
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　  リポータープローブと、アダプターオリゴヌクレオチドとを含んでなるシグナルプラ
イマーであって、
　 a)前記リポータープローブは、相補的配列とハイブリッド形成していない場合には、

コンフォ
メーション構造を取り、ここで、前記コンフォメーション構造は、リポータープローブに
結合された蛍光ドナー /消光剤色素対を空間的に十分近接させ、ドナー蛍光を消光させる
、
　 b)前記アダプターオリゴヌクレオチドは、前記リポータープローブにハイブリッド形成
している部分と、標的配列に相補的な一本鎖部分とを含む
　ことを特徴とするシグナルプライマー。
【請求項２】
　リポータープローブにハイブリッド形成している前記部分が、標的に相補的な配列の一
部を含む請求項１に記載のシグナルプライマー。
【請求項３】
　  a) シグナルプライマーと標的配列とをハイブリッド形成させるステップと、ここで、
シグナルプライマーは、相補的配列とハイブリッド形成していない場合には二次構造を形
成するリポータープローブと、二次構造の形成 害される様にリポータープローブとハ
イブリッド形成させたアダプターオリゴヌクレオチドとを含み、
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　 b)標的に依存する方法で、アダプターオリゴヌクレオチドからリポータープローブを分
離するステップと、
　 c)標的配列の存在の指標として二次構造の形成を検出するステップと
を含む核酸標的配列の検出方法。
【請求項４】
　二次構造の形成が、蛍光の変化により検出される請求項３記載の方法。
【請求項５】
　リポータープローブがドナー /消光剤色素対により標識され、二次構造の形成がドナー
蛍光の減少により検出される請求項４記載の方法。
【請求項６】
　前記シグナルプライマーの前記アダプターオリゴヌクレオチドが、前記レポータープロ
ーブへのハイブリッド形成のためのアダプター配列を含み、ここで、前記アダプター配列
は、第二の標的配列の検出のための第二のシグナルプライマーに含まれる第二のアダプタ
ーオリゴヌクレオチドのアダプター配列 一である請求項３に記載の方法。
【請求項７】
　 a) シグナルプライマーを標的配列とハイブリッド形成させるステップと、ここで、シ
グナルプライマーは第二のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成されたアダプターオリ
ゴヌクレオチドを含み、第二のオリゴヌクレオチドは、相補的配列とハイブリッド形成し
ていない場合には二次構造を形成するリポータープローブと相補的であり、
　 b)標的に依存する方法で、アダプターオリゴヌクレオチドから第二のオリゴヌクレオチ
ドを分離するステップと、
　 c)標的配列の存在の指標として二次構造の形成を検出するステップと
を含む核酸標的配列の検出方法。
【請求項８】
　第二のオリゴヌクレオチドとリポータープローブのハイブリッド形成が、蛍光の変化に
より検出される請求項７記載の方法。
【請求項９】
　リポータープローブがドナー /消光剤色素対により標識され、第二のオリゴヌクレオチ
ドとのハイブリッド形成がドナー蛍光の増加により検出される請求項８記載の方法。
【請求項１０】
　前記シグナルプライマーの前記アダプターオリゴヌクレオチドが、第二のオリゴヌクレ
オチドにハイブリッド形成するためのアダプター配列を含み、ここで、前記アダプター配
列は、第二の標的配列の検出のための第二のシグナルプライマーに含まれる第二のアダプ
ターオリゴヌクレオチドのアダプター配列 一である請求項７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、核酸標的配列を検出するための材料と方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
標識オリゴヌクレオチドプローブの配列特異性ハイブリッド形成は、選択されたヌクレオ
チド配列の検出および同定の一手段として長い間利用されてきた。蛍光標識によるこの様
なプローブの標識方法は、プローブのハイブリッド形成の検出を助ける比較的鋭敏な非放
射性手段を提供してきた。最近開発された検出方法は、プローブのハイブリッド形成の検
出に蛍光強度を直接検出するのではなく、蛍光エネルギー移動 (fluorescence energy tra
nsfer; FET)の方法を利用している。蛍光エネルギー移動は、ドナー蛍光体と消光剤色素 (
蛍光体でも、蛍光体でなくてもよい。 )の間で発生し、一方 (消光剤 )の吸収スペクトルが
もう一方 (ドナー )の発光スペクトルとオーバーラップし、この 2つの色素が近接したとき
に発生する。これらの特性を有する色素は、ドナー /消光剤色素対またはエネルギー移動
色素対と呼ばれる。ドナー蛍光体の励起状態エネルギーは、共鳴双極子により引き起こさ
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れる双極子相互作用により、近くの消光剤に移動される。その結果、ドナー蛍光体の消光
が起こる。場合によっては、消光剤も蛍光体の場合、その蛍光強度が増強されることもあ
る。エネルギー移動効率は、ドナーと消光剤の距離に高度に依存しており、これらの関係
を予測する式が Forster(1948. Ann. Phys. 2,　 55-75)により開発されている。エネルギ
ー移動効率が 50％であるドナーと消光剤色素の距離は Forster距離 (Ro)と呼ばれる。蛍光
消光の機序として他に、例えば、電荷移動消光および衝突消光等がある。
【０００３】
近接する 2つの色素の相互作用により消光を引き起こすことに基づくエネルギー移動とそ
の他の機序は、均一方式で実施できるため、ヌクレオチド配列を検出または同定する魅力
的な手段である。均一分析方式は、 1つの蛍光体標識の蛍光の検出に基づく従来のプロー
ブハイブリッド形成分析法よりも簡単である。なぜならば、一般に、不均一分析はハイブ
リッド形成していない遊離標識からハイブリッド形成した標識を分離する更なるステップ
を必要とするからである。典型的には、 FETおよび関連方法は、 2つの相補的オリゴヌクレ
オチドがハイブリッド形成により結合された時に、一方または両方の色素標識の蛍光特性
の変化を監視することに基づくものである。この方式において、蛍光特性の変化は、エネ
ルギー移動量の変化として、あるいは蛍光消光量の変化として測定され、典型的には、一
方の色素の蛍光強度の増加として示される。この方法においては、ハイブリッド形成しな
いオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成したオリゴヌクレオチドを分離せずに、目的の
ヌクレオチド配列を検出することが可能である。一方はドナー蛍光体で、もう一方は消光
剤で標識された 2つの別々の相補的オリゴヌクレオチドの間でハイブリッド形成を生じる
ことができる。一本鎖オリゴヌクレオチドと比べ、二本鎖型ではドナー蛍光の減少 (消光
の増加）および /またはエネルギー移動の増加が起こる。 FETハイブリッド形成分析法に関
する幾つかの方式が、 Nonisotopic DNA Probe Techniques(1992. Academic Press, Inc.,
 pags. 311-352)に概説されている。あるいは、オリゴヌクレオチドがハイブリッド形成
していない場合と、相補的配列とハイブリッド形成した場合とで、一方または両方の蛍光
特性に検出可能な差が生じるように、ドナーと消光剤を 1つのオリゴヌクレオチドに結合
させることができる。この方式においては、典型的には、オリゴヌクレオチドがハイブリ
ッド形成するとドナー蛍光は増加し、エネルギー移動 /消光は減少する。例えば、両端に
標識された自己相補的オリゴヌクレオチドがヘアピン構造を形成すると、これによって 2
つの蛍光体 (即ち、 5'末端と 3’末端 )が近接し、エネルギー移動と消光が起こる。自己相
補的オリゴヌクレオチドと第二のオリゴヌクレオチドの中の相補的配列がハイブリッド形
成すると、ヘアピン構造は破壊され、 2つの色素間距離が拡大するため消光は減少する。
ヘアピン構造の欠点は、安定性が非常に高く、非消光ハイブリッド形成型への変換がしば
しば遅く、僅かにそちらに偏るだけで、一般的に性能は低い。 Tyagiおよび Kramer(1996.N
ature Biotech.14, 303-308)は、ステムを形成するヘアピン構造の自己相補的アームの間
のループ中に検出配列を含む上記の様に標識されたヘアピン構造を報告している。塩基対
合したステムは、検出配列が標的とハイブリッド形成し、消光の減少を引き起こすために
は融解しなくてはならない。「二重ヘアピン」プローブとそれを利用する方法が、 B. Bag
well, et al. (1994. Nucl. Acids Res. 22, 2424-2425;米国特許 No.5,607,834)に報告さ
れている。これらの構造はヘアピン構造内に標的結合配列を含んでおり、従って、標的と
ヘアピン構造の自己相補的配列との間に競合的ハイブリッド形成が関与している。 Bagwel
lは、ミスマッチによりヘアピン構造を不安定化させることにより、不利なハイブリッド
形成速度論の問題を解決している。
【０００４】
核酸増幅を検出するためにエネルギー移動またはその他の蛍光消光の機序を利用する均一
方法も報告されている。 L. G. Lee, et al. (1993. Nuc. Acids Res. 21, 3761-3766)は
、 PCR中に標的増幅に特異的に二重標識検出プローブが切断されるリアルタイム検出方法
を開示している。検出プローブが増幅プライマーの下流でハイブリッド形成されると、 Ta
qポリメラーゼの 5'-3’エキソヌクレアーゼ活性が検出プローブを消化し、エネルギー移
動対を形成する 2つの蛍光色素を分離する。
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【０００５】
増幅プライマーのハイブリッド形成部位下流の標的配列とハイブリッド形成するシグナル
プライマー (しばしば検出プローブとも呼ばれる。 ) が、核酸増幅の均一検出法に関して
報告されている (米国特許 No.5,5547,861、引用する事により本明細書の一部を成す事とす
る )。シグナルプライマーは、増幅プライマーの伸長と同様の方法で、ポリメラーゼによ
り伸長される。増幅プライマーの伸長により、標的の増幅に従属して、シグナルプライマ
ーの伸長生成物が置換され、標的増幅の指標として検出可能な二本鎖二次増幅生成物が生
成される。一本鎖シグナルプライマーと共に利用するための均一検出方法の例が、米国特
許 No.5,550,025（親油性色素と制限部位を含む )と米国特許 No.5,593,867(蛍光偏光検出法
)に記載されている。より最近では、 FET法を用いる核酸と標的の検出用にシグナルプライ
マーが改変されている。米国特許 No.5,691,145に、一本鎖シグナルプライマーの標的結合
配列の 5'末端にドナー /消光剤色素対を付着させた Gカルテット構造が開示されている。標
的増幅時に相補的鎖が合成されると、 Gカルテット構造が展開され、ドナーと消光剤色素
間の距離が広がり、ドナー蛍光に検出可能な増加が生じる。ドナー /消光剤色素対で標識
された一部が一本鎖、一部が二本鎖のシグナルプライマーも最近報告されている。例えば
、 EP 0 878 554 には、一本鎖制限エンドヌクレアーゼ認識部位を挟むドナー /消光剤色素
対を有するシグナルプライマーが開示されている。標的が存在すると、制限部位は二本鎖
となり、制限エンドヌクレアーゼにより切断可能となる。切断により色素対は分離され、
ドナー消光が減少する。 EP 0 881 302に、分子間塩基対合構造を付けたシグナルプライマ
ーが報告されている。分子間塩基対合構造に結合されたドナー /消光剤色素対のドナー色
素は、その構造が折り畳まれている時は消光しているが、標的が存在すると、分子間塩基
対合構造と相補的配列が合成される。これによって、分子間塩基対合構造は展開され、ド
ナーと消光剤色素は分離され、ドナー消光の減少を引き起こす。 Nazarenko, et al.(米国
特許 No.5,866,336)により、類似の方法が報告されており、この場合、増幅プライマーが
ドナー /消光剤色素対を有するヘアピン構造により形成されている。
【０００６】
エネルギー移動およびその他の蛍光消光検出方法は、特異的プローブのハイブリッド形成
による標的配列の検出にも応用されている。日本特許 No.93015439 Bに、エネルギー移動
対を形成する 2つの標識を付けた一本鎖ポリヌクレオチドプローブと一本鎖標的をハイブ
リッド形成させる事により、ポリヌクレオチドを測定する方法が開示されている。二本鎖
ハイブリッドは、制限酵素により標識間で切断され、標識の一方の蛍光が測定される。こ
の方法の欠点は、プローブ中の制限部位が、検出される標的配列の中にも存在しなくては
ならない点である。 S. S. Gosh, et al.(1994. Nucl. Acids Res. 22, 3155-3159)が、蛍
光共鳴エネルギー移動を用いて分析される、制限酵素により触媒される蛍光体標識オリゴ
ヌクレオチドの切断を報告している。これらの分析において、相補的オリゴヌクレオチド
がハイブリッド形成されると、二本鎖制限部位を生じ、 2つの鎖にそれぞれ蛍光体標識が 1
つずつ付いている。
【０００７】
（発明の概要）
本発明は、核酸標的配列を検出するためにシグナルプライマーを利用している。シグナル
プライマーは、 2つのオリゴヌクレオチドから成り、一部一本鎖、一部二本鎖である。第
一のオリゴヌクレオチドは、アダプターオリゴヌクレオチドと呼ばれる。アダプターオリ
ゴヌクレオチドは、アダプターオリゴヌクレオチドの 3’末端が標的配列とハイブリッド
形成する一本鎖尾部領域を形成する様に、相補的な第二のオリゴヌクレオチドとハイブリ
ッド形成している。標的配列とハイブリッド形成する一本鎖 3’尾部の部分は、標的結合
配列と呼ばれる。標的結合配列と 3’一本鎖尾部の 5'方向のアダプターオリゴヌクレオチ
ドの領域は、シグナルプライマーが標的とハイブリッド形成するための選択された反応条
件下で第二のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成し、分子間塩基対合した、一部二本
鎖のシグナルプライマー分子を形成する。第二のオリゴヌクレオチドがハイブリッド形成
するアダプターオリゴヌクレオチドの配列 (5'アダプター配列 )は、標的とハイブリッド形
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成しない配列から成る。 5'アダプター配列は、異なる標的結合配列を持つ多様なアダプタ
ーオリゴヌクレオチドにおいて同一となるように選択できる (すなわち「万能」 (universa
l)5'アダプター配列 )。これによって、下記の様に、種々の標的の検出が簡易化される。
【０００８】
従って、本発明のシグナルプライマーの利点は、第二のオリゴヌクレオチドとハイブリッ
ド形成するための共通の 5'アダプター配列をアダプターオリゴヌクレオチドの中に異なる
標的結合配列を種々の標的結合配列に結合することができるため、種々の標的配列の検出
に単一の標識リポータープローブ (下記 )が利用できる点である。これによって、リポータ
ープローブの合成が簡易化され、それにかかる費用が削減される。アダプターオリゴヌク
レオチドは、異なる標的を認識する標的結合配列を持たなくてはならないが、本発明にお
いて利用するためにラベリングする必要がないため、リポータープローブよりも合成が簡
単で、費用がかからない。
【０００９】
本明細書に使用されている幾つかの用語を以下の様に定義する。
増幅プライマーは、プライマー伸長による標的配列の増幅のためのプライマーである。 SD
Aの場合、増幅プライマーの 3’末端 (標的結合配列 )は、標的配列の 3’末端でハイブリッ
ド形成する。増幅プライマーは、その 5'末端付近に制限エンドヌクレアーゼの認識部位を
含む。米国特許 No.5,455,166;米国特許 No.5,270,184および EP 0 674 315に記載されてい
るように、認識部位は、認識部位が半修飾 (「ニッキング」 )された時、 DNA二重らせんの
鎖の 1本を切断する制限エンドヌクレアーゼのためのものである。半修飾された認識部位
は、 1本の鎖に少なくとも 1個の誘導されたヌクレオチドが含まれており、その誘導された
ヌクレオチドが、制限エンドヌクレアーゼに認識部位の両方の鎖の切断ではなく、 2本の
鎖の内 1本のニッキングを引き起こす、制限エンドヌクレアーゼの二本鎖認識部位である
。増幅プライマーは、 3’ -OH基も含み、これは、増幅プライマーの標的結合配列が標的配
列とハイブリッド形成すると、 DNAポリメラーゼにより伸長可能である。大多数の SDA反応
に関して、増幅プライマーは標的配列の指数的増幅に関与している。
【００１０】
増幅反応を誘導するために、特別な配列または構造は必要ないので、 PCRの増幅プライマ
ーは標的結合配列のみから成る。これと対照的に、 3SRと NASBAの増幅プライマーは、 5'末
端付近に RNAポリメラーゼプロモーターを含む。プロモーターは、標的配列に付けられ、
標的の複数の RNAコピーの転写を命令することにより、増幅反応を引き起こす働きをする
。
【００１１】
伸長生成物は、プライマーまたはプライマーの一部およびプライマー結合部位下流の標的
配列と相補的な新しく合成された鎖を含む核酸である。伸長生成物は、標的配列とプライ
マーのハイブリッド形成と、標的配列を鋳型として用いるポリメラーゼによるプライマー
の伸長の結果生じる。
【００１２】
標的または標的配列という言葉は、増幅または検出される核酸配列を意味する。これらに
は、増幅される元の核酸配列、その相補的第二の鎖および複製または増幅により生成され
る元の配列のコピーの両鎖が含まれる。標的配列は、ハイブリッド形成されるプライマー
の伸長の鋳型とも呼ばれる。
【００１３】
本発明のシグナルプライマーは、 2つのオリゴヌクレオチドを含む。シグナルプライマー
において、第一のオリゴヌクレオチド (アダプターオリゴヌクレオチド )の標的配列とハイ
ブリッド形成する一本鎖 3’「尾部」を形成する様に、オリゴヌクレオチドがハイブリッ
ド形成している。第二のオリゴヌクレオチドは、標的結合配列に隣接する 5'方向にある第
一のオリゴヌクレオチドにおいて 5'アダプター配列と塩基対合 (すなわちハイブリッド形
成 )している。本明細書に使用されている様に、「標的結合配列に隣接する 5'方向」とい
う言葉は、標的結合配列の全てまたは一部が 3’尾部に一本鎖のままで残っており、標的
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とハイブリッド形成するために利用可能であることを意味する。すなわち、シグナルプラ
イマーにおいて、標的結合配列の一部が隣接する二本鎖部分の分子間塩基対合に関与して
いても、標的結合配列全体が一本鎖 3’尾部を形成していてもよい。シグナルプライマー
の二本鎖部分の残りは、標的と相補的ではない。シグナルプライマーの分子間塩基対合部
分のミスマッチによって、標的配列が存在する時の蛍光の変化量が減じる可能性があるが
、分析の鋭敏度が問題でなければ、許容可能な程度である。一本鎖尾部の標的結合配列に
おけるミスマッチも許容可能であり、単一のヌクレオチド多型性の検出に利用できるが、
やはり特定の環境において分析の鋭敏度および /または特異性を減じる。しかし、ハイブ
リッド形成に関与する配列を完全にマッチさせれば、反応速度論に大きな悪影響を及ぼさ
ずに、分析の特異性が改善される。
【００１４】
第一の実施例において、本発明のシグナルプライマーの第二のオリゴヌクレオチドはリポ
ータープローブである。リポータープローブは、少なくとも 1つのドナー /消光剤色素対、
すなわち蛍光ドナー色素とそのドナー蛍光体に対する消光剤を含む。リポータープローブ
の配列は、アダプターオリゴヌクレオチドの 5'アダプター配列とハイブリッド形成してい
ない時には、リポータープローブが自然に、ドナーと消光剤色素を近接させ、ドナー蛍光
の消光を引き起こす様なコンフォメーションを取るように選択される。リポータープロー
ブは規則正しい二次構造 (例えば、 Gカルテット、ヘアピンまたは三重らせん )、ランダム
コイルまたはドナーおよび消光剤色素を蛍光消光を引き起こす位十分近接させるその他の
全てのコンフォメーションに折り畳まれる。しかし、リポータープローブがアダプターオ
リゴヌクレオチドとハイブリッド形成すると、リポータープローブは直鎖状にされるかま
たは展開され、ドナー /消光剤色素対は消光が消滅または減じるように空間的に分離され
る。標的が存在すると、リポータープローブはアダプターオリゴヌクレオチドから分離さ
れ、消光されるコンフォメーションを取る。アダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッ
ド形成したリポータープローブとアダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成して
いないリポータープローブの蛍光消光の程度の差を、シグナルプライマーがその標的結合
配列を介して結合する標的の存在の有無の指標として利用できる。要約すると、リポータ
ープローブがアダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成するとリポータープロー
ブの色素は十分に分離されるので、ドナーは検出可能な蛍光を生じ、アダプターオリゴヌ
クレオチド中の相補的配列からリポータープローブが分離されると、置換されたリポータ
ープローブが折り畳まれ、ドナーと消光剤が近接するため、蛍光消光が増加する。
【００１５】
あるいは、本発明のリポータープローブは、アダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッ
ド形成していなくてもよい。第二の実施例において、本発明のシグナルプライマーは、未
標識の第二のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成したアダプターオリゴヌクレオチド
から成る。ハイブリッド形成していないリポータープローブも折り畳まれ、消光したコン
フォメーションで存在している。未標識の第二のオリゴヌクレオチドとリポータープロー
ブは十分に相補的なので、選択された反応条件でハイブリッド形成する。未標識の第二の
オリゴヌクレオチドの分離によるシグナルプライマーの二重鎖が標的依存的に崩壊される
と、この時点で一本鎖となった未標識の第二のオリゴヌクレオチドはリポータープローブ
中の相補的配列とハイブリッド形成することができる。置換された未標識の第二のオリゴ
ヌクレオチドとハイブリッド形成する前には、リポータープローブは規則正しい二次構造
、ランダムコイルまたはその他のコンフォメーションに折り畳まれているため、ドナーお
よび消光剤色素は近接しており、ドナーの消光は増加する。未標識の第二のオリゴヌクレ
オチドのハイブリッド形成により、リポータープローブは直鎖状にされるかまたは展開さ
れ、 2つの色素間距離は開き、蛍光消光は減少する。消光の減少により、標的配列の存在
の指標として検出されるドナーまたは消光剤の蛍光パラメータに検出可能な変化が生じる
。色素対の両方が、置換される未標識の第二のヌクレオチドとのハイブリッド形成に関与
するリポータープローブ中の配列に結合されていても、あるいは色素対の一方が、未標識
の第二のオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成しないリポータープローブの一部に、例
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えば、未標識の第二のオリゴヌクレオチドと相補的でないリポータープローブの一本鎖尾
部または内部の配列に結合されていてもよい。
【００１６】
ドナー蛍光体およびその対応する消光剤は、アダプターオリゴヌクレオチドまたは未標識
プローブとのハイブリッド形成を阻害しない (下記に説明されている )、リポータープロー
ブがアダプターオリゴヌクレオチドまたは未標識プローブとハイブリッド形成した時に検
出可能なドナー蛍光を生じる、また折り畳まれた状態とハイブリッド形成した状態でリポ
ータープローブに変化が生じた時、蛍光パラメータに変化を生じる全ての相対位置でリポ
ータープローブに結合することができる。リポータープローブがシグナルプライマーのア
ダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成している本発明の実施例においては、塩
基対合オリゴヌクレオチドの分離による二重鎖の標的依存性の崩壊により、リポータープ
ローブは規則正しい二次構造、ランダムコイルまたはその他のコンフォメーションに折り
畳まれ、これによってドナー色素と消光剤色素は近接し、ドナーの消光が増加する。消光
の増加によりドナーまたは消光剤のいずれかの蛍光パラメータに検出可能な変化が生じ、
これは標的配列の存在の指標として検出される。色素対の両方を、シグナルプライマーの
二本鎖部分の分子間水素結合の形成に関与する配列に結合させることができる。あるいは
、色素対の片方を、アダプターとハイブリッド形成しないリポータープローブの一部に、
例えば、標的ともアダプターオリゴヌクレオチドとも相補的でないリポータープローブの
一本鎖 3’尾部において結合することもできる。
【００１７】
一般に、アダプターと未標識オリゴヌクレオチドまたはリポータープローブの間、あるい
は未標識の第二のオリゴヌクレオチドとリポータープローブの間の分子間塩基対合に関与
する配列の全長は重要ではない。適切な長さは、選択された反応条件において、一部二本
鎖の分子を維持するための安定した塩基対合に必要なヌクレオチドの数によって決定され
る。好都合には、塩基対合に関与する配列は、典型的には、 8から 75ヌクレオチド長であ
る。最大長は、オリゴヌクレオチドの合成および回収の容易さあるいは効率等の実際的問
題によってのみ限定される。
【００１８】
シグナルプライマーの二本鎖領域の配列は、少なくともその一部が標的と相補的でない様
に、またそれを崩壊する反応の温度で比較的安定である様に選択される。しかし、標的と
のハイブリッド形成が許容できない程遅い位安定であっても、あるいは相補的鎖合成のた
めに、ポリメラーゼがアダプターオリゴヌクレオチドから第二のオリゴヌクレオチドを置
換できない程安定であってもならない。好ましくは、第一のオリゴヌクレオチドと第二の
オリゴヌクレオチドの間の配列に関与するシグナルプライマーの二本鎖部分の Tmは、置換
反応が起こる温度以上であるが、それより低くてもよい。このセグメントの Tmが反応温度
より低い場合には、標的の存在と無関係に検出用核酸分子の半分以上が完全に一本鎖とな
る。これにより分析の鋭敏度は低下するが、比較的大量の標的が存在する場合には許容可
能である。典型的には、第一のオリゴヌクレオチドと第二のオリゴヌクレオチドのハイブ
リッド形成に関与するシグナルプライマーの二本鎖部分の Tmは、第二のオリゴヌクレオチ
ドを置換する反応温度と等しいか、それよりも約 30℃まで高い。最も好ましくは、 Tmは第
二のオリゴヌクレオチドを置換する反応よりも約 10～ 20℃高い。
【００１９】
第二のオリゴヌクレオチド (リポータープローブまたは未標識の第二のオリゴヌクレオチ
ド )は、アダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成するときに、アダプターオリ
ゴヌクレオチドの一部が 3’「尾部」として一本鎖の状態で残る様に選択される。シグナ
ルプライマーの一本鎖尾部部分は、検出される標的配列と相補的で、シグナルプライマー
と標的配列とハイブリッド形成させる役目を果たす。尾部の配列は、好ましくは、選択さ
れた反応条件で標的と安定した二重らせんを形成し、本発明の技術において公知の所望の
検出特異度を提供するように選択される。標的とのハイブリッド形成を有利にするには、
第一のオリゴヌクレオチドの一本鎖標的結合尾部領域の配列も好ましくは、標的結合配列
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/標的二重らせんの Tmが反応温度と等しいか、それ以上となる様に選択される。標的結合
領域の配列は、検出される配列によって決定されるが、検出用核酸の標的結合配列の Tmは
、例えば、その長さを調節することにより調節することが可能である。
【００２０】
米国特許 5,547,861号に記載されているように、本発明のシグナルプライマーは、蛍光パ
ラメータの変化を伴う二次増幅生成物を産生する増幅反応において、シグナルプライマー
として利用できる。アダプターオリゴヌクレオチドの 3’末端から成るシグナルプライマ
ーの一本鎖尾部は、プライマー伸長が可能である。本発明の第一の実施例の核酸増幅反応
におけるシグナルプライマーの利用が、図 1により詳細に示されており、以下の様に要約
できる。この第一の実施例において、第二のオリゴヌクレオチドは、リポータープローブ
がアダプターオリゴヌクレオチドとハイブリッド形成している時は、ドナー /消光剤色素
対が空間的に分離されており、ドナー蛍光が検出可能であるように結合されているドナー
/消光剤色素対を含むリポータープローブである。アダプターオリゴヌクレオチドの一本
鎖尾部を介して、シグナルプライマーは増幅プライマー下流の標的配列の一本の鎖とハイ
ブリッド形成する。増幅プライマーとシグナルプライマーのアダプターオリゴヌクレオチ
ドは共に、標的配列を鋳型として用いて DNAポリメラーゼにより伸長される。シグナルプ
ライマーの第一の伸長生成物は、まだリポータープローブとハイブリッド形成したままで
、上流の増幅プライマーの伸長により鋳型から置換される。シグナルプライマーは、標的
から第一のシグナルプライマー伸長生成物が置換された後も、まだ一部二本鎖のままであ
る。伸長され、置換されたシグナルプライマーは次に第二の増幅プライマーのハイブリッ
ド形成と伸長のための鋳型となり、最初にシグナルプライマー伸長生成物の一本鎖部分を
二本鎖とする。アダプターオリゴヌクレオチドと相補的な新しい鎖の重合により、ポリメ
ラーゼの鎖置換活性に従属して、アダプターオリゴヌクレオチドからリポータープローブ
が置換される。リポータープローブは、規則正しい二次構造、ランダムコイルまたはドナ
ーおよび消光剤色素を近接させるその他のコンフォメーションに自然に折り畳まれる配列
を含むため、アダプターオリゴヌクレオチドから分離されるとこの様な折り畳みが発生す
る。これによって、蛍光消光が増加し、蛍光消光度の変化に伴う適切な蛍光パラメータの
変化が、標的配列の増幅の指標として検出できる。
【００２１】
二本鎖標的配列の第二の相補的鎖とハイブリッド形成する第二のシグナルプライマーをこ
の反応に任意で含めることが可能である。第二のシグナルプライマーは、第二の増幅プラ
イマー下流の標的配列の第二の鎖とハイブリッド形成し、伸長され、第二の増幅プライマ
ーの伸長により置換される。第二のシグナルプライマー伸長生成物の一本鎖部分は、第一
の増幅プライマーのハイブリッド形成と伸長により二本鎖にされ、リポータープローブが
置換される。
【００２２】
上記に説明され、図 1に示される反応図は、第二のオリゴヌクレオチドが標識されていな
い場合も同様である。しかし、未標識の第二のオリゴヌクレオチドのアダプターオリゴヌ
クレオチドからの標的依存性の分離は直接検出することはできない。図 2に示すように、
未標識の第二のオリゴヌクレオチドのアダプターオリゴヌクレオチドからの分離は、折り
畳まれ、消光したコンフォメーションで存在しているリポータープローブとのハイブリッ
ド形成により検出される。未標識プローブと相補的リポータープローブとのハイブリッド
形成により、リポータープローブは展開または直線化され、ドナーおよび消光色素間距離
は拡大し、蛍光消光は減少する。第二のオリゴヌクレオチドとリポータープローブのハイ
ブリッド形成は、標的の存在を示す指標であり、蛍光消光度の変化を伴う蛍光パラメータ
の変化として検出される。
【００２３】
どちらの実施例においても、所望により標的の 1本の鎖あたり複数のシグナルプライマー
を利用でき、それぞれが同じ鎖の他の配列の下流の標的配列とハイブリッド形成し、全て
のシグナルプライマーは、増幅プライマーの下流でハイブリッド形成される。この方法に
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おいて、各シグナルプライマーは、上流の検出用核酸の伸長により置換され、最も 5'末端
のシグナルプライマーは増幅プライマーにより置換される。複数のシグナルプライマーを
利用する事により、標的あたりのシグナルプライマーの発生が増加または増幅し、分析の
鋭敏度が増加する利点がある。
【００２４】
本発明の複数のシグナルプライマーは、複数の異なる標的配列の同時検出にも利用できる
。この場合、アダプターオリゴヌクレオチドの 5'アダプター配列は、好ましくは、検出さ
れるそれぞれの標的に関して異なる。各標的特異性アダプターオリゴヌクレオチドの 5'ア
ダプター配列特異性リポータープローブを識別可能なドナー /消光剤色素対で標識する事
により、各標的の存在を、各標的に対するリポータープローブにおける蛍光消光度の変化
を検出することにより決定する事ができる。
【００２５】
図 1および 2に示す様に、シグナルプライマーの一本鎖部分は、増幅プライマーのハイブリ
ッド形成および伸長により二本鎖型に変換される。また、ポリメラーゼによる鎖置換によ
り、ポリメラーゼがその相補的鎖を合成するのに伴い、アダプターオリゴヌクレオチドか
らリポータープローブまたは未標識の第二のオリゴヌクレオチドが置換される。ポリメラ
ーゼの鎖置換活性がアダプターオリゴヌクレオチドからリポータープローブを分離するに
つれ、リポータープローブは折り畳まれ、ドナーおよび消光剤色素間距離は小さくなり、
これによってドナー蛍光の消光は増加する。即ち、この様に生成された一本鎖の置換され
たリポータープローブは、自己ハイブリッド形成することも、あるいは分子内相互作用に
より色素間距離を縮小させることも可能である。一本鎖の置換されたオリゴヌクレオチド
未標識の第二のオリゴヌクレオチドである場合、溶液または固相に付着された折り畳まれ
消光した状態のリポータープローブとハイブリッド形成できる様になる。置換された未標
識の第二のオリゴヌクレオチドとリポータープローブのハイブリッド形成により、リポー
タープローブの少なくとも一部は展開され、それによってドナーおよび消光剤間距離は開
き、ドナー蛍光の消光は減少する。いずれの実施例においても、ドナーまたは消光剤色素
のいずれかの蛍光の変化を、標的配列の増幅の指標として、監視または検出することがで
きる。リポータープローブの置換の場合、ドナー蛍光度の減少または消光剤蛍光度の増加
が、標的増幅が発生している、あるいは発生した事を示す指標として検出および /または
監視できる。未標識の第二のオリゴヌクレオチドの置換に関しては、ドナー蛍光度の増加
または消光剤蛍光度の減少が、標的増幅が発生している、あるいは発生したことを示す指
標として検出および /または監視できる。ドナー蛍光体とその消光剤の近接により影響を
受けるその他の蛍光パラメータ (例えば、蛍光寿命またはドナーおよび /またはアクセプタ
ーの蛍光強度比の変化 )も、いずれの実施例においても監視することが可能である。
【００２６】
SDAの他に、本発明のシグナルプライマーを、その他のプライマー伸長増幅方法 (例えば、
PCR、 3SR、 TMAまたは NASBA)においてシグナルプライマーとして利用するために改変でき
ることは明らかである。例えば、本方法を、 PCR増幅プライマーと 5'→ 3’エキソヌクレア
ーゼ活性を欠失した鎖置換 DNAポリメラーゼ (例えば、 Promega 社の Sequencing Grade Taq
 または New England BioLabs社の Eso-Ventまたは ExoDeepVent)を PCRにおいて利用するこ
とにより、 PCRにおいて利用するために改変することができる。これらのシグナルプライ
マーは、伸長され、標的から置換され、本質的に SDAで説明した様に、リポータープロー
ブまたは未標識の第二のオリゴヌクレオチドの置換により二本鎖にされる。 SDA系の場合
と同様に、リポータープローブまたは未標識の第二のオリゴヌクレオチドが置換されるこ
とにより、ドナー /アクセプター色素対の近接度と蛍光消光度に変化が引き起こされる。
蛍光度の様な蛍光パラメータに伴う変化は、標的増幅の指標の役割を果たす。
【００２７】
本発明の方法を 3SR、 TMAまたは NASBA用に改変するために、鎖置換活性を有する 5'→ 3’エ
キソヌクレアーゼ活性欠失逆転写酵素を利用し、シグナルプライマーと RNAポリメラーゼ
プロモーターを含む増幅プライマー下流の RNA標的をハイブリッド形成させる。前記と同
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様の反応方法において、ハイブリッド形成したリポータープローブまたは未標識の第二の
オリゴヌクレオチドを含むハイブリッド形成したシグナルプライマーは、 1)伸長され、 2)
上流の増幅プライマーの伸長により置換される。置換された伸長生成物は次に、第二の増
幅プライマーのハイブリッド形成と伸長により完全に二本鎖とされる。これによって、リ
ポータープローブまたは未標識の第二のオリゴヌクレオチドはシグナルプライマーのアダ
プターオリゴヌクレオチドから置換され、リポータープローブのドナーおよび消光剤色素
間距離が変わり、ドナー蛍光体の蛍光消光度に変化が生じる。 3SRまたは NASBAのシグナル
プライマーは、 RNAポリメラーゼプロモーター配列を含まず、従って、増幅プライマーと
しての機能を果たすことができず、非特異的バックグラウンドシグナルは減少する。これ
は、 SDAにおけるシグナルプライマーと類似しており、ニッキング可能な RERSを含まない
ため、非特異的標的の指数的バックグラウンド増幅に大きく寄与することはない。
【００２８】
バックグラウンドの減少には、上流の増幅プライマーの伸長に基づく置換によりシグナル
プライマー伸長生成物を標的配列から分離し、本発明のシグナルプライマーを上記の様に
利用することが好ましい。しかし、種々の核酸増幅反応における利用が公知の増幅プライ
マーも、本発明のシグナルプライマーに関して説明されているように、 5'分子間塩基対合
配列の付加により改変できることは明らかである。この実施例において、 5'二本鎖部分と
共に増幅プライマー伸長生成物は、標的鎖の変性 (例えば、 PSAにおける様に加熱）または
酵素的消化 (例えば、 3SRにおける様にリボヌクレアーゼ )により、上流の非増幅プライマ
ー (例えば、 SDAにおける様にバンパープライマー )の伸長に基づく置換によって標的配列
から分離できる。 5'二本鎖部分とドナー /アクセプター色素対を含む増幅プライマーによ
り、反応に更なるシグナルプライマーは不要となるが、本実施例においてバックはグラウ
ンドが高くなる可能性があるため、分析の鋭敏度が低くなる可能性がある。
【００２９】
PCRの場合、増幅プライマーは、リポータープローブまたは未標識の第二のオリゴヌクレ
オチドに相補的な配列を標的結合配列の 5'に付加することにより、アダプターオリゴヌク
レオチドとなる様に修飾される。次に、リポータープローブまたは未標識の第二のオリゴ
ヌクレオチドを付加した 5'配列とハイブリッド形成させる。このプライマーは、上記 PCR
シグナルプライマーと構造的に同じである。しかし、機能的には、伸長され、置換される
下流のプライマーが存在せず、増幅プライマーそのものが蛍光に変化を引き起こす点が異
なる。 3SE、 NASBAおよび TMAの場合、第二のオリゴヌクレオチドに相補的な配列を、増幅
プライマーのプロモーターの 5'に配置し、第二のオリゴヌクレオチドを、第二のオリゴヌ
クレオチドが置換され、アダプターオリゴヌクレオチドが増幅サイクルの二本鎖 DNA部分
において全体的に二本鎖となるように、それとハイブリッド形成させる。プロモーター配
列を含まない (例えば、 NASBAの場合の様に )第二の増幅プライマーは、標的結合配列 5'の
ハイブリッド形成した第二のオリゴヌクレオチドに相補的な配列を更に、あるいは代わり
に含むことが可能である。
【００３０】
別の実施例において、本発明のシグナルプライマーは標的オリゴヌクレオチドを検出する
ために増幅に依らない分析方法において利用できる。第一の増幅に依らない実施例におい
て、アダプターオリゴヌクレオチドの 3’一本鎖標的結合配列は、シグナルプライマーの
塩基対合二重鎖部分が 5'オーバーハングを形成するように、標的オリゴヌクレオチドの 3
’末端とハイブリッド形成する。標的配列は、プライマー伸長反応においてプライマーと
して機能し、鋳型として 5'オーバーハング (即ち、第二のオリゴヌクレオチドと塩基対合
するアダプターオリゴヌクレオチドの配列 )を用いて標的配列を伸長する鎖置換ポリメラ
ーゼを用いて、アダプターオリゴヌクレオチドと相補的な鎖を合成する。検出用核酸の標
的結合配列が標的配列の一部とのみハイブリッド形成する場合には、標的配列も 5'オーバ
ーハングを形成し、シグナルプライマーのアダプターオリゴヌクレオチドも鋳型として標
的の 5'オーバーハングを用いて同様に伸長される。シグナルプライマーの標的結合配列が
、標的配列の全長と相補的な場合、標的だけが伸長される。いずれの場合でも、上記の様
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にシグナルプライマーの第二のオリゴヌクレオチドはこの様にしてアダプターオリゴヌク
レオチドから置換され、蛍光パラメータに変化を生じる。蛍光パラメータの変化を伴う第
二のオリゴヌクレオチドの置換を伴う伸長は、標的が存在する場合に限り発生し得る。
【００３１】
本発明の特徴は、最初に検出用核酸の塩基対合配列とハイブリッド形成する必要がない点
である。多くの従来の分析方法では、最初に競合的ハイブリッド形成が起こるため、標的
に対するプローブまたはプライマーの親和性が低下し、分析鋭敏度が低下している。これ
に反して、本発明のシグナルプライマーは最初競合的に結合していないので、その後の競
合的ハイブリッド形成反応の全てにおいて分子間ハイブリッド形成により有利となってい
る。一本鎖 3’尾部の長さは、シグナルプライマーの二重鎖部分の熱力学特性に影響を及
ぼさずに調節でき、従って、シグナルプライマーの二重鎖部分をデザインし直すさずに、
最適にすることができる。これによって、従来の技術と比べ、プライマーのデザインは大
幅に簡易化される。
【００３２】
リポータープローブまたは未標識の第二のオリゴヌクレオチドの置換による蛍光の変化は
、選択された反応終点で検出できる。しかし、完全または一部置換された第二のオリゴヌ
クレオチドは、ハイブリッド形成とプライマー伸長と同時に産生されるので、蛍光の変化
を反応の発生と同時に、すなわち“リアルタイム”で監視することも可能である。この均
一リアルタイム分析方法は、存在する初期標的量に関する半定量的または定量的情報を提
供する。例えば、第二のオリゴヌクレオチドの置換反応 (標的増幅の一部として、あるい
は非増幅検出方法のどちらでも )時に蛍光度が変化する速度は、初期標的量の指標である
。その結果、初期標的配列コピー数が多く存在する程、蛍光は選択された閾値により迅速
に到達する (即ち、短時間で確実性が得られる )。更に、第二のオリゴヌクレオチドの置換
反応過程の蛍光パラメータの変化速度は、初期標的量を少なく含む試料よりも、初期標的
量を多く含む試料においてより迅速である。本発明の技術において公知のこれらおよびそ
の他の測定値を、存在する標的量または標的増幅の指標とすることが可能である。初期標
的量は、典型的には、既知量の標的に関する実験結果の比較により決定される。
【００３３】
本発明の技術において公知の多くのドナー /消光剤色素対が、本発明において有用である
。これらには、例えば、フルオレセインイソチオシアネート (FITC)/テトラメチルローダ
ミンイソシアネート (TRITC)、 FITC/Texas RedT M (Molecular Probes社 )、 FITC/N-ヒドロキ
シスクシンイミジル  1-ピレンブチレート (PYB)、 FITC/エオシンイソシアナート (EITC)、 N
-ヒドロキシスクシンイミジル  1-ピレンスルホネート (PYS)/FITC、 FITC/ローダミン X、 FI
TC/テトラメチルローダミン (TAMRA)等が挙げられる。特定のドナー /消光剤対の選択は重
要ではない。エネルギー移動消光機序にとって、ドナー蛍光体の発光波長が、消光剤の励
起波長とオーバーラップすることだけが必要である。すなわち、エネルギー移動、電荷移
動、または蛍光消光を十分可能にするために 2つの色素間に十分なスペクトルのオーバー
ラップが無くては成らない。 p-(ジメチルアミノフェニラゾ )安息香酸 (CABCYL)は、隣接す
る蛍光体、例えば、フルオレセインまたは 5-(2'-アミノエチル )アミノナフタレン (EDANS)
から蛍光を有効に消光する非蛍光消光剤色素である。特定のドナー /消光剤色素対が、上
記および以下の具体例に例示されているが、その他の色素対も本発明において有用である
ことは、本技術に精通する者にとって明らかである。本発明の検出用核酸において蛍光消
光を生じる色素対は全て、消光機序に関わりなく、本発明の方法における使用に適してい
る。末端および内部標識法も本技術において公知であり、検出用核酸においてそれぞれの
部位でドナーおよび消光剤色素を結合するためにルーチンに利用できる。
【００３４】
（具体例 1）
合成標的配列の検出のために、本発明のシグナルプライマーを含む鎖置換増幅反応を、本
質的に米国特許 No.5,547,861に記載されている方法により実施した。 1番目の反応は、合
成標的配列の増幅に適切なコピー数 106個の標的配列 SDA増幅プライマーおよび標的に特異
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的な標的結合配列とリポータープローブに相補的な 5'配列を持つアダプターオリゴヌクレ
オチドとフルオレセインとダブシルで標識されたリポータープローブから成る本発明のシ
グナルプライマー (UDP1)を含んだ。リポータープローブの配列は、その相補的配列とハイ
ブリッド形成していない時は、自然にヘアピン構造に折り畳まれ、リポータープローブが
相補的配列とハイブリッド形成した時と比べ、 2つの色素を近接させ、蛍光消光を増加さ
せる様に選択された。シグナルプライマーの配列は以下の通りであった (5'から 3’末端方
向に表示 )。アダプターオリゴヌクレオチドの標的結合配列はイタリック体で表示され、
アダプターオリゴヌクレオチドとリポータープローブ中の相補的配列には下線が付けられ
ている。リポータープローブの 5'および 3’配列はハイブリッド形成しヘアピン構造を形
成する。
【００３５】
【化１】
　
　
　
　
　
　
　
【００３６】
2番目の反応は、標的を含まず、 1番目の反応と同様のシグナルプライマーを含んだ。 3番
目の反応は対照反応で、コピー数 106個の標的配列とリポータープローブのみ (すなわちア
ダプターオリゴヌクレオチドを含まない )を含んだ。図 3に示すように、標的を含まないと
、反応を通して、蛍光は高い状態を維持し (比較すると消光していない )、シグナルプライ
マーにおいてアダプターオリゴヌクレオチドからリポータープローブが置換されなかった
ことを示した。しかし、標的が存在すると、ドナー蛍光は最初高かったが (比較すると消
光していない )、リポータープローブが置換され、比較的より消光したコンフォメーショ
ンを取るため、増幅反応の経過と共に減少した。シグナルプライマーが存在しないと、増
幅反応を通してドナー蛍光は消光したままであった。これらの結果から、本発明のシグナ
ルプライマーは、蛍光消光度の変化を監視することにより、核酸標的配列を検出するため
に利用できることが証明された。
【００３７】
（具体例 2）
リポータープローブが相補的配列とハイブリッド形成している時よりも、相補的配列とハ
イブリッド形成していない時にはドナー色素と消光剤色素をより近接させる Gカルテット
構造を自然に形成するリポータープローブ配列 (UDP5)を用いて、具体例 1を繰り返した。
【００３８】
【化２】
　
　
　
　
　
　
　
【００３９】
この場合も、シグナルプライマーのアダプターオリゴヌクレオチドからリポータープロー
ブが置換されるにつれ、標的増幅によりドナー蛍光は減少した。リポータープローブ単独
では標的を認識できず、標的が存在しないとドナー蛍光に変化は観察されなかった。これ
らの結果を図 4に示す。
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【００４０】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】シグナルプライマーの第二のオリゴヌクレオチドがリポータープローブである、
鎖置換増幅 (SDA)反応における核酸標的配列の検出を示す。
【図２】シグナルプライマーの第二のオリゴヌクレオチドが未標識プローブである、鎖置
換増幅 (SDA)反応における核酸標的配列の検出を示す。
【図３】相補的配列とハイブリッド形成していない時、ヘアピン構造を自然に形成する配
列から成るリポータープローブを利用した、具体例 1の結果を示す。
【図４】相補的配列とハイブリッド形成していない時、 Gカルテット構造を自然に形成す
る配列から成るリポータープローブを利用した、具体例 2の結果を示す。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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