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(57)【要約】
　核酸の検出、定量及び統計分析のために単分子増幅を実施するための方法及びシステム
を提供する。対象核酸長を判定及び定量するための方法及びシステムも提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中の対象核酸が少なくとも所与長を含むか否かを判定する方法であって、
検出可能なマーカーを各々含む２個以上の異なるプローブと反応混合物中の対象核酸を接
触させる段階と；
対象核酸を検出領域に流入させる段階と；
１個以上の検出可能なマーカーをプローブから検出する段階を含み；
２個以上の異なるプローブからシグナルが同時に検出された場合には対象核酸がプローブ
間でフラグメント化していないと判断し、サンプル中の対象核酸が少なくとも所与長をも
つと判定する前記方法。
【請求項２】
　反応混合物が対象核酸のシングルコピーを含む請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　異なるプローブの１個のみからシグナルが検出された場合には対象核酸がフラグメント
化していると判断する請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　所与長の判定が対象核酸の完全性を判定することを含む請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　２個以上のプローブが各々異なるシグナルをもつ検出可能なマーカーを含む請求項１に
記載の方法。
【請求項６】
　プローブの少なくとも１個が蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）検出可能なマーカー
又は分子ビーコン（ＭＢ）マーカーを含む請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　疾患状態に関連する長さの比又は定量的閾値を識別することにより１種以上の対象核酸
の１個以上の長さを疾患状態に相関させる段階を更に含む請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　対象核酸を第１のプライマー対と接触させる段階と；
第１のプライマー対により規定される配列の外側の対象核酸の配列に相補的な少なくとも
１個のプライマー又はその相補配列を含む第２のプライマー対と対象核酸を接触させる段
階と；
プライマーでプライマー伸長を開始してマイクロチャネル又はマイクロチャンバーに収容
された反応混合物中の対象核酸を増幅し、第１のプライマー対により規定される第１のア
ンプリコン又は第２のプライマー対により規定される第２のアンプリコンを生成する段階
を更に含み；
少なくとも第１のプローブが第１のアンプリコンの配列に相補的であり、少なくとも第２
のプローブが第２のアンプリコンの配列に相補的であり；
それによって前記検出の感度を増加する請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　１個のプライマー対が１００塩基対長以下のアンプリコンを規定する対照プライマーを
含み、別のプライマー対が約１００塩基対～約３０００塩基対長のより長いアンプリコン
を規定する試験プライマーを含む請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　第１のプライマー対により規定される対象核酸の領域が第２のプライマー対により規定
される対象核酸の領域とオーバーラップしない請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　プローブの少なくとも１個が１個のプライマー対により規定されるアンプリコン配列に
相補的であるが、別のプライマー対により規定されるアンプリコン配列には非相補的であ
る請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
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　第１のプライマー対又は第２のプライマー対により規定される配列の外側の対象核酸の
配列に相補的な少なくとも１個のプライマー又はその相補配列を含む１個以上の付加プラ
イマー対と対象核酸を接触させる段階を更に含み；
それによって１個以上の付加アンプリコンを生成し、１個以上の付加アンプリコンに特異
的なプローブと第１又は第２のプローブからシグナルが同時に検出された場合には対象核
酸がシグナルを発生するプローブに相補的な配列間でフラグメント化していないと判断す
る請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記増幅がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、リガー
ゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、Ｑ－βレプリカーゼ又はＲＮＡ／転写技術を含む請求項８に記載
の方法。
【請求項１４】
　対象核酸各２コピー以下を含む少なくとも２５個の反応混合物にサンプルを分画する段
階と；
サンプルアリコートで個々に接触及び検出を実施する段階と；
１個のプローブからシグナルが検出されるアリコート数を個々にカウントするか又は２個
以上のプローブからシグナルが検出されるアリコート数を個々にカウントする段階を更に
含む請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　少なくとも２５個の反応混合物が対象核酸のシングルコピーを含む１個以上の反応混合
物を含む請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　少なくとも２５個の反応混合物が対象核酸のコピーを含まない１個以上の反応混合物を
含む請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　１プローブシグナルと２プローブシグナルの数を評価し、異なる長さをもつ対象核酸の
比率を決定する段階を更に含む請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　疾患状態を前記比率に相関させる段階を更に含む請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　対象核酸を定量する段階を更に含む請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記定量が異なるプローブの１個以上からのシグナル数をカウントすることを含む請求
項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記定量が１個以上のシグナルの体積、幅、高さ、長さ、面積、形状、又は比を検出す
ることを含む請求項１９に記載の方法。
【請求項２２】
　前記定量がプローブ検出可能なマーカーシグナルと内部標準シグナルの比較を含む請求
項１９に記載の方法。
【請求項２３】
　前記定量が異なる増幅度を含む２個以上の反応混合物からのシグナルの比較を含む請求
項１９に記載の方法。
【請求項２４】
　異なる流速でサーモサイクラーに流すか、サーモサイクラーに異なる距離で流入させる
か、サーモサイクラーに異なる時間保持するか、又は異なる増幅サイクル数に付すことに
より、２個以上の反応混合物が異なる増幅度を含む請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　対象核酸のシングルコピーを含む１個以上の反応混合物を得るようにサンプルを希釈す
る段階を更に含む請求項１に記載の方法。
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【請求項２６】
　対象核酸を約１分子／ナノリットル以下の濃度まで希釈する請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　サンプルが全血、血清、血漿、大便、尿、膣分泌液、射精液、子宮頸管スワブ、滑液、
生検、脳髄液、羊水、痰、唾液、リンパ液、涙液、汗、及び尿から構成される群から選択
されるサンプルを含む請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　サンプル中の対象核酸長の識別方法であって、
対象核酸を第１のプライマー対と接触させる段階と；
第１のプライマー対により規定される配列の外側の対象核酸の配列に相補的な少なくとも
１個のプライマー又はその相補配列を含む第２のプライマー対と対象核酸を接触させる段
階と；
対象核酸のシングルコピーを含む反応混合物中の対象核酸を増幅し、第１のプライマー対
により規定される第１のアンプリコン又は第２のプライマー対により規定される第２のア
ンプリコンを生成する段階と；
各々検出可能なマーカーからのシグナルを含み、第１のアンプリコンの配列に相補的な第
１のプローブ又は第２のアンプリコンの配列に相補的な第２のプローブと反応混合物を接
触させる段階と；
シグナルの１個以上を検出する段階を含み；
プローブの一方のみからシグナルが検出された場合には対象核酸がフラグメント化してい
ると判断し、両方のプローブからシグナルが検出された場合には所与長をもつ核酸である
と判断することにより、対象核酸長を識別する前記方法。
【請求項２９】
　反応混合物がマイクロチャネル又はマイクロチャンバーに収容されている請求項２８に
記載の方法。
【請求項３０】
　サンプル中の対象核酸長の識別方法であって、
対象核酸を第１のプライマー対と接触させる段階と；
第１のプライマー対により規定される配列の外側の対象核酸の配列に相補的な少なくとも
１個のプライマー又はその相補配列を含む第２のプライマー対と対象核酸を接触させる段
階と；
プライマーでプライマー伸長を開始してマイクロチャネル又はマイクロチャンバーに収容
された反応混合物中の対象核酸を増幅し、第１のプライマー対により規定される第１のア
ンプリコン又は第２のプライマー対により規定される第２のアンプリコンを生成する段階
と；
各々検出可能なマーカーからのシグナルを含み、第１のアンプリコンの配列に相補的な第
１のプローブ又は第２のアンプリコンの配列に相補的な第２のプローブと反応混合物を接
触させる段階と；
シグナルの１個以上を検出する段階を含み；
プローブの一方のみからシグナルが検出された場合には対象核酸がフラグメント化してい
ると判断し、両方のプローブからシグナルが検出された場合には所与長をもつ核酸である
と判断することにより、対象核酸長を識別する前記方法。
【請求項３１】
　反応混合物が対象核酸のシングルコピーを含む請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　サンプル中の対象核酸の定量方法であって、
複数の増幅サイクルにより対象核酸を増幅する段階と；
２回以上の増幅サイクルで生成されたアンプリコンに関連するシグナルを検出する段階と
；
増幅サイクル数に対するシグナルパラメーターのサンプル曲線を作成する段階と；
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サンプル曲線からの１個以上の識別可能点を濃度に対する識別可能点の標準曲線と比較す
ることにより、対象核酸を定量する段階を含む前記方法。
【請求項３３】
　識別可能点が変曲点、所定傾きをもつ点、所定絶対シグナル振幅をもつ点、又は最大シ
グナル振幅の所定フラクションをもつ点を含む請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　サンプル中の対象核酸の定量方法であって、
対象核酸の２個以上の異なるアンプリコンを規定する反応混合物中で複数の増幅サイクル
により対象核酸を増幅する段階と；
複数の増幅サイクルの少なくとも２サイクル後に異なるアンプリコンの各々に関連する異
なるシグナルを均質反応混合物から検出する段階と；
増幅サイクル数に対する異なるシグナルのサンプル曲線を作成する段階と；
サンプル曲線からの１個以上の識別可能点を核酸濃度に対する識別可能点の１個以上の標
準曲線と比較することにより、アンプリコンの１個以上に関連する対象核酸の１個以上の
配列を定量する段階を含む前記方法。
【請求項３５】
　前記検出が低コピー又はシングルコピー反応混合物から１個以上のシグナルを検出する
ことを含む請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　２個以上の異なるシグナルが同時に検出された場合には所与長の核酸であると判断し、
異なるシグナルが１個だけ検出された場合にはフラグメント化核酸であると判断する請求
項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　識別可能点が変曲点、所定傾きをもつ点、所定絶対シグナル振幅をもつ点、又は最大シ
グナル振幅の所定フラクションをもつ点を含む請求項３４に記載の方法。
【請求項３８】
　増幅反応混合物を異なる流速でサーモサイクラーに流すか、増幅反応混合物をサーモサ
イクラーに異なる距離で流入させるか、増幅反応混合物をサーモサイクラーに異なる時間
保持するか、又は増幅反応混合物を異なる増幅サイクル数に付すことにより増幅サイクル
数を制御する請求項３４に記載の方法。
【請求項３９】
　サンプル中の対象核酸の定量方法であって、
複数の対象核酸標準材料を所定増幅サイクル数で増幅する段階と；
異なる既知核酸濃度をもつ標準材料で生成された標準アンプリコンに関連するシグナルを
検出する段階と；
対象サンプル核酸を前記増幅サイクル数で増幅する段階と；
対象サンプル核酸で生成されたサンプルアンプリコンに関連するシグナルを検出する段階
と；
１個以上の標準アンプリコンシグナルをサンプルアンプリコンシグナルと比較し、サンプ
ル中の対象核酸の濃度値を決定することにより、対象核酸を定量する段階を含む前記方法
。
【請求項４０】
　前記比較がシグナルピークの形状、シグナルピーク上の変曲点、シグナルピークの傾き
、シグナルピーク振幅、シグナルピーク面積、及び高さの２分の１のシグナルピーク幅か
ら構成される群から選択されるシグナルパラメーターの比較を含む請求項３９に記載の方
法。
【請求項４１】
　増幅サイクル数を変えて前記増幅、検出、及び比較段階を１回以上繰返すことにより、
対象サンプル核酸の付加濃度値を決定する段階と；
濃度値を統計的に評価することにより、より高精度又は高確度でサンプル中の対象核酸の
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濃度値結果を提供する段階を更に含む請求項３９に記載の方法。
【請求項４２】
　サンプル中の対象核酸長の識別システムであって、
対象核酸の１個以上のアンプリコンを提供する条件下で反応混合物を収容する増幅マイク
ロチャネル又はマイクロチャンバーを含むマイクロフルイディックデバイスと；
マイクロフルイディックデバイスと一体的であるか又は近接して配置され、均質混合物か
ら１個以上のシグナルとしてアンプリコンを検出するように構成された検出器と；
１個以上の個々の対象核酸分子の長さを表すものとして１個以上の同時に検出されたシグ
ナルを解釈することにより、対象核酸長を識別するソフトウェアシステムを含む前記シス
テム。
【請求項４３】
　サンプルが一塩基多型（ＳＮＰ）をもつ核酸、癌関連核酸、感染性物質に由来する核酸
、全血、血清、血漿、大便、尿、膣分泌液、子宮頸管スワブ、射精液、滑液、生検、脳脊
髄液、羊水、又は法医学用核酸を含む請求項４２に記載のシステム。
【請求項４４】
　反応混合物が対象核酸と、第１のプライマー対と、第１のプライマー対により規定され
る配列の外側の対象核酸配列に相補的な少なくとも１個のプライマーを含む第２のプライ
マー対と、第１のプライマー対により規定されるアンプリコンを合成することができるポ
リメラーゼを含む請求項４２に記載のシステム。
【請求項４５】
　１個のプライマー対が１００塩基対長以下のアンプリコンを規定する対照プライマーを
含み、別のプライマー対が約１００塩基対～約３０００塩基対長のより長いアンプリコン
を規定する試験プライマーを含む請求項４４に記載のシステム。
【請求項４６】
　第１のプライマー対により規定される対象核酸の領域が第２のプライマー対により規定
される対象核酸の領域とオーバーラップしない請求項４４に記載のシステム。
【請求項４７】
　増幅マイクロチャネル又はマイクロチャンバーがマイクロチャネルに加熱電流を印加す
るための電極、抵抗加熱エレメント、ジュール－トンプソンデバイス、又はペルチエデバ
イスを含む請求項４２に記載のシステム。
【請求項４８】
　増幅マイクロチャネル又はマイクロチャンバーがサンプル中の他の対象核酸分子又はサ
ンプル中の付加核酸から単一対象核酸分子の増幅産物を実質的に分離するために十分小さ
い容量の対象核酸のアンプリコンを生成するように反応混合物を熱サイクルに付すように
構成されている請求項４２に記載のシステム。
【請求項４９】
　サイズ選択的媒体又はアフィニティー媒体中で分離せずにアンプリコンを検出する請求
項４２に記載のシステム。
【請求項５０】
　システムソフトウェアがサンプル中の対象核酸のコピー数、所与長をもつ対象核酸数、
又は異なる長さをもつ対象核酸の比率を表すものとして検出器により検出されたシグナル
の体積、幅、高さ、長さ、面積、形状、又は比を解釈する請求項４２に記載のシステム。
【請求項５１】
　１個以上の検出可能なマーカーとアンプリコンの１個以上に相補的な配列を含む１個以
上の核酸プローブを更に含み、検出可能なマーカーが検出器により検出可能なシグナルを
発生する請求項４２に記載のシステム。
【請求項５２】
　検出器が蛍光光度計、電荷結合デバイス、レーザー、酵素もしくは酵素基質、光電子増
倍管、分光光度計、走査型検出器、顕微鏡、又はガルボスキャナーを含む請求項５１に記
載のシステム。
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【請求項５３】
　蛍光光度計が２個以上の周波数の発光を同時に検出することができる請求項５２に記載
のシステム。
【請求項５４】
　検出器が異なるシグナルをもつ２個以上の検出可能なマーカーからのシグナルを独立し
て検出することができる請求項５１に記載のシステム。
【請求項５５】
　プローブの少なくとも１個が１個のプライマー対により規定されるアンプリコン配列に
相補的であるが、別のプライマー対により規定されるアンプリコン配列には非相補的であ
る請求項５１に記載のシステム。
【請求項５６】
　プローブの少なくとも１個が第１のアンプリコン配列と第２のアンプリコン配列に相補
的である請求項５１に記載のシステム。
【請求項５７】
　２個以上のプローブが各々異なるシグナルを含む請求項５１に記載のシステム。
【請求項５８】
　異なるシグナルが異なる蛍光発光を含む請求項５７に記載のシステム。
【請求項５９】
　プローブの少なくとも１個が蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）検出可能なマーカー
又は分子ビーコン（ＭＢ）マーカーを含む請求項５１に記載のシステム。
【請求項６０】
　ＦＲＥＴ検出可能なマーカーがヌクレアーゼ活性によりＦＲＥＴプローブから除去可能
なクエンチャーを含む請求項５９に記載のシステム。
【請求項６１】
　システムが高スループットシステムである請求項４２に記載のシステム。
【請求項６２】
　更に希釈モジュールを含む請求項４２に記載のシステム。
【請求項６３】
　希釈モジュールが増幅マイクロチャネル又はマイクロチャンバーで対象核酸に１個以上
のシングルコピー反応混合物を提供する濃度までサンプルを希釈するように構成されてい
る請求項６２に記載のシステム。
【請求項６４】
　希釈モジュールが系列マルチウェルプレート希釈又はマイクロフルイディックデバイス
の希釈チャネルを含む請求項６２に記載のシステム。
【請求項６５】
　対象核酸コピーを含まない複数のゼロコピーアリコートと、対象核酸のシングルコピー
を含む１個以上のシングルコピーアリコートを含む複数のアリコートにサンプルを分画す
るように希釈モジュールに指示するシステム命令を更に含む請求項６２に記載のシステム
。
【請求項６６】
　検出器と接続するコンピューターを更に含む請求項４２に記載のシステム。
【請求項６７】
　マイクロフルイディックデバイスが更に複数の増幅チャネルを含む請求項４２に記載の
システム。
【請求項６８】
　反応混合物の調製前にサンプルを保存するサンプル保存モジュール、又は反応混合物の
調製前に保存モジュールからサンプルを抽出するサンプル抽出モジュールを更に含む請求
項４２に記載のシステム。
【請求項６９】
　反応混合物の調製前又は調製中に対象ヌクレオチドを捕獲するため又は検出用にアンプ
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リコンを捕獲するために固体支持体に結合した捕獲用オリゴヌクレオチドを更に含む請求
項４２に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（連邦政府支援研究開発から創出された発明の権利に関する陳述）
　本願の技術の一部はＮＩＳＴ－ＡＴＰ助成番号７０ＮＡＮＢ８Ｈ４０００の下に開発さ
れた。政府は本発明に所定の権利をもつことができる。
【０００２】
　（発明の技術分野）
　本発明は例えば疾患診断、病原体、環境汚染物質等の検出のために例えば複雑な混合物
から単分子を増幅することによる単分子検出の分野に関する。高スループットシステム（
例えばマイクロフルイディックシステム）で増幅を実施すると、低コピー数反応混合物に
分画される複雑なサンプル中の希少分子を検出することができ、例えば複雑なサンプルの
多数のアリコートを増幅することにより、対象希少コピー核酸を検出することができる。
本発明の方法とシステムは個々の対象核酸が所与長をもつか否かを判定することができる
。
【背景技術】
【０００３】
　核酸の検出は医療、法科学、生産加工、動植物育種、及び他の多くの分野の中核である
。疾患状態（例えば癌）、感染性生物（例えばＨＩＶ）、遺伝系統、遺伝子マーカー等の
検出機能は疾患診断及び予後、マーカーによる選択、正確な犯罪現場検証、産業用生物増
殖能及び他の多くの技術の汎用技術である。対象核酸の完全性の判定は感染又は癌の病理
に関連し得る。
【０００４】
　最も強力で基本的な核酸検出技術の１つは核酸増幅である。即ち、ポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）、逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、及びＱ－
βレプリカーゼや他のＲＮＡ／転写技術（例えばＮＡＳＢＡ）等の多くの典型的フォーマ
ットでは、核酸の単コピーを検出するよりも多数のコピーを検出するほうが容易であるた
め、対象核酸を検出する前に対象核酸を増幅する。
【０００５】
　ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ及びＬＣＲは多種多様な分野で特に広く使用されている。これら
及び他の増幅方法の使用に関する詳細は各種標準教科書に記載されており、例えばＳａｍ
ｂｒｏｏｋら，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ（第３版），Ｖｏｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２０００
（「Ｓａｍｂｒｏｏｋ」）；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ，ａ　ｊｏｉｎｔ　ｖｅｎｔｕｒｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．ａｎｄ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏ
ｎｓ，Ｉｎｃ．，（２００２年追補（「Ａｕｓｕｂｅｌ」））及びＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（
Ｉｎｎｉｓら編）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（
１９９０）（Ｉｎｎｉｓ）が挙げられる。ＰＣＲと関連増幅法については多くの入手可能
な生物学教科書が詳細に記載している。
【０００６】
　更に最近では、ＰＣＲ及び他の増幅反応を実施する多数の高スループットアプローチが
開発されており、例えばマイクロフルイディックデバイスでの増幅反応や、前記デバイス
内又はデバイス上で増幅核酸を検出及び分析する方法が挙げられる。このような技術に関
する詳細は技術及び特許文献に記載されており、例えばＫｏｐｐら（１９９８）“Ｃｈｅ
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ｍｉｃａｌ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　Ｆｌｏｗ　ＰＣＲ　
ｏｎ　ａ　Ｃｈｉｐ”Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８０（５３６６）：１０４６；ＵＳＰ６，４４
４，４６１（Ｋｎａｐｐら）（２００２年９月３日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＤＥＶ
ＩＣＥＳ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮ；ＵＳＰ６，４０６
，８９３（Ｋｎａｐｐら）（２００２年６月１８日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＭＥＴ
ＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＮＯＮ－ＴＨＥＲＭＡＬ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＭＡＮＩＰＵ
ＬＡＴＩＯＮＳ；ＵＳＰ６，３９１，６２２（Ｋｎａｐｐら）（２００２年５月２１日）
ＣＬＯＳＥＤ－ＬＯＯＰ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＡＮＡＬＹＺＥＲＳ；ＵＳＰ６，３
０３，３４３（Ｋｏｐｆ－Ｓｉｌｌ）（２００１年１０月１６日）ＩＮＥＦＦＩＣＩＥＮ
Ｔ　ＦＡＳＴ　ＰＣＲ；ＵＳＰ６，１７１，８５０（Ｎａｇｌｅら）（２００１年１月９
日）ＩＮＴＥＧＲＡＴＥＤ　ＤＥＶＩＣＥＳ　ＡＮＤ　ＳＹＳＴＥＭＳ　ＦＯＲ　ＰＥＲ
ＦＯＲＭＩＮＧ　ＴＥＭＰＥＲＡＴＵＲＥ　ＣＯＮＴＲＯＬＬＥＤ　ＲＥＡＣＴＩＯＮＳ
　ＡＮＤ　ＡＮＡＬＹＳＥＳ；ＵＳＰ５，９３９，２９１（Ｌｏｅｗｙら）（１９９９年
８月１７日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＭＥＴＨＯＤ　ＦＯＲ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣ
ＩＤ　ＡＭＰＬＩＦＩＣＡＴＩＯＮ；ＵＳＰ５，９５５，０２９（Ｗｉｌｄｉｎｇら）（
１９９９年９月２１日）ＭＥＳＯＳＣＡＬＥ　ＰＯＬＹＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥ　ＡＭＰＬ
ＩＦＩＣＡＴＩＯＮ　ＤＥＶＩＣＥ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤ；ＵＳＰ５，９６５，４１０
（Ｃｈｏｗら）（１９９９年１０月１２日）ＥＬＥＣＴＲＩＣＡＬ　ＣＵＲＲＥＮＴ　Ｆ
ＯＲ　ＣＯＮＴＲＯＬＬＩＮＧ　ＦＬＵＩＤ　ＰＡＲＡＭＥＴＥＲＳ　ＩＮ　ＭＩＣＲＯ
ＣＨＡＮＮＥＬＳ、及び他の多くの文献が挙げられる。
【０００７】
　増幅技術は広く使用されており、これらの技術は真の高スループットシステムに応用さ
れているが、核酸、特に希少コピー核酸の増幅と検出には依然として所定の技術的な問題
がある。これは増幅試薬が希少核酸以外に所与サンプル中の高コピー核酸を増幅し、これ
らの２種の核酸が同一サンプル中で１又は数塩基しか相違しない場合に特に該当する。例
えば、１組のプライマーが所与サンプル中の高コピー核酸と低コピー核酸にハイブリダイ
ズするならば、高コピー核酸の幾何的増幅が比例して増幅反応の大半を占め、得られる増
幅核酸集団中で低コピー核酸を識別することは困難又は不可能である。従って、例えば希
少核酸のみを増幅するプライマーセットが容易にみつからない場合には、遺伝子の低コピ
ー数対立遺伝子を検出することは非常に難しいと思われる（実施者は完全な試薬特異性が
実際に希少又は不在であることを認識するであろう）。サンプル中の高コピー数核酸が増
幅されると、低コピー核酸からのシグナルは打ち消されてしまう。このような問題にも拘
わらず、疾患や感染の早期発見や他の多くの用途には希少コピー核酸の識別が不可欠であ
ると思われる。
【０００８】
　これらの問題は従来技術で検討されていないことに留意すべきである。少数の著者がシ
ングルコピー増幅を理論的実験として記載しており（例えばＭｕｌｌｉｓら（１９８６）
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５１：２６
３－２７３；Ｌｉら（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３５：４１４－４１７；Ｓａｉｋｉら
（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８７－４９１，及びＺｈａｎｇら（１９９２）
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：５８４７－５８５１）、ＤＮＡ
鋳型単分子の確率的ＰＣＲ増幅後に産物をマイクロスケールデバイスでＣＥ分析すること
も記載されている（Ｌａｇａｌｌｙら（２００１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：５６５－
５７０）が、これらの従来のアプローチのうちでサンプル中の希少コピー核酸の検出に適
したものは皆無である。即ち、これらのアプローチのうちで高スループット自動化に適し
たものは皆無であり、従来技術の装置は希少コピー核酸を実際に検出するように応用する
ことができない。例えば、Ｌａｇａｌｌｙら，前出のデバイスは増幅しようとするサンプ
ルをチャンバーに流入させ、システムのフローを停止し、増幅反応を実施し、増幅産物を
チャンバーから流出させるようにデバイスを手動で再設定し、増幅産物を一度に１回の反
応のためにチャンバーから排出し、産物を検出している。この面倒なプロセスの結果、有
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用な時間で実施及び分析される増幅反応は少なく、システムを運転させるためには使用者
が連続的に介在する必要があった。更に、従来方法のうちで例えばサイズ選択的クロマト
グラフィーの付加段階を介さずに均質混合物から対象核酸長を明確に判定する方法も皆無
である。
【０００９】
　従来技術で全く検討されていない増幅法の別の問題は希少核酸で定量分析を実施するの
が極めて困難であるという点である。検出に関する上記問題は定量分析にも当てはまり、
更に希少核酸を増幅できるとしても定量がサンプル中の高コピー数核酸の存在により影響
を受けるという別の問題もある。これは、増幅が希少核酸の検出に十分に特異的である場
合でも、高コピー数の他の増幅核酸が増幅反応中に反応成分の増幅反応に競合効果をもつ
ためである。従って、特にシステムの成分が予め特性決定又は精製されていない場合には
、サンプル中の希少核酸濃度を正確に評価することは一般に不可能である（当然のことな
がら、増幅に選択される材料が既に特性決定されている場合には増幅産物を定量的に評価
することは多少容易になる）。既に完全に特性決定されている材料の増幅は学術的に有用
であるが、未知材料の特性決定に応用できないならば、このアプローチは実用価値が低い
。例えば、希少核酸を定量できないと、例えば疾患診断、疾患予後診断及び対象核酸の正
確な統計評価を実施する可能性が限られる。
【００１０】
　対象核酸のサイズ決定は希少配列の識別が特に重要であると思われる分野である。例え
ば、所定の癌や欠失突然変異に起因する症状等の疾患状態では、他の核酸の複雑な混合物
中の対象核酸長が診断基準となり得る。ＵＳＰ６，５８６，１７７（Ｓｈｕｂｅｒ）（２
００３年７月１日）ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＤＩＳＥＡＳＥ　ＤＥＴＥＣＴＩＯＮでは
、２個以上のプライマー対によるマルチウェルフォーマットで臨床サンプルを増幅した後
に増幅反応のアガロースゲル電気泳動によりアンプリコンを可視化している。Ｓｈｕｂｅ
ｒはこのアッセイが所定臨床サンプル中の癌細胞に由来する全長ＤＮＡに対するアポトー
シス後の細胞に由来する分解ＤＮＡの比率を測定するために有用であり得ると示唆してい
る。しかし、この方法は非特異的であり、時間と手間がかかり、分離したアンプリコンが
同一核酸鎖から増幅されたことを確認できず（即ち曖昧）、長さの差が僅少の長い核酸を
区別することができず、均質混合物から長さを直接判定することができず、多数の複雑な
臨床サンプル中の他の核酸のバックグラウンドに対して対象核酸を検出することができな
い。
【特許文献１】ＵＳＰ６，４４４，４６１
【特許文献２】ＵＳＰ６，４０６，８９３
【特許文献３】ＵＳＰ６，３９１，６２２
【特許文献４】ＵＳＰ６，３０３，３４３
【特許文献５】ＵＳＰ６，１７１，８５０
【特許文献６】ＵＳＰ５，９３９，２９１
【特許文献７】ＵＳＰ５，９５５，０２９
【特許文献８】ＵＳＰ５，９６５，４１０
【特許文献９】ＵＳＰ６，５８６，１７７
【非特許文献１】Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第３版），Ｖｏｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ，２０００（「Ｓａｍｂｒｏｏｋ」）
【非特許文献２】Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，ａ
　ｊｏｉｎｔ　ｖｅｎｔｕｒｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ
　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．ａｎｄ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎ
ｃ．，（２００２年追補（「Ａｕｓｕｂｅｌ」））
【非特許文献３】ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ
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　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｉｎｎｉｓら編）Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ
　Ｉｎｃ．Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（１９９０）（Ｉｎｎｉｓ）
【非特許文献４】Ｋｏｐｐら（１９９８）“Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ：Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　Ｆｌｏｗ　ＰＣＲ　ｏｎ　ａ　Ｃｈｉｐ”Ｓｃｉｅｎｃｅ
，２８０（５３６６）：１０４６
【非特許文献５】Ｍｕｌｌｉｓら（１９８６）Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．５１：２６３－２７３
【非特許文献６】Ｌｉら（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ　３３５：４１４－４１７
【非特許文献７】Ｓａｉｋｉら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：４８７－４９１
【非特許文献８】Ｚｈａｎｇら（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
ＳＡ　８９：５８４７－５８５１
【非特許文献９】Ｌａｇａｌｌｙら（２００１）Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７３：５６５－５
７０
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　上記に鑑み、サンプル中の希少対象核酸を識別及び定量する確実な高スループット法が
必要である。対象核酸の長さ、量及び比率を高い分解能と確度で効率的に確認する方法と
システムを入手できることが望ましい。本発明はこれらの特徴及び以下の記載から自明の
他の特徴を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は例えば疾患診断（例えば癌診断）、病原体検出、希少環境核酸検出等の目的で
サンプル中の対象希少核酸の検出及び統計的特性決定に単分子増幅を使用できるという驚
くべき発見に関する。例えば、対象希少核酸を含むサンプルに由来する反応混合物が各々
対象希少核酸のコピーを少数（例えば１）しかもたないか又は全くもたない場合に、例え
ば反応混合物中に対象核酸が識別されるまでこのような反応混合物で多数の個々の増幅反
応を実施することができる。サンプル中の付加核酸も低コピー数反応で増幅し、統計的方
法を使用して付加核酸に対する対象核酸の相対比を決定し、例えば所定比率の全長及びフ
ラグメント化形態を含む対象核酸の相対又は絶対濃度を決定することができる。方法全体
の速度を著しく増加するために、本発明の方法の段階の大半又は全部を連続フローフォー
マットで実施できることが望ましい。あるいは、例えば複数増幅領域を一度に同時にスキ
ャンするように検出器を構成する場合には、１段階以上を停止フローモードで実施しても
よい（同時検出によりこれらの態様のスループットは増加する）。
【００１３】
　これらの方法を実施するには高スループットマイクロフルイディックシステムで具体化
されるような高スループット増幅システムが特に適しており、例えば対象核酸が検出され
るまで、及び／又は確実な統計的評価を実施できるように対象核酸の十分なコピーが検出
されるまで多数の低コピー数増幅反応を実施することにより、被分析サンプル中に著しく
低濃度で存在する対象核酸を検出するために使用することができる。関連側面において、
本発明は初期核酸からのシグナルが増幅中に分散する距離を検討し、この分散を熱拡散率
及び／又はＴａｙｌｏｒ　Ａｒｉｓ分散、又は関連現象に起因する予想分散と比較するこ
とにより（又は単に観察された分散を経験的に観察される対照反応と比較することにより
）反応混合物中における初期核酸のコピーの有無とその数（又は反応混合物における初期
核酸の有無）を決定する新規方法も提供する。これは対象核酸を含むアリコートから発生
されるシグナルの形状（振幅、シグナル幅、及び／又は他のシグナル形状特徴）をモニタ
ーし、予測されるか又は経験的に観察されるシグナル形状に比較することにより実施する
ことができる。シグナルのこれらの形状特徴は非常に再現性が高く、バックグラウンドラ
ンダムシグナル変動から対象シグナルを識別することができる。この種の方法によると、
アリコート中の分子数の測定と共に、バックグラウンドシグナル変動から対象シグナルを
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識別することができる。本発明の各種方法の実施に適したシステム及びキットも本発明の
特徴である。定量する核酸は組成が分かっているもの（例えば対照）でもよいし、分かっ
ていないものでもよい。これらの核酸は実験用核酸（該当実験における主対象核酸）でも
よいし、他の未知核酸（例えば対象生物サンプルに由来する特性決定されていないゲノム
及び／又はｃＤＮＡ）でもよい。
【００１４】
　従って、第１の側面では、対象核酸の検出方法が提供される。本方法では、対象核酸と
１種以上の付加核酸を含むサンプルを複数の反応混合物に分画する。反応混合物の少なく
とも２個は各々対象核酸のシングルコピーを含むシングルコピー反応混合物である。複数
の反応混合物は更に、少なくとも１個の付加核酸コピーを含む少なくとも１個の付加反応
混合物を含む。複数の反応混合物に１回以上の増幅反応を実施する（この場合、増幅反応
は対象核酸を増幅してもしなくてもよく、即ち反応混合物が対象核酸のコピーをもたない
場合には増幅せず、１個以上のコピーをもつ場合には増幅する）。シングルコピー反応混
合物の１個以上で対象核酸を検出する。このような分析からの複数の結果に基づいて統計
的推測と数学的関係を決定することができる。例えば、複雑なサンプル中の全長及びフラ
グメント化対象核酸の絶対数及び／又は相対比率を決定することができる。
【００１５】
　密接に関連する側面において、本発明は低コピー核酸と異なる１個以上の高コピー付加
核酸をもつサンプル中の対象低コピー核酸の検出方法に関する。本方法はサンプルを複数
の反応混合物に分画する段階を含む。混合物は対象核酸のコピーを含まない複数（例えば
約５以上、約１０以上、約５０以上、約１００以上、約１５０以上、又は約５００以上）
のゼロコピー反応混合物と、対象核酸のシングルコピーを含む少なくとも１個のシングル
コピー反応混合物を含む。ゼロコピー反応混合物とシングルコピー反応混合物を増幅反応
に付す（増幅が実際に行われるか否かは問わない）。次にシングルコピー反応混合物中で
対象核酸を検出する（これは対象核酸が１又は複数の個々のシングルコピー反応混合物中
で検出される可能性を含む）。ゼロコピー反応混合物とシングルコピー反応混合物の比率
を例えばサンプル希釈データと共に数式に組込むと、サンプル中の対象核酸の濃度、及び
／又は全長又はフラグメント化形態の核酸の比率を決定することができる。
【００１６】
　付加関連類の態様では、サンプル中の対象核酸を定量する関連方法が提供される。本方
法では、対象核酸各２コピー以下（一般には１コピー以下）を含む少なくとも２５個の反
応混合物にサンプルを分画することができる。反応混合物を１回以上の増幅反応に付すこ
とができる。次に対象核酸を複数の反応混合物中で検出する。多数の態様では、複数の反
応混合物中の対象核酸の検出に基づいて対象核酸の統計評価を実施する。１類の態様では
、２コピー以下を含む少なくとも５０以上、少なくとも７５以上、又は少なくとも１００
以上の反応混合物を１回以上の増幅反応に付す。
【００１７】
　付加類の関連態様では、低コピー対象核酸の検出方法が提供される。本方法では、低コ
ピー対象核酸を含むサンプルを複数の反応混合物に分画する。複数の反応混合物は対象核
酸コピーを含まず、反応混合物の少なくとも１個は対象核酸少なくとも１コピーを含む。
少なくとも１個のマイクロチャンバー又はマイクロチャネルを含むマイクロフルイディッ
クデバイスで複数のゼロコピー反応混合物を１回以上の増幅反応に付す。対象核酸はゼロ
コピー反応混合物中に存在しないことを確認する。少なくとも１個の付加ゼロコピー反応
混合物と対象核酸を含む反応混合物を１回以上の増幅反応に付す。対象核酸を含む反応混
合物中で対象核酸を検出する。別法として、少なくとも核酸が検出されるまでマイクロフ
ルイディックデバイスで反応混合物を増幅し、対象核酸の有無を調べる。低コピー数核酸
では、このために、対象核酸が検出されるまで多数の増幅反応をゼロコピー反応混合物で
実施する必要があると思われる。
【００１８】
　本発明は例えば拡散／分散を考慮することによりサンプル中の対象核酸を定量する方法
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も提供する。本方法では、対象核酸又はその相補配列１コピーを含むサンプルを少なくと
も１個の反応混合物に分画する。反応混合物を少なくとも１回の増幅反応に付すことによ
り、対象核酸のコピーを増幅する。対象核酸、又はそれに対応するシグナルが存在する形
状、体積、幅、長さ、高さ、面積等を検出する。反応混合物又はサンプル中の対象核酸の
コピー数を表すものとして形状、体積、幅、高さ、長さ、又は面積を解釈することにより
、サンプル中の対象核酸を定量する。シグナルのこれらの形状特徴は非常に再現性が高い
ため、バックグラウンドランダムシグナル変動から対象シグナルを識別するのは簡単であ
る。関連側面では、拡散／分散の知識やこれらの現象の再現性を使用して１個以上のター
ゲット分子のシグナルをランダム基線システム変動から確実に識別することができる。い
ずれの場合も、この解釈は例えば熱拡散率及び／又はＴａｙｌｏｒ　Ａｒｉｓ分散を考慮
して形状、体積、幅、高さ、長さ及び／又は他のシグナル形状特徴を予測値と比較するか
、及び／又はシステムで実施される既知反応に経験的に観察される値から逆算することに
より、各種方法で実施することができる。この方法は材料がフロー中に分散する連続フロ
ーシステムに特に相当することに留意すべきである。対象核酸のフラグメント化及び非フ
ラグメント化形態の定量又は比率測定では、例えば異なる波長のシグナルを発生するプロ
ーブを使用することにより、シグナルを均質混合物から並行して読み取ることができる。
核酸の２個以上の形態（長さ）の定量は同一又は異なるシグナルパラメーターの解釈に基
づいて別々に実施することができる。
【００１９】
　更に別の類の態様では、希少核酸を検出する高スループット停止フロー方法が提供され
る。例えば、対象核酸を含むサンプルを複数の反応混合物に分画する対象核酸の検出方法
が提供される。反応混合物の少なくとも２個は対象核酸のシングルコピーを各々含むシン
グルコピー反応混合物である。反応混合物をマイクロチャネルネットワークに流し、マイ
クロチャネルネットワーク内で停止フロー条件下に１回以上の増幅反応に付す。停止フロ
ー条件下にシングルコピー反応混合物中で対象核酸を検出する。検出段階は複数の反応生
成物を同時に検出できることが望ましい。例えば、ＣＣＤアレイ又は適切な画像プロセッ
サーを使用して増幅産物からシグナル「クラウド」の完全チップ（又はそのサブ領域）を
スキャンすることができる。即ち、増幅後に（例えば２個以上のプローブを検出するため
には２個以上の周波数で）完全チャネル又はチャネルネットワークを同時にスキャンし、
増幅によるシグナルが発生する任意ないし全領域を同時に（又は所望により、スキャナー
／検出器の２回以上のパスで）検出することができる。サイズ検出が異なるシグナルをも
つ２個以上のプローブを使用する場合には、システムソフトウェアは（一般に対象核酸が
所与長をもつことを示す）同時シグナルと（一般に対象核酸がフラグメント化されている
ことを示す）非同時シグナルのシグナル位置を比較することができる。
【００２０】
　当然のことながら、上記方法は相互にオーバーラップし、上記方法の多くを併用するこ
とができる。同様に、上記任意ないし全方法は該当方法のスループットを改善するために
連続フローフォーマットで実施することができ、及び／又はマイクロチャネルネットワー
クの複数領域（又は全体）の画像分析と停止フローを併用することができる。
【００２１】
　本発明の任意ないし全方法について、反応混合物は対象核酸と、１又は複数の付加核酸
（一般に非対象サンプル天然核酸又は対照核酸）を含むことができ、該当方法は反応混合
物中の対象核酸及び／又は複数の付加核酸を検出する段階を含む。前記方法は場合により
反応混合物又はサンプル又はその両者における対象核酸、又は複数の付加核酸、又はその
両者の数を合計する段階を含む。反応混合物又はサンプル中の対象核酸及び／又は複数の
付加核酸の合計に対する反応混合物中の対象核酸又は複数の付加核酸の比を決定すること
ができる。これから、反応混合物又はサンプル中の対象核酸の濃度又は比率を決定するこ
とができる。同様に、対象核酸数と複数の付加核酸の合計から反応混合物中の合計核酸数
の指標が得られる。
【００２２】
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　本発明の任意ないし全方法について、サンプル又は反応混合物の分画はサンプルを複数
の反応容器（例えばマイクロタイタープレートのウェル）で希釈、及び／又はサンプルを
マイクロフルイディック希釈チャネル又はチャンバーに流入させる操作を含むことができ
る。マイクロフルイディック態様では、サンプルを場合によりマイクロフルイディック希
釈チャネル又はチャンバー（本発明のシステムにおける希釈モジュール形態）で希釈する
ことにより、サンプルをマイクロフルイディック希釈チャネル又はチャンバーで複数の希
釈アリコートに分画する。場合により、例えば複数のサンプルをデバイス又は反応容器に
同時に流入させることにより、分画／希釈工程の一部又は全部を高スループットのために
多重化することができる。サンプル、アリコート、反応混合物等は（例えばマイクロフル
イディックデバイスに）加圧下又は電気浸透圧下、又は他の利用可能な任意方法により流
動させることができる。マイクロフルイディック態様の便宜のためには、例えば増幅反応
の反応及び／又は緩衝液成分（例えばポリメラーゼ、プライマー、遺伝子座特異的試薬、
ラベル、塩類、マグネシウム、水及び／又は同等物）の一部又は全部を含む共通反応成分
レザバーからサンプルを希釈することができる。あるいは、１個以上の成分を１個以上の
付加レザバーに配置し、増幅前に成分を混合することもできる。これらの任意ないし全段
階を連続フローフォーマット又は本明細書に記載する停止フロー／同時画像分析法を利用
して実施できることが望ましい。
【００２３】
　対象核酸及び／又は任意付加核酸の濃度は本発明の方法では場合により低く、例えばア
リコート当たり約１分子である。例えば、サンプルを対象分子約１個／ナノリットル以下
の濃度まで希釈することができる。場合により、希釈したアリコートを各々同一程度まで
希釈するが、希釈したアリコートを（例えば希釈系列を形成するように）示差的に希釈し
てもよい。アリコートの容量は例えばマイクロフルイディック用例で試薬コストを低く維
持するように非常に低くすることができる。例えば、アリコートは容量約１００ｎｌ未満
、例えば容量約１０ｎｌ未満、又は例えば容量約１ｎｌ以下とすることができる。
【００２４】
　多数の態様では、反応混合物の少なくとも１個はエマルションとして分散された水溶液
である（典型的増幅反応で使用される酵素は一般に水性環境で良好に機能する）。これは
マイクロフルイディックデバイスでは個々に分解した反応混合物液滴の形態を取ることが
でき、マイクロタイタープレートのレザバーでは流体の形態を取ることができ、あるいは
反応混合物の少なくとも１個が非混和性液体に懸濁した水滴を含むエマルションの水相で
調製される場合等の他の形態を取ることができる（この態様では、反応混合物がエマルシ
ョンで調製される場合に反応混合物で増幅を実施することができる）。エマルション態様
では、対象核酸は場合により増幅反応を実施する前に水相の少なくとも１個の水滴中にシ
ングルコピーとして存在する。対象核酸は増幅反応の実施後にエマルション中で検出され
る。場合により、複数の付加核酸もエマルションの水相で調製され、本方法は複数の付加
核酸を検出する段階を含む。本発明の他の態様と同様に、例えばエマルション中の所与長
をもつ対象核酸の濃度及び／又は比率を決定するために、例えばエマルション中の核酸サ
イズの比について統計分析を実施することができる。
【００２５】
　本発明の任意方法において、反応混合物の少なくとも１０個は場合により低コピー反応
混合物である（例えば１００以下、通常は５０以下、典型的には１０以下、一般には２以
下、多くの場合には１以の対象核酸及び／又は付加核酸コピーを含む）。場合により、反
応混合物の少なくとも２５、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも１５０、少
なくとも５００以上が低コピー反応混合物である。低コピー反応混合物は１以下の対象核
酸コピーを含むシングル又はゼロコピー反応混合物を少なくとも１０、少なくとも２５、
少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも１５０、少なくとも５００以上含むこと
ができる。反応混合物は対象核酸コピーを含まなくてもよく、多くの場合には含まない。
従って、複数の反応混合物は対象核酸コピーを含まない複数のゼロコピー反応混合物を含
むことができる。即ち、反応混合物の少なくとも約１０、２５、５０、１００、１５０、
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５００、１，０００又は１０，０００以上は対象核酸コピーを含まないゼロコピー反応混
合物とすることができる。１側面では、本発明は全長又はフラグメント化対象核酸を個々
に識別するためにこのような多数のゼロコピー反応混合物を迅速に検索することができる
。
【００２６】
　本発明の数種の態様では、サンプルは対象核酸と異なる少なくとも１種の付加核酸を含
む。付加核酸は対象核酸よりも高コピー数でサンプル中に存在することができ、多くの場
合にはそうである。付加核酸は既知核酸（例えば対照又はハイブリダイゼーション阻害核
酸）でもよいし、それ自体組成の一部又は全部が未知でもよい（対象核酸を生物サンプル
、例えば患者由来細胞又は組織サンプル中で検出しようとする一般的な場合）。例えば、
付加核酸はサンプル中の対象核酸の少なくとも約１００倍、少なくとも約１，０００倍、
少なくとも約１０，０００倍、少なくとも約１００，０００倍、少なくとも約１，０００
，０００倍以上の濃度で存在することができる（即ち、サンプル中の対象核酸の少なくと
も約１００倍、少なくとも約１，０００倍、少なくとも約１０，０００倍、少なくとも約
１００，０００倍、少なくとも約１，０００，０００倍以上のコピーをもつことができる
）。十分な数のサンプルアリコートをスクリーニングすることにより、その相対濃度に関
係なく、対象核酸を検出することができる。
【００２７】
　場合により、付加核酸は対象核酸から独立して検出することができる。例えば対象核酸
及び／又は付加核酸の統計分析のために、対象核酸と付加核酸の比を決定することができ
る。（対象核酸、付加核酸、又は他の核酸にいずれかに関係なく）反応混合物中の核酸数
を合計し、サンプル中、又は本発明の各種アリコート及び反応混合物の任意のものにおけ
る核酸の濃度（又は相対濃度）を決定することができる。所定態様では、本発明の方法を
使用してフラグメント化対象核酸、所与長の核酸及び／又は付加核酸の比及び／又は量を
決定することができる。
【００２８】
　対象核酸は原則的に任意の検出可能な核酸とすることができる。例えば、ＳＮＰ、低コ
ピー核酸、癌関連核酸、感染性又は病原体関連核酸、法医学用核酸等が挙げられる。本発
明の方法は著しく低コピー数の核酸を識別することができ、及び／又は核酸をサイズによ
り識別することができるので、本発明は癌細胞又は病原体が低濃度で存在する初期疾患診
断に適用するのに適している。例えば、大便サンプル中には結腸癌細胞が存在し得るが、
少なくとも結腸癌の初期では、癌細胞ＤＮＡ濃度はこのようなサンプル中のＤＮＡ全体に
比較して低い（一般にＤＮＡサンプルが由来する細胞の１％を著しく下回る）。一般に、
癌細胞に由来する核酸はサンプル中の他の（アポトーシス）細胞に由来する核酸よりも比
較的全長である。本発明はこのようなサンプル中の癌ＤＮＡを識別し、比率を決定し、定
量することにより、新規疾患診断及び予後診断法を提供する。同様のアプローチを使用し
てこのようなサンプルが一般に採取又は誘導される任意体液又は組織（例えば血液、尿、
血清、血漿、唾液、涙液、痰、大便、射精液、子宮頸管スワブ、膣分泌液等）に由来する
癌ＤＮＡ又は病原体核酸を識別することができる。これらのサンプルから、ウイルス（例
えばＨＩＶ、ヘルペスウイルス、ポックスウイルス等）、寄生虫（例えばマラリア原虫（
Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｎｉ）、線虫類等）、細菌（例えば病原性大腸菌、サルモネラ菌等）
等の感染性／病原性物質を識別することができる。病原体が関連非病原性生物に比較して
比較的低濃度で存在する場合（例えば病原性大腸菌は非病原性大腸菌に比較して消化管内
に初期に低濃度で存在する）に本方法は特に適切である。方法は例えば臨床サンプル中で
溶解した細菌に由来する核酸から生きた細菌に由来する核酸を識別することができる。
【００２９】
　最も一般には、本発明の方法は熱サイクル増幅反応を利用するが、非熱サイクル反応も
使用できる（例えばマイクロスケール用例では熱の代わりに変性剤の使用が比較的一般的
な方法である）。１典型類の態様では、１個以上のマイクロスケール増幅チャンバー又は
チャネルで反応混合物を熱サイクルに付すことにより反応混合物を１回以上の増幅反応に
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付す。（例えばマイクロスケール増幅チャンバー又はチャネルで）例えば反応混合物の流
体に電流を印加するか、（例えばマイクロスケール増幅チャンバー又はチャネルで）反応
混合物と接触又は近接する加熱エレメントを抵抗加熱するか、ジュール－トンプソン又は
ペルチエデバイスで加熱するか、あるいは他の利用可能な任意加熱又は加熱冷却法により
マイクロスケールデバイス（又は反応容器）で各種熱サイクル法を使用することができる
。
【００３０】
　場合により、操作間の交差汚染を減らすために操作ラン間にシステムの成分を１種以上
の試薬で処理することができる。例えば、１個以上の前段増幅産物からの望ましくない汚
染を減らすために、増幅反応間に増幅チャネルに酸又は塩基を流入させることができる。
【００３１】
　適切な類の態様では、検出は例えば（二重標識プローブのポリメラーゼ消化前、消化中
、又は消化後に二重標識プローブを検出することにより機能する）ＴａｑＭａｎ（登録商
標）プローブの使用、分子ビーコンの使用等によるリアルタイム均質ＰＣＲ検出を含むこ
とができる。リアルタイム検出は例えば単に未標識プローブからアンプリコンの分離後に
標識プローブによりアンプリコンを検出することにより省略することができる。
【００３２】
　場合により、検出段階は反応混合物、又はサンプル、又はその両者における対象核酸を
定量することを含むことができる。あるいは、検出段階とは別に核酸を定量することもで
きる。いずれの場合も、対象核酸の定量は場合により複数のシングルコピー反応混合物中
で核酸を検出する段階と、統計的又は確率論的分析を実施して対象核酸のシングルコピー
を含む反応混合物の百分率又は分布を決定する段階を含む。統計的又は確率論的分析は利
用可能な任意技術又はその組合せを含むことができ、例えばポアソン分析、モンテカルロ
分析、遺伝子アルゴリズムの適用、ニューラルネットワークトレーニング、マルコフモデ
リング、隠れマルコフモデリング、多次元スケーリング、部分最小二乗（ＰＬＳ）分析、
又は主成分分析（ＰＣＡ）が挙げられる。
【００３３】
　方法の多くでは、例えば所与反応混合物中の対象核酸の関連シグナルの再現可能な形状
、長さ、幅、高さ、体積又は面積を検出することにより対象核酸（例えば全長及び／又は
フラグメント化形態）の初期出発濃度を決定することができる。例えば、シグナルは対象
核酸に結合したラベルから検出することができる。Ｔａｙｌｏｒ－Ａｒｉｓ分散計算、又
は熱拡散率計算、又はその両者に基づくか、あるいは既知数の増幅用出発核酸をもつ経験
的に観察される反応混合物セットと比較することにより、反応混合物の１個に存在するか
、及び／又はサンプル中に存在する対象核酸数と形状、長さ、幅、高さ、体積又は面積を
場合により相関させる。従って、１側面では、本発明は所与反応混合物中の１種以上の増
幅核酸の拡散、又は分散、又はその両者を計算する段階と、増幅前の所与反応混合物の１
個における対象核酸のコピー数と拡散、又は分散、又はその両者を相関させる段階を含む
。
【００３４】
　本発明の方法を実施するのに適したシステム及び／又はキットも本発明の特徴である。
本システム及び／又はキットは本発明の任意方法段階を実施するための（例えばコンピュ
ーター又はコンピューター読み取り可能な媒体で例えばシステムソフトウェアとして具体
化された）システム命令を含むことができる。サンプルを保存、移送、分画、又は希釈す
るための流体操作エレメント（例えばマイクロフルイディック操作エレメント）と検出器
エレメントも本発明のシステム及びキットのコンポーネントとすることができる。更に、
パッケージング材料、統合エレメント（例えば機器ケース、電源等）、システム及びキッ
トの使用説明書等も本発明の特徴とすることができる。
【００３５】
　１態様において、本発明はサンプル中の低コピー対象核酸の検出用システムを提供する
。本システムはサンプルを複数アリコートに希釈する希釈モジュールと、複数アリコート
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の１個以上を熱サイクルに付すように構成された増幅チャネル又はチャンバーを含むマイ
クロフルイディックデバイスを含む。マイクロフルイディックデバイスと一体的であるか
又は近接して配置された検出器も含まれ、前記検出器は対象核酸の１個以上の増幅コピー
をマイクロフルイディックデバイス内又は前記デバイス上で検出するように構成されてい
る。対象核酸コピーを含まない複数のゼロコピーアリコートと、対象核酸のシングルコピ
ーを含む１個以上のシングルコピーアリコートを含む複数のアリコートにサンプルを分画
するように希釈モジュールに指示するシステム命令も含まれる。一般に、システムは検出
器により検出されるような対象核酸の増幅コピーにより占められる再現可能なシグナル形
状、長さ、幅、体積又は面積をアリコートの１個に存在する対象核酸のコピー数、又はサ
ンプル中に存在する対象核酸のコピー数、又はその両者と相関させるシステムソフトウェ
アを更に含む。システムは一般に核酸の濃度及び／又は比率を提供するように異なる長さ
をもつ対象核酸の絶対数又は相対数を評価することができる。任意ないし全システムコン
ポーネントは対象サンプルがシステムの操作中に連続的に流動するように選択することが
できる。あるいは、本明細書に記載する停止フロー／同時画像分析法を適用することがで
きる。
【００３６】
　関連態様では、サンプル中の１種以上の低コピー対象核酸の定量用システムが提供され
る。本システムでは、希釈モジュールがサンプルを複数のアリコートに希釈する。増幅チ
ャネル又はチャンバーを含むマイクロフルイディックデバイスが複数のアリコートの１個
以上を熱サイクルに付すように構成されている。マイクロフルイディックデバイスと一体
的であるか又は近接して配置された検出器が反応混合物アリコートの熱サイクル後にアリ
コートの１個に存在する（多くの場合には検出可能なプローブとハイブリダイズしている
か又は先にハイブリダイズして放出されたプローブにより表される）対象核酸の増幅コピ
ーからのシグナルにより占められる再現可能な形状、長さ、幅、体積又は面積を検出する
ように構成されている。システムは対象核酸の増幅コピーにより占められる形状、長さ、
幅、体積又は面積をアリコートの１個に存在する対象核酸のコピー数、又はサンプル中に
存在する対象核酸のコピー数、異なる長さをもつ核酸の比率等と相関させるシステムソフ
トウェアを更に含む。場合により、システムは対象核酸コピーを含まない複数のゼロコピ
ーアリコートと、対象核酸のシングルコピーを含む１個以上のシングルコピーアリコート
を含む複数のアリコートにサンプルを分画するように希釈モジュールに指示するシステム
命令を含む。
【００３７】
　上記システム態様の多くでは、希釈モジュールは場合により例えば希釈チャネルとして
マイクロフルイディックデバイスと一体的にすることができる。マイクロフルイディック
デバイスはマイクロチャンバー又はチャネルに電流を流すように配置された１個以上の電
極を更に含む。マイクロチャンバー又はチャネルへの電流を使用してマイクロチャンバー
又はチャネルを加熱することができる。マイクロフルイディックデバイスは場合によりマ
イクロチャンバー又はチャネルの内側又はその近傍に配置され、マイクロチャンバー又は
チャネル内の流体を加熱する１個以上の加熱エレメント（例えば抵抗加熱エレメント、ペ
ルチエデバイス又はジュール－トンプソンデバイス）を含むか又はこれと連結されている
。
【００３８】
　検出器は一般にマイクロフルイディックデバイス内又は前記デバイス上で１個以上の電
磁エネルギーを検出するように構成されるが、他のインデバイスセンサー（例えばｐＨ、
導電率等）も使用することができる。例えば、検出器はサンプルの蛍光、発光、及び／又
は蛍光偏光を検出することができる。場合により、所定態様では検出器はオフデバイス機
器（例えばサイズ選択的クロマトグラフィー装置又は質量分析計）とすることができる。
【００３９】
　システムは場合により本発明の任意方法段階を実施するための命令を備えるソフトウェ
アを含む。例えば、システムは熱サイクルに付したアリコートの１個以上から受信したシ
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グナルの１種以上の統計的又は確率論的分析を実施する統計的又は確率論的システムソフ
トウェアを含むことができる。例えば、統計的又は確率論的分析としてはポアソン分析、
モンテカルロ分析、遺伝子アルゴリズムの適用、ニューラルネットワークトレーニング、
マルコフモデリング、隠れマルコフモデリング、多次元スケーリング、ＰＬＳ分析、及び
／又はＰＣＡ分析が挙げられる。統計的又は確率論的分析は場合によりサンプル中の対象
核酸の濃度、比率、又は数を定量的に決定する段階を含む。
【００４０】
　上記システムは場合により希釈モジュールにより希釈されるまでサンプルを保存するサ
ンプル保存モジュール、サンプル保存モジュールからサンプルを抽出し、希釈モジュール
に送達するサンプル抽出モジュール等の流体操作又は保存部材を更に含む。これらの部材
は場合によりシステムに（例えばサンプルを含む）流体の連続フローを提供する（従って
、高サンプルスループットを提供する）ように設計されている。代用、又は併用として、
停止フロー／同時画像分析を本発明のシステムで使用することができる。
【００４１】
　本発明の重要な側面は低又はシングルコピー反応混合物からのシグナルの有無に基づい
て対象核酸が少なくとも所与長をもつか否かを判定するための方法及びシステムである。
このような判定用の反応混合物は一般に対象核酸の１個以上の鎖に沿って離間された位置
の配列に相補的な２個以上のプローブを含む。反応混合物中で２個以上のプローブが同時
検出された場合には、個々の核酸分子がプローブハイブリダイゼーション部位間でフラグ
メント化していないと判断することができる。前記２種のプローブシングルコピー反応混
合物技術により長さを判定するのに有用なシステムは反応混合物を調製及び検出するため
の希釈モジュール及びマイクロフルイディックデバイスと、検出器から獲得したシグナル
データを解釈及び相関させるためのコンピューターを含むことができる。
【００４２】
　サンプル中の対象核酸が少なくとも所与長を含むか否かを判定する方法は、検出可能な
マーカーをもつ２個以上の異なるプローブと反応混合物中の対象核酸を接触させる段階と
、核酸を検出領域に流入させ、プローブからの１個以上のシグナルを検出する段階を含む
。異なるプローブから２個以上のシグナルが同時に検出された場合には対象核酸がプロー
ブ間でフラグメント化していないと判断することができる。単一シグナルが検出された場
合には核酸がフラグメント化していると判断することができる。このような判定はサンプ
ル中の対象核酸の完全性のアッセイとみなすことができる。核酸長判定及び識別用サンプ
ルとしては例えば全血、血清、血漿、大便、尿、膣分泌液、射精液、滑液、生検、脳髄液
、羊水、痰、唾液、リンパ液、涙液、汗、及び尿が挙げられる。
【００４３】
　サンプル中の対象核酸長を識別する好ましい態様では、増幅反応を使用してアッセイの
感度を増加することができる。第１のプライマー対及び第１のプライマー対により規定さ
れる配列の外側の少なくとも１個のプライマーをもつ第２のプライマー対と対象核酸を接
触させ、プライマーからポリメラーゼ伸長させてマイクロチャネル又はマイクロチャンバ
ーで対象核酸を反応混合物中で増幅し、第１のプライマー対により規定される第１のアン
プリコン又は第２のプライマー対により規定される第２のアンプリコンを生成する。第１
及び第２のアンプリコンに相補的であり、検出可能なマーカーをもつ第１及び第２のプロ
ーブを反応混合物に導入し、利用可能な相補配列とハイブリダイズさせ、１個以上のシグ
ナルをプローブから検出する。プローブの一方のみからシグナルが検出された場合には対
象核酸がフラグメント化していると判断し、両方のプローブからシグナルが検出された場
合には対象核酸がフラグメント化していないと判断する。この高感度アッセイの好ましい
態様では、検出される反応混合物は対象核酸のシングルコピーのみを含む。前記方法で検
出される反応混合物は例えばシグナル検出前に標識成分の分離を必要としない均質混合物
とすることができる。
【００４４】
　多くの態様では、所望数の低、シングル、及びゼロコピー反応を独立して検出できるよ
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うにサンプル中の核酸濃度を調整する。調整は例えば免疫沈降、固体支持体吸着、又は限
外濾過による濃縮とすることができる。調整は例えば系列希釈又は流体混合による希釈と
することができる。１態様では、反応混合物中に約１分子／ナノリットル以下の濃度とす
るように対象核酸を希釈又は濃縮する。
【００４５】
　多くの態様では、確証的データを獲得し、適切な信頼度レベルで統計的推測を実施でき
るように、複数の低コピー、シングルコピー、及びゼロコピー反応からの検出結果を集計
する。例えば、本発明の１側面では、定量的結果を得るために、各々プローブとのハイブ
リダイゼーション用として対象核酸２コピー以下を含む少なくとも２５個の反応混合物に
サンプルを分画し、１個のプローブからのシグナル及び／又は２個以上のプローブからの
シグナルが検出されるアリコート数をカウントすることが好ましい。特に定量又は比率分
析には、対象核酸のシングルコピー又はゼロコピーをもつ１個以上の反応混合物に分画（
濃縮、希釈及び／又は小容量に分離）することが好ましい。集計したデータから１マーカ
ーシグナルと２マーカーシグナルの数を評価し、異なる長さをもつ対象核酸の比率を決定
することができる。所定のこのような比率と所定疾患状態との高信頼度の相関の閾値を設
定することができる。
【００４６】
　多くの態様では、例えばランダム切断により核酸がプライマー間でフラグメント化しに
くいように又はアンプリコンが不変対照材料として機能できるように、対象核酸の比較的
短いセクションを増幅することが望ましい。１側面では、増幅における１個のプライマー
対が増幅及び／又はハイブリダイゼーション効率の対照として機能する。これらのプライ
マー対は約１００塩基対長のアンプリコンを規定することが好ましい。プローブターゲッ
トアンプリコンのプライマー対は各プローブでほぼ同一長であることが好ましく、＞約１
０００塩基対～約２０塩基対、又は約２００塩基対～約５０塩基対、又は約１００塩基対
とすることができる。本明細書に記載する所定態様、例えばアンプリコンが短いアンプリ
コンとこの短いアンプリコンにオーバーラップする長いアンプリコンを含む場合には、長
いほうのアンプリコンは一般に約５０００塩基対～約２００塩基対、又は約１０００塩基
対である。増幅判定の大半の例では、プローブの少なくとも１個は１個のプライマー対に
より規定されるアンプリコン配列に相補的であるが、別のプライマー対により規定される
アンプリコン配列には非相補的である。
【００４７】
　長さの判定方法における増幅は一般にターゲット（例えば対象核酸）配列の量を増加す
るため、ハイブリダイズしたプローブの量を増加するため、又はこのようなプローブから
のシグナルを増加するために重合酵素を含む増幅反応を構成することにより実施される。
本方法における核酸増幅は一般にポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）用熱安定性ＤＮＡポリ
メラーゼ、ＲＴ－ＰＣＲ用逆転写酵素、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）用リガーゼ、Ｑ－β
レプリカーゼ、又はＲＮＡ／転写技術用酵素等のポリメラーゼを増幅反応に加える。
【００４８】
　長さ判定で使用されるプローブは対象核酸の長さに沿って異なる配列特異性をもつこと
ができる。異なる特異性をもつプローブ上の検出可能なマーカーは同一シグナルをもつこ
とができるが、核酸又は関連アンプリコン上の異なる相補配列とハイブリダイズするプロ
ーブは検出可能に相異するシグナルをもつことが好ましい。プローブは適切な任意検出可
能なマーカーをもつことができるが、好ましいマーカーは蛍光色素に基づく。特に、蛍光
共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）検出可能なマーカー又は分子ビーコン（ＭＢ）マーカー
を含むプローブが好ましい。
【００４９】
　対象核酸の所与長の判定方法は核酸とそのフラグメント化状態を定量することができる
。このような定量は単に低又はシングルコピー反応におけるプローブからのシグナル数を
カウントし、既知希釈倍率、効率係数、標準曲線等に基づいて核酸量を計算すればよい。
定量は例えば異なる検出可能なマーカーシグナルをもつ２個以上の異なるプローブからの
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シグナル数に基づいて対象核酸の各種フラグメント化形態の量を別々に決定することがで
きる。実シグナル（即ちシグナルがアーチファクトではないこと）を確認するか、及び／
又はサンプル中の核酸の所定量を表すものとして１個以上のシグナル（例えばチャートピ
ーク）の形状、体積、幅、高さ、長さ、面積、又は比等のシグナルパラメーターを解釈す
ることができる。定量はシグナルピークパラメーターと内部標準シグナルとの比較に基づ
くことができる。場合により、定量は異なる増幅度の２個以上の反応混合物からのシグナ
ルと類似増幅度の標準反応混合物との比較に基づくことができる。この態様では、反応混
合物を異なる流速でサーモサイクラーに流すか、反応混合物をサーモサイクラーに異なる
距離で流入させるか、反応混合物をサーモサイクラーに異なる時間保持するか、又は反応
混合物を異なる増幅サイクル数に付すことにより、異なる増幅度を得ることができる。
【００５０】
　そのシグナルピークを標準シグナルピークセットと比較することにより、未知量の対象
核酸を含むサンプルを定量することができる。例えば、既知量の対象核酸を含有する標準
材料の希釈系列を所定増幅サイクル数で増幅し、標準材料から生成された標準アンプリコ
ンに関連するシグナルを検出し、対象サンプル核酸を前記増幅サイクル数で増幅し、対象
サンプル核酸から生成されたサンプルアンプリコンに関連するシグナルを検出し、１個以
上の標準アンプリコンシグナルをサンプルアンプリコンシグナルと比較してサンプル中の
対象核酸の濃度値を決定することにより、サンプル中の対象核酸を定量することができる
。比較のためのサンプル及び標準シグナルパラメーターとしては例えばそのシグナルピー
クの形状、シグナルピーク上の変曲点、シグナルピークの傾き、シグナルピーク振幅、シ
グナルピーク面積、高さの２分の１のシグナルピーク幅、及び／又は同等物が挙げられる
。各種反復試験スキームにより結果の信頼性を強化することができる。例えば、増幅、検
出、及び比較段階を異なる増幅サイクル数で１回以上繰返し、統計的評価のために対象サ
ンプル核酸の付加濃度値を決定すると、より高精度又は高確度でサンプル中の対象核酸の
濃度値結果が得られる。
【００５１】
　２個以上の異なるサイクル数で増幅後にシグナルデータを集めることにより改善された
アッセイ結果を得ることができる。定量アッセイを異なる増幅度で実施する主要な利点は
アッセイの使用可能範囲を拡大することである。一般に、複数の増幅レベルの分析により
提供される付加データの統計的評価は、精度、確度、及び感度等の他のアッセイパラメー
ターを強化することができる。複数の増幅の検出に基づくサンプル中の対象核酸の定量は
、対象核酸を２以上の増幅サイクル数で増幅する段階と、２以上の増幅サイクル数から生
成されたアンプリコンに関連するシグナルを検出する段階と、増幅サイクル数に対するシ
グナルパラメーターのサンプル曲線を作成する段階と、サンプル曲線からの１個以上の識
別可能点を濃度に対する識別可能点の標準曲線と比較し、対象核酸を定量する段階を含む
。シグナル曲線からの識別可能点の例としては変曲点、所定傾きをもつ点、所定シグナル
振幅をもつ点、最大シグナル振幅の所定フラクションをもつ点、及び／又は同等点が挙げ
られる。
【００５２】
　シグナル対サイクル曲線からの識別可能点に依存するこのような定量アッセイは完全性
の評価においてフラグメント化及び非フラグメント化対象核酸を定量又は比率測定するた
めに使用することができる。対象核酸の２個以上の異なるアンプリコンを規定する反応混
合物中で対象核酸を複数の増幅サイクルで増幅し；少なくとも２の異なる増幅サイクル数
の後に異なるアンプリコンの各々に関連する異なるシグナルを均質反応混合物から検出し
；増幅サイクル数に対する異なるシグナルの各々のサンプル曲線を作成し；識別可能点に
対する対象核酸濃度を表す１個以上の標準曲線とサンプル曲線からの１個以上の識別可能
点を比較することにより、サンプル中のフラグメント化対象核酸と所与長対象核酸の比率
を決定することができる。各アンプリコンを相対的又は絶対的に定量し、サンプル中の対
象核酸配列の量を決定することができる。好ましい態様では、検出される増幅反応混合物
は低コピー又はシングルコピー反応混合物であるため、フラグメント化核酸と所与長核酸
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を明確に判定することができる。即ち、低又はシングルコピー混合物から２個以上又は異
なるシグナルが同時検出された場合には所与長の核酸であると判断することができ、異な
るシグナルの１個が検出された場合にはフラグメント化核酸であると判断することができ
る。本明細書の他の箇所に記載するように、サンプルと標準に実施する増幅サイクル数は
例えば増幅反応混合物を異なる流速でサーモサイクラーに流すか、増幅反応混合物をサー
モサイクラーに異なる距離で流入させるか、増幅反応混合物をサーモサイクラーに異なる
時間保持するか、又は増幅反応混合物を異なる増幅サイクル数に付すことにより制御する
ことができる。
【００５３】
　サンプル中の対象核酸長の識別システムを使用して本明細書に記載する方法の多くを実
施することができる。前記システムは基本的に対象核酸の１個以上のアンプリコンを提供
する条件下で１個以上の反応混合物を収容する増幅マイクロチャネル又はマイクロチャン
バーをもつマイクロフルイディックデバイスと、マイクロフルイディックデバイスと一体
的であるか又は近接して配置され、均質混合物から１個以上のシグナルとしてアンプリコ
ンを検出するように構成された検出器と、１個以上の個々の対象核酸分子の長さを表すも
のとして１個以上の同時に検出されたシグナルを解釈し、対象核酸長を識別するソフトウ
ェアシステムを含むことができる。マイクロフルイディックデバイスに複数の増幅チャネ
ルを配置することにより、システムの高スループット側面を強化することができる。シス
テムは反応混合物の調製前もしくは調製中に対象ヌクレオチドを捕獲するため、又は検出
用にアンプリコンを捕獲するために固体支持体上にオリゴヌクレオチド等のアフィニティ
ー分子を含むことができる。例えば本発明の高スループット側面を強化するための他のシ
ステムエレメントとしてはサンプル保存モジュール、サンプル抽出モジュール、及びコン
ピューターが挙げられる。
【００５４】
　本発明のシステムは反応混合物成分の濃度を調整するための希釈モジュールを含むこと
ができる。希釈モジュールは増幅マイクロチャネル又はマイクロチャンバーに対象核酸の
１個以上のシングルコピー反応混合物を提供する濃度までサンプルを希釈するように構成
することができる。このような希釈モジュールは系列マルチウェルプレート希釈液を調製
するための装置、又はマイクロフルイディックデバイスの希釈チャネルとすることができ
る。システムは対象核酸コピーを含まない複数のゼロコピーアリコートと、対象核酸のシ
ングルコピーを含む１個以上のシングルコピーアリコートを含む複数のアリコートにサン
プル又は反応混合物を分画するように希釈モジュールに指示する命令を含むことができる
。このような希釈（又は濃縮）により、シグナルを個別にカウントするように実質的数の
オーバーラップしない反応混合物アリコートが得られる。
【００５５】
　システムの反応混合物は核酸の増幅、プライマー又はプローブのハイブリダイゼーショ
ン反応、及び／又は検出可能なマーカーシグナルの検出に関連する成分を含むことができ
る。長さを検出するための典型的な反応混合物は対象核酸と、第１のプライマー対と、第
１のプライマー対により規定される配列の外側の対象核酸配列に相補的な少なくとも１個
のプライマーを含む第２のプライマー対と、第１のプライマー対により規定されるアンプ
リコンを合成することができるポリメラーゼを含むことができる。所定態様では、対照プ
ライマー対が１００塩基対長以下のアンプリコンを規定し、試験プライマー対が約１００
塩基対～約３０００塩基対長のより長いアンプリコンを規定する。この態様では、対照ア
ンプリコンは通常、長い対照プローブのプローブシグナルをもつ長いアンプリコンの配列
とオーバーラップし、フラグメント化している核酸の比率を表す。他の態様では、２組の
プライマー対がほぼ同一長のアンプリコンを規定するが、これらのアンプリコンはオーバ
ーラップしない。この態様では、低又はシングルコピー反応からの同時シグナルは対象核
酸が所与長（プローブとプローブ間の距離により規定される長さ）をもつと判断すること
ができる。
【００５６】
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　増幅反応混合物及び／又はハイブリダイゼーション混合物は対象核酸長を判定するため
の１個以上のプローブを含むことができる。プローブは１個以上の検出可能なマーカーと
、検出可能なマーカーが検出器により検出可能なシグナルを発生するようにアンプリコン
の１個以上に相補的な配列をもつことができる。プローブは１個のプライマー対により規
定されるアンプリコン配列に相補的であり、別のプライマー対により規定されるアンプリ
コン配列には非相補的とすることができるが、所定の上記方法では、プローブは第１のア
ンプリコンと第２のアンプリコンの両者に共通の配列に相補的とすることができる。例え
ば受信したシグナルの振幅から、同一マーカーをもつ２個の異なるプローブがシングルコ
ピー反応に存在すると推測することができる。しかし、多くの態様では、２個以上の異な
るプローブが同時シグナルを容易に独立してモニターするように各々異なるシグナルを含
むことができる。例えば、異なるプローブ上の検出可能なマーカーは異なる蛍光発光波長
をもつことができる。プローブは例えば蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）検出可能な
マーカー又は分子ビーコン（ＭＢ）マーカーとすることができる。特に好ましい態様では
、プローブは低レベルバックグラウンドノイズに対して均質混合物から１個以上の陽性シ
グナルを検出できるように、ヌクレアーゼ活性によりＦＲＥＴプローブから除去可能なク
エンチャーを含む検出可能なマーカーをもつ。
【００５７】
　長さを判定するためのシステムは反応成分の増幅条件を提供する増幅チャネル又はチャ
ンバーを含むことができる。好ましいシステムでは、チャンバーはサーモサイクラーであ
り、対象核酸はポリメラーゼ反応により増幅される。増幅マイクロチャネル又はマイクロ
チャンバーは、例えばマイクロチャネルに加熱電流を印加するための電極、抵抗加熱エレ
メント、ジュール－トンプソンデバイス、ペルチエデバイス、及び／又は同等物を含むこ
とができる。増幅マイクロチャネル又はマイクロチャンバーはサンプル中の他の対象核酸
分子又はサンプル中の付加核酸から単一対象核酸分子の増幅産物を実質的に分離するため
に十分小さい容量の対象核酸のアンプリコンを生成するように反応混合物を熱サイクルに
付すように構成することができる。本発明のシステムでは、例えばサイズ選択的媒体又は
アフィニティー媒体中で異なるアンプリコン又は異なるプローブを分離せずにアンプリコ
ンを検出することができる。
【００５８】
　ソフトウェアシステムは長さを判定する方法の高スループット側面を強化し、検出され
たシグナルの解釈を自動化するようにコンピューターで機能することができる。例えば、
システムソフトウェアはサンプル中の対象核酸のコピー数、所与長をもつ対象核酸数、又
は異なる長さをもつ対象核酸の比率を表すものとして検出器からのシグナル体積、幅、高
さ、長さ、面積、及び／又は比を解釈することができる。
【００５９】
　システムの検出器は適切な任意の検出可能なマーカーからシグナルを検出することがで
きる。検出器としては例えば蛍光光度計、電荷結合デバイス、レーザー、酵素もしくは発
色酵素基質、光電子増倍管、分光光度計、走査型検出器、顕微鏡、ガルボスキャナー、及
び／又は同等物等の技術が挙げられる。好ましい態様では、検出器は異なるシグナルをも
つ２個以上の検出可能なマーカーから独立してシグナルを検出することができ、例えば２
個以上の周波数の発光を同時に検出することができる蛍光光度計である。
【００６０】
　上記方法及びシステムの多くは併用することができる。本発明のその他の特徴は以下の
記載から自明である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６１】
　本発明の一因は希少核酸をサンプル中又はサンプルから増幅及び検出する方法を検討す
る際に驚くべき発想の転換をした点にある。従来、希少核酸の検出は増幅及び検出反応の
特異性と感度を改善する方法を見いだそうとすることにより実施された。これは反応が対
象核酸を特異的に増幅及び識別する能力を増すほどシステムの信頼性とスループットが増
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すためである。簡単なたとえを挙げると、干し草の山の中の針を探そうとする場合に、従
来技術の思想は干し草の山からより効率的に針を取出す方法に着目している。
【００６２】
　本発明は全く異なるアプローチで対象核酸を識別しようとするものである。複雑なサン
プルから対象核酸を直接検出しようとするのではなく、完全なサンプルを単に低コピー数
アリコートに分解し、対象核酸がみつかるまで低コピー数アリコートを増幅反応と個々の
検出に付す。簡単なたとえを続けると、干し草の山全体を干し草１本ずつに分け、各々に
ついて干し草であるか針であるかを調べる。この低又はシングルコピー増幅の概念は非常
に低いバックグラウンドに対して高感度の分析を提供することができる。
【００６３】
　このような低又はシングルコピー増幅は核酸長を評価するために本発明で特に有用であ
ると思われる。例えば、ターゲット核酸の両端に特異的なプローブ対とドットブロットサ
ンプルをハイブリダイズした場合には、ターゲットの完全性に関する結果が曖昧になる可
能性がある。ターゲット核酸がフラグメント化しているか否かに関係なく、両方のプロー
ブからのシグナルが同一ブロットで検出される。しかし、ターゲットをシングルコピー増
幅し、単離反応混合物中でプローブとハイブリダイズした場合に、両方のプローブからシ
グナルが検出されたならば、ターゲットはプローブに相補的な配列間でフラグメント化し
ていないと判断される。他方、シングルコピーターゲット核酸フラグメントを増幅及びハ
イブリダイゼーションした場合には、プローブの一方のみからシグナルが検出される。従
って、２個のプローブからの同時シグナルは全長ターゲットを表し、プローブの一方のみ
からシグナルが検出された場合にはシングルコピー反応にフラグメント化ターゲットが存
在すると判断することができる。
【００６４】
　最新の高スループットシステムによりこの新発想アプローチが可能になり、即ち例えば
マイクロフルイディック増幅技術を使用して低コストで著しく多数の増幅反応を実施する
ことが可能になったため、サンプル中の任意特定対象核酸を著しく精緻にサンプリングす
ることができる。これらのシステムの連続フロー又は高スループット停止フロー特性によ
り、アプローチは更に容易になる。更に、このような精緻なサンプリング法によりサンプ
ルを試験すると、サンプルの組成及びフラグメント化又は非フラグメント化対象核酸の比
率に関して多量の定量情報（とそれに伴う統計分析の可能性）が得られる。この結果、対
象核酸の存在度（又は相対存在度）に関連する診断及び予後情報が得られる。
【００６５】
　（定義）
　本発明は特定装置又は生物系、又は増幅方法に限定されず、当然のことながら種々のも
のに適用できると理解すべきである。同様に、本明細書で使用する用語は特定態様のみの
説明を目的とし、限定的でないことも理解すべきである。本明細書と特許請求の範囲で使
用する単数形はそうでないことが内容から明白である場合を除き、場合により複数形も含
む。従って、例えば「マイクロフルイディックデバイス」とは場合により１、２又はそれ
以上の装置の組合せを含む。
【００６６】
　特に定義しない限り、本明細書で使用する全科学技術用語は本発明が属する分野の当業
者に通常理解されている通りの意味をもつ。本発明の試験の実施には本明細書に記載する
ものと同様又は等価の任意方法及び材料を使用することができるが、好ましい材料と方法
は本明細書に記載する。本発明の記載及び特許請求の範囲では、以下の用語は以下の定義
に従って使用する。
【００６７】
　「アリコート」は対象成分（例えばサンプル又は反応混合物）の一部である。アリコー
トは対象成分に対して希釈してもよいし、濃縮してもよいし、希釈しなくてもよい。
【００６８】
　「対象核酸」はサンプル中の増幅、検出及び／又は定量すべき任意核酸である。対象核
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酸は本発明の方法及びシステムを使用してフラグメント化形態及び／又は非フラグメント
化形態で検出及び識別することができる。
【００６９】
　「増幅反応」は１）鋳型が増幅されるか、又は２）鋳型が存在していたならば鋳型が増
幅されると予想される反応である。従って、「増幅反応」は増幅すべき核酸を含むサンプ
ルアリコート、又は核酸を含まないサンプルアリコートで実施することができる。鋳型の
実際の増幅は増幅反応を実施するための要件ではない。
【００７０】
　本明細書で使用する「反応混合物」とは増幅反応及び／又はハイブリダイゼーション反
応の成分混合物を意味する。対象核酸を含むか又は含まない反応混合物のアリコートも反
応混合物とみなすことができる。シングルコピー反応混合物は対象核酸及び任意関連アン
プリコンが別の対象核酸又はその関連アンプリコンとオーバーラップしない容量の反応混
合物の成分を含む。
【００７１】
　「ゼロコピー」反応混合物又はアリコートは該当核酸（例えば対象核酸、又は付加核酸
）のコピーをもたない反応混合物又はアリコートである。これは該当核酸以外にサンプル
に由来する核酸を含むものでもよいし、サンプルに由来する鋳型核酸を全く含まないもの
でもよい。
【００７２】
　「シングルコピー」反応混合物は該当核酸１コピーをもつ。反応混合物は例えば所与長
核酸、又はそのフラグメントのシングルコピーを含む増幅反応混合物又はハイブリダイゼ
ーション混合物とすることができる。
【００７３】
　「低コピー」反応混合物又はアリコートは該当核酸を数コピーしかもたない反応混合物
又はアリコートである。一般に、このような反応混合物は該当核酸コピー数が５０以下、
一般には２５以下、通常は１０以下、多くの場合には５以下、２以下又は１以下である。
【００７４】
　「高コピー」核酸反応混合物又はアリコートは低コピー数反応混合物又はアリコートの
少なくとも１０倍、一般には低コピー数反応混合物の１０２倍、１０３倍、１０４倍、又
は１０５倍以上のコピーをもつ。
【００７５】
　サンプル中の核酸の絶対量又は相対量を決定する場合に核酸はサンプル中で「定量」な
いし「定量化」される。これはコピー数、核酸の濃度、サンプルの所定の他の成分（例え
ば別の核酸）に対する核酸の比もしくは比率、又は他の適切な任意表現として表現するこ
とができる。
【００７６】
　本明細書で使用する対象核酸の「所与長」とは核酸にハイブリダイズした２個のプロー
ブ間の距離とプローブに相補的な配列の和を意味する。所与長は例えば塩基対単位で測定
した既知距離でもよいし、例えば低又はシングルコピー反応混合物からの同時シグナルの
検出により、非フラグメント化配列として存在すると判定された未知距離でもよい。
【００７７】
　本明細書で使用する「異なるプローブ」なる用語は異なるターゲット配列に相補的であ
るか又はストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で特異的にハイブリダイズする
プローブを意味する。
【００７８】
　本明細書で使用する「異なる検出可能なマーカー」なる用語は本発明で検出器により識
別可能なシグナルを発生する検出可能なマーカーを意味する。
【００７９】
　（対象核酸及びサンプル）
　本発明の方法で検出すべき対象核酸は原則的に任意核酸とすることができる。（逆翻訳
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により核酸配列を誘導することができる）多数の核酸及びアミノ酸の配列が入手可能であ
る。本発明の方法では数十万種の公知アミノ酸を識別しようとせずに、これらのアミノ酸
の任意のものを検出することができる。公知核酸の一般的な配列寄託機関としてはＧｅｎ
Ｂａｎｋ、ＥＭＢＬ、ＤＤＢＪ及びＮＣＢＩが挙げられる。他の寄託機関もインターネッ
トを検索することにより容易に確認できる。核酸はＲＮＡ（例えば増幅がＲＴ－ＰＣＲ又
はＬＣＲを含む場合）又はＤＮＡ（例えば増幅がＰＣＲ又はＬＣＲを含む場合）、又はそ
のアナログ（例えば合成核酸又はそのアナログの検出）とすることができる。例えば突然
変異、一塩基多型（ＳＮＰ）、対立遺伝子、アイソタイプ、フラグメント、全長核酸、ア
ンプリコン等の任意核酸変異を検出することができる。更に、本発明は定量的であるため
、発現レベル、フラグメント化、又は遺伝子コピー数の変動を本発明の方法により検出す
ることができる。
【００８０】
　一般に、本発明の方法は対象核酸について患者（例えば患者からの体液及び／又は老廃
物）に由来するサンプルをスクリーニングするのに特に有用である。これは本発明の方法
では比較的多量のこのような材料に由来するサンプルをスクリーニングできるためである
（このような材料の採取も比較的非侵襲性である）。（例えば癌細胞中に存在する）対象
核酸はサンプルの関連核酸集団の１％以下（例えば対象遺伝子の対立遺伝子の約１％、．
１％、．００１％、．０００１％以下）である可能性が高い。従って、本発明の方法によ
り全血、血清、血漿、大便、尿、膣分泌液、射精液、滑液、生検、脳髄液、羊水、痰、唾
液、リンパ液、涙液、汗、又は尿等及び原則的に任意対象組織を希少核酸又はフラグメン
ト化について容易にスクリーニングすることができる。これらのサンプルは一般にインフ
ォームドコンセント後に標準医療検査法により患者から採取される。
【００８１】
　分画及び増幅前に、例えばＢｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋｉｍｍｅｌ，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　
Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　ｖｏｌｕｍｅ　１５２　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ（「Ｂｅｒｇｅｒ」）；Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第３版），Ｖｏ
ｌ．１－３，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，２０００（「Ｓａｍｂｒｏｏｋ」）
；及び／又はＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，ａ　ｊ
ｏｉｎｔ　ｖｅｎｔｕｒｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａ
ｓｓｏｃｉａｔｅｓ，Ｉｎｃ．ａｎｄ　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．
，（２００２年補遺）（「Ａｕｓｕｂｅｌ」）に教示されている方法等の利用可能な任意
方法により核酸を場合によりサンプルから精製する。細胞又は他のサンプルから核酸を精
製するための多数のキットが市販されている（例えばＥａｓｙＰｒｅｐ（登録商標）、Ｆ
ｌｅｘｉＰｒｅｐ（登録商標）（いずれもＰｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ製品）；
ＳｔｒａｔａＣｌｅａｎ（登録商標）（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ製品）；及びＱＩＡｐｒｅ
ｐ（登録商標）（Ｑｉａｇｅｎ製品）参照）。あるいは、サンプルを単に例えば分画と希
釈後に直接増幅してもよい。単分子検出の１つの利点は反応中のサンプル成分濃度が低い
ため、核酸精製の必要を軽減できるという点である。即ち、サンプルの希釈により望まし
くない成分の存在度を減らすと同時に対象核酸を反応混合物に分配する。
【００８２】
　本発明の方法で検出すべき好ましい類の対象核酸は癌に関与する核酸である。本発明の
方法では癌に関連する任意核酸を検出することができ、例えば過剰発現もしくは突然変異
ポリペプチド増殖因子（例えばｓｉｓ）、過剰発現もしくは突然変異増殖因子受容体（例
えばｅｒｂ－Ｂ１）、過剰発現もしくは突然変異シグナル伝達蛋白質、例えばＧ－蛋白質
（例えばＲａｓ）、又は非受容体チロシンキナーゼ（例えばａｂｌ）、又は発現もしくは
突然変異調節蛋白質（例えばｍｙｃ，ｍｙｂ，ｊｕｎ，ｆｏｓ等）及び／又は同等物をコ
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ードする核酸が挙げられる。１好適態様では、特定又は任意対象核酸をフラグメント化量
についてスクリーニングし、高度フラグメント化は一般に正常細胞のアポトーシスに関連
し、低度フラグメント化は例えば癌細胞の痂皮形成に関連する。一般に、癌はシグナル伝
達分子及び対応する癌遺伝子産物（例えばＭｏｓ、Ｒａｓ、Ｒａｆ及びＭｅｔをコードす
る核酸）；並びに転写アクチベーター及びサプレッサー（例えばｐ５３、Ｔａｔ、Ｆｏｓ
、Ｍｙｃ、Ｊｕｎ、Ｍｙｂ、Ｒｅｌ、及び／又は核受容体）に結び付けられることが多い
。ｐ５３は口語では細胞の「分子警官」と呼ばれ、全公知癌の約５０％がｐ５３の１箇所
以上の遺伝子損傷に起因し得るので特筆される。
【００８３】
　説明のために癌に関連する１類の遺伝子を例にとると、多くの核ホルモン受容体が詳細
に記載されており、発癌活性を付与するようにこれらの受容体を変異させるメカニズムも
解明されている。例えば、甲状腺ホルモン作用の生理的及び分子基礎はＹｅｎ（２００１
）“Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｔ
ｈｙｒｏｉｄ　Ｈｏｒｍｏｎｅ　Ａｃｔｉｏｎ”　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅｖ
ｉｅｗｓ　８１（３）：１０９７－１１４２とその引用文献に記載されている。十分に特
性決定された公知核受容体としてはグルココルチコイド（ＧＲ）、アンドロゲン（ＡＲ）
、ミネラロコルチコイド（ＭＲ）、プロゲスチン（ＰＲ）、エストロゲン（ＥＲ）、甲状
腺ホルモン（ＴＲ）、ビタミンＤ（ＶＤＲ）、レチノイド（ＲＡＲ及びＲＸＲ）の受容体
、及びエイコサノイドと結合するペルオキシソーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲ）が
挙げられる。所謂「オーファン核受容体」も核受容体スーパーファミリーに含まれ、ステ
ロイド及び甲状腺ホルモン受容体等の古典的核受容体と構造的に相同である。本発明の方
法ではこれらの任意受容体又はその発癌形態をコードする核酸を検出することができる。
現在入手可能な全薬剤の約４０％が核受容体及び／又はその発癌形態のアゴニスト又はア
ンタゴニストであり、これらの受容体（及びそのコーディング核酸）が本発明の方法によ
る分析ターゲットとして比較的重要であることが明らかである。
【００８４】
　上述のように、対象核酸の好ましい１類は例えば大便に由来するサンプル中の結腸癌の
診断用核酸である。結腸癌はよく見られる疾患であり、散発性と遺伝性がある。結腸癌の
各種パターンの分子基礎は多少詳細に分かっている。一般に、生殖細胞突然変異が遺伝性
結腸癌症候群の基礎であり、体細胞突然変異の蓄積が散発性結腸癌の基礎である。アシュ
ケナージ系ユダヤ人では、従来多形と考えられていた突然変異が家族性結腸癌の原因らし
い。癌遺伝子、サプレッサー遺伝子、及びミスマッチ修復遺伝子の少なくとも３種の異な
る類の遺伝子の突然変異が結腸癌病因として記載されている。核酸の１例はフィブロネク
チンに相同性をもつ細胞接着分子であるＤＣＣ（結腸癌欠失）をコードする。結腸癌の付
加形態は損傷を含む常染色体優性遺伝子ｈＭＳＨ２である。家族性大腸腺腫症は染色体＃
５のＭＣＣ遺伝子座に損傷をもつ別の形態の結腸癌である。結腸癌の更に詳細については
、Ｃａｌｖｅｒｔら（２００２）“Ｔｈｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｃｏｌｏｒｅｃｔ
ａｌ　Ｃａｎｃｅｒ”Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　１３
７（７）：６０３－６１２とその引用文献参照。大便中に検出することができる各種結腸
癌及び結腸癌マーカーについては、例えばＢｏｌａｎｄ（２００２）“Ａｄｖａｎｃｅｓ
　ｉｎ　Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ：Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂａｓｉｓ　ｆｏｒ　Ｓｔｏｏｌ－Ｂａｓｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　Ｃｏ
ｌｏｒｅｃｔａｌ　Ｃａｎｃｅｒ：Ａ　Ｐｒｉｍｅｒ　ｆｏｒ　Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ”
Ｒｅｖｉｅｗｓ　Ｉｎ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ
　Ｖｏｌｕｍｅ　２，Ｓｕｐｐ．１とその引用文献参照。他の癌と同様に、Ｒａｓやｐ５
３等の癌に相関する他の各種遺伝子における突然変異は癌の有用な診断指標である。別の
側面では、本発明の方法を使用するフラグメント化レベルの検出は結腸癌の検出に特に有
用であると思われる。例えば、大便試料中で入手可能な合計患者ＤＮＡの量は少ないので
、本発明の増幅側面はＤＮＡの試験に有用であると思われる。正常結腸内壁から脱落した
細胞に由来するＤＮＡは一般に例えば約１００塩基対長のフラグメントに分解されるが、
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結腸腫瘍細胞から結腸内腔に入るＤＮＡは一般にフラグメント化していないと思われる。
大便試料中に所定閾値を上回る比率の非フラグメント化核酸の存在が検出されたならば、
結腸癌の存在に相関すると考えられる。
【００８５】
　子宮頸癌は例えば膣分泌液から得られるサンプル中での検出に好ましい別のターゲット
である。子宮頸癌はパポバウイルスに起因すると考えられ、Ｅ６及びＥ７の２種類の癌遺
伝子をもつ。Ｅ６はｐ５３と結合してこれを除去し、Ｅ７はＰＲＢと結合してこれを除去
する。ｐ５３の損失とｐＲＢの非調節下のＥ２Ｆ／ＤＰ増殖因子の無制御な作用が子宮頸
癌に至る１つのメカニズムである。更に、結腸癌と同様に、膣スワブ中に所定閾値を上回
る比率の非フラグメント化核酸の存在が検出されたならば、子宮頸癌の存在に相関すると
考えられる。
【００８６】
　本発明の方法による検出の別の好ましいターゲットは例えば涙液に由来するサンプル中
の網膜芽細胞腫である。網膜芽細胞腫はｐＲＢ遺伝子の不活性化に起因する眼腫瘍である
。親が突然変異ｐＲＢ遺伝子をもつ場合には遺伝することが分かっている（当然のことな
がら、体細胞突然変異はこの癌の非遺伝性形態の原因となり得る）。
【００８７】
　本発明の方法では神経線維腫症１型を検出することができる。ＮＦ１遺伝子が不活性化
されると、ｒａｓ癌遺伝子のＧＴＰａｓｅ活性が活性化される。ＮＦ１が欠失しているな
らば、ｒａｓは活性が過剰になり、神経腫瘍の原因となる。本発明の方法はＣＳＦ内又は
組織サンプリングにより神経線維腫症１型を検出するために使用することができる。
【００８８】
　多数の他の形態の癌が公知であり、本発明の方法を使用して例えば関連遺伝子損傷、フ
ラグメント化比率、又は完全長対象核酸の絶対濃度を検出することにより検出することが
できる。適切な損傷又はフラグメント化値を検出することにより検出可能な癌としてはリ
ンパ、血液、胃、消化管、結腸、精巣、膵臓、膀胱、子宮頸管、子宮、皮膚、及び関連遺
伝子損傷又はフラグメント化閾値が存在する他のほぼ全組織の癌が挙げられる。この点に
ついては、Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂａｓｉｓ　ｏｆ　Ｈｕｍａｎ　Ｃａｎｃｅｒ
　Ｃｏｌｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｔｓｏｎｇａｌｉｓ（編）Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ；ＩＳ
ＢＮ：０８９６０３６３４０；第１版（２００１年８月）参照。
【００８９】
　同様に、例えば感染性真菌（例えばＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ、又はＣａｎｄｉｄａ種）
；細菌、特に病原細菌モデルとして利用できる大腸菌（及び当然のことながら所定の病原
性細菌株）や医学的に重要な細菌（例えばＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉ（例えばａｕｒｅ
ｕｓ）又はＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ（例えばｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ））；原生動物（例
えば胞子虫類（例えばＰｌａｓｍｏｄｉａ）、根足虫類（例えばＥｎｔａｍｏｅｂａ）及
び鞭毛虫類（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍａ、Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ、Ｔｒｉｃｈｏｍｏｎａｓ
、Ｇｉａｒｄｉａ等））；ウイルス（例えば（＋）ＲＮＡウイルス（例えばポックスウイ
ルス（例えばワクシニア）、ピコルナウイルス（例えばポリオ）、トガウイルス（例えば
風疹）、フラビウイルス（例えばＨＣＶ）、及びコロナウイルス）、（－）ＲＮＡウイル
ス（例えばラブドウイルス（例えばＶＳＶ）、パラミクソウイルス（例えばＲＳＶ）、オ
ルトミクソウイルス（例えばインフルエンザ）、ブンヤウイルス及びアレナウイルス）、
ｄｓＤＮＡウイルス（例えばレオウイルス）、ＲＮＡ→ＤＮＡウイルス（即ちレトロウイ
ルス、例えばＨＩＶ及びＨＴＬＶ）、及び所定のＤＮＡ→ＲＮＡウイルス（例えばＢ型肝
炎））等の病原性又は感染性生物に由来する核酸も本発明の方法により検出することがで
きる。本発明のシングル及び低コピー増幅法は例えば（全長核酸をもつ）生きた病原体と
（フラグメント化核酸をもつ）死んで溶解した病原体を識別するために細菌感染浸出液中
で多くの場合に有用であり得る。
【００９０】
　本発明の方法によると、アミダーゼ、アミノ酸ラセマーゼ、アシラーゼ、デハロゲナー
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ゼ、ジオキシゲナーゼ、ジアリールプロパンペルオキシダーゼ、エピメラーゼ、エポキシ
ドヒドロラーゼ、エステラーゼ、イソメラーゼ、キナーゼ、グルコースイソメラーゼ、グ
リコシダーゼ、グリコシルトランスフェラーゼ、ハロペルオキシダーゼ、モノオキシゲナ
ーゼ（例えばｐ４５０類）、リパーゼ、リグニンペルオキシダーゼ、ニトリルヒドラター
ゼ、ニトリラーゼ、プロテアーゼ、ホスファターゼ、スブチリシン、トランスアミナーゼ
及びヌクレアーゼ等の酵素（例えば産業用酵素）をコードする各種核酸も検出することが
できる。同様に、昆虫耐性蛋白質（例えばＣｒｙ蛋白質）、澱粉及び脂質産生酵素、植物
及び昆虫毒素、毒素耐性蛋白質、マイコトキシン解毒蛋白質、植物成長酵素（例えばリブ
ロース１，５－ビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ、「ＲＵＢＩＳＣＯ」）、
リポキシゲナーゼ（ＬＯＸ）及びホスホエノールピルビン酸（ＰＥＰ）カルボキシラーゼ
等の農業関連蛋白質も検出することができる。
【００９１】
　（サンプル分画）
　サンプルは標準又はマイクロフルイディック流体操作アプローチ（又はその組合せ）を
使用して分画及び／又は希釈することができる。希釈／分画のための標準流体操作アプロ
ーチとしては、例えば適切な容量のサンプルをマイクロタイタートレイにピペッティング
する方法や、適切な希釈剤を添加する方法が挙げられる。これらの操作は手動で実施して
もよいし、例えばマイクロタイタートレイで系列希釈溶液を使用するように構成されたも
の等の入手可能な高スループット流体ハンドラーを使用して実施してもよい。本発明では
対象サンプルの多数のアリコートの作成及び使用を意図しているので、（例えば自動ピペ
ッターとロボットマイクロタイタートレイ操作を組込んだ）高スループット装置が好まし
い。
【００９２】
　多数の自動流体操作システムが市販されており、本発明の関連でサンプルを分画及び／
又は希釈するために使用することができる。例えば、一般に例えばロボット及び流体操作
モジュールを含む各種Ｚｙｍａｔｅシステムを利用する各種自動システムがＺｙｍａｒｋ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｚｙｍａｒｋ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｈｏｐｋｉｎｔｏｎ，ＭＡ）
から市販されている。同様に、例えばマイクロタイタートレイ操作用に各種実験室システ
ムで使用される汎用ＯＲＣＡ（登録商標）ロボットも例えばＢｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔ
ｅｒ，Ｉｎｃ．（Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）から市販されている。いずれの場合も、本
発明の方法の実施においては従来の高スループットシステムをマイクロフルイディックシ
ステムに代用又は併用することができる（例えば、従来のシステムを使用してサンプルを
マイクロタイタートレイに分注し、マイクロフルイディックシステムから材料を吸引する
ことができる）。
【００９３】
　１側面では、エマルションを作製し、サンプルアリコートがエマルション内の液滴を含
むか又は液滴から構成されるようにする。エマルションを標準熱サイクル反応により増幅
し、増幅した核酸を標準装置（例えばフローサイトメーター、顕微鏡ステーション、又は
ＣＣＤアレイ）によりエマルションの液滴内で検出することができる。
【００９４】
　マイクロフルイディックシステムは本発明に簡便に適用することができる好ましい流体
操作及び増幅技術を提供する。典型的態様では、マイクロスケールキャビティ（少なくと
も１個の寸法が約５００μＭ未満、多くの場合には約１００μＭ未満のチャネル、チャン
バー等）のネットワークを含むマイクロフルイディックデバイスにサンプルを吸引し、キ
ャビティ（例えばチャネル及び／又はチャンバー）のネットワークでサンプルを混合、希
釈、分画又は他の方法で操作する。例えば、マイクロスケールデバイスはネットワークと
流体連通しており、マイクロスケールデバイスの本体構造から外側に延びる１個以上のキ
ャピラリーを含むことができる。負圧（真空）をキャピラリーに印加し、流体を容器（例
えばマイクロタイタートレイのウェル）からネットワークに吸引する。このプロセスは多
数のサンプルをネットワークに同時に吸引して処理できるように、複数のキャピラリーチ
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ャネルを含むデバイスを使用することにより多重化することができる。あるいは、複数サ
ンプルをマイクロフルイディックデバイスに順次吸引し、同時処理及び分析のために複数
チャネルに内部で導くこともできる。乾燥サンプルとのサンプルインターフェースも例え
ばマイクロフルイディックデバイスに吸引する前にサンプルを水和するようにキャピラリ
ーから流体を部分的又は完全に排出することにより、この基本システムを使用して実施す
ることができる（一般に流体をキャピラリー先端で懸滴としてサンプルと接触させた後に
キャピラリー内に逆吸引する）。両者アプローチについては、ＵＳＰ６，４８２，３６４
（Ｐａｒｃｅら）（２００２年１１月１９日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＳＹＳＴＥＭ
Ｓ　ＩＮＣＬＵＤＩＮＧ　ＰＩＰＥＴＴＯＲ　ＥＬＥＭＥＮＴＳ；ＵＳＰ６，０４２，７
０９（Ｐａｒｃｅら）（２０００年３月２８日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＳＡＭＰＬ
ＩＮＧ　ＳＹＳＴＥＭ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ；ＵＳＰ６，２８７，５２０（Ｐａｒｃ
ｅら）（２００１年９月１１日）ＥＬＥＣＴＲＯＰＩＰＥＴＴＯＲ　ＡＮＤ　ＣＯＭＰＥ
ＮＳＡＴＩＯＮ　ＭＥＡＮＳ　ＦＯＲ　ＥＬＥＣＴＲＯＰＨＯＲＥＴＩＣ　ＢＩＡＳ及び
ＵＳＰ６，２３５，４７１（Ｋｎａｐｐら）（２００１年５月２２日）ＣＬＯＳＥＤ－Ｌ
ＯＯＰ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＡＮＡＬＹＺＥＲＳも参照されたい。利用可能な方法
を使用して原則的に任意流体操作（分画、希釈、加熱及び冷却）をネットワークで実施す
ることができる。マイクロスケールデバイスでの希釈及び分画操作に関する詳細は特許文
献に記載されており、例えばＵＳＰ６，１４９，８７０（Ｐａｒｃｅら）（２０００年１
１月２１日）ＡＰＰＡＲＡＴＵＳ　ＦＯＲ　ＩＮ　ＳＩＴＵ　ＣＯＮＣＥＮＴＲＡＴＩＯ
Ｎ　ＡＮＤ／ＯＲ　ＤＩＬＵＴＩＯＮ　ＯＦ　ＭＡＴＥＲＩＡＬＳ　ＩＮ　ＭＩＣＲＯＦ
ＬＵＩＤＩＣ　ＳＹＳＴＥＭＳ；ＵＳＰ５，８６９，００４（Ｐａｒｃｅら）（１９９９
年２月９日）ＭＥＴＨＯＤＳ　ＡＮＤ　ＡＰＰＡＲＡＴＵＳ　ＦＯＲ　ＩＮ　ＳＩＴＵ　
ＣＯＮＣＥＮＴＲＡＴＩＯＮ　ＡＮＤ／ＯＲ　ＤＩＬＵＴＩＯＮ　ＯＦ　ＭＡＴＥＲＩＡ
ＬＳ　ＩＮ　ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＳＹＳＴＥＭＳ；及びＵＳＰ６，４４０，７２
２（Ｋｎａｐｐら）（２００２年８月２７日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＤＥＶＩＣＥ
Ｓ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＯＰＴＩＭＩＺＩＮＧ　ＲＥＡＣＴＩＯＮＳが挙
げられる。混合／希釈又は分画すべきサンプル及び成分はピペッターエレメントを介する
か又は装置自体の反応成分レザバーから、又は一般にはその両者を利用してマイクロスケ
ールデバイスに導入することができる。例えば、サンプルはピペッターチャネルを介して
マイクロフルイディックデバイスに導入し、希釈し、オンデバイス希釈及び／又は試薬レ
ザバーから共通試薬を供給することができる。遺伝子座特異的試薬（例えば増幅プライマ
ー対）をデバイスのウェルに配置してもよいし、デバイスから例えばマイクロタイタープ
レートに供給してもよい（その場合にはピペッターチャネルによりアクセスすることがで
きる）。これらの任意又は全操作は連続又は停止フローフォーマットで実施することがで
きる。
【００９５】
　チップが実施する機能としては一般に反応アセンブリ（反応混合物のアセンブリ）、熱
サイクル、及びイメージング（検出）段階中の光学システムの「キュベット」としての機
能が挙げられる。反応アセンブリでは、加熱が開始する直前に一緒にした反応混合物成分
（特にマグネシウムと酵素）をアセンブルする。これは「ホットスタート」と呼ばれ、特
異性の利点を提供する。熱サイクル中に、システムは場合により一定流体運動と温度変化
の連続シーケンスの両者を提供する。イメージング中には、高データ転送速度ＣＣＤが分
散／核酸定量法を使用して十分なダイナミックレンジを提供するのに有用である。
【００９６】
　本発明の実施に使用することができる流体操作及び分析の全側面を実施する商業的シス
テムが市販されている。例えば、Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｍｏｕｎ
ｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，ＣＡ）製２５０ＨＴＳシステム及びＡＭＳ９０ＳＥが挙げられる。
これらのシステムはシリアル連続フロー様式で実験を実施し、「チップ－ワールド」イン
ターフェース、又はシッパーと呼ぶサンプルアクセルシステムを利用してマイクロウェル
プレート内の材料をチップに結合したキャピラリーにシッピングし、チップのチャネル内
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に吸引する。チャネル内で材料は対象成分と混合され、処理及び結果検出段階が実施され
る。
【００９７】
　従来の流体操作を使用するか、又はマイクロフルイディックアプローチ（又はその両者
）を使用するかに関係なく、特定結果を達成するように分画及び／又は希釈イベントを実
施することができる。例えば、サンプルを各アリコートに均等に希釈することもできるし
、あるいはサンプルを示差的に希釈することもできる（例えば希釈系列を作成することが
できる）。アリコート自体をシステムにより使用される流体操作アプローチに適した容量
とすることができ、例えば数マイクロリットル（マイクロタイタープレートの場合）から
１００ｎＬ、１０ｎＬ、更には１ｎＬ以下まで（マイクロフルイディックアプローチの場
合）のオーダーとすることができる。
【００９８】
　アリコートは高コピー数又は低コピー数の任意該当核酸をもつように選択することがで
きる（例えば低コピー数アリコートでは、５０以下、一般に２５以下、通常は１０以下、
多くの場合には５以下、２以下又は１以下の該当核酸コピー）。作成されるアリコート数
はサンプルのサイズと実施者により所望される定量情報量により異なる。例えば、希少核
酸の単純な検出が所望される場合には、アリコートの１個で核酸を検出するために十分な
低コピー数及び／又はシングルコピー数アリコートをサンプルから作成する。更に定量情
報が必要な場合には、例えば所与信頼度値が得られるように確実な統計情報を提供するた
めに十分なコピーを作成する。いずれの場合も、これはアリコート１個～１０９以上の任
意値、例えば１０、１００、１，０００、１０，０００、１００，０００、１，０００，
０００、１，０００，０００，０００以上のアリコートを含むことができる。本発明によ
り作成し、対象核酸に関して評価することができるアリコート数に理論的限界はないが、
システムのスループットとサンプルのサイズに関して実際的な考慮すべき点がある（スル
ープットが低いほど、所与時間に分析できるアリコートは少なくなり、サンプルサイズが
大きいほどサンプルから作成可能なアリコートは多くなる）。マイクロフルイディックア
プローチを使用すると、試薬使用（とそれに伴う試薬コスト）を最小限にすることができ
る。場合により増幅中を含めてサンプル及び試薬の連続フローを提供するようにシステム
をフォーマッティングすることにより、本発明のシステムは対象核酸について多数の異な
るサンプルを検索するプロセスを著しく迅速化することができる。同様に、停止フローア
プローチを使用する場合には、ＰＣＲ反応からのシグナルの同時処理を使用すると、対象
核酸についてサンプルを検索するプロセスを迅速化することができる。下記実施例では、
モデルサンプルのポアソン統計に妥当な定量情報を提供するためには希釈範囲毎に約１５
０個のアリコートで十分であった。当然のことながら、本発明の方法ではもっと少ないア
リコートを使用することもできる。
【００９９】
　本発明の態様の多くでは、サンプル中の該当核酸の希少性（及び選択される希釈度）に
よりアリコートの多くが対象核酸のゼロコピーをもつことに留意すべきである。これは連
続フロー分析システムでは検出に問題なく、流速を使用して対象核酸の検出前に検出器を
通過したアリコート（未検出）数を計算することができる。不連続フローシステム（例え
ばマイクロウェルプレートシステム）では、単にブランク反応（増幅産物を含まないウェ
ル）をカウントし、対象核酸の増幅頻度を決定することができる。いずれにせよ、１～１
０６以上の任意数のゼロコピー反応混合物をシステムにより作成及び評価することができ
、例えば約１０、２５、５０、１００、５００、１，０００、１０，０００、１００，０
００、又は１，０００，０００以上のゼロコピー反応混合物を対象核酸の検出プロセスで
検出することができる。同様に、対象核酸以外の付加核酸（例えば対照、又は該当遺伝子
座特異的試薬により同様に増幅される対象核酸の代替対立遺伝子）もシステムにより検出
することができる（又は検出することができない）。システムにおけるこのような代替核
酸と対象核酸の比率は１未満～１０９以上、例えば１倍、１０倍、１００倍、１，０００
倍、１０，０００倍、１００，０００倍、１，０００，０００倍、１，０００，０００，
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０００倍以上とすることができる。
【０１００】
　更に、本発明の実施例と図面に実証するように、連続フローフォーマットは驚くほど効
率的なシステムであり、システムに投入する単分子の高比率が増幅される。この効率は例
えば細菌戦又は伝染病検出用途で非常に希少な分子が存在する場合にこのような分子を確
実に検出するのに有用である。高効率の証拠は本発明の実施例、表及び図面に示す。一般
に、本発明のシステムを使用すると、対象サンプル中に存在するか、又は増幅するアリコ
ート集団中に存在する希少分子の少なくとも９０％、一般には９５％、多くの場合には９
９％以上を増幅することができる。効率係数はシグナルデータのより正確な定量的解釈に
数式を調整するように例えば経験的に決定することができる。
【０１０１】
　（アリコート増幅）
　本発明の方法はサンプル又はアリコートからの対象核酸の１個以上の配列と、場合によ
り、１個以上の付加核酸を増幅する段階を含む。一般に、核酸長の解釈を可能にするよう
に対象核酸の２個以上の配列を別個の位置で増幅する。利用可能な任意増幅法を使用する
ことができ、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＬＣＲ、及び／又は各種ＲＮＡ増幅法の任意のもの
が挙げられる。本発明の方法で対象核酸を増幅するのに好ましい増幅法はＰＣＲ、ＲＴ－
ＰＣＲ及びＬＣＲである。増幅した核酸の検出を容易にするために（例えばＴａｑＭａｎ
（登録商標）プローブ又は分子ビーコンプローブによる）リアルタイムＰＣＲ及び／又は
ＲＴ－ＰＣＲを使用することもできる。
【０１０２】
　当業者は一般にこれらの増幅法の詳細を熟知していると予想される。これらの増幅法に
関する詳細は例えばいずれも前出のＳａｍｂｒｏｏｋ（２０００）；Ａｕｓｕｂｅｌ（２
００２）及びＩｎｎｉｓ（１９９０）に記載されている。その他の詳細はＰＣＲ：Ａ　Ｐ
ｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｔｈｅ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ
　Ｓｅｒｉｅｓ）Ｑｕｉｒｋｅら（編）．（１９９２）Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　Ｐｒｅｓｓ刊に記載されている。
【０１０３】
　ＰＣＲの各種応用に関するその他の詳細も文献に記載されている。例えば、植物におけ
る核酸増幅に関する詳細は例えばＰｌａｎｔ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（１
９９３）Ｃｒｏｙ（編）ＢＩＯＳ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｉｎ
ｃ．に記載されている。同様に、癌検出のためのＰＣＲに関するその他の詳細も各種文献
に記載されており、例えばＢｅｒｎａｒｄ　ａｎｄ　Ｗｉｔｔｗｅｒ（２００２）“Ｒｅ
ａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ｆｏｒ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓ”Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４８（８）：１１７８－１１８５
；Ｐｅｒｏｕら（２０００）“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｏｒｔｒａｉｔｓ　ｏｆ　ｈｕｍ
ａｎ　ｂｒｅａｓｔ　ｔｕｍｏｒｓ”Ｎａｔｕｒｅ　４０６：７４７－５２；ｖａｎ’ｔ
　Ｖｅｅｒら（２００２）“Ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｐ
ｒｅｄｉｃｔｓ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｏｕｔｃｏｍｅ　ｏｆ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅ
ｒ”Ｎａｔｕｒｅ　４１５：５３０－６；Ｒｏｓｅｎｗａｌｄら（２００１）“Ｒｅｌａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ　ｔｏ　ｉｍｍ
ｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｉｎ　Ｂ　ｃｅｌｌ　
ｃｈｒｏｎｉｃ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ”Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　１
９４：１６３９－４７；Ａｌｉｚａｄｅｈら（２０００）“Ｄｉｓｔｉｎｃｔ　ｔｙｐｅ
ｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｕｓｅ　ｌａｒｇｅ　Ｂ－ｃｅｌｌ　ｌｙｍｐｈｏｍａ　ｉｄｅｎｔ
ｉｆｉｅｄ　ｂｙ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ”Ｎａｔｕｒ
ｅ　４０３：５０３－１１；Ｇａｒｂｅｒら（２００１）“Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　
ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｌｕｎｇ”Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ　９８：１３７８４－
９；Ｔｉｒｋｋｏｎｅｎら（１９９８）“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃ



(32) JP 2008-502325 A 2008.1.31

10

20

30

40

50

ｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍａｒｙ　ｂｒｅａｓｔ　ｃａｎｃｅｒ　ｂｙ　ＣＧＨ”Ｇｅｎｅｓ　
Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　２１：１７７－８４；Ｗａｔａｎａｂｅら（２
００１）“Ａ　ｎｏｖｅｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｔ　１７ｑ２１－２３　ｉ
ｎ　ｏｖａｒｉａｎ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ　ｇｅｎｏｍｉｃ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ”Ｇｙｎｅｃｏ
ｌ　Ｏｎｃｏｌ　８１：１７２－７、及び他の多くの文献が挙げられる。
【０１０４】
　（分子ビーコン）
　１側面では、例えば分子ビーコン又はＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを使用して本
明細書に記載の各種アリコート又は反応混合物でリアルタイムＰＣＲを実施する。分子ビ
ーコン（ＭＢ）は適切なハイブリダイゼーション条件下でステム及びループ構造と自己ハ
イブリダイズするオリゴヌクレオチド又はＰＮＡである。ＭＢはオリゴヌクレオチド又は
ＰＮＡの末端にラベルとクエンチャーをもつので、分子内ハイブリダイゼーションを可能
にする条件下でラベルは一般にクエンチャーによりクエンチされる（又は少なくともその
蛍光が変化する）。ＭＢが分子内ハイブリダイゼーションを示さない条件下（例えば増幅
中にターゲット核酸、例えばアンプリコンの領域と結合している場合）では、ＭＢラベル
はクエンチされない。
【０１０５】
　ＭＢの標準作製及び使用方法に関する詳細は文献周知であり、ＭＢは多数の試薬メーカ
ーから入手可能である。例えばＬｅｏｎｅら（１９９５）“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａ
ｃｏｎ　ｐｒｏｂｅｓ　ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｂ
ｙ　ＮＡＳＢＡ　ｅｎａｂｌｅ　ｈｏｍｏｇｅｎｏｕｓ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｄｅｔｅ
ｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＮＡ．”Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２６：２１５０－
２１５５；Ｔｙａｇｉ　ａｎｄ　Ｋｒａｍｅｒ（１９９６）“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅ
ａｃｏｎｓ：ｐｒｏｂｅｓ　ｔｈａｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ　ｕｐｏｎ　ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚａｔｉｏｎ”Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：３０３－３０８；Ｂ
ｌｏｋ　ａｎｄ　Ｋｒａｍｅｒ（１９９７）“Ａｍｐｌｉｆｉａｂｌｅ　ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚａｔｉｏｎ　ｐｒｏｂｅｓ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ａ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｓｗｉ
ｔｃｈ”Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ　１１：１８７－１９４；Ｈｓｕｉｈら（１９
９７）“Ｎｏｖｅｌ，ｌｉｇａｔｉｏｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ＰＣＲ　ａｓｓａｙ　ｆ
ｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　ｉｎ　ｓｅｒｕｍ”Ｊ　Ｃ
ｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　３４：５０１－５０７；Ｋｏｓｔｒｉｋｉｓら（１９９８
）“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ：ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　
ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ａｌｌｅｌｅｓ”Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７９：１２２８－１２２９；Ｓ
ｏｋｏｌら（１９９８）“Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ：Ｒ
ＮＡ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ”Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９５：１１５３８－１１５４３；Ｔｙａｇｉら（
１９９８）“Ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ　ｆｏｒ　ａ
ｌｌｅｌｅ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ”Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　１６：４９－５３；Ｂｏｎｎｅｔら（１９９９）“Ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ　ｂ
ａｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ｓｔｒｕ
ｃｔｕｒｅｄ　ＤＮＡ　ｐｒｏｂｅｓ”Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ
．Ａ．９６：６１７１－６１７６；Ｆａｎｇら（１９９９）“Ｄｅｓｉｇｎｉｎｇ　ａ　
ｎｏｖｅｌ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎ　ｆｏｒ　ｓｕｒｆａｃｅ－ｉｍｍｏｂ
ｉｌｉｚｅｄ　ＤＮＡ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｓｔｕｄｉｅｓ”Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｓｏｃ．１２１：２９２１－２９２２；Ｍａｒｒａｓら（１９９９）“Ｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｘ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｖａｒｉ
ａｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ”Ｇｅｎｅｔ．Ａｎａｌ
．Ｂｉｏｍｏｌ．Ｅｎｇ．１４：１５１－１５６；及びＶｅｔら（１９９９）“Ｍｕｌｔ
ｉｐｌｅｘ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ｒｅｔｒｏ
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ｖｉｒｕｓｅｓ　ｕｓｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ”Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９６：６３９４－６３９９も参照されたい。ＭＢ作
製及び使用に関するその他の詳細は特許文献にも記載されており、例えばＵＳＰ５，９２
５，５１７（１９９９年７月２０日）（Ｔｙａｇｉら）発明の名称“Ｄｅｔｅｃｔａｂｌ
ｙ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｄｕａｌ　ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔ
ｉｄｅ　ｐｒｏｂｅｓ，ａｓｓａｙｓ　ａｎｄ　ｋｉｔｓ”；ＵＳＰ６，１５０，０９７
（Ｔｙａｇｉら）（２０００年１１月２１日）発明の名称“Ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｂｅｓ　ｈａｖｉｎｇ　ｎｏｎ－ＦＲＥＴ　ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ　ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ　ａｎｄ　ｋｉｔｓ　ａｎｄ　ａｓｓａｙｓ　ｉｎｃｌ
ｕｄｉｎｇ　ｓｕｃｈ　ｐｒｏｂｅｓ”及びＵＳＰ６，０３７，１３０（Ｔｙａｇｉら）
（２０００年３月１４日）発明の名称“Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ－ｓｈｉｆｔｉｎｇ　ｐｒ
ｏｂｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　ａｓｓａｙｓ
　ａｎｄ　ｋｉｔｓ”が挙げられる。
【０１０６】
　ＭＢは例えばＰＣＲ、ＬＣＲ又は他の核酸増幅反応中等のリアルタイムを含めて核酸を
検出及び定量するための確実な試薬である（例えばＭＢはターゲットの形成に伴って検出
するために使用することができる）。各種メーカーが標準及び注文分子ビーコンを製造し
ており、例えばＣｒｕａｃｈｅｍ（ｃｒｕａｃｈｅｍ．ｃｏｍ）、Ｏｓｗｅｌ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｌｔｄ．（ＵＫ；ｏｓｗｅｌ．ｃｏｍ）、Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎの１部門，Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ　ＡＬ（
ｒｅｓｇｅｎ．ｃｏｍ））、ｔｈｅ　Ｍｉｄｌａｎｄ　Ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ　Ｒｅａｇｅ
ｎｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｉｄｌａｎｄ，ＴＸ　ｍｃｒｃ．ｃｏｍ）及びＧｏｒｉｌｌａ
　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，ＬＬＣ（Ａｌａｍｅｄａ，ＣＡ）が挙げられる。分子ビーコンを利
用する各種キットも市販されており、例えばＳｔｒａｔａｇｅｎｅ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，
ＣＡ）製品Ｓｅｎｔｉｎｅｌ（登録商標）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎ　Ａｌｌｅ
ｌｉｃ　Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ　Ｋｉｔｓや、Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ　ＳＡ（ペ
ルギー，ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ．ｃｏｍ）とＩｓｏｇｅｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　ＢＶ
（オランダ，ｉｓｏｇｅｎ．ｃｏｍ）の各種キットが挙げられる。
【０１０７】
　ＭＢ成分（例えばフルオロフォアやクエンチャーで標識されたものを含むオリゴ）は従
来方法を使用して合成することができる。例えば、オリゴ又はペプチド核酸（ＰＮＡ）は
標準方法を使用して市販自動オリゴヌクレオチド／ＰＮＡ合成器で合成することができる
。自動合成中又は従来記載されている合成後反応によりオリゴ又はＰＮＡにラベルを付け
ることができる。例えばＴｙａｇｉ　ａｎｄ　Ｋｒａｍｅｒ（１９９６）“Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ：ｐｒｏｂｅｓ　ｔｈａｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ　ｕｐｏｎ　ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ”Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：３０３
－３０８並びにＵＳＰ６，０３７，１３０（Ｔｙａｇｉら）（２０００年３月１４日）発
明の名称“Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ－ｓｈｉｆｔｉｎｇ　ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｉｍ
ｅｒｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｕｓｅ　ｉｎ　ａｓｓａｙｓ　ａｎｄ　ｋｉｔｓ”及びＵ
．Ｓ．Ｐａｔ．Ｎｏ．５，９２５，５１７（１９９９年７月２０日）（Ｔｙａｇｉら）発
明の名称“Ｄｅｔｅｃｔａｂｌｙ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｄｕａｌ　ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏ
ｎ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｏｂｅｓ，ａｓｓａｙｓ　ａｎｄ　ｋｉｔｓ
”参照。機能化オリゴの合成に関するその他の詳細はＮｅｌｓｏｎら（１９８９）“Ｂｉ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｓｙｎｔｈｅ
ｓｉｚｅｄ　Ｕｓｉｎｇ　Ａ　Ｎｏｖｅｌ　ＣＰＧ　Ｓｕｐｐｏｒｔ　Ａｒｅ　Ａｂｌｅ
　Ｔｏ　Ｄｅｔｅｃｔ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｂａｓｅ　Ｐａｉｒ　Ｍｕｔａｔｉｏｎｓ”Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　１７：７１８７－７１９４に記載されてい
る。ラベル／クエンチャーは例えばクエンチャー（例えば４－ジメチルアミノアゾベンゼ
ン－４’－スルホニル部分（ＤＡＢＳＹＬ））を導入するには例えば細孔径を制御したガ
ラスカラムを使用することによりオリゴヌクレオチドＰＮＡに導入することができる。例
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えば、クエンチャーは自動合成中にオリゴヌクレオチドの３’末端に付加することができ
；結合部位が第１級アミノ基である場合には４－（４’－ジメチルアミノフェニルアゾ）
安息香酸のスクシンイミジルエステル（ＤＡＢＣＹＬ）を使用することができ；結合部位
がスルフヒドリル基である場合には４－ジメチルアミノフェニルアゾフェニル－４’－マ
レイミド（ＤＡＢＭＩ）を使用することができる。同様に、ヌクレオシドをフルオレセイ
ンで置換するフルオレセインホスホロアミダイトを使用するか、又はスペーサーによりチ
ミジン環にフルオレセイン部分を導入するフルオレセインｄＴホスホロアミダイトを使用
してフルオレセインをオリゴに導入することができる。フルオレセイン部分を末端位置に
結合するためには、ヨードアセトアミドフルオレセインをスルフヒドリル基に結合するこ
とができる。自動合成中に５’－テトラクロロ－フルオレセインホスホロアミダイトを使
用してテトラクロロフルオレセイン（ＴＥＴ）を導入することができる。他の反応性フル
オロフォア誘導体と夫々の結合部位としてはアミノ基と結合した５－カルボキシローダミ
ン－６Ｇ（ＲＨＤ）のスクシンイミジルエステル；スルフヒドリル基と結合したテトラメ
チルローダミンのヨードアセトアミド；アミノ基と結合したテトラメチルローダミンのイ
ソチオシアネート；又はスルフヒドリル基と結合したテキサスレッドのスルホニルクロリ
ドが挙げられる。これらの標識成分の合成中に、共役したオリゴヌクレオチド又はＰＮＡ
を所望により例えば高圧液体クロマトグラフィー又は他の方法により精製することができ
る。
【０１０８】
　（ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ）
　本発明によると、二重標識蛍光発生オリゴヌクレオチドプローブ、通称「ＴａｑＭａｎ
（登録商標）プローブ」を使用するＰＣＲ定量を実施することができる。これらのプロー
ブは２種の異なる蛍光色素で標識された短い（例えば２０～２５塩基）オリゴデオキシヌ
クレオチドから構成される。各プローブの５’末端にはレポーター色素が配置され、各プ
ローブの３’末端にはクエンチ色素が配置される。オリゴヌクレオチドプローブ配列はＰ
ＣＲアンプリコンに存在する内部ターゲット配列と相補的にすることができる。プローブ
が無傷の場合には、２種のフルオロフォア間でエネルギー移動が生じ、レポーターからの
発光がクエンチャーによりクエンチされる（蛍光共鳴エネルギー移動ないしＦＲＥＴ）。
ＰＣＲの伸長段階中に、プローブは反応で使用されるポリメラーゼの５’ヌクレアーゼ活
性により開裂し、オリゴヌクレオチド－クエンチャーからレポーターが放出され、レポー
ター発光強度が増加する。
【０１０９】
　従って、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブはラベルとクエンチャーをもつオリゴヌク
レオチドであり、ラベルは増幅で使用されるポリメラーゼのエキソヌクレアーゼ作用によ
りハイブリダイゼーション後と増幅中に放出される。こうして合成中に増幅のリアルタイ
ム測定が行われる。各種ＴａｑＭａｎ（登録商標）試薬が例えばＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ（本社Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）や、Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（例えばブラックホールクエンチャープローブ）等の各種専門メーカ
ーから市販されている。
【０１１０】
　（一般プローブ合成法）
　一般に、プローブ、分子ビーコン、ＰＮＡ、ＬＮＡ（ロックト核酸）等のオリゴヌクレ
オチドを作製するための合成方法は周知である。例えば、オリゴヌクレオチドは例えばＮ
ｅｅｄｈａｍ－ＶａｎＤｅｖａｎｔｅｒら（１９８４）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．，１２：６１５９－６１６８に記載されているように例えば市販自動合成器を使用
してＢｅａｕｃａｇｅ　ａｎｄ　Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ（１９８１），Ｔｅｔｒａｈｅｄｒ
ｏｎ　Ｌｅｔｔｓ．，２２（２０）：１８５９－１８６２に記載の固相ホスホロアミダイ
トトリエステル法に従って化学的に合成することができる。修飾オリゴヌクレオチドを含
むオリゴヌクレオチドも当業者に公知の各種メーカーに注文することができる。多数のオ
リゴ合成サービス業者があるので、これは広く利用可能な技術である。Ｔｈｅ　Ｍｉｄｌ
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ａｎｄ　Ｃｅｒｔｉｆｉｅｄ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｃｏｍｐａｎｙ（ｍｃｒｃ＠ｏｌｉｇｏ
ｓ．ｃｏｍ）、Ｔｈｅ　Ｇｒｅａｔ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｇｅｎｅ　Ｃｏｍｐａｎｙ（ｗ
ｗｗ．ｇｅｎｃｏ．ｃｏｍ）、ＥｘｐｒｅｓｓＧｅｎ　Ｉｎｃ．（ｗｗｗ．ｅｘｐｒｅｓ
ｓｇｅｎ．ｃｏｍ）、Ｏｐｅｒｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．（Ａｌａｍｅ
ｄａ，ＣＡ）及び他の多くのメーカー等の任意メーカーに任意核酸を注文することができ
る。同様に、ＰＮＡもＰｅｐｔｉｄｏＧｅｎｉｃ（ｐｋｉｍ＠ｃｃｎｅｔ．ｃｏｍ）、Ｈ
ＴＩ　Ｂｉｏ－ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｉｎｃ．（ｗｗｗ．ｈｔｉｂｉｏ．ｃｏｍ）、ＢＭＡ
　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ　Ｌｔｄ（Ｕ．Ｋ．）、Ｂｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｉｎｃ
．及び他の多くのメーカー等の任意メーカーに注文することができる。
【０１１１】
　（マイクロフルイディックシステムにおける増幅）
　ＰＣＲ及び他の増幅反応を実施する多数の高スループットアプローチが開発されており
、例えばマイクロフルイディックデバイスでの増幅反応や、前記デバイス内又はデバイス
上で増幅核酸を検出及び分析する方法が挙げられる。このような技術に関する詳細は例え
ば技術及び特許文献に記載されており、例えばＫｏｐｐら（１９９８）“Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ：Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ　Ｆｌｏｗ　ＰＣＲ　ｏｎ　ａ
　Ｃｈｉｐ”Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８０（５３６６）：１０４６；ＵＳＰ６，４４４，４６
１（Ｋｎａｐｐら）（２００２年９月３日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＤＥＶＩＣＥＳ
　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＳＥＰＡＲＡＴＩＯＮ；ＵＳＰ６，４０６，８９３
（Ｋｎａｐｐら）（２００２年６月１８日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＭＥＴＨＯＤＳ
　ＦＯＲ　ＮＯＮ－ＴＨＥＲＭＡＬ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩ
ＯＮＳ；ＵＳＰ６，３９１，６２２（Ｋｎａｐｐら）（２００２年５月２１日）ＣＬＯＳ
ＥＤ－ＬＯＯＰ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＡＮＡＬＹＺＥＲＳ；ＵＳＰ６，３０３，３
４３（Ｋｏｐｆ－Ｓｉｌｌ）（２００１年１０月１６日）ＩＮＥＦＦＩＣＩＥＮＴ　ＦＡ
ＳＴ　ＰＣＲ；ＵＳＰ６，１７１，８５０（Ｎａｇｌｅら）（２００１年１月９日）ＩＮ
ＴＥＧＲＡＴＥＤ　ＤＥＶＩＣＥＳ　ＡＮＤ　ＳＹＳＴＥＭＳ　ＦＯＲ　ＰＥＲＦＯＲＭ
ＩＮＧ　ＴＥＭＰＥＲＡＴＵＲＥ　ＣＯＮＴＲＯＬＬＥＤ　ＲＥＡＣＴＩＯＮＳ　ＡＮＤ
　ＡＮＡＬＹＳＥＳ；ＵＳＰ５，９３９，２９１（Ｌｏｅｗｙら）（１９９９年８月１７
日）ＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　ＭＥＴＨＯＤ　ＦＯＲ　ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤ　Ａ
ＭＰＬＩＦＩＣＡＴＩＯＮ；ＵＳＰ５，９５５，０２９（Ｗｉｌｄｉｎｇら）（１９９９
年９月２１日）ＭＥＳＯＳＣＡＬＥ　ＰＯＬＹＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥ　ＡＭＰＬＩＦＩＣ
ＡＴＩＯＮ　ＤＥＶＩＣＥ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤ；ＵＳＰ５，９６５，４１０（Ｃｈｏ
ｗら）（１９９９年１０月１２日）ＥＬＥＣＴＲＩＣＡＬ　ＣＵＲＲＥＮＴ　ＦＯＲ　Ｃ
ＯＮＴＲＯＬＬＩＮＧ　ＦＬＵＩＤ　ＰＡＲＡＭＥＴＥＲＳ　ＩＮ　ＭＩＣＲＯＣＨＡＮ
ＮＥＬＳ；Ｓｅｒｖｉｃｅ（１９９８）“Ｍｉｃｒｏｃｈｉｐｓ　Ａｒｒａｙｓ　Ｐｕｔ
　ＤＮＡ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｓｐｏｔ”Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８２：３９６－３９９），Ｚｈ
ａｎｇら（１９９９）“Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ａｎｄ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｓｙｓｔ
ｅｍ　ｆｏｒ　Ｈｉｇｈ－Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　ＤＮＡ　Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　Ｄｉ
ｒｅｃｔｌｙ　ｆｒｏｍ　Ｂｌｏｏｄ”Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７１：１１３８－１１４５
及び他の多くの文献が挙げられる。
【０１１２】
　例えば、ＵＳＰ６，３９１，６２２（Ｋｎａｐｐら）（２００２年５月２１日）ＣＬＯ
ＳＥＤ－ＬＯＯＰ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＣＡＬ　ＡＮＡＬＹＺＥＲＳとその引用文献は試薬
保存システムにアクセスすることができると共にマイクロフルイディックシステムで各種
方法の任意のものによりＰＣＲ又は他の増幅反応を実施することができるマイクロフルイ
ディックエレメントを含むシステムを記載している。例えば、マイクロフルイディックシ
ステムは材料を本体構造内に吸引するためにマイクロフルイディックシステムの本体構造
から外側に延びる１個以上のキャピラリーをもつことができる。本体構造内のマイクロフ
ルイディックキャビティ（少なくとも１個の寸法が約５００ミクロン未満、一般に約１０
０ミクロン未満のチャネル、チャンバー等）で増幅反応が実施される。本体構造から外側
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に延びるキャピラリーは例えば真空又は電気浸透力の印加により流体をキャピラリー内に
吸引することにより標準試薬保存エレメント（マイクロタイタープレート等）にアクセス
することができる。同様に、キャピラリーは流体を部分的又は完全に排出してライブラリ
ーメンバーを再水和した後に再水和流体をキャピラリーに逆吸引することにより基板上の
乾燥試薬ライブラリー（例えばＣａｌｉｐｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ製品Ｌｉｂｒ
ａｒｙＣａｒｄ（登録商標）試薬アレイ）にアクセスすることができる。例えば、キャピ
ラリーは流体を部分的に排出してキャピラリー上に懸滴を形成した後に、水和すべき材料
と接触させることができる。その後、懸滴中の材料をキャピラリー内に逆吸引する。いず
れの場合も、分子ビーコン又はＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを該当増幅反応に組込
み、マイクロフルイディックデバイスで検出してリアルタイムＰＣＲ検出を行うことがで
きる。あるいは、例えばハイブリダイズしたプローブからハイブリダイズしなかったプロ
ーブを分離する分離操作前又は後に標識プローブにハイブリダイズさせる等の従来方法に
よりＰＣＲアンプリコンを検出することができる。例えば、マイクロスケールデバイスの
チャネルで電気泳動分離を実施することができる。
【０１１３】
　（従来の高スループットシステム）
　代替態様では、標準流体処理アプローチをマイクロフルイディックアプローチに代用又
は併用する。本発明に関連する希釈又は他の操作と同様に標準反応容器（例えばマイクロ
タイタープレート）でＰＣＲを実施することができる。マイクロフルイディック以外の流
体操作アプローチ用として各種高スループットシステムが入手可能である（一般に数個の
反応チャンバーを含むプレート、例えば９６ウェル、３８４ウェル又は１５３６ウェルマ
イクロタイタープレートを要する）。これらのアプローチは流体処理操作を実施するため
に従来のロボットを使用することができ、増幅反応を実施するために従来の市販サーモサ
イクラーを使用することができる。自動流体操作システムについては上記参照。
【０１１４】
　（増幅した核酸の検出）
　本発明では増幅した核酸を検出するために利用可能な任意方法を使用することができる
。一般的なアプローチとしては分子ビーコン又はＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブによ
るリアルタイム増幅検出、インターカレーション型色素（臭化エチジウム又はサイバーグ
リーン）の検出、例えば取込まれなかったラベルから増幅産物の電気泳動分離後に増幅プ
ローブ又は増幅した核酸自体に取込まれたラベルの検出、及び／又は核酸と結合する二次
試薬の検出が挙げられる。これらの一般アプローチの詳細は本明細書に引用する文献、例
えばＳａｍｂｒｏｏｋ（２０００）、Ａｕｓｕｂｅｌ（２００２）、及びリアルタイムＰ
ＣＲ検出に関連する本明細書のセクションで引用する文献に記載されている。核酸を標識
するための付加標識ストラテジー及び対応する検出ストラテジーは例えばＨａｕｇｌａｎ
ｄ（１９９６）Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎ
ｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，第６版，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ，Ｉｎｃ．（Ｅｕｇｅｎｅ　ＯＲ）；又はＨａｕｇｌａｎｄ（２００１）Ｈａｎｄｂｏ
ｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈ
ｅｍｉｃａｌｓ，第８版，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｅｕｇｅｎｅ
　ＯＲ）（ＣＤ　ＲＯＭ版）に記載されている。
【０１１５】
　増幅した核酸（アンプリコン）は均質（実質的に未分離）反応混合物又は溶液（例えば
分子ビーコン又はＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブを使用）中で検出することもできる
し、（例えば電気泳動による）分離中又は分離後に検出することもできる。これらのスト
ラテジーの詳細は上記文献に記載されている。
【０１１６】
　本発明では増幅と検出は一般にマイクロフルイディックデバイスを含むシステムに統合
される。核酸を検出するための検出部材を含む入手可能なマイクロフルイディックシステ
ムとしてはＣａｌｉｐｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ，
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ＣＡ）製２５０ＨＴＳシステム及びＡＭＳ９０ＳＥや、Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００バイオ
アナライザー（Ａｇｉｌｅｎｔ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）が挙げられる。検出（及び
分離／検出）機能を含むシステムに関するその他の詳細は例えば上記文献やＰａｒｃｅら
“Ｈｉｇｈ　Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　Ａｓｓａｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃａｌｅ　Ｆｌｕｉｄｉｃ　Ｄｅｖｉｃｅｓ”ＷＯ　９８／００２
３１等の特許文献に詳細に記載されている。
【０１１７】
　一般に、本発明の装置は場合により例えば蛍光、燐光、放射能、ｐＨ、電荷、吸光度、
発光、温度、磁気等を検出するシグナル検出器を含む。増幅した核酸の検出には蛍光検出
が特に好ましく、一般に使用される（他方、アンプリコンで上流及び／又は下流操作を実
施することができ、その場合には質量分析やサイズ排除等の他の検出方法を要する場合も
ある）。
【０１１８】
　検出器は場合により増幅反応及び／又はハイブリダイゼーション反応からの１又は複数
のシグナルをモニターする。例えば、検出器は「リアルタイム」増幅アッセイ結果に対応
する光学シグナルをモニターすることができる。検出器は単一型のシグナルをモニターす
ることもできるし、例えば複数の異なるシグナルを同時にモニターすることもできる。
【０１１９】
　検出器の例としては光電子増倍管、分光光度計、ＣＣＤアレイ、走査型検出器、顕微鏡
、ガルボスキャナー及び／又は同等物が挙げられる。検出可能なシグナルを発生するアン
プリコン又は他の成分を検出器に通過させてもよいし、増幅反応の部位に対して検出器を
移動させてもよい（あるいは、検出器は例えばＣＣＤアレイのようにチャネル領域、又は
マイクロタイターウェルに対応する多数の空間位置を同時にモニターすることができる）
。本発明の検出器は例えばマイクロフルイディックデバイスの１個以上の検出領域に流入
する本発明の核酸に関連するプローブからシグナルを検出することができる。
【０１２０】
　検出器は例えば検出器シグナル情報をアッセイ結果情報（例えば対象核酸の存在、対象
核酸長、対象核酸長の比率、及び／又は疾患状態との相関）等に変換するためのソフトウ
ェアをもつコンピューター（又は他の論理装置）を含むか又はこれに作動的に連結するこ
とができる。
【０１２１】
　シグナルは場合により例えば既知ソースからのシグナルをモニターすることによりマイ
クロフルイディックシステムを校正することにより校正される。例えば、シグナルは参照
光源、内部参照シグナルに対して校正することもできるし、バックグラウンドを上回る陽
性シグナルを検出するように標準化することもできる。
【０１２２】
　マイクロフルイディックシステムはシステムでシグナルをモニターするために複数の異
なる検出システムを利用することもできる。本発明の検出システムは特定チャネル領域（
又は他の反応検出領域）で材料を検出及びモニターするために使用される。チャネルで任
意細胞又は液滴の流速と速度が検出されたら、場合によりセンサーにより測定し、上記の
ように制御することができる。
【０１２３】
　本発明の方法及びシステムで有用な検出システムの例としては光学センサー、温度セン
サー、圧力センサー、ｐＨセンサー、導電率センサー等が挙げられる。これらの型のセン
サーは各々本明細書に記載するマイクロフルイディックシステムに容易に組込まれる。こ
れらのシステムにおいて、このような検出器は検出器がデバイス、チャネル、又はチャン
バーとセンサー接続するように、マイクロフルイディックデバイス又はデバイスの１個以
上のチャネル、チャンバーもしくは導管の内側又はこれに隣接して配置することができる
。本明細書で使用する特定領域又はエレメントの「センサー接続」なる用語は一般に検出
器がその目的であるマイクロフルイディックデバイスの特性、マイクロフルイディックデ
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バイスの一部、又はマイクロフルイディックデバイスの一部の内容物を検出できるような
位置に検出器を配置することを意味する。例えば、マイクロスケールチャネルとセンサー
接続するように配置されたｐＨセンサーはこのチャネル内に配置された流体のｐＨを測定
することができる。同様に、マイクロフルイディックデバイスの本体とセンサー接続する
ように配置された温度センサーはデバイス自体の温度を測定することができる。
【０１２４】
　特に好ましい検出システムとしては本明細書に記載するマイクロフルイディックシステ
ムに組込まれたマイクロフルイディックデバイスのチャネル及び／又はチャンバー内の材
料の光学的性質を検出するための光学検出システムが挙げられる。このような光学検出シ
ステムは一般にマイクロフルイディックデバイスのマイクロスケールチャネルに隣接して
配置され、デバイスのチャネル又はチャンバーを横切って配置された光学検出窓を介して
チャネルとセンサー接続している。光学検出システムとしては、チャネル内で材料からの
発光された光、材料の透過率又は吸光度、及び材料のスペクトル特性を測定することが可
能なシステムが挙げられる。好ましい側面では、検出器は蛍光又は化学発光材料等の材料
からの発光量を測定する。従って、検出システムは一般に検出窓を透過した光シグナルを
集光し、このシグナルを適当な光検出器に伝達するための集光光学素子を含む。変動倍率
、視野直径、及び焦点距離の顕微鏡対物レンズがこの光学素子列の少なくとも一部として
容易に利用される。光検出器は場合により分光光度計、フォトダイオード、アバランシェ
フォトダイオード、光電子増倍管、ダイオードアレイ、又は場合によっては例えば電荷結
合デバイス（ＣＣＤ）等のイメージングシステム等である。検出システムは一般に検出さ
れた光データを分析、保存及びデータ操作のためにコンピューターに伝達するためにアナ
ログ－デジタル又はデジタル－アナログコンバーターを介してコンピューターに連結され
ている。
【０１２５】
　標識アンプリコン等の蛍光材料の場合には、検出器は一般に蛍光材料を活性化するのに
適した波長で光を発生する光源と、検出窓を介して光源をチャネル又はチャンバーに含ま
れる材料に誘導するための光学素子を含む。光源は適当な波長を提供する任意数の光源と
することができ、レーザー、レーザーダイオード、及びＬＥＤが挙げられる。他の検出シ
ステムでは他の光源が使用される。例えば、光散乱／透過率検出スキーム等では広帯域光
源が一般に使用される。一般に、光選択パラメーターは当業者に周知である。
【０１２６】
　検出器は別個のユニットとして存在することができるが、システム又はマイクロフルイ
ディックデバイスと共に単一機器に統合することもできる。これらの機能を単一ユニット
に統合すると、コントローラー、検出器及びコンピューター間に情報を伝達するために少
数又は単一の通信ポートを使用することにより、これらの機器とコンピューターの接続が
容易になる。
【０１２７】
　（対象核酸のカウント及び統計分析）
　本発明の１つの特徴はサンプル中の希少（及び他の）核酸を確実に定量できることであ
る。この確実な定量によりサンプルの統計的又は確率論的分析が可能になる。例えば、ポ
アソン分析、モンテカルロ分析、遺伝子アルゴリズムの適用、ニューラルネットワークト
レーニング、マルコフモデリング、隠れマルコフモデリング、多次元スケーリング、部分
最小二乗（ＰＬＳ）分析、又は主成分分析（ＰＣＡ）をいずれも本発明により作成したデ
ータに適用することができる。これらの統計評価を使用し、例えばサンプル中の所与核酸
の濃度、存在度、又は核酸長比率を決定し、存在度又は比率を関連する診断又は予後に相
関させることができる。
【０１２８】
　データの作成及び分析方法と他の関連概念の理解に有用な一般文献としては、Ｎｅｉｌ
　Ｗｅｉｓｓ（１９９９）Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｏｒｙ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　＆　Ｅｌ
ｅｍｅｎｔａｒｙ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ，第５版，ＩＳＢＮ：０２０１４３４４９０；
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Ｂｅｒｉｎｓｔｅｉｎ（１９９８）Ｆｉｎｄｉｎｇ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　Ｏｎｌｉｎ
ｅ：Ｈｏｗ　ｔｏ　Ｌｏｃａｔｅ　ｔｈｅ　Ｅｌｕｓｉｖｅ　Ｎｕｍｂｅｒｓ　Ｙｏｕ　
Ｎｅｅｄ．Ｍｅｄｆｏｒｄ，ＮＪ：Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｔｏｄａｙ；Ｅｖｅｒｉｔ
ｔ，（１９９８）Ｔｈｅ　Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　Ｓｔａｔ
ｉｓｔｉｃｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ；Ｋｏｔｚ（１９８８）．Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａ
ｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，ｖｏｌ．１－９　ｐｌｕｓ　ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｓ　Ｎｅｗ　
Ｙｏｒｋ：Ｗｉｌｅｙ；Ｄｉｌｌｏｎ　ａｎｄ　Ｇｏｌｄｓｔｅｉｎ（１９８４）．Ｍｕ
ｌｔｉｖａｒｉａｔｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｗｉｌｅｙ；Ｔａｂａｃｈｎｉｃｋ　ａｎｄ　Ｆｉｄｅｌ
ｌ（１９９６）Ｕｓｉｎｇ　Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　Ｎｅｗ
　Ｙｏｒｋ：ＨａｒｐｅｒＣｏｌｌｉｎｓ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ；Ｂ
ｏｘら（１９７８）Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ　ｆｏｒ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｅｒｓ　Ｎｅ
ｗ　Ｙｏｒｋ：Ｗｉｌｅｙ；Ｃｏｒｎｅｌｌ（１９９０）Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｗｉ
ｔｈ　Ｍｉｘｔｕｒｅｓ　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ｗｉｌｅｙ；Ｊｏｈｎ，Ｐ．Ｗ．Ｍ．（１
９９８）Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｅ
ｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ：ＳＩＡＭ；Ｇｉｂａｓ　ａｎｄ　Ｊ
ａｍｂｅｃｋ（２００１）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｓｋｉｌ
ｌｓ　Ｏ’Ｒｅｉｌｌｙ，Ｓｅｂａｓｔｉｐｏｌ，ＣＡ；Ｐｅｖｚｎｅｒ（２０００）Ｃ
ｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ａｌｇｏｒ
ｉｔｈｍｉｃ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｔｈｅ　ＭＩＴ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　
ＭＡ；Ｄｕｒｂｉｎら（１９９８）Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ａｎａｌ
ｙｓｉｓ：Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｓｔｉｃ　Ｍｏｄｅｌｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ａｎ
ｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ；及びＲａｓｈｉｄｉ　ａｎｄ　Ｂｕｅｈｌｅｒ（２０
００）Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ　Ｂａｓｉｃｓ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ＣＲＣ　Ｐｒｅｓ
ｓ　ＬＬＣ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬが挙げられる。
【０１２９】
　（拡散及び分散の計算）
　本発明の１つの特徴は再現性の高いピークパラメーター、例えば増幅反応からのシグナ
ルの振幅、幅、面積、及び／又は形状特徴を反応の出発コピー数に相関させることができ
、及び／又はバックグラウンド変動から対象シグナルを識別するために使用できるという
発見である。この相関は熱拡散率とＴａｙｌｏｒ　Ａｒｉｓ拡散を考慮して理論レベルで
実施することもできるし、標準との比較（例えば出発材料の既知コピー数をもつ増幅反応
のピーク形状、例えば高さ、幅、又は一般形状プロフィルとの比較）により実施すること
もできる。核酸長の判定において２個以上のプローブの検出器シグナルの解釈で同一又は
異なるピークパラメーターを評価することができる。
【０１３０】
　理論計算アプローチでは、ラベルは一般に最初は時間（ｔ）とピーク中心（ｘ＝０）に
対する空間位置（ｘ）の関数として－ｈ＜ｘ＜ｈの範囲内であり、ラベル又はラベルに対
応する成分（例えば対象核酸）の濃度（Ｃ）は１／２Ｃ０｛ｅｒｆ［（ｈ－ｘ）／（２Ｄ
ｔ）１／２）］｝に等しく、前記式中、Ｃ０は時刻ｔ＝０における初期濃度であり、ｅｒ
ｆは誤差関数であり、Ｄは全分散の係数である。Ｄはシステムにおける熱拡散とＴａｙｌ
ｏｒ分散（ＤＴ）の和に等しい。他方、Ｔａｙｌｏｒ分散（ＤＴ）はラベルが流れるマイ
クロフルイディックキャビティの寸法と形状、流速（ｕ）及び熱拡散率（ｄ）に依存する
。一般にｄ＝Ｋ（ｄ２ｕ２）／Ｄである（式中、Ｋはラベルが流れるマイクロフルイディ
ックキャビティの関数である比例定数であり、ｄは特徴的マイクロフルイディックキャビ
ティ長である）。例えば、マイクロフルイディックキャビティが円形チャネルであり、Ｋ
＝１／１９２ならば、ｄは円形チャネルの直径であり、Ｄ＝ｄ＋ＤＴである。熱拡散率と
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Ｔａｙｌｏｒ　Ａｒｉｓ分散に関する更に詳細についてはＭＩＣＲＯＦＬＵＩＤＩＣ　Ｓ
ＹＳＴＥＭＳ　ＡＮＤ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＦＯＲ　ＤＥＴＥＲＭＩＮＩＮＧ　ＭＯＤＵＬ
ＡＴＯＲ　ＫＩＮＥＴＩＣＳ，ＵＳＳＮ　０９／６０９，０３０（Ａｎｄｒｅａ　Ｃｈｏ
ｗ）出願日２０００年６月３０日に記載されている。
【０１３１】
　（その他のシステム詳細）
　本発明のシステムはマイクロフルイディックデバイス、反応混合物、検出器、サンプル
保存エレメント（マイクロタイタープレート、成分の乾燥アレイ等）、フローコントロー
ラー、増幅装置又はマイクロフルイディックモジュール、コンピューター及び／又は同等
物を含むことができる。これらのシステムは対象核酸を分画、増幅及び分析するために使
用することができる。システムのマイクロフルイディックデバイス、増幅コンポーネント
、検出器及び保存エレメントについては上記にある程度詳細に記載した。以下、適切なコ
ントローラーとコンピューターについて記載するが、多数の構成が利用可能であり、当業
者はそれらの使用について熟知していると予想され、本発明への適用方法も理解されると
思われる。
【０１３２】
　（フローコントローラー）
　本発明のマイクロフルイディックデバイスの内側の流体及び／又は材料の輸送と誘導を
例えば圧力又は動電型制御により制御するために本明細書に記載するマイクロフルイディ
ックデバイスと各種制御機器を場合により併用する。
【０１３３】
　例えば、多くの場合に、流体輸送及び誘導は流体流を導くための外部又は内部圧力源を
組込んだ圧力フローシステムを使用して全体又は一部を制御される。内部圧力源としては
マイクロ加工ポンプ、例えば従来技術に記載されているダイアフラムポンプ、サーマルポ
ンプ、ラム波ポンプ等が挙げられる。例えば米国特許第５，２７１，７２４号、５，２７
７，５５６号、及び５，３７５，９７９号並びに公開ＰＣＴ出願第ＷＯ９４／０５４１４
号及びＷＯ９７／０２３５７号参照。本明細書に記載するシステムは更に動電型材料誘導
及び輸送システムを利用することができる。
【０１３４】
　外部圧力源を使用し、チャネル端のポートに印加することが好ましい。これらの印加圧
力、又は真空はチャネル長の両端間に差圧を生じ、流体流を誘導する。本明細書に記載す
る相互接続チャネルネットワークでは、容量に加えられる流速差は場合により複数のポー
トに異なる圧力又は真空を印加するか、あるいは好ましくは共通の廃液ポートに単一真空
を印加し、所望流速を生じるのに適した抵抗をもつ各種チャネルを構成することにより得
られる。システム例はＵＳＳＮ０９／２３８，４６７（出願日１／２８／９９）に記載さ
れている。
【０１３５】
　一般に、コントローラーシステムは本明細書に記載するようなマイクロフルイディック
デバイス又はシステムエレメントを収容するか又はこれと接続するように適宜構成される
。例えば、コントローラー及び／又は検出器は場合によりコントローラー及び／又は検出
器とデバイス間の適切な接続を助長するようにマイクロフルイディックデバイスを実装す
る段を含む。一般に、前記段は入れ子ウェル、整列ピン及び／又は孔、（適正なデバイス
整列を助長するための）非対称縁構造等の適切な実装／整列構造エレメントを含む。多数
のこのような構成が本明細書に引用する文献に記載されている。
【０１３６】
　上記制御機器は更に場合により上流流速を制御するように対象領域の下流の材料の動電
型注入又は排出を行うためにも使用される。上記同一機器及び技術は流量制御エレメント
として機能するように下流ポートに流体を注入するためにも利用される。
【０１３７】
　（コンピューター）
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　上記のように、コントローラーシステム及び／又は検出システムの一方又は両方は予め
プログラムしてあるか又はユーザーが入力した命令に従ってこれらの機器の操作を命令し
、これらの機器からデータ及び情報を受信し、この情報を解釈し、操作し、ユーザーに報
告するように機能する適切にプログラムされたプロセッサー又はコンピューター（論理装
置）に連結することができる。従って、コンピューターは一般に（例えば必要に応じてア
ナログ－デジタル又はデジタル－アナログコンバーターを含む）これらの機器の一方又は
両方に適宜連結される。
【０１３８】
　コンピューターは一般に例えばＧＵＩの設定パラメーターフィールドへのユーザー入力
形態、又は例えば各種異なる特定オペレーションのために予めプログラムされた命令の形
態のユーザー命令を受信するのに適したソフトウェアを含む。その後、ソフトウェアは所
望オペレーションを実行するように流体誘導及び輸送コントローラーのオペレーションを
命令するのに適した言語にこれらの命令を変換する。その後、コンピューターはシステム
に含まれる１個以上のセンサー／検出器からデータを受信し、データを解釈し、ユーザー
に理解されるフォーマットで提供するか、又は例えば流速（連続フローを含む）、温度、
印加電圧等のモニター及び制御等におけるプログラミングに従って、別のコントローラー
命令を開始するように前記データを使用する。
【０１３９】
　システム及び／又はキットは本発明の任意方法段階を実施するための（例えばコンピュ
ーター又はコンピューター読み取り可能な媒体で例えばシステムソフトウェアとして具体
化された）システム命令を含むことができる。例えば、システムは場合により検出器によ
り検出されるような対象核酸の増幅コピーにより占められる形状、長さ、幅、体積及び／
又は面積をアリコートの１個に存在する対象核酸のコピー数、又はサンプル中に存在する
対象核酸のコピー数、又はその両者と相関させるシステムソフトウェアを含む。同様に、
システムは場合により対象核酸のコピーを含まない複数のゼロコピーアリコートと、対象
核酸のシングルコピーを含む１個以上のシングルコピーアリコートを含む複数のアリコー
トにサンプルを分画するように希釈モジュールに指示するシステム命令を含む。
【０１４０】
　上記統計機能も例えばコンピューター、コンピューターメモリー又はコンピューター読
み取り可能な媒体で具体化されたシステムソフトウェアに組込むことができる。例えば、
コンピューターは（例えば熱サイクルにより）増幅に付したアリコートの１個以上から受
信したシグナルの１種以上の統計的又は確率論的分析を実施する統計的又は確率論的シス
テムソフトウェアを含むことができる。例えば、統計的又は確率論的分析としてはポアソ
ン分析、モンテカルロ分析、遺伝子アルゴリズムの適用、ニューラルネットワークトレー
ニング、マルコフモデリング、隠れマルコフモデリング、多次元スケーリング、ＰＬＳ分
析、及び／又はＰＣＡ分析が挙げられる。統計的又は確率論的分析ソフトウェアは場合に
よりサンプル中の対象核酸の濃度、比率、又は数を定量的に決定する。
【０１４１】
　システムのコンピューターとソフトウェアは１種以上の分析からのシグナルデータを受
信して評価し、対象核酸の定量及び／又は比率測定を実施する。基本的形態では、例えば
所望単位（例えばｎＬ当たりのコピー、ｎｇ／μＬ等）で出力するための変換係数でシグ
ナルの振幅又は積分面積を調整することができる。あるいは、既知濃度の１個以上の標準
材料を分析して回帰分析データを得、濃度変化に伴う検出可能なシグナルの変化を方程式
（標準曲線）として表し、１個以上のシグナルパラメーターをこの方程式に挿入すること
により未知濃度を決定することもできる。特定態様では、所定強度のシグナルを得るため
に必要な増幅サイクル数に基づいて対象核酸を定量することができる。
【０１４２】
　本発明では、コンピューターは一般にチャネル内の材料をモニターするためのソフトウ
ェアを含む。更に、ソフトウェアは場合により動電型又は圧力調節型の材料注入又は排出
を制御するために使用される。注入又は排出を使用して上記のように流速を調節し、成分
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を混合する等の操作を実施する。
【０１４３】
　（システム例）
　図６及び７は本発明のモデルシステムの模式図である。図６に示すように、システム６
００はマイクロフルイディックデバイス６０１を含む。デバイス６０１はデバイス内に形
成された主チャネル６０４を含む。例えば主チャネル６０４を通して真空源６０８（及び
／又は下記レザバー又はウェルのいずれか）に真空を印加することにより、例えばレザバ
ー６０６から増幅成分を流出させる。ウェル６１０又は６１２から主チャネル６０４に増
幅成分を流入し、例えば反応混合物を形成することもできる。材料をウェル６０６又は６
０８から流出させてもよいし、例えば廃液ウェルとして使用する場合や、真空源に連結す
る場合には、これらのウェルに材料を流入してもよい。ウェル６１４、６１２、６１０、
６０６、又は６０８からの流出は流体圧を調節するか、又は動電型アプローチにより実施
することができる。図６及び７に示すチャネル構成の代わりに図１のデバイス等の構成を
使用することもできる。他の適切な各種マイクロフルイディック構成が本明細書に引用す
る文献に記載されている。
【０１４４】
　増幅反応の実施に関連する材料は上記ウェルから流出させてもよいし、デバイス６０１
の外部ソースから流出させてもよい。上記のように、統合システムは外部試薬源にアクセ
スするために例えばデバイス６０１から突出するピペッターチャネル６２０（シッパー）
を含むことができる。例えば、上記のように、ピペッターチャネル６２０はサンプルもし
くはサンプルアリコート、又は遺伝子座特異的試薬、又は本発明の実施に有用な他の試薬
をプレートのウェルに含むマイクロウェルプレート６２２にアクセスすることができる。
増幅に関連するアリコート又は試薬はピペッターチャネル６２０を通してチャネル６０４
に流入させることができる。検出器６２４がチャネル６０４とセンサー接続しており、例
えば上記のようなラベルとアンプリコンの相互作用に起因するシグナルを検出する。検出
器６２４は検出器６２４により検出されたシグナル情報をデジタル化し、保存し、操作す
るコンピューター６２６に作動的に連結されている。
【０１４５】
　電圧／圧力コントローラー６２８が例えばシステムのウェル、又はチャネル６０４（又
は他の上記チャネル、ウェル、もしくはチャンバー）に流体結合した真空カップリングで
電圧、圧力、又はその両者を制御する。場合により、上記のように、コンピューター６２
６が電圧／圧力コントローラー６２８を制御する。１組の態様では、コンピューター６２
６はシグナル情報を使用して別の反応パラメーターを選択する。例えば、プレート６２２
からのウェルで対象核酸の増幅が検出されると、コンピューターは場合により例えば異な
る濃度のアリコートを増幅反応に送達するために、ピペッターチャネル６２０を通して分
析のためにウェルから付加アリコートを排出するように指示する。同様に、核酸が存在し
ないと判定されると（ゼロコピー反応）、コンピューター６２６は別のアリコートを処理
するようにコントローラー６２８に指示することができる。統計情報が所望される場合に
は、コンピューター６２６は統計分析に十分なデータを作成するのに適した流体操作を実
施するようにコントローラー６２８に指示する。コンピューター６２６は場合によりユー
ザーが目視可能なディスプレイに連結されるか又はこれを含み、ユーザーがコンピュータ
ーを制御できるようにすると共に、システムにより検出された結果を目視できるようにユ
ーザーに読み出し情報を提供する。
【０１４６】
　図７は試薬又はサンプルの固相アレイをマイクロフルイディックシステムによりアクセ
スする代替態様を示す。図７に示すように、システム７００はマイクロフルイディックデ
バイス７０１を含む。デバイス７０１はピペッターチャネル７２０とデバイス内に形成さ
れたマイクロフルイディックネットワークを含む。一般に圧力（正又は負）及び／又は動
電型圧力をマイクロフルイディックネットワークに印加することにより、プライマー対、
ポリメラーゼ、緩衝液、プローブ等の増幅成分をデバイス７０１に流す。
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【０１４７】
　上記のように、統合システムは外部試薬源にアクセスするために例えばデバイス７０１
から突出するピペッターチャネル７２０を含むことができる。例えば、上記のように、ピ
ペッターチャネル７２０はサンプルもしくはサンプルアリコート、又は遺伝子座特異的試
薬、又は本発明の実施に有用な他の試薬を含む固相アレイ７２５にアクセスすることがで
きる。流体はチャネル７２０から部分的又は完全に排出され、アレイ７２５上の材料を再
水和する。例えば、チャネル７２０は材料を再水和するために使用される懸滴を含むこと
ができ、懸滴はマイクロフルイディックデバイス７０１内に分配するためにチャネル７２
０内に逆吸引される。検出器７２４がデバイス７０１及びコンピューター／コントローラ
ー７２６とセンサー接続している。コンピューター／コントローラー７２６は図６のコン
ピューター６２６と同様に操作させることができる。いずれの場合も、コンピューター６
２６又はコンピューターコントローラー７２６は場合により該当ピペッターチャネルがア
レイ又はトレイのウェルでサンプル又は他の材料を処理できるように、トレイ６２２又は
アレイ７２５、及び／又はマイクロフルイディックデバイス６０１又は７０１の運動を制
御する。
【０１４８】
　上記システムの多くの変形も適切である。例えば、本発明では多数の型の加熱システム
を使用することができる。例えば、固定加熱領域の周囲にチャネルを巻き付けることがで
きる。ロボット又は流体システムエレメントを使用して複数の異なる温度の水浴（例えば
典型的なアニール、反応及び解離条件下の典型的な増幅反応では水浴３個）で流体を加熱
することができる。
【０１４９】
　（その他のキット詳細）
　本発明は本明細書に記載する方法を実施するためのキットも提供する。特に、これらの
キットは一般に本明細書に記載するシステムコンポーネントと、調査者が本発明の方法を
実施し易くするための付加コンポーネントを含む。
【０１５０】
　キットは更に、一般にシステムコンポーネントをパッケージングする容器を含む。本発
明のキットのエレメントは一般に単一パッケージ又は関連パッケージセットに一括パッケ
ージングされる。パッケージは場合により本発明のアッセイで使用される試薬（例えば緩
衝液、増幅試薬、サイジングプローブ対、標準試薬等）と、本明細書に記載する方法に従
ってアッセイを実施するための説明書を含む。プレパッケージド試薬の場合には、キット
は場合により測定せずにすぐに方法に添加できる予め測定又は予め配量された試薬（例え
ば予め測定された流体アリコート、又はキットのエンドユーザーが再構成し易い予め計量
もしくは予め測定された固体試薬）を含む。
【０１５１】
　一般に、本明細書に記載するマイクロフルイディックデバイスは場合によりデバイスの
好ましい機能を実施するための試薬を含むようにパッケージングされる。例えば、キット
はアッセイコンポーネント、試薬、サンプル材料、対照材料等と共に記載する任意マイク
ロフルイディックデバイスを含むことができる。このようなキットは更に一般にデバイス
と試薬の使用説明書を含み、試薬がデバイス自体に予め配置されていない場合には、デバ
イスのチャネル及び／又はチャンバーに試薬を導入するための説明書も含む。後者の場合
には、これらのキットは場合によりマイクロフルイディックシステムに材料を導入するた
めの特殊な補助デバイス、例えば適切に構成されたシリンジ／ポンプ等を含む（１好適態
様では、デバイス自体が材料をデバイス内のチャネルとチャンバーに導入するための電気
ピペッター等のピペッターエレメントを含む）。前者の場合には、このようなキットは一
般にデバイスのチャネル／チャンバーに予め配置された必要な試薬と共にマイクロフルイ
ディックデバイスを含む。一般に、このような試薬は分解や長期保存中の例えば漏洩によ
る損失を防止するように安定化形態で提供される。試薬保存には多数の安定化方法が広く
使用されており、例えば化学安定剤（即ち酵素阻害剤、殺微生物剤／制菌剤、抗凝固剤）



(44) JP 2008-502325 A 2008.1.31

10

20

30

40

50

の添加、例えば固体支持体への固相化、マトリックス（即ちゲル）取込み、凍結乾燥等に
よる材料の物理的安定化が挙げられる。
【実施例】
【０１５２】
　以下、実施例により本発明を例証するが、これによって本発明を限定するものではない
。当然のことながら、本明細書に記載する実施例と態様は例証のみを目的とし、これらの
記載に鑑みて種々の変形又は変更が当業者に示唆され、これらの変形又は変更も本明細書
の精神及び範囲と特許請求の範囲に含まれる。
【０１５３】
　（マイクロフルイディックフォーマットによるＤＮＡの単分子増幅及び検出）
　（緒言）
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によるＤＮＡの所望領域の増幅は分子生物学分野に革
命をもたらした。増幅中に高値マイクロリットルの流体を使用する従来のＰＣＲフォーマ
ットでは、出発ＤＮＡコピー数は一般に少なくとも数百から数万分子である。マイクロフ
ルイディクスの最近の進歩により、ＰＣＲを千分の１にし、ナノリットルの反応容量範囲
まで縮小できることが明らかになった。サンプル濃度が一定に維持される場合、このよう
な小容量の出発ＤＮＡ鋳型数は用途によっては統計的に許容できないとみなされるカット
オフコピー数を下回る可能性がある。例えば、一塩基多型（ＳＮＰ）分析では、出発コピ
ー数が少な過ぎる（約数十コピー未満）場合には、ヘテロ接合サンプルからの２個の異な
る対立遺伝子は統計変動により均等量で増幅することができず、このサンプルの正しいＳ
ＮＰ識別に不確実性を生じる可能性がある。
【０１５４】
　理論的限度内では、ただ１個のＤＮＡコピーしかＰＣＲ反応の出発鋳型として必要とさ
れない。このような反応からの増幅産物は多数のＤＮＡ親鋳型の混合物ではなく、単一の
親ＤＮＡ鋳型の純粋な「クローン」である。単分子増幅及び検出の結果、他の方法では達
成できない所定の興味深い適用が可能になる。このような適用の１つは癌遺伝子の検出で
ある。本実施例は（１）マイクロフルイディック技術を使用して単分子ＰＣＲを実施する
ための方法、（２）単分子増幅の分析と検出、及び（３）癌検出に単分子ＰＣＲ検出を使
用する適用例について記載する。
【０１５５】
　本発明者らは単分子ＰＣＲがマイクロフルイディックチャネルで可能であることを実験
により立証した。フローの不在下の実験では、単分子ＰＣＲを裏付ける証拠として、加熱
した増幅マイクロチャネル（従って「検出領域」にも相当）に沿って蛍光プローブの局在
「クラウド」（増幅産物に対応）が観察された。シッパーチップ連続フローフォーマット
では単分子ＰＣＲの証拠はより決定的であり、実験観察を裏付けるに十分な統計を得るた
めに非常に多数の実験を容易に実施することができる。
【０１５６】
　（連続フロープロトコール）
　図１のチップデザイン模式図に示すようなマイクロフルイディックシッパーチップを使
用し、分配チャネル１０５への圧力勾配を使用してシッパーを介してＤＮＡサンプル（例
えばゲノムＤＮＡ）をチップ１００に導入した。アセンブリ－ライン方式の連続フロー下
でオンチップ試薬レザバーから共通試薬チャネル１０６を通して供給した共通試薬とサン
プルをまず混合した後、８個のアリコートに等分して８個の独立した分析チャネル１１０
－１１８に導入した。チャネル毎に専用のチップレザバーから供給した遺伝子座特異的試
薬と各アリコートを混合して反応混合物を形成した後、チップ１００の制御加熱領域構成
するように増幅マイクロチャネル１１０－１１８の近位に金属トレースを含む加熱領域１
３０に通した。チャネル１１０－１１８へのチャネル固有試薬の試薬添加はオンチップ「
ホットスタート」を行うエレガントなマイクロフルイディック方法であり、全試薬を増幅
直前に分析チャネルに添加する。前記領域の温度は加熱領域１３０におけるチャネル内の
ＰＣＲ条件に合わせて適宜周期的に変化させた（温度設定点と各滞留時間を制御）。加熱
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ように選択する（但し、サイクル時間が短く、サイクル数の多い非効率的なＰＣＲアプロ
ーチも使用できる；ＵＳＰ６，３０３，３４３（Ｋｏｐｆ－Ｓｉｌｌ）（２００１年１０
月１６日）発明の名称ＩＮＥＦＦＩＣＩＥＮＴ　ＦＡＳＴ　ＰＣＲも参照されたい）。８
チャネル検出領域１３５はチャネル１１０－１１８でＰＣＲアンプリコンを検出するのに
適した検出器を含む。
【０１５７】
　（希少分子の増幅と検出）
　本発明者らは単分子ＰＣＲ増幅を連続フローフォーマットで実験的に立証するために、
図１に示すＰＣＲシッパーチップを使用した。サンプルをシッパーに供給するマイクロタ
イタープレートで濃度が１分子／ｎＬ未満になるまで希釈度を増したＤＮＡサンプルを調
製した（代替態様ではオンチップ希釈を実施することもできる）。チャネル当たり１分子
未満の非常に低濃度のＤＮＡをサンプリングする場合の統計変動により、チャネルによっ
て増幅シグナルを示すものと示さないものがあると予想される。増幅が観察される試験フ
ラクションはポアソン統計により最良に表される。
【０１５８】
　表１は８チャネルの各々の平均ＤＮＡコピー数が０．０２～４８の場合の１組のＰＣＲ
実験の結果をまとめたものである。各ＤＮＡ濃度について８個のＰＣＲ実験を同時に実施
した。各サンプルで測定可能なＰＣＲ蛍光シグナルの発生値を表１に記録し、最大発生値
は８であり、最小値は０である。ＰＣＲ発生百分率を計算し、ポアソン統計予測と比較し
た。ＰＣＲ発生百分率の測定値と予測値には非常に良好な一致を認められた。表２は別の
日に同様の実験セットを繰返した結果をまとめたものである。図２は２組の実験の予測統
計（ポアソン）と測定統計（試験１及び２）のグラフによる比較である。予測値と実測値
は密接な一致を示す。
【表１】
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【表２】

【０１５９】
　連続フローモードでは、シッピングしたサンプルは分子拡散とフロー分散によりプラグ
長が広がる。シッピングしたサンプルが数十又は数百の出発ＤＮＡ鋳型コピーを含むとき
、蛍光ＰＣＲプローブ領域の幅に及ぼす拡散と分散の効果はＴａｙｌｏｒ－Ａｒｉｓ分散
を考慮することにより予測することができる。単分子ＰＣＲでも同様の計算を実施するこ
とができるが、蛍光産物のピーク形状は大きなサンプルプラグ対応物よりも狭い。このよ
うにピークが狭いのは単分子の場合のほうがＤＮＡを増幅する出発領域が狭いことに主に
起因する（数百μｍに対して数ｎｍ）。図３Ａ及び３Ｂはチャネル内の出発ＤＮＡコピー
数の関数としてピーク面積とピーク（スラグ）幅の分析をまとめたものである。予想通り
、低コピー数の増幅ほど実際に狭いピークを示した（逆も同様）。
【０１６０】
　単分子を増幅及びタイピングするシステムは、サンプルがヘテロ接合である場合には全
ピークが一方又は他方のＴａｑＭａｎプローブで正であるが、両方では正にならないとい
う事実によっても裏付けられる。
【０１６１】
　本発明により実施可能な単分子タイピングには他の用例もある。例えば、ゲノム内に近
接して位置する配列に２種のＴａｑＭａｎ（登録商標）又は分子ビーコンアッセイを実施
することができる。これらのアッセイを使用して同一増幅分子上に近接配列が存在するか
否かを調べることができる。これはサイジングアッセイを実施する間接的な方法であり、
個々の分子がＴａｑＭａｎ（登録商標）／ビーコン部位の両者をもつか否かを照会するこ
とができ、分子が両方の部位を含むサイズをもつ頻度の指標が得られる。これらの２部位
をタイピングし、ハプロタイピング法を実施することもできる。
【０１６２】
　（ＴａｑＭａｎプローブ開裂により発生した蛍光を測定することによりオンチップＰＣ
Ｒ増幅をモニターするための実験）
　本実施例はＴａｑＭａｎプローブ開裂により発生した蛍光を測定することによりオンチ
ップＰＣＲ増幅をモニターするための実験に関する。図５はチャネル当たりの入力コピー
数計算値に対する１／２最大値のピーク幅を示す（オンチップ）。
【０１６３】
　本実験では、必要な全ＰＣＲ試薬をオンチップでロードした。ＤＮＡサンプル１個を３
８４ウェルプレートにてアッセイ緩衝液で希釈した（０．７２ｎｇ／μＬ～１１．５ｎｇ
／μＬ）。増幅サイクル時間は１７秒とした（９０℃５秒、５８℃７秒及び７２℃５秒）
。全注入サンプルに合計３５増幅サイクルを実施した。３５０秒間の緩衝液洗浄（サンプ
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ル間）を挟んでサンプルを合計２００秒間注入した。各マイクロフルイディックチャネル
について最大ピークの１／２でＰＣＲシグナル（ピーク）幅をオンチップで測定した（合
計８個）。データから明らかなように全チャネルの単分子の増幅は所定時間（約４０－５
０秒）で同一幅になる。チップに注入する分子（コピー）が増えるにつれてオーバーラッ
プし始め、やがてピーク幅が増加する。しかし、注入時間が長いと、注入したＤＮＡスラ
グの縁部に多少の単分子が出現する。
【０１６４】
　（対立遺伝子タイピングへの方法の応用）
　癌研究では、突然変異遺伝子が通常はサンプル中に野生型よりも著しく低濃度で出現す
るため、癌遺伝子の検出は非常に困難である。単一クローンを一度に試験することは現在
可能であるので、単分子から増幅を検出できるならば、バックグラウンド中の高濃度の野
生型と共に低濃度の突然変異遺伝子を検出する問題を解決できよう。所与サンプル中に存
在する癌の原因となる少数の突然変異遺伝子を検出するには多数回のＰＣＲを実施するの
が有用であるが、マイクロフルイディックシッパーチップフォーマットをチップ上の平行
ＰＣＲと併用すると、このような点まで単一クローンを一度に試験する速度が増加する。
図４はチャネル当たり平均１コピー未満までの非常に少ない出発コピー数でのＳＮＰ分析
の原蛍光強度測定値を示す。これらのデータは単分子ＰＣＲ条件でＳＮＰを検出できるこ
とを示す。
【０１６５】
　図１０－１２は単分子増幅を立証する付加実験からの付加データを示す。図１０－１１
に示すように、１００％が第１のＳＮＰ対立遺伝子である第１組の実験データを左側に示
し、１％が第２のＳＮＰ対立遺伝子（９９％が第１の対立遺伝子）である第２組の実験を
右側に示す。図の上部のシグナル線は第１の対立遺伝子の増幅を検出するための（長波長
「赤色」シグナルを発生する）第１の色素検出システムを使用したデータであり、下部の
線は第２の対立遺伝子の増幅を検出するための第２の色素検出システム（短波長「青色」
シグナル）からのデータである。データは１個のサンプルスラグ中に検出されたＤＮＡ分
子合計約７００個を示す。図面から明らかなように、右側のみが第２のＳＮＰの増幅に対
応するシグナルピークを示す。このデータは本発明のシステムが大集団内の希少分子を正
確に増幅及び検出できることを証明するものである。即ち、モデルとして各々ＳＮＰの２
個の対立遺伝子にホモ接合の２個のＤＮＡサンプルを混合した。この実験では、他方の対
立遺伝子のＤＮＡ分子の大集団中に存在していた一方の対立遺伝子のＤＮＡ単分子を検出
した（この場合には約７００分子中の５～７個の低コピー対立遺伝子）。図１１は６回の
別々の実験の結果を示し、分子間の特長的ピーク形状が一定であることを立証しており、
ＰＣＲと得られるアンプリコンの分散の両者の再現性が非常に高いことを実験により証明
している。実際に、本発明のようなＬａｂＣｈｉｐ（登録商標）システムは１）マイクロ
フルイディックシステムでは、より少数の野生型分子中に希少分子が存在するようにチャ
ネルを通してサンプルを分散させるのが有用であり（各アリコート中の出発材料の比例的
増幅により生じる問題を軽減する）；２）再現性のある流体操作と分析により、分子シグ
ナルとランダムシグナル変動を区別するために使用可能な予測可能な単分子ピーク形状が
得られるという点で希少分子に対する感度を無制限にできる。
【０１６６】
　図１２は第２のＳＮＰに対する第１のＳＮＰの力価測定を示し、第１のＳＮＰ（上部ト
レースの「ＦＡＭ　ＤＮＡ」）と第２のＳＮＰ（下部トレースの「ＶＩＣ　ＤＮＡ」）に
対応するアンプリコンからのシグナルが適切なシグナル相関を示すことが分かる。表示す
る百分率は第１のホモ接合サンプル（第１のホモ接合サンプルの２個の対立遺伝子は「Ｆ
ＡＭ」であり、即ち、ホモ接合サンプルからの材料は「ＦＦ」ホモ接合である）と第２の
ホモ接合サンプル（第２のホモ接合サンプルの２個の対立遺伝子はＶＩＣ　ＤＮＡサンプ
ル、「ＶＶ」である）からのＤＮＡの百分率に対応する。ここで、「ＦＡＭ　ＤＮＡ」は
ＦＡＭ色素ラベルを付けた特異的オリゴ配列によりプローブされるＤＮＡ配列を意味し、
「ＶＩＣ　ＤＮＡ」はＶＩＣ色素ラベルを付けた特異的オリゴ配列によりプローブされる
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ＤＮＡ配列を意味する。「ＦＦ」は「ＦＡＭ」（オリゴ）配列のホモ接合ＤＮＡサンプル
を意味し、「ＶＶ」は「ＶＩＣ」（オリゴ）配列のホモ接合ＤＮＡサンプルを意味する。
【０１６７】
　（癌マーカーの検出の立証）
　図１３はＴａｑＭａｎプローブを使用してオンチップで実施した癌検出に関連する２個
の突然変異部位の検出例を示す。本発明のシステムが癌診断に適していることを立証する
ために、本発明のシステムを使用し、ＴａｑＭａｎプローブを使用して多数の癌（例えば
結腸直腸癌）マーカーを試験した。これらのアッセイの２例を図１３に示し、一方はＫ－
ＲＡＳ遺伝子であり、他方はｐ５３遺伝子であり、いずれも結腸癌等の各種癌の診断マー
カーである。データトレースは１本のマイクロフルイディックチャネルで時間に対する２
種の波長の蛍光を示す。正常対立遺伝子に特異的なものと突然変異対立遺伝子に特異的な
ものとの２個のＴａｑＭａｎプローブを設計し、このオンチップアッセイフォーマットで
試験した。正常ＤＮＡの存在は野生型プローブで検出され（上部データトレースに白黒表
示で示す「赤」シグナル）、突然変異体ＤＮＡ分子は突然変異体プローブで検出される（
下部データトレースに白黒表示で示す「青」シグナル）。「赤」の上部蛍光シグナルが強
く、「青」の下部蛍光シグナルが弱いことからサンプルスラグ中のＤＮＡ分子の大半（約
５００）は正常である。このシグナルは正常ゲノムＤＮＡ分子の増幅産物の周囲の対立遺
伝子特異的（赤、上部）及びバックグラウンド（青、下部）ＴａｑＭａｎプローブ開裂に
より発生される。突然変異体分子（適切な点突然変異をもつ合成ＤＮＡ鋳型）がシステム
を通過する場合には、（赤（上部）バックグラウンドピークに対して）大きな青（下部）
ピークとして増幅及び認識される。
【０１６８】
　（不均質核酸混合物の正確な分析を可能にするマイクロフルイディクスによる単分子増
幅装置及び方法）
　連続フローＰＣＲシステムはマイクロフルイディック処理環境で個々の低コピー、シン
グルコピー、及びゼロコピー増幅反応混合物の空間的分離を可能にする。一般に、空間的
分離は出発鋳型濃度が両親からの対立遺伝子の表示を正確に確保するに十分高い場合に異
なる反応を分離するために使用される（例えば約５０個のゲノム等価物を使用することが
多い）。本発明では、各分子の増幅及び検出産物を流体分離するように個々の鋳型分子を
分離するのに十分にＤＮＡを希釈することにより同一作業を実施する。検出産物が対立遺
伝子特異的である場合には、２個の対立遺伝子の一方のみのシグナルが検出される。対立
遺伝子毎に結果をカウントすると、ゲノタイプが非常に正確に得られる。この方法による
ゲノタイプの欠点はスループットが低下し、１個のゲノタイプを得るために１回だけでな
く多数の反応が必要になるという点である。２対立遺伝子システム中の出発濃度は通常約
５０／５０（又は少なくとも同一桁）であり、ゲノタイプ生化学のシグナルノイズ比は良
好であるので、ゲノタイプは一般に１回の反応で実施される。
【０１６９】
　しかし、出発サンプル中の異なる対立遺伝子の表示が著しく相違する場合には、ゲノタ
イプ生化学は不十分に表示された対立遺伝子の正確な定量を与えるために十分に適切では
ない。実際に、実際問題として、５個のうちの１個のコピーにしか存在しない対立遺伝子
の検出に多くの典型的検出生化学を使用することは非常に困難である。癌では、突然変異
体／正常比は著しく低い（１０００分の１）ため、従来の生化学的方法では検出不能であ
る。他方、単分子を増幅する場合には、反応を連続システムで所望時間繰返し、循環させ
ることができ、理論的な検出限界はない（実際的限界として、突然変異体ゲノタイプが非
常に希少である場合には、例えば連続フロー高スループットフォーマットで多数の反応を
検出することが必要になる）。
【０１７０】
　これはＰＣＲにより感染性物質を定量するためのストラテジーも提供する。今日では、
サイクル毎の定量と同様の条件下で増幅された鋳型分子の標準曲線との比較に依存するＰ
ＣＲ又はＲＴ－ＰＣＲにより実施されている。本発明では、既知流速でサンプルを流し、
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鋳型濃度のより正確で定量的な測定として単位容量当たりの増幅を測定した。ウェルで希
濃度のサンプルを増幅することにより同じことを実施できる。合計陽性ウェル数がｅ０＝
０．３７の場合には、各ウェルが単一鋳型分子しかもたないという統計的確率が高かった
。コピー数の測定方法として独立した確実な方法を使用するならば、任意時点でフロー流
中に２分子以上を存在させることもできる。
【０１７１】
　（ウイルス検出及び分析のための停止フロー条件下のマイクロフルイディックデバイス
における単分子ＰＣＲ）
　ウイルス検出に望ましい感度（例えば約５０－１００コピー／ｍｌ）を考慮すると、チ
ップ上の処理容量と初期サンプル容量のミスマッチによりマイクロフルイディックプラッ
トフォームを使用する検出に応用するのは困難である。しかし、本願で立証されたマイク
ロフルイディックデバイスにおけるＰＣＲの特徴の１つは核酸のシングルコピーを定量で
きるという点である。従って、生物学的に妥当な細胞又はウイルス粒子濃度で対象サンプ
ル中の感染細胞又はウイルス粒子数をカウントすることができる。本実施例では、１０マ
イクロリットルのオーダーの出発容量からの定量的単分子ＰＣＲについて記載する（～１
ｍｌから約１０ｕｌのサンプルを取得する初期プレ濃縮段階は標準技術、例えば免疫沈降
又は磁気ビーズへのハイブリダイゼーション捕獲により実施することができる）。
【０１７２】
　例えばウイルス粒子＞５０個を含む濃縮溶液～１０ｕｌをマイクロフルイディックチッ
プ上で以下のように完全に処理（又は前記容量の実質的部分を処理）することができる。
サンプルをＰＣＲに必要な試薬（例えば１：１１比）（例えばプライマー、プローブ、ｄ
ＮＴＰ等）とオンチップで混合する。１０ｕｌのオーダーのホールドアップ容積をもつマ
イクロフルイディックネットワーク（図８参照）に混合物を加圧ロードし、フローを停止
する。図面から明らかなように、図８に模式的に示すデバイスはＰＣＲ試薬ウェル８０１
、サンプルウェル８０２、真空／廃液ウェル８０３、イメージング領域８０４（検出領域
）及びマイクロフルイディックネットワーク８０５を含む。次に外部から又は場合により
抵抗もしくはジュール加熱によりチップに熱を加えることによりネットワークの内容物を
熱サイクルに付す。熱サイクルが完了したら、チップをイメージングし、各々一般にウイ
ルス粒子からのＤＮＡのシングルコピーに対応する蛍光の全「クラウド」を位置決定する
（図９参照）。
【０１７３】
　図９は熱サイクル後の図８の流体ネットワークの模式図である。スポット８０６はシン
グルアンプリコン（例えば１例ではウイルス粒子アンプリコン）からの蛍光「クラウド」
を表す。定量的ＰＣＲのためにスポット８０６をカウントすることができる。この特定用
例には、固定点の検出器（例えばフォトダイオード）による連続フローモードよりもチッ
プの流体ネットワーク全体を同時にイメージング（例えばＣＣＤイメージング）すること
が最も効率的であると思われる。しかし、連続フローを使用することもできる。イメージ
ングのためのチップの有効面積は一般に２０×３０ｍｍのオーダーである（但し、場合に
より増減してもよい）。この面積はＤＮＡアレイ用に一般に使用されている技術による高
解像度イメージング（～１～２ｕｍ解像度）に対応する。このようなイメージングとして
はＣＣＤイメージング、共焦点レーザースキャン、及び／又は同等方法が挙げられる。
【０１７４】
　定量のダイナミックレンジはチップのサイズにある程度依存して一般に少なくとも１０
２～１０３である。２０×３０ｍｍの典型的サイズでは、ダイナミックレンジは約１０２

である。ダイナミックレンジを推定する１つの方法はコピー間の平均間隔を試験した後に
全実験期間の予測拡散距離を計算する方法である。このような容量をマイクロフルイディ
ックチップで処理できることを立証するための概算を以下に示す。
【０１７５】
　１０ｕＬサンプルをｎＬ範囲まで更に濃縮する必要があるか否かを調べるために、以下
の計算を実施した。その結果、それ以上の濃縮は不要であるという結論に達した。
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【０１７６】
　深さ３０ｕｍ、幅１２０ｕｍ、及び長さ３０ｍｍの一連の平行チャネル（例えば６４本
）にロードするならば、これらのチャネルの合計容量は６．２μＬである。更に６．２μ
Ｌ中の容量の半量がＰＣＲ試薬に由来し、残りの半量が元の１０μＬサンプルに由来する
と仮定するならば、ラン当たり１０μＬのうちの約３μＬがサンプリングされ、これは統
計的サンプリング又は実際の使用し易さの観点から妥当な容量である。更に、濃縮サンプ
ル１０μＬが初期出発時の１ｍＬ容量の血漿からの粒子１００個を含んでいるならば、Ｐ
ＣＲ効率が１００％に近い場合にはラン当たり約３０個のＰＣＲクラウドを検出すること
ができる。これらのクラウドはチャネルに沿って平均６２ｍｍ間隔であるか、又はチャネ
ル２本毎にクラウド約１個である。
【０１７７】
　次に検討する問題はチップサイズと検出実用性である。６４本（２∧ｎ二進分割）の平
行チャネルを２００ｕｍ間隔で搭載するならば、２１ｍｍを占めることになる。従って、
３０ｍｍ×２１ｍｍの面積がイメージング（又はスキャン）され、チャネルに出現すると
思われる３０個のＰＣＲクラウド（停止フローモード）を検出することができる。これは
典型的なＤＮＡアッセイチップのサイズと同等であり、入手可能なチップスキャナーを検
出に使用できることを意味する。
【０１７８】
　要約すると、１ｍＬを１０μＬまで濃縮してチップウェルに入れるならば、検出のため
にそれ以上の濃縮は不要である。容量を増加するために何らかの操作（例えば溶離用緩衝
液への中和剤の添加、溶解剤の添加等）をする場合には、付加濃縮段階が望ましい場合も
ある。溶解剤の添加を避けるためには、分画前にウェルで１０μＬ溶液中の粒子の超音波
溶解を実施することが望ましいと思われる。
【０１７９】
　上記方法による定量分析用プロトコールの１例を以下に示す。１）例えばアフィニティ
ー吸着（標準技術）によるオフチップ濃縮と溶離によりサンプルを１ｍＬから１０μＬに
減らす；２）濃縮液１０μＬをチップウェルに入れ、超音波を加えて粒子を溶解させる；
３）加圧によりＰＣＲ試薬のオンチップ添加と共にＤＮＡサンプルを平行チャネルにロー
ドした後、フローを停止する；４）外部ヒーターを始動し、全チャネルに停止フローモー
ドでＰＣＲを実施する；５）チャネルをイメージング又はスキャンし、単分子ＰＣＲのシ
グナルを検出する。
【０１８０】
　本発明の１側面はチップ上で停止フロー条件を確保するための方法を提供することであ
る。多数の方法を利用できる。例えば、温度感受性材料（例えばポリマー）を使用して停
止フロー条件を設定することができる。停止フローを達成する簡単な方法は標準チップ－
キャピラリー又はチップ－チューブ接続と弁の併用である。
【０１８１】
　（対象核酸が所与長をもつか否かを判定するための方法及び装置）
　本発明の単分子増幅技術は反応混合物中の対象ヌクレオチドが例えばプローブ間でフラ
グメント化しているか又は所与長をもつかを明確に判定するために使用することができる
。例えば、シングルコピー反応混合物中の対象核酸の両端にハイブリダイズした２個以上
の異なるプローブから同時シグナルは核酸がフラグメント化していないことを高レベルの
信頼度で表すことができる。複数のターゲット核酸コピーとのドットブロットハイブリダ
イゼーション等の従来方法では、対象核酸の両端にハイブリダイズしたプローブの同時検
出は全長対象核酸の存在及び／又は１対以上の非関連フラグメント化対象核酸の存在を表
すので対照的である。
【０１８２】
　長さの判定方法及びシステムは個々の全長又はフラグメント化対象核酸の存在を検出す
ると共に、多量の付加核酸を含む複雑な混合物中でもフラグメント化対象核酸の比率又は
濃度を示すカウントを提供することができる。検証アッセイ結果の報告と関連疾患状態と
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の相関のためにこのようなカウントを統計分析することができる。
【０１８３】
　（核酸のフラグメント化状態の判定方法）
　反応混合物中に平均約１個の個々の対象核酸（シングルコピー）を含む反応容量を提供
するために十分小さい容量に対象核酸を含むサンプルを希釈及び／又は含有させることが
できる。対象核酸シングルコピー上の別個の配列に相補的な２個のプローブにシングルコ
ピー対象核酸をハイブリダイズさせる場合に反応混合物中に２個のハイブリダイズしたプ
ローブが同時に検出されたならば、核酸は別個のプローブターゲット配列間でフラグメン
ト化していないと判断する。他方、核酸がターゲット配列間でフラグメント化している場
合には、シングルコピー反応混合物はフラグメントを１個しか含まず、ハイブリダイズし
たプローブは１個しか検出されない。サンプルをこのようなシングルコピー反応混合物に
希釈及び／又は細分することにより、１個以上の対象核酸が特定プローブに相補的な配列
とプローブ間の核酸を含む少なくとも一定の長さ（所与長）を含むか否かを高い信頼度で
判定することができる。
【０１８４】
　核酸が所与長をもつか否かを判定する方法は一般に、例えば前記核酸を含むサンプルの
濃度を調整する段階と；核酸を反応混合物中でプローブ、プライマー対、及びポリメラー
ゼと接触させる段階と；核酸を増幅し、特異的に検出可能なアンプリコンを生成する段階
と；プローブを反応混合物中で核酸及び／又はアンプリコンとハイブリダイズさせる段階
と；反応混合物成分を検出領域に流入させる段階と；ハイブリダイズしたプローブからシ
グナルを検出する段階と；シグナルを解釈し、フラグメント及び所与長核酸量又は比率を
得る段階を含むことができる。サンプルソースに関連すると思われる疾患状態とこのよう
な量又は比率を相関させることができる。
【０１８５】
　対象核酸の濃度は核酸が所与長をもつか否かを判定する方法で有用な数の低コピー、シ
ングルコピー、及び／又はゼロコピー反応混合物を提供するように調整することができる
。適切なコピー数が本発明の反応混合物及び検出器で得られるように例えば限外濾過、ア
フィニティー吸着、又は免疫沈降によりサンプルを濃縮することができる。望ましい核酸
濃度が得られるように、例えばマイクロウェルプレートでの系列希釈又は流体システム希
釈チャネルで緩衝液もしくは試薬と混合することによりサンプルを希釈することができる
。多くのマイクロフルイディック態様では、対象核酸約１分子／ナノリットルの濃度が反
応又は検出に望ましい。本発明の方法では、対象核酸を反応混合物中約１００分子／ｎＬ
～約０．０１分子／ｎＬ、又は約１０分子／ｎＬ～約０．１分子／ｎＬ、又は約３分子／
ｎＬ～約１分子／ｎＬの範囲に調整することができる。
【０１８６】
　所与長の判定方法では感度を増すように対象核酸をより多数のプローブターゲット分子
まで増幅することが一般に有用である。高度に特異的又は高度に強力な検出可能なマーカ
ーシグナルをもつプローブ（例えば増幅又はサンドイッチプローブ）を使用することによ
り個々の未増幅対象核酸を検出することが予想できる。しかし、１好適態様では、対象核
酸からの配列（及び／又は相補配列）のコピー（アンプリコン）を作成することができる
重合性酵素を含有する反応混合物中で対象核酸を増幅する。より好ましい態様では、ポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で２個以上のプライマー対及びポリメラーゼ酵素と接触させ
ることにより対象核酸を増幅する。
【０１８７】
　一般に、ＰＣＲ増幅反応はマイクロフルイディックデバイスの増幅マイクロチャネル又
はマイクロチャンバーで実施される。このため、スループットを上げ、サンプル使用量を
減らし、シングルコピー反応混合物を単離することが可能になる。例えば、温度安定性Ｄ
ＮＡポリメラーゼと１個以上のプライマー対を含む反応混合物成分を対象核酸と共に温度
制御増幅マイクロチャネルに流入させることができる。特定位置で対象核酸とハイブリダ
イズしたプライマー対から重合させることによりアンプリコンを伸長させることができ、
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従って、プライマーはアンプリコンを規定する。ＰＣＲ技術で周知であると共に上記に記
載したように、核酸溶融、プライマーとのアニール、及びポリメラーゼによるプライマー
伸長のサイクルを反復することにより、プライマー対により規定される配列（及び第２鎖
相補配列）をもつ核酸の量を何桁も増加させることができる。所与核酸長の判定方法では
、一般に２個以上のプライマー対を反応混合物に加え、所期プローブに結合した対象核酸
の２個以上の領域を増幅する。増幅した核酸の領域は所与（既知又は未知）配列長で離間
され、プローブに相補的な配列を含むことができる。所定態様では、プローブ自体がアン
プリコンを規定するプライマー対のメンバーとすることができる。
【０１８８】
　対象核酸（及び／又は任意アンプリコン）を２個以上の異なるプローブと接触させ、対
象核酸がプローブに相補的な配列間に所与長を含むか否かを判定することができる。対象
核酸が１本鎖の場合には、２本のプローブが鎖に沿って所与長で離間した相補的配列とハ
イブリダイズすることができる。対象核酸が２本鎖であるか、及び／又は例えば増幅反応
で重合した相補鎖をもつ場合には、プローブはどちらか一方の鎖又は所与配列長の距離で
離間した両方の鎖上の配列と相補的であり、これとハイブリダイズすることができる。
【０１８９】
　本方法の１態様では、図１４に示すように２個以上のプライマー対により規定されるア
ンプリコンはオーバーラップせず、ほぼ所与長の配列により分離している。対象核酸１４
０が第１のプライマー対１４１により規定される第１のアンプリコン配列と第２のプライ
マー対１４２により規定される第２のアンプリコン配列の間でフラグメント化していない
場合には、低又はシングルコピー増幅反応混合物は第１のアンプリコン１４３と第２のア
ンプリコン１４４の両方を含む。このような反応混合物が第１及び第２のアンプリコン配
列に夫々特異的な第１及び第２のプローブとハイブリダイズすると、同時プローブシグナ
ル１４５が発生する。対象核酸１４０が第１のプライマー対１４１により規定される第１
のアンプリコン配列と第２のプライマー対１４２により規定される第２のアンプリコン配
列の間でフラグメント化している場合には、シングルコピー増幅反応混合物は第１のアン
プリコン１４３又は第２のアンプリコン１４４のどちらか一方を含むが、両方は含まない
。これらのシングルコピー反応混合物が第１及び第２のアンプリコン配列に夫々特異的な
第１及び第２のプローブとハイブリダイズすると、第１のプローブシグナル１４６、又は
第２のプローブシグナル１４７のどちらか一方が検出されるが、両方は検出されない。こ
のような増幅におけるプライマー対は一般に約１００塩基対のアンプリコン配列を規定し
、アンプリコンは＞約５０００塩基対～約２０塩基対、又は約５０塩基対～約１０００塩
基対である。
【０１９０】
　別の態様では、図１５に示すように、短いアンプリコンの配列でオーバーラップする増
幅のために第１鎖プライマー１５０は第２鎖プライマー１５１及び１５２で共有される。
対象核酸１５３が短いアンプリコン１５４配列と長い第２鎖プライマー１５２配列の間で
フラグメント化していない場合には、増幅反応は短いアンプリコン１５４と長いアンプリ
コン１５５の両方を生じる。このような場合には、短いアンプリコンに特異的なプローブ
及び長いアンプリコンに特異的なプローブとのハイブリダイゼーションにより短いプロー
ブシグナル１５６と長いプローブシグナル１５７が同時に発生する。対象核酸１５３が短
いアンプリコン１５４配列と長い第２鎖プライマー１５２配列の間でフラグメント化して
いる場合には、増幅反応は短いアンプリコン１５４しか生じず、シングルコピー反応混合
物の検出により短いプローブシグナル１５６しか生じない。所定態様では、短いアンプリ
コンは増幅及びハイブリダイゼーション反応の有効性を確認する対照配列として機能する
ことができる。場合により、短いアンプリコンは反応混合物サンプル中に存在する全長及
びフラグメント化対象核酸の合計数を表すための内部参照として機能することができる。
サンプル中の核酸を（アポトーシス細胞で生じるような）ランダム分解する態様では、短
いアンプリコン中に規定される領域は長いアンプリコン中に規定される領域よりもフラグ
メント化している可能性が著しく低いと思われる。プライマー対が共通第１鎖プライマー
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を共有するこれらの態様では、所与長の判定は短いアンプリコン領域の外側の配列にハイ
ブリダイズするプローブの検出に基づくことができ、即ちシングルコピー反応における同
時シグナルは判定に必要ない。しかし、これらの態様は例えばシングルコピー検出法によ
り提供される個別カウントの恩恵を受け、カウントの精度とデータからの統計的推測の信
頼度を増すことができる。このような増幅におけるプライマー対は一般に上記のように約
１００塩基対の短いアンプリコン配列を規定する。長いアンプリコンを規定するプライマ
ー対は一般に＞約５０００塩基対～約２００塩基対、又は約５００塩基対～約２０００塩
基対、又は約３０００塩基対の配列長により分離される。
【０１９１】
　増幅反応は当分野で公知の適切な任意技術を使用し、上記アリコートの増幅のセクショ
ンに記載したように実施することができる。例えば、増幅法はＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、Ｌ
ＣＲ、及び／又は各種ＲＮＡ増幅法の任意のものとすることができる。
【０１９２】
　対象核酸が所与長をもつか否かを判定する基本的方法は２個以上のプライマー対又はプ
ローブを使用するが、３個以上のプライマー対又はプローブを使用することにより対象核
酸長及びフラグメント化状態に関する付加情報を得ることができる。付加プローブ及び／
又はプライマー対は、第１及び第２のプライマー対及びプローブの間及び／又はその外側
の長さ判定能を強化することができる。例えば、第１及び第２のプライマー対間の配列を
増幅する付加プライマー対を使用し、プローブされたアンプリコンを検出すると、低又は
シングルコピー反応から付加情報が得られる。このような場合には、第１プローブと付加
プローブのみが同時検出されたならば、対象核酸はプローブ間に所与長をもつが、付加プ
ローブ相補配列と第２のプローブ相補配列の間に切れ目があると判断することができる。
付加シグナルと第２のシグナルのみが同時に検出された場合には、対象核酸は付加プロー
ブ相補配列と第２のプローブ相補配列の間に所与長をもつが、第１のプローブ相補配列と
付加プローブ相補配列の間に切れ目があると判断することができる。この場合の非フラグ
メント化対象核酸はシングルコピー反応の検出で第１、付加及び第２のプローブの各々か
らの同時シグナルをもつ。別の例では、第１及び第２のプライマー対により挟まれた配列
の外側の配列を増幅する付加プライマー対を使用し、３個の適切なプローブでアンプリコ
ンを検出すると、低又はシングルコピー反応から有用な情報が得られる。このような場合
には、第１プローブと付加プローブのみが同時検出されたならば、対象核酸はプローブ間
に所与長をもつが、第１のプローブ相補配列と第２のプローブ相補配列の間に切れ目があ
ると判断することができる。付加シグナルと第２のシグナルが同時検出された場合には、
対象核酸は付加プローブ相補配列と第２のプローブ相補配列の間に所与長をもつが、第１
のプローブ相補配列と第２のプローブ相補配列の間に切れ目があると判断することができ
る。この場合の非フラグメント化対象核酸はシングルコピー反応で第１、付加及び第２の
プローブの各々からの同時シグナルをもつ。このような対象核酸は付加プローブと第１又
は第２のプローブの近いほうの間に少なくとも所与長をもつと共に、第１及び第２のプロ
ーブ間に所与長をもつ。当業者に自明の通り、付加プローブ及び／又は関連プライマー対
を更に加えると、付加核酸長情報が得られる。
【０１９３】
　相補的プローブは対象核酸及び／又は関連アンプリコンと特異的にハイブリダイズし、
低又はシングルコピーハイブリダイゼーションに由来する１個以上のシグナルを発生する
ことにより、前記核酸が少なくとも所与長をもつか否かの判定に有用な情報を与える。プ
ローブは必要なレベルの特異性を提供するのに適したストリンジェンシー条件（例えば緩
衝液イオン強度及び温度）下でハイブリダイズすることができる。多くの態様では、高ス
トリンジェント条件下でプローブを核酸にハイブリダイズさせる。長さを判定する好適態
様では、プローブは上記アリコートの増幅のセクションに記載したように分子ビーコン（
ＭＢ）プローブ、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）プローブ、又はＴａｑＭａｎ（登
録商標）プローブである。好ましい態様では、検出可能なマーカーは異なるプローブの各
々に固有の定量的に異なるシグナルを発生する。場合により、２個以上の異なるプローブ
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が同一シグナルをもつ場合もあり、シングルコピー反応混合物中の２個のプローブの同時
存在を例えば二重振幅又は面積のシグナルとして検出することができる。
【０１９４】
　相補的プローブにハイブリダイズしたターゲット対象核酸及び／又は関連アンプリコン
をマーカーシグナル検出操作に付すことができる。混合物中に存在するシグナルを検出す
るために増幅及び／又はハイブリダイゼーション反応混合物を検出領域に流入させること
ができる。ハードウェアの構成に応じて、検出領域は例えばマイクロチャンバーもしくは
マイクロチャネル、増幅反応混合物が形成又は増幅された領域、ハイブリダイゼーション
反応が行われた領域、反応領域の下流のキュベット領域、マイクロフルイディックデバイ
スと一体的であるかもしくは近接する検出領域、及び／又は同等領域とすることができる
。検出器は上述のようにマーカーシグナルに適切で且つ他のシステムハードウェアに対応
する任意型とすることができる。核酸又はアンプリコンにハイブリダイズするか及び／又
はこれから放出されたプローブは検出領域に流入又は通過することにより検出することが
でき、検出器でプローブをスキャンするか、あるいは例えば当分野で公知のイメージング
技術を使用してプローブを２又は３次元検出領域で検出することができる。
【０１９５】
　検出されたシグナルを解釈し、対象核酸を検出し、前記核酸が少なくとも所与長をもつ
か否かを判定することができる。プライマーとアンプリコンの観点から上述したように、
低又はシングルコピー反応混合物中に１個以上のプローブが同時に検出された場合には、
対象核酸長に関する情報が得られる。理論的には、対象核酸が所与長をもつか否かの判定
にプライマーとアンプリコンは不要であるが、このような判定の感度を増すには増幅スキ
ームが有用であると思われる。核酸に沿って所与距離で離間した配列で核酸（又は関連ア
ンプリコン）に特異的にハイブリダイズした２個以上のプローブから低又はシングルコピ
ー反応混合物中でシグナルが検出された場合には、核酸はプローブ間でフラグメント化し
ていないと判断することができる。１個のプローブのみからシグナルが検出された場合に
は、核酸に切れ目が存在すると判断することができる。複数の低コピー、シングルコピー
、及びゼロコピー反応混合物からの検出データの蓄積により、サンプル中に存在する核酸
の定量、比率測定、及び相関に有用な情報が得られる。
【０１９６】
　異なる長さの対象核酸は原則的に本明細書の各所、特に上記対象核酸のカウント及び統
計分析のセクションに記載するように定量することができる。低コピー、シングルコピー
、及び／又はゼロコピー反応混合物から検出されたシグナルを解釈及びカウントし、量計
算に有用なデータを蓄積することができる。例えば、同時シグナル、孤立シグナル、及び
無シグナル（ゼロコピー）反応のカウントに基づいてサンプル中の全長又はフラグメント
化対象核酸の合計量について推定することができる。希釈倍率、効率係数、内部参照値等
に従って適宜調節することができる。関連シグナルカウントの比率に基づいて全長とフラ
グメント化対象核酸の比率を決定することができる。当分野で自明の通り、得られるシグ
ナルデータの量が多いほどこのような定量的測定の精度又は確度を改善することができる
。例えば、本方法では例えばサンプルのフラグメント化状態を解釈するため、フラグメン
トと非フラグメント化核酸の比率を計算するため、対象核酸を定量するため、疾患状態と
の有効な相関を行うため等の目的で統計的に有効なデータセットを集計するように２コピ
ー以下（シングルコピー及びゼロコピー反応を含む）の少なくとも２５個の反応混合物に
サンプルを分画することによりサンプルを評価することが好ましい。
【０１９７】
　別の側面では、１個以上のシグナルの形状、体積、幅、高さ、長さ、面積、又は比を評
価し、対象核酸に関する定量情報を得ることができる。獲得されたシグナルのこれらのピ
ークパラメーターを回帰分析し、サンプル中の対象核酸の濃度変化に伴うパラメーター変
化を最も厳密に反映する標準曲線方程式を同定することができる。アッセイが異なる検出
可能なマーカーをもつ２個以上のプローブからの異なるシグナルの検出を含む場合には、
異なる検出シグナルの回帰分析のために同一又は異なるピークパラメーターを入力するこ
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とができる。
【０１９８】
　１態様では、増幅サイクル数の増加に伴うシグナルの変化を測定することによりサンプ
ル中の対象核酸の量を測定することができる。増幅サイクルの増加に伴うシグナル強度変
化をプロットとすると、Ｓ字曲線になることが多い。変曲点、所定傾きをもつ点、所定絶
対シグナル強度をもつ点、最大（プラトー）シグナル強度の所定フラクションをもつ点、
及び／又は同等点等の曲線上の所定の厳密な点を高精度で識別することができる。既知核
酸濃度の標準材料のアッセイからのこれらの識別可能点の任意のものの回帰分析に基づい
て有用な標準曲線を作成することができる。例えば、選択された識別可能点に達するため
に必要な増幅サイクルに対する既知対象核酸濃度を表す標準曲線を作成することができる
。このような標準曲線は例えばこのような曲線の標準データ又は数値表示のプロット曲線
とすることができる。標準曲線に対して未知サンプルの核酸濃度を決定することができる
。例えば増幅反応混合物を異なる速度、異なる時間、及び／又は異なる距離で活性増幅領
域に流し、異なる増幅サイクル数を経た一連の反応混合物を得ることにより、異なる増幅
度を一貫して得ることができる。
【０１９９】
　１態様では、サーモサイクラーチャネルの活性サイクル加熱領域に増幅反応混合物を異
なる距離で流すことにより、異なる程度の例えばＰＣＲ増幅が得られる。例えば、熱サイ
クル反応が停止する前に増幅反応混合物を活性サイクル増幅領域に所定距離だけ流入させ
ることができる。この場合には、反応混合物の流動スラグの前端のほうが増幅サイクルが
多く、後から流入する後端に近い混合物のほうが増幅サイクルが少なくなる。反応混合物
のこのようなスラグが検出器を通過し続けるようにしたならば、検出器シグナル出力は図
１６Ａに示すように逆Ｓ字曲線になると思われる。あるいは、前端近傍の反応混合物が後
端近傍の反応混合物よりも増幅サイクルが少なくなるように先にサーモサイクラーから流
出するように、熱サイクルの開始前に増幅反応混合物のスラグを不活性増幅領域に流入さ
せることもできる。反応混合物のこのスラグが検出器を通過して検出されると、スラグの
前端の弱い増幅と後端の強い増幅が示す図１６Ｂに示すようなＳ字曲線検出器シグナル出
力を発生する。
【０２００】
　対象核酸のフラグメント化状態又は完全性に関する情報を例えばサンプルソース生物の
疾患状態に相関させることができる。例えば本発明の方法を使用して得られた所定核酸の
長さに関する定性的、定量的、及び／又は比率データを比較することにより、当分野で公
知の相関分析を実施することができる。例えば、非フラグメント化核酸の量、又は所与長
をもつ核酸に対するフラグメント化核酸の比率に疾患状態を相関させることができる。統
計分析を使用して比率閾値又は定量的閾値を設定し、許容不能な偽陽性結果を伴わずに相
関疾患状態に陽性であると思われるサンプルを許容可能な信頼度で識別することができる
。例えば、大便又は子宮頸管スワブサンプル中のフラグメント化核酸と非フラグメント化
核酸の比率が所定の値である場合には、このサンプルは例えば夫々結腸又は子宮頸癌患者
に由来する可能性があると判断することができる。
【０２０１】
　（対象核酸の定量方法）
　本発明の方法及びシステムは対象核酸を定量するための各種フォーマットで使用するこ
とができる。定量アッセイは所望品質の出力結果を提供するように構成することができる
。例えば、特定アッセイのデザインによりアッセイパラメーター（例えば感度、確度、精
度、及び偽陽性又は偽陰性率）を変化させることができる。アッセイの反復により精度を
増すことができる。定量アッセイは例えば所望範囲、感度及び／又は確度で有効な結果を
提供するのに最適なシグナルピークパラメーターを評価することにより改善することがで
きる。
【０２０２】
　サンプルシグナル出力ピークを一連の標準シグナル出力ピークと比較すると、サンプル
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中の対象核酸の濃度を表すことができる。例えば、既知量の対象核酸を含有する一連の標
準材料を各々同数の増幅サイクルで増幅すると、図１７に示すような一連の検出可能なシ
グナルを生じることができる。核酸標準の各濃度について、アンプリコンに関連する異な
る検出可能なシグナルピークを検出することができる。１態様では、未知濃度の対象核酸
を含むサンプルを標準材料と同一サイクル数で増幅する。得られたアンプリコンを標準と
同一のプローブ及び検出可能なマーカーシステムで検出すると、所定の顕著なピークパラ
メーターをもつシグナルが得られる。サンプルからのシグナルを評価し、分析目的に最適
なシグナルピークパラメーター（例えばシグナルピークの形状、シグナルピーク上の変曲
点、シグナルピークの傾き、シグナルピーク振幅、シグナルピーク面積、高さの２分の１
のシグナルピーク幅等）を識別することができる。例えば、ピーク面積により最高確度の
定量的比較が得られ、ピーク高さにより高精度比較が得られ、ピーク形状により広い濃度
範囲にわたって適切な定量的比較が得られる。特定例の比較に適したシグナルピークパラ
メーターの識別は例えば当分野で周知のアッセイ実施及び検証方法を使用して決定するこ
とができる。核酸定量の精度及び／又は確度は標準値間の中間値との比較の補間、複製標
準の試験、反復サンプルアッセイの統計分析、２個以上の増幅レベルでの比較試験、及び
／又は同等手段により強化することができる。
【０２０３】
　多重アッセイ結果を使用することにより核酸定量の信頼性を強化する１つの方法はサン
プルと標準の増幅シグナル応答曲線の比較に依存する。例えば、多数の増幅サイクルで発
生したアンプリコン関連シグナルの量を各種既知濃度の標準のシグナルに比較することが
できる。図１８Ａに模式的に示すように、増幅サンプルからのシグナルは低値１８０から
出発し、所定点１８１で対数的に増加し、増幅サイクル数の増加と共に最大シグナルプラ
トー１８２に向かって漸近するので、Ｓ字曲線を描く。異なる既知濃度の対象核酸を含む
標準材料を増幅すると、図１８Ｂに示すように、一連の標準Ｓ字曲線が得られる。例えば
各種レベルのコンシステンシーをもつサンプル及び標準曲線上の点を識別することができ
る。識別可能点は例えば変曲点、所定傾きをもつ点、所定シグナル振幅をもつ点、最大（
例えばプラトー漸近）シグナル振幅の所定フラクションをもつ点等とすることができる。
サンプルが識別可能点に達するために必要な増幅サイクル数からサンプル中の核酸濃度を
決定できるように、図１８Ｃに示すように、識別可能点までのサイクルに対する濃度の標
準曲線を作成することができる。例えば、最大傾き（最大シグナル増加率）の点１８３を
標準曲線の各々で厳密に識別することができる。最大傾きまでのサイクルを濃度に対して
プロットし、標準曲線を作成することができる。標準曲線から最大傾きまでのサイクル数
１８５を与える濃度１８４として未知サンプルの対象核酸濃度を読み取ることができる。
当然のことながら、このような決定には必ずしも標準曲線又はサンプル曲線を手動プロッ
トする必要はない。本明細書において曲線の作成とは関連因子（例えば濃度と傾き、シグ
ナルパラメーターと増幅サイクル、識別可能点と濃度等）の関係を表す全手段を含み、例
えば手動で実施するか、アナログ又はデジタルコンピューターとソフトウェアにより実施
するかを問わず、データプロット、回帰分析、曲線フィット、方程式決定、及び／又は同
等手段が挙げられる。対象核酸定量の本態様では、例えば上記核酸のフラグメント化状態
の判定方法のセクションに記載したように、標準反応混合物とサンプル反応混合物を異な
る増幅サイクル数で増幅することが好ましい。
【０２０４】
　所与長対象核酸及び／又はフラグメント化対象核酸の量と比率は例えば２個以上のプロ
ーブシグナルについて作成した識別可能点までの増幅サイクルに対する濃度の標準曲線を
参照することにより高精度で決定することができる。この場合、例えば上記段落に記載し
た方法に従って、フラグメント化又は非フラグメント化対象核酸に関連する検出可能なシ
グナルを別々に定量し、サンプル中の対象核酸の完全性を評価することができる。１側面
では、対象核酸の２個以上に関連するシグナルについて識別可能点までの増幅サイクルに
対する濃度の標準曲線を別々にプロットすることができる。（例えばアンプリコンの配列
にハイブリダイズしており、シグナルを発生する検出可能なマーカーをもつ核酸プローブ
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に由来する場合にシグナルはアンプリコンに関連している。）各アンプリコンについてサ
ンプルの識別可能点までのサイクルを標準曲線と比較し、フラグメント化対象核酸と所与
長対象核酸の濃度を別々に決定することができる。１好適態様では、均質反応混合物から
シグナルを検出する。別の好ましい態様では、対象核酸の完全性に関する高分解データが
得られるように、低又はシングルコピー反応混合物からシグナルを検出する。
【０２０５】
　（核酸のフラグメント化状態の判定用システム）
　本発明のシステムはサンプル中の対象核酸長の高感度識別に好適な効率的な処理用ハー
ドウェアを提供することができる。核酸長の識別システムは原則的に単分子増幅について
本明細書に記載する通りとすることができるが、例えば多重プローブの増幅、検出、解釈
、及び／又は相関には付加エレメントを加える。核酸長を識別するためのコアシステムは
例えばマイクロチャネル又はマイクロチャンバーに低及びシングルコピー反応混合物を収
容することが可能なマイクロフルイディックデバイスと、均質反応混合物から１個以上の
シグナルを識別することが可能な検出器と、単一又は同時に検出されたシグナルを解釈し
、サンプルからの個々の核酸長を決定するように構成されたソフトウェアシステムを含む
。付加サブシステムとしては単分子増幅システム一般について上述したようなサンプル保
存モジュール、抽出モジュール、希釈モジュール、及びコンピューターが挙げられる。
【０２０６】
　図１９に示すような典型的な核酸長識別用システムは以下のように機能することができ
る。抽出モジュール１９３により抽出され、マイクロフルイディックデバイス１９４によ
るサンプリングのために送達されるまでマイクロタイタープレート１９１のウェル内のサ
ンプル１９０は保存モジュール１９２に保持することができる。サンプルはキャピラリー
シッパーチューブ１９５を通ってマイクロフルイディックデバイスのマイクロチャネル１
９６又はマイクロチャンバーに吸引され、サンプルは一体的希釈モジュール１９７（例え
ば希釈チャネル）を通って試薬１９８と緩衝液１９９で希釈され、増幅反応混合物を構成
する。反応混合物は多重増幅領域２００の各チャネルに別々に分注され、低コピー、シン
グルコピー、及び／又はゼロコピー反応混合物を増幅条件（例えば熱サイクル）に付すこ
とができる。増幅した反応混合物アリコートは検出領域２０１に流入し、１個以上の異な
るプローブ上の検出可能なマーカーからのシグナルを検出器２０２により検出することが
できる。検出器はコンピューター２０３と連携し、システムソフトウェアによる解釈及び
／又は相関のために検出器シグナルを送信することができる。
【０２０７】
　システムにおける核酸識別用サンプルは天然又は非天然核酸を含む任意サンプルとする
ことができる。例えば、サンプルとしては一塩基多型（ＳＮＰ）をもつ核酸、癌関連核酸
、感染性物質に由来する核酸、全血、血清、血漿、大便、尿、膣分泌液、射精液、滑液、
生検、脳脊髄液、羊水、又は法医学用核酸が挙げられる。サンプルはサンプルの保存期間
を長くするのに適した温度、光、及び湿度の環境条件下で上記のような保存モジュールに
保存することができる。サンプルライブラリーは例えばマルチウェルプレート内の各種液
体アリコートのマトリックス又はスライド上の乾燥スポットとして保存することができる
。サンプルは在庫システムにより追跡可能であると共にサンプル抽出システムによりアク
セス可能な保存モジュール内の位置に配置することができる。
【０２０８】
　核酸長の識別システムでは、例えばシステムの高スループット性能を強化するために抽
出モジュールを利用することができる。抽出モジュールは保存モジュールから指定サンプ
ルを取出し、分析のために希釈モジュール又はマイクロフルイディックデバイスに送達す
ることができる。抽出モジュールは例えば運動自由度６のロボットアーム、ｘ－ｙプロッ
トトレイ捕捉器、ベルトコンベヤー、及び／又は同等手段を備えることができる。タグ付
きサンプルを識別及び追跡するためにバーコードリーダー又は高周波識別システムを抽出
モジュールに組込むことができる。
【０２０９】
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　核酸長判定用反応混合物は対象核酸、２個以上のポリメラーゼプライマー対、ヌクレオ
チド三リン酸、緩衝液及び／又は２個以上の検出機能なプローブを含むように調製するこ
とができる。反応混合物成分は任意時間又は場所で任意順序で混合することができる。反
応混合物はマイクロフルイディックデバイスの外部、例えばマイクロウェルプレートで手
動又は自動ピペッターシステムを使用して構成することができる。反応混合物はマイクロ
フルイディックデバイスの外部で例えば手動系列希釈又は自動希釈モジュールを使用する
ことにより希釈することができる。希釈により、システムの増幅マイクロチャネル、ハイ
ブリダイゼーション反応、及び／又は検出領域で所望量の低、シングル、及びゼロコピー
反応混合物が得られるような対象核酸濃度とすることができる。反応混合物は例えばアン
プリコンを規定し、対象核酸上に所与間隔でプローブに相補的な配列を挟む２個以上のプ
ライマー対を含むことができる。好ましいプライマー対は約５０塩基対～約３０００塩基
対、又は約１００塩基対のサイズのアンプリコンを規定する。好ましい態様では、プライ
マー対はほぼ同一融点をもち、ほぼ同一長のアンプリコンを規定する。１態様では、アン
プリコンは１個以上のプローブに相補的な配列をもつ領域で長いアンプリコンとオーバー
ラップする短いアンプリコンを含む。
【０２１０】
　１側面では、システムは例えば分析用サンプル成分のアフィニティー濃縮、又はハイブ
リダイゼーション反応混合物成分の濃縮を実施するための固体支持体を含むことができる
。固体支持体は反応成分（例えば対象核酸、プライマー、プローブ等）に相補的であり、
前記成分を特異的に捕獲することが可能なアフィニティーエレメント（例えばオリゴヌク
レオチド）をもつことができる。固体支持体はシステム投入に合わせて対象核酸の濃度を
調節するのに有用であり得る。固体支持体は増幅又はハイブリダイゼーション段階中に成
分を固相化することができる。対象核酸及び／又はその関連アンプリコンとハイブリダイ
ズしたプローブは検出のために検出領域で捕獲することができる。所定反応混合物成分を
固体支持体に固相化し、他の所定成分は流動させることができるが、検出時に同一混合物
中に異なるプローブが存在しているならば、混合物は均質であるとみなすことができる。
【０２１１】
　対象核酸又は関連アンプリコンとハイブリダイズするように増幅反応混合物及び／又は
ハイブリダイゼーション混合物に１個以上のプローブを存在させることができる。例えば
長いアンプリコンの検出が非フラグメント化核酸を表すような所定態様では、単一プロー
ブからのシグナルは非フラグメント化核酸の存在を裏付けることができる。しかし、好適
態様では、システムは対象核酸に沿って所与距離で離間された核酸配列に特異性をもつ２
個以上のプローブを含む。多くの場合には２本鎖核酸の第２鎖の配列に特異的な代替プロ
ーブを所与長のほぼ各末端に配置することによりシグナルを増強することができ、一般に
、代替プローブは第１鎖プローブの近傍にハイブリダイズするが、プライマー相互のハイ
ブリダイゼーションを避けるために第１鎖プローブに相補的ではない。好ましいプローブ
は対象核酸との結合に関連する有意シグナル変化をもつ。従って、例えば均質混合物から
低バックグラウンドに対する陽性シグナルが得られる（即ちハイブリダイズしていないプ
ローブを反応混合物から分離する必要がない）。プローブは上記の各種検出可能なマーカ
ーの任意のものをもつことができるが、核酸長の識別に好ましいプローブは分子ビーコン
（ＭＢ）、ＴａｑＭａｎ（登録商標）、及び蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）プロー
ブである。
【０２１２】
　本発明の１側面では、単一反応混合物で複数のアッセイを実施することができる（多重
化）。例えば、反応混合物は２種以上の対象核酸に対する独立して検出可能なプローブを
含むことができる。反応混合物は例えば第１の対象核酸の第１の所与長の両端の配列に相
補的なプローブ対と、別の対象核酸の第２の所与長の両端の配列に相補的な別のプローブ
対を含むように構成することができる。４個のプローブは反応混合物中で個々に検出でき
るように各々異なる検出可能なマーカーをもつことができる。検出器領域中の反応混合物
が３個のプローブシグナルを同時に発生するならば、システムソフトウェアは所与長をも
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つ識別可能な第１の対象核酸のシングルコピーと、他の核酸のフラグメント化シングルコ
ピーの存在を示すものとしてこれを明確に解釈することができる。当業者はこのような多
重スキームを使用して他の明確なシグナル組合せを予想することができる。
【０２１３】
　核酸長の識別システムにおけるマイクロフルイディックデバイスとしては、システム例
のセクションに上述したように試薬ウェル、ガス、液体及び電気接触用ポート、サンプル
シッパー、マイクロチャネル及びマイクロチャンバー、増幅マイクロチャネル、並びに検
出領域をもつチップが挙げられる。好適態様では、マイクロフルイディックデバイスはシ
ッパー、（図１に示すような）多重増幅チャネル、及び多重周波数のレーザー励起と蛍光
検出用に構成された検出領域等の部材を含む。
【０２１４】
　システムの検出器は反応混合物成分の均質混合物から２個以上のシグナルを検出するこ
とが可能な任意構成とすることができる。検出器はハイブリダイズしたプローブにより発
生される検出可能なマーカーシグナルの型に適合するように構成することができる。検出
器としては例えば蛍光光度計、電荷結合デバイス、レーザー、酵素、又は酵素基質、光電
子増倍管、分光光度計、走査型検出器、顕微鏡、ガルボスキャナー等が挙げられる。検出
器は増幅反応混合物、アリコート、ハイブリダイゼーション反応混合物、又は反応混合物
成分が流入した検出領域をモニターすることができる。本方法ではハイブリダイゼーショ
ンによる蛍光プローブが好ましいので、本システムの好ましい検出器は蛍光光度計である
。同一の検出可能なマーカーシグナルをもつ２個のプローブの存在を識別することもでき
るが、シグナルは異なり、検出器は均質混合物から２個以上の異なるシグナルを同時に識
別できることが好ましい。より好ましい態様では、検出器は光ファイバーにより検出領域
に送られるレーザー光励起光源と、２個以上の発光波長を同時に検出することが可能なフ
ォトダイオードアレイを含む。
【０２１５】
　ソフトウェアシステムは１個以上のシグナルを解釈及び／又はシグナルを疾患状態に相
関させるためのシステムのエレメントとすることができる。ソフトウェアシステムは例え
ばシグナルをカウントするため、濃度を計算するため、比率を計算するため、標準曲線を
作成するため、及び／又は例えば疾患状態との相関を評価するためのアルゴリズムを含む
ことができる。ソフトウェアは例えば検出領域における所与長の核酸の存在を表すものと
して２個以上のシグナルの同時発生を解釈することができる。ソフトウェアは例えば検出
領域におけるフラグメント化核酸の存在を表すものとして単一シグナルを解釈することが
できる。ソフトウェアは例えばシグナルカウント数、反応容量、希釈又は濃縮倍率、効率
係数、既知入力値及び定数、シグナルピーク形状及び／又は同等因子等の情報を考慮する
ことにより対象核酸の量を計算することができる。ソフトウェアはサンプル中の対象核酸
のコピー数、所与長をもつ対象核酸数、又は異なる長さをもつ対象核酸の比率を表すもの
として検出器により検出されるシグナルの体積、幅、高さ、長さ、面積、及び／又は比等
のピークパラメーターを解釈することができる。ソフトウェアシステムは例えば検証量又
は比率閾値をサンプルのアッセイ結果と比較することにより１個以上のシグナル検出結果
を疾患状態に相関させることができる。
【０２１６】
　コンピューターは核酸長の識別システムの重要なエレメントであり得る。コンピュータ
ーはシステムにおける制御機能（例えばサンプル識別、サンプル抽出、サンプルシッピン
グ、マイクロチップ圧力及び電圧の制御、検出器シグナルの受信、並びにシグナルのソフ
トウェア解釈）を統合することができる。好ましい態様では、コンピューターはサンプル
又は標準アッセイからのシグナルを受信、保存、及び評価するためにシグナル検出器と連
携している。システムのコンピューターは上記コンピューターのセクションに記載した通
りとすることができる。例えば、本発明のシステムは例えば本明細書に記載する核酸長判
定方法を実施するためのソフトウェアシステムに入力したデータセット及び命令セットを
備えるデジタルコンピューターを含むことができる。コンピューターは例えばＰＣ（ＤＯ
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Ｓ（登録商標）、ＯＳ２（登録商標）、ＷＩＮＤＯＷＳ（登録商標）オペレーティングシ
ステム対応Ｉｎｔｅｌｘ８６又はＰｅｎｔｉｕｍチップ）、ＭＡＣＩＮＴＯＳＨ（登録商
標）、Ｐｏｗｅｒ　ＰＣ、又はＳＵＮ（登録商標）ワークステーション（ＬＩＮＵＸ又は
ＵＮＩＸオペレーティングシステム対応）又は当業者に公知の他の市販コンピューターと
することができる。コンピューターは例えばシステムに組込んだメモリ付き集積回路又は
プロセッサー等の単純な論理装置とすることができる。検出器シグナルを解釈するための
ソフトウェアも入手可能であるか、あるいはＶｉｓｕａｌｂａｓｉｃ、Ｆｏｒｔｒａｎ、
Ｂａｓｉｃ、Ｊａｖａ等の標準プログラミング言語を使用して当業者により容易に構築す
ることができる。
【０２１７】
　以上、明確に理解できるように本発明を多少詳細に記載したが、本発明の真の範囲を逸
脱することなく形態や細部に種々の変更が可能であることは以上の開示から当業者に自明
である。例えば、上記技術及び装置の多くは種々に組合せて使用することができる。
【０２１８】
　本明細書に引用する全公報、特許、特許出願、及び／又は他の文献はその開示内容全体
を全目的で参考資料として組込み、各公報、特許、特許出願、及び／又は他の文献を全目
的で参考資料として組込むと個々に記載しているものとして扱う。
【図面の簡単な説明】
【０２１９】
【図１】本発明の実施例の多くで使用した８チャネルＰＣＲシッパーチップのチップデザ
インを模式的に示す。
【図２】２回の実験の投入コピー数に対する増幅百分率を予測（ポアソン）値と比較した
グラフである。
【図３】図３Ａ及びＢはピーク面積とピーク幅の棒グラフを示す。
【図４Ａ】増幅反応のピーク幅を示すグラフである。
【図４Ｂ】増幅反応のピーク幅を示すグラフである。
【図４Ｃ】増幅反応のピーク幅を示すグラフである。
【図４Ｄ】増幅反応のピーク幅を示すグラフである。
【図５】単分子増幅ピーク幅のグラフ分析である。
【図６】本発明のシステムの模式図である。
【図７】本発明のシステムの模式図である。
【図８】対象核酸をスキャンするためにチャネルネットワークの同時画像処理を使用する
停止フローシステムの模式図である。
【図９】熱サイクル後の流体ネットワークの模式図である。スポットはシングルコピー増
幅反応からの蛍光「クラウド」を表す。定量的ＰＣＲ分析のためにスポットをカウントす
る。
【図１０】単分子ＤＮＡ増幅を示すデータグラフである。
【図１１】単分子ＤＮＡ増幅を示すデータグラフ（６パス）である。
【図１２】単分子ＤＮＡ増幅を示すデータグラフ（３パネル）である。
【図１３】ＴａｑＭａｎプローブを使用してオンチップで実施した癌検出に関連する２個
の突然変異部位の検出のグラフを示す。
【図１４】オーバーラップしない２個のアンプリコン配列を使用して増幅した対象核酸の
低～シングルコピー検出の模式図を示す。
【図１５】少なくとも１個のプローブに相補的な配列でオーバーラップする２個のアンプ
リコン配列を使用して増幅した対象核酸の低～シングルコピー検出の模式図を示す。
【図１６】図１６Ａ～１６Ｂは活性サイクル増幅領域に増幅反応混合物を異なる距離で流
入させることにより作成した増幅曲線の模式図を示す。
【図１７】２５サイクル又は４０サイクルの増幅サイクルに付した一連の核酸標準材料で
検出されたシグナルピークを示す。
【図１８】図１８Ａ～１８Ｃは最大傾きの識別可能点に到達するために必要な増幅サイク
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ル数に基づく対象核酸の定量を立証する模式図を示す。
【図１９】対象核酸長を識別するための本発明のシステムの模式図を示す。
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