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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の要素１～５を混合して下記のＤＮＡポリメラーゼによる鋳型依存性の相補鎖合成
が可能な条件下でインキュベートする工程を含む、ポリヌクレオチドの合成方法。
１：次の条件（ａ）～（ｄ）を持つ鋳型ポリヌクレオチド、
（ａ）少なくとも１組の相補的な塩基配列から成る標的塩基配列を有する、
（ｂ）ａの相補的な塩基配列がハイブリダイズしたときに、塩基対結合が可能なループを
形成することができる、
（ｃ）３'末端が自身にアニールしてループを形成することができる、
（ｄ）自身にアニールした３'末端は自身を鋳型とする相補鎖合成の起点となることがで
きる
２：鋳型ポリヌクレオチドのループにおいて、異なる位置に相補鎖合成の起点を与えるこ
とができる第１のプライマー及び第２のプライマーを含む少なくとも２種類のプライマー
；ここで第１のプライマーはその３'末端において標的塩基配列を構成する一方の鎖の３'
側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、且つ第１のプライマーの５'
側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的
な塩基配列を備え、第２のプライマーはその３'末端において前記第１のプライマーを起
点とする伸長生成物における標的塩基配列の３'側を規定する領域に相補鎖合成の起点を
与えることができる塩基配列を備え、且つ第２のプライマーの５'側には、このプライマ
ーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
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３：鋳型ポリヌクレオチド、及び／又は鋳型ポリヌクレオチドに２のプライマーがアニー
ルして生成する伸長生成物が形成するループにおいて、２のプライマーとは異なる位置に
相補鎖合成の起点を与えることができる第１のループプライマー及び／又は第２のループ
プライマーを含む少なくとも１種類のプライマー；ここで第１のループプライマーは第１
のプライマーの伸長生成物における第１のプライマーに由来する領域と、第１のプライマ
ーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点を与えることができ、第２のル
ーププライマーは第２のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーに由来する領
域と、第２のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点を与える
ことができる、
４：鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
５：相補鎖合成のための基質
【請求項２】
　鋳型ポリヌクレオチドが、自身の塩基配列の任意の領域に対して相補的な塩基配列をそ
の５'末端に備えている、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　次の工程によって鋳型ポリヌクレオチドを生成する、請求項１又は２に記載の方法。
ａ）標的塩基配列に第１のプライマーをアニールさせ、これを起点とする相補鎖合成反応
を行う工程、
ｂ）工程ａ）で合成された第１のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーがア
ニールすべき領域を塩基対結合が可能な状態とする工程、
ｃ）工程ｂ）において塩基対結合が可能となった領域に第２のプライマーをアニールさせ
、これを起点とする相補鎖合成を行う工程、
ｄ）工程ｃ）によって合成された第２のプライマーの伸長生成物の３'末端を自身にアニ
ールさせて、自身を鋳型とする相補鎖合成を行う工程
【請求項４】
　前記少なくとも１種類のプライマーが第１のループプライマー及び第２のループプライ
マーを含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　ループプライマーが、前記任意の領域に相補的な塩基配列をその５'末端に付加されて
いる、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　工程ｂ）及び／又は工程ｃ）において、第１のプライマー又は第２のプライマーに対し
て鋳型における３'側に相補鎖合成の起点を与えるアウタープライマーからの相補鎖合成
によって、第１のプライマー及び／又は第２のプライマーの伸長生成物を置換して第１の
プライマー又は第２のプライマーの各生成物を１本鎖とする、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　工程ａ）において、標的塩基配列が２本鎖ポリヌクレオチドとして存在しており、第１
のプライマーがアニールする領域が、任意のプライマーを起点とする相補鎖合成反応によ
って塩基対結合が可能な状態とされる、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
　工程ａ）を融解温度調整剤の存在下で行う、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　融解温度調整剤が、ベタイン、プロリン、ジメチルスルホキシド、及びトリメチルアミ
ンＮ－オキシドで構成される群から選択される少なくとも１つの化合物である、請求項８
に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか１項に記載の方法によって鋳型ポリヌクレオチドを鋳型とする
相補鎖合成を繰り返すとともに、この合成反応による伸長生成物を新たな鋳型ポリヌクレ
オチドとして、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法によって更に別のポリヌクレオ
チドの合成反応を行う工程を含む、鋳型ポリヌクレオチドの増幅方法。
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【請求項１１】
　請求項１０に記載の増幅方法を行い、増幅反応生成物の生成を標的塩基配列の存在と関
連付ける工程を含む、試料中の標的塩基配列を検出する方法。
【請求項１２】
　ポリヌクレオチドの検出剤存在下で請求項１０に記載の方法を行い、検出剤のシグナル
変化に基づいて増幅反応生成物が生じたかどうかを観察する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　請求項１１に記載の検出方法によって標的塩基配列における変異を検出する方法であっ
て、標的塩基配列が予測された塩基配列でなかったときに、前記増幅方法を構成する相補
鎖合成反応から選択される少なくとも１つの相補鎖合成反応が妨げられるものであり、前
記増幅反応の阻害を観察する工程を含む方法。
【請求項１４】
　第１のプライマー及び第２のプライマーの少なくともいずれかが、その５'側にチェッ
ク用配列を有する、請求項１３に記載の方法であって、ここでチェック用配列とは、特定
の領域を構成する塩基配列が予測された塩基配列でなかった場合に、チェック用配列を鋳
型として合成された相補鎖の３'末端が標的塩基配列、又はその相補鎖にアニールすると
きにミスマッチを生じ、且つこのミスマッチによって当該３'末端を起点として開始する
相補鎖合成反応が阻害される塩基配列を言う、前記方法。
【請求項１５】
　第１のループプライマー及び／又は第２のループプライマーがその５'側に前記プライ
マーの５'側に配置された前記任意の領域に相補的な塩基配列を有するか、又はプライマ
ーの５'側に配置された塩基配列がチェック用配列であるときは、当該チェック用配列に
おける前記ミスマッチを与えるための塩基がチェック用配列と相違する配列を第１のルー
ププライマー及び／又は第２のループプライマーの５'側に配置する、請求項１４に記載
の方法。
【請求項１６】
　次の要素ａ）～ｅ）を含む、標的塩基配列の増幅用キット。
ａ）第１のプライマー；ここで第１のプライマーはその３'末端において標的塩基配列を
構成する一方の鎖の３'側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、且つ
第１のプライマーの５'側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任
意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
ｂ）第２のプライマー；ここで第２のプライマーはその３'末端において前記第１のプラ
イマーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の３'側を規定する領域に相補鎖合
成の起点を与えることができる塩基配列を備え、且つ第２のプライマーの５'側には、こ
のプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列
を備える、
ｃ）第１のループプライマー及び／又は第２のループプライマー；ここで第１のループプ
ライマーは、第１のプライマーの伸長生成物における第１のプライマーに由来する領域と
、第１のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点を与え、第２
のループプライマーは、第２のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーに由来
する領域と、第２のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点を
与える、
ｄ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｅ）相補鎖合成のための基質
【請求項１７】
　要素ｃ）が第１のループプライマー及び第２のループプライマーである、請求項１６に
記載のキット。
【請求項１８】
　更に次の要素ｆ）を含む、請求項１６又は１７に記載のキット。
ｆ）アウタープライマー；アウタープライマーは、第１のプライマー及び／又は第２のプ
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ライマーの鋳型における３'側に相補鎖合成の起点を与えることができる
【請求項１９】
　第１のプライマー及び／又は第２のプライマーが、５'側にチェック用配列を有する、
請求項１６～１８のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２０】
　第１のループプライマー及び／又は第２のループプライマーがその５'側に前記プライ
マーの５'側に配置された前記任意の領域に相補的な塩基配列を有するか、又は前記プラ
イマーの５'側に配置された塩基配列がチェック用配列であるときは、当該チェック用配
列における前記ミスマッチを与えるための塩基がチェック用配列と相違する配列を第１の
ループプライマー及び／又は第２のループプライマーの５'側に配置する、請求項１６～
１９のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２１】
　次の要素ａ）～ｆ）を混合し、鎖置換を伴う相補鎖合成反応が可能な条件下でインキュ
ベートする工程を含む、ポリヌクレオチドの増幅方法。
ａ）第１のプライマー；ここで第１のプライマーはその３'末端において標的塩基配列を
構成する一方の鎖の３'側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、且つ
第１のプライマーの５'側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任
意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
ｂ）第２のプライマー；ここで第２のプライマーはその３'末端において前記第１のプラ
イマーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の３'側を規定する領域に相補鎖合
成の起点を与えることができる塩基配列を備え、且つ第２のプライマーの５'側には、こ
のプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列
を備える、
ｃ）第１のループプライマー及び／又は第２のループプライマー；ここで第１のループプ
ライマーは、第１のプライマーの伸長生成物における第１のプライマーに由来する領域と
、第１のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点を与えること
ができ、第２のループプライマーは、第２のプライマーの伸長生成物における第２のプラ
イマーに由来する領域と、第２のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖
合成の起点を与えることができる、
ｄ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｅ）相補鎖合成のための基質、及び
ｆ）標的塩基配列を含む被検ポリヌクレオチド
【請求項２２】
　要素ｃ）が第１のループプライマー及び第２のループプライマーである、請求項２１に
記載の方法。
【請求項２３】
　更に次の要素ｇ）を加える、請求項２１又は２２に記載の方法。
ｇ）アウタープライマー；アウタープライマーは、第１のプライマー及び／又は第２のプ
ライマーの３'末端が標的塩基配列にアニールする領域に対して、鋳型における３'側に相
補鎖合成の起点を与える
【請求項２４】
　次の要素ａ）～ｄ）を混合し、鎖置換を伴う相補鎖合成反応が可能な条件下でインキュ
ベートし、ａ）における（１）～（４）のプライマーセットによる増幅生成物の生成速度
及び／又は生成量を測定する工程を含む、標的塩基配列における特定の塩基が、第１の塩
基であるか第２の塩基であるかを決定するための方法。
ａ）以下のプライマーセット（１）～（４）から選択されたいずれかのプライマーセット
（１）：第１塩基用インナープライマー対と第１塩基用ループプライマー対
（２）：第１塩基用インナープライマー対と第２塩基用ループプライマー対
（３）：第２塩基用インナープライマー対と第１塩基用ループプライマー対
（４）：第２塩基用インナープライマー対と第２塩基用ループプライマー対
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　；ここで第１塩基用インナープライマー対及び第２塩基用インナープライマー対は、い
ずれも次の第１のインナープライマーと第２のインナープライマーとから成るプライマー
対であり、第１塩基用インナープライマー対においては第１のインナープライマーと第２
のインナープライマーの５'側を鋳型として合成された相補鎖の３'末端を起点とする相補
鎖合成反応が、前記標的塩基配列における特定の塩基が第１の塩基のときには阻害されず
、第２の塩基のときには阻害され；また
　第２塩基用インナープライマー対においては、第１のインナープライマーと第２のイン
ナープライマーの５'側を鋳型として合成された相補鎖の３'末端を起点とする相補鎖合成
が、前記標的塩基配列における特定の塩基が第２の塩基のときには阻害されず、第１の塩
基のときには阻害され；そして
　第１のインナープライマーは、３'末端において標的塩基配列を構成する一方の鎖の３'
側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与える塩基配列を備え、且つ第１のインナープラ
イマーの５'側には、このインナープライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意
の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
　第２のインナープライマーはその３'末端において前記第１のインナープライマーを起
点とする伸長生成物における標的塩基配列の３'側を規定する領域に相補鎖合成の起点を
与える塩基配列を備え、且つ第２のインナープライマーの５'側には、このインナープラ
イマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備え
る、
　次に第１塩基用ループプライマー対及び第２塩基用ループプライマー対は、いずれも次
の第１のループプライマーと第２のループプライマーとから成る対であり、第１塩基用ル
ーププライマー対においては第１のループプライマーと第２のループプライマーの５'側
を鋳型として合成された相補鎖の３'末端を起点とする相補鎖合成反応が、前記標的塩基
配列における特定の塩基が第１の塩基のときには阻害されず、第２の塩基のときには阻害
され；また
　第２塩基用ループプライマー対においては、第１のループプライマーと第２のループプ
ライマーの５'側を鋳型として合成された相補鎖の３'末端を起点とする相補鎖合成が、前
記標的塩基配列における特定の塩基が第２の塩基のときには阻害されず、第１の塩基のと
きには阻害される；
　第１のループプライマーは、第１のインナープライマーの伸長生成物における第１のイ
ンナープライマーに由来する領域と、第１のインナープライマーに対する前記任意の領域
の間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
　第２のループプライマーは、第２のインナープライマーの伸長生成物における第２のイ
ンナープライマーに由来する領域と、第２のインナープライマーに対する前記任意の領域
の間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
ｂ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｃ）相補鎖合成のための基質、及び
ｄ）標的塩基配列を含む被検ポリヌクレオチド
【請求項２５】
　更に次の要素ｅ）を加える、請求項２４に記載の方法。
ｅ）アウタープライマー；アウタープライマーは、第１のインナープライマー及び／又は
第２のインナープライマーの３'末端が標的塩基配列にアニールする領域に対して、鋳型
における３'側に相補鎖合成の起点を与える
【請求項２６】
　請求項１又は２１に記載の方法において使用する、第１のプライマーの伸長生成物にお
ける第１のプライマーに由来する領域と、第１のプライマーに対する前記任意の領域の間
において相補鎖合成の起点を与えることができる第１のループプライマー。
【請求項２７】
　以下の構成要素ａ）～ｃ）を含む、標的塩基配列増幅用のプライマーセット。
ａ）第１のプライマー：第１のプライマーはその３'末端において標的塩基配列を構成す
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る一方の鎖の３'側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、且つ第１の
プライマーの５'側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領
域に対して相補的な塩基配列を備える
ｂ）請求項２６に記載の第１のループプライマー
ｃ）第２のプライマー：第２のプライマーはその３'末端において前記第１のプライマー
を起点とする伸長生成物における標的塩基配列の３'側を規定する領域に相補鎖合成の起
点を与えることができる塩基配列を備え、且つ第２のプライマーの５'側には、このプラ
イマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備え
る
【請求項２８】
　さらに以下のプライマーを含む、請求項２７に記載のプライマーセット。
ｄ）第１のプライマーの鋳型における３'側に相補鎖合成の起点を与えることができる第
１のアウタープライマー
ｅ）第２のプライマーの鋳型における３'側に相補鎖合成の起点を与えることができる第
２のアウタープライマー
【請求項２９】
　さらに以下の第２のループプライマーを含む、請求項２７又は２８に記載のプライマー
セット。
　第２のループプライマー；第２のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーに
由来する領域と、第２のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起
点を与える
【請求項３０】
　以下の構成要素Ａ）～Ｃ）を含む、標的塩基配列増幅用キット。
Ａ）請求項２７～２９のいずれか１項に記載のプライマーセット
Ｂ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ
Ｃ）相補鎖合成のための基質
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、ポリヌクレオチドの合成方法に関する。
背景技術
ＰＣＲ（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）法による鋳型依存的な
核酸の合成方法は、近年の生命科学分野における研究の大きな推進力となった。ＰＣＲ法
は、少量の２本鎖核酸を鋳型として、鋳型に対して相補的な塩基配列で構成される核酸の
指数関数的な増幅を可能とした。いまやＰＣＲ法は、遺伝子のクローニングや検出のため
の道具として、広く普及している。ＰＣＲ法では、目的とする塩基配列の両端に対して相
補的な塩基配列からなる１組のプライマーが用いられる。一方のプライマーによってもた
らされる伸長生成物には、他方のプライマーがアニールするように設計される。こうして
、互いの伸長生成物へのアニールと相補鎖合成が繰り返し行われる合成反応が進み、指数
関数的な増幅が達成される。
ＰＣＲ法においては、複雑な温度制御が不可欠である。複雑な温度制御に対応するには、
専用の反応装置を使わなければならない。したがって、ベッドサイドや野外でＰＣＲを実
施することは困難である。また、反応特異性の向上も、公知の相補鎖合成反応の重要な課
題であった。たとえばＰＣＲ法では、相補鎖合成産物が新たな鋳型として用いられるとき
、プライマーがアニールする領域は、厳密には試料に由来する塩基配列ではなくプライマ
ーの塩基配列を写し取ったものに過ぎない。したがって、ＰＣＲ用のプライマーを利用し
てわずかな塩基配列の相違を認識するのは、一般には困難とされている。
これらの課題を解決するための１つの方法として、本発明者らは、ＬＡＭＰ法（Ｌｏｏｐ
－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）を完成して
いる（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２０００　Ｖｏｌ．２８　Ｎｏ．１２　ｅ６
３、ＷＯ　００／２８０８２）。ＬＡＭＰ法は、鋳型ポリヌクレオチドに自身の３’末端
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をアニールさせて相補鎖合成の起点とするとともに、このとき形成されるループにアニー
ルするプライマーを組み合わせることによって等温での相補鎖合成反応を可能とした。ま
たＬＡＭＰ法では、３’末端が試料に由来する領域に対してアニールするために、塩基配
列のチェック機構が繰り返し機能する。その結果、わずかな塩基配列の判別が可能となっ
た。
ＬＡＭＰ法やＰＣＲ法のような相補鎖合成反応に基づいて、標的塩基配列の検出を行う場
合、その反応に要する時間と、検出感度との間には密接な関係がある。つまり、反応がプ
ラトーに達するまでは、できるだけ長い時間反応させることが、高い検出感度を達成する
ための条件となる。ＬＡＭＰ法やＰＣＲ法のような公知の相補鎖合成反応は、１時間前後
で反応がプラトーに達する。つまり、最大の感度を得るためには１時間前後の反応時間を
要すると言って良い。１時間は、反応時間としてはそれほど長いものではないが、もしも
検出感度や操作性を犠牲にすることなく、より短い反応時間を実現することができれば有
用である。
ゲノムドラフトが明らかにされ、時代はポストシーケンスへと移りつつある。ＳＮＰｓの
ような遺伝子の機能解析や、その解析結果に基づく遺伝子診断の必要性がますます高まっ
ている。遺伝子の塩基配列をより正確に、より迅速に解析することができる技術の開発は
、機能解析を迅速に進めるために、また遺伝子の機能解析の成果を実際の医療の現場で実
用化するうえで、重要な課題となっている。
発明の開示
本発明の課題は、ポリヌクレオチドを鋳型として用いる相補鎖合成反応を、より迅速に行
うことができる方法の提供である。
本発明者らは、前記課題を解決するために相補鎖合成の条件について研究を重ねた。そし
て、相補鎖合成に用いるプライマーと、相補鎖合成の起点となる３’末端との組み合わせ
が、相補鎖合成の反応速度と密接に関連していることを見出した。更に、特定の構造を持
った鋳型ポリヌクレオチドと、このポリヌクレオチドの特定の位置で相補鎖合成の起点を
与えることができるプライマーを組み合わせることによって、相補鎖合成の反応効率を改
善できることを明らかにし、本発明を完成した。すなわち本発明は、以下のポリヌクレオ
チドの合成方法、ならびにその用途に関する。
〔１〕以下の要素１～５を混合して下記のＤＮＡポリメラーゼによる鋳型依存性の相補鎖
合成が可能な条件下でインキュベートする工程を含むポリヌクレオチドの合成方法。
１：次の条件（ａ）～（ｄ）を持つ鋳型ポリヌクレオチド、
（ａ）少なくとも１組の相補的な塩基配列からなる標的塩基配列を有する、
（ｂ）ａの相補的な塩基配列がハイブリダイズしたときに、塩基対結合が可能なループを
形成することができる、
（ｃ）３’末端が自身にアニールしてループを形成することができる、
（ｄ）自身にアニールした３’末端は自身を鋳型とする相補鎖合成の起点となることがで
きる
２：鋳型ポリヌクレオチドのループにおいて、異なる位置に相補鎖合成の起点を与えるこ
とができる少なくとも２種類のプライマー、
３：鋳型ポリヌクレオチド、および／または鋳型ポリヌクレオチドに２のプライマーがア
ニールして生成する伸長生成物が形成するループにおいて、２のプライマーとは異なる位
置に相補鎖合成の起点を与えることができる少なくとも１種類のプライマー、
４：鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
５：相補鎖合成のための基質、
〔２〕鋳型ポリヌクレオチドが、自身の塩基配列の任意の領域に対して相補的な塩基配列
をその５’末端に備えている〔１〕に記載の方法。
〔３〕次の工程によって鋳型ポリヌクレオチドを生成する〔２〕に記載の方法。
ａ）標的塩基配列に第１のプライマーをアニールさせ、これを起点とする相補鎖合成反応
を行う工程；ここで第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を構成する一
方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ第１のプラ
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イマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に
対して相補的な塩基配列を備える、
ｂ）工程ａ）で合成された第１のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーがア
ニールすべき領域を塩基対結合が可能な状態とする工程；ここで第２のプライマーはその
３’末端において前記第１のプライマーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の
３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができる塩基配列を備え、かつ第
２のプライマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意
の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
ｃ）工程ｂ）において塩基対結合が可能となった領域に第２のプライマーをアニールさせ
、これを起点とする相補鎖合成を行う工程、
ｄ）工程ｃ）によって合成された第２のプライマーの伸長生成物の３’末端を自身にアニ
ールさせて、自身を鋳型とする相補鎖合成を行う工程
〔４〕前記２種類のプライマーが、第１のプライマー、および第２のプライマーであり、
前記少なくとも１種類のプライマーが第１のプライマー、または第２のプライマーの伸長
生成物における各プライマーに由来する領域と、各プライマーに対する前記任意の領域の
間において相補鎖合成の起点を与えることができるループプライマーである〔３〕に記載
の方法。
〔５〕前記ループプライマーが、第１のプライマーの伸長生成物における第１のプライマ
ーに由来する領域と、第１のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成
の起点を与えることができる第１のループプライマー；、および第２のプライマーの伸長
生成物における第２のプライマーに由来する領域と、第２のプライマーに対する前記任意
の領域の間において相補鎖合成の起点を与えることができる第２のループプライマーであ
る〔４〕に記載の方法。
〔６〕ループプライマーが、前記任意の領域に相補的な塩基配列をその５’末端に付加さ
れている〔４〕に記載の方法。
〔７〕工程ｂ）および／または工程ｃ）において、第１のプライマーまたは第２のプライ
マーに対して鋳型における３’側に相補鎖合成の起点を与えるアウタープライマーからの
相補鎖合成によって、第１のプライマーおよび／または第２のプライマーの伸長生成物を
置換して第１のプライマーまたは第２のプライマーの各生成物を１本鎖とする〔３〕に記
載の方法。
〔８〕工程ａ）において、標的塩基配列が２本鎖ポリヌクレオチドとして存在しており、
第１のプライマーがアニールする領域が、任意のプライマーを起点とする相補鎖合成反応
によって塩基対結合が可能な状態とされる〔３〕に記載の方法。
〔９〕工程ａ）を融解温度調整剤の存在下で行う〔８〕に記載の方法。
〔１０〕融解温度調整剤が、ベタイン、プロリン、ジメチルスルホキシド、およびトリメ
チルアミンＮ－オキシドで構成される群から選択される少なくとも１つの化合物である〔
９〕に記載の方法。
〔１１〕〔１〕または〔５〕に記載の方法によって鋳型ポリヌクレオチドを鋳型とする相
補鎖合成を繰り返すとともに、この合成反応による伸長生成物を新たな鋳型ポリヌクレオ
チドとして、〔１〕または〔５〕に記載の方法によって更に別のポリヌクレオチドの合成
反応を行う工程を含む鋳型ポリヌクレオチドの増幅方法。
〔１２〕〔１１〕に記載の増幅方法を行い、増幅反応生成物の生成を標的塩基配列の存在
と関連付ける工程を含む、試料中の標的塩基配列を検出する方法。
〔１３〕ポリヌクレオチドの検出剤存在下で〔１１〕に記載の方法を行い、検出剤のシグ
ナル変化に基づいて増幅反応生成物が生じたかどうかを観察する〔１２〕に記載の方法。
〔１４〕〔１２〕に記載の検出方法によって標的塩基配列における変異を検出する方法で
あって、標的塩基配列が予測された塩基配列でなかったときに、前記増幅方法を構成する
相補鎖合成反応から選択される少なくとも１つの相補鎖合成反応が妨げられるものであり
、前記増幅反応の阻害を観察する工程を含む方法。
〔１５〕下記第１のプライマーおよび第２のプライマーを用いる〔１４〕に記載の方法で
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あって、第１のプライマーおよび第２のプライマーの少なくともいずれかが、その５’側
にチェック用配列を有する方法；
ここでチェック用配列とは、前記特定の領域を構成する塩基配列が予測された塩基配列で
なかった場合に、チェック用配列を鋳型として合成された相補鎖の３’末端が標的塩基配
列、またはその相補鎖にアニールするときにミスマッチを生じ、かつこのミスマッチによ
って当該３’末端を起点として開始する相補合成反応が阻害される塩基配列を言う、
第１のプライマー：第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を構成する一
方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ第１のプラ
イマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に
対して相補的な塩基配列を備える、
第２のプライマー：第２のプライマーはその３’末端において前記第１のプライマーを起
点とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を
与えることができる塩基配列を備え、かつ第２のプライマーの５’側には、このプライマ
ーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
〔１６〕前記特定の領域を構成する塩基配列が予測された塩基配列でなかった場合に、チ
ェック用配列を鋳型として合成された相補鎖が、標的塩基配列、またはその相補鎖にアニ
ールするとき、当該相補鎖の３’末端から２～４番目の塩基においてミスマッチを生じる
ことを特徴とする〔１５〕に記載の方法。
〔１７〕ループプライマーとして下記第１のループプライマーおよび／または第２のルー
ププライマーを用いる〔１５〕に記載の方法；ただしループプライマーはその５’側に前
記プライマーの５’側に配置された前記任意の領域に相補的な塩基配列を有するか、また
はプライマーの５’側に配置された塩基配列がチェック用配列であるときは、当該チェッ
ク用配列における前記ミスマッチを与えるための塩基がチェック用配列と相違する配列を
ループプライマーの５’側に配置する
第１のループプライマー：第１のプライマーの伸長生成物における第１のプライマーに由
来する領域と、第１のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点
を与える；
第２のループプライマー：第２のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーに由
来する領域と、第２のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点
を与える；
〔１８〕前記特定の領域を構成する塩基配列が予測された塩基配列でなかった場合に、チ
ェック用配列を鋳型として合成された相補鎖が、標的塩基配列、またはその相補鎖にアニ
ールするとき、当該相補鎖の３’末端から２～４番目の塩基においてミスマッチを生じる
ことを特徴とする〔１７〕に記載の方法であって、第１のループプライマーおよび／また
は第２のループプライマーの５’側に配置する塩基配列は、チェック用配列における前記
ミスマッチの原因となる塩基において相違する〔１７〕に記載の方法。
〔１９〕次の要素ａ）～ｆ）を含む、標的塩基配列の増幅用キット。
ａ）第１のプライマー；ここで第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を
構成する一方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ
第１のプライマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任
意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
ｂ）第２のプライマー；ここで第２のプライマーはその３’末端において前記第１のプラ
イマーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合
成の起点を与えることができる塩基配列を備え、かつ第２のプライマーの５’側には、こ
のプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列
を備える、
ｃ）第１のループプライマー；ここで第１のループプライマーは、第１のプライマーの伸
長生成物における第１のプライマーに由来する領域と、第１のプライマーに対する前記任
意の領域の間において相補鎖合成の起点を与える、
ｄ）第２のループプライマー；ここで第２のループプライマーは、第２のプライマーの伸
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長生成物における第２のプライマーに由来する領域と、第２のプライマーに対する前記任
意の領域の間において相補鎖合成の起点を与える、
ｅ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｆ）相補鎖合成のための基質、
〔２０〕更に次の要素ｇ）を含む〔１９〕に記載のキット。
ｇ）アウタプライマー；アウタープライマーは、第１のプライマーおよび／または第２の
プライマーの鋳型における３’側に相補鎖合成の起点を与えることができる
〔２１〕第１のプライマーおよび／または第２のプライマーが、５’側にチェック用配列
を有する〔１９〕に記載のキット。
〔２２〕ループプライマーとして下記第１のループプライマーおよび／または第２のルー
ププライマーを含む〔１９〕に記載のキット；ただしループプライマーはその５’側に前
記プライマーの５’側に配置された前記任意の領域に相補的な塩基配列を有するか、また
は前記プライマーの５’側に配置された塩基配列がチェック用配列であるときは、当該チ
ェック用配列における前記ミスマッチを与えるための塩基がチェック用配列と相違する配
列をループプライマーの５’側に配置する
第１のループプライマー：第１のプライマーの伸長生成物における第１のプライマーに由
来する領域と、第１のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点
を与える、；
第２のループプライマー：第２のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーに由
来する領域と、第２のプライマーに対する前記任意の領域の間において相補鎖合成の起点
を与える、；
〔２３〕次の要素ａ）～ｇ）を混合し、鎖置換を伴う相補鎖合成反応が可能な条件下でイ
ンキュベートする工程を含むポリヌクレオチドの増幅方法。
ａ）第１のプライマー；ここで第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を
構成する一方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ
第１のプライマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任
意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
ｂ）第２のプライマー；ここで第２のプライマーはその３’末端において前記第１のプラ
イマーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合
成の起点を与えることができる塩基配列を備え、かつ第２のプライマーの５’側には、こ
のプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列
を備える、
ｃ）第１のループプライマー；ここで第１のループプライマーは、第１のプライマーの伸
長生成物における第１のプライマーに由来する領域と、第１のプライマーに対する前記任
意の領域の間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
ｄ）第２のループプライマー；ここで第２のループプライマーは、第２のプライマーの伸
長生成物における第２のプライマーに由来する領域と、第２のプライマーに対する前記任
意の領域の間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
ｅ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｆ）相補鎖合成のための基質、および
ｇ）標的塩基配列を含む被検ポリヌクレオチド
〔２４〕更に次の要素ｈ）を加える〔２３〕に記載の方法。
ｈ）アウタプライマー；アウタープライマーは、第１のプライマーおよび／または第２の
プライマーの３’末端が標的塩基配列にアニールする領域に対して、鋳型における３’側
に相補鎖合成の起点を与える
〔２５〕次の要素ａ）～ｄ）を混合し、鎖置換を伴う相補鎖合成反応が可能な条件下でイ
ンキュベートし、ａ）における（１）～（４）のプライマーセットによる増幅生成物の生
成速度および／または生成量を測定する工程を含む、標的塩基配列における特定の塩基が
、第１の塩基であるか第２の塩基であるかを決定するための方法。
ａ）以下のプライマーセット（１）～（４）から選択されたいずれかのプライマーセット
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（１）：第１塩基用インナープライマー対と第１塩基用ループプライマー対
（２）：第１塩基用インナープライマー対と第２塩基用ループプライマー対
（３）：第２塩基用インナープライマー対と第１塩基用ループプライマー対
（４）：第２塩基用インナープライマー対と第２塩基用ループプライマー対
；ここで第１塩基用インナープライマー対および第２塩基用インナープライマー対は、い
ずれも次の第１のインナープライマーと第２のインナープライマーとからなるプライマー
対であり、第１塩基用インナープライマー対においては第１のインナープライマーと第２
のインナープライマーの５’側を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相
補鎖合成反応が、前記標的塩基配列における特定の塩基が第１の塩基のときには阻害され
ず、第２の塩基のときには阻害され；また
第２塩基用インナープライマー対においては、第１のインナープライマーと第２のインナ
ープライマーの５’側を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成
が、前記標的塩基配列における特定の塩基が第２の塩基のときには阻害されず、第１の塩
基のときには阻害され；そして
第１のインナープライマーは、３’末端において標的塩基配列を構成する一方の鎖の３’
側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与える塩基配列を備え、かつ第１のインナープラ
イマーの５’側には、このインナープライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意
の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
第２のインナープライマーはその３’末端において前記第１のインナープライマーを起点
とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与
える塩基配列を備え、かつ第２のインナープライマーの５’側には、このインナープライ
マーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備える
、
次に第１塩基用ループプライマー対および第２塩基用ループプライマー対は、いずれも次
の第１のループプライマーと第２のループプライマーとからなる対であり、第１塩基用ル
ーププライマー対においては第１のループプライマーと第２のループプライマーの５’側
を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成反応が、前記標的塩基
配列における特定の塩基が第１の塩基のときには阻害されず、第２の塩基のときには阻害
され；また
第２塩基用ループプライマー対においては、第１のループプライマーと第２のループプラ
イマーの５’側を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成が、前
記標的塩基配列における特定の塩基が第２の塩基のときには阻害されず、第１の塩基のと
きには阻害される；
第１のループプライマーは、第１のインナープライマーの伸長生成物における第１のイン
ナープライマーに由来する領域と、第１のインナープライマーに対する前記任意の領域の
間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
第２のループプライマーは、第２のインナープライマーの伸長生成物における第２のイン
ナープライマーに由来する領域と、第２のインナープライマーに対する前記任意の領域の
間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
ｂ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｃ）相補鎖合成のための基質、および
ｄ）標的塩基配列を含む被検ポリヌクレオチド
〔２６〕更に次の要素ｅ）を加える〔２５〕に記載の方法。
ｅ）アウタプライマー；アウタープライマーは、第１のプライマーおよび／または第２の
プライマーの３’末端が標的塩基配列にアニールする領域に対して、鋳型における３’側
に相補鎖合成の起点を与える
本発明において、ポリヌクレオチドとは、ＤＮＡ、またはＲＮＡ、あるいはそれらのキメ
ラ分子であることができる。ポリヌクレオチドは、天然のものであることもできるし、人
工的に合成されたものであることもできる。また部分的に、あるいは全体が完全に人工的
な構造からなるヌクレオチド誘導体であっても、それが塩基対結合を形成しうるものであ
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り、かつ必要に応じて相補鎖合成の鋳型とすることが可能であるかぎり本発明のポリヌク
レオチドに含まれる。このような分子としては、たとえばペプチド結合によってバックボ
ーンが形成されているＰＮＡなどを示すことができる。本発明におけるポリヌクレオチド
の構成塩基数は、制限されない。ポリヌクレオチドは、用語「核酸」と同義である。一方
本発明におけるオリゴヌクレオチドとは、ポリヌクレオチドの中でも特に構成塩基数が少
ないものを示す用語として用いる。一般にオリゴヌクレオチドは、２～１００、より一般
的には、２～５０程度の塩基数のポリヌクレオチドを指してオリゴヌクレオチドと呼ぶが
、これらの数値に限定されるものではない。
本発明において標的塩基配列とは、合成すべきポリヌクレオチドの塩基配列を意味する。
一般にポリヌクレオチドの塩基配列は、５’側から３’側に向けてセンス鎖の塩基配列を
記載する。本発明における標的塩基配列とは、センス鎖の塩基配列に加えて、その相補鎖
、すなわちアンチセンス鎖の塩基配列も含む。すなわち、用語「標的塩基配列」とは、合
成すべき塩基配列、およびその相補鎖の少なくともいずれかを意味する用語として用いる
。なお本発明はポリヌクレオチドの合成のみならず増幅をも可能とする方法を提供する。
本発明に基づいてポリヌクレオチドの増幅を行う場合には、増幅すべき塩基配列を標的塩
基配列と呼ぶ。標的塩基配列は、長いポリヌクレオチドの中から選択された任意の連続し
た塩基配列であることもできるし、あるいは１本鎖や環状のポリヌクレオチドの全長を標
的塩基配列とすることもできる。
なお合成（ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）とは１つの標的塩基配列を少なくとも２倍以上に増やす
行為を意味する。一方、合成された標的塩基配列に基づいて、連続的に新たな標的塩基配
列が合成されるとき、特に増幅（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）と呼ぶ。増幅とは、合成
が連続的に行われること、と言うこともできる。
更に本発明において、相補鎖合成の起点を与えることとは、鋳型となるポリヌクレオチド
に対して、相補鎖合成に必要なプライマーとして機能するポリヌクレオチドの３’末端を
ハイブリダイズさせることを言う。特定の領域において相補鎖合成の起点を与えると言う
ときは、当該領域の中の任意の位置に相補鎖合成の起点となる３’末端が位置するように
、ポリヌクレオチドをハイブリダイズさせることを意味する。このとき、３’末端が目的
とする領域に位置する限り、ハイブリダイズに必要な塩基配列の一部をその領域の外に配
置することもできる。
一方前記ＤＮＡポリメラーゼは、鋳型依存性の相補鎖合成が可能な条件下において、前記
鋳型ポリヌクレオチドにアニールした各プライマーや、自身の３’末端を起点とする相補
鎖合成反応を触媒する。本発明において、鋳型依存性の相補鎖合成が可能な条件下とは、
鋳型にアニールしたポリヌクレオチドの３’末端を起点として、鋳型となるポリヌクレオ
チドの塩基配列に相補な塩基配列からなる新たなポリヌクレオチド鎖を合成する反応を言
う。本発明において、新たなポリヌクレオチド鎖は、鋳型と異なる分子であることもでき
るし、鋳型と同じ分子であることもできる。たとえば、ポリヌクレオチドの３’末端を自
身にアニールさせて進行する相補鎖合成反応によって生成される新たなポリヌクレオチド
鎖は、鋳型ポリヌクレオチドと同じ分子となる。本発明において、鋳型依存性の相補鎖合
成が可能な条件を、単に相補鎖合成が可能な条件と言う場合がある。
このような反応は、通常、ＤＮＡポリメラーゼの至適反応条件を与える緩衝液中で行うこ
とができる。緩衝液には、ＤＮＡポリメラーゼの活性を保護する保護剤、活性の維持に必
要な無機塩類などを共存させることができる。このような反応条件は、ＤＮＡポリメラー
ゼに応じて当業者が適宜選択することができる。
また本発明において、３’末端、あるいは５’末端とは、単にいずれかの末端の１塩基の
みならず、末端の１塩基を含み、かつ末端に位置する領域を意味する。より具体的には、
いずれかの末端から５００塩基、望ましくは１００塩基、あるいは少なくとも２０塩基は
、３’末端、あるいは５’末端に含まれる。これに対して、末端の１塩基や末端付近に存
在する特定の位置の塩基を示すためには、その位置を数値で特定することによって示すも
のとする。
本発明の標的塩基配列は少なくとも１組の相補的な塩基配列からなっている。本発明にお
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いて同一、あるいは相補的という用語は、いずれも完全に同一でない場合、あるいは完全
に相補的でない場合を含む。すなわち、ある配列と同一とは、ある配列に対してアニール
することができる塩基配列に対して相補的な配列をも含むことができる。他方、相補的と
は、ストリンジェントな条件下でアニールすることができ、相補鎖合成の起点となる３’
末端を提供することができる配列を意味する。具体的には、ある塩基配列に対して、一般
に５０－１００％、通常は７０－１００％、好ましくは８０－１００％の同一性を有する
塩基配列は、実質的に同一と言うことができる。同一性はＢＬＡＳＴＮ等の公知のアルゴ
リズムに基づいて決定することができる。
本発明の鋳型ポリヌクレオチドは、前記相補的な塩基配列がハイブリダイズしたときに、
ループを形成することができる。相補的な塩基配列はハイブリダイズした後には、塩基対
結合が安定に維持される条件のもとでは、もはや新たな塩基対結合を生じることは困難で
ある。一方ループは、このループを構成する塩基配列に相補的な塩基配列からなる別のポ
リヌクレオチドと新たな塩基対結合を形成することができる。ループを構成する塩基配列
は任意である。
本発明において用いられるハイブリダイズという用語は、相補的な塩基配列からなるポリ
ヌクレオチドが塩基対結合によって結合することを意味する。塩基対結合するポリヌクレ
オチドは別の分子であることもできるし、同一の分子であることもできる。異なる分子間
で生じたハイブリダイズを解消すれば、複数のポリヌクレオチド分子に解離する。一方、
同一の分子上でハイブリダイズしたポリヌクレオチドは、塩基対結合を解消しても１分子
のポリヌクレオチドのままである。本発明においては、アニールという用語も用いられる
。ポリヌクレオチドが相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドにハイブリダイズして
相補鎖合成の起点となる３’末端を与えるとき、特にアニールと表現する場合がある。
本発明の鋳型ポリヌクレオチドは、その３’末端が自身にアニールしてループを形成する
ことができ、更に自身にアニールした３’末端は自身を鋳型とする相補鎖合成の起点とな
ることができる。アニールするための塩基配列は、その３’末端からの相補鎖合成を可能
とする限り制限されない。具体的には、たとえばポリヌクレオチドの３’から１００－２
００塩基、通常５０－８０塩基、望ましくは２０－３０塩基が前記標的塩基配列中の任意
の領域に対して相補的な塩基配列を有する。このとき、アニールした３’末端の塩基は、
標的塩基配列に対して完全に相補的であることが望ましい。３’末端の塩基が完全に相補
的であることは、必須ではないが、効率的な相補鎖合成の重要な条件である。
本発明の鋳型ポリヌクレオチドは、３’末端の自身へのアニールによって、ループを形成
することができる。ループは前記ループと同様に、任意の塩基配列からなり、他のポリヌ
クレオチドと塩基対結合が可能な状態で存在する。
また本発明の鋳型ポリヌクレオチドは、その５’末端において、自身が有する任意の領域
に対して相補的な塩基配列を備えることができる。このような鋳型ポリヌクレオチドの相
補鎖が合成されると、合成された新たなポリヌクレオチドの３’末端は、自身の任意の領
域に対してアニールして、自身を鋳型とする相補鎖合成反応の起点となることができる。
３’末端が自身にアニールすることによって、ループが形成される。こうして形成される
ループには、本発明におけるプライマーがアニールすることができる。
このように、鋳型ポリヌクレオチドの５’末端を、自身が有する任意の領域に対して相補
的な塩基配列とすることによって、相補鎖合成の生成物を再び鋳型ポリヌクレオチドとし
て利用することができる。したがって、このような鋳型ポリヌクレオチドは、本発明にお
いて、高度に効率的な相補鎖合成反応を達成するための望ましい構造である。
本発明における鋳型ポリヌクレオチドは、酵素的に、あるいは化学的に合成することがで
きる。たとえば、以下の工程ａ）－ｄ）を経て鋳型ポリヌクレオチドを合成することがで
きる。以下の工程ａ）－ｄ）は、ＬＡＭＰ法のためのポリヌクレオチドの合成方法と言う
ことができる。
ａ）標的塩基配列に第１のプライマーをアニールさせ、これを起点とする相補鎖合成反応
を行う工程；ここで第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を構成する一
方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ第１のプラ
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イマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に
対して相補的な塩基配列を備える、
ｂ）工程ａ）で合成された第１のプライマーの伸長生成物における第２のプライマーがア
ニールすべき領域を塩基対結合が可能な状態とする工程；ここで第２のプライマーはその
３’末端において前記第１のプライマーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の
３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができる塩基配列を備え、かつ第
２のプライマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意
の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
ｃ）工程ｂ）において塩基対結合が可能となった領域に第２のプライマーをアニールさせ
、これを起点とする相補鎖合成を行う工程、
ｄ）工程ｃ）によって合成された第２のプライマーの伸長生成物の３’末端を自身にアニ
ールさせて、自身を鋳型とする相補鎖合成を行う工程
上記工程を図１に基づいてより具体的に説明する。以下の説明では、仮にＲ２およびＲ１
ｃからなる第１のプライマー（ＲＡ）、ならびにＦ２およびＦ１ｃからなる第２のプライ
マー（ＦＡ）を用いて、本発明における鋳型ポリヌクレオチドを生成する行程を例示する
。以下の説明においては、第１のプライマーおよび第２のプライマーを、それぞれ仮にＲ
ＡおよびＦＡと名づける。
第１のプライマーＲＡは、その３’末端において標的塩基配列を構成する一方の鎖の３’
側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ第１のプライマーＲＡの
５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相
補的な塩基配列を備える。ＲＡの３’側の領域Ｒ２、５’側の領域をＲ１ｃと称する。一
方、第２のプライマーＦＡは、その３’末端において前記第１のプライマーＲＡを起点と
する伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与え
ることができる塩基配列を備え、かつ第２のプライマーＦＡの５’側には、このプライマ
ーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備える。
ＦＡの３’側はＦ２、５’側はＦ１ｃと称する。更にＲＡとＦＡの３’側と５’側を構成
する各領域は、それぞれ次のような領域に対して相補的な塩基配列からなっている。
ＲＡの３’側（Ｒ２）　：Ｒ２ｃ
ＲＡの５’側（Ｒ１ｃ）：Ｒ１
ＦＡの３’側（Ｆ２）　：Ｆ２ｃ
ＦＡの５’側（Ｆ１ｃ）：Ｆ１
結局、ＲＡは標的塩基配列のＲ２ｃとＲ１によって、またＦＡは標的塩基配列におけるＦ
２ｃとＦ１によってその構造が決定されることになる。したがって本発明においては、標
的塩基配列は、少なくともその一部の塩基配列が明らかとなっている、あるいは推測が可
能な状態にある塩基配列であることが求められる。塩基配列を明らかにすべき部分とは、
ＲＡとＦＡの構造を決定する各領域、あるいはその相補的な塩基配列からなる領域である
。Ｒ２ｃとＲ１ｃ（またはＦ２ｃとＦ１ｃ）は、連続する場合、そして離れて存在する場
合とを想定することができる。両者の相対的な位置関係により、生成物であるポリヌクレ
オチドが自己アニールしたときに形成されるループ部分の状態が決定される。本発明にお
いて、自己アニールとは、１本鎖ポリヌクレオチドの３’末端を含む領域が、そのポリヌ
クレオチド自身の相補的な塩基配列にハイブリダイズして、自身を鋳型とする相補鎖合成
の起点となることを意味する。生成物であるポリヌクレオチドが分子間のアニールではな
く自己アニールを優先的に行うためには、両者の距離が不必要に離れないほうが望ましい
。したがって、両者の位置関係は、通常０－５００塩基分の距離を介して連続するように
するのが望ましい。ただし、後に述べる自己アニールによるループの形成において、両者
があまりにも接近している場合には望ましい状態のループの形成を行うには不利となるケ
ースも予想される。
ループにおいては、新たなオリゴヌクレオチドのアニールと、それを合成起点とする鎖置
換を伴う相補鎖合成反応がスムーズに開始できる構造が求められる。したがってより望ま
しくは、領域Ｒ２ｃおよびその５’側に位置する領域Ｒ１ｃとの距離が、０～１００塩基
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、さらに望ましくは１０～７０塩基となるように設計する。なおこの数値はＲ１ｃとＲ２
ｃを含まない長さを示している。ループ部分を構成する塩基数は、更にＲ２に相当する領
域を加えた長さとなる。なお同様の条件がＦＡにおけるＦ２ｃとＦ１ｃにも適用される。
上記標的塩基配列に対してＲＡおよびＦＡを構成する領域Ｒ２とＲ１ｃ（またはＦ２とＦ
１ｃ）は、通常は重複することなく連続して配置される。あるいはもしも両者の塩基配列
に共通の部分があるのであれば、部分的に両者を重ねて配置することもできる。Ｒ２（ま
たはＦ２）はプライマーとして機能する必要があることから、常に３’末端となるように
しなければならない。一方Ｒ１ｃ（またはＦ１ｃ）は、後に述べるように、これを鋳型と
して合成された相補鎖の３’末端にプライマーとしての機能を与える必要があることから
、５’末端に配置する。このオリゴヌクレオチドを合成起点として得られる相補鎖は、次
のステップにおいては逆向きからの相補鎖合成の鋳型となり、最終的にはＲＡとＦＡも鋳
型として相補鎖に写し取られる。写し取られることによって生じる３’末端は塩基配列Ｒ
１（またはＦ１）を備えており、同一鎖上のＲ１ｃ（またはＦ１ｃ）にアニールするとと
もに、ループを形成する。
まず標的塩基配列におけるＲ２ｃに第１のプライマーのＲ２がアニールし、相補鎖合成が
行われる［図１－（１）］。第１のプライマーの伸長生成物を１本鎖とし、そのＦ２ｃに
第２のプライマーのＦ２をアニールさせて相補鎖合成を行うと、相補鎖合成は第１のプラ
イマーの５’末端に達したところで終了する。このとき合成される第２のプライマーの伸
長生成物は、その３’末端にＲ１を備えている。３’末端のＲ１は、第１のプライマーの
５’側Ｒ１ｃを鋳型として合成された領域である。Ｒ１は自身のＲ１ｃにアニールして相
補鎖合成の起点となり、自身を鋳型とする相補鎖合成が行われる［図１－（２）ｒｅｃｙ
ｃｌｉｎｇ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ中］。
以上の反応を経て生成されるポリヌクレオチドは、標的塩基配列とその相補鎖からなる１
組の相補的な塩基配列を備え、それがハイブリダイズしたときには塩基対結合が可能なル
ープを形成する。加えて、その３’末端には、自身のＦ１ｃに相補的な塩基配列からなる
Ｆ１を備えている。Ｆ１は第２のプライマーのＦ１ｃを鋳型として合成された領域である
。すなわち、この生成物は本発明における鋳型ポリヌクレオチドに他ならない。
なおポリヌクレオチドの合成反応のための新たな出発材料となることができるポリヌクレ
オチドを与える構造を、図１にｒｅｃｙｃｌｉｎｇ　ｐｒｏｄｕｃｔｓとして示した。こ
れらの構造を鋳型として生成される生成物は、いずれも新たな鋳型ポリヌクレオチドを生
成することができる。
なお図１では、いったん生成した鋳型ポリヌクレオチドが、更にその３’末端を自身にア
ニールさせて相補鎖合成を行う工程を示している。その結果、２組の相補的な標的塩基配
列を備えた鋳型ポリヌクレオチドが生成している［図１－（３）］。なお図１－（３）に
おいて標的塩基配列を構成しているのは、Ｆ２とＲ２ｃの間、並びにその相補的な塩基鎖
であるＲ２とＦ２ｃの間を構成する塩基配列である。
以上の反応は、実際には標的塩基配列の相補鎖においても並行して進行する。すなわち、
第２のプライマーの相補鎖合成から始まって、第１のプライマーの伸長生成物［図１－（
２‘）］を経て２組の相補的な標的塩基配列からなる鋳型ポリヌクレオチド［図１－（３
’）］を生成する。図１－（３）に示す鋳型ポリヌクレオチドと、図１－（３‘）に示す
鋳型ポリヌクレオチドは、相互に相補的な塩基配列からなっている。
次に、ＬＡＭＰ法に基づいて鋳型ポリヌクレオチドを合成するための反応における工程ｂ
）、すなわち工程ａ）で合成された第１のプライマーの伸長生成物における第２のプライ
マーがアニールすべき領域を塩基対結合が可能な状態とする工程を行うには、アウタープ
ライマーの利用が有利である。本発明において、アウタープライマーとは、標的塩基配列
に対してアニールする第１のプライマーおよび第２のプライマーより上流に対して相補的
な塩基配列からなるプライマーである。本発明において、上流とは、鋳型における３’側
を意味する。したがってアウタープライマーがアニールするのは、第１のプライマーおよ
び第２のプライマーから見れば５’側の領域となる。
例えば図１－（１）においては、ＲＡがアニールする領域Ｒ２ｃの３’側に位置するＲ３
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ｃにアニールするアウタープライマーＲ３が記載されている。同様にその相補鎖において
は、ＦＡがアニールする領域の３’側に位置するＦ３ｃに対してアウタープライマーＦ３
をアニールさせることができる。アウタープライマーは、プライマーとして機能する塩基
配列を少なくともその３’側に備えるオリゴヌクレオチドを用いることができる。第１の
プライマーおよび第２のプライマー２種は、本発明における３種のプライマーのうちの２
種として用いることができる。一方ここで述べたアウタープライマーは、必ずしも本発明
の３種のプライマーを構成しなくても良い。アウタープライマーは、鋳型ポリヌクレオチ
ドの合成のために用いられる。
第１のプライマーおよび第２のプライマーが通常２つのプライマーの組み合わせで構成さ
れるのに対して、アウタープライマーは、任意の数であることができる。本発明において
、一般的なアウタープライマーは、第１のプライマーおよび第２のプライマーのそれぞれ
に対して上流に相補鎖合成の起点を与えることができる２つのアウタープライマーからな
る。しかし、いずれかの第１のプライマーおよび第２のプライマーに対してのみ、アウタ
ープライマーを配置する場合でも、本発明の方法を実施することができる。あるいは、第
１のプライマーおよび第２のプライマーのそれぞれ、あるいは一方に対して、複数のアウ
タープライマーを組み合わせることもできる。いずれにせよ、より上流からの相補鎖合成
を伴う場合に、第１のプライマーおよび第２のプライマーを複製起点とする相補鎖合成反
応の生成物を効率良く生じさせることが可能となる。
本発明におけるアウタープライマーからの相補鎖合成は、第１のプライマーおよび第２の
プライマーを複製起点とする相補鎖合成よりも後に開始されるように設計する。そのため
の最も単純な方法は第１のプライマーおよび第２のプライマーの濃度をアウタープライマ
ーの濃度よりも高くすることである。具体的には、通常２～５０倍、望ましくは４～１０
倍の濃度差でプライマーを用いることにより、第１のプライマーおよび第２のプライマー
からの相補鎖合成を優先的に行わせることができる。またアウタープライマーの融解温度
（Ｔｍ）を第１のプライマーおよび第２のプライマーのＴｍより低くなるように設定する
ことによって合成のタイミングをコントロールすることもできる。
すなわち、インナープライマーＦＡに対して、アウタープライマーのＴｍを（アウタープ
ライマーＦ３：Ｆ３ｃ）≦（Ｆ２ｃ／Ｆ２）となるように設計することにより、核酸の増
幅を効率的に行うことができる。ＦＡを構成する各領域については、（Ｆ１ｃ／Ｆ１）間
のアニールが（Ｆ２ｃ／Ｆ２）よりも優先的におきるようにデザインするのが望ましい。
デザインに当たっては、Ｔｍや構成塩基等を考慮する。更に、Ｆ１ｃ／Ｆ１間のアニール
が分子内の反応なので優先的に進む可能性が高いことも考慮する。同様の条件は、ＦＡの
伸長生成物にアニールするＲＡの設計においても考慮される。
このような関係とすることにより、確率的に理想的な反応条件を達成することができる。
融解温度（Ｔｍ）は、他の条件が一定であればアニールする相補鎖の長さと塩基対結合を
構成する塩基の組み合わせによって理論的に算出することができる。したがって当業者は
、本明細書の開示に基づいて望ましい条件を容易に導くことができる。
更にアウタープライマーのアニールのタイミングを調整するために、コンティギュアス・
スタッキング（ｃｏｎｔｉｇｕｏｕｓ　ｓｔａｃｋｉｎｇ）と呼ばれる現象を応用するこ
ともできる。コンティギュアス・スタッキングとは、単独ではアニールすることができな
いオリゴヌクレオチドが２本鎖部分に隣接することによってアニールが可能となる現象で
ある（Ｃｈｉａｒａ　Ｂｏｒｇｈｅｓｉ－Ｎｉｃｏｌｅｔｔｉ　ｅｔ．ａｌ．Ｂｉｏ　Ｔ
ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１２，４７４－４７７，１９９２）。つまり、アウタープライマー
を第１のプライマーおよび第２のプライマーに隣接させ、しかもアウタープライマー単独
ではインキュベーションの条件下ではアニールできないように設計しておくのである。こ
うすれば、第１のプライマーおよび第２のプライマーがアニールしたときに初めてアウタ
ープライマーのアニールが可能となるので、必然的に第１のプライマーおよび第２のプラ
イマーのアニールが優先されることになる。この原理に基づいて、一連の反応にプライマ
ーとして必要なオリゴヌクレオチドの塩基配列を設定した例が実施例に記載されている。
上記反応において、標的塩基配列を含むポリヌクレオチド試料は、相補鎖合成の鋳型とな
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りうる任意のポリヌクレオチドを利用することができる。具体的には、ＤＮＡやＲＮＡ、
それらの誘導体、並びにキメラ分子を示すことができる。更にポリヌクレオチド試料には
、ゲノムＤＮＡやｍＲＮＡ等の天然のポリヌクレオチドの他、プラスミドやファージなど
に人為的に組みこまれたポリヌクレオチドを用いることもできる。ポリヌクレオチド試料
は精製したもののみならず、未精製の状態のまま用いることもできる。細胞中のポリヌク
レオチドをｉｎ　ｓｉｔｕで合成の対象とすることもできる。
次に本発明においては、ループの異なる領域に相補鎖合成の起点を与えることができる少
なくとも３種類のプライマーが用いられる。プライマーが相補鎖合成の起点を与えるルー
プとは、前記鋳型ポリヌクレオチドが備えているループに加え、その３’末端やいずれか
のプライマーを起点とする相補鎖合成の結果生成される新たなポリヌクレオチドによって
形成されるループが含まれる。
鋳型ポリヌクレオチドは、少なくとも次の２つのループを有する。
１．標的塩基配列がハイブリダイズすることによって形成されるループ
２．鋳型ポリヌクレオチドの３’末端が自身にアニールすることによって形成されるルー
プ
鋳型ポリヌクレオチドが２組以上の相補的な標的塩基配列からなり、かつ相補的な塩基配
列が交互に並んでいる場合には、その数に応じたループが鋳型ポリヌクレオチド上に形成
される。例えば、ある塩基配列Ａと、その相補的な塩基配列ａとで構成されるポリヌクレ
オチドを想定する。複数組の相補的な塩基配列が交互に並んだ状態とは、たとえば次のよ
うに表すことができる。
５’－［Ａ］－（Ｌ）－［ａ］－［Ａ］－（Ｌ）－［ａ］－［Ａ］－（Ｌ）－［ａ］－３
’
この例では、隣り合う［Ａ］－［ａ］間でハイブリダイズが起きたときに３つのループを
形成することができる。相補的な塩基配列のハイブリダイズによってループが形成される
部分を－（Ｌ）－で示した。更に３’末端の自身へのアニールによって形成されるループ
が加わり、この鋳型ポリヌクレオチドは合計４つのループを形成することになる。なお、
３’末端が自身へのアニールによってループを形成するときには、［ａ］の塩基配列の一
部がアニールのために利用される。したがって、３’末端の［ａ］においては、［Ａ］と
相補的な塩基配列であると同時に、自身へのアニールに利用される領域を有する。
なお本発明における鋳型ポリヌクレオチドが含むことができる相補的な塩基配列の数は制
限されない。したがって、［Ａ］と［ａ］とで構成される鋳型ポリヌクレオチドを一般式
で表すとすれば、次のように表すことができる。式中、ｎは任意の自然数を意味する。
５’－｛［Ａ］－（Ｌ）－［ａ］｝ｎ－３’
一方、鋳型ポリヌクレオチドの３’末端、あるいはいずれかのプライマーを起点とする相
補鎖合成の結果生成される新たなポリヌクレオチドによって形成されるループは、具体的
には次のようにして形成される。まず鋳型ポリヌクレオチドは、その３’末端を自身にア
ニールさせて自身を鋳型とする相補鎖合成反応を行うことができる。この反応は、３’末
端とそれがアニールする領域とを繰り返し塩基対結合が可能な状態にすることができれば
、連続的に進行する。その結果、鋳型ポリヌクレオチドに相補的な塩基配列が繰り返し伸
長することになる。したがって、鋳型ポリヌクレオチドが１組の相補的な塩基配列からな
る場合、相補鎖合成によって得られた新たなポリヌクレオチドには、相補鎖合成反応を繰
り返す度に相補的な塩基配列の数は倍になる。ここで新たに生成されたポリヌクレオチド
における２組の相補的な塩基配列がそれぞれハイブリダイズすると、相補的な塩基配列の
セットの数に応じた数のループを生じる［たとえば図１－（４）、あるいは図１－（５）
等］。これらのループのうち、あるものは鋳型ポリヌクレオチドがもともと有していたル
ープである。他方のループは、鋳型ポリヌクレオチドのループの相補的な塩基配列からな
っている。このようにして生じた新たなループも、本発明におけるプライマーがアニール
するループに含まれる。
更に本発明におけるループには、鋳型ポリヌクレオチドが有するループにプライマーがア
ニールして相補鎖合成の起点となることによって生成した新たなポリヌクレオチドに形成
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されたループが含まれる。たとえば、鋳型ポリヌクレオチドの３’末端が自身にアニール
することによって形成されるループに相補鎖合成の起点を与えることができるプライマー
を起点として相補鎖を合成することができる。その生成物は、鋳型に対して相補的な塩基
配列からなるポリヌクレオチドとなる。このポリヌクレオチドは、鋳型ポリヌクレオチド
と同様に相補的な塩基配列がハイブリダイズすることによって、ループを形成する。すな
わち、鋳型ポリヌクレオチドが有するループに相補的な塩基配列からなるループを備える
ポリヌクレオチドが生成する。
本発明におけるプライマーは、このようにして形成される新たなループに相補鎖合成の起
点を与えることができるプライマーが含まれる。あるいは、既に述べたように鋳型ポリヌ
クレオチドが自身の任意の領域に相補的な塩基配列を５’末端に含む場合、これを鋳型と
して合成されたポリヌクレオチドの３’末端は、自身にアニールしてループを形成するこ
とができる。本発明では、このようにして形成されるループに相補鎖合成の起点を与える
ことができるプライマーを用いることもできる。
なお鋳型ポリヌクレオチドの５’末端が自身の任意の領域に対して相補的な塩基配列を含
むとき、５’末端は自身にハイブリダイズしてループが形成することができる。５’末端
のループも塩基対結合が可能な状態にはある。しかし、このループに相補鎖合成の起点を
与えるプライマーでからは、通常、ループから５’末端までのわずかな領域についてしか
相補鎖合成の対象とすることができない。
本発明のプライマーは、前記のような、いくつかの種類のループから選択される少なくと
も１種類、好ましくは２種類、あるいは３種類以上のループにおいて相補鎖合成の起点と
なることができるプライマーを３種以上利用する。３種類以上とは、３つのプライマーが
相互に異なる位置において相補鎖合成の起点を与えることを意味する。
本発明におけるプライマーの種類は、少なくとも３種、好ましくは４種、あるいは５種類
以上のプライマーを組み合わせることもできる。なお相互に異なる位置とは、プライマー
がアニールしたときの各プライマーの３’末端の位置が相互に異なっていることを言う。
したがって、アニールに必要な塩基配列を部分的に重複させることもできる。しかしなが
ら、アニールに必要な領域が重複する場合にはプライマーの間で競合を生じるため、でき
るだけ相互に独立した領域に対してアニールできるようにプライマーの塩基配列を設計す
ることが望ましい。更に、鋳型ポリヌクレオチドにおいてハイブリダイズやアニールの対
象となる領域に対しても、できるだけ重複しないようにプライマーの塩基配列を設計する
ことにより、より迅速な相補鎖合成を期待することができる。したがって、たとえば鋳型
ポリヌクレオチドと、鋳型ポリヌクレオチドを鋳型として生成する相補鎖合成生成物に形
成される、相互に異なるループに対してアニールする３種類以上のプライマーの組み合わ
せは、本発明に好適なプライマーの組み合わせと言うことができる。
本発明のプライマーを構成する塩基配列は、前述した複数のループの塩基配列に相補的な
塩基配列を含む塩基配列とする。その３’側はループに相補鎖合成の起点を与えられるこ
とが求められる。したがって、少なくともその３’末端はループ内に位置するべきである
。しかしアニールに必要な塩基配列の全てがループ内に配置される必要はない。したがっ
て、プライマーが必要な反応条件の下で相補鎖合成の起点を与えることができる限り、た
とえばアニールに必要な塩基配列の一部が、ループに隣接する２本鎖ポリヌクレオチドを
構成する塩基配列と重複することが許される。また、プライマーの５’側には任意の塩基
配列を付加することもできる。本発明において鋳型ポリヌクレオチドが有するループに相
補鎖合成の起点を与えるプライマーとして、前述のＬＡＭＰ用プライマーを用いることが
できる。
ＬＡＭＰ法（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．２０００　Ｖｏｌ．２８　Ｎｏ．１２
　ｅ６３、ＷＯ　００／２８０８２）は、鋳型ポリヌクレオチドに自身の３’末端をアニ
ールさせて相補鎖合成の起点とするとともに、このとき形成されるループに相補鎖合成の
起点を与えることができるプライマーを組み合わせることによって高度な等温での相補鎖
合成反応を可能とする方法である。ＬＡＭＰ法には、少なくとも次の２つのプライマーが
用いられる。
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［１］第１のプライマー；第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を構成
する一方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ第１
のプライマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の
領域に対して相補的な塩基配列を備える、
［２］第２のプライマー；第２のプライマーはその３’末端において前記第１のプライマ
ーを起点とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合成の
起点を与えることができる塩基配列を備え、かつ第２のプライマーの５’側には、このプ
ライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備
える、
つまり、上記鋳型ポリヌクレオチドの合成に用いられた第１のプライマー、および第２の
プライマーは、本発明に基づくポリヌクレオチドの合成方法における少なくとも３種のプ
ライマーの一部を構成することができる。言い換えれば、鋳型ポリヌクレオチド、あるい
は反応生成物に形成されるループ内において、前記第１のプライマーおよび第２のプライ
マーとは異なる位置で相補鎖合成の起点を与えることができる３つ目のプライマーを組み
合わせることにより、本発明を実施することができる。本発明において、標的塩基配列の
合成に必要なプライマーに加えて、付加的に組み合わせられるプライマーをループプライ
マーと呼ぶことがある。
なお鋳型ポリヌクレオチドの合成に用いたプライマーを、標的塩基配列を合成するための
プライマーとしても利用することは、必須の条件ではない。鋳型ポリヌクレオチドを合成
するためのプライマーとは別に、更に標的塩基配列の合成用のプライマーを加えることも
可能である。しかしながら、通常は、より少ない要素で反応を構成するのが合理的である
。
本発明における特に望ましいループプライマーとして、Ｒ１－Ｒ２間（あるいはＦ１－Ｆ
２間）の領域に相補鎖合成の起点を与えることができるプライマーを示すことができる。
ループプライマーは、Ｒ１－Ｒ２間、あるいはＦ１－Ｆ２間にアニールすることができる
プライマーのいずれか１つをＬＡＭＰ用のプライマーに組み合わせるとき、３種のプライ
マーが用いられることになる。更にＲ１－Ｒ２間、あるいはＦ１－Ｆ２間にアニールする
ことができるプライマーを両方とも組み合わせれば、ＬＡＭＰ用プライマーに２種類のル
ーププライマーが加わって、合計で４種類のプライマーを用いることになる。本発明にお
けるループプライマーは、少なくとも１種類、望ましくは２種類、あるいはそれ以上の種
類を組み合わせることによって、ポリヌクレオチドの合成反応を促進する作用を期待でき
る。
このループプライマーは、Ｒ２を含むループ［たとえば図１－（４）等］に対してアニー
ルする。このループは、標的塩基配列におけるＲ１－Ｒ２にかけての領域（ただし図１－
（４）においてはＲ２を含み、Ｒ１は含まない）で構成されている。このようなループに
対して、本発明のループプライマーは、ループを構成する塩基配列に相補的な塩基配列を
含む任意の塩基配列からなるヌクレオチドをループプライマーとすることができる。
ただし実施例で明らかにするように、ループ内の領域を選択することによって、より効率
的なポリヌクレオチドの合成が可能となる。たとえば、Ｒ１ｃと重ならない領域、すなわ
ちＲ１ｃよりも３’側に複製開始点を与えることができるループプライマーは、ＬＡＭＰ
法の反応効率を著しく高める。
結局、本発明をＬＡＭＰ法に適用したときに組み合わせられる望ましいループプライマー
として、次の条件を満たすプライマーを挙げることができる。すなわち、鋳型ポリヌクレ
オチド、および／または鋳型ポリヌクレオチドと第１のプライマーおよび第２のプライマ
ーとの反応によって生成するポリヌクレオチドに形成されるループのうち、第１のプライ
マーおよび第２のプライマーがアニールできないループにおいて、相補鎖合成の起点を提
供することである。ループプライマーは、ループ内に相補鎖合成の起点となる３’末端を
配置する領域にアニールすることができれば良い。したがって、アニールするための塩基
配列が完全にループ内に含まれる場合のみならず、その一部がループ以外の領域に重なる
場合であっても、３’末端がループ内に位置する場合には、望ましい条件を満たしている
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と言うことができる。たとえば、ループプライマーがアニールすべき塩基配列の一部が、
ループに隣接する２本鎖構造に及んでいる場合であっても、アニールすべき領域を完全に
ループ内に配置したときと同様の反応促進効果を得られることは、実施例に示すとおりで
ある。
ループプライマーと鋳型ポリヌクレオチドを構成する塩基配列との好ましい位置関係を図
３に示した。図３は、自身にアニールするＦ１の３’末端を起点として相補鎖合成が行わ
れるところを示している。図３は、図１－（２’）と同じ構造を示している。すなわちこ
の図に示された相補鎖合成が完了すれば、本発明における鋳型ポリヌクレオチドが完成す
るところである。ループプライマーＲは、Ｒ２を含むループにアニールするプライマーで
あることが、図３に示されている。なお図３は、ループプライマーＲがアニールする領域
を示すために記載したものである。図３の構造に対してアニールしたループプライマーＲ
からの相補鎖合成は、実際にはすぐに５’末端に達してしまう。鋳型ポリヌクレオチドか
ら生成する反応生成物に形成される同様の塩基配列からなるループにアニールして相補鎖
合成が行われるとき、ループプライマーＲを起点とする相補鎖合成が反応効率の向上に貢
献する。
本発明をＬＡＭＰ法に適用するとき、ループプライマーは、ＬＡＭＰ法の条件と同じ条件
下でアニールできることが望ましい。全ての反応を温度変化無しで実施できることは、Ｌ
ＡＭＰ法の大きな利点である。この利点を損なわないように、本発明のためのループプラ
イマーを組み合わせるときにも、ＬＡＭＰ法のための反応と同じ温度条件でループプライ
マーを用いることが理想的である。そのためには、ループプライマーのＴｍが、ＬＡＭＰ
法のためのプライマーと同じレベルとなるように設計する。Ｔｍはプライマーを構成する
塩基の種類と数、並びに反応液に含まれる塩類や各種のＴｍに影響を与える成分によって
決定される。したがって、本発明においては、ＬＡＭＰ法のための反応液の条件に合わせ
て、ループプライマーのＴｍをその塩基配列によって調整する。当業者は、各種の条件に
合わせてプライマーの塩基配列を調整し適切なＴｍを与えることができる。なお、ループ
プライマーに関するこれらの条件は、Ｆ１ｃ－Ｆ２ｃ（あるいはＲ１ｃ－Ｒ２ｃ）によっ
て構成されるループについても適用される。
図１－（４）に示す構造は、鋳型ポリヌクレオチドが自身を鋳型とする相補鎖合成反応を
繰り返した結果生成した生成物である。そのループは、鋳型ポリヌクレオチドのループに
相補的な塩基配列からなっている。鋳型ポリヌクレオチドに対してアニールするプライマ
ーは、鋳型ポリヌクレオチドの相補的な塩基配列に対してはプライマーとしてアニールす
ることはできない。つまり、本発明における望ましいループプライマーは、鋳型ポリヌク
レオチドを鋳型として合成されることによって生成された新たなポリヌクレオチドに形成
されるループに相補鎖合成の起点を与えることができる。このような関係とすることによ
って、鋳型ポリヌクレオチドを鋳型とする相補鎖合成と、新たに生成されるポリヌクレオ
チドを鋳型とする相補鎖合成が進行する。その結果、短時間により多くのポリヌクレオチ
ドが迅速に生成される。
本発明におけるループプライマーの３’側が、ループにアニールして相補鎖合成の起点と
なることは既に述べた。これに対して、ループプライマーの５’側にループプライマーの
３’末端を起点として合成される相補鎖の任意の領域を構成する塩基配列に相補的な塩基
配列を配置することができる。本発明において、ループプライマーの５’側に配置する塩
基配列として望ましい塩基配列としては、前記インナープライマーの５’側に配置された
塩基配列（Ｆ１ｃやＲ１ｃ）と実質的に同一の塩基配列を示すことができる。ここで実質
的に同一の配列には、ループプライマーの５’側に配置された塩基配列を鋳型として生成
する相補鎖の３’末端が、前記インナープライマーＲＡあるいはＦＡの５’側に配置され
た塩基配列を鋳型として生成する相補鎖の３’末端がアニールする領域において相補鎖合
成の起点を与えることができる場合を含む。
すなわち、たとえばプライマーＲＡの塩基配列を含むループにアニールするループプライ
マーＲには、ＲＡの５’側に配置した塩基配列Ｒ１ｃと実質的に同一の塩基配列を配置す
ることができる。同様にインナープライマーＦＡの塩基配列を含むループにアニールする
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ループプライマーＦにおいては、その５’側にＦ１ｃを構成する塩基配列と実質的に同一
の塩基配列を配置することができる。
５’側に自身に相補的な塩基配列を有するループプライマーによる伸長生成物は、これを
鋳型として生成する相補鎖の３’末端に、自身に相補的な塩基配列を与えることができる
。その結果、ループプライマーの生成物もまた、ＬＡＭＰのｒｅｃｙｃｌｉｎｇ　ｐｒｏ
ｄｕｃｔｓとして機能する構造を有する。したがって、ループプライマーによってもＬＡ
ＭＰの核酸増幅反応がトリガーされ、高度な増幅効率を期待することができる。
さて、ここまでの説明によって明らかなように、本発明のポリヌクレオチドの合成方法に
ＬＡＭＰ法を適用するとき、前記第１のプライマー、第２のプライマー、およびループプ
ライマーを用いれば、標的塩基配列をもとに鋳型ポリヌクレオチドが得られ、更に本発明
によるポリヌクレオチドの合成方法を実施できる。つまり、次の成分を標的塩基配列とと
もにインキュベーションすれば、本発明のポリヌクレオチドの合成方法を行うことができ
る。これらの反応成分は、任意の順序で混合することができるし、あるいは同時に混合し
ても差し支えない。またこの反応系に更にアウタープライマー（後述）を加えることによ
って、２本鎖のポリヌクレオチド試料を対象として、全ての工程を等温で行うこともでき
る。
・標的塩基配列を含むポリヌクレオチド試料
・第１のプライマー
・第２のプライマー
・ループプライマー（１種、または２種類、あるいはそれ以上）
・鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ
・相補鎖合成のための基質
更に、これらの成分を相補鎖合成が可能な条件下でインキュベートを続けると、やがて標
的塩基配列をもとに合成されたポリヌクレオチドは、新たな鋳型ポリヌクレオチドを連続
的に生成する。新たに生成される鋳型ポリヌクレオチドは、全て新たなポリヌクレオチド
の合成材料として利用される。すなわちポリヌクレオチドの増幅が起きる。本発明は、こ
のようにして達成されるポリヌクレオチドの増幅方法を含む。本発明のポリヌクレオチド
の合成方法に基づいてポリヌクレオチドを増幅することにより、増幅効率は著しく改善さ
れる。たとえば、ＬＡＭＰ用のプライマーにループプライマーを組み合わせて本発明に基
づく増幅方法を実施することにより、望ましい条件下では、反応時間をループプライマー
が無いときに比べて半分以下にまで短縮することができる。
ＲＡ（第１のプライマー）、ＦＡ（第２のプライマー）、ループプライマーＦ、およびル
ーププライマーＲを利用し、鎖置換型の相補鎖合成反応を触媒するＤＮＡポリメラーゼと
組み合わせて２本鎖のポリヌクレオチドを増幅する反応について、基本的な原理を図１－
図２を参照しながら以下に説明する。この例においては、ＲＡおよびＦＡが標的塩基配列
の合成のための第１のプライマーおよび第２のプライマーのセットを構成している。ルー
ププライマーＦはＦ２を含むループに相補鎖合成の起点を与えることができ、またループ
プライマーＲはＲ２を含むループに相補鎖合成の起点を与えることができる。
前記のとおり、図１－（２）、あるいは図１－（２’）に示された、３’末端を自身にア
ニールさせて相補鎖合成を行う工程が完了すると、本発明における鋳型ポリヌクレオチド
が得られる。更にこの鋳型ポリヌクレオチドのループには、それぞれＲＡ［図１－（２）
］、あるいはＦＡ［図１－（２’）］がアニールして相補鎖合成が行われ、鋳型ポリヌク
レオチドの３’末端は置換によって再び１本鎖となる。１本鎖となった３’末端は、自身
にアニールして相補鎖合成が進む結果、図１－（３）、および図１－（３’）が生成する
。このように、ループにプライマーＲＡ、あるいはＦＡのアニール、相補鎖合成、鋳型ポ
リヌクレオチドの３’末端の置換、自身へのアニールと相補鎖合成というサイクルが繰り
返し行われる。
このとき、鋳型ポリヌクレオチドの自身を鋳型とする３’末端の伸長によって、やがてル
ープにアニールしたＲＡやＦＡを複製起点とする相補鎖合成の生成物が置換され、新たな
１本鎖のポリヌクレオチドが生成する。この１本鎖ポリヌクレオチドは、３’末端と５’
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末端に自身に相補的な塩基配列を備える。つまり、ちょうど図１－（２）や図１－（２’
）と同じ構造の生成物となる。これらは新たな鋳型ポリヌクレオチドとなって、同様の反
応が繰り返し進行することとなる。ここまでは、全てＬＡＭＰ法として明らかにされてい
る反応機序である。
さて、図１－（３）において、ループにアニールしたプライマーＦＡは、鋳型ポリヌクレ
オチドの２本鎖構造を置換しながら伸長して、やがてその５’末端に達する。このとき、
置換された鋳型ポリヌクレオチドの３’末端側は１本鎖構造となっている。そのため、自
身の相補的な塩基配列が相互にハイブリダイズする。こうして形成されるのが図１－（４
）に示す構造である。すなわち鋳型ポリヌクレオチドの３’が自身にアニールし、同時に
相補的な塩基配列がハイブリダイズしてループを形成している。相補的な塩基配列がハイ
ブリダイズすることによって形成されるループは、もとになった鋳型ポリヌクレオチドの
ループ部分を写し取った相補鎖となっている。このループは、図からも明らかなようにＲ
２を含むループで、ＦＡやＲＡはアニールすることができない。しかしループプライマー
Ｒは、Ｒ２を含むループにアニールすることができる。そこで、Ｒ２を含むループにルー
ププライマーＲがアニールして相補鎖合成を開始する。
一方で、公知のＬＡＭＰ法に基づくポリヌクレオチドの増幅反応は継続する。すなわち、
鋳型ポリヌクレオチドによる自身を鋳型とする伸長反応と、ループにアニールするプライ
マーＦＡとによる増幅反応が継続している。この反応そのものは、新たな鋳型ポリヌクレ
オチドを連続して生成するポリヌクレオチドの増幅反応に他ならない。なお、既にＬＡＭ
Ｐ法で明らかにされている図１－（４）以降の増幅反応については、ここでは図示しない
。
ループプライマーＲの伸長に伴って鋳型ポリヌクレオチドや、プライマーＦＡの伸長生成
物はいずれも置換されて塩基対結合が可能な状態となり、再び鋳型ポリヌクレオチドの生
成をもたらす。特に図１－（６）として示したループプライマーＲの伸長生成物には、ル
ーププライマーＦ、ループプライマーＲ，そしてＦＡという、３種類のプライマーのアニ
ールが可能な構造となっている。このような生成物は、公知のＬＡＭＰ法では、生成し得
ない。本発明の方法は、ＬＡＭＰ法に基づく公知の生成物とは別に図１－（６）に示す鋳
型ポリヌクレオチドを生成する。図１－（６）に示す鋳型ポリヌクレオチドは、ループプ
ライマーとともに、更に付加的なポリヌクレオチドの増幅反応を開始する。このようにし
て、ＬＡＭＰ法で公知となっている相補鎖合成とは別に、更に新たなポリヌクレオチドを
生成する反応が進行する。その結果、相補鎖合成の合成効率が著しく改善され、反応時間
が大幅に短縮することができるのである。
なお図１－（６）に示す構造において、５’末端付近にあるＦ２ｃを含む領域には、プラ
イマーＦＡがアニールすることができる。しかしこの位置にアニールするプライマーでは
、５’末端までのわずかな領域についてしか相補鎖合成の対象とすることができないこと
から、図１－（６）では図示していない。
以下、本発明の反応を更に継続した場合にどのような生成物が生じるのかについて、続け
て説明する。図１－（４）でループプライマーＲから生成した伸長生成物は、図１－（６
）に示す構造を持つ。図１－（６）においては、図１－（５）と同様に２つのループプラ
イマーと１つのプライマーＦＡがアニールする構造となっている。うち２つのループプラ
イマーの伸長生成物は、いずれ図１－（６）自身を鋳型とする３’末端からの相補鎖合成
反応によって全て置換され、１本鎖ポリヌクレオチドを生じる。
一方、図１－（６）に示すポリヌクレオチドが自身を鋳型として相補鎖合成を完成する。
図２－（７）が有するＦ２ｃを含むループには、プライマーＦＡがアニールして相補鎖合
成がスタートする。図２－（７）が有するＦ２ｃを含むループは、実際には図１－（６）
で既に形成されていることから、このループにＦＡがアニールする反応は、図２－（７）
を生成する反応と並行して進行している。いずれにせよ、ループにアニールしたＦＡの伸
長によって、図２－（７）に示したポリヌクレオチドのループから３’末端にかけての領
域が置換され１本鎖となる。
１本鎖となった領域に含まれる相補的な塩基配列はそれぞれハイブリダイズし、図２－（
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８）に示すような構造となる。なおここで１本鎖となったポリヌクレオチドにおいては、
物理的に近い領域にある相補的な塩基配列とのハイブリダイズが優先的に起きる可能性が
高い。したがって、各種のプライマーのような他の分子や、離れた位置にある相補的な塩
基配列とのハイブリダイズよりも、隣接する領域とのハイブリダイズが優先する。図から
明らかなように、図２－（８）に示すポリヌクレオチドには、その３’末端にループプラ
イマーＲがアニールする。またプライマーＦＡとＲＡがアニールすることができる２つの
ループが形成される。ループにアニールした各プライマーは、それぞれ伸長するとともに
、ループプライマーＲからの伸長反応によって置換されて１本鎖ポリヌクレオチドとなっ
て図２－（８）のポリヌクレオチドから遊離する。
ループプライマーＲの相補鎖合成の結果生じる２本鎖ポリヌクレオチドは、もはや新たな
ループを生じることは無く、安定な２本鎖ポリヌクレオチド図２－（１２）となる。安定
とは言いながら、ＬＡＭＰ法の反応条件においては２本鎖のポリヌクレオチドといえども
、新たな鋳型として利用することができる。つまり、図２－（１２）のようなループを伴
わない２本鎖ポリヌクレオチドであっても、ＦＡやＲＡの鋳型となり、新たな反応を開始
することができる。図１－（１２）に示す構造は、２本鎖ポリヌクレオチドを鋳型ポリヌ
クレオチドとするときに使用したアウタープライマーがアニールすべき領域Ｒ３やＦ３［
図１－（１）］を持たない。しかし図１－（１２）に示す構造においては、プライマーＦ
ＡやプライマーＲＡがアニールできる領域が連続して複数配置されていることから、上流
のＦＡが下流のＦＡに対してアウタープライマーの機能を果たすことが期待できる。なお
２本鎖のポリヌクレオチドを鋳型とする反応については後に述べる。
ポリヌクレオチド図２－（８）を鋳型として生成する１本鎖ポリヌクレオチドには、図２
－（９）、図２－（１０）、そして図２－（１１）の３種類の構造がある。それぞれの構
造を与える鋳型とプライマーとの関係を以下に示す。なお、各ポリヌクレオチドは図２に
おける（番号）で示す。
鋳型　　　　　　　　　　（７）　　（８）　　（８）
プライマー　　　　　　　ＦＡ　　　ＲＡ　　　ＦＡ
１本鎖ポリヌクレオチド　（９）　　（１０）　（１１）
これらの１本鎖ポリヌクレオチドは、それぞれが形成するループに対応するプライマーが
アニールして次のような反応が進行する。まずポリヌクレオチド図２－（９）は、Ｆ２ｃ
にアニールするプライマーＦＡ、およびＲ２ｃにアニールするＲＡによる伸長生成物とし
て図２－（１４）および図２－（１５）に示す生成物を与える。これらの生成物は、いず
れもポリヌクレオチド図２－（９）のＲ２を含むループにアニールしたループプライマー
Ｒからの相補鎖合成反応によって置換されて１本鎖ポリヌクレオチドとして遊離する。図
２－（１４）および図２－（１５）に示した２つのポリヌクレオチドは、図１のＲｅｃｙ
ｃｌｉｎｇ　ｐｒｏｄｕｃｔｓとして示した一連のポリヌクレオチド図１－（２）、およ
び図１－（３）に相当する構造を有している。厳密に比較すれば、ループが形成されたと
きにループ内におけるＲ２やＦ２（あるいはＲ２ｃやＦ２ｃ）の配置が両者の間では相違
する。しかしこれらのポリヌクレオチドは、いずれも更に鋳型ポリヌクレオチドの生成を
もたらし、ポリヌクレオチドの増幅反応を構成する。
次に、ポリヌクレオチド図２－（１０）に着目する。このポリヌクレオチドからも図２－
（９）とほぼ同様に、プライマーＦＡとプライマーＲＡの伸長生成物が、図２－（１５’
）、および図２－（１６）の１本鎖ポリヌクレオチドとして生成する。これらのポリヌク
レオチドは、ループプライマーＲの相補鎖合成に伴って置換され、１本鎖ポリヌクレオチ
ドとして遊離する。図２－（１５’）に示すポリヌクレオチドは、図１－（３’）に相当
する構造を有している。また、図２－（１６）も、図１－（３）と同様に自身にアニール
することができる３’末端を備えた鋳型ポリヌクレオチドである。したがって、いずれも
鋳型ポリヌクレオチドとして、あるいは新たな相補鎖合成反応のための鋳型として機能す
る。
更に、ポリヌクレオチド図２－（１１）も、上記ポリヌクレオチドと同様に新たな反応の
出発材料を生成する。すなわちループにアニールするプライマーＦＡ、およびＲＡの伸長
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生成物として、それぞれ図２－（１７）と図２－（１８）を生成する。これらの生成物は
、ループプライマーＲの相補鎖合成に伴って置換され、１本鎖ポリヌクレオチドとして遊
離する。生成する図２－（１８）は図１－（３）と、そして図２－（１７）は図１－（３
’）と同様に自身にアニールすることができる３’末端を備えた鋳型ポリヌクレオチドに
他ならない。
ループプライマーＦＡに由来する図２－（１３）は、プライマーＦＡのアニールと相補鎖
合成、更にこの相補鎖合成によって置換された領域にアニールするループプライマーＲか
らの相補鎖合成、そして前記ＦＡからの伸長生成物の遊離による１本鎖ポリヌクレオチド
の生成といった反応が起きるものと思われる。これらの反応は、新たな鋳型ポリヌクレオ
チドの生成にはつながらないと考えられるので、図示していない。
結局、図２－（１４）～図２－（１８）に示す全ての生成物は、本発明における鋳型ポリ
ヌクレオチドとなって新たな相補鎖合成の出発物質として機能する。すなわち、図１にお
けるｒｅｃｙｃｌｉｎｇ　ｐｒｏｄｕｃｔとして示した構造の生成につながっている。こ
うして、本発明に基づくポリヌクレオチドの増幅方法が継続する。
ところで本発明の鋳型ポリヌクレオチドは、２本鎖の状態にあるポリヌクレオチドに含ま
れる標的塩基配列を出発物質として合成することができる。２本鎖の状態にある標的塩基
配列にプライマーをアニールさせ、相補鎖合成を行う方法は、本発明者らによって報告さ
れている（第２３回日本分子生物学会年会；２０００．１２．１３－１６；神戸、Ｎａｇ
ａｍｉｎｅ，Ｋ．，Ｗａｔａｎａｂｅ，Ｋ．，Ｏｈｓｔｕｋａ，Ｋ．，Ｈａｓｅ，Ｔ．，
ａｎｄ　Ｎｏｔｏｍｉ，Ｔ．（２００１）Ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｓｏｔｈｅｒ
ｍａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｎｏｎｄｅ
ｎａｔｕｒｅｄ　ｔｅｍｐｌａｔｅ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４７，１７４２－１７４３．
）。
図１においては１本鎖の標的塩基配列を出発物質として鋳型ポリヌクレオチドを合成して
いる。しかし２本鎖の状態にあるポリヌクレオチドに含まれる標的塩基配列を出発物質と
して用いる方法を応用すれば、１本鎖に変性する工程を省略し、２本鎖のポリヌクレオチ
ドをそのまま出発物質として利用することができる。２本鎖ポリヌクレオチドとしては、
たとえばｃＤＮＡやゲノムＤＮＡを示すことができる。あるいはこれらのＤＮＡを各種の
ベクターに挿入したものを本発明の２本鎖ポリヌクレオチドとして用いることもできる。
一方１本鎖の状態にあるポリヌクレオチドとは、これら２本鎖ポリヌクレオチドを加熱や
アルカリ条件等の変性処理によって１本鎖としたものや、あるいはｍＲＮＡのようにもと
もと１本鎖として存在しているポリヌクレオチドを示すことができる。本発明の２本鎖ポ
リヌクレオチドは、精製されたものであっても良いし、未精製のものであることもできる
。また、細胞内に存在する状態（ｉｎ　ｓｉｔｕ）で、本発明の方法を適用することもで
きる。細胞内のポリヌクレオチドを鋳型とすることによって、ゲノムのｉｎ　ｓｉｔｕ解
析が可能となる。
本発明においてｃＤＮＡを鋳型として用いる場合、ｃＤＮＡを合成する工程と、本発明に
基づくポリヌクレオチドの合成方法とを、同一の条件下で実施することができる。ＲＮＡ
を鋳型としてｃＤＮＡの第１鎖を合成すると、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドによる２本鎖
ポリヌクレオチドが完成する。この２本鎖ポリヌクレオチドを本発明における鋳型として
、ポリヌクレオチドの合成方法を実施することができる。本発明のポリヌクレオチドの合
成方法に用いるＤＮＡポリメラーゼが、逆転写酵素活性を備えるものであれば、単一の酵
素を用い、同一の条件下でポリヌクレオチドの合成を行うことができる。たとえばＢｃａ
　ＤＮＡポリメラーゼは、鎖置換活性を有し、逆転写酵素活性を併せ持つＤＮＡポリメラ
ーゼである。なお、第２鎖を合成したうえで完全な２本鎖ｃＤＮＡとした後に、本発明に
よるポリヌクレオチドの合成方法を適用しうる。
２本鎖の状態にあるポリヌクレオチドに含まれる標的塩基配列から鋳型ポリヌクレオチド
を合成するときには、まず２本鎖ポリヌクレオチドに任意のプライマーを加え、このプラ
イマーを起点とする相補鎖合成反応が達成できる条件のもとでインキュベートされる。こ
こで用いられる任意のプライマーとは、第１のプライマーがアニールすべき領域を塩基対
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結合可能な状態とするために用いられる。したがって、任意のプライマーは、標的塩基配
列における、第１のプライマーがアニールすべきポリヌクレオチド鎖に対して、その相補
鎖にアニールすることができるものである必要がある。更に、本発明における任意のプラ
イマーを複製起点とする相補鎖合成は、第１のプライマーがアニールすべき領域の方向に
向かって進行するような位置関係にあるべきである。言いかえれば、第１のプライマーを
起点とする相補鎖合成反応において鋳型として機能する領域の、任意の領域に対してアニ
ールするものであることができる。任意のプライマーは、この条件を満たす限り、任意の
領域から選択することができる。たとえば、第２のプライマーを、任意のプライマーとし
て用いることもできる。このような態様は反応に必要な成分を少なくすることから、本発
明における望ましい態様の一つである。
したがってＬＡＭＰ法に基づいて鋳型ポリヌクレオチドを合成するための反応における工
程ａ）、すなわち標的塩基配列に第１のプライマーをアニールさせ、これを起点とする相
補鎖合成反応を行う工程では、任意のプライマーを起点とする相補鎖合成で２本鎖ポリヌ
クレオチドの一方の鎖を置換し、第１のプライマーによる塩基対結合が可能な状態とする
ことができる。この条件を採用したことによって、温度変化の不要な合成反応が実現でき
た。任意のプライマーの２本鎖ポリヌクレオチドに対するアニール、およびこのプライマ
ーを起点とする相補鎖合成反応が達成できる条件とは、実際には次の複数の工程を同じ条
件下で進めることができる条件ということができる。
ｉ）２本鎖ポリヌクレオチドの状態にある鋳型に対してプライマーがアニールする
ｉｉ）アニールしたプライマーを複製起点とする相補鎖合成が進む
プライマーは、少なくともそれがアニールすべき領域が１本鎖でなければアニールするこ
とはできないと考えられていた。そのため従来は、２本鎖のポリヌクレオチドを鋳型とす
る場合には、プライマーのアニールに先立って必ず変性によって１本鎖とする工程が実施
されてきた。しかし必ずしも完全な１本鎖としなくとも、何らかの手段によって２本鎖が
不安定化される条件のもとで、プライマーとインキュベートすることにより、プライマー
を起点とする相補鎖合成反応が開始される。２本鎖が不安定化される条件としては、たと
えば融解温度（以下、Ｔｍと省略する）近くにまで加温する方法を示すことができる。あ
るいは、更にＴｍ調整剤を存在させることも有効である。
本発明のポリヌクレオチドの合成方法において、一連の反応は、酵素反応に好適なｐＨを
与える緩衝剤、酵素の触媒活性の維持やアニールのために必要な塩類、酵素の保護剤、更
には必要に応じて融解温度（Ｔｍ）の調整剤等の共存下で行う。緩衝剤としては、Ｔｒｉ
ｓ－ＨＣｌ等の中性から弱アルカリ性に緩衝作用を持つものが用いられる。ｐＨは使用す
るＤＮＡポリメラーゼに応じて調整する。塩類としてはＫＣｌ、ＮａＣｌ、ＭｇＣｌ２、
ＭｇＳＯ４、あるいは（ＮＨ４）２ＳＯ４等が、酵素の活性維持とポリヌクレオチドの融
解温度（Ｔｍ）調整のために適宜添加される。酵素の保護剤としては、ウシ血清アルブミ
ンや糖類が利用される。
更に融解温度（Ｔｍ）の調整剤には、ベタイン、プロリン、ジメチルスルホキシド（以下
、ＤＭＳＯと省略する）、ホルムアミド、あるいはトリメチルアミンＮ－オキシド（以下
、ＴＭＡＮＯと省略する）が一般に利用される。融解温度（Ｔｍ）の調整剤を利用するこ
とによって、前記オリゴヌクレオチドのアニールを限られた温度条件の下で調整すること
ができる。更にベタイン（Ｎ，Ｎ，Ｎ，－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｇｌｙｃｉｎｅ）やテトラ
アルキルアンモニウム塩は、そのｉｓｏｓｔａｂｉｌｉｚｅ作用によって鎖置換効率の向
上にも有効である。ベタインは、反応液中０．２～３．０Ｍ、好ましくは０．５～１．５
Ｍ程度の添加により、本発明のポリヌクレオチド増幅反応の促進作用を期待できる。これ
らの融解温度の調整剤は、融解温度を下げる方向に作用するので、塩濃度や反応温度等の
その他の反応条件を考慮して、適切なストリンジェンシーと反応性を与える条件を設定す
る。
Ｔｍ調整剤を利用することにより、酵素反応に好適な温度条件を容易に設定することがで
きる。Ｔｍはプライマーと標的塩基配列の関係によって変動する。したがって、酵素活性
を維持できる条件と、本発明の条件を満たすインキュベーションの条件とが一致するよう
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に、Ｔｍ調整剤の使用量を調整することが望ましい。本発明の開示に基づいて、プライマ
ーの塩基配列に応じて適切なＴｍ調整剤の使用量を設定することは、当業者にとって自明
である。たとえば、アニールする塩基配列の長さとそのＧＣ含量、塩濃度、およびＴｍ調
整剤の濃度に基づいて、Ｔｍを算出することができる。
このような条件下における２本鎖のポリヌクレオチドに対するプライマーのアニールは、
おそらく不安定であると推測される。しかし鎖置換型のポリメラーゼとともにインキュベ
ートすることにより、不安定ながらアニールしたプライマーを複製起点として相補鎖が合
成される。相補鎖が合成されれば、プライマーのアニールは次第に安定化されることにな
る。
本発明に用いるプライマーは、いずれも化学的に合成することができる。ＤＮＡの合成方
法は公知である。あるいは天然のポリヌクレオチドを制限酵素などによって切断し、必要
な塩基配列で構成されるように改変する、あるいは連結することも可能である。また本発
明に用いる各種のプライマーは、天然のＤＮＡと同じ構造のもののみならず、人工的な変
異体であることもできる。プライマーとは、標的塩基配列と相補的な塩基対結合を形成で
きること、そしてその３’末端において相補鎖合成の起点となる－ＯＨ基を与えること、
の２つの条件を満たすものを意味する。更にプライマーは、望ましくは、相補鎖合成の鋳
型となることができる。したがって、そのバックボーンは必ずしもホスホジエステル結合
によるものに限定されない。たとえばホスホチオエート体やペプチド結合に基づくペプチ
ド核酸からなるものであることもできる。また、塩基は、相補的な塩基対結合を可能とす
るものであれば良い。天然の状態では、一般にはＡＣＴＧおよびＵの５種類となるが、た
とえばブロモデオキシウリジン（ｂｒｏｍｏｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ）といった類似体
であることもできる。本発明に用いるオリゴヌクレオチドは、合成の起点となるのみなら
ず、相補鎖合成の鋳型としても機能するものであることが望ましい。
本発明に用いるプライマーは、本発明を構成する各種のポリヌクレオチド合成反応におい
て、与えられた環境の下で必要な特異性を維持しながら相補鎖との塩基対結合を行うこと
ができる程度の鎖長を持つ。具体的には、５－２００塩基、より望ましくは１０－５０塩
基対とする。配列依存的なポリヌクレオチド合成反応を触媒する公知のポリメラーゼが認
識するプライマーの鎖長が、最低５塩基前後であることから、アニールする部分の鎖長は
それ以上である必要がある。加えて、塩基配列としての特異性を期待するためには、確率
的に１０塩基以上の長さを利用するのが望ましい。一方、あまりにも長い塩基配列は化学
合成によって調製することが困難となることから、前記のような鎖長が望ましい範囲とし
て例示される。なお、ここで例示した鎖長はあくまでも相補鎖とアニールする部分の鎖長
である。たとえばＲＡは、少なくとも２つの領域Ｒ２およびＲ１ｃからなっている。した
がって、ここに例示する鎖長は、プライマーを構成する各領域の鎖長と理解するべきであ
る。
本発明において用いられる鋳型という用語は、相補鎖合成の鋳型となる側のポリヌクレオ
チドを意味する。鋳型に相補的な塩基配列を持つ相補鎖は、鋳型に対応する鎖としての意
味を持つが、両者の関係はあくまでも相対的なものに過ぎない。すなわち、相補鎖として
合成された鎖は、再び鋳型として機能することができる。つまり、相補鎖は鋳型になるこ
とができる。
本発明のポリヌクレオチドの合成方法、あるいは増幅方法には、鎖置換を伴う相補鎖合成
反応を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼが利用される。この種のポリメラーゼは
、ＳＤＡなどに用いられたＤＮＡポリメラーゼと同様のものが用いられる。すなわち、あ
る塩基配列の３’側に相補的なプライマーを合成起点として相補鎖合成を行うときに、５
’側に２本鎖の領域が有るとその２本鎖を置換しながら相補鎖の合成を行う特殊なポリメ
ラーゼが公知である。本発明においては、更に相補鎖合成に必要な基質が添加される。
本発明によるポリヌクレオチドの合成方法を支えているのは、鎖置換型の相補鎖合成反応
を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼである。この種のＤＮＡポリメラーゼには、
以下のようなものが知られている。また、これらの酵素の各種変異体についても、それが
配列依存型の相補鎖合成活性と鎖置換活性を有する限り、本発明に利用することができる
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。ここで言う変異体とは、酵素の必要とする触媒活性をもたらす構造のみを取り出したも
の、あるいはアミノ酸の変異等によって触媒活性、安定性、あるいは耐熱性を改変したも
の等を示すことができる。
Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ
Ｂｃａ（ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼ
ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ・フラグメント
Ｖｅｎｔ　ＤＮＡポリメラーゼ
Ｖｅｎｔ（Ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｖｅｎｔ　ＤＮＡポリメラー
ゼからエクソヌクレアーゼ活性を除いたもの）
ＤｅｅｐＶｅｎｔ　ＤＮＡポリメラーゼ
ＤｅｅｐＶｅｎｔ（Ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼ（ＤｅｅｐＶｅｎｔ
ＤＮＡポリメラーゼからエクソヌクレアーゼ活性を除いたもの）
Φ２９ファージＤＮＡポリメラーゼ
ＭＳ－２ファージＤＮＡポリメラーゼ
Ｚ－Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（宝酒造）
ＫＯＤ　ＤＮＡポリメラーゼ（東洋紡績）
これらの酵素の中でもＢｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼやＢｃａ（ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラ
ーゼは、ある程度の耐熱性を持ち、触媒活性も高いことから特に望ましい酵素である。本
発明において、特に２本鎖の状態にあるポリヌクレオチドを鋳型として用いる場合には、
プライマーのアニールと相補鎖合成反応とを同一条件下で行う。このような反応は、しば
しばある程度の加温を必要とすることから、酵素が耐熱性であることは望ましい条件の一
つである。耐熱性の酵素を用いることにより、幅広い反応条件に対応することができる。
たとえばＶｅｎｔ（Ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼは、鎖置換活性と共に高度な耐熱性を
備えた酵素である。ところでＤＮＡポリメラーゼによる鎖置換を伴う相補鎖合成反応は、
１本鎖結合タンパク質（ｓｉｎｇｌｅ　ｓｔｒａｎｄ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ
）の添加によって促進されることが知られている（Ｐａｕｌ　Ｍ．Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ
　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１９，２２５－２３２，Ｊｕｌｙ，１９９８
）。この作用を本発明に応用し、１本鎖結合タンパク質を添加することによって相補鎖合
成の促進効果を期待することができる。Ｖｅｎｔ（Ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼに対し
ては、１本鎖結合タンパク質としてＴ４　ｇｅｎｅ　３２が有効である。
なお３’－５’エクソヌクレアーゼ活性を持たないＤＮＡポリメラーゼには、相補鎖合成
が鋳型の５’末端に達した部分で停止せず、１塩基突出させた状態まで合成を進める現象
が知られている。本発明では、相補鎖合成が末端に至ったときの３’末端の配列が次の相
補鎖合成の開始につながるため、このような現象は望ましくない。しかし、ＤＮＡポリメ
ラーゼによる３’末端への塩基の付加は、高い確率でＡとなる。したがって、ｄＡＴＰが
誤って１塩基付加しても問題とならないように、３’末端からの合成がＡで開始するよう
に配列を選択すれば良い。また、相補鎖合成時に３’末端がたとえ突出してしまっても、
これを消化してｂｌｕｎｔ　ｅｎｄとする３’→５’エクソヌクレアーゼ活性を利用する
こともできる。たとえば、天然型のＶｅｎｔ　ＤＮＡポリメラーゼはこの活性を持つこと
から、Ｖｅｎｔ（Ｅｘｏ－）ＤＮＡポリメラーゼと混合して利用することにより、この問
題を回避することができる。
これらのＤＮＡポリメラーゼに対して、ＰＣＲなどで一般に用いられているＴａｑポリメ
ラーゼ等のＤＮＡポリメラーゼは、通常の条件では鎖置換作用は実質的に見られない。し
かし、この種のＤＮＡポリメラーゼであっても、鎖置換が可能な条件を与えることができ
る場合には、本発明に利用することができる。
更に、本発明は、前記ポリヌクレオチドの増幅方法に基づく、ポリヌクレオチドの検出方
法に関する。すなわち、前記増幅方法による生成物の量、あるいは有無を指標として、標
的塩基配列の量、あるいは有無を知ることができる。ポリヌクレオチドを検出する方法は
公知である。たとえば、エチジウムブロマイド（以下、ＥｔＢｒと省略する）のようなイ
ンターカレーターは、２本鎖のＤＮＡと反応して蛍光を発する。本発明に基づく増幅反応
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の生成物は、この種の指示薬によりその存在、あるいは量を知ることができる。
本発明に基づくポリヌクレオチドの検出方法に基づいて、ポリヌクレオチドの量を求める
には、たとえば次のような方法を利用することができる。まず、一定のシグナルを与える
のに要した時間を測定する方法を利用することができる。本発明の増幅方法は、容量依存
的な反応であることから、反応がプラトーに達するまでの時間は、最初に存在する鋳型と
なるポリヌクレオチドの量に左右される。したがって、他の条件が同一であれば、ポリヌ
クレオチドの量は、反応がプラトーに達するまでの時間の関数として表すことができる。
その他、ポリヌクレオチドの存在量を、一定の反応時間で生成される増幅生成物の量の関
数として表すこともできる。
ＬＡＭＰ法は、標的塩基配列のプライマーがアニールすべき領域が適切な位置関係にあり
、しかもその塩基配列が設計どおりであった場合に、高度な増幅反応が起きる。言いかえ
れば、相補鎖合成の起点としなければならない領域において、標的塩基配列が予測された
塩基配列と異なっていたときには、ＬＡＭＰ法が著しく阻害される。特に、自身にアニー
ルする３’末端を起点とする相補鎖合成は重要である。ＬＡＭＰ法においては、自身にア
ニールする３’末端は、プライマーの５’末端に配置された塩基配列を鋳型として合成さ
れる相補鎖の３’末端に相当する。したがって、第１のプライマー（ＲＡ）および／また
は第２のプライマー（ＦＡ）の５’側に配置された領域（Ｒ１あるいはＦ１）の５’末端
、あるいはその近辺に、検出すべき変異部位に相補的な塩基を配置するようにするのが望
ましい。そこで、この重要な配列を検出すべき変異に対応するように設計すれば、ＬＡＭ
Ｐ法による増幅反応生成物を観察することによって、塩基の欠失や挿入といった変異の有
無、あるいはＳＮＰｓのような遺伝子多型を分析することができる。
より具体的には、変異や多型が予測される塩基が、相補鎖合成の起点となる３’末端付近
（相補鎖が起点となる場合には５’末端付近）に相当するように設計するのである。すな
わち、プライマーや、自身に相補的な３’末端がアニールする領域において、いずれかの
塩基が予測された塩基とは異なっているときに、そのプライマーを起点とする相補鎖合成
が妨げられるように設計するのである。たとえば、相補鎖合成の起点となる３’末端～１
０塩基以内、特に望ましくは３’末端からカウントして２～４番目、より望ましくは２～
３番目の塩基にミスマッチがある場合には、相補鎖合成が著しく阻害される。ここで、予
測される塩基配列とは、野生型であっても、変異型であっても良い。変異型を予測した場
合には、特定の変異があったときにのみ、相補鎖合成が開始することになる。相補鎖の合
成起点となる３’末端や、その付近にミスマッチが存在するとポリヌクレオチドの相補鎖
合成反応は著しく阻害される。したがって増幅反応が阻害されていないときには、標的塩
基配列は予測された塩基配列からなっていると判定することができる。逆に、もしも増幅
反応が阻害されて生成物が対照と同程度に生じないときには、標的塩基配列は予測された
塩基配列とは異なっていると判定できる。
ＬＡＭＰ法においては、反応初期の生成物における末端構造が繰り返し反応を行わなけれ
ば高度な増幅反応に結びつかない。したがって、たとえ誤った合成が行われたとしても、
増幅反応を構成する相補鎖合成がいずれかの段階で常に妨げられるのでミスマッチを含ん
だままでは高度な増幅は起きない。結果的にミスマッチが増幅反応を効果的に抑制し、最
終的には正確な結果をもたらすことになる。つまりＬＡＭＰ法に基づくポリヌクレオチド
の増幅反応は、より完成度の高い塩基配列のチェック機構を備えていると言うことができ
る。これらの特徴は、たとえば単純に２つの領域で増幅反応を行っているＰＣＲ法などで
は期待しにくい利点である。ＬＡＭＰ法に基づく多型や変異の検出方法について、本出願
人は特許出願している（ＷＯ　０１／３４８３８）。
本発明は、本発明のループプライマーを応用した標的塩基配列における変異を検出する方
法であって、標的塩基配列における特定の塩基が予測された塩基でなかったときに、イン
ナープライマー、ループプライマー、およびこれらプライマーの伸長生成物の３’末端を
起点とする相補鎖合成反応から選択される少なくとも１つの相補鎖合成反応が妨げられる
ものであり、前記増幅反応の生成物を指標として標的塩基配列が予測された塩基配列であ
るかどうかを検出する方法である。前記相補鎖合成反応に基づく増幅反応生成物の生成を
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観察し、標的塩基配列が予測された塩基配列である場合に比べてその生成が阻害されてい
る場合には、特定の塩基が予測された塩基でないことを知ることができる。
本発明に基づいてＬＡＭＰ法を応用して標的塩基における特定の塩基が予測された塩基で
あるかどうかを検知するためには、たとえばインナープライマーの５’末端を鋳型として
合成された相補鎖が自身にアニールして相補鎖合成を開始するときに、前記特定の塩基に
よって当該相補鎖合成が制御されるようにデザインすればよい。本発明においては、イン
ナープライマーの３’末端から開始される相補鎖合成反応が制御されるようにデザインす
ることもできる。しかし、鋳型の塩基配列に対するアニールが繰り返し行われるというＬ
ＡＭＰ法の特徴を生かすには、インナープライマーの５’側にチェック用配列を配置する
のが望ましい。本発明においてチェック用配列とは、次の条件（ａ）、（ｂ）、および（
ｃ）を満たす塩基配列を言う。
（ａ）インナープライマーの５’末端に配置され、その塩基配列を鋳型として合成された
相補鎖の３’末端が、標的塩基配列、またはその相補鎖にアニールして相補鎖合成の起点
となる、
（ｂ）チェックすべき塩基が予測された塩基でなかった場合に、（ａ）の３’末端が標的
塩基配列、またはその相補鎖にアニールするときにミスマッチを生じる
（ｃ）（ｂ）で生じたミスマッチによって（ａ）の相補鎖合成が阻害されるすなわち本発
明は、インナープライマーとして下記第１のプライマーおよび第２のプライマーを用い、
本発明のループプライマーと組み合せて標的塩基配列における特定の塩基が予測された塩
基であるかどうかを検知するための方法であって、第１のプライマーおよび第２のプライ
マーの少なくともいずれかが、その５’側にチェック用配列を有する方法である。
ここでチェック用配列とは、前記特定の領域を構成する塩基配列が予測された塩基配列で
なかった場合に、チェック用配列を鋳型として合成された相補鎖の３’末端が標的塩基配
列、またはその相補鎖にアニールするときにミスマッチを生じ、かつこのミスマッチによ
って当該３’末端を起点として開始する相補合成反応が阻害される塩基配列を言う。
第１のプライマー：第１のプライマーはその３’末端において標的塩基配列を構成する一
方の鎖の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与えることができ、かつ第１のプラ
イマーの５’側には、このプライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に
対して相補的な塩基配列を備える、
第２のプライマー：第２のプライマーはその３’末端において前記第１のプライマーを起
点とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を
与えることができる塩基配列を備え、かつ第２のプライマーの５’側には、このプライマ
ーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備える、
チェック用配列を利用して、特定の塩基の違いに基づくミスマッチを与える位置は、たと
えば相補鎖合成の起点となる３’末端～１０塩基以内、特に望ましくは３’末端からカウ
ントして２～４番目、より望ましくは２～３番目の塩基が望ましい。本発明において、こ
の位置におけるミスマッチが、最も効果的に相補鎖合成を阻害する。ここで、予測される
塩基配列とは、野生型であっても、変異型であっても良い。相補鎖の合成起点となる３’
末端や、その付近にミスマッチが存在するとポリヌクレオチドの相補鎖合成反応は著しく
阻害される。
以上の方法は、いずれもインナープライマーの５’側にチェック用配列を配置して、標的
塩基配列における特定の塩基をチェックするための方法である。ＬＡＭＰ法において、イ
ンナープライマーの５’側に配置された塩基配列を鋳型として合成される相補鎖の３’末
端は、相補鎖合成反応の生成物を指標として、標的塩基配列における特定の塩基のチェッ
クに有用である。
更に本発明は、インナープライマーのみならず、ループプライマーの５’側に配置した塩
基配列を利用して、標的塩基配列における特定の塩基をチェックするための方法をも提供
する。すなわち本発明は、ループプライマーとして下記第１のループプライマーおよび／
または第２のループプライマーを、チェック用配列を有する前記インナープライマーとと
もに用いる標的塩基配列における特定の塩基が予測された塩基であるかどうかを検知する
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ための方法である。ただしこのとき、ループプライマーはその５’側に、インナープライ
マーの５’に配置された前記任意の領域に相補的な塩基配列を有するか、またはインナー
プライマーの５’側に配置された塩基配列がチェック用配列であるときは、当該チェック
用配列における前記ミスマッチを与えるための塩基がチェック用配列とは相違する配列を
ループプライマーの５’側に配置する。インナープライマーの５’側に配置された塩基配
列がチェック用配列であるときに、ミスマッチを与えるための塩基がチェック用配列とは
相違する配列とは、当該塩基のみが相違していても良いし、当該塩基を含む複数の塩基が
相違していても良い。
第１のループプライマー：第１のインナープライマーの伸長生成物における第１のインナ
ープライマーに由来する領域と、第１のインナープライマーに対する前記任意の領域の間
において相補鎖合成の起点を与える、；
第２のループプライマー：第２のインナープライマーの伸長生成物における第２のインナ
ープライマーに由来する領域と、第２のインナープライマーに対する前記任意の領域の間
において相補鎖合成の起点を与える、；
ＬＡＭＰ法に基づく、特定の塩基のチェック機構は、鋳型、あるいはその相補鎖に対して
アニールした３’末端を起点とする相補鎖合成反応が繰り返し起きることが大きな特徴で
ある。この特徴によって、鋳型における塩基の違いを相補鎖合成反応を指標として、鋭敏
に検知することができる。ところがＬＡＭＰ法においても、チェック機構を経ない反応は
起きる。チェック機構を経ない反応は、鋳型の塩基配列のチェックの結果として生成され
たものではないので、この種の反応生成物は結果の判定を妨げる可能性がある。この反応
の原因となる生成物は、ＬＡＭＰ法による増幅反応を繰り返す中でしだいに反応系に蓄積
される。
増幅反応を指標とする分析方法においては、増幅反応が進行したときと阻害されたときの
、増幅反応の生成物の量や生成速度に、できるだけ大きな差を生じることが、より鋭敏な
検知のための重要な条件となる。ところが、鋳型の塩基とは無関係に生成する反応生成物
が多く存在すると、両者の差を大きくすることが難しくなる。つまり、増幅産物の生成量
や生成速度を指標とする分析方法の鋭敏性を損なう恐れがある。
本発明において、ループプライマーの５’側を標的塩基配列における特定の塩基のチェッ
クに利用することは、この種の結果の判定を妨害する可能性のある生成物を抑制する効果
を持つ。以下に、本発明においてループプライマーの５’側に配置する塩基配列の機能に
ついて説明する。
ループプライマーの５’側に配置した塩基配列は、当該プライマーを鋳型として生成した
相補鎖において、自身に対してアニールして相補鎖合成の起点となる３‘末端を与える。
このとき、その３’末端を起点とする相補鎖合成は、特定の塩基が予測された塩基である
場合に阻害される。以下にその理由を述べる。
既に述べたように本発明の方法においては、インナープライマーの５’側に配置されたチ
ェック用配列は、それを鋳型として生成した相補鎖の３’末端において、特定の塩基が予
想された塩基でなかった場合にミスマッチによって相補鎖合成が阻害されるようにデザイ
ンされている。言い換えれば、インナープライマーのチェック用配列は、特定の塩基が予
想された塩基であった場合に、それを鋳型とする相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合
成反応が進行する。さて、この方法において、鋳型の塩基配列における特定の塩基が予測
された塩基で無かった場合に起きてしまう、望まれない反応による生成物は、特定の塩基
が予測された塩基等の鋳型とは異なる塩基に置き換えられた塩基配列を有している。この
生成物は、何らかの理由によって、チェック用配列を鋳型として合成された相補鎖の３’
末端によるチェック機構をすり抜けて生成された産物である。以降の説明のために、イン
ナープライマーの５’側を鋳型として生成する相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成
反応において、前記特定の塩基が置換されてしまった生成物を、仮に偽生成物（ｐｓｅｕ
ｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）と呼ぶ。偽生成物（ｐｓｅｕｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）の生成
や、生成された偽生成物（ｐｓｅｕｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）を鋳型とする新たな相補鎖
合成反応は、特定の塩基の解析する場合には、抑制すべき反応である。
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偽生成物（ｐｓｅｕｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）を構成する塩基配列は、特定の塩基が予測
された塩基となっていない。ループプライマーは偽生成物を鋳型として反応が進むために
、ループプライマーの５’側を鋳型として生成する相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖
合成反応は、特定の塩基が予測された塩基であった場合に妨げられる。結局、偽生成物（
ｐｓｅｕｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）を鋳型とする当該３’末端からの相補鎖合成反応が妨
げられることになる。こうして、ループプライマーの５’側に配置した塩基配列を利用し
て、望まない反応を抑制することができる。
他方、標的塩基配列における特定の塩基が予測された塩基であった時にも、ループプライ
マーの５’側に配置された塩基配列を鋳型として生成された相補鎖の３’末端を起点とす
る相補鎖合成反応を阻害することができる。しかし、ループプライマーの３’側を起点と
する相補鎖合成反応は、その５’側に配置された塩基配列とは無関係に進行するため、ル
ーププライマーのＬＡＭＰ反応に対する反応促進作用そのものは阻害されない。更に、特
定の塩基が予測された時に生成する生成物の量が多量であるのに対して、前記偽生成物（
ｐｓｅｕｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）の生成量はわずかである。その上に、偽生成物（ｐｓ
ｅｕｄｏ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ）に対しては、先に述べた機構による反応の阻害作用が働く
。最終的に、特定の塩基が予測された塩基であるかどうかによって、反応性生物の量や生
成速度の差が、より拡大されると考えられる。ループプライマーの５’側に配置した塩基
配列が、前記差を拡大する作用を有することは、実施例においても確認されている。
以上に述べたインナープライマーとループプライマーの５’側に配置する塩基配列を利用
した特定の塩基のチェック機構を利用して、標的塩基配列における塩基の変異を同定する
ことができる。すなわち本発明は次の要素ａ）～ｄ）を混合し、鎖置換を伴う相補鎖合成
反応が可能な条件下でインキュベートし、ａ）における（１）～（４）のプライマーセッ
トによる増幅生成物の生成速度および／または生成量を測定する工程を含む、標的塩基配
列における特定の塩基が、第１の塩基であるか第２の塩基であるかを決定するための方法
を提供する。
ａ）以下のプライマーセット（１）～（４）から選択されたいずれかのプライマーセット
（１）：第１塩基用インナープライマー対と第１塩基用ループプライマー対
（２）：第１塩基用インナープライマー対と第２塩基用ループプライマー対
（３）：第２塩基用インナープライマー対と第１塩基用ループプライマー対
（４）：第２塩基用インナープライマー対と第２塩基用ループプライマー対
；ここで第１塩基用インナープライマー対および第２塩基用インナープライマー対は、い
ずれも次の第１のインナープライマーと第２のインナープライマーとからなるプライマー
対であり、第１塩基用インナープライマー対においては第１のインナープライマーと第２
のインナープライマーの５’側を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相
補鎖合成反応が、前記標的塩基配列における特定の塩基が第１の塩基のときには阻害され
ず、第２の塩基のときには阻害され；また
第２塩基用インナープライマー対においては、第１のインナープライマーと第２のインナ
ープライマーの５’側を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成
が、前記標的塩基配列における特定の塩基が第２の塩基のときには阻害されず、第１の塩
基のときには阻害され；そして
第１のインナープライマーは、３’末端において標的塩基配列を構成する一方の鎖の３’
を規定する領域に相補鎖合成の起点を与える塩基配列を備え、かつ第１のインナープライ
マーの５’側には、このインナープライマーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の
領域に対して相補的な塩基配列を備える、
第２のインナープライマーはその３’末端において前記第１のインナープライマーを起点
とする伸長生成物における標的塩基配列の３’側を規定する領域に相補鎖合成の起点を与
える塩基配列を備え、かつ第２のインナープライマーの５’側には、このインナープライ
マーを起点とする相補鎖合成反応生成物の任意の領域に対して相補的な塩基配列を備える
、
次に第１塩基用ループプライマー対および第２塩基用ループプライマー対は、いずれも次
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の第１のループプライマーと第２のループプライマーとからなる対であり、第１塩基用ル
ーププライマー対においては第１のループプライマーと第２のループプライマーの５’側
を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成反応が、前記標的塩基
配列における特定の塩基が第１の塩基のときには阻害されず、第２の塩基のときには阻害
され；また
第２塩基用ループプライマー対においては、第１のループプライマーと第２のループプラ
イマーの５’側を鋳型として合成された相補鎖の３’末端を起点とする相補鎖合成が、前
記標的塩基配列における特定の塩基が第２の塩基のときには阻害されず、第１の塩基のと
きには阻害される；
第１のループプライマーは、第１のインナープライマーの伸長生成物における第１のイン
ナープライマーに由来する領域と、第１のインナープライマーに対する前記任意の領域の
間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
第２のループプライマーは、第２のインナープライマーの伸長生成物における第２のイン
ナープライマーに由来する領域と、第２のインナープライマーに対する前記任意の領域の
間において相補鎖合成の起点を与えることができる、
ｂ）鎖置換を伴う相補鎖合成を触媒することができるＤＮＡポリメラーゼ、
ｃ）相補鎖合成のための基質、および
ｄ）標的塩基配列を含む被検ポリヌクレオチド
前記の各プライマーの塩基配列の説明において、相補鎖合成の阻害とは、先に記載したイ
ンナープライマーにおけるチェック用配列と同様に、各プライマーの５’側に配置された
塩基配列を鋳型として生成した相補鎖の３’末端が特定の塩基を含む領域にアニールする
時に、特定の塩基がある塩基である時にミスマッチを生じ、このミスマッチが原因となっ
て相補鎖合成が妨げられることを言う。本発明の特定の塩基の同定方法は、塩基の変異や
多型の同定に有用である。本発明を利用して、たとえば、ある塩基が野生型であるのか変
異型であるのかを明らかにすることができる。この場合、たとえば第１の塩基と第２の塩
基の、いずれかを野生型とし、他方を変異型として、上記各プライマーをデザインし、本
発明の方法を実施する。結果は、相補鎖合成反応生成物の生成速度が最大となる場合と最
小となる場合のプライマーセットの組み合わせに基づいて、当該塩基が野生型であるのか
変異型であるのかを同定することができる。より具体的には、次の（１）～（４）の４と
おりのプライマーセットに対して、特定の塩基が野生型である場合と変異型である場合の
、増幅生成物の生成速度は次の組み合わせとなる。
標的塩基配列が野生型の場合：　　（１）が最大　（３）が最小
標的塩基配列が変異型の場合：　　（４）が最大　（２）が最小
（１）：野生型用インナープライマー対と野生型用ループプライマー対
（２）：野生型用インナープライマー対と変異型基用ループプライマー対
（３）：変異型用インナープライマー対と野生型用ループプライマー対
（４）：変異型用インナープライマー対と変異型用ループプライマー対
結局この方法は、特定の塩基を２重にチェックしていることに他ならない。このように、
複数のプライマーからなるプライマー対を利用することによって、標的塩基配列における
特定の塩基の解析結果の信頼性を向上させることができる。ＰＣＲのような公知の核酸増
幅反応に基づく特定の塩基の同定方法においては、このような解析結果の信頼性を高める
ための方法は知られていない。
本発明によるポリヌクレオチドの合成方法、この合成方法を利用した増幅方法、あるいは
この増幅方法を利用する標的塩基配列における変異の検出方法に必要な各種の試薬類は、
あらかじめパッケージングしてキットとして供給することができる。具体的には、本発明
のために、第１のプライマーおよび第２のプライマー、ループプライマーとして必要な各
種のオリゴヌクレオチド、相補鎖合成の基質となるｄＮＴＰ、鎖置換型の相補鎖合成を行
うＤＮＡポリメラーゼ、酵素反応に好適な条件を与える緩衝液といった試薬類で構成され
るキットが提供される。本発明のキットには、アウタープライマーを組み合わせることが
できる。アウタープライマーを組み合わせることにより、等温での反応が可能となる。
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本発明のポリヌクレオチドの増幅反応によって、標的塩基配列の検出が可能となることは
既に述べたとおりである。したがって、本発明によるポリヌクレオチドの増幅反応用キッ
トは、標的塩基配列の検出用キットや標的塩基配列における変異の検出用キットとして利
用することができる。
すなわち本発明は、前記のような構成要素を含む標的塩基配列の検出用キットに関する。
更に本発明の標的塩基配列の検出用キットを構成する各プライマーを、変異の検出方法の
ためのプライマーとすることにより、標的塩基配列における変異の検出用キットとするこ
とができる。本発明によるキットには、アウタープライマーに加えて、更に必要に応じて
合成反応生成物の検出のために必要な試薬類を組み合わせることができる。
特に、本発明の望ましい態様においては、反応途中で試薬の添加が不要なことから、１回
の反応に必要な試薬を反応容器に分注した状態で供給することにより、サンプルの添加の
みで反応を開始できる状態とすることができる。発光シグナルや蛍光シグナルを利用して
、反応生成物の検出を反応容器のままで行えるようなシステムとすれば、反応後の容器の
開封を全面的に廃止することができる。これは、コンタミネーションの防止上、たいへん
望ましいことである。
発明を実施するための最良の形態
以下、実施例に基づいて本発明を更に具体的に説明する。
〔実施例１〕ループプライマーによるポリヌクレオチドの増幅反応の促進作用
１．ループプライマーの設計
ＬＡＭＰ法におけるポリヌクレオチド増幅反応を促進させることを目的として、付加的な
プライマーの作用について検討した。プライマーを設計する場所は、ＬＡＭＰ反応中に生
成するループ構造のＲ２あるいはＦ２領域以外とし、方向はＲ１あるいはＦ１と同じ向き
とした（以下、ループプライマーと記載する）。なおＲ１やＦ１とは、鋳型ポリヌクレオ
チドが自身にアニールして相補鎖合成を行う方向と同じ方向を意味する。まず公知のＬＡ
ＭＰ法（ＷＯ　００／２８０８２）に基づいて、標的塩基配列（配列番号：１）に対して
、以下のプライマーをそれぞれ設計した。鋳型ポリヌクレオチドの塩基配列（配列番号：
１）と、各プライマーの塩基配列との位置的な関係を図４に示した。袋文字（アウトライ
ン）で塩基を記載した部分がループプライマーがアニールする部分で、矢印は相補鎖の合
成方向を示している。
インナープライマーＲＡ（Ｉｎｎｅｒ　Ｆ、配列番号：２）、
インナープライマーＦＡ（Ｉｎｎｅｒ　Ｒ、配列番号：３）、
アウタープライマーＦ（Ｏｕｔｅｒ　Ｆ、配列番号：４）、および
アウタープライマーＲ（Ｏｕｔｅｒ　Ｒ、配列番号：５）
次に、上記プライマーによって規定されるＲ１とＦ１に同方向となるように、以下のルー
ププライマーを設計した。
ループプライマーＦ（Ｌｏｏｐ　Ｆ、配列番号：６）、および
ループプライマーＲ（Ｌｏｏｐ　Ｒ、配列番号：８）
全てのプライマーは、公知の方法に基づいて合成した。ループプライマーにより、公知の
ＬＡＭＰ法で明らかにされている反応に加えて、更に別の増幅反応が起き、その結果、反
応の促進効果が期待できる（図１、および図２）。
２．ループプライマーの効果
λＤＮＡ（１ｘ１０５分子）を鋳型として用い、以下に示す反応条件でＬＡＭＰ反応を行
った。λＤＮＡは熱変性をしないものを用意し、反応液を６５℃で反応させＡＢＩ　７７
００（パーキンエルマー社）を用いて経時的に反応の推移を観察した。
反応液組成（２５μＬ中）
２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．８
１０ｍＭ　ＫＣｌ
１０ｍＭ（ＮＨ４）２ＳＯ４

４ｍＭ　ＭｇＳＯ４

１Ｍ　ベタイン（Ｂｅｔａｉｎｅ）
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０．１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００
０．４ｍＭ　ｄＮＴＰ
８Ｕ　Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ（ＮＥＷ　ＥＮＧＬＡＮＤ　ＢｉｏＬａｂｓ）
０．２５μｇ／ｍｌ　ＥｔＢｒ
プライマー：
１６００ｎＭ　Ｉｎｎｅｒ　Ｆ
１６００ｎＭ　Ｉｎｎｅｒ　Ｒ
４００ｎＭ　Ｏｕｔｅｒ　Ｆ
４００ｎＭ　Ｏｕｔｅｒ　Ｒ
λＤＮＡにおける標的塩基配列の塩基配列（λＤＮＡ１）を配列番号：１に示す。このと
き、ループプライマーを終濃度４００ｎＭになるように同時に加えた。この結果、ループ
プライマーを加えた反応系では反応の促進効果がみられた。一方、ループプライマーの相
補鎖からなるプライマー（Ｌｏｏｐ　ｃＦ／配列番号：７、およびＬｏｏｐ　ｃＲ／配列
番号：９）は作用しなかった（図５）。
また、λＤＮＡ（１ｘ１０２、１ｘ１０３、１ｘ１０５分子）を鋳型として用い、ループ
プライマーを用いたときの検出限界について検討した結果、１ｘ１０３分子までは再現性
のよい結果が得られた（図６）。ループプライマーを用いなかった場合には、１ｘ１０５

分子でも結果のばらつきがあった（ｄａｔａ　ｎｏｔ　ｓｈｏｗｎ）。すなわち、ループ
プライマーを用いることにより少量の鋳型を増幅することが可能となった。
２．ループプライマーの濃度依存性
ＬＡＭＰの反応系にループプライマーを終濃度が２００、４００、８００、１２００、１
６００、２０００ｎＭになるように加え、ループプライマーの濃度変化によるＬＡＭＰ反
応の影響について検討した。この結果、ループプライマーの濃度が増加するに従い、ＬＡ
ＭＰ反応の促進がみられた（図７）。以下の実施例では、８００ｎＭのループプライマー
を使用することとした。
３．３’末端を修飾したループプライマーのＬＡＭＰ反応に及ぼす影響
ループプライマーからの伸長反応を阻害するため、ループプライマーの３’末端をアミノ
化したプライマーを作成した。ＬＡＭＰの反応系にアミノ化ループプライマーを終濃度が
８００ｎＭになるように加え、ＬＡＭＰ反応の反応促進効果について検討した。この結果
、アミノ化ループプライマーを加えた場合では反応の促進が起こらなかった。すなわち、
ループプライマーからの伸長反応がＬＡＭＰ反応の反応促進に関与していることが示され
た（図８）。
４．アウタープライマーの影響
ループプライマー存在下、アウタープライマーの有無によるＬＡＭＰ反応の影響について
検討した。アウタープライマーを加えない場合、反応が１０分遅れる結果が得られた（図
９）。ループプライマーを用いた場合においても、より速く反応を進めるためにはアウタ
ープライマーを組み合わせることが有利であることが示された。
５．ループプライマーのＴｍに関する検討
ループプライマー５’末端を短くして、Ｔｍの影響を調べた。実験に用いたループプライ
マーは次のとおりである。
１塩基短くしたループプライマーＦ－１（Ｌｏｏｐ　Ｆ－１、配列番号：１０）、
１塩基短くしたループプライマーＲ－１（Ｌｏｏｐ　Ｒ－１、配列番号：１２）、
２塩基短くしたループプライマーＦ－２（Ｌｏｏｐ　Ｆ－２、配列番号：１１）、および
２塩基短くしたループプライマーＲ－２（Ｌｏｏｐ　Ｒ－２、配列番号：１３）　これら
のプライマーを用いて反応を行った結果、１塩基短くしたもの、そして２塩基短くしたも
のの順に反応が遅くなった（図１０）。反応速度の低下は、ループプライマーのＴｍが低
くなったために６５℃では作用しにくくなったためと考えられた。
６．ループプライマーの設計部位の検討
ループプライマーの設計部位を検討するために、λＤＮＡの別の領域に新たにプライマー
を設計した。標的塩基配列の塩基配列（λＤＮＡ２）を配列番号：１４に示した。標的塩
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基配列に対して、次に示すＬＡＭＰ法用のプライマーを設計した。
インナープライマーＲＡ（Ｉｎｎｅｒ　Ｆ、配列番号：１５）、
インナープライマーＦＡ（Ｉｎｎｅｒ　Ｒ、配列番号：１６）、
アウタープライマーＦ（Ｏｕｔｅｒ　Ｆ、配列番号：１７）、および
アウタープライマーＲ（Ｏｕｔｅｒ　Ｒ、配列番号：１８）
次に、上記プライマーによって規定されるＲ１とＦ１に同方向となるように、以下のルー
ププライマーを設計した。
ループプライマーＦ３；Ｒ２領域と重複が無い（Ｌｏｏｐ　Ｆ３、配列番号：１９）、
ループプライマーＲ４；Ｆ２領域と重複が無い（Ｌｏｏｐ　Ｒ４、配列番号：２０）、
ループプライマーＦ５；Ｒ２領域と３塩基重複（Ｌｏｏｐ　Ｆ５、配列番号：２１）、
ループプライマーＲ５；Ｆ２領域と３塩基重複（Ｌｏｏｐ　Ｒ５、配列番号：２２）、
ループプライマーＦ６；Ｒ１領域と３塩基重複（Ｌｏｏｐ　Ｆ６、配列番号：２３）、
ループプライマーＲ６；Ｆ１領域と３塩基重複（Ｌｏｏｐ　Ｒ６、配列番号：２４）、
ループプライマーＦ７；Ｒ１領域と１０塩基重複（Ｌｏｏｐ　Ｆ７、配列番号：２５）、
ループプライマーＲ７；Ｆ１領域と１０塩基重複（Ｌｏｏｐ　Ｒ７、配列番号：２６）、
ループプライマーＦ８；Ｒ１領域と完全に重複（Ｌｏｏｐ　Ｆ８、配列番号：２７）、
ループプライマーＲ８；Ｆ１領域と完全に重複（Ｌｏｏｐ　Ｒ８、配列番号：２８）、
Ｒ２およびＦ２領域との重複の有無は、反応速度に影響を与えず、これらのループプライ
マーの間で反応速度に差は見られなかった。同様に、Ｒ１領域（あるいはＦ１領域）に関
しても３塩基重ねたプライマー（ｌｏｏｐ　Ｆ６／ｌｏｏｐ　Ｒ６）を用いて反応を行っ
たが、ほとんど差は無く反応が進んだ（図１１）。　さらに、Ｆ１領域（あるいはＲ１領
域）に関しては１０塩基重ねたプライマー（ｌｏｏｐ　Ｆ７／ｌｏｏｐ　Ｒ７）を作製し
た。このループプライマーの設定では、重複が３塩基以下の場合と比べて多少遅くなった
ものの、なお反応の促進効果が見られた（図１１）。Ｒ１領域（あるいはＦ１領域）をす
べて重ねたプライマー（ｌｏｏｐ　Ｆ８／ｌｏｏｐ　Ｒ８）ではループプライマー無しに
比べて反応の促進効果が見られた（図１１）。これはＲ１領域（あるいはＦ１領域）にお
いて競合阻害をするためにダンベル構造（図３）が作りにくくなったこと、そして２本鎖
となったＲ１領域にアニールしなければならないことが遅くなった原因であると考えられ
た。
〔実施例２〕ＳＲＹ遺伝子の増幅
ヒトゲノムを鋳型として用い、ループプライマーを作用させたときのＬＡＭＰ反応への影
響について検討した。ターゲットとした遺伝子はＹ染色体上にマップされているＳＲＹ遺
伝子である。標的塩基配列とした塩基配列を、配列番号：２９に示す。この標的塩基配列
に対して、次に示すＬＡＭＰ法用のプライマーを合成した。
インナープライマーＲＡ（Ｉｎｎｅｒ　Ｆ、配列番号：３０）、
インナープライマーＦＡ（Ｉｎｎｅｒ　Ｒ、配列番号：３１）、
アウタープライマーＦ（Ｏｕｔｅｒ　Ｆ、配列番号：３２）、および
アウタープライマーＲ（Ｏｕｔｅｒ　Ｒ、配列番号：３３）
次に、上記プライマーによって規定されるＲ１とＦ１に同方向となるように、以下のルー
ププライマーを設計した。
ループプライマーＦ（Ｌｏｏｐ　Ｆ、配列番号：３４）、
ループプライマーＲ（Ｌｏｏｐ　Ｒ、配列番号：３５）、
１００ｎｇのヒトゲノムを用いてＬＡＭＰ反応を行った結果、ループプライマーを加えた
方が反応が早くなることが確認できた（図１２）。すなわち、ヒトゲノムを鋳型として用
いたときでもループプライマーによって反応促進効果が得られることがわかった。本発明
に基づいて、ＳＮＰｓ検出などのゲノムの解析を迅速に行えることが示された。
〔実施例３〕５’側に塩基配列を付加したループプライマー
ループプライマーの５’側に、ループプライマーの３’から合成される相補鎖の任意の領
域に対して相補的な塩基配列を付加することによって、反応速度が向上することを確認し
た。実験に用いた鋳型は、実施例１と同じλＤＮＡ（λＤＮＡ２）である。反応条件も、
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これらのループプライマーには、その５’側に様々な塩基配列を付加してある。５’側に
付加した塩基配列は、以下のとおりである。

上記ループプライマーを構成する各塩基配列は、鋳型となる塩基配列に対して図１３に示
すような位置関係にある。各塩基配列について、以下に簡単に説明する。また「ｃ」を有
する塩基配列は、その相補配列であることを示す。
なお以下の説明は、インナープライマーＦＡの塩基配列を含むループにおける、各領域の
説明となっている。しかし実験には、インナープライマーＲＡの塩基配列を含むループに
おいても、同様のループプライマーをデザインして用いた。実験に用いたプライマーの実
際の塩基配列は、最後にまとめて記載した。
ｉｎｎｅｒ　Ｆ１：インナープライマーＦＡの５’側に配置されたＦ１ｃに相補的な塩基
配列
Ｆ１：ループにおけるｉｎｎｅｒＦ１の５’側に隣接する領域
Ｆ２：ループにおけるＦ１に一部重複し、Ｆ１よりもより５’側に３’末端が位置する領
域
Ｆ３：ループにおけるＦ１に一部重複し、Ｆ２よりもより５’側に３’末端が位置する領
域
Ｆ：ループにおけるインナープライマーのＦ２ｃがアニールする領域に隣接する領域
これらのプライマーを用いてＬＡＭＰ反応した結果、ループプライマーを用いない場合よ
りも反応が促進されることが示された。
先の実験でインナープライマーが結合するループにハイブリダイズするループプライマー
（ｌｏｏｐ　ｃＦ／ｃＲ）は作用しないことを示した（図５）。この実験では、図１４に
示すようにＦ１１／Ｒ１１の組み合わせにおいて、反応の促進効果が見られた。Ｆ１１、
およびＲ１１は、５’側に、その３’末端から伸長した相補鎖の任意の領域に相補的な塩
基配列を配置した構造を有する。この構造は、いわゆるインナープライマーの構造である
。そのため、ループプライマーを鋳型として合成された相補鎖は、自身を鋳型とした伸長
反応が起こる構造になっていると考えられた。
以下に、実験に用いたプライマーの塩基配列を示す。
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〔実施例４〕ループプライマーの５’側に配置した塩基配列による変異の検出
本発明におけるループプライマーの５’側に配置する塩基配列を利用して、標的塩基配列
中の特定の塩基が予測された塩基配列でなかった場合に本発明によるポリヌクレオチドの
増幅方法が阻害されることを確認した。この阻害の有無に基づいて、特定の塩基の変異を
検出することができる。
この実験のために用いたループプライマーの５’側には、インナープライマーの５’側に
配置された塩基配列と同じ塩基配列を配置した。すなわち、ループプライマーＦの５’側
には、インナープライマーＦＡの５’側の塩基配列を配置した。一方、ループプライマー
Ｒの５’側には、インナープライマーＲＡの５’側の塩基配列を配置した。さらに、各プ
ライマーの５’末端において、変異型に相補的な塩基を有するプライマー（ＭＴ）と、野
生型の塩基に相補的な塩基を有するプライマー（ＷＴ）を用意し、全ての組み合せについ
て、本発明に基づく増幅反応を行った。これらのプライマーを用いて本発明に基づく増幅
反応を行うと、各プライマーを鋳型として合成される相補鎖が自身にアニールして相補鎖
合成を開始する段階で、特定の塩基の識別が行われる。すなわち、変異型に相補的な塩基
を有するプライマー（ＭＴ）を鋳型として合成された相補鎖の３’末端は、特定の塩基が
変異型であったときに相補鎖合成の起点となることができる。この実験においては、仮に
配列番号：５０における８２番目の塩基がＡではなくＴであった場合に、期待された増幅
反応を開始できるように、ＭＴのプライマーの塩基配列をデザインした。同様に、野生型
の塩基に相補的な塩基を有するプライマー（ＷＴ）は、それを鋳型として合成された相補
鎖の３’末端が野生型の塩基に対して相補鎖合成の起点となることができる。すなわち、
ＷＴは、ＳＮＰを認識するプライマーと言える。
鋳型には、配列番号：５０に示すλＤＮＡ由来の塩基配列からなるポリヌクレオチド（１
０６ｍｅｒ）を用いた。反応条件は次のとおりである。
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実験に用いた鋳型、および各プライマーの塩基配列を以下に示す。

鋳型ポリヌクレオチド（ラムダＤＮＡ，１０６分子）は熱変性をしないものを用意し、反
応液を６６℃で反応させＡＢＩ　７７００（パーキンエルマー社）を用いて経時的に増幅
の推移を観察した。
反応の結果を図１５、および図１６に示した。まずルーフプライマーの５’側にＦ１（あ
るいはＲ１）領域を付加したプライマーの５’末端でＳＮＰを検出できるかを検討した（
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図１５）。このとき、インナープライマーはＳＮＰを認識する配列（ＷＴ）を用いた。こ
の結果、５’末端でＳＮＰを認識できないプライマー（ＭＴ　ｌｏｏｐ）では認識できる
プライマー（ＷＴ　ｌｏｏｐ）と比較してシグナルの立ち上がりが遅くなった。すなわち
、上記プライマーの５’末端を異なる塩基に変えることによって、反応速度の違いに基づ
いてＳＮＰを検出できることが示された。
次にＳＮＰを認識するインナープライマーを用いてＬＡＭＰ反応を行った。すなわち、実
施例１と同様に、特に５’側に特定の塩基配列を付加しないループプライマーを用い、イ
ンナープライマーの５’側の塩基配列のみを変えて反応させた。その結果、ループプライ
マーを組み合せた場合であっても、本出願人がＷＯ　０１／３４８３８に記載した結果と
同様に、インナープライマーの５’側に配置した塩基配列を利用して、１塩基の違いを識
別できた（図１６の１と２）。
次に、図１６の１と２の差を大きくすることを目的として、前述のループプライマー（Ｗ
Ｔｌｏｏｐ）を用いてＬＡＭＰ反応を行った。この結果、図１６の２と比較してシグナル
の立ち上がりが遅くなり（図１６の４）、差を大きくすることができた。すなわち、イン
ナープライマー単独で見られた野生型と変異型の差は、５’側に塩基配列を付加したルー
ププライマーを使用することによってより明確に区別することができた。
ＬＡＭＰ法に基づく変異の検出方法において、変異型と野生型のシグナルの差が縮まる要
因の一つとして、次のような機構が考えられる。まず鋳型が野生型である場合に、誤って
変異検出用のインナープライマー（ＭＴｉｎｎｅｒ）で反応が進んでしまったとする。そ
の産物が鋳型として機能するときには、ＭＴ　ｉｎｎｅｒプライマーがプライマーの塩基
配列を鋳型として生成した部分にアニールし相補鎖合成を開始する。その結果、認識すべ
きＳＮＰ部分に塩基置換が起きて変異型となった鋳型が増幅されていく。
本実施例においては、５’側に特定の塩基をチェックすることができるループプライマー
を用いたことによって、置換を起こした塩基のチェック機構が実現された。図１７にこの
チェック機構の原理を示す。その結果、前述のような機構に基づく、望まれない増幅反応
が抑制され、図１６の４に示すような明らかなシグナルの差を得ることができた。
産業上の利用の可能性
本発明は、迅速なポリヌクレオチドの合成方法を提供する。本発明のポリヌクレオチドの
合成方法は、ループを形成することができる鋳型ポリヌクレオチドと、ループに相補鎖合
成の起点を与えることができる複数のプライマーによって行うことができる。ループを形
成する鋳型ポリヌクレオチドは、ＬＡＭＰ法等の公知の手法によって容易に合成すること
ができる。ＬＡＭＰ法を適用することによって、全ての反応を等温で実施することができ
る。つまり本発明は、ＬＡＭＰ法の応用によって、全ての反応を等温で実施することがで
き、しかも高度な特異性を維持しつつ、わずかな時間で多量のポリヌクレオチドを生成す
る。
ＬＡＭＰ法は、原理的に非特異的な合成生成物を生じにくい方法である。本発明をＬＡＭ
Ｐに適用するときには、ループプライマーを特定の反応生成物にアニールするように設定
することができる。この場合、適切な反応生成物が生じたときにのみ、迅速なポリヌクレ
オチドの合成が起きることになる。したがって、本発明をＬＡＭＰ法に応用することによ
り、非特異的な反応を、より生じにくくすることができる。すなわち本発明は、ＬＡＭＰ
法の反応効率のみならず、反応特異性をも改善する。
また、本発明の方法は、ＬＡＭＰ法に必要なプライマーに加えて、少なくとも１種類のル
ーププライマーを組み合わせるだけで本発明を実施することができる。したがって、本発
明の方法は、汎用性に優れた方法と言うことができる。また、ＬＡＭＰ用の試薬に加えて
ループプライマーを追加するだけで、本発明の方法を実施するための試薬を構成すること
ができる。したがって、試薬キットも容易に構成することができる。
ＬＡＭＰ法は、特異性、および操作性に優れたポリヌクレオチドの増幅方法である。本発
明は、ＬＡＭＰ法のメリットを全て実現しつつ、その相補鎖合成を大幅に迅速化すること
を可能とした。
ＳＮＰｓのような遺伝子の機能解析や、その解析結果に基づく遺伝子診断の必要性がます
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ます高まっている。遺伝子の塩基配列をより正確に、より迅速に解析することができる技
術の開発は、機能解析を迅速に進めるために、また遺伝子の機能解析の成果を実際の医療
の現場で実用化するうえで、重要な課題である。
実際、ＳＮＰｓの解析結果に基づく医薬品の臨床試験は既に開始されている。このような
臨床試験を経て実用化される医薬品の使用においては、ＳＮＰｓの解析をベッドサイドで
、簡便に、そして迅速に行うことができる遺伝子の解析手法が必須と言って良い。本発明
は、このような高度な要求に応えることができる有用な遺伝子解析手法を実現する。
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
図１は、本発明を利用したポリヌクレオチドの増幅方法の反応原理を示す図。図中、ＦＡ
：ＬＡＭＰ法用プライマーＦＡ
ＲＡ：ＬＡＭＰ法用プライマーＲＡ
ｌｏｏｐ　Ｆ：ループプライマーＦ
ｌｏｏｐ　Ｒ：ループプライマーＲ
図２は、本発明を利用したポリヌクレオチドの増幅方法の反応原理を示す図。図中の略号
は図１と同じ意味を表す。
図３は、ループプライマーと鋳型ポリヌクレオチドを構成する塩基配列との好ましい位置
関係を示す図。
図４は、実施例で用いた鋳型ポリヌクレオチドの塩基配列（配列番号：１）と、各プライ
マーの塩基配列との位置的な関係を示す図。袋文字（アウトライン）で塩基を記載した部
分がループプライマーがアニールする部分で、矢印は相補鎖の合成方向を示している。
図５は、ループプライマーを用いたときの反応促進効果を示す図。図中、横軸は反応時間
、縦軸は蛍光強度の変化（ΔＲｎ）を示す。
ｌｏｏｐ　Ｆ／Ｒ：ループプライマーＲおよびループプライマーＦを使用
ｌｏｏｐ　ｃＦ／ｃＲ：ループプライマーＲおよびループプライマーＦの相補的な塩基配
列からなるループプライマーｃＦおよびループプライマーｃＲを使用
－／－：ループプライマーを加えない場合
図６は、鋳型ＤＮＡ量の検討結果を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸は蛍光強度の変
化（ΔＲｎ）を示す。
図７は、ループプライマーの濃度依存性を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸は蛍光強
度の変化（ΔＲｎ）を示す。
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図８は、３’アミノ化ループプライマーの影響を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸は
蛍光強度の変化（ΔＲｎ）を示す。
ｌｏｏｐ　ｐｒｉｍｅｒ：３’末端を修飾していないループプライマーを使用
３’Ｎ－ｌｏｏｐ　ｐｒｉｍｅｒ：３’末端をアミノ化したループプライマーを使用
－／－：ループプライマーを加えない場合
図９は、アウタープライマーの有無による影響を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸は
蛍光強度の変化（ΔＲｎ）を示す。
Ｏｕｔｅｒ　ｐｒｉｍｅｒ（＋）：アウタープライマーを使用
Ｏｕｔｅｒ　ｐｒｉｍｅｒ（－）：アウタープライマーを不使用
Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ：鋳型ｃＤＮＡを加えない場合
図１０は、プライマーの長さに関する検討結果を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸は
蛍光強度の変化（ΔＲｎ）を示す。
Ｆ／Ｒ：ループプライマーＦおよびループプライマーＲを使用
Ｆ－１／Ｒ－１：５’末端で１塩基短いループプライマーＦおよびループプライマーＲを
使用
Ｆ－２／Ｒ－２：５’末端で２塩基短いループプライマーＦおよびループプライマーＲを
使用
図１１は、ループプライマーの設計部位の検討結果を示す図。図中、横軸は反応時間、縦
軸は蛍光強度の変化（ΔＲｎ）を示す。
Ｆ３／Ｒ４：Ｆ２領域と重複が無いループプライマーＦ３、およびＲ２領域と重複が無い
ループプライマーＲ４を使用
Ｆ５／Ｒ５：Ｆ２領域と３塩基重複させたループプライマーＦ５、およびＲ２領域と３塩
基重複させたループプライマーＲ５を使用
Ｆ６／Ｒ６：Ｆ１領域と３塩基重複させたループプライマーＦ６、およびＲ１領域と３塩
基重複させたループプライマーＲ６を使用
Ｆ７／Ｒ７：Ｆ１領域と１０塩基重複させたループプライマーＦ７、およびＲ１領域と１
０塩基重複させたループプライマーＲ７を使用
Ｆ８／Ｒ８：Ｆ１領域と完全に重複させたループプライマーＦ８、およびＲ１領域と完全
に重複させたループプライマーＲ８を使用
－／－：ループプライマーを加えない場合
図１２は、本発明によるＳＲＹ遺伝子の増幅結果を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸
は蛍光強度の変化（ΔＲｎ）を示す。
ｌｏｏｐ　ｐｒｉｍｅｒ（＋）：ループプライマーを加えた場合
ｌｏｏｐ　ｐｒｉｍｅｒ（－）：ループプライマーを加えない場合
Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｃｏｎｔｒｏｌ：鋳型ＤＮＡを加えない場合
図１３は、５’に付加したループプライマーの鋳型となる塩基配列に対する位置関係を示
す図。「ｃ」は相補配列であることを示す。
図１４は、５’に付加したループプライマーを用いたときの反応促進効果を示す図。図中
、横軸は反応時間、縦軸は蛍光強度（ΔＲｎ）を示す。
図１５は、ループプライマーの５’でのＳＮＰ認識の検討結果を示す図。図中、横軸は反
応時間、縦軸は蛍光強度（ΔＲｎ）を示す。
図１６は、インナープライマーの５’およびループプライマーの５’でのＳＮＰ認識の検
討結果を示す図。図中、横軸は反応時間、縦軸は蛍光強度（ΔＲｎ）を示す。
図１７は、本発明を利用したＳＮＰの検出法の反応原理を示す図。
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