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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非等温核酸増幅反応を実施する方法であって、前記方法が、以下のステップ：
（ａ）プライマーが標的にハイブリダイズするハイブリダイゼーション事象を可能にする
条件下で、標的配列を１つ以上の相補的一本鎖プライマーと混合するステップであって、
ハイブリダイゼーション事象が、直接的または間接的に、二重鎖の反対側の末端またはそ
の近くに配置された２つのニッキング部位を含む二重鎖構造の形成を導くステップ；
および以下のステップ：
（ｂ）二重鎖の鎖中の前記ニッキング部位の各々にニックを発生させるステップ；
（ｃ）新たな合成核酸を形成するように、ポリメラーゼを使用して前記ニックの入った鎖
を伸長し、前記ポリメラーゼとの伸長がニッキング部位を再形成するステップ；
（ｄ）新たな合成核酸の複数のコピーを産生するように、所望によりステップ（ｂ）およ
び（ｃ）を反復するステップ；
による増幅プロセスを実施するステップを含み、
前記方法が実施される温度が非等温であり、ステップ（ｂ）～（ｄ）の前記増幅プロセス
の間に少なくとも２℃の低下を受けることを特徴とし、
　前記反応の前記温度が所定の温度に戻ることのない、方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、ステップ（ａ）において、前記標的が核酸の２つの相
補鎖を含み、前記プライマーが、フォワードおよびリバースプライマーを含み、それらは
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、対応する前記標的の鎖にそれぞれ相補的であり、その結果、前記フォワードおよびリバ
ースプライマーの３’末端が互いに向かって配向される、方法。
【請求項３】
　前記温度が、前記増幅反応中に、少なくとも５℃、好ましくは少なくとも１０℃、より
好ましくは少なくとも１５℃の制御された低下を受ける、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記増幅反応中の温度低下の平均速度が、－０．１０～－６．０℃／分、好ましくは－
０．２０～－３．５℃／分、より好ましくは－０．３０～－３．５℃／分、最も好ましく
は－０．４０～－３．５℃／分の範囲にある、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項５】
　ステップ（ｂ）～（ｄ）が実質的にステップ（ａ）の直後に実施され、ステップ（ａ）
～（ｄ）は好ましくは同一の反応容器中または同一の固体支持体上で実施される、請求項
１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　ステップ（ａ）が、５５～６２℃、好ましくは５７～６１℃、より好ましくは５８～６
０℃の範囲の温度で実施される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　新たな合成核酸を直接的または間接的に検出するステップをさらに含む、請求項１～６
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記検出ステップが、分子ビーコンまたは蛍光色素、側方流動標識プローブ、または電
気化学反応を触媒する酵素の使用を含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　ステップ（ｂ）が、ニッキング酵素の使用を含む、請求項１～８のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１０】
　最適温度を有する第１のポリメラーゼおよび／または第１のニッキング酵素、および最
適温度を有する第２のポリメラーゼおよび／または第２のニッキング酵素、の使用を含み
、前記第２のポリメラーゼおよび／または第２のニッキング酵素の前記最適温度が、それ
ぞれの第１のポリメラーゼおよび／または第１のニッキング酵素の前記最適温度よりも低
い、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記第２のポリメラーゼが、Ｂｓｕポリメラーゼまたは、ＤＮＡポリメラーゼのクレノ
ウ断片である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記増幅反応の前記初期温度が前記第１のニッキング酵素の前記最適温度以上であり、
前記増幅反応の過程で、前記温度が前記第１のニッキング酵素の前記最適温度より低い温
度に低下する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記増幅反応の前記温度が、前記第２のポリメラーゼおよび／または第２のニッキング
酵素の前記最適温度以下に低下する、請求項１０、１１または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記方法の実施により得られた前記混合物を、核酸を分解する易熱性酵素と接触させる
ステップをさらに含み、前記混合物を、前記易熱性酵素が実質的に活性である温度で、前
記易熱性酵素と接触させる、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記酵素が、ｃｏｄウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ（ＵＤＧ）または南極易熱性ＵＤ
Ｇである、請求項１４に記載の方法。
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【請求項１６】
　ステップ（ａ）の前に逆転写ステップを実施し、目的のＲＮＡ分析物のＤＮＡ転写物を
形成するように、前記目的のＲＮＡ分析物を逆転写酵素と接触させることを含む、請求項
１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ＤＮＡ転写物から二本鎖ＤＮＡを作製するステップをさらに含む、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１８】
　前増幅または濃縮ステップをさらに含む、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１９】
　前記プライマーの１つ以上が修飾ヌクレオチドを含む、請求項１～１８のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項２０】
　前記修飾ヌクレオチドが、前記プライマーの標的相補的部分に存在する、請求項１９に
記載の方法。
【請求項２１】
　前記１つ以上のプライマーが２’－修飾ヌクレオチドを含む、請求項１９または２０に
記載の方法。
【請求項２２】
　前記１つ以上のプライマーが２’Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドを含む、請求項１９～２
１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記１つ以上のプライマーが複数の２’Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドを含む、請求項２
２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記１つ以上のプライマーが７個までの２’Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドを含む、請求
項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　ステップ（ｂ）～（ｄ）の間の前記反応の前記温度が、ステップ（ａ）が実施される前
記温度に戻ることのない、請求項１～２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記プライマーのうちの１つ以上が自己相補的部分を含む、請求項１～２５のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記自己相補的部分がヘアピン構造を形成する、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記ヘアピンが５～１０塩基対を含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　ステップ（ｂ）～（ｄ）の間の前記温度低下の大きさが８～２０℃の範囲内である、請
求項１～２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　請求項１～２９のいずれか一項に記載の方法を実施するための装置であって、前記装置
が温度調節手段と、前記方法を実施するために用いられる反応混合物の増幅プロセスの間
、少なくとも２℃、好ましくは少なくとも５℃の温度低下を実施するように前記温度調節
手段を操作するようプログラムされる、プログラム可能な制御手段とを備え、
　前記温度調節手段は、前記反応の前記温度が所定の温度に戻ることのないようにプログ
ラムされている、装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、核酸を増幅する方法、および本方法を実施するための装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、最初に広く使用された、インビトロでのＤＮＡの
増幅方法であった。非常に強力ではあるが、本技術は、増幅をもたらすために、反応混合
物を周期的な温度変化に付す熱サイクル装置の使用を要する。従って、ＰＣＲは、例えば
、ポイントオブケア（ＰｏＣ）診断装置の文脈において、実験室環境外での使用に特に適
しているわけではない。
【０００３】
　一部にはこの欠点を克服するために、熱サイクルの必要性を回避した多数の異なる等温
増幅技術が考案された。そのような技術には、例えば以下が含まれる：ＲＮＡ技術のシグ
ナル媒介増幅（「ＳＭＡＲＴ」；国際公開第９９／０３７８０５号パンフレット）；核酸
配列に基づく増幅（「ＮＡＳＢＡ」Ｃｏｍｐｔｏｎ　１９９１　Ｎａｔｕｒｅ　３５０，
９１－９２）；ローリングサークル増幅（「ＲＣＡ」、例えば、Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９８　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　１９，２２５－２３２を参照）；
ループ媒介増幅（「ＬＡＭＰ」Ｎｏｔｏｍｉら、Ｎｏｔｏｍｉ　ｅｔ　ａｌ．，２０００
　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８，（１２）ｅ６３を参照）；リコンビナーゼポリ
メラーゼ増幅（「ＲＰＡ」Ｐｉｅｐｅｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００６　ＰＬｏＳ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　４（７）ｅ２０４を参照）；鎖置換増幅（「ＳＤＡ」）；ヘリカーゼ依
存性増幅（「ＨＤＡ」Ｖｉｎｃｅｎｔ　ｅｔ　ａｌ．，２００４　ＥＭＢＯ　Ｒｅｐ．５
，７９５－８００）：転写媒介増幅（「ＴＭＡ」）、単一プライマー等温増幅（「ＳＰＩ
Ａ」、Ｋｕｒｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００５　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５
１，１９７３－８１を参照）；自己持続性配列複製（「３ＳＲ」）；およびニッキング酵
素増幅反応（「ＮＥＡＲ」）。
【０００４】
　ＳＤＡは、一対の短い「バンパー」プライマーを、標的相補的部分、ならびに標的相補
的部分の５’、エンドヌクレアーゼの認識および切断部位を含むプライマー対の上流に使
用することを含む技術である（Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２　Ｎｕｃｌ．Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０，１６９１－１６９６に開示される）。「バンパー」プライマーは
、プライマー増幅のための相補的な一本鎖標的を生成することによってＳＤＡ反応を開始
するのに役立つ。プライマーは、それぞれ相補的な一本鎖標的分子にハイブリダイズする
。標的鎖の３’末端は、鋳型としてプライマーを使用してＤＮＡポリメラーゼおよび少な
くとも１つの修飾ヌクレオチド三リン酸を含む反応混合物を用いて伸長される（および同
様にプライマーの３’末端は鋳型として標的を用いて伸長される）。
【０００５】
　標的鎖の伸長は、エンドヌクレアーゼの二本鎖認識部位を生成する。しかし、標的は修
飾三リン酸を用いて伸長されるため、エンドヌクレアーゼは両方の鎖を切断するのではな
く、代わりにプライマーに一本鎖のニックを作る。次いで、ニックにおける３’末端は、
ＤＮＡポリメラーゼ（典型的には、エキソヌクレアーゼ活性を欠くＤＮＡポリメラーゼＩ
のクレノウ断片）によって伸長される。ニックの入ったプライマーが伸長すると、これは
初期産生伸長産物を置換する。次に、置換された産物は、反対側のプライマーの標的の配
列を本質的に複製するため、反対側のプライマーに自由にハイブリダイズすることができ
る。このようにして、標的配列の両方の鎖の指数関数的な増幅が達成される。
【０００６】
　ＳＤＡプロセスの増幅段階は本質的に等温であり、典型的にはエンドヌクレアーゼおよ
びポリメラーゼの最適温度である３７℃で実施される。しかしながら、増幅段階に達する
前に、プライマー対がその相補的標的鎖にハイブリダイズすることを可能にするために、
二本鎖標的を、それを構成する一本鎖へと完全に解離させることが必要である。
【０００７】
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　この解離または「融解」は、標的の２つの鎖の間の水素結合を破壊するために、通常、
二本鎖標的を高温（通常約９０℃）に加熱することによって達成される。次いで、増幅反
応に必要な酵素の添加を可能にするため、反応混合物を冷却する。一本鎖標的を生成する
ために高温が使用されるため、ＳＤＡ技術はＰｏＣの文脈につき理想的に適するものでは
ない。
【０００８】
　米国特許第６，１９１，２６７号明細書は、Ｎ．ＢｓｔＮＢＩニッキング酵素のクロー
ニングおよび発現、ならびに制限エンドヌクレアーゼおよび修飾三リン酸の代わりのＳＤ
Ａにおけるその使用を開示する。
【０００９】
　ＳＤＡに類似した別の増幅技術はニッキング酵素増幅反応（または「ＮＥＡＲ」）であ
る。
【００１０】
　「ＮＥＡＲ」（例えば、米国特許出願公開第２００９／００１７４５３号明細書および
欧州特許第２，１８１，１９６号明細書に開示されるもの）では、フォワードおよびリバ
ースプライマー（「鋳型」として米国特許第２００９／００１７４５３号明細書および欧
州特許第２，１８１，１９６号明細書で言及されている）が、二本鎖標的のそれぞれの鎖
にハイブリダイズし、伸長される。フォワードおよびリバースプライマー（過剰に存在）
のさらなるコピーは、反対側のプライマーの伸長産物にハイブリダイズし、それ自体が伸
長され、「増幅二重鎖」を生成する。そのように形成された各増幅二重鎖は、各鎖の５’
末端に向かうニッキング部位を含み、これはニッキング酵素によりニックされ、さらなる
伸長産物の合成を可能にし、一方、以前に合成された伸長産物は、相補的プライマーのさ
らなるコピーとハイブリダイズすることができ、これはプライマーを伸長させ、それによ
り「増幅二重鎖」のさらなるコピーを作製する。このようにして、指数関数的増幅を達成
することができる。
【００１１】
　ＮＥＡＲは、特に、「バンパー」プライマーおよび初期熱解離ステップが必要でない点
で、ＳＤＡとは異なる。増幅プロセスを誘発するために必要な初期プライマー／標的ハイ
ブリダイゼーション事象は、標的が依然として実質的に二本鎖である間に起こる：初期プ
ライマー／標的ハイブリダイゼーションは、標的鎖の局部的解離（「ブリージング」とし
て知られている現象）を利用すると考えられる（Ａｌｅｘａｎｄｒｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，
２０１２　Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、およびＶｏｎ　Ｈｉｐｐｅｌ　ｅｔ　ａｌ
．のレビュー，２０１３　Ｂｉｏｐｏｌｙｍｅｒｓ　９９（１２），９２３－９５４を参
照）。ブリージングはＤＮＡ鎖間の塩基対形成の局部的かつ一時的な緩みである。初期プ
ライマー／標的ヘテロ二重鎖の融解温度（Ｔｍ）は、典型的には反応温度よりもはるかに
低いので、プライマーは解離する傾向にあるが、一時的なハイブリダイゼーションは、ポ
リメラーゼがプライマーを伸長させるのに十分なほど長く続き、これはヘテロ二重鎖のＴ
ｍを増加させ、安定化させる。
【００１２】
　ＮＥＡＲにおける増幅ステージは、一定温度で等温的に実施される。実際、同じ一定温
度、通常５４～５６℃の範囲で、初期標的／プライマーハイブリダイゼーションおよびそ
の後の増幅ラウンドの両方を行うことは従来行われている。
【００１３】
　熱サイクルの必要性を回避することは、等温技術が、ＰｏＣの文脈においてＰＣＲより
潜在的に有用であることを意味する。さらに、非常に低いコピー数の標的分子（例えば、
わずか１０個の二本鎖標的分子）から出発しても、有意な量の増幅産物の合成を達成する
ことができる。
【００１４】
　国際公開第２０１１／０３０１４５号パンフレット（Ｅｎｉｇｍａ　Ｄｉａｇｎｏｓｔ
ｉｃｓ　Ｌｉｍｉｔｅｄ）は、温度振動条件下で行われる「等温」核酸増幅反応を開示し
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ており、ここで、反応は最初に所定温度で実施され、温度は所定温度から上または下にず
らすことができ、そして、増幅反応中に少なくとも１回は温度が所定温度に戻ることにな
る。より典型的には、温度は、所定の温度から少し（約５℃）上下に「揺らぐ」ことが可
能である。
【００１５】
　本発明は、例えば、反応時間の短縮、および／または収率の増加および／または非特異
的増幅産物の減少を含む、既存の技術に対して１つ以上の利点を有する改善された核酸増
幅技術を提供することをとりわけ目的とする。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　第１の態様では、本発明は、非等温核酸増幅反応を実施する方法を提供し、本方法は、
以下のステップ：
　（ａ）プライマーが標的にハイブリダイズするハイブリダイゼーション事象を可能にす
る条件下で、標的配列を１つ以上の相補的一本鎖プライマーと混合するステップであって
、ハイブリダイゼーション事象が、直接的または間接的に、二重鎖の反対側の末端または
その近くに配置された２つのニッキング部位を含む二重鎖構造の形成を導くステップ；
および以下のステップ：
（ｂ）二重鎖の鎖中の前記ニッキング部位の各々にニックを発生させるステップ
（ｃ）新たな合成核酸を形成するように、ポリメラーゼを使用してニックの入った鎖を伸
長し、ポリメラーゼとの伸長が前記ニッキング部位を再形成するステップ；
（ｄ）新たな合成核酸の複数のコピーを産生するように、所望によりステップ（ｂ）およ
び（ｃ）を反復するステップ；
による増幅プロセスを実施するステップを含み、
方法が実施される温度が非等温であり、ステップ（ｂ）～（ｄ）の増幅プロセスの間に少
なくとも２℃、好ましくは少なくとも５℃の低下を受けることを特徴とする。
【００１７】
　第２の態様では、本発明は、本発明の第１の態様の方法を実施するための装置を提供し
、装置は温度調節手段とプログラム可能な制御手段とを備え、プログラム可能な制御手段
は、第１の態様の方法を実施するために用いられる反応混合物の増幅プロセスの間、少な
くとも２℃、好ましくは少なくとも５℃の温度低下を実施するように温度調節手段を操作
するようプログラムされる。
【００１８】
　本発明の方法の増幅プロセスは、ＳＤＡおよびＮＥＡＲを含む一般的に知られている従
来の増幅技術に適用され得る。
【００１９】
　従って、例えば、増幅プロセスは、鎖置換増幅において使用される増幅プロセスに基づ
くか、またはＮＥＡＲで使用される増幅プロセス、もしくは実際上、一本鎖ニックの形成
およびニックの入った鎖の３’末端からのその後の伸長に依存する任意の他の核酸増幅プ
ロセスに基づき得る。従って、ＳＤＡまたはＮＥＡＲの増幅段階に関連する先行技術の教
示は、一般に、本発明の方法の増幅プロセスに等しく適用可能である（増幅中に一定温度
を維持することに関連する先行技術の教示以外）。
【００２０】
　好ましくは、ステップ（ａ）は、二本鎖標的を含有する試料を２つの一本鎖プライマー
と混合することを含み、前記プライマーの１つが標的の第１の鎖に相補的であり、前記プ
ライマーの他方は標的の第２の鎖に相補的であり、その結果、２つのプライマーが標的に
ハイブリダイズし、前記プライマーの遊離の３’末端が互いに向かい合う。
【００２１】
　２つのプライマーは、便宜上、「フォワード」および「リバース」プライマーとして記
載され得る。



(7) JP 6957527 B2 2021.11.2

10

20

30

40

50

【００２２】
　望ましくは、フォワードプライマーおよびリバースプライマーの両方が、ニッキング酵
素認識部位の配列を含む。典型的には、ニッキング酵素によって生成されるニックは、ニ
ッキング酵素認識部位のすぐ外側および典型的には３’である。
【００２３】
　好ましい実施形態では、フォワードプライマーは、標的配列アンチセンス鎖の３’末端
に相補的であり、それとハイブリダイズすることができるその３’末端またはその付近の
部分を含む一方、リバースプライマーは、標的配列センス鎖の３’末端に相補的であり、
それとハイブリダイズすることができるその３’末端またはその付近の部分を含む。
【００２４】
　このようにして、ニッキング酵素認識部位が標的配列の両端に導入され、標的配列の増
幅（ニック部位の下流のプライマーの任意の介在配列と共に）は、二本鎖ニック部位を形
成するようにフォワードおよびリバースプライマーのポリメラーゼ伸長の複数のサイクル
を実施することによって、およびニッキング酵素でニック部位をニッキングし、ニックの
入ったプライマーのポリメラーゼなどによるさらなる伸長を可能にすることによって達成
され、これは本質的に、例えば、米国特許出願公開第２００９／００１７４５３号明細書
に開示されており、その内容は、参照により本明細書に組み込まれる。
発明の詳細な説明
　本発明は、とりわけ、選択された標的核酸の増幅方法に関する。
【００２５】
　標的は、一本鎖であっても二本鎖であってもよく、またはそれら２つの混合物を含んで
いてもよい。標的は、ＲＮＡ、ＤＮＡまたはこれら２つの混合物を含み得る。特に、標的
は、必須ではなく実際には好ましくないが、１つ以上の修飾ヌクレオチド三リン酸（すな
わち、天然に存在する核酸には通常見られないヌクレオチド三リン酸）を組み込んでもよ
い。
【００２６】
　標的は、以下の非網羅的なリストから選択され得る：ゲノム核酸（この用語は、任意の
動物、植物、真菌、細菌またはウイルスのゲノム核酸を包含する）、プラスミドＤＮＡ、
ミトコンドリアＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、または合成オリゴヌ
クレオチドまたは他の核酸分子。
【００２７】
　特に、本方法は、初期逆転写ステップをさらに含み得る。例えば、当業者に周知の方法
によって、逆転写酵素を用いてＤＮＡまたはｃＤＮＡを合成するために、ＲＮＡ（例えば
、ウイルスゲノムＲＮＡ、または細胞ｍＲＮＡ、または他の供給源由来のＲＮＡ）を使用
してもよい。次いで、ＤＮＡは、本発明の方法における標的配列として使用し得る。元の
ＲＮＡは、典型的には、逆転写酵素のリボヌクレアーゼ活性によって分解されるが、必要
に応じて、逆転写が完了した後にさらなるＲＮＡｓｅＨを添加してもよい。ＲＮＡ分子は
、対応する（例えば、ゲノム）ＤＮＡ配列よりも大きなコピー数で試料中に存在すること
が多く、それゆえに、ＤＮＡ配列のコピー数を効果的に増加させるためにＲＮＡ分子から
ＤＮＡ転写物を作製することが便利であり得る。
【００２８】
　「標的配列」とは、標的核酸中の塩基の配列であり、二本鎖標的のセンス鎖および／ま
たはアンチセンス鎖を指し得、また、文脈上他の記載がない限り、初期標的核酸の増幅さ
れたコピー、伸長産物または増幅産物において再現または複製されるものと同じ塩基配列
も包含する。
【００２９】
　標的配列は、任意の種類の試料、例えば、生物学的または環境的試料（水、空気など）
中に存在してもよい。生物学的試料は、例えば、食品試料または臨床試料であってもよい
。臨床サンプルには、以下が含まれ得る：尿、唾液、血液、血清、血漿、粘液、喀痰、涙
液または便。
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【００３０】
　試料は、プライマーと接触する前に処理されてもよく、されなくてもよい。そのような
処理は、濾過、濃縮、部分精製、超音波処理、溶解などの１つ以上を含み得る。そのよう
なプロセスは、当業者に周知である。
【００３１】
　本発明の方法は、ニック部位の使用およびニック部位にニックを作製するための手段を
含む。「ニック」は、完全に、または少なくとも部分的に二本鎖核酸分子のうち一本鎖の
みのホスホジエステル骨格の切断である。ニック部位は、ニックが形成される分子内の位
置である。
【００３２】
　好ましい実施形態において、「ニッキング認識部位」は、ニック部位、またはその中、
またはその近くに存在する。（この文脈において、「の近く」はニッキング認識部位の最
も近い塩基がニック部位の１０塩基以内、好ましくはニック部位の５塩基以内であること
を意味する）。
【００３３】
　ニッキング認識部位は、制限エンドヌクレアーゼの認識部位の少なくとも１つの鎖を含
んでもよく、ニック部位は、二本鎖分子として存在する場合に制限エンドヌクレアーゼに
よって切断される核酸塩基配列の少なくとも１つの鎖を含んでもよい。典型的には、制限
エンドヌクレアーゼは、二本鎖核酸分子の両方の鎖を切断する。本発明では、ニック部位
またはその近くに１つ以上の修飾塩基を組み込むことによって二本鎖切断を回避すること
ができ、修飾塩基は核酸の鎖を制限エンドヌクレアーゼによる切断の影響を受けないよう
にする。このようにして、二本鎖核酸分子の両方の鎖を通常切断する制限エンドヌクレア
ーゼを用いて、一本鎖ニックを二本鎖分子に導入することができる。これを達成するのに
適した修飾塩基等は、当業者に周知であり、例えば、全てのアルファホスフェート修飾ヌ
クレオシド三リン酸およびアルファボラノ修飾ヌクレオシド三リン酸、具体的には、２’
－デオキシアデノシン５’－Ｏ－（チオ三リン酸）、５－メチルデオキシシチジン５’－
三リン酸、２’－デオキシウリジン５’三リン酸、７－デアザ－２’－デオキシグアノシ
ン５’－三リン酸、２’－デオキシグアノシン－５’－Ｏ－（１－ボラノ三リン酸）など
が含まれる。修飾塩基を含む三リン酸は、増幅プロセスを実施するために使用される反応
混合物中に存在してもよく、その結果、修飾塩基は、その後の増幅ラウンドの間に、対応
する位置に組み込まれ、エンドヌクレアーゼによって切断可能な部位の形成を妨げる。
【００３４】
　しかしながら、好ましい実施形態では、ニックは、ニッキング酵素によってニック部位
に作られる。これらは、通常の状況下では、二本鎖核酸分子中の一本鎖切断のみを生じる
酵素である。ニッキング酵素はニッキング認識部位を有し、ニック部位はニッキング認識
部位内にあってもよく、または認識部位の５’または３’のいずれかであってもよい。多
くのニッキング酵素が当業者に知られており、市販されている。ニッキング酵素の例の非
網羅的なリストは、Ｎｂ．Ｂｓｍｌ、Ｎｂ．Ｂｔｓ、Ｎｔ．Ａｌｗｌ、Ｎｔ．ＢｂｖＣ、
Ｎｔ．ＢｓｔＮＢＩ、およびＮｔ．Ｂｐｕ１０１を含む。後者の酵素はＴｈｅｒｍｏＦｉ
ｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃから市販されており、他のものは、例えば、Ｎｅｗ　Ｅ
ｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから入手可能である。
【００３５】
　好ましい実施形態において、ニッキング酵素は、方法の初めに（例えば、試料をプライ
マーおよびＤＮＡポリメラーゼと接触させて１分以内に）反応混合物に導入される。しか
し、場合によっては、より長い遅延（例えば、温度がニッキング酵素の最適温度に近づく
ことを可能にする）の後にニッキング酵素を反応混合物に導入することが望ましいことが
あり得る。
【００３６】
　本発明の方法は、ＤＮＡポリメラーゼの使用を含む。好ましくは、本発明の方法は、少
なくとも１つの好熱性ＤＮＡポリメラーゼ（すなわち、６０℃を超える最適温度を有する
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）の使用を含む。好ましくは、ＤＮＡポリメラーゼは鎖置換ポリメラーゼである。好まし
くは、ＤＮＡポリメラーゼはエキソヌクレアーゼ活性を有しない。好ましくは、ＤＮＡポ
リメラーゼは、エキソヌクレアーゼ活性を有しない鎖置換ポリメラーゼであり、また、好
ましくは好熱性である。
【００３７】
　好ましいＤＮＡポリメラーゼの例には、Ｂｓｔポリメラーゼ、Ｖｅｎｔ（登録商標）Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、９ｏＮポリメラーゼ、Ｍａｎｔａ１．０ポリメラーゼ（Ｑｉａｇｅｎ
）、ＢｓｔＸポリメラーゼ（Ｑｉａｇｅｎ）、およびＢｓｍ　ＤＮＡポリメラーゼ、大き
な断片（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）が含まれる。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、本発明の方法は、好都合には、前増幅または濃縮ステップを
含み得る。これは、標的配列をフォワードおよびリバースプライマーならびにＤＮＡポリ
メラーゼと接触させるが、ニッキング酵素とは接触させないステップである。これは典型
的には約２～５分間持続し、約１，０００倍の標的配列の初期（線形）増幅を産生し、こ
れは標的配列が低コピー数で試料中に存在する場合に特に有用であり得る。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、前増幅または濃縮ステップは、５０℃未満の温度で、ケ
ナルカエウム・シュンビオスム（Ｃｅｎａｒｃｈａｅｕｍ　ｓｙｍｂｉｏｓｕｍ）由来の
Ｅｘｏ－ＭｉｎｕｓクレノウＤＮＡポリメラーゼまたはＥｘｏ－Ｍｉｎｕｓ好冷菌ＤＮＡ
ポリメラーゼなどの中温性ＤＮＡポリメラーゼを用いて実施され、その後、混合物を、易
熱性ＤＮＡポリメラーゼを変性または不活性化するために５０℃でインキュベートし、次
いで、好熱性ＤＮＡポリメラーゼを下流増幅のために添加する。
【００４０】
　典型的には、本発明の方法は、増幅プロセスの直接的または間接的産物の１つ以上が検
出され、任意選択により定量化される検出ステップを含み、これは試料中の標的の存在お
よび／または量を示す。ゲル電気泳動、質量分析、側方流動捕捉、標識ヌクレオチドの組
み込み、インターカレート色素、分子ビーコンおよび他のプローブ、特に特異的にハイブ
リダイズするオリゴヌクレオチドまたは他の核酸含有分子を含む、多くの優れた適切な検
出および／または定量技術が知られている。
【００４１】
　検出ステップにおいて検出される産物は、本明細書において「検出対象」と称され得る
。検出ステップに関する「標的」は、増幅プロセスにおける「標的」と必ずしも同じでは
なく、実際には、２つの分子は、いくつかの配列（通常１０～２０塩基）を共通で有し得
るが、通常少なくともある程度異なっており、ここで、検出標的は核酸分子またはオリゴ
ヌクレオチドを含む。
【００４２】
　核酸検出法は、二本鎖ＤＮＡの特異的検出を可能にする色素の使用を採用し得る。ＤＮ
ＡまたはＲＮＡへの結合の際に増強された蛍光を示すインターカレート色素は周知である
。色素は、例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡインターカレート・フルオロフォアであってもよ
く、とりわけ、以下を含み得る：アクリジンオレンジ、臭化エチジウム、Ｐｉｃｏ　Ｇｒ
ｅｅｎ、ヨウ化プロピジウム、ＳＹＢＲ　Ｉ、ＳＹＢＲ　ＩＩ、ＳＹＢＲ　Ｇｏｌｄ、Ｔ
ＯＴＯ－３（チアゾールオレンジダイマー）、Ｏｌｉ　ＧｒｅｅｎおよびＹＯＹＯ（オキ
サゾールイエローダイマー）。
【００４３】
　核酸検出法はまた、検出標的配列、または目的の検出標的に相補的または実質的に相補
的な配列を含むプローブ、に直接的に組み込まれた標識ヌクレオチドの使用を採用し得る
。適切な標識は、放射性および／または蛍光性であってもよく、当技術分野で慣用的な任
意の方法で分解され得る。検出することができるが、他の点では天然ヌクレオチドとして
機能する（例えば、天然酵素の基質として認識され、基質として作用する）標識ヌクレオ
チドは、天然ヌクレオチドとして機能しない修飾ヌクレオチドとは区別されるべきである
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。
【００４４】
　標的核酸および核酸配列の存在および／または量は、分子ビーコンを用いて検出および
モニターし得る。分子ビーコンは、一端にフルオロフォアおよび反対側にクエンチング色
素（「クエンチャー」）を含む、ヘアピン型オリゴヌクレオチドである。ヘアピンのルー
プは、検出標的配列に相補的または実質的に相補的なプローブ配列を含み、ステムは、プ
ローブ配列のいずれかの側に位置する自己相補的または実質的に自己相補的な配列のアニ
ーリングによって形成される。
【００４５】
　フルオロフォアおよびクエンチャーはビーコンの反対側の端部に結合されている。分子
ビーコンがその標的にハイブリダイズするのを妨げる条件下で、または分子ビーコンが溶
液中に遊離状態である場合、フルオロフォアおよびクエンチャーは互いに近接して、蛍光
を妨げる。分子ビーコンが検出標的分子に遭遇すると、ハイブリダイゼーションが起こり
、ループ構造は、フルオロフォアおよびクエンチャーの分離を引き起こして、蛍光が起こ
ることを可能にする、安定でより堅固な立体構造に変換される（Ｔｙａｇｉ　ｅｔ　ａｌ
．１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４：３０３－３０８）。プ
ローブの特異性により、蛍光の生成は、実質的に、意図された増幅産物／検出標的の存在
にのみ起因する。
【００４６】
　分子ビーコンは非常に特異的であり、単一の塩基（例えば一塩基多型）で異なる核酸配
列を区別することができる。分子ビーコンは、異なる着色フルオロフォアおよび異なる検
出標的相補配列を用いて合成することができ、同じ反応における複数の異なる検出標的を
同時に検出および／または定量することを可能にし、単一のＰｏＣアッセイの「多重化」
が複数の異なる病原体または生化学マーカーを検出することを可能にする。定量的増幅プ
ロセスにつき、分子ビーコンは、増幅後に増幅された検出標的に特異的に結合することが
でき、ハイブリダイズされていない分子ビーコンは蛍光を発しないため、増幅産物の量を
定量的に決定するためにプローブ－標的ハイブリッドを単離する必要はない。生じるシグ
ナルは、増幅産物の量に比例する。これはリアルタイムで行うことができる。他のリアル
タイムフォーマットと同様に、特定の反応条件は、正確さおよび精度を保証するため、各
プライマー／プローブセットにつき最適化されなければならない。
【００４７】
　検出標的核酸および核酸配列の産生または存在はまた、蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲ
ＥＴ）によって検出およびモニターされてもよい。ＦＲＥＴは、２つのフルオロフォア：
ドナーおよびアクセプター分子、の間のエネルギー転移機構である。簡潔には、ドナーフ
ルオロフォア分子が特定の励起波長で励起される。ドナー分子がその基底状態に戻るとき
のドナー分子からのその後の放出は、（遠距離双極子－双極子相互作用を介して）アクセ
プター分子に励起エネルギーを転移し得る。ＦＲＥＴは、例えば分子ビーコンで見られる
ＤＮＡ－ＤＮＡ相互作用において、分子動態を定量するのに有用なツールである。特定の
産物の産生をモニターするため、一方の末端にドナー分子、他方の末端にアクセプター分
子でプローブを標識することができる。プローブ検出標的ハイブリダイゼーションは、ド
ナーおよびアクセプターの距離または配向の変化を生じ、ＦＲＥＴ特性の変化が観察され
る。（Ｊｏｓｅｐｈ　Ｒ．　Ｌａｋｏｗｉｃｚ．“Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ”，　Ｐｌｅｎｕｍ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎ
ｇ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，第２版（１９９９年７月１日））。
【００４８】
　検出標的核酸の生成または存在は、側方流動装置によってモニターおよび監視すること
もできる。横流装置は周知である。これらの装置は、一般に、毛管力によって流体が流れ
る固相流体透過性流路を含む。例としては、ディップスティックアッセイおよび様々な適
切なコーティングを有する薄層クロマトグラフィープレートが含まれるが、これらに限定
されない。試料に関する様々な結合試薬、試料に関する結合パートナーまたは結合パート
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ナーを含むコンジュゲート、およびシグナル産生システムが、流路中または流路上に固定
化される。分析物の検出は、酵素検出、ナノ粒子検出、比色検出、および蛍光検出を含む
いくつかの異なる方法で達成することができる。酵素検出は、側方流動装置の表面上の相
補的または実質的に相補的な核酸検出標的にハイブリダイズされる酵素標識プローブを含
み得る。得られた複合体は、読み取り可能なシグナルを発生させるために適切なマーカー
で処理することができる。ナノ粒子検出は、金コロイド、ラテックスおよび常磁性ナノ粒
子を使用し得るビーズ技術を含む。一例では、ビーズを抗ビオチン抗体にコンジュゲート
することができる。標的配列は直接ビオチン化されてもよく、または標的配列は配列特異
的ビオチン化プローブにハイブリダイズされてもよい。金およびラテックスは、裸眼で見
える比色シグナルを発生し、常磁性粒子は、磁場中で励起されたときに非可視シグナルを
発生し、専門のリーダーによって解釈され得る。
【００４９】
　蛍光ベースの側方流動検出法、例えば、二重フルオレセインおよびビオチン標識オリゴ
プローブ法、または量子ドットの使用もまた知られている。
【００５０】
　核酸は、側方流動装置で捕捉することもできる。捕捉の手段は、抗体依存性および抗体
非依存性の方法を含み得る。抗体非依存性捕捉は、一般に、２つの結合パートナー間の非
共有結合的相互作用、例えば、ビオチン化プローブとストレプトアビジン捕捉分子との間
の高親和性および不可逆的結合を使用する。捕捉プローブは、側方流動膜に直接固定され
てもよい。
【００５１】
　本発明の方法全体、または少なくとも本方法の増幅プロセス部分は、反応容器（例えば
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ（登録商標）による、従来の実験室用プラスチック試薬チューブなど
）中で実施されてもよく、または固体支持体中および／または固体支持体上で実施されて
もよい。固体支持体は、多孔質でも非多孔質でもよい。特定の実施形態では、固体支持体
は、多孔質膜材料（ニトロセルロースなど）を含み得る。より特定的には、固体支持体は
、上記のように、多孔質側方流動アッセイ装置を含むかまたはその一部を形成し得る。あ
るいは、固体支持体は、アッセイ装置に沿って液体を輸送するために、１つ以上の固体細
孔毛細管を使用するマイクロ流体型アッセイを含むかまたはその一部を構成してもよい。
【００５２】
　好ましい実施形態では、本発明の方法の全部または少なくとも一部は、ポイントオブケ
ア（ＰｏＣ）アッセイ装置を使用して実施され得る。ＰｏＣデバイスは、典型的には、製
造が安価であり、単回使用後に処分され、一般にアッセイを実行または解釈するために他
の装置または機器を必要としない自己内蔵型であり、望ましくは、使用に臨床知識または
訓練を必要としない、という特徴を有する。
【００５３】
　本発明における使用に適したプライマーの例は、本明細書に開示されている。本発明の
方法での使用に適切であり得る他の例は、とりわけ、米国特許出願公開第２００９／００
１７４５３号明細書および欧州特許第２，１８１，１９６号明細書に開示されており、両
方の内容は参照により本明細書に組み込まれる。当業者は、過度の実験をすることなく、
他の標的配列の増幅に適した他のプライマーを容易に設計することができよう。
【００５４】
　他で説明されるように、本発明における使用のプライマーは、好ましくは、標的相補的
部分だけでなく、ニッキングエンドヌクレアーゼ結合部位およびニッキング部位、ならび
に安定化部分も含む。好ましいプライマーは、プライマー分子中にステムループ構造を形
成し得る自己相補的配列を含み得る。
【００５５】
　本発明の方法における使用のプライマーは、修飾ヌクレオチド（すなわち、天然に存在
する核酸分子には見られないヌクレオチド）を含み得る。そのような修飾ヌクレオチドは
、好都合には、プライマーの標的相補部分および／またはプライマーの他の部分に存在し
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得る。多くの他の修飾ヌクレオチドが当業者に知られているが、修飾ヌクレオチドの好ま
しい例は、２’－修飾ヌクレオチド、特に２’Ｏ－メチル修飾ヌクレオチドである。
温度プロファイル
　本発明の方法は、等温ではないが、熱サイクルを必要としない。結果として、本発明の
方法は、ＰＣＲにおいて使用される比較的複雑な熱サイクル装置の使用を必要とせず、従
って、ＰｏＣの文脈での適用がより容易になる。
【００５６】
　「熱サイクル」または温度サイクルは、特に、反応混合物の温度が特定の時間（典型的
には少なくとも３０秒間）、特定の温度（例えばｔ１）に保持されることを意味する。次
いで、温度を以前に維持された温度に戻す前に（上方または下方に）調節する。
【００５７】
　典型的には、ＰＣＲなどの非等温核酸増幅反応は、１サイクルあたり複数（すなわち、
少なくとも２つ以上）の熱ステップ、および１反応あたり複数の熱サイクルの実施を必要
とする。
【００５８】
　本発明の方法における温度低下は、温度低下の大きさが所定の最小レベルを超え、所定
の最大レベルよりも低いという意味で、計画的であり、制御されたものである。また、降
温速度は、好ましくは所定の範囲内である。
【００５９】
　本発明の方法における初期ステップ（ａ）は、プライマーが標的配列と少なくとも一時
的にハイブリダイズすることを許容する条件下で、標的配列を、標的配列に相補的な少な
くとも一部を有するプライマーと接触させることを含む。これは、「開始」段階として説
明され得る。
【００６０】
　このステップは、典型的には、５０～６５℃の範囲、好ましくは５２～６２℃の範囲、
より好ましくは５４～６２℃の範囲、最も好ましくは５８～６２℃の範囲の温度で達成さ
れる。標的とプライマーとを含む反応混合物は、この温度で適切な時間保持され得る。反
応混合物がこの温度で保持される最適温度および最適時間は、本開示の利益を考慮して当
業者によって決定されてもよく、これらは、標的配列の長さ、プライマーの長さ、および
特に、標的に相補的なプライマー部分の長さ、標的：プライマーハイブリッドのＧ：Ｃ含
量、反応混合物のｐＨおよび塩濃度、に影響され得る。典型的な初期温度保持時間は、５
秒～５分、好ましくは１０秒～３分の範囲内であり得る。ステップ（ａ）における初期ハ
イブリダイゼーション事象を可能にする典型的な条件は、当業者には公知であり、添付の
実施例に記載されている。
【００６１】
　５８～６２℃の温度範囲が開始段階に好ましい。これは、プライマー二量体の形成を最
小限に抑え（従って、非特異的増幅の量を減少させる）、標的二重鎖に潜在的な「開始部
位」を作り出す確率を高めるために十分に高く、他方でプライマー分子の少なくともいく
つかが標的にハイブリダイズすることを可能にするのに十分なほど低いと考えられる。
【００６２】
　その後の温度低下は、元の標的分子へのプライマーのハイブリダイゼーションよりもむ
しろ、比較的短いプライマーおよび伸長産物のハイブリダイゼーションを安定化させるの
に役立つ。反応混合物をさらに冷却すると、検出プローブの検出標的に対するハイブリダ
イゼーションが促進されることがさらに仮定される。
【００６３】
　本方法のステップ（ｂ）～（ｄ）に記載の増幅プロセスの間、反応混合物の温度は低下
する。これは、例えば所定の温度プロファイルに従って反応混合物の温度を低下させるた
めの温度調節手段を使用して、調節された方法で行われ得る。温度低下は、開始段階の直
後に始まり得る（ステップａ）。有利には、反応混合物の容積は小さく、反応混合物（お
よび反応が行われる反応容器または基質）の熱容積は減少する。
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【００６４】
　好都合には、反応混合物は、１００μｌ未満、好ましくは５０μｌ未満、より好ましく
は２５μｌ未満、最も好ましくは２０μｌ未満の容積を有する。このようにして、反応混
合物の温度は、温度調節手段によってより正確かつより迅速に調節することができる。適
切な実施形態では、温度調節手段は、非常に単純（例えばファン）であってもよく、また
は受動手段によって（例えば、反応混合物からの熱放射によって）大規模にまたは全面的
に達成される十分な冷却を用いて、全体的に供給されてもよい。典型的には、反応混合物
の容積は、１～５０μｌ、好ましくは１～２０μｌ、より好ましくは１～１０μｌの範囲
であり得る。
【００６５】
　反応混合物の容積は１０μｌ未満であってもよい。特に、本発明の方法は、試料を希釈
して、並行して処理される多く（通常数百、数千、さらには百万）のアリコートに分割す
る「デジタルＰＣＲ」型アプローチ（Ｍｏｒｌｅｙ　２０１４　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　１，１－２によるレ
ビューを参照）を採用することができる。いくつかのアリコートは標的配列を含み、いく
つかは含まない。無標的配列が存在する場合、シグナルは生成されない。陰性アリコート
の割合は、元の中の標的配列の数および／または濃度を推定するのに用いることができる
。そのような実施形態では、各アリコート中の反応混合物容積は非常に小さくてもよいが
、典型的には最小容積は２５００ｎｌ、好ましくは少なくとも５０μｌである。
【００６６】
　温度は、任意の所望のプロファイルにおいて低減され得る。例えば、温度は、実質的に
線形的なプロファイル（すなわち、本質的に一定速度の温度低下を有する）に従って低下
させてもよく、または任意の非線形的な様式で低下させてもよく、これは、曲線または段
階的な方法、または線形および非線形プロファイルの任意の組み合わせを含む（例えば、
相対的に高い速度の温度低下の期間と交互する、速度がゼロまたは比較的低くてもよい一
定速度の温度低下の１つ以上の期間）。
【００６７】
　本発明による反応の温度プロファイルは、反応の温度を「開始」段階が実施される温度
に戻らせないようなものである。このように、本発明の方法では、所定温度付近では振動
がなく、例えば国際公開第２０１１／０３０１４５号パンフレットの開示に反した所定温
度に「戻る」ことはない。
【００６８】
　増幅プロセスの開始時の反応混合物の温度は、典型的には、ステップ（ａ）におけるも
のと同じであり、例えば、好ましくは５４～６２℃の範囲内、最も好ましくは５８～６２
℃の範囲内である。絶対的な意味での温度降下の好ましい大きさは、増幅プロセスの開始
時に選択された初期温度に少なくとも部分的に依存してもよく、より低い初期温度（例え
ば、４５～５５℃の範囲）は、より低い温度降下および／またはより低い温度低下速度に
基づき得ることが理解されるが、増幅プロセスの間、温度は、少なくとも２℃、好ましく
は少なくとも３、４または５℃、より好ましくは少なくとも８、９または１０℃、最も好
ましくは少なくとも１３、１４または１５℃低下する。典型的には、増幅プロセス中の温
度低下の最大の大きさは約２０℃であるが、最大温度低下はこれより小さくてもよく（例
えば１６、１７、１８または１９℃）、またはこれより大きくてもよい（例えば２５また
は３０℃）。
【００６９】
　好ましい実施形態では、増幅プロセス中の反応混合物の温度低下の大きさは、５～４０
℃の範囲であってもよく、好ましくは８～３５℃の範囲であり、より好ましくは８～３０
℃の範囲であり、さらには８～２５℃の範囲であり、最も好ましくは８－２０℃の範囲内
である。増幅プロセスの開始時の反応混合物の典型的な初期温度は、５０～６２℃の範囲
であり、好ましくは５４～６２℃であり、より好ましくは５６～６０℃の範囲であり、最
も好ましくは５８～６０℃の範囲である。
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【００７０】
　好ましい実施形態では、増幅プロセス（本発明の方法のステップ（ｂ）～（ｄ））中の
温度低下は、５４～５０℃、５６～５０または５８～５０、より好ましくは５８～４５、
５８～４０、さらには６０～４０℃の範囲を包含する低下を含む。増幅プロセス中の温度
低下は、上記で定義される規定範囲よりも大きくてもよいことが理解されよう。すなわち
、最高温度は、記載された範囲の上限温度を超えてもよく、および／または最低温度は、
記載された範囲の低い方の温度より下であってもよい。
【００７１】
　増幅反応の最終温度は、好ましくは、選択された検出方法との適合性について選択され
る。例えば、検出方法が酵素標識の使用を含む場合、増幅反応の最終温度を酵素と適合す
るように、そして例えば酵素の最適温度の＋５℃以内に、調整することが望ましいことが
あり得る。あるいは、検出方法が、分子ビーコンなどのようなハイブリダイゼーション検
出プローブの使用を伴う場合、選択されるべき増幅反応の最終温度を、増幅反応の最終温
度が、検出プローブ／検出対象二本鎖のＴｍに適合するよう調節することが有利である。
【００７２】
　例えば、終了温度は、プローブの検出標的へのハイブリダイゼーションを容易にするた
めに、検出プローブ／検出標的二重鎖のＴｍ未満、好ましくは少なくとも２℃下であるこ
とが好都合である。
【００７３】
　増幅プロセス中の典型的な温度低下の平均速度は、－０．１０～－６．０℃／分－１の
範囲にあり、好ましくは－０．２０～－３．５℃／分－１の範囲にあり、より好ましくは
－０．３０～－３．５℃／分－１の範囲にあり、最も好ましくは－０．４０～－３．５℃
／分－１の範囲にある。前述から明らかなように、増幅プロセス中のいずれかの瞬間にお
ける実際の温度低下速度は、温度低下勾配の性質に応じて、好ましい平均速度から逸脱し
てもよい。
【００７４】
　いくつかの実施形態では、温度低下勾配は、少なくとも３分、より好ましくは少なくと
も４分、最も好ましくは増幅プロセスの持続時間のほとんどにわたって、実質的に線形で
ある。典型的には、温度低下勾配は、３～１２分の範囲、好ましくは４～１０分の範囲、
より好ましくは４～８分の範囲にわたって実質的に線形である。本発明の目的において、
「実質的に線形である」とは、温度勾配を記述する任意の二次多項式について、Ｘの係数
の大きさがＹの係数の値の５％未満であることを意味する。
【００７５】
　増幅プロセス中に所望の温度低下を達成するために、多数の異なる技術を想定すること
ができる。これらには、次のいずれかまたは両方を含み得る：（ａ）反応混合物への加熱
の停止、ならびに／または、加熱されたおよび／もしくは遮蔽された環境から反応混合物
を除去すること、ならびに反応混合物を本質的に周辺環境への受動的熱損失によって冷却
させること；（ｂ）反応混合物への能動的冷却の適用。能動的冷却は、反応混合物を冷却
された環境に暴露すること、例えば、反応混合物を冷却媒体、特に流体と熱的に連絡した
（伝導、放射または対流）接触下に配置することを含み得る。これは、例えば、反応混合
物を冷却水浴と接触させること、冷たい空気または他のガスを反応混合物の上またはこれ
を通って吹き付けるファンを使用すること、反応混合物を、気体、液体または固体であり
得る反応混合物適合性冷却剤と接触させること、またはペルチェ型冷却装置の使用を含み
得る。例えば、反応混合物適合性冷却剤は、凍結または冷却液体形態の反応混合物適合性
緩衝液であってもよい。低温緩衝液の添加は、反応混合物を希釈しがちであるため、この
アプローチを採用する場合、反応混合物の温度より十分に低い温度（すなわち、反応混合
物の温度より２０℃より低い温度）で冷却剤を少量（例えば、１～２μｌ未満）使用する
ことが好ましいことがあり得る。
【００７６】
　所望の温度低下レベルおよび／または所望の温度低下プロファイルを達成するために、
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任意の能動的冷却ステップを増幅プロセス中に不連続的に適用してもよい。特に、能動的
冷却は、増幅プロセスの間に２つ以上の散在した間隔で実行されてもよく、任意選択によ
り同時にまたは交互に受動的冷却と組み合わせられてもよい。
【００７７】
　一般に、純粋に受動的な手段によって実質的に所望の量および速度の温度低下を達成す
ることが好ましい。これは、本方法および本方法を実施するために必要な任意の装置また
はキットを単純化するからである。実質的に純粋に受動的な手段による所望の量および速
度の冷却を達成するためには、前述のように、その熱容量を減少させるために、反応混合
物の容積が小さいことが望ましい。
【００７８】
　増幅プロセスは、最適温度を有する第１のポリメラーゼと、最適温度を有する第２のポ
リメラーゼを利用することができ、第２のポリメラーゼの最適温度は、第１のポリメラー
ゼの最適温度よりも低いことが、本発明の方法の好ましい特徴である。従って、第１のポ
リメラーゼは、反応混合物の温度が第１のポリメラーゼの最適温度またはそれに近い温度
であり得るため、増幅プロセスの開始付近で特に活性であり得る。
【００７９】
　従って、例えば、第１のポリメラーゼは、好都合には、「好熱性」酵素（すなわち、６
０℃を超える最適温度を有する）であり得る。
【００８０】
　逆に、第２のポリメラーゼは第１のポリメラーゼより低い最適温度を有する。増幅プロ
セスが継続するにつれて、反応混合物の温度が低下し、第２のポリメラーゼの最適温度に
近づく。従って、第２のポリメラーゼは、ますます活性化され、これは、反応速度の低下
を少なくとも部分的に補償し、この減少は、（ｉ）より低い温度に起因する反応の一般的
な熱力学的減速、および（ｉｉ）反応混合物の温度が第１のポリメラーゼの最適温度を下
回る可能性があり、それにより触媒作用が低下することに起因する。
【００８１】
　有利には、第２のポリメラーゼの最適温度は、３０～５５℃の範囲、より好ましくは３
０～４５℃の範囲である。
【００８２】
　特定の実施形態では、第２のポリメラーゼは、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片ま
たはＢｓｕポリメラーゼであってもよい。
【００８３】
　好ましくはさらに低い第３の最適温度を有する、第３またはそれ以上のポリメラーゼも
使用し得ることが考えられる。
【００８４】
　第２のポリメラーゼは、好ましくは、増幅プロセスの初めから反応混合物中にあるが、
所望の場合、遅延の後に第２のポリメラーゼを添加することができ、これは、反応混合物
の温度を高い初期温度から低下させることを可能にする。これは、例えば、第２のポリメ
ラーゼが特に熱に不安定であり、増幅プロセスの開始時に通常使用される比較的高い温度
で存在する場合には実質的に変性する可能性がある場合に、有利であり得る。
【００８５】
　上記と全く同様に、増幅プロセスは、より高い最適温度およびより低い最適温度をそれ
ぞれ有する第１および第２のニッキング酵素を利用し得る。第１および第２のニッキング
酵素は、場合により、単一のポリメラーゼまたは複数のポリメラーゼと組み合わせて使用
し得る。
【００８６】
　上記のように、より低い最適温度を有する第２のニッキング酵素の使用は、温度が増幅
プロセス中に低下する場合に予想される反応速度の低下を少なくとも部分的に相殺し得る
。
【００８７】
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　従って、いくつかの実施形態では、反応混合物の温度は、第１のポリメラーゼおよび／
または第１のニッキング酵素の最適温度より低い温度で開始してもよく、または増幅プロ
セスの経過中にそこまで低下してもよく、第２のポリメラーゼおよび／または第２のニッ
キング酵素の最適温度に近づく傾向があり、到達さえし得る。
【００８８】
　好都合には、いくつかの実施形態では、本発明の方法は、反応混合物を核酸を分解する
分解酵素と接触させるステップを含み得る。望ましくは、このステップは、ユーザが増幅
反応の所望の結果（例えば、病原体の検出）を得るまで起こらない。従って、典型的には
、増幅プロセスが所望の終点に達した後、分解酵素を反応混合物に添加する。好ましくは
、増幅プロセスが所望のエンドポイントに達する前に、反応混合物に不注意に導入される
かまたは接触する事象において、温度が、酵素を実質的に変性させるか、さもなければ不
活性化するのに十分であるよう、分解酵素は易熱性である。適切な例には、Ａｒｃｔｉｃ
Ｚｙｍｅｓ（登録商標）から入手可能なｃｏｄウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ（「ＵＤ
Ｇ」）、および南極易熱性ＵＤＧ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓから入手可
能）が含まれる。これらの酵素は、それぞれ５５℃または５０℃の温度に曝されると急速
かつ不可逆的に不活性化され、分解酵素に関する「耐熱性」という用語は、それに応じて
解釈されるべきである。あるいは、熱感受性分解酵素を使用することができる（すなわち
、少なくとも部分的に５０℃未満で活性であるが、５５℃より上で可逆的、実質的に不活
性なもの）。
【００８９】
　ここで、本発明を、例示的な実施例および添付の図面を参照してさらに説明する。
【図面の簡単な説明】
【００９０】
【図１Ａ】本発明の方法を実施するのに有用なプライマーの典型的な実施形態の概略図で
ある。
【図１Ｂ】本発明の方法を実施するのに有用なプライマーの典型的な実施形態の概略図で
ある。
【図１Ｃ】本発明の方法を実施するのに有用なプライマーの典型的な実施形態の概略図で
ある。
【図２Ａ－１】本発明の方法を実施するのに適切な核酸増幅反応のそれぞれの開始段階お
よび指数関数的増殖段階の概略図である。
【図２Ａ－２】本発明の方法を実施するのに適切な核酸増幅反応のそれぞれの開始段階お
よび指数関数的増殖段階の概略図である。
【図２Ｂ】本発明の方法を実施するのに適切な核酸増幅反応のそれぞれの開始段階および
指数関数的増殖段階の概略図である。
【図３】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図４】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図５】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図６】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図７】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図８】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図９】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（℃
）のグラフである。
【図１０】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（
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℃）のグラフである。
【図１１】時間（分）に対する（バックグラウンド減算）蛍光（任意単位）および温度（
℃）のグラフである。
【図１２Ａ】増幅反応の個々の反復についての時間に対する（バックグラウンドを差し引
いた）蛍光（任意単位）のグラフである。
【図１２Ｂ】増幅反応の個々の反復についての時間に対する（バックグラウンドを差し引
いた）蛍光（任意単位）のグラフである。
【図１２Ｃ】増幅反応の個々の反復についての時間に対する（バックグラウンドを差し引
いた）蛍光（任意単位）のグラフである。
【図１３】本発明による「ＳＴＡＲ」条件下または等温条件下での鋳型配列の１０コピー
からの増幅を達成するのに要した時間を比較する散布図である。
【図１４Ａ】等温増幅条件（それぞれ６３℃または４９℃）を用いた、時間に対する（バ
ックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１４Ｂ】等温増幅条件（それぞれ６３℃または４９℃）を用いた、時間に対する（バ
ックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１５Ａ】様々な温度プロファイルの下での本発明による増幅反応の個々の反復（１０
コピーまたは１００コピー；それぞれ破線および実践）についての時間（分）に対する（
バックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１５Ｂ】様々な温度プロファイルの下での本発明による増幅反応の個々の反復（１０
コピーまたは１００コピー；それぞれ破線および実践）についての時間（分）に対する（
バックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１５Ｃ】様々な温度プロファイルの下での本発明による増幅反応の個々の反復（１０
コピーまたは１００コピー；それぞれ破線および実践）についての時間（分）に対する（
バックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１６Ａ】異なる温度プロファイルの下での本発明による増幅反応の時間（分）に対す
る（バックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度のグラフである。
【図１６Ｂ】異なる温度プロファイルの下での本発明による増幅反応の時間（分）に対す
る（バックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度のグラフである。
【図１７Ａ】６個（図１７Ａ）または７個（図１７Ｂ）のＯ－メチル化塩基を含有するプ
ライマーを使用して実施された、本発明による増幅反応の時間（分）に対する（バックグ
ラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１７Ｂ】６個（図１７Ａ）または７個（図１７Ｂ）のＯ－メチル化塩基を含有するプ
ライマーを使用して実施された、本発明による増幅反応の時間（分）に対する（バックグ
ラウンドを差し引いた）蛍光（任意単位）および温度（℃）のグラフである。
【図１８】リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎ
ｅｓ）２３Ｓ　ＲＮＡの逆転写によって生成したＤＮＡ標的を使用して本発明に従い実施
された増幅反応の、時間（分）に対する（バックグラウンドを差し引いた）蛍光（任意単
位）のグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００９１】
実施例
実施例１：温度低下を試験するためのプロトコル
　増幅反応に対する温度低下の効果を、標準的な等温条件に対する経時的な温度低下を用
いた増幅を比較することによって試験した。温度低下増幅は、本明細書では「ＳＴＡＲ」
（選択的温度増幅反応）と称される。これらの比較は、記載のない限り、下記のプロトコ
ルを用いて行った。
酵素、オリゴヌクレオチド、および標的
　クラミジア・トラコマティス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）（Ｃｔ
）は、ＳＴＡＲ機構の開発のための初期標的として用いられた。クラミジア・トラコマテ
ィス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）（ＡＴＣＣ　ＶＲ－８８６）ゲノ
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ムＤＮＡをＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａ
ｎａｓｓａｓ、ＶＡ）から入手した。潜在プラスミドのオープンリーディングフレーム６
領域を、プライマーＳＴＡＲｃｔＦ６１ａ（配列番号１、５－ＣＧＡＣＴＣＣＡＴＡＴＧ
ＧＡＧＴＣＧＡＴＴＴＣＣＣＣＧＡＡＴＴＡ－３’）およびＳＴＡＲｃｔＲ６１ｃ（配列
番号２、５’－ＧＧＡＣＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＣＴＴＴＴＴＣＣＴＴＧＴＴＴＡＣ－
３’）で増幅した。得られたＤＮＡ鋳型を分子ビーコン、欧州特許第０７２８２１８号明
細書に記載されるＳＴＡＲｃｔＭＢ１（配列番号３、５’ＦＡＭ／ｃｃａｔｔＣＣＴＴＧ
ＴＴＴＡＣＴＣＧＴＡＴＴＴＴＴＡＧＧａａｔｇｇ／ＢＨＱ１－３’）を用いて検出した
。Ｍａｎｔａ１．０ＤＮＡポリメラーゼは、Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（Ｂｅｖｅｒｌｙ、Ｍ
Ａ）から購入した。米国特許第６，１９１，２６７号明細書に記載のＮｔ．ＢｓｔＮＢＩ
ニッキングエンドヌクレアーゼは、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ（Ｉｐｓｗ
ｉｃｈ、ＭＡ）から購入した。
【００９２】
　オリゴヌクレオチドおよび分子ビーコンは、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ、ＩＡ）およびＢｉｏ－Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（
Ｌｅｗｉｓｖｉｌｌｅ、ＴＸ）によって合成された。ＳＴＡＲ反応に使用したプライマー
の一般的特徴は以下の通りであった：
　ニック部位の安定化領域５’およびニック部位の標的特異的結合領域３’を用いてプラ
イマーセットを構築した（図１Ａ）。プライマーは、ステムの少なくとも一部を形成する
自己相補的構造を作製することによって、ステムおよびループ構造がオリゴヌクレオチド
の５’末端に形成され得るように構築された。この構造のＴｍは、所与の時間における反
応の温度に依存して、線形的または指数関数的増幅のいずれかを導くように選択された。
ステムは、ニッキング酵素認識配列の少なくとも一部をさらに包含した。プライマー中の
ニッキング酵素認識配列は二本鎖ステム構造の一部であるが、ニッキングを防止するため
に少なくとも一つのヌクレオチドは一本鎖である。所望の場合、標的配列に相補的な配列
は、二次構造を含んでもよく、二次構造を含まなくてもよい。さらに、この配列は、２’
修飾またはホスホロチオエート結合などの修飾されたヌクレオチドを含み得る。
【００９３】
　図１Ａを参照すると、「プライマー領域」は、標的配列に相補的であり、標的配列に対
してアニールする配列である。「ＮＥＢ領域」は、ニッキングエンドヌクレアーゼ結合領
域、すなわち、この例では、ＮＥＢ領域の末端の４ヌクレオチド下流の部位でプライマー
をニックするニッキング酵素の認識領域である。「増幅ループ」は、増幅プロセスのため
のプライマー安定化およびハイブリダイゼーションを提供し、バックグラウンド非特異的
増幅を低減するために、開始段階の間に自己相補性を介してそれ自体でループする。図１
Ｂおよび１Ｃは、本発明の方法において有用なプライマーのわずかに異なる実施形態を示
す。プライマー構造は、図１Ａに示される実施形態と本質的に同一であるが、変更された
プライマーは、「プライマー領域」内の修飾塩基を含む。具体的には、プライマー領域の
３’末端に連続した２’Ｏ－メチル化塩基のストリングが存在する。図１Ｂでは、このス
トリングは７塩基長であり、図１Ｃではストリングは６塩基長である。図１Ｂおよび１Ｃ
に示した種類のプライマーを以下の実施例８で使用した。
【００９４】
　反応において見出されるオリゴヌクレオチドおよび増幅機構の概要は、（１）標的核酸
分子；（２）標的核酸分子に相補的ないくつかのオリゴヌクレオチドを含む２つ以上のプ
ライマーオリゴヌクレオチド分子、および（３）ニッキング酵素によってニックされ得る
プライマー内の部位を含む。本方法は、標的核酸分子をポリメラーゼ、それぞれが標的ヌ
クレオチド分子上の相補的配列に特異的に結合する２つ以上のプライマーオリゴヌクレオ
チド、およびニッキング酵素、と接触させることを含み、非等温条件下で、標的配列に結
合するプライマーオリゴヌクレオチドの少なくとも一部を含む検出可能なアンプリコンを
生成する。全体的なＳＴＡＲ反応は、２つの異なる段階、すなわち開始および指数関数的
増幅、を経ることが理解され得る。開始段階は、指数関数的な増幅が起こり得る指数関数



(19) JP 6957527 B2 2021.11.2

10

20

30

的鋳型二重鎖の初期形成である。これらの２つの段階は、図２Ａおよび２Ｂに概略的に示
されている。これらの図において、三角形の記号はニッキング酵素を表し、六角形の記号
はＤＮＡポリメラーゼを表す。プライマーの標的核酸への初期接触が起こり、続いてフォ
ワード開始鋳型の伸長および生成が起こる。次いで、反対側の鎖のプライマーは、新たに
生成したフォワード開始鋳型に結合し、開始鋳型のニック部位に向かって、およびそれを
通って伸長する。この初期プロセスは、伸長のためにポリメラーゼが関与すると理解する
ことができ、プライマーの二量体形成および切断型産物またはバックグラウンド産物の誤
った増幅が非常に生じ易い。いずれかの鎖でニッキングが開始すると、ポリメラーゼはニ
ック部位に浸透し、反対側のプライマーに向かって、およびニック部位を通って伸長する
。
【００９５】
　このニッキングのサイクルに続いて、ポリメラーゼ伸長がフォワード開始鎖およびリバ
ース開始鎖の両方で起こると、指数関数的二重鎖として知られる二重鎖が形成される。反
応の第２段階が始まり、ニックおよび伸長から生成したそれぞれの新しい鋳型は今や別の
プライマーの標的になっているため、この指数関数的増幅プロセスは、それ自体にフィー
ドする。
【００９６】
　第２の段階は、速い鋳型生成のために活性ニッキングエンドヌクレアーゼを要すること
がここで理解される。このニック鎖置換複製が温度サイクルの必要性を排除したことは、
以前から公知であり、従って、反応は一定の温度で実施することができ、そのようにされ
てきた。本発明の新規な発見は、短時間で高い特異性を伴う生成物の高収率を含む、既存
の方法よりも有意に高い性能を有する、独特かつ別個の増幅方法を可能にする。
増幅条件
　基本の選択的温度増幅反応（ＳＴＡＲ）混合物は、２つのプライマー、ポリメラーゼお
よびニッキング酵素（上記参照）を含有する。反応は、０．４１μＭのフォワードプライ
マー、０．２μＭのリバースプライマー、０．１８μＭの分子ビーコン、１０μｌのＳＴ
ＡＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘおよび５μｌのＤＮＡサンプルを含む２０μｌの最終容積で
実施した。ＳＴＡＲマスターミックスは以下の試薬を含む：１５ｍＭのＭｇＳＯ４、９０
ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．５）、３００μＭの各ｄＮＴＰ、１５ｍＭの（ＮＨ４
）２ＳＯ４、１５ｍＭのＮａ２ＳＯ４、１ｍＭのＤＴＴ、０．０１％のＴｒｉｔｏｎＸ－
１００、７Ｕのニッキングエンドヌクレアーゼ、４８Ｕのポリメラーゼ。反応の温度は、
等温であったか、または温度低下の量に基づいて変化した。各反応の増幅中の温度が６０
℃で開始し、１５秒または１分ごとに特定量減少する場合、例えば、速度マイナス０．５
℃（すなわち、１５秒ごとに０．５℃の温度低下）１０分間で、反応の過程で６０℃から
４０℃までの温度低下を生じる。増幅およびＳＴＡＲ産物の検出は、Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｍ
ｘ３００５　Ｐ　ＱＰＣＲ装置（Ａｇｉｌｅｎｔ）を用いて行った。次の表に、試験した
温度プロファイルを示す：
【００９７】
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【表１】

【００９８】
　反応前インキュベーションは、試薬を、増幅動態、酵素性能、およびシグナル蛍光に及
ぼす温度低下の効果を試験するための温度になるようにすることである。このようにして
反応を進行させることにより、温度上昇の変数を排除し、既存の等温増幅技術と新規ＳＴ
ＡＲ法とを直接的に比較することが可能になる。
増幅手順
　増幅反応が行われた正確なステップは次の通りである：１）マスターミックスを調製す
る；２）標的を有するかまたは標的を有しないプライマーを調製する；３）プレートごと
に行われる反応の数に依存して９６ウェルプレートのＡ－Ｇ列にプライマーミックスを添
加する；４）同じ９６ウェルプレートのＨ列にマスターミックスを添加する；５）プレー
トを封鎖し、反応前インキュベーションを２分間行う；６）Ｈ列から各プライマーミック
スの列にマスターミックスを転移させ、転移と転移の間に１５秒間待つ；７）封鎖して、
予め選択した温度プロファイルおよびデータ収集を開始する。
【００９９】
　反応の過程で、上記のように分子ビーコンを用いて１５秒ごとに増幅産物を測定した。
反応混合物中の分子ビーコンの蛍光をモニターして、反応中に生成する特定の生成物の量
を測定した。反応中に生成する特定の生成物は、フルオロフォアをクエンチャーから分離
し、蛍光を生成する、分子ビーコンに結合する。蛍光測定は、増幅が始まる前に、各反応
ウェルの最初の３回の読み取りの平均に基づいて、バックグラウンドを差し引いた。ベー
スライン閾値レベル（ＴＬ）からの上昇に基づき、さらなる特徴づけが行われた。ＴＬは
、バックグラウンドを差し引いた蛍光のベースラインに近いがランダムな変動の範囲を超
えて選択した。温度の低下により、分子ビーコンのベースライン蛍光は、増大したステム
強度のため減少し、クエンチャーおよびフルオロフォアがより大きな相互作用を有するた
め一定の線形ベースライン減少を生じる。すべての反応に対して２０００のＴＬを選択し
た。比較のため、ＡＴ値と称される、ＴＬに到達する増幅までの時間に基づいて、正確な
数を決定した。ＡＴ値を使用することで、あるプレートから別のプレートへの比較が可能
となる。
実施例２：未修飾プライマーを用いた結果
　現在の等温技術に対しＳＴＡＲが提供する改善を実証するために、標的につき１８個の
複製、無標的につき６個の複製を用いて増幅を行った。ＳＴＡＲ反応は、等温条件と比較
して、速度、感度および全蛍光の劇的な改善を示す。特に、－０．８℃／分～－３．２℃
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／分の範囲は、すべての等温条件（図３～１１）よりも著しく良好であった。このような
著しい温度の降下が依然として優れた結果を生じることは驚くべきことであり、予想外で
ある。本出願人を特定の理論に制限するものではないが、増幅の改善は、以下でさらに論
じる少なくとも３つの特性に起因し得ると考えられる。
【０１００】
　未修飾のプライマーを用いた実験の結果を図３～１１に示す。これらの図において、温
度プロファイルは背景の陰影によって示されている。「非標的」陰性対照についてのシグ
ナル（蛍光）の量は、暗色のプロットによって示される。１０または１００コピーの標的
（Ｃ．トラコマティス（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）のゲノムＤＮＡ）の存在下で生成
されるシグナルの量は、淡色のプロットによって示される。
【０１０１】
　図３、４および５は、それぞれ５０、５６および６０℃での等温増幅（すなわち、本発
明の方法によるものでない）の結果を示す。図３から分かるように、５０℃での特異的増
幅は本質的になく、少なくとも１００コピーの標的コピー数につき、５６℃で強力な増幅
（図４）があり、６０℃で低い増幅があった（図５）。
【０１０２】
　図６～１０は、増幅中に温度が低下した、本発明による非等温（ＳＴＡＲ）増幅反応に
ついて得られた結果を示す。温度低下の速度は直線的であり、図６での１５秒あたり－０
．１℃（すなわち、１分あたり－０．４℃）から図１０での１５秒あたり－１．０℃（す
なわち、１分あたり－４．０℃）までの範囲であった。全ての例において、１００コピー
の標的を伴う反応は、予想されるように、１０コピーの標的を伴う反応よりも多くの蛍光
シグナルを生成したことが分かる。より有意には、反応は、特に標的コピー数１０の反応
について、同等の等温増幅よりもはるかに多くのシグナルを生成した。さらに、検出可能
なシグナルは、同等の等温反応よりも迅速に生成された。
【０１０３】
　本発明の方法を、非線形的、段階的温度低下（図１１に示す）を用いて実施した場合も
、同様の結果が得られた。
【０１０４】
　本発明者らはまた、ＳＴＡＲ反応における異なる複製間のシグナル量の変動が、等温反
応における複製間のシグナル量の変動よりはるかに小さいことを見出し（簡略化のためデ
ータは省略した）、本発明の方法がはるかに一貫した結果を生じたことを証明した。以下
のコメントは、本発明の方法が上記の利点をもたらし得る可能な機構を提供する。
【０１０５】
　ほとんどの核酸増幅反応において、プライマー二量体は最終的に形成され、限定された
試薬に対して競合し、低標的濃度ではプライマー二量体が反応の主増幅経路になり得る。
プライマー二量体の形成を、たとえ少量であっても、制限または遅延させることで、反応
に対し有意な利益がもたらされる。増幅反応が迅速であるという性質のために、プライマ
ー二量体形成の遅延により、増幅の全ての局面を改善する有利な好ましい増幅経路（すな
わち、鋳型生成）が可能となる。高温で反応を開始することにより、これらの鋳型経路が
有利となり、さらに好ましい。これは、ＳＴＡＲ法における改善された感度、改善された
蛍光シグナル、より制限された複製のグループ分け（すなわち、より優れた再現性）およ
び向上した速度により示される。
【０１０６】
　反応の開始段階の後、指数関数的段階が始まる。鋳型経路は不規則な経路よりも有利で
あったため、できる限り迅速に同量の生成物を生成することが望ましく、これはＳＴＡＲ
によって促進される。この生成にとって最も可能性が高い制限段階の１つは、ニッキング
エンドヌクレアーゼによる、部位のニッキングである。反応混合物の温度が低下するにつ
れて、ニッキングエンドヌクレアーゼにとって最も有利な温度に近づき、反応効率が高ま
り、検出のために出来る限り多くの鋳型を生成する。
【０１０７】
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　温度がさらに低下するにつれて、分子ビーコンは鋳型検出および蛍光バックグラウンド
の減少に有利となる。分子ビーコンに対する鋳型の融解温度は、検出温度よりも著しく高
くなり、分子ビーコンから融解する鋳型が少なくなるため改善されたシグナルを生成する
。さらに、この温度低下により、ステムの融解温度は反応温度よりも高くなる。従って、
分子ビーコンは、鋳型が存在しない場合、閉鎖段階に有利であり、生じるバックグラウン
ドシグナルは、より少ない。
【０１０８】
　本発明の新規な非等温反応方法は、既存の等温および熱サイクル条件に対して実質的な
改善を提供する。酵素活性および最適反応動態に有利であることにより、本方法はＡＴの
変化を改善し、生成される蛍光の総量を増加させ、増幅の一貫性を改善し、検出感度を高
めた。
実施例３：ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＩＩを用いた結果
　分子ビーコンは特定の一本鎖ＤＮＡ産物の総量の増加のみを測定するため、非特異的増
幅産物は、意図された増幅産物と独立して測定されることがない。非特異的増幅産物の産
生（例えば、プライマー二量体形成から生じる）を測定するため、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ
　ＩＩの存在下で別個の反応を行った。ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＩＩは、一本鎖ＤＮＡ、
ＲＮＡ、および二本鎖ＤＮＡを検出するための最も高感度な色素の１つである。ＳＹＢＲ
　Ｇｒｅｅｎ　ＩＩは低い固有蛍光を有するため、増幅が標的の不存在下で行われる場合
、反応または非特異的増幅における全増幅の検出のためには自然な選択である。反応は、
以下の表２に示すように、等温および非等温（ＳＴＡＲ）の２つの条件下で直接行った。
【０１０９】

【表２】

【０１１０】
　さらに、この反応は、無標的に対し、５０コピーのゲノムＤＮＡを比較した。ＳＹＢＲ
　Ｇｒｅｅｎ　ＩＩを１０，０００ｘ濃度で得、０．５ｘを反応ごとに使用した（Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ）。インターカレート色素の固有の性
質のため、より高いＴＬ、９０００を用いてＡＴを計算した。ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ
Ｉは温度に対し反比例する関係の蛍光を有する。“Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌ
ｔｉｐｌｅ　ＤＮＡ　ｄｙｅｓ　ｆｏｒ　ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ：　ｅｆｆｅｃｔ
ｓ　ｏｆ　ｄｙｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｃｏｍｐ
ｏｓｉｔｉｏｎ　ｏｎ　ＤＮＡ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｍｅｌｔｉｎｇ
　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ”（Ｇｕｄｎａｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，２００７　Ｎｕｃｌ．
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３５（１９）ｅ１２７）に記載されるように、温度が低いほど、蛍
光シグナルが高い。結果を以下の表３に示す。
【０１１１】
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【表３】

【０１１２】
　ＳＴＡＲ法は複数の改善を示す。第１に、「無標的」が標的シグナルに対してＳＹＢＲ
　Ｇｒｅｅｎ　ＩＩ増幅を示すのに要する時間がより長いことから明らかであるように、
バックグラウンド産生を減少させる。第２に、産物の増幅が改善され、これは、標的が存
在する場合、増幅時間がより速いことからわかる。組み合わせると、これらの改善により
、ＡＴと等温法との差が４倍以上になる。
【０１１３】
　等温反応からのＡＴ値は、ＳＴＡＲからのＡＴ値よりも変動性が大きいことに留意され
たい。これは、新しい方法が増幅プロセスを制御する上で有益であることを示し、従来の
方法を用いた非特異的増幅経路の予測不可能性を反映する。
実施例４：２’Ｏ－メチル修飾プライマーを用いた結果
　米国特許第６，７９４，１４２号明細書および米国特許第６，１３０，０３８号明細書
に記載されているように、２’Ｏ－メチル修飾プライマーの使用は、増幅中のプライマー
二量体形成を減少させることが知られている。米国特許出願公開第２００５－００５９０
０３号公報は、ＳＤＡプライマーの３’に位置する２’Ｏ－メチル修飾の使用を記載して
おり、このように、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼＩおよび誘導体は、ＤＮＡ合成のための
プライマーとして２’－修飾リボヌクレオチドを効率的に利用することができる。１つ以
上の２’修飾ヌクレオチド（例えば、２’－Ｏ－メチル、２’－メトキシエトキシ、２’
－フルオロ、２’－アリル、２’－Ｏ－［２（メチルアミノ）－２－オキソエチル］、２
’－ヒドロキシル（ＲＮＡ）、４’－チオ、４’－ＣＨ３－Ｏ－２’－架橋、４’－（Ｃ
Ｈ３）３－Ｏ－２’－架橋、２’－ＬＮ　Ａおよび２’－Ｏ－（Ｎ－メチルカルバメート
２’－Ｓｕｃ－ＯＨ））は、等温反応を改善するはずである。２’修飾ヌクレオチドがプ
ライマー二量体形成を完全に排除するならば、ＳＴＡＲ法が増幅をさらに改善できること
は驚くべきことであろう。反応は、以下に示すように、等温および非等温（ＳＴＡＲ）の
２つの条件間で直接行った。
【０１１４】

【表４】

【０１１５】
　プライマーの３’末端上の２’修飾ヌクレオチドを用いた増幅の結果を以下の表５に示
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す。反応は、無標的反応において最低６個の複製および標的反応での１２個の複製を伴っ
て行われた。
【０１１６】
【表５】

【０１１７】
　このデータは、２’Ｏ－メチルヌクレオチドを組み込んだ少なくとも１つのプライマー
の使用が、反応を改善するがそれを遅くする、プライマー二量体の形成を遅延させること
を示す。さらに、ＳＴＡＲ法の使用は、２’Ｏ－メチル増幅の使用を改善し、失われた速
度の一部を回復するだけでなく、標的増幅と無標的増幅との差を３倍改善した。これは、
２’Ｏ－メチル修飾は非特異的、不規則な増幅の産生を減少させるが、それを排除しない
ことを示す。このデータはさらに、ＳＴＡＲ法が、以前に開示された既存の技術よりも、
２’Ｏ－メチル修飾によって生じる改善をより有効に利用していることを示唆する。
【０１１８】
　本発明をいかなる特定の理論にも限定するものではないが、プライマー領域中の１つ以
上の２’修飾ヌクレオチドを用いることによって得られる潜在的改善は、増幅の開始段階
における増強に大きく起因すると仮定される。
【０１１９】
　標的上のプライマー領域の初期伸長の間、ＳＴＡＲのプライマー領域における１つ以上
の２’修飾ヌクレオチドの組み込みにより、これらのヌクレオチドは、プライマーの相互
作用によって形成された非特異的複合体におけるポリメラーゼ伸長の鋳型として機能する
のに不適切なものとなり、バックグラウンドシグナルを減少させる。ヌクレオチドが結合
ポケットに入ると、ポリメラーゼが機能停止する可能性が高い。非生産的反応（すなわち
、オフターゲットまたはプライマーダイマー形成）では、鋳型結合がその融解温度に近い
ため、機能停止効果は、異常伸長を最小限にするのに十分である。その結果、反応が進ま
ないため、２’修飾は望ましくない増幅経路を制限することができる。しかし、有利な増
幅の間、２’修飾は融解温度を低下させ、増幅に負の影響を与え、増幅時間を遅くする。
ＳＴＡＲは、陰性標的の増幅という欠点を最小限に抑えながら、２’修飾の利点を活かす
ことができる。
【０１２０】
　このポリメラーゼの機能停止は、ＳＴＡＲが２’Ｏ－メチル修飾と併せて互いに改善す
る理由をさらに説明する。ＳＴＡＲ法で見出される初期温度上昇は、自然にプライマー二
量体を還元する他に、不規則な増幅が起こり得る前にプライマーの２’修飾の機能停止お
よび溶融を悪化させ、従って、両方法は互いに補完し合う。さらに、ＳＴＡＲは温度低下
が関与するため、反応が進行する際に、プライマーの２’修飾によって生じる融解温度の
低下を最小限に抑えることができる。
実施例５：複数のポリメラーゼを用いた結果
　既存の増幅技術は熱サイクルであるか、または一定温度で行う。本発明の方法はどちら
でもなく、むしろ、サイクルなしで温度を低下させることによって行う。本発明の特定の
新規な特徴は、類似の機能を有するが異なる最適温度を有する酵素を使用する能力である
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。例えば、この技術は、異なる最適条件を有する異なる鎖置換ポリメラーゼと共に、異な
る最適温度で機能するニッキングエンドヌクレアーゼのために設計された複数のプライマ
ーの使用を可能にする。本発明をいかなる特定の理論にも限定するものではないが、この
方法は、既存の技術には見られない酵素とプライマーとの新しい組み合わせを可能にする
迅速な増幅方法を開発する。下記反応（表６）は、以下に示すように、等温、非等温（Ｓ
ＴＡＲ）、およびＢＳＵポリメラーゼ（初期のＭａｎｔａ１．０ポリメラーゼに加えて）
を伴う非等温（ＳＴＡＲ）、の３つの条件間で直接行った。ＢＳＵポリメラーゼはＮｅｗ
　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ（Ｉｐｓｗｉｃｈ、ＭＡ）から購入し、０．５Ｕ／反
応で実験した。すべての条件は、１８個の標的複製物および６個の無標的複製物を用いて
行われた。
【０１２１】
【表６】

【０１２２】
　増幅反応は、１０コピーのＣ．トラコマティス（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）ゲノム
ＤＮＡを含む試料を用いて実施した。その結果を図１２Ａ～１２Ｃに示す。
【０１２３】
　図１２Ａは等温反応（本発明によらない）の結果を示す。図１２Ｂは、Ｍａｎｔａポリ
メラーゼ単独の存在下でのＳＴＡＲ反応の結果を示し、図１２Ｃは、さらなるＢＳＵポリ
メラーゼの存在下でのＳＴＡＲ反応の結果を示す。
【０１２４】
　第１の明らかな違いは、等温法によるゲノムＤＮＡの１０コピーの検出の欠如であり、
１８個の複製のうち９個のみが蛍光閾値レベル（ＴＬ）を超え、増幅したと言い得る。両
方のＳＴＡＲ法は１８個のうち１７個の複製を検出した。（各ＳＴＡＲ法における複製の
欠落は、マルチチャネルピペットの欠陥によるものであったことに留意されたい）。
【０１２５】
　ＳＴＡＲ法間の違いはより不明確であるが、より低い最適温度３７℃での第２のポリメ
ラーゼの添加により、１０分後の全蛍光が改善された。さらに、第２のポリメラーゼは複
製を制限し、ＡＴ変動を減少させる。鎖置換ポリメラーゼ商品が４５℃～５０℃の最適温
度で市販されていれば、この差異はさらに実証されるであろう。この結果は、ＳＴＡＲ法
が等温条件よりも優れており、さらに、この技術が新規な新しい機構、酵素の組み合わせ
およびプライマー増幅スキームを可能にすることを示唆している。
実施例６：再現性
　ＳＴＡＲ技術の一貫性の検証のために、米国特許第９，５６２，２６３号明細書に記載
されているようにＳＴＡＲと公表された等温条件とを比較する大規模な複製研究が行われ
た。増幅（ＳＴＡＲ対等温）は、標的を含有する反応については１００以上の複製を用い
、標的を含まない対照反応混合物については１６の複製を用いて行った。どちらの条件も
同じ緩衝液、ポリメラーゼ、ニッキング酵素および標的を使用した。図１３の散布図に示
されるように、ＳＴＡＲ技術は、蛍光の閾値レベル（ＴＬ）への増幅を達成するための平
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均時間（ＡＴ）の明らかな改善、改善された感度、および複製間の標準偏差の減少を示す
。本発明に従って行われた反応のＡＴ時間は３．３５分であった一方、従来の等温プロト
コルに従って実施された反応のＡＴ値は４．８８分であり、この差は両側ｔ検定で判断さ
れるように統計学的に有意である。本出願人を特定の理論に制限するものではないが、増
幅時間の有意な減少は、反応の開始の改善によるものと考えられ、より効率的な低コピー
増幅、最小化されたプライマー二量体事象、および増加した特異的産物の伸長により、以
前に開示された方法よりも速く鋳型を生成することが可能となる。
実施例７：従来の等温温度範囲を超えて行われた増幅反応
　ＳＴＡＲ技術のさらなる利点は、最も一般的な等温増幅温度範囲外で増幅する能力であ
る。米国特許第５，７１２，１２４号明細書、米国特許第９，５６２，２６３号明細書お
よび米国特許第５，３９９，３９１号明細書に記載されているように、大半の等温増幅技
術は、増幅が起こり得る厳しい温度範囲を有する。これらの典型的な温度範囲外では、従
来の等温技術では増幅が困難である。ＳＴＡＲの汎用性を実証するために、以下の表７に
記載のように増幅を行った。
【０１２６】
【表７】

【０１２７】
　等温反応は、米国特許第９，５６２，２６３号明細書に記載されているように行った。
図１４Ａおよび１４Ｂは、６３℃（図１４Ａ）または４９℃（図１４Ｂ）のいずれかで行
われる等温増幅反応につき、時間（分）に対する蛍光シグナル（バックグラウンドを差し
引いたもの；任意単位）の量を示すグラフである。両方の図において、点線のプロットは
鋳型なしの陰性対照反応から得られた結果を表し、実線のプロットは鋳型を含有する試験
反応の結果である。
【０１２８】
　反応温度を６３℃に保持した場合、鋳型特異的な増幅は実質的に起こらないことが、図
１４Ａから明らかである。図１４Ｂにおいて、結果は、４９℃で約９分後から増幅が起こ
っていることを示唆しているようであるが、実際には分子ビーコンとプライマーとの相互
作用から発生する誤シグナルである可能性がある（データは示さず）。
【０１２９】
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　等温反応とは対照的に、本発明に従って実施される「ＳＴＡＲ」反応は、高温で開始さ
れ、なお良好な増幅を達成することができた。これらの反応の結果を図１５Ａ、Ｂおよび
Ｃに示す。これらは、時間（分）に対する蛍光（バックグラウンドを差し引いた、任意単
位）のグラフである。濃い陰影は、反応中の温度（℃）を示す。点線のプロットは１０コ
ピーの標的を用いて得られた結果を表し、実線のプロットは１００コピーの標的を用いて
得られた結果を表す。図１５Ａにおいて、初期温度は６２℃であり、温度低下速度は１５
秒あたり－０．８℃（すなわち、１分あたり－３．２℃）であった。図１５Ｂにおいて、
初期温度は６３℃であり、温度低下速度は１５秒あたり－０．８℃であった。図１５Ｃに
おいて、初期温度は６４℃であり、温度低下速度は１５秒あたり－０．９℃（すなわち、
１分あたり－３．６℃）であった。図から明らかなように、初期温度６２℃または６３℃
でもＳＴＡＲ反応について良好な結果が得られ、さらに６４℃の初期温度を用いた増幅も
あるが、これは明らかに準最適である。
【０１３０】
　さらに、大きな温度降下を用いて実験を実施した。結果を図１６Ａおよび１６Ｂに示す
。グラフは、無標的陰性対照（閾値レベルを上回る蛍光シグナルなし）について、および
１０または１００コピーの標的Ｃ．トラコマティス（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）ゲノ
ムＤＮＡの存在下で行われるＳＴＡＲ反応についての結果を示す。
【０１３１】
　図１６Ａは、６３℃の初期温度、続いて１５秒あたり－０．８℃の温度低下速度を１分
間、続いて４９℃への急激な低下、次いで、反応の持続時間の間、１５秒あたり－０．２
℃／分（すなわち、１分あたり－０．８℃）の漸進的な温度低下を用いて得られた結果を
示す。グラフは、１０コピーの標的反応と比較して１００コピーの標的反応についておよ
そ２倍の蛍光シグナルがあり、グループ内で相当の変動性があったが、１０および１００
コピー数の反応の両方について増幅が達成されたことを示している。
【０１３２】
　図１６Ｂは、同じ６３℃の初期温度を１分間、続いて４９℃までの急激な低下を用いて
得られた結果を示す。その後、実験の間、反応温度を４９℃に保持した。このグラフから
、良好な特異的増幅およびはるかに少ないグループ内変動（１００コピー数の標的または
無標的のみで実施された反応）があることが分かる。
【０１３３】
　４０℃の温度範囲にわたり増幅するＳＴＡＲの能力は、ＳＴＡＲが従来の増幅反応とは
非常に異なることを明確に示している。広い範囲の非定常反応温度は異常であり、機能す
ることは期待されない。本出願人を特定の理論に制限するものではないが、これらの大き
な温度範囲は、従来の増幅法よりＳＴＡＲの増幅について、制限性が少ないようである。
ＳＴＡＲがより広い温度範囲にわたってより優れた増幅を達成する能力は、酵素の最適温
度を戦略的に利用することに加えて、プライマーの特異性および結合を改善することによ
るものである可能性がある。開始段階により高い温度を用いることにより、真の産物増幅
が有利になり、それにより、その後のすべての段階の効率、指数関数的増幅および検出が
改善される。この選択およびその後の温度降下は、酵素、プライマー、および温度のため
の新しいスキーマが実現されるような、増幅のツールボックスを開発する。
実施例８：６－および７－２’－Ｏ－メチルを用いた結果
　前記したように、２’－Ｏ－メチル修飾プライマーは、増幅中のプライマー二量体形成
を減少させることが知られている。２’－Ｏ－メチル修飾の大きなストリングを組み込み
、依然として増幅を達成する能力から、これらの修飾のＳＴＡＲ技術との協同的性質がさ
らに示される。典型的には、２’－Ｏ－メチル修飾はポリメラーゼを機能停止させ、増幅
を永久に遅延させる。６つ以上は、ポリメラーゼが単に機能停止するよりむしろ複合体を
「減退」させるものと考えられる。図１７Ａおよび１７Ｂは、これらの修飾に耐性を示し
、以前に同定されたものよりも長い２’－Ｏ－メチル鎖で有意な増幅を達成するＳＴＡＲ
の能力を示す。２’－Ｏ－メチル化塩基を含有するプライマーの構造を、図１Ｂおよび１
Ｃに示す。
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【０１３４】
　図１７Ａおよび１７Ｂは、時間（分）に対する（バックグラウンドを差し引いた）蛍光
（任意単位）のグラフである。陰影は、増幅反応の過程における経時的な温度プロファイ
ル（℃）を示す。図１７Ａは、６個の２’－Ｏ－メチル修飾塩基を含有するプライマーを
用いて実施された反応の結果を示し、図１７Ｂは、７個の２’－Ｏ－メチル修飾塩基を用
いて実施された反応の結果を示す。両方の場合において、無標的陰性対照反応は蛍光シグ
ナルを全く生成せず、一方で、平均蛍光シグナルは６個の修飾塩基プライマーについてわ
ずかに高く、グループ内変動は、７個の修飾塩基プライマーからの結果と比較して相当少
なかったものの、いずれかの修飾プライマーを用いると良好な増幅が見られた。
【０１３５】
　図に見られるように、６および７の２’Ｏ－メチルのストリングを含有するプライマー
は、ＳＴＡＲとよく増幅する。これは、ＳＴＡＲが鎖置換ポリメラーゼの非常に有利な温
度領域、約６５℃で増幅を開始する能力に起因する可能性がある。この有利な領域により
、ポリメラーゼは、他の技術に欠けている開始を可能にする、より長い２’修飾ストリン
グを伸長させることが可能となり得る。簡潔のため、データは示されていないが、プライ
マー領域の全長は、より低速でより低い蛍光シグナルを伴うものの、２’－Ｏ－メチルお
よび示された増幅を用いて修飾されていると説明することもできる。
実施例９：リボ核酸を用いた結果
　ＳＴＡＲは、ＤＮＡ（ｃＤＮＡおよびｇＤＮＡ）、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲ
ＮＡ、ｓｉＲＮＡ、マイクロＲＮＡ）、ＲＮＡ／ＤＮＡ類似体、糖類似体、ハイブリッド
、ポリアミド核酸および他の既知のアナログの任意の組成物を用いて、任意の核酸から増
幅することができる。リボソームＲＮＡの増幅は以下のように行った。
酵素、オリゴヌクレオチド、および標的：
　リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）は
、ＳＴＡＲ　ＲＮＡアッセイの開発の標的として用いられた。リステリア・モノサイトゲ
ネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）（ＡＴＣＣ　ＶＲ－８８６）ゲ
ノムＤＮＡをＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍ
ａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）から入手した。初期スクリーニングをｇＤＮＡ上で実施し、リボ
ソームＲＮＡの２３Ｓ領域がプライマーＬＭＯＮＦ７２（配列番号４、５’ＧＧＡＣＴＣ
ＧＡＴＡＴＣＧＡＧＴＣＣＡＧＴＴＡＣＧＡＴＴＴＧＴＴＧ－３’）およびＬＭＯＮＲ８
６（配列番号５、５’－ｇＧＡＣＴＣＣＡＴＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＡＣＧＧＣＴＣＣＧＣ
ＴＴＴＴ－３’）で増幅されることが見出された。得られたＤＮＡ鋳型を分子ビーコン、
欧州特許第０７２８２１８号明細書に記載されるＬＭＯＮＭＢ１（配列番号６、５’－Ｆ
ＡＭ／ｇｃｔｇｃＧＴＴＣＣＡＡＴＴＣＧＣＣＴＴＴＴＴＣＧＣａｇｃ／ＢＨＱ１－３’
）を用いて検出した。Ｍｉｎｉ　Ｂｅａｄ　Ｍｉｌｌ　４（ＶＷＲ）での急速機械溶解と
組み合わせ、ＲＮｅａｓｙ　ＰｌｕｓミニキットＱｉａｇｅｎ（Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍ
ａｎｙ）を用いて全ＲＮＡを単離した。リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉ
ａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）（ＡＴＣＣ　ＢＡＡ－２６６０）をＡｍｅｒｉｃａｎ
　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）から入
手し、脳－心臓注入寒天プレート（ＢＨＩ）上にプレーティングすることによって再生し
た。単一コロニーを用い、３７℃で１８時間増殖させて定常段階に達した２５ｍＬのＢＨ
Ｉ培地に接種した。次いで、培養物を逆希釈し、回収前にさらに４時間培養した。細菌ペ
レットをＲＬＴ溶解緩衝液に再懸濁し、Ｍｉｎｉ　Ｂｅａｄ　Ｍｉｌｌ（ＶＷＲ）でホモ
ジナイズした。全ＲＮＡを製造業者の指示に従って精製した（Ｑｉａｇｅｎ）。ゲノムＤ
ＮＡは、ＲＮｅａｓｙ　Ｐｌｕｓ精製キット中に提供されるＤＮＡ結合カラムに溶解物を
通過させることによって除去した。ゲノムＤＮＡ汚染は、ＲＮｅａｓｙ　ＲＮＡ結合カラ
ムでの試料のカラム上ＤＮＡｓｅ　Ｉ消化によってさらに最小限に抑えられた。Ｂｓｔ　
Ｘ　ＤＮＡポリメラーゼは、Ｂｅｖｅｒｌｙ　Ｑｉａｇｅｎ（Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ）か
ら購入した。逆転写酵素であるＯｍｎｉｓｃｒｉｐｔはＱｉａｇｅｎ（Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇ
ｅｒｍａｎｙ）から購入した。米国特許第６，１９１，２６７号明細書に記載されるＮｔ
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．ＢｓｔＮＢＩニッキングエンドヌクレアーゼは、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａ
ｂｓ（Ｉｐｓｗｉｃｈ、ＭＡ）から購入した。オリゴヌクレオチドおよび分子ビーコンは
、Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ、
ＩＡ）によって合成された。
増幅条件：
　基本のＳＴＡＲ混合物は、上記実施例１に記載されたもの全てを含有し、さらに以下の
ものを含む：逆転写酵素（上記参照）４Ｕ、およびＢｓｔ．ＸへのＭａｎｔａ１．０の置
換。
【０１３６】
　結果を時間（分）に対する蛍光（任意単位）のグラフである図１８に示す。陰影は、反
応の進行中の温度プロファイルを示す。陰性対照反応は蛍光シグナルを全く生成しなかっ
たが、１０、１００または１０００コピー数の標的反応は、時間の減少（それぞれおよそ
３．５分、３．０および２．７５分）で閾値を超える蛍光シグナルを生成した。結果は、
ＳＴＡＲが逆転写ＲＮＡ標的から効果的に増幅できたことを示している。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図２Ａ－１】
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【図２Ａ－２】 【図２Ｂ】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２Ａ】
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【図１２Ｂ】 【図１２Ｃ】

【図１３】 【図１４Ａ】
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【図１４Ｂ】 【図１５Ａ】

【図１５Ｂ】 【図１５Ｃ】
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【図１６Ａ】 【図１６Ｂ】

【図１７Ａ】 【図１７Ｂ】
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