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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の検体を検出するための方法であって、
　（ａ）それぞれが検体結合ドメインと核酸ドメインとを含み、前記検体に同時に結合す
ることが可能な第１および第２の近接プローブを少なくとも含む近接プローブのセットの
少なくとも１セットに前記試料を接触させる工程と、
　（ｂ）前記近接プローブの検体結合ドメインが前記検体に結合する際に、前記近接プロ
ーブの核酸ドメインを相互作用させる工程であって、前記相互作用はデュプレックスの形
成を含む工程と、
　（ｃ）前記試料を、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素に接触させる工程と、
　（ｄ）前記デュプレックスの少なくとも１つの核酸ドメインの３’末端を伸長して伸長
生成物を生成する工程であって、前記工程（ｃ）と同時にまたはその後に起こり得る工程
と、
　（ｅ）前記伸長生成物を増幅および検出する工程を含み、
　前記伸長工程（ｄ）はポリメラーゼ酵素によって行われ、
　前記伸長生成物を生成するのに用いる伸長用の鋳型は直鎖状である、方法。
【請求項２】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインはいずれも一本鎖であり、その５’末端
により検体結合ドメインに結合することにより、第１および第２の近接プローブの核酸ド
メインはいずれもフリーな３’末端を残し、該二つの近接プローブの３’末端は相補的な
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配列を持っており、これらの近接プローブが検体上にあるそれぞれの検体結合標的に互い
に近接するように結合すると、ハイブリダイゼーションにより相互作用できるようになり
、少なくともの一方の近接プローブの核酸ドメインが他方の近接プローブの核酸ドメイン
を伸長用の鋳型として用いて伸長する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインはいずれも一本鎖であり、第１の近接プ
ローブの核酸ドメインがその５’末端により検体結合ドメインに結合し、第２の近接プロ
ーブの核酸ドメインがその３’末端により検体結合ドメインに結合していることにより、
第１の近接プローブの核酸ドメインはフリーな３’末端を残し、第２の近接プローブの核
酸ドメインはフリーな５’末端を残し、該二つの近接プローブの３’末端は相補的な配列
を持っており、これらの近接プローブが検体上にあるそれぞれの検体結合標的に互いに近
接するように結合すると、ハイブリダイゼーションにより相互作用できるようになり、第
１の近接プローブの核酸ドメインは、第２の近接プローブの核酸ドメインを鋳型として用
いて伸長する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインはいずれも一本鎖であり、第１の近接プ
ローブの核酸ドメインがその５’末端により検体結合ドメインに結合し、第２の近接プロ
ーブの核酸ドメインがその３’末端により検体結合ドメインに結合していることにより、
第１の近接プローブの核酸ドメインはフリーな３’末端を残し、第２の近接プローブの核
酸ドメインはフリーな５’末端を残し、第１および第２の近接プローブの検体結合ドメイ
ンに結合した核酸ドメインは相補的な領域を有しておらず、それぞれの近接プローブの核
酸ドメインと相補的な領域を有する直鎖状の第３の核酸分子が提供され、第３の核酸分子
は、第１および第２の近接プローブが検体上にあるそれぞれの検体結合標的に互いに近接
するように結合すると、ハイブリダイゼーションにより相互作用できるようになり、第１
の近接プローブの核酸ドメインが第３の核酸分子を鋳型として用いて伸長するか、または
、第３の核酸分子が第１の近接プローブの核酸ドメインを鋳型として用いて伸長する、請
求項１に記載の方法。
【請求項５】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインはいずれも一本鎖であり、その５’末端
により検体結合ドメインに結合することにより、第１および第２の近接プローブの核酸ド
メインはいずれもフリーな３’末端を残し、第１および第２の近接プローブが検体上にあ
るそれぞれの検体結合標的に互いに近接するように結合すると、第１および第２の近接プ
ローブの核酸ドメインは、ハイブリダイゼーションにより相互作用可能になり、第１およ
び第２の近接プローブの核酸ドメインが互いにハイブリダイゼーションする際、第１の近
接プローブの核酸ドメインの３’末端は第２の近接プローブの核酸ドメインとハイブリダ
イズせず、ハイブリダイズされていない一本鎖のフラップ（flap）として存在し、第１の
近接プローブの核酸ドメインとハイブリダイズした第２の近接プローブの核酸ドメインが
、第１の近接プローブの核酸ドメインを鋳型として用いて伸長する、請求項１に記載の方
法。
【請求項６】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインはいずれも一本鎖であり、その５’末端
により検体結合ドメインに結合することにより、第１および第２の近接プローブの核酸ド
メインはいずれもフリーな３’末端を残し、第１および第２の近接プローブの検体結合ド
メインに結合した核酸ドメインは相補的な領域を有しておらず、それぞれの近接プローブ
の核酸ドメインと相補的な領域を有する直鎖状の第３の核酸分子が提供され、第３の核酸
分子は、第１および第２の近接プローブが検体上にあるそれぞれの検体結合標的に互いに
近接するように結合すると、第１および第２の近接プローブの核酸分子とハイブリダイゼ
ーションにより相互作用できるようになり、第２の近接プローブの核酸ドメインが第３の
核酸分子を鋳型として用いて伸長するか、または、第３の核酸分子が第２の近接プローブ
の核酸ドメインを鋳型として用いて伸長する、請求項１に記載の方法。
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【請求項７】
　（ｉ）近接プローブの核酸ドメインは一本鎖であり、相補的な領域を介して直接的に相
互反応するか、または、
　（ｉｉ）少なくとも一つの近接プローブの核酸ドメインは部分的に二本鎖であり、スプ
リントオリゴヌクレオチドとハイブリダイズする一本鎖ドメインを含み、前記スプリント
オリゴヌクレオチドは工程（ｄ）で伸長される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記検体は、完全にまたは部分的にペプチドまたはタンパク質である、請求項１に記載
の方法。
【請求項９】
　前記第１および第２の近接プローブの少なくとも一方の検体結合ドメインは、抗体、ま
たはその結合断片である、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記工程（ｄ）は、３’エキソヌクレアーゼ活性をさらに含む核酸ポリメラーゼによっ
て行われ、前記核酸ポリメラーゼは工程（Ｃ）の３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素
を提供し、前記核酸ポリメラーゼはＤＮＡポリメラーゼである、請求項１～９のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素は、Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７ＤＮＡ
ポリメラーゼ、ファイ２９（Φ２９）ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩ、ＤＮ
ＡポリメラーゼＩのクレノウ断片、ピュロコックス・フリオスス（Ｐｆｕ）ＤＮＡポリメ
ラーゼ、およびピュロコックス・ヴェッセイ（Ｐｗｏ）ＤＮＡポリメラーゼからなる群の
１つ以上から選択される、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記工程（ｄ）は、３’エキソヌクレアーゼ活性を全く含まない核酸ポリメラーゼによ
って行われ、前記ポリメラーゼは、前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素の後に加
えられ、前記伸長生成物が生成されるように前記試料がさらにインキュベートされる、請
求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記核酸ポリメラーゼは、ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩのαサブユニット、ＤＮＡポリメ
ラーゼＩのクレノウｅｘｏ（-）断片、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｐｆｕ（ｅｘｏ-）ＤＮＡポ
リメラーゼ、およびＰｗｏ（ｅｘｏ-）ＤＮＡポリメラーゼからなる群から選択される、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素は、エキソヌクレアーゼＩである、請求項
１～９、１２および１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素が、前記伸長生成物を増幅する工程の前に
不活化される、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記３’エキソヌクレアーゼ活性が、熱変性によって不活化される、請求項１５に記載
の方法。
【請求項１７】
　前記熱不活化は、前記工程（ｅ）の増幅反応の第１の工程である、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記試料を前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素に接触させる前に、前記工程（
ｅ）の増幅反応のための試薬の一部または全てを前記試料に加えるか、または前記試薬の
一部または全てを、前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素と同時に前記試料に接触
させる、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項１９】
　前記試薬を前記工程（ｂ）および（ｃ）の間に加える、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記工程（ｅ）は、前記伸長生成物の伸長部位の一部分を増幅することを含む、請求項
１～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記伸長生成物の伸長部位の一部分の増幅は、前記伸長生成物の伸長部位の一部分のい
ずれかの側に配置されるプライマーを用い、前記一部分を増幅することにより実現される
、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記伸長生成物の伸長部位の前記一部分を鋳型として、前記伸長生成物の伸長部位に相
補的なパッドロックプローブをライゲーションして環状オリゴヌクレオチドを生成し、前
記環状オリゴヌクレオチドは、ローリングサークル増幅の鋳型として作用する、請求項２
０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記伸長生成物の伸長部位の前記一部分は、環状オリゴヌクレオチドのローリングサー
クル増幅のためのプライマーとして作用する、請求項２０または２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記工程（ｅ）は、ポリメラーゼ連鎖反応または定量ポリメラーゼ連鎖反応を含む、請
求項１～２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記工程（ｅ）は、定量ポリメラーゼ連鎖反応を含み、前記定量ポリメラーゼ連鎖反応
は、核酸分子とインターカレートして検出可能な信号を提供する色素を用いる、請求項２
４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記ポリメラーゼ連鎖反応で用いられる前記プライマーは、３’エキソヌクレアーゼ活
性に対する耐性を持つように修飾された形で提供され、前記プライマーは、その３’末端
に少なくとも１つの修飾ヌクレオチドを含む、請求項２４または２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記修飾ヌクレオチドは、チオホスフェイト修飾ヌクレオチド、ロックド核酸ヌクレオ
チド、２’－ＯＭｅ－ＣＥホスホロアミダイト修飾ヌクレオチド、およびペプチド核酸ヌ
クレオチドからなる一覧の１つ以上から選択される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記プライマーは、ホットスタートプライマー、および/または、前記ポリメラーゼは
、熱安定性ポリメラーゼである、請求項２４～２７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記第１および第２の近接プローブの一方または双方の核酸ドメインの一方または双方
の３’末端が、前記工程（ｄ）で伸長される、請求項１～２８のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項３０】
　前記核酸ドメインの少なくとも１つは、部分的に二本鎖である、請求項１～２９のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項３１】
　前記部分的に二本鎖の核酸ドメインは、スプリントオリゴヌクレオチドにハイブリダイ
ズされた一本鎖核酸ドメインを含む、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記スプリントオリゴヌクレオチドが、
　（ｉ）前記工程（ａ）の前に、前記近接プローブの核酸ドメインにプレハイブリダイズ
される、または
　（ｉｉ）フリーな核酸分子として別で提供される、または



(5) JP 6180940 B2 2017.8.16

10

20

30

40

50

　（ｉｉｉ）前記近接プローブよりも先に、同時に、または後で前記試料に加えられる、
または
　（ｉｖ）第３の近接プローブの核酸ドメインとして提供される、請求項３１に記載の方
法。
【請求項３３】
　前記スプリントオリゴヌクレオチドを前記工程（ｄ）で伸長して伸長生成物を形成する
、請求項３１または３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記伸長生成物を環状化してローリングサークル増幅のための鋳型を提供し、前記伸長
生成物の３’末端は、鋳型ライゲーションによって伸長生成物オリゴヌクレオチドの５’
末端にライゲーションされている、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　一方の前記核酸ドメインは伸長され、かつ前記他方の核酸ドメインにライゲーションさ
れており、前記ライゲーション反応は、請求項３１または３２に規定のスプリントオリゴ
ヌクレオチドを介したものである、請求項１に記載の方法。
【請求項３６】
　少なくとも第１および第２の近接プローブを含む近接プローブのセットを２セット以上
用いてサンプル中の２つ以上の検体を検出し、それぞれのプローブセットが独自の伸長生
成物を生成する、請求項１～３５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
　前記工程（ａ）および／または（ｂ）にクラウディング剤が含まれる、請求項１～３６
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３８】
　試料中の検体を検出するための方法に用いるキットであって、
　（ａ）それぞれが検体結合ドメインと核酸ドメインとを含み、前記検体に同時に結合す
ることが可能な第１および第２の近接プローブを少なくとも含む近接プローブのセットを
少なくとも１セットと、および
　（ｂ）３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素を含み、前記３’エキソヌクレアーゼ活
性を含む酵素は核酸を分解するという唯一の機能を有する３’エキソヌクレアーゼ酵素で
あり、
　（ｉ）前記近接プローブの核酸ドメインは一本鎖であり、相補的な領域を介して直接的
に相互反応するか、または、
　（ｉｉ）少なくとも一つの前記近接プローブの核酸ドメインは部分的に二本鎖であり、
スプリントオリゴヌクレオチドとハイブリダイズする一本鎖ドメインを含む、キット。
【請求項３９】
　前記第１および第２の近接プローブの少なくとも一方の核酸ドメインを伸長して伸長生
成物を生成するための手段をさらに含む請求項３８に記載のキット。
【請求項４０】
　前記伸長生成物を増幅および検出するための手段をさらに含む請求項３８または３９に
記載のキット。
【請求項４１】
　前記第１および第２のプローブのためのブロッキングオリゴヌクレオチドをさらに含む
請求項３８～４０のいずれか1項に記載のキット。
【請求項４２】
　前記検体のための固定化捕捉プローブまたは固定化手段を備えた捕捉プローブをさらに
含む請求項３８～４１のいずれか1項に記載のキット。
【請求項４３】
　前記３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素はエキソヌクレアーゼＩである、請求項３
８～４２のいずれか１項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中の検体のための近接プローブを用いた検出アッセイ（proximity prob
e based detection assay）（「近接アッセイ」）、とりわけ近接プローブ伸長アッセイ
（ＰＥＡ）に関する。特に、本発明は、前記方法において、全ての種類の試料で発生し、
複雑な生体試料において特に問題となる非特異性の「バックグラウンド」信号を低減する
という改善に関する。前記改善は、そのようなアッセイで３’エキソヌクレアーゼ活性を
含む成分を用いることを含む。
【背景技術】
【０００２】
　近接プローブ伸長アッセイでは、検体に結合する近接プローブが用いられ、近接プロー
ブは、検体との結合の際に近接依存的（proximity-dependent manner）に相互に作用する
核酸ドメイン（またはタグ）を有する。その相互作用によって、一般的には１つ以上の核
酸デュプレックスの形成を通じて（核酸ドメインのハイブリダイゼーションにより）前記
核酸ドメインの少なくとも１つをその３’末端から伸長させることができる。この伸長生
成物は、検出可能で、好ましくは増幅可能な核酸検出生成物または検出タグを形成し、そ
れを用いて前記検体が検出され得る。
【０００３】
　本発明では、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分が、核酸ドメインの伸長に必要な
成分、例えば、ポリメラーゼ酵素よりも先にまたは同時に加えられる。そのため、３’エ
キソヌクレアーゼ活性を含む成分は、フリーで保護されていない３’末端を持つ核酸ドメ
イン、即ち、標的検体に結合しておらず、そのため特異的な相互作用またはデュプレック
スを形成しない近接プローブ上のドメインを分解することができる。本発明において、３
’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を含めることの注目すべき効果は、ハイブリダイズ
されていないかまたは「非二重鎖」の核酸ドメインからの非特異的な伸長生成物の生成を
妨げ、アッセイの特異性および感度の双方を高めることである。本発明は、本発明の方法
で用いるための３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を含むキットも提供する。
【０００４】
　一般に、近接アッセイは「近接プロービング」の原理に依拠している。近接プロービン
グでは、検体に結合することによって互いに近づくと信号を生成させる複数（即ち、２つ
以上、一般的には２つまたは３つ）のプローブ（ゆえに「近接プローブ」）との結合によ
って検体が検出される。一般に、少なくとも一方の近接プローブは、同プローブの検体結
合ドメイン（または部位）に連結された核酸ドメイン（または部位）を含み、前記信号の
生成には、前記核酸部位の間のおよび／または他方のプローブに保持される別の官能性部
位（functional moiety）との間の相互作用が伴う。よって、信号の生成は、前記プロー
ブ間（より具体的にはそれらに保持される核酸部位／ドメインまたは他の官能性部位／ド
メイン）の相互作用に依存し、そのため必要なプローブの双方（またはそれ以上）が検体
に結合した場合にのみ起こるため、検出システムの特異性の改善につながる。近年、近接
プロービングの概念が進展してきており、現在、この原理に基づく多くのアッセイが当該
技術において知られている。例えば、「近接プローブ伸長アッセイ」または「近接伸長ア
ッセイ」（ＰＥＡ）とは、核酸ドメインの伸張、即ち、核酸分子の末端へのヌクレオチド
の鋳型付加（templated addition）を利用して、検出可能な信号を生成する特定種類のア
ッセイを意味する。
【０００５】
　近接プローブを使用する検出アッセイ、特に近接伸長アッセイは、試料中の１つ以上の
検体の存在を容易に検出可能なまたは定量可能な核酸ベースの信号に変換することによっ
て、迅速、且つ簡便に高感度でそのような検体を検出または定量することを可能し、それ
らは均質（homogeneous）または異質（heterogeneous）形式で行うことができる。
【０００６】
　当分野の近接プローブは、一般に、対で用いられ、それぞれは、標的検体への特異性を
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有する検体結合ドメインと、官能性ドメイン（functional domain）、例えば検体ドメイ
ンに連結した核酸ドメインとからなる。検体結合ドメインは、例えば、核酸「アプタマー
」であり得るか（Fredriksson et al (2002) Nat Biotech 20:473-477）、またはモノク
ロナール抗体もしくはポリクロナール抗体等のタンパク質性のものであり得る（Gullberg
 et al (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:8420-8424）。各近接プローブ対の各検体結
合ドメインは、検体上の異なる結合サイトに対する特異性を有していてもよく、その検体
は、単一分子または相互作用分子の複合体からなり得るか、または例えば、標的検体が多
量体として存在する場合には、同一の特異性を有し得る。近接プローブ対が、互いに近接
すると（それは、両方が同じ検体分子上のそれらの各サイトに結合したときに主に生じる
）、官能性ドメイン（例えば、核酸ドメイン）は相互作用することができる。本発明の文
脈では、例えば、核酸ドメインは、互いに相補的な領域を含み得る。そのため、近接プロ
ーブ対の核酸ドメインがハイブリダイズしてデュプレックスを形成し得る。１つ以上のド
メインが、通常他方の近接プローブの核酸ドメインを鋳型としたポリメリゼーション反応
によって伸長され、新たな核酸配列を形成し得る。それによって生成された新たな核酸配
列は、試料中の検体の存在または量を報告する役割を果たし、それを、例えば、リアルタ
イム定量ＰＣＲ（ｑ-ＰＣＲ）により定性的にまたは定量的に検出することができる。
【０００７】
　近接プローブを使用するアッセイは多種類存在している。例えば、ＷＯ０１／６１０３
７、米国特許第６，５１１，８０９号、およびＷＯ２００６／１３７９３２には近接伸長
アッセイが記載され、近接プローブを使用するアッセイのための異質（即ち、特定の検体
結合試薬によって検体が先ず固体基質に固定化される）および均質（即ち、溶液中）の双
方の形式が、例えば、ＷＯ０１／６１０３７、ＷＯ０３／０４４２３１、ＷＯ２００５／
１２３９６３、Fredriksson et al (2002) Nat Biotech 20:473-477、およびGullberg et
 al (2004) Proc Natl Acad Sci USA 101:8420-8424に開示されている。
【０００８】
　一般に、近接プローブは対で用いられるが、例えば、ＷＯ０１／６１０３７、ＷＯ２０
０５／１２３９６３、およびＷＯ２００７／１０７７４３には近接プローブ検出アッセイ
の変更が記載されており、それらでは３つの近接プローブを用いて単一の検体分子が検出
される。例えば、最初の２つの近接プローブの核酸ドメインとの相互作用が可能な別の核
酸ドメインを提供するために第３の近接プローブが用いられ得る。
【０００９】
　近接プローブ検出アッセイの変更に加えて、近接プローブ自体の構造の変更が、例えば
ＷＯ０３／０４４２３１に記載されており、そこでは多価の近接プローブが用いられる。
そのような多価の近接プローブは、少なくとも１つ、好ましくは２つ以上の核酸に共役し
た、少なくとも２つ、最大で１００の検体結合ドメインを含む。
【００１０】
　近接プローブを使用する検出アッセイ、特に近接伸長アッセイは、数多くの様々な用途
で、タンパク質を特異的に且つ高感度で検出するのに、例えば、低発現性タンパク質また
は存在量の少ないタンパク質の検出に非常に有用であることが証明されてきた。しかしな
がら、そのようなアッセイにも問題があり、アッセイの特異性および感度の双方に関して
改善の余地がある。
【００１１】
　例えば、上記の近接伸長アッセイのような従来の近接アッセイの感度は、２つの主たる
要因、即ち（ｉ）標的検体への検体結合ドメインの親和性、および（ｉｉ）結合していな
いプローブ、特にプローブ対のランダムな近接から生じる非特異性のバックグラウンド信
号によって制限される。検体に高い親和性を持った結合ドメインを有するプローブを用い
る場合、感度は約６０００個の分子の検出に限られる。従来、バックグラウンドの程度を
小さくするには、非常に低濃度の近接プローブを用いなければならなかった。これは、よ
り高濃度のプローブを用いることによって、親和性の低い検体結合ドメインを含むプロー
ブを補う試みを不可能にする。そのため、これはアッセイの感度および定量結果が求めら
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れ得る範囲を限定し得ることが分かった。
【００１２】
　非特異性のバックグラウンド信号を低減するための他の方法、例えば、近接プローブ上
の核酸ドメインのフリーな末端に、例えば、ディスプレイサーオリゴヌクレオチドに置き
換えられるまで結合するブロッキング試薬、例えばブロッキングオリゴヌクレオチド（bl
ocking oligonucleotide）を用いること等が提案されている。近接プローブを検体に結合
させた後にディスプレイサーオリゴヌクレオチドを加えることは、近接プローブの核酸ド
メインの相互作用が、標的検体に結合した近接プローブの場合のみ起こる可能性が高いこ
とを意味する。バックグラウンド信号を低減するための他の方法は、核酸伸長生成物の検
出を改善することに重きが置かれている。
【００１３】
　しかしながら、バックグラウンド信号の程度を改善する余地が依然あり、近接アッセイ
、特に当該技術において知られている近接伸長アッセイの上記のような制限を解消するた
めに、伸長反応の前にまたはそれと同時に３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を用い
ることによって、アッセイの特異性および感度が大幅に改善することが今回分かった。３
’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を、核酸ドメインの伸長に用いる成分、例えば、ポ
リメラーゼ酵素と同時に試料に接触させることが好ましい。特に好ましい実施形態では、
核酸ドメインの伸長に用いるポリメラーゼは、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む。
【００１４】
　近位にない核酸ドメイン（フリーで保護されていない３’末端を有するドメイン）を分
解すること、即ち、同じ標的検体に結合した近接プローブの核酸ドメインと（安定した）
配列特異性デュプレックスを形成していない核酸ドメインを分解することが可能な成分を
、アッセイに含めることによって、アッセイに存在する非特異性のバックグラウンド信号
を低減することができる。言い換えれば、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分の使用
は、不要な、望ましくない、または非特異性の伸長生成物の生成を低減することまたは抑
制することであるとみなし得る。
【００１５】
　３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分の使用は、核酸分子伸長生成物の生成に用いら
れる方法では公知であるが、試料中の検体を検出するための方法、特に、本発明の近接伸
長アッセイにおける前記活性の使用は、従来の近接プローブを使用するアッセイに比べ、
特別な予期しない利点をもたらす。
【００１６】
　一般に、近接プローブを使用するアッセイの成分は、とりわけ、アッセイにおける他の
成分の分解が回避されるように選択される。近接プローブの一部または全て、特に核酸ド
メインの劣化、破壊、または破損により、例えば潜在的な相互作用のパートナーの濃度を
低下させることによって標的検体の存在を示す信号として作用する核酸分子の生成が阻害
または妨げられると予測される。
【００１７】
　さらに、そのような活性の存在は、核酸生成物をさらに増幅する際の障害になるとみな
され得る。即ち、前記信号核酸分子または増幅反応に必要な成分の分解を回避するために
は前記活性を除去する必要があると考えられる。検体検出アッセイへのさらなる工程の追
加は、それによって方法の簡潔性が低下するため、自動化および／または高スループット
用途への適用がさらに困難になるため概して望ましいものではない。同様に、アッセイへ
の成分の追加によって試料の複雑性が増加するため、アッセイの感度を低下させ得るもの
と予測される。
【００１８】
　しかしながら、本発明の方法は、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分をＰＥＡにお
ける試料に接触させた際に見られるバックグラウンドの大幅な低減（即ち、信号対ノイズ
比の増加）に依拠するものである。特に、３’エキソヌクレアーゼ活性が、近接プローブ
の核酸ドメインを伸長するのに用いられる核酸ポリメラーゼの一部として有利に提供され
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る。あるいは、またはそれに加えて、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分は、単独の
成分として（即ち、ポリメラーゼ酵素の一部ではないかまたはそれに連結していない別個
の存在物として）提供され得る。そのため、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を、
任意の適切な形で試料に接触させることができることが分かる。
【００１９】
　理論に縛られることを望むものではないが、３’エキソヌクレアーゼ活性は、結合して
いない近接プローブのフリーで保護されていない３’末端を有する核酸ドメインを分解さ
せることができるものと理論上想定される（例えば、核酸ドメインがその５’末端によっ
て検体結合ドメインに連結され、「フリーな」３’末端が３’エキソヌクレアーゼ活性に
耐性を持つように変性されていない場合）。この点に関して、双方ともが標的検体に結合
した近接プローブの核酸ドメインの間で形成されたデュプレックスのみが安定した相互作
用を形成し得る（アッセイの条件下では、近接プローブは一度標的検体に結合すると容易
にはそれから離れないため、安定した、即ち、持続性のまたは非一過性のデュプレックス
が形成されることになる）。デュプレックスの形成は、３’エキソヌクレアーゼ活性から
近接プローブの核酸ドメインを保護する作用がある。しかしながら、標的検体に結合して
いない近接プローブは、安定したデュプレックスを形成することができない、即ち、（標
的検体に結合していない）フリーな／結合していないプローブは、他の近接プローブの核
酸ドメインまたは試料中の他の成分と一時的にしか相互反応しない（不安定で一時的な相
互反応または二重鎖を形成する）。そのため、アッセイの結合していないプローブは常に
ハイブリダイズされていない状態である可能性が高く、フリーで保護されていない３’末
端を有する核酸ドメインを含むそれらの非結合プローブは、３’エキソヌクレアーゼ成分
の基質となる。これらの結合していないプローブの核酸ドメインの分解は、結合していな
いプローブが持続可能な場合に、例えば、近接プローブの核酸ドメインまたは試料中の他
の成分との一過性のまたは非特異性の相互反応によって形成されるデュプレックスから生
じる伸長生成物によりアッセイで生じ得る非特異性の伸長生成物の生成を妨げる。
【００２０】
　近接プローブ伸長アッセイにおける非特異性のバックグラウンド信号の低減の増大は、
この３’エキソヌクレアーゼ成分の添加によってもたらされる。実施例でより詳細に示す
ように、本発明は、当該技術で知られている近接伸長アッセイと比較して大幅な進展を意
味する。驚くべきことに、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を用いる本発明の方法
においては、試料が既に高レベルのエキソヌクレアーゼ活性を含むもの、例えば血漿であ
っても、非特異性のバックグラウンド活性の低減がみとめられた。３’エキソヌクレアー
ゼ成分の添加によって、バッファー中および血漿中に標的検体を含むいずれかの試料を用
いて行われるアッセイでも同様に信号対ノイズ比の改善がもたらされたが、これは完全に
予期しないものであった。そのようなバックグラウンド信号の低下により、近接プローブ
検出アッセイの特異性および感度の双方が増加する。
【００２１】
　さらに、本明細書で開示の方法は、簡略化されたＰＥＡも含み、伸長生成物の増幅に用
いられる成分を、３’エキソヌクレアーゼを含む成分の不活化の前に、伸長アッセイの成
分と混合することができる。下記で説明するように、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む
成分は、増幅反応の特定成分、例えばＰＣＲプライマーを分解すると推測されるため、こ
れらの成分の添加は、３’エキソヌクレアーゼ活性を不活化させた後でしか行えない。し
かしながら、本明細書に開示の方法は、アッセイの双方の段階の試薬を予め混合させるこ
とを可能にする様々な成分の変更を説明する。これによって、分注工程の低減および実施
時間の短縮が好適にもたらされるため、アッセイを簡単に自動化し、誤りが低減できるよ
うになる。
【発明の概要】
【００２２】
　従って、本発明は、試料中の検体を検出するための、近接プローブ伸長アッセイでの３
’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分の使用を提供することが分かる。その後、伸長生成
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物が増幅および検出される。
【００２３】
　より具体的には、近接プローブ伸長アッセイにおける伸長生成物生成工程、より具体的
には、近接アッセイで用いる近接プローブの核酸ドメインの相互反応（そのような相互反
応は、一般的に核酸ドメインのハイブリダイゼーション、およびその後の少なくとも１つ
のドメインの伸張であり、一般的に、核酸ドメインは、一方の核酸ドメインが他方のドメ
インの伸張の鋳型となるようにハイブリダイズする）の後で、ポリメラーゼを触媒とする
伸長反応を行って伸張生成物を生成する工程の間に、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む
成分が用いられる。そのため、３’エキソヌクレアーゼ活性を有する成分は、近接プロー
ブを使用する伸張アッセイで最初の伸張生成物を生成する工程、即ち、近接プローブ伸張
アッセイにおいて近接プローブの核酸ドメインの相互反応から伸張生成物を生成する工程
に含まれる。
【００２４】
　本発明は、他の態様において、試料中の検体を検出する方法を提供する。同方法は、近
接プローブ伸張アッセイを含み、同アッセイは、アッセイの伸張工程で３’エキソヌクレ
アーゼ活性を含む成分の使用を含み、次いで、伸張生成物が増幅および検出される。
【００２５】
　本発明は、さらに他の態様において、試料中の検体を検出するための近接プローブ伸張
アッセイにおいて、非特異性の伸張生成物を低減する（または信号対ノイズ比を改善する
）方法を提供する。同方法は、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を前記アッセイの
伸張工程に含める工程を含み、次いで、特異性の伸張生成物が増幅および検出される。
【００２６】
　上記のように、近接プローブ伸張アッセイの伸張工程は、後に、検体を検出する手段と
して検出される最初の伸張生成物を生成する工程である。即ち、伸張工程は、近接プロー
ブの核酸ドメインの相互反応、具体的には、核酸ドメインのハイブリダイゼーションと、
その後の少なくとも一方のドメインを、例えば他方のドメインを鋳型として用いて伸長す
ることとに基づき伸張生成物を生成する工程である。
【００２７】
　本発明の方法および３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分は、近接プローブを使用す
るアッセイで用いるためのものであり、同プローブは近接プローブである。前記の近接プ
ローブを使用するアッセイは、当該技術で知られているアッセイの任意のもの、例えば、
上記の試料中の検体を検出するのに近接プローブを用いるものであり得る。具体的には、
前記アッセイは、ハイブリダイゼーションによる近接プローブの核酸ドメイン間の相互反
応と、それらのドメインの１つ以上の伸張の検出に基づく近接伸張アッセイである。
【００２８】
　従って、本発明は、好ましい一態様において、試料中の検体を検出するための方法であ
って、
　（ａ）それぞれが検体結合ドメインと核酸ドメインとを含み、前記検体に同時に結合す
ることが可能な少なくとも第１および第２の近接プローブの少なくとも１セットに前記試
料を接触させる工程と、
　（ｂ）前記近接プローブが前記検体に結合する際に、前記近接プローブの核酸ドメイン
を相互作用させる工程であって、前記相互作用はデュプレックスの形成を含む工程と、
　（ｃ）前記試料を、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分に接触させる工程と、
　（ｄ）前記デュプレックスの少なくとも１つの核酸ドメインの３’末端を伸長して伸長
生成物を生成する工程であって、前記工程（ｃ）と同時に又はその後に起こり得る工程と
、
　（ｅ）前記伸長生成物を増幅および検出する工程、とを含む方法を提供する。
【００２９】
　以下でより詳細に説明するように、検体結合ドメインは検体に直接または間接的に結合
し得る。
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【００３０】
　従って、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分は、近接伸張アッセイの特異性および
／または感度を伸ばすのに用いられ得ることが分かる。よって、本発明の方法は、（検体
のための）近接伸張アッセイの信号対ノイズ比を高める方法であると考えられ得る。別の
言い方をすれば、本発明の方法は、近接伸張アッセイにおける非特異性の伸張生成物の量
を低減するのに用いられ得る。あるいは、本発明は、近接伸張アッセイにおける非特異性
のデュプレックスの形成を阻害するまたは抑制する方法を提供するものとみなすことがで
きる。さらに、本発明は、近接伸張アッセイにおける結合していない近接プローブの核酸
ドメインを分解する方法を提供するものとみなすことができる。
【００３１】
　上記で簡潔に説明したように、近接伸張アッセイは、２つ以上の近接プローブが標的検
体に結合した時に、同プローブの核酸ドメインの間でデュプレックスが形成された後に、
少なくとも１つの核酸ドメインを伸張することに関する。しかしながら、同デュプレック
ス（２つの相補的な核酸ドメインのハイブリダイゼーション）は、近接プローブ上の核酸
ドメインの配向によって多岐に渡って形成され得る。
【００３２】
　図１は、近接伸張アッセイ形式の典型例を模式的に示す。これらの実施形態は下記で詳
細に説明する。なお、これらの様々な「バージョン」のＰＥＡは、本発明の範囲を限定す
ることを意図するものではない。他の変形もあり得ることは、以下の説明から当業者には
明らかであると考えられ、それらの他の変形は本発明に包含されるものとする。即ち、本
発明は、単に、少なくとも一方の近接プローブ（図に示すタンパク様分子または抗体に限
定されないが、これは本発明の好ましい態様である）が、伸張可能なフリーな３’末端を
含む核酸ドメインを有し、同伸張は、第２の近接プローブの核酸ドメインによって鋳型さ
れる得ることを要件とする。この点に関して、以下でより詳細に説明するように、近接プ
ローブの核酸ドメインは一本鎖または部分的に二本鎖であり得るが、ハイブリダイゼーシ
ョンによる相互反応に前記ドメインの一本鎖領域が用いられるように構成されている。各
近接プローブの核酸ドメインは、一般的な「スプリント」核酸分子にそれぞれハイブリダ
イズすることによって相互反応することもあるため、デュプレックスを間接的に形成し得
る。そのため、上記の方法の工程（ｂ）では、デュプレックスを形成するための核酸ドメ
インの相互反応は、直接的または間接的であり、近接プローブの検体結合ドメインに連結
された核酸ドメインは互いにハイブリダイズしてデュプレックスを直接形成するか、また
はそれらは別の核酸分子にそれぞれハイブリダイズしてデュプレックスを間接的に形成し
得る。そのような別の核酸分子は、部分的に二本鎖の核酸ドメインの第２の鎖であるとみ
なすことができ、近接プローブの検体結合ドメインに連結した核酸分子の少なくとも一領
域にハイブリダイズして（その１つの鎖を介して連結された部分的に二本鎖の核酸ドメイ
ンを形成する）、他方の近接プローブの核酸ドメインの一領域に相補的な末端（例えば３
’）一本鎖領域を残すため、前記他方の近接プローブの核酸領域とのハイブリダイゼーシ
ョンによる相互反応が可能となる。あるいは、別の近接プローブの核酸ドメインとして「
スプリント」を提供してもよい。
【００３３】
　図１のバージョン１は、「従来」の近接伸張アッセイを示す。各近接プローブの核酸ド
メイン（矢印で示す）は、その５’末端により検体結合ドメイン（逆「Ｙ」字で示す）に
結合しており、フリーな３’末端を２つ残している。それらの近接プローブが、検体上（
検体は図示せず）にあるそれぞれの検体結合標的に結合すると、プローブの（それらの３
’末端で相補的な）核酸ドメインは、ハイブリダイゼーションにより相互反応できるよう
になる、即ちデュプレックスの形成ができるようになる。例えば、核酸ポリメラーゼ酵素
の添加によって、他方の近接プローブの核酸ドメインを用いて伸長を鋳型することにより
各核酸ドメインを伸長することが可能となる。本発明の方法によれば、伸張生成物が特異
的に増幅および検出されることによって、標的検体が検出され得る。
【００３４】
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　図１のバージョン２は、他の近接伸張アッセイを示す。第１の近接プローブの核酸ドメ
インが、その５’末端により検体結合ドメインに結合し、第２の近接プローブの核酸ドメ
インが、その３’末端により検体結合ドメインに結合している。そのため、第２の近接プ
ローブの核酸ドメインはフリーな５’末端（鈍頭矢印で示す）を有するが、それは、一般
的な核酸ポリメラーゼ酵素（３’末端のみを伸張する）を用いて伸長することができない
。第２の近接プローブの３’末端は効果的に「ブロック」されている。即ち、それは「フ
リー」ではなく、また、検体結合ドメインに結合し、それゆえに検体結合ドメインによっ
てブロックされているため伸張させることができない。この実施形態において、近接プロ
ーブが検体上にあるそれぞれの検体結合標的に結合すると、それらの３’末端で相補的な
領域を共有するプローブの核酸ドメインは、ハイブリダイゼーションにより相互反応でき
るようになる、即ちデュプレックスを形成できるようになる。しかしながら、バージョン
１とは対照的に、第２の近接プローブの核酸ドメインを鋳型として用いて伸長できるのは
第１の近接プローブの核酸ドメイン（フリーな３’末端として）だけであり得る。上記と
同様に、伸張生成物が増幅および検出されることによって、標的検体が検出され得る。
【００３５】
　バージョン２と同様に、図１のバージョン３では、第１の近接プローブの核酸ドメイン
が、その５’末端により検体結合ドメインに結合し、第２の近接プローブの核酸ドメイン
がその３’末端により検体結合ドメインに結合している。そのため、第２の近接プローブ
の核酸ドメインは、フリーな５’末端（鈍頭矢印で示す）を有するが、それは伸長するこ
とができない。しかしながら、この実施形態では、それぞれが近接プローブの検体結合ド
メインに結合した核酸ドメインは相補的な領域を有してないため、デュプレックスを直接
形成することができない。その代わりに、各近接プローブの核酸領域と相同の領域を有す
る第３の核酸分子が提供され、それが核酸ドメイン間の「分子ブリッジ」または「スプリ
ント」として作用する。この「スプリント」オリゴヌクレオチドは、核酸ドメイン間の隙
間を埋め、核酸ドメインが間接的に相互反応できるようにする。即ち、各核酸ドメインは
スプリントオリゴヌクレオチドとデュプレックスを形成する。そのため、近接プローブが
検体上にあるそれぞれの検体結合標的に結合すると、プローブの核酸ドメインはハイブリ
ダイゼーションにより相互反応する、即ち、スプリントオリゴヌクレオチドとデュプレッ
クスを形成する。そのため、第３の核酸分子またはスプリントを、一方の近接プローブに
設けられた部分的に二本鎖の核酸ドメインの第２の鎖とみなすことができるのが分かる。
例えば、一方の近接プローブは、一方の鎖の３’末端を介して検体ドメインに結合し、他
方の結合していない鎖がフリーな３’末端を有する部分的に二本鎖の核酸ドメインを備え
得る。そのため、そのような核酸ドメインは、フリーな３’末端を持つ末端一本鎖領域を
有する。本実施形態では、第１の近接プローブの核酸領域（フリーな３’末端として）は
、「スプリントオリゴヌクレオチド」（または他方の核酸領域の一本鎖３’末端領域）を
鋳型として用いて伸長してもよく、好適には、第２の近接プローブの核酸ドメインの５’
末端（具体的には結合された鎖の５’末端、あるいは核酸ドメインの二本鎖部の５’末端
）に連結されてもよい。あるいは、またはそれに加えて、第１の近接プローブの核酸領域
を鋳型として用いて、スプリントオリゴヌクレオチドのフリーな３’末端（即ち、結合さ
れていない鎖、または３’一本鎖領域）を伸長してもよい。上記と同様に、伸張生成物が
増幅および検出されることによって、標的検体が検出され得る。
【００３６】
　上記の説明から明らかなように、一実施形態では、スプリントオリゴヌクレオチドがア
ッセイの別個の成分として提供され得る。即ち、反応混合物にそれが別途添加され得る（
即ち、近接プローブとは別に、検体を含む試料に添加される）。それにも関わらず、スプ
リントオリゴヌクレオチドは、近接プローブの一部である核酸分子にハイブリダイズし、
同ハイブリダイゼーションはそのような核酸分子と接触した際に起こるため、別個で加え
られるものの、部分的に二本鎖の核酸ドメインの鎖であるとみなし得る。あるいは、スプ
リントは、近接プローブの核酸ドメインの１つとプレハイブリダイズされ得る、即ち、近
接プローブを試料に接触させる前にハイブリダイズされ得る。この実施形態では、スプリ
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ントオリゴヌクレオチドを直接、近接プローブの核酸ドメインの一部としてみなすことが
できる。即ち、核酸ドメインは、部分的に二本鎖の核酸分子で、例えば、近接プローブは
二本鎖の核酸分子を検体結合ドメインに連結させ（好ましくは、核酸ドメインが一本鎖に
よって検体結合ドメインに連結される）、その核酸分子を修飾して、（他方の近接プロー
ブの核酸ドメインとハイブリダイズ可能な一本鎖オーバーハング（over hang）を有する
）部分的に二本鎖の核酸ドメインを生成することにより生成され得る。そのため、本明細
書で定義する近接プローブの核酸ドメインの伸張は、「スプリント」オリゴヌクレオチド
の伸張も包含する。スプリントオリゴヌクレオチドの伸張から伸張生成物が生じた場合、
得られた伸張核酸鎖が、核酸分子の２つの鎖の相互反応（２つの核酸鎖のハイブリダイゼ
ーション）によってのみ近接プローブ対に連結していることが好適である。そのため、こ
れらの実施形態では、例えば、温度を上げる、塩濃度を下げる等の変性条件を用いて伸張
生成物が近接プローブ対から分離され得る。これは、標的検体が固体基材に結合されてい
る異質形式で特に有用である。何故なら、例えば、固定化された検体に結合した近接プロ
ーブは固相状態であり得るのに対して、伸張生成物は変性後液相状態であり得るため、伸
張生成物をアッセイの他の成分から容易に分離することができるためである。
【００３７】
　図１のバージョン３に示すスプリントオリゴヌクレオチドは、第２の近接プローブの核
酸ドメイン全体に対して相補的であるように図示されているが、これは単に一例であり、
スプリントは、近接プローブの核酸ドメインの末端（または末端付近）とデュプレックス
を形成することができれば、即ち、以下でさらに定義するように隙間を埋められさえすれ
ば十分である。
【００３８】
　他の実施形態では、ＷＯ２００７／１０７７４３（参照により本明細書に含まれる）に
記載されているように、スプリントオリゴヌクレオチドを第３の近接プローブの核酸ドメ
インとして提供してもよい。同文献は、これによって近接プローブアッセイの感度および
特異性をさらに改善させることができることが示されている。
【００３９】
　図１のバージョン４は、バージョン１の変更版であり、第１の近接プローブの核酸ドメ
インは、その３’末端に、第２の近接プローブの核酸ドメインに対して完全には相補的で
はない配列を含む。そのため、それらの近接プローブが検体上にあるそれぞれの検体結合
標的に結合すると、プローブの核酸ドメインは、ハイブリダイゼーションにより相互反応
可能になる、即ち、デュプレックスを形成できるようになるが、第１の近接プローブの核
酸ドメインの３’最末端（extreme 3'end）（フリーな３’ヒドロキシル基を含む核酸分
子の部位）はハイブリダイズすることができないため、ハイブリダイズされていない一本
鎖の「フラップ（flap）」として存在する。例えば、核酸ポリメラーゼ酵素を加える際に
、第２の近接プローブの核酸ドメインのみが、第１の近接プローブの核酸ドメインを鋳型
として用いて伸長され得る。上記と同様に、伸張生成物が特異的に増幅および検出される
ことによって、標的検体が検出され得る。
【００４０】
　本実施形態では、第１の近接プローブの核酸ドメインの３’末端における１つ以上のヌ
クレオチドに、例えば、３’エキソヌクレアーゼ活性に対する耐性を持たせるように変性
するのが有用であり得る。好適な変性は下記でさらに説明する。第１の近接プローブの核
酸ドメインが３’エキソヌクレアーゼ活性に対する耐性を持っていれば、第２の近接プロ
ーブの核酸ドメインのみが伸張され得る。それに対して、もし第１の近接プローブの核酸
ドメインが３’エキソヌクレアーゼ活性の影響を受け易ければ、「フラップ」が分解され
、第２の近接プローブの核酸ドメインに完全にハイブリダイズ（アニール）した３’末端
が得られる。そのため、第１の近接プローブの核酸ドメインも、第２の近接プローブの核
酸ドメインをテンプレートとして用いて伸長され得る。
【００４１】
　図１に示す最後の実施形態、即ち、バージョン５は、バージョン３の変更版であるとみ
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なすことができる。しかしながら、バージョン３とは異なり、双方の近接プローブの核酸
ドメインは、それらの５’末端によってそれぞれの検体結合ドメインに結合されている。
この実施形態では、核酸ドメインの３’末端は互いに相補的ではないため、近接プローブ
の核酸ドメインは相互反応できないかまたはデュプレックスを直接形成することができな
い。その代わりに、各近接プローブの核酸ドメインと相同の領域を有し、核酸ドメインの
間で「分子ブリッジ」または「スプリント」として作用する第３の核酸分子が提供される
。この「スプリント」オリゴヌクレオチドによって、核酸ドメイン間のギャップが埋めら
れるため、核酸ドメインは間接的に相互反応できるようになる。即ち、各核酸ドメインは
、スプリントオリゴヌクレオチドとデュプレックスを形成する。そのため、近接プローブ
が検体上にあるそれぞれの検体結合標的に結合すると、プローブの核酸ドメインのそれぞ
れはハイブリダイゼーションにより相互作用する、即ち、スプリントオリゴヌクレオチド
とデュプレックスを形成する。そのため、バージョン３と一致して、第３の核酸分子また
はスプリントは、一方の近接プローブに設けられた部分的に二本鎖の核酸領域の第２の鎖
であるとみなせ得る。好ましい実施例において、一方の近接プローブは、一方の鎖の５’
末端を介して検体結合ドメインに結合し、他方の（結合されていない）鎖がフリーな３’
末端を有する、部分的に二本鎖の核酸ドメインを備え得る。そのため、そのような核酸ド
メインは、少なくとも１つのフリーな３’末端を有する末端一本鎖領域を有する。本実施
形態では、「スプリントオリゴヌクレオチド」を鋳型として用いて、第２の近接プローブ
の核酸ドメインが（フリーな３’末端として）伸張され得る。あるいは、またはそれに加
えて、第２の近接プローブの核酸ドメインを鋳型として用いて、スプリントオリゴヌクレ
オチドのフリーな３’末端（即ち、結合していない鎖、または第１の近接プローブの３’
一本鎖領域）が伸張され得る。上記と同様に、伸張生成物が増幅および検出されることに
よって、標的検体が検出され得る。
【００４２】
　バージョン３に関連して上述したように、スプリントオリゴヌクレオチドは、アッセイ
の別の成分として提供され得る。他方、スプリントオリゴヌクレオチドは、近接プローブ
の一部である核酸分子にハイブリダイズし、同ハイブリダイゼーションは、そのような核
酸分子と接触した際に起こるため、別で添加されるにも関わらず、部分的に二本鎖の核酸
ドメインの鎖であるとみなせ得る。あるいは、スプリントは、近接プローブの核酸ドメイ
ンの１つにプレハイブリダイズされ得る、即ち、近接プローブを試料に接触させる前にハ
イブリダイズされる。この実施形態では、スプリントオリゴヌクレオチドを、近接プロー
ブの核酸ドメインの一部として直接みなすことができる。即ち、核酸ドメインは、部分的
に二本鎖の核酸分子で、例えば、近接プローブは、二本鎖の核酸分子を検体結合ドメイン
に連結させ（好ましくは、核酸ドメインが一本鎖によって検体結合ドメインに連結されて
いる）、その核酸分子を変性して、（他方の近接プローブの核酸ドメインにハイブリダイ
ズ可能な一本鎖オーバーハングを有する）部分的に二本鎖の核酸ドメインを生成すること
により生成され得る。そのため、本明細書で定義する近接プローブの核酸ドメインの伸張
は、「スプリント」オリゴヌクレオチドの伸張も包含する。スプリントオリゴヌクレオチ
ドの伸張から伸張生成物が生じた場合、得られた伸張核酸鎖が、核酸分子の２つの鎖の相
互反応（２つの核酸鎖のハイブリダイゼーション）によってのみ近接プローブ対に対して
連結していることが好適である。そのため、これらの実施形態では、例えば、温度を上げ
る、塩濃度を下げる等の変性条件を用いて伸張生成物が近接プローブ対から分離され得る
。これは、標的検体が固体基質に結合されている異質形式で特に有用である。何故なら、
例えば、固定化された検体に結合した近接プローブは固相状態であり得るのに対して、伸
張生成物は変性後液相状態であり得るため、伸張生成物をアッセイの他の成分から容易に
分離することができるためである。
【００４３】
　図１のバージョン５に示すスプリントオリゴヌクレオチドは、第１の近接プローブの核
酸ドメイン全体に対して相補的であるように図示されているが、これは単に一例であり、
スプリントは、近接プローブの核酸ドメインの末端（または末端付近）とデュプレックス
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を形成することができれば、即ち、以下でさらに定義するように隙間を埋めれさえすれば
十分である。
【００４４】
　他の実施形態では、ＷＯ２００７／１０７７４３（参照により本明細書に含まれる）に
記載されているように、スプリントオリゴヌクレオチドが第３の近接プローブの核酸ドメ
インとして提供され得る。同文献には、これによって近接プローブアッセイの感度および
特異性をさらに改善させることができることが示されている。
【００４５】
　上記から、複数の異なる近接伸張アッセイが存在し、それらの全ては、２つ（またはそ
れ以上）の近接プローブが検体に結合した時にそのようなプローブが相互反応し、それに
より伸張可能な３’末端（鋳型伸張の場合は）を含む核酸デュプレックスが形成されるこ
とに依拠していることが分かる。そのため、プローブ（より具体的には、スプリントオリ
ゴヌクレオチドを含む、それらの核酸ドメインのそれぞれ）間の相互反応は近接依存的で
あり、検出プローブが検体上で共に結合されることによって、それら（より具体的には、
それらの核酸ドメイン）が相互反応するように互い近づけられる。従って、相互作用（ま
たはそれらか生じる伸張生成物）を検出することによって、検体が検出され得る。本発明
の方法では、近接プローブは、互いに（直接または間接的に）ハイブリダイズすることに
よって相互反応し、１つ以上の核酸分子の伸張を可能にし得る。この伸張によって、お互
いが結合したまたは統合した２つの近接プローブの核酸ドメインが得られ、スプリントオ
リゴヌクレオチド（近接プローブの核酸ドメインの一部を形成し得る）がこの相互反応（
結合）を援助または仲介する。伸張（該当する場合は結合）は、伸張生成物および／また
は結合生成物（相互反応生成物）を検出することによって検出され得る。
【００４６】
　理論に縛られることを望むものではないが、本発明の方法は、結合していない近接プロ
ーブの核酸ドメインのフリーで保護されていない３’末端を分解する３’エキノヌクレア
ーゼ活性を含む成分の添加に依拠していると考えられる。そうでなければ、前記結合して
いないプローブの核酸ドメインは、非特異的におよび／または過渡的に（一時的に）他の
結合していない近接プローブまたはアッセイの他の成分に結合して、非特異性の／バック
グラウンドの伸張生成物を生成し、検体の検出を妨げると考えられる。
【００４７】
　エキノヌクレアーゼは、ホスホジエステル結合を３’末端または５’末端のいずれかで
加水分解してポリヌクレオチド鎖の末端からヌクレオオチドを１個づつ切断することによ
って作用する酵素である。そのため、エキノヌクレアーゼは、５’または３’エキノヌク
レアーゼのいずれかとして存在し、その学術用語は、切断が開始された末端を意味する。
即ち、３’エキノヌクレアーゼは、３’から５’方向の核酸分子を分解する。数多くの種
類のエキノヌクレアーゼ酵素の存在が知られており、それらはＤＮＡおよび／またはＲＮ
Ａを分解し、二本鎖または一本鎖核酸に作用し得る。例えば、真核生物および原始核生物
の双方に存在する、ｍＲＮＡのターンオーバーのための５’ＲＮＡエキノヌクレアーゼや
、３’から５’方向の一本鎖ＤＮＡを分解する大腸菌由来のエキノヌクレアーゼＩ等、エ
キノヌクレアーゼは独立した存在物（核酸を分解させるという唯一の機能を有する別個の
酵素）であるが、多くのエキノヌクレアーゼ活性は、複数の機能を有する酵素に起因し、
例えば、多くのＤＮＡポリメラーゼは、３’および／または５’エキノヌクレアーゼ活性
（大腸菌由来のＤＮＡポリメラーゼＩ）も含む。
【００４８】
　そのため、本発明の方法で用いる３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は、核酸をそ
の３’末端から分解可能な任意の要素を含む。本発明の好ましい態様において、３’エキ
ノヌクレアーゼ活性を含む成分は、特別に一本鎖核酸に作用する。即ち、二本鎖核酸に対
してよりも、一本鎖核酸分子に対する作用が大きく、一本鎖核酸分子に対して、例えば少
なくとも２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、または１００倍作用する。
【００４９】
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　エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は、結合していない近接プローブ、即ち、標的検体
に結合していないプローブの核酸ドメインを完全にまたは部分的に分解可能でなければな
らず、それらの核酸ドメインは、フリーな保護されていない３’末端を有する。下記で説
明するように、近接プローブの核酸ドメインは、ワトソン－クリック型または同様の塩基
対相互作用に加わることのできる任意のヌクレオチド残基からなり得る。しかしながら、
核酸ドメインがＤＮＡを含む実施形態では、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分はＤ
ＮＡに作用し、ＲＮＡに対するよりも、ＤＮＡに対する作用が大きいことが好ましく、例
えば、ＲＮＡよりもＤＮＡに対して少なくとも２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍
、５０倍、または１００倍作用する。同様に、核酸ドメインがＲＮＡを含む実施形態では
、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分がＲＮＡに作用し、ＤＮＡに対するよりも、Ｒ
ＮＡに対する作用が大きいことが好ましく、例えば、ＤＮＡよりもＲＮＡに対して少なく
とも２倍、３倍、４倍、５倍、１０倍、２０倍、５０倍、または１００倍作用する。
【００５０】
　本発明の一態様において、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は酵素である。特に
好ましい実施形態では、同酵素が、３’エキノヌクレアーゼ活性をさらに含み、核酸分子
の３’末端を伸張可能な核酸ポリメラーゼである。具体的には、３’エキノヌクレアーゼ
活性を含む成分は、Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７ＤＮＡポリメラーゼ、ファイ２９（Φ
２９）ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩ、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断
片、ピュロコックス・フリオスス（Ｐｆｕ）ＤＮＡポリメラーゼ、および／またはピュロ
コックス・ヴェッセイ（Ｐｗｏ）ＤＮＡポリメラーゼからなる群の１つ以上から選択され
得る。そのため、いくつかの実施形態では、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は超
好熱性酵素、特に、ＰｆｕＤＮＡポリメラーゼまたはＰｗｏＤＮＡポリメラーゼ等の３’
エキノヌクレアーゼ活性を含む超好熱性ポリメラーゼであり得る。
【００５１】
　超好熱性酵素は、一般に超好熱性生物、即ち、（ほとんどの好熱性生物が一般的に７０
℃付近で最適に成長するのと比較して）９０℃を超える高温、例えば１００℃付近で最適
に成長する生物に由来するかまたは得られる酵素である。超好熱性ポリメラーゼ（または
より具体的には超好熱性生物に由来するポリメラーゼ）は、通常の生体温度よりも高い温
度、例えば、４０℃超、５０℃超、６０℃超、または７０℃超、一般的には６０℃超また
は７０℃超等の、３７℃超で最適な酵素作用を有し得る。有意には、そのような酵素は、
室温等のより低い温度、例えば２５℃または３０℃では活性が小さいかまたは低いことが
好ましい。温度が少なくとも４５℃または５０℃に達するまでポリメラーゼ活性が小さい
ことが特に好ましい。そのような酵素は、極端な温度条件で生息する生物、例えば、古細
菌（ピュロコックス・フリオススやピュロコックス・ヴェッセイ等）で確認されている。
これらの生物に由来する酵素でとりわけ対象となるが、多くの分子生物学技術、特にＰＣ
Ｒの開発で有用であったポリメラーゼ酵素である。自然の超好熱性酵素ばかりでなく、温
度の最高限度が高い熱安定性酵素を変性して、室温では活性が小さいかまたは低いという
特性を付与し、自然の超好熱性酵素と同一のまたは同様の特性、具体的には、同一のまた
は同様の温度活性プロフィール、即ち、温度の最高限度が高く（例えば、５０℃超、５５
℃超、または６０℃超）、室温（または３０℃、３７℃、または４０℃等のより低い温度
）では活性が低いかまたは小さいという特性が組み合わさった酵素を形成してもよい。そ
のような変性ポリメラーゼ酵素としては、例えば、Ｔａｑポリメラーゼのいわゆる「ホッ
トスタート」誘導体が挙げられ、それは、例えば約５０℃で活性を始める。本明細書で用
いる「超好熱性ポリメラーゼ」という用語には、自然の酵素だけではなくそのような変性
誘導体の全ても含まれ、自然の超好熱性ポリメラーゼ酵素の誘導体も含まれる。本願の方
法で用いるのに特に好ましい超好熱性酵素としては、ＰｆｕＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｗｏ
ＤＮＡポリメラーゼ、およびその誘導体（例えば、配列が修飾された誘導体）または変異
体があげられる。特定の実施形態では、超好熱性ポリメラーゼが有利かまたは好ましいが
、そのような酵素を用いる必要なく、他の実施形態では、任意の超好熱性または熱安定性
ポリメラーゼ（高温で安定性を示すか、温度の最高限度が高い任意のポリメラーゼ酵素）
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、例えばＴａｑポリメラーゼが用いられ得る。
【００５２】
　他の実施形態では、近接プローブの核酸ドメイン（および／またはスプリントオリゴヌ
クレオチド）の伸張のためのポリメラーゼ活性は、３’ エキノヌクレアーゼ活性が最低
限かまたはそれを有さない酵素、例えば、大腸菌由来のＤＮＡポリメラーゼＩＩＩのαサ
ブユニット、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウｅｘｏ（-）断片、Ｔａｑポリメラーゼ、
Ｐｆｕ（ｅｘｏ-）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｗｏ（ｅｘｏ-）ＤＮＡポリメラーゼ等によっ
て提供され、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は別の存在物として、例えば、３’
エキノヌクレアーゼ活性を含む別の酵素として提供され得る。そのため、３’エキノヌク
レアーゼ活性が最低限かまたはそれを有さないポリメラーゼ酵素は、超好熱性ポリメラー
ゼまたは熱安定性ポリメラーゼであり得る。さらなる実施形態では、３’エキノヌクレア
ーゼ活性を含む成分は複数の形体で、即ち、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む２つ以上
の成分を、例えば、ポリメラーゼ酵素の一部として、またその主たる機能が３’エキノヌ
クレアーゼ活性である独立した酵素として提供され得る。本発明の一態様では、３’エキ
ノヌクレアーゼ活性を含む成分はエキノヌクレアーゼＩである。
【００５３】
　３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は、近接プローブの核酸ドメインが相互作用し
た後、即ちデュプレックスを形成した後、核酸ドメインの伸張に必要な成分よりも先にま
たは同時に試料に接触させることが有利である。この点に関して、近接プローブの核酸ド
メインは、標的検体への結合に際して相互反応できるように、試料との接触に際して少な
くとも部分的に一本鎖でなければならない。そのため、３’エキノヌクレアーゼ活性を含
む成分が、前記のデュプレックスの形成よりも前に存在（活性状態で存在）していた場合
、全ての近接プローブのフリーで保護されていない３’末端を有する核酸ドメインは分解
の影響を受け易くなり得る。それに対して、標的検体に結合した近接プローブの間でデュ
プレックスが一度形成されると、分解の対象となるのは結合していない近接プローブの核
酸ドメインのみとなる。上記のように、標的検体に結合していないプローブは安定したデ
ュプレックスを形成しないが、それらは他の結合していないプローブまたは試料の他の成
分と相互作用することがあり、これらの相互作用は一過性（一時的）なものである可能性
が高い。これは、これらのプローブの核酸ドメインが、３’エキノヌクレアーゼ活性を含
む成分のために利用可能な基質となることを意味する。
【００５４】
　３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分を、核酸ドメインの伸張に必要な成分と同時に
試料に接触させる場合、例えば、ポリメラーゼ酵素が３’エキノヌクレアーゼ活性を含む
場合、伸張と分解とが同時に起こることになる。
【００５５】
　３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分を、核酸ドメインの伸張に必要な成分よりも先
に試料に接触させた場合、例えば、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む（が実質的なまた
は検出可能なポリメラーゼ活性を含まない）独立した酵素を試料に接触させた場合は、伸
張反応の前に、結合していないプローブのフリーで保護されていない３’末端を有する核
酸ドメインが分解され、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分が不活化（例えば、除去
、抑制、または変性）され得る。しかしながら、３’エキノヌクレアーゼ活性は伸張工程
の間維持され得る。
【００５６】
　一実施形態において、増幅工程に必要な成分の分解を防ぐために、伸張生成物を増幅す
る工程の前に３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分が不活化される。「不活化」という
用語は、例えば、熱によって同成分を抑制する、変性する、または試料から物理的に除去
することを意味する。この点に関して、３’エキノヌクレアーゼ活性のみを不活化させれ
ばよい。
【００５７】
　例えば、伸張生成物がＰＣＲによって増幅される場合、標準の修飾されていないプライ
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マー（フリーで保護されていない３’末端を有するもの）が、３’エキノヌクレアーゼの
基質となり得る。この活性を不活化できなければ、これらのＰＣＲ試薬の分解がもたらさ
れ、増幅は生じないかまたは制限され得る。
【００５８】
　好ましい実施形態では、増幅反応用の試薬の一部または全てが３’エキノヌクレアーゼ
活性を含む成分に接触させる前に、試料に加えられる。特に好ましい実施形態では、前記
試薬が上記で定義の工程（ｂ）および（ｃ）の間に加えられる。あるいは、増幅反応用の
試薬の一部または全てが、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分と時同じく、即ち同時
に試料に加えられる。
【００５９】
　一実施形態において、前記プライマーは、３’エキノヌクレアーゼ活性に対する耐性を
持つように修飾された形で提供される。核酸分子または核酸分子内に含まれるヌクレオチ
ドを修飾してエキノヌクレアーゼによる分解を防止することは当該技術では公知であり、
保護された末端、例えば３’末端における１つ以上の残基の修飾が一般的に用いられる。
本発明の方法では、３’エキノヌクレアーゼ活性からの保護に適した任意の修飾が用いら
れ得る。この点に関して、本発明で用いるプライマーは、その３’末端に少なくとも１つ
の修飾ヌクレオチドを含むことが好ましい。例えば、前記修飾は、チオホスフェイト修飾
ヌクレオチド、ロックド核酸ヌクレオチド（隔絶されたＲＮＡヌクレオチド（inaccessib
le RNA nucleotide）、２’－ＯＭｅ－ＣＥホスホロアミダイト修飾ヌクレオチド、また
はペプチド核酸ヌクレオチドからなるリストの１つ以上から選択され得る。
【００６０】
　本発明の方法の伸張生成物を増幅する工程では、（参照により本明細書に含まれるKabo
ev et al., 2000, Nuc. Acids Res., 28(21), pp. e94に記載の）「ホットスタート」プ
ライマーを用いることが有利である。ホットスタートプライマーは、その５’末端および
３’末端の相補領域によるステムループ構造を含むオリゴヌクレオチドプライマーである
。この点に関して、前記プライマーは、標的配列（伸張生成物における特定の領域）に相
補的であるように設計され、プライマーの５’末端に少なくとも５～６個のヌクレオチド
が加えられ、それらがプライマーの３’末端に相補的な配列を形成する。低温、例えば、
反応の成分が混合される温度および／または伸張反応が実施される温度では、プライマー
はステムループ構造を形成するため、伸張生成物の増幅のための効率的なプライマーとし
て作用することができない。しかしながら、ＰＣＲのアニーリング温度まで加熱した後で
は、前記プライマーはリニア構造を得るため、プライマー伸張（増幅）を開始することが
できる。ホットプライマーの使用は、ＰＣＲプライマーによる本発明の方法の近接プロー
ブ間の相互反応の妨害を防止し、前記プライマーを３’エキノヌクレアーゼ活性からさら
に保護すると考えられる。
【００６１】
　本明細書において、「増幅する」または「増幅された」という用語は、概して、試料中
の標的検体の存在を知らせる手段として、アッセイにおける伸張生成物またはその一部の
複製の数を増やす任意の手段を含むものとして用いられている。例えば、当該技術におい
て知られている任意の増幅手段、例えば、ＰＣＲ、ＬＣＲ、ＲＣＡ、ＭＤＡ等が本発明の
方法で利用され得る。試料中の標的検体が多量がどうかに応じて、伸張生成物の濃度が２
倍となるように、即ち、増幅の前に存在した複製の数の２倍となるように、伸張生成物ま
たはその一部を増幅することが必要になり得る。あるいは、複製の数を数桁倍増加させる
ことが好ましい場合がある。いくつかの実施形態では、増幅によって、試料中の伸張生成
物またはその一部の量が元の量の少なくとも２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍
、９倍、１０倍、１５倍、２０倍、５０倍、または７５倍となる。さらに好ましい実施形
態では、試料中の伸張生成物またはその一部の量が元の量の少なくとも１０2倍、１０3倍
、１０4倍、１０5倍、１０6倍、１０7倍、１０8倍、１０9倍、１０10倍等になるように伸
張生成物を増幅することが好ましい場合がある。
【００６２】
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　試料が標的検体を含むか否かを確認するために、伸張性生物の全てを伸張する必要がな
いことが分かる。伸張反応が生じる前に試料中に存在していなかった伸張生成物の一部の
みを増幅する必要がある。例えば、伸張生成物は事実上２つの部位、即ち、近接プローブ
（またはスプリント）の核酸ドメインを構成していたヌクレオチド配列を含む第１の「古
い」部位（既存部位）と、鋳型伸長反応によって生成されたヌクレオチド配列を含む第２
の「新しい」部位（伸長部位）とを含む。第２の「新しい」または「伸長」部位の検出に
よって、標的検体の検出が可能となる。即ち、もし検体が存在しなければ伸長は起こらな
いため、「新しい」または「伸長」部位が存在することはない。そのため、本発明の好ま
しい態様では、伸長生成物を増幅する工程は、伸長生成物の伸長部位の一部分を増幅する
ことを含む。
【００６３】
　伸長部位の一部分は、試料中に存在する他の配列と区別できるように十分な大きさを有
している必要がある。事実上、伸長生成物の伸長部位の前記部分は、標的検体の存在に対
応する独自の識別子または信号として作用する。そのため、さもなければ試料中に存在し
ないヌクレオチド配列を前記部分が含む場合、試料中の標的検体の存在および数を知らせ
るには、その配列を増幅すれば十分である。
【００６４】
　そのため、前記部分は、少なくとも８、好ましくは少なくとも９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０個のヌクレオチドを含み得る。伸長生
成物の伸長部位の部分は、一般的には約８～約１０００ヌクレオチド長の範囲内にあり得
る。特定の実施形態では、それらは、約８～約２５０ヌクレオチド長を含む約８～約５０
０ヌクレオチド長の範囲、例えば、約１２～約１５０ヌクレオチド長、約１４～約１３０
ヌクレオチド長、約１６～約１１０ヌクレオチド長、約８～約９０ヌクレオチド長、約１
２～約８０ヌクレオチド長、約１４～約７５ヌクレオチド長、約１６～約７０ヌクレオチ
ド長、約１６～約６０ヌクレオチド長等の約８～約１６０ヌクレオチド長の範囲にあり得
る。特定の代表的な実施形態では、伸長生成物の伸長部位は、約１０～約８０ヌクレオチ
ド長、約１２～約７５ヌクレオチド長、約１４～約７０ヌクレオチド長、約３４～約６０
ヌクレオチド長の範囲、およびそれらの範囲間の任意の長さであり得る。
【００６５】
　伸長生成物全体、即ち既存部位と伸長部位の双方が増幅され得ることが予見されるが、
増幅生成物は、伸長生成物の伸長部位の少なくとも一部を含んでいれば十分である。本発
明の一態様では、プライマーは、伸張生成物の伸長部位の部分の何れかの側に配置され、
その部分が、例えばＰＣＲによって増幅されるように設計され、（伸長生成物の前記部分
を含む）増幅生成物が下記のように検出され得る。本発明の他の態様では、伸長生成物の
伸長部位の前記部分は、例えば、（本明細書の他の箇所に記載の）環状オリゴヌクレオチ
ド（circular oligonucleotide）を形成するパッドロックプローブのライゲーションの鋳
型を形成して、例えば、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）によるその配列の増幅によっ
て、伸長生成物の伸長部位の前記部分に対応する配列の複製を複数含む増幅生成物がもた
らされ得る。伸長生成物、より具体的にはその一部がこのようにして増幅され得る。ある
いは、またはそれに加えて、伸長生成物の伸長部位の前記部分は、伸長生成物の伸長部位
に相補的な配列を含む環状オリゴヌクレオチドをローリングサークル増幅するためのプラ
イマーとして作用し得る。上記のように、得られた生成物は、伸長生成物の伸長部位の前
記部分に対応し、下記の様に検出され得る配列の複製を複数含み得る。そのため、本実施
形態では、伸長生成物、より具体的にはその一部も増幅される。
【００６６】
　「スプリント」オリゴヌクレオチドが伸長される実施形態では、増幅のための、好まし
くはローリングサークル増幅のための鋳型を提供するために、その伸長オリゴヌクレオチ
ドが環状化（circularize）され得る。これらの実施形態では、伸長オリゴヌクレオチド
の３’末端（伸長末端）が、伸長オリゴヌクレオチドの５’末端（非伸長末端）に連結さ
れ、そのライゲーションは、本明細書の他の箇所に記載の任意の好適な手段により実現可
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能である。特に好ましい実施形態では、ライゲーション反応はテンプレートライゲーショ
ンであり、伸長オリゴヌクレオチドの３’末端および５’末端が、核酸分子、例えば、伸
長オリゴヌクレオチドの３’末端と５’末端との間で「スプリント」または「分子ブリッ
ジ」として作用させるために反応に加えられる（本明細書の他の箇所で定義の）オリゴヌ
クレオチドにハイブリダイズすることによって互いに近づけられる。伸長オリゴヌクレオ
チドの末端が「スプリント」核酸分子にハイブリダイズする際に、それらの末端は、例え
ばリガーゼ酵素の活性によって連結されて、伸長生成物の伸長部位を含む環状オリゴヌク
レオチドを形成し得る。そのため、例えばローリングサークル増幅による前記環状オリゴ
ヌクレオチドの増幅によって、伸長生成物の増幅がもたらされる。この場合、増幅生成物
は、伸長生成物の伸長部位の相補体である配列を含む。そのため、環状化オリゴヌクレオ
チドの増幅によって、伸長生成物の間接的な増幅がもたらされる。
【００６７】
　上記から、伸長生成物の伸長部位は比較的少数のヌクレオチドを含んでいればよいこと
が分かる。さらに、伸長生成物の最大の大きさは、伸長生成物の鋳型として作用する近接
プローブの核酸ドメインの大きさおよび／またはスプリントオリゴヌクレオチド（下記で
規定）の大きさによって左右される。伸長生成物は、核酸ドメインおよび／または伸長生
成物の鋳型として作用するスプリントオリゴヌクレオチドの完全なまたは部分的な伸長に
よってもたらされ得る。即ち、伸長反応によって、鋳型核酸の末端まで伸長された伸長生
成物がもたらされ得るか、または伸長反応で、伸張生成物が鋳型核酸の部分的に相補的な
鎖のみとなるような条件が用いられ得る。
【００６８】
　本明細書では、「検出する」または「検出される」という用語が、検体の存在（即ち、
それが存在しているか否か）を特定する任意の手段または検体を測定する任意の形態を含
むものとして広く用いられている。本発明の方法では、伸張生成物を増幅し（伸張生成物
に基づく、または由来する、またはそれを用いて生成される生成物を増幅することも含む
）、その増幅生成物を検出することによって、検体が間接的に検出される。そのため、検
体を検出することは、上記で定義した増幅生成物を検出することと同義であり、本明細書
ではこれらの用語が互換的に用いられている。
【００６９】
　そのため、「検出する」は、検体の有無、または量、または場所を、特定する、測定す
る、評価する、または分析するためのあらゆることを含み得る。半定量を含む、定量およ
び定性試験、測定、または評価が含まれる。そのような試験、測定、または評価は、例え
ば、２つ以上の異なる検体が試料中で検出された場合は相対的であってもよく、または絶
対的であってもよい。そのようなことから、試料中の標的検体を定量化する文脈で「定量
」という用語が用いられる場合、それは絶対定量または相対定量を意味し得る。絶対定量
は、既知の濃度の１つ以上のコントロール検体を含めることおよび／または既知のコント
ロール検体を用いて標的検体の検出レベルを参照することにより（例えば、標準カーブを
生成するにより）実現し得る。他方、相対定量は、２つ以上の異なる標的検体の検出レベ
ルまたは量を比較して、前記２つ以上の異なる検体のそれぞれ、即ち、互いに相対的な相
対定量を得ることにより実現し得る。
【００７０】
　「検体」は、本発明の方法によって検出することが望まれる任意の物質（例えば、分子
）または実在物であり得る。検体は、本発明のアッセイ法の「標的」である。従って、検
体は、検出することが望まれ得る任意の生体分子または化学化合物、例えば、ペプチドも
しくはタンパク質、または核酸分子もしくは有機分子および無機分子を含む小分子であり
得る。検体は、ウイルス、またはその断片もしくは生成物を含む細胞または微生物であり
得る。従って、検体は、それに対して特定の結合パートナー（例えば、親和性結合パート
ナー）を作製することのできる任意の物質または実在物であり得ることが分かる。検体に
は、少なくとも２つの結合パートナー（より具体的には、少なくとも２つの近接プローブ
の検体結合ドメイン）を同時に結合させることができることだけが求められる。本発明の
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アッセイ等の近接プローブを使用するアッセイは、タンパク質またはポリペプチドの検出
にとりわけ有用であることが分かっている。そのため、検体としてとりわけ対象になるも
のとしては、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、プリオン、またはタンパク質成分ま
たはポリペプチド成分等やその断片を含む任意の分子等のタンパク様分子が挙げられる。
本発明の特に好ましい実施形態では、検体が完全にまたは部分的にタンパク様分子である
。検体は、単一分子、または２つ以上の分子サブユニット（それらは互いに共有結合して
いても、またはしていなくてもよく、また同じであっても異なっていてもよい）を含む複
合体であり得る。よって、細胞または微生物に加えて、そのような複合体検体もタンパク
質複合体であり得る。そのため、そのような複合体は、ホモマルチマーまたはヘテロマル
チマーであり得る。分子、例えばタンパク質の集合体、例えば、同一のタンパク質または
異なるタンパク質の集合体も標的検体となり得る。検体は、ＤＮＡまたはＲＮＡ等の核酸
分子と、タンパク質またはペプチドとの複合体でもあり得る。とりわけ対象となるものと
しては、例えば、転写因子等の調節因子と、ＤＮＡまたはＲＮＡの相互作用等のタンパク
質と核酸との相互作用であり得る。
【００７１】
　全ての生体試料および臨床試料、例えば、生体の任意の細胞試料もしくは組織試料、ま
たはそれに由来する任意の体液もしくは調製物、および細胞インキュベート物、細胞調製
物、細胞溶解物等の試料が含まれる。環境試料、例えば土壌試料および水試料、または食
品試料も含まれる。試料は、新たに調製したものでもよいし、任意の簡便な方法、例えば
貯蔵により予め処理されたものであってもよい。
【００７２】
　そのため、代表的な試料は、生体分子を含み得る任意の物質、または例えば、食品およ
び近縁製品、臨床試料および環境試料を含む任意の他の所望の検体または標的検体を含み
得る。試料は、全ての原核細胞または真核細胞、ウイルス、バクテリオファージ、マイコ
プラズマ、プロトプラスト、およびオルガネラを含む、任意のウイルス性物質またはセル
ラーマテリアルを含み得る生体試料であり得る。よって、そのような生体物質は、全ての
種類の哺乳動物および非哺乳動物の細胞、植物細胞、藍藻類を含む藻類、菌類、バクテリ
ア、原虫等を含み得る。そのため、代表的な試料は、全血、および血漿、血清ならびにバ
ッフィーコート等の血液由来の生成物、血球、尿、大便、髄液、またはその他の体液（例
えば、気道分泌物、唾液、母乳等）、生体組織、バイオプシー、細胞インキュベート物、
細胞懸濁液、培養上清、細胞インキュベート物成分の他の試料等を含む。試料は、任意の
簡便な方法または所望の方法、例えば、細胞分解または精製、検体の分離等によって予め
処理して、本発明の方法に供してもよい。
【００７３】
　本発明の方法で用いるための近接プローブは、検体結合ドメインと核酸ドメインとを含
み、事実上、それらは（検体結合ドメインを介して）検体に結合する検出プローブであり
、前記結合の際にプローブの核酸ドメインの間で起こる相互作用を検出する手段により、
（検体を検出するために）そのような結合が検出され得る。従って、プローブは、検体に
対する核酸タグ化アフィニティーリガンドまたは核酸タグ化結合パートナーとしてみなす
ことができ、この場合、検体結合ドメインが親和性結合パートナーであり、核酸ドメイン
が核酸タグである。核酸ドメインは検体結合ドメインに連結されており、この「連結」ま
たは接続は、当該技術において知られている所望のまたは簡便な任意の手段によるもので
よく、直接であっても、または例えば連結基を介した間接的なものであってもよい。例え
ば、前記ドメインは、共有結合により（例えば、化学架橋）、または非共有の会合、例え
ばストレプトアビジン―ビオチンを用いた連結（一方のドメインにビオチンを設け、他方
にストレプトアビジンを設ける）により互いに連結されていてもよい。
【００７４】
　検体結合ドメインは、標的検体にとっての任意の結合パートナーであってもよく、また
、直接または間接的な結合パートナーであってもよい。そのため、検体結合ドメインは、
標的検体に直接結合するか、または標的検体に結合する結合パートナーまたは中間分子を
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介して間接的に結合してもよく、その場合、検体結合ドメインは前記中間分子（結合パー
トナー）に結合する。特に、検体結合ドメインまたは中間結合パートナーは、検体に対し
て特異的な結合パートナーである。結合パートナーは、その標的、例えば標的検体に結合
可能な任意の分子または実在物であり、特異性の結合パートナーは、その標的（例えば標
的検体）に特異的に結合可能なもの、即ち、同結合パートナーは、試料中の他の成分に対
してよりも、標的（例えば検体）に対して高い親和性および／または特異性で結合する。
そのため、標的検体への結合は、非標的検体への結合とは区別され得る。特異性の結合パ
ートナーは非標的検体に結合しないか、もし結合しても、それは取るに足らない程度か、
それを検出できないか、またはそのような非特異性の結合が起こってもそれは区別可能で
あり得る。標的検体とその結合パートナーとの結合は、一般には非共有性である。
【００７５】
　検体結合ドメインは、標的検体に高い結合親和性を有するように選択され得る。高い結
合親和性とは、結合親和性が少なくとも約１０-4Ｍ、通常少なくとも１０-6Ｍ以上、例え
ば１０-9Ｍ以上であることを意味する。検体結合ドメインは、それが近接プローブの一部
として存在する場合に、標的タンパク質への結合親和性が前記の要件を満たすものであれ
ば、様々な異なる種類の分子の任意のものであってよい。他の実施形態では、検体結合ド
メインは、その標的検体への親和性が中程度かそれよりも低い、例えば約１０-4未満のリ
ガンドであり得る。
【００７６】
　検体結合ドメインは、小分子リガンドまたは大分子リガンドであり得る。小分子リガン
ドとは、その大きさが約５０～約１０，０００ダルトン、一般的に約５０～約５，０００
ダルトン、より一般的に約１００～約１，０００ダルトンの範囲のリガンドを意味する。
大分子とは、その大きさが、分子量で約１０，０００ダルトン以上の範囲のリガンドを意
味する。
【００７７】
　小分子は、要求される親和性で標的検体と結合可能な任意の分子、および結合部または
その断片であり得る。概して、小分子は、対象となる標的検体に結合可能な有機小分子で
ある。小分子は、標的検体との構造的な相互作用に必要な１つ以上の官能基、例えば、疎
水相互反応、親水相互反応、静電相互反応、または共有相互作用に必要な基を含む。標的
検体がタンパク質である場合、小分子リガンドは、水素結合、疎水－親水相互反応、静電
相互反応等のタンパク質との構造的な相互反応に必要な官能基を含み、少なくともアミン
基、アミド基、スルフィドリル基、カルボニル基、ヒドロキシル基、またはカルボキシル
基、好ましくは前記官能化学基のうちの少なくとも２つを一般的に含む。小分子は、その
小分子の標的検体に結合する能力が実質的に悪影響を受けることなく、近接プローブの核
酸ドメインとの共有連結に加わるかおよび／またはその際に修飾され得る領域も含み得る
。
【００７８】
　概して、小分子アフィニティーリガンドは、上記の官能基の１つ以上で置換された環状
炭素構造または複素環状構造および／または芳香構造またはポリ芳香構造を含む。ペプチ
ド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン類、ピリミジン、その誘導体、構造類似体、また
はその組み合わせを含む、生体分子の中にある構造も、対象となる小分子である。そのよ
うな化合物が、対象となるものを特定するためにスクリーニングされ、様々な異なるスク
リーニングプロトコルが当該技術において知られている。
【００７９】
　小分子は、合成または天然の化合物のライブラリを含む、広範なソースから取得され得
る天然の化合物または合成の化合物に由来し得る。広範な有機化合物および生体分子をラ
ンダム合成および直接合成（directed synthesis）するのに、数多くの手段が利用可能で
あり、それには、ランダム化オリゴヌクレオチドおよびランダム化オリゴペプチドの調製
が含まれる。あるいは、細菌、真菌、植物、および動物抽出物の形体の天然の化合物のラ
イブラリが利用可能であるか、または容易に製造される。さらに、天然のまたは合成によ
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り生成されたライブラリおよび化合物は、従来の化学的、物理的、および生化学的手段に
より容易に修飾でき、それらは、コンビナトリアルライブラリを生成するために用いられ
得る。公知の小分子を、アシル化、アルキル化、エステル化、アミド化等の直接またはラ
ンダム化学修飾して構造類似体を生成してもよい。
【００８０】
　そのようなことから、前記小分子は、コンビナトリアルな手段から生成される化合物の
ライブラリ、即ち、化合物多様性コンビナトリアルライブラリ（compound diversity com
binatorial library）を含む、天然のまたは合成の分子のライブラリから取得され得る。
そのようなライブラリから取得された場合、利用される小分子は、簡便な結合アフィニテ
ィーアッセイにおいて、標的タンパク質に対してある程度望ましい親和性を示す。コンビ
ナトリアルライブラリ、並びにそれらの製造方法およびスクリーニング方法は当該技術に
おいて知られており、米国特許第５，７４１，７１３号、米国特許第５，７３４，０１８
号、米国特許第５，７３１，４２３号、米国特許第５，７２１，０９９号、米国特許第５
，７０８，１５３号、米国特許第５，６９８，６７３号、米国特許第５，６８８，９９７
号、米国特許第５，６８８，６９６号、米国特許第５，６８４，７１１号、米国特許第５
，６４１，８６２号、米国特許第５，６３９，６０３号、米国特許第５，５９３，８５３
号、米国特許第５，５７４，６５６号、米国特許第５，５７１，６９８号、米国特許第５
，５６５，３２４号、米国特許第５，５４９，９７４号、米国特許第５，５４５，５６８
号、米国特許第５，５４１，０６１号、米国特許第５，５２５，７３５号、米国特許第５
，４６３，５６４号、米国特許第５，４４０，０１６号、米国特許第５，４３８，１１９
号、米国特許第５，２２３，４０９号に記載されており、これらの開示は、参照により本
明細書に含まれる。
【００８１】
　検体結合ドメインは、大分子でもあり得る。大分子検体結合ドメインとしてとりわけ対
象となるのは、抗体ならびにその結合断片、誘導体、または模倣物である。抗体が検体結
合ドメインの場合、それらは、特異性が異なる抗体の異種集団（heterogeneous populati
on）が同じタグ化核酸でそれぞれ「タグ化」されるようにしたポリクロナール組成物に由
来するものであっても、標的検体に同じ特異性を有する同一抗体の同種集団（homogeneou
s population）のそれぞれが同じタグ核酸にタグ化されたモノクロナール組成物に由来し
てもよい。そのようなことから、検体結合ドメインは、モノクロナール抗体またはポリク
ロナール抗体のいずれかであり得る。さらに別の実施形態では、アフィニティーリガンド
は、抗体結合断片、その誘導体または模倣物であり、これらの断片、誘導体、および模倣
物は、標的検体に対して必要な結合親和性を有する。例えば、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ）2、およ
びＦａｂ等の抗体断片は、無傷のタンパク質（intact protein）の切断、例えば、プロテ
アーゼ切断又は化学切断により調製され得る。一本鎖抗体もしくはｓｃＦｖｓ、またはキ
メラ抗体もしくはＣＤＲグラフト抗体等の組み替えまたは合成により生成された抗体断片
または誘導体も対象となり、そのような組み替えまたは合成により生成された抗体断片は
、上記抗体の結合特性を維持している。そのような抗体断片または誘導体は、対象抗体の
結合特性を維持するために、少なくとも対象抗体のＶHおよびＶLドメインを通常含む。本
発明のそのような抗体断片、誘導体、または模倣物は、米国特許第５，８５１，８２９号
および５，９６５，３７１号（それらの開示は、参照により本明細書に含まれる）に開示
の方法論等の任意の簡便な方法論を用いて容易に調製され得る。
【００８２】
　上記の抗体、その断片、誘導体、および模倣物は、市販のソースから取得しても、およ
び／または任意の簡便な技術を用いて調製してもよく、ポリクリナール抗体、モノクロナ
ール抗体、その組み換え誘導体を含むその断片、誘導体、および模倣物の製造方法は、当
業者に公知である。
【００８３】
　ポリ核酸アプタマーも、結合ドメインとしての使用が好適である。ポリ核酸アプタマー
は、レセプターまたは抗体とほぼ同じ様に選択的にタンパク質を結合させる作用を持ち得
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るＲＮＡオリゴヌクレオチドであり得る（Conrad et al., Methods Enzymol. (1996), 26
7 (Combinatorial Chemistry), 336-337）。検体結合ドメインが核酸、例えばアプタマー
である特定の実施形態では、標的検体は核酸ではない。
【００８４】
　検体結合ドメインは、標的検体への検体結合ドメインの結合親和性を実質的に消失する
ことなく、核酸ドメインに共有結合可能な部位を含むものであることが重要である。
【００８５】
　抗体ベースのペプチド／ポリペプチドまたはタンパク質ベースの結合ドメインに加えて
、検体結合ドメインは、レクチン、可溶性細胞表面レセプター、またはその誘導体、アフ
ィボディ、またはコンビナトリアル由来の任意のタンパク質、またはファージディスプレ
イもしくはリボソームディスプレイ由来のペプチド、または任意の種類のコンビナトリア
ルペプチドまたはタンパク質ライブラリでもあり得る。任意の検体結合ドメインの組み合
わせを用いてもよい。
【００８６】
　セットにおける近接プローブのそれぞれの検体結合ドメインは、検体上の結合サイトが
同じであっても異なっていてもよい。そのため、例えば、２つ以上の同一のサブユニット
またはタンパク質成分を含むホモメリック（homomeric）タンパク質複合体または集合体
の場合は、２つ以上のプローブの検体結合ドメインは同じであり得る。検体が単一分子ま
たは異なるサブユニットまたは成分を含む場合（例えば異なるタンパク質のヘテロメリッ
ク複合体または集合体）、検体結合ドメインは異なり得る。
【００８７】
　近接プローブの核酸ドメインの長さは、様々な分子距離にわたるように構成することが
できるため、検体結合ドメインの検体上の結合サイトは同じ分子上にある必要はない。そ
れらは別々ではあるが近接した分子上にあり得る。例えば、バクテリアもしくは細胞、ま
たはウイルス等の微生物の複数の結合ドメインを本発明の方法の標的とすることができる
。
【００８８】
　上記のように、検体結合ドメインは、検体に直接または間接的に結合し得る。間接的な
結合の場合、標的検体は先ず特定の結合パートナー（又はアフィニティーリガンド）によ
って結合され、近接プローブの検体結合ドメインがその特定の結合パートナーに結合し得
る。これは、近接プローブを万能試薬として設計することを可能にする。例えば、検体に
特異的なパートナーは抗体であり、万能近接プローブのセットは、検体に特異的な様々な
異なる抗体のＦｃ領域に結合することによって異なる検体を検出するのに用いられ得る。
【００８９】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインは、相互に反応して、検体の検出を知ら
せるために検出され得る検出可能な生成物を形成する核酸「タグ」であるとみなすことが
できる。そのため、核酸ドメインは、相互に反応して、検体の検出に用いられる信号（よ
り具体的には信号付与生成物）を提供する反応性核酸官能基（reactive nucleic acid fu
nctionalities）であるとみなすことができる。換言すれば、核酸ドメインは、相互に反
応して「検出可能」なタグまたは生成物を形成するかまたはその形成を可能にする「検出
タグ」であるとみなすことができる。同じ試料中に２つ以上の検体が存在する場合、それ
らは、近接プローブのセットを２つ以上用いて同時に検出され、各セットの近接プローブ
は、相互反応に際して１つ以上の独自の核酸配列伸長生成物または「検出可能なタグ」を
形成するように設計されている。これらの独自の「検出可能タグ」は、増幅と同時にまた
はその後で、液体クロマトグラフ、電気泳動法、質量分析法、ＤＮＡ塩基配列決定法、ビ
ーズベースおよび平面双方のＤＮＡアレイ技術、およびマルチカラーリアルタイムＰＣＲ
を含む文献で公知な方法を用いて、別々に検出および定量される。
【００９０】
　好ましい実施形態では、検出可能タグ（即ち、伸長生成物）が、リアルタイムＰＣＲと
しても知られる定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）によって増幅および検出される。特に好ましい実
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施形態では、核酸分子とインターカレートして検出可能な信号、好ましくは蛍光信号を提
供する色素がｑＰＣＲで用いられる。本発明で特に有用であり得る蛍光インターカレート
色素は、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（登録商標）およびＥｖａＧｒｅｅｎTMであるが、本発明の
ｑＰＣＲの実施形態はこれらの色素に限定されない。
【００９１】
　本発明の方法では、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインの一方または双方が
伸長され、それにより、増幅または検出され得る新たな核酸分子または「伸長生成物」の
形成がもたらされる。
【００９２】
　いくつかの実施形態では、一方の核酸ドメインが伸長された後で、核酸ドメインが互い
にライゲーションされて、伸長生成物または検出可能タグが生成され得る。即ち、「スプ
リント」オリゴヌクレオチドを鋳型として用いるポリメラーゼ酵素によって核酸ドメイン
の間の隙間が「埋められる」。核酸ドメインがライゲーションされる実施形態において、
このライゲーションは、上記のように、一方の近接プローブの核酸ドメインの一部である
と考えられ得るスプリントに仲介される、即ち、核酸ドメインは部分的に二本鎖である。
前記スプリントを、フリーな核酸分子として別途提供してもよく、または第３の近接プロ
ーブの核酸ドメインとして提供することもできる。
【００９３】
　前記ライゲーションにより、増幅および検出され得る新たな核酸分子または核酸配列の
形成がもたらされる。
【００９４】
　核酸ドメインは、一本鎖核酸分子（即ち、オリゴヌクレオチド）、部分的に二本鎖で部
分的に一本鎖の分子、または二本鎖の領域と２つの核酸鎖が相補的ではなく、そのため一
本鎖である領域とを含む二本鎖分子であり得る。そのようなことから、特定の実施形態で
は、核酸ドメインは一本鎖核酸からなる。他の実施形態では、核酸ドメインは、２つの部
分的に相補的な核酸鎖からなり、前記２つの鎖はハイブリダイズ領域と非ハイブリダイズ
領域とを含む。
【００９５】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインは、ハイブリダイゼーションによる相互
反応、即ち、１つ以上のデュプレックスの形成が可能でなければならない。この相互反応
は直接的、例えば、核酸ドメインが、互いに相補的な領域を、好ましくはそれらの３’末
端に含む（相補的な領域は１つの核酸ドメインの内部にあり得る、例えば、図１のバージ
ョン２および４参照）か、または間接的（例えば、前記第１および第２の近接プローブの
核酸ドメインのそれぞれが、いわゆる「スプリント」オリゴヌクレオチドの領域とハイブ
リダイズし得る）であり得る。
【００９６】
　一般的に、核酸ドメインは、標的検体に結合した際に（またはスプリントに仲介された
相互反応の際に）他方の近接プローブの核酸ドメインと相互に反応できるような十分な長
さを有する。概して、核酸ドメインは約８～約１０００ヌクレオチド長の範囲であり、特
定の実施形態では、核酸ドメインは、約８～約２５０ヌクレオチド長を含む約８～約５０
０ヌクレオチド長の範囲、例えば、約１２～約１５０ヌクレオチド長、約１４～約１３０
ヌクレオチド長、約１６～約１１０ヌクレオチド長、約８～約９０ヌクレオチド長、約１
２～約８０ヌクレオチド長、約１４～約７５ヌクレオチド長、約１６～約７０ヌクレオチ
ド長、約１６～約６０ヌクレオチド長等の約８～約１６０ヌクレオチド長であり得る。特
定の代表的な実施形態では、核酸ドメインは、約１０～約８０ヌクレオチド長、約１２～
約７５ヌクレオチド長、約１４～約７０ヌクレオチド長、約３４～約６０ヌクレオチド長
の範囲、およびこれらの範囲の間の任意の長さであり得る。いくつかの実施形態では、核
酸ドメインは概して約２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、
３８、３９、４０、４１、４２、４４、４６、５０、５５、６０、６５、または７０ヌク
レオチド長以下である。



(26) JP 6180940 B2 2017.8.16

10

20

30

40

50

【００９７】
　核酸ドメインは、リボヌクレオチドおよび／またはデオキシリボヌクレオチド、並びに
ワトソン―クリック型または類似の塩基対による相互反応、即ち、「ハイブリダイゼーシ
ョン」または「デュプレックス」の形成に加わることが可能な合成ヌクレオチド残基から
なり得る。そのため、核酸ドメインは、ＤＮＡまたはＲＮＡまたはその任意の修飾物、例
えば、ＰＮＡまたは非ヌクレオチド骨格を含む他の誘導体であり得る。
【００９８】
　第１および第２の近接プローブの核酸ドメインの配列（即ち、「検出」核酸ドメイン）
は、デュプレックスの形成が可能な任意の配列であり、お互いに照らして、またはあれば
スプリントにも照らして選択または選定され得る。そのため、第１および第２のドメイン
が互いに、または第３の核酸ドメイン（スプリント）にハイブリダイズし得さえすれば、
その配列は重要ではない。しかしながら、第１および第２の近接プローブの核酸ドメイン
間のハイブリダイゼーションまたはスプリントオリゴヌクレオチドの核酸ドメインとのハ
イブリダイゼーション以外のハイブリダイゼーションの発生が防止されるように配列を選
択すべきである。一度配列が選択または特定されると、核酸ドメインは任意の簡便な方法
を用いて合成され得る。
【００９９】
　近接プローブの２つの成分は、結合によって直接、または連結基を介して間接的に接合
されている。連結基を利用する場合、そのような基は、連結基を介して核酸ドメインと検
体結合ドメインとが共有結合し、検体結合ドメインがその標的検体に対して所望の結合親
和性を維持するように選択され得る。対象となる連結基は、検体結合ドメインによって大
きく異なり得る。多くの実施形態では、連結基が存在する場合、それは生物学的に不活で
ある。様々な連結基が当業者に知られており、本近接プローブに用いることができる。代
表的な実施形態では、連結基は概して少なくとも約５０ダルトンであり、一般的に少なく
とも約１００ダルトンであり、最高で１０００ダルトン以上、例えば、連結基がスペーサ
ーを含む場合は最大で１００００００ダルトンであるが、一般的には約５００ダルトン未
満で一般的に約３００ダルトン未満である。一般的に、そのようなリンカーは、核酸部位
または検体結合部位に共有結合可能な反応性官能基（reactive functionality）により何
れかの末端で終結されたスペーサー基を含む。対象となるスペーサー基は、脂肪族鎖およ
び不飽和炭化水素鎖、酸素または窒素等の複素原子を含むスペーサー（酸素の場合はポリ
エチレングリコール等のエーテル、窒素の場合はポリアミン）、ペプチド、炭化水素、複
素原子を含み得る環状または非環状システムを含み得る。スペーサー基は、金属イオンの
存在により２つ以上のリガンドが配位結合し複合体を形成するように金属に結合するリガ
ンドからもなり得る。具体的なスペーサー要素としては、１，４－ジアミノヘキサン、キ
シリレンジアミン、テレフタル酸、３，６－ジオキサオクタン二酸、エチレンジアミン－
Ｎ，Ｎ－二酢酸、１，１’－エチレンビス（５－オキソ－３－ピロリジンカルボキシル酸
）、４，４’－エチレンジピペリジンが挙げられる。潜在的な反応性官能基としては、求
核性官能基（アミン、アルコール、チオール、ヒドラジド）、求電子性官能基（アルデヒ
ド、エステル、ビニルケトン、エポキシド、イソシアネート、マレイミド）、シクロ付加
反応、ジスルフィド結合の形成、または金属への結合が可能な官能基が挙げられる。具体
的な例としては、第１級および第２級アミン、ヒドロキサム酸、Ｎ－ヒドロキシサクシン
イミジルエステル、Ｎ－ヒドロキシサクシンイミジルカルボネート、オキシカルボニルイ
ミダゾール、ニトロフェニルエステル、トリフルオロエチルエステル、グリシジルエーテ
ル、ビニルスルホン、およびマレイミドが挙げられる。本発明の近接プローブで有用とな
り得る具体的なリンカー基としては、アジドベンゾイルヒドラジド、Ｎ－［４－（ｐ－ア
ジドサリチルアミノ）ブチル］－３’－［２’－ピリジルジチオ］プロピオンアミド）、
ビス－スルホスクシンイミジルスベラート、ジメチルアジピミデート、ジスクシンイミジ
ル酒石酸塩、Ｎ－マレイミドブチリルオキシスクシンイミドエステル、Ｎ－ヒドロキシス
ルホスクシンイミジル－４－アジドベンゾエート、Ｎ－スクシンイミジル［４－アジドフ
ェニル］－１，３’－ジチオプロピオネート、Ｎ－スクシンイミジル［４－イオドアセチ
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ル］アミノベンゾエート、グルタールアルデヒド、およびスクシンイミジル－４－［Ｎ－
マレイミドメチル］シクロロヘキサン－１－カルボキシレート等のヘテロ官能性化合物、
３－（２－ピリジルジチオ）プロピオン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル（Ｓ
ＰＤＰ）、４－（Ｎ－マレイミドメチル）－シクロヘキサン－１－カルボキシル酸Ｎ－ヒ
ドロキシスクシンイミドエステル（ＳＭＣＣ）等が挙げられる。
【０１００】
　本発明の方法で利用される近接プローブは、任意の簡便な方法を用いて調製され得る。
代表的な実施形態では、核酸ドメインが、直接または連結基を介して間接的に検体結合ド
メインに結合される。それらの成分は、当該技術において知られているように官能基を介
して互いに共有結合されていてもよく、そのような官能基は、構成要素上に存在していて
も、例えば酸化反応、還元反応、切断反応等の１つ以上の工程を用いて構成要素に導入し
てもよい。構成要素を互いに共有結合させて、近接プローブを製造するのに用いられ得る
官能基としては、ヒドロキシ基、スルフヒドリル基、アミノ基等が挙げられる。共有結合
をもたらすために修飾された異なる構成要素の特定部分は、標的検体に対する当該構成要
素の所望の結合親和性を実質的に妨げることのないように選択され得る。必要に応じてお
よび／または所望により、当該技術において知られているように、封鎖基を用いて構成要
素上の特定部位を保護してもよい。例えば、Green & Wuts, Protective Groups in Organ
ic Synthesis (John Wiley & Sons) (1991)参照。核酸／抗体結合体の製造方法は当業者
に公知である。例えば、米国特許第５，７３３，５２３号（その開示は参照により本明細
書に含まれる）を参照のこと。
【０１０１】
　他の実施形態では、核酸－タンパク質結合体、即ち、タンパク質に共有結合された核酸
、例えばコーディング配列を有する分子が得られるインビトロプロトコルを用いて近接プ
ローブが製造され得る。即ち、検体結合ドメインが、近接プローブをエンコードするベク
ターからインビトロ製造される。対象となるインビトロプロトコルの例としては、Ｒｅｐ
Ａを使用すプロトコル（例えば、Fitzgerald, Drug Discov. Today (2000) 5:253-258お
よびＷＯ９８／３７１８６参照）、リボソームディスプレイを使用するプロトコル（例え
ば、Hanes et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA (1997) 94:4937-42、Roberts, Curr Opi
n Chem Biol (1999) Jun; 3:268-73、Schaffitzel et al., J Immunol Methods (1999) D
ec 10; 231: 119-35、およびＷＯ９８／５４３１２号参照）等が挙げられる。
【０１０２】
　スプリントオリゴヌクレオチド（第３の近接プローブの核酸ドメインであり得る）を利
用する実施形態では、同スプリントオリゴヌクレオチドが、第１および第２の近接プロー
ブの核酸ドメイン（即ち、「検出」ドメイン）間の相互反応を仲介する機能を有する。上
記のように、スプリントオリゴヌクレオチドは、伸長される核酸ドメインとしても作用し
得るため、本発明の方法に従って増幅および検出される伸長生成物がもたらされる。その
ため、同スプリントは、第１および第２の近接プローブの検出ドメインが、相互に反応す
るかまたは互いにライゲーションされるようにそれらを接続するまたは「いっしょに保持
する」ように作用する「コネクタ」オリゴヌクレオチドであるとみなすことができる。あ
るいは、またはそれに加えて、スプリントは、核酸ドメインの伸長可能なドメイン、また
はタグ、または増幅および検出すべき伸長生成物を生成するために、伸長用の「プライマ
ー」として作用する別の核酸ドメインとしてみなされ得る。
【０１０３】
　これらの実施形態では、スプリントが第１および第２の近接プローブの核酸ドメインと
ハイブリダイズする。より具体的には、スプリントは、少なくとも第１および第２の近接
プローブの核酸ドメインと同時にハイブリダイズ（アニール）する。しかしながら、「ス
プリント」オリゴヌクレオチドが、少なくとも一方の前記近接プローブの核酸ドメインに
プレハイブリダイズされている場合は、一方とハイブリダイズする前に他方の近接プロー
ブの核酸ドメインとハイブリダイズする。しかしながら、「スプリント」が、両方の近接
プローブの核酸ドメインと同時にハイブリダイズされて、伸長可能な安定した複合体が形



(28) JP 6180940 B2 2017.8.16

10

20

30

40

50

成できるようにすることが好ましい。
【０１０４】
　スプリントオリゴヌクレオチドが、第３の近接プローブの核酸ドメインとして提供され
る場合、全てのセットの近接プローブの核酸ドメインが互いにハイブリダイズされること
によって、標的検体に結合する際にプローブ－標的複合体の結合活性が高まる。この結合
活性効果は、信号を付与する近接プローブと標的検体との複合体の形成をサポートするこ
とによってアッセイの感度に貢献する。
【０１０５】
　本明細書で用いる「ハイブリダイゼーション」または「ハイブリダイズする」という用
語は、ワトソン－クリック塩基対合によりデュプレックスを形成するのに十分に相補的な
ヌクレオチド配列間でのデュプレックスの形成を意味する。２つのヌクレオチド配列は、
それらの分子が塩基対の組織的な相同性（organizational homology）を共有している場
合、互いに「相補的」である。「相補」ヌクレオチド配列は、特異性と組み合わされて、
適切なハイブリダイゼーション条件下で安定したデュプレックスを形成する。例えば、２
つの配列は、第１の配列の一部が第２の配列の一部にアンチパラレルな向き（anti-paral
lel sense）に結合できる場合相補的であり、各配列の３’末端は、他方の配列の５’末
端に結合し、一方の配列の各Ａ、Ｔ（Ｕ）、Ｇ、およびＣは、他方の配列のＴ（Ｕ）、Ａ
、Ｃ、およびＧとそれぞれアライメントを取る。ＲＮＡ配列も、相補的なＡ＝ＵまたはＵ
＝Ａの塩基対を含むことができる。そのため、本発明では、２つの配列が「相補的」にな
るのに、相同性が完全である必要なない。通例、２つの配列は、相補的と判断される分子
または少なくとも約８５％（好ましくは少なくとも約９０％、最も好ましくは少なくとも
約９５％）のヌクレオチドが、ドメインの所定の長さに対して塩基対構成を共有していれ
ば、十分に相補的である。そのため、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインは、
他方の近接プローブの核酸ドメインに相補的な領域を含む。あるいは、スプリントオリゴ
ヌクレオチドが用いられる場合、第１および第２の近接プローブは、スプリントオリゴヌ
クレオチド（第３の近接プローブ上に存在し得る）に相補的な領域を含み、それに対して
スプリントオリゴヌクレオチドは、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインのそれ
ぞれに相補的な領域を含む。
【０１０６】
　相補領域（即ちハイブリダイゼーション領域）は、４～３０ｂｐ、例えば、６～２０、
６～１８、７～１５、または８～１２ｂｐの範囲の長さを有し得る。
【０１０７】
　一般的に、スプリント核酸ドメインは、上述した第１および第２のプローブの核酸ドメ
インの同時結合がもたらされるのに十分な長さを有する。代表的な実施形態では、スプリ
ントオリゴヌクレオチドは、約２０～約４０ヌクレオチド長を含む約６～約５００ヌクレ
オチド長の範囲にあり、例えば約２５～約３０ヌクレオチド長である。
【０１０８】
　上記のように、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインの相互反応は、主として
デュプレックスの形成であり、一方または双方の核酸ドメインが伸長、特に、他方の近接
プローブの核酸ドメインを鋳型として用いる鋳型指向性伸長（template-directed extens
ion）に供され得る。この結果、例えば、双方のドメインが完全に伸長される場合は完全
な二本鎖の核酸が、または、例えば１本の鎖のみが伸長されるかまたは双方の鎖が部分的
に伸長される場合は、部分的に２本鎖の分子が形成され得る。そのため、一方または双方
の核酸ドメインの伸長は、それぞれのドメインを接合すること、例えば、２つの一本鎖分
子から１つの二本鎖核酸を生成することであると考えられ得る。
【０１０９】
　他の実施形態では、この「接合」がライゲーションであり得る。特に、例えば、第１の
近接プローブの核酸ドメインが、その３’末端が、第２の近接プローブの５’末端に近接
して２つのドメインを鋳型指向性ライゲーション（template-directed ligation）できる
ように伸長される。そのような場合、一方の核酸ドメインの一部を形成するか、または溶
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液中でフリーな状態でもしくは第３の近接プローブの核酸ドメインとして別途提供され得
るスプリントによってライゲーション鋳型が提供されることが分かる。そのようなライゲ
ーションは、例えばポリメラーゼによって仲介される第１の近接プローブの核酸ドメイン
の伸長の後で反応に加えられ得るリガーゼ酵素を用いて行われ得る。
【０１１０】
　そのため、本発明の方法の好ましい実施形態では、第１および第２のプローブの核酸ド
メインは、ハイブリダイズされたスプリントによって鋳型される反応を用いてライゲーシ
ョン可能であり、それらの核酸ドメインはライゲーションされて（一方の核酸ドメインの
伸長の後）、伸長生成物でもある「ライゲーション」生成物が増幅および検出される。従
って、そのような実施形態では、スプリントは、「スプリント鋳型」または「ライゲーシ
ョン鋳型」または「鋳型オリゴヌクレオチド」としてみなされ得る。そのような実施形体
では、スプリントは、増幅および検出されるさらなる「伸長生成物」を生成するために伸
長もされ得る。
【０１１１】
　上記のように、核酸ドメインの間で様々な相互反応が起こるようにするには、第１およ
び第２の近接プローブの核酸ドメインは、特定の向きで検体結合ドメインに連結している
必要がある。例えば、双方のドメインを伸長する場合、それらのドメインは一本鎖核酸を
含み、各核酸ドメインはその５’末端で検体結合ドメインに連結して、近接する場合に「
アニール」されるかまたは「ハイブリダイズ」されるフリーな３’ヒドロキシル末端を残
しておかなければならない。しかしながら、一つのドメインおよび／または２つのドメイ
ンの結合体を伸長する場合は、第１の近接プローブの核酸ドメインをその５’末端により
連結させ（伸長され得るフリーな３’ヒドロキシル末端を残す）、他方のドメインをその
３’末端により連結させる（従来のポリメラーゼを用いて伸長することができないフリー
な５’ホスフェート末端を残す）のが一般的（必須ではない。図１のバージョン４参照）
である。
【０１１２】
　核酸ドメインが連結可能な実施形態において、第１および第２の核酸ドメインのそれぞ
れは、スプリントにハイブリダイズするか、または一方の近接プローブの核酸ドメインが
、一本鎖オーバーハングを有する部分的に２本鎖のドメインである場合、他方の近接プロ
ーブの核酸ドメインは前記オーバーハングのドメインとハイブリダイズする。３’末端を
有するドメインは、その後鋳型指向性伸長により他方のドメインの５’ホスフェート末端
まで伸長され、リガーゼ酵素を利用して２つの鎖が結合され得る。そのため、３’末端お
よび５’末端のそれぞれは、スプリント（鋳型）上で近接しても即座には互いにハイブリ
ダイズせずにスプリントにハイブリダイズするため、それらの間にスペース（又はヌクレ
オチドのストレッチ）が残る。
【０１１３】
　２つの末端の間の間隙、スペース、またはヌクレオチドのストレッチは、約８～約１０
００ヌクレオチド長の範囲にあり、特定の実施形態では、それらは、約８～約２５０ヌク
レオチド長を含む約８～５００ヌクレオチド長の範囲、例えば、約１２～約１５０ヌクレ
オチド長、約１４～約１３０ヌクレオチド長、約１６～約１１０ヌクレオチド長、約８～
約９０ヌクレオチド長、約１２～約８０ヌクレオチド長、約１４～約７５ヌクレオチド長
、約１６～約７０ヌクレオチド長、約１６～約６０ヌクレオチド長等の約８～約１６０ヌ
クレオチド長であり得る。特定の代表的な実施形態では、核酸ドメインは、約１０～約８
０ヌクレオチド長、約１２～約７５ヌクレオチド長、約１４～約７０ヌクレオチド長、約
３４～約６０ヌクレオチド長の範囲、およびこれらの範囲の間の任意の長さであり得る。
いくつかの実施形態では、核酸ドメインは一般的に約２８、２９、３０、３１、３２、３
３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４４、４６、５０、５５
、６０、６５、または７０ヌクレオチド長以下である。
【０１１４】
　そのため、スプリントは、５’フリー近接プローブの核酸ドメインに相補的な第１の３
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’領域と、３’フリー近接プローブの核酸ドメインに相補的な第２の５’領域とを含み得
る。スプリントの第１および第２領域は、３～２０、６～１７、６～１５、または６～１
２、または８～１２ヌクレオチド長、例えば、約１３～１７、１２～１６、１１～１５、
もしくは１２～１４ヌクレオチド長、または約６～１２、７～１１、もしくは８～１０ヌ
クレオチド長であり得る。
【０１１５】
　下記で詳細に説明するように、ライゲーション／伸長生成物の増幅は、検出工程の前に
またはそれと同時に行われる。従って、いくつかの実施形態では、そのような工程で起こ
り得る誤った増幅、例えば、スプリントが増幅で用いられるポリメラーゼの鋳型として作
用する可能性が最小限に留められるようにスプリントを設計することが望ましいと考えら
れる。そのため、スプリントが、例えば、ＲＮＡオリゴヌクレオチドまたはＤＮＡ／ＲＮ
Ａハイブリッドとして提供され得る（増幅反応で一般的に用いられるＴａｑポリメラーゼ
はＲＮＡ鋳型を用いることができないため）。あるいは、２つの短いハイブリダイゼーシ
ョン領域を有するＤＮＡスプリントを用いて同様の効果が実現され得る（ハイブリダイゼ
ーションが弱いため、そのようなスプリントは、ＰＣＲで用いられる高温でＤＮＡ重合を
鋳型しないため）。
【０１１６】
　あるいは、他の好ましい実施形態では、スプリントが有利に伸長されて、先に定義した
伸長生成物が生成され、それ自体が本発明の方法に従って増幅および検出される。
【０１１７】
　特定の実施形態では、試料が２つ以上の異なる標的検体を調べるためにアッセイされ得
る。そのような実施形態では、試料が、各標的検体用の近接プローブのセットに、試料に
接触されるセットの数が２以上、例えば、３以上、４以上等となるように接触される。そ
のような方法は、多重・高スループット用途で特に有用である。
【０１１８】
　近接プローブが標的検体に結合せずに、互いにランダムな形で近接しないようにするた
めに（少なくともこれが大規模にまたは実質的に起こらないようにするために）、反応混
合物中の近接プローブの濃度が十分低くなるように試料に加えられる近接プローブの量が
選択され得る。そのため、近接プローブの検体結合ドメインと検体の結合サイトの間の結
合相互作用を通じて近接プローブが検体に結合した時だけ、近接プローブが互いに近接す
ることを意味する。
【０１１９】
　しかしながら、驚くべきことに、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分を加えること
で、フリーで保護されていない３’末端を有する核酸ドメインが分解され、標的検体に結
合していない近接プローブ間の相互反応の数が低減され得ることを分かった。これに関し
て、そのような相互反応は、標的検体に結合したプローブ間の相互反応よりも安定してい
ないため、過渡的である。その結果、そのような結合していないプローブは、３’エキソ
ヌクレアーゼ活性を含む成分によって分解される。そのため、本発明の方法では、近接ベ
ース検出アッセイにおいてこれまで用いることのできなかった濃度の近接プローブを用い
ることが可能であり得る。これは、近接プローブの検体結合ドメインの標的検体への親和
性が中または低程度であることから、より高い濃度で必要な場合に特に有利である。
【０１２０】
　代表的な実施形態では、試料と混合した後の反応混合物中での近接プローブの濃度は、
約１ｐＭ～約１００ｎＭを含む、約１ｐＭ～約１ｎＭ等の約１ｆＭ～１μＭの範囲内であ
る。
【０１２１】
　試料と近接プローブのセットの混合の後、近接プローブが試料中の標的検体（もしあれ
ば）に結合するのに十分な期間反応混合物をインキュベートする。代表的な実施形態では
、生成混合物が、約３０分～約１２時間を含む約５分～約４８時間の期間、約２０～約３
７℃を含む約４～約５０℃の範囲の温度でインキュベートされ得る。近接プローブが検体
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に特異的に結合するのが促進され、他方で非特異性の相互反応が抑制されるように、反応
混合物が維持される条件を最適化すべきである。条件は、上記の核酸ドメインの間での効
率的で特異的なハイブリダイゼーションも可能にすべきである。
【０１２２】
　いくつかの実施形態では、近接プローブが凍結乾燥される。本発明の一態様において、
その凍結乾燥された近接プローブは、検体を含む試料に接触させる前に再度水和される。
本発明の好ましい態様において、凍結乾燥された近接プローブは、標的検体を含む試料に
加える際に再度水和される。
【０１２３】
　特定の実施形態では、試料中に標的検体が存在する場合に、近接プローブが標的検体に
結合するインキュベート工程の少なくとも一部の間、インキュベート混合物の有効体積が
低減される。これらの実施形態では、インキュベート混合物の有効体積が多くの様々な理
由から低減され得る。特定の実施形態では、親和性が中または低程度の検体結合ドメイン
の使用を可能にするため、および／またはアッセイの感度を高めるために、インキュベー
ト混合物の有効体積が低減される。例えば、インキュベート混合物の有効体積が低減され
る特定の実施形態では、検体結合ドメインは、親和性が中または低程度のバインダであり
、親和性が中または低程度とは、標的検体への検体結合ドメインの結合親和性が１ｎＭｋ
ｄ等の約１０-4Ｍ未満であることを意味する。特定の実施形態では、１μＬの試料におい
てわずか約７５以下の標的検体、１μＬの試料においてわずか約５０以下の標的検体を含
む、１μＬの試料においてわずか約１００以下の標的検体をアッセイで検出できるように
、アッセイの感度が高められ得る。
【０１２４】
　特定の実施形態では、例えば、近接プローブがそれらの標的検体に結合する間にインキ
ュベート混合物の有効体積を低減するために、上記インキュベート工程の間に「クラウデ
ィング剤（crowding agent）」または「ボリュームエクスクルーダー（volume excluder
）」が混合物に含められる。通常、「クラウディング剤」は水溶性の巨大分子物質である
。好適な巨大分子物質は、平均分子量が約１５００～数百万の生体適合性の自然または合
成ポリマーを広く含み、混合物中の他の試薬または生成物と特異的に相互反応しない。そ
のようなポリマーは、それらの主たる機能がインビトロ反応媒体において体積を占めて、
生化学反応のために高濃度の環境を提供する、例えば、インビボ状態に近づけることであ
るから、当該技術では「ボリュームエクスクルーダー」として知られている。当然のこと
ながら、体積排除ポリマーは、必要な濃度を提供するために十分に可溶性でなければなら
ない。好適な例示のポリマーとしては、これらに限定されないが、市販の、例えば、平均
分子量が約２０００を超えるポリエチレングリコール（ＰＥＧ）ポリマー、平均分子量が
約７０，０００のＦＩＣＯＬＬポリマー等のＦＩＣＯＬＬポリマー、ウシ血漿アルブミン
、グリコゲン、ポリビニルピロリドン、例えば、架橋デキストランであるセファデックス
（登録商標）等のデキストラン等が挙げられる。分子量の高いＰＥＧポリマー、特に、平
均分子量がそれぞれ約１４５０、３０００～３７００、６０００～７５００、および１５
，０００～２０，０００であるＰＥＧ１４５０、ＰＥＧ３３５０、ＰＥＧ６０００（ＰＥ
Ｇ８０００としても販売されている）、およびＰＥＧ２００００は、代表的な実施形態で
利用される。ＰＥＧ６０００およびＰＥＧ８０００が代表的な実施形態で用いられる。代
表的な実施形態でのインキュベート反応における体積排除ポリマーの濃度は、ポリマーの
種類およびその分子量に応じて、約５％ｗ／ｖ～約４５％ｗ／ｖの範囲内にある。一般に
、酵素活性に対して同じ効果を得るには、分子量の高い所定の種類のポリマーは、分子量
の低い同じ種類のポリマーよりも低濃度で存在している必要がある。
【０１２５】
　好ましい実施形態では、クラウディング剤またはボリュームエクスクルーダーはセファ
デックスである。特に好ましい実施形態では、セファデックスはＧ－１００型である。
【０１２６】
　ボリュームエクスクルーダーが利用される実施形態では、本発明の方法の次の工程の前
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に、ボリュームエクスクルーダーの存在量や希釈流体の特性等に応じて、ボリュームエク
ストルーダーの存在が、例えば、少なくとも約２倍以上、例えば少なくとも約１０倍以上
を含む少なくとも５倍以上になるように、インキュベート混合物が希釈され得る。代表的
な実施形態では、希釈流体は水、または水および１つ以上の溶質、例えば塩、緩衝剤等を
含む他の好適な水性流体である。
【０１２７】
　ボリュームエクスクルーダーを用いる代わりに、またはそれに加えて、インキュベート
混合物から水の一部を、例えば蒸発により除去することで、インキュベート混合物の体積
をインキュベートの間に低減してもよい。これらの実施形態では、少なくとも約２倍以上
、例えば少なくとも約１０倍以上を含む少なくとも約５倍以上流体の体積が所望により低
減され得る。これらの実施形態では、インキュベート混合物から全ての水を除去しないこ
とが重要である。任意の簡便なプロトコルを用いて、水の一部をインキュベート混合物か
ら取り除くことによりインキュベート混合物の体積を低減すればよい。湿度および温度を
観測および調整することで、蒸発率を制御するための手段を用いてもよく、特定の実施形
態では、例えば、インキュベート混合物の体積を継続的に測定することによりインキュベ
ート混合物の体積を観測し、適切に蒸発したときに、上記のようにポリメラーゼおよびＰ
ＣＲ混合物が加えられ得る。蒸発を強めるために、所望により加熱ブロックが用いられ得
る。あるいは、水を濾過し除去することでインキュベート混合物の体積を低減してもよい
。代表的な実施形態では、サイズ排除フィルタを用いて、排除リミットよりも大きいサイ
ズの分子を選択的に含め、それよりも小さい分子および水をフィルタに通過させて除外す
る。溶液をフィルタに通すために溶液にかけられる力は、延伸分離または真空吸引のいず
れかであり得る。
【０１２８】
　近接プローブの結合ドメインが検体に結合する際、近接プローブの核酸ドメインは互い
に接近する。その結果、第１および第２のプローブの核酸ドメインは、直接、または例え
ばスプリントを介して間接的に互いにハイブリダイズすることができる。
【０１２９】
　スプリントが存在する場合は、スプリントは、近接プローブよりも先に、それと同時に
、または後で試料に加えられ得る。一実施形態では、スプリントは近接プローブにプレハ
イブリダイズされている。他の実施形態では、スプリントオリゴヌクレオチドは、近接プ
ローブの核酸ドメインの一部を形成する。さらに他の実施形態では、スプリントオリゴヌ
クレオチドは、第３の近接プローブの形で、検体結合ドメインに連結され、好ましくは第
１および第２の近接プローブと同時に加えられる。
【０１３０】
　試料を近接プローブと混合した後、試料が、３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分で
はなく、好ましくは、例えば、緩衝剤、塩、ヌクレオチド等の伸長反応用の非酵素成分を
加えて希釈され得る。好ましい実施形態では、希釈は、増幅反応用の試薬、例えば、緩衝
剤、塩、ヌクレオチド、プライマー、およびポリメラーゼも含む。希釈工程には、結合し
ていない近接プローブの間の相互作用および／またはそれらと試料中の他の成分との相互
作用の可能性を低減する働きがある。
【０１３１】
　希釈は、結合したプローブの核酸ドメイン間の相互作用も妨げ得る。しかしながら、結
合したプローブは互いに接近していることから、妨げられた相互作用があったとしても、
それらは適切な条件下で安定（即ち、再びアニールまたはハイブリダイズ）する。そのた
め、一実施形態では、結合した近接プローブの間の相互作用が安定するのに十分な期間、
試料がさらにインキュベートされ得る。代表的な実施形態では、生成混合物が、約３０分
～約１２時間を含む約５分～約４８時間の範囲の期間、約２０～約３７℃を含む約４～約
５０℃の範囲の温度でインキュベートされ得る。近接プローブの検体への特異的な結合が
保持され、他方で非特異的な相互反応が抑制されるように、反応混合物がインキュベート
される条件が最適化されるべきである。条件は、上述したように核酸ドメインの間での効
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率的で特異的なハイブリダイゼーションも可能にすべきである。
【０１３２】
　プローブと試料をインキュベートする工程の後に増幅試薬を試料に加える場合、上記の
ようにプライマーの３’末端を修飾することにより、プライマーが３’ エキノヌクレア
ーゼ活性から保護されていることが好ましい。あるいは、またはそれに加えて、さらに好
ましい実施形態では、プライマーはホットスタートＰＣＲプライマー、例えば、ステムル
ーププライマー（stem loop primer）であり得る。好ましい実施形態では、ポリメラーゼ
は、下記でさらに定義するように熱安定性ポリメラーゼである。さらに他の好ましい実施
形態では、緩衝剤および／または塩が、試料に加えられる全ての酵素の活性を可能にする
。
【０１３３】
　任意の希釈工程に続き、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分を試料に接触させる。
この工程は、試料の更なる希釈、例えば、適切な緩衝剤および／または他の塩／成分の成
分を加えることを含み得る。上記のように、３’ エキノヌクレアーゼ活性を含む成分は
、伸長反応に必要なポリメラーゼ酵素よりも先にまたは同時に加えられ得る。好ましい実
施形態では、ポリメラーゼ酵素も３’エキノヌクレアーゼ活性を含む。その３’エキノヌ
クレアーゼ活性を、結合していない近接プローブの核酸ドメインに作用させるために、適
切な条件下で試料がさらにインキュベートされ得る。同条件は、試料中にポリメラーゼが
存在する場合、核酸ドメインの伸長にも寄与すべきである。いくつかの実施形態では、３
’ エキノヌクレアーゼ活性を含む成分の後でポリメラーゼが加えられ得る。この場合、
伸長生成物を生成するために、試料がさらにインキュベートされ得る。インキュベート条
件は、反応に用いられる成分によって異なり、いくつかの代表的な条件は上述したもので
ある。しかしながら、核酸ドメインの伸長に用いられるポリメラーゼが、前に定義した超
好熱性ポリメラーゼ、例えば修飾Ｔａｑポリメラーゼ、ＰｆｕＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｗ
ｏＤＮＡポリメラーゼ等、またはＴａｑポリメラーゼ等の熱安定性ポリメラーゼである実
施形態では、本発明の方法のエキノヌクレアーゼ段階および／また伸長段階で他の反応条
件、特に他の温度条件が好ましい場合がある。例えば、伸長反応のための温度、およびポ
リメラーゼも３’エキノヌクレアーゼ活性を含む場合にはエキノヌクレアーゼ反応のため
の温度は、約２０～約７５℃、約３０～約６０℃、または約４５～約５５℃を含む約４～
約８０℃の範囲であり得る。そのため、いくつかの実施形態では、伸長反応のための温度
、およびポリメラーゼも３’エキノヌクレアーゼ活性を含む場合にはエキノヌクレアーゼ
反応のための温度は、少なくとも２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６
０、６５、６０、または７５℃であり得る。
【０１３４】
　伸長生成物の生成に続いて、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分が不活化され得る
。好ましい実施形態では、例えば６５～８０℃で１０分間熱変性させることにより、３’
エキノヌクレアーゼ活性が不活化されるが、成分の性質によって必要な条件が変わること
、例えば、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む超好熱性ポリメラーゼは上記の条件では不
活化され得ないことが分かる。いくつかの実施形態では、熱不活化は、増幅反応の第１の
工程であり得る。
【０１３５】
　近接プローブを試料に接触させる工程の後で増幅反応物が試料に加えられなかった場合
、その反応物をこの段階で試料に接触させるべきである。好ましい実施形態では、増幅成
分を含む新たな容器に試料のアリコートが移され増幅および検出され得る。これに関して
、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分の不活化後、プライマーは、３’エキノヌクレ
アーゼ活性に対する耐性を持っている必要はない。
【０１３６】
　いくつかの実施形態では、近接プローブの核酸ドメインの伸長が可能なポリメラーゼが
、上記の超好熱性ポリメラーゼまたは熱安定性ポリメラーゼ、例えばＰｆｕＤＮＡポリメ
ラーゼ、ＰｗｏＤＮＡポリメラーゼ等である場合、同ポリメラーゼも伸長反応で有用とな
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り得る。
【０１３７】
　近接プローブを試料に接触させる工程の後に増幅試薬を試料に加えた場合、増幅反応を
直接進めることができる。好ましい実施形態では、新たな容器に試料のアリコートが移さ
れ増幅および検出される。
【０１３８】
　一般的に、近接依存的な相互作用の存在を検出可能な任意の簡便なプロトコルが用いら
れ得る。検出プロトコルは、別の工程を必要としてもよいし、しなくてもよい。
【０１３９】
　代表的な一実施形態（本発明の方法の他の代表的な実施形態は上述してある）では、第
１および第２の近接プローブの相互作用から生成される伸長生成物は、第１および第２の
近接プローブの核酸ドメインのフリーな３’ヒドロキシル末端の核酸伸長により実現され
、この相互作用は、後に伸長生成物を増幅および検出することで検出される。この代表的
な実施形態では、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインの伸長は、反応混合物を
、例えば、好適な核酸ポリメラーゼにより提供される核酸伸長活性に接触させ、核酸ドメ
インの伸長が起こるのに十分な条件下でその混合物を維持することにより実現される。
【０１４０】
　当該技術で知られているように、ポリメラーゼは、並置されたヌクレオチド間のホスフ
ォジエステル結合の形成に触媒作用を及ぼし、３’ヒドロキシル部位（３’末端）を含む
ヌクレオチドは、ヌクレオチドの既存のポリマー、即ち核酸の一部を形成し得る。一般に
、同核酸は、フリーな３’末端を有する核酸の伸長の鋳型として作用する相補的な核酸分
子（即ち、鋳型核酸）にアニールされるか、またはハイブリダイズされる。そして、鋳型
核酸上の次のヌクレオチドに相補的な、フリーな５’ホスファート部位を有するフリーな
ヌクレオチドが、フリーな３’末端を有する核酸に接合してそれを伸長する。この工程は
、例えば鋳型の終わりに達するまで繰り返される。任意の簡便なポリメラーゼを用いても
よく、対象となる代表的なポリメラーゼとしては、これらに限定されないが、３’エキノ
ヌクレアーゼ活性を含む成分も含むポリメラーゼ、例えば、Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ
７ＤＮＡポリメラーゼ、ファイ２９（Φ２９）ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ
Ｉ、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片、ＰｆｕＤＮＡポリメラーゼ、および／または
ＰｗｏＤＮＡポリメラーゼが挙げられる。３’エキノヌクレアーゼ活性を有するポリメラ
ーゼは、これらに限定されないが原核生物、真核生物、または原始生物（archael organi
sms）を含む任意の好適な生物から得られる。特定のＲＮＡポリメラーゼを本発明の方法
に用いてもよい。
【０１４１】
　３’エキノヌクレアーゼ活性を有さないポリメラーゼ、例えば、クレノウｅｘｏ（-）
、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｐｆｕ（ｅｘｏ-）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｗｏ（ｅｘｏ-）ＤＮ
Ａポリメラーゼ等によって伸長工程が行われる（伸長生成物が生成される）場合、そのポ
リメラーゼよりも先にまたはそれと同時に３’エキノヌクレアーゼを含む成分、例えばエ
キノヌクレアーゼ酵素が試料に加えられる。任意の簡便な３’エキノヌクレアーゼ、例え
ばエキノヌクレアーゼＩを用いてもよい。特定のＲＮＡエキソヌクレアーゼを本発明の方
法で用いてもよい。
【０１４２】
　この伸長工程において、好適なポリメラーゼと、必要に応じて別の３’エキノヌクレア
ーゼ、および必要なおよび／または所望の任意の試薬を反応混合物と混合し、ハイブリダ
イズされた核酸ドメインの伸長が起こるのに十分な条件下で維持する。当該条件は、結合
していない近接プローブの核酸ドメインの分解が起こるのに十分なものでもあるべきであ
る。ポリメラーゼおよびエキノヌクレアーゼ反応の条件は、当業者に公知である。伸長お
よび／または分解の間、反応混合物は、特定の実施形態において、約４℃～約８０℃の範
囲、約２０～約７５℃、約３０～約６０℃等の温度、例えば、約４５～約５５℃または約
２０℃～約３７℃（アッセイに用いられるポリメラーゼに最適な条件による）で、約１分
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～約１時間等の約５秒～約１６時間の範囲の期間維持され得る。さらに他の実施形態では
、反応混合物が、約３７℃～約４２℃等の約３５℃～約４５℃の範囲の温度、例えば、３
８℃、３９℃、４０℃、または４１℃でまたはそれら付近で、または約４０℃超～約６０
℃、約４５℃～５５℃等の約３５℃～約７５℃の範囲、例えば、４６℃、４７℃、４８℃
、４９℃、５０℃、５１℃、５２℃、５３℃または５４℃でまたはそれら付近で、約２分
～約８時間を含む約１分～約１時間等の約５秒～約１６時間の範囲の期間維持され得る。
代表的な実施形態では、増幅成分が３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分を加える前に
含まれておらず、伸長および分解反応混合物は、７０ｍＭのＴｒｉｓｐＨ７．５、１７ｍ
Ｍの硫酸アンモニウム、１ｍＭのＤＴＴ、４０μｍの各ｄＮＴＰ、３ｍＭのＭｇＣｌ2、
６２．５ユニット／ｍｌのＤＮＡポリメラーゼ、例えば、Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼを含む
。代表的な実施形態では、増幅成分が３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分を加える前
に含まれており、伸長および分解反応混合物は、５０ｍＭのＫＣＩ、２０ｍＭのＴｒｉｓ
－ＨＣＩｐＨ８．４、０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ、３ｍＭのＭｇＣｌ2、ＳＹＢＲＧｒｅｅ
ｎＩ、２０ｎＭのフルオレセイン、３’－チオエート保護ヘアピンプライマー、２５ユニ
ット／ｍｌのｉＴａｑＤＮＡポリメラーゼ、および６２．５ユニット／ｍｌのＤＮＡポリ
メラーゼ、例えば、Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼを含む。
【０１４３】
　伸長の後、伸長生成物（例えば、第１および第２のプローブの伸長核酸ドメイン）が、
試料中の検体の存在を示すものとして、または試料中の検体の量および任意で場所の目安
として増幅および検出される。上記のように、伸長生成物は、一本鎖または二本鎖核酸分
子を含み得る。一本鎖核酸分子は、第１および第２の近接プローブの核酸から解離された
ものであるか、または検体結合ドメインにおける各末端で終結されている第１および第２
のプローブの２つの近接した核酸ドメインの共役生成物であり得るスプリントオリゴヌク
レオチドの伸長によりもたらされ得る。
【０１４４】
　伸長工程に続く本発明の方法の次の工程は、試料中の標的検体を検出するために、反応
混合物中の伸長生成物の存在を特定する工程である。即ち、アッセイされている試料中の
標的検体の存在を検出するために、反応生成物をスクリーニング等（即ち、アッセイ、評
価、数値を求める、分析試験、等）して、得られた伸長生成物の存在を確認する。本発明
によれば、検出工程は、伸長生成物の全てまたは一部の増幅によって通常検出される増幅
生成物を生成する増幅工程を含む。
【０１４５】
　上記の方法によって生成される伸長生成物、より具体的には増幅生成物は、最も広い意
味において、任意の簡便なプロトコルを用いて検出され得る。所望とする感度および本発
明の方法が実践される用途に応じて特定の検出プロトコルは異なり得る。本明細書に記載
のように、本発明の方法では、検出プロトコルが増幅成分を含み、伸長生成物の核酸（ま
たはその一部）の複製数が増加され、例えば、特定のアッセイの感度が高められ得る。し
かしながら、他の方法では、伸長生成物が増幅することなく直接検出され得る。
【０１４６】
　本発明の方法の好ましい実施形態ではないが、増幅を伴わない検出が実行可能な場合、
核酸伸長生成物は多くの様々な方法で検出され得る。例えば、伸長生成物の１つ以上は、
伸長生成物が直接標識化されるように、例えば直接蛍光標識されるか、その他の場合では
分光光度法または放射性同位体による標識化、または任意の信号供与ラベルで標識化され
得る。これらの実施形態では、伸長核酸を検出するために、直接標識化された伸長生成物
が、伸長されていないオリゴヌクレオチド（即ち、核酸ドメインオリゴヌクレオチドまた
はスプリントオリゴヌクレオチド）を含む反応混合物の残りからサイズ分離され得る。あ
るいは、配座選択性プローブ（conformationally selective probe）、例えば（下記でよ
り詳細に説明する）分子ビーコンを用いて、伸長生成物の存在を検出してもよく、その場
合、これらのプローブは伸長核酸生成物中にのみ存在する配列に向けられている。
【０１４７】
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　上記のように、本発明の方法の好ましい実施形態では、検出工程は増幅工程を含み、例
えばアッセイの感度を高めるために、伸長核酸またはその一部の複製数が増加される。前
記増幅は、所望によりリニアであっても指数関数的であってもよく、対象となる典型的な
増幅プロトコルとしては、これらに限定されないが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、
等温増幅、ローリングサークル増幅等が挙げられる。本発明の特に好ましい実施形態では
、前記増幅プロトコルは定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）またはリアルタイムＰＣＲである。
【０１４８】
　例えば、米国特許第６，５５８，９２８号に記載のパドロックプローブまたは任意の環
状核酸分子を鋳型として用いるローリングサークル増幅も、既存の「信号」核酸分子また
はその一部、例えば近接伸長アッセイから生成された伸長生成物の増幅に有用である。そ
のため、本発明の好ましい態様では、伸長生成物（またはその一部）が、ローリングサー
クル増幅によって増幅され得る。一実施形態では、パドロックプローブを用いてローリン
グサークル増幅が行われる。他の実施形態では、環状鋳型（環状オリゴヌクレオチド）を
用いてローリングサークル増幅が行われる。
【０１４９】
　前記検出工程が増幅工程（より具体的には、伸長生成物またはその一部のインビトロ増
幅工程）を含む場合、増幅された生成物（または増幅生成物）を検出して、検体が検出さ
れ得る。
【０１５０】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は当該技術で公知であり、米国特許第４，６８３，２
０２号、第４，６８３，１９５号、第４，８００，１５９号、第４，９６５，１８８号、
および第５，５１２，４６２号に記載されており、それらの開示は参照により本明細書に
含まれる。代表的なＰＣＲ増幅反応では、上記の伸長核酸または伸長生成物（増幅反応で
は鋳型核酸とみなすこともできる）が、プライマー伸長反応で用いられる１つ以上のプラ
イマー、例えば、ＰＣＲプライマー（幾何学的（または指数関数的）増幅で用いられる順
方向プライマーおよび逆方向プライマー、またはリニア増幅で用いられるシングルプライ
マー）と組み合わされる。鋳型核酸（便宜上、以下では鋳型ＤＮＡと呼ぶ）が接触させら
れるオリゴヌクレオチドプライマーは、アニール条件（下記でより詳細に説明）下で相補
的な鋳型ＤＮＡへのハイブリダイゼーションを提供できる十分な長さを有する。プライマ
ーの長さは、通常少なくとも１０ｂｐであり、一般には少なくとも１５ｂｐ、より一般に
は少なくとも１６ｂｐであり、長い場合は３０ｂｐ以上であり、プライマーの長さは、通
常１８～５０ｂｐであり、一般には約２０～約３５ｂｐであり得る。鋳型ＤＮＡは、プラ
イマー伸長、鋳型ＤＮＡのリニア増幅または指数関数的増幅が所望されるかどうかに応じ
て、単一のプライマーまたは２つのプライマー（順方向プライマーおよび逆方向プライマ
ー）のセットに接触させられ得る。
【０１５１】
　上記のように、プライマーは、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分を加える前に試
料に加えられ得る。その場合、そのプライマーは、例えば３’末端の修飾等により、３’
エキノヌクレアーゼ活性に耐性を持つように修飾されている。さらに、プライマーは上記
のようにホットスタートプライマーであってもよい。
【０１５２】
　上記成分に加えて、本発明の方法で生成される反応混合物は、ポリメラーゼおよびデオ
キシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰｓ）を通常含む。望ましいポリメラーゼ活性は
、１つ以上の別個のポリメラーゼ酵素によって提供され得る。多くの実施形態では、反応
混合物は少なくともファミリーＡポリメラーゼを含み、対象となる代表的なファミリーＡ
ポリメラーゼとしては、これらに限定されないが、天然（naturally occurring）ポリメ
ラーゼ（Ｔａｑ）およびＫｌｅｎｔａｑ（Barns et al, Proc. Natl. Acad. Sci USA (19
94) 94:2216-2220に記載）またはｉＴａｑ（BioRad）等のその誘導体および類似体を含む
好熱菌ポリメラーゼ；天然ポリメラーゼ（Ｔｔｈ）およびその誘導体および類似体等を含
む高度好熱菌ポリメラーゼが挙げられる。行われる増幅反応が高忠実度反応（high fidel
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ity reaction）である特定の実施形態では、反応混合物は、例えばファミリーＢポリメラ
ーゼによって提供され得る３’－５’エキノヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼ酵素
をさらに含み得る。対象となるファミリーＢポリメラーゼとしては、これらに限定されな
いが：Perler et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89:5577-5581に記載の超好熱
始原菌ＤＮＡポリメラーゼ（Ｖｅｎｔ）；ピュロコックス種ＧＢ-Ｄ（Deep Vent）；Lund
berg et al., Gene (1991) 108:1-6に記載のピュロコックス・フリオススＤＮＡポリメラ
ーゼ（Ｐｆｕ）、ピュロコックス・ヴェッセイ（Ｐｗｏ）等が挙げられる。反応混合物が
ファミリーＡポリメラーゼおよびファミリーＢポリメラーゼの双方を含む場合、反応混合
物中のファミリーＡポリメラーゼの存在量は、ファミリーＢポリメラーゼよりも多く、活
性の差異は一般的に少なくとも１０倍、より一般的には少なくとも１００倍である。通常
、反応混合物は、存在する４つの天然塩基、即ち、ｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＣＴＰ、およ
びｄＧＴＰに対応する４種類の異なるｄＮＴＰを含む。本発明の方法では、各ｄＮＴＰの
存在量は、通常約１０～５０００μＭであり、一般的には約２０～１０００μＭである。
【０１５３】
　本発明の方法の検出工程で調製された反応混合物は、一価イオンのソース、二価陽イオ
ンのソース、および緩衝剤を含む水性緩衝媒体をさらに含み得る。ＫＣＩ、酢酸カリウム
、酢酸アンモニウム、グルタミン酸カリウム、ＮＨ4Ｃｌ、硫酸アンモニウム等の任意の
簡便な一価イオンのソースが用いられ得る。二価陽イオンは、マグネシウム、マンガン、
亜鉛等でよく、一般的に陽イオンはマグネシウムである。ＭｇＣｌ2、酢酸マグネシウム
等を含む任意の簡便なマグネシウム陽イオンのソースが用いられ得る。バッファーに存在
するＭｇ2+の量は０．５～１０ｍＭの範囲であり得るが、約３～６ｍＭの範囲が好ましく
、約５ｍＭが理想的である。バッファーに存在し得る代表的な緩衝剤または塩としては、
Ｔｒｉｓ、トリシン、ＨＥＰＥＳ、ＭＯＰＳ等が挙げられ、緩衝剤の量は、通常約５～１
５０ｍＭの範囲であり、一般的には約１０～１００ｍＭであり、より一般的には約２０～
５０ｍＭであり、特定の好ましい実施形態では、緩衝剤は、７２℃で、ｐＨが約６．０～
９．５の範囲、最も好ましくはｐＨが７．３になるのに十分な量存在する。緩衝媒体に存
在し得る他の薬剤としては、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ等のキレート剤が挙げられる。
【０１５４】
　本発明の方法のこの工程の反応混合物を調製する際、様々な構成成分が任意の簡便な順
番で混合され得る。例えば、バッファーをプライマー、ポリメラーゼ、そして鋳型ＤＮＡ
と順番に混合してもよいし、または様々な構成成分の全てを同時に混合して反応混合物を
生成してもよい。特に好ましい実施形態では、増幅反応物が伸長反応および分解反応の成
分と混合される。これに関して、反応の成分は、反応の酵素成分の全て、即ち、３’エキ
ノヌクレアーゼ活性を含む成分、伸長生成物の生成のための「第１」のポリメラーゼ、お
よび任意で「第１」のポリメラーゼとは異なり得る、増幅工程のための「第２」のポリメ
ラーゼの活性に適していることが好ましい。いくつかの実施形態では、「第１」のポリメ
ラーゼと「第２」のポリメラーゼは同一、即ち、ポリメラーゼは近接プローブの核酸ドメ
インを伸長すること、および伸長されたドメインの少なくとも一部を増幅することが可能
である。さらなる実施形態では、ポリメラーゼが３’エキノヌクレアーゼ活性を含む。例
えば、伸長反応の生成物がＲＣＡにより検出される実施形態では、ファイ２９（Φ２９）
ＤＮＡポリメラーゼが有用であり得る。即ち、ファイ２９（Φ２９）ＤＮＡポリメラーゼ
を、３’エキノヌクレアーゼ成分、伸長成分、および増幅成分として用いることができる
。さらに非限定的な例は、伸長反応の生成物がＰＣＲによって検出される実施形態で有用
であり得るＰｆｕＤＮＡポリメラーゼである。即ち、ＰｆｕＤＮＡポリメラーゼを、３’
エキノヌクレアーゼ成分、伸長成分、および増幅成分として用いることができる。
【０１５５】
　増幅反応の増幅生成物は、任意の簡便なプロトコルを用いて検出してもよく、下記でよ
り詳細に説明するように、用いられる特定のプロトコルにより、増幅生成物が非特異的に
または特異的に検出され得る。対象となる代表的な非特異的な検出プロトコルとしては、
二重鎖ＤＮＡ生成物を、例えばインターカレーションにより選択的に検出する信号生成シ
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ステムを用いるプロトコルが挙げられる。そのような実施形態で有用な検出可能な分子の
代表例としては、核酸と複合体を形成すると高い蛍光をもたらすフェナントリジニウム色
素（そのモノマー、ホモダイマーまたはヘテロダイマーを含む）等の蛍光核酸染色試薬（
fluorescent nucleic acid stain）が挙げられる。フェナントリジニウム色素の例として
は、エチジウムホモダイマー、エチジウムブロミド、プロピジウムヨウ化物、および他の
アルキル置換フェナントリジニウム色素が挙げられる。本発明の他の実施形態では、核酸
染色試薬は、アクリジンオレンジ、アクリジンホモダイマー、エチジウム－アクリジンヘ
テロダイマー、または９－アミノ－６－クロロ－２－メトキシアクリジン等のアクリジン
色素またはそのホモダイマーまたはヘテロダイマーであるか、またはそれらを含む。本発
明のさらに他の実施形態では、核酸染色試薬は、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ３３３４２、Ｈｏｅｃｈｓｔ３４５８０（ＢＩＯＰＲＯＢＥＳ３４、モレキュラープ
ローブ社、オレゴン州ユージン（２０００年５月））、ＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ
－２－フェニリンドール）またはＤＩＰＩ（４’，６－（ジイミダゾリン－２－イル）－
２－フェニリンドール）等のインドール色素またはイミダゾール色素である。他の使用可
能な核酸染色試薬としては、これらに限定されないが、７－アミノアクチノマイシンＤ、
ヒドロキシスチルバミジン、ＬＤＳ７５１、特定のソラーレン（フロクマリン）、スチリ
ル色素、ルテニウム錯体等の金属錯体、および遷移金属錯体（例えば、Ｔｂ+3およびＥｕ
+3を含むもの）が挙げられる。本発明の特定の実施形態では、核酸染色試薬は、核酸と結
びついた時に高い蛍光をもたらすシアニン色素またはシアニン色素のホモダイマーまたは
ヘテロダイマーである。Ｌｅｅの米国特許第４，８８３，８６７号（１９８９年）、Ｙｕ
ｅらの米国特許第５，５８２，９７７号（１９９６年）、Ｙｕｅらの米国特許第５，３２
１，１３０号（１９９４年）、およびＹｕｅらの米国特許第５，４１０，０３０号（１９
９５年）（４つの特許の全ては参照により含まれる）に記載の色素のいずれかを用いても
よく、これらには、ＴＯＴＯ、ＢＯＢＯ、ＰＯＰＯ、ＹＯＹＯ、ＴＯ－ＰＲＯ、ＢＯ－Ｐ
ＲＯ、ＰＯ－ＰＲＯ、およびＹＯ-ＰＲＯの商標でオレゴン州ユージンのモレキュラープ
ローブ社により市販されている核酸染色試薬が含まれる。Ｈａｕｇｌａｎｄらの米国特許
第５，４３６，１３４号（１９９５年）、Ｙｕｅらの米国特許第５，６５８，７５１号（
１９９７年）、およびＨａｕｇｌａｎｄらの米国特許第５，８６３，７５３号（１９９９
年）（３つの特許の全ては参照により含まれる）に記載の色素のいずれかを用いてもよく
、それらにはＳＹＢＲＧｒｅｅｎ、ＳＹＴＯ、ＳＹＴＯＸ、ＰＩＣＯＧＲＥＥＮ、ＯＬＩ
ＧＲＥＥＮ、およびＲＩＢＯＧＲＥＥＮの商標でオレゴン州ユージンのモレキュラープロ
ーブ社により市販されている核酸染色試薬が含まれる。本発明のさらに他の実施形態では
、核酸染色試薬は、アザベンゾオキサゾール、アザベンジイミダゾール、またはアザベン
ゾチアゾール等のアザ複素環またはポリアザベンザゾリウム複素環を含み、核酸と結びつ
いた時に高い蛍光をもたらすモノメリックシアニン色素、ホモジメリックシアニン色素、
またはヘテロジメリックシアニン色素であり、それらにはＳＹＴＯ、ＳＹＴＯＸ、ＪＯＪ
Ｏ、ＪＯ－ＰＲＯ、ＬＯＬＯ、ＬＯ－ＰＲＯの商標でオレゴン州ユージンのモレキュラー
プローブ社により市販されている核酸染色試薬が含まれる。本発明の方法で有用であり得
るインターカレート色素（intercalating dye）は、バイオチウム社のＥＶＡＧｒｅｅｎT

Mである。
【０１５６】
　本発明の特に好ましい実施形態では、伸長生成物がＰＣＲにより増幅され、前記ＰＣＲ
は定量ＰＣＲであり、増幅された核酸分子は、インターカレート色素を用いて定量される
。好ましい実施形態では、前記インターカレート色素がＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（登録商標）
およびＥＶＡＧｒｅｅｎTMから選択される。
【０１５７】
　さらに他の実施形態では、一般的な二本鎖分子とは対照的に、増幅生成物に特異的な信
号生成システムを用いて増幅が検出され得る。これらの実施形態では、信号生成システム
は、増幅生成物内にある配列に特異的に結合するプローブ核酸を含み得る。その場合、前
記プローブ核酸は、直接または間接的に検出可能なラベルで標識化され得る。直接検出可
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能なラベルが、付加的な試薬を用いることなく直接検出できるものであるのに対して、間
接的に検出可能なラベルは、１つ以上の付加的な試薬を用いることで検出できるものであ
り、例えば、前記ラベルは、２つ以上の成分からなる信号生成システムの一部である。多
くの実施形態では、前記ラベルは直接検出可能なラベルであり、対象となる直接検出可能
なラベルとしては、これらに限定されないが、蛍光ラベル、放射性同位体ラベル、化学発
光ラベル等が挙げられる。多くの実施形態では、前記ラベルは蛍光ラベルであり、そのよ
うな実施形態で用いられる標識化試薬は、蛍光タグ化ヌクレオチド（fluorescently tagg
ed nucleotide）、例えば、蛍光タグ化ＣＴＰ（Ｃｙ３-ＣＴＰ、Ｃｙ５-ＣＴＰ等）であ
る。ヌクレオチドをタグ化して標識化プローブ核酸を生成するのに用いられ得る蛍光部位
としては、これらに限定されないが、フルオレセイン、およびＣｙ３、Ｃｙ５、Ａｌｅｘ
ａ５５５、Ｂｏｄｉｐｙ６３０／６５０等のシアニン色素が挙げられる。当該技術で知ら
れているように、上記のもの等の他のラベルを用いてもよい。
【０１５８】
　特定の実施形態では、特異的に標識化されたプローブ核酸は、「エネルギー転移」ラベ
ルで標識化される。本明細書で用いる「エネルギー転移」とは、蛍光基（fluorescent gr
oup）の蛍光放射が、蛍光修飾基（fluorescence-modifying group）によって変更される
プロセスを意味する。蛍光修飾基が消光基である場合、蛍光基からの蛍光放射が減衰（消
光）する。エネルギー転移は、蛍光共鳴エネルギー転移を介して、または直接的なエネル
ギー転移を介して起こり得る。これらの２つの場合における厳密なエネルギー転移のメカ
ニズムは異なる。なお、本願でのエネルギー転移への参照は、これらのメカニズムが異な
る現象の全てを含むことが分かる。本明細書で用いる「エネルギー転移対」とは、エネル
ギー転移に加わる任意の２つの分子を意味する。一般に、前記分子の一方が蛍光基として
作用し、他方が蛍光修飾基として作用する。「エネルギー転移対」は、その中でエネルギ
ー転移が起こる単一の複合体を形成する分子の群を意味するものとして用いられる。その
ような複合体は、例えば、互いに異なり得る２つの蛍光基と１つの消光基、２つの消光基
と１つの蛍光基、または複数の蛍光基と複数の消光基とを含み得る。複数の蛍光基および
／または複数の消光基が存在する場合、個々の基は互いに異なり得る。本明細書で用いる
「蛍光共鳴エネルギー転移」または「ＦＲＥＴ」とは、励起された蛍光基によって放たれ
た光が、蛍光修飾基によって少なくとも部分的に吸収されるエネルギー転移現象を意味す
る。蛍光修飾基が消光基であるなら、その基は吸収した光を波長の異なる光として出射す
ることができるか、またはそれを熱として放射することができる。ＦＲＥＴは、蛍光基の
発光スペクトラムと消光基の吸光スペクトラムとの間の重なりに依拠する。ＦＲＥＴは、
消光基と蛍光基との間の距離にも依拠する。特定の臨界距離を越えると、消光基は、蛍光
基によって放出された光を吸収することができないか、またはできてもその程度は不十分
である。本明細書で用いる「直接エネルギー転移」とは、蛍光基と蛍光修飾基との間で光
子のやりとりが起きないエネルギー転移メカニズムを意味する。単一のメカニズムに縛ら
れることなく、直接エネルギー転移では、蛍光基と蛍光修飾基が、それぞれの電気構造を
互いに妨げあうと考えられる。蛍光修飾基が消光基である場合は、蛍光基が光を発するこ
とさえも消光基によって妨げられることになる。
【０１５９】
　エネルギー転移標識化プローブ核酸、例えば、オリゴヌクレオチドは、ドナー、アクセ
プター、および標的核酸結合ドメインを含んでいる限り、様々な異なる構成を有していて
もよい。そのため、本発明の方法のこれらの実施形態で用いられるエネルギー転移標識化
オリゴヌクレオチドは、蛍光エネルギードナー、即ち、ドナーが位置するフルオロホアド
メインと、蛍光エネルギーアクセプター、即ち、アクセプターが位置するアクセプタード
メインとを含む核酸ディテクターである。上記のように、ドナードメインはドナーフルオ
ロホアを含む。ドナーフルオロホアは、核酸ディテクターのどこに位置していてもよいが
、一般的にはディテクターの５’末端に存在する。アクセプタードメインは蛍光エネルギ
ーアクセプターを含む。同アクセプターは、アクセプタードメインのどこに位置していて
もよいが、一般的には核酸ディテクターまたはプローブの３’末端に存在する。
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【０１６０】
　フルオロホアドメインおよびアクセプタードメインに加えて、エネルギー転移標識化プ
ローブオリゴヌクレオチドは、例えば、（上記で定義の）厳密なハイブリダイゼーション
条件下で（上記の）対象となる増幅生成物中にある標的核酸配列に結合する標的核酸結合
ドメインも含む。この標的結合ドメインは、通常約１０～約６０ヌクレオチド長の範囲で
あり、一般的には約１５～約３０ヌクレオチド長である。オリゴヌクレオチドおよびアッ
セイ自体の性質に応じて、標的結合ドメインは、鋳型核酸の一領域またはプライマー伸長
生成物の一領域にハイブリダイズし得る。例えば、アッセイが、例えばＴａｑＭａｎ（登
録商標）型オリゴヌクレオチドプローブを用いる５’ヌクレアーゼアッセイの場合、標的
結合ドメインは、厳密な条件下で、プライマー結合サイトの下流またはプライマー結合サ
イトの３’である鋳型核酸の標的結合サイトにハイブリダイズする。代替的な実施形態、
例えば、分子ビーコン型アッセイでは、標的結合ドメインが、プライマー伸長生成物の一
ドメインにハイブリダイズする。これらの実施形態で用いられる、上記の３つのドメイン
を全て含むエネルギー転移標識化オリゴヌクレオチドの全長は、通例、約１０～約６０オ
リゴヌクレオチド長の範囲であり、一般的には約１５～約３０ヌクレオチド長である。
【０１６１】
　特定の実施形態では、エネルギー転移標識化オリゴヌクレオチドは、エネルギー転移標
識化オリゴヌクレオチドが標的核酸にハイブリダイズしていない場合は、フルオロホアの
励起に際してエネルギー転移標識化オリゴヌクレオチドプローブのフルオロホアとアクセ
プターとの間でエネルギー転移が起きるように構成されている。
【０１６２】
　特定の実施形態では、オリゴヌクレオチドは、分子内構造を形成しない一本鎖分子であ
り、ドナーとアクセプターの間隔が一本鎖リニア形式のエネルギー転移をもたらすために
エネルギー転移が起こる。これらの実施形態では、標識化オリゴヌクレオチドプローブが
標的核酸にハイブリダイズした時のフルオロホア励起の際に標識化オリゴヌクレオチドプ
ローブのフルオロホアとアクセプターとの間でもエネルギー転移が起こる。そのような標
識化オリゴヌクレオチドプローブの具体例としては、参照によりその開示が本明細書に含
まれる米国特許第６，２４８，５２６号（およびHeld et al., Genome Res. (1996) 6:98
6-994; Holland et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA (1991) 88:7276-7280;およびLee e
t al., Nuc. Acids Res. (1993) 21:3761-3766）に記載のＴａｑＭａｎ（登録商標）型プ
ローブが挙げられる。これらの実施形態の多くでは、標的核酸結合ドメインは、鋳型核酸
の配列にハイブリダイズする、即ち相補的である。即ち、標的核酸結合ドメインの標的核
酸は、鋳型核酸に存在する配列（即ち、擬似標的核酸（pseudotarget nucleic acid）ま
たは代替核酸（surrogate nucleic acid））である。
【０１６３】
　他の実施形態では、プローブオリゴヌクレオチドは、エネルギー転移標識化オリゴヌク
レオチドプローブが標的核酸にハイブリダイズした時のフルオロホア励起の際に、エネル
ギー転移標識化オリゴヌクレオチドプローブのフルオロホアとアクセプターとの間でエネ
ルギー転移が起きないような構造を有する。これらの種類のプローブ構造の例としては、
スコーピオンプローブ（Whitcombe et al., Nature Biotechnology(1999) 17:804-807; 
米国特許第６，３２６，１４５号に記載のもの。これらの開示は参照により本明細書に含
まれる。）、サンライズプローブ（Nazarenko et al., Nuc. Acids Res.(1997) 25:2516-
2521; 米国特許第６，１１７，６３５号に記載のもの。これらの開示は参照により本明細
書に含まれる。）、分子ビーコン（Tyagi et al., Nature Biotechnology (1996) 14:303
-308; 米国特許第５，９８９，８２３号。これらの開示は参照により本明細書に含まれる
。）、および配座補助プローブ（conformationally assisted probes）（米国仮出願６０
／１３８，３７６号に記載のもの。その開示は参照により本明細書に含まれる。）が挙げ
られる。これらの実施形態の多くでは、標的結合配列またはドメインが、増幅反応のプラ
イマー伸長生成物の配列には相補的であるが、擬似標的核酸にある配列には相補的ではな
いハイブリダイゼーションドメインを含む。
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【０１６４】
　本発明の方法における次の工程は、対象となる標識化増幅生成物から信号を検出する工
程であり、用いられる特定の信号生成システムに応じて信号の検出が異なり得る。特定の
実施形態では、単に検出可能な信号の有無、例えば蛍光が測定され、それを当該アッセイ
で用い、例えば、擬似標的核酸および／またはその増幅生成物の検出により標的核酸の有
無を測定または特定する。用いられる特定のラベルに応じて、信号の検出は標的核酸の有
無を示し得る。
【０１６５】
　信号生成システムが蛍光信号生成システムである実施形態では、信号の検出は一般的に
蛍光信号の変化を反応混合物から検出して、アッセイの結果を得ることを含む。言い換え
れば、反応混合物によって生成された蛍光信号のあらゆる変調が評価される。用いられる
ラベルの性質によって、前記変化は蛍光の増加または減少であり得るが、特定の実施形態
では蛍光の増加である。任意の簡便な手段、例えば、熱安定性キュベット蛍光光度計また
はプレートリーダー蛍光光度計等の好適な蛍光光度計を用いて、蛍光の増加を調べるため
に試料がスクリーニングされる。蛍光を公知の蛍光光度計を用いて観察することが好適で
ある。これらの装置からの信号が、例えば光電子倍増電圧の形でデータ処理ボードに送ら
れ、各試料の管に関連付けられたスペクトラムに変換される。複数の管、例えば９６本の
管を同時に評価することができる。
【０１６６】
　前記検出プロトコルが、例えばリアルタイムＰＣＲ反応プロトコルで用いられるような
リアルタイムプロトコルである場合、データがこのように頻繁な間隔で、例えば３分間に
一回、反応全体を通して収集され得る。各周期の間試料からの反応分子の蛍光を観察する
ことにより、増幅反応の進展を様々な方法で観察することができる。例えば、融解ピーク
（melting peak）によって提供されるデータを、例えば融解ピーク下の領域を計算し、こ
れらのデータを周期の数に対してプロットすることで分析することができる。本発明の好
ましい実施形態では、蛍光信号が、二本鎖核酸分子にインターカレートする色素を用いて
得られ、前記インターカレート色素はＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（登録商標）およびＥｖａＧｒ
ｅｅｎTMから選択されることが好ましい。
【０１６７】
　このように生成されたスペクトラムは、例えば、色素等の予め選択された蛍光部位の「
はまり（fits）」を用いて各信号部位（即ちフルオロホア）を表すピークを形成するよう
に分解することができる。各信号の強度値を表すピーク下の領域を決定し、必要に応じて
互いの商として表される。信号強度の差異および／または比は、標識化プローブの変化を
、反応を通じてまたは温度等の異なる反応条件で記録することを可能にする。前記変化は
、オリゴヌクレオチドプローブと標的配列との間の結合現象または標的配列に結合したオ
リゴヌクレオチドの分解に関連する。差分ピーク（differential peak）下の領域の積分
は、標識化効果の強度値の計算を可能にする。
【０１６８】
　蛍光の変化を求めるために混合物をスクリーニングすることで、試料がプライマー伸長
反応の終わりに一度スクリーニングされたか、または複数回、例えば増幅反応の各サイク
ルの後でスクリーニング（例えば、リアルタイムＰＣＲモニタリングでなされるように）
されたかによって、１つ以上のアッセイの結果がもたらされる。
【０１６９】
　上記のように生成されたデータは、様々な方法で読み解くことができる。最も単純な方
式では、増幅反応の最中またはその最後における試料からの蛍光の増加または減少は、例
えば反応混合物中で検出された増幅生成物の量に関連付けられていることから、試料中に
存在する標的検体の量の増加を示し、増幅反応が進み、そのため当初の試料に標的検体が
実際に存在していたことを示唆する。増幅工程に渡って増幅反応をモニタリングすること
によって定量も可能となる。定量は、上記のように反応混合物中の１つ以上の核酸コント
ロールをアッセイすることも含み得る。
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【０１７０】
　このように、標的検体の存在を調べるために、反応混合物が容易にスクリーニング（ま
たは評価またはアッセイ等）され得る。本発明の方法は、単一の標的検体の検出および試
料中において２つ以上の異なる標的検体がアッセイされる多重分析に好適である。これら
の後者の多重分析の場合では、用いられ得るプローブの異なるセットの数は、通常約２～
約２０以上の範囲、例えば最高で１００以上、１０００以上等である。
【０１７１】
　複数の異なる近接プローブのセットを用いて一回の反応で多くの検体を同時に分析する
ことは（多重化）、３’エキノヌクレアーゼ法により実現される特異性および感度の増大
によって可能になる。各プローブセットは、同プローブセットによって調べられている検
体の有無、量、および／または位置を特定するのに用いることができる独自の伸長生成物
を生成するように設計することができる。その伸長生成物は直接、好ましくは増幅の後で
、液体クロマトグラフィー、電気泳動法、質量分析法、顕鏡法、リアルタイムＰＣＲ（定
量ＰＣＲ）、蛍光プローブ等を含む文献から公知で、十分に確立された核酸分子の分析方
法を用いて検出され得る。本発明の方法の好ましい実施形態では、定量またはリアルタイ
ムＰＣＲが用いられる。とりわけ対象となるのは、本発明とＤＮＡアレイ読み出し形式と
の組み合わせである。本明細書に記載の多重近接伸長アッセイに由来するいくつかの独自
の伸長生成物が、その伸長生成物の配列に相補的なオリゴヌクレオチド配列（タグ）を数
多く保持する標準化ＤＮＡアレイにハイブリダイズされ得る。そのアレイにハイブリダイ
ズされた各伸長生成物は、ＤＮＡアレイ上のその位置により特定され、所定のハイブリダ
イゼーションスポットで検出された強度は、その特定の伸長生成物の量そしてその伸長生
成物の元となる検体の量を示すものとなる。伸長生成物の検出は、分光測定、蛍光、放射
性同位体等により実現され得る。増幅反応（ＰＣＲ）において蛍光標識化プライマーまた
は蛍光標識化ヌクレオチドを用いることで、伸長生成物に蛍光部位が簡便に導入され得る
。ＤＮＡアレイは、少数のスポットを含む膜上の単純なドットブロットアレイであるか、
または数百、数千のスポットを保持する高密度アレイであり得る。
【０１７２】
　非特異性の核酸のハイブリダイゼーションに関連するバックグラウンドをさらに低減す
るために、本発明の方法に変更が加えられ得る。そのような変更としては、あらゆる非特
異性の核酸のハイブリダイゼーションを低減するように本発明の方法を調整することが挙
げられる。いくつかの実施形態では、弱く且つ非特異的なＤＮＡハイブリダイゼーション
を低減するために、試料および近接プローブを含む混合物にタンパク質が加えられ得る。
例えば、プライマー伸長反応およびＰＣＲ反応の歩留まりおよび特異性を高めるために、
大腸菌一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質が用いられている（米国特許第５，４４９，６０３号
および５，５３４，４０７号）。ファージＴ４の遺伝子３２タンパク質（一本鎖ＤＮＡ結
合タンパク質）は、より大きなＤＮＡ断片を増幅する能力を明らかに向上させ（Schwartz
, et al., Nucl. Acids Res. 18: 1079 (1990)）、ＤＮＡポリメラーゼの忠実性を高める
（Huang, DNA Cell. Biol. 15: 589-594 (1996)）。そのようなタンパク質を用いる場合
、反応混合物中のその濃度が約１ｎｇ／μＬ～約１０ｎｇ／μＬを含む約０．１ｎｇ／μ
Ｌ～約１００ｎｇ／μＬ等の約０．０１ｎｇ／μＬ～約１μｇ／μＬの範囲になるように
用いられる。
【０１７３】
　いくつかの実施形態では、poly-A RNAおよび／またはバルクＲＮＡ（bulk RNA）をアッ
セイに加えることによってバックグラウンドが低減され得る。バルクＲＮＡはトータルＲ
ＮＡとしても知られている。即ち、バルクＲＮＡは単に試料、例えば２以上の形体を含み
、好ましくは同試料中に存在する様々な種類のＲＮＡの全て、例えばｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ
、マイクロＲＮＡ等を含む細胞から抽出したトータルＲＮＡである。
【０１７４】
　他の実施形態では、弱く且つ非特異的なＤＮＡハイブリダイゼーションを低減するため
に、部分的に二重鎖の核酸が、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインとして用い
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られ得る。
【０１７５】
　上記のように、本発明の方法は、第１および第２のプローブが検体に結合した場合のみ
、同プローブの核酸ドメインの間で相互作用が起こるように設計されている。何故なら、
フリーで保護されてない３’末端を有する結合していないプローブの核酸ドメインは、３
’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分によって完全にまたは部分的に分解されるからであ
る。しかしながら、この種のアッセイの全てに言えることであるが、これを常に保証する
ことはできず、溶液中でプローブがランダムに近接すると、核酸ドメインのバックグラウ
ンド相互作用がある程度起こり得る（スプリントによってプローブの核酸ドメインが互い
にハイブリダイズすることを、そのような相互作用が起こるために必要とする実施形態で
は、この可能性が低減される。それは、２プローブアッセイと比較した場合、３つのドメ
インの全てがランダムに近接する可能性が低減されるためであるが、それでもある状況で
は依然として生じ得る）。結合していない（即ち反応していない）プローブによるバック
グラウンドの可能性を低減するかまたは最小限に留めるために、上記で説明し当該技術で
公知な他のブロッキング剤に加えて、ブロッキングオリゴヌクレオチドが用いられ得る。
好ましい実施形体では、近接プローブを加える前に、試料が１つ以上のブロッキング剤、
例えばＢＳＡ等と共にインキュベートされ得る。
【０１７６】
　ブロッキングオリゴヌクレオチドは、第１および第２の近接プローブの核酸ドメインの
フリーな末端に結合（即ち、ハイブリダイズまたはアニール）する。そのため、ブロッキ
ングオリゴヌクレオチドは、５’近接プローブの核酸ドメインのフリーな３’ＯＨ末端お
よび３’近接プローブの核酸ドメインのフリーな５’ホスフェート末端に結合し得る。例
えばスプリントオリゴヌクレオチドが高局所濃度で存在する場合、ブロッキングオリゴヌ
クレオチドの結合が競り負けることがあり、これは本発明のいくつかの実施形態で起こり
得る。このように、ブロッキングオリゴヌクレオチドは、検体結合がない場合は、第１お
よび第２のドメインがスプリントにハイブリダイズするのを妨げ得る。他の実施形態では
、１つ以上の特定の「競合」オリゴヌクレオチドが、例えば近接プローブが標的検体に結
びついた後にアッセイに加えられ、プローブの核酸ドメインの末端からブロッキングオリ
ゴヌクレオチドを分離させて、近接するプローブのドメインが相互作用できるようにする
。そのため、５’および／または３’プローブのフリーな末端は、それらが検体に結合さ
れた後まで相互作用することが妨げられる。スプリントオリゴヌクレオチドが用いられ、
第３の近接プローブの核酸ドメインを形成する実施形態では、３つのプローブの全てが検
体に結合した時、スプリントの局所濃度は、ブロッキングオリゴヌクレオチドに競り勝つ
のに十分であるため、第１および第２ドメインがスプリントにハイブリダイズしてブロッ
キングオリゴヌクレオチドが置換される。
【０１７７】
　そのため、ブロッキングオリゴヌクレオチドは、バックグラウンドを低減してアッセイ
の感度を高める上で、競争ベースの方法の使用を可能にする。
【０１７８】
　ブロッキングオリゴヌクレオチドの長さは、約４～１００ヌクレオチド、例えば６～７
５または１０～５０ヌクレオチドの範囲であり得る。それらは、第１または第２のプロー
ブの核酸ドメインのフリーな末端にある、またはその付近の領域にハイブリダイズし得る
（「付近」とは、フリーな３’または５’末端の１～２０、または１～１０ヌクレオチド
、例えば１～６ヌクレオチド以内を意味する。）。ハイブリダイゼーションの領域は、３
～１５ヌクレオチド長、例えば３～１２、３～１０、３～８、４～８、３～６、４～６ヌ
クレオチド長であり得る。
【０１７９】
　一般に、ブロッキングオリゴヌクレオチドは、それぞれのプローブよりも多く、例えば
２～１０００倍、例えば２０～５００、５０～３００、１００～５００または１００～３
００倍、例えば２０、２００、または３００倍多く用いられる。
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【０１８０】
　一般に、競合オリゴヌクレオチドは、ブロッキングオリゴヌクレオチドよりも多く、例
えば２～１０００倍、例えば２０～５００、５０～３００、１００～５００、または１０
０～３００倍、例えば２０、２００または３００倍多く用いられる。
【０１８１】
　親和性が低く、且つ結合速度が遅い近接プローブを用いて検体を検出する場合、十分に
高い濃度で近接プローブをプレインキュベートする工程によって、近接プローブの検体へ
の結合が促進される。このプレインキュベート工程は、大量の冷バッファー（例えば、検
体または近接プローブを含まないバッファー）中で素早く希釈され、次いでこの希釈物の
一部が伸長反応混合物に添加される。約４℃～約１０℃を含む、例えば約０℃～約２０℃
の範囲の低温によって、既存の近接プローブ－検体複合体の分離が極力抑えられるのと同
時に、大幅な希釈により、結合していない近接プローブの濃度が低減されるため、それら
の反応性が低減され、バックグラウンド信号が極力抑えられる。
【０１８２】
　そのような実施形態では、約１μｌ～約２０μｌの少量のインキュベート体積、例えば
、約１μｌ、または約２μｌ、または約３μｌ、または約４μｌ、または約５μｌ、また
は約６μｌの試料および近接プローブを用いてアッセイが行われる。最終的なインキュベ
ート体積における近接プローブの有効濃度は希釈されるため、バックグラウンドが低減さ
れるのと同時に、信号が維持される。これは、第１および第２の核酸ドメインが伸長され
る前に、プローブと検体との間の結合が分離する時間がないためである。伸長生成物が１
００μｌ超またはそれ以上等のおおきな量から伸張生成物を濃縮することができる限り、
この手法は、非常に高い感度と近接依存的な相互作用の検出を可能にする。そのような実
施形態では、一本鎖結合タンパク質を用いることによって、プローブとプローブの相互作
用を低減させることができる。
【０１８３】
　複合試料に伴う問題は、分析の前に複合試料を希釈することによって解消され得る。こ
れによりプローブが非特異的に結合し得るタンパク質の量が大幅に低減するため、必要と
なるプローブの濃度が低減される。検体も希釈されるものの、高い感度の近接プロービン
グによって良好な検出および定量がもたらされる。
【０１８４】
　本発明の方法は、上記のように均質的に（即ち、溶液中で）用いてもよいし、あるいは
、固相を使い異質的に用いてもよい。後者では、例えば結合検体が固相に上に固定化され
るため、洗浄工程の使用が可能になる。固相アッセイの使用は、とりわけ難しい試料を検
出する上で、洗浄工程が抑制成分の除去を手助けし、望ましくない程大量の試料から検体
を濃縮することができるという利点を提供する。結合していない検体およびプローブを洗
浄により除去できるため、より高濃度でより大量の近接プローブを用いることができる。
洗浄によって、結合していない、または共役していないプローブを取り除くことができる
ということは、固相アッセイでは均質アッセイと比較して純度の低い近接プローブが許容
されることも意味する。
【０１８５】
　検体の固相への固定化は様々な方法で実現し得る。従って、本発明の固相アッセイのい
くつかの実施形態が考えられる。そのような一実施形態では、第１および第２の近接プロ
ーブ（使用される場合は第３の近接プローブも）のうちの１つ（またはそれ以上）が固相
（または固体担体）に固定化され得る（または固定化が可能である）。まず、検体は１つ
（またはそれ以上）の固定化された（または固定化が可能な）プローブによって捕捉され
、次に、その後加えられたプローブによって結合される。そのようなスキームでは、前述
の結合活性効果が結合工程の間には存在しないかもしれないが、それは洗浄工程に関係す
る。結合活性効果が検出（結合）工程にも寄与するように、固定化されてない／固定化不
可能なプローブを反応混合物に加えるのと同時に、固相に結合された（即ち、固定化され
たまたは固定化可能な）プローブに検体を接触させることが好ましい。
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【０１８６】
　固定化された近接プローブは、任意の簡便な方法で固定化、即ち担体に結合され得る。
そのため、固定化の方法または手段および固体担体は、好みに応じて、当該技術で公知で
、文献に記載の多数の固定化手段および固体担体から選択され得る。そのため、プローブ
は、例えば検体結合ドメインを介して（例えば、化学架橋により）直接担体に結合しても
よいし、リンカー基または中間結合基により（例えばビオチン－ストレプトアビジン相互
作用により）間接的に結合してもよい。そのため、近接プローブに、担体上に設けられた
固定化手段（例えば、その結合パートナー、即ち同族結合パートナー、例えばストレプト
アビジンまたは抗体等に結合可能な親和性結合パートナー、例えばビオチンまたはハプテ
ン）を設けてもよい。プローブは、検体に結合する前にまたはその後で固定化してもよい
。また、そのような「固定化可能な」プローブを、担体と共に試料に接触させてもよい。
【０１８７】
　固体担体は、現在幅広く用いられているもの、または固定化、分離等のために提案され
ている任意の公知な担体またはマトリクスであり得る。これらは、粒子（例えば、磁性ま
たは非磁性であり得るビーズ）、シート、ゲル、フィルタ、薄膜、繊維、毛細管、または
マクロタイターストリップ、管、プレート、またはウェル等の形体であり得る。
【０１８８】
　担体は、ガラス、シリカ、ラテックス、またはポリマー材料からなり得る。検体との結
合のための高い表面面積を有する材料が好適である。そのような担体は不規則な表面を有
し、例えば、多孔性または粒子状、例えば粒子、繊維、ウェブ、焼結物、またはシーブで
あり得る。粒子状物質、例えばビーズ、特にポリマービーズは結合能力が高いため有用で
ある。
【０１８９】
　本発明に従って用いられる粒子状の固体担体は球面ビーズを含んでいると都合がよい。
同ビーズのサイズは重要ではないが、例えば、直径が少なくとも１μｍ、好ましくは少な
くとも２μｍで、最大直径が好ましくは１０μｍ以下、例えば６μｍ以下であり得る。
【０１９０】
　単分散粒子、即ちサイズが実質的に均一なもの（例えば、直径標準偏差が５％未満のサ
イズ）には、非常に均一な反応の再現性をもたらすという利点がある。代表的な単分散ポ
リマー粒子は、米国特許第４，３３６，１７３号に記載の方法により製造され得る。
【０１９１】
　しかしながら、操作および分離の支援には磁性のビーズが有利である。本明細書で用い
る「磁性」という用語は、担体が磁界に配置されるとそれに付与された磁気モーメントを
持つことができること意味し、例えば、担体は常磁性であり得るため、その磁界の作用の
下では置換させることができる。即ち、磁性粒子を含む担体は、磁気集合により容易に取
り除くことができ、検体結合工程の後で前記粒子を分離するための素早く、簡単で効率的
な方法を提供する。
【０１９２】
　他の実施形態では、均質アッセイの非固定化近接プローブに加えて、結合ドメイン（即
ち、検体捕捉プローブ）のみを含む固定化された（または固定化可能な）検体特異性プロ
ーブを用いることができる。そのため、そのような実施形態では、先ず、検体を固相に固
定化する役割のみを有する固定化または固定化可能な捕捉プローブに検体が捕捉され、次
いで固定化された検体が近接プローブとともにインキュベートされる。そのような実施形
態では、捕捉プローブは、検体に直接または間接的に結合可能な任意の結合パートナーで
あり得る（例えば、近接プローブの検体結合ドメインに関連して上述したように）。より
具体的には、そのような捕捉プローブは、検体に特異的に結合する。本発明のこの実施形
態では、少なくとも３つのプローブ（結合ドメイン）が検体または複合検体に同時に結合
することが要求されるため、潜在的に少なくとも３つの異なるエピトープを調べることが
でき、アッセイに高い特異性を付与する。
【０１９３】
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　さらなる実施形態では、検体自体が、例えば非特異的な吸収によって固相に固定化され
得る（固定化可能となり得る）。そのような特定の実施形態では、検体は、細胞内におい
て任意で固定化および／または浸透可能な状態で存在し、固体担体に結合されている（結
合可能となっている）。
【０１９４】
　上記の方法により、反応混合物中に存在する、スプリントに媒介された近接依存的な相
互作用が検出され、それによりアッセイされている試料中の標的検体の量を測定すること
ができるようになる。測定は定性的または定量的であり得る。
【０１９５】
　従って、上記の複合試料中の１つ以上の標的検体の検出方法は、様々な異なる用途で有
用である。
【０１９６】
　本発明の方法は、試料中の１つ以上の標的検体の有無を調べるために、試料をスクリー
ニングするのに用いられ得る。上記のように、本発明は試料中の１つ以上の標的検体の存
在を検出するまたはその量を定量する方法を提供する。
【０１９７】
　本発明の方法は、大量の非標的物を有する複合試料を含む様々な異なる種類の試料中の
１つ以上の標的検体の存在を検出するのに用いることができ、本発明の方法により、標的
検体が高い感度で検出される。そのため、本発明の方法は、試料中または複合試料中の１
つ以上の標的検体を高感度で検出する方法である。本発明の方法でアッセイされる試料は
、多くの実施形態では、上記で詳述したように生理学的ソースに由来するものである。
【０１９８】
　本発明の方法は、幅広い検体の検出に加えて、近接プローブの検体結合ドメインと検体
の結合領域との相互作用、即ち検体結合ドメインの検体への結合を調整する化合物をスク
リーニングするのに用いられ得る。調整するという用語は、２つの分子間の相互作用を低
減する（例えば、抑制する）ことおよび高めることを含む。スクリーニング法は、インビ
トロであっても、インビボであってもよく、双方の形式は当業者により容易に開発可能で
ある。
【０１９９】
　様々な異なる候補剤（candidate agent）が上記の方法によりスクリーニングされ得る
。候補剤には数多くの化学薬品クラスが含まれるが、一般にそれらは有機分子、好ましく
は分子量が５０ダルトンよりも大きく約２５００ダルトン未満の小有機化合物である。候
補剤は、タンパク質との構造的な相互作用、特に水素結合に必要な官能基を含み、一般的
には少なくともアミン基、カルボニル基、ヒドロキシル基またはカルボキシル基を含み、
好ましくはこれらの官能化学基の少なくとも２つを含む。候補剤は多くの場合環式炭素構
造または複素環式構造および／または上記の官能基の１つ以上に置換された芳香構造また
はポリ芳香構造を含む。候補剤は、ペプチド、糖類、脂肪酸、ステロイド、プリン体、ピ
リミジン、それらの誘導体、構造類似体、または組み合わせを含む生体分子にも見られる
。
【０２００】
　候補剤は、合成または天然の化合物のライブラリを含む幅広いソースから得られる。例
えば、ランダム化オリゴヌクレオチドおよびオリゴペプチドの発現を含む数多くの手段を
、幅広い有機化合物および生体分子のランダム合成および直接合成に利用できる。あるい
は、バクテリア、真菌、植物および動物からの抽出物の形でもある天然の化合物のライブ
ラリが利用可能であるかまたは容易に製造される。それに加えて、天然のまたは合成によ
り生成されたライブラリおよび化合物を、従来の化学的、物理的および生化学的手段によ
り容易に修飾し、コンビナトリアルライブラリを生成するのに用いてもよい。公知の薬物
を、アシル化、アルキル化、エステル化、アミド化等の直接またはランダム化学修飾して
構造類似体を生成してもよい。
【０２０１】
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　上記のスクリーニングアッセイで特定した薬剤は、標的検体の作用およびその存在およ
び／または活性に関する条件を調整する方法を含む様々な方法で有用である。
【０２０２】
　上記の本発明の方法を実施するのに有用なキットも提供される。例えば、いくつかの実
施形態では、本発明の方法を実施するためのキットは、少なくとも１セットの近接プロー
ブを含み、その近接プローブのそれぞれは、上記のように検体結合ドメインと核酸ドメイ
ンとを含む。上記の、特定のプロトコルは、例えば多重および／または高スループット形
式において、試料中の２つ以上の標的検体を同時に検出するために、そのようなプローブ
の２つ以上の異なるセットを用いる。そのため、特定の実施形態では、前記キットが２つ
以上の異なる近接プローブのセットを含む。さらに、キットの成分を用いて実施されるプ
ロトコルで必要となるまたは所望の付加的な試薬が存在していてもよく、その付加的な試
薬としては、これらに限定されないが、３’エキノヌクレアーゼ活性を含む成分、１つ以
上のポリメラーゼ酵素、スプリントオリゴヌクレオチド（任意で第３の近接プローブの形
のもの）、ブロッキングオリゴヌクレオチド、競合オリゴヌクレオチド、プローブ、結合
ドメイン、または検体を固定化するための固体担体、プローブ、結合ドメインまたは検体
を固定化するための手段、増幅手段および検出手段、例えば、蛍光標識化ヌクレオチドも
しくはオリゴヌクレオチドまたはインターカレート色素（例えば、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（
登録商標）および／またはＥｖａＧｒｅｅｎTM）、補助的な核酸のペア、一本鎖結合タン
パク質、およびＰＣＲ増幅試薬（例えば、ヌクレオチド、バッファー、陽イオン等）等が
挙げられる。特定の実施形態では、前記キットは、上記で説明したインキュベート混合物
の有効体積を低減するのに用いられる要素、例えばボリュームエクスクルーダーを含み得
る。前記キットの成分は別々の容器内に存在していてもよいし、前記成分の１つ以上が同
じ容器内に存在していてもよく、同容器は貯蔵容器および／またはそのためにキットが設
計されたアッセイの間に用いられる容器であり得る。
【０２０３】
　上記の成分に加えて、本発明のキットはさらに本発明の方法を実施するための取扱説明
をさらに含み得る。本発明のキットにおいて、これらの取扱説明は様々な形で存在しても
よく、その１つ以上がキット内に存在し得る。これらの取扱説明が取り得る形の１つは、
キットのパッケージ、パッケージの挿入物等の好適な媒体または基材に印刷された情報、
例えば、同情報が印刷された紙である。さらに他の手段はコンピュータ可読媒体、例えば
情報が記録されたディスク、ＣＤ、フラッシュドライブ等であり得る。存在し得るさらに
他の手段はウェブサイトのアドレスであり、インターネットを介してそれを用い、移動先
のサイトの情報にアクセスする。任意の簡便な手段がキットに存在していてもよい。
【０２０４】
　従って、本発明はさらなる態様において、試料中の検体を検出するための方法に用いる
キットであって、
　（ａ）それぞれが検体結合ドメインと核酸ドメインとを含み、前記検体に同時に結合す
ることが可能な少なくとも第１および第２の近接プローブを少なくとも１セットと、
　（ｂ）３’エキソヌクレアーゼ活性を含む成分と、
　（ｃ）任意で、前記第１および第２の近接プローブの少なくとも一方の核酸ドメインを
伸長して伸長生成物を生成するための手段と、
　（ｄ）任意で、前記伸長生成物を増幅および検出するための手段、とを含むキットを提
供する。
【０２０５】
　上記で示したように、核酸ドメインを伸長するための手段はポリメラーゼ酵素であって
もよく、そのような手段は、任意で、ポリメラーゼ反応に必要な試薬（例えば、ヌクレオ
チド）をさらに含み得る。伸長生成物の増幅および検出のための手段は、前記アッセイ法
の文脈で上述した手段のいずれか、例えば、増幅手段およびその増幅生成物を検出するた
めの手段、例えばＰＣＲ反応用の試薬（例えば、増幅プライマー、および任意でポリメラ
ーゼおよび／またはヌクレオチド、等）およびＰＣＲ増幅等を検出するための試薬（例え



(48) JP 6180940 B2 2017.8.16

10

20

30

40

50

ば、Ｔａｑｍａｎ（登録商標）プローブ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（登録商標）および／また
はＥｖａＧｒｅｅｎTM等のインターカレート色素）である。
【０２０６】
　前記キットは、第１および第２のプローブ用のスプリントオリゴヌクレオチドおよび／
またはブロッキングオリゴヌクレオチドを任意でさらに含む。
【０２０７】
　前記キットは、検体用の固定化捕捉プローブ、または固定化手段が設けられた捕捉プロ
ーブを任意でさらに含み得る。あるいは、前記キットは、検体を捕捉するまたは検体に結
合させる固相を含み得るか、または前記第１または第２の近接プローブの１つ以上が固定
化されているか、または固定化手段を備え得る。
【０２０８】
　下記の図面を参照しながら下記の非限定の実施例を参照して本発明をさらに説明する。
【図面の簡単な説明】
【０２０９】
【図１】図１は、５つの異なるバージョンの近接伸長アッセイの模式図である。
【図２】図２は、本発明の方法を用いたインターロイキン－８（５０ｐＭ）の検出におけ
る、３’エキソヌクレアーゼ活性を持つ様々なポリメラーゼの活性または３’エキソヌク
レアーゼを組み合わせた場合の活性を示す棒グラフである。
【図３】図３は、「クラウディング剤」であるセファデックスＧ－１００の存在下および
不在下で試料中の検体（ＩＣＡＭ抗体）を本発明の方法を用いて検出した際に生成された
信号をプロットしたグラフである。
【図４】図４は、本発明の方法を用いた試料中の検体（フィコエリトリン、ＰＥ）の検出
から生成された信号をプロットしたグラフであり、同検体はバッファーまたは血漿のいず
れかに加えられたものである。
【図５】図５は、本発明の方法を用いた試料中の検体（グリア細胞由来の神経栄養因子、
ＧＤＮＦ）の検出から生成された信号をプロットしたグラフであり、同検体はバッファー
に追加されたものかまたは血漿中に自然に存在したものである。
【図６】図６は、本発明の「一段階」法を用いた試料中の検体（インターロイキン－８、
ＩＬ８）の検出から生成された信号をプロットしたグラフである。
【図７】図７は、本発明の「一段階」法を用いた試料中の検体（血管内皮成長因子、ＶＥ
ＧＦ）の検出から生成された信号をプロットしたグラフである。
【図８】図８は、本発明の方法を用いたインターロイキン－８（１００ｐＭ）の検出にお
ける３’エキソヌクレアーゼ活性を持つ２つの超好熱性ポリメラーゼ、即ちPfu DNAポリ
メラーゼおよびPwo DNAポリメラーゼ（DNA GDANSK社より市販のポリメラーゼでHypernova
TMと表記）の活性を示す棒グラフである。
【実施例】
【０２１０】
　実験手順：インターロイキン－８（ＩＬ８）の検出
　近接プローブの調整
　イノバスライトニングリンク接合（Innovas Lightning-Link conjugation）技術を用い
て、１バッチのポリクロナール抗体（ＲｎＤシステム社、ＡＦ－２０８－ＮＡ）を、２つ
の異なるｓｓＤＮＡ鎖に連結し、一方は５’末端に：
５’－ＧＧＣＣＣＡＡＧＴＧＴＴＡＡＴＴＴＧＣＴＴＣＡＣＧＡＴＧＡＧＡＣＴＧＧＡＴ
ＧＡＡ－３’（SEQ ID NO:1）
第２のものは３’末端に：
５’－ＴＣＡＣＧＧＴＡＧＣＡＴＡＡＧＧＴＧＣＡＧＴＡＴＧＡＧＡＡＣＴＴＣＧＣＴＡ
ＣＡＧ－３’（SEQ ID NO:2）
に連結した。
　「伸長オリゴ」と呼ぶ第３のオリゴヌクレオチドを、３’－連結抱合体（3'-attached 
conjugates）に２：１（オリゴ：結合体）の割合で加えた。
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【０２１１】
ＰＥＡプロトコル１（二段階型）
　１μＬの試料（ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡバッファー、ＲｎＤシステムズ社製のＩＬ－８
抗体標準物質である２０８－ＩＬ－０１０、ＥＤＴＡ血漿）を、０．２１ｍｇ／ｍｌのヤ
ギＩｇＧ（シグマアルドリッチＩ９４１０）、１０７μｇ／ｍｌの一本鎖サケ精子ＤＮＡ
（シグマアルドリッチＤ７６５６）、０．０８５％のＢＳＡ、４．３ｍＭのＥＤＴＡ、０
．２１％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００、０．０２％のアジ化ナトリウム、および２．５μＭ
のブロッキング抱合体（Olink AB、ＷＯ２０１２／００７５１１）を含む１μＬのブロッ
キングバッファーと混合した。試料を２５℃で２０分間ブロックした。
【０２１２】
　２μＬのブロックした試料に、２μＬのプローブ混合物（Ｔｒｉｓ-ＨＣＩ：２５ｍＭ
、ＥＤＴＡ：４ｍＭ、ビオチン：１ｍＭ、一本鎖サケ精子ＤＮＡ（シグマアルドリッチＤ
７６５６）：０．０１６ｍｇ／ｍｌ、アジ化ナトリウム：０．０２％、および各ＰＥＡ抱
合体：１００ｐＭ）を加え、その後３７℃で１時間インキュベートした。
【０２１３】
　プローブのインキュベート後、試料をサーマルサイクラー（thermal cycler）に移して
３７℃で静置した。７０．５ｍＭのＴｒｉｓ-ＨＣｌ、１７．７ｍＭの硫酸アンモニウム
、１．０５ｍＭのジチオトレイトール、および４０μＭ（各）のｄＮＴＰを含む７６μＬ
の希釈混合物を、インキュベートした試料に加えた。３７℃で５分間置いた後、２回目の
添加物として２０μＬの伸長混合物（Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ：６６．８ｍＭ、硫酸アンモニウ
ム：１６．８ｍＭ、ジチオトレイトール：１ｍＭ、塩化マグネシウム：３３ｍＭ、および
Ｔ４ＤＮＡポリメラーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ、ＥＰ００６２）：６２．５Ｕ/ｍＬ）、
または他のＤＮＡポリメラーゼを加えた。伸長反応を３７℃でさらに２０分間行い、その
後８０℃で１０分間熱不活化した。
【０２１４】
　伸長生成物をｑＰＣＲで検出するために、４μＬの伸長生成物をｑＰＣＲプレートに移
し、６μＬのｑＰＣＲ混合物（Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ：２５ｍＭ、塩化マグネシウム：７．５
ｍＭ、塩化カリウム：５０ｍＭ、硫酸アンモニウム：８．３ｍＭ、トレハロース（アクロ
スオーガニックス、１８２５５０２５０）：８．３％、ｄＮＴＰ（各）：３３３μＭ、ジ
チオトレイトール：１．６７ｍＭ、各プライマー：８３３ｎＭ（順方向：５’－ＴＣＧＴ
ＧＡＧＣＣＣＡＡＧＴＧＴＴＡＡＴＴＴＧＣＴＴＣＡＣＧＡ－３’（SEQ ID NO:3）、逆
方向：５’－ＴＧＣＡＧＴＣＴＧＴＡＧＣＧＡＡＧＴＴＣＴＣＡＴＡＣＴＧＣＡ－３’（
SEQ ID NO:4）、Biomers）、分子ビーコン：４１７ｎＭ（ＦＡＭ－ＣＣＣＧＣＴＣＧＣＴ
ＴＡＴＧＣＴＡＣＣＧＴＧＡＣＣＴＧＣＧＡＡＴＣＣＣＧＡＧＣＧＧＧ－ＤＡＢＳＹＬ（
SEQ ID NO:5）Biomers）、組み換えＴａｑポリメラーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ、ＥＰ００
４０２）：４１．７Ｕ／ｍＬ、およびＲＯＸ標準（ＲＯＸ-ＴＴＴＴＴＴＴ、Biomers）：
１．３３μＭ）と混合した。最初の変性を９５℃で５分間、次いで９５℃での変性を１５
秒間４５サイクル、そして６０℃でのアニーリングおよび伸長の組み合わせを１分間行っ
て２段階ｑＰＣＲを実行した。
【０２１５】
異なるＤＮＡポリメラーゼの比較
　３’－＞５’エキソヌクレアーゼ活性を持つＤＮＡポリメラーゼ（Ｔ４ＤＮＡポリメラ
ーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ、ファイ２９ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩ、ク
レノウ断片）の試料を、当該活性を持たないもの（クレノウ断片ｅｘｏ（-））と比較し
た際、バックグラウンドに対する信号が明らかに異なっていることが分かった（図２参照
）。３’エキソヌクレアーゼ活性を持たないクレノウ断片は、クレノウ断片（３’ｅｘｏ
＋）よりもはるかにバックグラウンドが高く、エキノヌクレアーゼＩをクレノウ断片ｅｘ
ｏ（-）に加えた場合、クレノウ断片（３’ｅｘｏ＋）を用いたものと同様の結果が得ら
れた。そのため、ＤＮＡポリメラーゼではないエキノヌクレアーゼIは、クレノウ（ｅｘ
ｏ-）に重合された反応を救うことができる。
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【０２１６】
　３’エキソヌクレアーゼ活性を含むいくつかのＤＮＡポリメラーゼ、例えば、Ｔ７およ
びファイ２９ＤＮＡポリメラーゼでは、バックグラウンドおよび抗体試料の双方に対する
信号が小さかった（図２）。この結果は、これらの酵素に存在する強い３’エキソヌクレ
アーゼ活性によるものであり、これらの酵素の特定の反応条件をさらに最適化することで
、これらの酵素が本明細書に記載の方法で有用になり得ると想定される。
【０２１７】
　近接伸長アッセイで３’エキソヌクレアーゼ活性を含む酵素を用いることのプラスの効
果は、フリーで近位にないＤＮＡ末端の分解から生じるものと考えられるため、それらは
、伸長反応自体の間に渡って伸長生成物を蓄積することができない。
【０２１８】
　セファデックスＧ－１００ビーズを用いたプローブのインキュベート
　近接ライゲーションアッセイに係る米国特許出願２００９／０１６２８４０号において
示唆されている、分子クラウディング剤、例えばクラウディングポリマーの使用によるＰ
ＥＡ性能の向上の可能性を調べるために、上記の方法を用いてセファデックスビーズの使
用をテストした。乾燥セファデックスビーズは、溶液中で再水和させる際に水を吸収する
ことで膨張でき、溶液中に存在し得るタンパク質（即ち、検体）や近接プローブ等の大き
な分子はビーズの外に残る。これは前記タンパク質および近接プローブの濃度を効果的に
高め、それらのプローブによる標的への結合を促進させる。図３は、ＰＥＡインキュベー
ト管の底で凍結乾燥されていた０．５μｇのセファデックスＧ－１００にプローブ混合物
および試料を添加したアッセイの結果を示す。感度および信号対ノイズ比の大幅な改善が
見られ、標的への結合が増加したことを示している。
【０２１９】
　血漿のリカバリーおよびＰＥＡに対するマトリックス効果
　３’エキソヌクレアーゼ有効ＤＮＡポリメラーゼを用いるＰＥＡの能力をテストして、
複雑マトリックス（complex matrix）中のタンパク質を正確に検出するために、ヒトＥＤ
ＴＡ調製血漿を用いて上記のアッセイを行った。非ヒトタンパク質フィコエリトリン（Ｐ
Ｅ）を様々な濃度で、ＢＳＡが０．１％の非複雑マトリクスＰＢＳ（リン酸塩緩衝食塩水
）または超複雑マトリクス（very complex matrix）ＥＤＴＡ血漿のいずれかに加え、Ｐ
ＥＡにより定量した。低濃度であってもリカバリーを評価できるように非ヒトタンパク質
を選択した。複雑および非複雑マトリクスの間で実質的に信号の違いがなかったことから
、１０ｐＭであっても血漿中のこの検体の良好なリカバリーが観測された（図４）。
【０２２０】
　他の実施例では、ヒトタンパク質ＧＤＮＦ（グリア細胞由来の神経栄養因子）をヒト血
漿に加えた（図５）。血漿中におけるこのタンパク質の量は非常に少なく、標準的な技術
で検出するのは困難である。この検体の場合でも再び優れたリカバリーが観測され、０．
１ｐＭ以下であっても内因性ＧＤＮＦを定量可能であることが示された。
【０２２１】
　簡略化されたＰＥＡプロトコル（２）
　実験手順を簡略化できる可能性があるならば、そうすることが常に望ましい。伸長混合
物をｑＰＣＲ混合物と組み合わせることができることが分かった。これにより、さらなる
分注を何ら必要とすることなく、且つ短い実地時間で伸長生成物をサーマルサイクラーか
らｑＰＣＲ機器に直接移すことが可能となる。このプロトコルは、良好な正確性と共に高
い感度および信号を維持することを証明した（図６および７）。ｑＰＣＲプライマーの存
在下で近接伸長反応に３’エキソヌクレアーゼＤＮＡポリメラーゼを用いることができる
ようにするには、そのプライマーにエキソヌクレアーゼに対する耐性を持たせる必要があ
る。これは、ＰＥＡ反応の低温でヘアピン構造を形成するプライマーを生成し、その３’
末端の最後の２つの残基をリン酸チオエートで修飾することにより実現できた。一段階型
のＰＥＡプロトコルを下記に記す。ＩＬ８およびＶＥＧＦの検出の結果を図６および図７
にそれぞれ示す。これらの結果は一段階プロトコルを用いて得られたものである。
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　ＰＥＡプロトコル２（一段階型）
　１μＬの試料（ＰＢＳ＋０．１％ＢＳＡバッファー、ＲｎＤシステムズ社製のＩＬ－８
抗体標準物質である２０８－ＩＬ－０１０、ＥＤＴＡ血漿）を、０．１９ｍｇ／ｍｌのヤ
ギＩｇＧ（シグマアルドリッチＩ９４１０）、９４μｇ／ｍｌの一本鎖サケ精子ＤＮＡ（
シグマアルドリッチＤ７６５６）、０．０７５％のＢＳＡ、３．８ｍＭのＥＤＴＡ、０．
１９％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００、０．０１５％のアジ化ナトリウム、および２．５μＭ
のブロッキング抱合体（Olink AB、ＷＯ２０１２／００７５１１）を含む１μＬのブロッ
キングバッファーと混合した。試料を２５℃で２０分間ブロックした。
【０２２３】
　２μＬのブロックした試料に、２μＬのプローブ混合物（Ｔｒｉｓ-ＨＣＩ：２５ｍＭ
、ＥＤＴＡ：４ｍＭ、ビオチン：１ｍＭ、一本鎖サケ精子ＤＮＡ（シグマアルドリッチＤ
７６５６）：０．０１６ｍｇ／ｍｌ、アジ化ナトリウム：０．０２％、および各ＰＥＡ抱
合体：１００ｐＭ）を加え、その後３７℃で１時間インキュベートした。
【０２２４】
　プローブのインキュベート工程の後、試料をサーマルサイクラーに移し、３７℃で静置
した。１ｘのiTaq SYBR Green Supermix（ＢｉｏＲａｄ、１７２－５８５１）および３’
－チオエート保護ヘアピンプライマー（順方向：５’－ＴＣＧＴＧＡＧＣＣＣＡＡＧＴＧ
ＴＴＡＡＴＴＴＧＣＴＴＣＡＣ*Ｇ*Ａ－３’（SEQ ID NO:6）、逆方向：ＴＧＣＡＧＴＣ
ＴＧＴＡＧＣＧＡＡＧＴＴＣＴＣＡＴＡＣＴＧ*Ｃ*Ａ－３’（SEQ ID NO:7）*はチオエー
ト修飾を示す）を含む３６μＬの希釈混合物を試料に加えた。３７℃で３分間置いた後、
１０μＬの伸長混合物（1X iTaq SYBR Green Supermix（ＢｉｏＲａｄ、１７２－５８５
１）およびＴ４ＤＮＡポリメラーゼ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ、ＥＰ００６２）:６２．５Ｕ
／ｍＬ）を加えた。伸長反応を３７℃でさらに２０分間行い、その後６５℃で１０分間Ｔ
４ＤＮＡポリメラーゼを熱不活化させた。
【０２２５】
　反応混合物（５０μＬ）は、伸長生成物とｑＰＣＲに必要な試薬の全てを含んでいた。
１０μＬの反応混合物を定量のために光学ｑＰＣＲプレートに移した。最初の変性を９５
℃で５分間、次いで９５℃での変性を１５秒間４５サイクル、そして６４℃でのアニーリ
ングおよび伸長の組み合わせを１分間行って２段階ｑＰＣＲを実行した。
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