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(57)【要約】
本明細書には、cMET変化（例えばコピー数の変動、発現
レベルの変動、および/または点突然変異を含む突然変
異の存在）の検出に関係する方法およびアッセイを記載
する。既存の方法は、例えば感度の制約、研究室間不一
致、または必要なマルチプレックス能を提供できないこ
となどによって、その臨床的有用性が限定されている。
本明細書に提供する方法およびアッセイは、より速く、
より費用効果の高い、患者の検査およびスクリーニング
のための、マルチモードマルチプレックスアッセイを可
能にし、よって健康管理の改善を可能にする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸試料の一部分を2セットのプライマーと接触させる工程であって、
　　第1のプライマーのセットがcMET遺伝子コピー数多型の変化を検出し、第2のプライマ
ーのセットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出し、
　　　該第1のプライマーのセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少
なくとも2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプラ
イマー対のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つ
の参照遺伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置せず、
　　　該第2のプライマーのセットが、cMETのmRNA特異的配列および少なくとも2つの参照
遺伝子のmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、工程;
　該試料の該一部分と該2セットのプライマーとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマ
ーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
を含む、cMET変化を検出するためのアッセイであって、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料におけるcMET
の遺伝子増幅変化の存在を示し、参照レベルと比較して変化したmRNA特異的cMETアンプリ
コンのレベルが、試料におけるcMETの遺伝子発現レベル変化の存在を示す、アッセイ。
【請求項２】
　前記第1のプライマーのセットが、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅する
プライマー対のサブセットをさらに含み、かつ
　前記アッセイが、正規化されたEGFRアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFR
の遺伝子増幅変化の存在を示す、請求項1記載のアッセイ。
【請求項３】
　7番染色体上に位置する第1プライマーセットの参照遺伝子がKDELR-2であり、かつ
　前記アッセイが、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベルを参照レベルと比較する
工程をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的KDELR-2アンプリコンのレベルが、試料におけるK
DELR-2の遺伝子増幅変化の存在を示す、請求項1～2のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項４】
　cMET、EGFRおよびKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在が7番染色体増幅の存在を示す、請求
項1～3のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項５】
　7番染色体上に位置しない第1プライマーセットの参照遺伝子がSOD1またはSPG21である
、請求項1～4のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項６】
　前記第1プライマーセットが、SOD1とSPG21のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配
列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、請求項5記載のアッセイ。
【請求項７】
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、請求項1～6のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項８】
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、請求項1～7のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項９】
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリコンを増幅するプライマー



(3) JP 2016-527900 A 2016.9.15

10

20

30

40

50

対サブセットを含む、請求項1～8のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項１０】
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも2つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも2つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、請求項1～9のいずれか一項記
載のアッセイ。
【請求項１１】
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも3つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも3つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、請求項1～10のいずれか一項
記載のアッセイ。
【請求項１２】
　前記試料の第2部分を第3のプライマー対のセットと接触させる工程であって、該第3の
プライマーのセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを
含む、工程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プラ
イマーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工
程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含み、アンプリコンの存在が、当該プライマー対が特異的である配列変異の存在
を示す、請求項1～11のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項１３】
　cMETの一つまたは複数の配列変異がSNPである、請求項12記載のアッセイ。
【請求項１４】
　cMET SNPが、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1
262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246N（SEQ ID NO:131）からなる群より選択さ
れる、請求項12～13のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項１５】
　S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T
、V1238I、Y1248C、およびD1246N（SEQ ID NO:131）が検出される、請求項12～14のいず
れか一項記載のアッセイ。
【請求項１６】
　両反応に同じPCR熱サイクリングレジメンが使用される、請求項12～15のいずれか一項
記載のアッセイ。
【請求項１７】
　核酸試料がFFPE腫瘍試料から調製される、請求項1～16のいずれか一項記載のアッセイ
。
【請求項１８】
　試料が、胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん、大腸がん、頭頸部
がん、ヘパトーマ、非小細胞肺がん、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、卵巣がん、肉腫、
および甲状腺がんからなる群より選択される状態と診断された対象からの腫瘍細胞を含む
、請求項1～17のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項１９】
　一つまたは複数のプライマーが二重ドメインプライマーである、請求項1～18のいずれ
か一項記載のアッセイ。
【請求項２０】
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物を識別することが
できる、請求項1～19のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項２１】
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、別個のサイズ
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であることによって識別される、請求項1～20のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項２２】
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、異なる検出可
能ラベルで標識されることによって識別される、請求項1～21のいずれか一項記載のアッ
セイ。
【請求項２３】
　第1のプライマーのセットおよび第2のプライマーのセットからの増幅産物が、異なる検
出可能ラベルで標識されることによって識別される、請求項1～22のいずれか一項記載の
アッセイ。
【請求項２４】
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:1～83からなる群より選択される、請求項1～
23のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項２５】
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:89～124のいずれかの配列を含む、請求項1～
24のいずれか一項記載のアッセイ。
【請求項２６】
　プライマーがおよそ表2の濃度で反応混合物中に存在する、請求項1～25のいずれか一項
記載のアッセイ。
【請求項２７】
　核酸試料の一部分を、cMET遺伝子コピー数多型の変化を検出する1セットのプライマー
と接触させる工程であって、
　　該プライマーのセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少なくとも
2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライマー対
のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つの参照遺
伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置しない、工程;
　該試料の該一部分と該プライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマー
アニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
を含む、cMET変化を検出する方法であって、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料におけるcMET
の遺伝子増幅変化の存在を示す、方法。
【請求項２８】
　前記プライマーのセットが、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライ
マー対のサブセットをさらに含み、かつ
　前記アッセイが、正規化されたEGFRアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFR
の遺伝子増幅変化の存在を示す、請求項27記載の方法。
【請求項２９】
　7番染色体上に位置するプライマーセットの参照遺伝子がKDELR-2であり、かつ
　前記方法が、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的KDELR-2アンプリコンのレベルが、試料におけるK
DELR-2の遺伝子増幅変化の存在を示す、請求項27～28のいずれか一項記載の方法。
【請求項３０】
　cMET、EGFRおよびKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在が7番染色体増幅の存在を示す、請求
項27～29のいずれか一項記載の方法。
【請求項３１】
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　7番染色体上に位置しないプライマーセットの参照遺伝子がSOD1またはSPG21である、請
求項27～30のいずれか一項記載の方法。
【請求項３２】
　プライマーセットが、SOD1とSPG21の少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプラ
イマー対のサブセットを含む、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　核酸試料の前記一部分を第2のプライマーセットと接触させる工程であって、該第2のプ
ライマーセットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出する、工程
をさらに含み、
　該第2のプライマーセットが、cMETのmRNA特異的配列および少なくとも2つの参照遺伝子
の少なくともmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含み、かつ
　参照レベルと比較して変化したmRNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料における
cMETの遺伝子発現レベル変化の存在を示す、請求項27～32のいずれか一項記載の方法。
【請求項３４】
　第1プライマーセットが、SOD1とSPG21のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を
増幅するプライマー対のサブセットを含む、請求項27～33のいずれか一項記載の方法。
【請求項３５】
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、請求項27～34のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、請求項27～35のいずれか一項記載の方法。
【請求項３７】
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、請求項27～36のいずれか一項記載の方法。
【請求項３８】
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも2つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも2つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、請求項27～37のいずれか一項
記載の方法。
【請求項３９】
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも3つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも3つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、請求項27～38のいずれか一項
記載の方法。
【請求項４０】
　前記試料の第2部分を第3のプライマー対のセットと接触させる工程であって、該第3の
プライマーのセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを
含む、工程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プラ
イマーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工
程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含み、アンプリコンの存在が、当該プライマー対が特異的である配列変異の存在
を示す、請求項27～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　cMETの一つまたは複数の配列変異がSNPである、請求項40記載の方法。
【請求項４２】
　cMET SNPが、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1
262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246N（SEQ ID NO:131）からなる群より選択さ



(6) JP 2016-527900 A 2016.9.15

10

20

30

40

50

れる、請求項39～41のいずれか一項記載の方法。
【請求項４３】
　S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T
、V1238I、Y1248C、およびD1246N（SEQ ID NO:131）が検出される、請求項39～42のいず
れか一項記載の方法。
【請求項４４】
　両反応に同じPCR熱サイクリングレジメンが使用される、請求項39～43のいずれか一項
記載の方法。
【請求項４５】
　核酸試料がFFPE腫瘍試料から調製される、請求項39～44のいずれか一項記載の方法。
【請求項４６】
　試料が、胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん、大腸がん、頭頸部
がん、ヘパトーマ、非小細胞肺がん、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、卵巣がん、肉腫、
および甲状腺がんからなる群より選択される状態と診断された対象からの腫瘍細胞を含む
、請求項27～45のいずれか一項記載の方法。
【請求項４７】
　一つまたは複数のプライマーが二重ドメインプライマーである、請求項27～46のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項４８】
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物を識別することが
できる、請求項27～47のいずれか一項記載の方法。
【請求項４９】
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、別個のサイズ
であることによって識別される、請求項27～48のいずれか一項記載の方法。
【請求項５０】
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、異なる検出可
能ラベルで標識されることによって識別される、請求項27～49のいずれか一項記載の方法
。
【請求項５１】
　第1のプライマーのセットおよび第2のプライマーのセットからの増幅産物が、異なる検
出可能ラベルで標識されることによって識別される、請求項27～50のいずれか一項記載の
方法。
【請求項５２】
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:1～83からなる群より選択される、請求項27
～51のいずれか一項記載の方法。
【請求項５３】
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:89～124のいずれかの配列を含む、請求項27
～52のいずれか一項記載の方法。
【請求項５４】
　プライマーがおよそ表2の濃度で反応混合物中に存在する、請求項27～53のいずれか一
項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、2013年8月14日に出願された米国仮出願第61/865,755号の、米国特許法第119条
(e)項に基づく恩典を主張し、その内容は、参照によりそのまま本明細書に組み入れられ
る。
【０００２】
配列表
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　本願は、ASCIIフォーマットで電子提出された配列表を含み、この配列表は参照により
そのまま本明細書に組み入れられる。2014年7月31日に作成された前記ASCIIコピーはファ
イル名を046264-077471-PCT_SL.txtといい、サイズは97,800バイトである。
【０００３】
技術分野
　本明細書に記載する技術は、cMET変化（例えば、コピー数や発現レベルの変動および/
または点突然変異を含む突然変異の存在）の検出を可能にするアッセイおよび方法に関す
る。
【背景技術】
【０００４】
背景
　個別化医療の発達は、擾乱または変化を起こした場合に疾患の一因となりうる遺伝子の
同定につながった。しかし疾患連鎖遺伝子はいくつかの形で変化を起こしうる。例えば、
所与の疾患を有する対象または所与の疾患を発症するリスクがある対象では野生型対象ま
たは健常対象と比較して、遺伝子の発現レベルが変化を起こし、遺伝子をコードする配列
が変化を起こし、かつ/または遺伝子のゲノムコピーの数が変化（コピー数多型（copy nu
mber variation）;「CNV」）を起こしうる。
【０００５】
　例えば、cMETはがんに関係づけられており、所与のがん細胞はいずれも、cMETのこれら
の変化のうちの一つまたは複数を示しうる。cMET発現産物HGFR（肝細胞成長因子受容体）
の活性化は、細胞増殖、細胞生存、浸潤、細胞運動、転移、および血管新生の一因になる
。HGFRの活性化は、成長因子濃度の不均衡、遺伝子増幅、および/または突然変異による
過剰発現によって引き起こされうる。cMETのこれらの変化は、固形腫瘍（例えば腎がん、
胃がん、および肝細胞がん腫瘍）、腺がん、ならびに扁平上皮大細胞がんおよび扁平上皮
小細胞がんに見出されている。
【０００６】
　これらのタイプの変化はそれぞれが、典型的には、択一的なアプローチを使って検出さ
れ、そのアプローチのそれぞれが、臨床的有用性を制限する弱点を示す。例えば、発現レ
ベルは免疫組織化学によって検出されることが多いが、これには、抗体感度が低くて、陽
性試料の発現レベルが弱くみえることが問題になる場合がある。CNVおよび遺伝子発現レ
ベルはFISHによって検出することができるが、これらのアッセイは、20％以上の研究室間
不一致を呈しうる。突然変異アッセイおよび遺伝子発現アッセイはRT-PCRによって行うこ
とができるが、既存の技術で得られるマルチプレックス能は、包括的臨床診断に必要なも
のには届かない。マルチモードマルチプレックスアッセイの開発は、より速く、より費用
効果の高い、患者の検査およびスクリーニングを可能にすることができ、健康管理の改善
を可能にする。
【発明の概要】
【０００７】
　本明細書に記載する技術は、cMETの変化、例えば配列の変化（突然変異）、発現レベル
の変化、および/または遺伝子コピー数の変化を検出するための方法およびアッセイに向
けられる。本発明者らは、単一のマルチプレックス化反応混合物においてcMETコピー数お
よびcMET発現レベルを高い信頼性で決定し、わずか2つの個別反応を含む単一のマルチプ
レックス化アッセイにおいてcMETコピー数、cMET発現レベル、およびcMET突然変異の有無
を決定するためのアッセイを開発し、その方法を発見した。
【０００８】
　一局面において、本明細書には、
　核酸試料の一部分を2セットのプライマーと接触させる工程であって、
　　第1のプライマーセットがcMET遺伝子コピー数多型の変化を検出し、第2のプライマー
セットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出し、
　　　該第1のプライマーセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少な
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くとも2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライ
マー対のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つの
参照遺伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置せず、
　　　該第2のプライマーセットが、cMETのmRNA特異的配列および少なくとも2つの参照遺
伝子のmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、工程;
　該試料の該一部分と該2セットのプライマーとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマ
ーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
を含む、cMET変化を検出するためのアッセイであって、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料におけるcMET
の遺伝子増幅変化の存在を示し、参照レベルと比較して変化したmRNA特異的cMETアンプリ
コンのレベルが、試料におけるcMETの遺伝子発現レベル変化の存在を示すアッセイを記載
する。
【０００９】
　いくつかの態様では、第1のプライマーセットは、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的
配列を増幅するプライマー対のサブセットをさらに含み、アッセイは、正規化されたEGFR
アンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程をさらに含み、ここでは、参照レベル
と比較して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFRの遺伝子増幅
変化の存在を示す。いくつかの態様では、7番染色体上に位置する第1プライマーセットの
参照遺伝子はKDELR-2であり、アッセイは、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベルを
参照レベルと比較する工程をさらに含み、ここでは、参照レベルと比較して高いgDNA特異
的KDELR-2アンプリコンのレベルが、試料におけるKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在を示す
。いくつかの態様では、cMET、EGFRおよびKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在が、7番染色体
増幅の存在を示す。
【００１０】
　いくつかの態様では、7番染色体上に位置しない第1プライマーセットの参照遺伝子はSO
D1またはSPG21である。いくつかの態様では、第1プライマーセットは、SOD1とSPG21のそ
れぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む。
【００１１】
　いくつかの態様では、プライマーセットは、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコン
を増幅するプライマー対サブセットを含む。いくつかの態様では、プライマーセットは、
各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む。い
くつかの態様では、プライマーセットは、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリコンを増
幅するプライマー対サブセットを含む。
【００１２】
　いくつかの態様では、プライマーセットは、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの
少なくとも2つのgDNA特異的アンプリコン、ならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの
少なくとも2つのmRNA特異的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む。い
くつかの態様では、プライマーセットは、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少な
くとも3つのgDNA特異的アンプリコン、ならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少な
くとも3つのmRNA特異的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む。
【００１３】
　いくつかの態様において、アッセイは、
　試料の第2部分を第3のプライマー対セットと接触させる工程であって、該第3のプライ
マーセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、工
程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライ
マーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
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　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含むことができ、ここで、アンプリコンの存在は、当該プライマー対が特異的で
ある配列変異の存在を示す。いくつかの態様では、cMETの一つまたは複数の配列変異はSN
Pである。いくつかの態様では、cMET SNPは、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V
、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246Nからなる群
より選択される。いくつかの態様では、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M114
9T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246Nが検出される。
【００１４】
　いくつかの態様では、両反応に同じPCR熱サイクリングレジメンが使用される。いくつ
かの態様では、核酸試料はFFPE腫瘍試料から調製される。いくつかの態様では、試料は、
胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん、大腸がん、頭頸部がん、ヘパ
トーマ、非小細胞肺がん、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、卵巣がん、肉腫、および甲状
腺がんからなる群より選択される状態と診断された対象からの腫瘍細胞を含む。
【００１５】
　いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは二重ドメインプライマー（dual d
omain primer）である。いくつかの態様では、あるプライマーサブセットの2つ以上のプ
ライマー対からの増幅産物を識別することができる。いくつかの態様では、あるプライマ
ーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、別個のサイズを持つことによ
って識別される。いくつかの態様では、あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマ
ー対からの増幅産物が、異なる検出可能ラベルで標識されることによって識別される。い
くつかの態様では、第1のプライマーセットおよび第2のプライマーセットからの増幅産物
が、異なる検出可能ラベルで標識されることによって識別される。
【００１６】
　いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは、SEQ ID NO:1～83からなる群よ
り選択される。いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは、SEQ ID NO:89～12
4のいずれかの配列を含む。いくつかの態様では、プライマーは、およそ表2の濃度で反応
混合物中に存在する。
【００１７】
　一局面において、本明細書には、
　核酸試料の一部分を、cMET遺伝子コピー数多型の変化を検出する1セットのプライマー
と接触させる工程であって、
　　該プライマーのセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少なくとも
2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライマー対
のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つの参照遺
伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置しない、工程;
　該試料の該一部分と該プライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマー
アニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
を含む、cMET変化を検出する方法であって、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料におけるcMET
の遺伝子増幅変化の存在を示す方法を記載する。
【００１８】
　いくつかの態様では、プライマーのセットは、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的配列
を増幅するプライマー対のサブセットをさらに含み、アッセイは、正規化されたEGFRアン
プリコンのレベルを参照レベルと比較する工程をさらに含み、ここでは、参照レベルと比
較して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFRの遺伝子増幅変化
の存在を示す。いくつかの態様では、7番染色体上に位置するプライマーセットの参照遺
伝子はKDELR-2であり、方法は、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベルを参照レベル
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と比較する工程をさらに含み、ここでは、参照レベルと比較して高いgDNA特異的KDELR-2
アンプリコンのレベルが、試料におけるKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在を示す。いくつ
かの態様では、cMET、EGFRおよびKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在が、7番染色体増幅の存
在を示す。いくつかの態様では、7番染色体上に位置しないプライマーセットの参照遺伝
子はSOD1またはSPG21である。いくつかの態様では、プライマーセットは、SOD1とSPG21の
少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む。
【００１９】
　いくつかの態様において、方法は、
　核酸試料の一部分を、第2のプライマーセットと接触させる工程であって、該第2のプラ
イマーセットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出する、工程;
をさらに含むことができ、該第2のプライマーセットは、cMETのmRNA特異的配列および少
なくとも2つの参照遺伝子の少なくともmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセ
ットを含み、参照レベルと比較して変化したmRNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試
料におけるcMETの遺伝子発現レベル変化の存在を示す。
【００２０】
　いくつかの態様では、プライマーセットは、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコン
を増幅するプライマー対サブセットを含む。いくつかの態様では、プライマーセットは、
各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む。い
くつかの態様では、プライマーセットは、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリコンを増
幅するプライマー対サブセットを含む。
【００２１】
　いくつかの態様では、プライマーセットは、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの
少なくとも2つのgDNA特異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少
なくとも2つのmRNA特異的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む。いく
つかの態様では、プライマーセットは、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なく
とも3つのgDNA特異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくと
も3つのmRNA特異的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む。
【００２２】
　いくつかの態様において、アッセイは、
　試料の第2部分を、第3のプライマー対セットと接触させる工程であって、該第3のプラ
イマーセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、
工程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライ
マーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含むことができ、ここで、アンプリコンの存在は、当該プライマー対が特異的で
ある配列変異の存在を示す。いくつかの態様では、cMETの一つまたは複数の配列変異はSN
Pである。いくつかの態様では、cMET SNPは、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V
、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246Nからなる群
より選択される。いくつかの態様では、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M114
9T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246Nが検出される。
【００２３】
　いくつかの態様では、両反応に同じPCR熱サイクリングレジメンが使用される。いくつ
かの態様では、核酸試料はFFPE腫瘍試料から調製される。いくつかの態様では、試料は、
胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん、大腸がん、頭頸部がん、ヘパ
トーマ、非小細胞肺がん、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、卵巣がん、肉腫、および甲状
腺がんからなる群より選択される状態と診断された対象からの腫瘍細胞を含む。
【００２４】
　いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは二重ドメインプライマーである。
いくつかの態様では、あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産
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物を識別することができる。いくつかの態様では、あるプライマーサブセットの2つ以上
のプライマー対からの増幅産物が、別個のサイズを持つことによって識別される。いくつ
かの態様では、あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、
異なる検出可能ラベルで標識されることによって識別される。いくつかの態様では、第1
のプライマーセットおよび第2のプライマーセットからの増幅産物が、異なる検出可能ラ
ベルで標識されることによって識別される。
【００２５】
　いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは、SEQ ID NO:1～83からなる群よ
り選択される。いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは、SEQ ID NO:89～12
4のいずれかの配列を含む。いくつかの態様では、プライマーは、およそ表2の濃度で反応
混合物中に存在する。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】本明細書に記載するプライマーターゲットの例示的な態様の模式図を表す。
【図２】胃がん細胞の単一チューブCNVおよび遺伝子発現解析を示し、表1のプライマーを
表2で指定するように使用したアッセイのTYEチャネルでの検出を表す。
【図３】胃がん細胞の単一チューブCNVおよび遺伝子発現解析を示し、表1のプライマーを
表2で指定するように使用したアッセイのFAMチャネルでの検出を表す。
【図４】肺がん細胞の単一チューブCNVおよび遺伝子発現解析を示し、表1のプライマーを
表2で指定するように使用したアッセイのTYEチャネルでの検出を表す。
【図５】肺がん細胞の単一チューブCNVおよび遺伝子発現解析を示し、表1のプライマーを
表2で指定するように使用したアッセイのFAMチャネルでの検出を表す。
【図６】cMET発現およびCNVレベルに関する例示的アッセイの定量化された結果のグラフ
を表す。
【図７】7番染色体ポリソミー解析のグラフを表す。
【図８】cMET点突然変異（例えばSNP）を検出するための代替プライマーセットの模式図
を表す。図8はSEQ ID NO:132を開示している。
【図９】表4の短アンプリコンプライマーを使った個別ターゲットに関するマルチプレッ
クスアッセイの結果を表す。
【図１０】表3の長アンプリコンプライマーを使った個別ターゲットに関するマルチプレ
ックスアッセイの結果を表す。
【図１１】実施例1および2のアッセイにおいて使用した熱サイクリングパラメータを表す
。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
詳細な説明
　本明細書に記載する技術の態様は、cMETの変化、例えば配列の変化（突然変異）、発現
レベルの変化、および/または遺伝子コピー数の変化を検出するための方法およびアッセ
イに向けられ、とりわけcMET変化を検出するマルチプレックス化マルチモードアッセイお
よび方法に向けられる。
【００２８】
　本明細書において使用する用語「HGFR」、「肝細胞成長因子受容体」または「cMET」は
、肝細胞成長因子（HGF）への結合によって活性化されるチロシンキナーゼ活性を有する
膜貫通型受容体を指す。cMETの配列は、例えばヒトcMET（NCBI Gene ID:4233;SEQ ID NO:
84（mRNA）;SEQ ID NO:125（ポリペプチド））など、当技術分野において周知である。
【００２９】
　遺伝子または遺伝子発現産物に関して使用する場合、本明細書にいう「変化」は、当該
遺伝子または遺伝子発現産物の参照型（例えば野生型）と比較した時の検出可能な変化を
指し、例えば遺伝子コピー数の変化、発現レベルの変化、および/または配列の変化（例
えば配列変異または突然変異）が挙げられるが、これらに限定されるわけではない。
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【００３０】
　本明細書にいう「遺伝子コピー数」は、ゲノム中に存在する所与の遺伝子のコピーの数
を指す。いくつかの態様において、単一の遺伝子および/または染色体の一領域は重複し
ている場合があり、例えば一つまたは複数の遺伝子を含む核酸配列のコピーが、互いに隣
接してまたはゲノム中の複数の場所に見出され、一方、参照ゲノムでは関連染色体上に当
該配列が1コピー（通常の二倍体ゲノムでは2コピー）存在するであろう。いくつかの態様
では、染色体全体が重複している（例えばポリソミー）。
【００３１】
　本明細書にいう「発現レベル」とは、細胞または試料中に存在する、所与の遺伝子によ
ってコードされるmRNA分子の数を指す。発現レベルは参照レベルに対して増減しうる。cM
ETの変化はがんと関係づけられており、そのような変化の検出は、診断、予後、および/
または処置の選択に役立ちうる。
【００３２】
　いくつかの態様において、
　核酸試料の一部分を、cMET遺伝子コピー数多型の変化を検出する1セットのプライマー
と接触させる工程であって、
　　該プライマーのセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少なくとも
2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライマー対
のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つの参照遺
伝子は7番染色体上に位置し、かつ一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置しない、工程;
　該試料の該一部分と該プライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマー
アニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程
を含む、cMET変化を検出するための本明細書に記載するアッセイおよび/または方法は、
それによってcMETコピー数の相対的レベルを決定することができる。いくつかの態様では
、cMETコピー数の相対的レベルを、参照レベル（例えば前もって決定された参照レベル）
と比較することができ、ここでは、参照レベルと比較して高い、一つまたは複数のgDNA特
異的cMETアンプリコンの相対的レベルが、試料におけるcMETの遺伝子増幅変化の存在を示
す。いくつかの態様では、方法およびアッセイは、
　核酸試料の一部分を、第2のプライマーセットと接触させる工程であって、
　　該第2のプライマーセットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出し、
　　該第2のプライマーセットが、cMETのmRNA特異的配列と、任意で少なくとも2つの参照
遺伝子の少なくともmRNA特異的配列とを増幅するプライマー対のサブセットを含む、工程
;および
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程
をさらに含み、それによって、cMET発現の相対的レベルを決定することができる。いくつ
かの態様では、cMET発現の相対的レベルを、参照レベル（例えば前もって決定された参照
レベル）と比較することができ、ここでは、参照レベルと比較して高い、一つまたは複数
のmRNA特異的cMETアンプリコンの相対的レベルが、試料におけるcMETの遺伝子発現変化の
存在を示す。
【００３３】
　いくつかの態様において、cMET変化を検出するための本明細書に記載するアッセイおよ
び/または方法は、
　核酸試料の一部分を2セットのプライマーと接触させる工程であって、
　　第1のプライマーセットがcMET遺伝子コピー数多型の変化を検出し、第2のプライマー
セットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出し、
　　　該第1のプライマーセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少な
くとも2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライ
マー対のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つの
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参照遺伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置せず、
　　　該第2のプライマーセットが、cMETのmRNA特異的配列および少なくとも2つの参照遺
伝子の少なくともmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、工程;
　該試料の該一部分と該2セットのプライマーとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマ
ーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルをcMETの参照レベルと比較する工程
を含み、ここで、cMETの参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベル
は、試料におけるcMETの遺伝子増幅変化の存在を示し、cMETの参照レベルと比較して変化
したmRNA特異的cMETアンプリコンのレベルは、試料におけるcMETの遺伝子発現レベル変化
の存在を示す。
【００３４】
　いくつかの態様では、本明細書に記載のアッセイは1本のチューブで行われる。例えば
第1および第2のプライマーセットが、単一の反応混合物および/または容器もしくはコン
テナ中に存在する。したがって、この態様では、単一の増幅レジメンが遺伝子コピー数お
よび遺伝子発現レベルに関するデータを与えることになる。
【００３５】
　いくつかの態様では、第1のプライマーセットは、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的
配列を増幅するプライマー対のサブセットをさらに含み、かつ方法は、正規化されたEGFR
アンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程を含み、ここでは、参照レベルと比較
して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFRの遺伝子増幅変化の
存在を示す。本明細書において使用する用語「EGFR」または「上皮成長因子受容体」は、
上皮成長因子「EGF」およびTGFαを含むリガンドに結合する膜貫通型受容体を指す。リガ
ンド認識はEGFRの自己リン酸化を引き起こし、MAPK、Akt、および/またはJNK経路を活性
化して、細胞増殖をもたらす。EGFRの配列は、例えばヒトEGFR（NCBI Gene ID:1956;SEQ 
ID NO:85（mRNA）;SEQ ID NO:126（ポリペプチド））など、当技術分野において周知であ
る。
【００３６】
　EGFRの変化、例えばEGFRの遺伝子コピー数の増加は、がんと関係づけられており、その
ような変化の検出は、診断、予後、および/または処置の選択に役立ちうる。いくつかの
態様では、cMETおよびEGFRの遺伝子コピー数が、同じ反応混合物中で、例えば同じチュー
ブ、ウェル、または容器中で、検出される。
【００３７】
　cMET（および任意でEGFR）のレベル、例えば遺伝子コピー数レベルおよび/または発現
産物レベルを高い信頼性で検出するために、試料中のcMETのレベルを、一つまたは複数の
参照遺伝子のそれぞれコピー数または発現レベルに対して正規化することができる。いく
つかの態様では、がん細胞において典型的には変化を起こさない遺伝子を、参照遺伝子に
することができる。次に、正規化されたレベルを、ターゲット遺伝子に関する参照レベル
、例えば正常試料、健常試料および/または参照試料における当該遺伝子のレベルと比較
することができる。
【００３８】
　「参照レベル」という用語と「参照試料」という用語は、本明細書においては可換的に
使用され、もう一つの試料（すなわち対象から得られたもの）と比較される公知試料中の
遺伝子のコピー数シグナルの発現レベルを指す。参照レベルは、核酸を含む生物学的試料
における例えばcMETの変化の存在および大きさを決定するのに役立つ。試料における変化
の有無または程度を推定するために、試料を適当な基準に対して正規化することができる
ような形で、参照値は比較のための参照レベルとして役立つ。いくつかの態様では、以前
に決定されたレベルを参照レベルにすることができる。例えば参照レベルは、前もって決
定された数または比であってよく、本明細書に記載するものと同じアッセイを物理的に繰
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り返して決定する必要はない。
【００３９】
　参照レベルは、例えば、がんを実質的に持たないかつ/またはがんの症状もがんを有す
るリスク因子も呈さない対象からの既知の生物学的試料などから得ることができる。既知
試料は、複数の個体からの試料をプールして、平均化された集団での参照値または値の範
囲を生成させることによって得ることもでき、この場合、参照値は、個体の集団（例えば
がんを有さない個体の集団）における、例えば遺伝子コピー数または発現レベルなどの平
均レベルを表す。したがって、こうして得られた参照における遺伝子コピー数または遺伝
子発現のレベルは、がんを有さない個体の一般集団における平均レベルを代表する。いく
つかの態様では、健常成体対象から得られた等価な試料におけるレベルを参照値にするこ
とができる。本明細書にいう「健常成体対象」は、がんのマーカー、徴候、または症状を
何も呈さず、がんを有するリスクもない者とすることができる。いくつかの態様では、健
常成体対象の集団が、対象と類似する人口学的特性、例えば類似する年齢、類似する民族
的背景、類似する食餌などを有する対象を含みうる。
【００４０】
　本明細書に記載する方法およびアッセイでは、ターゲット遺伝子（例えばcMET）の相対
的コピー数および/または発現レベルを、以下に述べるように、参照遺伝子との比較によ
って決定することができる。好ましくは、関心対象の疾患に冒された細胞において健常細
胞と比較して（発現レベルまたはコピー数が）典型的には変化しないものを、参照遺伝子
にすることができる。
【００４１】
　健常（例えば非がん性）細胞との比較で疾患細胞（例えばがん細胞、胃がん細胞、腎が
ん細胞、胆管がん細胞、肺がん細胞、脳がん細胞、子宮頸がん細胞、大腸がん細胞、頭頸
部がん細胞、ヘパトーマがん細胞、非小細胞肺がん細胞、黒色腫細胞、中皮腫細胞、多発
性骨髄腫細胞、卵巣がん細胞、肉腫細胞および/または甲状腺がん細胞）において変化を
起こさない遺伝子を、参照遺伝子にすることができる。
【００４２】
　参照遺伝子が7番染色体上に位置しないポリソミー参照遺伝子である場合、そのポリソ
ミー参照遺伝子は、健常（例えば非がん性）細胞との比較で疾患細胞（例えばがん細胞、
胃がん細胞、腎がん細胞、胆管がん細胞、肺がん細胞、脳がん細胞、子宮頸がん細胞、大
腸がん細胞、頭頸部がん細胞、ヘパトーマがん細胞、非小細胞肺がん細胞、黒色腫細胞、
中皮腫細胞、多発性骨髄腫細胞、卵巣がん細胞、肉腫細胞、および/または甲状腺がん細
胞）においてポリソミーを起こさないか、またはポリソミーを起こすことが知られていな
い染色体上に位置することが好ましい。
【００４３】
　ターゲット遺伝子（例えばcMET）の遺伝子コピー数レベルを検出する場合は、ターゲッ
ト遺伝子のgDNA特異的配列に特異的なプライマー対サブセットによって生成するアンプリ
コンのレベルを、同じ試料からの2つのポリソミー参照のそれぞれと比較することができ
る。第1のポリソミー参照は、ターゲット遺伝子と同じ染色体上に存在する遺伝子のgDNA
特異的配列に特異的なプライマー対サブセットによって生成するアンプリコンのレベルで
ある。第2のポリソミー参照は、ターゲット遺伝子および第1ポリソミー参照遺伝子とは異
なる染色体上に存在する遺伝子のgDNA特異的配列に特異的なプライマー対サブセットによ
って生成するアンプリコンのレベルである。ターゲット遺伝子について検出されるレベル
が、第1ポリソミー参照遺伝子について検出されるレベルより大きければ、それは、ター
ゲット遺伝子の追加コピー、またはターゲット遺伝子を含むが同染色体参照遺伝子は含ま
ない染色体の一部分の追加コピーが、ゲノム中に存在することを示す。ターゲット遺伝子
および第1参照遺伝子について検出されるレベルが、第2参照遺伝子について検出されるレ
ベルよりも大きければ、それは、ターゲット遺伝子と第1ポリソミー参照遺伝子を含む染
色体の追加コピーが試料中に存在することを示す（例えばターゲット遺伝子を含む染色体
についてポリソミーが示される）。
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【００４４】
　例えば、いくつかの態様では、cMETの遺伝子コピー数変化は存在するが、7番染色体上
に存在するどのポリソミー参照遺伝子の遺伝子コピー数変化も存在しないことから、cMET
が遺伝子増幅を起こしていることが示される。いくつかの態様では、7番染色体上に存在
するポリソミー参照遺伝子の遺伝子コピー数変化は存在するが、7番染色体上に存在しな
いどのポリソミー参照遺伝子の遺伝子コピー数変化も存在しないことから、7番染色体の
ポリソミーの存在が示され、例えば7番染色体全体またはその一部の追加コピーが、その
核酸試料を得た細胞中に存在する。いくつかの態様において、cMETと7番染色体上に存在
するポリソミー参照遺伝子の両方について遺伝子コピー数変化が検出されるのであれば、
その核酸試料については、ポリソミーとcMET（またはcMETを含む領域）の増幅との両方が
示されうる。所与の遺伝子（例えばcMET、EGFR、および/またはKDELR-2）に関するgDNA特
異的アンプリコンのレベルを、ポリソミー参照遺伝子および/またはポリソミー参照レベ
ルと比較する場合は、7番染色体上の遺伝子の遺伝子コピー数レベルと参照との差のレベ
ルの大きさ（倍率差）を決定することができる。
【００４５】
　類似するアプローチを使って、遺伝子発現変化の存在および/または大きさを検出する
ことができる。ターゲット遺伝子（例えばcMET）の発現レベルを検出する場合は、ターゲ
ット遺伝子のmRNA特異的配列に特異的なプライマー対サブセットによって生成するアンプ
リコンのレベルを、同じ試料からの少なくとも一つの参照遺伝子の発現レベルに対して正
規化することができる。参照遺伝子の発現レベルに対して正規化すれば、ターゲット遺伝
子の発現レベルを、ターゲット遺伝子に関する参照発現レベル、例えば健常非がん性細胞
および/または組織試料におけるターゲット遺伝子の発現レベルなどと比較することがで
きる。いくつかの実施形態では参照レベルを前もって決定しておくことができる。
【００４６】
　いくつかの態様では、SOD1および/またはSPG21を、cMETの遺伝子発現レベルを決定する
ための参照遺伝子にすることができる。いくつかの態様では、本明細書に記載するアッセ
イまたは方法は、核酸試料中のSOD1および/またはSPG21 mRNAのレベルを決定する工程、
例えば試料をSOD1および/またはSPG21配列に特異的なプライマーセットと接触させる工程
、SOD1および/またはSPG21ターゲットのPCR増幅を行う工程、およびその結果生じたアン
プリコンのレベルを検出する工程を含みうる。
【００４７】
　本明細書にいう「スーパーオキシドジスムターゼ1」または「SOD1」は、スーパーオキ
シドラジカルを破壊するジスムターゼを指す。SOD1の配列は、例えばヒトSOD1（NCBI Gen
e ID:6647;SEQ ID NO:87（mRNA）;SEQ ID NO:127（ポリペプチド））など、当技術分野に
おいて周知である。
【００４８】
　本明細書にいう「spastic paraplegia（痙性対麻痺）21」または「SPG21」は、CD4に直
接結合するCD4の負の調節因子を指す。SPG21の配列は、例えばヒトSPG21（NCBI Gene ID:
51324;SEQ ID NO:88（mRNA）;SEQ ID NO:128（ポリペプチド））など、当技術分野におい
て周知である。
【００４９】
　いくつかの態様では、cMETの遺伝子コピー数レベルを決定するための参照遺伝子に、7
番染色体上の少なくとも一つの参照遺伝子と7番染色体上にはない少なくとも一つの参照
遺伝子とを含めることができる。いくつかの態様では、cMETの遺伝子コピー数レベルを決
定するための参照遺伝子に、7番染色体上の一つの参照遺伝子と7番染色体上にはない一つ
の参照遺伝子とを含めることができる。いくつかの態様では、cMETの遺伝子コピー数レベ
ルを決定するための参照遺伝子に、7番染色体上の2つの参照遺伝子と7番染色体上にはな
い2つの参照遺伝子とを含めることができる。いくつかの態様では、EGFRおよび/またはKD
ELR-2を、7番染色体上に存在する参照遺伝子とすることができる。いくつかの態様では、
SOD1および/またはSPG21を、7番染色体上に存在しない参照遺伝子とすることができる。
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【００５０】
　本明細書にいう「ER内腔タンパク質保持受容体2」または「KDELR-2」は、シスゴルジま
たはプレゴルジコンパートメント中のタンパク質にテトラペプチドシグナル（KDEL（SEQ 
ID NO:130））を介して結合し、結合したタンパク質をER内腔に移動させる受容体を指す
。KDELR-2の配列は、例えばヒトKDELR-2（NCBI Gene ID:11014;SEQ ID NO:86（mRNA）;SE
Q ID NO:129（ポリペプチド））など、当技術分野において周知である。
【００５１】
　いくつかの態様では、SOD1および/またはSPG21を、7番染色体上に位置しない参照遺伝
子とすることができる。いくつかの態様では、第1のプライマーセットは、SOD1またはSPG
21のgDNA特異的配列に特異的な少なくとも一つのプライマーセットを含む。いくつかの態
様では、第1のプライマーセットは、SOD1およびSPG21のそれぞれのgDNA特異的配列に特異
的な少なくとも一つのプライマーセットを含む。
【００５２】
　KDELR-2が7番染色体上の参照遺伝子であり、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベ
ルが参照レベルと比較されるいくつかの態様では、参照レベルと比較して高いgDNA特異的
KDELR-2アンプリコンのレベルが、当該試料におけるKDELR-2の遺伝子コピー数変化の存在
および/または7番染色体のポリソミーの存在を示す。
【００５３】
　いくつかの態様では、ターゲット遺伝子のそれぞれのなかから複数の配列を検出するこ
とによって、本明細書に記載するアッセイおよび方法の正確度および信頼性を改良するこ
とができる。例えば、あるプライマーセットは、PCR増幅後に、各ターゲット遺伝子に由
来するアンプリコンが複数存在するように、同じ遺伝子の別々の配列に特異的な複数のプ
ライマーサブセットを含有することができる。これによってアッセイの正確度が改良され
ると予想される。いくつかの態様では、所与のターゲット遺伝子のレベル、例えば遺伝子
コピー数レベルまたは遺伝子発現レベルを、例えば正規化および参照レベルとの比較に先
だって、複数のアンプリコンのレベルを平均し、かつ/またはその幾何平均をとることに
よって決定することができる。
【００５４】
　いくつかの態様では、プライマーセットは、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコン
を増幅するプライマー対サブセットを含みうる。いくつかの態様では、プライマーセット
は、各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含み
うる。いくつかの態様では、プライマーセットは、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリ
コンを増幅するプライマー対サブセットを含みうる。
【００５５】
　いくつかの態様では、プライマーセットは、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの
少なくとも2つのgDNA特異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少
なくとも2つのmRNA特異的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含みうる。
いくつかの態様では、プライマーセットは、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少
なくとも3つのgDNA特異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少な
くとも3つのmRNA特異的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含みうる。
【００５６】
　いくつかの態様では、本明細書に記載するアッセイおよび方法は、cMET中の配列変異の
存在を検出する工程をさらに含みうる。本明細書にいう「配列変異」は、置換、挿入、欠
失、重複、または再配列を指しうる。
【００５７】
　例えば点突然変異、例えば一塩基多型（SNP）を含む配列変異は、表現型的に中立であ
る場合もあるし、当該遺伝子座において主要な配列が呈する表現型とは識別される関連変
異体表現型を有する場合もある。本明細書にいう「中立多型」はその配列変異が遺伝子機
能を変化させない多型を指し、「突然変異」または「機能的多型」は、遺伝子機能を変化
させる配列変異、したがって関連表現型を有する配列変異を指す。ある集団内に存在する
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ある遺伝子座の配列変異をアレルという。ある集団内に2つ以上のアレルが存在する特定
遺伝子座についてある個体の遺伝子型に言及する場合、「主要なアレル」とは、問題の集
団において最も高頻度に存在するものである（すなわち、2つのアレルがある場合、その
集団の50％超に存在するアレルは、主要なアレルであり、3つ以上のアレルがある場合、
「主要なアレル」は、対象集団内に最も高頻度に存在するもの、例えば当該部位において
他のアレルに対して、少なくとも5％高い頻度で存在するものである）。「変異体アレル
」という用語は、当該集団において主要なアレルより低頻度で存在する一つまたは複数の
アレルを指すために使用される（例えば2つのアレルがある場合、変異体アレルは、対象
集団の50％未満に存在するものであり、3つ以上のアレルがある場合、変異体アレルは、
主要なアレルより低い（例えば少なくとも5％低い）頻度で存在するものの全てである）
。配列変異は遺伝子のgDNAおよび/またはmRNAに存在（したがって検出）することができ
る。
【００５８】
　いくつかの態様において、配列変異体は点突然変異でありうる。本明細書にいう「点突
然変異」は、あるゲノム遺伝子座のミュータントコピー中の突然変異（挿入および欠失を
含む）の部位に存在するヌクレオチドの実体を指し、したがってこれは、野生型配列から
の、一塩基位置におけるヌクレオチドの配列の変化を指す。SNP（一塩基多型）は、ある
集団内の異なる個体間で同じゲノム遺伝子座に生じる点突然変異の1タイプである。点突
然変異は、同じ個体内の異なる細胞間に生じる点で、体細胞性でありうる。
【００５９】
　いくつかの態様において、配列変異は一塩基多型（SNP）でありうる。本明細書にいう
「一塩基多型」または「SNP」は、1ヌクレオチド残基における核酸配列変異を指し、1ヌ
クレオチドの欠失、挿入、または塩基変化、すなわち置換を含む。SNPは対立因子（allel
ic）でありうる。いくつかのSNPは明確な表現型、例えば疾患表現型を有し、他のSNPには
公知の関連表現型がない。本明細書に記載するSNP検出方法は、表現型特徴の予測、例え
ば薬物に対する応答性または感受性の予測に使用することができる。これに関連して、本
明細書に記載する、そして当技術分野において公知の、SNP遺伝子型判定は、必ずしも、
疾患の診断または疾患に対する感受性の診断に役立つわけではない。
【００６０】
　上述のように、いくつかの態様では、変化はSNPを含む。SNP遺伝子座には少なくとも4
つのアレルが考えられるが、ターゲット部位において2つのヌクレオチド間だけで変動す
るSNPも珍しくはない。いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物
は、SNP遺伝子座の単一アレルを検出することができるプライマー対のサブセットに関係
する。いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、あるSNP遺伝
子座の2つのアレルを検出することができるプライマーセットに関係する（すなわち、本
方法および組成物は、2つのSNPアレルの肯定的検出（affirmative detection）、または
当該SNPの「二相性」遺伝子型判定を可能にするアッセイに関係しうる）。いくつかの態
様において、本明細書に記載する方法および組成物は、あるSNP遺伝子座の3つのアレルを
検出することができるプライマーセットに関係する（すなわち、本方法および組成物は、
3つのSNPアレルの肯定的検出、または当該SNPの「三相性」遺伝子型判定を可能にするア
ッセイに関係しうる）。いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物
は、あるSNP遺伝子座の4つのアレルの肯定的検出を可能にするアッセイに関係する（すな
わち、本方法および組成物は、4つのSNPアレルのマルチプレックス検出、または当該SNP
の「四相性」遺伝子型判定に関係しうる）。いくつかの態様では、SNPの主要アレルおよ
び/または野生型アレルが検出される。いくつかの態様では、SNPの主要アレルおよび/ま
たは野生型アレルは検出されない。「肯定的に検出（affirmatively detected）」とは、
アッセイが当該特異的アレルの増幅を可能にすることを意味する。当該SNP部位には2つの
可能性しか存在しないことがわかっている場合には、肯定的検出に代わる検出を使用する
ことができる。その場合は、それら2つの変異体の一方が増幅され、他方は増幅されない
ようにアッセイを設計することができ、このアッセイは、増幅された変異体を肯定的に検
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出し、他方を受動的に検出することができる。すなわち、産物の欠如は、当該他方のアレ
ルまたは変異体が存在することを意味する。
【００６１】
　いくつかの態様では、本明細書に記載するアッセイまたは方法は、
　試料の第2部分を第3のプライマー対セットと接触させる工程であって、該第3のプライ
マーセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、工
程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライ
マーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
および
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含むことができ、ここでは、アンプリコンの存在が、当該プライマー対が特異的
である配列変異の存在を示す。いくつかの態様では、試料の第1部分と第1（および任意で
第2）プライマーセットとを含む反応、および試料の第2部分と第3プライマーセットとを
含む反応を、同じ熱サイクリング条件を使って行うことができる。例えば、2つの反応を
、同時に、同じマルチウェルプレートの別々のウェルで行うか、同じ機械または同じ熱サ
イクリング条件セットを使用する並列の機械に入っている別々のチューブで行うことがで
きる。
【００６２】
　いくつかの態様では、cMET配列変異はSNPでありうる。いくつかの態様では、cMET SNP
は、以下のアミノ酸残基変化をもたらすSNPでありうる:S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D
、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T、V1238I、Y1248C、および/またはD
1246N。いくつかの態様では、本明細書に記載するアッセイまたは方法は、以下のアミノ
酸残基変化をもたらすSNPの一つまたは複数を特異的に増幅することができる第3プライマ
ーセットを含む:S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K
1262R、M1268T、V1238I、Y1248C、および/またはD1246N。
【００６３】
　さまざまな態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、少なくとも一つの
オリゴヌクレオチドプライマーセットによるPCR増幅レジメンを行うことに関係する。本
明細書にいう「プライマー」は、ポリヌクレオチドテンプレートに配列特異的にアニール
してテンプレート依存性ポリメラーゼの基質として機能する3'端を与え、よってポリヌク
レオチドテンプレートに相補的な伸長産物を生成させる能力を有するDNAもしくはRNAポリ
ヌクレオチド分子またはその類似体を指す。開始および伸長のための条件には、通常、適
切な緩衝液（この文脈において「緩衝液」は、溶媒（一般に水性）と、必要な補因子、お
よびpH、イオン強度などに影響を及ぼす試薬を含む）および適切な温度における、少なく
とも一つの、ただしより好ましくは4種類全てのデオキシヌクレオシド三リン酸と、DNAポ
リメラーゼまたは逆転写酵素などの重合誘発物質との存在が含まれる。本明細書に記載す
る方法において有用なプライマーは一般に一本鎖であり、プライマーとその相補体はアニ
ールして二本鎖ポリヌクレオチドを形成することができる。本明細書に記載する方法およ
び組成物によるプライマーは、300ヌクレオチド長以下、例えば300、または250、または2
00、または150、または100、または90、または80、または70、または60、または50、また
は40ヌクレオチド長以下、好ましくは30ヌクレオチド長以下、または20ヌクレオチド長以
下、または15ヌクレオチド長以下、かつ少なくとも10ヌクレオチド長であることができる
。
【００６４】
　本明細書において使用する用語「セット」は、核酸試料、プライマーまたは他の要素の
群を意味する。セットは、既知数の、そして少なくとも2つの、前述の要素を含むであろ
う。1セットのプライマーは、ターゲット配列に特異的な少なくとも一つのフォワードプ
ライマーと少なくとも一つのリバースプライマーとを含む。1セットのプライマーは、少
なくとも一つのプライマー対サブセット、例えば一つのプライマー対サブセット、2つの
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プライマー対サブセット、3つのプライマー対サブセット、4つのプライマー対サブセット
、5つのプライマー対サブセット、6つのプライマー対サブセット、またはそれ以上のプラ
イマー対サブセットを含むであろう。1セットのプライマーは、同じタイプの変化を検出
するプライマー対サブセット、例えば遺伝子コピー数レベル、発現レベル、または配列変
異を検出することができるプライマー対サブセットの群を含む。1セットのプライマーは
、異なる遺伝子中の同じタイプの変化を検出するプライマー対サブセットを含むことがで
きる。例えば一つのプライマーセットは、一方がcMET遺伝子の遺伝子コピー数レベルを検
出し、他方がKDELR-2の遺伝子コピー数レベルを検出する、2つのプライマー対サブセット
を含むことができる。
【００６５】
　したがって、本明細書にいう「プライマー対サブセット」は、一方がターゲット核酸配
列の第1鎖にアニールし、他方が第1鎖の相補体にアニールする、フォワードプライマーと
リバースプライマーとを含む、少なくとも2つのプライマーの群を指す。いくつかの態様
において、プライマー対サブセットの第1プライマーは、ターゲット核酸配列の第1鎖にア
ニールすることができ、プライマー対サブセットの第2プライマー（例えばリバースプラ
イマー）は、前述の鎖の相補体にアニールすることができる。ターゲットおよび/または
その相補体にアニールした時のプライマーの方向は、プライマー対サブセットの一方のプ
ライマーのプライマー伸長から進行した核酸合成が、そのプライマー対セットの第2プラ
イマーの少なくとも一領域に相補的である核酸配列を生じるような方向でありうる。核酸
ターゲットおよび/または核酸配列の「第1鎖」は、ターゲットヌクレオチドおよび/また
はターゲット部位遺伝子座の配列を含む二本鎖核酸のどちらの鎖であってもよいが、ひと
たび選ばれれば、その相補体は第2鎖と規定される。したがって、本明細書にいう「フォ
ワードプライマー」は、核酸ターゲットの第1鎖にアニールするプライマーであり、一方
、同じセットの「リバースプライマー」は、核酸ターゲットの第1鎖の相補体にアニール
するプライマーである。
【００６６】
　ターゲット核酸に特異的なプライマーに関連して使用する場合、本明細書にいう「特異
的」は、プライマーがターゲット核酸にアニールし、その増幅を媒介すると共に、試料中
の非ターゲット配列にはアニールせず、その増幅を媒介することもないアニーリング温度
が存在するような、プライマーとターゲットの間の相補性のレベルを指す。配列変異を増
幅するプライマー対サブセットに関する場合、そのサブセットのプライマーの少なくとも
一つは配列変異に特異的であり、例えばプライマー対サブセットは、配列変異を含まない
野生型配列を増幅しないであろう。
【００６７】
　いくつかの態様において、gDNAの存在下でmRNAまたはcDNAを特異的に検出するために、
一つまたは複数のmRNA特異的プライマーは、イントロンをまたぐプライマーであることが
できる。本明細書において、プライマー対サブセットは、それが、アンプリコンをmRNAお
よび/またはcDNAからは増幅するが、gDNAからは増幅しない場合に、またはmRNAおよび/も
しくはcDNAから増幅されたアンプリコンがgDNAから増幅されたアンプリコンとはサイズで
識別可能である場合に、「mRNA特異的である」という。アンプリコンをmRNAおよび/また
はcDNAからは増幅するが、gDNAからは増幅しないmRNA特異的プライマー対サブセットは、
例えばイントロンが除去されたmRNAまたはcDNAには特異的に結合することができるが、イ
ントロンが存在するgDNAには結合することができないように、例えばmRNAまたはcDNAのエ
クソン-エクソン境界に特異的に結合する少なくとも一つのプライマーを含みうる。gDNA
から増幅されたアンプリコンとはサイズで識別することができるアンプリコンをmRNAおよ
び/またはcDNAから増幅するmRNA特異的プライマー対サブセットは、例えば、そのプライ
マー対サブセットが特異的に結合する配列の間の距離が、一つまたは複数のイントロンを
欠くmRNAまたはcDNAよりgDNAの方が大きくなるように、一つまたは複数のイントロンに隣
接する配列に特異的に結合するプライマーを含むものでありうる。いくつかの態様では、
RNAまたはcDNEの存在下でgDNAを特異的に結合するために、一つまたは複数のgDNA特異的
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プライマーが、ターゲット核酸配列のイントロンに特異的にアニールしうる。本明細書に
おいて、プライマー対サブセットは、それがアンプリコンをgDNAからは特異的に増幅する
が、mRNAまたはcDNAからはアンプリコンを増幅しない場合に、「gDNA特異的」であるとい
う。いくつかの態様では、長いターゲットポリヌクレオチド（例えばmRNAまたはゲノムDN
A中のターゲット部位遺伝子座）だけでなく、短いターゲットポリヌクレオチド（例えばm
iRNAまたは分解されたターゲットポリヌクレオチド）も検出するために、少なくとも短い
ターゲットポリヌクレオチド用のプライマーは、ターゲット配列より大きい離散したサイ
ズの増幅産物をもたらすタグ配列を含みうる。タグは、反応中の全ての増幅産物が別々の
サイズを持つことになるように設計することができる。
【００６８】
　プライマーを作製する方法は当技術分野では周知であり、例えばINVITROGEN（商標）カ
スタムDNAオリゴ（Life Technologies、ニューヨーク州グランドアイランド）やIDT（ア
イオワ州コーラルビル）のカスタムDNAオリゴなど、数多くの商業的供給源が、本明細書
に記載する方法および組成物のプライマーを用意するのに適したオリゴヌクレオチド合成
サービスを提供している。
【００６９】
　いくつかの態様では、一つまたは複数のプライマーは、二重ドメインプライマーであり
うる。二重ドメインプライマーは、2013年2月22日に出願されたPCT/US13/27383に詳述さ
れており、その内容は参照によりそのまま本明細書に組み入れられる。
【００７０】
　プライマーの例示的な態様を本明細書に記載する。いくつかの態様では、一つまたは複
数のプライマーを、SEQ ID NO:1～83からなる群より選択することができる。いくつかの
態様では、第1のプライマーセットの一つまたは複数のプライマーを、SEQ ID NO:10～18
および28～36からなる群より選択することができる。いくつかの態様では、第2のプライ
マーセットの一つまたは複数のプライマーを、SEQ ID NO:1～10、19～27、および37～45
からなる群より選択することができる。第1および第2のプライマーセットのための例示的
なプライマー対のサブセットを表2に示す。いくつかの態様では、第3のプライマーセット
の一つまたは複数のプライマーを、SEQ ID NO:46～64からなる群より選択することができ
る。いくつかの態様では、第3のプライマーセットの一つまたは複数のプライマーを、SEQ
 ID NO:64～83からなる群より選択することができる。いくつかの態様では、プライマー
は、およそ表2の濃度で反応混合物中に存在しうる。いくつかの態様では、一つまたは複
数のプライマーは、SEQ ID NO:89～124のいずれかの配列を含む。
【００７１】
　本明細書に記載する方法および組成物は、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）増幅レジメン
の実施に関係する。本明細書において使用する用語「増幅レジメン」は、関心対象の核酸
配列を特異的に増幅させる、すなわちその存在量を増加させるプロセス、より具体的には
、先のポリメラーゼ伸長の産物が次の伸長ラウンドのためのテンプレートとして役立つ場
合に起こる指数的増幅を指す。本発明のPCR増幅レジメンは、少なくとも2回、そして好ま
しくは少なくとも5、10、15、20、25、30、35回またはそれ以上の反復サイクルを含み、
各サイクルは、1）鎖分離（例えば熱変性）;2）テンプレート分子へのオリゴヌクレオチ
ドプライマーアニーリング;および3）アニールしたプライマーの核酸ポリメラーゼ伸長と
いう工程を含む。これらの工程のそれぞれに必要な条件および時間は、当業者であれば案
出することができる。本明細書に記載する方法の増幅レジメンは、好ましくは、数多く市
販されているサーマルサイクラーで行われる。
【００７２】
　いくつかの態様では、例えばmRNAのレベルを本明細書に記載するように決定したい場合
などに、本明細書に記載のPCR増幅レジメンに先だって核酸試料を逆転写に付すことがで
きる。逆転写のプロトコールおよび試薬類は当技術分野において周知であり、市販されて
いる。逆転写レジメンの例示的な態様は次のとおりである。RT緩衝液、0.5mM dNTP類、5n
M RTプライマー、および20単位のSuperscript III（商標）逆転写酵素（RNA依存性DNAポ
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リメラーゼ）を含む反応混合物に、RNAとgDNA（例えば25ngのRNAと2.5ngのgDNA）の両方
を含む5μLの核酸試料を加える。次に、反応を50℃で30分、90℃で5分、および4℃で5分
、インキュベートする。本方法およびアッセイにおける使用に適したRTプライマーの例示
的な態様、例えばSEQ ID NO:1～9を、本明細書の実施例に記載する。
【００７３】
　PCRには核酸ポリメラーゼを使用する必要がある。本明細書において使用する表現「核
酸ポリメラーゼ」は、ヌクレオシド三リン酸のテンプレート依存的重合を触媒することで
テンプレート核酸配列に相補的なプライマー伸長産物を形成させる酵素を指す。核酸ポリ
メラーゼ酵素は、アニールしたプライマーの3'端から合成を開始し、テンプレートの5'端
に向かう方向に進行する。当技術分野では数多くの核酸ポリメラーゼが公知であり、市販
されている。好ましい核酸ポリメラーゼの一群は耐熱性である。すなわち、それらは、ア
ニールした相補的核酸鎖を変性させるのに足りる温度、例えば94℃または時にはそれ以上
の温度に曝した後も、機能を保っている。いくつかの態様において、ポリメラーゼはΔex
o-Apta Taqポリメラーゼでありうる。
【００７４】
　当技術分野において理解されているとおり、PCRは、一般に反応混合物の加熱を伴う鎖
分離工程を含むサイクルを必要とする。本明細書において使用する用語「鎖分離」または
「鎖を分離する」は、相補的二本鎖分子がオリゴヌクレオチドプライマーへのアニーリン
グに利用することができる2つの一本鎖に分離するように核酸試料を処理することを意味
する。より具体的には、本明細書に記載する方法の鎖分離は、核酸試料をそのTm以上に加
熱することによって達成される。一般に、核酸ポリメラーゼに適した緩衝液中に核酸分子
を含有する試料の場合、鎖分離を達成するには94℃まで加熱すれば足りる。例示的な緩衝
液は、50mM KCl、10mM Tric-HCl（25℃でpH8.8）、0.5～3mM MgCl2、および0.1％BSAを含
有する。
【００７５】
　同じく当技術分野において理解されているとおり、PCRは、プライマーをテンプレート
核酸にアニールさせることを必要とする。本明細書にいう「アニールさせる」とは、2つ
の相補的なまたは実質的に相補的な核酸鎖をハイブリダイズさせること、より具体的には
、この用語をPCRに関して使用する場合には、テンプレート依存性ポリメラーゼ酵素のプ
ライマー伸長基質が形成されるようにハイブリダイズさせることを指す。プライマー-タ
ーゲット核酸アニーリングのための条件は、プライマーの長さと配列によって変動し、プ
ライマーのTm計算値に基づく。一般に、増幅レジメンのアニーリング工程では、鎖分離工
程後に温度を、アニーリングを許すのに足りる時間にわたって、そのプライマー配列に関
するTm計算値に基づく温度まで下げる。
【００７６】
　当業者は、広く利用可能ないくつかのアルゴリズム（例えばOLIGO（商標）（Molecular
 Biology Insights Inc.、コロラド州）プライマー設計ソフトウェアおよびVENTRO NTI（
商標）（Invitrogen, Inc.、カリフォルニア州）プライマー設計ソフトウェアならびにPr
imer3およびOligo Calculatorを含むインターネット上で利用可能なプログラム）のいず
れかを使って、Tmを容易に予測することができる。例えばTmは、NetPrimerソフトウェア
（Premier Biosoft、カリフォルニア州パロアルト;ワールドワイドウェブ上、http://www
.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/Help/xnetprlaunch.htmlにおいて無料で利
用可能）を使って計算することができる。NetPrimerソフトウェアが使用し参照によりそ
のまま本明細書に組み入れられるFrieir et al. PNAS 1986 83:9373-9377に詳述されてい
る以下の式を使って、プライマーのTmを計算することもできる。
Tm＝ΔH/（ΔS+R×ln（C/4））+16.6log（[K+]/（1+0.7[K+]））-273.15
式中、ΔHはヘリックス形成のエンタルピーであり、ΔSはヘリックス形成のエントロピー
であり、Rはモル気体定数（1.987cal/℃×mol）であり、Cは核酸濃度であり、［K+］は塩
濃度である。大半の増幅レジメンでは、アニーリング温度が、予想Tmより約5℃低くなる
ように選択されるが、Tmに近いかTmを上回る（例えば予想Tmより1℃～5℃低いか予想Tmよ
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り1℃～5℃高い）温度も使用することができ、例えば予想Tmを5℃以上下回る温度（例え
ば6℃下、8℃下、10℃下またはそれ以下）も同様に使用することができる。一般に、アニ
ーリング温度がTmに近いほど、アニーリングは特異的である。PCR増幅レジメン中のプラ
イマーアニーリングに見込む時間は主として反応体積に依存し、体積が大きいほど長い時
間を必要とするが、プライマー濃度およびテンプレート濃度にも依存し、テンプレートに
対するプライマーの相対的濃度が高いと、相対的濃度が低い場合より必要な時間は短くな
る。体積および相対的プライマー/テンプレート濃度に依存して、増幅レジメンにおける
プライマーアニーリング工程は、1秒～5分程度でありうるが、一般的には10秒～2分であ
り、好ましくは30秒～2分程度であるだろう。
【００７７】
　本明細書にいう「実質的にアニールする」とは、検出可能なレベルの特異的増幅産物を
生産するのに足りるPCR増幅レジメン中のアニーリングの程度を指す。
【００７８】
　PCRは、各サイクルにおける、アニールしたプライマーのポリメラーゼ伸長にも依拠し
ている。本明細書において使用する用語「ポリメラーゼ伸長」は、アニールしたプライマ
ーの3'端への核酸ポリメラーゼによる少なくとも一つの相補的ヌクレオチドのテンプレー
ト依存的組込みを意味する。ポリメラーゼ伸長は、好ましくは、2つ以上のヌクレオチド
を付加し、好ましくは最大でテンプレートの全長に対応する数（その数を含む）のヌクレ
オチドを付加する。ポリメラーゼ伸長のための条件はポリメラーゼの実体によって変動す
る。ポリメラーゼ伸長に使用される温度は、一般に、酵素の公知の活性特性に基づく。た
だし、アニーリング温度を例えば酵素の至適温度より低くする必要がある場合は、至適温
度より低い伸長温度を使用することが許容されうることも多いだろう。一般に、酵素は至
適伸長温度未満でも少なくとも部分的な活性を保っているが、最もよく使用される耐熱性
ポリメラーゼ（例えばTaqポリメラーゼおよびその変異体）によるポリメラーゼ伸長は65
～75℃、好ましくは約68～72℃で行われる。
【００７９】
　プライマー伸長は、アニールしたオリゴヌクレオチドプライマーの伸長を許す条件下で
行われる。本明細書において使用する用語「伸長産物が生じるように、アニールしたオリ
ゴヌクレオチドの伸長を許す条件」とは、例えば核酸ポリメラーゼがプライマー伸長を触
媒する際の温度、塩濃度、補因子濃度、pH、および酵素濃度を含む一組の条件を指す。そ
のような条件は、使用する核酸ポリメラーゼの実体によって変動するが、多数の有用なポ
リメラーゼ酵素についての条件は当業者には周知である。例示的な一組の条件は、Taqポ
リメラーゼがプライマー伸長を触媒する72℃において、50mM KCl、10mM Tric-HCl（25℃
でpH8.8）、0.5～3mM MgCl2、200μMの各dNTP、および0.1％BSAである。
【００８０】
　いくつかの態様において、熱サイクリング条件は、図11に図示するプロトコールに従い
うる。
【００８１】
　いくつかの態様では、本明細書に記載する方法およびアッセイにおいて使用するための
緩衝液が、Tris緩衝液、トレハロース、酢酸カリウム、グリセロール、ベタイン、塩化マ
グネシウム、塩化カリウム、硫酸アンモニウム、DMSO、DTT、BSA、dNTP類、Tween-20およ
びポリメラーゼを含みうる。いくつかの態様では、本明細書に記載する方法およびアッセ
イにおいて使用するための緩衝液が、10～400mM Tris緩衝液（pH7.5～9.5）、2～20％ト
レハロース、10～300mM酢酸カリウム、1～7.5％グリセロール、100mM～2Mベタイン、2.5
～12.5mM塩化マグネシウム、1～10mM塩化カリウム、1～10mM硫酸アンモニウム、0.1～2％
DMSO、1～10mM DTT、10～1,000μg/mL BSA、50～400mM dNTP、0～1％Tween-20および1～1
0酵素単位のポリメラーゼを含みうる。
【００８２】
　本明細書にいう「増幅産物」または「アンプリコン」は、特定ターゲット核酸配列の一
部分および/またはその相補配列のコピーであって、テンプレート核酸配列および/または
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その相補配列にヌクレオチド配列が対応する、PCR反応によって得られるポリヌクレオチ
ドを指す。本明細書にいう増幅産物は一般的には二本鎖DNAであるだろうが、その個々の
鎖に言及する場合もある。
【００８３】
　本明細書に記載する方法では、遺伝子発現および/または遺伝子突然変異の定量化また
は評価だけでなく、遺伝子コピー数およびその変動を定量化または評価するためにも、PC
Rを使用する。本明細書に記載する方法のいずれについても、複数のサイクル時点で試料
をPCR反応から取り出し、取り出した試料中のアンプリコンを分離し、その量を検出する
ことによって、定量化を達成することができる。この方法で測定される各アンプリコンに
関する増幅プロファイルは、初期テンプレートの定量化を可能にする。例えば、参照によ
り本明細書にそのまま組み入れられる米国特許第8,321,140号および米国特許出願公開第2
013/0053274号を参照されたい。
【００８４】
　いくつかの態様では、本明細書に記載する方法および組成物は、マルチプレックスPCR
に関係する。本明細書にいう「マルチプレックスPCR」とは、PCRの変法を指し、この変法
では、一つの反応容器における2つ以上のターゲット核酸配列の同時増幅と、それに続く
またはそれに並行して行われる複数産物の検出とを、1セット中の1対を上回るプライマー
（例えば少なくとも2つ以上のフォワードプライマーおよび/または2つ以上のリバースプ
ライマー）を使用することによって達成することができる。マルチプレックス増幅は、複
数のターゲットの存在を検出するためだけでなく、欠失、突然変異、および多型ならびに
/または発現レベルの解析、検出、および/または遺伝子型判定、ならびに/または定量的
アッセイにも役立ちうる。マルチプレックスは、単一の反応における2～1,000種類の異な
るターゲット配列および/またはターゲット核酸の変化の検出を指しうる。本明細書にい
うマルチプレックスは、単一の反応における2～1,000種類、例えば5～500、25～1000、ま
たは10～100種類の間にある任意の範囲の異なるターゲット配列の検出などを指す。非限
定的な例として、本明細書に記載する方法の一部としてのマルチプレックスPCR反応は、
少なくとも2つの異なる対立因子ターゲット部位遺伝子座における少なくとも2つのSNPの2
つ以上の考えうるアレルの存在を、単一の反応において肯定的に検出することができる。
PCRに適用される用語「マルチプレックス」は、少なくとも2つの異なるターゲット配列に
対して特異的なプライマーが同じPCR反応中に存在することを含意する。したがって、2つ
の異なるターゲット配列に特異的なプライマーセットが存在する反応は、たとえ少なくと
も2つのターゲット配列のうちの一つしか（またはいずれも）所与の試料中に実際に検出
されないとしても、マルチプレックス増幅とみなされる。したがっていくつかの態様にお
いて、マルチプレックスPCRとは、一つまたは複数のターゲットが反応中に存在する場合
に一つまたは複数の特異的増幅産物をもたらすことができる複数のプライマー対を含有す
る反応も指すことができる。
【００８５】
　いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、マルチモードPCR
に関係する。本明細書にいう「マルチモード」は、マルチプレックスPCRの変法を指し、
この変法では、2タイプまたは2クラス以上の分子または変化の同時増幅が、一つの反応容
器内で起こる。マルチモード増幅は、いくつかの態様において、遺伝子コピー数、発現レ
ベル、および/または配列変異の解析に役立ちうる。マルチモードとは、少なくとも2つの
異なるタイプのターゲット、すなわち2つの異なるタイプのターゲット、または3つの異な
るタイプのターゲットの検出を指すことができる。非限定的な例として、マルチモードPC
R反応は、遺伝子コピー数のレベルとmRNA発現産物のレベルとを、そのようなターゲット
の定量化を含めて、単一の反応において検出することができる。
【００８６】
　定量化局面は、例えば増幅反応中または増幅反応後の任意の時点における試料採取を繰
り返し、続いて増幅産物の分離および検出を行うことによって、容易にすることができる
。試料採取は、例えば反応の一部を取り出す工程を含みうる。試料採取は、例えば各サイ
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クルが終わるごとに行うか、または数サイクルが終わるごとに、例えば2サイクルが終わ
るごとに、3サイクルが終わるごとに、4サイクルが終わるごとに行うことなどができる。
ほとんどの場合、均一な試料間隔が望ましいだろうが、試料採取を均一な間隔で行う必要
はない。ほんの一例として、試料採取ルーチンは、最初の5サイクルの各サイクル後の試
料採取と、その後の2サイクル後ごとの試料採取とを伴うか、またはその逆を伴いうる。
【００８７】
　増幅反応からの試料採取またはアリコートの分取は、いくつかの異なる一般的フォーマ
ットで行うことができる。試料採取方法または取り出し方法は、例えば限定するわけでは
ないが、利用可能な器具、解析すべき試料の数、および試料収集に対する検出のタイミン
グ（例えば並行的か逐次的か）を含むいくつかの因子のどれにでも依存しうる。試料の取
り出しまたは排出の正確な方法は、必ずしも本明細書に記載する方法の制限事項ではない
。試料採取は、とりわけハイスループット応用の場合には、好ましくは自動化デバイスを
使って行われる。試料採取は、PCR反応から毛細管電気泳動デバイスへの直接的な界面動
電的注入（electrokinetic injection）または動水力学的注入（hydrodynamic injection
）を使って行うこともできる。本方法において使用される試料採取方法は、好ましくは、
例えば一つのアリコートを吸引した後は廃棄することにより、あるいは同じチップまたは
ニードルは同じPCR反応容器から試料を分取するのに使用することにより、サイクリング
反応の汚染が最小限に抑えられるように適応させる。同時試料採取および検出のための方
法は当業者には公知である（例えば参照により本明細書に組み入れられる米国特許出願公
開第2004/0166513号を参照されたい）。
【００８８】
　試料採取工程で分取される核酸の量および/またはアリコートの体積は、例えば増幅反
応の総体積、産物検出の感度、ならびに使用する試料採取および/または分離のタイプな
どに依存して変動しうる。増幅体積は、数マイクロリットルから数百マイクロリットルま
で（例えば5μl、10μl、20μl、40μl、60μl、80μl、100μl、120μl、150μl、もし
くは200μl、またはそれ以上）変動し、好ましくは10～150μlの範囲で、より好ましくは
10～100μlの範囲で変動しうる。増幅反応の正確な体積は本発明の制限事項ではない。ア
リコートの体積は反応混合物の0.01％から30％まで変動しうる。核酸は一般に、キャピラ
リー電気泳動毛細管への界面動電的注入によってローディングされるが、試料採取された
反応の体積は感知できるほどには減少しないであろう。増幅レジメンは、複数の独立した
核酸増幅混合物に対して、任意でマルチウェルコンテナにおいて、行うことができる。増
幅反応を行うコンテナは、必ずしも本明細書に記載する方法の制限事項ではない。
【００８９】
　さまざまな態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、各ターゲット核酸
配列に関する、例えば各ターゲット変化に関する、増幅産物（例えばアンプリコン）の検
出に関係する。いくつかの態様では、各ターゲット核酸配列に関する増幅産物の検出によ
り、試料中のターゲット核酸配列の存在が肯定的に示される。いくつかの態様では、各タ
ーゲット核酸配列に関する増幅産物の定量的検出により、試料におけるそのターゲット核
酸配列のレベルが示される。
【００９０】
　いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、互いに識別可能で
あるべき2つ以上のプライマー対サブセットの増幅産物に関係する。いくつかの態様にお
いて、本明細書に記載する方法および組成物は、2つ以上のプライマー対サブセットの増
幅産物が、別個のサイズを持つことによって識別されうる、PCR増幅レジメンに関係する
。本明細書において、核酸が異なるサイズの核酸から分割可能であれば、その核酸は「別
個のサイズ」を持つという。「異なるサイズ」とは、長さが少なくとも一つのヌクレオチ
ド分は異なる核酸分子を指す。一般に、本明細書に記載する方法で有用な別個のサイズを
持つ増幅産物は、所与の分離方法または検出方法において使用される分離プロセスでの分
解能の限界に等しいかそれを上回るヌクレオチド数分、異なっている。例えば分離の限界
が1塩基である場合、別個のサイズを持つ増幅産物は、長さが少なくとも1塩基分は異なる
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が、2塩基分、5塩基分、10塩基分、20塩基分、50塩基分、100塩基分またはそれ以上異な
っていてもよい。分解能の限界が例えば10塩基である場合、別個のサイズを持つ増幅産物
は、少なくとも10塩基分は異なるであろうが、11塩基分、15塩基分、20塩基分、30塩基分
、50塩基分、100塩基分またはそれ以上異なっていてもよい。
【００９１】
　いくつかの態様では、プライマーまたはその任意の部分の長さと、それらがアニールす
るターゲット核酸配列のセグメントの長さが、どちらも変動しうる。例えばフォワードプ
ライマーとリバースプライマーとが遠くにまたは近くに配置するように選ばれることによ
る、増幅されるターゲット配列の長さの変動は、異なるターゲットからの産物間の容易な
区別を保証するための最も簡単なアプローチである。プライマーの長さの変動、とりわけ
二重ドメインプライマーの5'テール領域の長さの変動は、例えばアッセイにおいて所与の
ターゲット遺伝子座の特異的アレルの産物を識別するのに、特に有効である。
【００９２】
　いくつかの態様では、増幅産物が異なる検出可能ラベルで標識されることによって識別
される。いくつかの態様では、ラベルがプライマーに組み込まれる。いくつかの態様では
、ラベルがプライマーにコンジュゲートされる。
【００９３】
　いくつかの態様では、PCR増幅レジメンが完了した後に、ラベルがプライマーに結合さ
れる。いくつかの態様では、プライマーまたはそこに取り付けられた部分に特異的に結合
するオリゴヌクレオチドもしくは抗体またはその一部分に、ラベルがコンジュゲートされ
る。
【００９４】
　2つの検出可能ラベルは、一方からのシグナルを他方からのシグナルと識別することが
できるのであれば、異なるとみなされる。検出可能ラベルは、例えば光吸収色素、蛍光色
素、または放射性ラベルを含みうる。蛍光色素は好ましい。一般に蛍光シグナルは、その
ピーク放出波長が少なくとも20nm離れていれば、別の蛍光シグナルと識別することができ
る。ピーク分離が大きいほど好ましく、ある反応における発蛍光団放出ピークが、狭いピ
ークまたは急峻なピークではなく広い場合には、とりわけそうである。
【００９５】
　検出可能ラベル、それらを検出する方法、およびそれらを増幅産物に組み込み、または
カップリングし、かつ/または結合させる方法は、当技術分野において周知である。非限
定的な例として以下に説明する。
【００９６】
　いくつかの態様では、検出可能ラベルは、分光測光手段、光化学的手段、生化学的手段
、免疫化学的手段、電磁気的手段、放射化学的手段、または化学的手段、例えば蛍光、化
学蛍光、もしくは化学発光、または他の任意の適当な手段によって検出することができる
ラベルを含みうる。
【００９７】
　本明細書に記載する方法において使用される検出可能ラベルは、一次ラベル（この場合
、ラベルは直接検出することができる部分または直接検出することができる部分を生成す
る部分を含む）または二次ラベル（この場合、検出可能ラベルは、例えば二次抗体および
三次抗体を使用する免疫学的標識化で一般的であるように、もう一つの部分に結合するこ
とで検出可能なシグナルを生成する）であることができる。
【００９８】
　検出可能ラベルは、共有結合的手段または非共有結合的手段によって核酸に連結するこ
とができる。あるいは、リガンド-受容体結合対機構を介してまたは他のそのような特異
的認識分子を介してもう一つの核酸への結合を果たす分子を直接的に標識することなどに
よって、検出可能ラベルを連結することもできる。検出可能ラベルとして、放射性同位体
、生物発光化合物、発色団、抗体、化学発光化合物、蛍光化合物、金属キレート、および
酵素を挙げることができるが、これらに限るわけではない。
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【００９９】
　いくつかの態様において、検出可能ラベルは、例えば限定するわけではないが、フルオ
レセイン、フィコエリトリン、Cy3（商標）、Cy5（商標）、アロフィコシアニン、Texas 
Red、ペリジニンクロロフィル、シアニン、タンデムコンジュゲート、例えばフィコエリ
トリン-Cy5（商標）、緑色蛍光タンパク質、ローダミン、フルオレセインイソチオシアネ
ート（FITC）およびOregon Green（商標）、ローダミンおよび誘導体（例えばTexas red
およびテトラメチルローダミンイソシアネート（TRITC））、ビオチン、フィコエリトリ
ン、AMCA、CyDyes（商標）、6-カルボキシフルオレセイン（一般にFAMおよびFという略号
で知られている）、6-カルボキシ-2',4',7',4,7-ヘキサクロロフルオレセイン（HEX）、6
-カルボキシ-4',5'-ジクロロ-2',7'-ジメトキシフルオレセイン（JOEまたはJ）、N,N,N',
N'-テトラメチル-6-カルボキシローダミン（TAMRAまたはT）、6-カルボキシ-X-ローダミ
ン（ROXまたはR）、5-カルボキシローダミン-6G（R6G5またはG5）、6-カルボキシローダ
ミン-6G（R6G6またはG6）、およびローダミン110;シアニン色素、例えばCy3、Cy5およびC
y7色素;クマリン類、例えばウンベリフェロン;ベンズイミド色素、例えばHoechst 33258;
フェナントリジン色素、例えばTexas Red;エチジウム色素;アクリジン色素;カルバゾール
色素;フェノキサジン色素;ポルフィリン色素;ポリメチン色素、例えばCy3、Cy5などのシ
アニン色素など;BODIPY色素およびキノリン色素などの蛍光色素分子または発蛍光団であ
ることができる。
【０１００】
　いくつかの態様において、検出可能ラベルは、例えば限定するわけではないが、3H、12

5I、35S、14C、32P、および33Pなどの放射性ラベルであることができる。
【０１０１】
　いくつかの態様において、検出可能ラベルは、例えば限定するわけではないが、セイヨ
ウワサビペルオキシダーゼおよびアルカリホスファターゼなどの酵素であることができる
。酵素ラベルは、例えば化学発光シグナル、色シグナル、または蛍光シグナルを生成する
ことができる。
【０１０２】
　いくつかの態様では、検出可能ラベルは、例えば限定するわけではないが、ルミノール
、ルシフェリンまたはルシゲニンなどの化学発光ラベルである。
【０１０３】
　いくつかの態様において、検出可能ラベルは、例えば限定するわけではないが、金コロ
イドまたは着色ガラスもしくは着色プラスチック（例えばポリスチレン、ポリプロピレン
、およびラテックス）ビーズなどの分光測色ラベルであることができる。
【０１０４】
　いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、2つ以上のプライ
マー対サブセットの増幅産物を配列決定によって識別することができるPCR増幅レジメン
に関係する。核酸を配列決定する方法は当技術分野において周知であり、商業的配列決定
サービスは広く利用可能である（例えばGenscript、ニュージャージー州ピスカタウェイ
）。
【０１０５】
　いくつかの態様において、本明細書に記載する方法および組成物は、2つ以上のプライ
マー対サブセットの増幅産物を溶解曲線解析によって識別することができるPCR増幅レジ
メンに関係する。溶解曲線解析の方法は当技術分野において周知である（例えば参照によ
りそのまま本明細書に組み入れられるRirie et al. Analytical Biochemistry 1997 245:
154-160;Wittwer et al. Clinical Chemistry 2003 49:853-860;およびLiew et al. Clin
ical Chemistry 2007 50:1156-1164を参照されたい）。
【０１０６】
　サイズ分離された増幅産物の直接検出は好ましい。しかし、いくつかの態様において、
本明細書に記載する方法および組成物は、2つ以上のプライマー対サブセットの増幅産物
をオリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションによって識別することができるPCR増幅レ
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ジメンに関係する。当業者は、ターゲット核酸配列の配列情報を使って、単一のターゲッ
トに対して完全に相補的であり、他のターゲット核酸配列には相補的でないプローブを設
計することができる。完全には相補的でないハイブリダイゼーションによるバックグラウ
ンドシグナルが最小限に抑えられるように、ハイブリダイゼーション条件は、常法によっ
て最適化することができる。ハイブリダイゼーションプローブは、そのプローブによって
ハイブリダイズされる配列が、それを、反応中に存在する少なくとも一つの他の増幅産物
と識別する限り、プライマー配列またはプライマーに含まれない増幅産物の一部にハイブ
リダイズするように設計することができる。
【０１０７】
　いくつかの態様では、本明細書に記載するPCR増幅レジメンは、マルチプレックスおよ
び/またはマルチモードレジメンである。いくつかの態様では、一つのプライマー対サブ
セットの増幅産物を、少なくとも2つのアプローチで、他のプライマー対サブセットの増
幅産物と識別することができる。非限定的な例として、cMETのgDNA特異的ターゲットを増
幅するプライマーセットの産物の全てを、一つの共通するラベルで標識し、ユニークな増
幅産物のそれぞれを、同じプライマーセットの他の増幅産物から、別個のサイズを持つこ
とによって識別することができる。
【０１０８】
　本明細書に記載する方法および組成物は、ターゲット核酸配列の存在および/またはレ
ベル、例えば試料中の遺伝子変化の存在および/またはレベルの検出に関係する。ターゲ
ット核酸はRNAまたはDNAであることができる。ターゲット核酸は二本鎖（ds）核酸または
一本鎖（ss）核酸、例えばdsRNA、ssRNA、dsDNA、またはssDNAであることができる。本明
細書に述べるように、本明細書に記載の方法は、同じ反応において、これらのタイプのタ
ーゲットの2つ以上の検出および/または定量化、すなわちマルチモードの増幅および検出
を可能にすることが、特に企図されている。ターゲット核酸の非限定的な例として、核酸
配列、突然変異を含む核酸配列、欠失を含む核酸配列、挿入を含む核酸配列、配列変異体
、アレル、多型、点突然変異、SNP、マイクロRNA、タンパク質をコードするRNA、非タン
パク質をコードするRNA、mRNA、病原体（例えば細菌、ウイルス、または寄生虫）からの
核酸、疾患に関連するか疾患を持つ可能性または疾患を発症する可能性に関連する核酸（
例えばマーカー遺伝子、疾患に関連するか疾患を持つ可能性または疾患を発症する可能性
に関連する多型、またはその発現が疾患に関連するか疾患を持つ可能性または疾患を発症
する可能性に関連するRNA）が挙げられる。
【０１０９】
　本明細書において有用な試料は核酸を含むであろう。いくつかの態様では、試料はさら
にタンパク質、細胞、液体、生体液、保存剤、および/または他の物質を含みうる。いく
つかの態様では、試料を対象から得ることができる。いくつかの態様において、試料は、
対象から得られた生物学的試料であることができる。いくつかの態様において、試料は、
対象から得られた診断用試料であることができる。非限定的な例として、試料は、口腔粘
膜スワブ、血液、血清、血漿、喀痰、脳脊髄液、尿、涙、肺胞単離物、胸水、心膜液、嚢
胞液、腫瘍組織、組織、生検、唾液、吸引液、またはそれらの組み合わせであることがで
きる。いくつかの態様において、試料は切除または生検によって得ることができる。
【０１１０】
　いくつかの態様では、試料は、例えば遠心分離による清澄化液体試料である。いくつか
の態様では、試料は、低速遠心分離（例えば3,000×g以下）と、清澄化液体試料を含む上
清の収集とによって清澄化される。
【０１１１】
　いくつかの態様において、試料は、収集されたばかりの試料であることができる。いく
つかの態様では、本明細書に記載する方法および組成物において使用する前に、試料を保
存しておくことができる。いくつかの態様では、試料が未処理試料である。本明細書にい
う「未処理試料」は、希釈および/または溶液への懸濁を除く試料前処理を事前に何も受
けていない生物学的試料を指す。
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【０１１２】
　いくつかの態様では、試料を対象から入手し、本明細書に記載する方法および組成物に
おいて利用する前に、保存または加工することができる。非限定的な例として、試料をパ
ラフィンろうに包埋し、冷蔵または冷凍することができる。冷凍試料は、本明細書に記載
する方法および組成物によって核酸の存在を決定する前に融解することができる。いくつ
かの態様において、試料は加工済み試料または処理済み試料であることができる。試料を
処理または加工するための例示的な方法としては、遠心分離、ろ過、超音波処理、ホモジ
ナイゼーション、加熱、凍結および融解、保存剤（例えば抗凝固剤またはヌクレアーゼ阻
害剤）との接触、およびそれらの任意の組み合わせが挙げられるが、それらに限定される
わけではない。いくつかの態様では、試料を化学的試薬および/または生物学的試薬で処
理することができる。化学的試薬および/または生物学的試薬は、加工および/または貯蔵
中の試料または試料が含む核酸を保護しかつ/またはその安定性を維持するために使用す
ることができる。これに加えて、またはこれに代えて、化学的試薬および/または生物学
的試薬は、核酸を試料の他の成分から遊離させるために使用することもできる。非限定的
な例として、血液試料は、本明細書に記載する方法および組成物において利用する前に、
抗凝固剤で処理することができる。核酸解析用に試料を加工、保存、または処理するため
の方法およびプロセスは、当業者にはよく知られている。
【０１１３】
　いくつかの態様において、核酸試料は、FFPE腫瘍試料から調製することができる。いく
つかの態様において、試料は、胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん
、大腸がん、頭頸部がん、ヘパトーマ、非小細胞肺がん、黒色腫;中皮腫、多発性骨髄腫
、卵巣がん、肉腫、および/または甲状腺がんを有する、または有すると診断された対象
からの腫瘍細胞を含みうる。例えば参照により本明細書にそのまま組み入れられるSattle
r et al. Ther Adv Med Oncol 2011 3:171-184を参照されたい。
【０１１４】
　いくつかの態様では、試料中に存在する核酸は、本明細書に記載する方法および組成物
において利用する前に、単離され、濃縮され、精製される。試料から核酸を単離、濃縮ま
たは精製する方法は当業者には周知である。非限定的な例として、さまざまな試料タイプ
からゲノムDNAを単離するためのキットが市販されている（例えばQiagen（メリーランド
州ジャーマンタウン）のカタログ番号51104、51304、56504、および56404）。
【０１１５】
　用語「対象」および「個体」は本明細書では可換的に使用され、試料の入手源となる生
物を指す。対象は、その生物またはその生物を構成するもしくはその生物内に含まれる一
つまたは複数の細胞における核酸の存在を決定することが望まれる任意の生物であること
ができる。本明細書にいう「対象」は、生物、例えば細菌、寄生虫、植物、または動物を
意味しうる。いくつかの態様では、対象はヒトまたは動物でありうる。通常、動物は、霊
長類、齧歯類、家畜または狩猟動物などの脊椎動物である。霊長類としては、チンパンジ
ー、カニクイザル、クモザル、マカク、例えばアカゲザルが挙げられる。齧歯類としては
、例えばマウス、ラット、ウッドチャック、フェレット、ウサギおよびハムスターが挙げ
られる。家畜および狩猟動物としては、ウシ、ウマ、ブタ、シカ、バイソン、スイギュウ
、ネコ科の動物、例えばイエネコ、イヌ科の動物、例えばイヌ、キツネ、オオカミ、鳥類
、例えばニワトリ、エミュー、ダチョウ、および魚類、例えばマス、ナマズおよびサケで
ある。個体または対象には、上述したものの任意のサブセット、例えば上記の全てが含ま
れる。
【０１１６】
　便宜上、明細書、実施例および特許請求の範囲において使用するいくつかの用語および
表現の意味を、以下に示す。別段の言明がある場合または文脈からの暗示がある場合を除
き、次の用語および表現は以下に示す意味を包含する。定義は、特定の態様を説明する際
に役立つように提示するものであって、本願の発明を限定しようとするものではない。な
ぜなら本発明の範囲は請求項によってのみ限定されるからである。別段の定義がある場合
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を除き、本明細書において使用する技術用語および科学用語は全て、本発明が属する技術
分野の通常の知識を有する者が一般に理解しているものと同じ意味を有する。当技術分野
における用語の用法と本明細書において示すその定義との間に明白な矛盾が存在する場合
は、本明細書内に示す定義が優先される。
【０１１７】
　便宜上、本願明細書、実施例および特許請求の範囲において使用する一定の用語を、こ
こに集める。
【０１１８】
　「減少させる」、「低減する」、「低減」または「阻害する」という用語は、いずれも
本明細書では、統計的に有意な量の減少を意味するために使用される。いくつかの態様に
おいて、「低減する」、「低減」または「減少させる」または「阻害する」は、典型的に
は、参照レベル（例えば所与の処理がない場合）と比較して少なくとも10％の減少を意味
し、例えば少なくとも約10％、少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％
、少なくとも約35％、少なくとも約40％、少なくとも約45％、少なくとも約50％、少なく
とも約55％、少なくとも約60％、少なくとも約65％、少なくとも約70％、少なくとも約75
％、少なくとも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、少な
くとも約98％、少なくとも約99％またはそれ以上の減少を包含しうる。本明細書にいう「
低減」または「阻害」は、参照レベルと比較した完全な阻害または完全な低減を包含しな
い。「完全な阻害」とは、参照レベルとの比較で100％の阻害である。減少は、好ましく
は、所与の障害を持たない個体にとって正常範囲内として許容できるレベルまでの低下で
あることができる。
【０１１９】
　「増加した」、「増加する」、「強化する」または「活性化する」という用語は、いず
れも本明細書では、統計的に有意な量の増加を意味するために使用される。いくつかの態
様において、「増加した」、「増加する」、「強化する」または「活性化する」という用
語は、参照レベルと比較して少なくとも10％の増加、例えば参照レベルと比較して少なく
とも約20％、または少なくとも約30％、または少なくとも約40％、または少なくとも約50
％、または少なくとも約60％、または少なくとも約70％、または少なくとも約80％、また
は少なくとも約90％、または最大100％（100％を含む）の増加、または10～100％の間の
任意の増加、または参照レベルと比較して少なくとも約2倍、または少なくとも約3倍、ま
たは少なくとも約4倍、または少なくとも約5倍、または少なくとも約10倍の増加、または
参照レベルと比較して、2倍と10倍もしくはそれ以上との間の任意の増加を意味しうる。
マーカーまたは症状との関連において、「増加」は、それらのレベルの統計的に有意な増
加である。
【０１２０】
　本明細書にいう「変化した」は、参照に対する、例えばレベルまたは数（例えば遺伝子
発現レベルまたは遺伝子コピー数）の統計的に有意な変化、または配列の変化、例えば参
照に対する核酸配列の少なくとも1ヌクレオチドの変化を指しうる。
【０１２１】
　本明細書にいう「正規化する」は、一つ目の値を2つ目の値で割るプロセス、例えばyの
レベルあたりのxのレベルを得ることを指す。xは典型的には測定されるもの、例えばcMet
のコピー数または発現レベルであり、一方、yは参照、例えば参照遺伝子のコピー数また
は発現レベルである。正規化により、複数の試料および/または反応において測定された
レベルを、例えば試料中に存在する核酸のレベルならびに反応間の異なる効率を調節する
ことによって、比較することが可能になる。参照遺伝子の選択および異なる値を正規化す
る好ましい手段は、本明細書に項を改めて記述する。
【０１２２】
　本明細書にいう「部分」は、全体の一部または断片、例えば分子全体の一部または断片
を指す。特定の分子は、複数の部分、例えば2つの部分、3つの部分、4つの部分、5つの部
分、またはそれ以上の部分を有しうる。



(30) JP 2016-527900 A 2016.9.15

10

20

30

40

50

【０１２３】
　本明細書において使用する「単離された」または「部分精製された」という用語は、核
酸の場合であれば、その核酸がその自然供給源において見出される時にその核酸と共に存
在し、かつ/またはその核酸が細胞によって発現された場合にその核酸と共に存在するで
あろう少なくとも一つの他の成分（例えば核酸またはポリペプチド）から分離された核酸
を指す。化学合成された核酸またはインビトロ転写/翻訳を使って合成されたものは、「
単離された」ものとみなされる。
【０１２４】
　本明細書において使用する用語「核酸」または「核酸配列」は、リボ核酸、デオキシリ
ボ核酸またはその類似体の単位を組み込んだポリマー分子を指す。核酸は一本鎖または二
本鎖であることができる。一本鎖核酸は変性した二本鎖DNAの一本の鎖であることができ
る。あるいは、どの二本鎖DNAにも由来しない一本鎖核酸であることもできる。一局面で
は、テンプレート核酸がDNAである。もう一つの局面では、テンプレートがRNAである。適
切な核酸分子として、ゲノムDNAおよびcDNAを含むDNAが挙げられる。他の適切な核酸分子
として、mRNA、rRNAおよびtRNAを含むRNAが挙げられる。核酸分子はゲノムDNAのように天
然物であってもよいし、合成物、すなわち人為的に調製したものであってもよいし、それ
ら2つの組み合わせであってもよい。核酸分子は、例えば米国特許出願公開第20070213292
号に記載の2'-デオキシ、2'-デオキシ-2'-フルオロ、2'-O-メチル、2'-O-メトキシエチル
（2'-O-MOE）、2'-O-アミノプロピル（2'-O-AP）、2'-O-ジメチルアミノエチル（2'-O-DM
AOE）、2'-O-ジメチルアミノプロピル（2'-O-DMAP）、2'-O-ジメチルアミノエチルオキシ
エチル（2'-O-DMAEOE）、または2'-O-N-メチルアセトアミド（2'-O-NMA）、コレステロー
ル付加、およびホスホロチオエート主鎖;ならびに米国特許第6,268,490号に記載の2'-酸
素原子と4'-炭素原子とがメチレン単位によって連結されている一定のリボヌクレオシド
（この特許および特許出願は参照によりそのまま本明細書に組み入れられる）などといっ
た、一定の修飾も有しうる。
【０１２５】
　用語「遺伝子」は、適当な調節配列に機能的に連結された場合にインビトロまたはイン
ビボでRNAに転写される核酸配列（DNA）を意味する。遺伝子は、コード領域の前後にある
調節領域、例えば5'非翻訳（5'UTR）配列または「リーダー」配列および3'UTR配列または
「トレイラー」配列、ならびに個々のコードセグメント（エクソン）間の介在配列（イン
トロン）を含みうる。
【０１２６】
　本明細書において使用する「相補的」という用語は、所与の2つのポリヌクレオチドま
たはポリヌクレオチド配列が互いにアニールした時に、DNAではAがTと対を形成し、GがC
と対を形成し、RNAではGがCと対を形成し、AがUと対を形成するような、ヌクレオチド塩
基G、A、T、CおよびU間の水素結合塩基対形成の優先度の序列を指す。本明細書にいう「
実質的に相補的」とは、プライマーが、プライマーの全長にわたって、第2のヌクレオチ
ド配列との間に少なくとも90％の相補性を有すること、例えば90％相補的、95％相補的、
98％相補的、99％相補的、または100％相補的であることを指す。
【０１２７】
　「統計的に有意」または「有意に」という用語は、統計的有意性を指し、一般的には2
標準偏差（2SD）以上の差を意味する。
【０１２８】
　実施例を除いて、または別段の表示がある場合を除いて、本明細書において使用する成
分の量または反応条件を表す数字は全て、いずれの場合も「約」という用語で修飾されて
いると理解すべきである。パーセンテージに関連して使用される「約」という用語は、±
1％を意味しうる。
【０１２９】
　本明細書において使用する「を含む」（「comprising」または「comprises」）という
用語は、その方法または組成物にとって必須である組成物、方法、およびその各構成要素
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に関して使用されるが、明記されていない要素の包含も、それが必須であるか必須でない
かを問わず許されている。
【０１３０】
　用語「からなる」は、本明細書に記載する組成物、方法、およびその各構成要素であっ
て、その態様の説明において明言していない要素を一切含まないものを指す。
【０１３１】
　本明細書において使用する用語「から本質的になる」は、所与の態様に要求される要素
を指す。この用語は、その態様の基本的で新規なまたは機能的な特徴に実質的な影響を及
ぼさない要素の存在を許す。
【０１３２】
　単数形の用語「一つの(a)」、「一つの(an)」および「その(the)」は、文脈から明らか
にそうでないことがわかる場合を除き、複数の指示物を包含する。同様に「または」とい
う単語も、文脈から明らかにそうでないことがわかる場合を除き、「および」を包含する
ものとする。この開示の実施または試験では、本明細書に記載するものに類似するまたは
等価な方法および材料を使用することができるが、好適な方法および材料を以下に説明す
る。「e.g.（例えば）」という略号は、ラテン語exempli gratiaに由来しており、本明細
書では、非限定的な例を示すために使用される。したがって「e.g.」という略号は「for 
example（例えば）」と同義である。
【０１３３】
　細胞生物学および分子生物学における一般的用語の定義は、「The Merck Manual of Di
agnosis and Therapy」第19版、Merck Research Laboratories刊、2006（ISBN 0-911910-
19-0）;Robert S. Porterら編、The Encyclopedia of Molecular Biology、Blackwell Sc
ience Ltd.刊、1994（ISBN 0-632-02182-9）;Benjamin Lewin, Genes X、Jones & Bartle
tt Publishing刊、2009（ISBN-10:0763766321）;およびKendrewら編、Molecular Biology
 and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference、VCH Publishers, Inc.刊、1995
（ISBN 1-56081-569-8）に見出すことができる。
【０１３４】
　別段の言明がある場合を除き、本発明は、例えばSambrook et al., Molecular Cloning
: A Laboratory Manual（3 ed.）, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
 Harbor, N.Y., USA（2001）;Davis et al, Basic Methods in Molecular Biology, Else
vier Science Publishing, Inc., New York, USA（1995）;またはMethods in Enzymology
: Guide to Molecular Cloning Techniques Vol.152, S.L.Berger and A.R.Kimmel Eds.,
 Academic Press Inc., San Diego, USA（1987）（これらは全て参照によりそのまま本明
細書に組み入れられる）に記載されているような標準的手法を使って行った。
【０１３５】
　他の用語については、本明細書における本発明のさまざまな局面の説明のなかで定義し
ている。
【０１３６】
　本願において言及する特許および他の刊行物は、参考文献、発行済み特許、特許出願公
開、および同時係属中の特許出願を含めて、いずれも、例えば本明細書に記載の技術に関
連して使用されるかもしれない当該刊行物に記載の方法体系を説明し開示する目的で、明
示的に、参照により本明細書に組み入れられる。これらの刊行物は、本願の出願日以前に
それらが開示されていたという理由で提示されるに過ぎない。この点に関して、先行発明
を根拠として、または他のどのような理由でも、当該開示に先行する資格が本発明者らに
ないと容認していると解釈すべきものは何もない。これらの文書の日付に関する言明また
はこれらの文書の内容に関する表現はいずれも、本出願人が入手できる情報に基づいてお
り、これらの文書の日付または内容の正しさに関して、何らの容認も構成しない。
【０１３７】
　本開示の態様の説明は網羅的なものではなく、開示したまさにその形態にこの開示を限
定しようとするものでもない。本明細書には、例示を目的として、本開示の具体的な態様
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および本開示の実施例を記載するが、関連技術分野の当業者には理解されるとおり、さま
ざまな等価な変更態様が、本開示の範囲内で考えられる。例えば、方法工程または機能を
一定の順序で提示するが、代替態様は異なる順序で機能しうるし、複数の機能が実質的に
同時に果たされることもありうる。ここに提供する開示の教示内容は、適宜、他の手法ま
たは方法に適用することができる。本明細書に記載するさまざまな態様を組み合わせるこ
とで、さらなる態様を得ることができる。本開示の局面は、必要であれば、上記参考文献
および出願の組成物、機能および概念を使用することで、本開示のさらなる態様が得られ
るように変更することができる。これらの変化および他の変化は、詳細な説明に照らして
本開示に加えることができる。そのような変更態様はいずれも、本願請求項の範囲内に包
含されるものとする。
【０１３８】
　上述の態様のいずれかの具体的要素は、他の態様の要素と組み合わせるか、他の態様の
要素の代わりに使用することができる。さらにまた、本開示の一定の態様に関連する利点
をそれらの態様に関連して説明したが、他の態様もそのような利点を提示するかもしれな
いし、本開示の範囲に含まれるために、全ての態様が必ずしもそのような利点を呈する必
要があるわけでもない。
【０１３９】
　本明細書に記載する技術を、以下に実施例を挙げてさらに例示するが、決してこれらの
実施例をさらなる限定であると解釈してはならない。
【０１４０】
　本明細書に記載する技術のいくつかの態様は、以下の番号付き項のいずれかに従って規
定することができる：
１．
　核酸試料の一部分を2セットのプライマーと接触させる工程であって、
　　第1のプライマーのセットがcMET遺伝子コピー数多型の変化を検出し、第2のプライマ
ーのセットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出し、
　　　該第1のプライマーのセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少
なくとも2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプラ
イマー対のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つ
の参照遺伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置せず、
　　　該第2のプライマーのセットが、cMETのmRNA特異的配列および少なくとも2つの参照
遺伝子のmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、工程;
　該試料の該一部分と該2セットのプライマーとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマ
ーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
を含む、cMET変化を検出するためのアッセイであって、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料におけるcMET
の遺伝子増幅変化の存在を示し、参照レベルと比較して変化したmRNA特異的cMETアンプリ
コンのレベルが、試料におけるcMETの遺伝子発現レベル変化の存在を示す、アッセイ。
２．
　前記第1のプライマーのセットが、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅する
プライマー対のサブセットをさらに含み、かつ
　前記アッセイが、正規化されたEGFRアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFR
の遺伝子増幅変化の存在を示す、項1記載のアッセイ。
３．
　7番染色体上に位置する第1プライマーセットの参照遺伝子がKDELR-2であり、かつ
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　前記アッセイが、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベルを参照レベルと比較する
工程をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的KDELR-2アンプリコンのレベルが、試料におけるK
DELR-2の遺伝子増幅変化の存在を示す、項1～2のいずれかに記載のアッセイ。
４．
　cMET、EGFRおよびKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在が7番染色体増幅の存在を示す、項1
～3のいずれかに記載のアッセイ。
５．
　7番染色体上に位置しない第1プライマーセットの参照遺伝子がSOD1またはSPG21である
、項1～4のいずれかに記載のアッセイ。
６．
　前記第1プライマーセットが、SOD1とSPG21のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配
列を増幅するプライマー対のサブセットを含む、項5記載のアッセイ。
７．
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、項1～6のいずれかに記載のアッセイ。
８．
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、項1～7のいずれかに記載のアッセイ。
９．
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、項1～8のいずれかに記載のアッセイ。
１０．
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも2つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも2つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、項1～9のいずれかに記載のア
ッセイ。
１１．
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも3つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも3つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、項1～10のいずれかに記載の
アッセイ。
１２．
　前記試料の第2部分を第3のプライマー対のセットと接触させる工程であって、該第3の
プライマーのセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを
含む、工程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プラ
イマーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工
程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含み、アンプリコンの存在が、当該プライマー対が特異的である配列変異の存在
を示す、項1～11のいずれかに記載のアッセイ。
１３．
　cMETの一つまたは複数の配列変異がSNPである、項12記載のアッセイ。
１４．
　cMET SNPが、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1
262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246Nからなる群より選択される、項12～13のい
ずれかに記載のアッセイ。
１５．
　S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T
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、V1238I、Y1248C、およびD1246Nが検出される、項12～14のいずれかに記載のアッセイ。
１６．
　両反応に同じPCR熱サイクリングレジメンが使用される、項12～15のいずれかに記載の
アッセイ。
１７．
　核酸試料がFFPE腫瘍試料から調製される、項1～16のいずれかに記載のアッセイ。
１８．
　試料が、胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん、大腸がん、頭頸部
がん、ヘパトーマ、非小細胞肺がん、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、卵巣がん、肉腫、
および甲状腺がんからなる群より選択される状態と診断された対象からの腫瘍細胞を含む
、項1～17のいずれかに記載のアッセイ。
１９．
　一つまたは複数のプライマーが二重ドメインプライマーである、項1～18のいずれかに
記載のアッセイ。
２０．
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物を識別することが
できる、項1～19のいずれかに記載のアッセイ。
２１．
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、別個のサイズ
であることによって識別される、項1～20のいずれかに記載のアッセイ。
２２．
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、異なる検出可
能ラベルで標識されることによって識別される、項1～21のいずれかに記載のアッセイ。
２３．
　第1のプライマーのセットおよび第2のプライマーのセットからの増幅産物が、異なる検
出可能ラベルで標識されることによって識別される、項1～22のいずれかに記載のアッセ
イ。
２４．
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:1～83からなる群より選択される、項1～23の
いずれかに記載のアッセイ。
２５．
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:89～124のいずれかの配列を含む、項1～24の
いずれかに記載のアッセイ。
２６．
　プライマーがおよそ表2の濃度で反応混合物中に存在する、項1～25のいずれかに記載の
アッセイ。
２７．
　核酸試料の一部分を、cMET遺伝子コピー数多型の変化を検出する1セットのプライマー
と接触させる工程であって、
　　該プライマーのセットが、cMETの少なくとも一つのgDNA特異的配列および少なくとも
2つの参照遺伝子のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライマー対
のサブセットを含み、ここで、cMET遺伝子コピー数多型を検出するために、一つの参照遺
伝子は7番染色体上に位置し、一つの参照遺伝子は7番染色体上に位置しない、工程;
　該試料の該一部分と該プライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プライマー
アニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程;
　cMETアンプリコンのレベルを参照遺伝子アンプリコンに対して正規化する工程;および
　正規化されたcMETアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
を含む、cMET変化を検出する方法であって、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料におけるcMET
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の遺伝子増幅変化の存在を示す、方法。
２８．
　前記プライマーのセットが、EGFRの少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプライ
マー対のサブセットをさらに含み、かつ
　前記アッセイが、正規化されたEGFRアンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的EGFRアンプリコンのレベルが、試料におけるEGFR
の遺伝子増幅変化の存在を示す、項27記載の方法。
２９．
　7番染色体上に位置するプライマーセットの参照遺伝子がKDELR-2であり、かつ
　前記方法が、正規化されたKDELR-2アンプリコンのレベルを参照レベルと比較する工程
をさらに含み、
　参照レベルと比較して高いgDNA特異的KDELR-2アンプリコンのレベルが、試料におけるK
DELR-2の遺伝子増幅変化の存在を示す、項27～28のいずれかに記載の方法。
３０．
　cMET、EGFRおよびKDELR-2の遺伝子増幅変化の存在が7番染色体増幅の存在を示す、項27
～29のいずれかに記載の方法。
３１．
　7番染色体上に位置しないプライマーセットの参照遺伝子がSOD1またはSPG21である、項
27～30のいずれかに記載の方法。
３２．
　プライマーセットが、SOD1とSPG21の少なくとも一つのgDNA特異的配列を増幅するプラ
イマー対のサブセットを含む、項31記載の方法。
３３．
　核酸試料の前記一部分を第2のプライマーセットと接触させる工程であって、該第2のプ
ライマーセットがcMET遺伝子発現レベルの変化を検出する、工程
をさらに含み、
　該第2のプライマーセットが、cMETのmRNA特異的配列および少なくとも2つの参照遺伝子
の少なくともmRNA特異的配列を増幅するプライマー対のサブセットを含み、かつ
　参照レベルと比較して変化したmRNA特異的cMETアンプリコンのレベルが、試料における
cMETの遺伝子発現レベル変化の存在を示す、項27～32のいずれかに記載の方法。
３４．
　第1プライマーセットが、SOD1とSPG21のそれぞれの少なくとも一つのgDNA特異的配列を
増幅するプライマー対のサブセットを含む、項27～33のいずれかに記載の方法。
３５．
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも一つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、項27～34のいずれかに記載の方法。
３６．
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも2つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、項27～35のいずれかに記載の方法。
３７．
　プライマーセットが、各遺伝子の少なくとも3つのアンプリコンを増幅するプライマー
対サブセットを含む、項27～36のいずれかに記載の方法。
３８．
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも2つのgDNA特
異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも2つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、項27～37のいずれかに記載の
方法。
３９．
　プライマーセットが、cMET、EGFR、およびKDELR-2のそれぞれの少なくとも3つのgDNA特
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異的アンプリコンならびにcMET、SOD1およびSGP21のそれぞれの少なくとも3つのmRNA特異
的アンプリコンを増幅するプライマー対サブセットを含む、項27～38のいずれかに記載の
方法。
４０．
　前記試料の第2部分を第3のプライマー対のセットと接触させる工程であって、該第3の
プライマーのセットが、配列変異を含むcMET配列を増幅するプライマー対のサブセットを
含む、工程;
　該試料の該第2部分と該第3のプライマーのセットとを含む反応混合物で、鎖分離、プラ
イマーアニーリング、およびプライマー伸長のサイクルを含むPCR増幅レジメンを行う工
程;
　各プライマー対についてアンプリコンのレベルを検出する工程
をさらに含み、アンプリコンの存在が、当該プライマー対が特異的である配列変異の存在
を示す、項27～39のいずれかに記載の方法。
４１．
　cMETの一つまたは複数の配列変異がSNPである、項40記載の方法。
４２．
　cMET SNPが、S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1
262R、M1268T、V1238I、Y1248C、およびD1246Nからなる群より選択される、項39～41のい
ずれかに記載の方法。
４３．
　S1058P、V1101I、H1112Y、H1124D、G1137V、M1149T、V1206L、L1213V、K1262R、M1268T
、V1238I、Y1248C、およびD1246Nが検出される、項39～42のいずれかに記載の方法。
４４．
　両反応に同じPCR熱サイクリングレジメンが使用される、項39～43のいずれかに記載の
方法。
４５．
　核酸試料がFFPE腫瘍試料から調製される、項39～44のいずれかに記載の方法。
４６．
　試料が、胃がん、腎がん、胆管がん、肺がん、脳がん、子宮頸がん、大腸がん、頭頸部
がん、ヘパトーマ、非小細胞肺がん、黒色腫、中皮腫、多発性骨髄腫、卵巣がん、肉腫、
および甲状腺がんからなる群より選択される状態と診断された対象からの腫瘍細胞を含む
、項27～45のいずれかに記載の方法。
４７．
　一つまたは複数のプライマーが二重ドメインプライマーである、項27～46のいずれかに
記載の方法。
４８．
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物を識別することが
できる、項27～47のいずれかに記載の方法。
４９．
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、別個のサイズ
であることによって識別される、項27～48のいずれかに記載の方法。
５０．
　あるプライマーサブセットの2つ以上のプライマー対からの増幅産物が、異なる検出可
能ラベルで標識されることによって識別される、項27～49のいずれかに記載の方法。
５１．
　第1のプライマーのセットおよび第2のプライマーのセットからの増幅産物が、異なる検
出可能ラベルで標識されることによって識別される、項27～50のいずれかに記載の方法。
５２．
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:1～83からなる群より選択される、項27～51
のいずれかに記載の方法。
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５３．
　一つまたは複数のプライマーがSEQ ID NO:89～124のいずれかの配列を含む、項27～52
のいずれかに記載の方法。
５４．
　プライマーがおよそ表2の濃度で反応混合物中に存在する、項27～53のいずれかに記載
の方法。
【実施例】
【０１４１】
実施例1
　ICEPlexシステムと適合する、cMET遺伝子およびEGFR遺伝子の増幅、cMETの発現、なら
びに7番染色体のポリソミーを検出するために設計された、18ターゲット単一チューブマ
ルチモードアッセイを開発した。文献で以前に特徴づけられている細胞株を使って、この
アッセイを試験した。
【０１４２】
　cMETの増幅が、細胞株SNU-5およびH1993に存在することは、公知である。cMETの過剰発
現がSNU-5において起こることは公知であり、SNU-1ではcMETの発現が報告されていない。
7番染色体ポリソミーは、細胞株SNU-5については存在することが、またH1993については
おそらく存在することが、公知である。表1のプライマーで、表2に示す濃度を使ってアッ
セイを行ったところ、図2～7に図示するように、細胞株の以前の特徴付け（表5）が確認
された。
【０１４３】
　さらに、正常組織または単一の臨床FFPE標本では、本明細書に記載のアッセイによって
、cMETの異常レベルまたは7番染色体ポリソミーが見出されることはなかった（データ省
略）。正常肺組織および正常胃組織または臨床FFPE胃がん標本でアッセイを試験したとこ
ろ、cMET、EGFR、または7番染色体の異常な状態が見出されることはなかった（データ省
略）。
【０１４４】
　適切な緩衝液は以下の成分を含みうる:Tris緩衝液（50～200mM、pH8～9）、トレハロー
ス（5～15％）、酢酸カリウム（25～150mM）、グリセロール（1～7.5％）、およびベタイ
ン（250～1250mM）。Δexo-Apta Taqポリメラーゼを使用した（1PCR反応あたり1～10U）
。熱サイクリング条件は図11に図示する。
【０１４５】
　（表１）プライマー配列
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【０１４６】
　（表２）マルチプレックスプライマー対セットおよび濃度の例示的な態様
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【０１４７】
実施例2
　実施例1の緩衝液、酵素、および熱サイクリングパラメータを使ってcMETスニップ（sni
p）の検出を行った。2つの代替的プライマーセット（図8）、すなわち長アンプリコンを
増幅するもの（表3）と短アンプリコンを増幅するもの（表4）を、図9～10に示すように
試験した。
【０１４８】
実施例3:cMETおよびEGFRのコピー数の変動ならびにcMET遺伝子発現の相対的定量化
　cMETおよびEGFRのコピー数の変動ならびにcMET遺伝子発現の相対的定量化は、ΔΔCt法
を使用し、Livak and Schmittgen,2001に従って計算した。異なるターゲットについて90
～110％の範囲の類似するPCR効率が得られるようにアッセイを最適化し、コピー数多型お
よびターゲット発現に関する相対的定量化を、以下に述べるように行った。
工程1:cMETもしくはEGFR CNVターゲットまたはcMET遺伝子発現ターゲットの平均Ctを計算
する。
工程2:参照遺伝子の平均Ctを計算する。コピー数多型計算には2つの遺伝子を使用する。2
つの遺伝子を使って、それぞれ2つのアンプリコンで、cMET遺伝子発現を測定した。
工程3:以下の式を使って相対的定量化の計算を行う:
　cMETもしくはEGFR CNVまたはcMET遺伝子発現に関して、参照に対する倍率差は、以下の
式を使って計算した:
＝2（cMETもしくはEGFRまたはcMET遺伝子発現の平均Ct-参照遺伝子の平均Ct）

【０１４９】
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　（表３）cMET SNP検出用プライマー-長アンプリコン

【０１５０】
　（表４）cMET SNP検出用プライマー-短アンプリコン
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　（表５）試料の特徴

*（1）Catenacci D, Cancer BioTher, 2011, 12(1):9-46
（2）Smolen G, PNAS, 2006 103(7):2316-2321
（3）Lutterbach B, Cancer Res, 2007, 67:2081
【０１５２】
　（表６）プライマー
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