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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第１部門第１区分
【発行日】平成23年3月10日(2011.3.10)

【公表番号】特表2006-523465(P2006-523465A)
【公表日】平成18年10月19日(2006.10.19)
【年通号数】公開・登録公報2006-041
【出願番号】特願2006-513320(P2006-513320)
【国際特許分類】
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｃ１２Ｎ  15/00    ＺＮＡＡ
   Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ｆ
   Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ

【誤訳訂正書】
【提出日】平成23年1月19日(2011.1.19)
【誤訳訂正１】
【訂正対象書類名】特許請求の範囲
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチドの増幅法であって、該方法は、以下：
　（ａ）反応混合物をインキュベートする工程であって、該反応混合物は、
　　（ｉ）ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチド；
　　（ｉｉ）第１プライマーであって、該第１プライマーは、該ＤＮＡテンプレートポリ
ヌクレオチドの複数の部位にハイブリダイズし得える複合プライマーであって、該複合プ
ライマーは、ＲＮＡ部分および３’ＤＮＡ部分を含む、第１プライマー；
　　（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ；および
　　（ｉｖ）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
を含み、ここで、該インキュベーションは、該ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチドの複
数の部位に対する第１プライマーのランダムなハイブリダイゼーションおよびプライマー
伸長を可能にする条件下であり、それによって、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖を含む複合
体が生成される、工程；ならびに
　（ｂ）反応混合物をインキュベートする工程であって、該反応混合物は、以下：
　　（ｉ）工程（ａ）に従って生成された反応産物の少なくとも一部；
　　（ｉｉ）ＲＮＡ部分および３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマーである増幅プライマ
ー；
　　（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ；および
　　（ｉｖ）ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子
を含み、ここで、該インキュベーションは、ＲＮＡの切断、プライマーハイブリダイゼー
ション、プライマー伸長を可能にし、かつ該プライマー伸長産物のＲＮＡが切断され、別
の増幅プライマーが該テンプレートに結合し、鎖置換によって伸長される場合に、該プラ
イマー伸長産物の置換を可能にする条件下であり、それによって、ポリヌクレオチド増幅
産物の複数のコピーが生成される、工程
を包含する、方法。
【請求項２】
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工程（ａ）の前記ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼと、前記ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラ
ーゼとは、同じ酵素である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
工程（ａ）の前記ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼと、前記ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラ
ーゼとは、異なる酵素である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記第１プライマーと前記増幅プライマーとは、同じプライマーである、請求項１に記載
の方法。
【請求項５】
前記第１プライマーと前記増幅プライマーとは、異なるプライマーである、請求項１に記
載の方法。
【請求項６】
工程（ｂ）は、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子を工程（ａ）の反
応混合物に添加することによって開始される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する前記因子は、ＲＮアーゼＨである、請
求項６に記載の方法。
【請求項８】
工程（ａ）および／または工程（ｂ）の前記反応混合物は、補助プライマーをさらに含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記第１プライマーは、ランダム配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
前記第１プライマーは、少なくとも２つの異なるプライマーである、請求項９に記載の方
法。
【請求項１１】
前記第１プライマーは、複数の異なるプライマーである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記第１プライマーの前記ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に対して５’側にある、
請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に対して５’側にある、
請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
前記増幅プライマーの前記５’ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に隣接する、請求項
１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記第１プライマーの前記５’ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に隣接する、請求項
１２に記載の方法。
【請求項１６】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に対して５’側にある、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
前記増幅プライマーの前記５’ＲＮＡ部分は、前記３’ＤＮＡ部分に隣接する、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
前記第１プライマーの前記ＲＮＡ部分は、７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求項
１に記載の方法。
【請求項１９】
前記第１プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約５～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
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項１８に記載の方法。
【請求項２０】
前記第１プライマーの前記ＲＮＡ部分は、約１０～約２０個のヌクレオチドからなる、請
求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
前記第１プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
項２０に記載の方法。
【請求項２２】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求項
１に記載の方法。
【請求項２３】
前記増幅プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約５～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
項２２に記載の方法。
【請求項２４】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、約１０～約２０個のヌクレオチドからなる、請
求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
前記増幅プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
項２４に記載の方法。
【請求項２６】
前記第１プライマーは、

【化１】

からなる群より選択され、配列中、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデ
オキシリボヌクレオチドを表す、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
前記増幅プライマーは、

【化２】

からなる群より選択され、配列中、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデ
オキシリボヌクレオチドを表す、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
前記増幅プライマーは、

【化３】

からなる群より選択され、配列中、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデ
オキシリボヌクレオチドを表す、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
工程（ｂ）の前記反応混合物は、非標準的ヌクレオチドをさらに含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項３０】
前記非標準的ヌクレオチドは、ｄＵＴＰである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
工程（ｂ）の前記反応混合物は、標識ヌクレオチドをさらに含む、請求項１に記載の方法
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。
【請求項３２】
ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチドの増幅法であって、該方法は、反応混合物をインキ
ュベートする工程を包含し、該反応混合物は、以下：
　（ａ）ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体であって、該複合体は、第１反
応混合物をインキュベートすることによって生成され、該第１反応混合物は、以下：
　　（ｉ）ＤＮＡポリヌクレオチドテンプレート；
　　（ｉｉ）複合プライマーである第１プライマーであって、該複合プライマーはＲＮＡ
部分および３’ＤＮＡ部分を含み、該複合プライマーは、該ＤＮＡテンプレートポリヌク
レオチドの複数の部位にハイブリダイズし得る、第１プライマー；
　　（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ；および
　　（ｉｖ）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
を含み、該インキュベーションは、該ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチドの複数の部位
に対する第１プライマーのランダムなハイブリダイゼーション、およびプライマー伸長を
可能にする条件下であり、それによって、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合
体が生成される、複合体；
　（ｂ）ＲＮＡ部分および３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマーである増幅プライマー；
　（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ；および
　（ｄ）ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子
を含み、該インキュベーションは、ＲＮＡ切断、プライマーハイブリダイゼーション、プ
ライマー伸長を可能にし、かつ、プライマー伸長産物のＲＮＡが切断され、別の増幅プラ
イマーが結合して伸長される場合に、該プライマー伸長産物の置換を可能にする条件下で
あり、それによって、ポリヌクレオチド増幅産物の複数のコピーが生成される、方法。
【請求項３３】
ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する前記因子は、酵素である、請求項３２
に記載の方法。
【請求項３４】
ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する前記酵素は、ＲＮアーゼＨである、請
求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
前記ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼと、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断
する前記酵素とは、同じ酵素である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３６】
前記ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼと、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断
する前記酵素とは、異なる酵素である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３７】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に対して５’側にある、
請求項３２に記載の方法。
【請求項３８】
前記増幅プライマーの前記５’ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に隣接する、請求項
３７に記載の方法。
【請求項３９】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求項
３２に記載の方法。
【請求項４０】
前記増幅プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約５～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
項３９に記載の方法。
【請求項４１】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、約１０～約２０個のヌクレオチドからなる、請
求項４０に記載の方法。
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【請求項４２】
前記増幅プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
項４１に記載の方法。
【請求項４３】
前記増幅プライマーは、
【化４】

からなる群より選択され、配列中、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデ
オキシリボヌクレオチドを表す、請求項３２に記載の方法。
【請求項４４】
前記反応混合物は、非標準的ヌクレオチドをさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項４５】
前記非標準的ヌクレオチドは、ｄＵＴＰである、請求項４４に記載の方法。
【請求項４６】
前記反応混合物は、標識ヌクレオチドをさらに含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項４７】
ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチドの増幅法であって、該方法は、反応混合物をインキ
ュベートする工程を包含し、前記反応混合物は、以下：
　（ａ）第１プライマー伸長産物と第２プライマー伸長産物との複合体であって、該第１
プライマー伸長産物は、標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズされてランダムにプライ
ミングされる第１プライマーをＤＮＡポリメラーゼで伸長することによって生成され、該
第１プライマーは、ＲＮＡ部分および３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマーであり、該第
１プライマーは、該ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチドの複数の部位にハイブリダイズ
し得、該第２プライマー伸長産物は、該第１プライマー伸長産物にハイブリダイズされる
第２プライマーの伸長によって生成される、複合体；
　（ｂ）増幅プライマーであって、該増幅プライマーは、ＲＮＡ部分および３’ＤＮＡ部
分を含む複合プライマーであり、該第２プライマー伸長産物にハイブリダイズし得る、増
幅プライマー；
　（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ；および
　（ｄ）ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子
を含み、該インキュベーションは、ＲＮＡ切断、プライマーハイブリダイゼーション、プ
ライマー伸長を可能にし、かつ、複合プライマーのＲＮＡ部分が切断され、別の複合プラ
イマーが結合して伸長される場合に、該複合プライマー伸長産物の第２プライマー伸長産
物による置換を可能にする条件下であり、それによって、ポリヌクレオチド増幅産物の複
数のコピーが生成される、方法。
【請求項４８】
ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する前記因子は、酵素である、請求項４７
に記載の方法。
【請求項４９】
ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する前記酵素は、ＲＮアーゼＨである、請
求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
前記ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼと、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断
する酵素とは、同じ酵素である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５１】
前記ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼと、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断
する酵素とは、異なる酵素である、請求項４８に記載の方法。
【請求項５２】
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前記反応混合物は、補助プライマーをさらに含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項５３】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に対して５’側にある、
請求項４７に記載の方法。
【請求項５４】
前記増幅プライマーの前記５’ＲＮＡ部分は、前記３’－ＤＮＡ部分に隣接する、請求項
５３に記載の方法。
【請求項５５】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求項
４７に記載の方法。
【請求項５６】
前記増幅プライマーの前記ＤＮＡ部分は、約５～約２０個のヌクレオチドからなる、請求
項５５に記載の方法。
【請求項５７】
前記増幅プライマーの前記ＲＮＡ部分は、約１０～約２０個のヌクレオチドからなる、請
求項５６に記載の方法。
【請求項５８】
前記増幅プライマーのＤＮＡ部分は、約７～約２０個のヌクレオチドからなる、請求項５
７に記載の方法。
【請求項５９】
前記増幅プライマーは、

【化５】

からなる群より選択され、配列中、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデ
オキシリボヌクレオチドを表す、請求項４７に記載の方法。
【請求項６０】
前記反応混合物は、非標準的ヌクレオチドをさらに含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項６１】
前記非標準的ヌクレオチドは、ｄＵＴＰである、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
前記反応混合物は、標識ヌクレオチドをさらに含む、請求項４７に記載の方法。
【請求項６３】
ポリヌクレオチドアレイの作製法であって、該方法は、基板上にポリヌクレオチド増幅産
物を固定する工程を包含し、該増幅産物は、請求項１、３２または４７のいずれか１項に
記載の方法によって産生される、方法。
【請求項６４】
前記ポリヌクレオチド増幅産物は、規定された供給源に由来するテンプレートポリヌクレ
オチドの増幅によって生成される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６５】
前記規定された供給源は、規定された細胞集団である、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
前記基板は、紙、ガラス、プラスチック、ニトロセルロース、シリコン、および光ファイ
バーからなる群より選択される、請求項６３に記載の方法。
【請求項６７】
前記基板は粒子である、請求項６３に記載の方法。
【請求項６８】
前記粒子はビーズである、請求項６７に記載の方法。
【請求項６９】
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前記ビーズは色素で標識されている、請求項６８に記載の方法。
【請求項７０】
核酸を特徴付けする方法であって、該方法は、ポリヌクレオチド増幅産物を分析する工程
を包含し、該増幅産物は、請求項１、３２または４７のいずれか１項に記載の方法によっ
て産生される、方法。
【請求項７１】
前記分析する工程は、前記増幅産物をプローブと接触させることによって実行される、請
求項７０に記載の方法。
【請求項７２】
前記分析する工程は、前記増幅産物中の目的の配列を定量することによって実行される、
請求項７０に記載の方法。
【請求項７３】
前記分析する工程は、前記増幅産物を配列決定することによって実行される、請求項７０
に記載の方法。
【請求項７４】
前記分析する工程は、参照核酸配列と比較した場合の、前記増幅産物中の標的核酸配列に
おける任意の変化を検出することによって実行される、請求項７０に記載の方法。
【請求項７５】
標的核酸配列中の変化の検出は、対立遺伝子特異的プライマー伸長、対立遺伝子特異的プ
ローブ連結、差異プローブハイブリダイゼーション、および制限プライマー伸長からなる
群より選択される方法によって実行される、請求項７４に記載の方法。
【請求項７６】
ライブラリーの調製法であって、該方法は、ポリヌクレオチド増幅産物のライブラリーを
調製する工程を包含し、該増幅産物は、請求項１、３２または４７のいずれかに記載の方
法によって産生される、方法。
【請求項７７】
サブトラクティブハイブリダイゼーションを実行する方法であって、該方法は、標的ポリ
ヌクレオチドの複数のコピーを含むポリヌクレオチド増幅産物を、ポリヌクレオチド集団
にハイブリダイズさせる工程を包含し、それによって、ポリヌクレオチド集団のサブ集団
に、ポリヌクレオチド増幅産物との複合体を形成させ、該ポリヌクレオチド増幅産物は、
請求項１、３２または４７のいずれか１項に記載の方法によって生産される、方法。
【請求項７８】
ポリヌクレオチドテンプレートを保管する方法であって、該方法は、ポリヌクレオチド増
幅産物を保存する工程を包含し、該増幅産物は、請求項１、３２または４７のいずれか１
項に記載の方法によって産生される、方法。
【請求項７９】
テンプレートポリヌクレオチドを増幅するためのキットであって、以下；
　ＤＮＡテンプレートポリヌクレオチド内の複数の部位に結合し得る第１複合プライマー
；
　増幅プライマー；および、
　請求項１、３２または４７のいずれかに記載の方法を実行するための指示書
を含む、キット。
【請求項８０】
補助プライマーをさらに含む、請求項７９に記載のキット。
 
【誤訳訂正２】
【訂正対象書類名】明細書
【訂正対象項目名】全文
【訂正方法】変更
【訂正の内容】



(8) JP 2006-523465 A5 2011.3.10

【発明の詳細な説明】
【発明の名称】ランダムにプライミングされる複合プライマーを用いる大規模増幅
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、米国特許法１１９（ｅ）条により、２００３年４月１４日出願の米国仮出願
番号６０／４６２，９６２および、２００３年４月１４日出願の６０／４６２，９６５に
対する優先権を主張する。なお、これらのそれぞれは、その全体が本明細書中に参考とし
て援用する。
【０００２】
　（技術分野）
　本発明は、ポリヌクレオチド増幅の分野に関する。さらに詳細には、本発明は、ランダ
ムプライマー型ＲＮＡ／ＤＮＡ複合プライマーによる、多数の異なるポリヌクレオチドテ
ンプレート配列を増幅する（すなわち、多数コピーを製作する）ための方法、組成物、お
よびキットを提供する。
【背景技術】
【０００３】
　（背景技術）
　核酸（例えば、ゲノムＤＮＡ）サンプルの品質および量が重要となる研究は数多くある
。高処理ゲノム分析には試験のために大量のテンプレートが必要であるが、通常個々の患
者サンプルから得られる核酸の収量は限られる。法医学的および先史考古学的研究も、核
酸サンプルのサイズによって厳しく制限され得る。開始材料の制限は、例えば、複雑な病
気の研究で複数の座位について遺伝子タイピングを行う際に必要で、複数のパラメータに
ついての大規模な分析を行う場合、その分析能力に影響を及ぼす。さらに、ガンなどの様
々な病的状態におけるゲノムの不安定性を分子分析によって定量する場合、極めて限定さ
れた細胞集団、例えば、レーザーキャプチャーマイクロディセクションまたは細胞ソーテ
ィングによって得られた細胞集団を用いて行うと、非常に厳密に実施することができるこ
とはよく認識されるところである。例えば、１個、または数個の細胞から得られるごく少
数のポリヌクレオチドサンプルの大規模な増幅を実現する核酸増幅技術は、分析用として
通常利用が可能な開始材料が限定される場合において解決法となる可能性がある。
【０００４】
　同様に、リボ核酸（ＲＮＡ）を増幅する能力は、生物過程を解明しようとする場合重要
な局面を為す。細胞の全ｍＲＮＡが、ある定義された時点における遺伝子発現活性を表す
。遺伝子発現は、細胞サイクルの進行、発達調節、内的および外的刺激に対する反応等に
よって影響される。いずれのタイプのものであれ、生物の、ある細胞タイプの発現遺伝子
のプロフィールは、正常または病的状態、各種刺激に対する反応、発達段階、細胞分化等
を反映する。非コードＲＮＡも、各種細胞機能の調節およびある種の病気の原因として極
めて重要であることが判明している。多くの場合、このようなＲＮＡもごく低レベルなが
ら存在する。従って、ポリアデニル化されていないＲＮＡを含む低量のＲＮＡを増幅する
ことが可能な増幅法は極めて重要である。
【０００５】
　従来から、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に基づく方法を含め、ＤＮＡ標的分子の大
規模増幅（例えば、全ゲノム増幅）については様々な方法が記載されている。例えば、米
国特許第５，７３１，１７１、６，３６５，３７５号；Ｄａｉｇｏ　ｅｔ　ａｌ．，（２
００１）Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５８（５）：１６２３－１６３１；Ｗａｎｇ　ｅｔ
　ａｌ．，（２００１），Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．６１：４１６９－４１７４；Ｚｈｅｎ
ｇ　ｅｔ　ａｌ．，（２００１）Ｃａｎｃｅｒ　Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌ．１０：６９７－７
００；Ｄｉｅｔｍａｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈｏｌ．１５
４（１）８３－９５；Ｓｔｏｅｃｋｌｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ（２００２）Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔ
ｈｏｌ．１６１（１）：４３－５１；米国特許第６，１２４，１２０、６，２８０，９４
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９号；Ｄｅａｎ　ｅｔ　ａｌ（２００２）ＰＮＡＳ９９（８）：５２６１－５２６６を参
照されたい。しかしながら、例えば全ゲノム増幅（ＷＧＡ）のような、ＰＣＲによる大規
模増幅法では、非特異的増幅人工産物（アーチファクト）が生じたり、全座位の均等な増
幅ができなかったり、ＤＮＡの長さが十分でなく多くの用途に使用できない等の可能性が
ある。ＰＣＲ反応は増幅されやすい産物を好んで形成する傾向があるために、ＰＣＲによ
る方法には、増幅反応産物に表されるゲノム配列に偏倚を生じるという欠点がある。
【０００６】
　さらに、近年、遺伝子発現の分析のためにいくつかの方法が開発されている。例えば、
米国特許第６，２５１，６３９、６，６９２，９１８、６，６８６，１５６、５，７４４
，３０８、６，１４３，４９５、５，８２４，５１７、５，８２９，５４７、５，８８８
，７７９、５，５４５，５２２、５，７１６，７８５、５，４０９，８１８号、欧州特許
第０９７１０３９Ａ２、０８７８５５３Ａ２号、米国特許出願公開第２００２／０１１５
０８８、２００３／０１８６２３４、２００３／００８７２５１、および２００４／００
２３２７１号を参照されたい。これらは、特定のｍＲＮＡの定量、多数のｍＲＮＡの同時
定量、および、既知および未知遺伝子の発現パターンの検出および定量を含む。もっとも
一般的には、ＲＮＡ増幅は、逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）法およ
びその変法を用いて実行される。これらの方法は、ＲＮＡを逆転写酵素で複製し、そのＲ
ＮＡに対して相補的な１本鎖ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を形成し、次にポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）増幅を行って２本鎖ＤＮＡの多数コピーを生成することに基づく。これらの方法
はもっとも一般的に行われるものであるけれども、いくつかの重大な欠点を有する。ａ）
反応は熱サイクルを必要とする、ｂ）産物は２本鎖であり、従って、プローブに結合しに
くくなっている、および、ｃ）反応は、前段増幅産物によって汚染され易く、そのため反
応混合物の厳密な封じ込めが必要である。その他最近のＲＮＡ増幅法は、ｍＲＮＡの複製
を、その３’末端のポリＡ尾部から開始させる。しかしながら、必ずしも全てのＲＮＡ転
写物がｍＲＮＡ尾部を持つわけではない（例えば、原核細胞ＲＮＡおよび非コードＲＮＡ
）。さらに、サンプル調製工程によっては、ＲＮＡ転写物の構造的完全性が危機に曝され
る。従って、ある状況では、定義されたポリＡ尾部での複製開始を必要としないＲＮＡ増
幅法を使用することが望ましい場合がある。増幅されないＲＮＡの分析も実行可能ではあ
るが、相当量の開始ＲＮＡが必要とされる。一方、利用が可能なサンプルＲＮＡの全量は
、それが得られた生物サンプルの量によって限定されることが多い。多くの場合生物サン
プルの量は限定され、貴重である。さらに、各種ＲＮＡ分子種の量は均等ではない。一方
の分子種は他方の分子種よりも多量であり、恐らく分析もやり易いことがある。ＲＮＡ配
列を増幅可能とすることができれば、比較的量の少ない稀なＲＮＡ分子種でも、その分析
を実行することができる。核酸増幅法によって小型サンプルの分析を可能とする能力は、
エフェクター分子ライブラリーの大規模スクリーニングのパラメータを設計する際にも有
利である。なぜなら、極めて大規模なスクリーニングまたは超高処理スクリーニングを実
行する能力においても、また、ライブラリー成分の量が限定されるという見地からも、サ
ンプル容量の減少は大きな関心事だからである。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って、増幅改良法、特に、ＤＮＡまたはＲＮＡポリヌクレオチド標的の大規模増幅を
可能とする方法が求められている。本明細書に記載される発明はこの需要を満たすもので
ある。
【０００８】
　本明細書に引用されるすべての文献（特許出願および公報を含む）は、その全体が参考
として援用される。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　（発明の開示）
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　本発明は、ランダムにハイブリダイズしたＲＮＡ／ＤＮＡによる等温性大規模増幅のた
めの方法、組成物、およびキットを始め、その増幅法の応用を提供する。
【００１０】
　従って、１つの局面では、本発明は、テンプレートポリヌクレオチドの増幅法であって
、（ａ）反応混合物をインキュベートする工程で、前記反応混合物は（ｉ）テンプレート
ポリヌクレオチド、（ｉｉ）テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダイズ
することが可能で、ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマーである第１プライ
マー、（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｉｖ）ＲＮＡ依存性ＤＮ
Ａポリメラーゼ（別の酵素として存在してもよいし、あるいは、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリ
メラーゼとＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼの両ポリメラーゼ活性を含む酵素として存在
してもよい）を含み、インキュベーションは、複合プライマーのランダムハイブリダイゼ
ーション、プライマー伸長、および、ある実施形態では、プライマー伸長産物のテンプレ
ートポリヌクレオチドからの置換を可能とする条件下で行われ、それによってＲＮＡ／Ｄ
ＮＡの部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生成される工程；および、（ｂ）反応混合物を
インキュベートする工程で、前記反応混合物は（ｉ）工程（ａ）によって生成された反応
産物（またはその一定部分）、（ｉｉ）ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマ
ー（第１プライマーと同じであっても、別のプライマーであってもよい）、（ｉｉｉ）Ｄ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｉｖ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮ
Ａを切断する因子（例えば、酵素）を含み、インキュベーションは、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテ
ロ二重鎖からのＲＮＡの切断、プライマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長を可
能とし、かつ、（ａ）の複合体において、そのＲＮＡが切断され、別の複合プライマーが
テンプレートに結合して伸長される時、プライマー伸長産物の（ａ）の複合体からの置換
を可能とする条件下で行われ、それによってポリヌクレオチド（一般的には、ＤＮＡ）増
幅産物の多数コピーが生成される工程を含む方法を提供する。テンプレートポリヌクレオ
チドがＲＮＡである実施形態では、工程（ａ）の反応混合物はさらに、（ｖ）ＲＮＡ／Ｄ
ＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する因子（例えば、酵素）を含み、それによって、テ
ンプレートＲＮＡおよび第１プライマー伸長産物を含む複合体からテンプレートＲＮＡが
切断される。ある実施形態では、工程（ｂ）の反応混合物は、工程（ａ）による反応混合
物（またはその一定部分）を含む。別の実施形態では、部分的ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重
鎖からＲＮＡを切断する因子（例えば、ＲＮアーゼＨ）、および、要すれば随意にＤＮＡ
依存性ＤＮＡポリメラーゼを、工程（ａ）の反応混合物に添加することによって工程（ｂ
）を起動する。ある実施形態では、工程（ａ）および／または工程（ｂ）の反応混合物は
さらに、補助プライマーを含む。ある実施形態では（一般に、テンプレートポリヌクレオ
チドがＤＮＡである実施形態）、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは反応混合物（ａ）に
おいて省略され得る。
【００１１】
　別の局面において、本発明は、反応混合物をインキュベートすることによってテンプレ
ートポリヌクレオチドを増幅する方法であって、前記反応混合物は（ａ）ＲＮＡ／ＤＮＡ
部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体であって、前記複合体は、第１反応混合物をインキュベ
ートすることによって生成され、前記第１反応混合物は、（ｉ）ポリヌクレオチドテンプ
レート、（ｉｉ）複合プライマーである第１プライマーで、前記複合プライマーはＲＮＡ
部分と３’ＤＮＡ部分とを含み、テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダ
イズすることが可能である第１プライマー、（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
、および、（ｉｖ）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを含み、インキュベーション工程は
、複合体プライマーのランダムハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、プラ
イマー伸長産物のテンプレートポリヌクレオチドからの置換を可能とする条件下で行われ
、それによって、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生成され、（ｂ）Ｒ
ＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマー、（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラー
ゼ、および、（ｄ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素を含み、イン
キュベーション工程は、プライマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、
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ＲＮＡのＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からの切断を可能とし、および、工程（ａ）の複合
体において、そのＲＮＡが切断され、別の複合プライマーが結合して伸長される時、複合
プライマーの、工程（ａ）の複合体からの置換を可能とする条件下で行われ、それによっ
てポリヌクレオチド増幅産物の多数コピーが生成される方法を提供する。ある実施形態で
は、反応混合物および／または第１反応混合物はさらに、補助プライマーを含む。テンプ
レートポリヌクレオチドがＲＮＡである実施形態では、工程（ａ）のテンプレートＲＮＡ
は切断を促進する条件または因子を通じてプライマー伸長後に切断される。ある実施形態
では、第１反応混合物はさらに、（ｖ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断す
る因子（例えば、酵素）を含み、それによって、テンプレートＲＮＡおよび複合プライマ
ー伸長産物を含む複合体からテンプレートＲＮＡが切断される。ある実施形態（一般に、
テンプレートポリヌクレオチドがＤＮＡであるもの）では、部分的ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ
二重鎖を含む複合体が、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを用いることなく生成されるこ
とがある。
【００１２】
　別の局面において、本発明は、反応混合物をインキュベートすることによってテンプレ
ートポリヌクレオチドを増幅する方法であって、前記反応混合物は（ａ）第１プライマー
伸長産物および第２プライマー伸長産物からなる複合体であって、第１プライマー伸長産
物は、標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズしたランダムプライム型第１プライマーの
、ＤＮＡポリメラーゼによる伸長によって生成され、第１プライマーはＲＮＡ部分と３’
ＤＮＡ部分を含む複合プライマーであり、テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハ
イブリダイズすることが可能であり、第２プライマー伸長産物は、第１プライマー伸長産
物にハイブリダイズした第２プライマーの伸長によって生成され、（ｂ）第２プライマー
伸長産物にハイブリダイズすることが可能な、ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プ
ライマー、（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および（ｄ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブ
リッドからＲＮＡを切断する酵素を含み、インキュベーションは、プライマーハイブリダ
イゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ２重鎖からのＲＮＡ切断を可能と
し、かつ、工程（ａ）の複合体において、そのＲＮＡが切断され、別の複合プライマーが
結合して伸長される時、複合プライマーの、工程（ａ）の複合体からの置換を可能とする
条件下で行われ、それによってポリヌクレオチド増幅産物の多数コピーが生成される方法
を提供する。テンプレートポリヌクレオチドがＲＮＡである実施形態では、第１プライマ
ー伸長産物は、標的ＲＮＡにハイブリダイズしたランダムプライム型プライマーの、ＲＮ
Ａ依存性ＤＮＡポリメラーゼによる伸長によって生成される。ある実施形態では、第１プ
ライマー伸長産物および／または第２プライマー伸長産物は、補助プライマーの存在下に
生成される。
【００１３】
　別の局面において、本発明は、ポリヌクレオチドテンプレートを増幅する方法であって
、（ａ）テンプレートのポリヌクレオチド鎖に対して複合プライマーをランダムにプライ
ミングさせる工程であって、複合プライマーはＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含み、テン
プレートの複数のポリヌクレオチド部位にハイブリダイズすることが可能であり、（ｂ）
ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、およびＲＮＡ／Ｄ
ＮＡからＲＮＡを切断する因子の存在下にテンプレート鎖をインキュベートする工程であ
って、ポリヌクレオチド増幅産物の多数コピーが、プライマー伸長および鎖置換を通じて
生成される工程を含む方法を提供する。ある実施形態では、ランダムなプライミングはＤ
ＮＡポリメラーゼの存在下に行われる。ある実施形態では、工程（ａ）および／または工
程（ｂ）において補助プライマーが含まれる。ある実施形態（一般に、テンプレートポリ
ヌクレオチドがＤＮＡであるもの）では、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、インキュ
ベーション工程から省略される。
【００１４】
　別の局面において、下記のような過程を持つテンプレートＲＮＡポリヌクレオチドを増
幅する方法を提供する。複数のテンプレートポリヌクレオチド配列が反応混合物をインキ
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ュベートすることによって増幅される。その反応混合物は（ａ）第１プライマー伸長産物
および第２プライマー伸長産物からなる複合体であって、第１プライマー伸長産物は、標
的ＲＮＡ鎖にハイブリダイズした第１プライマーの、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼに
よる伸長によって生成され、第１プライマーはＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プ
ライマーであり、第１プライマーは、テンプレートＲＮＡの複数部位にハイブリダイズす
ることが可能であり、第２プライマー伸長産物は、第１プライマー伸長産物にハイブリダ
イズした第２プライマーの伸長によって生成され、ＲＮＡは第１および第２プライマー伸
長産物からなる複合体から切断され（例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを
切断する酵素を、切断を可能とする条件、例えば、加熱および／またはアルカリ性条件下
で使用する）、（ｂ）第２プライマー伸長産物にハイブリダイズすることが可能な、ＲＮ
Ａ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマー、（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
、および、（ｄ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素を含み、インキ
ュベーションは、プライマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡ
ヘテロ２重鎖からのＲＮＡ切断を可能とし、かつ、工程（ａ）の複合体において、そのＲ
ＮＡが切断され、別の複合プライマーが第２プライマー伸長産物に結合して伸長される時
、複合プライマーの、工程（ａ）の複合体からの置換を可能とする条件下で行われ、それ
によってポリヌクレオチド増幅産物の多数コピーが生成される。ある実施形態では、工程
（ａ）の複合体は補助プライマーの存在下に生成される。ある実施形態では、第２プライ
マーは、切断ＲＮＡテンプレートの断片（単数または複数）を含む。
【００１５】
　別の局面では、本発明は、ポリヌクレオチドテンプレートを増幅する方法であって、（
ａ）テンプレートポリヌクレオチドに対して第１プライマーをランダムにプライミングさ
せる工程であって、前記第１プライマーは、ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含み、テンプ
レートの複数のポリヌクレオチド部位にハイブリダイズすることが可能な複合プライマー
であり、（ｂ）第１プライマーをＤＮＡポリメラーゼによって伸長させる工程、（ｃ）Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子によって第１プライマーからＲＮＡ
を切断する工程、（ｄ）ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマーである増幅プ
ライマーをテンプレートポリヌクレオチドにハイブリダイズする工程、（ｅ）ハイブリダ
イズした増幅プライマーを鎖置換ＤＮＡ合成によって伸長させる工程、および、（ｆ）Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子によって増幅プライマーからＲＮＡ
を切断し、別の増幅プライマーがハイブリダイズし伸長できるようにし、それによってポ
リヌクレオチド増幅産物の多数コピーが生成されるようにする工程による方法を提供する
。
【００１６】
　別の局面で、本発明は、反応混合物をインキュベートすることによってテンプレートポ
リヌクレオチドを増幅する方法であって、前記反応混合物は（ａ）ポリヌクレオチドテン
プレート鎖、（ｂ）複合プライマーである第１プライマーで、前記複合プライマーはＲＮ
Ａ部分と３’ＤＮＡ部分とを含み、テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリ
ダイズすることが可能である第１プライマー、（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、
（ｄ）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｅ）ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖か
らＲＮＡを切断する因子を含み、ポリヌクレオチド増幅産物の多数コピーがプライマー伸
長と鎖置換によって生成される方法を提供する。ある実施形態（一般に、テンプレートポ
リヌクレオチドがＤＮＡである実施形態）では、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは反応
混合物から省略される。
【００１７】
　当業者には明白なように、ポリヌクレオチド（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）テンプレ
ートの複数コピー、または、ポリヌクレオチドテンプレートに対して相補的なポリヌクレ
オチド配列の複数コピーの生産への言及は、そのような配列を含む、そのような配列を含
有する、あるいは、そのような配列からなる産物を指す。当業者には明白なように、得ら
れた混合物を合わせてインキュベートすることに言及する局面は、各種混合物（様々な組
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み合わせによる、および／または、部分的組み合わせによる）をインキュベートして所望
の産物を形成させることを含む方法態様も含む。
【００１８】
　本発明の方法で使用される複合プライマーの各種実施形態は本明細書に記載される。例
えば、ある実施形態では、複合プライマーのＲＮＡ部分は、３’ＤＮＡ部分に対して５’
である。また別の実施形態では、５’ＲＮＡ部分は、３’ＤＮＡ部分に隣接する。別の実
施形態では、複合プライマーのＲＮＡ部分は７から約２０個のヌクレオチドから成り、複
合プライマーのＤＮＡ部分は、約５から約２０個のヌクレオチドからなる。また別の実施
形態では、複合プライマーのＲＮＡ部分は、約１０から約２０個のヌクレオチドから成り
、複合プライマーのＤＮＡ部分は、約７から約２０個のヌクレオチドからなる。ある実施
形態では、複合プライマーは、下記：
【００１９】
【化８】

の複合プライマーから選択され、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオ
キシリボヌクレオチドを表す。
【００２０】
　ある実施形態では、複合プライマーは、ランダム配列、または部分的にランダム化され
た配列を含むが、一方ある実施形態では（例えば、テンプレートポリヌクレオチドがＲＮ
Ａである実施形態）、ランダムまたは部分的にランダムな配列を含むプライマーの使用は
排除される。ランダムまたは部分的にランダムな配列を持つ複合プライマーを利用する実
施形態では、複合プライマーは、少なくとも２種、少なくとも３種、少なくとも４種、少
なくとも５種、少なくとも１０種、少なくとも１５種、少なくとも２０種、少なくとも３
０種、少なくとも４０種、少なくとも５０種、または少なくとも１００種の異なる配列を
含む異なるプライマーの集団またはプールであってもよい。別の実施形態では、複合プラ
イマーは、異なる複数のヌクレオチド塩基にハイブリダイズすることが可能な「縮重」ヌ
クレオチド（例えば、イノシンは、四つの全ての標準的塩基にハイブリダイズすることが
可能である）を１つ以上含む。
【００２１】
　ある実施形態では、標的ポリヌクレオチド（例えば、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ）に
ハイブリダイズする複合プライマーと、単一プライマー等温増幅（すなわち、前記方法の
相（ｂ））に使用される複合プライマーは同じである。ある実施形態では、標的ポリヌク
レオチド（例えば、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ）にハイブリダイズする複合プライマー
と、単一プライマー等温増幅に使用される複合プライマーは異なる。ある実施形態では、
標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズする、２種（またはそれを超えて）の異なる複合
プライマーが本発明の方法で使用される。
【００２２】
　本法は、例えば、ＤＮＡ（例えば、ヒトおよび他の哺乳類ゲノムＤＮＡを含むゲノムＤ
ＮＡ）および、ＲＮＡ（例えば、全体ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、非コードＲＮＡおよびリボソー
ムＲＮＡ）を含む任意の標的ポリヌクレオチドを増幅するのに運用することが可能である
。１つ以上の工程は、組み合わせてもよいし、および／または、継時的に（多くの場合、
要求産物の形成が可能である限り、任意の順序で）実行してもよく、また明らかなように
、本発明は、本明細書に記載される工程の各種組み合わせを含む。また、本発明は、開始
工程、すなわち第１工程が、ここに記載される工程の内からの任意の工程である方法をも
含むことは明白であり、また記載されてもいる。例えば、本発明の方法は、第１工程が複
合プライマーのランダムハイブリダイゼーションであることを要求していない。本発明の
方法は、後続の、「下流」工程が開始工程となる実施形態をも含む。
【００２３】
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　本法および組成物において使用が可能な酵素は、本明細書に記載される。例えば、ＲＮ
Ａを切断する因子（例えば、酵素）はＲＮアーゼＨであってもよく、ＲＮＡ依存性ＤＮＡ
ポリメラーゼは逆転写酵素であってもよい。ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、ＲＮア
ーゼＨ酵素活性を含んでもよく、あるいは、別々の酵素を用いてもよい。同様に、ＤＮＡ
ポリメラーゼは、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼとＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ両
方の酵素活性を含んでもよく、あるいは、別々の酵素を用いてもよい。ＤＮＡ依存性ＤＮ
Ａポリメラーゼ、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、およびＲＮＡを切断する酵素も同じ
酵素であってもよいし、あるいは、上記活性のそれぞれを含む別々の酵素を用いてもよい
。
【００２４】
　ある実施形態では、本発明の方法は、標識ポリヌクレオチド産物（一般にＤＮＡ産物）
を生成するのに使用される。標識ＤＮＡ産物を生成する方法の、ある実施形態では、使用
される少なくとも１つのタイプのｄＮＴＰは、標識ｄＮＴＰである。標識ＤＮＡ産物を生
成する方法の別の実施形態では、標識された複合プライマーが使用される。
【００２５】
　本発明はまた、本発明の増幅法の産物を用いる（通常、分析する）方法、例えば、配列
変化の検出（例えば、遺伝子タイピング、核酸変異の検出、スプライシング変異体分析等
）；目的の配列の有無の決定；目的の配列の定量；遺伝子発現プロファイリング；サブト
ラクティブ・ハイブリダイゼーション；サブトラクティブハイブリダイゼーション・プロ
ーブの調製；差動増幅；ライブラリー（ゲノム、ｃＤＮＡ、および差動発現ライブラリー
を含む）の調製；不動化核酸の調製（マイクロアレイ上に不動化した核酸であってもよい
）；目的の配列の検出および定量－この中には例えば、配列決定、配列変動の検出、およ
び遺伝子タイピングが含まれる－のためのアレイ分析（高密度アレイを含む）用標識プロ
ーブの調製；比較ゲノムハイブリダイゼーション；新規ＲＮＡの検出および／または特定
；および、本発明の方法によって生成される増幅核酸産物による核酸の特性解明を提供す
る。
【００２６】
　本発明のこれらの方法から任意に選択されるものを用いて、サンプル中の対象ポリヌク
レオチド配列の特性解明に好適なポリヌクレオチド産物を生成することが可能である。１
つの実施形態では、本発明は、対象ポリヌクレオチド配列の特性を解明する（例えば、配
列の有無を検出する、および／または、定量する）方法であって、（ａ）本明細書に記載
される方法の内から任意に選択される方法を用いて標的ポリヌクレオチドを増幅すること
、（ｂ）その増幅産物を分析することを含む方法を提供する。増幅産物を分析する工程（
ｂ）は、従来技術で既知の方法、あるいは、本明細書で記載される方法の内から任意に選
択される方法を用いて、例えば、プローブにハイブリダイズする増幅産物を検出および／
または定量することによって実行することが可能である。これらの増幅産物は標識されて
もよいし、標識されなくともよい。本発明の方法のいずれも、方法の適当な工程において
標識ヌクレオチドおよび／または標識複合プライマーを取り込むことによって標識される
ポリヌクレオチド（例えば、ＤＮＡ）産物を生成するように用いることが可能である。こ
れらの標識産物は、ｃＤＮＡマイクロアレイおよびオリゴヌクレオチドアレイのようなア
レイの使用を含む従来技術で既知の方法による定量および／または特定には特に好適であ
る。１つの局面において、本発明は、対象ポリヌクレオチド配列の特性を解明する方法で
あって、（ａ）本明細書に記載される方法を用いて標的ポリヌクレオチドを増幅して標識
ポリヌクレオチド産物を生成すること、および、（ｂ）該標識ポリヌクレオチド産物を分
析することを含む方法を提供する。ある実施形態では、ポリヌクレオチド産物の分析工程
は、前記産物の量を定めることを含み、これによってサンプル中に存在する対象ポリヌク
レオチド配列の量が定量される。
【００２７】
　増幅産物はまた、例えば、オリゴヌクレオチド連結を基礎とするアッセイ、Ｉｎｖａｄ
ｅｒ、Ｃｌｅａｖａｓｅ、またはプライマー制限伸長による分析法、および従来技術で既
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知のその他の方法を用いて、新たな分析、例えば、配列分析、多型検出（多重ＳＮＰ検出
を含む）のためのテンプレートとして使用することも可能である。全体として大容量の投
入材料を必要とする方法では、本発明の方法は、ポリヌクレオチドプールを「前段」増幅
し、その後の分析に十分な投入材料を生成するために使用することが可能である。
【００２８】
　別の実施形態では、ポリヌクレオチド産物は、例えば、それらを少なくとも１本のプロ
ーブと接触させることによって分析することが可能である。ある実施形態では、前記少な
くとも１本のプローブはマイクロアレイとして提供される。マイクロアレイは、紙、ガラ
ス、セラミックス、プラスチック、ポリプロピレン、ポリスチレン、ナイロン、ポリアク
リルアミド、ニトロセルロース、シリコン、その他の金属、および、光ファイバーからな
る群から選択される材料から製造される、固形または半固形基板の上に不動化された少な
くとも１本のプローブを含むことが可能である。プローブは、二次元構造、または、ピン
、ロッド、ファイバー、テープ、スレッド、ビーズ、粒子、マイクロタイターウェル、毛
細管、および、シリンダーを含む三次元構造を取る固形または半固形基板の上に不動化す
ることが可能である。
【００２９】
　別の局面で、本発明は、サンプルにおける遺伝子発現プロフィールを確定する方法であ
って、（ａ）本明細書に記載される方法の内から任意に選択される方法を用いてサンプル
中のＲＮＡテンプレートを増幅すること、および、（ｂ）サンプル中の各対象ＲＮＡ配列
の増幅産物を定量しそれによってサンプルの遺伝子発現プロフィールを確定することを含
む方法を提供する。本発明はさらに、サンプル中の各対象ＲＮＡ配列の増幅産物を定量す
ることによって遺伝子発現プロフィールを確定する方法であって、サンプルは、本明細書
に記載される方法の内から任意に選択される方法を用いて増幅されたＲＮＡテンプレート
の多数コピーを含み、それらを通じてサンプルの遺伝子発現プロフィールが確定される方
法を提供する。
【００３０】
　さらに、本発明はまた、ポリヌクレオチドテンプレートを活性化する方法を提供する。
本発明の増幅方法は、テンプレートポリヌクレオチド配列の代表的増幅を実現するので、
本法によって生成される増幅産物は、元のテンプレートポリヌクレオチドの公文書供給源
として使用することが可能である。従って、本発明は、本発明の方法によって生成される
増幅産物を保存することによってポリヌクレオチドテンプレートを公文書化する方法を提
供する。公文書化された増幅産物は、本明細書に記載されるやり方で分析してもよいし、
あるいは、本発明の方法に従ってさらに増幅してもよい。
【００３１】
　別の局面で、本発明は、本明細書に記載される方法によって生産される産物（例えば、
テンプレートポリヌクレオチドの多数コピー）を提供する。
【００３２】
　本発明はまた、本明細書に記載される増幅法に使用されるキット、複合体、反応混合物
、および各種成分（および、それらの成分の各種組み合わせ）を含むシステムを提供する
。
【００３３】
　別の局面で、本発明は、本明細書に記載される複合体（一般に、最終増幅産物に対して
中間体と考えられるもの）の内から任意に選択される複合体を含む組成物を提供する。
【００３４】
　別の局面で、本発明は、本発明の方法の内から任意に選択される局面によって生産され
る、任意の１つ以上の産物（中間体を含む）、および、その産物（中間体を含む）を含む
組成物を含む。
【００３５】
　別の局面で、本発明は、本明細書に記載される成分の様々の組み合わせを含む反応混合
物（または、反応混合物を含む組成物）を提供する。
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【００３６】
　別の局面で、本発明は、本明細書に記載される方法を実行するためのキットを提供する
。これらのキットは、適当に包装され、一般に（必ずしもそうとは限らないが）適当な指
示を含む状態で、増幅法に使用される１種以上の成分を含む。
【００３７】
　別の局面で、本発明は、本明細書に記載される増幅法を実行するためのシステムを提供
する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３８】
　（発明の概観とその利点）
　本発明は、大規模増幅のための新規の方法、組成物およびキットを開示する。本法は、
テンプレートポリヌクレオチド（例えば、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ）内部の複数部位
に結合が可能な複合プライマーを用いる増幅法であって、莫大な数のテンプレートポリヌ
クレオチド配列（例えば、事実上全てのゲノムＤＮＡ）の増幅を実現する方法を提供する
。本法は、ＤＮＡテンプレート、またはＲＮＡテンプレートのいずれかに好適に使用され
る。本法は、各種の用途、例えば、比較ゲノムハイブリダイゼーション、発現プロファイ
リング、および、例えば、マクロアレイ法による多重分析に基づく複数遺伝子タイプの決
定に直ぐに役立つポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ）産物を生成する。本法は自動化し
易く、加熱サイクルを必要としない。従って、本発明の方法の主要利点の１つは、配列の
全プール（または、所望の増幅程度に応じてそのサブセット）の増幅を可能とする能力で
あって、これは、比較ゲノムハイブリダイゼーション、ｃＤＮＡライブラリーの作製、サ
ブトラクティブハイブリダイゼーション・プローブの作製、および、複数遺伝子タイプ決
定を含むアレイ使用アッセイのような応用にとって必須である。
【００３９】
　本発明の増幅法は、複合プライマー・ランダムハイブリダイゼーション、プライマー伸
長、および、鎖置換による複合プライマー伸長産物の置換を含み、ＲＮＡ－ＤＮＡヘテロ
二重鎖を含む複合体が生成され、次いで、その後の増幅用基質として該複合体を用いて複
合プライマー依存性等温性増幅を行う。これは、高速増幅を可能とし、かつ、本発明を、
他の鎖置換増幅法、例えばＭＤＡと区別する局面である。
【００４０】
　１つの局面において、本発明の方法は２つの相を含む。すなわち、（ａ）テンプレート
ポリヌクレオチドに対する複合プライマーのランダムハイブリダイゼーション、プライマ
ー伸長、および、鎖置換ＤＮＡ合成による複合プライマー伸長産物の置換であり、これに
よってＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生成される相、および、（ｂ）
ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体をその後の増幅用の基質として用いる複
合プライマー依存性単一プライマー等温増幅相である。
【００４１】
　本法は一般に、テンプレートポリヌクレオチド（例えば、ゲノムＤＮＡテンプレート、
ｍＲＮＡ、または非コードＲＮＡ）にランダムにプライミングするように、特別設計のプ
ライマー、一般にはＲＮＡ／ＤＮＡ複合プライマーを使用することを含む。本明細書で用
いられる「ランダムにプライミングする」、または「ランダムハイブリダイゼーション」
という用語は、複合プライマーが、テンプレートポリヌクレオチド内部の複数部位にハイ
ブリダイズすることを意味する。ある実施形態では、本発明の局面は、プライマー伸長時
、テンプレートの下流位置にハイブリダイズしたプライマーについて鎖置換ＤＮＡ合成に
よって（例えば、鎖置換活性を持つＤＮＡポリメラーゼによってプライマー伸長すること
によって）、テンプレートポリヌクレオチドからプライマー伸長産物を置換することであ
る。
【００４２】
　従って、本発明は、反応混合物をインキュベートする方法であって、前記反応混合物は
、（ａ）ポリヌクレオチドテンプレート、（ｂ）ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分とを含む複
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合プライマーであって、テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダイズする
ことが可能な複合プライマー、（ｃ）鎖置換活性を持つＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
、および、（ｄ）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを含み、インキュベーションは、複合
プライマーのランダムハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、プライマー伸
長反応産物の、テンプレートポリヌクレオチドからの置換を可能とする条件下で行われ、
そのために、一般に（ａ）テンプレートポリヌクレオチドのコピー、および／または、複
合プライマー配列に付属する（伸長を通じて）ポリヌクレオチド配列の相補体のコピー、
および、（ｂ）テンプレートポリヌクレオチドのコピー、および、複合プライマー配列の
相補体に付属する（伸長を通じて）テンプレートポリヌクレオチドの相補体のコピーを含
む中間複合体集団が生成される方法を提供する。中間複合体は、２本鎖であってもよいし
、あるいは、部分的に２本鎖であってもよい。中間複合体中に複合プライマー配列が存在
するために、この複合体は、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖部分的ヘテロ二重鎖を含む。Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖のＲＮＡ部分は、一般に、複合プライマーのＲＮＡ部分
によって導入され、ヘテロ二重鎖のＤＮＡ部分は、複合プライマーのＲＮＡ部分の相補体
からなる。簡単のために、中間複合体のこの集団を「ＲＮＡ／ＤＮＡ部分ヘテロ二重鎖を
含む複合体」と名づける。
【００４３】
　一般に、複合プライマーは、テンプレートポリヌクレオチドにランダムにプライミング
することが可能な３’ＤＮＡ部分を少なくとも含む。従って、この説明が明らかにしてい
くように、ある配列にハイブリダイズするプライマーへの参照は、プライマーの少なくと
も一部がハイブリダイズする実施形態、プライマーの２つ（またはそれを超える部分）（
プライマーのハイブリダイズしていない（ループアウト）部分によって隔てられている）
がハイブリダイズする実施形態、および、全プライマーがハイブリダイズする実施形態を
含む。
【００４４】
　ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体は、下記のようにさらに新たな増幅の
基質となる。ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素（例えば、ＲＮアー
ゼＨ）は、該ハイブリッドからＲＮＡ配列を切断し、３’１本鎖ＤＮＡ配列を残し、後者
は、複合プライマー（これは、第１複合プライマーと同じであっても、同じでなくともよ
い）の結合にとって利用可能となる。ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼによる結合複合プ
ライマーの伸長はプライマー伸長産物を生成し、これは、先に結合切断された第１プライ
マー伸長産物を置換するので、ポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ）産物が蓄積する。一
般に、ある任意のテンプレートポリヌクレオチドについて、増幅産物は、そのセンスおよ
びアンチセンスコピーの混合物であることが理解される。例えば、テンプレートポリヌク
レオチドが２本鎖ＤＮＡである場合、増幅産物は各鎖に一致する。テンプレートポリヌク
レオチドが１本鎖である場合、一般には、テンプレートポリヌクレオチドのコピー（セン
スコピー）、およびテンプレートポリヌクレオチドの相補体（アンチセンスコピー）であ
る増幅産物が生産される。
【００４５】
　本明細書に開示される方法は、ＤＮＡ（例えばゲノムＤＮＡ）およびＲＮＡ（例えばｍ
ＲＮＡおよびリボソームＲＮＡ）の両標的を含めた任意の標的ポリヌクレオチドの増幅に
適用することが可能である。本説明から明らかなように、また実施例で示されるように、
本発明の方法は複合プライマー依存的である。すなわち、増幅は、複合プライマーの不在
下には観察されない。
【００４６】
　本発明の別の局面では、テンプレートポリヌクレオチド、複合プライマー、ＤＮＡ依存
性ＤＮＡポリメラーゼ、およびＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを含む反応混合物には補
助プライマーが存在する。本明細書で用いる場合、「補助プライマー」とは、ランダムな
、および／または、部分的にランダム化されたプライマー集団を指す。増幅時にランダム
プライマー集団を含めることは、増幅産物の生産効率、および／または、増幅産物の大規
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模再現性（テンプレートがＤＮＡであるかＲＮＡであるかを問わず、テンプレート全体的
な、例えば、テンプレートの代表的な増幅を実現する）を強化すると考えられる。
【００４７】
　ある局面では、本明細書において、ゲノムＤＮＡの大規模増幅が示される。しかしなが
ら、本発明の増幅法は、ポリヌクレオチドのどのようなプールまたはサブセット（または
、所望の増幅程度に応じて、プールまたはサブセットの相当部分を現す複数ポリヌクレオ
チド）の増幅にも好適である。
【００４８】
　従って、１つの局面では、本発明は、テンプレートポリヌクレオチドの増幅法であって
、（ａ）反応混合物をインキュベートする工程で、前記反応混合物は（ｉ）テンプレート
ポリヌクレオチド、（ｉｉ）テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダイズ
することが可能で、ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマーである第１プライ
マー、（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｉｖ）ＲＮＡ依存性ＤＮ
Ａポリメラーゼ（別の酵素として存在してもよいし、あるいは、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリ
メラーゼとＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼの両ポリメラーゼ活性を含む酵素として存在
してもよい）を含み、インキュベーションは、複合プライマーのランダムハイブリダイゼ
ーション、プライマー伸長、および、プライマー伸長産物のテンプレートポリヌクレオチ
ドからの置換を可能とする条件下で行われ、それによってＲＮＡ／ＤＮＡの部分的ヘテロ
二重鎖が生成される工程；および、（ｂ）反応混合物をインキュベートする工程で、前記
反応混合物は（ｉ）工程（ａ）によって生成された反応産物（またはその一定部分）、（
ｉｉ）ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分を含む複合プライマー（第１プライマーと同じであっ
ても、別のプライマーであってもよい）、（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、
および、（ｉｖ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する因子（例えば、酵素
）を含み、インキュベーションは、プライマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長
、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からのＲＮＡの切断を可能とし、かつ、（ａ）の複合体に
おいて、そのＲＮＡが切断され、別の複合プライマーがテンプレートに結合して伸長され
る時、（ａ）の複合体からのプライマー伸長産物の置換（すなわち、鎖置換ＤＮＡ合成）
を可能とする条件下で行われ、それによってポリヌクレオチド（一般的には、ＤＮＡ）増
幅産物の多数コピーが生成される工程を含む方法を提供する。テンプレートポリヌクレオ
チドがＲＮＡである実施形態では、工程（ａ）の反応混合物はさらに、（ｖ）ＲＮＡ／Ｄ
ＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する因子（例えば、酵素）を含み、それによって、テ
ンプレートＲＮＡおよび第１プライマー伸長産物を含む複合体からテンプレートＲＮＡが
切断される。ある実施形態では、工程（ｂ）の反応混合物は、工程（ａ）による反応混合
物（またはその一定部分）を含む。別の実施形態では、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖から
ＲＮＡを切断する因子（例えば、ＲＮアーゼＨ）、および、要すれば随意にＤＮＡ依存性
ＤＮＡポリメラーゼを、工程（ａ）の反応混合物に添加することによって工程（ｂ）を起
動する。ある実施形態では、工程（ａ）および／または工程（ｂ）の反応混合物はさらに
、補助プライマーを含む。
【００４９】
　別の局面において、本発明は、反応混合物をインキュベートすることによってテンプレ
ートポリヌクレオチドを増幅する方法であって、前記反応混合物は（ａ）第１プライマー
伸長産物および第２プライマー伸長産物からなる複合体であって、第１プライマー伸長産
物は、標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズしたランダムプライム型第１プライマーの
、ＤＮＡポリメラーゼによる伸長によって生成され、第１プライマーはＲＮＡ部分と３’
ＤＮＡ部分を含む複合プライマーであり、第１プライマーは、テンプレートポリヌクレオ
チドの複数部位にハイブリダイズすることが可能であり、第２プライマー伸長産物は、第
１プライマー伸長産物にハイブリダイズした第２プライマーの伸長によって生成され、（
ｂ）第２プライマー伸長産物にハイブリダイズすることが可能な、ＲＮＡ部分と３’ＤＮ
Ａ部分を含む複合プライマー、（ｃ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および（ｄ）Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素を含み、インキュベーションは、プ
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ライマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ２重鎖からの
ＲＮＡ切断を可能とし、かつ、工程（ａ）の複合体において、そのＲＮＡが切断され、別
の複合プライマーが結合して伸長される時、複合プライマーの、工程（ａ）の複合体から
の置換を可能とする条件下で行われ、それによってポリヌクレオチド増幅産物の多数コピ
ーが生成される方法を提供する。ある実施形態では、第１プライマー伸長産物および／ま
たは第２プライマー伸長産物は、補助プライマーの存在下に生成される。
【００５０】
　テンプレートポリヌクレオチドがＲＮＡである本発明の別の局面では、テンプレートＲ
ＮＡは、複合プライマーのランダムハイブリダイゼーションおよびプライマー伸長の後で
切断される。テンプレートＲＮＡは、従来技術でよく知られた方法、例えば、ＲＮＡ／Ｄ
ＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する因子（例えば、ＲＮアーゼＨのような酵素）によ
る切断、熱処理による切断、および化学的処理（例えば、アルカリ性条件下における処理
）による切断を含む方法によって切断することが可能である。ある実施形態では、本発明
は、反応混合物をインキュベートする方法であって、前記反応混合物は（ａ）ＲＮＡテン
プレート、（ｂ）複合プライマーであって、ＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分とを含み、テン
プレートＲＮＡの複数部位にハイブリダイズすることが可能な複合プライマー、（ｃ）Ｄ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、（ｄ）ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｅ
）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断することができる酵素を含み、インキュ
ベーションは、複合プライマーのランダムハイブリダイゼーション、プライマー伸長、Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡヘテロ２重鎖からのテンプレートＲＮＡの切断を可能とし、それによってＲ
ＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生成される方法を提供する。ＲＮＡ／Ｄ
ＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体は、前述のようにその後の増幅（すなわち、単一プ
ライマー等温増幅）用の基質となる。ある実施形態では、反応混合物に補助プライマーが
含まれる。
【００５１】
　テンプレートポリヌクレオチドはまた、ｃＤＮＡ合成によってＲＮＡテンプレートから
調製されてもよい。ｃＤＮＡ合成は、標準法、例えば、適当な反応条件（例えば、温度、
ｐＨ、およびイオン条件）において、ｄＮＴＰの存在下、ランダムプライマー（例えば、
ランダムヘキサマー・デオキシオリゴヌクレオチド）によるプライミングおよびＲＮＡ依
存性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、逆転写酵素）によるプライマー伸長方法を用いて実現
してもよい。実施が必要なのは、第１鎖ｃＤＮＡ合成のみである。なぜなら、本発明の方
法に従って増幅が可能なＤＮＡポリヌクレオチドを生産するのは第１鎖ｃＤＮＡ合成だか
らである。
【００５２】
　本発明の方法は、増幅産物を使用する方法（所謂「応用」）を含む。本発明はさらに、
本発明の増幅法の産物を使用する（通常、分析する）方法、例えば、核酸変異検出法（遺
伝子タイピング法を含む）、目的の配列の有無の決定、目的の配列の定量、不動化核酸の
調製、比較ゲノムハイブリダイゼーション、新規核酸配列の発見、および、本発明の方法
によって生成された増幅核酸配列による核酸の特性解明のような方法を提供する。
【００５３】
　本発明の方法の内から任意に選択される方法を用いて、サンプルにおける対象ポリヌク
レオチド配列の特性解明に好適なポリヌクレオチド産物を生成することが可能である。１
つの実施形態において、本発明は、対象ポリヌクレオチド配列の特性を解明する（例えば
、（有無を）検出する、および／または、定量する）ための方法であって、（ａ）本明細
書に記載される方法の内から任意に選択される方法を用いて標的ポリヌクレオチドを増幅
すること、および、（ｂ）増幅産物を分析することを含む方法を提供する。増幅産物を分
析する工程（ｂ）は、従来技術で既知の方法または本明細書に記載される方法の内から任
意に選択される方法、例えば、プローブにハイブリダイズする増幅産物を検出および／ま
たは定量することによって実行することが可能である。これらの増幅産物は標識されても
よいし、されていなくてもよい。本発明の方法の内から任意に選択される方法を用いて、
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方法の適当な工程において標識ヌクレオチドおよび／または標識複合プライマーを取り込
ませることによってポリヌクレオチド（例えば、ＤＮＡ）産物を生成することが可能であ
る。これらの標識産物は、ｃＤＮＡマイクロアレイおよびオリゴヌクレオチドアレイのよ
うなアレイの使用を含む、従来技術で既知の方法による定量および／または検出には特に
好適である。
【００５４】
　本発明は、本発明の増幅法を用いてポリヌクレオチド産物を生成し、その産物を、検出
／定量法、例えば、アレイ技術、または溶液相技術に基づく検出／定量法を用いて分析す
ることによって対象のポリヌクレオチド配列の特性を解明する（例えば、有無を検出する
、および／または、定量する）方法を提供する。これらの増幅産物は標識されてもよいし
、されていなくてもよい。
【００５５】
　本発明の方法を用いて、ポリヌクレオチドのプール（または、所望の増幅程度に応じて
、プールの相当部分を代表するポリヌクレオチド）を増幅して、後続分析のために十分な
投入材料を生成してもよい。従って、本明細書に記載されるように、増幅産物はまた、例
えば、配列決定、多型検出、例えば、オリゴヌクレオチド連結を基礎としたアッセイによ
る多型検出（多重ＳＮＰ検出を含む）、Ｉｎｖａｄｅｒ、Ｃｌｅａｖａｓｅ、またはプラ
イマー制限伸長による分析等の、後続分析のためのテンプレートとして使用することも可
能である。増幅産物はまた、本発明の方法、または、従来技術で既知の、他の増幅法によ
る後続増幅用テンプレートとして使用してもよい。
【００５６】
　さらに別の実施形態では、本発明は、本発明の増幅法による増幅産物を用いた、核酸の
マイクロアレイを生成する方法を含めた、核酸を不動化する方法を提供する。
【００５７】
　別の実施形態では、本発明は、ｃＤＮＡライブラリーの生成法、サブトラクティブハイ
ブリダイゼーション・プローブの生成法、および、サブトラクティブハイブリダイゼーシ
ョン・ライブラリーの生成法を提供する。
【００５８】
　（発明の利点）
　核酸の大規模増幅についてはこれまでにも様々な方法が開発されている。ＰＣＲによる
方法、例えば、ＰＥＰは、非特異的増幅アーチファクトを生成したり、取り扱う座位の範
囲が不完全であったり、多くの用途に使用できないほど不十分な長さのＤＮＡ産物しか生
成しなかったりすることがある。さらに、ＰＣＲによる方法は、増幅され易い産物を生成
するというＰＣＲ反応に特徴的な性向の問題を抱えており、そのために、増幅反応産物に
おいてゲノム配列は偏って表示される。さらに、ＰＣＲによる方法は、厄介な熱サイクル
工程を必要とする。
【００５９】
　さらに、近年、遺伝子発現レベルを検出・定量するための方法がいくつか開発されてい
る。例えば、定義されたｃＤＮＡまたはオリゴヌクレオチドのいずれかが、例えば、固体
または半固体基板上の、または規定された粒子上の不連続部位に不動化されたマイクロア
レイによって、ある任意の標本における多数遺伝子の発現を検出および／または定量する
ことが可能である。これらの既知の方法を用いてサンプル中の多数のＲＮＡ分子種の有無
を検出し、および／または、定量し、次に遺伝子発現プロファイリングの尺度として使用
するためには、一般にｃＤＮＡを直接標識することが必要であり、そのためにはまた大量
の全体投入ＲＮＡが必要とされる。従って、ｍＲＮＡを分析するために、ある任意の細胞
または組織サンプルの全体ＲＮＡ調製物を用いる場合、アレイのような方法によるサンプ
ルの遺伝子発現の分析には、一般に、５０から２００μｇ範囲の相当量の投入ＲＮＡを必
要とする。同様に、アレイ技術によって遺伝子発現プロファイリングの単一分析のために
は、一般に、全体ＲＮＡ調製物から精製された２から５μｇのｍＲＮＡが必要とされる。
これは、必要な細胞数、または組織標本のサイズが極めて大きいので、アレイ技術に基づ



(21) JP 2006-523465 A5 2011.3.10

く方法にとっては明らかな制限となるが、しかも、これほどの細胞または組織標本を試験
に利用することは、多くの場合ほとんど不可能か、または高価すぎる。この制限は、試験
対象となる細胞が数少なく、および／または、インビトロで培養するのが困難な臨床標本
の試験においては、また、エフェクター分子のライブラリー対する高処理スクリーニング
においては殊に厳しい。さらに、従来の、転写によるｍＲＮＡ増幅法（例えば、Ｌｏｃｋ
ｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９６），１４
，１６７５－１６８０；ｖａｎ　Ｇｅｌｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，７１６，
７８５号に記載される）は、ＤＮＡ依存性ＲＮＡポリメラーゼの増幅効率に限定され、こ
れらの方法のいくつかは多段工程を必要とする。さらに、ポリメラーゼプロモーター配列
が組み込まれる過程は非特異的増幅を生じ易い。
【００６０】
　本発明の方法は、テンプレートポリヌクレオチド（ＲＮＡとＤＮＡの両方を含む）を効
率的に増幅する能力を提供する。従って、本発明の増幅産物を用いることが可能な検出／
定量法、例えば、アレイ技術に基づくもの、リアルタイムＰＣＲ、定量的ＴａｑＭａｎ、
分子ビーコンによる定量的ＰＣＲ等の有用性は大きく強調される筈である。
【００６１】
　本発明の方法は熱サイクル工程を必要とせず、工程は全て等温的に実施が可能である。
ただし、各種工程は異なる温度で実施してもよい。この特質によって、数多くの利点、例
えば、自動化の促進および高処理過程への適応を含む利点が得られる。等温反応は、一般
に、熱サイクル工程によって得られるものよりも高速であり、本発明の方法を小型装置で
実行するには好適である。
【００６２】
　開始サンプルにおける核酸配列の表示を全体として変えない条件の下でテンプレートポ
リヌクレオチド配列（例えば、ゲノムＤＮＡ）のプールを効率的に増幅することを可能と
することは、強力なアレイ技術に基づく方法による検出法・定量法の有用性を大きく向上
させる。
【００６３】
　本発明の方法によってランダムな複製起動によるＲＮＡの効率的増幅を可能とすること
は、サンプル中の配列プールの全配列（または、所望の増幅度に応じてプールの相当部分
を代表する配列）、例えば、サンプルのｍＲＮＡ分子種の全長を表示する配列を表示する
手段を提供する。本発明の方法は、増幅を起動するのにオリゴｄＴプライマー（ｍＲＮＡ
のポリＡ尾部に結合するための）に依存しない。従って、本方法は、非ポリＡ尾部ＲＮＡ
、例えば、非コードＲＮＡおよび非真核細胞種のＲＮＡを増幅するのにも使用が可能であ
る。本発明の方法は、サンプルの配列に関して事前の知識を必要としないから、新規転写
物の発見に、仮にそれらが低量でしか存在せず、および／または、非コード転写物を表す
ものであったとしても、好適である。一般的に調製物中の核酸配列の表示を変えない条件
下でＲＮＡを効率的に増幅が可能となることによって、強力なアレイ技術による検出法／
定量法の有用性が大きく増強される。
【００６４】
　（一般的技術）
　別様に断らない限り、本発明の実施は、従来技術の錬度の範囲内にある、分子生物学（
組み換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学、および免疫学の通例技術を用い
る。このような技術は、文献において、例えば、“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，”第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８９）；“Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ”（Ｍ．Ｊ．
Ｇａｉｔ編、１９８４）；“Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ”（Ｒ．Ｉ．Ｆｒ
ｅｓｈｎｅｙ編、１９８７）；“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ”（Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．）；“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”（Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．編、
１９８７、および、定期的な改版）；“ＰＣＲ：Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａ
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ｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ，”（Ｍｕｌｌｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４）に十分に説明さ
れている。
【００６５】
　本発明に使用されるプライマー、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチドは、従
来技術で既知の標準技術を用いて生成することが可能である。
【００６６】
　（定義）
　本明細書で用いられる「テンプレート」、「テンプレート鎖」、「テンプレートポリヌ
クレオチド」、「テンプレートＤＮＡ」、「標的配列」、「標的核酸」または「標的ＤＮ
Ａ」、「標的ポリヌクレオチド」、「テンプレートＲＮＡ」または「標的ＲＮＡ」は、増
幅したいと思うポリヌクレオチドである。テンプレートポリヌクレオチドは、ＤＮＡまた
はＲＮＡを含むことが可能である。テンプレート配列は、実際の配列に関して既知であっ
ても、未知であってもよい。一般に、「標的」、「テンプレート」、およびそれらの類義
語は、相互交換的に使用される。
【００６７】
　本明細書で用いられる「増幅」または「増幅する」とは、一般に、所望の配列の複数コ
ピーを生産する過程を指す。「複数コピー」とは、少なくとも２個のコピーを意味する。
「コピー」とは、そのテンプレート配列に対し、完全な配列相補性、または同一性である
ことを必ずしも意味しない。例えば、コピーは、デオキシイノシンのようなヌクレオチド
類縁体、意図的な配列変更（例えば、テンプレートに対してハイブリダイズ可能ではある
が、相補的ではない配列を含むプライマーによって導入された配列変更、または、プライ
マーを介して導入された非標的配列）、および／または、増幅時に起こる配列エラーを含
むことが可能である。配列を「増幅する」ということは、一般には、前述のように、コピ
ー製作はテンプレート配列に対して完全な配列相補性あるいは同一性を必ずしも意味しな
いという理解の下に、配列またはその相補体のコピーを製造することを指す。
【００６８】
　本明細書において相互交換的に使用される「ポリヌクレオチド」または「核酸」とは、
任意の長さのヌクレオチドポリマーを指し、ＤＮＡとＲＮＡを含む。ヌクレオチドは、デ
オキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾されたヌクレオチドまたは塩基、およ
び／または、その類縁体、あるいは、ＤＮＡまたはＲＮＡポリメラーゼによってポリマー
中に組み込みが可能な任意の基質であってもよい。ポリヌクレオチドは、メチル化ヌクレ
オチドおよびその類縁体のような修飾されたヌクレオチドを含んでもよい。含める場合に
は、ヌクレオチド構造に対する修飾は、ポリマーの集結の前または後に付与されてよい。
ヌクレオチド配列は、非ヌクレオチド成分によって中断されてもよい。ポリヌクレオチド
は、重合の後で、標識成分との結合等によってさらに修飾されてもよい。その他の修飾タ
イプとしては、例えば、「キャップ」、１個以上の天然ヌクレオチドの、類縁体による置
換、ヌクレオチド間修飾、例えば、無電荷結合を伴う修飾（例えば、メチルフォスフォネ
ート、フォスフォトリエステル、フォスフォアミデート、カルバメート等）、荷電結合（
例えば、ホスホチオエート、ホスホジチオエート等）を伴う修飾、懸垂基、例えばタンパ
ク（例えば、ヌクレアーゼ、毒素、抗体、シグナルペプチド、ポリＬリシン等）を含む修
飾、介在因子による修飾（例えば、アクリジン、ソラレン等）、キレート剤を含む修飾（
例えば、金属、放射性金属、ホウ素、酸化的金属等）、アルキル化剤を含む修飾、修飾型
結合を伴う修飾（例えば、アルファアノマー核酸等）を始め、ポリヌクレオチドの未修飾
形が挙げられる。さらに、通常糖類に存在するヒドロキシル基の内から選択される任意の
基が、例えば、フォスフォン酸基、またはリン酸基によって置換されてもよいし、標準的
保護基によって保護されてもよいし、あるいは活性化されて、さらに別のヌクレオチドに
対する追加の基を形成してもよいし、あるいは固相支持体に接合されてもよい。５’およ
び３’末端ＯＨは、フォスフォリル化されてもよいし、あるいは、アミン、または１から
２０個の炭素原子を持つ有機キャップ基成分によって置換されてもよい。他のヒドロキシ
ル基は、誘導体として標準的保護基を形成してもよい。ポリヌクレオチドはまた、従来技
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術で一般的に知られるリボースまたはデオキシリボース糖の類似形態、例えば、２’－Ｏ
－メチル－、２’－Ｏ－アリル、２’－フルオロ－、または２’－アジド－リボース、炭
素環式糖類縁体、α－アノマー糖、エピマー糖、例えばアラビノース、キシロース、また
はリキソース、ピラノース糖、フラノース糖、セドヘプツロース、非環状類縁体、および
、無塩基性ヌクレオシド類縁体、例えばメチルリボシドを含むことも可能である。１つ以
上のフォスフォジエステル結合が別の結合基によって置換されてもよい。これら別の結合
基としては、リン酸基が、Ｐ（Ｏ）Ｓ（「チオエート」）、Ｐ（Ｓ）Ｓ（「ジチオエート
」）、（Ｏ）ＮＲ２（「アミデート」）、Ｐ（Ｏ）Ｒ、Ｐ（Ｏ）ＯＲ’、ＣＯ、またはＣ
Ｈ２（「フォルムアセタール」）によって置換される実施形態が挙げられるが、ただしそ
れらには限定されない。なお、上式において、ＲまたはＲ’の各々は、独立に、Ｈ、また
は要すれば随意にエーテル（－Ｏ－）結合を含む置換または未置換アルキル（１－２０Ｃ
）、アリール、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル、またはアラルジルであ
る。ポリヌクレオチド中の結合の必ずしも全てが同じである必要はない。前述の記述は、
ＲＮＡおよびＤＮＡを含め、本明細書に記述される全てのポリヌクレオチドに適用される
。
【００６９】
　本明細書で用いられる「標識ｄＮＴＰ」または「標識ｒＮＴＰ」は、それぞれ、直接ま
たは間接的にラベルと付着したｄＮＴＰまたはｒＮＴＰ，またはその類似体を指す。例え
ば、「標識」ｄＮＴＰまたはｒＮＴＰは、例えば、色素および／または検出可能な成分、
例えば、特異的結合ペア（例えば、ビオチン－アビジン）のメンバーによって直接標識さ
れてもよい。「標識」ｄＮＴＰまたはｒＮＴＰはまた、ラベルが付着する／することがで
きる、例えば、成分に付着されることによって間接的に標識されてもよい。ｄＮＴＰまた
はｒＮＴＰは、該ｄＮＴＰまたはｒＮＴＰが伸長産物に取り込まれた後で、ラベルが付着
し得る成分（例えば、アミノ基）を含んでもよい。本発明において有用なラベルとしては
、蛍光色素（例えば、フルオレセインイソチオシアネート、テキサスレッド、ローダミン
、緑色蛍光タンパク質等）、放射性同位元素（例えば、３Ｈ、３５Ｓ、３２Ｐ、３３Ｐ、
１２５Ｉ、または１４Ｃ）、酵素（例えば、ＬａｃＺ、西洋ワサビペルオキシダーゼ、ア
ルカリフォスファターゼ）、ジゴキシゲニン、および、比色計ラベル、例えば、コロイド
状金、または、有色ガラスまたはプラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン
、ラテックス等）のビーズが挙げられる。各種抗リガンド、およびリガンドも使用が可能
である（ラベル自体として、または、ラベルを付着させる手段として）。天然の抗リガン
ドを持つリガンド、例えば、ビオチン、サイロキシン、およびコルチゾールの場合、リガ
ンドは、標識抗リガンドと組み合わせて使用することが可能である。
【００７０】
　本明細書で用いるｄＮＴＰまたはｒＮＴＰの「タイプ」とは、ヌクレオチドの特定の塩
基、すなわち、アデニン、シトシン、チミン、ウリジン、またはグアニンを指す。
【００７１】
　本明細書で用いる「オリゴヌクレオチド」は、短い、一般に１本鎖の、一般に長さが約
２００ヌクレオチド未満（しかし必ずしもそうでなくともよい）の、一般に合成ポリヌク
レオチドを一般に指す。本発明のオリゴヌクレオチドは、複合プライマーと補助プライマ
ーを含む。「オリゴヌクレオチド」および「ポリヌクレオチド」という用語同士は相互排
除的ではない。ポリヌクレオチドに関する上の記述は、オリゴヌクレオチドにも等しく、
十分に適用される。
【００７２】
　本明細書で用いる「プライマー」は、テンプレート配列（例えば、標的ポリヌクレオチ
ド、標的ＤＮＡ、または、プライマー伸長産物）にハイブリダイズする遊離３’－ＯＨ基
を含み、テンプレートに対して相補的なポリヌクレオチドの重合を促進することが可能で
ある。「プライマー」は、例えば、オリゴヌクレオチドであることが可能である。
【００７３】
　本明細書で用いる「補助プライマー」とは、ランダム化および／または部分的ランダム
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化配列を含むプライマーの集団である。補助プライマーは本明細書に記載されるポリヌク
レオチドである。ただし、一般的には補助プライマーはＤＮＡから構成される。ランダム
プライマーは従来技術で既知であり、市販されている。補助プライマーの例としては、実
施例１に示されるランダム化ヘキサマープライマーの集団がある。
【００７４】
　「抑制する」というのは、参照と比較した場合に、活性、機能、および／または量を減
少または低下させることである。
【００７５】
　本明細書で用いる「ランダムにプライミングする」または「ランダムハイブリダイゼー
ション」とは、複合プライマーが、テンプレートポリヌクレオチド内の複数部位にハイブ
リダイズすることを意味する。
【００７６】
　本明細書で用いる「ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体」とは、（ａ）テ
ンプレートポリヌクレオチドのコピー、および／または、複合プライマー配列に付属する
テンプレートポリヌクレオチド配列の相補体のコピー、および、（ｂ）テンプレートポリ
ヌクレオチドのコピー、および／または、複合プライマー配列の相補体に付属するテンプ
レートポリヌクレオチドの相補体のコピーを一般的に含む、中間体複合体の集団を一般的
に指す。中間体複合体の中に複合プライマー配列が存在することによって、その複合体は
少なくともＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含むことになる。この部分的ヘテロ二重
鎖のＲＮＡ部分は、一般に、複合プライマーのＲＮＡ部分によって（伸長を通じて）導入
され、この部分的ヘテロ二重鎖のＤＮＡ部分は、複合プライマーのＲＮＡ部分の相補体を
含む。本明細書において先に論じたように、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複
合体は、後段増幅において、本法の単一プライマー等温性増幅相の際に基質として機能す
る。一般に、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖のＲＮＡは切断されて、複合プライマー
のＲＮＡに対して相補的な配列を持つ（従って、複合プライマーに対する結合部位を形成
する）３’単一鎖部分を生成する。従って、「３’単一鎖部分を含む複合体」への言及は
、一般に、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖であって、そのＲＮＡが切断されたヘテロ
二重鎖を含む複合体を指す。
【００７７】
　「複合体」とは、複数の成分の集合体である。複合体は、安定であってもなくてもよく
、直接または間接に検出されてもよい。例えば、先に述べたように、反応のいくつかの成
分、および、反応の産物のタイプを考慮すれば、複合体の存在は推測が可能である。本発
明の目的にとっては、複合体は、一般的に、最終増幅産物に対して中間体である。複合体
の例としては、上述したように、複合プライマー伸長産物と第２複合プライマー伸長産物
からなる複合体がある。
【００７８】
　ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの「部分」または「領域」は、本明細書で
は相互交換的に使用されるが、２個以上の塩基からなる一連の配列である。別の実施形態
では、領域または部分は、少なくとも、３、５、１０、１５、２０、２５、またはそれを
超える連接ヌクレオチドの内から任意に選択されるヌクレオチドである。
【００７９】
　別の配列に「隣接する」領域、部分、または配列は、その領域、部分、または配列に直
接接触する。例えば、複合プライマーの５’ＤＮＡ部分に隣接するＲＮＡ部分はその領域
に直接接触する。
【００８０】
　「反応混合物」は、適当な条件下で反応して、複合体（中間体であるかも知れない）お
よび／または産物を形成する、複数成分の集合体である。
【００８１】
　“Ａ，”“ａｎ，”および“ｔｈｅ”などは、別様に指示しない限り、複数形を含む。
“Ａ”断片は１個以上の断片を意味する。
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【００８２】
　ある事象、例えば、ハイブリダイゼーション、鎖伸長等が起こることを「可能とする」
条件、または、ある事象が起こるのに「適当な」条件、または、「適当な」条件とは、そ
のような事象が起こるのを妨げない条件である。従って、これらの条件は、その事象を可
能とする、強化する、促進する、および／または、その事象に導く。従来技術で既知であ
り、本明細書にも記述されるこのような条件は、例えば、ヌクレオチド配列の性質、温度
、およびバッファー条件に依存する。これらの条件はまた、所望の事象、例えば、ハイブ
リダイゼーション、切断、および／または、鎖伸長にも依存する。
【００８３】
　本明細書で用いる配列「変異」とは、参照配列と比べた場合の、目的の配列における配
列変化を指す。参照配列は、野生型配列か、または、それと目的の配列とを比べて見たい
と思う配列であってもよい。配列変異としては、置換、トランスバージョン、欠失、また
は挿入のような機構によって起こる単一ヌクレオチド変化、または、配列における１を超
えるヌクレオチドの変化が挙げられる。一塩基多型（ＳＮＰ）も本明細書で用いられる配
列変異である。
【００８４】
　「マイクロアレイ」および「アレイ」は本明細書では相互交換的に使用されるが、しば
しば未確定の特性を持つ生化学サンプル（標的）に対して、結合が予想される部位（例え
ば、ハイブリダイゼーションによって）を持つアレイ、好ましくは定序アレイを備える表
面を含む。好ましい実施形態では、マイクロアレイは、基板の定義された場所に不動化さ
れた、個々別々のポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドプローブの集合体を指す。
アレイは、材料、例えば、紙、ガラス、プラスチック（例えば、ポリプロピレン、ナイロ
ン、ポリスチレン）、ポリアクリルアミド、ニトロセルロース、シリコン、光ファイバー
、またはその他適当な任意の固形または半固形支持体のような材料から製造され、平面形
状（例えば、ガラスプレート、シリコンチップ）、または三次元（例えば、ピン、ファイ
バー、ビーズ、粒子、マイクロタイターウェル、毛細管）形状に構成された基板上に形成
される。アレイを形成するプローブは、例えば、下記の複数のやり方から選択される任意
の数の方法を選んで基板の上に付着されてもよい。すなわち、（ｉ）フォトリソグラフィ
ー技術によるインサイチュ合成（例えば、高密度オリゴヌクレオチドアレイ）（Ｆｏｄｏ
ｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９１），２５１：７６７－７７３；Ｐｅａｓｅ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．（１９９４），
９１：５０２２－５０２６；Ｌｏｃｋｈａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（１９９６），１４：１６７５；米国特許第５，５７８，８３２、５
，５５６，７５２、および５，５１０，２７０号を参照のこと）、（ｉｉ）ガラス、ナイ
ロン、またはニトロセルロース上に中等から低密度での（例えば、ｃＤＮＡプローブを）
スポット滴下／印刷（Ｓｃｈｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９９５），２７
０：４６７－４７０；ＤｅＲｉｓｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（
１９９６），１４：４５７－４６０；Ｓｈａｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅ
ｓ．（１９９６），６：６３９－６４５；およびＳｃｈｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．（１９９５），９３：１０５３９－１１２
８６）、（ｉｉｉ）マスキングによるもの（Ｍａｓｋｏｓ　ａｎｄ　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，
Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．（１９９２），２０：１６７９－１６８４）、および、（
ｉｖ）ナイロンまたはニトロセルロースハイブリダイゼーション膜に対するドットブロッ
ティングによるもの（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．編，１９８９，“Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，”第２版、
１－３巻、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ニューヨーク州）を参照）。プローブは、アンカーに対
するハイブリダイゼーションによって、磁性ビーズによって、または、マイクロタイター
ウェルまたは毛細管における液相として、基板に対して非共有結合で不動化されてもよい
。プローブ分子は、一般には、核酸、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、およびｃＤＮＡ
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のような核酸であるが、タンパク、ポリペプチド、オリゴ糖、細胞、組織、および、標的
分子に特異的に結合することが可能な、それらの任意の置換を含んでもよい。
【００８５】
　「３’」という用語は、一般に、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドにおいて
、同じポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの別の領域または位置よりも、３’側
の（下流の）領域または位置を指す。
【００８６】
　「５’」という用語は、一般に、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドにおいて
、同じポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの別の領域または位置よりも、５’側
の（上流の）領域または位置を指す。
【００８７】
　「３’－ＤＮＡ部分」、「３’－ＤＮＡ領域」、「３’－ＲＮＡ部分」、および「３’
－ＲＮＡ領域」という用語は、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドにおいて、該
ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの３’末端側に位置する部分または領域を指
し、その同じポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドのもっとも３’側のヌクレオチ
ド、または、もっとも３’側のヌクレオチドに付着する成分を含んでもよいし、含まなく
ともよい。もっとも３’側のヌクレオチドは、好ましくは、約１から約５０個の、より好
ましくは約１０から約４０個の、さらにより好ましくは約２０から約３０個のヌクレオチ
ドであり得る。
【００８８】
　「５’－ＤＮＡ部分」、「５’－ＤＮＡ領域」、「５’－ＲＮＡ部分」、および「５’
－ＲＮＡ領域」という用語は、ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドにおいて、該
ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドの５’末端側に位置する部分または領域を指
し、その同じポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドのもっとも５’側のヌクレオチ
ド、または、もっとも５’側のヌクレオチドに付着する成分を含んでもよいし、含まなく
ともよい。もっとも５’側のヌクレオチドは、好ましくは、約１から約５０個の、より好
ましくは約１０から約４０個の、さらにより好ましくは約２０から約３０個のヌクレオチ
ドであり得る。
【００８９】
　本明細書で用いる、産物が「欠如する」または、産物の「欠如」、および「産物検出不
能」とは、一般的には産物の目立った蓄積が無いことによる、微々たるレベル、または最
小レベルを含む。
【００９０】
　特許法における既に確立した原則に従って、“ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ”とは“ｉｎｃｌ
ｕｄｉｎｇ”を意味する。
【００９１】
　（本発明の増幅法）
　下記は本発明の増幅法の例である。既に一般的な記述が与えられたのであるから、その
他にも各種の実施形態が実施可能であることが理解される。例えば、複合プライマー使用
への言及は、本明細書に記載される複合プライマーの内から任意に選択される複合プライ
マーの使用が可能であることを意味する。
【００９２】
　（複数のテンプレートポリヌクレオチド部位にハイブリダイズする複合プライマーを用
いる増幅）
　本発明は、ＤＮＡおよびＲＮＡテンプレートポリヌクレオチドを含むテンプレートポリ
ヌクレオチド内部の複数部位に結合することが可能な複合プライマーによる大規模増幅法
を提供する。
【００９３】
　一般に、本発明の方法は２つの相を含む、すなわち、（ａ）複合プライマーのランダム
ハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、鎖置換による複合プライマー伸長産
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物の置換であって、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生成される相、お
よび、（ｂ）複合プライマー依存性単一プライマー等温性増幅相である。
【００９４】
　従って、本発明の方法は下記のように動作する。（ａ）反応混合物をインキュベートす
る工程であって、前記反応混合物は（ｉ）テンプレートポリヌクレオチド、（ｉｉ）複合
プライマーである第１プライマーで、前記複合プライマーはＲＮＡ部分と３’ＤＮＡ部分
とを含み、テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダイズすることが可能で
ある第１プライマー、（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｉｖ）Ｒ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ（別の酵素として存在してもよいし、あるいは、ＤＮＡ依
存性ＤＮＡポリメラーゼとＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼの両ポリメラーゼ活性を含む
酵素として存在してもよい）を含み、インキュベーション工程は、複合体プライマーのラ
ンダムハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、ある実施形態では、プライマ
ー伸長産物のテンプレートポリヌクレオチドからの置換を可能とする条件下で行われ、そ
れによって、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生成される工程、および
、（ｂ）反応混合物をインキュベートする工程で、前記反応混合物は（ｉ）工程（ａ）に
よって生成された反応産物（またはその一定部分）、（ｉｉ）複合プライマー（第１プラ
イマーと同じであってもよいし、第１プライマーとは異なるプライマーであってもよい）
、（ｉｉｉ）ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、（ｉｖ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブ
リッドからＲＮＡを切断する因子（例えば、酵素）を含み、インキュベーションは、プラ
イマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からのＲ
ＮＡの切断を可能とし、かつ、プライマー伸長産物において、そのＲＮＡが切断され、別
の複合プライマーがテンプレートに結合して伸長される時、プライマー伸長産物の置換を
可能とする条件下で行われ、それによってポリヌクレオチド（一般的には、ＤＮＡ）増幅
産物の多数コピーが生成される工程である。ある実施形態では、工程（ｂ）の反応混合物
は、工程（ａ）による反応混合物（または、その一定部分）を含む。別の実施形態では、
工程（ｂ）は、工程（ａ）の反応混合物に、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切
断する因子（例えば、ＲＮアーゼＨ）を添加することによって起動される。テンプレート
ポリヌクレオチドがＲＮＡである実施形態では、工程（ａ）の反応混合物はさらに、ＲＮ
Ａ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断する因子（例えば、酵素）を含む。
【００９５】
　（（ａ）複合プライマーのランダムハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および
、鎖置換による複合プライマー伸長産物の置換）
　本法は、一般に、特異的に設計されたプライマー、一般的にＲＮＡ／ＤＮＡ複合プライ
マーを使用することを含む。本増幅法の第１相では、複合プライマーを用いて、テンプレ
ートポリヌクレオチド（例えば、ゲノムＤＮＡ）にランダムにプライミングさせる。本明
細書で用いる「ランダムにプライミングする」または「ランダムハイブリダイゼーション
」とは、複合プライマーが、テンプレートポリヌクレオチド内部の複数部位にハイブリダ
イズすることを意味する。我々は、ある種の複合プライマーは、テンプレートポリヌクレ
オチドの内部の複数部位に結合する（一般に、ランダムプライマーハイブリダイゼーショ
ンを促進する条件下で）こと、従って、本発明の方法に使用するのに特に好適であること
を発見した。一般に、好適な複合プライマーは、テンプレート核酸の複数配列に対し、特
に、複合プライマーの３’配列において、部分的相同性を示す、従って、複合プライマー
は、少なくとも、テンプレートポリヌクレオチドにランダムにプライミングすることが可
能な（特に、ランダムプライマーハイブリダイゼーションを可能とする条件下で）３’Ｄ
ＮＡ部分を含む。複合プライマーの選択と設計を下記にさらに記載する。
【００９６】
　本発明の方法に使用される複合プライマーの各種実施形態をここに記載する。例えば、
図１は、本発明の方法に有用な複合プライマーの１つの実施形態を示す。図に示されるよ
うに、複合プライマーは、その３’末端にＤＮＡ部分を、その５’末端にＲＮＡ部分を含
む。本明細書で論じるように、３’ＤＮＡ部分が、５’方向において、ＲＮＡ部分につな



(28) JP 2006-523465 A5 2011.3.10

がり、それがさらにＤＮＡ部分につながる、そのような複合プライマーを用いることも可
能である。これら分節のそれぞれの長さは、一般に、増幅効率が最大になるように決定さ
れる。ある実施形態では、標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズする複合プライマーと
、単一プライマー等温性増幅の際に用いられる複合プライマーとは同じである。ある実施
形態では、標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズする複合プライマーと、単一プライマ
ー等温性増幅の際に用いられる複合プライマーとは異なる。
【００９７】
　ある配列（またはテンプレート）に結合する（ハイブリダイズする）プライマーに対す
る言及は、そのプライマーの少なくとも一部がハイブリダイズされた実施形態ばかりでな
く、プライマー全体がハイブリダイズされた実施形態をも含む。従って、これから説明が
明らかにするように、ある配列にハイブリダイズするプライマーに対する言及は、そのプ
ライマーの少なくとも一部がハイブリダイズされた実施形態ばかりでなく、プライマーの
２つ（またはそれを超える部分）が、プライマーのハイブリダイズされない（ループアウ
ト）部分によって隔てられてハイブリダイズされる実施形態をも含む。例えば、図２は、
テンプレートポリヌクレオチドの複数位置にハイブリダイズする単一複合プライマーを示
す。図では、複合プライマーの様々の部分が、そのハイブリダイズされる部位（配列）に
応じて、テンプレートポリヌクレオチドにハイブリダイズされる。従って、本発明の方法
によれば、ＤＮＡポリメラーゼによるプライマー伸長を起動するためには、複合プライマ
ーの３’－末端の一部だけでもハイブリダイズしなければならない。ある実施形態では、
プライマー伸長が起動されるためには、例えば、プライマーの３’末端の僅かに２、３、
４、５、６、７、８個、またはそれを超えるヌクレオチドがハイブリダイズする必要があ
る。複合プライマーの３’最末端部のハイブリダイゼーションは、プライマーの別部分の
さらなるハイブリダイゼーション（介在プライマー部分がループアウトであると、ないと
を問わず）によって様々の程度に安定化され得る。プライマー伸長の開始によって複合プ
ライマーのハイブリダイゼーションを強化し（例えば、安定化し）、従ってプライマーハ
イブリダイゼーションを安定化するために、プライマーハイブリダイゼーションの際にＤ
ＮＡポリメラーゼを含めることも可能である。
【００９８】
　複合プライマーのテンプレートポリヌクレオチドに対するランダムハイブリダイゼーシ
ョンは、一般に、ランダム（非特異的）プライマーハイブリダイゼーションを可能とする
条件下で起こる。このような条件は、従来技術でよく知られるが、下記が挙げられる、す
なわち、プライマーハイブリダイゼーションおよび／またはプライマー伸長の際に厳格度
の低下（温度低下および／または厳格度を下げるバッファー条件を含む）、複合プライマ
ーの選択および／または設計（本明細書で後述）、および、複合プライマーとテンプレー
トの濃度である。ハイブリダイゼーションの厳格度、複合プライマーの選択および／また
はプライマー濃度を用いて複合プライマーハイブリダイゼーションの頻度を制御すること
、従って、増幅産物におけるテンプレート配列のカバー範囲および／または表示を制御す
ることが可能であることが理解される。上述のように、本発明のある局面は、テンプレー
トの下流位置にハイブリダイズした複合プライマーのプライマー伸長の際に、介在プライ
マー伸長産物を置換し、プライマー伸長産物をテンプレートポリヌクレオチドから置換さ
せることである。鎖置換活性を有するＤＮＡポリメラーゼを用いるのが好ましい。
【００９９】
　複合プライマーのランダムハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、鎖置換
によるプライマー伸長産物の置換は、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む多数の複
合体をもたらす。この複合体は、（ａ）テンプレートポリヌクレオチドのコピー、および
／または、複合プライマー配列に付属する（伸長を通じて）ポリヌクレオチド配列の相補
体のコピー、および、（ｂ）テンプレートポリヌクレオチドのコピー、および、複合プラ
イマー配列の相補体に付属する（伸長を通じて）テンプレートポリヌクレオチドの相補体
のコピーを含む。一般に、複合体のＲＮＡ部分は、複合プライマーによって導入される。
【０１００】
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　ある実施形態では、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体の生成は下記の工
程を含む、すなわち、（ｉ）複合プライマーの伸長産物の形成、および（ｉｉ）第１プラ
イマー伸長産物に沿う、プライマー伸長による第２プライマー伸長産物の形成である。例
えば、ある実施形態では、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体は下記のよう
に生成される、すなわち、テンプレートポリヌクレオチド鎖の複数部位に対する、複合プ
ライマーのランダムハイブリダイゼーションの後に、ＤＮＡポリメラーゼが、テンプレー
ト鎖に沿って複合プライマーを伸長し、ポリヌクレオチドテンプレート鎖に対して相補的
な、複合プライマー伸長産物を生成する。プライマー伸長は、テンプレートの上流部位に
ハイブリダイズしたプライマーから伸長した鎖に向かって延び、その鎖を置換する。従っ
て、上記のように、本発明のある局面は、テンプレートの下流部位にハイブリダイズした
複合プライマーのプライマー伸長時における介在プライマー伸長産物の置換であり、それ
によって、複合プライマー伸長産物が、テンプレートポリヌクレオチドから置換させられ
ることである。図３は、テンプレート鎖の複数部位にハイブリダイズした複合プライマー
からのプライマー伸長を示し、その際、複合プライマー伸長産物は、テンプレート鎖の下
流部位にハイブリダイズしたある複合プライマーからのプライマー伸長によって置換させ
られている。
【０１０１】
　置換させられる複合プライマー産物は、５’ＲＮＡ部分を含む、５’末端の複合プライ
マー配列を含む。都合のために、言及は「ある」複合プライマー伸長産物としかされてい
ないが、複数の複合プライマー伸長産物が、複合プライマー配列に付属する（伸長を通じ
て）複数のテンプレートポリヌクレオチド配列の相補体として生成されることが理解され
る。図４は、複数の標的ポリヌクレオチド入れの相補体を含む配列に連結した（伸長によ
って）複合プライマー１を含む複合プライマー伸長産物の集合を示す。
【０１０２】
　置換複合プライマー伸長産物をテンプレートとして用いて、第１プライマー伸長産物に
対して相補的な第２プライマー伸長産物が、複合プライマー伸長産物のＤＮＡ部分に沿っ
て、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼによって生成され、複合プライマー伸長産物の５’
ＲＮＡ部分に沿って、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼによる伸長によって、末端にＲＮ
Ａ／ＤＮＡ複合体を含む２本鎖複合体が生成される。第２プライマー伸長産物の生成は、
図５に描かれるように、複合プライマーによってランダムにプライミングされてもよい。
あるいは別に、第２プライマー伸長産物は、別の複合プライマー伸長産物の３’末端によ
ってプライミングされてもよい。第２鎖生産が、外来の（添加された）プライマー、およ
び／または、テンプレートＲＮＡ（内在性プライマー）の断片によってプライミングされ
る、さらに別の実施形態が後述される。
【０１０３】
　（（ｂ）ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体をテンプレートとして用いて
行う単一プライマー等温性増幅）
　単一プライマー等温性増幅と命名される本発明の第２相では、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘ
テロ二重鎖を含む複合体が、下記のように、後段増幅の基質となる。すなわち、ＲＮＡ／
ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡ配列を切断する酵素（例えば、ＲＮアーゼＨ）は、部分的
ヘテロ二重鎖からＲＮＡを切断し、３’単一鎖ＤＮＡ配列を含む、部分的２本鎖ポリヌク
レオチド複合体を残す。この３’単一鎖配列（ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む
複合体においてＲＮＡを切断することによって形成される）は、一般に、複合プライマー
のＲＮＡの相補体であり、従って、複合プライマー（第１複合プライマーと同じであって
も、同じでなくともよい）に対する特異的結合部位を形成する。ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリ
メラーゼによる、結合複合プライマーの伸長は、プライマー伸長産物を生産し、これは、
以前に結合した切断されるプライマー伸長産物を置換し、そのためにポリヌクレオチド（
一般に、ＤＮＡ）産物が蓄積される。例えば、米国特許第６，２５１，６３９および６，
６９２，９１８号を参照されたい。図６は、複合プライマー、および、ＲＮＡ／ＤＮＡ部
分的ヘテロ二重鎖を含む複合体を、後段増幅のためのテンプレートとして用いた場合の、
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ＤＮＡ産物の増幅を示す。
【０１０４】
　ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体を、後段増幅（単一プライマー等温性
増幅とも呼ばれる）のテンプレートとして用いる増幅は、一般に、複合プライマーハイブ
リダイゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからのＲＮＡの切断、
および、鎖置換を可能とする条件下で行われる。複合プライマーが、一般に複合プライマ
ー配列の少なくとも一部の相補体を含む（ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合
体のＲＮＡを切断することによって形成される、部分的に２本鎖のポリヌクレオチドの）
３’単一鎖部分にハイブリダイズする限り、複合プライマーハイブリダイゼーションは、
特異的ハイブリダイゼーションを可能とする条件下にあると言ってよい。従って、ある実
施形態では、反応条件は、厳格なハイブリダイゼーション（すなわち、全体的に互いに相
補的である配列同士のハイブリダイゼーション）を可能とする。本明細書の説明から明ら
かなように、別の実施形態では、反応条件はそれほど厳しくない（すなわち、完全に相補
的よりも低い相補性を持つ配列同士のハイブリダイゼーションを可能とする）。
【０１０５】
　一般に、本発明の方法は、多数の、相当多数の、極めて多数のテンプレートポリヌクレ
オチド配列の増幅をもたらす。ある実施形態では、最初のサンプル中に存在する事実上全
てのテンプレートポリヌクレオチド（例えば、ｍＲＮＡの全て、またはゲノムＤＮＡの全
て）が増幅される。別の実施形態では、例えば、従来技術で既知の方法を用いて分析対象
のテンプレートサンプルに存在することが知られるマーカー配列を分析することによって
評価した場合に、少なくとも５０、少なくとも１００、少なくとも２００、少なくとも３
００個、またはそれを超える別々の配列（例えば、ポリヌクレオチドの遺伝子またはその
他のサブセグメント、マーカー（例えば、ＳＮＰまたはその他の多型））が増幅される。
増幅されるテンプレートポリヌクレオチド配列は、同じポリヌクレオチド（例えば、ゲノ
ムＤＮＡテンプレートの１つの染色体または１つの染色体の１つの部分、または、ＲＮＡ
テンプレートの同じＲＮＡ）上に存在してもよいし、異なるテンプレートポリヌクレオチ
ド（例えば、ＤＮＡテンプレートの異なる染色体または染色体の異なる部分、または、Ｒ
ＮＡテンプレートの異なるＲＮＡ）上に存在してもよい。本明細書ではゲノムＤＮＡの増
幅を例示するが、当業者であれば、本発明の大規模増幅法は、任意のポリヌクレオチドプ
ール、またはそのサブセットの増幅に好適であることが理解されよう。
【０１０６】
　説明の都合のため、ポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ）産物について言及することに
する。増幅産物は、一般に、所定のテンプレートポリヌクレオチドのセンスコピーとアン
チセンスコピーの混合物であることが理解される。例えば、テンプレートポリヌクレオチ
ドが２本鎖ＤＮＡである場合、増幅産物は各鎖に一致する。テンプレートポリヌクレオチ
ドが１本鎖である場合（例えば、ＲＮＡまたは１本鎖ＤＮＡ）、一般に、テンプレートポ
リヌクレオチド（センスコピー）およびテンプレートポリヌクレオチドの相補体（アンチ
センスコピー）のコピーである増幅産物が生産される。異なるセンスの増幅産物は、アニ
ールして２本鎖（または、部分的２本鎖）複合体を形成することが可能であるし、あるい
は、アニールを阻止して（または、その後に変性させて）、１本鎖増幅産物の混合物を生
産することも可能である。増幅産物は別々の長さを持っていてもよい。
【０１０７】
　説明から明らかなように、また実施例に示されるように、本発明の方法は、複合プライ
マー依存性である。すなわち、複合プライマーが欠如する場合には増幅は観察されない。
【０１０８】
　上記実施形態で具体的に示されたように、全ての工程は等温性である（熱サイクル工程
が要求されないという意味で）。ただし、各工程の温度は同じであっても、同じでなくと
もよい。全体的説明が上に与えられたわけであるから、他にも様々な実施形態の実行が可
能であることが理解される。例えば、本明細書に記載され、例示されるように、ある工程
は、温度を変えながら（例えば、上げながら、または下げながら）実行してもよい。
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【０１０９】
　説明を簡単にするために、本発明の方法を、上に、２つの別々の工程または相として記
載する。ある実施形態では、この２つの相は同時に実行してもよいことが理解される（例
えば、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素が第１反応混合物に含まれ
る場合）。別の実施形態では、工程（ｂ）は、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを
切断する酵素（例えば、リボヌクレアーゼ、例えば、ＲＮアーゼＨ）、および、要すれば
随意に、実施例１に示すように、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを加えることによって
起動してもよい。この実施形態では、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する
酵素を添加することによって、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体をテンプ
レートとして用いる後段増幅（すなわち、上の工程（ｂ））が可能となる。しかしながら
、テンプレートポリヌクレオチド鎖に沿って起こる、ランダムにプライミングした複合プ
ライマーからのプライマー伸長（および鎖置換）は、単一プライマー等温性増幅の間継続
し得ることが理解される。
【０１１０】
　上には全体としてただ１つの複合プライマーが記述されたが、本増幅法は、テンプレー
トポリヌクレオチドにランダムにプライミングする、２本以上の別々の複合プライマーの
存在下に実行してもよいことがさらに理解される。さらに、テンプレートポリヌクレオチ
ドにランダムにプライミングする、２本以上の別々の複合プライマーを用いて実行される
２種以上の別々の増幅反応の増幅ポリヌクレオチド産物を混合することも可能である。さ
らに、工程（ａ）（すなわち、テンプレートポリヌクレオチドに対するランダムなプライ
ミング）と工程（ｂ）（すなわち、単一プライマー等温性増幅）において別々の複合プラ
イマーを使用することが可能であることが理解される。この場合、別々の複合プライマー
は、部分的２本鎖複合体の３’１本鎖ＤＮＡ部分（ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を
含む複合体からＲＮＡを切断することによって生成される）にハイブリダイズすることが
可能な配列を含む。一般に、第２複合プライマーは、第１複合プライマーと重複する配列
を含む。
【０１１１】
　（テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダイズする複合プライマーおよ
び補助プライマーによる増幅）
　本発明の別の局面では、テンプレートポリヌクレオチド、複合プライマー、ＤＮＡ依存
性ＤＮＡポリメラーゼ、およびＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを含む反応混合物中に補
助プライマーが存在する。本明細書で用いる「補助プライマー」とは、ランダムに、また
は、部分的ランダムにプライミングするプライマーの集団を指す。補助プライマーの例は
、実施例１に使用されるランダムヘキサマープライマーである。増幅の際に補助プライマ
ー（すなわち、様々のランダムプライマーの集団）を含めることは、増幅産物の生産効率
および／または標的カバー範囲を向上させると考えられる。
【０１１２】
　ある実施形態では、本発明の方法は下記のように動作する。すなわち、（ａ）反応混合
物をインキュベートする工程で、前記反応混合物は、本明細書に記載する複合プライマー
、補助プライマー、テンプレートポリヌクレオチド、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、
および、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ（これらは、両方の活性を含む単一の酵素とし
て存在してもよい）を含み、インキュベーションは、複合プライマーのランダムハイブリ
ダイゼーション、補助プライマーのハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、
鎖置換に適した条件下で行われ、それによってＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む
複合体が生成される工程；および、（ｂ）反応混合物をインキュベートする工程で、前記
反応混合物は、工程（ａ）によって生成された反応産物（またはその一定部分）、複合プ
ライマー（工程（ａ）の複合プライマーと同じであっても、別の複合プライマーであって
もよい）、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、要すれば随意に補助プライマー、および、
ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素を含み、インキュベーションは、
プライマーハイブリダイゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖から
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のＲＮＡの切断を可能とし、かつ、前記複合体において、そのＲＮＡが切断され、別の複
合プライマーがテンプレートに結合して伸長される時、プライマー伸長産物の複合体から
の置換を可能とする条件下で行われ、それによってポリヌクレオチドテンプレート配列の
多数コピーが生成される工程である。
【０１１３】
　増幅時に補助プライマー（すなわち、様々のランダムプライマー集団）を含めることは
、テンプレートポリヌクレオチドの生産効率および／またはカバー範囲を向上させると考
えられる。理論に縛られる心算はないが、補助プライマーのプライマー伸長は、テンプレ
ートポリヌクレオチドからの複合プライマー伸長産物の置換を増し、および／または、第
２プライマー伸長産物生成を開始することが考えられる。図７は、テンプレート鎖の複数
部位にハイブリダイズする複合プライマーと補助プライマーのプライマー伸長を示す。図
８は、複合プライマー伸長産物にハイブリダイズした補助プライマーによって起動される
第２プライマー伸長産物の生成を示す。
【０１１４】
　説明の簡単のために、補助プライマーの使用は第１相の複合プライマーのランダムハイ
ブリダイゼーション（すなわち、工程（ａ））においてのみ記述されたが、補助プライマ
ーは、方法の第２相、単一プライマー等温性増幅（すなわち、工程（ｂ））の反応混合物
中に存在してもよいことは明らかである。
【０１１５】
　説明から明らかなように、また実施例に示されるように、本発明の方法は、複合プライ
マー依存性である。すなわち、複合プライマーが欠如する場合には増幅は観察されない。
【０１１６】
　（テンプレートＲＮＡの複数部位にハイブリダイズする複合プライマーおよび補助プラ
イマーによる増幅）
　本発明の別の局面では、補助プライマーは、テンプレートＲＮＡ、複合プライマー、Ｄ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、およびＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼを含む反応混合
物に存在する。本明細書で用いる「補助プライマー」とは、ランダムに、または、部分的
ランダムにプライミングするプライマーの集団を指す。増幅の際に補助プライマー（すな
わち、様々のランダムプライマーの集団）を含めることは、増幅産物の生産効率および／
または標的カバー範囲を向上させると考えられる。
【０１１７】
　ある実施形態では、本発明の方法は下記のように動作する。すなわち、（ａ）反応混合
物をインキュベートする工程で、前記反応混合物は、本明細書に記載する複合プライマー
、補助プライマー、テンプレートＲＮＡ、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、Ｒ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ（これらは、両方の活性を含む単一の酵素として存在して
もよい）を含み、インキュベーションは、複合プライマーのランダムハイブリダイゼーシ
ョン、補助プライマーのハイブリダイゼーション、プライマー伸長、および、鎖置換に適
した条件下で行われ、それによってＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体が生
成される工程；および、（ｂ）反応混合物をインキュベートする工程で、前記反応混合物
は、工程（ａ）によって生成された反応産物（またはその一定部分）、複合プライマー（
工程（ａ）の複合プライマーと同じであっても、別の複合プライマーであってもよい）、
ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、場合により補助プライマー、および、ＲＮＡ／ＤＮＡ
ハイブリッドからＲＮＡを切断する酵素を含み、インキュベーションは、プライマーハイ
ブリダイゼーション、プライマー伸長、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からのＲＮＡの切断
を可能とし、かつ、前記複合体において、そのＲＮＡが切断され、別の複合プライマーが
テンプレートに結合して伸長される時、プライマー伸長産物の複合体からの置換を可能と
する条件下で行われ、それによってポリヌクレオチドテンプレート配列の多数コピーが生
成される工程である。
【０１１８】
　増幅時に補助プライマー（すなわち、様々のランダムプライマー集団）を含めることは
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、テンプレートＲＮＡの生産効率および／またはカバー範囲を向上させると考えられる。
理論に縛られる心算はないが、補助プライマーのプライマー伸長は、テンプレートＲＮＡ
からの複合プライマー伸長産物の置換を増し、および／または、第２プライマー伸長産物
生成を開始することが考えられる。図７は、テンプレート鎖の複数部位にハイブリダイズ
する複合プライマーと補助プライマーのプライマー伸長を示す。図８は、複合プライマー
伸長産物にハイブリダイズした補助プライマーによって起動される第２プライマー伸長産
物の生成を示す。
【０１１９】
　説明の簡単のために、補助プライマーの使用は第１相の複合プライマーのランダムハイ
ブリダイゼーション（すなわち、工程（ａ））においてのみ記述されたが、補助プライマ
ーは、方法の第２相、単一プライマー等温性増幅（すなわち、工程（ｂ））の反応混合物
中に存在してもよいことは明らかである。
【０１２０】
　説明から明らかなように、また実施例に示されるように、本発明の方法は、複合プライ
マー依存性である。すなわち、複合プライマーが欠如する場合には増幅は観察されない。
【０１２１】
　（本発明の方法に使用される成分および反応条件）
　（テンプレート核酸）
　増幅の標的とされる核酸（ＮＡ）は、精製された、あるいは未精製の形態の任意の供給
源から得られる核酸、それは、ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡおよびｓｓＤＮＡ）、またはｔＲＮＡ
、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡを含むＲＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡおよびＲＮＡ、クロロプラス
トＤＮＡおよびＲＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド、またはそれらの混合物、遺伝子、
染色体、プラスミド、生物材料、例えば、微生物、例えば、細菌、酵母、ウィルス、ウイ
ロイド、カビ、真菌、植物、動物、ヒトのような生物材料のゲノム、および、それらの断
片であってもよい核酸を含む。好ましい標的ポリヌクレオチドとしては、ＤＮＡ（例えば
、ゲノムＤＮＡ、例えば、ヒトゲノムＤＮＡおよび哺乳類ゲノムＤＮＡ（例えば、マウス
、ラット）を含むゲノムＤＮＡ）、および、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ、リボソームＲＮ
Ａ、および全体ＲＮＡ）が挙げられる。テンプレートＲＮＡは、コードＲＮＡおよび非コ
ードＲＮＡを含むことを理解しなければならない。配列は、天然に発生したものであって
も、あるいは、組み換え核酸標的、例えば、対象の核酸断片クローンであってもよい。
【０１２２】
　標的核酸は、生物サンプルのような複雑な混合物の中のほんの小部分であってもよく、
従来技術で良く知られた手法を用いて各種生物材料から入手してもよい。核酸は、ごく少
量の核酸を含む供給源、例えば、単一細胞、少数の細胞、患者サンプル、法医学サンプル
、および、考古学サンプルを含む供給源からも入手が可能である。核酸の入手・精製は、
従来技術における標準的な技術、例えば、１個の、または、ごく少数の細胞を単離するよ
うに設計された方法、例えば、細胞ソーティングまたはレーザー捕捉マイクロディセクシ
ョンのような技術を用いる。本発明の方法は、ゲノムＤＮＡ（例えば、ヒトおよびその他
の哺乳類ゲノムＤＮＡ）を始め、ＲＮＡ（例えば、全体ＲＮＡまたはｍＲＮＡサンプル）
について使用するのに特に好適である。ＲＮＡ標的の増幅は、従来技術で既知のように、
先ずｃＤＮＡを合成し、その後でｃＤＮＡテンプレートから増幅することによって実現さ
れ得る。
【０１２３】
　標的ポリヌクレオチドは、既知または未知であってよく、対象として、それぞれが同じ
であっても異なっていてもよい、１つを超える所望の特定の核酸配列を含んでいてもよい
。標的ポリヌクレオチドが２本鎖（例えば、２本鎖ＤＮＡ、または、第１鎖ｃＤＮＡ合成
によって生産されるものなどの、２本鎖のＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド）である場合、そ
の標的は、まず、１本鎖となるように（例えば、変性によって、または、ＤＮＡ／ＲＮＡ
ハイブリッドのＲＮＡ部分の切断によって）処理され得る。変性はまた、１本鎖標的分子
（例えば、ＲＮＡ）に存在する二次構造を除去するように行ってもよい。ある場合には、
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２本鎖ＤＮＡ標的ポリヌクレオチドを、先ず、１種以上の制限エンドヌクレアーゼ酵素に
よって切断してもよい。
【０１２４】
　標的ポリヌクレオチドがＤＮＡである場合、標的核酸配列増幅の開始工程は、その標的
を１本鎖とすることである。標的核酸が２本鎖（ｄｓ）ＤＮＡである場合、開始工程は標
的の変性であってもよい。変性工程は、熱的変性、または、従来技術で既知の、他の任意
の方法、例えば、アルカリ処理であってもよい。標的核酸が、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッ
ドの中に存在するのであれば、開始工程は、ハイブリッドを変性してＤＮＡを得るか、あ
るいは、従来技術で既知のその他の方法、例えば、熱処理、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッド
からＲＮＡを切断する酵素（例えば、ＲＮアーゼＨ）による消化、または、アルカリ処理
によってＲＮＡ鎖を除去して、１本鎖ＤＮＡを生成することができる。標的がＲＮＡであ
る場合は、開始工程は、１本鎖ｃＤＮＡの合成であってもよい。ＲＮＡからｃＤＮＡを合
成するための技術は従来技術で既知であり、特定標的、例えば、真核細胞ｍＲＮＡのポリ
Ａ尾部、またはその他の特定のあるいは共通配列に結合するプライマー使用による、ＲＮ
Ａ鎖の逆転写を含む。さらに、逆転写は、縮重、または部分的に縮重されたプライマー集
団によって開始することができる。第１鎖ｃＤＮＡは、本明細書に記述するやり方でＲＮ
Ａおよび第１鎖ｃＤＮＡの複合体から分離することが可能である。
【０１２５】
　ＲＮＡは、精製された、あるいは未精製の形態の任意の供給源から得られてよく、それ
は、全体ＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ミトコンドリアＲＮＡ、クロロプラス
トＲＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド、またはそれらの混合物のようなＲＮＡで、任意
の供給源および／または種、例えば、ヒト、動物、植物、および、微生物、例えば、細菌
、酵母、ウィルス、ウイロイド、カビ、真菌、植物、および、それらの断片から得られる
ＲＮＡであってもよい。ＲＮＡはコードＲＮＡまたは非コードＲＮＡ（非翻訳小ＲＮＡな
ど）であってよいことが理解される。ＲＮＡは、標準技術を用いて入手し、精製すること
が可能である。ＤＮＡ標的（ゲノムＤＮＡ標的を含む）の使用は、初めにそのＤＮＡ標的
のＲＮＡ形への転写を必要とするかも知れない。これは、Ｋｕｒｎ、米国特許第６，２５
１，６３９Ｂ１号に開示される方法、および、従来技術で既知の他の技術（例えば、発現
システム）を用いて実現することが可能である。従って、Ｋｕｒｎ、米国特許第６，２５
１，６３９号を含めた従来技術で既知の方法を用いて、ＤＮＡ源（例えば、ゲノムＤＮＡ
）から、ＲＮＡテンプレートそのものを生成することが可能である。一般に、ゲノムＤＮ
ＡのＲＮＡコピーは、一般にｍＲＮＡに見られない非転写配列、例えば、イントロン、制
御および調節要素等を含むことが予想される。ＲＮＡ標的は、ゲノムＤＮＡ配列クローン
から生成されてもよい。これはインビトロ転写することが可能である。ＤＮＡ－ＲＮＡハ
イブリッドの使用は、ハイブリッドを変性して１本鎖ＲＮＡを得る、変性の後にＤＮＡ鎖
を転写してＲＮＡを得る、または、従来技術で既知の他の方法、例えば、ＲＮアーゼＨに
よる消化によって１本鎖ＤＮＡを生成することを必要とするかも知れない。
【０１２６】
　（複合プライマー）
　本発明の方法は、ＲＮＡ部分とＤＮＡ部分から構成される複合プライマーを用いる。我
々は、標準的核酸比較アルゴリスムを用いて分析している際に、適切な複合プライマーは
、多数のゲノムＤＮＡ配列に対して、特に複合プライマーの３’配列において、部分的核
酸配列相同性を示すことを観察した。例えば、複合プライマー配列は、ヒトゲノムＤＮＡ
データベース（または、その他の適当なデータベース、例えば、哺乳類ゲノムＤＮＡデー
タベース）を探索する際に、Ｂｌａｓｔにおける探求配列として使用が可能である。一般
に、探索は、部分的、または「低厳格度」配列を特定するために好適な探索パラメータ、
一般にはプログラムによって与えられるもっとも厳格度の低い条件を用いて行われる。こ
のようなパラメータは従来技術で既知であり、単語サイズ＝７の「短く、ほぼ正確なマッ
チ」（プライマー配列の任意位置における、僅か７個の連続ヌクレオチドの完全マッチを
可能とする条件）を探索するためのＮＣＢＩ　Ｂｌａｓｔプログラムの使用を含む。例え
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ば、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／Ｂｌａｓ
ｔ．ｃｇｉ？ＡＬＩＧＮＭＥＮＴＳ＝５０＆ＡＬＩＧＮＭＥＮＴ＿ＶＩＥＷ＝Ｐａｉｒｗ
ｉｓｅ＆ＡＵＴＯ＿ＦＯＲＭＡＴ＝Ｓｅｍｉａｕｔｏ＆ＣＬＩＥＮＴ＝ｗｅｂ＆ＤＡＴＡ
ＢＡＳＥ＝ｎｒ＆ＤＥＳＣＲＩＰＴＩＯＮＳ＝１００＆ＥＮＴＲＥＺ＿ＱＵＥＲＹ＝＞（
ｎｏｎｅ）＆ＥＸＰＥＣＴ＝１０００＆ＦＯＲＭＡＴ＿ＢＬＯＣＫ＿ＯＮ＿ＲＥＳＰＡＧ
Ｅ＝Ｎｏｎｅ＆ＦＯＲＭＡＴ＿ＥＮＴＲＥＺ＿ＱＵＥＲＹ＝（ｎｏｎｅ）＆ＦＯＲＭＡＴ
＿ＯＢＪＥＣＴ＝Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ＆ＦＯＲＭＡＴ＿ＴＹＰＥ＝ＨＴＭＬ＆ＬＡＹＯＵ
Ｔ＝ＴｗｏＷｉｎｄｏｗｓ＆ＮＣＢＩ＿ＧＩ＝ｏｎ＆ＰＡＧＥ＝Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
＆ＰＲＯＧＲＡＭ＝ｂｌａｓｔｎ＆ＳＥＲＶＩＣＥ＝ｐｌａｉｎ＆ＳＥＴ＿ＤＥＦＡＵＬ
ＴＳ．ｘ＝１６＆ＳＥＴ＿ＤＥＦＡＵＬＴＳ．ｙ＝８＆ＳＨＯＷ＿ＯＶＥＲＶＩＥＷ＝ｏ
ｎ＆ＷＯＲＤ＿ＳＩＺＥ＝７＆ＥＮＤ＿ＯＦ＿ＨＴＴＰＧＥＴ＝Ｙｅｓ．を参照されたい
。本発明の方法に有用な複合プライマー（すなわち、テンプレートポリヌクレオチドにラ
ンダムにハイブリダイズするプライマー）は、一般に、ゲノムＤＮＡ配列に対して高い部
分的相同率を呈する、例えば、約１００個のゲノムＤＮＡ配列に対して連続７個のヌクレ
オチドの相同性が、複合プライマーの３’末端において約７０％のヒットを伴うものであ
る。極めて独特の配列を持つ（すなわち、標的ゲノムＤＮＡ配列との相同性が低レベルで
ある）複合プライマーは、ゲノムＤＮＡテンプレートに対して使用する場合、本発明の方
法においては効率的に機能しない。
【０１２７】
　上記の考察から明らかなように、ある配列（または、テンプレート）に結合する（ハイ
ブリダイズする）プライマーに対する言及は、プライマーの少なくとも一部はハイブリダ
イズする実施形態、プライマーの２つ（またはそれを超えるの部分）（プライマーのハイ
ブリダイズしていない（ループアウト）部分によって隔てられる）がハイブリダイズする
実施形態、および、全プライマーがハイブリダイズする実施形態を含む。ある実施形態で
は、複合プライマーの５’部分、通常５’最末端部分は、特定の５’部分がテンプレート
ポリヌクレオチドに対してランダムにハイブリダイズしないように設計される（この構成
の複合プライマーは、ハイブリダイズしないプライマーの「尾部」に基づいて「尾部付着
」プライマーと呼ばれる）。ある実施形態では、複合プライマーの尾部は、複合プライマ
ーの５’ＲＮＡ全体部分である。従って、本発明の方法によれば、ＤＮＡポリメラーゼに
よるプライマー伸長が開始するためには、複合プライマーの３’末端のほんの一部がハイ
ブリダイズするだけでよい。ある実施形態では、プライマー伸長反応が起動するためには
、例えば、プライマーの３’末端の、僅かに２、３、４、５、６、７個、またはそれを超
えるヌクレオチドがハイブリダイズするだけでよい。複合プライマーの３’最末端部分の
ハイブリダイゼーションは、プライマーの別部分による後続ハイブリダイゼーション（介
在プライマー部分にループアウトがあってもなくてもよい）によって様々な程度に安定化
されてよいことが理解される。プライマー伸長を開始して複合プライマーのハイブリダイ
ゼーションを強化し（例えば、安定化し）、プライマーハイブリダイゼーションを安定化
するために、プライマーハイブリダイゼーション時にＤＮＡポリメラーゼを含めることも
可能である。
【０１２８】
　我々はまた、本発明の方法に用いて好適な複合プライマーは、ゲノムＤＮＡテンプレー
トを用いる高い厳格度条件の下に複合プライマーを用いて、Ｋｕｒｎの米国特許第６，２
５１，６３９号に記載される単一プライマー等温性増幅を実行し、例えば、ゲル上におい
て視像化される反応産物の塗抹の存在を観察することによって特定が可能であることを見
出した。ゲノムＤＮＡは、複合プライマーに対して相補的な配列を含まないことが好まし
い。反応産物の「塗抹」の生産、すなわち、様々な分子量の産物の複合混合物の生成は、
塗抹として目視が可能であり、これは、複合プライマーが、ゲノムＤＮＡのランダムプラ
イマー増幅を実現することを示す。
【０１２９】
　別の実施例では、特定の合成標的オリゴヌクレオチド（例えば、複合プライマーハイブ
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リダイゼーションのための特定の標的を含む標的オリゴヌクレオチド）の単一プライマー
等温性増幅を、ゲノムＤＮＡテンプレート（例えば、１－１００ｎｇのヒトゲノムＤＮＡ
）の存在下において、あるいは、不在下において高い厳格度の下に実行する。本発明の方
法に好適な複合プライマーは、特定の合成標的の増幅効率に対するゲノムＤＮＡの強力な
作用を示し、ゲノムＤＮＡ不在下に見られる増幅効率と比べて約１００倍以上の増幅効率
の低下をもたらす。
【０１３０】
　複合プライマーのランダムハイブリダイゼーションおよび／または複合プライマー伸長
産物の生成は、ランダム（非特異的）プライマーハイブリダイゼーションを可能とするよ
うに設計された条件を用いることによって促進される。このような条件は、従来技術にお
いてよく知られており、下記にもさらに考察するが、プライマーハイブリダイゼーション
および／または第１鎖合成時における厳格度の低下（温度低下および／または、低厳格度
のバッファー条件、例えば、イオン強度の低下）、複合体プライマーの選択および／また
は設計（本明細書でさらに考察）、複合プライマーおよびテンプレート濃度、３’ハイブ
リダイズプライマーを安定化する因子（例えば、ＤＮＡポリメラーゼ）の有無、および、
安定ハイブリダイゼーションのための温度要求を下げるＤＭＳＯのような因子の有無が挙
げられる。反応条件を適当に選択して、複合プライマーハイブリダイゼーションの頻度を
調節すること、従って、増幅産物におけるテンプレートポリヌクレオチド配列のカバー範
囲および／または表示を調節することが可能であることが理解される。
【０１３１】
　一般に、複合プライマーは、当業者に通例として利用されるソフトウェア、例えば、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ＩｎｓｉｇｈｔからのＯｌｉｇｏ　Ｐｒｉｍｅｒ　
Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、および、その中に引用される資料を用いて判断し
た場合、プライマーダイマー形成能が見られないように設計される。当業者であれば、他
の因子も核酸ハイブリダイゼーション親和性に影響を及ぼすことが理解されよう。例えば
、プライマー－標的重複体およびプライマー－プライマー重複体におけるグアノシン－シ
トシン含量がどのようなものであれその全て、副溝結合体、ヌクレオチドのＯ－メチル化
またはその他の修飾、温度、および、塩は、結合エネルギーに必要差異を持つプライマー
を構築する際には重要と考えられる因子である。プライマーを設計・構築する場合のもう
１つの因子は、所定の一組のハイブリダイゼーション条件下における所定の配列のハイブ
リダイゼーションの自由エネルギーパラメータである。所定のハイブリッド形成のための
自由エネルギーパラメータは、従来技術で既知の方法によって計算することが可能であり
（例えば、Ｔｉｎｏｃｏ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔｕｒｅ（１９７３）２４６：４０－４１、
および、Ｆｒｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
（１９８６）８３：９３７３－９３７７、コンピュータプログラム、例えば、Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ＩｎｓｉｇｈｔからのＯｌｉｇｏ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ａｎａｌ
ｙｓｉｓ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ、およびそこに引用される参考文献を参照されたい）、所定
のオリゴヌクレオチドテンプレートについて、各種複合体を形成するのに必要な自由エネ
ルギー変化を満たすプライマー配列を予測することが可能である。
【０１３２】
　プライマーは、ＤＮＡポリメラーゼによって伸長可能でなければならない。重合による
伸長に好適なプライマーの生成は、国際公開第９９／４２６１８号（および、同書に引用
される参考文献）に記載されるように従来技術でよく知られている。一般に、プライマー
は、特定のプライマー標的結合部位（例えば、プライマーに対して相補的な配列）を含む
合成標的の増幅について高い効率を可能としなければならず、例えば、Ｋｕｒｎの米国特
許第６，２５１，６３９号に記載される方法を用いて約１０６から１０９の増幅を可能と
しなければならない。複合プライマーは、その後において、新たな（追加の）複合プライ
マーの結合によるプライマー伸長産物の置換、および、ポリメラーゼによる新規プライマ
ーの伸長が実現可能となるように設計される。さらに、プライマー伸長産物におけるＲＮ
Ａ部分の切断は、複合プライマーによる増幅の基質とはならない増幅産物の生成をもたら
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す。本発明の方法に使用される複合プライマーの局面を全体的に記載する次の節では、記
述される特性は、ハイブリダイゼーションおよびポリヌクレオチド増幅の起動（複合伸長
産物の生産）のために、および／または、本明細書に記載される単一プライマー等温性増
幅のために使用される場合、それらのプライマーに適用することが可能であることが理解
される。
【０１３３】
　ある実施形態では、第１複合プライマーは、単一プライマー等温性増幅（すなわち、相
（ｂ））を含む工程を含む本発明の方法に使用される。別の実施形態では、本発明の方法
において第１と第２、様々の、複合プライマーが使用される。第２複合プライマーは、単
一プライマー等温性増幅工程に使用され、第１複合プライマー配列のある部分、または全
てを含んでもよく、第１複合プライマーは、第２複合プライマーの配列のある部分または
全てを含んでもよい。ある実施形態では、第２複合プライマーは、第１複合プライマーと
は異なる配列を含む。
【０１３４】
　単一プライマー等温性増幅および／または複合プライマー伸長産物形成に使用するため
には、複合プライマーは、少なくとも１つのＲＮＡ部分であって、（ａ）複合体の（ＲＮ
Ａ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体中のＲＮＡの切断によって形成される）（あ
る実施形態では、第２プライマー伸長産物における）単一鎖部分の配列に、同じ単一鎖部
分の配列に対するＤＮＡ部分のハイブリダイゼーションとは独立に、結合する（ハイブリ
ダイズする）ことが可能である、および、（ｂ）単一鎖部分にハイブリダイズした場合、
リボヌクレアーゼのような因子によって切断が可能であるＲＮＡ部分を含む。複合プライ
マーは単一鎖部分に結合し、ＤＮＡポリメラーゼによって伸長され、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分
的ヘテロ二重鎖を形成する。このヘテロ二重鎖においては、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッド
のＲＮＡを切断する因子、例えば酵素、例えばリボヌクレアーゼ（例えば、ＲＮアーゼＨ
）のような因子と接触すると、プライマーの内のＲＮＡ部分だけが切断され、一方、複合
プライマー伸長産物は無傷なままであり、従って、別の複合プライマーのアニーリングが
可能となる。
【０１３５】
　本明細書に記載される単一プライマー等温性増幅のために使用される場合、複合プライ
マーはさらに、複合体の３’単一鎖部分の配列にハイブリダイズすることが可能な３’Ｄ
ＮＡ部分を、その３’１本鎖部分に対するハイブリダイゼーションの方が、ＤＮＡポリメ
ラーゼによって複合体から置換される核酸鎖のハイブリダイゼーションよりも優勢となる
ような形で含む。このようなプライマーは、核酸結合親和度に影響を及ぼすよく知られた
因子、例えば、配列長および／または配列個性を始めとしてハイブリダイゼーション条件
に基づいて理論的に設計することが可能である。好ましい実施形態では、複合プライマー
の３’ＤＮＡ部分の、複合体の（例えば、第２伸長産物の）相補配列に対するハイブリダ
イゼーションは、複合プライマー伸長産物に対する、置換鎖の５’末端相同配列のハイブ
リダイゼーションよりも優勢であった。
【０１３６】
　複合プライマーは、ＲＮＡとＤＮＡの組み合わせを含み（上述の定義を参照）、３’末
端のヌクレオチドが核酸伸長に好適なヌクレオチドを有する。３’末端ヌクレオチドは、
プライマー中に存在する場合ＤＮＡポリメラーゼによって伸長可能であれば、いずれのヌ
クレオチドあるいは類縁体であってもよい。一般に、３’末端のヌクレオチドは、３’－
ＯＨを持つ。適切なプライマーは、少なくともＲＮＡの一部分と少なくともＤＮＡの一部
分を含むものを含む。例えば、複合プライマーは５’－ＲＮＡ部分と３’－ＤＮＡ部分（
ＲＮＡ部分は、３’－ＤＮＡ部分に隣接する）、または、介在ＲＮＡ部分を有する５’－
および３’－ＤＮＡ部分を含むことが可能である。従って、１つの実施形態では、複合プ
ライマーは５’ＲＮＡ部分と３’－ＤＮＡ部分とを含み、好ましくは、ＲＮＡ部分は３’
－ＤＮＡ部分に隣接する。別の実施形態では、複合プライマーは、５’－および３’－Ｄ
ＮＡ部分を含み、少なくとも１つのＲＮＡ部分が介在する（すなわち、２つのＤＮＡ部分
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の間に１つのＲＮＡ部分がある）。さらに別の実施形態では、本発明の複合プライマーは
、３’－ＤＮＡ部分と、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分（すなわち、ＤＮＡ部分の間に
ＲＮＡ部分がある）を含む。
【０１３７】
　３’－ＤＮＡ部分とＲＮＡ部分を含む複合プライマーにおけるＲＮＡ部分の長さは、好
ましくは約１から約５０、より好ましくは約３から約２０、さらにより好ましくは約４か
ら約１５、もっとも好ましくは約５から約１０ヌクレオチドであってもよい。３’－ＤＮ
Ａ部分およびＲＮＡ部分を含む複合プライマーのある実施形態では、ＲＮＡ部分は、少な
くとも、約１、３、４、５ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、
約１０、１４、１５、２０、２５、３、５０ヌクレオチドから任意に選択されるものであ
ってもよい。ある実施形態では、複合プライマーは、約１４または約２０ヌクレオチドか
らなるＲＮＡ部分を持つ。
【０１３８】
　５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含む複合プライマーにおける５’－ＲＮＡ
部分の長さは、好ましくは約３から５０ヌクレオチド、より好ましくは約５から約２０ヌ
クレオチド、さらにより好ましくは約７から約１８ヌクレオチド、好ましくは約８から約
１７ヌクレオチド、もっとも好ましくは約１０から約１５ヌクレオチドであってよい。５
’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含む複合プライマーの別の実施形態では、５’
－ＲＮＡ部分は、少なくとも約３、５、７、８、１０ヌクレオチドの中から任意に選択さ
れるもので、その上限は、約１４、１５、１７、１８、２０、５０ヌクレオチドから任意
に選択されるものであってもよい。ある実施形態では、複合プライマーは、約１４または
約２０ヌクレオチドからなるＲＮＡ部分を持つ。
【０１３９】
　５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、さらに非５’－ＲＮＡ部分を含む複
合プライマーの実施形態では、非５’－ＲＮＡ部分は、好ましくは約１から約７ヌクレオ
チド、より好ましくは約２から約６ヌクレオチド、もっとも好ましくは約３から約５ヌク
レオチドであってもよい。５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、さらに非５
’－ＲＮＡ部分を含む複合プライマーのある実施形態では、非５’－ＲＮＡ部分は、少な
くとも約１、２、３、５の中から任意に選択されるもので、その上限は、約５、６、７、
１０ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。
【０１４０】
　５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、５’－ＲＮＡ部分が３’－ＤＮＡ部
分に隣接する複合プライマーの実施形態では、５’－ＲＮＡ部分の長さは、好ましくは約
３から約５０ヌクレオチド、より好ましくは約５から約２０ヌクレオチド、さらにより好
ましくは約７から約１８ヌクレオチド、好ましくは約８から約１７ヌクレオチド、もっと
も好ましくは約１０から約１５ヌクレオチドであってもよい。５’－ＲＮＡ部分および３
’－ＤＮＡ部分を含み、５’－ＲＮＡ部分が３’－ＤＮＡ部分に隣接する複合プライマー
のある実施形態では、５’－ＲＮＡ部分は、少なくとも約３、５、７、８、１０ヌクレオ
チドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約１４、１５、１７、１８、２０、
５０ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。ある実施形態では、複合プ
ライマーは、約１４または約２０ヌクレオチドからなるＲＮＡ部分を持つ。
【０１４１】
　５’－および３’－ＤＮＡ部分を含み、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を持つ複合プ
ライマーにおける介在ＲＮＡ部分の長さは、好ましくは約１から約７ヌクレオチド、より
好ましくは約２から約６ヌクレオチド、もっとも好ましくは約３から約５ヌクレオチドで
あってよい。５’－および３’－ＤＮＡ部分を含み、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を
持つ複合プライマーのある実施形態では、介在ＲＮＡ部分は、少なくとも約１、２、３、
５ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約５、６、７、１０ヌク
レオチドから任意に選択されるものであってもよい。３’－ＤＮＡ部分と少なくとも１つ
の介在ＲＮＡ部分を含む複合プライマーの介在ＲＮＡ部分の長さは、好ましくは約１から
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約７ヌクレオチド、より好ましくは約２から約６ヌクレオチド、もっとも好ましくは約３
から約５ヌクレオチドであってもよい。３’－ＤＮＡ部分と少なくとも１つの介在ＲＮＡ
部分を含む複合プライマーのある実施形態では、介在ＲＮＡ部分は、少なくとも約１、２
、３、５ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約５、６、７、１
０ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。３’－ＤＮＡ部分および少な
くとも１つの介在ＲＮＡ部分を含み、さらに５’－ＲＮＡ部分を含む複合プライマーにお
いては、５’－ＲＮＡ部分は、好ましくは約３から約２５ヌクレオチド、より好ましくは
約５から約２０ヌクレオチド、さらにより好ましくは約７から約１８ヌクレオチド、好ま
しくは約８から約１７ヌクレオチド、もっとも好ましくは約１０から約１５ヌクレオチド
であってもよい。３’－ＤＮＡ部分および少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を含み、さら
に５’－ＲＮＡ部分を含む複合プライマーのある実施形態では、５’－ＲＮＡ部分は、少
なくとも約３、５、７、８、１０ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上
限は、約１５、１７、１８、２０ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい
。
【０１４２】
　３’－ＤＮＡ部分およびＲＮＡ部分を含む複合プライマーにおける３’－ＤＮＡ部分の
長さは、好ましくは約１から２０ヌクレオチド、より好ましくは約３から約１８ヌクレオ
チド、さらにより好ましくは約５から約１５ヌクレオチド、もっとも好ましくは約７から
約１２ヌクレオチドである。３’－ＤＮＡ部分およびＲＮＡ部分を含む複合プライマーの
ある実施形態では、３’－ＤＮＡ部分は、少なくとも約１、３、５、７、１０ヌクレオチ
ドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約１０、１２、１５、１８、２０、２
２ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。１つの実施形態では、複合プ
ライマーは、約７ヌクレオチドからなる３’－ＤＮＡ部分を持つ。
【０１４３】
　５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含む複合プライマーにおける３’－ＤＮＡ
部分の長さは、好ましくは約１から２０ヌクレオチド、より好ましくは約３から約１８ヌ
クレオチド、さらにより好ましくは約５から約１５ヌクレオチド、もっとも好ましくは約
７から約１２ヌクレオチドであってよい。５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含
む複合プライマーのある実施形態では、３’－ＤＮＡ部分は、少なくとも約１、３、５、
７、１０ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約１０、１２、１
５、１８、２０、２２ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。１つの実
施形態では、複合プライマーは、約７ヌクレオチドからなる３’－ＤＮＡ部分を持つ。
【０１４４】
　５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、さらに非３’－ＤＮＡ部分を含む複
合プライマーの実施形態では、非３’－ＤＮＡ部分は、好ましくは約１から約１０ヌクレ
オチド、より好ましくは約２から約８ヌクレオチド、もっとも好ましくは約３から約６ヌ
クレオチドであってもよい。５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、さらに非
３’－ＤＮＡ部分を含む複合プライマーのある実施形態では、非３’－ＤＮＡ部分は、少
なくとも約１、２、３、５ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、
約６、８、１０、１２ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。
【０１４５】
　５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、５’－ＲＮＡ部分が３’－ＤＮＡ部
分に隣接する複合プライマーの実施形態では、３’－ＤＮＡ部分の長さは、好ましくは約
１から約２０ヌクレオチド、より好ましくは約３から約１８ヌクレオチド、さらにより好
ましくは約５から約１５ヌクレオチド、もっとも好ましくは約７から約１２ヌクレオチド
であってもよい。５’－ＲＮＡ部分および３’－ＤＮＡ部分を含み、５’－ＲＮＡ部分が
３’－ＤＮＡ部分に隣接する複合プライマーのある実施形態では、３’－ＤＮＡ部分は、
少なくとも約１、３、５、７、１０ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その
上限は、約１０、１２、１５、１８、２０、２２ヌクレオチドから任意に選択されるもの
であってもよい。１つの実施形態では、複合プライマーは、約７ヌクレオチドからなる３
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’－ＤＮＡ部分を持つ。
【０１４６】
　５’－および３’－ＤＮＡ部分を含み、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を持つ複合プ
ライマーにおける非３’－ＤＮＡ部分の長さは、好ましくは約１から約１０ヌクレオチド
、より好ましくは約２から約８ヌクレオチド、もっとも好ましくは約３から約６ヌクレオ
チドであってよい。５’－および３’－ＤＮＡ部分を含み、少なくとも１つの介在ＲＮＡ
部分を持つプライマーのある実施形態では、非３’－ＤＮＡ部分は、少なくとも約１、２
、３、５ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約６、８、１０、
１２ヌクレオチドから任意に選択されるものであってもよい。
【０１４７】
　５’－および３’－ＤＮＡ部分を含み、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を持つ複合プ
ライマーにおける３’－ＤＮＡ部分の長さは、好ましくは約１から約２０ヌクレオチド、
より好ましくは約３から約１８ヌクレオチド、さらにより好ましくは約５から約１５ヌク
レオチド、もっとも好ましくは約７から約１２ヌクレオチドであってよい。５’－および
３’－ＤＮＡ部分を含み、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を持つ複合プライマーのある
実施形態では、３’－ＤＮＡ部分は、少なくとも約１、３、５、７、１０ヌクレオチドの
中から任意に選択されるもので、その上限は、約１０、１２、１５、１８、２０、２２ヌ
クレオチドから任意に選択されるものであってもよい。１つの実施形態では、複合プライ
マーは、約７ヌクレオチドからなる３’－ＤＮＡ部分を持つ。
【０１４８】
　３’－ＤＮＡ部分および、少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を含む複合プライマーにお
ける非３’－ＤＮＡ部分（すなわち、３’－ＤＮＡ部分以外の任意のＤＮＡ部分）の長さ
は、好ましくは約１から約１０ヌクレオチド、より好ましくは約２から約８ヌクレオチド
、もっとも好ましくは約３から約６ヌクレオチドであってよい。３’－ＤＮＡ部分および
少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を含む複合プライマーのある実施形態では、非３’－Ｄ
ＮＡ部分は、少なくとも約１、３、５、７、１０ヌクレオチドの中から任意に選択される
もので、その上限は、約６、８、１０、１２ヌクレオチドから任意に選択されるものであ
ってもよい。３’－ＤＮＡ部分と少なくとも１つの介在ＲＮＡ部分を含む複合プライマー
の３’－ＤＮＡ部分の長さは、好ましくは約１から約２０ヌクレオチド、より好ましくは
約３から約１８ヌクレオチド、さらにより好ましくは５から１５ヌクレオチド、もっとも
好ましくは約７から約１２ヌクレオチドであってもよい。３’－ＤＮＡ部分と少なくとも
１つの介在ＲＮＡ部分を含む複合プライマーのある実施形態では、３’－ＤＮＡ部分は、
少なくとも約１、３、５、７、１０ヌクレオチドの中から任意に選択されるもので、その
上限は、約１０、１２、１５、１８、２０、２２ヌクレオチドから任意に選択されるもの
であってもよい。１つの実施形態では、複合プライマーは、約７ヌクレオチドからなる３
’－ＤＮＡ部分を持つ。各種部分の長さは、本発明の方法の反応条件の下で適当により多
く、またはより少なくすることが可能であることが理解される。
【０１４９】
　ある実施形態では、複合プライマーの５’－ＤＮＡ部分は、プライマーの５’－最末端
ヌクレオチドを含む。ある実施形態では、複合プライマーの５’－ＲＮＡ部分は、プライ
マーの５’－最末端ヌクレオチドを含む。別の実施形態では、複合プライマーの３’－Ｄ
ＮＡ部分は、プライマーの３’－最末端ヌクレオチドを含む。別の実施形態では、３’－
ＤＮＡ部分は、５’－ＲＮＡ部分に隣接し、プライマーの３’－最末端ヌクレオチドを含
む（かつ、５’－ＲＮＡ部分は、プライマーの５’－最末端ヌクレオチドを含む）。
【０１５０】
　複合プライマーの全長は、好ましくは約１０から約５０ヌクレオチド、より好ましくは
約１５から約３０ヌクレオチド、もっとも好ましくは約２０から約２５ヌクレオチドであ
ってもよい。ある実施形態では、その長さは、少なくとも約１０、１５、２０、２５ヌク
レオチドの中から任意に選択されるもので、その上限は、約２５、３０、５０、６０ヌク
レオチドから任意に選択されるものであってもよい。ある実施形態では、複合プライマー
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は、約２１または約２７ヌクレオチド長である。この長さは、本発明の方法の反応条件の
下で適当により多く、またはより少なくすることが可能であることが理解される。
【０１５１】
　本明細書で記述する通り、増幅反応には１種以上の異なる複合プライマーを用いてもよ
い。
【０１５２】
　（補助プライマー）
　本明細書で用いる「補助プライマー」とは、ランダム化された、および／または、部分
的にランダム化された配列を含むプライマー集団である。補助プライマーは、前述のよう
に、ポリヌクレオチドであるが、一般に、ＤＮＡから構成される。このようなランダムプ
ライマーは従来技術で既知である。補助プライマーの例としては、実施例１に示すランダ
ム化ヘキサマープライマー集団がある。ある実施形態では、ランダムプライマーが結合で
きる配列の数を増やすために、非特異的ハイブリダイゼーションを可能とする天然の、ま
たは非天然ヌクレオチドを含んでもよい。同様に、ランダムプライマー集団の中に、プラ
イマーとテンプレートの間のミスマッチを安定化することによって非特異的ハイブリダイ
ゼーションを可能とする無塩基部位をランダムに導入することも可能である。プライマー
は、ＤＮＡポリメラーゼによって伸長可能でなければならない。重合による伸長に好適な
プライマーの生成は、国際公開第９９／４２６１８号（および、その中に引用される参考
文献）に記載されるように、従来技術でよく知られている。
【０１５３】
　ある実施形態では、補助プライマーは、少なくとも６、少なくとも７、少なくとも８、
少なくとも９、少なくとも１０、少なくとも１１、少なくとも１２、少なくとも１５、少
なくとも１８、少なくとも２０個、またはそれを超えるヌクレオチド長を持っていてもよ
い。ある実施形態では、様々の長さを持つプライマーの集団が用いられる。
【０１５４】
　（ＤＮＡポリメラーゼ、およびＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッドの切断が可能な因子）
　本発明の増幅法は下記の酵素を用いる、すなわち、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、
ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、および、ＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッドのＲＮＡ鎖を切
断することが可能な因子（例えば、ＲＮアーゼＨのようなリボヌクレアーゼ）である。上
記活性の内の１種以上が、単一の酵素に認められ、使用されることがある。例えば、ＲＮ
アーゼＨ活性は、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、逆転写酵素）によって供給
することが可能であるし、または、別の酵素によって供給されてもよい。本法において有
用な逆転写酵素は、ＲＮアーゼＨ活性を持っていてもよいし、持っていなくともよい。多
くの逆転写酵素、例えば、トリ骨髄芽球症ウィルス（ＡＭＶ－ＲＴ）およびモロニーマウ
ス白血病ウィルス（ＭＭＬＶ－ＲＴ）由来のものは、１種を超える活性（例えば、ポリメ
ラーゼ活性およびリボヌクレアーゼ活性）を含み、２本鎖ｃＤＮＡ分子の形成のために機
能することが可能である。一方、ある実施形態では、ＲＮアーゼＨ活性を持たない逆転写
酵素を用いるのが好ましい。ＲＮアーゼＨ活性を欠如する逆転写酵素は、野生型逆転写酵
素の、ＲＮアーゼＨ活性を取り除かれた突然変異形を含むものを含め、従来技術で既知で
ある。この場合、他の供給源、例えば、大腸菌から分離したＲＮアーゼＨの添加を、２本
鎖ｃＤＮＡの形成のために使用することも可能である。ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ
活性およびＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性は、同じ酵素（例えば、Ｂｓｔポリメラ
ーゼ）によって供給されてもよく、あるいは、これらの活性は別々の酵素によって供給さ
れてもよい。
【０１５５】
　本発明の１つの局面は、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体の形成である
。この過程は、一般に、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼおよびＤＮＡ依存性ＤＮＡポリ
メラーゼの酵素活性を利用する。一般に、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖のＲＮＡは
、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断することが可能な因子（例えば、リボヌ
クレアーゼのような酵素）によって切断され、複合プライマーのＲＮＡに対して相補的な
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配列を持つ（従って、複合プライマーの結合部位を形成する）３’単一鎖部分を生成する
。
【０１５６】
　本法および本発明の組成物について使用されるＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、本
発明の方法に従ってプライマーの伸長を実行することが可能である。従って、好ましいＲ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、少なくとも主にリボヌクレオチドからなる核酸テンプ
レートに沿って核酸プライマーを伸長することが可能なものである。本法および本発明の
組成物に用いて好適なＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、逆転写酵素で、例えば、ＤＮ
Ａ－依存性およびＲＮＡ－依存性ＤＮＡポリメラーゼの両活性を持つＤＮＡポリメラーゼ
、例えば、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼを含む。
【０１５７】
　本法および本発明の組成物に対して使用されるＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼは、本
発明の方法に従ってプライマーの伸長を実行することが可能である。従って、好ましいポ
リメラーゼは、少なくとも主にデオキシヌクレオチドからなる核酸テンプレートに沿って
核酸プライマーを伸長することが可能なものである。ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖
を含む複合体の形成は、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼおよびＤＮＡ依存性ＤＮＡポリ
メラーゼの両活性を持つＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ、ま
たは逆転写酵素）によって実行することが可能である。本発明の方法によるＲＮＡ配列の
増幅は、置換した核酸鎖の結合するポリヌクレオチドからその核酸鎖を置換させることが
可能なＤＮＡポリメラーゼの使用を含み、一般に、そのポリメラーゼの鎖置換能力が高け
れば高いほど（すなわち、それほどの鎖置換能力を持たない他のポリメラーゼと比べて）
好ましい。ＤＮＡポリメラーゼは、核酸鎖にハイブリダイズしたオリゴヌクレオチドの３
’－末端への結合について高い親和性を持つことが好ましい。ＤＮＡポリメラーゼは、実
質的にニック形成活性を持たないことが好ましい。一般に、ＤＮＡポリメラーゼは、プラ
イマー、またはプライマー伸長ポリヌクレオチドの品質悪化を最小とするために、５’－
＞３’エキソヌクレアーゼ活性を殆んどまたは全く持たないのが好ましい。一般に、この
エキソヌクレアーゼ活性は、因子、例えば、ｐＨ、塩濃度、テンプレートが１本鎖か２本
鎖か等、当業者には全て馴染みの因子に依存する。５’－＞３’エキソヌクレアーゼ活性
を欠失させた突然変異体ＤＮＡポリメラーゼは従来技術で既知であり、本明細書に記載さ
れる増幅法に好適である。５’から３’ヌクレアーゼ、および、３’から５’ヌクレアー
ゼ活性の両方を欠如する突然変異体ＤＮＡポリメラーゼも記載されており、例えば、エキ
ソ－／－クレノウＤＮＡポリメラーゼがそれである。ＤＮＡポリメラーゼは、そのポリメ
ラーゼと、プライマー伸長産物の５’末端の間の接触発生頻度の、少なくとも約２５％、
より好ましくは少なくとも約５０％、さらにより好ましくは少なくとも約７５％、もっと
も好ましくは少なくとも約９０％において、テンプレート核酸からプライマー伸長産物を
置換させることが好ましい。ある実施形態では、鎖置換活性を持つ熱安定ＤＮＡポリメラ
ーゼの使用が好まれる。このようなポリメラーゼは、米国特許第５７４４３１２号（およ
び、そこに引用される参考文献）に記載されるように、従来技術で既知である。ＤＮＡポ
リメラーゼは、殆んどまたは全くプルーフリーディング活性を持たないのが好ましい。
【０１５８】
　本法および本発明の組成物に使用するのに好適なＤＮＡポリメラーゼは、米国特許第５
６４８２１１および５７４４３１２号に開示されるものを含み、ｅｘｏ－Ｖｅｎｔ（Ｎｅ
ｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、ｅｘｏ－Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇ
ｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）、Ｂｓｔ（ＢｉｏＲａｄ）、ｅｘｏ－Ｐｆｕ（Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ），Ｂｃａ（Ｐａｎｖｅｒａ）、配列決定級Ｔａｑ（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ｅｘｏ
－／－クレノウＤＮＡポリメラーゼ、および、ｔｈｅｒｍｏａｎａｅｒｏｂａｃｔｅｒ　
ｔｈｅｒｍｏｈｙｄｒｏｓｕｌｆｕｒｉｃｕｓ由来の熱安定ＤＮＡポリメラーゼを含む。
【０１５９】
　本法および本発明の組成物に使用するリボヌクレアーゼは、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッ
ド中のリボヌクレオチドを切断することが可能である。リボヌクレアーゼは、切断される
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リボヌクレオチドに隣接するヌクレオチドの性質・タイプに左右されることなく、ＲＮＡ
／ＤＮＡハイブリッドのリボヌクレオチドを切断することが好ましい。リボヌクレアーゼ
は、配列の性質と独立に切断することが好ましい。本法および本発明の組成物に好適なリ
ボヌクレアーゼの例は、従来技術でよく知られるが、例えば、リボヌクレアーゼＨ（ＲＮ
アーゼＨ），例えば、ハイブリダーゼを含む。
【０１６０】
　従来技術でよく知られるように、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性、ＲＮＡ－依存
性ＤＮＡポリメラーゼ活性、および、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する
能力は、別々の酵素に存在してもよいし、あるいは、２つ以上の活性が同じ酵素に存在し
てもよい。従って、ある実施形態では、同じ酵素がＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性
を含み、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する。ある実施形態では、同じ酵
素がＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性を含み、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮ
Ａを切断する。ある実施形態では、同じ酵素がＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性、Ｒ
ＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性を含み、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切
断する。ある実施形態では、別々の酵素が、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性とＤＮ
Ａ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性とを含む。ある実施形態では、別々の酵素がＲＮＡ依存
性ＤＮＡポリメラーゼ活性を含み、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する。
ある実施形態では、別々の酵素が、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性を含み、ＲＮＡ
／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断する。
【０１６１】
　一般に、本法および本発明の組成物に使用される酵素は、前記方法および組成物の核酸
成分の実質的品質悪化をもたらしてはならない。
【０１６２】
　（反応条件と検出）
　本発明の方法を実行するのに適切な反応媒体および条件は、本発明の方法による核酸増
幅を可能とするものである。そのような媒体および条件は当業者には既知であり、各種出
版物、例えば、米国特許第５，５５４，５１６、５，７１６，７８５、５，１３０，２３
８、５，１９４，３７０、６，０９０，５９１、５，４０９，８１８、５，５５４，５１
７、５，１６９，７６６、５，４８０，７８４、５，３９９，４９１、５，６７９，５１
２号、および、国際公開９９／４２６１８に記載される。例えば、バッファーはＴｒｉｓ
バッファーでよいが、ただし他のバッファーでも、バッファー成分が本発明の方法の酵素
成分に対して阻害的でない限り、使用することが可能である。ｐＨは、好ましくは約５か
ら約１１、より好ましくは約６から約１０、さらにより好ましくは約７から約９、もっと
も好ましくは約７．５から約８．５である。反応媒体はまた、二価の金属イオン、例えば
、Ｍｇ２＋またはＭｎ２＋を、遊離イオンの最終濃度が、約０．０１から約１５ｍＭ、も
っとも好ましくは約１から１０ｍＭの範囲になるように含むことが可能である。反応媒体
はまた、媒体の全体イオン強度に寄与する他の塩、例えば、ＫＣｌまたはＮａＣｌを含む
ことが可能である。例えば、ＫＣｌのような塩の範囲は、好ましくは約０から約１２５ｍ
Ｍ、より好ましくは約０から約１００ｍＭ、もっとも好ましくは約０から約７５ｍＭであ
る。反応媒体はさらに、増幅反応の機能性に作用する可能性はあるが、本法の酵素成分の
活性には介入しない添加物を含むことも可能である。このような添加物としては、ＢＳＡ
、またはアセチル化ＢＳＡ、１本鎖結合タンパク（例えば、Ｔ４遺伝子３２タンパク）の
ようなタンパク、および、非イオン性界面活性剤、例えば、ＮＰ４０またはＴｒｉｔｏｎ
が挙げられる。酵素活性を維持することが可能な試薬、例えば、ＤＴＴも含めることが可
能である。このような試薬は従来技術で既知である。適当であれば、本法で使用されるＲ
Ｎアーゼ活性を阻害しないＲＮアーゼ阻害剤（例えば、Ｒｎａｓｉｎ）も含めることが可
能である。本発明の方法の内から任意に選択される局面でも、同じ温度で、または、温度
を変えて実行することが可能である。増幅反応（特に、複合および第２プライマー伸長産
物合成工程以外のプライマー伸長、および鎖置換）は等温的に実行することが好ましく、
これによって、厄介な熱サイクル過程が回避される。増幅反応は、本発明のオリゴヌクレ
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オチド（プライマー）の、テンプレートポリヌクレオチドおよびプライマー伸長産物に対
するハイブリダイゼーションを可能とするが、用いる酵素の活性を実質的に阻害しない温
度において実行される。温度は、０℃から約８５℃、約２５℃から約８５℃、約３０℃か
ら約８０℃、約３７℃から約７５℃であってよい。
【０１６３】
　ランダムなプライミングおよび／またはプライマー伸長および／または等温性増幅は、
厳格度の低い（すなわち、完全には相補的ではない配列同士のハイブリダイゼーションも
可能とする）条件の下に行なうことができる。所定の一組の反応条件においては、２つの
ヌクレオチド配列が互いにハイブリダイズする能力は、その２つのヌクレオチド配列の相
補性の程度に基づき、相補性の程度は、マッチした相補的ヌクレオチドペアの割合に基づ
く。ある所定の配列において、別の配列に対して相補的なヌクレオチドの数が多ければ多
いほど、ハイブリダイゼーションについて、より厳格な条件が可能となり、その２つの配
列の結合はより特異的となる。逆に言うと、ハイブリダイゼーションについて、条件の厳
格度が低くなればなるほど、ハイブリダイズする、および／または、部分的にハイブリダ
イズする複合プライマーとテンプレートポリヌクレオチドの間の結合に要求される相補性
は低くなる。厳格度の低下は、下記の内から任意に選択される１つ以上を用いることによ
って実現される。すなわち、温度を下げる、共溶媒の比率を下げる、塩濃度を下げる等で
ある。ハイブリダイゼーション反応の厳格度を上昇または低下させる条件は、従来技術で
広く知られており、公表されている。例えば、上述のＳａｍｂｒｏｏｋ（１９８９）およ
びＡｕｓｕｂｅｌ（１９８７）を参照されたい。有用なハイブリダイゼーション条件は、
また、例えば、Ｔｉｊｅｓｓｅｎ，１９９３，Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｗｉｔｈ　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｌｅｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕ
ｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｂ．Ｖ．ａｎｄ
　Ｋｒｉｃｋａ，１９９２，Ｎｏｎｉｓｏｔｏｐｉｃ　ＤＮＡ　Ｐｒｏｂｅ　Ｔｅｃｈｎ
ｉｑｕｅｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．におい
て提供される。選択されるハイブリダイゼーション条件は、従来技術で既知の様々の要因
、例えば、プライマーの長さおよび種類（例えば、ＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ）、および、
オリゴヌクレオチドテンプレートに対するプライマーの結合領域を始め、プライマーおよ
びテンプレートポリヌクレオチドの濃度に依存する。
【０１６４】
　ＤＮＡポリメラーゼ活性および／またはリボヌクレアーゼ活性と適合するバッファー条
件の使用に不都合とならない限り、複合プライマーのハイブリダイゼーションの厳格度は
反応温度を変えることによって調節することが可能である。関連条件の例としては（厳格
度の上昇順に）、約１５℃、２０℃、２５℃、３０℃、３７℃、４０℃、４５℃、５０℃
、６０℃、あるいはそれを超えるインキュベーション温度があげられる。従って、ある実
施状態では、複合プライマーのランダムハイブリダイゼーションは、低温で、例えば、２
５℃－３７℃で行われ、次いで、本方法の等温性増幅相に好適な高温（例えば、約５０℃
）でインキュベーションが行われる。ある実施形態では、温度は、５℃刻みで上昇される
。別の実施形態では、温度は低温から高温にシフトされる。
【０１６５】
　本発明の方法においてプライマー伸長産物の合成に使用が可能なヌクレオチド、および
／またはヌクレオチド類縁体、例えば、デオキシリボヌクレオシド三リン酸は、好ましく
は約５０から約２５００μＭ、より好ましくは約１００から約２０００μＭ、さらにより
好ましくは約２００から約１７００μＭ、もっとも好ましくは約２５０から約１５００μ
Ｍの量として供給される。ある実施形態では、プライマー伸長鎖においてそれがあると鎖
置換が強化されるヌクレオチドまたはヌクレオチド類縁体（例えば、通常のＡＴ、ＣＧ塩
基ペアよりも弱い塩基ペアを生じることによる）が含まれる。このようなヌクレオチドま
たはヌクレオチド類縁体としては、デオキシイノシンおよび他の修飾塩基が挙げられるが
、これらは皆従来技術で既知である。
【０１６６】
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　本発明の増幅反応のオリゴヌクレオチド成分は、一般に、増幅の対象となる標的核酸配
列の数を上回る。オリゴヌクレオチド成分は、標的核酸量の約１０、約１０２、約１０４

、約１０６、約１０８、約１０１０、約１０１２倍で供給されるかまたは、少なくとも約
１０、少なくとも約１０２、少なくとも約１０４、少なくとも約１０６、少なくとも約１
０８、少なくとも約１０１０、少なくとも約１０１２倍で供給されてよい。複合プライマ
ーは、それぞれ、約５０ｎＭ、約１００ｎＭ、約５００ｎＭ、約１μＭ、約２．５μＭ、
約５μＭ、約１０μＭの濃度で供給されるかまたは少なくとも約５０ｎＭ、少なくとも約
１００ｎＭ、少なくとも約５００ｎＭ、少なくとも約１μＭ、少なくとも約２．５μＭ、
少なくとも約５μＭ、少なくとも約１０μＭの濃度で供給されてよい。複合プライマーの
濃度はまた、複合プライマーハイブリダイゼーションの頻度および／または位置に影響を
及ぼす。一般に、プライマー濃度の増大は、プライマーハイブリダイゼーションの頻度を
増す。補助プライマーは、下記の濃度：約２５ｎＭ、約５０ｎＭ、約１００ｎＭ、約５０
０ｎＭ、約１μＭ、約２．５μＭ、約５μＭ、約１０μＭ、またはそれを超える濃度、の
うちの任意の濃度に約がついた濃度として、または、上記濃度のうちの任意の濃度に少な
くとも約がついた濃度として供給されてもよい。
【０１６７】
　１つの実施形態では、前記成分は、増幅過程の開始時に同時に添加される。別の実施形
態では、成分は、増幅反応によって要求される、および／または、許容される通りに、増
幅過程において適当な時点の前にまたは後に、任意の順序で添加される。このような時点
は、その内のいくつかは後述されるが、当業者には簡単に特定が可能である。本発明の方
法に従って核酸増幅のために使用される酵素は、その熱安定性および／または、当業者に
は既知の他の注意点に基づいて判断し、標的核酸変性工程前に、変性工程後に、または、
プライマーの標的ポリヌクレオチドに対するハイブリダイゼーション後のいずれかにおい
て、反応混合物に添加することが可能である。上記実施形態において、反応条件および組
成物は、異なる反応の間では変えてもよい。
【０１６８】
　増幅過程は、各種時点で停止させ、その後の時点で再開してもよい。前記時点は、当業
者には簡単に特定することが可能である。１つの時点は、複合プライマーのランダムハイ
ブリダイゼーションの終了時である。もう１つの時点は、複合プライマーのランダムハイ
ブリダイゼーションと複合プライマー伸長産物合成の終了時である。さらに別の時点（あ
る実施形態では）は、テンプレートＲＮＡの切断後である。さらに別の時点は、単一プラ
イマー等温性増幅（ある実施形態では、これは、ＲＮＡ／ＤＮＡヘテロ二重鎖からＲＮＡ
を切断する酵素（例えば、ＲＮアーゼＨ）、および必要に応じて随意にＤＮＡポリメラー
ゼの添加によって起動され得る）の直前である。さらに別の時点は、第２プライマー伸長
産物合成の終了時である。反応を停止させる方法は、従来技術で既知であり、例えば、反
応混合物を酵素活性が抑制される温度まで冷却する、または、反応混合物を酵素が破壊す
る温度まで加熱することを含む。反応を再開する方法も従来技術で既知であり、例えば、
反応混合物の温度を、酵素活性を可能とする温度まで上昇させること、破壊された（枯渇
した）酵素を補充すること、または、工程の起動に必要な試薬を添加すること（例えば、
本法の単一プライマー等温性増幅相を起動するためのＲＮアーゼＨおよび／またはＤＮＡ
ポリメラーゼの添加）を含む。ある実施形態では、１種以上の反応成分が、反応の再開の
前に、再開のときに、または後に補充される。例えば、単一プライマー等温性増幅反応を
始める前に、同じ複合プライマーが使用される場合は、その複合プライマーを補充するこ
とが必要となるかも知れない。あるいは別に、反応を中断することなく（すなわち、開始
から完了まで）進行させてもよい。
反応は、例えば、プライマー除去のために中間複合体を精製することなく進行させること
が可能である。産物は、各種時点で精製することが可能であり、かつ、そのような時点は
当業者によって簡単に特定することが可能である。１つの時点は、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的
ヘテロ二重鎖を含む複合体の形成終了時である。別の時点は、複合プライマーのランダム
ハイブリダイゼーションの終了時である。
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【０１６９】
　増幅産物の検出は標的配列の存在を示す。定量分析も実行可能である。直接的および間
接的検出法（定量法を含む）は従来技術でよく知られる。例えば、標的配列を含む未知量
のポリヌクレオチドを含む試験サンプルの増幅産物の量を、標的配列を含むポリヌクレオ
チドの既知量を有する参照サンプルの増幅産物と比較することによって、試験サンプル中
の標的配列の量を決定することが可能である。
【０１７０】
　（本発明の組成物とキット）
　本発明はまた、本明細書に記載される方法で使用される組成物とキットを提供する。組
成物は、本明細書に記載するものの内から任意に選択される成分、反応混合物、および／
または中間体を始め、それらの任意の組み合わせであってもよい。
【０１７１】
　１つの実施形態では、本発明は、本明細書に記載される複合プライマーを含む組成物を
提供する。ある実施形態では、複合プライマーは、ＤＮＡ部分に隣接するＲＮＡ部分を含
む。別の実施形態では、複合プライマーは、５’－および３’－ＤＮＡ部分と、少なくと
も１つの介在ＲＮＡ部分を含む。別の実施形態では、複合プライマーのＲＮＡ部分は、７
から約２０個のヌクレオチドから成り、複合プライマーのＤＮＡ部分は、約５から約２０
個のヌクレオチドからなる。また別の実施形態では、複合プライマーのＲＮＡ部分は、約
１０から約２０個のヌクレオチドから成り、複合プライマーのＤＮＡ部分は、約７から約
２０個のヌクレオチドからなる。ある実施形態では、複合プライマーは、下記：
【０１７２】

【化９】

の複合プライマーから選択され、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオ
キシリボヌクレオチドを表す。
【０１７３】
　別の実施形態では、本発明は、本明細書に記載する複合プライマー、および補助プライ
マー（例えば、ランダム化ヘキサマープライマー）を含む組成物を提供する。ある実施形
態では、複合プライマーは、下記：
【０１７４】
【化１０】

の複合プライマーから選択され、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオ
キシリボヌクレオチドを表す。
【０１７５】
　別の実施例では、本発明は、基を付着することによって誘導体形成された複合プライマ
ーを含む組成物を提供する。この基は、核酸マイクロアレイを調製する際に用いられる固
相基板に対する、複合プライマー含有ポリヌクレオチドの付着を可能とする。ある実施形
態では、複合プライマーには、アミンのような正電荷帯電基が付着される。別の実施形態
では、複合プライマーは、例えば、複合プライマーを、検出可能な基、例えばラベル、ま
たは、ラベルに共有結合または非共有結合が可能な基を用いて誘導体化することによって
標識される。
【０１７６】
　別の実施例では、本発明は、複合プライマーと、下記の内から選択される１つ以上を含
む組成物を提供する。選択の対象となるものは、ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡ／ＤＮＡ２
重鎖からＲＮＡを切断する酵素、および、補助プライマー（例えば、ランダムヘキサマー
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プライマーの集団）である。ある実施形態では、組成物はさらに標識ｄＮＴＰを含む。さ
らに別の実施形態では、組成物は、非標準的ヌクレオチド（例えば、ｄＵＴＰ）、および
、米国特許出願公開第２００４／０００５６１４号、および、Ｋｕｒｎ等の同時係属中米
国特許出願第６０／５３３，３８１号に記載されるように、無塩基部位を標識する、およ
び／または、断片化するのに好適な試薬を含む。
【０１７７】
　組成物は、一般に、凍結乾燥形態または水性形態として、好ましくは、適当なバッファ
ー中に存在する。
【０１７８】
　本発明はまた、本明細書に記載される増幅産物を含む組成物を提供する。従って、本発
明は、本明細書に記載される方法の内から任意に選択された方法によって生産される、標
的配列のコピーまたは相補体であるＤＮＡ集団（または、産物を含む組成物）を提供する
。本発明はまた、均一（同じ配列）であっても、または、不均一（異なる配列）であって
もよいこれらの集団からなる組成物および各種形態物（例えば、アレイ）を含む。これら
の集団は、本明細書に記載される方法から得られた配列の任意の集合体であってよい。
【０１７９】
　組成物は、凍結乾燥形態であることも可能であるが、一般的には、適当な媒体中に存在
する。適当な媒体としては、水性媒体（例えば、純水またはバッファー）が挙げられるが
、ただしそれに限定されない。
【０１８０】
　本発明は、本発明の方法を実行するためのキットを提供する。従って、適当な包装を施
された様々なキットが提供される。キットは、本明細書に記載される用法の内から任意に
選択される１つ以上の用法のために使用されてよく、従って、下記の用法の中から任意に
選択される１つ以上に関する指示を含んでいてもよい。その用法とは、増幅法、遺伝子タ
イピング、核酸突然変異検出（遺伝子タイピング法を含む）、目的の配列の有無の決定、
目的の配列の定量、不動化核酸の調製（マイクロアレイ上に不動化される核酸であっても
よい）、比較ゲノムハイブリダイゼーション、および、本発明の方法によって生成される
核酸増幅産物による核酸の特性解明、発現プロファイリング法、サブトラクティブハイブ
リダイゼーション、および、サブトラクティブハイブリダイゼーション用プローブの調製
、および、ライブラリー（ｃＤＮＡおよび／または差動ハイブリダイゼーションライブラ
リーであってもよい）調製法である。
【０１８１】
　本発明のキットは、本明細書に記載される成分から任意に選択された組み合わせを含む
１つ以上の容器を含むが、下記は、そのようなキットの例である。キットは、本明細書に
記載される複合プライマーの内から任意に選択されるものを含んでいてよい。ある実施形
態では、キットは、下記：
【０１８２】
【化１１】

の複合プライマーから選択される１個以上の複合プライマーを含み、イタリック体はリボ
ヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオキシリボヌクレオチドを表す。ある実施形態では、キ
ットはさらに、複数の補助プライマーを含むが、それらは、別々に包装されてもよいし、
されなくともよい。複合プライマーは、標識されてもよいし、されなくともよい。キット
はまた、要すれば随意に、本明細書に記載される酵素（例えば、ＤＮＡ依存性ＤＮＡポリ
メラーゼ、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡ－依存性およびＲＮＡ依存性ＤＮＡ
ポリメラーゼの両活性を与えるＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲ
ＮＡを切断することができる酵素、例えば、ＲＮアーゼＨ）の内から任意に選択される１
つ以上を始めとして、デオキシリボヌクレオシド三リン酸（標識、または未標識、または
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誘導体形成）も含んでよい。キットはまた、１種以上の適切なバッファー（例えば、本明
細書に記載されるもの）を含んでもよい。キットはまた、Ｋｕｒｎ等の同時係属中米国特
許出願第６０／３８１，４５７号に記載されるように、標識ｄＮＴＰ、および／または、
非標準的ヌクレオチド（例えば、ｄＵＴＰ）を含んでもよい。
【０１８３】
　キットの中の１つ以上の試薬は、乾燥粉末として供給されてよいが、通常は、賦形剤を
含めて凍結乾燥される。このものは、溶解すると、本明細書に記載される方法から任意に
選択される方法を実行するのに好適な濃度を有する試薬液を与える。各成分は、別々の容
器に包装されてもよいし、あるいは、交差反応性や有効期限が折り合う場合には、いくつ
かの成分を合わせて１つの容器に入れてもよい。
【０１８４】
　本発明のキットは、意図する核酸増幅のために本発明の方法の成分を使用することに関
する、および／または、適当に、種々の目的、例えば、配列変異の検出のために増幅産物
を使用するための、要すれば随意に、一式の指示、一般的には、指示書を含んでもよい。
ただし、指示を含む電子保存媒体（例えば、磁性ディスケット、または光ディスク）も受
け入れ可能である。キットに含まれる指示は、一般に、本発明の方法を実行するのに必要
な試薬（キットに含まれると否とを問わず）に関する情報、キットの使用法および／また
は適当な反応条件に関する説明を含む。
【０１８５】
　別の実施例では、本発明のキットは、複合プライマー伸長産物および第２プライマー伸
長産物からなる複合体を含む。さらに別の実施例では、上記キットの内から任意に選択さ
れるキットはさらに、１種以上のコントロール（例えば、テンプレートポリヌクレオチド
（例えば、ゲノムＤＮＡのようなＤＮＡテンプレート、あるいは、全体ＲＮＡまたはｍＲ
ＮＡのようなＲＮＡテンプレート）であってもよい）、複合プライマー、および／または
補助プライマーを含む。
【０１８６】
　キットの成分は、便利で、適切であれば、任意に選択される包装形式で包装されてよい
。成分は別々に包装されてもよく、あるいは、１つの、または複数の組み合わせで包装さ
れてもよい。
【０１８７】
　キット中の各種成分の相対量は、本明細書に記載される方法を実行するのに必要な反応
を実質的に最適化し、および／または、さらにアッセイの感度を最適化するのに必要な試
薬の濃度を実現するために大きく変動させてもよい。
【０１８８】
　本発明はまた、本明細書に記載される方法を実行するシステムを提供する。これらのシ
ステムは、上に論じた成分の各種組み合わせを含む。
【０１８９】
　どのシステム実施形態も、本明細書で記載するテンプレート（標的）配列を含んでよい
。システムは一般に、本発明の増幅法を実行するための１つ以上の装置を含む。そのよう
な装置としては、例えば、加熱装置（例えば、加熱ブロックまたは水浴）および、本明細
書に記載される方法の１つ以上の工程を自動的に実行する装置が挙げられる。本発明の方
法は、加熱サイクル工程がどの工程にも必要とされないので、小型装置に用いるのに特に
好適である。好適な装置の非限定的例としては、ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｉｌａｎ
ｔ　ａｎｄ　Ｃａｌｉｐｅｒ）およびｅＳｅｎｓｏｒが挙げられる。
【０１９０】
　本発明はまた、本明細書に記載する成分の各種組み合わせを含む反応混合物（または、
反応混合物を含む組成物）を提供する。反応混合物の例は上述した。ある実施形態では、
本発明は、（ａ）標的ポリヌクレオチド、（ｂ）３’ＤＮＡ部分およびＲＮＡ部分を含む
複合プライマー、（ｃ）補助プライマー、および（ｄ）ＤＮＡポリメラーゼを含む反応混
合物を提供する。本明細書で記述する場合、複合プライマーは全て、３’ＤＮＡ部分に隣
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接して５’ＲＮＡ部分を含む複合プライマーを含めて、反応混合物（または、複数の複合
プライマー）の中に存在してよい。反応混合物はまた、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドから
ＲＮＡを切断する酵素、例えば、ＲＮアーゼＨをさらに含んでもよい。ある実施形態では
、複合プライマーは、下記：
【０１９１】
【化１２】

の複合プライマーから選択され、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオ
キシリボヌクレオチドを表す。
【０１９２】
　その他の反応混合物も本明細書に記載され、本発明に含まれる。
【０１９３】
　本発明はまた、本明細書に記載される複合体（本明細書に記載される方法における中間
体である）の内から任意に選択される複合体を含む組成物を含む。そのような複合体の例
が、図１－８に模式的に描かれる。例として、本発明の１つの複合体は、（ａ）標的ポリ
ヌクレオチド鎖、および、（ｂ）３’ＤＮＡ部分とＲＮＡ部分を含む複合プライマーを含
む複合体である。この複合プライマーは、５’にあって、３’ＤＮＡ部分に隣接するＲＮ
Ａ部分を持ってもよい。別の例として、本発明の複合体は、（ａ）複合プライマー伸長産
物、および、（ｂ）標的ポリヌクレオチドを含む複合体である。
【０１９４】
　さらに別の例では、本発明の複合体は、本明細書に記載される方法の内から任意に選択
される方法によって調製された、ＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体である
。ある実施形態では、この複合体はさらに、第２の末端に第２のＲＮＡ／ＤＮＡ部分的ヘ
テロ二重鎖を含む。さらに別の例では、本発明の複合体は、本明細書に記載される方法の
内から任意に選択される方法によって産生された３’単一鎖ＤＮＡ部分を含む複合体であ
る。ある実施形態では、複合体はさらに、第２の３’単一鎖領域を含む。別の例では、本
発明の複合体は、（ａ）３’単一鎖ＤＮＡ部分を含む複合体、および、（ｂ）その３’単
一鎖部分にハイブリダイズした複合プライマーである。
【０１９５】
　（本発明の増幅法および組成物を用いる方法）
　本発明の方法および組成物は、様々の目的のために使用することが可能である。例示の
ために述べると、核酸突然変異検出法（遺伝子タイピング法を含む）、目的の配列の有無
の決定、目的の配列の定量、不動化核酸の調製（マイクロアレイ上に不動化される核酸で
あってもよい）、比較ゲノムハイブリダイゼーション、および、本発明の方法によって生
成された核酸増幅産物による核酸の特性解明、新規核酸配列（例えば、新規コードまたは
非コード転写物）の検出および／または特定、および、スプライシング変異体配列の特性
解明が挙げられる。発現プロファイリング法、サブトラクティブハイブリダイゼーション
法、および、サブトラクティブハイブリダイゼーション用プローブの調製、および、ライ
ブラリー（ｃＤＮＡおよび／または差動ハイブリダイゼーションライブラリーであっても
よい）調製法がさらに挙げられる。
【０１９６】
　（核酸マイクロアレイを含む、基板に不動化される核酸の調製法）
　本発明のいくつかの増幅法の産物は、表面に不動化するのに適する。本発明の方法の増
幅産物が一般に、テンプレートポリヌクレオチドのセンスおよびアンチセンスコピーに対
応する配列の混合物を含む限り、ある定義された供給源（例えば、定義された細胞集団ま
たは単一細胞から得られたＤＮＡまたはＲＮＡ、生物特異的テンプレート（例えば、特定
のウィルスまたはその他の病原体のＤＮＡまたはＲＮＡであって、その生物体を特定する
のに十分なＤＮＡまたはＲＮＡ）、または、疾病特異的テンプレート）から得られるテン
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プレートポリヌクレオチドの増幅によって生成される配列集団を不動化することは有用で
ある。次に、不動化された増幅産物は、各種プローブによって探査され、ハイブダイゼー
ション信号が比較され得る。例えば、既知の病原体または非病原体（例えば、ウィルス、
またはウィルスグループ）から得られたゲノムポリヌクレオチド（ＤＮＡまたはＲＮＡ）
の不動化アレイを、遺伝材料サンプル中の病原体の存在または同一性評価のために用いて
もよい。このようなアレイは、疾病監視、および疾病発生の際には病原体の特定に有用で
あろう。疑惑のサンプルからポリヌクレオチドを分離し、従来技術で既知の任意の方法で
標識し、このようなアレイにハイブリダイズさせてもよい。アレイに対するハイビリダイ
ゼーションによって生じた信号を検出することによって、サンプルポリヌクレオチドに存
在する病原体の存在または同一性に関する情報が得られる。
【０１９７】
　増幅産物は、固体または半固体の支持体または表面に付着させることが可能である。支
持体または表面は、例えば、ガラス、プラスチック（例えば、ポリスチレン、ポリプロピ
レン、ナイロン）、ポリアクリルアミド、ニトロセルロース、またはその他の材料で製造
されてもよい。
【０１９８】
　核酸を、例えば、ガラススライドのような固相基板に付着させるための従来のいくつか
のよく知られた技術がある。１つの方法は、固相基板に付着することができる基、例えば
、アミン基、アミン基の誘導体、または正電荷を有する別の基を含む修飾された塩基また
は類縁体を、増幅核酸中に組み込むことである。次に、この増幅産物を、増幅産物上の反
応基と共有結合を形成するアルデヒド、または他の反応基でコートした、固相基板、例え
ば、ガラススライドに接触させて、増幅産物をガラススライドに共有結合させる。増幅産
物を含むマイクロアレイは、Ｂｉｏｄｏｔ（ＢｉｏＤｏｔ，Ｉｎｃ．，アービン、カリフ
ォルニア州）の点滴下装置、およびアルデヒド塗布ガラススライド（ＣＥＬ　Ａｓｓｏｃ
ｉａｔｅｓ、ヒューストン、テキサス州）を用いて製造することが可能である。増幅産物
は、アルデヒド塗布スライドに滴下し、公表された手順（Ｓｃｈｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．（１９９５）９３：１０６１４－
１０６１９）に従って処理することが可能である。アレイはまた、ロボット工学を用いて
、ガラス、ナイロン（Ｒａｍｓａｙ，Ｇ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．（１
９９８），１６：４０－４４）、ポリプロピレン（Ｍａｔｓｏｎ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａ
ｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１９９５）、２２４（１）：１１０－６）、および、シリコンス
ライド（Ｍａｒｓｈａｌｌ，Ａ．ａｎｄ　Ｈｏｄｇｓｏｎ，Ｊ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌ．（１９９８）１６：２７－３１）の上に印刷することが可能である。ア
レイ構築のための他の方法としては、電場におけるファインマイクロピペッティング（Ｍ
ａｒｓｈａｌｌ　ａｎｄ　Ｈｏｄｇｓｏｎ、上述）、および、正電荷塗布プレートに対す
るポリヌクレオチドの直接滴下が挙げられる。アミノプロピルシリコン表面化学を利用す
る方法も、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｍｔ．ｃｏｒｎｉｎｇ．ｃｏｍおよびｈｔｔｐ：／
／ｃｍｇｍ．ｓｔａｎｆｏｒｄ．ｅｄｕ／ｐｂｒｏｗｎ／に開示されているように、従来
技術で既知である。
【０１９９】
　マイクロアレイを製造する１つの方法は、高密度ポリヌクレオチドアレイの製造である
。ポリヌクレオチドの高速沈着技術は既知である（Ｂｌａｎｃｈａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　＆　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ，１１：６８７－６９０）。
その他の方法、例えば、マスキングによるマイクロアレイの製造法も用いてよい（Ｍａｓ
ｋｏｓ　ａｎｄ　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．（１９９２），２０
：１６７９－１６８４）。原則として、前述したように、任意のタイプのアレイ、例えば
、ナイロンハイブリダイゼーション膜に対するドットブロットも使用が可能である。しか
しながら、当業者には理解されるように、多くの場合極小アレイが好まれる。なぜならハ
イブリダイゼーション容量がより小さくなるからである。
【０２００】
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　増幅ポリヌクレオチドは、基板、例えば、紙、ガラス、プラスチック、ポリスチレン、
ポリプロピレン、ナイロン、ポリアクリルアミド、ニトロセルロース、シリコン、光ファ
イバー、または、その他の任意の好適な固形または半固形表面体（例えば、薄層のポリア
クリルアミドゲル（Ｋｈｒａｐｋｏ，ｅｔ　ａｌ．，ＤＮＡ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（１９９
１），１：３７５－３８８）を含む基板の上にマトリックス状に滴下してもよい。
【０２０１】
　アレイは、平坦な基板の上に二次元マトリックスとして配置してもよいし、または、ピ
ン、ロッド、ファイバー、テープ、スレッド、ビーズ、粒子、マイクロタイターウェル、
毛細管、シリンダー、および、標的分子のハイブリダイゼーション・検出に好適な任意の
他の配置を取ってもよい。１つの実施形態では、増幅産物が付着される基板は、磁性ビー
ズまたは粒子である。別の実施形態では、固相基板は光ファイバーを含む。さらに別の実
施形態では、増幅産物は、毛細管中の液相に分散され、次に、固体相に対して不動化され
る。
【０２０２】
　アレイはまた、粒子、例えば、ビーズから構成されてもよい。ビーズは、増幅産物のみ
によって標識されてもよいし、あるいは、増幅産物と付加したラベル、例えば、定義され
た色素または他のラベルとの両方によって標識されてもよい。
【０２０３】
　（核酸の特定）
　本発明の方法によって得られる増幅産物についてさらに詳細な特性解明を実行すること
が可能である。本発明の方法の産物については、特に定量的分析を行うことが可能である
。なぜなら、開始材料の各種ポリヌクレオチドの表示を一般に正確に反映する十分な量の
ＤＮＡが生産されるからである。
【０２０４】
　増幅されたポリヌクレオチド産物（すなわち、本明細書に記載される増幅方法の内から
任意に選択される方法によって得られた産物）は、例えば、従来技術で既知のプローブハ
イブリダイゼーション技術、例えば、サザンおよびノーザンブロッティング、およびプロ
ーブアレイに対するハイブリダイゼーションを用いて分析することが可能である。産物は
また、電気泳動法、例えば、従来技術で既知の、差動ディスプレイおよびサイズ特徴解明
を用いて分析することも可能である。さらに、このポリヌクレオチド産物は、従来技術で
既知の他の分析法および／または定量法、例えば、リアルタイムＰＣＲ、定量的ＴａｑＭ
ａｎ、分子ビーコンによる定量的ＰＣＲ、米国特許第６，２５１，６３９、６，６８６，
１５６、および、６，６９２，９１８号、米国特許公開第２００２／０１１５０８８Ａ１
、２００３／０１８６２３４Ａ１、２００３／００８７２５１Ａ１、２００２／０１６４
６２８、および２００３／０２１５９２６号、および、国際出願公開第０３／０８３４３
号に記載される方法の開始材料として使用することも可能である。従って、本発明は、本
明細書に記載される方法の産物の内から任意に選択される産物に対して適用される、これ
らのさらに詳細な分析的および／または定量的方法をも含む。
【０２０５】
　１つの実施形態では、本発明の増幅法は、ポリヌクレオチド産物の多数コピーを生成す
るのに利用され、産物はプローブに接触させることによって分析される。
【０２０６】
　ある実施形態では、本発明の増幅方法は、標識された（切断されない部分において）複
合プライマーを用いて標識した１本鎖ポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ）産物の多数コ
ピーを生成するのに利用される。例えば、プライマーは、アミノアリル標識ヌクレオチド
によって標識することが可能である。別の実施形態では、本発明の増幅方法は、ＤＮＡの
間に標識ヌクレオチドの取り込みによって標識されるポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ
）産物の多数のコピーを生成するのに利用される。例えば、本発明の方法による増幅は、
適当に標識されたｄＮＴＰを用いて実行することが可能である。これらの標識ヌクレオチ
ドは、直接ラベルに付着させてもよいし、あるいは、ラベルに付着させることが可能な基
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を含んでもよい。ラベルは、増幅産物に対して共有結合または非共有結合させてもよい。
適当なラベルは従来技術で既知であるが、例えば、特定の結合ペアのメンバーであって、
結合ペアの検出可能な第２メンバーを用いて検出／定量が可能なリガンドが挙げられる。
従って、例えば、Ｃｙ３－ｄＵＴＰまたはＣｙ５－ｄＵＴＰの存在下に本発明の方法に従
ってテンプレートポリヌクレオチドを増幅することによって、これらのヌクレオチドは増
幅産物の中に取り込まれる。さらに、アミノアリル誘導体化ヌクレオチド、例えば、アミ
ノアリルｄＵＴＰの存在下で増幅することも可能である。アミノアリルｄＵＴＰを含む増
幅産物は、Ｃｙ３またはＣｙ５のようなラベルに結合することが可能である。
【０２０７】
　別の実施形態では、増幅方法は、非標準的ヌクレオチド、例えば、ｄＵＴＰの存在下に
実行されるが、非標準的ヌクレオチドを含む増幅は、米国特許出願公開第２００４／００
０５６１４号に開示される方法に従って標識および／または断片化される。簡単に言うと
、非標準的ヌクレオチドは（増幅産物に取り込まれた場合）切断されて、無塩基部位を生
成する。次に、この無塩基部位は、無塩基部位を標識することが可能な試薬と接触させる
ことによって標識する。さらに、無塩基部位を含むポリヌクレオチドは、その無塩基部位
において切断することが可能であり、さらに詳細な分析、例えば、アレイに対するハイブ
リダイゼーションに好適な断片を生成する。この断片はまた、前述のようにして標識する
ことが可能である。
【０２０８】
　標識増幅産物は、それらを、例えば、ｃＤＮＡのような適当なプローブおよび／または
オリゴヌクレオチドプローブを含む、マイクロアレイ（ガラス、チップ、プラスチックを
含む、任意の適当な表面を持つ）、ビーズ、または粒子に接触させて分析（例えば、検出
および／または定量）するには特に好適である。従って、本発明は、本発明の増幅法を用
いて標識ポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ）産物を生成し、標識産物を分析することに
よって、対象とする標的ポリヌクレオチドの特性を解明する（例えば、検出および／また
は定量する）方法を提供する。標識産物の分析は、例えば、その標識増幅産物を、例えば
、固形または半固形の基板の特定部位に不動化されたプローブ、定義された粒子に不動化
されたプローブ、または、ブロット（例えば、膜）に不動化されたプローブ、例えば、前
述されたアレイに、ハイブリダイズすることによって実行することが可能である。標識産
物を分析するその他の方法は従来技術で既知であり、例えば、標識産物を、プローブを含
む溶液に接触させ、その後、溶液から、標識増幅産物とプローブを含む複合体を抽出する
やり方がある。プローブの本質から、増幅産物の配列の本質が解明され、従って、外挿に
より、サンプル中に存在する標的ポリヌクレオチドの本質も解明される。標識産物のハイ
ブリダイゼーションは検出可能であり、検出される特定のラベルの量は、対象とする特定
の標的ポリヌクレオチドの標識増幅産物の量に比例する。
【０２０９】
　アレイの定義された部位においてハイブリダイズした標識産物の量（例えば、ラベルと
関連する検出可能な信号によって示される）は、サンプル中の対応する標的ポリヌクレオ
チド種の検出および／または定量を指示する可能性がある。
【０２１０】
　特性解明法としては、ハイブリダイゼーションによる配列決定（例えば、Ｄｒａｍａｎ
ａｃ、米国特許第６，２７０，９６１号参照）、および、大規模ゲノムハイブリダイゼー
ション（比較ゲノムハイブリダイゼーションとも呼ばれる）（例えば、Ｐｉｎｋｅｌ，米
国特許第６，１５９，６８５号、Ｄａｉｇｏ　ｅｔ　ａｌ（２００１）Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔ
ｈｏｌ．１５８（５）：１６２３－１６３１を参照）が挙げられる。簡単に言うと、比較
ゲノムハイブリダイゼーションは、本明細書に記載される任意の方法に従って標識ポリヌ
クレオチド（ポリヌクレオチド断片であってもよい）の第１集団を調製することを含み、
その場合、第１集団が合成される元となったテンプレートは全ゲノムＤＮＡである。（第
１集団をそれと比較したいと思う）標識ポリヌクレオチドの第２集団が、第２ゲノムＤＮ
Ａテンプレートから調製される。第１集団と第２集団は異なるラベルで標識される。ハイ
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ブリダイズした第１および第２集団を混合し、アレイまたは展開した染色体にハイブリダ
イズさせる。異なるラベルが検出され、比較される。
【０２１１】
　別の局面では、本発明は、標識および／または断片化核酸の定量法であって、定義され
た配列（例えば、マイクロアレイ上に不動化されてもよい）を持つオリゴヌクレオチド（
プローブ）の使用を含む方法を提供する。
【０２１２】
　本発明の方法によって生成された増幅産物はまた、標的核酸配列に見られる変化を、そ
の配列変化を除いてはその標的核酸配列に対して同じである参照核酸配列と比べることに
よって検出する分析にも好適である。標的ポリヌクレオチドがゲノムＤＮＡまたはＲＮＡ
である場合、その配列変化は、ゲノム配列に存在する配列変化であるかも知れないし、あ
るいは、ゲノム配列には反映されない配列変化、例えば、転写後変化、および／または、
スプライシング変異を含むｍＲＮＡのプロセシングによる変化であるかも知れない。配列
変化（相互交換的に「突然変異」と呼ばれる）としては、１個以上のヌクレオチドの欠失
、置換、挿入、および／またはトランスバージョンが挙げられる。
【０２１３】
　参照核酸配列と比べることによって標的核酸配列に見られる変化を検出する、その他の
、従来技術認知の分析方法も、本発明の増幅法の核酸産物に用いるのに好適である。その
ような方法は従来技術でよく知られているが、特定の定義された配列を検出するための各
種方法、例えば、対立遺伝子特異的プライマー伸長、対立遺伝子特異的プローブ連結、差
異プローブハイブリダイゼーション、および、限定プライマー伸長に基づく方法が挙げら
れる。例えば、Ｋｕｒｎ等、米国特許第６，２５１，６３９Ｂ１、米国特許第５，８８８
，８１９、６，００４，７４４、５，８８２，８６７、５，８５４，０３３、５，７１０
，０２８、６，０２７，８８９、６，００４，７４５、５，７６３，１７８、５，０１１
，７６９、５，１８５，２４３、４，８７６，１８７、５，８８２，８６７、５，７３１
，１４６、国際公開第　ＵＳ８８／０２７４６号、ＷＯ９９／５５９１２、ＷＯ９２／１
５７１２、ＷＯ００／０９７４５、ＷＯ９７／３２０４０、ＷＯ００／５６９２５、およ
び５，６６０，９８８を参照されたい。従って、本発明はまた、突然変異（一塩基多型で
あってもよい）を含む標的ポリヌクレオチドにおける突然変異の検出法であって、（ａ）
本明細書に記載される任意の方法を用いて標的ポリヌクレオチドを増幅すること、および
、（ｂ）参照ポリヌクレオチドと比較することによって変化（突然変異）の存在について
増幅産物を分析することを含む方法を提供する。
【０２１４】
　増幅産物はまた、さらに詳細な分析、例えば、配列決定、例えばオリゴヌクレオチド連
結アッセイによる多型検出（多重ＳＮＰ検出を含む）、Ｉｎｖａｄｅｒ，Ｃｌｅａｖａｓ
ｅ，または限定プライマー伸長による分析等のテンプレートとして使用することも可能で
ある。全体として大容量の投入材料を必要とする方法では、本発明の方法は、ポリヌクレ
オチドプールを「前段」増幅し、その後の分析に十分な投入材料を生成するために使用す
ることが可能である。
【０２１５】
　（遺伝子発現プロフィールの決定）
　本発明の増幅法は、サンプル中の１種以上の遺伝子の発現レベルの定量に使用するのに
特に好適である。なぜなら本明細書に記載される方法は、同じサンプル中の標的ＲＮＡを
多数、莫大な数増幅することが可能だからである。前述のように、増幅産物は、本明細書
に記載する、および／または、従来技術で既知の様々な方法を用いて検出し、定量するこ
とが可能である。ＲＮＡは遺伝子発現の産物であるから、サンプル中の各種ＲＮＡ分子種
、例えばｍＲＮＡのレベルは、各種遺伝子の相対的発現レベル（遺伝子発現プロフィール
）を示す。従って、配列の増幅産物を定量することによって決定される、サンプル中に存
在する対象ＲＮＡ配列量の決定は、同じサンプル供給源の遺伝子発現プロフィールを決め
る。
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【０２１６】
　従って、本発明は、サンプル中の遺伝子発現プロフィールを定める方法であって、本明
細書に記載される任意の方法を用いて、サンプル中のテンプレートＲＮＡから１本鎖産物
を増幅すること、および、各ＲＮＡの増幅産物量を定量することを含み、前記各量は、サ
ンプルにおける各ＲＮＡの量を示すものであり、それにより、サンプルの発現プロフィー
ルが確定される方法を提供する。一般に、標識産物が形成される。ある実施形態では、標
的ＲＮＡはｍＲＮＡである。増幅産物の量は、定量法および／または定性法によって定め
られてもよいことが理解される。増幅産物の量を定めることは、増幅産物の有無を決める
ことを含む。従って、発現プロフィールは、１種以上の対象ＲＮＡ配列の有無に関する情
報を含むことが可能である。本明細書で用いる、産物が「欠如する」または、産物の「欠
如」、および「産物検出不能」とは、微々たるレベル、または最小レベルを含む。
【０２１７】
　発現プロファイリング法は、多種多様な分子診断において、特に、事実上任意の哺乳類
細胞（単一細胞を含む）、または細胞集団における遺伝子発現の研究において有用である
。細胞、または細胞集団（例えば組織）は、例えば、血液、脳、脾臓、骨、心臓、血管、
肺、腎臓、下垂体、内分泌腺、胚細胞、腫瘍等に由来してよい。発現プロファイリングは
また、対照（正常）サンプルを、発達、治療などの前、後、および／または最中を含めた
様々な時点で採取された試験サンプルを含む試験サンプルと比較するのに有用である。
【０２１８】
　（ライブラリーの調製法）
　本発明の方法のＤＮＡ産物は、ｃＤＮＡライブラリーおよびサブトラクティブハイブリ
ダイゼーションライブラリーを含めたライブラリーを調製するのに有用である。本発明の
方法を用いると、ライブラリーを、限られた量の開始材料から、例えば、限られた量の組
織、または単一細胞から抽出されたｍＲＮＡから調製することが可能である。従って、１
つの局面で、本発明の方法は、本発明のＤＮＡ産物からライブラリーを調製する工程を提
供する。さらに別の局面では、本発明は、ライブラリーの製造法であって、本明細書に記
載される任意の方法を用いてサブトラクティブハイブリダイゼーションプローブを調製す
ることを含む方法を提供する。
【０２１９】
　（サブトラクティブハイブリダイゼーション法）
　本発明の方法は、（少なくとも）第１および第２標的ポリヌクレオチド集団が比較され
るサブトラクティブハイブリダイゼーション法に使用するためには特に好適である。なぜ
なら、本明細書に記載される方法は、同じサンプルの多数の標的ポリヌクレオチドを増幅
することが可能であり、かつ、本発明の方法は、サブトラクティブハイブリダイゼーショ
ンにおいて「駆動因子」として用いるのに好適な１本鎖アンチセンス核酸を大量に生産す
るのに適しているからである。例えば、一方はセンス、もう一方はアンチセンスである２
つの核酸集団を、一方の集団がモル過剰で存在するように（「駆動因子」）互いに混合さ
せることができる。両集団に存在する配列はハイブリッドを形成するが、一方、片方の集
団にしか存在しない配列は１本鎖のままである。その後、各種周知の方法を用いて、識別
的に発現した配列を表す、ハイブリダイズしない分子を分離する。例えば、Ｈａｍｓｏｎ
等、米国特許第５，５８９，３３９号、Ｖａｎ　Ｇｅｌｄｅｒ、米国特許第６，２９１，
１７０を参照されたい。本明細書に提供されるサブトラクティブハイブリダイゼーション
法は、増幅標的ＲＮＡを用いるサブトラクティブハイブリダイゼーションには特に好適で
ある。
【０２２０】
　従って、本発明は、サブトラクティブハイブリダイゼーションを実行する方法であって
、（ａ）本明細書に記載される任意の増幅法を用いて、第１ポリヌクレオチド集団から標
的ポリヌクレオチドの相補体の複数ＤＮＡコピーを調製すること、および、（ｂ）その複
数のコピーを第２ポリヌクレオチド集団にハイブリダイズさせることを含み、それによっ
て第２ポリヌクレオチド集団のサブ集団に、第１ポリヌクレオチド集団のＤＮＡコピーと
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複合体を形成させる方法を提供する。本発明はまた、サブトラクティブハイブリダイゼー
ション法であって、本明細書に記載される任意の増幅方法を用いて、第１ポリヌクレオチ
ド集団由来の少なくとも１つのポリヌクレオチドの相補体の複数コピーを、第２ポリヌク
レオチド集団にハイブリダイズさせることを含み、第２ポリヌクレオチド集団のサブ集団
に、第１ポリヌクレオチド集団の複数コピーの内のあるコピーと複合体を形成させる方法
を提供する。好ましい実施形態では、サブトラクティブハイブリダイゼーションで利用さ
れるポリヌクレオチド集団はＲＮＡ集団である。ある実施形態では、本発明の方法の、「
駆動因子」１本鎖アンチセンスＤＮＡ産物が、試験因子（センス）ＲＮＡ分子種と結合さ
れる。ある実施形態では、「駆動因子」１本鎖アンチセンス核酸（一般に、ＤＮＡ）産物
は、本明細書に記載される本発明の方法を用いて生産される。
【０２２１】
　別の局面では、本発明は、差動増幅法であって、試験ＲＮＡ配列とハイブリダイズする
１本鎖駆動（アンチセンス）ＤＮＡ配列を、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド中に存在するＲ
ＮＡを切断する因子、例えば、ＲＮアーゼＨによる切断に供する方法を提供する。ＲＮＡ
が切断されると、試験ＲＮＡ鎖から１本鎖ＤＮＡ産物を生成することができなくなる。逆
に、切断されない試験因子（すなわち、駆動ＤＮＡ分子にハイブリダイズしない試験因子
ＲＮＡ）は、その後の増幅において基質となり得る。識別的に発現した増幅産物は、多様
な用途、例えば、差動発現ライブラリー生産のための差動発現プローブとして含む用途を
有する。従って、本発明は、１種以上のＲＮＡテンプレート配列の差動増幅法であって、
（ａ）本明細書に記載される任意の増幅法を用いて、第１ＲＮＡ集団からＲＮＡの相補体
の複数のポリヌクレオチド（一般に、ＤＮＡ）コピーを調製すること、（ｂ）この複数コ
ピーを第２ＲＮＡ集団にハイブリダイズさせて、第２ＲＮＡ集団のサブ集団に、ＤＮＡコ
ピーとの複合体を形成させること、（ｃ）ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッドからＲＮＡを切断
する酵素を用いて工程（ｂ）の複合体のＲＮＡを切断すること、および、（ｄ）第２ＲＮ
Ａ集団のハイブリダイズしないサブ集団を増幅することを含み、第２ＲＮＡ集団のハイブ
リダイズしないサブ集団に対して相補的な１本鎖ＤＮＡの多数コピーを生成する方法を提
供する。ある実施形態では、工程（ｄ）は、本明細書に記載される任意の増幅法を用いて
実行される。ある実施形態では、方法は、本明細書に記載される任意の増幅法を用いて、
第１ＲＮＡ集団由来の対象とする少なくとも１つのＲＮＡ配列の相補体の複数ポリヌクレ
オチド（一般に、ＤＮＡ）コピーを、第２ＲＮＡ集団にハイブリダイズさせ、第２ＲＮＡ
集団のサブ集団に、ＤＮＡコピーとの複合体を形成させること、（ｂ）ＲＮＡ／ＤＮＡハ
イブリッドからＲＮＡを切断する酵素を用いて工程（ａ）の複合体のＲＮＡを切断するこ
と、および、（ｃ）第２ＲＮＡ集団のハイブリダイズしないサブ集団を増幅し、それによ
り第２ＲＮＡ集団のハイブリダイズしないサブ集団に対して相補的な１本鎖ＤＮＡの多数
コピーを生成することを含む。
【０２２２】
　下記の実施例は、本発明を具体的に説明するために示されるものであって、本発明を限
定するためのものではない。
【実施例】
【０２２３】
　（実施例１：複合プライマーおよびランダムヘキサマープライマーによるヒトゲノムＤ
ＮＡの大規模増幅）
　大規模増幅反応は、複合プライマーＩＡ２０と、ヒトゲノムＤＮＡをテンプレートとし
て用いて実行した。複合プライマーＩＡ２０の配列は下記の通り。ＩＡ２０：
【０２２４】
【化１３】

であり、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオキシリボヌクレオチドを
表す。
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【０２２５】
　ヒトゲノムＤＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ．，カタログ番号６５５０－１）をＴＥバッファ
ーで希釈し、９９℃に加熱することによって変性した。いくつかのサンプルでは、ＤＮＡ
とプライマーは、増幅バッファー中で混合し、９６℃で２－４分加熱した。
【０２２６】
　下記の反応混合物を用いた。
【０２２７】
　あらかじめ変性させたヒトゲノムＤＮＡ（約６００コピー）２ｎｇ；
　ランダムヘキサマーＮ６（最終濃度２．５μＭ）（Ｑｉａｇｅｎ－Ｏｐｅｒｏｎ、項目
番号：ＰｏｌｙＮ（６－ｍｅｒ））２μｌ；
　複合プライマーＩＡ２０（最終濃度２．５μＭ）０．５μｌ（１００μＭ）；
　Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼ（０．０４Ｕ／μｌ）（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏ
Ｌａｂｓ，カタログ番号Ｍ０２７５）０．１μｌ；
　バッファー（最終濃度：２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．５；５ｍＭ　ＭｇＣｌ

２；ＲＮａｓｉｎ、０．３Ｕ／μｌ；ＤＴＴ，０．５ｍＭ；アセチル化ＢＳＡ、０．１μ
ｇ／μｌ；Ｔ４ｇｐ３２タンパク、０．１５μｇ／μｌ）１０μｌ；
　ＲＮアーゼを含まない水、最終容量１５μｌまで。
【０２２８】
　この混合物を３０℃で５分、次いで４０℃で５分、５０℃で２分インキュベートした。
【０２２９】
　酵素混合物５μｌ（ＲＮアーゼＨ、最終濃度０．０２５Ｕ／μｌ；およびＢｓｔ　ＤＮ
Ａポリメラーゼ（大断片）、最終濃度０．２Ｕ／μｌ）を添加し、反応系を５０℃で３０
－４０分インキュベートした。反応を、８０℃で５分インキュベートして酵素を失活させ
て停止した。
【０２３０】
　コントロール反応を準備した。この場合、複合プライマー、Ｎ６ランダムプライマー、
または、ＲＮアーゼＨのいずれかを省略した。コントロール反応では、（除外された試薬
の）対応する容量は水で置換された。
【０２３１】
　増幅反応産物は下記のように分析された。０．５μｌの反応混合液を４－２０％の勾配
アクリルアミドゲルに負荷し、２００－２２０Ｖの定電圧で３０分電気泳動した。ゲルを
、０．００５ｍｇ／ｍｌの臭化エチジウムで２分間染色し、１分間水洗した。次にゲルを
視像化し、ＡｌｐｈａＩｍａｇｅｒ２２００システムにて撮影した。結果を図９に示す。
レーンは、下記の成分を含む反応混合物に対応する。
【０２３２】
　レーン番号１－２：完全な反応混合物
　レーン番号３－４：Ｎ６ランダムプライマーを欠く反応
　レーン番号５－６：複合プライマーを欠く反応
　レーン番号７－８：ＲＮアーゼＨを欠く反応。
【０２３３】
　図９は、完全反応混合物を含む反応（後述）、および、Ｎ６ランダムプライマーを欠く
反応では、様々の分子量を持つ増幅産物が生産されたことを示す。しかしながら、複合プ
ライマーまたはＲＮアーゼＨが省略された反応は、検出可能な反応産物を示さなかった。
【０２３４】
　増幅産物は、下記の手順を用いて定量した。反応は、前述のように準備し、処理した。
反応混合物は１００倍に希釈し、その希釈サンプル２μｌをリアルタイムＰＣＲ定量に用
いた。この定量には、染色体７の単一コピー配列を増幅する下記のプライマーペアを用い
た。すなわち、
　２２１ＰＦ２（５’－ＡＧＴＡＴＣＴＧＧＣＡＣＡＴＣＴＴ－３’（配列番号３））お
よび、
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　２２１ＰＲ２（５’－ＧＧＧＡＧＡＴＡＴＴＡＴＴＴＧＧＣ－３’（配列番号４））。
【０２３５】
　プライマー２２１ＰＦ２と２２１ＰＲ２による増幅は、６２塩基対のＰＣＲ産物を生産
することが予測された。ＰＣＲ反応混合物は下記を含んでいた。すなわち、１０μＭの各
プライマー１μｌ；水６μｌ；２ｘＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）１０μｌ；および、希釈反応混合液２μｌ
（前述のように希釈）。コントロール反応系は、テンプレートとして、増幅反応産物の代
わりに、ヒトゲノムＤＮＡ２μｌを用いて行った。
【０２３６】
　用いた熱サイクルプログラムは下記の通り。９４℃１０分１サイクル、次いで９４℃３
０秒、５５℃３０秒、７２℃３０秒４５サイクルである。リアルタイムＰＣＲ定量データ
は、Ｃｔ値（閾値サイクル）として示した。増幅産物の定量について得られた値は、２μ
ｌのヒトゲノムＤＮＡについて得られた値（表１において「非増幅ゲノムＤＮＡ」と表示
されている）と比較した。希釈された大規模増幅産物と、増幅反応に投入される元のヒト
ゲノムＤＮＡの間の希釈係数は１０００倍である。データを表１にまとめた。
【０２３７】
　（表１：ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ使用リアルタイムＰＣＲによる増幅産物および標的ヒト
ゲノムＤＮＡの定量。ヒトゲノムＤＮＡの染色体７上の単一コピー配列（２２１）を用い
て増幅効率を定量した。増幅効率は、ゲノムＤＮＡの開始サンプルにおけるこの単一コピ
ー配列、および、大規模増幅後の同じコピー配列の相対的量として表す。）
【０２３８】

【表１】

　第２の実験において、事実上前述した通りの複合プライマーＩＡ２０を用いてヒトゲノ
ムＤＮＡを増幅した。増幅後、前述の通りに、リアルタイムＰＣＲを用いていくつかの標
的配列を定量した。標的配列の染色体位置およびＰＣＲプライマーペアは表２に示す通り
である。表２は、大規模増幅後の標的配列の相対量と、増幅効率とを示す。リアルタイム
ＰＣＲ定量のデータはＣｔ値（閾値サイクル）として示した。
【０２３９】
　（表２）
【０２４０】



(58) JP 2006-523465 A5 2011.3.10

【表２】

　第３の実験では、事実上前述した通りの複合プライマーＢＳＣＡ－１２８Ｆを用いてヒ
トゲノムＤＮＡを増幅した。複合プライマーＢＳＣＡ－１２８Ｆの配列は、
【０２４１】
【化１４】

であり、イタリック体はリボヌクレオチドを表し、「ｄ」はデオキシリボヌクレオチドを
表す。
【０２４２】
　増幅反応産物は上述の通りに分析した。様々な分子量の増幅産物が生成された。これは
、複合プライマーが、多数のテンプレート配列の増幅を可能とすることを示す。
【０２４３】
　上に本発明をはっきりと理解されるよう図や実施例に基づいてやや詳細に説明したけれ
ども、当業者には明らかなように、いくつかの変更および修正は実行可能である。従って
、この説明および実施例は、本発明の範囲を限定するものと考えてはならない。
【図面の簡単な説明】
【０２４４】
【図１】図１は、本発明の方法に有用な複合プライマーの１つの実施形態を示す。図に描
かれるように、複合プライマーは、３’末端にＤＮＡ部分、５’末端にＲＮＡ部分を含む
。本明細書に論じるように、３’ＤＮＡ部分、次に５’方向に向かってＲＮＡ部分、次に
ＤＮＡ部分となる複合プライマーを用いることも可能である。
【図２】図２は、テンプレートポリヌクレオチドの複数部位にハイブリダイズする複合プ
ライマーであって、複合プライマーの様々な部分が、ハイブリダイズする部位に応じてテ
ンプレートポリヌクレオチドにハイブリダイズする複合プライマーを示す。
【図３】図３は、テンプレート鎖の複数部位にハイブリダイズした複合プライマーのプラ
イマー伸長であって、ある複合プライマー伸長産物が、テンプレート鎖の下流部位にハイ
ブリダイズした複合プライマーのプライマー伸長によって置換されるプライマー伸長を示
す。
【図４】図４は、複合プライマー１を含む、複数の複合プライマー伸長産物の集合体であ
って、多数の標的ポリヌクレオチド配列に対応する配列に連結する（伸長を通じて）複合
プライマー伸長産物の集合体を示す。
【図５】図５は、複合プライマーによってランダムにプライミングした第２プライマー伸
長産物の生成を示す。
【図６】図６は、後段の複合プライマー依存性増幅のためのテンプレートとしてＲＮＡ／
ＤＮＡ部分的ヘテロ二重鎖を含む複合体を用いる、単一プライマー等温性増幅を示す。
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【図７】図７は、テンプレート鎖の複数部位にハイブリダイズする複合プライマーおよび
補助プライマーから起こるプライマー伸長を示す。
【図８】図８は、複合プライマー伸長産物にハイブリダイズする補助プライマーによって
もたらされる第２プライマー伸長産物の形成を示す。
【図９】図９は、ヒトゲノムＤＮＡの多数のテンプレートポリヌクレオチド配列を増幅す
るために単一ランダムプライム型複合プライマーを用いた場合に生成される増幅反応産物
を示すゲルの写真を示す。
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