個のマーカーを含有している。当該方法のこのステップ
では、標的及びデコイマーカーは区別されていない（ポリヌクレオチドが標的ポリヌクレ
オチドか又はデコイポリヌクレオチドかどうかを言うことは不可能である）。
３－第１のステップ中に検出したコーディングポリヌクレオチド（ここでは、ポリヌクレ
オチドＡ）の本質が、次に、ラベリング提供者に送られる。この情報のおかげで、ラベリ
ング提供者は、データベースからラベリングの解読キーを取り戻し、従って、一連のデコ
イ及び標的ポリヌクレオチドからデコイポリヌクレオチドと標的ポリヌクレオチドとを区
別することが可能になる。
４－解読キーを使用して、ユーザーは、標的ポリヌクレオチドのみを気にかける。ユーザ
ーは、従って、１又は複数の標的ポリヌクレオチドの有無によって構成されるコードを解
読することができる（この実施例では、コードは、－、－、＋、及び－である）。
５－コードの解読は、従って、ユーザーが、安全なデータベースを使用して、同定コード
が実際に関心のある製品に対応しているかどうかをチェックするのを可能にする。反対の
ケースにおいては、コードの解読は、混合物の違法な複製又は製品の着服に存する場合が
ある。
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