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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種の変異配列をポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）によって対立遺伝子特異的に増幅する方法であって、
（ａ）第１及び第２のオリゴヌクレオチドを、前記標的配列にハイブリダイズさせるステ
ップ、ここで、前記第１のオリゴヌクレオチドは、前記標的配列と少なくとも部分的に相
補的であり、前記第２のオリゴヌクレオチドは、その３’側部分及び５’側部分が前記標
的配列と少なくとも部分的に相補的であり、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相
補的な少なくとも１個の選択的ヌクレオチドを有し、前記選択的ヌクレオチドは、３’末
端に対して２位又は１位に配置されており、
前記第２のオリゴヌクレオチドは、環外アミノ基が共有結合的に修飾された塩基を有する
少なくとも１個のヌクレオチドを含み、前記環外アミノ基は、アデノシンの６位のアミノ
基、グアノシンの２位のアミノ基又はシチジンの４位のアミノ基である、
（ｂ）核酸ポリメラーゼによる前記オリゴヌクレオチドの伸長に適した、前記第１及び前
記第２のオリゴヌクレオチドの、前記標的配列のうち少なくとも１種の変異配列へのハイ
ブリダイゼーションのための条件を整えるステップ、ここで、前記ポリメラーゼは、前記
第２のオリゴヌクレオチドが、前記標的配列のうち、前記選択的ヌクレオチドと相補的な
前記変異配列にハイブリダイズするときには、前記第２のオリゴヌクレオチドを選択的に
伸長させる能力を有するが、前記第２のオリゴヌクレオチドが、前記標的配列のうち、前
記選択的ヌクレオチドと相補的でない前記変異配列にハイブリダイズするときには、その
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能力が実質的に低下する、並びに
（ｃ）一連のハイブリダイゼーション及び伸長ステップを複数回繰り返すステップ
を含む方法。
【請求項２】
　ステップ（ｂ）における前記核酸ポリメラーゼが、前記選択的ヌクレオチドが前記標的
配列と塩基対を形成するときにのみ、前記第２のオリゴヌクレオチドを伸長させることが
できる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ステップ（ｃ）におけるプライマー伸長産物を検出するステップ（ｄ）をさらに含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記核酸ポリメラーゼが、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ，Ｚ０５　ＤＮＡポリメラーゼ
，ΔＺ０５　ＤＮＡポリメラーゼ及びΔＺ０５－Ｇｏｌｄ　ＤＮＡポリメラーゼからなる
群より選択される、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項５】
　前記核酸ポリメラーゼが３’－５’ヌクレアーゼ活性を有する、請求項１に記載の方法
。
【請求項６】
　前記核酸ポリメラーゼが、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ及びサーモトガ・マリティマ（
Thermatoga Maritima）からなる群より選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ステップ（ａ）における前記変異配列が、ヒトＢＲＡＦ，ＥＧＦＲ，ＰＩＫ３ＣＡ又は
ＫＲＡＳ遺伝子のＶ６００Ｅ変異配列である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１のオリゴヌクレオチドが配列番号１１である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記第２のオリゴヌクレオチドが、配列番号２，３，４，５，７，８，９，１０及び１
７からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種の変異配列を検出する方法であっ
て、
（ａ）第１及び第２のオリゴヌクレオチドを、前記標的配列にハイブリダイズさせるステ
ップ、ここで、前記第１のオリゴヌクレオチドは、前記標的配列と少なくとも部分的に相
補的であり、前記第２のオリゴヌクレオチドは、その３’側部分及び５’側部分が前記標
的配列と少なくとも部分的に相補的であり、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相
補的な少なくとも１個の選択的ヌクレオチドを有し、前記選択的ヌクレオチドは、３’末
端に対して２位又は１位に配置されており、前記第２のオリゴヌクレオチドは、環外アミ
ノ基が共有結合的に修飾された塩基を有する少なくとも１個のヌクレオチドを含み、前記
環外アミノ基は、アデノシンの６位のアミノ基、グアノシンの２位のアミノ基又はシチジ
ンの４位のアミノ基である、
（ｂ）核酸ポリメラーゼによる前記オリゴヌクレオチドの伸長に適した、前記第１及び前
記第２のオリゴヌクレオチドの、前記標的配列のうち少なくとも１種の変異配列へのハイ
ブリダイゼーションのための条件を整えるステップ、ここで、前記ポリメラーゼは、前記
第２のオリゴヌクレオチドが、前記標的配列のうち、前記選択的ヌクレオチドと相補的な
前記変異配列にハイブリダイズするときには、前記第２のオリゴヌクレオチドを選択的に
伸長させる能力を有するが、前記第２のオリゴヌクレオチドが、前記標的配列のうち、前
記選択的ヌクレオチドと相補的でない前記変異配列にハイブリダイズするときには、その
能力が実質的に低下する、
（ｃ）一連のハイブリダイゼーション及び伸長ステップを複数回繰り返すステップ、並び
に
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（ｄ）前記オリゴヌクレオチドの伸長産物を検出するステップ、ここで、前記伸長は、前
記第２のオリゴヌクレオチドが有する選択的ヌクレオチドと相補的な標的配列の変異配列
の存在を表す、
を含む方法。
【請求項１１】
　数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種の変異配列をポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）によって対立遺伝子特異的に増幅するためのキットであって、
（ａ）前記標的配列と少なくとも部分的に相補的な第１のオリゴヌクレオチド、
（ｂ）その３’側部分及び５’側部分が前記標的配列と少なくとも部分的に相補的であり
、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の選択的ヌクレオチ
ドを有する第２のオリゴヌクレオチドであって、前記選択的ヌクレオチドが、３’末端に
対して２位又は１位に配置されており、環外アミノ基が共有結合的に修飾された塩基を有
する少なくとも１個のヌクレオチドを含み、前記環外アミノ基がアデノシンの６位のアミ
ノ基、グアノシンの２位のアミノ基又はシチジンの４位のアミノ基である第２のオリゴヌ
クレオチド、並びに
（ｃ）核酸ポリメラーゼ、ヌクレオシド三リン酸、前記核酸ポリメラーゼによる核酸伸長
に適した緩衝液、及び対立遺伝子特異的増幅を実施するための説明書
を含むキット。
【請求項１２】
　数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種の変異配列のポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）による対立遺伝子特異的増幅を実施するためのオリゴヌクレオチドであって
、
（ａ）その３’側部分及び５’側部分が前記標的配列の一部分と少なくとも部分的に相補
的な配列、
（ｂ）前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の選択的ヌクレ
オチドであって、３’末端に対して２位又は１位に配置された選択的ヌクレオチド、ここ
で、前記オリゴヌクレオチドは、環外アミノ基が共有結合的に修飾された塩基を有する少
なくとも１個のヌクレオチドを含み、環外アミノ基が共有結合的に修飾された塩基を有す
るヌクレオチドの構造は、下記群：
【化１】

［式中、Ｓは糖残基を表し、Ｒは修飾基を表す。］
から選択され、前記修飾ヌクレオチドは、３’末端に対して５位、４位、３位、２位又は
１位に存在する、
を含むオリゴヌクレオチド。
【請求項１３】
　環外アミノ基が共有結合的に修飾された前記塩基が、下記式：
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【化２】

［式中、Ｒ1及びＲ2は、独立して、水素、アルキル、アルコキシ、非置換又は置換アリー
ル及びフェノキシからなる群より選択される。］
の修飾基を含む、請求項１２に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１４】
　環外アミノ基が共有結合的に修飾された前記塩基が、Ｎ6－ベンジル－アデニン，Ｎ6－
パラ－ｔｅｒｔ－ブチル－ベンジルアデニン，Ｎ2－アルキル－グアニン及びＮ4－ベンジ
ル－シトシンからなる群より選択される、請求項１２に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１５】
　配列番号２，３，４，５，７，８，９，１０及び１７からなる群より選択された配列を
有する、請求項１２に記載のオリゴヌクレオチド。
【請求項１６】
　数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種の変異配列をポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）によって対立遺伝子特異的に増幅するための反応混合物であって、
（ａ）前記標的配列と少なくとも部分的に相補的な第１のオリゴヌクレオチド、及び
（ｂ）その３’側部分及び５’側部分が前記標的配列と少なくとも部分的に相補的であり
、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の選択的ヌクレオチ
ドを有する第２のオリゴヌクレオチドであって、前記選択的ヌクレオチドが、３’末端に
対して２位又は１位に配置されており、環外アミノ基が共有結合的に修飾された塩基を有
する少なくとも１個のヌクレオチドを含み、前記環外アミノ基がアデノシンの６位のアミ
ノ基、グアノシンの２位のアミノ基又はシチジンの４位のアミノ基である第２のオリゴヌ
クレオチド、並びに
（ｃ）核酸ポリメラーゼ、ヌクレオシド三リン酸、及び前記核酸ポリメラーゼによる核酸
伸長に適した緩衝液
を含む反応混合物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸増幅の分野、特に、対立遺伝子特異的増幅の分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　核酸の対立遺伝子特異的増幅は、標的配列の増幅及び解析の同時実施を可能とする。対
立遺伝子特異的増幅は、一般的に、標的核酸がその配列中に１種又は２種以上の変異（多
型）を有するときに使用される。核酸多型は、ＤＮＡプロファイル解析（科学捜査，父子
鑑定，臓器移植のための組織適合検査），遺伝子マッピング，微生物の病原株間の識別及
び珍しい突然変異（例えば、正常ＤＮＡを有する細胞を背景として存在する癌細胞で生じ
る突然変異）の検出で使用される。
【０００３】
　対立遺伝子特異的増幅が成功した場合、標的核酸のうち目的とする変異配列は増幅され
るが、それ以外の変異配列は、少なくとも検出可能なレベルまでは増幅されない。典型的
な対立遺伝子特異的増幅アッセイでは、標的配列のうち目的とする変異配列とハイブリッ
ド形成した場合のみプライマー伸長が生じるように設計された、少なくとも１種の対立遺
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伝子特異的プライマーを使用したポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）が実施される。プライ
マーが、標的配列のうち目的としない変異配列とハイブリダイズしたとき、プライマー伸
長は阻止される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　プライマーの対立遺伝子特異性を向上させる数多くの方法が提案されてきた。しかしな
がら、臨床的に意義のある数多くの核酸標的に関して、ＰＣＲの特異性の欠如が未解決の
ままである。したがって、新規アプローチによる対立遺伝子特異的プライマーの設計が必
要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　第１の態様において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種
の変異配列を対立遺伝子特異的に増幅する方法であって、
（ａ）第１及び第２のオリゴヌクレオチドを、前記標的配列のうち少なくとも１種の変異
配列にハイブリダイズさせるステップ、ここで、前記第１のオリゴヌクレオチドは、前記
標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的であり、前記第
２のオリゴヌクレオチドは、前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくと
も部分的に相補的であり、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも
１個の内在性選択的ヌクレオチドを有する、
（ｂ）核酸ポリメラーゼによって前記第２のオリゴヌクレオチドを伸長させるステップ、
ここで、前記ポリメラーゼは、前記選択的ヌクレオチドが前記標的配列と塩基対を形成す
るときには、前記第２のオリゴヌクレオチドを選択的に伸長させる能力を有するが、前記
選択的ヌクレオチドが前記標的配列と塩基対を形成しないときには、その能力が実質的に
低下する、
を含む方法に関する。
【０００６】
　第２の態様において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種
の変異配列を検出する方法であって、
（ａ）第１及び第２のオリゴヌクレオチドを前記標的配列のうち少なくとも１種の変異配
列にハイブリダイズさせるステップ、ここで、前記第１のオリゴヌクレオチドは、前記標
的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的であり、前記第２
のオリゴヌクレオチドは、前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも
部分的に相補的であり、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１
個の内在性選択的ヌクレオチドを有する、
（ｂ）核酸ポリメラーゼによって前記第２のオリゴヌクレオチドを伸長させるステップ、
ここで、前記ポリメラーゼは、前記選択的ヌクレオチドが前記標的配列と塩基対を形成す
るときには、前記第２のオリゴヌクレオチドを選択的に伸長させる能力を有するが、前記
選択的ヌクレオチドが前記標的配列と塩基対を形成しないときには、その能力が実質的に
低下する、並びに
（ｃ）前記オリゴヌクレオチドの伸長産物を検出するステップ、ここで、前記伸長は、前
記オリゴヌクレオチドが有する選択的ヌクレオチドと相補的な標的配列の変異配列の存在
を表す、
を含む方法に関する。
【０００７】
　第３の態様において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列を対立遺伝
子特異的に増幅するためのキットであって、
（ａ）前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的な第
１のオリゴヌクレオチド、及び
（ｂ）前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的であ
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り、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の内在性選択的ヌ
クレオチドを有する、第２のオリゴヌクレオチド
を含むキットに関する。
【０００８】
　第４の態様において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列の対立遺伝
子特異的増幅を実施するためのオリゴヌクレオチドであって、
（ａ）前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列の一部分と少なくとも部分的に相
補的な配列、
（ｂ）前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の内在性選択的
ヌクレオチド
を含むオリゴヌクレオチドに関する。
【０００９】
　第５の態様において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列を対立遺伝
子特異的に増幅するための反応混合物であって、
（ａ）前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的な第
１のオリゴヌクレオチド、及び
（ｂ）前記標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的であ
り、前記標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の内在性選択的ヌ
クレオチドを有する、第２のオリゴヌクレオチド
を含む反応混合物に関する。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１－１】図１－１は、様々な核酸ポリメラーゼと、本発明の内在性選択的ヌクレオチ
ドを有する様々なプライマーとを使用した対立遺伝子特異的増幅の結果を示す図である。
【図１－２】図１－２は、様々な核酸ポリメラーゼと、本発明の内在性選択的ヌクレオチ
ドを有する様々なプライマーとを使用した対立遺伝子特異的増幅の結果を示す図である。
【図２－１】図２－１は、様々な核酸ポリメラーゼと、３’選択的ヌクレオチドを有する
様々な対照プライマーとを使用した対立遺伝子特異的増幅の結果を示す図である。
【図２－２】図２－２は、様々な核酸ポリメラーゼと、３’選択的ヌクレオチドを有する
様々な対照プライマーとを使用した対立遺伝子特異的増幅の結果を示す図である。
【図３－１】図３－１は、様々な核酸ポリメラーゼと、本発明の内在性選択的ヌクレオチ
ドを有する様々なプライマー（例えば、スコーピオンＡＲＭＳ型プライマー）とを使用し
た対立遺伝子特異的増幅の結果を示す図である。
【図３－２】図３－２は、様々な核酸ポリメラーゼと、本発明の内在性選択的ヌクレオチ
ドを有する様々なプライマー（例えば、スコーピオンＡＲＭＳ型プライマー）とを使用し
た対立遺伝子特異的増幅の結果を示す図である。
【図４】図４は、本発明で使用可能なスコーピオンＡＲＭＳ型の構造を示す模式図である
。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
定義
　別段の定義がない限り、本明細書中で使用される全ての技術的及び科学的用語は、本発
明が関連する技術分野の当業者に一般的に理解されているのと同じ意義を有する。本発明
に関して、明細書及び特許請求の範囲では、下記定義が使用される。
【００１２】
　「核酸」という用語は、ヌクレオチド（例えば、リボヌクレオチド，デオキシリボヌク
レオチド，ヌクレオチドアナログ等）のポリマーを意味し、互いに直鎖状又は分岐鎖状に
共有結合したヌクレオチドを含む、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ），リボ核酸（ＲＮＡ），
ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド，オリゴヌクレオチド，ポリヌクレオチド，アプタマー，ペ
プチド核酸（ＰＮＡ），ＰＮＡ－ＤＮＡ複合体，ＰＮＡ－ＲＮＡ複合体等が含まれる。核
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酸は、典型的には一本鎖又は二本鎖であり、一般的にはリン酸ジエステル結合を有するが
、幾つかの場合には、別の骨格を有し得る核酸アナログが含まれ、別の骨格としては、例
えば、ホスホラミド（Beaucage等, (1993) Tetrahedron 49(10):1925）、ホスホロチオエ
ート（Mag等, (1991) Nucleic Acids Res. 19:1437、及び米国特許第5,644,048号）、ホ
スホロジチオエート（Briu等, (1989) J. Am. Chem. Soc. 111:2321）、Ｏ－メチルホス
ホロアミダイト結合（Eckstein, oligonucleotides and Analogues: a Practical Approa
ch, Oxford University Press (1992)）、ペプチド核酸骨格及び結合（Egholm, (1992) J
. Am. Chem. Soc. 114:1895）等が挙げられる。これらのリボース－リン酸骨格の修飾は
、標識等の追加分子の付加を容易にするために、又は生理環境におけるそのような分子の
安定性及び半減期を変更するために、実施することができる。
【００１３】
　ヌクレオチドアナログには、核酸中に一般的に見られる、天然に存在する複素環塩基（
例えば、アデニン，グアニン，チミン，シトシン及びウラシル）に加えて、天然に存在し
ない複素環塩基（例えば、Seela等, (1999) Helv. Chim. Acta 82:1640等に記載されたも
の）も含まれる。ヌクレオチドアナログ中で使用される所定の塩基は、融解温度（Ｔｍ）
の変更因子として機能する。例えば、これらのうちの幾つかとしては、７－デアザプリン
（例えば、７－デアザグアニン，７－デアザアデニン等），ピラゾロ［３，４－ｄ］ピリ
ミジン，プロピニル－ｄＮ（例えば、プロピニル－ｄＵ，プロピニル－ｄＣ等）等が挙げ
られる（例えば、米国特許第5,990,303号参照）。その他の代表的な複素環塩基としては
、例えば、ヒポキサンチン，イノシン，キサンチン；２－アミノプリン，２，６－ジアミ
ノプリン，２－アミノ－６－クロロプリン，ヒポキサンチン，イノシン及びキサンチンの
８－アザ誘導体；アデニン，グアニン，２－アミノプリン，２，６－ジアミノプリン，２
－アミノ－６－クロロプリン，ヒポキサンチン，イノシン及びキサンチンの７－デアザ－
８－アザ誘導体；６－アザシチジン；５－フルオロシチジン；５－クロロシチジン；５－
ヨードシチジン；５－ブロモシチジン；５－メチルシチジン；５－プロピニルシチジン；
５－ブロモビニルウラシル；５－フルオロウラシル；５－クロロウラシル；５－ヨードウ
ラシル；５－ブロモウラシル；５－トリフルオロメチルウラシル；５－メトキシメチルウ
ラシル；５－エチニルウラシル；５－プロピニルウラシル等が挙げられる。
【００１４】
　「鋳型核酸」，「鋳型」又は「標的」という用語は、適当な条件下、プライマーがハイ
ブリダイズして伸長することができる、目的の核酸を意味する。核酸増幅の文脈において
、「標的」は、好ましくは、少なくとも２つのプライマー配列及び介在配列に、少なくと
も部分的に相補的な配列からなる、核酸の一領域を意味する（標的が一本鎖核酸である場
合、それは、１つのプライマーに少なくとも部分的に相補的な配列と、第２のプライマー
と少なくとも部分的に同一の配列とからなる）。鋳型核酸は、単離された核酸フラグメン
トとして存在してもよいし、より大きな核酸フラグメントの一部分であってもよい。標的
核酸は、既知微生物（cultured microorganisms），未知微生物（uncultured microorgan
isms），複雑な生体混合物，組織，血清，古い又は保存された組織又はサンプル，環境分
離物等の、基本的にいかなる供給源に由来してもよいし、それらから単離してもよい。さ
らに、鋳型核酸は、必要に応じて、ｃＤＮＡ，ＲＮＡ，ゲノムＤＮＡ，クローン化ゲノム
ＤＮＡ，ゲノムＤＮＡライブラリー，酵素的にフラグメント化したＤＮＡ又はＲＮＡ，化
学的にフラグメント化したＤＮＡ又はＲＮＡ，物理的にフラグメント化したＤＮＡ又はＲ
ＮＡ等を含んでもよいし、それらに由来してもよい。鋳型核酸は、当業者に公知の技術を
使用して、化学的に合成してもよい。
【００１５】
　「オリゴヌクレオチド」という用語は、少なくとも２個、典型的には５～５０個、さら
に典型的には１５～３５個のヌクレオチドを含む核酸ポリマーを意味する。オリゴヌクレ
オチドは、当業者に公知の適当な方法によって調製することができ、そのような方法とし
ては、例えば、適当な配列のクローニング及び制限消化，又は直接化学合成、例えば、ホ
スホトリエステル法（Narang等, (1979) Meth. Enzymol. 68:90-99）；ホスホジエステル
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法（Brown等, (1979) Meth. Enzymol. 68:109-151）；ジエチルホスホラミダイト法（Bea
ucage等, (1981) Tetrahedron Lett. 22:1859-1862）；トリエステル法（Matteucci等, (
1981) J. Am. Chem. Soc. 103:3185-3191）；自動合成法；固相法（米国特許第4,458,066
号）又は当業者に公知のその他の化学的方法等が挙げられる。
【００１６】
　「プライマー」という用語は、鋳型核酸にハイブリダイズして、ヌクレオチドポリメラ
ーゼによる鎖伸長又は延長が可能であるオリゴヌクレオチドを意味する。プライマー長は
、典型的には１５～３５個のヌクレオチドの範囲であるが、その他のプライマー長が使用
される場合もある。短いプライマーは、一般的には、より低い温度のときに、鋳型核酸と
十分に安定してハイブリッド形成する。プライマーは、伸長を生じるために、鋳型核酸と
完全に相補的である必要はない。鋳型核酸に少なくとも部分的に相補的なプライマーは、
典型的には、伸長が生じるように、鋳型核酸にハイブリダイズすることができる。プライ
マー核酸は、所望により、放射線解析，分光解析，光化学的解析，生化学的解析，免疫化
学的解析又は化学的解析によって検出可能な標識を組み込むことにより、標識化すること
ができる。
【００１７】
　「対立遺伝子特異的プライマー」は、鋳型核酸の数種の変異配列にハイブリダイズ可能
であるが、鋳型核酸の数種の変異配列のうち一部の変異配列のみにハイブリダイズしたと
きに、ポリメラーゼによって伸長可能であるプライマーである。鋳型核酸のその他の変異
配列に関して、 プライマー－鋳型ハイブリッドは、該ポリメラーゼによって伸長しなく
てもよいし、より低い効率で伸長してもよい。
【００１８】
　核酸は、追加ヌクレオチドが該核酸に組み込まれたときに「伸長」又は「延長」し、追
加ヌクレオチドは、例えば、ヌクレオチドの組み込みを触媒する生体触媒により、核酸の
３’末端に組み込まれる。
【００１９】
　増幅アッセイは、１つの産物をその他の可能な産物よりも優位に（すなわち、大部分で
あるが１００％未満）生じるとき、「選択的」又は「対立遺伝子選択的」である。標的配
列のうち目的としない（ミスマッチ）変異配列の増幅が検出可能である限り、アッセイは
「対立遺伝子選択的」と記載される。増幅アッセイに関して、「特異的」又は「対立遺伝
子特異的」という用語は、可能な産物のうち１つが排他的に形成されるときに使用される
。目的としない標的の増幅が検出不可能であるアッセイは、「対立遺伝子特異的」と呼ば
れる。しかしながら、検出方法がより高感度になるにつれて、対立遺伝子特異的であるこ
とが従前知られていたアッセイが、対立遺伝子選択的であると判明することがある（すな
わち、標的のうち目的としない変異配列の増幅が検出可能となる場合がある）と理解され
るべきである。したがって、本発明に関して、「対立遺伝子特異的」という用語は、厳密
に対立遺伝子特異的な増幅と、対立遺伝子選択的な増幅の両方を包含することが意図され
る。
【００２０】
　「遺伝子型」という用語は、細胞又は対象あるいは細胞又は対象の群における遺伝子構
成のうちの全部又は一部を意味する。例えば、遺伝子型は、所定の遺伝子座に存在する又
はゲノム中に分布する、特定の突然変異及び／又は対立遺伝子（例えば、一ヌクレオチド
多型（ＳＮＰｓ）等の多型）を含む。
【００２１】
　「核酸ポリメラーゼ」という用語は、ヌクレオチドの核酸への組み込みを触媒する酵素
を意味する。核酸ポリメラーゼの具体例としては、ＤＮＡポリメラーゼ，ＲＮＡポリメラ
ーゼ，ターミナルトランスフェラーゼ，逆転写酵素，テロメラーゼ等が挙げられる。
【００２２】
　「熱安定性酵素」という用語は、所定時間、増加する温度に曝されたときに、安定であ
って（すなわち、分解又は変性に抵抗する）、かつ十分な触媒活性を維持する酵素を意味
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する。例えば、熱安定性ポリメラーゼは、二本鎖核酸の変性に必要な時間、増加する温度
に曝されたとき、それに続くプライマー伸長反応を生じさせるのに十分な活性を維持する
。核酸変性に必要な加熱条件は当業者に周知であり、例えば、米国特許第4,683,202号及
び第4,683,195号に記載されている。本明細書中で使用されるように、熱安定性ポリメラ
ーゼは、一般的に、ポリメラーゼ連鎖反応（「ＰＣＲ」）等の温度サイクリング反応での
使用に適している。熱安定性核酸ポリメラーゼの具体例としては、サーマス・アクアチク
ス（Thermus aquaticus）Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ，サーマスｓｐ．（Thermus sp.）
Ｚ０５ポリメラーゼ，サーマス・フラバス（Thermus flavus）ポリメラーゼ，サーモトガ
・マリティマ（Thermotoga maritima）ポリメラーゼ，例えば、ＴＭＡ－２５及びＴＭＡ
－３０ポリメラーゼ，Ｔｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼ等が挙げられる。
【００２３】
　「修飾」酵素は、少なくとも１個のモノマーが参照配列（例えば、天然型又は野生型の
酵素）と異なるアミノ酸ポリマーを含む酵素を意味する。修飾の具体例としては、モノマ
ーの挿入、欠失及び置換が挙げられる。修飾酵素には、２種又は３種以上の親酵素に由来
する同定可能な構成配列（例えば、構造又は機能ドメイン等）を有するキメラ酵素も含ま
れる。修飾酵素の定義には、参照配列の化学的修飾を有するものも含まれる。修飾ポリメ
ラーゼの具体例としては、Ｇ４６Ｅ　Ｅ６７８Ｇ　ＣＳ５　ＤＮＡポリメラーゼ，Ｇ４６
Ｅ　Ｌ３２９Ａ　Ｅ６７８Ｇ　ＣＳ５　ＤＮＡポリメラーゼ，Ｇ４６Ｅ　Ｌ３２９Ａ　Ｄ
６４０Ｇ　Ｓ６７１Ｆ　ＣＳ５　ＤＮＡポリメラーゼ，Ｇ４６Ｅ　Ｌ３２９Ａ　Ｄ６４０
Ｇ　Ｓ６７１Ｆ　Ｅ６７８Ｇ　ＣＳ５　ＤＮＡポリメラーゼ，Ｇ４６Ｅ　Ｅ６７８Ｇ　Ｃ
Ｓ６　ＤＮＡポリメラーゼ，ΔＺ０５ポリメラーゼ，ΔＺ０５－Ｇｏｌｄポリメラーゼ，
ΔＺ０５Ｒポリメラーゼ，Ｅ６１５Ｇ　Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ，Ｅ６７８Ｇ　ＴＭ
Ａ－２５ポリメラーゼ，Ｅ６７８Ｇ　ＴＭＡ－３０ポリメラーゼ等が挙げられる。
【００２４】
　「５’から３’へのヌクレアーゼ活性」又は「５’－３’ヌクレアーゼ活性」という用
語は、核酸鎖の５’末端からヌクレオチドを除去する核酸ポリメラーゼ活性を意味し、こ
の活性は、典型的には、核酸鎖合成に関連し、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラー
ゼＩはこの活性を有するが、Ｋｌｅｎｏｗフラグメントは有しない。
【００２５】
　「３’から５’へのヌクレアーゼ活性」又は「３’－５’ヌクレアーゼ活性」あるいは
「プルーフリーディング活性」という用語は、核酸鎖の３’末端からヌクレオチドを除去
する核酸ポリメラーゼ活性を意味する。例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩＩ
Ｉはこの活性を有するが、サーマス・アクアチクス（Thermus aquaticus）（Ｔａｑ）Ｄ
ＮＡポリメラーゼは有しない。
【００２６】
　「標識」は、分子に（共有結合的又は非共有結合的に）結合し、その分子に関する情報
を提供することができる成分（moiety）を意味する。標識の具体例としては、蛍光標識，
比色標識（colorimetric label)，化学発光標識，生物発光標識，放射性標識，質量修飾
基（mass-modifying group），抗体，抗原，ビオチン，ハプテン，及び酵素（例えば、ペ
ルオキシダーゼ，ホスファターゼ等）が挙げられる。
【００２７】
　「忠実性（fidelity）」又は「複製忠実性（replication fidelity）」は、鋳型依存性
重合（template-dependent polymerization）の際、正確なヌクレオチドを組み込む核酸
ポリメラーゼの能力である。複製忠実性に関して、新生（nascent）ヌクレオチド鎖にお
ける「正確なヌクレオチド」は、標準的なワトソン・クリック塩基対によって、鋳型ヌク
レオチドと対を形成するヌクレオチドである。特定のポリメラーゼの複製忠実性は、正確
なヌクレオチドの組み込みと、該ポリメラーゼの３’－５’ヌクレアーゼ活性による新生
ヌクレオチド鎖の３’末端からの不正確なヌクレオチドの除去との組合せによって生じる
。ヌクレオチドポリメラーゼの忠実性に関する様々な測定方法が、Tindall等, (1988) Fi
delity of DNA synthesis by the Thermus aquaticus DNA polymerase. Biochemistry, 2
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7:6008-6013に概説されている。典型的には、３’－５’ヌクレアーゼ（プルーフリーデ
ィング）活性を有するポリメラーゼの忠実性は、プルーフリーディング活性を有しないポ
リメラーゼの忠実性よりも高い。
【００２８】
　「ホットスタート」は、核酸増幅反応との関連において、温度が十分に上昇し、１つの
プライマー又は複数のプライマーの必要とされるハイブリダイゼーション特異性が達成さ
れるまで、少なくとも１種の重要な試薬を反応混合物から除いておく（又は、反応混合物
に存在する場合には、その試薬は不活性である）というプロトコルを意味する。「ホット
スタート酵素」は、ホットスタートプロトコルにおいて、「除いておく」又は不活性であ
る試薬として機能することができる、酵素、典型的には核酸ポリメラーゼである。
【００２９】
　「選択的ヌクレオチド」は、対立遺伝子選択性をプライマーに付与する、対立遺伝子特
異的なプライマーにおけるヌクレオチドである。選択的ヌクレオチドは、標的核酸のうち
目的とする変異配列における対応ヌクレオチドと相補的であるが、標的核酸のうち目的と
しない変異配列における対応ヌクレオチドとは相補的でない。プライマーにおいて、２個
以上のヌクレオチドが、標的核酸のうち目的とする変異配列におけるヌクレオチドと相補
的であるが、標的核酸のうち目的としない変異配列の対応ヌクレオチドと相補的でない場
合もある。但し、選択的ヌクレオチドは、プライマーの特異性に影響を与えるプライマー
内の位置に配置される。選択的ヌクレオチドは、標的核酸内に相補的パートナーが見出さ
れるか又は見出されないかに依存して、標的核酸の効率的又は非効率的な増幅を可能とす
る。プライマーは、２個以上の選択的ヌクレオチドを含んでもよい。
【００３０】
　「ワトソン・クリック塩基対」又は単に「塩基対」という用語は、二本鎖核酸分子内の
「通常の（conventional）」水素結合について使用される。ワトソン・クリック塩基対は
、相補的塩基間の水素結合（例えば、アデニン及びチミン間、グアニン及びシトシン間、
アデニン及びウラシル間、並びにこれらの塩基のアナログ間の結合）である。
【００３１】
　本明細書で使用される「スコーピオン」，「スコーピオン様」又は「スコーピオンＡＲ
ＭＳ様」という用語は、Whitcombe等, (1999) Detection of PCR products using self-p
robing amplicons and fluorescence, Nature Biotech. 17:804-807に記載されるような
、単分子であるプライマー－プローブの組合せを意味する。本発明の意義の範囲内におい
て、スコーピオン又はスコーピオン様プライマーは、スコーピオンの典型的な要素、すな
わち、プローブ部分，ステムループ部分及びプライマー部分を含む。「スコーピオン」又
は「スコーピオン様」プライマー－プローブの単分子形態の具体例が図４に示される。
【００３２】
　本明細書で使用される、例えば、「標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少な
くとも部分的に相補的であり、標的配列のうち１種のみと相補的な少なくとも１個の内在
性選択的ヌクレオチドを有する第２のオリゴヌクレオチド」という表現で使用される「内
在性」という用語は、３’末端以外の任意のヌクレオチド、例えば、３’末端の内側の１
～５個のヌクレオチドを意味する。
【００３３】
　「前記ポリメラーゼは、前記選択的ヌクレオチドが前記標的配列と塩基対を形成すると
きには、前記第２のオリゴヌクレオチドを選択的に伸長させる能力を有するが、前記選択
的ヌクレオチドが前記標的配列と塩基対を形成しないときには、その能力が実質的に低下
する」という表現は、ポリメラーゼによる第２のオリゴヌクレオチドの伸長が、選択的ヌ
クレオチドが標的配列と塩基対を形成しないときよりも、選択的ヌクレオチドが標的配列
と塩基対を形成するときに、効率的に生じることを意味する。これは、例えば、実施例１
に記載の材料及び方法を使用して、測定又は定量化することができ、その結果は図１に示
される。
【００３４】
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　本発明によって、新規な対立遺伝子特異的増幅プライマー，該プライマーの設計方法，
対立遺伝子特異的増幅における該プライマーの使用方法、該プライマーを含む反応混合物
及びキットが開示される。プライマーの設計方法は、単独で使用してもよいし、従来の対
立遺伝子特異的プライマーの設計方法と組み合わせて使用してもよい。典型的な対立遺伝
子特異的プライマーは、標的配列の多型性領域にハイブリダイズし、かつ少なくとも１個
の選択的ヌクレオチド（すなわち、標的配列の多型性ヌクレオチドのうち目的とする変異
体に相補的であり、標的配列のうち目的としない変異体に相補的でないヌクレオチド）を
含むように設計される。従来は、選択的ヌクレオチドをプライマーの３’末端に配置する
ことが必要であると考えられていた。これは、末端ミスマッチが対立遺伝子特異的増幅の
必要条件であると考えられていたためである（Newton等, (1989) Analysis of any point
 mutation in DNA. The amplification refractory mutation system (ARMS). Nucl. Aci
ds Res. 17:2503-2516参照）。
【００３５】
　本発明者は、選択的ヌクレオチドの内在的な配置が、プライマーの対立遺伝子特異性を
十分に保証することを見出した。末端ミスマッチは、特異性をプライマーに付与するため
に要求されない。内在性ミスマッチが単独で、ミスマッチしたプライマーのヌクレオチド
ポリメラーゼによる伸長を十分に阻害する。本発明によれば、選択的ヌクレオチドがプラ
イマーの３’末端の内側、例えば、３’末端の内側の１～５個のヌクレオチドに配置され
る。内在性ヌクレオチドがミスマッチするとき、目的としないミスマッチ鋳型は、増幅さ
れないか又は増幅効率が低下するが、目的とするマッチ鋳型は効率よく増幅される。
【００３６】
　一実施形態において、本発明は、対立遺伝子特異的ＰＣＲで使用するためのオリゴヌク
レオチド（プライマー）である。本発明のプライマーは、１０～５０個、好ましくは１５
～３５個のヌクレオチドを含み、そのうちの大部分が、標的配列のうち２種以上の変異配
列における配列と相補的である。プライマーは、標的配列のうち１種の変異配列のみと相
補的な少なくとも１個の内在性選択的ヌクレオチドも含む。
【００３７】
　幾つかの実施形態において、対立遺伝子特異的プライマーは、その特異性をさらに増加
させる化学的修飾を有する１個又は２個以上のヌクレオチドをさらに含む。例えば、核酸
塩基の環外アミンの修飾が米国特許第6,001,611号に記載されている。本発明の対立遺伝
子特異的プライマーは、１個又は２個以上の核酸塩基の環外アミンにおける修飾を有して
いてもよい。幾つかの実施形態において、修飾塩基ヌクレオチドは、３’末端ヌクレオチ
ドの上流の１～５個、好ましくは３個のヌクレオチドに存在する。他の実施形態において
、修飾塩基ヌクレオチドは、３’末端ヌクレオチドである。幾つかの実施形態において、
修飾塩基ヌクレオチドは、３’末端と、オリゴヌクレオチドプライマー内の他の部分との
両方に存在する。さらに別の実施形態において、修飾は、対立遺伝子特異的プライマー内
の選択的ヌクレオチドに存在していてもよい。
【００３８】
　本発明において、環外アミノ基の適当な修飾は、以下の特性の存在に基づいて選択する
ことができる：（１）修飾は、二本鎖核酸における修飾塩基と相補的塩基とのワトソン・
クリック塩基対を、妨害するが、阻止しない；（２）修飾は、修飾塩基を含むプライマー
の核酸ポリメラーゼによる伸長を妨害するが、阻止しない；（３）修飾は、修飾塩基が組
み込まれた鎖と相補的な鎖の合成を可能とする；並びに、（４）修飾は、修飾が組み込ま
れたプライマーの選択性を増加させる。
【００３９】
　環外アミノ基の具体例としては、アデノシンの６位，グアノシンの２位及びシチジンの
４位におけるアミノ基が挙げられる。相補的な核酸鎖との塩基対に関与する環外アミノ基
は、ヌクレオチド内の一般的ではない様々な窒素含有塩基に存在してもよい。一般的では
ない塩基を有するヌクレオシドの具体例としては、これらに限定されるわけではないが、
３－メチルアデノシン，７－メチルグアノシン，３－メチルグアノシン，５－メチルシチ
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ジン，及び５－ヒドロキシメチルシチジンが挙げられる。そのような一般的ではない塩基
の環外アミノ基の好適な修飾は、本発明の実証的方法に従って選択してもよい。
【００４０】
　修飾アデニン，グアニン，及びシトシン塩基を含む修飾ヌクレオチドの構造を、それぞ
れ、以下に示す。
【００４１】
【化１】

【００４２】
　式中、Ｓは糖残基を表し、Ｒは修飾基を表す。上記４つの特性を有する様々な修飾基が
想定されている。ある実施形態では、修飾基は、以下の構造を有する：
【００４３】
【化２】

【００４４】
　式中、Ｒ1及びＲ2は、独立して、水素，アルキル，アルコキシ，非置換又は置換アリー
ル及びフェノキシからなる群より選択される。
【００４５】
　アルキル基は、分岐鎖状であってもよいし、非分岐鎖状であってもよい。
　アルキル基は、Ｃ1－Ｃ20アルキル、特にＣ1－Ｃ10アルキルであり得る。
　アルコキシ基は、Ｃ1－Ｃ20アルコキシ、特にＣ1－Ｃ10アルコキシであり得る。
　アリールは、非置換又は置換フェニル又はナフチルであり得る。
【００４６】
　一実施形態において、Ｒはベンジル基又は置換ベンジル基である。ある実施形態におい
て、置換ベンジル基は、以下の構造を有し得る：
【００４７】

【化３】

【００４８】
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　式中、Ｒ3は、Ｃ1－Ｃ6分岐鎖状又は非分岐鎖状アルキル基、好ましくは、Ｃ1－Ｃ4分
岐鎖状又は非分岐鎖状アルキル基，アルコキシ基，又はニトロ基を表す。好ましくは、Ｒ

3はパラ位に結合している。
【００４９】
　幾つかの実施形態において、修飾基は、以下の構造によって表される：
【００５０】
【化４】

【００５１】
　一般的に、本明細書に記載された化合物群からの、特定の好適な修飾基の実験的選択は
、上記４つの特性の存在に基づいて、当業者が常法に従って実施することができる。好ま
しくは、特定の基の適合性は、対立遺伝子特異的増幅反応において、修飾ヌクレオチドを
有するプライマーを使用することにより、実験的に決定される。修飾の適合性は、塩基修
飾を有するプライマーを使用した反応の選択性が、未修飾プライマーを使用した同一の反
応と比較したときに増加することによって示される。
【００５２】
　プライマーと鋳型との間のミスマッチの追加は、プライマーと標的配列のうち目的とし
ない変異配列との間のハイブリッドをさらに不安定化する。対立遺伝子特異的プライマー
のデザインの最適化方法は、Newton等（1989）（前出）中に見出すことができる。
【００５３】
　本発明の対立遺伝子特異的プライマーには、当業者に公知の様々な態様のプライマーデ
ザインを組み入れることができる。例えば、プライマーは、Whitcombe等, (1999) Detect
ion of PCR products using self-probing amplicons and fluorescence, Nature Biotec
h. 17:804-807に記載された「スコーピオン」と呼ばれる、単分子であるプライマー－プ
ローブの組合せの形態をとることができる。本発明に従って設計されたスコーピオンプラ
イマーは、スコーピオンの典型的な要素、すなわち、プローブ部分、ステムループ部分及
びプライマー部分を含む。さらに、本発明に従って設計されたスコーピオンにおいて、プ
ライマー部分は内部に配置された選択的ヌクレオチドを含む。必要に応じて、本発明に従
って設計されたスコーピオンにおけるプライマー部分は、１個又は２個以上の化学的に修
飾されたヌクレオチドを含むことができる。
【００５４】
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　要約すると、本発明の対立遺伝子特異的プライマーは、少なくとも以下の４つの特徴を
有する：１）標的配列のうち目的とする変異配列及び目的としない変異配列の両方と少な
くとも部分的に相補的な５’側部分；２）標的配列のうち目的とする変異配列のみと相補
的であり、３’側部分内に配置された内在性選択的ヌクレオチド；３）標的配列のうち目
的とする変異配列及び目的としない変異配列の両方と少なくとも部分的に相補的な３’側
部分；並びに４）標的配列のうち目的とする変異配列及び目的としない変異配列の両方と
相補的な３’末端ヌクレオチド。５’側部分及び３’側部分は、プライマーの３’末端ヌ
クレオチドが標的配列のうち目的とする変異配列及び目的としない変異配列の両方と相補
的である限り、標的配列のうち目的とする変異配列のみと相補的な選択的ヌクレオチドを
さらに含んでもよい。
【００５５】
　対立遺伝子特異的プライマーの好適な５’側部分及び３’側部分の実験的選択は、当業
者が常法に従って実施することができる。具体的には、プライマーの長さ、５’側部分及
び３’側部分の相補性の程度、並びに５’側部分及び３’側部分のヌクレオチドの化学的
修飾は、プライマーが上記４つの特徴を有する限り、変更可能である。好ましくは、特定
の対立遺伝子特異的プライマーの適合性は、対立遺伝子特異的増幅におけるプライマーの
使用によって実験的に決定される。プライマーの適合性は、プライマーを使用した増幅の
選択性によって示される。
【００５６】
　別の態様において、本発明は、標的核酸を対立遺伝子特異的に増幅する方法である。増
幅は、プライマーの３’末端の内側（例えば、３’末端の内側の１～５個のヌクレオチド
）に位置する選択的ヌクレオチドを有する対立遺伝子特異的プライマーを使用して実施さ
れる。
【００５７】
　一実施形態において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち１種
の変異配列を対立遺伝子特異的に増幅する方法であり、該方法は、標的配列のうち少なく
とも１種の変異配列を含有する可能性があるサンプルを準備するステップ；標的配列のう
ち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的な第１のオリゴヌクレオチド
を準備するステップ；標的配列のうち１種又は２種以上と少なくとも部分的に相補的であ
り、標的配列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の内在性選択的ヌクレ
オチドを有する第２のオリゴヌクレオチドを準備するステップ；第１及び第２のオリゴヌ
クレオチドの、標的配列のうち少なくとも１種の変異配列へのハイブリダイゼーションに
適した条件を整えるステップ；核酸ポリメラーゼによるオリゴヌクレオチド伸長に適した
条件を整えるステップ；ここで、該ポリメラーゼは、第２のオリゴヌクレオチドが、標的
配列のうち、第２のオリゴヌクレオチドが有する内在性選択的ヌクレオチドと相補的な変
異配列にハイブリダイズするときには、第２のオリゴヌクレオチドを伸長させる能力を有
するが、第２のオリゴヌクレオチドが、標的配列のうち、第２のオリゴヌクレオチドが有
する内在性選択的ヌクレオチドと相補的ではない変異配列にハイブリダイズするときには
、その能力が実質的に低下する；並びに、一連のハイブリダイゼーション及び伸長ステッ
プを複数回繰り返すステップを含む。
【００５８】
　本発明の幾つかの実施形態において、増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応、すなわち、鋳型
の変性，オリゴヌクレオチドプライマーの鋳型へのアニーリング（ハイブリダイゼーショ
ン），及び核酸ポリメラーゼによるプライマーの伸長というサイクルの繰り返しによって
実施される。幾つかの実施形態において、アニーリング及び伸長は、同じ温度ステップで
生じる。
【００５９】
　幾つかの実施形態において、増幅反応は、ホットスタートプロトコルによって実施され
る。対立遺伝子特異的増幅との関連において、ミスマッチ標的配列に対する対立遺伝子特
異的プライマーの選択性は、ホットスタートプロトコルの使用によって向上させることが
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できる。数多くのホットスタートプロトコルが当業者に公知であり、例えば、ワックスの
使用，他の反応混合物からの重要な試薬の分離（米国特許第5,411,876号），抗体によっ
て可逆的に不活性化される核酸ポリメラーゼの使用（米国特許第5,338,671号），活性部
位に特異的に結合するように設計されたオリゴヌクレオチドによって可逆的に不活性化さ
れる核酸ポリメラーゼの使用（米国特許第5,840,867号）、又は可逆性の化学的修飾を有
する核酸ポリメラーゼの使用（米国特許第5,677,152号及び第5,773,528号）が挙げられる
。
【００６０】
　本発明の幾つかの実施形態において、対立遺伝子特異的増幅アッセイは、リアルタイム
ＰＣＲアッセイである。リアルタイムＰＣＲアッセイにおいて、増幅の指標は、Ｃｔ値（
すなわち「threshold cycle」）である。対立遺伝子特異的リアルタイムＰＣＲアッセイ
との関連において、マッチ鋳型及びミスマッチ鋳型間のＣｔ値の差は、対立遺伝子間の区
別又はアッセイの選択性の指標となる。差の増加は、ミスマッチ鋳型の増幅の遅延の増加
、したがって対立遺伝子間の区別の増加を示す。通常、ミスマッチ鋳型は、マッチ鋳型よ
りも多量に存在する。例えば、組織サンプルにおいて、ごく少量の細胞が、悪性であり、
対立遺伝子特異的増幅アッセイによって標的化された変異（「マッチ鋳型」）を有する場
合がある。正常細胞に存在するミスマッチ鋳型は、増幅効率が低い場合があるが、多数の
正常細胞は、増幅の遅延を克服し、変異鋳型の優位性を打ち消すであろう。野生型鋳型に
存在する珍しい変異を検出するために、対立遺伝子特異的増幅アッセイの特異性は重要で
ある。
【００６１】
　本発明の対立遺伝子特異的増幅アッセイでは、当業者に公知の適当な核酸ポリメラーゼ
を使用することができる。本発明の対立遺伝子特異的ＰＣＲアッセイのために、任意の熱
安定性核酸ポリメラーゼを使用することができる。修飾された、遺伝子操作された又はキ
メラのポリメラーゼも使用することができる。プルーフリーディング（３’－５’－エキ
ソヌクレアーゼ）活性を有しない酵素（例えば、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ）を使用す
ることが望ましい場合もある。実質的に又は完全に５’－３’ヌクレアーゼ活性を欠く酵
素（例えば、米国特許第5,795,762号に記載された酵素）を使用することが望ましい場合
もある。そのような酵素の一例は、ΔＺ０５ポリメラーゼである。「ホットスタート」能
力を有する酵素（例えば、米国特許第5,677,152号及び第5,773,528号に記載された、可逆
的に修飾された酵素）を使用することが望ましい場合もある。ホットスタート酵素の一例
は、ΔＺ０５－Ｇｏｌｄポリメラーゼである。対立遺伝子特異的プライマーの特異性は、
異なる酵素間で若干変化する可能性があることが一般的に知られている（Newton等, (198
9) Analysis of any point mutation in DNA. The amplification refractory mutation 
system (ARMS). Nucl. Acids Res. 17:2503-2516参照）。Newton（前出）に記載されたプ
ロトコルに基づいて、当業者は、各酵素の最大特異性を実現して特定のアッセイに関する
最良の酵素を選択するために、例えば、塩濃度及び温度プロファイルを変化させることに
より、反応パラメーターを最適化することができる。
【００６２】
　本発明の対立遺伝子特異的ＰＣＲの特別な利点は、プルーフリーディング３’－５’－
ヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼを使用できることである。そのような酵素の具体
例は、米国特許第7,148,049号に見出すことができる。そのような酵素は、例えば、Therm
atoga Maritimaを含む。これらの酵素は、典型的には、プルーフリーディング活性を有し
ない酵素よりも高い忠実性（すなわち、最終産物に誤って組み込まれたヌクレオチドが少
ない）を有する。例えば、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（プルーフリーディング機能を有
していない）のエラー率は約１０-4である（Tindall等, (1988) Fidelity of DNA synthe
sis by the Thermus aquaticus DNA polymerase. Biochemistry, 27:6008-6013参照）。
これに対して、プルーフリーディング熱安定性Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼのエラー率は
約１０-6である（Andre等, (1997) Fidelity and mutational spectrum of Pfu DNA poly
merase on a human mitochondrial DNA sequence, Genome Res. 7:843-852参照）。本発
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明よりも以前は、高忠実性プルーフリーディングポリメラーゼを対立遺伝子特異的ＰＣＲ
に使用することはできなかった（米国特許第5,639,611号参照）。酵素のヌクレアーゼ活
性は、ミスマッチした選択的ヌクレオチドをプライマーの３’末端から除去し、これによ
り、プライマーの対立遺伝子特異性を消去する。本発明において、対立遺伝子特異的プラ
イマーは、３’末端ではなく内部に選択的ヌクレオチドを有する。内部ミスマッチは、プ
ルーフリーディング酵素のエキソヌクレアーゼ活性に対する非効率な基質である。エキソ
ヌクレアーゼのミスマッチヌクレオチド除去能力は、ミスマッチが３’末端から離れて位
置するとき、劇的に減少することが観察されている（Fidalgo-Da Silva等, (2007) DNA p
olymerase proofreading: active site switching catalyzed by the bacteriophage T4 
DNA polymerase, Nucl. Acids Res. 35:5452-5463参照）。３個のヌクレオチドの除去率
は、２個のヌクレオチドよりも低い（Reddy等, (1992) Processive proofreading is int
rinsic to T4 DNA polymerase. J. Biol. Chem. 267:14157-14166参照）。したがって、
本発明の内在性選択的ヌクレオチドを有するプライマーは、プルーフリーディングヌクレ
オチドポリメラーゼと使用されてもよい。当業者は、反応条件を最適化する方法を理解し
ており、例えば、反応緩衝液の組成及び核酸前駆物質の濃度を変化させることにより、対
立遺伝子特異的増幅に支障を来すことなく酵素のエキソヌクレアーゼ活性を最小化させる
ことができる。ポリメリゼーションに適した条件及び様々な核酸ポリメラーゼのヌクレア
ーゼ消化活性に適した条件に関しては、Goodman等, (1993) Biochemical basis of DNA r
eplication fidelity, Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol. 28:83-126を参照のこと。
【００６３】
　本発明の方法の幾つかの実施形態において、増幅産物は、当業者に公知の技術、例えば
、これらに限定されるわけではないが、標識化プライマー及びプローブ並びに様々な核酸
結合性色素の使用によって検出することができる。検出手段は、標的配列のうち１種の変
異配列に特異的であってもよいし、標的配列の全ての変異配列に一般化されてもよいし、
全ての二本鎖ＤＮＡに一般化されてもよい。
【００６４】
　増幅産物は、増幅が完了した後に、例えば、非標識産物のゲル電気泳動及び核酸結合性
色素によるゲル染色によって検出することができる。また、増幅産物は、例えば、合成中
の組み込みにより又は標識化プライマーの伸長産物であることにより、放射性又は化学的
標識を有することができる。電気泳動の後又はその間に、標識化増幅産物は、当業者に公
知の適当な放射性物質又は化学的ツールによって検出することができる。電気泳動の後、
産物は、当業者に公知の方法のいずれか１つで標識化された標的特異的プローブによって
検出することもできる。標識化プローブは、電気泳動なしで（すなわち、「ドットブロッ
ト」アッセイ等において）標的に適用することもできる。
【００６５】
　その他の実施形態において、増幅産物の存在は、ホモジニアスアッセイ、すなわち、新
生産物が、増幅サイクル間に又は少なくとも同じ未開封チューブ中で検出され、増幅後の
操作が必要とされないアッセイにおいて、検出することができる。ホモジニアス増幅アッ
セイは、例えば、米国特許第5,210,015号に記載されている。核酸インターカレーティン
グ色素を使用したホモジニアス増幅アッセイは、例えば、米国特許第5,871,908号及び第6
,569,627号に記載されている。ホモジニアスアッセイでは、相互作用する２つのフルオロ
フォアで標識された蛍光プローブ、例えば、「分子ビーコン（molecular beacon）」プロ
ーブ（Tyagi等, (1996) Nat. Biotechnol., 14:303-308）又は蛍光標識化ヌクレアーゼプ
ローブ（Livak等, (1995) PCR Meth. Appl., 4:357-362）を使用することもできる。増幅
産物は、「スコーピオン」と呼ばれる単分子であるプライマー－プローブの組合せを使用
して検出することもできる（Whitcombe等, (1999) Detection of PCR products using se
lf-probing amplicons and fluorescence, Nature Biotech. 17:804-807参照）。スコー
ピオンオリゴヌクレオチドのプライマー部分は、本発明に従って設計された対立遺伝子特
異的プライマーであり得る。
【００６６】
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　本発明の方法のある変更例において、増幅産物は、その特徴的な融解温度によって同定
することもできる（例えば、米国特許第5,871,908号及び第6,569,627号）。
【００６７】
　別の実施形態において、本発明は、数種の変異配列の形態で存在する標的配列のうち目
的とする変異配列を選択的に増幅するための反応混合物であって、標的配列のうち１種又
は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的な第１のオリゴヌクレオチド、及び、
標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少なくとも部分的に相補的であり、標的配
列のうち１種の変異配列のみと相補的な少なくとも１個の内在性選択的ヌクレオチドを有
する第２のオリゴヌクレオチドを含む反応混合物を提供する。反応混合物は、第２のオリ
ゴヌクレオチドが、標的配列のうち、第２のオリゴヌクレオチドが有する内在性選択的ヌ
クレオチドと相補的な変異配列にハイブリダイズするときには、第２のオリゴヌクレオチ
ドを伸長させる能力があるが、第２のオリゴヌクレオチドが、標的配列のうち、第２のオ
リゴヌクレオチドが有する内在性選択的ヌクレオチドと相補的ではない変異配列にハイブ
リダイズするときには、その能力が実質的に低下する核酸ポリメラーゼを含むことができ
る。幾つかの実施形態において、反応混合物は、核酸の増幅に一般的に必要とされる試薬
及び溶液、例えば、核酸前駆物質（すなわち、ヌクレオシド三リン酸）、並びにヌクレオ
チドポリメラーゼの活性の補助に適した有機及び無機イオンをさらに含む。
【００６８】
　別の実施形態において、本発明は、本発明の対立遺伝子特異的増幅を実施するためのキ
ットを提供する。本発明のキットは、一般的には、アッセイ特異的な要素と、核酸増幅を
実施するために一般的に必要とされる要素とを含む。アッセイ特異的な要素として、本発
明の対立遺伝子特異的増幅キットは、標的配列のうち１種又は２種以上の変異配列と少な
くとも部分的に相補的な第１のオリゴヌクレオチド；標的配列のうち１種又は２種以上の
変異配列と少なくとも部分的に相補的であり、標的配列のうち１種の変異配列のみと相補
的な少なくとも１個の内在性選択的ヌクレオチドを有する第２のオリゴヌクレオチド；並
びに、必要に応じて、キットに含まれるオリゴヌクレオチドと少なくとも部分的に相補的
な、標的配列の少なくとも１種の変異配列を含む対照核酸配列を含む。幾つかの実施形態
において、２種以上の対照核酸配列が含まれる。核酸増幅に一般的に必要とされる要素と
して、本発明のキットは、１種又は２種以上の核酸ポリメラーゼ、核酸前駆物質（例えば
、ヌクレオシド三リン酸、デオキシリボヌクレオシド三リン酸、又はリボヌクレオシド三
リン酸）、核酸の加ピロリン酸分解（pyrophosphorolysis）を最小化するためのピロホス
ファターゼ、増幅反応をキャリーオーバー汚染から保護するためのウラシルＮ－グリコシ
ラーゼ（ＵＮＧ）、増幅反応及び検出に必要な予め調製された試薬及び緩衝液、並びに本
発明の対立遺伝子特異的増幅を実施するための説明書一式を含むことができる。
【００６９】
　下記実施例及び図面は、本発明の理解を助ける目的で提供されており、本発明の真の範
囲は、特許請求の範囲に示されている。本発明の目的の範囲内において変更が可能である
と理解されるべきである。
【実施例】
【００７０】
　下記実施例において、鋳型配列の２種の変異配列、すなわち、対立遺伝子特異的プライ
マー内の選択的ヌクレオチドと相補的な配列を有するマッチ変異配列と、対立遺伝子特異
的プライマー内の選択的ヌクレオチドと相補的でない配列を有するミスマッチ変異配列と
を使用した。
【００７１】
　実施例では、マッチ標的配列として、ヒトＢＲＡＦ遺伝子（GeneBank参照）のＶ６００
Ｅ変異配列を使用した。マッチ変異配列は、ＢＲＡＦのＶ６００Ｅ変異配列（配列番号１
９）が組み込まれた挿入配列を有するプラスミドＤＮＡであり、ミスマッチ変異配列は、
ＢＲＡＦの野生型配列（配列番号２０）を有する同じプラスミドであった。
【００７２】
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配列番号１９（ＢＲＡＦのＶ６００Ｅ変異配列フラグメント）
5’-AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCT
GGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTA-3’
【００７３】
配列番号２０（ＢＲＡＦの野生型配列フラグメント）
5’-AGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCT
GGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTA-3’
【００７４】
　この変異は、ＢＲＡＦ遺伝子のヌクレオチド１７９９におけるチミン（Ｔ）からアデニ
ン（Ａ）への変化によって生じる、アミノ酸６００のバリンからグルタミン酸への変化で
ある。この変異は、多くの癌で観察され、ＭＡＰＫ経路の構成的活性化を生じるため、癌
の進行の一因であると考えられている。腫瘍細胞群におけるこの単一ヌクレオチド変化の
検出は、ヒト癌の診断及び治療に有用である。
【００７５】
　変異標的は、「マッチ」する、すなわち、各対立遺伝子特異的プライマーの選択的ヌク
レオチド（表Ａ）とＡ－Ｔワトソン・クリック塩基対を形成する。ミスマッチ標的は、野
生型ＢＲＡＦ配列である。ミスマッチ標的は、各対立遺伝子特異的プライマーの選択的ヌ
クレオチドとミスマッチを形成する。
【００７６】
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【表１】

【００７７】
実施例１
内在性選択的ヌクレオチドを有するプライマーを使用した対立遺伝子特異的増幅
　本実施例において、鋳型配列の２種類の変異配列、すなわち、対立遺伝子特異的プライ
マー内の選択的ヌクレオチドと相補的な配列を有するマッチ変異配列と、対立遺伝子特異
的プライマー内の選択的ヌクレオチドと相補的でない配列を有するミスマッチ変異配列と
を使用した。マッチ変異配列は、Ｖ６００Ｅ変異を有するＢＲＡＦ配列に相当する挿入配
列を有するプラスミドＤＮＡであった。ミスマッチ変異配列は、ＢＲＡＦ野生型配列を有
する同じプラスミドであった。フォワードプライマー（配列番号１～４）及びリバースプ
ライマー（配列番号１１）は、表Ａに示される。フォワード対立遺伝子特異的プライマー
は、３’末端の内側の選択的ヌクレオチドをＮ－２位に有するように設計された。幾つか
のプライマーは、表に示される化学的修飾を含んでいた。
【００７８】
　各５０μＬ反応液は、１０5コピーのいずれかの標的配列，８％のグリセロール，５０
ｍＭのトリシン（ｐＨ７．７），４５ｍＭの酢酸カリウム（ｐＨ７．５），それぞれ２０
０μＭのｄＡＴＰ，ｄＣＴＰ及びｄＧＴＰ，４００μＭのｄＵＴＰ，０．１μＭのフォワ
ードプライマー，０．７μＭのリバースプライマー，２μＭのＳｙｔｏ－１３インターカ
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レーティング色素，１％のＤＭＳＯ，２ユニットのウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ（ＵＮ
Ｇ），５０ユニットのΔＺ０５－Ｇｏｌｄ　ＤＮＡポリメラーゼ，及び３ｍＭの酢酸マグ
ネシウムを含有していた。増幅及び解析は、Ｒｏｃｈｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０
装置を使用して実施した。反応液は、次の温度プロファイルに供した：５０℃で５分間（
ＵＮＧステップ），９５℃で１０分間，その後、９５℃で１５秒間及び５９℃で４０秒間
を６０～７０サイクル。蛍光データは、５９℃の各ステップの終点において、４９５～５
２５ｎｍで集めた。
【００７９】
　結果を図１及び表１に示す。増幅の選択性は、マッチ標的とミスマッチ標的との間のＣ
ｔ値の差（ΔＣｔ）によって測定される。各実験に関するΔＣｔは、各図表に示される。
データは、標的配列のうちマッチ（変異型）変異配列がミスマッチ（野生型）変異配列よ
りも選択的に増幅されたことを示す。選択性は、プライマー内のヌクレオチドの化学的修
飾によって促進された。この表において、位置Ｎは、３’末端に対するヌクレオチドの位
置を意味する。
【００８０】
【表２】

【００８１】
実施例２
内在性選択的ヌクレオチドを有するプライマー及び様々な核酸ポリメラーゼを使用した対
立遺伝子特異的増幅
　本実施例において、実施例１と同じマッチ（変異型）標的配列及びミスマッチ（野生型
）標的配列を、表Ａに示すプライマーを使用して増幅した。増幅は、Ｚ０５，ΔＺ０５，
又はΔＺ０５－Ｇｏｌｄポリメラーゼの存在下で実施した。
　全ての反応は、１０5コピーのいずれかの標的配列，それぞれ２００μＭのｄＡＴＰ，
ｄＣＴＰ及びｄＧＴＰ，４００μＭのｄＵＴＰ，０．１μＭのフォワードプライマー，０
．７μＭのリバースプライマー，２μＭのＳｙｔｏ－１３インターカレーティング色素，
１％のＤＭＳＯ，０．０４Ｕ／μＬのウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ（ＵＮＧ），及び３
ｍＭの酢酸マグネシウムを含有する１５μＬ中で、３回実施した。Ｚ０５反応液は、３Ｕ
のポリメラーゼ，１３０ｍＭの酢酸カリウム（ｐＨ７．５），５％のグリセロール，及び
５０ｍＭのトリシン（ｐＨ８．３）を含有していた。ΔＺ０５反応液は、３Ｕのポリメラ
ーゼ，２５ｍＭの酢酸カリウム（ｐＨ７．５），５％のグリセロール，及び５０ｍＭのト
リシン（ｐＨ８．３）を含有していた。ΔＺ０５－Ｇｏｌｄ反応液は、１５Ｕのポリメラ
ーゼ，４５ｍＭの酢酸カリウム（ｐＨ７．５），８％のグリセロール，及び５０ｍＭのト
リシン（ｐＨ７．７）を含有していた。
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【００８２】
　増幅及び解析は、Ｒｏｃｈｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０装置を使用して実施した
。反応液は、次の温度プロファイルに供した：５０℃で５分間（ＵＮＧステップ），９５
℃で１０分間、その後、９５℃で１５秒間及び５９℃で４０秒間を９９サイクル。蛍光デ
ータは、５９℃の各ステップの終点において、４６５～５１０ｎｍで集めた。
【００８３】
　結果を表２に示す。増幅の選択性は、マッチ標的配列とミスマッチ標的配列との間のＣ
ｔ値の差（ΔＣｔ）によって測定される。各実験に関するΔＣｔは、表２に示される。デ
ータは、標的のマッチ（変異型）変異配列がミスマッチ（野生型）変異配列よりも選択的
に増幅されたことを示す。選択性は、プライマー内のヌクレオチドのアルキル修飾によっ
て促進された。この表において、位置Ｎは、３’末端に対するヌクレオチドの位置を意味
する。
【００８４】
【表３】

【００８５】
実施例３
内在性塩基修飾及び／又は内在性選択的ヌクレオチドを有するスコーピオンＡＲＭＳ様プ
ライマーを使用した対立遺伝子特異的増幅
【００８６】
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【表４】

【００８７】
　本実施例において、鋳型配列の２種の変異配列、すなわち、プライマー配列に相補的な
マッチ変異配列とミスマッチ変異配列とが等量で存在していた。マッチ変異配列は、ＢＲ
ＡＦのＶ６００Ｅ変異配列（配列番号１）に相当する挿入配列を有するプラスミドＤＮＡ
であり、ミスマッチ変異配列は、ＢＲＡＦ野生型配列（配列番号２）を有する同じプラス
ミドであった。フォワードプライマー（配列番号６，９，１２－１７）及びリバースプラ
イマー（配列番号１１）は、表３に記載されている。フォワードＡＳＰＣＲプライマーは
、ＳＮＰを３’末端に又はその付近に有し、Ｎ６－tert－ブチル－ベンジル－ｄＡ修飾を
有するか又は有しないように設計された。ＡＳＰＣＲプライマーは、下流検出プローブ（
配列番号１８）と組み合わせられるか、又は閉鎖型スコーピオンＡＲＭＳ様フォーマット
（closed Scorpion ARMS-like format）でプローブ相補体（probe complement）に結合し
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【００８８】
　各反応液５０μＬは、１０5コピーのいずれかの標的配列，５％のグリセロール，５０
ｍＭのトリシン（ｐＨ８．３），１５０ｍＭの酢酸カリウム（ｐＨ７．５），それぞれ２
００μＭのｄＡＴＰ，ｄＣＴＰ及びｄＧＴＰ，４００μＭのｄＵＴＰ，０．４μＭのフォ
ワードプライマー，０．４μＭのリバースプライマー，１％のＤＭＳＯ，２ユニットのウ
ラシル－Ｎ－グリコシラーゼ（ＵＮＧ），１０ユニットのＺ０５ポリメラーゼ，及び３ｍ
Ｍの酢酸マグネシウムを含有していた。０．２μＭの検出プローブを、プライマー６，９
，１２及び１４を含有する反応液に加えた。なお、プローブ相補体はフォワードプライマ
ーに結合していない。
【００８９】
　増幅及び分析を、Ｒｏｃｈｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０装置を使用して実施した
。反応液を次の温度プロファイルに供した：５０℃で５分間（ＵＮＧステップ）、その後
、９５℃で１５秒間及び５９℃で４０秒間を９５サイクル。５９℃の各アニール／伸長ス
テップの終点において、４９５～５２５ｎｍの範囲で蛍光データを集めた。
【００９０】
　結果を図２及び表４に示す。増幅の選択性は、マッチ標的配列とミスマッチ標的配列と
の間のＣｔ値の差（ΔＣｔ）によって測定される。各試験のΔＣｔは、各図表に示され、
表４に要約される。データは、別個のプライマー及びプローブを使用するか、又は閉鎖型
スコーピオンＡＲＭＳ様フォーマットで結合したプライマー及びプローブを使用した場合
に、標的のうちマッチ（変異型）変異配列が、ミスマッチ（野生型）変異配列よりも選択
的に増幅されたことを示す。差は、選択的ヌクレオチドが３’末端に位置したか又は内部
に位置したかによって生じた。さらに、増幅の選択性は、１又は２以上のアルキル修飾の
付加によって促進された。
【００９１】
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【表５】

【００９２】
　本発明の詳細は実施例に記載されているが、本発明の範囲内において様々な変更を加え
ることができることは、当業者にとって明らかであろう。したがって、本発明の範囲は、
本明細書に記載された実施例に限定されるべきではなく、特許請求の範囲によって特定さ
れるべきである。
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