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요약

본 발명은 RNA의 등온 증폭 방법을 제공한다. 본 방법은 샘플에 있는 복수의 RNA 종을 증폭하는데 특히 적합하다. 

본 방법은 복합 프라이머, 제 2 프라이머 및 가닥 치환을 사용하여 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 DN

A 생성물의 다수 카피를 생성한다. 다른 양태로서, 본 방법은 단일 프라이머(이것은 복합 프라이머이다) 및 가닥 치환

을 사용하여 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 DNA 생성물의 다수 카피를 생성한다. 어떤 구체예에서, 

관심의 RNA 서열의 센스 RNA의 다수 카피를 생성하기 위해 전사 단계가 포함된다. 본 방법은 생물학적 샘플에 있는

세포의 유전자 발현을 분석하기 위한 핵산 라이브러리 및 기질의 제조에 유용하다. 또한, 본 발명은 이 증폭 방법을 

실행하기 위한 조성물 및 키트, 뿐만 아니라 증폭 생성물을 사용하는 방법을 제공한다.

색인어

RNA, DNA, 증폭, 프라이머, 카피, 유전자, 발현

명세서

기술분야

본 발명은 폴리뉴클레오티드 증폭 분야에 관한 것이다. 더 구체적으로는, 본 발명은 관심의 RNA 서열을 증폭하기 위

한(즉, 다수 카피를 만들기 위한) 방법, 조성물 및 키트를 제공하며, 이것은 RNA/DNA 복합 프라이머, 및 선택적으로 

전사를 사용한다.

배경기술

리보핵산(RNA)을 증폭시키는 능력은 생물학적 프로세스를 해명하고자 하는 노력의 중요한 양태이다. 지금까지, RN

A(일반적으로, mRNA) 증폭은 역전사효소-중합효소 연쇄 반응(RT-PCR) 방법 및 그것의 변형을 사용하여 가장 흔

하게 수행되어 왔다. 이들 방법은 역전사효소에 의해 RNA를 복제하여 이 RNA에 상보하는 단일가닥 DNA(cDNA)를 

형성하는 것을 기초로 하며, 다음에 이중가닥 DNA의 다수 카피를 생성하기 위한 중합효소 연쇄 반응(PCR) 증폭이 

이어진다. 이들 방법은 가장 흔하게 사용되지만 어떤 유의한 단점을 가지는데, 즉 a) 반응이 열순환을 필요로 하고; b)

생성물이 이중가닥이어서 프로브와 결합하기 어렵고; c) 반응이 이전 증폭 생성물로 오염되려는 경향이 있어서 반응 

혼합물의 엄격한 봉쇄가 필요하고; d) 상이한 서열 증폭의 동등하지 않은 효능, 및 투입된 총 RNA의 계속된 복제보다

는 오히려 증폭 생성물의 복제에 기초하는 지수적 증폭의 성질로 인해, 이들 방법의 증폭의 지수적 성질은 투입된 총 

RNA 샘플에 있는 다양한 RNA 서열의 대표성을 올바르게 반영하지 않는 생성물의 풀을 생성하려는 경향을 이 방법

에 부여한다.

총 세포 mRNA는 한정된 시간에서의 유전자 발현 활성을 표시한다. 유전자 발현은 세포 사이클 진행, 발생 조절, 내부

및 외부 자극에 대한 반응 등에 의해 영향 받는다. 유기체에 있는 어떤 세포형의 발현 유전자 프로파일은 정상 또는 

질환 상태, 다양한 자극에 대한 반응, 발생 단계, 세포 분화 등을 반영한다.

유전자 발현을 분석하는 다양한 방법이 최근 수년 동안 개발되고 있다. 예를 들어, 미국특허 No. 5,744,308; 6,143,4

95; 5,824,517; 5,829,547; 5,888,779; 5,545,522; 5,716,785; 5,409,818; EP 0971039A2; EP0878553A2 참조. 

이것들은 특이적 mRNA의 정량, 및 다수의 mRNA의 동시 정량 뿐만 아니라, 기지 및 미지 유전자의 발현 패턴의 검출

및 정량을 포함한다. 유전자 발현 프로파일의 분석은 현재 세포 분화 및 세포 발생 연구에서, 그리고 다양한 유기체, 

특히 사람의 정상 및 질환 상태의 조사에서 가장 강력한 도구 중 하나이다. 이 분석은 유전자 발견, 분자 의학 및 약물 

발견 과정에 중요하다.

어떤 세포 또는 조직으로부터 제조된 총 세포 mRNA의 증폭은 일반적으로 유전자 발현 프로파일링에 중요하다. 비-

증폭 mRNA의 분석이 실행가능하지만 상당한 양의 출발 mRNA가 필요하다. 그러나, 이용가능한 샘플 mRNA의 총량

은 종종 그것이 유도된 생물학적 샘플의 양에 의해 제한된다. 생물학적 샘플은 흔히 양적으로 제한되며 귀하다. 더욱

이, 다양한 mRNA 종의 양은 동일하지 않은데, 어떤 종은 다른 것들보다 더욱 풍부하며, 이것들이 분석하기에 더 유망

하며 용이하다. mRNA 서열을 증폭하는 능력은 덜 풍부한 희귀한 mRNA 종의 분석을 가능하게 한다. 또한, 핵산 증

폭에 의한 적은 샘플을 분석하는 능력이 이펙터 분자 라이브러리의 대규모 스크리닝에 대한 디자인 파라미터에 유리

하며, 매우 대규모의 스크리닝 또는 초고처리량 스크리닝을 수행하는 능력에 있어서, 그리고 라이브러리 성분의 양을

제한한다는 관점에서는, 샘플 부피의 감소가 주된 관심사이다.



공개특허 특2003-0082535

- 3 -

따라서, 현행 방법에서의 단점을 극복한 개선된 RNA 증폭 방법에 대한 필요가 있다. 본원에서 제공된 발명은 이런 필

요를 충족하며 추가의 이점을 제공한다.

특허 출원 및 공보를 포함하여 본원에 인용된 모든 참고자료는 그 전체가 참로자료로 포함된다.

발명의 상세한 설명

본 발명은 RNA 증폭을 위한 방법, 조성물, 및 키트 뿐만 아니라, 이 증폭 방법의 응용을 제공한다.

따라서, 한 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법

을 제공하며, 상기 방법은 (a) RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 

프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체를 생성하는 단계로서, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 

및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 단계; (b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의

복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; (c) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 

2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성

하는 단계; (d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있

는 복합 프라이머로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확

장 생성물에 혼성화하도록 하는 단계; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 복

합 프라이머를 확장하는 단계를 포함하며, 이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열에 

상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공

하며, 상기 방법은 (a) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장하

여, 제 2 프라이머 확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계로서, 여기

에서 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 제 1 프라이머 확장 생성물은 5'-단부에 RNA 부분을 포함하는 단계; (b

) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 RNA를 절

단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하도록 하는 단

계; (c) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 복합 프라이머를 확장하는 단계를 포

함하며, 이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의

다수 카피가 생성된다. 본 발명의 어떤 구체예에서, 제 1 프라이 머 확장 생성물은 RNA-의존성 DNA 중합효소로 표

적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장함으로써 생성되며, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분

을 포함하는 복합 프라이머이다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공

하며, 상기 방법은 (a) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합

체로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼

성화하도록 하는 단계로서, 여기에서 제 1 프라이머 확장 생성물은 RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성

화된 제 1 프라이머를 확장함으로써 생성되며, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복

합 프라이머인 단계; (b) 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물을 혼성화하고, DNA-의존성 DNA 중합효소로 

복합 프라이머를 확장하는 단계를 포함하며, 이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열

에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공

하며, 상기 방법은 (i) 제 1 프라이머 확장 생성물은 RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라

이머를 확장함으로써 생성되며, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머이고

, 제 2 프라이머 확장 생성물은 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장함으로써 생성되고, 제 1

및 제 2 프라이머 확장 생성 물의 복합체로부터 RNA는 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 절단되는, 

제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체; 및 (ii) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화되며, 제 1 프라이머와 동일

할 수도 또는 상이할 수도 있는, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머를 포함하는 복합체에 있는 복

합 프라이머를 확장하는 단계를 포함하며, 이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열에 

상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공

하며, 상기 방법은 (a) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 복합 프라이머를 확장하는 단계를 포함하고, 여기에서 

상기 프라이머 확장 생성물은 (i) 주형 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머의 확장에 의해 생성된 제 1 프라이머 확장 생

성물의 보체 또는 서열을 포함하며, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머

이고; (ii) 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머의 확장, 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하
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는 효소로 제 1 프라이머로부터 RNA의 절단에 의해 생성된 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화되며, 이로써 상기 

제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된

다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은, RNA 중합효소에

의해 전사가 일어나도록 허용하는 조건하에서, 본원에 설명된 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열

의 다수 카피를 생성하는 방법 중 어느 것으로부터의 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물과, 프로프로모터 및 치환된 

제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 혼성화하여, 치환된 제 1 프라

이머 확장 생성물에 상보하는 서열을 포함하는 RNA 전사체를 생성하는 단계를 포함하며, 이로써 관심의 RNA 서열

의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은, RNA 중합효소에

의해 전사가 일어나도록 허용하는 조건하에서, 본원에 설명된 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열

의 다수 카피를 생성하는 방법 중 어느 것으로부터의 제 1 프라이머 확장 생성물과, 프로프로모터 및 치환된 제 1 프

라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 혼성화하여, 치환된 제 1 프라이머 확

장 생성물에 상보하는 서열을 포함하는 RNA 전사체를 생성하는 단계를 포함하며, 여기에서 프라이머 확장 생성물은 

(a) RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 

표적 RNA를 포함하는 복합체를 생성하는 단계로서, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하

는 복합 프라이머인 단계; (b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절

단하는 단계; (c) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장하여, 

제 2 프라이머 확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계; (d) RNA/DNA

혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라이머로부터 RN

A를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하 는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하도록 

하는 단계; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 상기 복합 프라이머를 확장하

는 단계에 의해 생성된 치환된 확장 생성물이며, 이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서

열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하

는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머와 표적 

RNA를 혼성화하는 단계; (b) RNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머를 확장하여 제 1 프라이머 확장 생성물 

및 표적 RNA를 포함하는 복합체를 생성하는 단계; (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)로 

단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; (d) 제 2 프라이머와 제 1 프라이머 확장 생성물을 혼성화하는 단계

; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 

프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계; (f) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)로 

제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라이머로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 

부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)가 제 2 프라이머 

확장 생성물에 혼성화하도록 하는 단계; (g) DNA-의존성 DNA 중합효소로 단계 (f)의 상기 복합 프라이머를 확장하

는 단계를 포함하며, 이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레

오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

어떤 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공

하며, 상기 방법은 상술된 단계 (e)의 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체; 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼

성화할 수 있는, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그

렇지 않을 수도 있다); DNA-의존성 DNA 중합효소; 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)를

조합하고 반응시키는 단계를 포함하고, 여기에서 혼합물은 프라이머 혼성화, RNA 절단, 및 복합체의 RNA가 절단되

고 복합 프라이머가 복합체에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물과 결합할 때, 상술된 단계 (e)의 복합체로부터 제 1 프

라이머 확장 생성물의 치환을 허락하는 조건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션된다.

당업자에게 분명한 바와 같이, 관심의 RNA 서열의 카피 또는 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열

의 카피의 생성에 대한 기준은, 그러한 서열을 함유하거나, 그러한 서열을 포함하거나, 또는 그러한 서열로 구성될 수 

있는 생성물로 간주한다.

당업자에게 분명한 바와 같이, 결과의 혼합물을 조합하고 인큐베이션한다고 간주한 양태는, 또한, 여러 가지 혼합물(

다양한 조합 및/또는 하위조합으로)을 인큐베이션함으로써 원하는 생성물을 형성하는 것을 포함하는 방법 구체예를 

포함한다.

다른 양태로서, 본 발명은 반응 혼합물을 인큐베이션하는 단계를 포함하는, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레

오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법 을 제공하며, 상기 반응 혼합물은 (a) 표적 RNA; (b) RNA 부분 및 3' DNA

부분을 포함하는 복합 프라이머로서 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 제 1 프라이머; (c) 제 1 프라이머의 확장 생성물
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에 혼성화할 수 있는 제 2 프라이머; (d) RNA-의존성 DNA 중합효소; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소; (f) RNA/DN

A 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소를 포함하고, 여기에서 인큐베이션은 프라이머 혼성화, 제 1 및 제 2 프라이머 

확장 생성물을 포함하는 복합체를 형성하기 위한 제 1 프라이머 및 제 2 프라이머로부터의 확장, RNA 절단, 및 복합

체의 RNA가 절단되고 복합 프라이머가 복합체에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물과 결합하여 확장될 때, 복합체로부

터 제 1 프라이머 확장 생성물의 치환을 허락하는 조건하에 있으며, 이로써 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레

오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) 

RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머와 표적 RNA를 혼성화하는 단계; (b) RNA-의

존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체를 생

성하는 단계; (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제 (효소 같은)로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절

단하는 단계; (d) 제 2 프라이머와 제 1 프라이머 확장 생성물을 혼성화하는 단계; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소로

제 2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형

성하는 단계; (f) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 

복합체에 있는 복합 프라이머로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 

제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)가 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하도록 하는 단계; 

(g) DNA-의존성 DNA 중합효소로 단계 (f)의 상기 복합 프라이머를 확장하여, 상기 제 1 프라이머 확장 생성물을 치

환하는 단계; (h) RNA 중합효소에 의해 전사가 일어나도록 허용하는 조건하에서, 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물

과, 프로프로모터 및 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 혼

성화하여, 치환된 프라이머 확장 생성물에 상보하는 서열을 포함하는 RNA 전사체를 생성하는 단계를 포함하며, 이로

써 관심의 RNA 서열의 다수 카피가 생성된다.

어떤 구체예에서, 본 발명은 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) 이 문단에

서 상술된 단계 (e)의 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체인 제 1 복합체; 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성

화할 수 있는, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇

지 않을 수도 있다); DNA-의존성 DNA 중합효소; RNA 중합효소; 프로프로모터 및 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼

성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소

같은)를 조합하는 단계; 및 (b) 단계 (a)의 혼합물을 프라이머 혼성화, RNA 절단, 복합체의 확장 생성물의 RNA가 절

단되고 복합 프라이머가 제 1 복합체에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물에 결합할 때, 제 1 복합체로부터 제 1 프라이

머 확장 생성물의 치환, 치환된 프라이머 확장 생성물 및 프로프로모터 폴리뉴클레오 티드를 포함하는 제 2 복합체를 

형성하기 위한, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드와 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 및 상기 제 2 복합체

로부터의 RNA 전사를 허락하는 조건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션하는 단계를

포함한다.

다른 양태로서, 본 발명은 반응 혼합물을 인큐베이션하는 것을 포함하는 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 

방법을 제공하며, 상기 반응 혼합물은 (a) 표적 RNA; (b) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머로서 

표적 RNA에 혼성화할 수 있는 제 1 프라이머; (c) 제 1 프라이머의 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 제 2 프라이머; (

d) RNA-의존성 DNA 중합효소; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소; (f) RNA 중합효소; (g) 프로프로모터 및 제 2 프라

이머의 확장 생성물에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; 및 (h) RNA/DNA 혼성체로부터

RNA를 절단하는 효소를 포함하고, 여기에서 인큐베이션은 프라이머 혼성화, 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 

포함하는 제 1 복합체를 형성하기 위한 제 1 프라이머 및 제 2 프라이머로부터의 확장, RNA 절단, 복합체의 RNA가 

절단되고 복합 프라이머가 제 1 복합체에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물과 결합할 때, 제 1 복합체로부터 제 1 프라

이머 확장 생성물의 치환, 치환된 프라이머 확장 생성물 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함하는 제 2 복합체

를 형성하기 위한, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드와 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 및 상기 제 2 복합

체로부터의 RNA 전사를 허락하는 조건하에 있으며, 이로써 관심의 RNA 서열의 다수 카피가 생성된다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 반응 혼합물을 인큐베이션하는 것을 포함하는 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 

카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 반응 혼합물은 (a) 표적 RNA; (b) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복

합 프라이머로서 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 제 1 프라이머; (c) 제 1 프라이머의 확장 생성물에 혼성화할 수 있는

제 2 프라이머; (d) RNA-의존성 DNA 중합효소; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소; 및 (f) RNA/DNA 혼성체로부터 R

NA를 절단하는 효소를 포함하고, 여기에서 인큐베이션은 프라이머 혼성화, 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포

함하는 복합체를 형성하기 위한 제 1 프라이머 및 제 2 프라이머로부터의 확장, RNA 절단, 및 복합체의 RNA가 절단

되고 다른 제 1 프라이머가 복합체에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물과 결합할 때, 복합체로부터 제 1 프라이머 확장

생성물의 치환을 허락하는 조건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에 있으며, 이로써 관심의 RNA 서

열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) (i)

표적 RNA; (ii) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머로서 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 제 1 프라

이머; 및 (iii) RNA-의존성 DNA 중합효소를 포함하는 반응 혼합물을, 프라이머 혼성화 및 제 1 프라이머 확장 생성물
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및 표적 RNA를 포함하는 복합체의 형성을 허락하는 조건하에서 인큐베이션하는 단계; (b) (i) 제 1 프라이머 확장 생

성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체; 및 (ii) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단할 수 있는 효소를 포 함하는 반

응 혼합물을, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체에 있는 RNA의 절단을 허락하는 조건하에

서 인큐베이션하는 단계; (c) (i) 제 1 프라이머 확장 생성물; (ii) 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 제 2 

프라이머; 및 (iii) DNA-의존성 DNA 중합효소를 포함하는 반응 혼합물을, 프라이머 혼성화 및 제 1 프라이머 확장 

생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체의 형성을 허락하는 조건하에서 인큐베이션하는 단계; (d) (i)

제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체; (ii) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 

절단할 수 있는 효소를 포함하는 반응 혼합물을, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하

는 복합체에 있는 RNA의 절단을 허락하는 조건하에서 인큐베이션하는 단계; (e) (i) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포

함하는 복합 프라이머; (ii) 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 절단된 복합체; 및 (i

ii) DNA-의존성 DNA 중합효소를 포함하는 반응 혼합물을, 복합 프라이머 혼성화, 및 제 1 프라이머 확장 생성물 및 

제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체로부터 제 1 프라이머 확장 생성물의 치환을 허락하는 조건하에서 인큐

베이션하는 단계를 포함하며, 이로써 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

반응 혼합물은 상기 조합된 1가지 이상의 반응 혼합물과 어떤 방식으로 조합될 수 있다(따라서, 인큐베이션 수가 감

소된다). 따라서, 어떤 구체예에서, 단계 (a) 및 (b)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(4회 인큐베이션 또는 인

큐베이션 단계). 다른 구체예에서, 단계 (d) 및 (e)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼 합물이다(4회 인큐베이션 또는 인

큐베이션 단계). 또 다른 구체예에서, 단계 (a) 및 (b)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이고, 단계 (d) 및 (e)의 반

응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(3회 인큐베이션 또는 인큐베이션 단계). 또 다른 구체예에서, 단계 (a) 내지 (c)

의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(3회 인큐베이션 또는 인큐베이션 단계). 또 다른 구체예에서, 단계 (a) 내지

(c)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이고, 단계 (d) 및 (e)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(2회 인큐베

이션 또는 인큐베이션 단계). 다른 구체예에서, 단계 (a) 내지 (d)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(2회 인큐

베이션 또는 인큐베이션 단계). 다른 구체예에서, (b) 및 (c)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(4회 인큐베이션

또는 인큐베이션 단계). 다른 구체예에서, (c) 및 (d)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(4회 인큐베이션 또는 

인큐베이션 단계). 또 다른 구체예에서, (a) 내지 (e)의 반응 혼합물은 동일한 반응 혼합물이다(1회 인큐베이션). 인큐

베이션이 본원에 설명된 방법 중 어느 것의 일부로서 수행되는 한, 이들 인큐베이션 단계의 어떤 조합, 및 어떤 단일 

인큐베이션 단계는 본 발명의 범위 내에 들어간다.

본 발명의 다른 양태로서, 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법은, (a) (i) 관심의 RNA 서열

에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 카피; (ii) 프로프로모터 및 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서

열의 카피에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; 및 (iii) RNA 중합효소를 포함하는 반응 

혼합물을, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티 드 서열의 카피 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함

하는 제 2 복합체를 형성하기 위한 프로프로모터 폴리뉴클레오티드와 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티

드 서열의 카피의 혼성화, 및 상기 제 2 복합체로부터의 RNA 전사를 허락하는 조건하에서 인큐베이션하는 단계를 더

포함한다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 

(a) 표적 RNA; RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머로서 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 제 1 프라이

머; 제 1 프라이머의 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 제 2 프라이머; RNA-의존성 DNA 중합효소; DNA-의존성 DN

A 중합효소; RNA 중합효소; 프로프로모터 및 제 2 프라이머의 확장 생성물에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로

모터 폴리뉴클레오티드; 및 RNA /DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)를 조합하는 단계; 및 (b) 단

계 (a)의 혼합물을 프라이머 혼성화, 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 제 1 복합체를 형성하기 위한 제 

1 프라이머 및 제 2 프라이머로부터의 확장, RNA 절단, 복합체의 RNA가 절단되고 다른 제 1 프라이머가 제 1 복합

체에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물과 결합할 때, 제 1 복합체로부터 제 1 프라이머 확장 생성물의 치환, 치환된 프

라이머 확장 생성물 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함하는 제 2 복합체를 형성하기 위한, 프로프로모터 폴리

뉴클레오티드와 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 및 상기 제 2 복합체로부터의 RNA 전사를 허락하는 조

건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션 하는 단계를 포함하며, 이로써 관심의 RNA 서

열의 다수 카피가 생성된다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성

하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 프라이머와 표적 RN

A를 혼성화하는 단계; (b) RNA-의존성 DNA 중합효소로 프라이머를 확장하여, 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA

를 포함하는 복합체를 생성하는 단계; (c) RNA/DNA 복합체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)로 단계 (b)의 

복합체에 있는 RNA를 절단하여, 표적 RNA의 적어도 1개 단편이 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 채로 남아 있도록

하는 단계; (d) DNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA의 적어도 1개 단편을 확장하여, 관심의 서열을 포함하는 단

편 확장 생성물을 생성하여 프라이머와 단편 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계; (e) RNA/DNA 혼성체로부터 R

NA를 절단하는 제제 (효소 같은)로 프라이머와 단편 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라이머로부터 RNA를 절단

하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 

수도 있다)가 단편 확장 생성물에 혼성화하고, 가닥 치환에 의해 프라이머 확장을 반복하도록 하는 단계를 포함하며, 
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이로써 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

어떤 구체예에서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제

공하며, 상기 방법은 (a) 이 문단에서 상술된 단계 (d)의 프라이머와 단편 확장 생성물의 복합체; 단편 확장 생성물에 

혼성화할 수 있는, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 

그렇지 않을 수도 있다); DNA-의존성 DNA 중합효소; 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은

)를 조합하는 단계; 및 (b) 단계 (a)의 혼합물은 프라이머 혼성화, RNA 절단, 및 복합체의 RNA가 절단되고 복합 프라

이머가 복합체에 있는 단편 확장 생성물과 결합할 때, 이 문단에서 상술된 단계 (d)의 복합체로부터 프라이머 확장 생

성물의 치환을 허락하는 조건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션하는 단계를 포함한

다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 

(a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머와 표적 RNA를 혼성화하는 단계; (b) RNA

-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체를 

생성하는 단계; (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)로 단계 (b)의 복합체에 있는 표적 RN

A를 절단하여, 표적 RNA의 단편이 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 채로 남아 있도록 하는 단계; (d) DNA-의

존성 DNA 중합효소로 표적 RNA의 적어도 1개 단편을 확장하여, 관심의 서열을 포함하는 단편 확장 생성물을 생성

하여 프라이머와 단편 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계; (e) RNA/DNA 복합체로부터 RNA를 절단하는 제제(

효소 같은)로 프라이머와 단편 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라이머로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' 

DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)가 단편 확장

생성물에 혼성화하고, 가닥 치환에 의해 프라이머 확장을 반복하도록 하는 단계; (f) RNA 중합효소에 의해 전사가 일

어나도록 허용하는 조건하에서, 치환된 프라이머 확장 생성물과, 프로프로 모터 및 치환된 프라이머 확장 생성물에 

혼성화할 수 있는 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 혼성화하여, 치환된 프라이머 확장 생성물에 상보하는 서열을

포함하는 RNA 전사체를 생성하는 단계를 포함하며, 이로써 관심의 RNA 서열의 다수 카피가 생성된다.

어떤 구체예에서, 본 발명은 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) 이 문단에

서 상술된 단계 (d)의 프라이머와 단편 확장 생성물의 복합체인 제 1 복합체; 단편 확장 생성물에 혼성화할 수 있는, R

NA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있

다); DNA-의존성 DNA 중합효소; RNA 중합효소; 프로프로모터 및 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 영역을

포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)를 조합하

는 단계; 및 (b) 단계 (a)의 혼합물을 프라이머 혼성화, RNA 절단, 복합체의 RNA가 절단되고 복합 프라이머가 제 1 

복합체에 있는 단편 확장 생성물과 결합할 때, 제 1 복합체로부터 프라이머 확장 생성물의 치환, 치환된 프라이머 확

장 생성물 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함하는 제 2 복합체를 형성하기 위한, 프로프로모터 폴리뉴클레오

티드와 치환된 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 및 상기 제 2 복합체로부터의 RNA 전사를 허락하는 조건(이것은 필

요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션하는 단계를 포함한다.

또 다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성

하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) 표 적 RNA; RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머로서 표적 

RNA에 혼성화할 수 있는 프라이머; RNA-의존성 DNA 중합효소; DNA-의존성 DNA 중합효소; 및 RNA/DNA 혼성

체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)를 조합하는 단계; 및 (b) 단계 (a)의 혼합물을 프라이머 혼성화, RNA 절

단(여기에서, 표적 RNA 및 프라이머 확장 생성물을 포함하는 제 1 복합체의 RNA 절단은 표적 RNA의 단편이 프라이

머 확장 생성물에 혼성화된 채로 남아 있도록 한다), 프라이머 확장 생성물 및 관심의 서열을 포함하는 단편 확장 생

성물을 포함하는 제 2 복합체를 형성하기 위한 프라이머 및 표적 RNA의 단편으로부터 프라이머 확장, 및 복합체의 R

NA가 절단되고 다른 프라이머가 제 2 복합체에 있는 단편 확장 생성물과 결합할 때, 제 2 복합체로부터 프라이머 확

장 생성물의 치환을 허락하는 조건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션하는 단계를 포

함하며, 이로써 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성된다.

한 다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 

(a) 표적 RNA; RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머로서 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 프라이머; 

RNA-의존성 DNA 중합효소; DNA-의존성 DNA 중합효소; RNA 중합효소; 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; 및 RN

A/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)를 조합하는 단계; 및 (b) 단계 (a)의 혼합물을 프라이머 혼성

화, RNA 절단(여기에서, 표적 RNA 및 프라이머 확장 생성물을 포함하는 제 1 복합체의 RNA 절단은 표적 RNA의 단

편이 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 채로 남아 있도록 일어난다), 프라이머 확장 생 성물 및 관심의 서열을 포함하

는 단편 확장 생성물을 포함하는 제 2 복합체를 형성하기 위한 프라이머 및 표적 RNA의 단편으로부터 프라이머 확장

, 복합체의 RNA가 절단되고 다른 프라이머가 제 2 복합체와 결합할 때, 제 2 복합체로부터 프라이머 확장 생성물의 

치환, 치환된 프라이머 확장 생성물 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함하는 제 3 복합체를 형성하기 위한, 프

로프로모터 폴리뉴클레오티드와 치환된 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 및 상기 제 3 복합체로부터의 전사를 허락하

는 조건(이것은 필요한 기질 및 완충액 조건을 포함한다)하에서 인큐베이션하는 단계를 포함하며, 이로써 관심의 RN

A 서열의 다수 카피가 생성된다.
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다른 양태로서, 본 발명은 표적 RNA 상에 존재하는 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상

기 방법은 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 따라서 3' 단일가닥 부분을 포함하는 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물

의 복합체를 형성하는 단계; (c) 프로프로모터 올리고뉴클레오티드와 단계 (b)에 설명된 3' 단일가닥 부분을 혼성화하

는 단계; 및 (d) DNA-의존성 RNA 중합효소를 사용하여 전사하는 단계를 포함하며, 이로써 센스 RNA 생성물의 다수

카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 표적 RNA 상에 존재하는 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열의 다수 카피 및 표적 RNA 상

에 존재하는 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) RNA-의존성 DNA 중합효

소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체

를 생성하는 단계로서, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 단계; (b) 

RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단 하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; (c) DNA-의존

성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 확장 생성물을

생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계로서, 여기에서 제 2 프라이머는 RNA 부분 및

3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 단계; (d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 

프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 제 1 및 제 2 복합 프라이머로부터 RNA를 절단하여, 다른 복합 프라이머가 

제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하고, 또 다른 복합 프라이머가 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화하도록 하는 

단계; (e) DNA-의존성 DNA 중합효소로 단계 (d)의 상기 복합 프라이머를 확장하는 단계를 포함하며, 이로써 상기 

제 1 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피가 생성되

고, 상기 제 2 프라이머 확장 생성물이 치환되어, 관심의 RNA 서열의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법은 관심의 2개 이

상의 상이한 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 것을 포함한다.

다른 양태로서, 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법은 관심의 2개 이상의 상이한 서열의 다수 카피를 생

성하는 것을 포함한다.

본 발명의 방법에 사용되는 복합 프라이머 및 제 2 프라이머의 다양한 구체예가 본원에 설명된다. 예를 들어, 어떤 구

체예에서, 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'이다. 또 다른 구체예에서, 5' RNA 부분은 3' DNA 부

분에 인접해 있다. 어떤 구체예에서, 복합 프라이머는 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 표적 RN

A에 혼성화할 수 없는 5' 부분(예를 들어, 5' RNA 부분)을 포함한다.

또 다른 구체예에서, 복합 프라이머는 무작위 서열을 포함하는 3' 부분(예를 들어, 3' DNA 부분)을 포함한다. 표적 R

NA가 mRNA인 어떤 구체예에서, 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함할 수 있다.

다른 구체예에서, 복합 프라이머는 무작위 프라이머이다. 또 다른 구체예에서, 복수의 복합 프라이머가 표적 RNA에 

혼성화하는데 사용된다. 어떤 구체예에서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머 및 제 2 프라이머 확장 생성물에 

혼성화하는 복합 프라이머는 동일하다. 어떤 구체예에서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머 및 제 2 프라이머 

확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이머는 상이하다.

또 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는(어떤 구체예에서, DNA로 구성된) 프라이머이다. 다른 구체예

에서, 제 2 프라이머는 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 표적 RNA의 단편을 1개 이상 포함하며, 상기 1개 이상

의 단편은 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 표적 RNA와 제 1 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있

는 RNA를 절단함으로써 생성된다.

다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 무작위 서열을 포함하는 부분(예를 들어, 3' 부분)을 포함한다. 또 다른 구체예에서

, 제 2 프라이머는 무작위 프라이머이다. 어떤 구체예에서, 제 2 프라이머는 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 

수 없는 5' 부분을 포함한다. 본원에 설명된 방법에 있어서, 1개 이상의 복합 프라이 머 또는 제 2 프라이머가 사용될 

수 있다.

본 방법 및 조성물에 사용될 수 있는 효소가 본원에 설명된다. 예를 들어, RNA를 절단하는 제제(효소 같은)는 RNase

H이며, RNA-의존성 DNA 중합효소는 역전사효소일 수 있다. RNA-의존성 DNA 중합효소는 RNase H 효소 활성을 

포함할 수 있거나, 또는 개별 효소가 사용될 수 있다.

유사하게, DNA 중합효소는 RNA-의존성 및 DNA-의존성 DNA 중합효소 효소 활성을 모두 포함할 수 있거나, 또는 

개별 효소가 사용될 수 있다. 또한, DNA-의존성 DNA 중합효소 및 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소일 수 있다. 

또한, DNA-의존성 DNA 중합효소, RNA-의존성 DNA 중합효소, 및 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소일 수 있다.

어떤 구체예에서, 본 발명의 방법은 표지된 폴리뉴클레오티드 생성물(일반적으로, DNA 또는 RNA 생성물)을 생성하
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기 위해서 사용된다. 표지된 DNA 생성물을 생성하는 방법의 어떤 구체예에서, 사용된 dNTP의 적어도 한 종류는 표

지된 dNTP이다. 표지된 RNA 생성물을 생성하는 방법의 어떤 구체예에서, 사용된 rNTP의 적어도 한 종류는 표지된 

rNTP이다. 표지된 DNA 생성물을 생성하는 방법의 다른 구체예에서, 표지된 복합 프라이머가 사용된다.

다른 양태로서, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(예를 들어, PTO)는 3'-단부에 치환된 프라이머 확장 생성물에 혼성

화하는 영역을 포함하며, 이로써 치환된 확장 생성물의 DNA 중합효소 확장이 전사가 일어나는 이중가닥 프로모터를 

생성한다.

본 방법들은, 예를 들어 mRNA 및 리보솜 RNA를 포함하는 어떤 RNA 표적을 증 폭하는데 이용할 수 있다. 하나 이상

의 단계가 조합될 수 있고 및/또는 연속하여(필수 생성물(들)이 형성될 수 있는 한, 주로 어떤 순서로)수행될 수 있으

며, 분명한 바와 같이 본 발명은 본원에 설명된 단계의 다양한 조합을 포함한다. 또한, 본 발명은 초기 또는 제 1 단계

가 본원에 설명된 단계 중 어느 것인 방법을 포함하는 것이 분명하며 본원에 설명된다. 예를 들어, 본 발명의 방법은 

제 1 단계에서 RNA 주형으로부터 제 1 프라이머 확장 생성물을 생성할 필요가 없다. 본 발명의 방법은 나중의 '하류' 

단계가 초기 단계인 구체예를 포함한다.

더욱이, 본 발명의 여러 가지 구체예에서, 제 1 프라이머 확장 생성물은 (a) RNA 서열에 상보하는 서열 및 (b) RNA인

5' 부분, 바람직하게 5'-단부를 포함한다는 것이 이해된다. 설명된 대로, 이 생성물은 일반적으로, RNA 주형을 따라 

일어나는 RNA 부분을 갖는 복합 프라이머의 프라이머 확장으로부터 발생한다. 그러한 것에서, 제 1 프라이머 확장 

생성물에 대한 기준은 상기 (a) 및 (b)를 포함하는 생성물로 간주한다.

또한, 본 발명은 본 발명의 증폭 방법의 생성물을 사용하는(보통, 분석하는) 방법, 예를 들어 서열화, 서열 변경(들)의 

검출(예를 들어, 유전자형화 또는 핵산 돌연변이 검출); 관심의 서열의 존재 또는 부재의 검출; 유전자 발현 프로파일

링; 섭트렉티브 혼성화; 섭트렉티브 혼성화 프로브의 제조; 차등 증폭; 라이브러리 (cDNA 및 상이한 발현 라이브러리

를 포함하는)의 제조; 고정된 핵산(이것은 마이크로어레이 위에 고정된 핵산일 수 있다)의 제조; 및 본 발명의 방법에 

의해 생성된 증폭된 핵산 생성물의 특성화(검출 및/또는 정량을 포함)을 제공한다.

어떤 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열을 서열화하는 방법을 제공하며, 상기 방법은, dNTP와 dNTP 유사체(이

것은 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있다)의 혼합물의 존재하에서 본 발명의 증폭 방법에 의해 관심의 서열을 

함유하는 표적 RNA를 증폭하여, 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있는 dNTP 유사체의 결합시 프라이머 확장이

종결되도록 하는 단계, 및 증폭 생성물을 분석하여 서열을 결정하는 단계를 포함한다. 증폭 생성물이 RNA 전사체인 

구체예에서, 이 방법은 (a) rNTP와 rNTP 유사체(이것은 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있다)의 혼합물의 존

재하에서 본 발명의 증폭 방법에 의해 관심의 서열을 함유하는 표적 RNA를 증폭하여, 표지될 수도 또는 표지되지 않

을 수도 있는 rNTP 유사체의 결합시 RNA 전사가 종결되도록 하는 단계; 및 (b) 증폭 생성물을 분석하여 서열을 결정

하는 단계를 포함할 수 있다.

어떤 구체예에서, 본 발명은 (a) 본원에 설명된 방법에 의해 표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (b) 단일가닥 입체구조에 

대해 본 방법의 증폭 생성물을 분석하는 단계를 포함하는, 표적 RNA에서 돌연변이를 검출하는(또는 어떤 양태로서, 

서열을 특성화하는) 방법을 제공하며, 여기에서 기준 단일가닥 RNA와 비교한 입체구조의 차이가 표적 RNA에 있는 

돌연변이를 나타낸다. 다른 구체예에서, 본 발명은 본원에 설명된 방법 중 어느 것의 증폭 생성물을 단일가닥 입체구

조에 대해 분석하는 단계를 포함하는, 표적 RNA에서 돌연변이를 검출하는(또는 어떤 양태로서, 서열을 특성화하는) 

방법을 제공하며, 여기에서 기준 단일가닥 RNA와 비교한 입체구조의 차이가 표적 RNA에 있는 돌연변이를 나타낸다

(또는 어떤 양태로서, 표적 서열을 특 성화한다).

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 서열의 존재 또는 부재를 측정하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (i) 관심의 서열을

함유하는 표적 RNA를 증폭하는 단계로서, 상기 증폭은 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 의해 제조된 제 1 및 제 2 

프라이머 확장 생성물의 절단된 복합체에 혼성화된 복합 프라이머를 확장하는 것을 포함하며, 여기에서 복합 프라이

머의 RNA 부분의 서열은 공지되어 있는 단계; 및 (ii) 만일 단계 (i)로부터의 증폭 생성물이 있다면 이 생성물을 기준 

주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교하는 단계를 포함하고, 여기에서 (1) 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할

수 있는 영역을 포함하는 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교하여 주형으로부터 검출가능하게 더 적은 증

폭 생성물의 생성은, 제 2 프라이머 확장 생성물이 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하지 

않으며, 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열에 관한 서열 변이체라는 것을 나타내거나; 또는 (2) 복

합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하지 않는 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교하

여 주형으로부터 검출가능하게 더 많은 증폭 생성물의 생성은, 제 2 프라이머 확장 생성물이 복합 프라이머의 RNA 

부분에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하며, 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열에 관한 서열 변이체

가 아니라는 것을 나타낸다.

다른 양태로서, 본 발명은 기판에 고정된 핵산을 생성하는 방법(이것은 마이크로어레이를 생성하는 방법을 포함한다)

을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명 된 방법 중 어느 것에 의해 표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (b) 기판 위에 증
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폭 생성물을 고정하는 단계를 포함한다. 증폭 생성물은 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있다. 다른 양태로서, 본

발명은 마이크로어레이를 생성하는 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명된 증폭 방법에 의해 표적 RNA를 증

폭하는 단계; 및 (b) 기판(이것은 고체 또는 반고체일 수 있다) 위에 증폭 생성물을 고정하는 단계를 포함한다. 어떤 

구체예에서, 마이크로어레이는 기판 위에 증폭 생성물을 고정시켜 증폭 생성물의 마이크로어레이를 제조함으로써 생

성된다. 마이크로어레이는 종이, 유리, 세라믹, 플라스틱, 폴리스티렌, 폴리프로필렌, 나일론, 폴리아크릴아미드, 니트

로셀룰로스, 규소 및 다른 금속, 및 광섬유로 구성된 군으로부터 선택된 재료로부터 제작된 고체 또는 반고체 기판 위

에 고정된 적어도 1개의 증폭 생성물을 포함할 수 있다. 증폭 생성물은 2-차원 입체배치 또는 핀, 막대, 섬유, 테이프,

실, 비드, 입자, 마이크로타이터 웰, 모세관 및 실린더를 포함하는 또는 3-차원 입체배치로 고체 또는 반고체 기판 위

에 고정될 수 있다.

본 발명의 방법 중 어느 것은 샘플에 있는 관심의 RNA 서열의 특성화에 적합한 폴리뉴클레오티드(일반적으로, DNA 

또는 RNA) 생성물을 생성하는데 사용될 수 있다. 한 구체예에서, 본 발명은 관심의 RNA 서열을 특성화하는(예를 들

어, 검출(존재 또는 부재) 및/또는 정량하는) 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 의해 

표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (b) 증폭 생성물을 분석하는 단계를 포함한다. 증폭 생성물을 분석하는 단계 (b)는 본 

분야에 공지되거나 또는 본원에 설명된 어떤 방법에 의해, 예를 들어 프로브에 혼성화된 증폭 생성물 을 검출 및/또는

정량함에 의해 수행될 수 있다. 이들 증폭 생성물은 표지될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다. 본 발명의 방법 중 어느

것은, 표지된 뉴클레오티드 및/또는 표지된 복합 프라이머를 본 방법의 적합한 단계(들)에서 병용함에 의해 표지된 D

NA 또는 RNA 생성물을 생성하기 위해서 사용될 수 있다. 표지된 생성물은 DNA 마이크로어레이 및 올리고뉴클레오

티드 어레이와 같은 어레이의 사용을 포함하는, 본 분야에 공지된 방법에 의한 정량 및/또는 확인에 특히 적합하다. 한

양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열을 특성화하는 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명된 방법에 의해 표

적 RNA를 증폭하여 표지된 DNA 생성물을 생성하는 단계; 및 (b) 표지된 DNA 생성물을 분석하는 단계를 포함한다. 

어떤 구체예에서, DNA 생성물을 분석하는 단계는 상기 생성물의 양을 측정하는 것을 포함하며, 이로써 샘플에 존재

하는 관심의 RNA 서열의 양이 정량된다.

다른 양태로서, 본 발명은 관심의 RNA 서열을 특성화하는 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명된 방법에 의

해 표적 RNA를 증폭하여 표지된 RNA 생성물을 생성하는 단계; 및 (b) 표지된 RNA 생성물을 분석하는 단계를 포함

한다. 어떤 구체예에서, RNA 생성물을 분석하는 단계는 상기 생성물의 양을 측정하는 것을 포함하며, 이로써 샘플에 

존재하는 관심의 RNA 서열의 양이 정량된다. DNA 또는 RNA 생성물은, 예를 들어 그것들을 적어도 1개의 프로브와 

접촉시킴에 의해 분석될 수 있다. 어떤 구체예에서, 적어도 1개의 프로브는 마이크로어레이로서 제공된다. 마이크로

어레이는 종이, 유리, 세라믹, 플라스틱, 폴리프로필렌, 폴리스티렌, 나일론, 폴리아크릴아미드, 니트로셀룰로스, 규소,

다른 금속, 및 광섬유로 구성된 군 으로부터 선택된 재료로부터 제작된 고체 또는 반고체 기판 위에 고정된 적어도 1

개의 프로브를 포함할 수 있다. 프로브는 2-차원 입체배치 또는 핀, 막대, 섬유, 테이프, 실, 비드, 입자, 마이크로타이

터 웰, 모세관, 및 실린더를 포함하는 3-차원 입체배치로 고체 또는 반고체 기판 위에 고정될 수 있다.

다른 양태로서, 본 발명은 샘플에서 유전자 발현 프로파일을 측정하는 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명된

방법 중 어느 것을 사용하여 샘플에 있는 관심의 적어도 1개 RNA 서열을 증폭하는 단계; 및 (b) 관심의 각 RNA 서열

의 증폭 생성물의 양을 측정하는 단계를 포함하고, 여기에서 각 상기 양은 샘플에 있는 관심의 각 RNA 서열의 양을 

표시하며, 이로써 샘플의 유전자 발현 프로파일이 측정된다.

다른 양태로서, 본 발명은 라이브러리(cDNA 및 섭트렉티브 혼성화 라이브러리를 포함)를 제조하는 방법을 제공하며,

상기 방법은 본원에 설명된 방법 중 어느 것을 사용하여 관심의 적어도 1개 RNA 서열을 증폭하여 단일 또는 이중가

닥 핵산 생성물을 생성하는 단계를 포함한다.

다른 양태로서, 본 발명은 섭트렉티브 혼성화 프로브를 제조하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 본원에 설명된 방법 

중 어느 것을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부터의 관심의 적어도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 단일가닥 폴리뉴클레

오티드, 바람직하게 DNA 카피를 생성하는 단계를 포함한다.

다른 양태로서, 본 발명은 섭트렉티스 혼성화를 수행하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) 본원에 설명된 방법 중 

어느 것을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부 터의 관심의 적어도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 카피를 생성하는 단계; 

및 (b) 이 다수 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하는 단계를 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 하위집단이 DNA

카피와의 복합체를 형성한다. 어떤 구체예에서, 이 방법은 (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계

(b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; 및 (d) 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단을 증폭하는 단계(

어떤 방법을 사용하여, 본원에 설명된 방법을 포함)를 더 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위

집단에 상보하는 단일가닥 DNA의 다수 카피가 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 차등 증폭 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 설명된 방법 중 어느 것을 사용하여 제 1 

RNA 집다으로부터의 관심의 적어도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 핵산, 일반적으로 DNA 카피를 생성하는 단계; (b)

이 다수 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하여, 제 2 mRNA 집단의 하위집단이 DNA 카피와의 복합체를 형성하는 

단계; (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; 및 (d) 
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본원에 설명된 것들을 포함해서, 어떤 방법을 사용하여 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단을 증폭하는 단

계를 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단에 상보하는 단일가닥 DNA의 다수 카피가 생성

된다.

다른 양태로서, 본 발명은 라이브러리를 제조하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 본원에 설명된 섭트렉티브 혼성화 

프로브의 제조, 또는 본원에 설명된 차등 증폭을 포함한다.

이들 응용 중 어느 것은 본원에 설명된 증폭 방법(여러 가지의 성분 및 성분 중 어느 것의 다양한 구체예를 포함하여) 

중 어느 것을 사용할 수 있다. 예를 들어, 사용된 복합 프라이머는 3' DNA 부분에 인접할 수 있는 5' RNA 부분을 가

질 수 있다.

또한, 본 발명은 본원에 설명된 증폭 방법에 사용된 여러 가지 성분(및 성분의 다양한 조합)을 포함하는 조성물, 키트,

복합체, 반응 혼합물 및 시스템을 제공한다. 한 양태로서, 예를 들어, 본 발명은 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하

는 복합 프라이머, 및 무작위 프라이머인 제 2 프라이머를 포함하는 조성물을 제공한다. 어떤 구체예에서, 이들 조성

물은 RNA-의존성 DNA 중합효소(이것은 역전사효소일 수 있다)를 더 포함한다. 다른 구체예에서, 본 발명은 복합 프

라이머, 및 복합 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 없는(프라이머의 영역이 혼성화할 수 있는 조건하에서) 서열을 

포함하는 제 2 프라이머를 포함하는 조성물을 제공한다(반드시 그렇지는 않지만, 일반적으로 이 프라이머의 사용은 

프로프로모터 폴리뉴클레오티드가 혼성화할 수 있는 프라이머 확장 생성물을 생성한다). 어떤 구체예에서, 복합 프라

이머의 5' RNA 부분은 그것의 3' DNA 부분에 인접해 있다. 또 다른 구체예에서, 복합 프라이머의 5' RNA 부분은 약 

5 내지 약 20 뉴클레오티드이고, 3' DNA 부분은 약 5 내지 약 15 뉴클레오티드이다. 어떤 구체예에서, 프로프로모터 

폴리뉴클레오티드는 프로프로모터 주형 올리고뉴클레오티드(PTO)이다. 또 다른 구체예에서, 본 발명은 (a) 복합 프

라이머; (b) 제 2 프라이머(이것은 무작위 프라이머일 수 있다); 및 (c) 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(이것은 어떤 

구체예에서 PTO이 다)를 포함하는 조성물을 제공한다.

다른 양태로서, 본 발명은 본원에 설명된 복합체(이것은 일반적으로 최종 증폭 생성물에 관한 중간체로서 고려된다)

를 포함하는 조성물을 제공한다(또한, 이들 다양한 복합체를 전형적인 도식으로 묘사한 도면 참조). 예를 들어, 본 발

명은 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 가닥; 및 (b) 표적 RNA 가닥

의 복합체를 포함하는 조성물을 제공한다. 또 다른 양태로서, 본 발명은 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복

합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 생성물; 및 (b) 제 2 프라이머(또는 단편) 확장 생성물의 복합체를 포함하는 조

성물을 제공한다. 또 다른 구체예에서, 본 발명은 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 프라이

머의 절단된 프라이머 확장 생성물; (b) 제 2 프라이머(또는 단편) 확장 생성물; 및 (c) 복합 프라이머의 복합체를 제

공한다.

다른 양태로서, 본 발명은 본 발명의 방법 중 어떤 양태에 의해 생성된 어떤 1개 이상의 생성물(중간체를 포함하여) 

및 이 생성물(중간체를 포함하여)을 포함하는 조성물을 포함한다. 생성물은 라이브러리 및 생성된 어떤 다른 집단을 

포함하며, 이것은 일반적으로 본원에 설명된 방법에 사용된 프라이머(들)의 성질에 기초한다.

다른 양태로서, 본 발명은 본원에 설명된 성분의 다양한 조합을 함유하는 반응 혼합물(또는 반응 혼합물을 포함하는 

조성물)을 제공한다. 예를 들어, 본 발명은 (a) 표적 RNA; (b) 3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머; 

(c) 제 2 프라이머; 및 (d) DNA 중합효소를 포함하는 반응 혼합물을 제공한다. 본원에 설명된 대로, 3' DNA 부분에 

인접한 5' RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머를 포함해서, 복합 프라이머 중 어느 것이(또는 복수의 복합 프라이머)

반응 혼합물에 있을 수 있다. 또한, 반응 혼합물은 RNase H와 같은 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소

를 더 포함할 수 있다. 또한, 본 발명의 반응 혼합물은 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(이것은 어떤 구체예에서 PTO

이다), 및/또는 RNA 중합효소를 포함할 수 있다. 또한, 본 발명의 반응 혼합물은 (a) 치환된 프라이머 확장 생성물(이

것은 복합 프라이머의 3' DNA 부분에 상보하는 5'-단부 서열을 함유하지만, 복합 프라이머의 RNA 부분에 상보하는 

서열은 함유하지 않는다); (b) 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(PTO 같은); 및 (c) RNA 중합효소를 포함할 수 있다.

다른 양태로서, 본 발명은 본원에 설명된 방법을 수행하는 키트를 제공한다. 적합한 패키징 상태이며 일반적으로(필

수적은 아니다) 적합한 지시사항을 함유하는 이들 키트는 증폭 방법에 사용되는 1개 이상의 성분을 함유한다. 예를 

들어, 본 발명은 3' DNA 부분 및 RNA 부분(이것은 5'일 수 있으며, 더 나아가서 3' DNA 부분에 인접할 수 있다)을 포

함하는 복합 프라이머, 및 제 2 프라이머(이것은 따로 패키지될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)를 포함하는 키트를

제공한다. 어떤 구체예에서, 이들 키트는 RNA를 증폭하기 위해서 프라이머를 사용하는데 대한 지시사항을 더 포함한

다. 키트에 있는 복합 프라이머는 본원에 설명된 어느 것일 수 있다. 키트는 (a) 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(PTO

같은); 및 (b) 본원에 설명된 효소, 예를 들어 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소(예를 들어, RNase H), 

DNA 중합효소(RNA-의존성 또는 DNA-의존성) 및 RNA 중합효소 중 어느 것과 같은 성분들을 더 함유할 수 있다. 

이들 키트 중 어느 것은 RNA를 증폭하기 위해서 성분을 사용하는데 대한 지시사항을 더 포함할 수 있다.

다른 양태로서, 본 발명은 본원에 설명된 증폭 방법을 행하기 위한 시스템을 제공한다. 예를 들어, 본 발명은 (a) 3' D
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NA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머; (b) 제 2 프라이머; (c) RNA-의존성 DNA 중합효소; (d) DNA-의

존성 DNA 중합효소; 및 (e) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소(RNase H 같은)을 포함하는, 표적 RNA

를 증폭하기 위한 시스템을 제공한다. 복합 프라이머는 3' DNA 부분에 인접한 5' RNA 부분을 포함하는 복합 프라이

머를 포함해서, 본원에 설명된 어느 것(1개 이상)일 수 있다. 이 시스템은 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(PTO 같은)

및/또는 RNA 중합효소를 더 포함할 수 있다. 본원에 설명된 대로, 본 발명의 시스템은 일반적으로 본 발명의 방법을 

수행하는데 적합한 1가지 이상의 장치를 포함한다.

도면의 간단한 설명

도 1A-1B는 복합 프라이머, 제 2 프라이머, 및 가닥 치환을 사용하여 표적 RNA에 상보하는 서열을 포함하는 단일가

닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 선형 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 2A-2C는 복합 프라이머, 제 2 프라이머, 가닥 치환 및 전사를 사용하여 표적 RNA의 다수 카피를 생성하는 증진

된 선형 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 3A-3B는 단일 복합 프라이머 및 가닥 치환을 사용하여 표적 RNA에 상보하는 서열을 포함하는 단일가닥 DNA 생

성물의 다수 카피를 생성하는 선형 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 4A-4B는 단일 복합 프라이머, 가닥 치환 및 전사를 사용하여 표적 RNA의 다수 카피를 생성하는 증진된 선형 등

온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 5는 폴리-dT 서열을 함유하는 단일 복합 프라이머 및 가닥 치환을 사용하여 표적 RNA에 상보하는 서열을 포함하

는 단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 선형 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 6은 무작위 서열을 포함하는 단일 복합 프라이머 및 가닥 치환을 사용하여 표적 RNA에 상보하는 서열을 포함하는

단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 선형 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 7은 단일 복합 프라이머 및 전사를 사용하여 표적 RNA에 상보하는 서열을 포함하는 RNA 생성물의 다수 카피를 

생성하는 증진된 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 8A-8E는 2개의 복합 프라이머 및 가닥 치환을 사용하여 표적 RNA에 상보하는 서열 및 표적 RNA와 동일한 서열

을 포함하는 단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 선형 등온 RNA 증폭 프로세스의 도식적인 표현이다.

도 9는 선형 등온 RNA 증폭을 사용하여 제조된 제 2 가닥 cDNA 상에 덧붙여진 규정된 서열을 포함하는 이중가닥 c

DNA로부터 증폭된 PCR 생성물을 나타내는 겔의 사진이다.

도 10은 선형 등온 RNA 증폭을 사용하여 생성된 생성물을 정량한 실시간 PCR 실험의 결과를 묘사하는 그래프이다.

발명을 수행하는 방식

발명의 개요 및 장점

본 발명은 RNA 서열의 증폭을 위한 신규한 방법, 조성물 및 키트를 개시한다. 본 방법은 단일 RNA 종 또는 RNA 종

의 풀의 등온 증폭을 제공한다. 어떤 방법은 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 DNA의 다수 카피의 생성

을 제공한다. 다른 방법은 관심의 RNA 서열의 다수 카피의 생성을 제공한다. 이들 방법은, 예를 들어 cDNA 라이브러

리 및 섭트렉티브 혼성화 프로브의 생성에 적합하다. 그것들은 단일가닥 DNA 또는 RNA 생성물을 생성하며, 이것은 

예를 들어 마이크로어레이 기술, 뿐만 아니라 차등 디스플레이와 같은 전기영동-기초 기술에 의한 다중 분석에 의한, 

유전자 프로파일링을 포함하는 여러 가지 용도에 기꺼이 적합하다. 본 방법은 자동화할 수 있으며, 열순환이 필요하지

않다.

본 발명의 방법은 RNA 서열의 풀과 같은, 1가지 이상의 RNA 종의 증폭에 관한 것이며, 특히 생물학적 샘플로부터의

총 RNA의 제조물에 있는 모든 RNA(mRNA 같은) 서열의 증폭에 적합하다. 따라서, 본 발명 방법의 주된 장점 중 하

나는 서열의 전체 풀을 증폭하는 능력이며, 이것은 세포, 예를 들어 관심의 생물학적 샘플에 있는 세포에서의 유전자 

발현 프로파일을 분석하는 능력에 필수적이다. 또한, 본 발명의 방법은 관심의 특이적 RNA 서열, 또는 다수의 RNA, 

예를 들어 관련된 RNA의 패밀리의 구성원을 증폭하는데 사용될 수 있다. 또한, 본 발명 방법은 아주 다수 의, 가장 바

람직하게는 샘플에 있는 모든 RNA(mRNA 같은) 서열을 증폭하는데 적합하다.
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많은 mRNA가 유니크 폴리-A 3'-단부를 가지는 한, mRNA의 3'-단부 서열로부터 개시된 증폭은 통상 cDNA 라이브

러리의 제조, 및 유전자 발현 프로파일링의 측정이나 또는 다른 응용을 위한 후속 서열 분석을 위해 수행된다. 본 발명

의 방법은 mRNA의 증폭된 3'-부분의 라이브러리를 제조하는데도 유사하게 적합하다. 본 분야에 공지된 방법에 따라

서, 본 발명의 방법에 사용된 복합 프라이머는 무작위 서열을 사용함에 의해서 샘플에 있는 다수의 또는 모든 mRNA 

종에 혼성화할 수 있도록 디자인될 수 있다. 또는 달리, 선택된 RNA 또는 관련된 RNA의 패밀리가 증폭된다면, 복합 

프라이머는 선택된 RNA 또는 관련된 RNA의 패밀리에 혼성화할 수 있는 서열(들)을 포함할 것이다.

일반적으로, 본 방법은 특별히 디자인된 프라이머, 일반적으로 1개 이상의 RNA/DNA 복합 프라이머를 사용하여, 특

정한 특징(예를 들어, 효소에 의해 절단가능한)을 가지는 부분을 포함하는 제 1 및 제 2 가닥 cDNA의 복합체를 생성

하는 것을 포함한다. 본원에 사용된 대로, 'cDNA'는 폴리뉴클레오티드 프라이머 확장 생성물로 간주된다고 이해된다.

일반적으로, 복합체는 이중가닥 cDNA 복합체의 단부에 RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 포함한다. 이중가닥 cDNA 복

합체 단부에 있는 RNA/DNA 헤테로듀플렉스는, 일반적으로 복합 프라이머의 RNA 부분에 의해 도입된 규정된 단부 

서열을 포함할 수 있다. 본 발명의 방법에 따르는 복합 프라이머는, 일반적으로 표적 RNA(들)에 혼성화할 수 있도록 

디자인된 3' DNA 부분을 포함한다. 복합 프라이머의 나머지 부분(들)(5' RNA 부분과 같은)은 반드시 그렇지는 않지

만 일반적으로 표적 RNA에 혼성화할 수 없는 서열(이것은 프라이머가 표적 RNA에 결합될 때 꼬리를 구성한다)을 포

함한다. 따라서, 그리고 본원의 설명으로 분명해진 바와 같이, 서열(또는 혼성화 주형)에 혼성화하는 프라이머에 대한

기준은, 프라이머의 적어도 일부가 혼성화되는 구체예 뿐만 아니라, 전체 프라이머가 혼성화되는 구체예를 포함한다.

이중가닥 cDNA 복합체는 다음과 같은 선형 증폭에 대한 기질이다: RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소(

RNase H 같은)는, 제 1 복합 프라이머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있는 복합 프라이머에 의한 결합에 이용

할 수 있는, 제 2 가닥 cDNA 상의 3' DNA 서열을 남기면서, 혼성체로부터 RNA 서열을 절단한다. DNA 중합효소에 

의한 결합된 복합 프라이머의 확장은 프라이머 확장 생성물을 생성하며, 이것은 이미 결합된 절단된 제 1 프라이머 확

장 생성물을 치환함으로써 단일가닥 DNA 생성물을 축적한다. 단일가닥 DNA 생성물은 표적 RNA(또는 '안티센스' D

NA)의 보체의 카피이다. 이런 선형 증폭은 'SPIA'(단일 프라이머 선형 증폭)로 간주되며, Kurn 등의 미국 특허 번호 

6,251,639 B1에 설명된다.

한 양태로서, 본 발명은 다음과 같이 행해진다: 복합 RNA/DNA 프라이머가 주형 RNA의 복제를 위한 기초를 형성한

다. 복합 프라이머(또한, 본원에서 '제 1 프라이머'로 간주됨)는 관심의 RNA 서열(들)을 포함하는 주형 RNA에 혼성화

하고, 복합 프라이머는 RNA-의존성 DNA 중합효소에 의해 확장되어 제 1 프라이머 확장 생성물('복합 프라이머 확장

생성물' 또는 '제 1 가닥 cDNA'라고도 함)을 형성한다. 주형 RNA의 절단 후, 제 2 프라이머 확장 생성물('제 2 가닥 c

DNA'라고도 함)이 제 1 프라이머 확장 생성물과의 복합체로 형성된다(하기 설명된 대로). 제 1 및 제 2 프라이머 확

장 생성물의 복합체는 제 1 프라이머 확장 생성물에 있는 복합 프라이머의 존재로 인해 한 단부에서 RNA/DNA 혼성

체로 이루어진다. RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소(RNase H 같은)와 같은 제제는, 제 1 복합 프라이

머와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있는 다른 복합 프라이머에 의한 결합에 이용할 수 있는, 제 2 프라이머 확장

생성물 상의 서열을 남기면서, 혼성체로부터 RNA 서열을 절단한다. 다른 제 1(복합) 프라이머 확장 생성물은 DNA 

중합효소에 의해 생성되며, 이것은 이미 결합된 절단된 제 1 프라이머 확장 생성물을 치환하여, 치환된 절단된 제 1 

프라이머 확장 생성물을 가져온다.

본 발명의 어떤 구체예에서, 제 2 프라이머 확장 생성물은 다음과 같이 형성된다: RNA 주형의 절단 후, 제 2 프라이

머가 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화되고 확장되어, 제 1 프라이머 확장 생성물과의 혼성체로 제 2 프라이머 확

장 생성물을 형성한다. 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체는 제 1 프라이머 확장 생성물에 있는 복합 프라

이머의 존재로 인해 한 단부에서 RNA/DNA 혼성체로 이루어진다. 제 2 프라이머는 제 1 DNA 가닥에 혼성화하여, D

NA 중합효소에 의해 제 1 프라이머 확장 생성물을 따라서 확장되어 제 2 프라이머 확장 생성물을 만들 수 있는 어떤 

서열이다. 따라서, 어떤 구체예에서, 제 2 프라이머는 올리고뉴클레오티드이며, 이것은 무작위 서열(즉, 샘플에 있는 

1개 이상의 서열에 혼성화할 수 있도록(주어진 세트의 조건하에서) 디자인된 서열)을 포함할 수도 또는 그렇지 않을 

수도 있다. 다른 구체예에서, 그것은 제 1 DNA 가닥에 있는 서열(예를 들어, 헤어핀 또는 자가-아닐된 구조)에 혼성

화된 제 1 DNA 가닥의 서열(일반적으로, 3'-단부에 있는)을 포함한다.

증폭 방법의 다른 양태로서, 표적 RNA의 1개 이상의 단편이 제 2 프라이머 확장 생성물의 프라이머로서 작용한다. 

표적 RNA 및 제 1 프라이머 확장 생성물을 포함하는 초기 복합체에 있는 표적 RNA는, 주형 RNA의 적어도 1개 단편

이 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 채로 남아 있도록 하는 제제(RNase H 같은)로 절단된다. 본 발명의 이 양

태에서, 1개(또는 그 이상)의 주형 RNA 단편(들)이 상술된 방식에 제 2 '프라이머'로서 작용하여, 상술된 증폭 방법에

서 제 2 프라이머 확장 생성물과 동일한 기능을 가지는 단편 확장 생성물을 생성한다. 본 발명의 방법에서 적합한 RN

A 단편은 제 1 가닥 cDNA로부터 해리되지 않을 만큼 충분히 긴 것으로서, 바람직하게 약 3 내지 약 30, 더 바람직하

게 약 5 내지 약 25, 더욱 더 바람직하게 약 10 내지 약 20, 가장 바람직하게 약 12 내지 약 17 뉴클레오티드 길이이

다.

전사를 포함하는 구체예(본원에서 '증진된' 방법으로 간주됨)에서, 제 2 프라이머는, 치환된 제 1 프라이머 확장 생성

물(최초의 제 1 복합 프라이머 확장 생성물 이외의 다른 것)이 프로프로모터(또한, 본원에서 '프로프로모터 폴리뉴클
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레오티드'로 간주됨)를 포함하는 폴리뉴클레오티드가 혼성화할 수 있는 서열을 함유하도록 하는 서열을 더 포함할 수

있다. 프로프로모터 폴리뉴클레오티드와 치환된 프라이머 확장 생성물의 혼성화 및 치환된 제 1 프라이머 확장 생성

물의 3'-단부의 확장(만약 오버행이 있다면)은 전사(DNA-의존성 RNA 중합효소에 의한)를 유도하여 센스 RNA 생성

물을 생성하는 이중가닥 프로모터 영역을 가져온다. 이 '증진된' 접근법은 Kurn 등의 미국 특허 번호 6,251,639 B1에

설명된다.

따라서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 적어도 1개 카피를 생성하는 방법을 제공

하며, 이 방법은 (a) 관심의 RNA 서열을 포함하는 표적 RNA; (b) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 제 1(복합) 

프라이머; (c) 복합 프라이머의 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 제 2 프라이머; (d) RNA-의존성 DNA 중합효소; (e)

DNA-의존성 DNA 중합효소; (f) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 같은); 및 (g) 디옥시리보뉴클

레오시드 트리포스페이트 또는 적합한 유사체(이것은 표지될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)를 조합하고 반응시키

는 것을 포함한다. 전사를 포함하는 구체예(즉, 증진된 방법)에서는, 또한, (h) 프로프로모터 및 제 1 프라이머의 확장 

생성물(치환된 프라이머 확장 생성물)에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; (i) RNA 중합

효소; 및 (j) 리보뉴클레오시드 트리포스페이트 또는 적합한 유사체(이것은 표지될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)

가 증폭 반응에 포함된다(상기 기재된 성분들과 동시에 또는 따로 첨가된다). 이 조합은 프라이머 혼성화, 프라이머 

확장, RNA 절단, 및 제 1 프라이머 확장 생성물의 RNA가 절단되고 다른 제 1 프라이머가 절단된 RNA에 의해 비워

진 부위에서 결합할 때, 제 1 프라이머 확장 생성물의 치환을 위한 적합한 조건을 겪게 된다. 전사를 포함하는 구체예

에서, 사용된 조건은 또한 프로프로모터 폴리뉴클레오티드와 치환된 절단된 제 1 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 이

중가닥 프로모터 영역을 생성하기 위한 절단된 제 1 프라이머 확장 생성물의 3'- 단부의 확장(필요한 경우), 및 프로

모터에 의해 유도된 RNA 전사에도 적합하다. 본원에 설명되고 예시된 바와 같이, 상술된 반응 혼합물은 상이한 양태

의 증폭 프로세스에 해당하는, 분리된 일반적으로 연속적인 인큐베이션을 위해 2개 이상의 상이한 반응 혼합물로 세

분될 수 있다(예를 들어, 실시예 1 참조).

증폭 방법의 다른 양태로서, 표적 RNA의 단편이 제 2 DNA 가닥 합성의 프라이머로서 작용한다. 표적 RNA 및 복합 

프라이머 확장 생성물을 포함하는 초기 복합체에 있는 표적 RNA는, 주형 RNA의 적어도 1개 단편이 복합 프라이머 

확장 생성물에 혼성화된 채로 남아 있도록 하는 효소(RNase H 같은)로 절단된다. 본 발명의 이 양태에서, 1개(또는 

그 이상)의 주형 RNA 단편(들)이 상술된 방식에서 제 2 '프라이머'로서 작용하여, 상술된 증폭 방법에서 제 2 프라이

머 확장 생성물과 동일한 기능을 가지는 단편 확장 생성물을 생성한다.

어떤 구체예에서, 본 발명은 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 적어도 1개 카피를 생성하는 방

법을 제공하며, 이 방법은 (a) 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체; (b) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하

는 제 1(복합) 프라이머; (c) DNA-의존성 DNA 중합효소; (d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 제제(효소 

같은); 및 (e) 디옥시리보뉴클레오시드 트리포스페이트 또는 적합한 유사체(이것은 표지될 수도 또는 그렇지 않을 수

도 있다)를 조합하고 반응시키는 것을 포함한다. 전사를 포함하는 구체예에서는, 또한, (f) 프로프로모터 및 제 1 프라

이머의 확장 생성물(치환된 프라이머 확장 생성물)에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; (

g) RNA 중합효소; 및 (h) 리보뉴클레오시드 트리포스페이트 또는 적합한 유사체(이것은 표지될 수도 또는 그렇지 않

을 수도 있다)가 증폭 반응에 포함된다(상기 기재된 성분들과 동시에 또는 따로 첨가된다). 이 조합은 프라이머 혼성

화, 프라이머 확장, RNA 절단, 및 제 1 프라이머 확장 생성물의 RNA가 절단되고 다른 제 1 프라이머가 절단된 RNA

에 의해 비워진 제 2 프라이머 확장 생성물 상의 부위에서 결합할 때, 제 1 프라이머 확장 생성물의 치환을 위한 적합

한 조건을 겪게 된다. 전사를 포함하는 구체예에서, 사용된 조건은 또한 프로프로모터 폴리뉴클레오티드와 치환된 제

1 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 이중가닥 프로모터 영역을 생성하기 위한 제 1 프라이머 확장 생성물의 3'-단부의

확장(필요한 경우), 및 프로모터에 의해 유도된 RNA 전사에도 적합하다.

다른 양태로서, 본 발명은 제 1 복합 프라이머, 제 2 복합 프라이머('역복합' 프라이머라고 명명함), 및 표적 RNA 단편

을 사용하여 관심의 RNA 서열의 단일가닥 안티센스 및 센스 DNA 카피를 생성하는 방법을 제공한다. 이 방법은 (a) 

이중가닥 cDNA의 각 단부에 RNA-DNA 헤테로듀플렉스를 포함하는 이중가닥 cDNA의 형성; 및 (b) 2개 복합 프라

이머로부터의 프라이머 확장 및 가닥 치환에 의한 제 1 가닥(센스) cDNA 및 제 2 가닥(안티센스) cDNA의 선형 증폭

을 포함한다. 단일가닥의 제 1 및 제 2 가닥 cDNA 생성물이 생성된다. 이 생성물은 예를 들어 cDNA 라이브러리를 

생성하는데 유용하다. 분명한 대로, 본 발명의 이 양태에서, 제 2 프라이머 확장 생성물은 복합 프라이머에 의해 프라

임된다.

본 발명의 방법은 증폭 생성물을 사용하는 방법(소위 '응용'이라고 함)을 포 함한다. 어떤 구체예에서, 본 발명은 RNA

서열을 서열화하는 방법을 제공한다. 증폭 생성물이 DNA인 본원에 설명된 방법에 기초한 서열화 방법에 있어서, 적

합한 dNTP 또는 그것의 유사체가 사용되며, 이것은 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있다.

다른 구체예에서, 본 발명은 핵산 서열 돌연변이를 검출하는 방법을 제공한다. 한 구체예에서, 표적 폴리뉴클레오티

드에서 단일가닥 입체구조 다형성을 검출 및/또는 확인하기 위해 증폭 생성물이 사용된다.
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본 발명은 관심의 RNA 서열을 특성화하는(예를 들어, RNA 서열의 존재 또는 부재를 검출하고 및/또는 정량하는)하

는 방법을 제공하며, 이 방법은 본 발명의 증폭 방법을 사용하여 DNA 또는 RNA 생성물을 생성하고, 어레이 기술 또

는 용액상 기술에 기초한 것들과 같은 검출/정량 방법에 의해 생성물을 분석함에 의한다. 이들 증폭 생성물은 표지될 

수도 또는 표지되지 않을 수도 있다.

또 다른 구체예에서, 본 발명은 본 발명의 증폭 방법의 증폭 생성물을 사용하여 핵산(DNA 또는 RNA)의 마이크로어

레이를 생성하는 방법을 포함해서, 핵산을 고정하는 방법을 제공한다.

다른 구체예에서, 본 발명은 cDNA 라이브러리를 생성하는 방법, 섭트렉티브 혼성화 프로브를 생성하는 방법, 및 섭

트렉티브 혼성화 라이브러리를 생성하는 방법을 제공한다.

유전자 발현 레벨의 검출 및 정량을 위한 다양한 방법이 최근 수년 동안 개발되고 있다. 예를 들어, 규정된 cDNA 또

는 올리고뉴클레오티드가, 예를 들어 고 체 또는 반고체 기판 위의, 또는 규정된 입자 위의 분리된 위치에 고정되어 있

는 마이크로어레이가 주어진 견본에 있는 다수 유전자 발현의 검출 및/또는 정량을 가능하게 한다.

샘플에 있는 다수의 mRNA 종(이것은 차례로 유전자 발현 프로파일링의 척도로서 사용된다)의 존재 또는 부재를 검

출하고 및/또는 정량하는 이미 공지된 이들 방법을 사용하는 것은 일반적으로 cDNA의 직접적 표지화를 필요로 하며,

다량의 투입 총 RNA를 필요로 하는데, 이것은 부분적으로 mRNA가 총 RNA 풀의 적은 부분집합만을 대표하기 때문

이다. 따라서, 주어진 세포 또는 조직 샘플로부터의 총 RNA 제조물을 사용할 때, 어레이와 같은 방법을 사용하여 샘

플에서 유전자 발현을 분석하는 것은 실질적인 양의 투입 RNA를 필요로 하며, 이것은 일반적으로 50 내지 200㎍이

다. 유사하게, 총 RNA 제조물로부터 정제된 2 내지 5㎍의 mRNA가 어레이 기술을 사용한 유전자 발현 프로파일링의

단일 분석에 일반적으로 필요할 것이다. 필요한 세포수, 또는 조직 견본의 크기가 매우 크고, 이들 세포 또는 조직 견

본이 주로 시험에 이용하기 힘들며 너무 귀하다는 점에서, 이것은 어레이 기술에 기초한 것들과 같은 방법의 명백한 

한계이다. 이런 한계는, 연구될 세포가 희귀하고 및/또는 시험관내에서 배양하기 어려운 임상 견본의 연구에서, 그리

고 이펙터 분자 라이브러리의 고처리량 스크리닝에서 특히 심하다. 또한, 선행의 전사-기초 mRNA 증폭 방법(예를 

들어, Lockhart 등, Nature Biotechnology (1996), 14, 1675-1680; van Gelder 등, 미국 특허 번호 5,716,785에 

설명됨)은 DNA-의존성 RNA 중합효소의 증폭 효능에서 제한되며, 이들 방법 중 일부는 여러 단계를 필요로 한다. 더

욱이, 중합효소 프로모터 서열이 병용되는 프로세스는 비-특이적 증폭을 가져오는 경향이 있다.

본 발명의 방법은 높은 특이성의 표적 증폭을 제공하는 조건하에서 mRNA를 효과적으로 증폭하는 능력을 제공하며, 

이것은 일반적으로 투입 RNA의 분포를 반영한다. 따라서, 강력한 어레이 기술, 실시간 PCR, 정량적 TaqMan, 분자 

신호를 사용하는 정량적 PCR 등에 기초한 것들과 같은, 본 발명의 증폭 생성물과 함께 사용될 수 있는 검출/정량 방

법의 유용성이 당연히 대단히 증진될 것이다.

본 발명의 증폭 방법의 선형 양태는 표적 증폭의 특이성을 상당히 증가시킨다. 관심의 서열의 다수 카피의 생성이 증

폭 생성물의 순환적 지수적 증폭에 의존하지도 기초하지도 않으므로, 얻어진 생성물의 특이성이 대단히 증진된다. 다

양한 종의 증폭 생성물의 분포는 일반적으로 투입 RNA의 분포를 반영한다.

본 발명의 방법은 열순환이 필요하지 않으며, 여러 단계가 상이한 온도에서 수행되기도 하지만, 모든 단계는 등온적

으로 수행될 수 있다. 이런 특징은 고처리량 과정을 위한 자동화 및 개조를 용이하게 하는 것을 포함해서, 많은 장점을

제공한다. 등온 반응은 열순환에 의해 제공되는 반응보다 더 빠르며, 소형화된 장치에서 본 발명의 방법을 수행하는데

적합하다.

RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 포함하는 중간체 이중가닥 cDNA 복합체가 선형 증폭의 기질을 제공한다. RNA/DNA 

헤테로듀플렉스의 RNA 부분 절단은 이중가닥 cDNA 중간체 복합체를 변성시킬 필요 없이 더 이상의 증폭을 허락한

다. 더욱이, 절단된 이중가닥 cDNA 복합체는 대개 이중가닥이므로, 단일가닥 주형의 2차 구조가 후속 증폭을 방해할

가능성이 줄어든다.

마지막으로, 본 발명 방법의 대부분은 단일가닥 생성물을 생성하며, 이로써 생성물은 균질한 방식으로, 즉 용액 상태

의 프로브와 결합하거나, 또는 고체 지지체에 고정된 프로브와 결합하기 더욱 쉬워진다. 본 발명 방법의 이중가닥 생

성물은 예를 들어 cDNA 라이브러리의 생성에 유용하다.

일반적으로 집단 내의 다양한 mRNA 종의 대표성을 변경시키지 않는, 높은 특이성의 표적 증폭을 제공하는 조건하에

서 mRNA(또는 어떤 다른 바람직한 RNA 종 또는 집단)을 효과적으로 증폭하는 능력은 강력한 어레이 기술에 기초한

것들과 같은 검출/정량 방법의 유용성을 대단히 증진시킬 것이다.

일반적 기술
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달리 지시되지 않는다면, 본 발명의 실행은 분자생물학(재조합 기술을 포함하는), 미생물학, 세포생물학, 생화학 및 

면역학의 종래 기술을 사용할 것이며, 이것들은 본 분야의 범위 내이다. 그러한 기술은 '분자 클로닝: 실험 매뉴얼', 2

판 (Sambrook 등, 1989); '올리고뉴클레오티드 합성'(M. J. Gait, 편집, 1984; '동물 세포 배양'(R. I. Freshney, 편집,

1987); '효소학 방법'(아카데믹 프레스사); '분자생물학의 배양 프로토콜'(F. M. Ausubel 등, 편집, 1987, 및 정기개정

판); 'PCR: 중합효소 연쇄 반응'(Mullis 등, 편집, 1994)과 같은 문헌에 충분히 설명된다.

본 발명에서 사용된 프라이머, 올리고뉴클레오티드 및 폴리뉴클레오티드는 본 분야에 공지된 표준 기술을 사용하여 

생성될 수 있다.

정의

본원에 사용된 '표적 서열,' '표적 핵산,' 또는 '표적 DNA'는 증폭하고자 하는 관심의 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티

드이다. 표적 서열은 그것의 실제 서열에 관해서 기지일 수도 또는 미지일 수도 있다. 어떤 경우, 용어 '표적,' '주형,' 

및 그것의 변형이 상호교환하여 사용된다.

본원에 사용된 '증폭,' 또는 '증폭하는'은 일반적으로 원하는 서열의 다수 카피를 생성하는 프로세스로 간주한다. '다수

카피'는 적어도 2개의 카피를 의미한다. '카피'가 반드시 주형 서열에 대한 완벽한 서열 상보성 또는 동일성을 의미하

는 것은 아니다. 예를 들어, 카피는 디옥시이노신과 같은 뉴클레오티드 유사체, 고의적인 서열 변경(주형 서열에 혼성

화할 수 있지만 상보하지 않는 서열을 포함하는 프라이머를 통해 도입된 서열 변경, 또는 프라이머를 통해 도입된 비-

표적 서열과 같은), 및/또는 증폭 동안 발생하는 서열 오차를 포함할 수 있다. 서열을 '증폭하는' 것은 일반적으로 서열

의 카피 또는 그것의 보체를 만드는 것으로 간주하며, 상술된 바와 같이, 카피화가 반드시 주형 서열에 관한 완벽한 서

열 상보성 또는 동일성을 의미하는 것은 아니다.

본원에 상호교환하여 사용된 '폴리뉴클레오티드,' 또는 '핵산'은 어떤 길이의 뉴클레오티드의 중합체로 간주하며, DN

A 및 RNA를 포함한다. 뉴클레오티드는 디옥시리보뉴클레오티드, 리보뉴클레오티드, 변형 뉴클레오티드 또는 염기, 

및/또는 그것들의 유사체, 또는 DNA 또는 RNA 중합효소에 의해 중합체에 결합될 수 있는 어떤 기질일 수 있다. 폴리

뉴클레오티드는 메틸화된 뉴클레오티드 및 그것의 유사체와 같은 변형 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 만일 존재한

다면, 뉴클레오티드 구조에 대한 변형은 중합체의 회합 전 또는 후에 부여될 수 있다. 뉴클레오티드의 서열은 비-뉴클

레오티드 성분에 의해 가로막힐 수 있다. 폴리뉴클레오티드는 중합 후에, 예를 들어 표지 성분과의 콘쥬게이션에 의해

더 변형될 수 있다. 다른 종류의 변형은, 예를 들어 '모자', 유사체로 자연발생한 뉴클레오티드 중 1개 이상의 치환, 뉴

클레오티드간 변형, 예를 들어 하전되지 않은 결합(예를 들어, 메틸 포스포네이트, 포스포트리에스테르, 포스포아미데

이트, 카바메이트 등) 및 하전된 결합(예를 들어, 포스포로티오에이트, 포스포로디티오에이트 등)을 갖는 것들, 예를 

들어 단백질(예를 들어, 뉴클레아제, 독소, 항체, 신호 펩티드, ply-L-리신 등)과 같은 펜던트 부분을 함유하는 것들, 

개재제(예를 들어, 아크리딘, 프소랄렌 등)를 갖는 것들, 킬레이트제(예를 들어, 금속, 방사성 금속, 붕소, 산화성 금속 

등)을 함유하는 것들, 알킬화제를 함유하는 것들, 변형 결합(예를 들어, 알파 아노머 핵산 등)을 갖는 것들, 뿐만 아니

라 변형되지 않은 형태의 폴리뉴클레오티드(들)를 포함한다. 더 나아가서, 대개 당에 존재하는 히드록실기 중 어느 것

은, 예를 들어 포스포네이트기, 포스페이트기로 교체, 표준 보호기로 보호, 또는 추가 뉴클레오티드와의 추가 결합을 

준비하기 위해서 활성화될 수 있거나, 또는 고체 지지체에 콘쥬게이트될 수 있다. 5' 및 3' 말단 OH는 포스포릴화되거

나, 또는 아민 또는 1 내지 20 탄소 원자의 유기 모자기 부분으로 치환될 수 있다. 또한, 다른 히드록실은 표준 보호기

로 유도될 수 있다. 또한, 폴리뉴클레오티드는, 예를 들어 2'-O-메틸-, 2'-O-알릴, 2'-플루오로- 또는 2'-아지도-리

보스를 포함해서, 일반적으로 본 분야에 공지된 리보스 또는 디옥시리보스 당의 유사 형태, 탄소환식 당 유사체, α- 

아노머 당, 아라비노스, 크실로스 또는 리소스와 같은 에피머 당, 피라노스 당, 푸라노스 당, 세도헵튤로스, 비환식 유

사체 및 메틸 리보시드와 같은 비염기성 뉴클레오시드 유사체를 함유할 수 있다. 1개 이상의 포스포디에스테르 결합

은 다른 결합기로 교체될 수 있다. 이들 다른 결합기는, 제한은 없지만, 포스페이트가 P(O)S('티오에이트'), P(S)S('디

티오에이트'), (O)NR 2 ('아미데이트'), P(O)R, P(O)- OR', CO 또는 CH 2 ('포름아세탈')로 교체된 구체예를 포함하

며, 여기에서 각 R 또는 R'는 독립적으로 H, 또는 에테르(-O-) 결합을 선택적으로 함유하는 치환 또는 비치환 알킬(1

-20C), 아릴, 알켄일, 시클로알킬, 시클로알켄일 또는 아랄딜이다. 폴리뉴클레오티드에 있는 모든 결합이 동일할 필

요는 없다. 전술한 설명은 RNA 및 DNA를 포함하여 본원에 언급된 모든 폴리뉴클레오티드에 적용된다.

본원에 사용된 '표지된 dNTP,' 또는 '표지된 rNTP'는 각각 직접 또는 간접적으로 표지가 부착된 dNTP 또는 rNTP, 

또는 그것의 유사체로 간주한다. 예를 들어, '표지된' dNTP 또는 rNTP는, 예를 들어 염료 및/또는 특이적 결합쌍(바

이오틴-아비딘과 같은)의 구성원과 같은 검출가능한 부분으로 직접적으로 표지될 수 있다. 또한, '표지된' dNTP 또는

rNTP는, 예를 들어 표지가 부착된/부착될 수 있는 부분에 그것을 부착시킴으로써 간접적으로 표지될 수 있다. dNTP

또는 rNTP는 확장 생성물과 dNTP 또는 rNTP의 결합 후 표지가 부착될 수 있는 부분(예를 들어, 아민기)을 포함할 

수 있다. 본 발명에 유용한 표지는 형광 표지(예를 들어, 플루오레세인 이소티오시아네이트, 텍사스 레드, 로다민, 녹

색 형광 단백질 등), 방사성 동위원소( 예를 들어, 3 H, 35 S, 32 P, 33 P, 125 I 또는 14 C), 효소(예를 들어, LacZ, 양

고추냉이 퍼옥시다제, 알칼리성 포스파타제), 디옥시게닌, 및 콜로이드상 금 또는 착색 유리 또는 플라스틱(예를 들어,

폴리스티렌, 폴리프로필렌, 라텍스 등) 비드와 같은 색채 표지를 포함한다. 다양한 항-리간드 및 리간드가 사용될 수 

있다(그 자체가 표지로서 또는 표지를 부착하기 위한 수단으로서). 바이오틴, 티로신 및 코르티솔과 같은 천연 항-리
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간드를 가지는 리간드의 경우, 이 리간드는 표지된 항-리간드와 함께 사용될 수 있다.

본원에 사용된 dNTP 또는 rNTP의 '종류'는 뉴클레오티드의 특정 염기, 즉 아데닌, 시토신, 티민, 우리딘 또는 구아닌

으로 간주한다.

본원에 사용된 '올리고뉴클레오티드'는 일반적으로, 짧고, 일반적으로 단일가닥이며, 일반적으로 합성된 폴리뉴클레

오티드로 간주하며, 이것은 반드시 그렇지는 않지만 일반적으로 약 200 뉴클레오티드 길이 미만이다. 본 발명의 올리

고뉴클레오티드는 복합 프라이머 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드(PTO 같은)를 포함한다. 용어 '올리고뉴클레오

티드'와 '폴리뉴클레오티드'는 서로 배타적이지 않다. 폴리뉴클레오티드에 대한 상기 설명은 올리고뉴클레오티드에도

동일하며 충분하게 적용할 수 있다.

본원에 사용된 '프라이머'는 일반적으로 3'-OH 기가 없는 뉴클레오티드 서열로 간주하며, 이것은 주형 서열(표적 RN

A, 또는 프라이머 확장 생성물 같은)과 혼성화하고, 주형에 상보하는 폴리뉴클레오티드의 중합을 촉진할 수 있다. '프

라이 머'는 예를 들어 올리고뉴클레오티드일 수 있다. 그것은 또한, 예를 들어 주형 자체에 있는 서열(예를 들어, 헤파

린 루프)에 혼성화되고, 뉴클레오티드 중합을 촉진할 수 있는 주형의 서열(프라이머 확장 생성물 또는 주형-DNA 복

합체의 RNase 절단 후 생겨난 주형의 단편과 같은)일 수 있다. 따라서, 프라이머는 외인성(예를 들어, 부가된) 프라이

머 또는 내인성(예를 들어, 주형 단편) 프라이머 일 수 있다.

본원에 사용된 '무작위 프라이머'는 샘플에 있는 특정한 또는 특이적 서열에 반드시 기초하여 디자인되지는 않지만, 

무작위 프라이머의 서열이 샘플에 있는 1개 이상의 서열에 혼성화할 수 있는(주어진 세트의 조건하에서) 통계적 기대

값(또는 실험적 관찰)에는 어느 정도 기초한 서열을 포함하는 프라이머이다. 무작위 프라이머(또는 그것의 보체)의 서

열은 천연발생일 수도 또는 그렇지 않을 수도 있거나, 또는 관심의 샘플에 있는 서열의 풀에 존재할 수도 또는 그렇지

않을 수도 있다. 단일 반응 혼합물에 있는 복수의 RNA 종의 증폭은 반드시 그렇지는 않지만 일반적으로 다수의, 바람

직하게는 아주 다수의 무작위 프라이머를 사용한다. 본 분야에서 잘 이해된 바와 같이, '무작위 프라이머'는 또한 원하

는 및/또는 유의한 수의 표적 서열에 혼성화하도록 집단적으로 디자인된 프라이머 집단(복수의 무작위 프라이머)의 

구성원인 프라이머로 간주할 수 있다. 무작위 프라이머는 핵산 서열 상의 복수의 부위에서 혼성화할 수 있다. 무작위 

프라이머의 사용은 표적의 정확한 서열에 대한 사전 지식을 요하지 않는 표적 폴리뉴클레오티드에 상보하는 프라이

머 확장 생성물을 생성하는 방법을 제공한다.

본원에 사용된 '프로토프로모터 서열,' 및 '프로프로모터 서열'은 이중가닥 형태로 RNA 전사를 매개할 수 있는 단일가

닥 DNA 서열 영역으로 간주한다. 어떤 내용에서, '프로토프로모터 서열,' '프로토프로모터,' '프로프로모터 서열,' '프

로프로모터,' '프로모터 서열,' 및 '프로모터'는 상호교환하여 사용된다.

본원에 사용된 '프로프로모터 폴리뉴클레오티드'는 프로프로모터 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드로 간주한다. 프

로프로모터 폴리뉴클레오티드의 예는 프로프로모터 주형 올리고뉴클레오티드(PTO)이다.

본원에 사용된 '프로프로모터 주형 올리고뉴클레오티드(PTO)' 및 '프로모터 주형 올리고뉴클레오티드(PTO)'는 프로

프로모터 서열 및 프라이머 확장 생성물의 3' 영역에 혼성화할 수 있는(주어진 세트의 조건하에서) 부분, 일반적으로 

3' 부분을 포함하는 올리고뉴클레오티드로 간주한다. 프로프로모터 서열 및 혼성화할 수 있는 부분은 동일하거나, 별

개거나 또는 올리고뉴클레오티드의 중복된 뉴클레오티드일 수 있다.

'저해'는 기준과 비교하여 활성, 기능, 및/또는 양을 감소시키거나 또는 줄이는 것이다.

'복합체'는 성분들의 회합체이다. 복합체는 안정할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있으며, 직접 또는 간접적으로 검출될 

수 있다. 예를 들어, 본원에 설명된 바와 같이, 주어진 어떤 반응 성분, 및 반응 생성물(들)의 종류로 복합체의 존재가 

추론될 수 있다. 본 발명의 목적을 위해서, 복합체는 일반적으로 최종 증폭 생성물(들)에 관한 중간체이다. 복합체의 

예는 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 핵산 듀플렉스이다.

본원에 상호교환하여 사용된 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드의 '부분' 또는 '영역'은 2개 이상의 염기의 

연속 서열이다. 다른 구체예에서, 영역 또는 부분은 적어도 약 3, 5, 10, 15, 20, 25 연속 뉴클레오티드 중 어느 것이

다.

다른 서열에 '인접한' 영역, 부분, 또는 서열은 그 영역, 부분, 또는 서열에 직접 접해 있다. 예를 들어, 복합 프라이머의

5' DNA 부분에 인접한 RNA 부분은 그 영역에 직접 접해 있다. 이 예의 도해로서 도 1A 및 2A를 참조.

'반응 혼합물'은 적합한 조건하에서 반응하여 복합체(이것은 중간체일 수 있다) 및/또는 생성물(들)을 형성하는 성분

들의 집합이다.
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'어떤' 및 '이' 등은 다른 지시가 없다면 복수 형태를 포함한다. '어떤' 단편은 1개 이상의 단편을 의미한다.

'포함하는'은 포함하는 것을 의미한다.

혼성화, 가닥 확장 등과 같은 사건이 일어나도록 '허용하는' 조건 또는 사건이 일어나는데 '적합한' 조건, 또는 '적합한'

조건은 그러한 사건이 일어나는 것을 방지하지 않는 조건이다. 따라서, 이들 조건은 사건을 허락하고, 증진시키고, 용

이하게 하고, 및/또는 사건에 이바지한다. 본 분야에 공지이고 본원에 설명된 그러한 조건은 예를 들어 뉴클레오티드 

서열의 성질, 온도, 및 완충액 조건에 좌우된다. 또한, 이들 조건은 혼성화, 절단, 가닥 확장 또는 전사와 같은, 원하는 

사건이 무엇인지에 좌우된다.

본원에 사용된 서열 '돌연변이'는 기준 서열과 비교하여 관심의 서열에 있는 어떤 서열 변경으로 간주한다. 기준 서열

은 야생형 서열 또는 관심의 서열과 비교 하고자 하는 서열일 수 있다. 서열 돌연변이는 단일 뉴클레오티드 변화, 또는

치환, 트랜스버죤, 결실 또는 삽입과 같은 메카니즘으로 인한, 서열에서의 1개 이상의 뉴클레오티드의 변경을 포함한

다. 또한, 단일 뉴클레오티드 다형성(SNP)이 본원에 사용된 서열 돌연변이이다.

본원에 사용된 '단일가닥 입체구조 다형성,' 및 'SSCP'는 일반적으로, 단일가닥 핵산의 특이적 핵산 서열에 의해 영향

을 받음에 따른, 단일가닥 핵산의 특이적 입체구조로 간주한다. 단일 뉴클레오티드 치환, 결실 또는 삽입과 같은, 단일

가닥 폴리뉴클레오티드의 서열 변경은 단일가닥 폴리뉴클레오티드의 입체구조의 변화, 또는 다형성을 가져온다. 폴

리뉴클레오티드의 입체구조는 일반적으로, 겔 전기영동에 의해 측정되는 전기영동도, 모세관 전기영동, 및/또는 엔도

뉴클레아제 다이제션에 대한 감수성과 같은, 본 분야에 공지된 방법을 사용하여 검출가능, 확인가능, 및/또는 구별가

능하다.

본원에 상호교환하여 사용된 '마이크로어레이' 및 '어레이'는 주로 미확인된 특징을 갖는 생화학적 샘플(표적)에 대한 

추정 결합(예를 들어, 혼성화에 의한) 부위의 어레이, 바람직하게 정돈된 어레이를 갖는 표면을 포함한다. 바람직한 

구체예에서, 마이크로어레이는 기판 위의 규정된 위치에 고정된 개별 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드 프

로브의 조립체로 간주한다. 어레이는 종이, 유리, 플라스틱(예를 들어, 폴리프로필렌, 나일론, 폴리스티렌), 폴리아크

릴아미드, 니트로셀룰로스, 규소, 광섬유 또는 어떤 다른 적합한 고체 또는 반고체 지지체와 같은 재료로 제작된 기판 

위에 형성되며, 평면(예를 들어, 유리 플레이트, 규소칩) 또는 3차원(예를 들어, 핀, 섬유, 비드, 입자, 마이크로타이터 

웰, 모세관) 입체배치로 배열된다. 어레이를 형성하는 프로브는 어떤 수의 방식에 의해 기판에 부착될 수 있으며, 이 

방식은 (i) 포토리소그래피 기술을 사용한 인시투 합성(예를 들어, 고밀도 올리고뉴클레오티드 어레이)(Fodor 등, Sci

ence (1991), 251:767-773; Pease 등, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1994), 91:5022-5026; Lockhart 등, Natu

re Biotechnology (1996), 14:1675; 미국 특허 번호 5,578,832; 5,556,752; 및 5,510, 270 참조); (ii) 유리, 나일론 

또는 니트로셀룰로스 상에 중간 내지 저-밀도(예를 들어, cDNA 프로브)로 스폿팅/프린팅(Schena 등, Science (199

5), 270:467-470; DeRisi 등, Nature Genetics (1996), 14:457-460; Shalon 등, Genome Res. (1996), 6:639-64

5; 및 Schena 등, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1995), 93:10539-11286); (iii) 마스킹에 의한 것(Maskos 및 Sout

hern, Nuc. Acids. Res. (1992), 20:1679-1684) 및 (iv) 나일론 또는 니트로셀룰로스 혼성화 멤브레인 상에 도트-블

롯팅에 의한 것(예를 들어, Sambrook 등, 1989, 분자 클로닝: 실험실 매뉴얼, 2판, 1-3권, Cold Spring Harbor Labo

ratory(Cold Spring Harbor, N.Y.) 참조)을 포함한다. 또한, 프로브는 앵커와의 혼성화에 의해, 자기 비드에 의해, 또

는 마이크로타이터 웰 또는 모세관에서처럼 유체상으로 기판 위에 비공유적으로 고정될 수 있다. 프로브 분자는 일반

적으로 DNA, RNA, PNA 및 cDNA와 같은 핵산이지만, 또한 표적 분자에 특이적으로 결합할 수 있는 단백질, 폴리펩

티드, 올리고당, 세포, 조직 및 그것들의 어떤 순열을 포함할 수도 있다.

용어 '3''은 일반적으로 동일한 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드 에 있는 다른 영역 또는 위치로부터 폴리

뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드 3'(하류)에 있는 영역 또는 위치로 간주한다.

용어 '5''는 일반적으로 동일한 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드에 있는 다른 영역 또는 위치로부터 폴리

뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드 5'(상류)에 있는 영역 또는 위치로 간주한다.

용어 '3'-DNA 부분,' '3'-DNA 영역,' '3'-RNA 부분,' 및 '3'-RNA 영역'은 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티

드의 3'-단부를 향해 위치된 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드의 부분 또는 영역으로 간주하며, 동일한 폴

리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드의 3'-most 뉴클레오티드에 부착된 3'-most 뉴클레오티드(들) 또는 부분

들을 포함할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다. 3'-most 뉴클레오티드(들)은 바람직하게 약 1 내지 약 50, 더 바람직

하게 약 10 내지 약 40, 더욱 더 바람직하게 약 20 내지 약 30 뉴클레오티드일 수 있다.

용어 '5'-DNA 부분,' '5'-DNA 영역,' '5'-RNA 부분,' 및 '5'-RNA 영역'은 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티

드의 5'-단부를 향해 위치된 폴리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드의 부분 또는 영역으로 간주하며, 동일한 폴

리뉴클레오티드 또는 올리고뉴클레오티드의 5'-most 뉴클레오티드에 부착된 5'-most 뉴클레오티드(들) 또는 부분

들을 포함할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다. 5'-most 뉴클레오티드(들)은 바람직하게 약 1 내지 약 50, 더 바람직
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하게 약 10 내지 약 40, 더욱 더 바람직하게 약 20 내지 약 30 뉴클레오티드일 수 있다.

당업자에 의해 잘 이해된 바와 같이, 프라이머의 '꼬리' 서열은 프라이머의 다른 영역(들) 또는 부분(들)이 표적에 혼

성화하는 조건하에서 표적 서열에 혼성화할 수 없는 서열이다.

본원에 사용된 생성물의 '부재의' 또는 '부재', 및 '생성물의 검출의 부족'은, 일반적으로 사이클링으로 인한 생성물의 

유의한 축적이 부족하기 때문인, 무의미한 또는 최소한의 레벨을 포함한다.

본 발명의 증폭 방법

다음은 본 발명의 증폭 방법의 예이다. 상기 제공된 일반적 설명이 주어진다면, 다양한 다른 구체예가 실행될 수 있다

는 것이 이해된다. 예를 들어, 복합 프라이머를 사용하는 것에 대한 기준은 본원에 설명된 복합 프라이머 중 어느 것이

사용될 수 있다는 것을 의미한다.

본 발명의 한 양태로서, 복합 프라이머 및 제 2 프라이머를 사용하여 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드

(DNA) 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법이 제공된다. 이 방법에서, 등온 선형 핵산 서열 증폭이 2개의

프라이머(복합 프라이머 및 제 2 프라이머) 및 가닥 치환을 사용하여 달성된다. 어떤 구체예에서, 전사 단계가 포함되

며(즉, '증진된' 방법), 센스 RNA 형태로 증폭 생성물이 생성된다.

본 발명의 다른 양태로서, 단일 프라이머(이것은 복합 프라이머이다)를 사용하여 관심의 RNA 서열에 상보하는 DNA 

서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법이 제공된다. 이 방법에서, 등온 선형 핵산 증폭은 단일 복합 프라이

머, 표적 RNA의 단편(이것은 내인성 프라이머로 작용한다), 및 가닥 치환을 사용하여 달성된 다. 어떤 구체예에서, 전

사 단계가 포함되며(즉, '증진된' 방법), 센스 RNA 형태로 증폭 생성물이 생성된다.

본원에 설명된 대로, 본 발명의 증폭 방법은 전사 단계를 더 포함할 수 있다. 전사될 프라이머 확장 생성물이 프로프

로모터 서열을 포함한다면, 일반적으로 프로프로모터를 포함하는 폴리뉴클레오티드(또한, 본원에서 '프로프로모터 폴

리뉴클레오티드'라고 함)와 프라이머 확장 생성물을 혼성화함으로써 이중가닥 프로모터 영역이 생성된다. 프라이머 

확장 생성물이 원하는 프로프로모터 서열을 포함하지 않는다면, 일반적으로 전사 단계는 프로모터 서열 올리고뉴클

레오티드(PTO)와 같은 프로프로모터 폴리뉴클레오티드의 사용에 의한, RNA 중합효소 프로프로모터 서열의 결합에 

좌우된다. PTO와 같은 프로프로모터 폴리뉴클레오티드는 단일가닥 프라이머 확장 생성물의 확장 및 한 단부에 이중

가닥 프로모터를 포함하는 부분 듀플렉스의 형성을 위한 주형으로 작용한다. 단일가닥 생성물과 프로프로모터 폴리

뉴클레오티드(PTO 같은)를 혼성화하는 능력은 일반적으로 프로프로모터 폴리뉴클레오티드의 3'-단부 서열에 상보

하는 규정된 3'-단부 서열을 갖는 프라이머 확장 생성물을 창출함으로써 달성된다.

본 발명 방법의 한 양태는 프라이머 확장의 개시, 및 증폭 기질 및 생성물의 생성을 위한, 복수의 RNA 서열과 같은, R

NA 서열에 혼성화할 수 있는 프라이머의 디자인을 포함한다.

복합 프라이머 및 제 2 프라이머를 사용한 선형 핵산 서열 증폭

본 발명은 복합 프라이머 및 제 2 프라이머, 그리고 가닥 치환을 사용하여 관심의 RNA 서열을 증폭하는 방법을 제공

한다. 이들 방법에 의한 증폭은 선형이며, 등온적으로 달성될 수 있다. 전사 단계를 포함하지 않는 구체예에서, 증폭된

생성물은 표적 RNA에 있는 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 단일가닥 DNA이다. 전사를 포함하는 구

체예에서, 증폭된 생성물은 표적 RNA에 있는 관심의 RNA 서열의 센스 RNA 카피이다.

본 발명의 복합 프라이머, 제 2 프라이머 및 가닥 치환-기초 방법의 한 구체예의 도식적 설명이 도 1A-B 및 2A-C에 

주어진다. 도 1A-B는 비-증진된 선형 방법을 예시한다. 도 2A-C는 증진된(즉, 전사 단계를 포함하는) 방법을 예시

한다. 이 방법은 다음의 단계를 포함한다: (a) 투입 RNA와 동일한 센스인 제 2 가닥 cDNA를 형성하는 단계: (b) 제 2

가닥 cDNA를 따라 일어나는 프라이머 확장(복합 프라이머로부터) 및 가닥 치환에 의해 제 2 가닥 cDNA 가닥의 보

체를 선형 증폭하는 단계; 및 증진된 방법에서 (c) 선형 증폭 단계의 생성물을 전사하여 센스 RNA 생성물의 다수 카

피를 생성하는 단계. 예시된 대로, 각 단계의 온도는 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있지만, 모든 단계는 등온적

이다.

도 1A-B에 예시된 구체예는 2개의 올리고뉴클레오티드를 사용하는데, 증폭에 사용되는 복합 프라이머(  1 로 표지) 

및 센스 보체 DNA(cDNA)('제 2 프라이머 확장 생성물' 또는 '제 2 가닥 cDNA라고도 함)의 형성에 사용되는 제 2 프

라이머(  2 로 표지)이다. 도 2A-C에 예시된 구체예는 3개의 올리고뉴클레오티드를 사용하는데, 증폭에 사용되는 복

합 프라이머(  1 로 표지); 제 2 가닥(센스) cDNA의 형성에 사용되는 제 2 프라이머(  2 로 표지); 및 DNA-의존성 R

NA 중합효소의 프로프로모터 서열을 포 함하는 폴리뉴클레오티드, 즉 프로모터 주형 올리고뉴클레오티드 (PTO)(  3

으로 표지)이다.
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복합 프라이머의 3' 부분은 증폭하길 원하는 RNA의 종류, 부류, 집단, 및/또는 종에 따라서, 많은 방식(서열에 관한) 

중 어느 것으로 디자인될 수 있다. 어떤 구체예에서, 도 1 및 2에 예시된 복합 프라이머  1 의 3' 부분은 mRNA의 폴리

-A 꼬리에 상보하는 서열을 포함하며, 3' 부분의 3'-단부에 추가의 무작위 서열(일반적으로 폴리-A 서열에 상보하지

않는)을 더 포함할 수도 있다. 다른 구체예에서, 복합 프라이머 1의 3' 부분은 다수의 RNA 종(이것은 2종 이상에서 

수백 또는 수천종 이상의 범위일 수 있다)에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하는 무작위 프라이머이다. 무작위 프라이

머는 본 분야에 공지되어 있으며, 예를 들어 그것들은 PCR-기초 과정을 사용하여 cDNA 라이브러리를 제조하는데 

광범위하게 사용되고 있다. 본 분야에서 잘 이해된 바와 같이, '무작위 프라이머'는 원하는 및/또는 유의한 수의 표적 

서열에 혼성화하도록 집단적으로 디자인된 프라이머 집단(복수의 무작위 프라이머)의 구성원인 프라이머로 간주할 

수 있다. 무작위 프라이머는 핵산 서열 상의 복수의 부위에서 혼성화할 수 있다.

다른 구체예에서, 복합 프라이머  1 의 3' 부분은 특이적 RNA 또는 RNA의 패밀리(또는 그것들의 부분)에 상보하거나

또는 혼성화할 수 있는 서열을 포함한다.

도 1 및 도 2에 예시된 어떤 구체예에서, 복합 프라이머 1의 5' 부분은 표적 서열에 혼성화할 수 없는(3' 부분이 RNA 

표적에 혼성화하는 조건하에서) 서열, 예를 들어 프라이머가 표적에 혼성화될 때 '꼬리'를 형성하는 서열일 수 있다. 

이 ' 꼬리' 서열은 일반적으로 제 1 프라이머 확장 생성물(제 1 가닥 cDNA)에 결합되며, 이 꼬리의 보체는 제 2 프라

이머 확장 생성물(제 2 가닥 cDNA)의 3'-단부에 결합될 것이다.

따라서, 어떤 구체예에서, 복합 프라이머 1은 동일한 5' RNA 부분 및 다수(이것은 적을수도 내지는 매우 클수도 수 

있다)의 관심의 RNA 서열을 증폭하도록 선택된 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머들의 혼합물이다. 다른 구체

예에서, 복합 프라이머  1 의 5' 부분은 표적 RNA에 혼성화할 수 있다. 도 1 및 도 2는 DNA 부분인 표적 서열에 혼성

화된 3' 부분 및 RNA 부분인 표적에 혼성화되지 않은 5' 부분을 묘사하지만, DNA 부분은 '꼬리'의 일부를 포함할 수 

있으며, 반대로 RNA 부분은 표적 RNA에 혼성화될 수 있다는 것이 이해된다. 예를 들어, 복합 프라이머의 5' RNA 부

분은 부분적으로 혼성화 가능하고, 부분적으로 혼성화 불가능할 수 있거나, 또는 복합 프라이머의 DNA 부분은 부분

적으로 혼성화 가능하고, 부분적으로 혼성화 불가능할 수 있거나, 또는 양쪽 다일 수 있다.

이들 도면에 예시된 대로, 복합 프라이머  1 은 그것의 3'-단부에 DNA 부분 A, 및 그것의 5'-단부에 RNA 부분 B를 

포함한다. 본원에 논의된 대로, 3' DNA 부분이 그것의 5' 방향으로 RNA 부분에 이어지고, 이 RNA 부분은 DNA 부분

에 이어진 복합 프라이머를 사용하는 것이 또한 가능하다. 이들 구획의 각각의 길이는 일반적으로 증폭의 효능을 최

대화 하도록 결정된다. 2-부분(즉, 3'-DNA-RNA-5') 복합 프라이머만을 도 1A-B 및 도 2A-C에 나타낸다.

도 1A-B 및 도 2A-C에 예시된 프라이머  2 는 반드시 그렇지는 않지만 DNA로 이루어질 수 있으며, 2개의 구획('부

분' 또는 '영역'이라고도 함)을 포함할 수 있다. 프라이머  2 의 3' 부분 F는 생물학적 샘플에 있는 많은, 대부분의 및/

또는 모든 가능한 mRNA 서열의 무작위 프라이밍을 위해 선택될 수 있다. 무작위 프라이머는 본 분야에 공지되어 있

으며, 예를 들어 그것들은 PCR-기초 과정을 사용하여 cDNA 라이브러리를 제조하는데 광범위하게 사용되고 있다. 

프라이머  2 의 5' 부분 E는 특이적 표적 서열에 상보하지 않으며, 실질적으로 혼성화할 수 없는 서열일 수 있는데, 즉

그것은 혼성화하지 않으며(3' 부분이 RNA 표적에 혼성화하는 조건하에서), 꼬리를 구성할 것이다. '꼬리' 서열은 일

반적으로 제 2 프라이머 확장 생성물에 결합될 것이며, 선형 증폭 단계의 DNA 생성물의 3'-단부 서열은 일반적으로 

이 서열의 보체를 포함할 것이다. 다른 구체예에서, 증진된 증폭이 바람직하지 않다면(하기 설명된 대로), 프라이머  2

의 5'-단부 부분 E가 제 1 프라이머 확장 생성물에 있는 표적 서열에 혼성화할 수 있다.

도 2A-C에 예시된 대로, 프로모터 주형 올리고뉴클레오티드  3 (PTO)은 다음과 같이 디자인될 수 있다: 3' 부분은 

프라이머  2 의 E 부분과 동일하다. 이 디자인은 PTO가 선형 증폭 생성물의 3'-단부에 혼성화하는 것을 가능하게 한

다. PTO의 5'-most 부분은 DNA-의존성 RNA 중합효소에 대한 프로모터 서열이며, 이것은 상술된 대로 본 발명의 

증폭 방법의 어떤(즉, '증진된' 방법) 구체예에서 사용된다. 일반적으로, 이들 2개 구획 사이의 서열은 선택된 중합효

소에 의한 전사를 최적화하도록 디자인된다. 이 서열의 선택 및 디자인에 대한 기준은 본 분야에 공지되어 있다.

편의를 위해서, 단지 1개의 제 1 프라이머 확장 생성물(제 1 가닥 cDNA) 및 제 2 가닥 프라이머 확장 생성물(제 2 가

닥 cDNA)이 도 1 및 도 2에 설명되고 예시된다. 본 발명의 방법이 1개의 특이적 핵산 서열을 다량으로 생성하는데 뿐

만 아니라, 동일한 또는 상이한 표적 핵산 분자 상에 위치된 1개 이상의 상이한 특이적 핵산 서열을 동시에 증폭하는

데 유용하다는 것이 이해된다. 예를 들어, 본 발명의 방법은 샘플에 있는 모든 mRNA를 증폭하거나, 또는 샘플에 있는

다수의 특이적 RNA 종 또는 RNA 종의 패밀리를 증폭하는데 유용하다.

도 1A-B에 예시된 대로, 한 구체예에서, 관심의 RNA 서열(들)에 상보하는 서열을 포함하는 DNA 생성물의 생성을 

가져오는, RNA에 기초한 본 발명의 증폭 방법의 프로세스는 다음과 같다:

A) 선형 증폭을 위한 이중가닥 cDNA 기질의 형성
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1. 프라이머  1 이 무작위 서열 부분 A(이것은 mRNA의 폴리-A 서열에 적어도 일부 기초할 수 있다)의 혼성화에 의

해 샘플에 있는 RNA 종과 결합하여 복합체 I를 형성한다(도 1A).

2. 역전사효소('RT'로 나타냄)가 혼성화된 프라이머  1 을 그것이 혼성화된 표적 RNA 가닥을 따라서 확장시켜 RNA/

DNA 듀플렉스를 형성한다. RNase H가 혼성체 듀플렉스의 표적 RNA 가닥을 분해하여 단일가닥 제 1 가닥 cDNA('II

'로 표지)를 생성한다. II의 5'-단부는 프라이머  1 이다.

3. 프라이머  2 가 서열 F의 혼성화에 의해 제 1 가닥 cDNA II와 결합하여 복합체 III을 형성한다.

4. 프라이머 2가 DNA 중합효소에 의해 cDNA 가닥 II를 따라서 확장되어 이중가닥 생성물('IV'로 표지)을 형성한다. 

역전사효소와 같은 RNA-의존성 DNA 중합효소에 의해 II의 5' RNA 부분을 따라 일어나는 프라이머 확장은 복합체 I

V의 한 단부에 RNA/DNA 혼성체 부분의 형성을 가져온다.

5. RNase H가 복합체 IV의 한 단부에 있는 RNA/DNA 혼성체의 RNA 부분을 분해하여 3' DNA 단일가닥 단부를 갖

는 부분적 이중가닥 복합체('V'로 표지)를 만들며, 이것은 복합 프라이머  1 의 B 부분의 보체인 서열을 가진다. RNas

e H 활성은 RNA-의존성 DNA 중합효소(역전사효소 같은)에 의해 공급될 수 있거나, 또는 개별 효소로 제공될 수 있

다. 본 방법에 유용한 역전사효소는 RNase H 활성을 가질 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다.

B) 등온 선형 증폭

1. 프라이머  1 이 RNA 부분 B와 그것에 상보하는 단일가닥 DNA 단부의 혼성화에 의해 복합체 V와 결합하여 복합

체 VI를 형성한다. 프라이머  1 의 3' DNA 서열은 혼성화되지 않는다.

2. 복합체 VI의 결합된 프라이머  1 의 3'-단부와 상류 바로 가까이의 DNA 가닥의 5'-단부는 동일하며, 반대 가닥과

의 혼성화를 경쟁할 것이다. 이론과 결부시키기를 원치는 않지만, 프라이머의 혼성화된 3'-단부에 대한 DNA 중합효

소의 높은 친화성은 2개 경쟁 구조의 평형을, 새로운 프라이머의 3'-단부의 혼성화 및 선행 프라이머 확장 생성물('VI

I'로 표지)의 5'-단부의 치환을 향해 추진시킬 것으로 예상된다. 제 2 가닥(센스) cDNA 가닥을 따라 일어나는 프라이

머 확장은 선행한 제 2 프라이머 확장 생성물(VII)의 치환을 가져오며, 프라이머  2 의 E 서열을 복제하여 복합체 VIII

을 형성한다.

3. 복합체 VIII은 한 단부에 서열 B 및 그것의 보체로 이루어진 RNA/DNA 혼성체를 가진다. 이 혼성체의 RNA 세그

먼트는 RNase H에 의해 분해되어 복합체 IX를 형성하며, 이것은 새로운 프라이머  1 이 그것의 5' B 부분에 의해 결

합될 수 있는 단일가닥 3'-단부의 형성을 가져온다.

4. 듀플렉스의 선행 프라이머 확장 생성물의 5'-most 단부의 치환에 의한 결합된 프라이머  1 의 3'-단부 서열 A의 

혼성화, 프라이머 확장, 및 선행 생성물의 치환에 대한 프로세스는 도 1A-B에 나타낸 대로 계속되며, 안티센스 단일

가닥 DNA 생성물('XII'로 표지)의 다수 카피의 축적을 가져온다. 이들 생성물은 프라이머  2 의 E 부분에 상보하는 서

열을 그것들의 3'-단부에, 그리고 복합 프라이머의 서열 A와 실질적으로 동일한(일반적으로 동일한) 서열을 그것들의

5'-단부에 가진다. Kurn, 미국 특허 번호 6,251,639 B1.

증진된 방법의 한 구체예가 도 2A-C에 예시된다. 이 구체예에서 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 DN

A 생성물의 생성에 이어서, 다음 단계가 수행된다.

C) DNA 생성물의 전사

1. PTO(도 2C 참조)가 그것의 3'-단부 서열과 DNA 생성물 XII의 3'-단부 서열의 혼성화에 의해 DNA 생성물 XII에 

결합하여 복합체 XIII를 형성한다. 반드시 그렇지는 않지만, 바람직하게는 PTO의 3'-단부가 차단되어 DNA 중합효소

에 의해 확 장될 수 없게 된다.

2. DNA 중합효소가 복합체 XIII에 있는 생성물 XII의 3'-단부를 PTO 주형을 따라서 확장시켜 한 단부에 이중가닥 프

로모터 서열을 포함하는 복합체 XIV를 형성한다.

3. DNA-의존성 RNA 중합효소가 복합체 XIV에 있는 이중가닥 프로모터와 결합하여 안티센스 단일가닥 DNA 생성

물을 전사하여, 센스 RNA 생성물('XV'로 표지)의 다수 카피를 얻는다. 생성물 XV의 다수 카피는 투입 RNA 풀로부터

의 다수 서열의 다수 카피를 대표할 것이다. Kurn, 미국 특허 번호 6,251,639 B1.

본 발명의 방법은 샘플에 있는 복수의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는데 사용될 수 있다. 예를 들어, 복합 프라이

머는 샘플에 있는 모든 mRNA의 폴리-A 꼬리에 혼성화할 것으로 예상되는 폴리-dT 서열을 포함할 수 있거나, 또는 
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복합 프라이머는 일반적으로 적어도 무작위 서열 또는 부분적 무작위 서열(예를 들어, 폴리 dT 서열 및 무작위 서열

을 포함하는, 이것은 mRNA의 폴리-A 꼬리의 시작부분에 혼성화할 것으로 예상된다)에 혼성화할 수 있는 3' 부분을 

포함할 수 있다. 다른 양태로서, 본 발명의 방법은 특이적 RNA 종 또는 RNA 종의 부류(예를 들어, RNA 종의 패밀리 

또는 슈퍼패밀리)의 다수 카피를 생성하는데 사용될 수 있다. 후자의 경우, 복합 프라이머는 일반적으로 특이적 RNA 

표적(또는 RNA 표적의 패밀리)의 서열에 상보하는 3' 부분을 포함한다.

복합 프라이머의 5' RNA 부분은 특이적 RNA 표적 서열과 관련될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있으며, RNA 표적에 

혼성화할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있는 데, 예를 들어 그것은 본원에 더 설명된 꼬리를 형성할 수 있다.

단지 1개의 복합 프라이머가 상기 구체예에서 설명되지만, 상이한 복합 프라이머가 상기 단계 (b)에서 사용될 수 있

다는 것이 이해된다. 상이한 복합 프라이머는 상술된 복합체  IX 의 단일가닥 DNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열을 

포함한다. 제 2 복합 프라이머는 복합체  IX 의 단일가닥 DNA 부분에 대한 5' 바로 가까이의 제 2 프라이머 확장 생

성물 서열의 부분에 혼성화할 수 있는 서열을 더 포함할 수 있다. 제 2 복합 프라이머는 일반적으로 제 1 복합 프라이

머와 중복된 서열을 포함한다. 제 2 복합 프라이머는 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화되며, 프라이머 확장에 의해

확장된다. RNAse에 의한 DNA-RNA 헤테로듀플렉스의 절단은 다른 제 2 복합 프라이머의 결합, 확장 및 가닥 치환

을 허락하며, 이로써 단일가닥 생성물의 다수 카피가 생성된다.

편의를 위해서, 단지 1개의 제 1 프라이머 확장 생성물(제 1 가닥 cDNA) 및 제 2 가닥 프라이머 확장 생성물(제 2 가

닥 cDNA)이 도 1 및 도 2에 설명되고 예시된다. 본 발명의 방법이 1개의 특이적 핵산 서열을 다량으로 생성하는데 뿐

만 아니라, 동일한 또는 상이한 표적 핵산 분자 상에 위치된 1개 이상의 상이한 특이적 핵산 서열을 동시에 증폭하는

데 유용하다는 것이 이해된다. 예를 들어, 본 발명의 방법은 샘플에 있는 모든 mRNA를 증폭하거나, 또는 샘플에 있는

다수의 특이적 RNA 종(이 경우, 다수의 제 1 복합 프라이머는 사용될 수 있는 특이적 RNA 종의 특이적 서열에 혼성

화할 수 있는 3' 부분을 각각 포함한다) 또는 RNA 종의 패밀리를 증폭하는데 유용하다.

단일 복합 프라이머 및 표적 RNA 단편을 사용한 선형 핵산 서열 증폭

또한, 본 발명은 단일 프라이머(이것은 복합 프라이머이다), 표적 RNA 단편, 및 가닥 치환을 사용하여 관심의 RNA 

서열을 증폭하는 방법을 제공한다. 이들 방법에 의한 증폭은 선형이며, 등온적으로 달성될 수 있다. 전사 단계를 포함

하지 않는 구체예에서, 증폭된 생성물은 표적 RNA에 있는 관심의 RNA 서열에 상보하는 서열을 포함하는 DNA이다. 

전사를 포함하는 구체예에서, 증폭 생성물은 표적 RNA에 있는 관심의 RNA 서열의 센스 RNA 카피이다.

본 발명의 단일 복합 프라이머 및 가닥 치환-기초 방법의 비-증진된(선형) 구체예의 도식적 설명이 도 3A-B에 제공

된다. 이 방법은 다음의 단계를 포함한다: (a) 프라이머를 확장하여 표적 RNA와 제 1 가닥 cDNA의 RNA/DNA 헤테

로듀플렉스를 형성하는 단계; (b) 헤테로듀플렉스의 RNA 표적을 불완전 분해하여 제 1 가닥 cDNA와, 차례로 프라이

머로서 작용할 수 있는 적어도 1개 RNA 단편의 복합체를 형성하는 단계; (c) 투입 표적 RNA와 동일한 센스로 된 제 

2 가닥 cDNA를 형성하는 단계; (d) 제 2 가닥 cDNA에 따라 일어나는 프라이머 확장(복합 프라이머로부터) 및 가닥 

치환에 의해 제 2 가닥 DNA의 보체를 선형 증폭하여 안티센스 단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 단계. 

예시된 대로, 각 단계의 온도는 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있지만, 모든 단계는 등온적이다. 본 발명의 증진

된 단일 복합 프라이머 및 가닥 치환-기초 방법의 구체예의 도식적 설명이 도 4A-B에 제공된다. 이 방법은 다음의 단

계를 포함한다: (a) 프라이머를 확장하여 표적 RNA와 제 1 가닥 cDNA의 RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 형성하는 단

계; (b) 헤테로듀플렉스의 RNA 표 적을 불완전 분해하여 제 1 가닥 cDNA와, 차례로 프라이머로서 작용할 수 있는 적

어도 1개 RNA 단편의 복합체를 형성하는 단계; (c) 투입 표적 RNA와 동일한 센스로 된 제 2 가닥 cDNA를 형성하는

단계; (d) 제 2 가닥 cDNA에 따라 일어나는 프라이머 확장(복합 프라이머로부터) 및 가닥 치환에 의해 제 2 가닥 DN

A의 보체를 선형 증폭하여 안티센스 단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 단계; 및 (e) 선형 증폭 단계의 

생성물을 전사하여 센스 RNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 단계.

본원에 설명된 복합 프라이머는 이들 방법에서 증폭을 위해 사용된다. 도 3A 및 4A에 예시된 대로, 단일(복합) 프라

이머('  1 '로 표지)는 표적 RNA 상의 서열에 상보하는 3' DNA 부분('A'로 표지), 및 비-표적 관련 서열(즉, 그것은 표

적 RNA 상의 서열에 상보/혼성화(주어진 세트의 조건하에서)할 수 없다)을 포함하는 5' RNA 부분('B'로 표지)으로 

이루어질 수 있다. 복합 프라이머의 3' DNA 부분은 폴리-dT 뉴클레오티드를 포함할 수 있으며, 이것은 3' DNA 부분

을 진핵 세포로부터 유래된 mRNA의 폴리-A 3'-단부에 상보/혼성화(주어진 세트의 조건하에서)할 수 있도록 만든다.

표적 RNA에 혼성화된 복합 프라이머는 역전사효소와 같은 RNA-의존성 RNA 중합효소에 의해 확장되어 표적 RNA

와 제 1 가닥 cDNA의 RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 형성한다. 다음에, 헤테로듀플렉스의 표적 RNA의 분해가 RNas

e H와 같은 리보뉴클레아제를 사용하여 달성되어 제 1 가닥 cDNA와 1개 이상의 RNA 단편(올리고뉴클레오티드)의 

복합체를 형성한다. RNase H 활성은 RNA-의존성 DNA 중합효소(역전사효소와 같은)에 의해 공급될 수 있거나, 또

는 개별 효소로 제공될 수 있다. 이 방법 에 유용한 역전사효소는 RNase H 활성을 가질 수도 또는 그렇지 않을 수도 

있다. 단편은 헤테로듀플렉스에 있는 표적 RNA의 불완전한 분해의 결과이다. 이들 단편은 DNA-의존성 DNA 중합효
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소를 위한 프라이머로서 기능하여 제 2 가닥 cDNA를 형성한다. Okayama amp; Berg, Molecular and Cell Biology 

(1982), 2:161; 및 Gubler amp; Hoffman, Gene (1983), 25:263. 다음에, 역전사효소가 복합 프라이머 확장 생성물 

(제 1 가닥 cDNA)의 5' RNA 서열을 따라서 듀플렉스에 있는 제 2 가닥 cDNA의 3'-단부를 확장시켜, 이중가닥 cDN

A 생성물의 단부에서 RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 형성한다.

이중가닥 cDNA의 단부에 있는 헤테로듀플렉스는 RNase H의 기질이다. RNase H는 제 1 가닥 cDNA의 5' RNA 부

분을 분해하여 복합 프라이머의 혼성화를 위한 부위를 만들며, 이 복합 프라이머는 그것의 5' RNA 부분에 의해 듀플

렉스 cDNA에 있는 제 2 가닥 cDNA의 3'-단부에 혼성화한다. 새로운 프라이머의 3' DNA 부분은 제 2 가닥 cDNA 

상의 상보성 서열과의 혼성화에 의해 제 1 가닥 cDNA의 5'-단부를 치환한다. 다음에, 강한 가닥 치환 활성을 갖는 D

NA 중합효소가 제 2 가닥 cDNA를 따라서 새로운 프라이머를 확장하며, 앞서 형성된 cDNA 생성물을 치환한다. RN

ase H는 헤테로듀플렉스에 있는 새로운 프라이머 확장 생성물의 5' 부분을 분해하여 새로운 복합 프라이머의 혼성화

를 위한 자유 부위를 만들며, 이로써 표적 서열의 연속 선형 증폭 및 표적 RNA 서열에 대한 안티센스인 단일가닥 DN

A 생성물의 다수 카피의 생성을 가져온다.

도 4A-B에 묘사된 대로, 그리고 본원의 설명으로부터 증명된 대로, 단일 복 합 프라이머 증폭 방법은 또한, 복합 프

라이머 및 제 2 프라이머를 사용하는 증진된 증폭 방법에 관해 설명된 것과 동일한 방식으로 프로프로모터 폴리뉴클

레오티드를 사용하는 전사 단계를 포함할 수 있다.

본 발명의 방법은 샘플에 있는 복수의 RNA 서열의, 또는 특이적 RNA 종 또는 종의 군의 다수 카피를 생성하는데 사

용될 수 있다. 후자의 경우, 복합 프라이머는 일반적으로 특이적 RNA 표적 또는 표적군(예를 들어, 상동성 RNA 표적

또는 서열 패밀리 또는 슈퍼패밀리의 구성원인 표적)의 서열에 상보 및/또는 혼성화할 수 있는 3' 부분을 포함한다. 

예를 들어, 프라이머는 1개 이상의 표적 서열이 존재하는 것과 같은, 프라이머 서열의 콜렉션을 포함할 수 있다.

본 발명 방법의 다른 응용은 공통 서열의 측면에 위치하는 변이 영역의 검출이다. 통상적으로 공유된 서열을 인식하

는 제 1 복합 프라이머를 디자인함에 의해, 프라이머에 의해 인식된 공통 영역 뿐만 아니라, 서열 변이를 검출하는데 

유용한 5'-측면 서열을 함유하는 단일가닥 DNA 또는 RNA 생성물이 생성된다. 따라서, 예를 들어, 단일가닥 DNA 또

는 RNA 생성물은 제한된 양의 임상 물질로부터 생성되어서, 병원체-특이적 서열(바이러스 종류를 구별하는 것들과 

같은)이 확인되거나, 유전적 다형성이 검출되거나, 또는 호생 스플라이싱 변이체가 특성화되는 것을 허용하며, 이것

들은 모두 표준 기술에 따른다. 다른 구체예에서, 프라이머에 의해 인식된 공통 영역, 예를 들어 보존된 또는 기능성인

서열 모티프 뿐만 아니라, 유사한 서열 모티프를 포함하는 RNA 종의 군의 확인을 허락하는 5'-측면 서열을 함유하는

단일가닥 DNA 또는 RNA 생성물이 생성된다.

복합 프라이머의 5' RNA 부분은 특이적 RNA 표적 서열과 관련될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있으며, RNA 표적에 

혼성화할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다. '꼬리가 있는' 복합 프라이머를 사용하는 본 발명의 방법이 본원에서 더 

설명된다.

단일 복합 프라이머 및 표적 RNA 단편을 사용한 선형 mRNA 증폭

본원에 설명된 대로, 총 mRNA가 메시지의 실질적인 전체 집단과 혼성화기에 충분한 길이의 폴리(T)를 포함하는 복

합 프라이머를 사용하여 증폭될 수 있다(즉, 폴리(T)n, 여기에서 n은 전형적으로 약 5 내지 50 이상이다). 도 5는 폴

리-dT 서열을 포함하는 3' DNA 부분을 포함하며, 무작위 서열 3' 폴리-dT 서열을 더 포함하는 단일 복합 프라이머

의 사용을 포함하는, 본 발명의 가닥 치환-기초 방법의 비-증진된 구체예의 도식적 설명을 예시한다. 복합 프라이머 

1은 RNA 표적 서열에 실질적으로 혼성화할 수 없는 5' RNA 부분(즉, 폴리-dT 서열이 혼성화하는 조건하에서의 꼬

리)을 더 포함한다. 선택적으로, 제 2 복합 프라이머가 하기 설명된 대로 사용될 수 있다.

이 방법은 다음의 단계를 포함한다: (a) 프라이머를 확장하여 표적 RNA와 제 1 가닥 cDNA의 RNA/DNA 헤테로듀플

렉스를 형성하는 단계; (b) 투입 표적 RNA와 동일한 센스로 된 제 2 프라이머 확장 생성물(제 2 가닥 cDNA)을 형성

하는 단계로서, 제 2 프라이머 확장 생성물은 일반적으로 복합 프라이머의 5' RNA 부분(즉, 꼬리)에 상보하는 3' 부분

을 포함하는 단계; (c) 프라이머 확장(복합 프라이머로부터) 및 가닥 치환에 의해 제 2 가닥 cDNA의 보체를 선형 증

폭하여 안티센스 단일가닥 DNA 생성물(이것은 관심의 RNA 서열에 상보한다)의 다수 카피를 생성하는 단계.

도 6은 무작위 서열을 포함하는 3' DNA 부분을 포함하며, RNA 표적 서열에 실질적으로 혼성화할 수 없는 5' RNA 부

분(즉, 무작위 서열이 혼성화하는 조건하에서의 꼬리)을 더 포함하는 단일 복합 프라이머의 사용을 포함하는, 본 발명

의 가닥 치환-기초 방법의 비-증진된 구체예의 도식적 설명을 예시한다. 선택적으로, 제 2 복합 프라이머는 하기 설

명된 대로 사용될 수 있다.

이 방법은 다음의 단계를 포함한다: (a) 프라이머를 확장하여 표적 RNA와 제 1 가닥 cDNA의 RNA/DNA 헤테로듀플

렉스를 형성하는 단계; (b) 투입 표적 RNA와 동일한 센스로 된 제 2 프라이머 확장 생성물(제 2 가닥 cDNA)을 형성
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하는 단계로서, 제 2 프라이머 확장 생성물은 일반적으로 복합 프라이머의 5' RNA 부분(즉, 꼬리)에 상보하는 3' 부분

을 포함하는 단계; (c) 복합 프라이머로부터의 프라이머 확장 및 가닥 치환에 의해 센스 DNA 가닥을 선형 증폭하여 

관심의 RNA 서열에 상보하는 안티센스 단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피를 생성하는 단계.

이들 구체예에서 예시된 대로, 각 단계의 온도는 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있지만, 모든 단계는 등온적이다.

상기 제공된 일반적 설명이 주어진다면, 다양한 다른 구체예가 실행될 수 있다는 것이 이해된다. 더 나아가서, 제 2 프

라이머 확장 생성물의 형성이 본 분야에 공지되거나 또는 본원에 설명된 어떤 방법(예를 들어, 혼성화된 제 2 프라이

머 또는 RNA 단편의 확장)에 의해 달성될 수 있다는 것이 이해된다.

본원의 설명으로부터 증명된 대로, 증폭 방법은 또한, 복합 프라이머 및 제 2 프라이머를 사용하는 증진된 증폭 방법

에 관해 설명된 것과 동일한 방식으로 프 로프로모터 폴리뉴클레오티드를 사용하는 전사 단계를 포함할 수 있다. 증

진된 증폭 방법의 단일가닥 RNA 생성물은 일반적으로 제 1 복합 프라이머의 5' RNA 부분에 상보하는 3' 영역을 포

함할 것이다.

도 7은 (a) 무작위 서열을 포함하는 3' DNA 부분을 포함하며, RNA 표적 서열에 실질적으로 혼성화할 수 없는 5' RN

A 부분(즉, 무작위 서열이 혼성화하는 조건하에서의 꼬리)를 더 포함하는 단일 복합 프라이머; 및 (b) 프로프로모터 

올리고뉴클레오티드의 사용을 포함하는, 본 발명의 가닥 치환-기초 방법의 증진된 구체예의 도식적 설명을 예시한다.

선택적으로, 제 2 복합 프라이머가 본원에 설명된 대로 사용될 수 있다.

이 방법은 다음의 단계를 포함한다: (a) 프라이머를 확장하여 표적 RNA와 제 1 가닥 cDNA의 RNA/DNA 헤테로듀플

렉스를 형성하는 단계; (b) 투입 표적 RNA와 동일한 센스로 된 제 2 프라이머 확장 생성물(제 2 가닥 cDNA)을 형성

하고, RNA/DNA 헤테로듀플렉스에 존재하는 RNA를 절단할 수 있는 제제(RNase H 같은)에 의해 RNA/ DNA 헤테

로듀플렉스에 존재하는 RNA를 절단하여, 3' 단일가닥 부분을 포함하는 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 이중가

닥 복합체를 생성하는 단계(도 8의 복합체  IX , 이것은 도 1에 예시된 복합체 IX에 상응한다); 및 (c) PTO가 이중가

닥 생성물 IX와 결합하여 도 8에 나타낸 복합체 X를 형성하는 단계로서, DNA 중합효소는 PTO 주형을 따라서 복합체

XIII에 있는 제 2 프라이머 확장 생성물의 3'-단부를 확장시켜 한 단부에 이중가닥 프로모터 서열을 포함하는 복합체 

XI를 형성하는 단계; 및 (d) DNA-의존성 RNA 중합효소로 전사하여 센스 RNA 생성물의 다수 카피를 생성 하는 단계

. 예시된 대로, 각 단계의 온도는 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있지만, 모든 단계는 등온적이다.

도 8에 예시된 대로, 프로모터 주형 올리고뉴클레오티드  3 (PTO)는 다음과 같이 디자인될 수 있다: 3' 부분이 제 1 

복합 프라이머(주형 RNA에 혼성화하는)의 5' RNA 부분과 동일하다. 이 디자인은 PTO가 제 2 프라이머 확장 생성물

(이것은 제 1 프라이머 확장 생성물과의 복합체에 존재한다)의 단일가닥 3' 부분에 혼성화하는 것을 가능하게 한다. P

TO의 5'-most 부분은 DNA-의존성 RNA 중합효소를 위한 프로모터 서열이며, 이것은 상술된 바와 같이 본 발명의 

증폭 방법의 어떤(즉, 다른 '증진된' 방법) 구체예에 사용된다.

제 1 복합 프라이머, 제 2 복합 프라이머, 및 표적 RNA를 사용한 선형 mRNA 증폭

본 발명은 제 1 복합 프라이머, 제 2 가닥 cDNA를 생성하는데 사용되는 제 2 복합 프라이머, 및 표적 RNA를 사용하

여 관심의 RNA 서열의 단일가닥 안티센스 및 센스 폴리뉴클레오티드, 일반적으로 DNA 카피를 생성하는 방법을 제

공한다. 본 발명의 이 양태에서, 제 1 복합 프라이머는 제 1 확장 생성물(일반적으로 cDNA)을 생성하는데 사용되며, 

이것은 상술된 바와 같이, 복합 프라이머를 사용하는 선형 증폭을 위한 기질이다. 여기에 더하여, 제 2 복합 프라이머

는 선형 증폭을 위한 기질인 제 2 가닥 cDNA를 생성하는데 사용되며, 그 결과 관심의 RNA 서열의 단일가닥 폴리뉴

클레오티드 카피가 생성된다.

이 방법은 다음의 단계를 포함한다: (a) cDNA의 각 단부에 RNA-DNA 헤테로듀 플렉스를 포함하는 이중가닥 cDNA

을 형성하는 단계; 및 (b) 제 1 복합 프라이머 및 제 2 복합 프라이머(이것은 제 1 가닥 cDNA와 결합한다)로부터의 

프라이머 확장 및 가닥 치환에 의해 제 1 가닥(센스) cDNA 및 제 2 가닥(안티센스) cDNA를 선형 증폭하는 단계. 단

일가닥 제 1 및 제 2 가닥 cDNA 생성물이 생성되며, 이것은 예를 들어 cDNA 라이브러리를 생성하는데 유용하다. 증

명된 대로, 본 발명의 이 양태에서, 제 2 프라이머 확장 생성물은 복합 프라이머에 의해 프라임된다.

도 8은 본 발명의 한 구체예를 예시한다. 상이한 '꼬리' 서열을 포함하는 2개의 복합 프라이머가 cDNA의 각 단부에 R

NA-DNA 헤테로듀플렉스를 포함하는 이중가닥 cDNA를 생성하기 위해 사용된다. RNA/DNA 헤테로듀플렉스로부터

RNA를 절단하는 제제에 의한 RNA의 절단은 다른 제 1 복합 프라이머, 다른 제 2 복합 프라이머(이것은 제 1 프라이

머 확장 생성물에 혼성화한다)의 결합, 확장 및 가닥 치환을 허락하며, 이로써 안티센스 단일가닥 생성물의 다수 카피

및 센스 단일가닥 DNA 생성물의 다수 카피가 생성된다. 센스 및 안티센스 단일가닥 cDNA 생성물의 조합은 이중가

닥 cDNA를 생성할 수 있다. 관심의 RNA 서열(들)에 상보하는 서열, 및 관심의 RNA 서열(들)을 포함하는 서열을 포

함하는, 단일가닥 cDNA 생성물의 생성을 가져오는 본 발명의 증폭 방법의 프로세스는 다음과 같다(이것의 구체예는 

도 7에 예시된다):
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A) 선형 증폭을 위한 이중가닥 cDNA 기질의 형성

1. 복합 프라이머  1 이 프라이머 부분 A(이것은 mRNA의 폴리-A 서열에 적어도 일부 기초할 수 있다)의 혼성화에 

의해 샘플에 있는 RNA 표적과 결합하여 복합체 I 를 형성한다.

2. 역전사효소('RT'로 나타냄)가 혼성화된 프라이머  1 을 그것이 혼성화된 표적 RNA 가닥을 따라서 확장시켜 II로 

표지된 RNA/DNA 듀플렉스를 형성한다. 제제 (RNase H 같은)가 혼성체 듀플렉스의 표적 RNA 가닥을 분해하여 단

일가닥 제 1 가닥 cDNA('III'로 표지)를 생성한다. III의 5'-단부는 프라이머  1 이다.

3. 복합 프라이머  2 가 서열 F의 혼성화에 의해 제 1 가닥 cDNA III와 결합하여 복합체 IV를 형성한다.

4. 복합 프라이머  2 가 DNA 중합효소에 의해 cDNA 가닥 III를 따라서 확장되어 제 1 및 제 2 가닥 cDNA로 구성된 

이중가닥 생성물('V'로 표지)을 형성한다. 역전사효소와 같은 RNA-의존성 DNA 중합효소에 의한 IV의 5' RNA 부분

을 따라 일어나는 프라이머 확장은 복합체 V의 한 단부에서 RNA /DNA 혼성체 부분의 형성을 가져온다.

5. 제제(RNase H 같은)가 복합체 V의 한 단부에 있는 RNA/DNA 혼성체의 RNA 부분을 분해하여 3' DNA 단일가닥 

단부를 갖는 부분적 이중가닥 복합체('VI'로 표지)를 만들며, 이것은 복합 프라이머  1 의 B 부분의 보체인 서열을 가

진다.

6. 복합 프라이머  1 이 RNA 부분과 그것에 상보하는 단일가닥 DNA 단부의 혼성화에 의해 복합체 VI와 결합하여 복

합체 VII를 형성한다.

7. 센스 cDNA 가닥에 따라 일어나는 복합체 VII의 결합된 프라이머 1의 프라이머 확장은 선행 프라이머 확장 생성물

(VII)의 치환을 가져오며, 제 2 복합 프라이머의 부분 'G'를 복제하여 복합체 VIII를 형성한다.

8. 제제(RNase H 같은)가 RNA/DNA 헤테로듀플렉스의 RNA 부분을 절단하여 복합체 VIII를 형성한다. 복합체 VIII

는 한 단부에서 복합 프라이머 1과 복합 프라이머 1의 보체, 그리고 나머지 단부에서 제 2 복합 프라이머와 제 2 복합

프라이머의 보체로 이루어진 2개의 RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 가진다. 복합체 VIII은 'A' 및 'B'로 표시된 서열 반

응의 기질이다.

B) 등온 선형 증폭

9. 반응 A에서, 제 1 복합 프라이머가 복합체 VIII와 결합한다. 프라이머 확장 및 치환이 제 1 치환 생성물 A를 생성한

다. RNase 절단이 제 1 복합 프라이머의 결합 및 후속 프라이머 확장을 위한 부위를 만들며, 이로써 단일가닥 안티센

스 DNA 생성물이 축적된다.

10. 반응 B에서, 제 2 복합 프라이머가 복합체 VIII에(또는 제 1 치환 생성물 A에) 결합한다. 프라이머 확장 및 치환이

단일가닥 센스 DNA 생성물을 생성한다.

이 단일가닥 생성물은 아닐링되어 제 1 및 제 2 가닥 cDNA의 이중가닥 복합체를 형성할 수 있거나, 또는 아닐링(또

는 이어지는 변성)을 방지하여 단일가닥 제 1 및 제 2 가닥 cDNA의 혼합물을 생성할 수 있다.

본 발명의 방법에 사용된 성분 및 반응 조건

주형 핵산

증폭될 RNA 표적은 정제된 또는 미정제된 형태의 어떤 공급원으로부터의 RNA를 포함하며, 이것은 사람, 동물, 식물,

및 박테리아, 이스트, 바이러스, 비로이 드, 곰팡이, 진균, 식물, 및 그것들의 단편과 같은 미생물을 포함해서, 어떤 공

급원 및/또는 종으로부터의, 총 RNA, tRNA, mRNA, rRNA, 미토콘드리아 RNA, 엽록체 RNA, DNA-RNA 혼성체, 또

는 그것들의 혼합물과 같은 RNA일 수 있다. RNA는 본 분야의 표준 기술을 사용하여 얻어지고 정제될 수 있다. DNA 

표적(게놈 DNA 표적을 포함하는)의 증폭은 DNA 표적을 RNA 형으로 만드는 초기 전사를 필요로 하며, 이것은 Kurn

, 미국 특허 번호 6,251,639 B1에 설명된 방법을 사용하여, 그리고 본 분야에 공지된 다른 기술(발현 시스템 같은)에 

의해 달성될 수 있다. DNA-RNA 혼성체의 증폭은 혼성체를 변성하여 ssRNA를 얻거나, 또는 변성 후에 DNA 가닥을

전사하여 RNA를 얻는 것을 필요로 한다. 표적 RNA는 생물학적 샘플과 같은 복합체 혼합물의 단지 적은 부분일 수 

있으며, 본 분야에 잘 공지된 과정에 의해 다양한 생물학적 물질로부터 얻어질 수 있다. 표적 RNA는 기지 또는 미지

일 수 있고, 원하는 관심의 특이적 핵산 서열을 1개 이상 함유할 수 있으며, 이것 각각은 서로 동일할 수도 또는 상이

할 수도 있다. 따라서, 증폭 프로세스는 1개의 특이적 핵산 서열을 다량으로 생성하는데 뿐만 아니라, 동일한 또는 상

이한 핵산 분자 상에 위치된 1개 이상의 상이한 특이적 핵산 서열을 동시에 증폭하는데도 유용하다.
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표적 RNA 서열 증폭의 초기 단계는 표적을 단일가닥으로 만드는 것이다. 표적 핵산이 이중가닥(예를 들어, RNA/DN

A 혼성체)이라면, 초기 단계는 표적 변성일 수 있다. 또한, 변성은 RNA 표적 분자에 존재하는 2차 구조를 제거하기 

위해 수행될 수 있다. 변성 단계는 열변성 또는 본 분야에 공지된 어떤 다른 방법일 수 있다.

복합 프라이머

본 발명의 방법은 RNA 및 DNA 부분으로 이루어진 복합 프라이머를 사용한다. 본원에 설명된 대로, 본원에 설명된 R

NA 증폭 방법을 혼성화하고 개시하는데 사용되었을 때, 복합 프라이머는 일반적으로 RNA 표적(이것은 본원에 설명

된 대로, 증폭되도록 디자인된 RNA(종이든지 집단이든지)의 성질에 따라서, 많은 서열 순열 중 어느 것을 가질 수 있

다)에 혼성화하는 DNA 부분을 포함한다. 본원에 설명된 발명의 방법에 의해 생성된 cDNA 가닥을 증폭하는데 사용

되었을 때, 복합 프라이머는 이어서 새로운(추가의) 복합 프라이머의 결합 및 이 새 프라이머의 확장에 의해 프라이머

확장 생성물의 치환이 달성될 수 있도록 디자인된다. 여기에 더하여, 프라이머 확장 생성물의 RNA 부분의 절단은 복

합 프라이머에 의한 증폭의 기질이 아닌 증폭 생성물의 생성을 가져온다. 본 발명에 사용된 복합 프라이머의 양태를 

일반적으로 설명하는 다음 절에서, 설명된 특징들은 RNA 증폭(제 1 확장 생성물의 생성)을 혼성화하고 개시하는데, 

및/또는 선형 치환 증폭에 사용되었다면, 프라이머에도 적용될 수 있다는 것이 이해된다.

본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 복합 프라이머는 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 서열을 포함한다. 표적 RNA에

혼성화할 수 있는 서열은 특이적 표적 RNA(예를 들어, 특정 유전자의 mRNA)의 특정 서열에 기초할 수 있거나, 또는

모든 진핵 mRNA에 존재한다고 본 분야에서 일반적으로 여겨지는 폴리-A 꼬리 서열과 같은, 복수의 RNA 종에 존재

한다고 알려진 더욱 일반적인 서열 종류에 기초할 수 있다. 여기에 더하여, 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 서열은 mR

NA의 폴리-A 꼬리에 상보하는 서열을 포함할 수 있으며, 3' 부분의 3'-단부에 추가의 무작위 서열(일반적으로, 폴리

-A 서열에 상보하지 않는)(또는 무작위 서열 집단)을 더 포함할 수 있다.

또한, 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 서열은 무작위 서열을 포함할 수 있다. 무작위 서열은 본 분야에 잘 공지되어 있

으며, 적어도 샘플에 있는 2개 이상의 서열에 혼성화할 수 있는 프라이머; 및 샘플에 있는 다수의 RNA(모든 mRNA 

같은)에 혼성화할 수 있는 폴리-dT 서열을 포함하는 프라이머를 포함한다. 편의를 위해서, 단일 무작위 복합 프라이

머가 상기 논의된다. 그러나, 용어 '무작위 프라이머'는 원하는 및/또는 유의한 표적 서열 집단에 혼성화하도록 집단적

으로 디자인된 프라이머 집단의 구성원인 프라이머로 간주할 수 있다는 것이 이해된다.

또한, 반드시 그렇지는 않지만, 단일 반응 혼합물에 있는 복수의 mRNA 종의 증폭은 다수의 프라이머(2개 내지 더욱 

많은)를 사용할 수 있다는 것이 이해된다. 따라서, 본 발명은 단일 반응 혼합물에 있는 복수의 mRNA 종을 증폭할 때 

다수의 상이한 복합 프라이머(무작위 또는 비-무작위)의 사용을 고려한다.

어떤 구체예에서, 제 1 복합 프라이머가 제 2 cDNA 가닥의 선형 치환 증폭 (SPIA)을 수반하는 단계를 포함하는 본 

발명의 방법에 사용된다. 다른 구체예에서, 제 1 및 제 2의 상이한 복합 프라이머가 본 발명의 방법에 사용된다. 제 2 

복합 프라이머는 선형 치환 증폭(SPIA) 단계에 사용되며, 제 1 복합 프라이머 서열의 일부 또는 전부를 포함할 수 있

고, 제 1 복합 프라이머는 제 2 복합 프라이머 서열의 일부 또는 전부를 포함할 수 있다. 어떤 구체예에서, 제 2 복합 

프라이머는 제 1 복합 프라이머와는 상이한 서열을 포함한다.

어떤 구체예에서, 복합 프라이머는 전체 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하도록 디자인된다. 다른 구체예에서, 복합 

프라이머는 표적에 혼성화할 수 없는(주어진 세트의 조건하에서) 서열, 바람직하게 5'-단부(예를 들어, 프라이머가 표

적과 결합될 때 꼬리를 구성하는 비-혼성화된 5' 부분)를 포함한다. 복합 프라이머의 각 DNA 및 RNA 부분은 표적 R

NA에 완전하게 또는 부분적으로 혼성화될 수 있다. 예를 들어, 복합 프라이머의 5' RNA 부분은 부분적으로 혼성화 

가능하고, 부분적으로 혼성화 불가능할 수 있거나, 또는 복합 프라이머의 DNA 부분은 부분적으로 혼성화 가능하고, 

부분적으로 혼성화 불가능할 수 있거나, 또는 양쪽 다일 수 있다. 다시 말해서, DNA 부분은 '꼬리'의 일부를 구성할 수

있고, RNA 부분은 표적 RNA에 부분적으로 또는 완전하게 혼성화될 수 있다. 예를 들어, 복합 프라이머의 5' RNA 부

분은 부분적으로 혼성화 가능하고, 부분적으로 혼성화 불가능할 수 있거나, 또는 복합 프라이머의 DNA 부분은 부분

적으로 혼성화 가능하고, 부분적으로 혼성화 불가능할 수 있거나, 또는 양쪽 다일 수 있다.

선형 치환 증폭에 사용하기 위해서, 복합 프라이머는 (a) 제 2 가닥 cDNA 상의 서열과 DNA 부분(들)의 혼성화에 독

립하여, 동일한 제 2 가닥 cDNA('제 2 프라이머 확장 생성물' 또는 '복합 프라이머 확장 생성물이라고도 함') 상의 서

열과 결합(혼성화)할 수 있고; (b) 제 2 프라이머 또는 단편 확장 생성물에 혼성화되었을 때 리보뉴클레아제와 같은 

제제로 절단될 수 있는, 적어도 1개의 RNA 부분을 포함한다. 복합 프라이머는 제 2 가닥 cDNA와 결합하여, 프라이

머의 RNA 부분만이 리보뉴클레아제(RNase H 같은) 같은 효소와 같은, RNA/DNA 혼성체에서 RNA를 절단하 는 제

제와의 접촉시 절단되며, 한편 제 2 가닥 cDNA는 무손상 상태로 남아 있음으로써, 다른 복합 프라이머의 아닐링을 

가능하게 하는, 부분적 헤테로듀플렉스를 형성한다.

본원에 설명된 선형 치환 증폭에 사용되었을 때, 복합 프라이머는 또한 제 2 가닥 cDNA 상의 서열에 혼성화할 수 있
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는 3' DNA 부분을 포함하며, 이로써 제 2 가닥 cDNA와 복합 프라이머의 혼성화가, DNA 중합효소에 의해 제 2 가닥 

cDNA로부터 치환된 핵산 가닥의 혼성화에 비하여 유리하게 된다. 그러한 프라이머는 서열 길이 및/또는 동일성, 뿐

만 아니라 혼성화 조건과 같은, 핵산 결합 친화성에 영향을 미치는 잘 공지된 요인에 기초하여 합리적으로 디자인될 

수 있다. 바람직한 구체예에서, 복합 프라이머의 3' DNA 부분과 제 2 가닥 cDNA에 있는 상보성 서열의 혼성화는 치

환된 가닥의 5'-단부에 있는 상동성 서열과 제 2 가닥 cDNA의 혼성화에 비해 유리했다.

중합에 의한 확장에 적합한 프라이머의 생성은 본 분야에 잘 공지되어 있으며, 예를 들어 PCT 공보 번호 WO 99/426

81(및 상기 인용된 참고자료)에 설명된다. 복합 프라이머는 RNA와 DNA의 조합(상기 정의 참조)을 포함하며, 핵산 

확장에 적합한 뉴클레오티드인 3'-단부 뉴클레오티드를 가진다. 3'-단부 뉴클레오티드는 프라이머에 존재할 때 DNA

중합효소에 의해 확장되는 어떤 뉴클레오티드 또는 유사체일 수 있다. 일반적으로, 3'-단부 뉴클레오티드는 3'-OH를

가진다. 적합한 프라이머는 RNA의 적어도 한 부분과 DNA의 적어도 한 부분을 포함하는 것들을 포함한다. 예를 들어

, 복합 프라이머는 5' RNA 부분 및 3' DNA 부분(여기에서, RNA 부분은 3 DNA 부분에 인접해 있다); 또는 개재 RN

A 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함할 수 있다. 따라서, 한 구체예에서, 복합 프라이머는 5' RNA 부분 및 3' DN

A 부분을 포함하며, 바람직하게 RNA 부분이 3' DNA 부분에 인접해 있다. 다른 구체예에서, 복합 프라이머는 적어도 

1개의 개재 RNA 부분(즉, 2개 DNA 부분 사이에 있는 RNA 부분)을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함한다. 또 다른 구

체예에서, 본 발명의 복합 프라이머는 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분(즉, DNA 부분들 사이에 있는 R

NA 부분)을 포함한다.

3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 RNA 부분의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 50, 더 바람

직하게 약 3 내지 약 20, 더욱 더 바람직하게 약 4 내지 약 15, 가장 바람직하게 약 5 내지 약 10 뉴클레오티드일 수 

있다. 3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, RNA 부분은 적어도 약 1, 3, 4, 5 뉴

클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 10, 15, 20, 25, 30, 50 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 5' RNA 부분의 길이는 바람직하게 약 3 내지 약 50 뉴

클레오티드, 더 바람직하게 약 5 내지 약 20 뉴클레오티드, 더욱 더 바람직하게 약 7 내지 약 18 뉴클레오티드, 바람

직하게 약 8 내지 약 17 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 10 내지 약 15 뉴클레오티드일 수 있다. 5' RNA 부분 및 

3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 다른 구체예에서, 5' RNA 부분은 적어도 약 3, 5, 7, 8, 10 뉴클레오티드 

중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 15, 17, 18, 20, 50 뉴클레오티드 중 어느 것이다. 한 구체예에서, 복 합 프라이머

는 약 14 뉴클레오티드의 RNA 부분을 가진다.

5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 비-5' RNA 부분(들)을 더 포함하는 복합 프라이머의 한 구체예에서, 비-5'

RNA 부분은 바람직하게 약 1 내지 약 7 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 2 내지 약 6 뉴클레오티드, 가장 바람직하게

약 3 내지 약 5 뉴클레오티드일 수 있다. 5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 비-5' RNA 부분(들)을 더 포함하

는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, 비-5' RNA 부분은 적어도 약 1, 2, 3, 5 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 

상한은 약 5, 6, 7, 10 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 5' RNA 부분이 3' DNA 부분에 인접한 복합 프라이머의 구체예에서, 5' R

NA 부분의 길이는 바람직하게 약 3 내지 약 50 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 5 내지 약 20 뉴클레오티드, 더욱 더

바람직하게 약 7 내지 약 18 뉴클레오티드, 바람직하게 약 8 내지 약 17 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 10 내지 

약 15 뉴클레오티드일 수 있다. 5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 5' RNA 부분이 3' DNA 부분에 인접한 복

합 프라이머의 어떤 구체예에서, 5' RNA 부분은 적어도 약 3, 5, 7, 8, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한

은 약 15, 17, 18, 20, 50 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

적어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 개재 RNA 부분의 길이는 바

람직하게 약 1 내지 약 7 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 2 내지 약 6 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 3 내지 약 5

뉴클레오티드일 수 있다. 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함 하는 복합 프라이머의 어떤

구체예에서, 개재 RNA 부분은 적어도 약 1, 2, 3, 5 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 5, 6, 7, 10 뉴

클레오티드 중 어느 것이다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 개재 RNA

의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 7 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 2 내지 약 6 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약

3 내지 약 5 뉴클레오티드일 수 있다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 어

떤 구체예에서, 개재 RNA 부분은 적어도 약 1, 2, 3, 5 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 5, 6, 7, 10 

뉴클레오티드 중 어느 것이다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포함하며, 5' RNA 부분을 더 포함하

는 복합 프라이머에서, 5' RNA 부분은 약 3 내지 약 25 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 5 내지 약 20 뉴클레오티드, 

더욱 더 바람직하게 약 7 내지 약 18 뉴클레오티드, 바람직하게 약 8 내지 17 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 10 

내지 약 15 뉴클레오티드일 수 있다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포함하며, 5' RNA 부분을 더 

포함하는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, 5' RNA 부분은 적어도 약 3, 5, 7, 8, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 

있으며, 상한은 약 15, 17, 18, 20 뉴클레오티드 중 어느 것이다.
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3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 3' DNA 부분의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 20 뉴클

레오티드, 더 바람직하게 약 3 내지 약 18 뉴클레오티드, 더욱 더 바람직하게 약 5 내지 약 15 뉴클레오티드, 가장 바

람직하게 약 7 내지 약 12 뉴클레오티드일 수 있다. 3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 어떤 구

체예에서, 3' DNA 부분은 적어도 약 1, 3, 5, 7, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 10, 12, 15, 18, 

20, 22 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 3' DNA 부분의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 20 뉴

클레오티드, 더 바람직하게 약 3 내지 약 18 뉴클레오티드, 더욱 더 바람직하게 약 5 내지 약 15 뉴클레오티드, 가장 

바람직하게 약 7 내지 약 12 뉴클레오티드일 수 있다. 5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 어

떤 구체예에서, 3' DNA 부분은 적어도 약 1, 3, 5, 7, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 10, 12, 15,

18, 20, 22 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 비-3' DNA 부분(들)을 더 포함하는 복합 프라이머의 구체예에서, 비-3' D

NA 부분은 바람직하게 약 1 내지 약 10 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 2 내지 약 8 뉴클레오티드, 가장 바람직하게

약 3 내지 약 6 뉴클레오티드일 수 있다. 5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 비-3' DNA 부분(들)을 더 포함하

는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, 비-3' DNA 부분은 적어도 약 1, 2, 3, 5 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 

상한은 약 6, 8, 10, 12 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

5' RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하며, 5' RNA 부분이 3' DNA 부분에 인접한 복합 프라이머의 구체예에서, 3' D

NA 부분의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 20 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 3 내지 약 18 뉴클레오티드, 더욱 더

바람직하 게 약 5 내지 약 15 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 7 내지 약 12 뉴클레오티드일 수 있다. 5' RNA 부분 

및 3' DNA 부분을 포함하며, 5' RNA 부분이 3' DNA 부분에 인접한 프라이머의 어떤 구체예에서, 3' DNA 부분은 적

어도 약 1, 3, 5, 7, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 10, 12, 15, 18, 20, 22 뉴클레오티드 중 어느

것이다.

적어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 비-3' DNA 부분의 길이는 

바람직하게 약 1 내지 약 10 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 2 내지 약 8 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 3 내지 

약 6 뉴클레오티드일 수 있다. 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함하는 프라이머의 어떤 

구체예에서, 비-3' DNA 부분은 적어도 약 1, 2, 3, 5 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 6, 8, 10, 12 

뉴클레오티드 중 어느 것이다.

적어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 3' DNA 부분의 길이는 바람

직하게 약 1 내지 약 20 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 3 내지 약 18 뉴클레오티드, 더욱 더 바람직하게 약 5 내지 

약 15 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 7 내지 약 12 뉴클레오티드일 수 있다. 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖

는 5' 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, 3' DNA 부분은 적어도 약 1, 3, 5, 7, 10 뉴클레

오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 10, 12, 15, 18, 20, 22 뉴클레오티드 중 어느 것이다.

3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머에서 비-3' DNA 부분(즉, 3' DNA 부분 이

외의 다른 어떤 DNA 부분)의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 10 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 2 내지 약 8 뉴클

레오티드, 가장 바람직하게 약 3 내지 약 6 뉴클레오티드일 수 있다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을

포함하는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, 비-3' DNA 부분은 적어도 약 1, 3, 5, 7, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 

수 있으며, 상한은 약 6, 8, 10, 12 뉴클레오티드 중 어느 것이다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포

함하는 복합 프라이머에서 3' DNA 부분의 길이는 바람직하게 약 1 내지 약 20 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 3 내

지 약 18 뉴클레오티드, 더욱 더 바람직하게 약 5 내지 약 15 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 7 내지 약 12 뉴클레

오티드일 수 있다. 3' DNA 부분 및 적어도 1개의 개재 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머의 어떤 구체예에서, 3' D

NA 부분은 적어도 약 1, 3, 5, 7, 10 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 10, 12, 15, 18, 20, 22 뉴클레

오티드 중 어느 것이다. 본 발명 방법의 반응 조건하에서 적합한가에 따라서, 다양한 부분의 길이는 더 크거나 적을 수

있다는 것이 이해된다.

어떤 구체예에서, 복합 프라이머의 5' DNA 부분은 프라이머의 5'-most 뉴클레오티드를 포함한다. 어떤 구체예에서, 

복합 프라이머의 5' RNA 부분은 프라이머의 5'-most 뉴클레오티드를 포함한다. 다른 구체예에서, 복합 프라이머의 

3' DNA 부분은 프라이머의 3'-most 뉴클레오티드를 포함한다. 다른 구체예에서, 3' DNA 부분은 5' RNA 부분에 인

접하며, 프라이머의 3'-most 뉴클레오티드를 포함한다(그리고, 5' RNA 부분은 프라이머의 5'-most 뉴클레오티드를 

포함한다).

복합 프라이머의 총 길이는 바람직하게 약 10 내지 약 50 뉴클레오티드, 더 바람직하게 약 15 내지 약 30 뉴클레오티

드, 가장 바람직하게 약 20 내지 약 25 뉴클레오티드일 수 있다. 어떤 구체예에서, 이 길이는 적어도 약 10, 15, 20, 2

5 뉴클레오티드 중 어느 것일 수 있으며, 상한은 약 25, 30, 50, 60 뉴클레오티드 중 어느 것이다. 본 발명 방법의 반
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응 조건하에서 적합한가에 따라서, 이 길이는 더 크거나 적을 수 있다는 것이 이해된다.

표적 핵산과의 혼성화(이것은 본 분야에 잘 공지되고 이해된 대로 이온 강도 및 온도와 같은 다른 요인들에 좌우된다)

를 달성하기 위해서, 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 프라이머 부분은 표적 핵산에 대해, 바람직하게 적어도 약 60%, 

더 바람직하게 적어도 약 75%, 더욱 더 바람직하게 적어도 약 90%, 가장 바람직하게 적어도 약 95% 상보성이다.

본원에 설명된 대로, 1개 이상의 복합 프라이머가 증폭 반응에 사용될 수 있다.

제 2 프라이머

본 발명 방법에서 제 2 프라이머(이것은 제 2 프라이머 확장 생성물의 생성을 프라임하며, 제 2 가닥 cDNA로 상호교

환하여 간주한다)는 제 1 가닥 cDNA 상의 부위에서 제 1 가닥 cDNA(제 1 프라이머 확장 생성물이라고도 함)에 혼성

화할 수 있는(주어진 세트의 조건하에서) 서열(이것은 프라이머의 전체와 동일할 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)을

포함하며, 이로써 제 2 가닥 cDNA는 관심의 RNA 서열을 포함할 것이다. 어떤 구체예에서, 제 2 프라이머의 혼성화 

가능한 서열은 제 1 가 닥 cDNA 상의 원하는 결합 부위의 기지의 서열에 기초하여 디자인된다. 다른 구체예에서, 혼

성화 가능한 서열은 무작위 서열, 예를 들어 복수의 RNA 종으로부터 생성된 제 1 가닥 cDNA의 무작위 프라이밍에 

적합하다고 본 분야에 공지된 무작위 서열을 기초로 한다. 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 미국 특허 번호 5,962,2

71 및 5,962,272에 설명된 가닥 스위치 올리고뉴클레오티드를 포함하며, 이것은 mRNA 상에 존재하는 Cap 서열에 

혼성화할 수 있고, mRNA 주형에서 스위치 올리고뉴클레오티드로 역전사효소를 스위치시켜서 '스위치 올리고뉴클레

오티드'에 의해 프라임된 제 2 가닥 cDNA의 생성을 허락한다. 또는 달리, 단일중합체성 꼬리가 제 1 프라이머 확장 

생성물의 3' 말단에 부가되며, 제 2 프라이머는 단일중합체성 꼬리의 보체를 포함한다.

어떤 구체예에서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함한다. 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 DNA로 구성된다. 본원에 설

명된 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 표적 RNA의 단편이며, 이 단편은 RNA 표적의 절단에 의해 생성된다.

어떤 구체예에서, 제 2 프라이머(이것은 제 2 가닥 cDNA의 생성을 프라임한다)는 복합 프라이머(상술된 바와 같은)

이다. 이들 구체예에서, 이 방법은 다음의 (a) cDNA의 한 단부에 RNA-DNA 헤테로듀플렉스를 포함하는 이중가닥 c

DNA를 형성하는 단계; 및 (b) 제 1 가닥(센스) cDNA를 선형 증폭하는 단계를 포함하며, 이로써 단일가닥 제 1 가닥 

cDNA의 다수 카피가 생성된다.

제 1 가닥 cDNA와의 혼성화(이것은 본 분야에 잘 공지되고 이해된 대로 이온 강도 및 온도와 같은 다른 요인들에 좌

우된다)를 달성하기 위해서, 제 1 가닥 cDNA 에 혼성화할 수 있는 제 2 프라이머의 서열은 제 1 가닥 cDNA에 대해, 

바람직하게 적어도 약 60%, 더 바람직하게 적어도 약 75%, 더욱 더 바람직하게 적어도 약 90%, 가장 바람직하게 적

어도 약 95% 상보성이다.

어떤 구체예(반드시 그렇지는 않지만, 전형적으로 전사를 포함하는 것)에서, 제 2 프라이머는 또한 주어진 세트의 조

건하에서 제 1 가닥 cDNA에 혼성화할 수 없는 서열, 바람직하게 5'-단부에 있는 서열(이것은 일반적으로 5'-most 

뉴클레오티드를 포함한다)을 포함할 수 있다. 이 서열은 제 2 가닥 cDNA의 5'-단부를 위한 규정된 단부 서열(그리고 

따라서, 이어서 단일가닥 DNA 생성물의 3'-단부)의 창출을 가능하게 한다. 단일가닥 DNA 생성물의 3'-단부에 규정

된 단부 서열을 가지는 것은 후속 단계에서 프로프로모터 폴리뉴크레오티드와 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물의 

혼성화(전사 단계를 포함하는 구체예에서)와 관련해 특히 유리하다. 어떤 구체예에서, 5' 혼성화 불가능한 서열은 이

것의 보체가 프로프로모터 폴리뉴클레오티드에 의해 혼성화할 수 있는 서열을 포함한다. 또한, 3' 규정된 단부 서열을

포함하는 단일가닥 DNA 생성물은 결합 파트너 또는 기판, 예를 들어 본원에 설명된 일반적인 마이크로어레이에 부

착된 상보성 올리고뉴클레오티드와의 혼성화에 유용하다. 따라서, 본 발명은 본원에 설명된 3' 규정된 단부를 갖는 이

들 생성물의 제조 방법을 제공한다.

한 구체예에서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함한다. 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 RNA를 포함한다. 또 다른 구체

예에서, 제 2 프라이머는 DNA 및 RNA를 포함한다.

어떤 구체예에서, 제 2 프라이머는 복합 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에서 자기 프라이밍(예를 들어, 헤파린 루프

에 의한)에 의해 제공된다. 이들 구체예에서, 복합 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에 있는 서열은 복합 프라이머 확

장 생성물 자체에 있는 다른 서열에 혼성화되는데, 이것은 미국 특허 번호 6,132,997에 설명된다. 이들 구체예에서, 

복합 프라이머 확장 생성물의 3'에 있는 상기 서열은 일반적으로, 복합 프라이머 확장 생성물과의 혼성화 및/또는 복

합 프라이머 확장 생성물을 따라 일어나는 확장 후에 절단된다. 미국 특허 번호 6,132,997.

어떤 구체예에서, 제 2 프라이머는 1개 이상의 표적 RNA 단편에 의해 제공된다. 그러한 표적 RNA 단편은 표적 RNA

와 제 1 프라이머 확장 생성물의 복합체에서 RNA/DNA 혼성체에서 RNA를 절단하는 제제(효소 같은)에 의한 표적 R

NA의 불완전한 분해의 결과로서 생성될 수 있으며, 이로써 1개 이상의 RNA 단편이 제 1 프라이머 확장 생성물에 결
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합된 채로 남아 있게 된다.

프로프로모터 및 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드

어떤 구체예는 프로프로모터 및 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티

드를 사용한다. 어떤 구체예에서, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드는 하기 더 상세히 설명된 PTO로서 제공된다.

프로프로모터 주형 올리고뉴클레오티드

어떤 구체예에서, 이 방법은 프로프로모터 주형 올리고뉴클레오티드(PTO)에 의해 제공되는 전사를 위한 프로모터 서

열을 사용한다.

본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 PTO는 RNA 중합효소의 이중가닥 프로모터의 형성을 위해 디자인된 프로프로

모터 서열, 및 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에 혼성화할 수 있는 부분을 포함하는 단일가닥 폴리뉴클레오티드, 일

반적으로 DNA이다. 본 발명의 구체예에서, 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에 혼성화할 수 있는 부분은, 그 보체가 

제 2 프라이머 확장 생성물의 규정된 단부 서열(그리고 따라서, 이어서 단일가닥 DNA 생성물의 3'-단부)에 혼성화할

수 있는 서열을 포함한다. 다른 구체예에서, 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에 혼성화할 수 있는 부분은 무작위 서열

을 포함한다. 다른 구체예에서, 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에 혼성화할 수 있는 부분은, 그 보체가 다수의 제 1 

가닥 cDNA의 3'-단부에서 발견된 서열에 혼성화할 수 있는 서열을 포함한다.

바람직한 구체예에서, 프로프로모터 서열은 올리고뉴클레오티드의 5' 부분에 위치하며, 혼성화 서열은 올리고뉴클레

오티드의 3' 부분에 위치한다. 가장 전형적인 한 구체예에서, 프로모터 및 혼성화 서열은 상이한 서열이다. 다른 구체

예에서, 프로모터 및 혼성화 서열은 서열 동일성 내에서 중복된다. 또 다른 구체예에서, 프로모터 및 혼성화 서열은 동

일한 서열이며, 따라서 PTO 상의 동일한 위치에 있다. PTO와 프라이머 확장 생성물의 혼성화가 오버행(치환된 프라

이머 확장 생성물에 혼성화하지 않으며, 전형적으로 프로프로모터 서열의 전부 또는 일부를 포함하는 PTO의 5'-단

부)을 포함하는 듀플렉스를 가져오는 구체예에서, DNA 중합효소는 오버행을 채워서 적합한 RNA 중합효소에 의해 

전사를 행할 수 있는 이중가닥 프로모터를 만든다.

주형 DNA의 전사를 허용하는 프로모터 서열은 본 분야에 공지되어 있으며, 상기 논의되었다. 바람직하게, 프로모터 

서열은 사용된 특정 RNA 중합효소의 최적 전사 활성을 제공하도록 선택된다. 또한, 그러한 선택에 대한 기준, 즉 특

정 RNA 중합효소에 의해 특히 선호되는 특정 프로모터 서열이 본 분야에 잘 공지되어 있다. 예를 들어, T7 DNA-의

존성 RNA 중합효소 및 SP6에 의한 전사를 위한 프로모터 서열이 본 분야에 공지되어 있다. 이 프로모터 서열은 원핵

또는 진핵 공급원으로부터 올 수 있다.

어떤 구체예에서, PTO는 프로프로모터 서열과 프라이머 확장 생성물의 3'-단부에 혼성화할 수 있는 부분 사이에 개

재 서열을 포함한다. 개재 서열의 적합한 길이는 실험적으로 결정될 수 있으며, 적어도 약 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 뉴

클레오티드일 수 있다. 또한, 개재 서열의 적합한 서열 동일성이 실험적으로 결정될 수 있으며, 반드시 그렇지는 않지

만 바람직하게, 서열은 이 서열의 생략과 비교하여 증폭의 정도를 증진시키도록 디자인된다. 한 구체예에서, 개재 서

열은 사용된 RNA 중합효소에 의한 증진된, 또는 더욱 최적의 전사를 제공하도록 디자인된다. 일반적으로, 이 서열은 

표적 서열과는 무관하다(즉, 실질적으로 혼성화하지 않는다). 더 최적의 전사는 상기 서열에 작동가능하게 연결된 프

로모터로부터의 중합효소의 전사 활성이 그렇게 연결되지 않은 프로모터로부터의 활성보다 더 클 때 일어난다. 최적

의 전사를 위한 서열 필요조건은 일반적으로, 다양한 DNA-의존성 RNA 중합효소에 대해 이전에 설명된 대로 본 분

야에, 예를 들어 미국 특허 번호 5,766,849 및 5,654,142에 공지되어 있으며, 실험적으로 결정될 수도 있다.

다른 구체예에서, PTO는 프로프로모터 서열 쪽의 5'인 서열을 포함하는데, 즉 PTO는 프로프로모터 서열 쪽의 5' 위

치된 추가의 뉴클레오티드(이것은 전사 조절 서열일 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다)를 포함한다. 반드시 그렇지는 

않지만, 일반적으로 서열은 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 없다(주어진 세트의 조건하에서).

한 구체예에서, PTO는 핵산 확장을 위한 프라이머로서 효과적으로 기능할 수 없다. PTO의 프라이머 기능을 차단하

는 기술은 DNA 중합효소에 의해 PTO의 3'-단부에 뉴클레오티드를 부가하는 것을 방지하는 어떤 것을 포함한다. 그

러한 기술은 본 분야에 공지되어 있으며, 예를 들어 3' 히드록실기의 치환이나 변형, 또는 DNA 중합효소에 의한 뉴클

레오티드의 부가를 앵커링할 수 없는 PTO의 3'-most 위치에 디디옥시뉴클레오티드와 같은 변형 뉴클레오티드의 결

합을 포함한다. 표지, 또는 바이오틴과 같은 특이적 결합쌍의 구성원인 소분자를 사용하여 3'-단부를 차단하는 것이 

가능하다. 또한, 비-상보성이기 때문에, 또는 수소 결합을 지지할 수 없는 구조적 변형으로 인해, 프라이머 확장 생성

물에 혼성화할 수 없는 뉴클레오티드의 부가에 의해 3'-단부를 확장 불가능하게 만드는 것이 가능하다. 다른 구체예

에서, PTO는 차단되지 않는다.

관심의 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 PTO 부분의 길이는 바람직하게 약 5 내지 약 50 뉴클레오티드, 더
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바람직하게 약 10 내지 약 40 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게 약 15 내지 약 35 뉴클레오티드, 가장 바람직하게 약 2

0 내지 30 뉴클레오티드이다. 어떤 구체예에서, 혼성화 부분은 적어도 약 3, 5, 10, 15, 20 중 어느 것이며, 약 30, 40,

50, 60 중 어느 것 미만이다. 혼성화 부분의 상보성은 관심의 프라이머 확장 생성물 상의 그것의 의도된 결합 서열에 

대해, 바람직하게 적어도 약 25%, 더 바람직하게 적어도 약 50%, 더욱 더 바람직하게 적어도 약 75%, 가장 바람직하

게 적어도 약 90%이다.

DNA 중합효소, RNA-DNA 혼성체를 절단할 수 있는 제제, 및 RNA 중합효소

본 발명의 증폭 방법은 다음의 효소들을 사용한다: RNA-의존성 DNA 중합효소, DNA-의존성 DNA 중합효소, RNA

-DNA 혼성체로부터 RNA 가닥을 절단할 수 있는 제제(예를 들어, RNase H 같은 리보뉴클레아제), 및 어떤 양태에서

DNA-의존성 RNA 중합효소. 이들 활성 중 1개 이상이 발견되며, 단일 효소로 사용될 수 있다. 예를 들어, RNase H 

활성은 RNA-의존성 DNA 중합효소(역전사효소 같은)에 의해 공급될 수 있거나, 또는 개별 효소로 제공될 수 있다. 

본 방법에 유용한 역전사효소는 RNase H 활성을 가질 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다.

본 발명의 한 양태는 프라이머-RNA 복합체로부터 이중가닥 cDNA의 형성이다. 이 프로세스는 일반적으로 RNA-의

존성 DNA 중합효소, DNA-의존성 DNA 중합효소 및 RNA/DNA 혼성체를 절단할 수 있는 제제(RNase H 같은)의 효

소 활성을 이용한다.

본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 RNA-의존성 DNA 중합효소는 본 발명의 방법에 따라 프라이머의 확장을 행할

수 있다. 따라서, 바람직한 RNA-의존성 DNA 중합효소는 적어도 주로 리보뉴클레오티드로 이루어진 핵산 주형을 따

라서 핵산 프라이머를 확장시킬 수 있는 것이다. 본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 적합한 RNA-의존성 DNA 중

합효소는 역전사효소를 포함한다. 조류 골수모세포종증 바이러 스(AMV-RT) 및 몰로네이 뮤린 백혈병 바이러스(MM

LV-RT)로부터 온 것들과 같은 많은 역전사효소는 1개 이상의 활성(예를 들어, 중합효소 활성 및 리보뉴클레아제 활

성)을 포함하며, 이중가닥 cDNA 분자의 형성에서 기능할 수 있다. 그러나, 어떤 경우에는 RNase H 활성이 없는 역전

사효소를 사용하는 것이 바람직하다. RNase H 활성이 없는 역전사효소는 본 분야에 공지되어 있으며, 돌연변이가 R

Nase H 활성을 제거한, 야생형 역전사효소의 돌연변이를 포함하는 것들을 포함한다. 이들 경우, E. coli 로부터 분리
된 것과 같은 다른 공급원으로부터의 RNase H의 첨가가 이중가닥 cDNA의 형성을 위해 사용될 수 있다.

본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 DNA-의존성 DNA 중합효소는 본 발명에따라서 복합 프라이머의 확장을 행할 

수 있다. 따라서, 바람직한 중합효소는 적어도 주로 디옥시뉴클레오티드로 이루어진 핵산 주형을 따라서 핵산 프라이

머를 확장할 수 있는 것이다. 이중가닥 cDNA의 형성은 RNA-의존성 DNA 중합효소 및 DNA-의존성 DNA 중합효소 

활성을 모두 포함하는 역전사효소에 의해 수행될 수 있다. 본 발명의 방법에 따르는 RNA 서열의 증폭은 치환된 가닥

이 결합되는 폴리뉴클레오티드로부터 핵산 가닥을 치환할 수 있는 DNA 중합효소의 사용을 포함하며, 일반적으로 더 

많은 가닥 치환 능력을 나타내는 중합효소(즉, 가닥 치환 능력을 그만큼 갖지 않는 다른 중합효소에 비하여)가 바람직

하다. 바람직하게, DNA 중합효소는 핵산 가닥에 혼성화된 올리고뉴클레오티드의 3'-단부에서의 결합에 대해 높은 

친화성을 가진다. 바람직하게, DNA 중합효소는 실질적인 새김 활성을 지니지 않는다. 일반적으로, DNA 중합효소는 

바람직하게 5'→3' 엑소뉴클레아제 활성을 가지며, 이 로써 프라이머, 또는 프라이머 확장 뉴클레오티드의 분해가 최

소화된다. 일반적으로, 이 엑소뉴클레아제 활성은 pH, 염농도, 주형이 이중가닥인지 단일가닥인지의 여부 등과 같은 

요인에 좌우되며, 이것 모두는 당업자에게 익숙하다. 5'→3' 엑소뉴클레아제 활성이 결실된 돌연변이 DNA 중합효소

가 본 분야에 공지되어 있으며, 본원에 설명된 증폭 방법에 적합하다. 또한, 5'에서 3' 뉴클레아제와 3'에서 5' 뉴클레

아제 활성을 모두 결여한 돌연변이 DNA 중합효소, 예를 들어 엑소 -/- Klenow DNA 중합효소가 설명된다. DNA 중

합효소는 적어도 약 25%, 더 바람직하게 적어도 약 50%, 더욱 더 바람직하게 적어도 약 75%, 가장 바람직하게 적어

도 약 90%의, 프라이머 확장 생성물의 5'-단부와 중합효소 사이의 접촉 발생률로 주형 핵산으로부터 프라이머 확장 

생성물을 치환하는 것이 바람직하다. 어떤 구체예에서, 가닥 치환 활성을 갖는 열안정성 DNA 중합효소의 사용이 바

람직하다. 그러한 중합효소는 본 분야에 잘 공지되어 있으며, 예를 들어 미국 특허 번호 5,744,312(및 본원에 인용된 

참고자료)에 설명된다. 바람직하게, DNA 중합효소는 교정 활성을 거의 갖지 않는다.

본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 적합한 DNA 중합효소는 미국 특허 번호 5,648,211 및 5,744,312에 설명된 것

들을 포함하는데, 이것들은 exo - Vent(New England Biolabs), exo - Deep Vent(New England Biolabs), Bst(Bi

oRad), exo - Pfu(St-ratagene), Bca(Panvera), 서열화 등급 Taq(Promega), exo -/- Klenow DNA 중합효소, 및 

서모아나에로박터 서모히드로술푸리쿠스로부터의 열안정성 DNA 중합효소를 포함한다.

본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 리보뉴클레아제는 RNA/DNA 혼성체에서 리보뉴클레오티드를 절단할 수 있다.

바람직하게, 리보뉴클레아제는 절단될 리보뉴클레오티드에 인접한 뉴클레오티드의 동일성 및 종류와 무관하게 RNA/

DNA 혼성체에서 리보뉴클레오티드를 절단한다. 리보뉴클레아제는 서열 동일성과 무관하게 절단하는 것이 바람직하

다. 본 발명의 방법 및 조성물에 적합한 리보뉴클레아제의 예는 본 분야에 공지되어 있고, 하이브리다제를 포함하는 

리보뉴클레아제 H(RNase H)를 포함한다.
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본 발명의 방법 및 조성물에 사용되는 DNA-의존성 RNA 중합효소는 본 분야에 공지되어 있다. 진핵 또는 원핵 중합

효소가 사용될 수 있다. 예는 T7, T3 및 SP6 RNA 중합효소를 포함한다. 일반적으로, 선택된 RNA 중합효소는 본원

에 설명된 대로 프로프로모터 폴리뉴클레오티드에 의해 제공된 프로모터 서열로부터 전사할 수 있다. 일반적으로, R

NA 중합효소는 DNA-의존성 중합효소이며, 바람직하게는 프로모터 영역이 이중가닥인 한 단일가닥 DNA 주형으로

부터 전사할 수 있다.

일반적으로, 본 발명의 방법 및 조성물에 사용된 효소는 상기 방법 및 조성물의 핵산 성분의 실질적인 분해를 야기하

지 않아야 한다.

반응 조건 및 검출

본 발명의 방법을 수행하기 위한 적합한 반응 매질 및 조건은 본 발명의 방법에 따라서 핵산 증폭을 허락하는 것들이

다. 그러한 매질 및 조건은 당업자에게 공지되어 있으며, 미국 특허 번호 5,554,516; 5,716,785; 5,130,238; 5,194,3

70; 6,090,591; 5,409,818; 5,554,517; 5,169,766; 5,480,784; 5,399,491; 5,697,512; 및 PCT 공보 번호 WO 99/

42618과 같은 여러 간행물에 설명된다. 예를 들어, 완충액은 트리스 완충액일 수 있지만, 완충액 성분들이 본 발명 방

법의 효소 성분들에 대해 비-저해성인 한 다른 완충액도 사용될 수 있다. pH는 바람직하게 약 5 내지 약 11, 더 바람

직하게 약 6 내지 약 10, 더욱 더 바람직하게 약 7 내지 약 9, 가장 바람직하게 약 7.5 내지 약 8.5이다. 또한, 반응 매

질은 Mg 2+ 또는 Mn 2+ 와 같은 2가 금속 이온을, 약 0.01 내지 약 15mM, 가장 바람직하게 약 1 내지 10mM 범위 

내의 자유 이온의 최종 농도로 포함할 수 있다. 반응 매질은 매질의 총 이온강도에 기여하는 KCl 또는 NaCl과 같은 

다른 염도 포함할 수 있다. 예를 들어, KCl과 같은 염의 범위는 바람직하게, 약 0 내지 약 125mM, 더 바람직하게 약 0

내지 약 100mM, 가장 바람직하게 약 0 내지 약 75mM이다. 반응 매질은 증폭 반응의 수행에 영향을 미칠 수 있지만,

이 방법의 효소 성분의 활성에는 필요하지 않은 첨가제를 더 포함할 수 있다. 그러한 첨가제는 BSA와 같은 단백질, 

단일가닥 결합 단백질(예를 들어, T4 유전자 32 단백질), 및 NP40 또는 트리톤 같은 비-이온성 세제를 포함한다. 또

한, 효소 활성을 유지시킬 수 있는 DTT와 같은 시약이 포함될 수 있다. 그러한 시약은 본 분야에 공지되어 있다. 적합

한 경우, 방법에 사용된 RNase의 활성을 저해하지 않는 RNase 저해제(Rnasin 같은)가 포함될 수 있다. 본 발명 방법

의 어떤 양태는 동일한 온도에서나 또는 온도를 변화시키면서 일어날 수 있다. 바람직하 게, 증폭 반응(특히, 제 1 및 

제 2 가닥 cDNA 합성 단계 이외의 다른 프라이머 확장, 및 가닥 치환)은 등온적으로 수행되며, 이것은 성가신 열순환

프로세스를 피하게 해준다. 증폭 반응은 본 발명의 올리고뉴클레오티드(프라이머 및/또는 PTO)와 주형 폴리뉴클레

오티드 및 프라이머 확장 생성물의 혼성화를 허락하고, 사용된 효소의 활성을 실질적으로 저해하지 않는 온도에서 수

행된다. 온도는 바람직하게 약 25℃ 내지 약 85℃, 더 바람직하게 약 30℃ 내지 약 80℃, 가장 바람직하게 약 37℃ 내

지 약 75℃의 범위일 수 있다. RNA 전사를 포함하는 어떤 구체예에서, 전사 단계의 온도는 선행한 단계의 온도(들)보

다 낮다. 이들 구체예에서, 전사 단계의 온도는 바람직하게 약 25℃ 내지 약 85℃, 더 바람직하게 약 30℃ 내지 약 75

℃, 가장 바람직하게 약 37℃ 내지 약 70℃의 범위일 수 있다.

본 발명의 방법에서 프라이머 확장 생성물의 합성에 사용될 수 있는 뉴클레오티드 및/또는 뉴클레오티드 유사체, 예

를 들어 디옥시리보뉴클레오시드 트리포스페이트는, 바람직하게 약 50 내지 약 2500μM, 더 바람직하게 약 100 내

지 약 2000μM, 더욱 더 바람직하게 약 200 내지 약 1700μM, 가장 바람직하게 약 250 내지 약 1500μM의 양으로

제공된다. 어떤 구체예에서, 프라이머 확장 가닥에 있는 그것의 존재가 가닥 치환을 증진시키는(예를 들어, 종래의 A

T, CG 염기쌍보다 약한 염기쌍을 일으킴에 의해) 뉴클레오티드 또는 뉴클레오티드 유사체가 포함된다. 그러한 뉴클

레오티드 또는 뉴클레오티드 유사체는 디옥시이노신 및 다른 변형 염기를 포함하며, 이것 모두는 본 분야에 공지되어

있다. 본 발명의 방법에서 RNA 전사체의 합성에 사용될 수 있는 뉴클레오티드 및/또는 유사체, 예를 들어 리보뉴클레

오 시드 트리포스페이트가, 바람직하게 약 0.25 내지 약 6mM, 더 바람직하게 약 0.5 내지 약 5mM, 더욱 더 바람직하

게 약 0.75 내지 약 4mM, 가장 바람직하게 약 1 내지 약 3mM의 양으로 제공된다.

본 발명의 증폭 반응의 올리고뉴클레오티드 성분은 일반적으로 증폭될 표적 핵산 서열의 수를 초과한다. 그것은 표적

핵산 양의, 약 또는 적어도 약 10, 10 2 , 10 4 , 10 6 , 10 8 , 10 10 , 10 12 배 중 어느 것으로 제공될 수 있다. 복합

프라이머 및 PTO는 각각, 약 또는 적어도 약 50nM, 100nM, 500nM, 1000nM, 2500nM, 5000nM의 농도 중 어느 

것으로 제공될 수 있다.

한 구체예에서, 전술한 성분들은 증폭 프로세스를 개시할 때 동시에 첨가된다. 다른 구체예에서, 성분들은 증폭 반응

에 의해 요구 및/또는 허락됨에 따라 증폭 프로세스 동안의 적합한 시간 지점 전 또는 후에 어떤 순서로 첨가된다. 하

기 일부 나타낸 그러한 시간 지점은 당업자에 의해 쉽게 확인될 수 있다. 본 발명의 방법에 따르는 핵산 증폭에 사용된

효소는, 그것들의 열안정성 및/또는 당업자에게 공지된 다른 고려사항에 의해 결정된 바에 따라서, 표적 핵산 변성 단

계 전, 변성 단계 후, 또는 프라이머와 표적 RNA의 혼성화 후에 반응 혼합물에 첨가될 수 있다. 제 1 가닥 cDNA(복합

프라이머 확장 생성물) 및 제 2 가닥 cDNA(제 2 프라이머 확장 생성물) 합성 반응은 연속하여 수행될 수 있으며, 다

음에 증폭 단계(다른 복합 프라이머에 의해 결합, 프라이머 확장 및 가닥 치환)가 이어진다. 이들 구체예에서, 반응 조

건 및 성분은 상이한 반응들 사이에서 변할 수 있다.
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증폭 프로세스는 다양한 시간 지점에서 중단될 수 있으며, 나중에 재개된다. 상기 시간 지점은 당업자에 의해 쉽게 확

인될 수 있다. 한 시간 지점은 제 1 가닥 cDNA 합성이 끝날 때이다. 다른 시간 지점은 제 2 가닥 cDNA 합성이 끝날 

때이다. 반응을 중단하는 방법은 본 분야에 공지되어 있으며, 예를 들어 반응 혼합물을 효소 활성을 저해하는 온도로 

냉각시키거나, 또는 반응 혼합물을 효소를 파괴하는 온도를 가열하는 것을 포함한다. 반응을 재개하는 방법은 본 분

야에 공지되어 있으며, 예를 들어 반응 혼합물의 온도를 효소 활성을 허락하는 온도로 올리거나, 또는 파괴된(결실된)

효소를 재공급하는 것을 포함한다. 어떤 구체예에서, 반응 성분들 중 1개 이상이 반응을 재개하기 전, 재개할 때, 또는

재개한 후에 재공급된다. 예를 들어, 만일 동일한 복합 프라이머가 사용된다면 선형 증폭 반응을 시작하기 전에 복합 

프라이머를 재공급할 필요가 있을 수 있다. 또는 달리, 반응은 중단 없이 진행되도록(시작부터 마직막까지) 허용될 수

있다.

반응은 예를 들어 프라이머를 제거하기 위한 중간체 복합체의 정제 없이 진행되도록 허용될 수 있다. 생성물은 다양

한 시간 지점에서 정제될 수 있으며, 이것은 당업자에 의해 쉽게 확인될 수 있다. 한 시간 지점은 제 1 가닥 cDNA 합

성이 끝날 때이다. 다른 시간 지점은 제 2 가닥 cDNA 합성이 끝날 때이다. 우리는 제 1 및 제 2 가닥 cDNA의 복합체

의 통상적인 정제가 후속 선형 증폭 단계에서의 증폭 효능을 약간 더 높인다는 것을 관찰했다.

증폭 생성물의 검출은 표적 서열 존재를 표시한다. 정량 분석이 또한 실행될 수 있다. 직접 및 간접 검출 방법(정량을 

포함하는)이 본 분야에 잘 공지되어 있다. 예를 들어, 표적 서열을 함유하는 미지량의 폴리뉴클레오티드를 함유하는 

시험 샘플로부터 증폭된 생성물의 양과, 표적 서열을 함유하는 기지량의 폴리뉴클레오티드를 갖는 기준 샘플의 증폭 

생성물을 비교함에 의해, 시험 샘플에 있는 표적 서열의 양이 측정될 수 있다. 또한, 본 발명의 증폭 방법은 서열 변경

의 분석 및 표적 핵산의 서열화까지 확대될 수 있다. 더욱이, 검출은 예를 들어 RNA 증폭 생성물로부터의 번역 생성

물을 시험함으로써 행해질 수 있다.

본 발명의 조성물 및 키트

또한, 본 발명은 본원에 설명된 방법에 사용되는 조성물 및 키트를 제공한다. 조성물은 본원에 설명된 어떤 성분(들), 

반응 혼합물 및/또는 중간체, 뿐만 아니라 어떤 조합일 수 있다. 예를 들어, 본 발명은 복합 프라이머 및 제 2 프라이머

를 포함하는 조성물을 제공하며, 여기에서 제 2 프라이머는 무작위 프라이머이다. 어떤 구체예에서, 제 2 프라이머는 

DNA를 포함한다. 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 DNA로 구성된다. 또 다른 예에서, 조성물은 복합 프라이머 및 

프로프로모터 폴리뉴클레오티드가 혼성화할 수 있는 치환된 프라이머 확장 생성물을 생성시킬 목적으로 포함된 비-

표적 서열을 포함하는 제 2 프라이머를 포함한다.

어떤 구체예에서, 복합 프라이머는 DNA 부분에 인접한 RNA 부분을 포함한다. 다른 구체예에서, 복합 프라이머는 적

어도 1개의 개재 RNA 부분을 갖는 5' 및 3' DNA 부분을 포함한다. 다른 구체예에서, 복합 프라이머는 폴리-dT 부분

을 포함한다. 다른 예에서, 본 발명은 무작위 프라이머인 복합 프라이머를 포함한다. 어떤 구체예에서, 무작위 복합 프

라이머 또는 폴리-dT 부분을 포함하는 복합 프라이머는 표적에 혼성화할 수 없는(프라이머의 부분이 표적에 혼성화

하는 조건하에서) 부분을 더 포함한다. 다른 예에서, 본 발명은 핵산 마이크로어레이를 제조하는데 사용되는 고체 기

판에 복합 프라이머를 포함하는 폴리뉴클레오티드를 부착시킬 수 있는 부분의 부착에 의해 더 유도된, 복합 프라이머

를 포함하는 조성물을 제공한다. 어떤 구체예에서, 복합 프라이머는 아민과 같은 양으로 하전된 부분의 부착에 의해 

더 유도된다.

어떤 구체예에서, 본 발명은 복합 프라이머, 및 PTO와 같은 프로프로모터 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함

하는 조성물을 제공한다(즉, 본원에 설명된 구체예들 중 어느 것). 무작위 프라이머를 함유하는 조성물에 관하여, 이들

조성물은 또한 복수의 무작위 프라이머(즉, 상이한 서열을 갖는 무작위 프라이머의 집단)를 함유할 수 있다.

어떤 구체예에서, 조성물은 (a) 복합 프라이머; (b) 제 2 프라이머(이것은 무작위 프라이머일 수 있다); 및 (c) 역전사

효소를 포함한다. 또 다른 구체예에서, 조성물은 (a) 복합 프라이머; (b) 제 2 프라이머(이것은 무작위 프라이머일 수 

있다); (c) 역전사효소; 및 (d) DNA 중합효소를 포함한다. 어떤 구체예에서, 조성물은 (a) 복합 프라이머; (b) 제 2 프

라이머(이것은 무작위 프라이머일 수 있다); 및 (c) 프로프로모터 서열(이것은 PTO일 수 있다)을 포함하는 폴리뉴클

레오티드를 포함한다. 상기 조성물 중 어느 것은 표적 RNA(이것은 관심의 RNA 서열을 포함한다) 및/또는 본원에 설

명된 효소(DNA 중합효소, 예를 들어, 역전사효소, RNase H, 및/또는 RNA 중합효소 같은) 중 어느 것을 더 포함할 수

있다.

또한, 본 발명은 본원에 설명된 증폭 생성물을 포함하는 조성물을 제공한다. 따라서, 본 발명은 표적 서열의 카피 또는

보체인 DNA 또는 RNA 분자의 집단을 제공하며, 이것은 본원에 설명된 방법(또는 생성물을 포함하는 조성물) 중 어

느 것에 의해 생성된다.

다른 양태로서, 본 발명은 표적 서열의 카피 및 보체인 센스 폴리뉴클레오티드(바람직하게, DNA) 분자 및 안티센스 

폴리뉴클레오티드(바람직하게, DNA) 분자의 집단을 제공하며, 이것은 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 의해 생성된
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다. 또한, 본 발명은 이들 집단의 조성물 및 다양한 입체배치(어레이 같은)를 포함하며, 이것은 동종성(동일한 서열) 

또는 이종성(상이한 서열)일 수 있다. 이들 집단은 mRNA 뿐만 아니라 mRNA의 어떤 종 또는 부류에 기초하는 것을 

포함해서, 본원에 설명된 방법으로부터 얻어진 서열들의 어떤 회합체일 수 있다.

조성물은 일반적으로 적합한 매질 내에 있지만, 그것들은 동결건조 형태일 수도 있다. 적합한 매질은 제한은 없으나 

수성 매질(순수한 물 또는 완충액 같은)을 포함한다.

본 발명은 본 발명의 방법을 수행하기 위한 키트를 제공한다. 따라서, 여러 가지의 키트가 적합한 패키징 상태로 제공

된다. 이 키트는 본원에 설명된 용도 중 어느 1가지 이상에 사용될 수 있으며, 따라서 다음의 용도 중 어느 1가지 이상

을 위한 지시사항을 함유할 수 있다: RNA 서열 증폭; 관심의 RNA 서열의 서열화; RNA 서열 증폭에 기초한 서열 돌

연변이의 검출(즉, 유전자형화 또는 핵산 돌연변이 검출); 관심의 서열의 존재 또는 부재의 측정; 유전자 프로파일링 

방법; 섭트렉티브 혼성화 방법; 섭트렉티브 혼성화 프로브 제조 방법; 차등 증폭 방법; 라이브러리 (cDNA 및 상이한 

발현 라이브러리를 포함하는) 제조 방법; 고정된 핵산(이것은 마이크로어레이 위에 고정된 핵산일 수 있다)의 제조 방

법; 및 본 발명의 방법에 의해 생성된 증폭 핵산 생성물을 특성화하는 방법.

본 발명의 키트는 본원에 설명된 성분들의 어떤 조합을 포함하는 1개 이상의 용기를 포함하며, 다음은 그러한 키트들

의 예이다. 키트는 본원에 설명된 복합 프라이머 중 어느 것을 포함한다. 어떤 구체예에서, 키트는 2개 이상의 복합 프

라이머 및 제 2 프라이머를 포함하며, 이것은 따로 패키지될 수도 또는 그렇지 않을 수도 있다. 키트는 복합 프라이머 

및 프로프로모터 서열(이것은 PTO일 수 있다)을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 포함한다. 키트는 제 2 프라이머(이것

은 무작위 프라이머일 수 있다)를 더 포함한다. 복합 프라이머는 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있다. 또한, 키

트는 본원에 설명된 1개 이상의 효소(예를 들어, 역전사효소와 같은 RNA-의존성 DNA 중합효소, RNase H와 같은 

리보뉴클레아제) 중 어느 것, 뿐만 아니라 디옥시뉴클레오시드 트리포스페이트(표지된 또는 표지되지 않은) 및/또는 

리보뉴클레오시드 트리포스페이트(표지된 또는 표지되지 않은)를 선택적으로 더 포함할 수 있다. 또한, 키트는 1개 

이상의 적합한 완충액(본원에 설명된)을 포함할 수 있다. 핵산 서열화에 유용한 키트는 프라이머 확장 생성물 또는 R

NA 전사체에의 결합시 뉴클레오티드 중합을 종결시킬 수 있는 표지된 또는 표지되지 않은 뉴클레오티드 유사체를 선

택적으로 포함할 수 있다. 키트에 있는 1개 이상의 시약은 부형제를 포함해서, 보통 동결건조된 건조 가루로서 제공되

며, 이것은 용해 시에 본원에 설명된 방법 중 어느 것을 수행하는데 적합한 농도를 갖는 시약 용액을 제공할 것이다. 

각 성분이 개별 용기에 패키지될 수 있거나, 또는 일부 성분이 교차반응성 및 저장기간이 허락되는 경우 한 용기에 조

합될 수 있다.

본 발명의 키트는 의도된 핵산 증폭을 위한 본 발명 방법의 성분들의 사용, 및/또는 적합하다면 핵산 서열화 및 서열 

돌연변이 검출과 같은 목적을 위한 증폭 생성물의 사용에 관하여, 일반적으로 서면 지시사항인 지시사항의 세트를 선

택적으로 포함할 수 있지만, 지시사항을 함유하는 전자 저장 매체(예를 들어, 자기 디스켓 또는 광디스크)가 허용될 

수도 있다. 키트와 함께 포함된 지시사항은 일반적으로 본 발명의 방법을 실행하는데 필요한 시약(키트에 포함되든지

아니든지)에 관한 정보, 키트를 사용하는 방법에 대한 지시사항, 및/또는 적합한 반응 조건을 포함한다. 예를 들어, 본

발명의 키트는 복합 프라이머(이것은 폴리-dT 부분을 포함할 수 있으며, 및/또는 무작위 프라이머일 수 있다), 제 2 

프라이머(이것은 무작위 프라이머일 수 있다), 및 본 발명의 방법에 따라서 RNA를 증폭하기 위해 이 프라이머들을 사

용하는데 대한 지시사항을 포함할 수 있다. 다른 예에서, 본 발명의 키트는 복합 프라이머(이것은 폴리-dT 부분을 포

함할 수 있으며, 및/또는 무작위 프라이머일 수 있다), 및 본 발명의 방법에 따라서 RNA를 증폭하기 위해 이 프라이머

들을 사용하는데 대한 지시사항을 포함할 수 있다. 다른 예에서, 본 발명의 키트는 복합 프라이머, 제 2 프라이머(이것

은 무작위 프라이머일 수 있다), 및 본 발명의 방법에 따라서 RNA 표적으로부터 이중가닥 상보성 DNA를 생성하고, 

및/또는 RNA를 증폭하는데 대한 지시사항을 포함한다. 또 다른 예에서, 이들 키트 중 어느 것은 프로프로모터 폴리뉴

클레오티드, 및 본 발명의 방법에 따라서 프라이머 확장 생성물과 프로프로모터 폴리뉴클레오티드의 듀플렉스를 생

성하여 이중가닥 프로모터 영역을 생성하고, 및/또는 RNA를 증폭하는데 대한 지시사항을 포함한다. 다른 예에서, 본 

발명의 키트는 제 1 가닥 cDNA를 생성할 수 있는 복합 프라이머(이것은 폴리-dT 부분을 포함할 수 있으며, 및/또는 

무작위 프라이머일 수 있다), 제 1 가닥 cDNA에 혼성화할 수 있는 제 2 복합 프라이머, 및 본 발명의 방법 중 어느 것

에 따라서 이중가닥 cDNA를 생성하기 위해 이 프라이머들을 사용하는데 대한 지시사항을 포함한다. 다른 예에서, 본

발명의 키트는 3' 단일가닥 DNA 부분을 포함하는 이중가닥 cDNA 복합체(제 1 및 제 2 가닥 cDNA를 포함)을 포함

한다. 또 다른 예에서, 이들 키트 중 어느 것은 1개 이상의 대조표준(이것은 예를 들어, RNA 주형, 복합 프라이머, 및/

또는 3' 단일가닥 DNA 부분을 포함하는 이중가닥 cDNA 복합체(제 1 및 제 2 가닥 cDNA를 포함)일 수 있다)을 더 

포함한다.

키트의 성분(들)은 어떤 편리하고 적합한 패키징 상태로 패키지될 수 있다. 성분들은 개별적으로, 또는 1개 또는 다수

조합으로 패키지될 수 있다. 키트가 전사를 포함하는 본 발명의 증폭 방법을 실행하기 위해 제공된 경우, 바람직하게 

RNA 중합효소(포함된다면)는 전사 단계의 전단계에 사용되는 성분과 개별적으로 제공된다.

키트에 있는 다양한 성분들의 상대적 양은, 본원에 개시된 방법을 실행시키는데 필요한 반응을 실질적으로 최적화하

는 시약의 농도를 제공하기 위해, 및/또는 어떤 분석의 감도를 더 최적화하기 위해서 광범위하게 변할 수 있다.
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또한, 본 발명은 본원에 설명된 방법을 행하기 위한 시스템을 제공한다. 이들 시스템은 상기 논의된 성분들의 다양한 

조합을 포함한다. 예를 들어, 어떤 구체예에서, 본 발명은 (a) 복합 프라이머(본원에 설명된 것들 중 어느 것); (b) DN

A 중합효소; 및 (c) 리보뉴클레아제를 포함하는, 표적 폴리뉴클레오티드 서열을 생성하는데(또는 표적 폴리뉴클레오

티드 서열을 증폭하는데) 적합한 시스템을 제공한다. 어떤 구체예에서, 시스템은 프로프로모터 서열(이것은 PTO일 

수 있다)을 포함하는 폴리뉴클레오티드 및 DNA-의존성 RNA 중합효소를 더 포함한다. 다른 구체예에서, 시스템은 R

NA-의존성 DNA 중합효소를 더 포함한다. 또한, 시스템의 구체예 중 어느 것은 본원에 설명된 주형(표적) 서열을 포

함할 수 있다. 시스템은 일반적으로 본 발명의 증폭 방법을 수행하기 위한 1개 이상의 장치를 포함한다. 그러한 장치

는 예를 들어, 가열 장치(히팅 블록 또는 수조와 같은) 및 본원에 설명된 방법 중 하나 이상의 단계의 자동화를 행하는

장치를 포함한다. 본 발명의 방법은 열순환이 어떤 단계에도 필요하기 않기 때문에 소형화된 장치와 함께 사용하는데

특히 적합하다. 적합한 장치의 비제한적인 예는 BioAanlyzser(Agilant 및 Caliper) 및 eSensor을 포함한다.

또한, 본 발명은 본원에 설명된 성분들의 다양한 조합을 함유하는 반응 혼합물(또는 반응 혼합물을 포함하는 조성물)

을 제공한다. 반응 혼합물의 예가 설설명된다. 어떤 구체예에서, 본 발명은 (a) 표적 RNA; (b) 3' DNA 부분 및 RNA 

부분을 포함하는 복합 프라이머; (c) 제 2 프라이머; 및 (d) DNA 중합효소를 포함하는 반응 혼합물을 제공한다. 본원

에 설명된 대로, 3' DNA 부분에 인접한 5' RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머를 포함해서, 복합 프라이머 중 어느 

것이 반응 혼합물에 있을 수 있다(또는 복수의 복합 프라이머). 또한, 반응 혼합물은 RNase H와 같은 RNA/DNA 혼

성체로부터 RNA를 절단하는 효소를 더 포함할 수 있다. 또한, 본 발명의 반응 혼합물은 본원에 설명된 프로프로모터 

서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 더 포함할 수 있다. 반응 혼합물의 다른 예는 (a) 치환된 프라이머 확장 생성물(

및 그것의 5'-단부에 복합 프라이머의 3' DNA 부분에 상보하는 서열을 함유하지만, 복합 프라이머의 RNA 부분에 상

보하는 서열은 함유하지 않는 것); (b) 프로프로모터 서열(예를 들어, PTO)을 포함하는 폴리뉴클레오티드; 및 (c) RN

A 중합효소이다. 다른 반응 혼합물이 본원에 설명되며, 본 발명에 포함된다.

또한, 본 발명은 본원에 설명된 복합체(이것은 본원에 설명된 방법에서 중간체이다) 중 어느 것을 포함하는 조성물을 

포함한다. 그러한 복합체의 예가 도 1-8에 도식적으로 묘사된다. 예를 들어, 본 발명의 한 복합체는 (a) 표적 RNA 가

닥; 및 (b) 3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머를 포함하는 복합체이다. 복합 프라이머는 5'인 RNA

부분을 가질 수 있으며, 3' DNA 부분에 인접해 있다. 다른 예로서, 본 발명의 복합체는 (a) 복합 프라이머 확장 생성

물; 및 (b) 표적 RNA 가닥을 포함하는 복합체이다. 다른 예에서, 본 발명의 복합체는 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분

을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 생성물; 및 (b) 제 2 프라이머를 포함하는 복합체이다. 또 다른 예

에서, 본 발명의 복합체는 (a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 생성물; 

및 (b) 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체이다. 또 다른 예에서, 본 발명의 복합체는 (a) RNA 부분 및 3' D

NA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 프라이머의 치환된 프라이머 확장 생성물; 및 (b) 프로프로모터 폴리뉴클레오

티드(PTO 같은)을 포함하는 복합체이다.

다른 예에서, 본 발명의 복합체는 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 의해 제조된, 한 단부에 RNA/DNA 부분을 더 포

함하는 이중가닥 cDNA 복합체이다. 어떤 구체예에서, 이중가닥 cDNA 복합체는 제 2 단부에 제 2의 RNA/DNA 부분

을 더 포함한다. 또 다른 예에서, 본 발명의 복합체는 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 의해 생성된 3' 단일가닥 DNA

부분을 포함하는 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물이다. 어떤 구체예에서, 조성물은 제 2의 3' 단일가닥 영역을 더 

포함한다. 다른 예에서, 본 발명의 복합체는 (a) 3' 단일가닥 DNA 부분을 포함하는 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성

물의 복합체, 및 (b) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 복합 프라이머이다. 또 다른 예에서, 본 발명의 복합체는 

제 1 가닥 cDNA와 제 2 가닥 cDNA(이것은 프라이머의 제 1 가닥 cDNA를 따라 일어나는 확장에 의해 생성된다)의 

복합체이다. 어떤 구체예에서, 프라이머는 제 1 가닥 cDNA에 혼성화된 주형 RNA의 단편을 포함한다. 어떤 구체예에

서, 프라이머는 DNA이다.

본 발명의 증폭 방법 및 조성물을 사용하는 방법

본 발명의 방법 및 조성물은 여러 가지 목적에 사용될 수 있다. 예시를 위해서, 서열화, 유전자형화(핵산 돌연변이 검

출), 관심의 서열의 존재 또는 부재의 측정, 고정된 핵산(이것은 마이크로어레이 위에 고정된 핵산일 수 있다)의 제조,

및 본 발명의 방법에 의해 생성된 증폭된 핵산 생성물을 사용한 핵산의 특성화가 설명된다. 또한, 유전자 프로파일링 

방법, 섭트렉티브 혼성화 방법 및 섭트렉티브 혼성화용 프로브 제조 방법, 및 라이브러리(이것은 cDNA 및/또는 상이

한 혼성화 라이브러리일 수 있다) 제조 방법이 설명된다.

본 발명의 방법을 사용한 RNA 표적의 서열화

본 발명의 증폭 방법은 예를 들어 관심의 RNA 서열의 서열화에 유용하다. 서열화 프로세스는 본원에 설명된 방법 중 

어느 것에 의해 관심의 서열을 함유하는 표적 RNA를 증폭함으로써 수행된다. 프라이머 확장 동안 뉴클레오티드의 부

가는 본 분야에 공지된 방법, 예를 들어 종결인자 뉴클레오티드의 결합 또는 합성에 의한 서열화(예를 들어, 피로시퀀

싱)를 사용하여 분석된다.
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최종 생성물이 치환된 DNA 프라이머 확장 생성물의 형태인 구체예에서, 증폭 방법에 사용된 천연 디옥시리보뉴클레

오티드 트리포스페이트(dNTP)와 같은 뉴클레오티드에 더하여, 프라이머 확장 생성물에의 결합시 프라이머 확장의 

종결을 행하는 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있는 적합한 뉴클레오티드 트리포스페이트 유사체가 반응 혼합

물에 첨가될 수 있다. 바람직하게, dNTP 유사체는 원하는 양의 제 2 프라이머 확장 생성물 또는 단편 확장 생성물이 

생성되도록 증폭 반응의 개시 이래로 충분한 양의 반응 시간이 경과된 후에 첨가된다. 상기 시간량은 당업자에 의해 

실험적으로 결정될 수 있다.

최종 생성물이 RNA 생성물의 형태인 구체예에서, 서열화는 RNA 전사의 때이른(의도적인) 종결에 기초할 수 있다. 

반응 혼합물에 RNA 전사체에의 결합시 rNTP 중합의 종결을 행하는 표지될 수도 또는 표지되지 않을 수도 있는 rNT

P 유사체의 포함은 절형된 RNA 생성물의 생성을 가져올 것이며, 이것은 유사체 결합 부위에서 RNA 중합효소가 차

단된 결과이다.

적합한 유사체(dNTP 및 rNTP)는 다른 서열화 방법에 통상 사용되는 것들을 포함하며, 본 분야에 잘 공지되어 있다. 

dNTP 유사체의 예는 디디옥시리보뉴클레오티드를 포함한다. rNTP 유사체(RNA 중합효소 종결인자와 같은)의 예는

3'-dNTP를 포함한다. Sasaki 등, Biochemistry (1998) 95:3455-3460. 이들 유사체는 예를 들어 형광색소 또는 방

사성 동위원소로 표지될 수 있다. 표지는 또한 질량분광법에 적합한 표지일 수 있다. 또한, 표지는 특이적 결합쌍의 구

성원인 소분자일 수 있으며, 특이적 결합쌍의 나머지 구성원의 결합 후에 검출될 수 있는데, 이것은 예를 들어 각각 바

이오틴 및 스트렙토아비딘이고, 결합쌍의 마지막 구성원은 열량분석법, 형광분석법 또는 화학발광에 의해 검출될 수 

있는 검출가능한 신호의 생성을 촉매하는 효소에 콘쥬게이트된다. 상기 예들은 모두 본 분야에 잘 공지되어 있다. 이

것들은 중합효소에 의해 프라이머 확장 생성물 또는 RNA 전사체에 결합되어, 주형 서열을 따라 일어나는 더 이상의 

확장을 중단시키기 위해 사용된다. 결과의 절형된 중합 생성물은 표지된다. 축적된 절형된 생성물은 각 유사체의 결합

부위에 따라서 길이가 다양하며, 이것은 주형 서열 상에서 상보성 뉴클레오티드의 다양한 서열 위치를 나타낸다.

서열 정보의 해명을 위한 반응 생성물의 분석은 본 분야에 공지된 다양한 방법 중 어느 것을 사용하여 수행될 수 있다

. 그러한 방법은 겔 전기영동 및 적합한 스캐너를 사용한 표지된 밴드의 검출, 서열화 겔 전기영동 및 몰리큘라 다이나

믹스 리더와 같은 인광에 의한 방사성 표지된 밴드의 직접 검출, 반응에 사용된 표지에 특이적인 검출기로 갖는 개조

된 모세관 전기영동 등을 포함한다. 또한, 표지는 결합 단백질에 콘쥬게이트된 효소와 조합하여 표지의 검출에 사용

되는 결합 단백질에 대한 리간드일 수 있으며, 예를 들어 바이오틴-표지된 사슬 종결인자 및 효소에 콘쥬게이트된 스

트렙토아비딘이다. 표지는 검출가능한 신호를 생성하는 효소의 효소 활성에 의해 검출된다. 본 분야에 공지된 다른 

서열화 방법에 대해서, 여러 뉴클레오티드 종류(A, C, G, T 또는 U)에 대한 서열화 반응은 단일 반응 용기에서, 또는 

개별 반응 용기(각각 여러 뉴클레오티드 종류 중 1개를 대표한다)에서 수행된다. 사용될 방법의 선택은 사용된 뉴클

레오티드 트리포스페이트 유사체 및/또는 표지와 같은 당업자에게 아주 분명한 실제적 고려사항에 좌우된다. 따라서,

예를 들어, 각 유사체가 상이하게 표지될 때, 서열화 반응은 단일 용기에서 수행될 수 있다. 본 발명의 방법에 따른 서

열화 분석의 최적 수행을 위한 시약 및 반응 조건의 선택에 대한 고려사항은 이전에 설명된 서열화 방법에 대한 것들

과 유사하다. 시약 및 반응 조건은 본 발명의 핵산 증폭 방법에 대해 상기 설명된 대로여야 한다.

본 발명의 증폭 방법을 이용하는 단일가닥 입체구조 다형성에 기초한 돌연변이 검출을 포함하는 돌연변이 검출

또한, 본 발명의 방법에 따라서 생성된 DNA 또는 RNA 증폭 생성물은, 서열 변경 이외의 다른 것은 표적 핵산 서열과

동일한 기준 핵산 서열과 비교하여, 표적 핵산 서열에 있는 어떤 변경의 검출에 대한 분석에 적합하다. 서열 변경은 

게놈 서열에 존재하는 서열 변경일 수 있거나, 또는 게놈 DNA 서열에 반영되지 않은 서열 변경, 예를 들어 스플라이

스 변이체를 포함하여, 전사 후 변경, 및/또는 mRNA 프로세싱으로 인한 변경일 수 있다. 서열 변경('돌연변이'라고도 

함)은 1개 이상의 뉴클레오티드의 결실, 치환, 삽입 및/또는 트랜스버죤을 포함한다.

증폭 방법의 DNA 또는 RNA 생성물은 단일가닥 입체구조 다형성(SSCP 또는 rSSCP) 기초 돌연변이 검출에 적합하

다. 본 발명의 증폭 방법은, 특이적 서열 특징(들)의 존재, 및/또는 기준 핵산과 비교하여 시험 핵산에 있는 어떤 차이

점의 존재를 해명하기 위한 전기영동 분리 방법과 같은, 단일가닥 입체구조 다형성을 검출하는 적합한 수단에 직접 

연결될 수 있다.

겔 전기영동 또는 모세관 전기영동에 기초한 방법이 다양한 단일가닥 입체구조 이성질체의 검출 및 분석에 사용될 수

있다. 또는 달리, 또한, 서열 의존성 2차 구조를 인식하는 뉴클레아제를 사용한 단일가닥 DNA 또는 RNA 생성물의 

절단이 서열 특이적 입체구조 다형성의 측정에 유용할 수 있는 가능성이 있다. 그러한 뉴클레아제가 Cleavase 분석(

제 3 파)와 같은 본 분야에 공지되어 있다. 전기영동 방법은 고처리량 돌연변이 또는 유전자형화 검출 방법에 잠재적

으로 더 적합하다.

주어진 핵산 서열에 대한 서열 특이적 전기영동 패턴의 측정은, 예를 들어 시험 서열의 특이적 대립형질의 검출에 유

용하다. 더욱이, 다양한 대립형질에 대한 전기영동도 패턴은 잘 구별될 수 있으며, 따라서 이형접합성 유전자형, 또는 

다수 대립형질에 대한 필요에 따라, 단일 개체로부터의 핵산 샘플에 있는 2개 대립형질의 검출을 허용할 것으로 예상



공개특허 특2003-0082535

- 37 -

된다. 염기 치환, 삽입 또는 결실과 같은 시험 핵 산 서열에 있는 어떤 변경은 이 방법을 사용하여 검출될 수 있다. 이 

방법은 특이적 단일 염기 다형성인 SNP의 검출 및 새로운 SNP의 발견에 유용할 것으로 예상된다. 따라서, 본 발명은

또한, 단일 뉴클레오티드 다형성을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 검출하는 방법을 제공하며, 이 방법은 (a) 본원에 

설명된 방법 중 어느 것을 사용하여 표적 폴리뉴클레오티드를 증폭하는 단계; 및 (b) 단일가닥 입체구조에 대해 증폭 

생성물을 분석하는 단계를 포함하고, 여기에서 기준 단일가닥 폴리뉴클레오티드와 비교한 입체구조의 차이가 표적 

뉴클레오티드에 있는 단일 뉴클레오티드 다형성을 나타내며, 이로써 단일 뉴클레오티드 다형성을 포함하는 폴리뉴클

레오티드가 검출된다.

기준 핵산 서열과 비교하여 표적 핵산 서열에 있는 어떤 변경의 검출에 대한 다른 분야에서 인정된 분석 방법이 본 발

명의 증폭 방법의 단일가닥 핵산 생성물과 함께 사용하기에 적합하다. 그러한 방법은 본 분야에 잘 공지되어 있으며, 

대립형질 특이적 프라이머 확장, 대립형질 특이적 프로브 리게이션, 차등 프로브 혼성화, 및 제한된 프라이머 확장에 

기초한 방법을 포함하는 특이적 규정 서열의 검출에 대한 다양한 방법을 포함한다. 예를 들어, Kurn 등, 미국 특허 번

호 6,251,639 B1; 미국 특허 번호 5,888,819; 6,004,744; 5,882,867; 5,854,033; 5,710,028; 6,027, 889; 6,004,7

45; 5,763,178; 5,011,769; 5,185,243; 4,876,187; 5,882,867; 5,173, 146; WO US 88/02746; WO 99/55912; W

O 92/15712; WO 00/09745; WO 97/32040; WO 00/56925; 및 5,660,988 참조. 따라서, 본 발명은 또한, 단일 뉴클

레오티드 다형성을 포함하는 관심의 RNA 서열에 있는 돌연변이의 검출 방법을 제공하며, 이 방법 은 (a) 본원에 설명

된 방법 중 어느 것을 사용하여 표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (b) 기준 단일가닥 폴리뉴클레오티드와 비교하여 변경

(돌연변이)의 존재에 대해 증폭 생성물을 분석하는 단계를 포함한다.

관심의 서열의 존재 또는 부재를 측정하는 방법

본 발명의 등온 증폭 방법에 사용되는 제 2 복합 프라이머의 독특한 특성은 표적 핵산 서열에서 규정된 돌연변이(돌

연변이의 위치가 규정된 센스로 규정), 또는 다형성 부위(SNP 같은)를 검출하는 등온 방법에 대한 기초를 제공한다. 

이 방법은 유전자형화, 약물 내성을 가져오는 돌연변이의 검출 등에 유용하다.

복합 프라이머의 RNA 부분(들)은 서열 변경의 존재가 의심되는 시험 표적 RNA의 서열에 혼성화할 수 있도록 디자인

된다. 다시 말해서, 프라이머는 시험 표적 RNA에 있는 서열과 비교될 기준 RNA 서열(예를 들어, 야생형 서열)에 혼

성화할 수 있는 서열을 포함하는 RNA 부분(들)을 포함한다. 어떤 구체예에서, 변경된 서열(즉, 서열 변경을 포함하는 

서열) 및 기준 서열은 대립형질이다. 서열 변경은 단일 뉴클레오티드 치환, 결실 또는 삽입일 수 있다.

다른 구체예에서, 복합 프라이머의 RNA 부분(들)은 시험 표적 RNA에 존재한다고 의심되는 변경된 서열에 혼성화할 

수 있도록 디자인된다. 다시 말해서, 프라이머는 시험 표적 RNA에 혼성화할 수 있으며, 따라서 시험 표적 RNA에 있

는 서열과 비교될 기준 서열(예를 들어, 야생형 서열)에는 혼성화할 수 없는 서열을 포함하는 RNA 부분(들)을 포함한

다. 어떤 구체예에서, 변경된 서열(즉, 서열 변경을 포함하는 서열) 및 기준 서열은 대립형질이다.

복합 프라이머의 RNA 부분, 일반적으로 5' RNA 부분은 기지의 정상 야생형 서열, 또는 기지의 돌연변이 또는 다형성

유전자형에 혼성화할 수 있는 서열을 포함한다. 일반적으로, 표적 핵산 서열이 미스매치가 있는 경우(즉, 프라이머가 

돌연변이된 서열을 가지고, 표적은 그렇지 않거나, 또는 반대인 경우)와 비교하여 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 

수 있는 서열을 포함한다면, 적합한 복합 프라이머는 프라이머가 표적 핵산에 잠재적으로 혼성화하는 것을 허용하는 

RNA 부분을 포함하고, 여기에서 표적 핵산은 결합된 프라이머 확장 생성물을 가지며, 5' RNA 부분은 절단된다. 서열

변경의 존재는 일반적으로 증폭 방법의 개시 단계를 방지하지 않으며, 이로써 RNA/DNA 헤테로듀플렉스를 포함하는

제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 이중가닥 복합체로 된다. 다음에, RNase H와 같은 리보뉴클레아제가 RNA/DN

A 헤테로듀플렉스의 RNA 부분을 절단한다. 미스매치된 염기쌍이 RNA/DNA 혼성체의 절단 패턴에 영향을 미치기 

쉽지만, 그럼에도 불구하고 절단이 발생할 가능성이 있다. 5' RNA 부분의 혼성화에 의한 다른 복합 프라이머와 복합

체의 결합의 다음 단계가 미스매치에 의해 억제되며, 바람직하게는 방지될 것이다. 이 효과는 혼성화한 올리고뉴클레

오티드의 크기 및 반응 조건의 긴축도와 같은 요인들에 좌우된다. 이들 요인은 본 분야에 잘 공지된 통상의 기술에 따

라서, 복합 프라이머의 디자인에서 고려된다. 또한, 미스매치가 복합 프라이머의 RNA 부분(들)의 절단을 억제하여, 

제 2 프라이머 확장 생성물의 증폭을 방지할 가능성이 있다. 다른 가능성은 미스매치가 프라이머의 RNA 부분의 절단

효능을 저하시켜서, 더 적은 증폭 생성물의 증폭 또는 생성 효능을 저하시킨다는 것이다. 이 증폭 단계에서 표적에 혼

성화할 수 없는 복합 프라이머의 무능력은 프라이머 확장 가닥 치환 및 증폭 생성물의 다수 카피 생성에 대한 더 이상

의 단계를 방지한다. 본 발명의 방법에 의한 돌연변이의 검출이 단일가닥 증폭 생성물의 부재 또는 존재, 또는 축적된 

프라이머 확장 생성물 양의 정량적 비교에 기초할 수 있다는 것이 이해된다. 예를 들어, 복합 프라이머가 기준 서열(

예를 들어, 야생형)을 포함할 때, 표적 가닥에 있는 돌연변이의 존재는 검출가능한 증폭 생성물을 가져오지 않을 수 

있거나, 또는 달리 검출가능한 생성물을 돌연변이가 없는 주형 가닥으로부터 생성된 것들보다 적게 가져올 수 있다.

복합 프라이머가 돌연변이 유전자형에 충분히 혼성화할 수 있는 RNA 부분, 일반적으로 5' RNA 부분을 포함할 때, 정

상 유전자형으로 된 서열의 증폭이 방지되는 반면, 돌연변이 유전자형 표적은 증폭될 것이다. 따라서, 이 경우에 증폭 

생성물의 다수 카피의 검출 및/또는 정량적 측정은 돌연변이 유전자형의 표적 서열의 존재를 표시할 것이다. 예를 들

어, 관심의 핵산 샘플 또는 야생형 서열을 갖는 표적 핵산의 기준 샘플을 포함하는 병행 반응이 수행될 수 있다. 후자
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의 반응과 비교하여 전자의 반응에서 더 많은 프라이머 확장 생성물의 축적은 관심의 샘플에 있는 돌연변이 유전자형

의 존재를 표시한다. 또는 달리, 복합 프라이머가 시험 표적의 정상 유전자형 서열에 충분히 혼성화할 수 있는 5' RNA

서열을 포함할 때, 돌연변이 유전자형의 표적 서열의 증폭이 방지되며, 증폭 생성물의 검출 및/또는 정량적 측정은 정

상 유전자형을 표시한다.

본 발명의 증폭 방법 중 어느 것은 상기 설명된 돌연변이의 검출에 적합하 다.

따라서, 본 발명은 관심의 서열의 존재 또는 부재를 측정하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (i) 관심의 서열을 함유하

는 표적 RNA를 증폭하는 단계로서, 상기 증폭은 본원에 설명된 방법 중 어느 것에 의해 제조된 제 1 및 제 2 프라이

머 확장 생성물의 절단된 복합체에 혼성화된 복합프라이머를 확장하는 것을 포함하며, 여기에서 복합 프라이머의 RN

A 부분의 서열은 공지되어 있는 단계; 및 (ii) 만일 단계 (i)로부터의 증폭 생성물이 있다면 이 생성물을 기준 주형으로

부터의 증폭 생성물의 양과 비교하는 단계를 포함하며, 여기에서 (1) 복합 프라이머의 RNA 생성물에 혼성화할 수 있

는 영역을 포함하는 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교하여 주형으로부터 검출가능하게 더 적은 증폭 생

성물의 생성은, 제 2 프라이머 확장 생성물이 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하지 않으

며, 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열에 관한 서열 변이체라는 것을 나타내거나, 또는 (2) 복합 프

라이머의 RNA 생성물에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하지 않는 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교하여 

주형으로부터 검출가능하게 더 많은 증폭 생성물의 생성은, 제 2 프라이머 확장 생성물이 복합 프라이머의 RNA 부분

에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하며, 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열에 관한 서열 변이체가 아

니라는 것을 나타낸다.

핵산의 마이크로어레이를 포함해서, 기판에 고정된 핵산을 제조하는 방법

본 발명의 증폭 방법 중 일부의 단일가닥 생성물은 표면에 고정시키기에 적합하다. 단일가닥 생성물은 단일가닥 증폭

생성물을 포함하는 마이크로어레이를 제조하는데 특히 적합하다.

단일가닥 증폭 생성물은, 예를 들어 유리, 플라스틱(예를 들어, 폴리스티렌, 폴리프로필렌, 나일론), 폴리아크릴아미드

, 니트로셀룰로스, 또는 다른 재료로 만들어질 수 있는 고체 또는 반고체 지지체 또는 표면에 부착될 수 있다.

핵산을 유리 슬라이드와 같은 고체 기판에 부착시키기 위한 몇가지 기술이 본 분야에 잘 공지되어 있다. 한 방법은 아

민기, 아민기의 유도체 또는 양전하를 갖는 다른 기와 같은, 고체 기판에 부착할 수 있는 부분을 함유하는 변형된 염기

또는 유사체와 증폭된 핵산을 결합시키는 것이다. 다음에, 증폭 생성물을, 증폭 생성물 상의 반응성 기와 공유결합을 

형성하고 유리 슬라이드에 공유적으로 부착되는, 알데히드 또는 다른 반응성 기로 코팅된 유리 슬라이드와 같은 고체

기판과 접촉시킨다. 증폭 생성물을 포함하는 마이크로어레이는 Biodot(BioDot, Inc. 캘리포니아 어빈) 스폿팅 장치 

및 알데히드-코팅 유리 슬라이드(CEL Associates, 텍사스 휴스톤)를 사용하여 제작될 수 있다. 증폭 생성물은 알데

히드-코팅 슬라이드 위에 스폿팅될 수 있으며, 공개된 과정(Schena 등, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A(1995) 93:106

14-10619)에 따라서 진행된다. 또한, 어레이는 유리, 나일론(Ramsay, G., Nature Biotechnol. (1998), 16:40-44), 

폴리프로필렌(Matson 등, Anal Biochem. (1995), 224(1):110-6), 및 실리콘 슬라이드(Marshall, A. 및 Hodgson, J.

, Nature Biotechnol. (1998), 16:27-31) 위에 로보트에 의해 프린트될 수 있다. 어레이 조립에 대한 다른 접근법은 

전기장 내에서의 미세한 마이크로피펫팅(Marshall 및 Hodgson, 상동), 및 양으로 코팅된 플레이트 위에 직접 폴리뉴

클레오티드를 스폿팅 하는 것을 포함한다. 또한, 아미노 프로필 규소 표면 화학을 사용하는 것들과 같은 방법이 http:/

/www.cmt.corning.com 및 http://cmgm.stanford.edu/pbrown/에 개시된 바와 같이, 본 분야에 공지되어 있다.

마이크로어레이를 제조하는 한 방법은 고밀도 폴리뉴클레오티드 어레이를 제조하는 것이다. 폴리뉴클레오티드의 빠

른 부착에 대한 기술이 공지되어 있다(Bla-nchard 등, Biosensors amp; Bioelectronics, 11:687-690). 또한, 예를 

들어 마스킹에 의해 마이크로어레이를 만드는 다른 방법(Maskos 및 Southern, Nuc. Acids. Res. (1992) 20:1679-

1684)이 사용될 수 있다. 원칙적으로, 그리고 상기 주지된 대로, 어떤 종류의 어레이, 예를 들어 나일론 혼성화 멤브

레인 위의 도트 블롯이 사용될 수 있다. 그러나, 당업자에 의해 인식되는 대로, 혼성화 부피가 더 작아질 수 있기 때문

에, 매우 작은 어레이가 주로 바람직하다.

증폭된 폴리뉴클레오티드는 종이, 유리, 플라스틱, 폴리스티렌, 폴리프로필렌, 나일론, 폴리아크릴아미드, 니트로셀룰

로스, 규소, 광섬유 또는 다른 적합한 고체 또는 반고체(예를 들어, 폴리아크릴아미드겔 박층)(Khrapko 등, DNA Seq

uence (1991), 1:375-388) 표면을 포함하는 기판 위에 행렬식으로 스폿팅될 수 있다.

어레이는 평면 기판 위에 2-차원 행렬로서 조립될 수 있거나, 또는 핀, 막대, 섬유, 테이프, 실, 비드, 입자, 마이크로

타이터 웰, 모세관, 실린더 및 표적 분자의 혼성화 및 검출에 적합한 어떤 다른 배열을 포함하는 3-차원 입체배치를 

가질 수 있다. 한 구체예에서, 증폭 생성물이 부착되는 기판은 자기 비드 또는 입자이다. 다른 구체예에서, 고체 기판

은 광섬유를 포함한다. 또 다른 구체예에서, 증폭 생성물은 모세관 내의 유체상에 분산되고, 차례로 고체상에 관해 고

정된다.
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핵산 특성화

본 발명의 방법에 의해 얻어진 증폭 생성물은 더 이상의 특성화를 할 수 있다. 본 방법의 어떤 생성물의 단일가닥 성

질이 특성화를 용이하게 한다. 단일가닥 생성물을 생성하는 본 발명의 방법은 출발 물질에 있는 다양한 mRNA의 대

표성을 일반적으로 정확히 반영하는 충분한 단일가닥 DNA 및 RNA 생성물이 생성되기 때문에, 특히 정량 분석을 할 

수 있다.

증폭된 폴리뉴클레오티드 생성물인 DNA 또는 RNA(즉, 본원에 설명된 증폭 방법 중 어느 것의 생성물)는, 예를 들어 

서든 및 노던 블롯팅과 같은 본 분야에 공지된 프로브 혼성화 기술, 및 프로브 어레이와의 혼성화를 사용하여 분석될 

수 있다. 또한, 그것들은 본 분야에 공지된 차등 디스플레이 및 크기 특성화와 같은 전기영동-기초 방법에 의해 분석

될 수 있다. 여기에 더하여, 단일가닥 DNA 및 RNA 생성물은 실시간 PCR, 정량적 TaqMan, 분자 신호를 사용하는 정

량적 PCR, Kurn의 미국 특허 번호 6,251,639에 설명된 방법 등과 같은, 본 분야에 공지된 다른 분석 및/또는 정량 방

법을 위한 다른 출발 물질에 대한 출발 물질로서 사용될 수 있다. 따라서, 본 발명은 본원 방법의 생성물 중 어느 것에 

적용되는 더 이상의 분석 및/또는 정량 방법을 포함한다.

한 구체예에서, 본 발명의 증폭 방법은 단일가닥 생성물의 다수 카피를 생성하고, 프로브와의 접촉에 의해 단일가닥 

생성물을 분석하기 위해 이용된다.

한 구체예에서, 본 발명의 증폭 방법은 표지된(절단되지 않는 부분(들)에서) 복합 프라이머를 사용하여 표지된, 단일

가닥 폴리뉴클레오티드(일반적으로, DNA)의 다수 카피를 생성하기 위해 이용된다. 다른 구체예에서, 본 발명의 증폭 

방법은 DNA 또는 RNA 중합 동안 표지된 뉴클레오티드의 결합에 의해 표지된, 단일가닥(DNA 또는 RNA) 생성물의 

다수 카피를 생성하는데 이용된다. 예를 들어, 본 발명의 방법에 따르는 증폭은 적합한 표지된 dNTP 또는 rNTP를 

사용하여 수행될 수 있다. 이들 표지된 뉴클레오티드는 표지에 직접 부착될 수 있거나, 또는 표지에 부착될 수 있는 부

분을 포함할 수 있다. 표지는 증폭 생성물에 공유적으로 또는 비공유적으로 부착될 수 있다. 적합한 표지가 본 분야에 

공지되어 있으며, 예를 들어 결합쌍의 검출가능한 제 2 구성원을 사용하여 검출/정량될 수 있는 특이적 결합쌍의 구

성원인 리간드를 포함한다. 따라서, 예를 들어 Cy3-dUTP 또는 Cy5-dUTP의 존재하에서 본 발명의 방법에 따르는 

총 mRNA의 증폭은 이들 뉴클레오티드와 증폭 생성물의 결합을 가져온다.

표지된 증폭 생성물은, 그것들을 cDNA 및/또는 올리고뉴클레오티드 프로브와 같은 적합한 프로브를 포함하는 마이

크로어레이(어떤 적합한 표면의, 이것은 유리, 칩, 플라스틱을 포함한다), 비드, 또는 입자와 접촉시킴에 의한 분석(예

를 들어, 검출 및/또는 정량)에 특히 적합하다. 따라서, 본 발명은 본 발명의 증폭 방법을 사용하여 표지된 폴리뉴클레

오티드(일반적으로, DNA 또는 RNA) 생성물을 생성하고, 이 표지된 생성물을 분석함에 의해, 관심의 RNA 서열을 특

성화(예를 들어, 검출 및/또는 정량)하는 방법을 제공한다. 표지된 생성물의 분석은, 예를 들어 표지된 증폭 생성물과,

예를 들어 고체 또는 반고체 기판 위의 특이적 위치에 고정된 프로 브, 규정된 입자 위에 고정된 프로브, 또는 블롯(멤

브레인 같은) 위에 고정된 프로브, 예를 들어 어레이의 혼성화에 의해 수행될 수 있으며, 이것들은 상기 설명되었다. 

예를 들어, 표지된 생성물을 프로브를 포함하는 용액과 접촉시킨 후, 이어서 표지된 증폭 생성물 및 프로브를 포함하

는 복합체를 용액으로부터 추출함에 의한 것과 같은, 표지된 생성물을 분석하는 다른 방법이 본 분야에 공지되어 있

다. 프로브의 동일성은 증폭 생성물의 서열 동일성에 대한 특성화와, 따라서 외삽에 의해 샘플에 존재하는 표적 RNA

의 동일성을 제공한다. 표지된 생성물의 혼성화는 검출가능하며, 검출된 특이적 표지의 양은 관심의 특이적 RNA 서

열의 표지된 증폭 생성물의 양에 비례한다. 이 측정법은 예를 들어 샘플에 있는 다양한 RNA 종의 상대적인 양을 측정

하는데 유용하며, 이것은 본원에 설명된 대로 유전자 발현의 상대적 레벨과 관련된다. 어레이 위의 규정된 위치에서 

혼성화된 표지된 생성물의 양(예를 들어, 표지에 관련된 검출가능한 신호에 의해 나타내는)은 샘플에 있는 상응하는 

표적 RNA 종의 검출 및/또는 정량을 표시할 수 있다.

다른 양태로서, 본 발명은 규정된 서열(이것은 예를 들어 마이크로어레이 위에 고정될 수 있다)의 올리고뉴클레오티

드(프로브)의 사용을 포함하는, 단일가닥 폴리뉴클레오티드(일반적으로, DNA 또는 RNA)를 정량하는 방법을 제공한

다. 본 발명의 이 양태에서, 5'- 및/또는 3'-단부에 규정된 서열을 포함하는(본원에 설명된 대로, 꼬리가 있는 제 1 및 

제 2 프라이머를 사용하여 도입된) 표지된 단일가닥 폴리뉴클레오티드(일반적으로, DNA 또는 RNA) 생성물은 규정

된 올리고뉴클레오티드에 혼성화할 수 있는 반면, 이 올리고뉴클레오티드는 도입된 규정된 서열(5'- 및/또는 3'-단부

에)의 보체를 포함한다. 어떤 구체예에서, 특이적 mRNA 종은 어레이 위에 고정된 서열에 혼성화할 수 있는 규정된 

서열로 꼬리를 단 복합 및/또는 제 2 프라이머를 사용하여 증폭된다(규정된 서열이 복합 또는 제 2 프라이머에 도입

되는 지의 여부에 좌우된다). 예를 들어, 한 구체예에서, 제 1 복합 프라이머는 특이적 RNA 종의 서열에 혼성화할 수 

있는 3' 부분, 및 특이적 RNA 주형에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하지만, 규정된 올리고뉴클레오티드에 혼성화

할 수 있다. 다른 구체예에서, 제 2 프라이머는 제 1 프라이머 확장 생성물의 서열에 혼성화할 수 있는 3' 부분, 및 제 

1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하지만, 규정된 올리고뉴클레오티드의 서열을 포함한다. 

올리고뉴클레오티드에 혼성화할 수 있는 단일가닥 표지된 DNA 또는 RNA 생성물의 다수 카피가 생성된다. 단일 RN

A 종이 상기 논의되지만, 상이한 규정된 올리고뉴클레오티드에 혼성화할 수 있는 꼬리를 포함하는 복합 프라이머 또

는 제 2 프라이머를 각각 갖는 다수 종이 동시에 증폭될 수 있다는 것이 이해된다.
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유전자 발현 프로파일의 측정

본원에 설명된 방법은 동일한 샘플에 있는 1개 이상의, 바람직하게는 복수의 표적 RNA를 증폭할 수 있기 때문에, 본 

발명의 증폭 방법은 샘플에 있는 1개 이상의 유전자의 발현 레벨을 측정하는데 사용하기에 특히 적합하다. 상술된 대

로, 증폭 생성물은 본원에 설명되고 및/또는 본 분야에 공지된 다양한 방법에 의해 검출 및 정량될 수 있다. RNA는 유

전자 발현의 생성물이므로, 샘플에 있는 mRNA와 같은 다양한 RNA 종의 레벨은 다양한 유전자의 상대적 발현 레벨

을 표시한다(유전자 발 현 프로파일). 따라서, 서열의 증폭 생성물을 정량함으로써 측정된, 샘플에 존재하는 관심의 R

NA 서열의 양의 측정은 샘플 공급원의 유전자 발현 프로파일의 측정을 제공한다.

따라서, 본 발명은 샘플에서 유전자 발현 프로파일을 측정하는 방법을 제공하며, 상기 방법은, 본원에 설명된 방법 중

어느 것을 사용하여 샘플에 있는 적어도 1개의 관심 RNA 서열로부터의 단일가닥 생성물을 증폭하는 단계; 및 관심의

각 RNA 서열의 증폭 생성물 양을 측정하는 단계를 포함하고, 여기에서 상기 각 양은 샘플에 있는 관심의 각 RNA 서

열의 양을 표시하며, 이로써 샘플에서의 발현 프로파일이 측정된다. 일반적으로, 표지된 생성물이 생성된다. 한 구체

예에서, 표적 RNA는 mRNA이다. 또 다른 구체예에서, 복합 프라이머는 폴리-dT 서열(샘플에 있는 mRNA가 증폭되

도록 하는)을 포함한다. 증폭 생성물의 양은 정량적 및/또는 정성적 방법을 사용하여 측정될 수 있다는 것이 이해된다

. 증폭 생성물의 양을 측정하는 것은 증폭 생성물이 존재하는지 또는 부재하는지의 여부를 측정하는 것을 포함한다. 

따라서, 발현 프로파일은 관심의 1개 이상의 RNA 서열의 존재 또는 부재에 대한 정보를 포함할 수 있다. 본원에 설명

된 생성물의 '존재' 또는 '부재', 및 '생성물 검출의 부족'은 무의미한, 또는 최소한의 레벨을 포함한다.

유전자 프로파일링 방법은 광범위한 분자 진단에, 그리고 특히 본질적으로 모든 포유류 세포(단일 세포를 포함하는) 

또는 세포 집단에서의 유전자 발현의 연구에 유용하다. 세포 또는 세포 집단(예를 들어, 조직)은, 예를 들어 혈액, 뇌, 

비장, 뼈, 심장, 혈관, 폐, 신장, 뇌하수체, 내분비선, 배세포, 종양 등으로부터 올 수 있다. 또한, 발현 프로파일링은 발

생, 치료 등의 전, 후, 및/또는 동안을 포함하여, 상이한 시간에서 수집된 시험 샘플을 포함하는, 시험 샘플을 대조표준

(정상) 샘플과 비교하는데 유용하다.

라이브러리 제조 방법

본 발명 방법의 단일가닥 DNA 및 RNA 생성물은 cDNA 라이브러리 및 섭트렉티브 혼성화 라이브러리를 포함해서, 

라이브러리를 제조하는데 유용하다. 본 발명의 방법을 사용하여, 라이브러리가 제한된 양의 출발 물질, 예를 들어 조

직 또는 심지어 단일 세포의 한정된 양으로부터 추출된 mRNA로부터 제조될 수 있다. 따라서, 한 양태에서, 본 발명의

방법은 본 발명의 단일가닥 DNA 또는 RNA 생성물로부터 라이브러리를 제조하는 것을 제공한다. 다른 양태에서, 본 

발명은 2개의 복합 프라이머를 포함하는 본 발명의 방법에 의해 생성된 이중가닥 cDNA로부터 라이브러리를 제조하

는 방법을 제공한다. 이중가닥 cDNA로부터 라이브러리를 제조하는 방법은 본 분야에 잘 공지되어 있다. 또 다른 양

태로서, 본 발명은 본원에 설명된 방법 중 어느 것을 사용하여 섭트렉티브 혼성화 프로브를 제조하는 단계를 포함하

는, 라이브러리 제조 방법 제공한다.

어떤 구체예에서, 제 1 복합 프라이머는 본질적으로 모든 mRNA에서 발견되는 폴리-A 서열에 혼성화할 수 있다. 다

른 구체예에서, 제 1 복합 프라이머는 무작위 프라이머이다.

섭트렉티브 혼성화 방법

본 발명의 증폭 방법은 섭트렉티브 혼성화 방법에 사용하기에 특히 적합하 며, 여기에서 본원에 설명된 방법은 동일

한 샘플에 있는 다수 표적 RNA를 증폭할 수 있으므로 (적어도) 제 1 및 제 2 표적 RNA 집단이 비교되고, 본 발명의 

방법은 섭트렉티브 혼성화에서 '드라이버'로서 사용되기에 적합한 단일가닥 안티센스 핵산을 다량으로 생성하는데 적

합하다. 예를 들어, 하나는 센스이고 하나는 안티센스인 2개의 핵산 집단이 몰 과량('드라이버')으로 존재하는 한 집단

과 함께 혼합되도록 허용될 수 있다. 두 집단에 모두 존재하는 서열은 혼성체를 형성하는 반면, 단지 한 집단에만 존

재하는 서열은 단일가닥으로 남을 것이다. 그 후, 다양한 잘 공지된 기술을 사용하여 상이하게 발현된 서열을 나타내

는 혼성화된 분자를 분리한다. 예를 들어, Hamson 등, 미국 특허 번호 5,589,339; Van Gelder, 미국 특허 번호 6, 29

1,170 참조.

따라서, 본 발명은 섭트렉티브 혼성화를 수행하는 방법을 제공하며, 상기 방법은 (a) 본원에 설명된 증폭 방법 중 어느

것을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부터의 관심의 적어도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 DNA 카피를 제조하는 단계; 

및 (b) 이 다수 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하는 단계를 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 하위집단이 뉴클

레오티드 DNA 카피와의 복합체를 형성한다. 또한, 본 발명은 섭트렉티브 혼성화를 수행하는 방법을 제공하며, 상기 

방법은, 본원에 설명된 증폭 방법 중 어느 것을 사용하여 제조된 제 1 RNA 집단으로부터의 관심의 적어도 1개 RNA 

서열의 보체의 다수 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하는 단계를 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 하위집단이 

카피와의 복합체를 형성한다. 어떤 구체예에서, 본 발명 방법의 '드라이버' 단일가닥 안티센스 DNA 생성물이 테스터 

(센 스) mRNA 종과 조합된다. 어떤 구체예에서, '드라이버' 단일가닥 안티센스 핵산(일반적으로 DNA)은 본원에 설명
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된 본 발명의 방법, 및 폴리-A 서열(본질적으로 모든 mRNA 종을 증폭하는)에 혼성화할 수 있는 제 1 복합 프라이머

를 사용하여 생성된다. 다른 구체예에서, 제 1 복합 프라이머는 무작위 프라이머이다.

다른 양태로서 본 발명은 차등 증폭 방법을 제공하며, 여기에서 테스터 mRNA 서열과 혼성화하는 단일가닥 드라이버

(안티센스) DNA 서열은 RNase H와 같은 RNA/ DNA 혼성체에 존재하는 RNA를 절단하는 제제에 의해 절단된다. m

RNA의 절단은 시험 mRNA 가닥으로부터 단일가닥 DNA 생성물을 생성할 수 없는 무능력을 가져온다. 반대로, 비-

절단된 테스터(즉, 드라이버 DNA 분자에 혼성화하지 않는 테스터 mRNA)는 연속 증폭을 위한 기질로서 작용할 수 

있다. 증폭된 상이하게 발현된 생성물은 차등 발현 프로브로서 상이한 발현 라이브러리를 생성하기 위한 것을 포함해

서, 많은 용도를 가진다. 따라서, 본 발명은 관심의 1개 이상의 RNA 서열의 차등 증폭 방법을 제공하며, 상기 방법은 

(a) 본원에 설명된 증폭 방법 중 어느 것을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부터의 관심의 적어도 1개 RNA 서열의 보체

의 다수 폴리뉴클레오티드(일반적으로, DNA) 카피를 제조하는 단계; (b) 이 다수 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화

하여, 제 2 mRNA 집단의 하위 집단이 DNA 카피와의 복합체를 형성하는 단계; (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 

절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; 및 (d) 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위

집단을 증폭하여, 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단에 상보하는 단일가닥 DNA의 다수 카피를 생성하는 

단계를 포함한다. 어떤 구체예에서, 단계 (d)는 본원에 설 명된 증폭 방법 중 어느 것을 사용하여 수행된다. 어떤 구체

예에서, 이 방법은 (a) 본원에 설명된 증폭 방법 중 어느 것을 사용하여 제조된 제 1 RNA 집단으로부터 관심의 적어

도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 폴리뉴클레오티드(일반적으로, DNA) 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하여, 제 2 

mRNA 집단의 하위집단이 DNA 카피와의 혼성체를 형성하는 단계; (b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 

효소로 단계 (a)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; 및 (c) 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단을 증

폭하여, 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단에 상보하는 단일가닥 DNA의 다수 카피를 생성하는 단계를 포

함한다.

다음의 실시예는 예시를 위해 제공되며, 본 발명을 제한하지 않는다.

실시예

실시예 1

총 폴리-A mRNA의 증폭

MOLR-4 셀라인(CLONTECH 6587-1)로부터의 폴리-A mRNA를 증폭 표적으로서 사용했다. 증폭 프로세스는 3 

단계로서 1) 제 1 cDNA 가닥의 합성; 2) 샘플의 총 mRNA로부터 이중가닥 cDNA를 생성하기 위한 제 2 cDNA 가닥

의 합성; 및 3) 총 mRNA의 증폭 단계였다. 이중가닥 cDNA 생성물은 한 단부에 RNase H의 기질인 RNA/DNA 헤테

로듀플렉스를 포함한다. 이 헤테로듀플렉스 부분의 2개 가닥의 서열은 표적과 관련이 없으며, 복합(제 1) 프라이머의 

이용을 통해 결합된다.

프라이머 서열:

MTA1: GACGGAUGCGGUCUTTTTTTT

MTA2: GACGGAUGCGGUCUTTTTTTTN

MTA3: GACGGAUGCGGUCUTTTTTTTNN

여기에서, 이탤릭체로 쓴 뉴클레오티드는 리보뉴클레오티드를 표시하며, 'N'은 축퇴된 뉴클레오티드(즉, 그것은 A, T

, C 또는 G일 수 있다)를 표시한다.

단계 1: 폴리 A mRNA로부터의 제 1 가닥 cDNA의 합성

총 폴리-A mRNA 0.1㎍을 다음의 시약들과 총부피 10ul로 혼합했다:

0.2㎕ 프라이머 MTA3(100μM)

0.5㎕ dNTP(25mM)

0.1㎕ Rnasin
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0.1㎕ DTT

2㎕ 5X AMV 역전사효소 반응 완충액

DEPC 처리된 물을 총부피 10㎕까지

반응 혼합물을 75℃에서 2분간 인큐베이션한 후 37℃까지 냉각시켰다. 1㎕의 AMV 역전사효소(USB 70041Y, 15U/

㎕)를 각 반응물에 첨가했고, 반응 혼합물을 이 온도에서 60분간 더 인큐베이션했다.

단계 2: 제 2 가닥 cDNA 합성

제 1 가닥 cDNA 반응 혼합물을 다음을 함유하는 제 2 가닥 cDNA 합성 혼합물 10㎕과 혼합했다:

1㎕ 10X Klenow 반응 완충액

0.1㎕ dNTP(25mM)

0.5㎕ Klenow(USB 2141Y 5U/㎕) DNA 중합효소

8.4㎕ 물

반응 혼합물을 37℃에서 30분간 인큐베이션한 후, 5분간 75℃까지 가열하여 효소를 불활성화시켜 반응을 중지시켰

다.

단계 3: 총 cDNA의 증폭

2개의 복합 프라이머 -- MTA1 및 MTA 2를 시험했다.

반응을 총부피 20㎕에서 수행했으며 다음을 포함했다:

1㎕ cDNA 반응물

0.2㎕ MTA1 또는 MTA2 프라이머(모두 100μM이다)

0.2㎕ 25mM dNTP

0.1㎕ Rnasin

0.1㎕ DTT

17.2㎕ 물

상기 혼합물을 94℃에서 20초간 인큐베이션한 후 50℃까지 냉각시켰다. 2U BCA, 0.02U 혼성화효소(RNase H) 및 

0.4㎍ T4 유전자 32 단백질(단일가닥 DNA 결합 단백질)의 혼합물을 첨가하고, 이 반응 혼합물을 50℃에서 60분간 

인큐베이션했다.

각 반응 혼합물 5㎕를 5 내지 20% PAGE(Novex) 상에서 전기영동하여 분석했다. 성공적인 증폭은 얼룩처럼 나타난 

증폭된 총 mRNA의 반응 생성물에 의해 나타났으며, 이것은 복수의 mRNA 종의 증폭 때문일 것으로 예상되었다. 생

성물은 다음의 성분: a) 투입 이중가닥 cDNA; b) 제 1 가닥 합성용 프라이머; 및 c) 제 1 가닥 cDNA 합성을 위한 투

입 mRNA 중 1가지 없이 수행된 반응에서는 관찰되지 않았다.

실시예 2

실시예 1의 단계 2 및 단계 3 반응의 생성물의 특성화

실시예 1의 증폭 반응에서, '유니크' 서열(즉, RNA 주형에 혼성화할 수 없는 서열)이 사용된 복합 프라이머의 5' RNA

부분의 '유니크' 서열로 인해 제 2 가닥 cDNA의 3'-단부에 만들어질 것으로 예상된다. 이 서열(제 2 가닥 cDNA의 3'

-단부의)은 복합 프라이머의 5' RNA 부분에 상보하며, 표적 RNA에 있는 서열과 관련되지 않는다. 얻어진 제 2 가닥 
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cDNA에서 이 서열의 존재를 측정하기 위해, 반응 생성물(실시예 1의 단계 2의 반응 혼합물에서 발견된)의 PCR 증폭

을 제 2 가닥 cDNA의 3'-단부의 예상된 서열에 상보하는 프라이머를 포워드 프라이머로서, 그리고 G3PDH를 리버스

PCR 프라이머로서 사용하여 수행했다. 이 프라이머쌍은 '유니크' 서열을 가지는 이중가닥 cDNA로부터의 특이적 생

성물을 증폭할 것으로 예상된다. 그러나, 안티센스 DNA 생성물(실시예 1의 단계 3의 반응 혼합물에서 발견된)의 PC

R 증폭으로부터 특이적 생성물을 생성할 것으로 예상되지는 않는데, 왜냐하면 이들 생성물이 '유니크' 서열(RNase H

에 의해 절단된 복합 프라이머의 RNA 부분에 의해 도입된)을 함유할 것으로 예상되지 않기 때문이다. 실시예 1의 단

계 3의 반응 혼합물이 증폭된 DNA 생성물('유니크' 서열을 함유하는 않아야 하는)을 우세하게 함유하므로, 이 반응 

혼합물의 PCR 증폭은 단계 2의 반응 혼합물(이중가닥 cDNA 생성물을 일차적으로 함유하는)의 PCR 증폭보다 훨씬 

덜 효과적일 것으로 예상된다.

PCR 반응을 다음과 같이 수행했다:

각 50㎕의 PCR 반응물은

각 프라이머(Biosource International) 0.4μM

각 dNTP(Epicenter) 100μM

2mM 염화 마그네슘(Epicenter)

1-2 유니트 중합효소(MasterAmp taq 또는 MasterAmp Tfl, 모두 Epicenter로부터)

효소와 함께 공급되는 5㎕ 10X 완충액

실시예 1의 세번째 단계로부터의 선형 증폭 반응물 0.5㎕, 또는 실시예 1의 단계 2에서 생성된 cDNA의 1:20 희석물

을 함유한다.

PCR 증폭 사이클은 94℃ 30초, 51℃ 30초, 72℃ 30초였다. 일반적으로, 샘플은 20 또는 25번 사이클링되었다. 샘플

을 4℃에 고정하기 전에 72℃에서 마지막 5-분 확장했다.

유사한 실험을 MOLT4 셀라인에 의해 발현된 T-세포 수용체 특이적 mRNA(TCR)에 특이적인 프라이머를 사용하여

수행했다.

G3PDH 프라이머를 사용한 PCR 생성물 크기(염기쌍) 예상.

프라이머 서열

G3PDH5: 5' TTT CCT GGT ATG ACA ACG AA

G3PDH5-4: 5' CCA GCA AGA GCA CAA GAG GA

G3PDH3: 5'GAT GGT ACA TGA CAA GGT

dMTA1: 5' GAC GGA TGC GGT CTT TTT TTT

T-세포 수용체 프라이머를 사용한 PCR 생성물 크기(염기쌍) 예상.
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프라이머 서열

TCR5: 5' CCC GCA ACC ACT TCC GCT GTC

TCR5-2: 5' CAA ACC CGT CAC CCA GAT CGT

TCR3: 5' CAA CAC AAG GGC GCT GAC C

결과는 유니크 서열이 제 2 가닥 cDNA에 결합된 것을 나타내는데, 이것은 단계 2의 반응 혼합물이 프라이머 DMTA

1 및 G3PDH5(G3PDH mRNA의 서열의 증폭)을 사용하여 PCR 증폭되었을 때는 약 250 염기쌍 길이의 생성물이 존

재하고, 프라이머 DMTA1 및 TCR5-2(TCR 베타 사슬 mRNA의 서열의 증폭)을 사용했을 때는 약 400 염기쌍 길이

의 생성물이 존재함에 의해 나타내진다. 한편, 동일한 프라이머쌍을 사용한 단계 3의 반응 혼합물의 PCR 증폭은 대단

히 감소된 양의 증폭 생성물을 나타냈다. 따라서, 이 결과로 '유니크' 서열(실시예 1에서 사용된 복합 프라이머의 RNA

부분의)과 생성된 이중가닥 cDNA 생성물의 결합, 및 최종 증폭된 DNA 생성물(RNA 부분의 절단으로 인한)에서 이 

서열의 부재가 증명되었다.

실시예 3

총 RNA 제조물을 사용하여 출발하는 총 mRNA의 증폭

총 RNA의 제조물로부터 총 mRNA를 증폭하는 능력은 mRNA 정제 단계가 없기 때문에 이 프로세스를 대단히 간단

하게 만든다. 본 발명 방법을 사용하여 총 RNA 제조물로부터 총 mRNA를 증폭하는 것의 실험적인 증명을 유방암 종

양(CLONTECH; 카탈로그 번호: 64015-1)로부터의 총 RNA 제조물을 사용하여 수행했다. 총 mRNA 증폭의 프로세

스를 다음에 설명된 3 단계로 수행했다.

프라이머 서열:

MTB2: GAC GGA UGC GGU CUTTTTTTTTTTTTTTNN

BA5: AAC TAC CTT CAA CTC CAT CA

BA3: GGA CTC GTC ATA CTC CTG C

여기에서, 이탤릭체로 쓴 뉴클레오티드는 리보뉴클레오티드를 표시하며, 'N'은 축퇴된 뉴클레오티드(즉, 그것은 A, T

, C 또는 G일 수 있다)를 표시한다.

단계 1: 제 1 가닥 cDNA 합성

각 반응 혼합물은 다음을 포함했다:

5X 완충액(250mM 트리스-HCl, pH 8.3; 375mM KCl, 15mM MgCl 2 ) 4㎕

MTB2 프라이머@ 1μM

25mM dNTP

RNasin 리보뉴클레아제 저해제(Promega N2511, 40u/㎕) 0.2㎕

0.1M DTT 1㎕

반응 당 총 RNA 5㎍, 1㎍, 0.2㎍ 또는 40ng

DEPC-처리된 물을 총부피 19㎕까지
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반응 혼합물을 75℃에서 2분간 인큐베이션한 후 42℃까지 냉각시켰다. 슈퍼스크립트 II RNase H 역전사효소(200U,

BRL 18064-022)를 각 반응물에 첨가하고, 반응물을 42℃에서 50분간 인큐베이션했다.

단계 2: 제 2 가닥 cDNA의 합성

제 1 가닥 cDNA 합성 반응 혼합물 10㎕를 개별 반응 튜브에 알리쿼트했다. 제 2 가닥 합성 스톡 반응 혼합물 20㎕를

각 튜브에 첨가했다. 제 2 가닥 합성 스톡 반응 혼합물은 다음을 함유했다:

10X Klenow 반응 완충액(10X 완충액: 500mM 트리스-HCl, pH 8.0; 100mM MgCl 2 , 500mM NaCl) 2㎕

2U Klenow DNA 중합효소(BRL 18012-021)

0.1㎕ AMV 역전사효소(BRL 18020-016, 25U/㎕)

0.2㎕ E. coli 리보뉴클레아제 H(BRL 18021-014, 4U/㎕)

0.2㎕(25mM) dNTP

0 또는 0.2㎕ E. coli DNA 리가제(BRL 18052-019, 10U/㎕)

반응 혼합물을 37℃에서 30분간 인큐베이션했다. 5분간 75℃까지 가열하여 효소를 불활성화시켜 반응을 중지시켰다

.

단계 3: 총 cDNA의 증폭

상기 제 2 가닥 cDNA 반응 혼합물 1㎕를 사용하여 증폭을 수행했으며, 60분간 50℃에서 T4 유전자 32 단백질의 존

재하에 MTA1 복합 프라이머를 사용한다.

각 반응 혼합물은 다음을 함유했다:

10X 완충액(250mM 트리스-HCl, pH 8.3; 50mM MgCl 2 , 1% NP-40) 2㎕

dNTP 0.2㎕(25mM)

MAT1 0.2㎕(100μM)

제 2 가닥 cDNA 합성 혼합물 1㎕

0.1㎕ Rnasin

0.1㎕ DTT(0.1M)

DEPC-처리된 물을 총부피 18.8㎕까지

반응 혼합물을 94℃에서 20초간 인큐베이션한 후 50℃까지 냉각시켰다. 2U Bca(Takara 카탈로그 번호 2710A), 0.

02U 혼성화효소 열안정성 Rnase H(Epicentre H39100), 및 0.4㎍ T4 유전자 32 단백질(USB 70029Z)을 첨가하고,

반응물을 이 온도에서 60분간 더 인큐베이션했다.

단계 3의 반응 혼합물(증폭된 DNA 생성물을 함유할 것으로 예상된)을 겔 전기영동(5 내지 20% PAGE, Novex)에 의

해 분석했다. 성공적인 증폭은 얼룩처럼 나타난 총 mRNA의 증폭 생성물에 의해 나타났으며, 이것은 샘플에 있는 복

수의 mRNA 종의 증폭 때문일 것으로 예상되었다.

'유니크'(규정된) 서열(사용된 복합 프라이머의 5'-단부 RNA 부분에 상보하는)과 제 2 가닥 cDNA의 결합을 특이적 

프라이머쌍을 사용한 PCR 증폭에 의해 증명했다. 단계 2 및 단계 3의 반응 혼합물의 알리쿼트를 프라이머 G3PDH5-

4/G3PDH3 또는 BA5/BA3(베타 액틴)과 실시예 2에 설명된 조건을 사용하여 PCR 증폭했다. 단계 2의 반응 혼합물

의 PCR 증폭은 실질적인 양의 정확한 크기의 생성물을 가져왔으며, 단계 3의 반응 혼합물의 증폭은 실질적으로 더 

적은 양의 동일한 생성물을 가져왔다. 따라서, 이 결과로 '유니크' 서열(이 실시예에서 사용된 복합 프라이머의 RNA 

부분의)과 이중가닥 cDNA 생성물의 결합, 및 최종 증폭 DNA 생성물(RNA 부분의 절단으로 인한)에서 이 서열의 부
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재가 증명되었다.

실시예 4

총 RNA 제조물 및 정제된 mRNA로부터 제 2 가닥 cDNA에 덧붙여진 규정된 서열을 포함하는 이중가닥 cDNA의 제

조

HCT116 셀라인으로부터 제조된 총 RNA(1ug), 또는 MOLT4 셀라인(Clontech)로부터 제조된 mRNA(100ng)를 제 

2 가닥 cDNA에 덧붙여진 규정된 서열을 포함하는 중간체 이중가닥 cDNA 생성물의 생성을 위한 표적으로서 사용했

다. 덧붙여진 서열은 복합(제 1) 프라이머의 이용을 통해 결합된다.

제 1 및 제 2 가닥 cDNA를 제조하는 프로세스는 본질적으로 실시예 1 및 3에 설명된 대로 수행했으며, 일반적으로 

다음의 단계를 포함했다: (1) 제 1 cDNA 가닥의 합성; (2) 한 단부에 RNase H의 기질인 RNA/DNA 헤테로듀플렉스

를 포함하는 이 중가닥 cDNA를 생성하기 위한 제 2 cDNA 가닥의 합성. 이중가닥 cDNA 중간체 생성물은 표적 RNA

샘플로부터의 다수 RNA의 cDNA 카피를 포함할 것으로 예상되며, 각 cDNA는 동일한 덧붙여진 규정된 서열을 가진

다. 덧붙여진 규정된 서열의 서열은 표적 RNA에 혼성화하는 복합(제 1) 프라이머의 5' RNA 부분의 서열의 보체일 것

으로 예상된다.

3'-단부에 (a) 두 RNA 표적 샘플의 mRNA에서 나타난다고 공지된 GAPDH mRNA 서열의 제 2 가닥 cDNA 카피 및 

(b) 규정된 서열(즉, 제 1 복합 프라이머의 5' RNA 부분의 보체)를 포함하는 제 2 가닥 cDNA의 존재를 확인하기 위

해 PCR 실험을 수행했다. 사용된 PCR 프라이머쌍은 다음과 같았다:

1) 유니크 서열에 상보하는 프라이머(DMTA1) 및 GAPDH mRNA의 서열에 상보하는 프라이머(GAPDH5-4), 이것은

제 2 cDNA 가닥의 3'-단부에 유니크 서열이 덧붙여지는 것에 의존하는 203bp 생성물의 생성을 위한 것이다.

2) GAPDH mRNA의 서열에 상보하는 2개 프라이머 GAPDH3 및 프라이머 GAPDH5-4, 이것은 GAPDH에 특이적인

157bp 생성물의 생성을 위한 것이며, 제 2 cDNA 가닥의 3'-단부에 유니크 서열이 덧붙여지는 것과는 무관하다.

PCR을 상술된 바와 같이 각 출발 주형으로부터의 2개의 분리된 cDNA 제조물을 사용하여 실시예 1 및 2에 설명된 

대로 수행했다. PCR 반응을 겔 전기영동을 사용하여 분석했다. 결과를 도 9에 나타낸다. 레인들은 다음의 주형 및 프

라이머쌍을 함유하는 반응 혼합물에 해당한다:

1. 마커

2. HCT116으로부터의 cDNA GAPDH3/GAPDH5-4

3. HCT116으로부터의 cDNA GAPDH3/GAPDH5-4

4. MOLT4로부터의 cDNA GAPDH3/GAPDH5-4

5. MOLT4로부터의 cDNA GAPDH3/GAPDH5-4

6. 주형 없음 GAPDH3/GAPDH5-4

7. HCT116으로부터의 cDNA dMTA1/GAPDH5-4

8. HCT116으로부터의 cDNA dMTA1/GAPDH5-4

9. MOLT4로부터의 cDNA dMTA1/GAPDH5-4

10. MOLT4로부터의 cDNA dMTA1/GAPDH5-4

11. 주형 없음 dMTA1/GAPDH5-4

화살표는 예상된 PCR 생성물의 위치를 표시한다.

예상한 대로 더 긴 생성물이 프라이머쌍 (1)을 사용하여 증폭된 HCT116 및 MOLT4 샘플에서 생성되었고, 더 짧은 

생성물이 프라이머쌍 (2)를 사용하여 증폭된 HCT116 및 MOLT4 샘플에서 생성되었다. 주형이 없는 대조 샘플에서
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는 생성물이 생성되지 않았다. 이 실시예는 본원에 설명된 방법을 사용하여 제 2 cDNA의 3'-단부에 규정된 서열이 

효과적으로 덧붙여진다는 것을 증명한다.

실시예 5

총 폴리-A mRNA의 증폭 및 실시간 PCR을 사용한 생성물의 정량

사람 결장 종양 총 RNA로부터의 총 RNA(Clontech 카탈로그 번호 64014-1) 200ng을 증폭 표적으로 사용했다. 제 

1 및 제 2 가닥 cDNA의 제조와 후속 증폭 단 계를 본질적으로 실시예 3에 설명된 대로 수행했으며, 다음과 같이 변형

했다:

(1) 제 2 가닥 cDNA 합성을 위한 반응 혼합물은 Klenow DNA 중합효소(이것은 3' 및 5' 엑소뉴클레아제 활성을 가

지지 않는다)를 함유했으며, 리가제는 함유하지 않았다.

(2) 결과의 cDNA의 증폭은 Bca 중합효소 대신 Bst 중합효소(4 유니트, NEB)를 사용하여 수행했다.

cDNA 중간체(제 2 가닥 cDNA) 및 안티센스 증폭 생성물에 대한 정량을 4개의 상이한 mRNA에 상응하는 4개의 상

이한 프라이머쌍을 사용하여 다음 프로토콜에 따라서 실시간 PCR로 측정했다:

cDNA 또는 증폭 생성물을 TE 완충액으로 1:10 또는 1:100으로 희석했다.

실시간 PCR의 반응 혼합물은 총부피 20ul로 설정했으며 다음과 같다:

각 반응에 대해

2X ABI SYBR 그린 마스터 믹스(ABI 카탈로그 번호 4309155) 10㎕

10μM 포워드 프라이머 0.6㎕

10μM 리버스 프라이머 0.6㎕

1㎕ 주형(상기 명시된 cDNA 또는 증폭 생성물의 희석물)

H 2 O 7.8㎕

다음의 프라이머쌍을 상술된 대로 생성된 cDNA 또는 증폭 생성물에 있는 4개 의 특이적 발현 유전자의 정량에 사용

했다:

PCR 반응을 다음의 열순환 프로토콜을 사용하여 iCycler(BioRad)에서 수행했다:

94℃ 10분, DNA 중합효소 활성화

94℃ 30초 이어서 60℃ 30초: 40 사이클

제조자가 추천한 대로 데이타 분석을 수행했다.
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도 10은 cDNA 생성물(제 2 가닥 cDNA를 증폭함에 의한) 또는 상응하는 SPIA 증폭 생성물(축적된 제 2 가닥 cDNA

를 증폭함에 의한)을 정량하는 PCR 반응의 사이클 수의 함수로서 판독한 4개의 형광 트레이스를 나타낸다. 패널은 M

TA2, RPL27, LGALS1, 및 G6PD 프라이머쌍(위로부터 아래로)을 사용하여 각각 수행된 정량 실험의 결과를 나타낸

다. 각 패널은 증폭 생성물 제조물('SPIA'로 표지)를 사용한 6번의 실험, 및 cDNA 생성물 제조물('cDNA'로 표지)를 

사용한 2번의 실험 결과를 나타낸다. X축은 PCR 사이클이고, Y축은 PCR 베이스라인을 뺀 RFU이다.

본 발명의 방법을 사용한 유전자 생성물 각각의 증폭 레벨은, cDNA 생성물 주형을 사용하여 수행된 반응과 주형으로

서 상응하는 증폭 생성물을 사용하여 수행된 반응 사이의, 규정된 역치 이상의 형광 신호('CT'로 명명)를 생성하는데 

필요한 PCR 사이클 수의 차이에 의해 규정된다. 표 1은 각 유전자 생성물에 대한 '델타 CT' 값의 계산(cDNA 생성물 

주형을 사용하여 수행된 반응 및 주형으로서 상응하는 증폭 생성물을 사용하여 수행된 반응에 해당하는 CT 값들 사

이의 비교를 반영함)을 나타내며, 이것은 투입한 총 RNA에서 그것들의 발현 레벨과는 무관하게, 샘플에 있는 4개 유

전자 생성물에 상응하는 mRNA가 본 발명의 방법에 의해 동등하게 증폭된다는 것을 드러냈다.

[표 1]

전술한 발명이 이해를 명확히 하려는 취지에서 예시 및 실시예의 방식으로 일부 상세하게 설명되었지만, 어떤 변화 

및 변형이 실행될 수 있다는 것이 당업자에게 명백할 것이다. 그러므로, 설명 및 실시예는 본 발명의 범위를 제한하지 

않아야 하며, 본 발명의 범위는 첨부된 청구항에 의해 묘사된다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법으로서, 상기 방법은

(a) RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 

표적 RNA를 포함하는 복합체를 생성하는 단계로서, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하

는 복합 프라이머인 단계;

(b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계;

(c) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 

확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계;

(d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라

이머로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확장 생성물에 

혼성화하도록 하는 단계;

(e) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 복합 프라이머를 확장하는 단계

를 포함하며,

이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물을 치환하여, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카

피를 생성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 2.
제 1 항에 있어서, 제 2 프라이머는 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 표적 RNA의 단편을 포함하며, 상기 단편은 RN

A/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단함으로써 생성된 것을 특징으

로 하는 방법.
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청구항 3.
제 1 항에 있어서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'인 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 5.
제 4 항에 있어서, 5' RNA 부분은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 6.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는, 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 

표적 RNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 7.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 8.
제 7 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 무작위 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA이고, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하며, 복

합 프라이머가 표적 mRNA에 혼성화하는 조건하에서 표적 mRNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 더 포함하는 것을 특

징으로 하는 방법.

청구항 11.
제 1 항에 있어서, 복수의 상이한 복합 프라이머를 표적 RNA에 혼성화하는데 사용하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 12.
제 1 항에 있어서, 제 2 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 13.
제 1 항에 있어서, 제 2 프라이머는, 제 2 프라이머가 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 조건하에서 제 1 프라

이머 확장 생성물에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 14.
제 1 항에 있어서, RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 RNase H인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 15.
제 1 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소와 DNA-의존성 DNA 중합효소는 동일한 효소인 것을 특징으로 하는 

방법.

청구항 16.
제 1 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소와 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소인 

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 17.
제 1 항에 있어서, DNA-의존성 DNA 중합효소와 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소인 

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 18.
제 1 항에 있어서, DNA-의존성 DNA 중합효소, RNA-의존성 DNA 중합효소, 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 

절단하는 효소는 동일한 효소인 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 19.
제 1 항에 있어서, 사용된 dNTP 중 적어도 한 종류는 표지된 dNTP이며, 이로 써 표지된 생성물이 생성되는 것을 특

징으로 하는 방법.

청구항 20.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이머

는 동일한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 21.
제 1 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이머

는 상이한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 22.
제 1 항에 있어서, 상기 방법은 관심의 2개 이상의 상이한 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생

성하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 23.
제 22 항에 있어서, 상기 방법은 표적 RNA에 혼성화하는 적어도 2개의 상이한 복합 프라이머를 포함하는 것을 특징

으로 하는 방법.

청구항 24.
제 22 항 또는 제 23 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 부분을 포함하는 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 25.
제 22 항 또는 제 23 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 

방법.

청구항 26.
관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 방법으로서, 상기 방법은

(a) RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 

표적 RNA를 포함하는 복합체를 생성하는 단계로서, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하

는 복합 프라이머인 단계;

(b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계;

(c) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 

확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계;

(d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라

이머로부터 RNA를 절단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확장 생성물에 

혼성화하도록 하는 단계;

(e) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 상기 복합 프라이머를 확장하여, 상기 제 1

프라이머 확장 생성물을 치환하는 단계;

(f) RNA 중합효소에 의해 전사가 일어나도록 허용하는 조건하에서, 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물과, 프로프로모

터 및 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 혼성화하여, 치환

된 제 1 프라이머 확장 생성물에 상보하는 서열을 포함하는 RNA 전사체를 생성하는 단계

를 포함하며,

이로써 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 27.
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제 26 항에 있어서, 제 2 프라이머는 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 표적 RNA의 단편을 포함하며, 상기 단편은 R

NA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단함으로써 생성된 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 28.
제 26 항에 있어서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 29.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'인 것을 특징으로 

하는 방법.

청구항 30.
제 29 항에 있어서, 5' RNA 부분은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 31.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는, 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 

표적 RNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 32.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 33.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 34.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 무작위 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 35.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA이고, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하며, 

복합 프라이머가 표적 mRNA에 혼성화하는 조건하에서 표적 mRNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 더 포함하는 것을 

특징으로 하는 방법.

청구항 36.
제 26 항에 있어서, 복수의 상이한 복합 프라이머를 표적 RNA에 혼성화하는데 사용하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 37.
제 26 항에 있어서, 제 2 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 38.
제 26 항에 있어서, 제 2 프라이머는, 제 2 프라이머가 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 조건하에서 제 1 프

라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 39.
제 26 항에 있어서, RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 RNase H인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 40.
제 26 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소와 DNA-의존성 DNA 중합효소는 동일한 효소인 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 41.
제 26 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소와 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소인 

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 42.
제 26 항에 있어서, DNA-의존성 DNA 중합효소와 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소인

것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 43.
제 26 항에 있어서, DNA-의존성 DNA 중합효소, RNA-의존성 DNA 중합효소, 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 

절단하는 효소는 동일한 효소인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 44.
제 26 항에 있어서, 사용된 dNTP 중 적어도 한 종류는 표지된 dNTP이며, 이로써 표지된 생성물이 생성되는 것을 특

징으로 하는 방법.

청구항 45.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이

머는 동일한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 46.
제 26 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이

머는 상이한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 47.
제 26 항에 있어서, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드는 3'-단부에 치환된 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 영역을

포함하며, 이로써 치환된 프라이머 확장 생성물의 DNA 중합효소 확장이 전사가 일어나는 이중가닥 프로모터를 생성

하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 48.
제 26 항에 있어서, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드는 프로프로모터 주형 올리고뉴클레오티드(PTO)인 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 49.
제 26 항에 있어서, 사용된 rNTP 중 적어도 한 종류는 표지된 rNTP이며, 이로써 표지된 생성물이 생성되는 것을 특

징으로 하는 방법.

청구항 50.
제 26 항에 있어서, 상기 방법은 관심의 2개 이상의 상이한 서열의 다수 카피를 생성하는 단계를 포함하는 것을 특징

으로 하는 방법.

청구항 51.
제 50 항에 있어서, 상기 방법은 표적 RNA에 혼성화하는 적어도 2개의 상이한 복합 프라이머를 포함하는 것을 특징

으로 하는 방법.

청구항 52.
제 50 항 또는 제 51 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 부분을 포함하는 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 53.
제 50 항 또는 제 51 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 

방법.

청구항 54.
반응 혼합물을 인큐베이션하는 단계를 포함하는 관심의 RNA 서열을 증폭하는 방법으로서, 상기 반응 혼합물은

(a) 제 1 항의 단계 (c)의 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체;

(b) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머;

(c) DNA-의존성 DNA 중합효소; 및

(d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소

를 포함하고,
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여기에서, 인큐베이션은 프라이머 혼성화, RNA 절단, 및 복합체의 RNA가 절단되고, 복합 프라이머가 복합체에 있는

제 2 프라이머 확장 생성물과 결합하여 확장될 때, 제 1 항의 단계 (c)의 복합체로부터 제 1 프라이머 확장 생성물의 

치환을 허락하는 조건하에 있으며, 이로써 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성

하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 55.
제 54 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'이고, 5' RNA 부분

은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 56.
제 54 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 57.
제 54 항에 있어서, 사용된 dNTP 중 적어도 한 종류는 표지된 dNTP이며, 이로써 표지된 생성물이 생성되는 것을 특

징으로 하는 방법.

청구항 58.
반응 혼합물을 인큐베이션하는 단계를 포함하는 관심의 RNA 서열을 증폭하는 방법으로서, 상기 반응 혼합물은

(a) 제 1 항의 단계 (c)의 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체인 제 1 복합체;

(b) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 있는, RNA 부분 및 3' DNA 부 분을 포함하는 복합 프라이머;

(c) DNA-의존성 DNA 중합효소;

(d) RNA 중합효소;

(e) 프로프로모터 및 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 영역을 포함하는 프로프로모터 폴리뉴클레오티드; 및

(f) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소

를 포함하고,

여기에서, 인큐베이션은 프라이머 혼성화, RNA 절단, 복합체의 RNA가 절단되고, 복합 프라이머가 제 1 복합체에 있

는 제 2 프라이머 확장 생성물과 결합할 때, 제 1 복합체로부터 제 1 프라이머 확장 생성물의 치환, 치환된 프라이머 

확장 생성물 및 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함하는 제 2 복합체를 형성하기 위한 프로프로모터 폴리뉴클레

오티드와 치환된 제 1 프라이머 확장 생성물의 혼성화, 및 상기 제 2 복합체로부터의 RNA 전사를 허락하는 조건하에

있으며, 이로써 관심의 RNA 서열의 다수 카피를 생성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 59.
제 58 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'이고, 5' RNA 부분

은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 60.
제 58 항에 있어서, RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 RNase H인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 61.
제 58 항에 있어서, 프로프로모터 폴리뉴클레오티드는 3'-단부에 치환된 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 영역을

포함하며, 이로써 치환된 프라이머 확장 생성물의 DNA 중합효소 확장이 전사가 일어나는 이중가닥 프로모터를 생성

하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 62.
제 58 항에 있어서, 사용된 rNTP 중 적어도 한 종류는 표지된 rNTP이며, 이로써 표지된 생성물이 생성되는 것을 특

징으로 하는 방법.

청구항 63.
제 58 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 64.
관심의 RNA 서열(을 증폭하는)의 다수 카피를 생성하는 방법으로서,

(a) (i) 표적 RNA;

(ii) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머로서, 표적 RNA에 혼성화할 수 있는 제 1 프라이머;

(iii) RNA-의존성 DNA 중합효소; 및

(iv) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단할 수 있는 효소

를 포함하는 반응 혼합물을 인큐베이션하는 단계로서,

여기에서, 인큐베이션은 프라이머 혼성화, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 표 적 RNA를 포함하는 복합체의 형성, 및 

제 1 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체에 있는 RNA의 절단을 허락하는 조건하에 있는 단계;

(b) (i) 제 1 프라이머 확장 생성물;

(ii) DNA-의존성 DNA 중합효소; 및

(iii) 선택적으로, RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단할 수 있는 효소

를 포함하는 반응 혼합물을 인큐베이션 하는 단계로서,

여기에서, 인큐베이션은 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체의 형성, 및 선

택적으로 제 1 프라이머 확장 생성물 및 표적 RNA를 포함하는 복합체에 있는 RNA의 절단을 허락하는 조건하에 있는

단계;

(c) (i) 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체;

(ii) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단할 수 있는 효소;

(iii) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머;

(iv) 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 절단된 복합체; 및

(v) DNA-의존성 DNA 중합효소

를 포함하는 반응 혼합물을 인큐베이션 하는 단계로서,

여기에서, 인큐베이션은 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체에 있는 RNA의

절단, 복합 프라이머 혼성화, 및 제 1 프라이머 확장 생성물 및 제 2 프라이머 확장 생성물을 포함하는 복합체로부터 

제 1 프라이머 확장 생성물의 치환을 허락하는 조건하에 있는 단계

를 포함하며,

이로써 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 65.
제 64 항에 있어서, 단계 (b)는 (iv) 제 2 프라이머를 더 포함하는 반응 혼합물을 인큐베이션하는 것을 포함하며, 여기

에서 인큐베이션은 제 2 프라이머의 혼성화를 허락하는 조건하에 있는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 66.
제 65 항에 있어서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 67.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'인 것을 특징으로 
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하는 방법.

청구항 68.
제 67 항에 있어서, 5' RNA 부분은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 69.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는, 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 

표적 RNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포 함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 70.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 71.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 72.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 무작위 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 73.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA이고, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하며, 

복합 프라이머가 표적 mRNA에 혼성화하는 조건하에서 표적 mRNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 더 포함하는 것을 

특징으로 하는 방법.

청구항 74.
제 64 항에 있어서, 복수의 상이한 복합 프라이머를 표적 RNA에 혼성화하는데 사용하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 75.
제 64 항에 있어서, 제 2 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 76.
제 64 항에 있어서, 제 2 프라이머는, 제 2 프라이머가 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 조건하에서 제 1 프

라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 77.
제 64 항에 있어서, RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 RNase H인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 78.
제 64 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소와 DNA-의존성 DNA 중합효소는 동일한 효소인 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 79.
제 64 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소와 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소인 

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 80.
제 64 항에 있어서, DNA-의존성 DNA 중합효소와 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소는 동일한 효소인

것을 특징으로 하는 방법.

청구항 81.
제 64 항에 있어서, DNA-의존성 DNA 중합효소, RNA-의존성 DNA 중합효소, 및 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 

절단하는 효소는 동일한 효소인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 82.
제 64 항에 있어서, 사용된 dNTP 중 적어도 한 종류는 표지된 dNTP이며, 이로써 표지된 생성물이 생성되는 것을 특

징으로 하는 방법.
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청구항 83.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이

머는 동일한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 84.
제 64 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이

머는 상이한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 85.
제 64 항에 있어서, 상기 방법은 관심의 2개 이상의 상이한 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 

생성하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 86.
제 85 항에 있어서, 상기 방법은 표적 RNA에 혼성화하는 적어도 2개의 상이한 복합 프라이머를 포함하는 것을 특징

으로 하는 방법.

청구항 87.
제 85 항 또는 제 86 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 부분을 포함하는 것을 특징으

로 하는 방법.

청구항 88.
제 85 항 또는 제 86 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 

방법.

청구항 89.
관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법으로서, 상기 방법은

(a) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체로부터 RNA를 절

단하여, RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머가 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하도록 하는 단

계로서, 여기에서 제 1 프라이머 확장 생성물은 RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머

를 확장함으로써 생성되며, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 단계;

(b) 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물을 혼성화하고, DNA-의존성 DNA 중합효소로 복합 프라이머를 확장

하는 단계

를 포함하며,

이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물을 치환하여, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카

피를 생성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 90.
제 89 항에 있어서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 91.
제 89 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'인 것을 특징으로 

하는 방법.

청구항 92.
제 91 항에 있어서, 5' RNA 부분은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 93.
제 89 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는, 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 

표적 RNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 94.
제 89 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 95.
제 94 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 96.
관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카피를 생성하는 방법으로서, 상기 방법은

(i) 제 1 프라이머 확장 생성물은 RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장함으로

써 생성되며, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머이고, 제 2 프라이머 확

장 생성물은 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장함으로써 생성되고, 제 1 및 제 2 프라이머 

확장 생성물의 복합체로부터 RNA는 RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 절단되는, 제 1 및 제 2 프라

이머 확장 생성물의 복합체; 및

(ii) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화되며, 제 1 프라이머와 동일할 수도 또는 상이할 수도 있는, RNA 부분 및 3' 

DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머

를 포함하는 복합체에 있는 복합 프라이머를 확장하는 단계를 포함하며,

이로써 상기 제 1 프라이머 확장 생성물을 치환하여, 관심의 RNA 서열에 상보하는 폴리뉴클레오티드 서열의 다수 카

피를 생성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 97.
제 96 항에 있어서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 98.
제 96 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머의 RNA 부분은 3' DNA 부분에 관한 5'인 것을 특징으로 

하는 방법.

청구항 99.
제 98 항에 있어서, 5' RNA 부분은 3' DNA 부분에 인접한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 100.
제 96 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는, 복합 프라이머 가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서

표적 RNA에 혼성화할 수 없는 5' 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 101.
제 96 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머는 폴리-dT 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 102.
제 101 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 103.
관심의 RNA 서열을 서열화하는 방법으로서, 상기 방법은 (a) dNTP와 dNTP 유사체의 혼합물의 존재하에서 제 1 항,

제 54 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법에 의해 관심의 서열을 함유하는 표적 RNA를 증폭하

여, dNTP 유사체의 결합시 프라이머 확장이 종결되도록 하는 단계; 및 (b) 증폭 생성물을 분석하여 서열을 결정하는 

단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 104.
제 103 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 105.
관심의 RNA 서열을 서열화하는 방법으로서, 상기 방법은 (a) rNTP와 rNTP 유사체의 혼합물의 존재하에서 제 26 항

및 제 58 항 중 어느 한 항의 방법에 의해 관심의 서열을 함유하는 표적 RNA를 증폭하여, rNTP 유사체의 결합시 전

사가 종결되도록 하는 단계; 및 (b) 증폭 생성물을 분석하여 서열을 결정하는 단계를 포함하 는 것을 특징으로 하는 

방법.

청구항 106.
제 105 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.



공개특허 특2003-0082535

- 58 -

청구항 107.
단일가닥 입체구조 다형성에 의해 표적 RNA에서 돌연변이를 검출하는 방법으로서, (a) 제 1 항, 제 26 항, 제 54 항, 

제 58 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법에 의해 표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (b) 단일가닥 

입체구조에 대해 증폭 생성물을 분석하는 단계를 포함하며, 여기에서 기준 단일가닥 폴리뉴클레오티드와 비교한 입

체구조의 차이가 표적 폴리뉴클레오티드에 있는 돌연변이를 나타내는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 108.
제 107 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 109.
관심의 서열의 존재 또는 부재를 측정하는 방법으로서, 상기 방법은

(i) 관심의 서열을 함유하는 표적 RNA를 증폭하는 단계로서, 상기 증폭은 제 1 항의 단계 (d)의 복합체에 혼성화된 복

합 프라이머를 확장하는 것을 포함하며, 여기에서 복합 프라이머의 RNA 부분의 서열은 공지되어 있는 단계, 및

(ii) 만일 단계 (i)로부터의 증폭 생성물이 있다면 이 생성물을 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교하는 단

계

를 포함하며, 여기에서

(1) 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하는 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 비교

하여 주형으로부터 검출가능하게 더 적은 증폭 생성물의 생성은, 제 2 프라이머 확장 생성물이 복합 프라이머의 RNA

부분에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하지 않으며, 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열에 관한 서열 

변이체라는 것을 나타내거나; 또는

(2) 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 영역을 포함하지 않는 기준 주형으로부터의 증폭 생성물의 양과 

비교하여 주형으로부터 검출가능하게 더 많은 증폭 생성물의 생성은, 제 2 프라이머 확장 생성물이 복합 프라이머의 

RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열을 포함하며, 복합 프라이머의 RNA 부분에 혼성화할 수 있는 서열에 관한 서열 

변이체가 아니라는 것을 나타내는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 110.
제 109 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 111.
(a) 제 1 항, 제 26 항, 제 54 항, 제 58 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법에 의해 표적 RNA를 

증폭하는 단계; 및 (b) 증폭 생성물을 기판 위에 고정시키는 단계를 포함하는, 기판에 고정된 핵산을 생성하는 방법.

청구항 112.
제 111 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 113.
제 111 항에 있어서, 기판은 마이크로어레이인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 114.
(a) 제 1 항, 제 54 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법에 의해 표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (

b) DNA 생성물을 분석하는 단계를 포함하는, 관심의 RNA 서열을 특성화하는 방법.

청구항 115.
제 114 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 116.
제 114 항에 있어서, DNA 생성물은 표지되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 117.
제 114 항에 있어서, DNA 생성물을 분석하는 단계 (b)는 상기 생성물의 양을 측정하는 것을 포함하며, 이로써 샘플

에 존재하는 관심의 RNA 서열의 양이 정량되는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 118.
제 114 항에 있어서, 단계 (b)는 DNA 생성물을 적어도 1개의 프로브와 접촉시키는 것을 포함하는 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 119.
제 118 항에 있어서, DNA 생성물은 표지되며, 적어도 1개의 프로브는 마이크로어레이로서 제공되는 것을 특징으로 

하는 방법.

청구항 120.
제 119 항에 있어서, 마이크로어레이는 종이, 유리, 세라믹, 플라스틱, 폴리프로필렌, 폴리스티렌, 나일론, 폴리아크릴

아미드, 니트로셀룰로스, 규소, 및 광섬유로 구성된 군으로부터 선택된 재료로부터 제작된 기판 위에 고정된 적어도 1

개의 프로브를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 121.
제 120 항에 있어서, 프로브는 2-차원 입체배치 또는 핀, 막대, 섬유, 테이프, 실, 비드, 입자, 마이크로타이터 웰, 모

세관, 및 실린더를 포함하는 3-차원 입체배치로 기판 위에 고정되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 122.
(a) 제 26 항 및 제 58 항 중 어느 한 항의 방법에 의해 표적 RNA를 증폭하는 단계; 및 (b) RNA 생성물을 분석하는 

단계를 포함하는, 관심의 RNA 서열을 특성화하는 방법.

청구항 123.
제 122 항에 있어서, 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 124.
제 122 항에 있어서, RNA 생성물은 표지되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 125.
제 122 항에 있어서, RNA 생성물을 분석하는 단계 (b)는 상기 생성물의 양을 측정하는 것을 포함하며, 이로써 샘플에

존재하는 관심의 RNA 서열의 양이 정량되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 126.
제 122 항에 있어서, 단계 (b)는 표지된 RNA 생성물을 적어도 1개의 프로브와 접촉시키는 것을 포함하는 것을 특징

으로 하는 방법.

청구항 127.
제 122 항에 있어서, RNA 생성물은 표지되며, 적어도 1개의 프로브는 마이크로어레이로서 제공되는 것을 특징으로 

하는 방법.

청구항 128.
제 127 항에 있어서, 마이크로어레이는 종이, 유리, 세라믹, 플라스틱, 폴리프로필렌, 폴리스티렌, 나일론, 폴리아크릴

아미드, 니트로셀룰로스, 규소, 및 광섬유로 구성된 군으로부터 선택된 재료로부터 제작된 기판 위에 고정된 적어도 1

개의 프로브를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 129.
제 128 항에 있어서, 프로브는 2-차원 입체배치 또는 핀, 막대, 섬유, 테이프, 실, 비드, 입자, 마이크로타이터 웰, 모

세관, 및 실린더를 포함하는 3-차원 입체배치로 기판 위에 고정되는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 130.
샘플에서 유전자 발현 프로파일을 측정하는 방법으로서, 상기 방법은 (a) 제 1 항, 제 54 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제

96 항 중 어느 한 항의 방법을 사용하여 샘플에 있는 관심의 적어도 1개 RNA 서열을 증폭하는 단계; 및 (b) 관심의 

각 RNA 서열의 증폭 생성물의 양을 측정하는 단계를 포함하고, 여기에서 각 상기 양은 샘플에 있는 관심의 각 RNA 

서열의 양을 표시하며, 이로써 샘플에서의 유전자 발현 프로파일을 측정하는 것을 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 131.
제 130 항에 있어서, 각 표적 RNA는 mRNA인 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 132.
제 1 항, 제 26 항, 제 54 항, 제 58 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법을 사용하여 관심의 적어

도 1개 RNA 서열을 증폭하는 단계를 포함하는 라이브러리 제조 방법.

청구항 133.
제 132 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 제 1 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 134.
제 132 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 제 1 프라이머는 폴리-dT 부분을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 135.
제 1 항, 제 54 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부터의 관심

의 적어도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 DNA 카피를 생성하는 단계를 포함하는 섭트렉티브 혼성화 프로브 제조 방

법.

청구항 136.
섭트렉티브 혼성화를 수행하는 방법으로서, 상기 방법은 (a) 제 1 항, 제 54 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어

느 한 항의 방법을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부터의 관심의 적어도 1개 RNA 서열의 보체의 다수 DNA 카피를 생

성하는 단계; 및 (b) 이 다수 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하는 단계를 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 하

위집단이 DNA 카피와의 복합체를 형성하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 137.
제 136 항에 있어서, 상기 방법은 (c) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 R

NA를 절단하는 단계; 및 (d) 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단을 증폭하는 단계를 더 포함하며, 이로써 

제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단에 상보하는 단일가닥 DNA의 다수 카피를 생성하는 것을 특징으로 하

는 방법.

청구항 138.
관심의 1개 이상의 RNA 서열을 차등 증폭하는 방법으로서, 상기 방법은

(a) 제 1 항, 제 54 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항의 방법을 사용하여 제 1 RNA 집단으로부터의 

관심의 1개 이상의 RNA 서열의 보체의 다수 폴리뉴클레오티드 카피와 제 2 mRNA 집단을 혼성화하여, 제 2 mRNA 

집단의 하위집단이 폴리뉴클레오티드 카피에 혼성화하여 복합체를 형성하는 단계;

(b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계; 및

(c) 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단을 증폭하는 단계

를 포함하며, 이로써 제 2 mRNA 집단의 혼성화되지 않은 하위집단에 상보하는 단일가닥 DNA의 다수 카피를 생성하

는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 139.
제 84 항에 따라서 섭트렉티브 혼성화 프로브를 제조하는 단계를 포함하는 cDNA 라이브러리 제조 방법.

청구항 140.
RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머, 및 제 2 프라이머를 포함하는 조성물.

청구항 141.
제 140 항에 있어서, 제 2 프라이머는 DNA를 포함하는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 142.
제 141 항에 있어서, 제 2 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 143.
제 140 항에 있어서, 제 2 프라이머는 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 표적 RNA의 단편을 포함하는 것을 특징으로

하는 조성물.
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청구항 144.
제 140 항에 있어서, RNA-의존성 DNA 중합효소를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 145.
제 140 항에 있어서, 복합 프라이머는, 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 관심의 RNA 서열에 혼

성화할 수 없는 5' 영역을 더 포함하는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 146.
복합 프라이머, 및 복합 프라이머가 표적 RNA에 혼성화하는 조건하에서 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화할 수 

없는 서열을 포함하는 제 2 프라이머를 포함하는 조성물.

청구항 147.
(a) 복합 프라이머; (b) 제 2 프라이머; 및 (c) 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 포함하는 조성물.

청구항 148.
제 147 항에 있어서, 제 2 프라이머는 무작위 프라이머인 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 149.
(a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 생성물; 및 (b) 프로프로모터 폴리

뉴클레오티드의 복합체를 포함하는 조성물.

청구항 150.
(a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 생성물; 및 (b) DNA를 포함하는 

제 2 프라이머의 확장 생성물의 복합체를 포 함하는 조성물.

청구항 151.
(a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 제 1 프라이머의 확장 생성물; 및 (b) RNA 표적의 단편

을 포함하는 제 2 프라이머의 확장 생성물의 복합체를 포함하는 조성물.

청구항 152.
(a) RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하는 복합 프라이머인 프라이머의 절단된 프라이머 확장 생성물; (b) 제 2 프라

이머 확장 생성물; 및 (c) 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 복합 프라이머의 복합체를 포함하는 조성물.

청구항 153.
제 152 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이

머는 동일한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 154.
제 152 항에 있어서, 표적 RNA에 혼성화하는 복합 프라이머와 제 2 프라이머 확장 생성물에 혼성화하는 복합 프라이

머는 상이한 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 155.
(a) 표적 RNA; (b) 3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머; (c) 제 2 프라이머; 및 (d) DNA 중합효소를

포함하는 반응 혼합물.

청구항 156.
제 155 항에 있어서, (e) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 반응 혼

합물.

청구항 157.
제 155 항에 있어서, (e) 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 반응 혼합물.

청구항 158.
(a) 3' DNA 부분 및 RNA 부분을 포함하는 복합 프라이머; (b) 제 2 프라이머; 및 (c) 제 1 항, 제 26 항, 제 54 항, 제 

58 항, 제 64 항, 제 89 항 및 제 96 항 중 어느 한 항에 따라서 RNA를 증폭하기 위한 지시사항을 포함하는 표적 RN

A를 증폭하기 위한 키트.
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청구항 159.
제 158 항에 있어서, (d) 프로프로모터 폴리뉴클레오티드를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 키트.

청구항 160.
제 157 항 또는 제 158 항에 있어서, RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소를 더 포함하는 것을 특징으로 

하는 키트.

청구항 161.
3' 단일가닥 부분을 포함하는 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 제조하는 방법으로서,

(a) RNA-의존성 DNA 중합효소로 표적 RNA에 혼성화된 제 1 프라이머를 확장하여, 제 1 프라이머 확장 생성물 및 

표적 RNA를 포함하는 복합체를 생성하는 단계 로서, 여기에서 제 1 프라이머는 RNA 부분 및 3' DNA 부분을 포함하

는 복합 프라이머인 단계;

(b) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 단계 (b)의 복합체에 있는 RNA를 절단하는 단계;

(c) DNA-의존성 DNA 중합효소로 제 1 프라이머 확장 생성물에 혼성화된 제 2 프라이머를 확장하여, 제 2 프라이머 

확장 생성물을 생성하여 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 형성하는 단계;

(d) RNA/DNA 혼성체로부터 RNA를 절단하는 효소로 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체에 있는 복합 프라

이머로부터 RNA를 절단하는 단계

를 포함하며,

이로써 3' 단일가닥 부분을 포함하는 제 1 및 제 2 프라이머 확장 생성물의 복합체를 생성하며, 3' 단일가닥 부분은 복

합 프라이머의 RNA 부분에 상보하는 것을 특징으로 하는 방법.
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