
JP 5719593 B2 2015.5.20

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の以下の変異配列のいずれか一つにハイブリダイズできるが、野生型
配列には相補的ではない、以下のｉ）～ｉｖ）のいずれかの配列からなるフォワードプラ
イマー。
ｉ）Ｅ５４２Ｋ領域については、配列番号５；
ｉｉ）Ｅ５４５Ｋ領域については、配列番号１４；
ｉｉｉ）Ｈ１０４７Ｒ領域については、配列番号２１；
ｉｖ）Ｈ１０４７Ｌ領域については、配列番号２８。
【請求項２】
少なくとも２つのプライマーを含むキットであって、第一のプライマーが請求項１に記載
のフォワードプライマーであり、第二のプライマーがリバースプライマーであり、第二の
プライマーが、第一のプライマーが相補的である領域の下流のＰＩＫ３ＣＡ配列の断片の
領域に相当する、上記キット。
【請求項３】
第二のプライマーが、以下の配列の一つを含む、請求項２に記載のキット。
Ｅ５４２Ｋ又はＥ５４５Ｋ領域については、配列番号１８に記載の配列；及び
Ｈ１０４７Ｒ又はＨ１０４７Ｌ領域については、配列番号３５に記載の配列。
【請求項４】
ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の少なくとも１つの断片を含む核酸試料における変異を検出するため
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の、請求項１に記載のフォワードプライマー若しくは請求項２または３に記載のキットの
使用。
【請求項５】
ａ）ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の少なくとも１つの断片を含む核酸試料を、第一のプライマー及
び第二のプライマーと混合し、混合物についてＰＣＲを行い；及び
ｂ）ハイブリダイゼーションが変異の存在を示す、核酸試料に対する第一のプライマーの
ハイブリダイゼーションを検出する工程を含む、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子における変異の有無
を検出する方法であって、第一のプライマーは請求項１に記載のフォワードプライマーで
あり、第二のプライマーが、第一のプライマーが相補的である領域の下流のＰＡＫ３ＣＡ
配列の断片の領域に相当する、上記の方法。
【請求項６】
第一のプライマーが配列番号５又は１４からなる場合は、第二のプライマーは配列番号１
８に記載の配列を有し、又は第一のプライマーが配列番号２１又は２８からなる場合は、
第二のプライマーは配列番号３５に記載の配列を有する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
第二のプライマーがスコーピオンズプライマーである、請求項５又は６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリヌクレオチド、ポリヌクレオチドを含むキット、及び遺伝子において変
異の有無を検出する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ホスファチジルイノシトール３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ）は、細胞シグナリングに関与す
る脂質キナーゼの大きなファミリーである。ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ経路は、多くの腫瘍型にお
いて活性化され、細胞生育、細胞増殖及び細胞生存の異常に至る（１最近のレビューのre
fを加える）。近年、クラス１Ａ ＰＩ３Ｋ（ＰＩＫ３ＣＡ）の触媒サブユニットにおける
変異が、ヒト癌で同定されている（非特許文献１参照）。発癌におけるこれら変異の正確
な役割は、まだ、明確に定義されるのを待つ状態であるが、進行中の多数の標的ＰＩ３Ｋ
阻害剤の開発に伴い、変異の検出が、患者選定にとってますます重要になるだろう。その
ような変異の検出における技術的挑戦は、少量の変異配列のみ含有する可能性のある腫瘍
の生検の制限に起因する。さらに、パラフィン包埋組織から抽出したＤＮＡは、しばしば
分解しており、品質が悪い。シーケンシングによる検出に必要とされる変異ＤＮＡの最低
水準は、１５～２５％であるから、異種の試料において少量の変異対立遺伝子を検出する
ことができる高感度測定法及びその測定法を実施するために必要なプロダクトを開発する
差し迫った必要性がある。
　本発明は、この必要性に対処することを求める。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】サミュエルズ・ワイ、ワング・ジー、バーデリ・エーら、「ヒト癌にお
けるPIK3CA遺伝子の高頻度の変異」サイエンス2004;304(5670): 554（Samuels Y，Wang Z
, Bardelli A, et al. "High frequency of mutations of the PIK3CA gene in human ca
ncers. Science 2004;304(5670): 554）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、腫瘍性のＰＩＫ３ＣＡ変異のための高感度かつ強固な試験を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
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　本発明の一の態様によれば、配列番号３～１６、１８、２０～３３、３５若しくは３７
～３９のプライマー配列のうちの一つ又はその相補配列の少なくとも最後の６個のヌクレ
オチドを含むポリヌクレオチドが提供される。すなわち、当該ポリヌクレオチドは、配列
番号３～１６、１８、２０～３３、３５若しくは３７～３９のプライマー配列のうちの一
つ又はその相補配列の３’末端における少なくとも６個のヌクレオチドを含む。
【０００７】
　好ましくは、当該ポリヌクレオチドは、配列番号３～１６、１８、２０～３３、３５若
しくは３７～３９のプライマー配列のうちの一つ、その相補配列、又はそれと８０％、９
０％、９５％若しくは９９％の配列同一性を有する配列の３’末端における８個、１０個
、１２個、１４個、１６個、１７個、１８個若しくは２０個のヌクレオチド又は全体の少
なくとも７５％を含む。
　本発明のいくつかの実施形態では、配列番号３～１６、１８、２０～３３、３５若しく
は３７～３９のプライマー配列のうちの一つ又はその相補配列の３’末端における１０個
のヌクレオチドの少なくとも７５％を含むポリヌクレオチドが提供される。
　有用なものとして、当該ポリヌクレオチドは、１００ヌクレオチ長さ未満であり、好ま
しくは８０ヌクレオチド長さ未満であり、より好ましくは６０ヌクレオチド長さ未満であ
り、より好ましくは４０ヌクレオチド未満であり、より好ましくは３０ヌクレオチド長さ
未満である。
【０００８】
　有利には、当該ポリヌクレオチドは、クエンチャー基（quencher group）及びフルオロ
フォア基(fluorophore group)をさらに含む。
【０００９】
　有用ものとして、クエンチャー基とフルオロフォア基とは、第一及び第二の領域を含む
ヌクレオチド・テイル配列によって分離され、第二の領域に対する第一の領域のハイブリ
ダイゼーションによりクエンチャー基がフルオロフォア基に十分に近づき、フルオロフォ
ア基を消光する結果となるように、第一の領域のヌクレオチドは、第二の領域のヌクレオ
チドと相補的であるが逆順である。
【００１０】
　好ましくは、前記テイル配列は、さらに、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の領域と相補的な配列を
有する第三の領域を含む。
【００１１】
　有利には、当該ポリヌクレオチドは、配列番号１８の少なくとも３’末端における６個
のヌクレオチドを含み、かつ前記テイル配列は配列番号１７を含む。
【００１２】
　あるいは、当該ポリヌクレオチドは、配列番号３５の少なくとも３’末端における最後
のヌクレオチドを含み、かつ前記テイル配列は配列番号３４を含む。
【００１３】
　あるいは、当該ポリヌクレオチドは、配列番号３９の少なくとも３’末端における最後
のヌクレオチドを含み、かつ前記テイル配列は配列番号３８を含む。
【００１４】
　有用なものとして、クエンチャー基はダブシル（Dabcyl）を含む。
【００１５】
　好ましくは、フルオロフォアは、ヘックス（Hex）、ファム（Fam）又はロックス（Rox
）を含む。
【００１６】
　本発明の別の態様によれば、本発明のポリヌクレオチドの少なくとも二つを含むキット
が提供される。
【００１７】
　有利には、当該キットは、配列番号１８を含むポリヌクレオチド及び配列番号３～１６
のいずれか１つを含むポリヌクレオチド；又は配列番号３５を含むポリヌクレオチド及び
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配列番号２０～３３のいずれか１つを含むポリヌクレオチド；又は配列番号３９を含むポ
リヌクレオチド及び配列番号３７を含むポリヌクレオチドを含む。
【００１８】
　有利なものとして、当該キットは、ヌクレオチド三リン酸塩、重合酵素及び／又はバッ
ファー溶液をさらに含む。
【００１９】
　本発明のさらなる態様によれば、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の少なくとも断片を含む核酸試料
における変異を検出するための、本発明のポリヌクレオチド若しくはキット；又は配列番
号３～１６、１８、２０～３３若しくは３５又はその相補配列の３’末端における６個の
ヌクレオチドの４個又は５個を含むポリヌクレオチドの使用が提供される。
【００２０】
　有利には、核酸試料におけるＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の断片は、少なくとも１０ヌクレオチ
ド長さであり、好ましくは２０ヌクレオチド長さであり、より好ましくは３０ヌクレオチ
ド長さであり、より好ましくは４０ヌクレオチド長さである。
【００２１】
　本発明の別の態様によれば、
ａ）ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の少なくとも断片を含む核酸試料を、配列番号３～１６又は２０
～３３のプライマー配列のうちの一つ又はその相補配列の少なくとも３’末端における６
個のヌクレオチドを含むポリヌクレオチドと混合し；及び
ｂ）ハイブリダイゼーションが変異の存在を示す、核酸試料に対するポリヌクレオチドの
ハイブリダイゼーションを検出する、
工程を含む、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子における変異の有無を検出する方法が提供される。
【００２２】
　有用なものとしては、前記ポリヌクレオチドは、配列番号３～１６又は２０～３３のプ
ライマー配列の一つを含む。
【００２３】
　好ましくは、当該方法は、工程ａ）の前に、熱サイクリング核酸増幅、好ましくはＰＣ
Ｒを用いて、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の断片のコピー数を増幅する工程を有する。
【００２４】
　有利には、工程ｂ）は、前記ポリヌクレオチドを第一のプライマーとして用いＤＮＡ重
合を実施すること、及び重合の伸張産物を検出することを含む。
【００２５】
　有用なものとしては、工程ｂ）は、前記ポリヌクレオチドが相補的な領域の下流にある
ＰＩＫ３ＣＡ配列の断片の領域に対応する第２のプライマーと、核酸試料及び前記ポリヌ
クレオチドを混合し、該混合物についてＰＣＲを実施する工程を含む。
【００２６】
　好ましくは、第２のプライマーは配列番号１８を含み、かつ前記ポリヌクレオチドは配
列番号３～１６の３’末端における６個のヌクレオチドの少なくとも４個又は５個を含み
；又は第２のプライマーは配列番号３５を含み、かつ前記ポリヌクレオチドは配列番号２
０～３３の３’末端における６個のヌクレオチドの少なくとも４個又は５個を含む。
【００２７】
　あるいは、当該方法は、コントロールプライマーを用いて試料についてＰＣＲを実施し
、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の増幅と、前記ポリヌクレオチド及び第２のプライマーを用いた増
幅とを比較する工程をさらに含む。
【００２８】
　有利には、コントロールプライマーは、配列番号３７及び３９を含む。
【００２９】
　有用なものとして、前記ポリヌクレオチドは、クエンチャー基及びフルオロフォア基を
含み、工程ｂ）は、クエンチャー基の非存在下でフルオロフォアが反応する波長の光に混
合物を暴露し、クエンチャー基の非存在下でフルオロフォア基によって放射される波長の
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光を検出することを含む。
【００３０】
　ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子は、本明細書に参照することにより組み込まれる、ジェンバンク・
アクセション番号NM_006218 バージョン番号NM_006218.2 GI:54792081（GenBank accessi
on no. NM_006218 version no. NM_006218.2 GI:54792081）として利用可能な配列である
ことが好ましい。
【００３１】
　参照配列の「３’末端における６個のヌクレオチドの少なくとも４個又は５個」につい
て、本明細書において申し述べると、これは、該参照配列における６個のヌクレオチドの
うち、１個かそれとも２個のヌクレオチドが欠失又は異なるヌクレオチドと置換しても良
いことを意味する。もちろん、ある実施形態では、当該配列は、参照配列の全ての６個の
ヌクレオチドを含む。
【００３２】
　本明細書において、「ＡＲＭＳ」とは、例えば、ＥＰ－Ａ－０３３２４３５に開示され
る増幅不応性変異システム（Amplification Refractory Mutation System）である。
【００３３】
　参照ポリヌクレオチドと比較したポリヌクレオチドのパーセンテージについて、本明細
書において申し述べると、これは、当該技術において知られているアルゴリズムによって
決定することができる。
【００３４】
　例えば、二つの配列の間のパーセンテージ同一性は、ＢＬＳＴＰ・アルゴリズム・バー
ジョン２．２．２（アルチャル、ステフェン・エフ、トーマス・エル、マッデン、アレジ
ャンドロ・エー・スキャッファー、ジングアイ・ザング、ゼング・ザング、ウェブ・ミラ
ー、及びデービッド・ジェー・リプマン（１９９７）、「ギャップ・ブラスト及びピー・
エス・アイ－ブラスト：タンパク質データベース検索プログラムの新世代」、核酸リサー
チ25:3389-3402）（Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,
 Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997), "Gapped BL
AST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs", Nuclei
c Acids Res. 25:3389-3402）を用い、デフォルト・パラメーターを用いて決定すること
ができる。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】変異ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子を含む試料についてスコーピオン検出及びシーケンシン
グを行った結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　本発明の実施形態は、核酸を含有する試料においてＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の変異の検出の
ためのアッセイに用いることができるポリヌクレオチドプライマーを提供する。
【００３７】
　具体的な実施形態において、ポリヌクレオチドプライマーは、ＰＣＲ増幅反応を行うこ
とができる、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子にハイブリダイズするフォワード及びリバース・プライ
マーである。このように、フォワード・プライマーは、リバース・プライマーとは逆鎖に
、かつその上流にハイブリダイズし、フォワード・プライマーとリバース・プライマーと
は共に、ＰＣＲの間に増幅されるアンプリコン配列を定義する。フォワード・プライマー
の配列は、野生型配列に相補的でないが、変異ＰＩＫ３ＣＡ配列にハイブリダイズ可能で
あるように、選択される。
【００３８】
　試料において変異ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の存在を検出するために、前記プライマーは試料
と混合される。ＰＣＲに必要な物（適切なヌクレオチド三リン酸塩、ＤＮＡポリメラーゼ
酵素及びバッファー溶液）が、次いで試料に加えられ、ＰＣＲが実施される。もし、試料
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が、フォワード・プライマーがハイブリダイズできる変異配列を含んでいる場合、ＰＣＲ
の間にアンプリコンが増幅され、試料における変異配列の存在がこのように示される。も
し、試料が変異配列を含んでいない場合、フォワード・プライマーは、ＰＩＫ３ＣＡ配列
に低い効率で結合するため、アンプリコン配列の増幅はほとんど又は全くない。
【００３９】
　変異Ｅ５４２Ｋを検出するために、フォワード・プライマー配列は、配列番号３～９の
うちの一つ、好ましくは配列番号５であってもよい。変異Ｅ５４５Ｋを検出するために、
フォワード・プライマー配列は、配列番号１０～１６のうちの一つ、好ましくは配列番号
１４であってもよい。変異Ｈ１０４７Ｒを検出するために、フォワード・プライマー配列
は、配列番号２０～２６のうちの一つ、好ましくは配列番号２１であってもよい。変異Ｈ
１０４７Ｌを検出するために、フォワード・プライマー配列は、配列番号２７～３３のう
ちの一つ、好ましくは配列番号２８であってもよい。しかし、フォワード・プライマーが
野生型配列よりもより容易に変異配列にハイブリダイズするならば、フォワード・プライ
マーの正確な配列はこれらの配列と同一である必要がないことは評価されるべきものであ
る。上記に示した配列において、結合特異性をもたらすのは、プライマーの最後の６個の
ヌクレオチド（３’末端にけるヌクレオチド）であるので、これらのヌクレオチドは、与
えられる配列と同一でなければならない。
【００４０】
　試料において形成されるアンプリコンの存在を検出するために、本発明の実施形態では
、リバース・プライマーは、いわゆる「スコーピオンズ」（"Scorpions"）プライマーで
ある。スコーピオンズ・プライマーの詳細は、本明細書に参照として組み込まれるＷＯ－
Ａ－９９／０６６０７１に提供されている。スコーピオンズ・プライマーは、遺伝子（本
発明ではＰＩＫ３ＣＡ）の第１の標的配列に相補的なプライマー配列を含み、テイル配列
は、両側に二つの相互に相補的な配列が並ぶプローブ配列を含む。ＤＮＡポリメラーゼ・
ブロック部位（例えば、ヘキサエチレングリコール（ＨＥＧ）モノマー）が、プライマー
配列とテイル配列との間に設けられる。フルオロフォア基がテイル配列の一方の端に設け
られ、クエンチャー基がテイル配列のもう一方の端に設けられる。使用において、スコー
ピオンズ・プライマーのプライマー配列は、通常、ＰＣＲの間、リバース・プライマーと
して作用し、したがって、テイル配列を含む全体のスコーピオン・プライマーが各アンプ
リコンに組み込まれるようになる。ＤＮＡポリメラーゼ・ブロック部位は、テイル配列の
重複を回避する。このように、テイル配列における相互に相補的な配列は、互いにハイブ
リダイズする傾向を有し、フルオロフォア基とクエンチャー基を接近させ、フルオロフォ
ア基からの発光を回避する。しかし、アンプリコンが、プローブ配列と相補的な第２の標
的配列を含んでいる場合、プローブ配列は、相互に相補的な配列を分離して、第２の標的
配列に優先的に結合する。結果として、フルオロフォア基及びクエンチャー基は空間的に
遠ざけられ、フルオロフォア基は、ある波長の入射光に応答して他の波長の光を放射する
。したがって、アンプリコンが第２の標的配列を含む場合にのみシグナルが生じることか
ら、スコーピオンズ・プライマーは、アンプリコンの簡易な検出を可能とし、さらに偽陽
性の結果（例えば、プライマーダイマーに起因する）を回避する。
【００４１】
　フルオロフォア基は、ヘックス（Hex） (4,7,2',4',5',7'-ヘキサクロロ-(3',6'-ジピ
バロイルフルオレセイニル)-6-カルボキサミドヘキシル］-1-O-（2-シアノエチル）-(N,N
-ジイソプロピル)-フォスフォルアミダイト)
（（4,7,2',4',5',7'-hexachloro-(3',6'-dipivaloylfluoresceinyl)-6-carboxamidohexy
l]-1-O-(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)-phosphoramidite）、ファム（Fam）（[(3',6
'-ジピバロイルフルオレセイニル)-6-カルボキサミドヘキシル]-1-O-(2-シアノエチル)-(
N,N-ジイソプロピル)-フォスフォルアミダイト)
（[(3',6'-dipivaloylfluoresceinyl)-6-carboxamidohexyl]-1-O-(2-cyanoethyl)-(N,N-d
iisopropyl)-phosphoramidite)、又は、ロックス（Rox）(5,6,-カルボキシ-エックス-ロ
ーダミン) (5,6,-Carboxy-X-Rhodamine)であってもよい。クエンチャー基は、ダブシル（
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Dabcyl）(5'-ジメトキシトリチロキシ-5-[(N-4'-カルボキシ-4-(ジメチルアミノ)-アゾベ
ンゼン)-アミノヘキシル-3-アクリリミド]-2'-デオキシウリジン-3'-[(2-シアノエチル)-
(N,N-ジイソプロピル)]- フォスフォルアミダイト)
(5'-Dimethoxytrityloxy-5-[(N-4'-carboxy-4-(dimethylamino)-azobenzene)-aminohexyl
-3-acrylimido]-2'-deoxyUridine-3'-[(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)]-phosphorami
dite)であってもよい。
【００４２】
　本発明の実施形態では、スコーピオンズ・プライマーが、Ｅ５４２Ｋ及びＥ５４５Ｋ変
異の検出に提供され、そのプライマー配列は配列番号１８であり、そのプローブ配列は配
列番号１７である。スコーピオンズ・プライマーが、Ｈ１０４７Ｒ及びＨ１０４７Ｌ変異
の検出に提供され、そのプライマー配列は配列番号３５であり、そのプローブ配列は配列
番号３４である。
【００４３】
　しかし、スコーピオンズ・プライマーの使用は本発明に必須でなく、特許番号ＵＳ－Ａ
－５４８７９７２及びＵＳ－Ａ－５２１００１５に記載されるような、ＴａｑＭａｎ(商
標)プロダクト・ディテクション等のアンプリコンの合成を検出する他の方法が利用され
てもよいことは評価されるべきである。
【００４４】
　ある実施形態では、試料においてＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の全体の濃度を検出するために、
コントロールアッセイがまた実施される。これは、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の他の領域におけ
るアンプリコンを定義するコントロールのフォワード及びリバース・プライマーを用いた
別のＰＣＲ反応を実施することによって達成される。フォワード・プライマーは配列番号
３７であり、かつリバース・プライマーは、プライマー配列が配列番号３９であってプロ
ーブ配列が配列番号３８であるスコーピオンズ・プライマーであることが好ましい。試料
におけるＰＩＫ３ＣＡ遺伝子の変異コピーの割合を評価するために、コントロールのアン
プリコンの閾値数を生成するのに必要なＰＣＲサイクル数を、次いで、変異配列を含むア
ンプリコンの閾値数を生成するのに必要なＰＣＲサイクル数と比較する。このようなコン
トロールアッセイは、通常、試験アッセイとは別に実施される。
【００４５】
　ＰＣＲアッセイは、多重リアルタイムＰＣＲアッセイ（multiplexed real time PCR as
say）として好ましくは実施される。
【００４６】
　核酸の試験試料は、有用なものとしては、血液、糞便、痰、結腸洗浄、気管支洗浄若し
くはその他体液の試料、又は固体から得られる組織である。固体は、有用なものとしては
ヒト、好ましくは、ホモ・サピエンス（Homo sapiens）である。試験試料は、試験試料に
おける配列に対応する核酸配列と同等であってもよいことが評価されるだろう。すなわち
、本発明の方法における使用の前に、試料核酸における全部又は一部の領域が、熱サイク
リング核酸増幅、特にＰＣＲ、又は全ゲノム増幅（ＷＧＡ）等のあらゆる有用な技術を用
いて、まず、増幅されてもよい。
【００４７】
　かなりの程度において正常な鋳型配列と変異の鋳型配列とを区別するＤＮＡポリメラー
ゼの能力に影響しない限り、重合のためのあらゆる有用な酵素が用いられてもよい。有用
な酵素の例としては、著しい３'－５'エクソヌクレアーゼ活性を有しない耐熱性酵素、例
えば、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼ、特に"Ampli Taq Gold"（商標）ＤＮＡポリメラーゼ（
ＰＥアプライド・バイオシステムズ）、ストッフェル・フラグメント（Stoffelfragment
）、又はＴａｑ若しくはＴｔｈ（サーマス サーモフィラス）（Thermus thermophilus）
ＤＮＡポリメラーゼのその他の適切なＮ末端欠失改良を含む。
【００４８】
　本発明のさらなる実施形態では、１個以上の本発明のポリヌクレオチド及びヌクレオチ
ド三リン酸塩、並びに、ＰＣＲ反応を実施するために必要なＤＮＡポリメラーゼ酵素及び
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のフォワード及びリバース・プライマー、並びに、フォワード及びリバースのコントロー
ル・プライマーを含む。
【実施例】
【００４９】
＜材料及び方法＞
　プライマーを、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子（アクセッション番号：ＮＭ＿００６２１８）にお
ける４つの最も一般的な変異に対して設計した。エクソン２０における２つの変異：Ｈ１
０４７Ｒ及びＨ１０４７Ｌ；並びに、エクソン９における２つの変異：Ｅ４５２Ｋ及びＥ
４５４Ｋを検出するために、ＡＲＭＳプライマーを設計した。コントロール・プライマー
を、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子におけるｃＤＮＡ位置２４５０に対して設計した。
【００５０】
　スコーピオンズについてもまた設計した。各反応におけるいくつかのアッセイの多重化
を許容するために、３つのスコーピオン・プライマーを、異なるフルオロフォアを用いて
標識した。
【００５１】
（プライマーの設計）
　各標的領域に対して特異的ないくつかのＡＲＭＳプライマーを設計した。Ｅ５４２Ｋ及
びＥ５４５Ｋ変異の標的領域を、それぞれ、配列番号１及び２として以下に示す（変異の
塩基は括弧に示され、最初のものが正常変異である）。変異に対するフォワード・プライ
マーもまた以下（配列番号３～１６）に示す。これらの反応の特異性を高めるために、３
'末端近傍のさらなるプライマー・ミスマッチが用いられた（プライマー配列において下
線で示す）。最適なプライマー（Ｅ５４２Ｋ－２及びＥ５４５Ｋ－４）を、記載する実験
に用いた。プライマー配列と共に使用可能なスコーピオンズ・プライマーを、配列番号１
７及び１８として示す。スコーピオンズ・プライマーと標的領域との間で対応する領域は
、同一の強調表示又は下線で示されている。
【００５２】
（エクソン９領域）

【化１】

【００５３】
【化２】

【００５４】
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【００５５】
（エクソン２０領域）
　Ｈ１０４７Ｒ及びＨ１０４７Ｌ変異の標的領域は、以下配列番号１９として示す（変異
の塩基は括弧に示され、最初のものが正常変異である）。変異に対するフォワード・プラ
イマーもまた以下（配列番号２０～３３）に示す。これらの反応の特異性を高めるために
、３'末端近傍のさらなるプライマー・ミスマッチが用いられた（プライマー配列におい
て下線で示す）。最適なプライマー（Ｈ１０４７Ｒ－１及びＨ１０４７Ｌ－１）を、記載
する実験に用いた。プライマー配列と共に使用可能なスコーピオンズ・プライマーを、配
列番号３４及び３５として示す。スコーピオンズ・プライマーと標的領域との間で対応す
る領域は、同一の強調表示又は下線で示されている。
【００５６】
【化３】

【００５７】
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【表２】

【００５８】
（コントロール・プライマー）
　コントロール・プライマーを以下に示す。スコーピオンズ・プライマーと標的領域との
間で対応する領域は、同一の強調表示又は下線で示す。
【００５９】
【化４】

【００６０】
【表３】

【００６１】
　全てのプライマーは、インビトロジェン社によって合成、提供された。ＰＣＲバッファ
ー、Ｔａｑ及びマグネシウムは、ユーロジェンテック（Eurogentec）社によって提供され
、ｄＮＴＰＳは、アブジェン社（Abgene Ltd.）から購入した。スコーピオンズは、エー
ティーディーバイオ社（ＡＴＤＢｉｏ）によって合成され、提供された。
【００６２】
　アッセイは、コントロールアッセイ及び２つのＡＲＭＳアッセイ（１×エクソン９及び
１×エクソン２０）を含む２つの反応に多重化した。アッセイは、１×ＰＣＲバッファー
、４．０ｍＭ ＭｇＣｌ2、２００μＭ ｄＮＴＰミックス、０．２５μＭの各プライマー
（コントロール・プライマー及び２つのＡＲＭＳプライマー）及び０．２５μＭの各スコ
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ピオン（配列番号３４及び３５）及びエクソン９スコーピオン（配列番号１７及び１８）
）を含有する２５μＬの反応容積において行った。２．５μＬのＤＮＡ鋳型を各反応に添
加した。Ｈ１０４７Ｒ及びＥ５４２Ｋプライマーを、反応当たり２．５ユニットのＴａｑ
ポリメラーゼと多重化した。Ｈ１０４７Ｌ及びＥ５４５Ｋプライマーを、反応当たり３．
０ユニットのＴａｑポリメラーゼと多重化した。使用したＥ５４２Ｋプライマーは、Ｅ５
４２Ｋ－２（配列番号５）であった。使用したＥ５４５Ｋプライマーは、Ｅ５４５Ｋ－４
（配列番号１４）であった。使用したＨ１０４７Ｒプライマーは、Ｈ１０４７Ｒ－１（配
列番号２１）であった。使用したＨ１０４７Ｌプライマーは、Ｈ１０４７Ｌ－１（配列番
号２８）であった。
【００６３】
　全てのケースにおいて、９５℃で１０分間、続いて９０℃で３０秒間及び６０℃で１分
間を４５サイクルの条件下で、Stratagene Mx3000Pで増幅した。
【００６４】
　ポジティブ・コントロールとして使用した点変異を内部に有するＤＮＡカセットは、Hi
guchiら（参考文献２）に記載の方法に基づいて構築した。概略、対応する外側のプライ
マー及び変異プライマーを用い、相補的な末端を有する半分のカセット（各半分のカセッ
トは変異塩基を含んでいる）を生成した。これらのＰＣＲ産物を混合し、内部ネスティッ
ド・プライマー（nested primers）を用いて増幅した。相補的な半分のカセット同士の自
己プライミング、及び続く増幅により、変異させた塩基を有する最終産物を生成した。産
物について、正確な配列が生成されていることを確かめるために、シーケンスを行った。
この過程を、注目する各変異について繰り返した。１００％のポジティブ・コントロール
を作成するために、ＤＮＡカセットは、等量のゲノムＤＮＡと混合した。
【００６５】
（実施例１）
　反応及びプライマーの特異性を決定するために、各アッセイは、反応当たり５～５０ｎ
ｇのゲノムＤＮＡを用いて行い、ミスマッチしたプライマーの伸長により生じたブレイク
スルー・シグナル（breakthrough signal）を評価した。各反応について、ΔＣｔ値（コ
ントロールＣｔ－変異Ｃｔ）を定義した（Ｃｔ＝閾値サイクル（threshold cycle））。
その値未満でいずれの増幅も変異の配列の存在に起因するものであり、かつブレークスル
ー・シグナルに起因するものではないと言える、カットオフΔＣｔ値を定義するために、
反応は、各ＤＮＡ濃度について６回行い、別々の場合で三重（triplicate）に繰り返した
。カットオフΔＣｔ値は、各アッセイについて全ての反応において見出された最も低いΔ
Ｃｔ値未満の１Ｃｔであると決定した。Ｈ１０４７Ｒ及びＨ１０４７Ｌアッセイについて
、カットオフΔＣｔは１２と定義され、Ｅ５４２Ｋアッセイについて、カットオフΔＣｔ
は９であり、Ｅ５４５Ｋアッセイについては、カットオフΔＣｔは８であった。
【００６６】
（実施例２）
　アッセイの感度を評価するために、変異ＤＮＡの５コピーを、野生型に対して５、２、
１、０．５及び０．１％変異ＤＮＡの最終濃度となるように、各種濃度のゲノムＤＮＡに
おいて希釈した。表１は、４つのＡＲＭＳアッセイの感度を示している。表は、野生型Ｄ
ＮＡのバックグラウンド内において減少する濃度の変異ＤＮＡに対するΔＣｔ値を示す。
事前に定義されたカットオフΔＣｔは最後の欄に示されている。エクソン２０アッセイは
、（事前に定義したカットオフΔＣｔ内において）総ＤＮＡの０．１％のみを含有する場
合に、変異ＤＮＡの５コピーを検出することができた。エクソン９アッセイは、事前に定
義したカットオフ値内でΔＣｔとともに１％濃度において５コピーのＤＮＡを検出するこ
とができた（表１）。
【００６７】
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【表４】

【００６８】
（実施例３）
　シーケンシングと比較したＡＲＭＳアッセイの相対的な感度を比較するために、変異Ｈ
１０４７Ｒ（ＨＣＴ－１１６）及びＥ５４５Ｋ（ＭＣＦ－７）を含む細胞株の混合物を用
いた。両細胞株は、変異についてヘテロ接合であった。シーケンシングは、Samuelsら（
参考文献１）によって記載されるプライマー及びＰＣＲのサイクル条件を用いて行った。
ＡＲＭＳアッセイ及びシーケンシングは、総混合物の１００％、５０％、３０％、１０％
及び１％の変異遺伝子の濃度で実施した。結果を図１に示す。図１において、表題の「ス
コーピオンズ」(Scorpions)の下の結果は、PCRの連続の繰り返しの後のアンプリコンのコ
ピー数における増加を示す（コントロール・プライマー及び変異プライマーを用いた結果
は別々の線として示されている）。表題の「ＤＮＡシーケンシング」の下には、該混合物
において当該遺伝子の逆鎖をシーケンスした結果が示されている。シーケンシングでは、
総混合物の５０％未満で存在する場合にはＨ１０４７Ｒの変異の存在を検出することはで
きず、総混合物の３０％未満で存在する場合にはＥ５４５Ｋの変異の存在を検出すること
ができなかった。これに対して、本発明のプライマーを用いたアッセイは、１％の濃度に
おいて変異の存在を検出することができた。
【００６９】
（実施例４）
　ＡＲＭＳ／スコーピオン・アッセイを用いてＰＩＫ３ＣＡ変異の存在が評価された様々
な腫瘍型からの新鮮凍結組織から抽出したＤＮＡに本アッセイを適用した。合計で、２７
９の腫瘍試料からＤＮＡが利用可能であった。アッセイにより、４９の直腸結腸癌試料の
うち５個（１０．２％）、４９の乳癌試料のうち１９個（３８．７％）、５１の肺癌試料
のうち１個（１．９％）、及び３４の黒色腫（メラノーマ）試料のうち１個（２．９％）
において、変異が報告された。５０の前立腺癌試料又は４６の卵巣癌試料では、変異は検
出されなかった。ＰＩＫ３ＣＡ変異が陽性の直腸結腸癌試料のうち、３個はＨ１０４７Ｒ
であり、１個はＨ１０４７Ｌであり、１個はＥ５４２Ｋであった。ＰＩＫ３ＣＡ変異が陽
性の乳癌試料のうち、１５個はＨ１０４７Ｒであり、１個はＨ１０４７Ｌであり、３個は
Ｅ５４５Ｋであった。ＰＩＫ３ＣＡ変異が陽性である両肺癌試料及び黒色腫試料における
変異はＨ１０４７Ｒであった。シーケンシングは、検出された２６の総変異のうち１４（
５３％）のみ同定した。シーケンシングは、ＡＲＭＳアッセイでは検出されるように設計
されていない、一つの乳癌試料において変異を検出した（c. 1634 Ａ＞Ｇ；p Ｅ５４５Ｇ
）。これは、新規の変異でなく、乳癌及び直腸結腸癌において以前記載されていたもので
ある（参考文献３～５）。
【００７０】
　分析された試料におけるＰＩＫ３ＣＡ変異の出現は、卵巣癌を除いて、以前の研究と一
致した（参考文献１、３～９）。ＰＩＫ３ＣＡ変異は、卵巣癌において以前記載されてい
るが、類内膜癌及び明細胞癌と関係しているかもしれないことが示唆されている（参考文
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献８、１０）。本調査において試験された全ての卵巣癌は、いずれのＰＩＫ３ＣＡ変異も
存在しないことを説明するだろう漿液性腺癌であった。
【００７１】
　ＡＲＭＳアッセイは、ダイレクト・シーケンシングよって見られるよりも、臨床試料に
おいてより多くの変異を同定した。細胞株の混合物により、本アッセイは、注目するＰＩ
Ｋ３ＣＡ変異を検出するのに、シーケンシングよりもより感度が高いことが確認された。
腫瘍及び正常組織の両方を含むだろう臨床試料の不均一性は、場合によっては変異の出現
はシーケンシング法によっては検出可能ではないことを意味し、ＡＲＭＳアッセイが臨床
適用により好適である。不利な点としては、特定のＡＲＭＳ特異的変異のみが検出される
ことである。しかしながら、この一連の２７９の試料において、ＡＲＭＳアッセイでは検
出されるように設計されていない、ＰＩＫ３ＣＡ遺伝子のエクソン９又は２０において一
つのみの変異が検出された。
【００７２】
　要約すると、実施例は、本発明がＰＩＫ３ＣＡ遺伝子における４つの最も一般的な変異
の検出のための感度が高く、高いスループットのアッセイを提供することを示す。本アッ
セイは、少量のＤＮＡに適用してもよく、試料内において低レベルの変異ＰＩＫ３ＣＡを
検出することができる。
【００７３】
＜配列表フリーテキスト＞

<210>  1
<223>  E542K 標的領域

<210>  2
<223>  E545K 標的領域

<210>  3
<223>  E542K-0 フォワード・プライマー

<210>  4
<223>  E542K-1 フォワード・プライマー

<210>  5
<223>  E542K-2 フォワード・プライマー

<210>  6
<223>  E542K-3 フォワード・プライマー

<210>  7
<223>  E542K-4 フォワード・プライマー

<210>  8
<223>  E542K-5 フォワード・プライマー

<210>  9
<223>  E542K-6 フォワード・プライマー

<210>  10
<223>  E545K-0 フォワード・プライマー
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<210>  11
<223>  E545K-1 フォワード・プライマー

<210>  12
<223>  E545K-2 フォワード・プライマー

<210>  13
<223>  E545K-3 フォワード・プライマー

<210>  14
<223>  E454K-4 フォワード・プライマー

<210>  15
<223>  E545K-5 フォワード・プライマー

<210>  16
<223>  E545K-6 フォワード・プライマー

<210>  17
<223>  エクソン9 スコーピオン

<210>  18
<213>  エクソン 9 スコーピオン２

<210>  19
<223>  H1047R及びH1047L 標的領域

<210>  20
<223>  H1047R-0 フォワード・プライマー

<210>  21
<223>  H1047R-1 フォワード・プライマー

<210>  22
<223>  H1047R-2 フォワード・プライマー

<210>  23
<223>  H1047R-3 フォワード・プライマー

<210>  24
<223>  H1047R-4 フォワード・プライマー

<210>  25
<223>  H1047R-5 フォワード・プライマー

<210>  26
<223>  H1047R-6 フォワード・プライマー

<210>  27
<223>  H1047L-0 フォワード・プライマー
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<210>  28
<223>  H1047L-1 フォワード・プライマー

<210>  29
<223>  H1047L-3 フォワード・プライマー

<210>  30
<223>  H1047-3 フォワード・プライマー

<210>  31
<223>  H1047L-4 フォワード・プライマー

<210>  32
<223>  H1047L-5 フォワード・プライマー

<210>  33
<223>  H1047L-6 フォワード・プライマー

<210>  34
<223>  エクソン20 スコーピオン

<210>  35
<223>  エクソン20 スコーピオン２

<210>  36
<223>  コントロール標的領域

<210>  37
<223>  コントロール・プライマー

<210>  38
<223>  コントロール・スコーピオン

<210>  39
<223>  コントロール・スコーピオン２
【００７４】
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