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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】加ピロリン酸分解活性化重合（PAP）の新規方法を提供する。
【解決手段】相補的な活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を、テンプレート鎖にアニーリ
ングさせる工程。アニーリングした活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を加ピロリン酸分
解する工程。活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長することによって重合させ、所
望の核酸鎖を合成する工程。テンプレート鎖から所望の核酸鎖を分離する工程。所望の核
酸鎖の所望の増幅レベルが達成されるまで、前記工程を反復する工程。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸検出法であって：
　（a）核酸からテンプレート核酸を合成し、ここで前記テンプレート核酸は以下の：
　　（i）1つの核酸鎖に、配列特異的である第一の相補オリゴヌクレオチドをアニーリン
グさせ、そして核酸ポリメラーゼを用いて、該核酸鎖上で、前記の第一の相補オリゴヌク
レオチドを伸長して、伸長された第一のオリゴヌクレオチドを産生する；そして
　　（ii）伸長された第一の相補オリゴヌクレオチドの3'末端に第二のオリゴヌクレオチ
ドを付加してテンプレート核酸を産生する；
ことにより合成する；
　（b）テンプレート核酸に、伸長不能3'端を有する第一のオリゴヌクレオチドP＊および
第二のオリゴヌクレオチドP＊をアニーリングさせ、ここでそれぞれの3'伸長不能末端は
加ピロリン酸分解によって除去可能である；
　（c）加ピロリン酸分解によって、テンプレート核酸にアニーリングした第一のオリゴ
ヌクレオチドP＊および第二のオリゴヌクレオチドP＊のそれぞれの3'伸長不能末端を除去
して、ブロッキングされていない第一のオリゴヌクレオチドおよびブロッキングされてい
ない第二のオリゴヌクレオチドを産生し；そして
　（d）ブロッキングされていない第一のオリゴヌクレオチドおよびブロッキングされて
いない第二のオリゴヌクレオチドを伸長する；
ことを含んでなる、前記方法。
【請求項２】
　連結によって、伸長された第一の相補オリゴヌクレオチドに第二のオリゴヌクレオチド
を付加する、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　ターミナルトランスフェラーゼ伸長によって、伸長された第一の相補オリゴヌクレオチ
ドに第二のオリゴヌクレオチドを付加する、請求項1に記載の方法。
【請求項４】
　テンプレート核酸を増幅する工程（a1）をさらに含んでなる、請求項1～3のいずれか1
項記載の方法。
【請求項５】
　増幅がポリメラーゼ連鎖反応である、請求項1～3の記載の方法。
【請求項６】
　増幅が加ピロリン酸分解活性化重合による、請求項4に記載の方法。
【請求項７】
　テンプレート核酸が、核酸のコピーを合成する反応により合成される、請求項1に記載
の方法。
【請求項８】
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解を行う、請求項1～7のいずれか1項に記載
の方法。
【請求項９】
　核酸ポリメラーゼを用いて伸長を行う、請求項1～7のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０】
　伸長工程で存在するヌクレオチド又はヌクレオチド類似体が標識を含有し、そして伸長
されたオリゴヌクレオチド中の標識の存在が検出される、請求項1に記載の方法。
【請求項１１】
　工程（a）～（d）を反復する、請求項1に記載の方法。
【請求項１２】
　核酸が、切断されている核酸である、請求項1～11のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　核酸が損傷又はニックを有する二本鎖核酸である、請求項1～11のいずれか1項に記載の
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方法。
【請求項１４】
　それぞれのオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸
長不能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチド又はヌクレオ
チド類似体である、請求項1記載の方法。
【請求項１５】
　ヌクレオチド又はヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキシ
ヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-ア
ジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオキ
シ-3'-チアシチジン（3TC）及び2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T）か
らなる群より選択される、請求項14に記載の方法。
【請求項１６】
　核酸を検出する方法であって：
　（a）核酸に2つのオリゴヌクレオチドP＊をアニーリングさせ、ここで各オリゴヌクレ
オチドP＊は伸長不能3'端を有し、各オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端は加ピロリ
ン酸分解によって除去可能であり、一方のオリゴヌクレオチドP＊ともう一方のオリゴヌ
クレオチドP＊は、それぞれの3'端で、少なくとも1ヌクレオチド重複し、そして一方のオ
リゴヌクレオチドP＊は第一の核酸鎖にアニーリングし、そしてもう一方のオリゴヌクレ
オチドP＊は、第一の核酸鎖の相補体である核酸鎖にアニーリングする；
　（b）加ピロリン酸分解によって、アニーリングした第一及び第二のオリゴヌクレオチ
ドP＊の3'伸長不能末端を除去して、ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを産
生し；そして
　（c）オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端の除去を検出する；
ことを含んでなる、前記方法。
【請求項１７】
　オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端を標識し、そしてオリゴヌクレオチドP＊の3'
伸長不能末端の除去の検出を、オリゴヌクレオチドP＊の標識化の減少を検出することに
より行う、請求項16に記載の方法。
【請求項１８】
　（a）1またはそれ以上のヌクレオチドおよび核酸ハイブリッド中へのヌクレオチドの導
入を触媒する酵素を使用して、ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを伸長する
工程；そして（b）伸長されたオリゴヌクレオチドを検出することにより核酸の存在を検
出する工程；により、オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端の除去の検出を行う、請
求項16に記載の方法。
【請求項１９】
　2つの反応、すなわち、活性化されていない場合にはオリゴヌクレオチドが核酸テンプ
レート上で伸長することを阻害する不活性オリゴヌクレオチドを活性化する反応である第
一の反応、そして活性化オリゴヌクレオチドを核酸テンプレート上で伸長する反応である
第二の反応、を連続的に組み合わせて含むプロセスであって、ここで不活性オリゴヌクレ
オチドは、核酸テンプレートと3'側適合を有し、そして不活性オリゴヌクレオチドが核酸
代謝酵素により活性化される、前記プロセス。
【請求項２０】
　不活性オリゴヌクレオチドが、3'末端ブロッキングされている、請求項19に記載のプロ
セス。
【請求項２１】
　核酸代謝酵素が、トポイソメラーゼ、ヘリカーゼ、RNase H、テロメラーゼ、または逆
転写酵素である、請求項19に記載のプロセス。
【請求項２２】
　4種のヌクレオチド三リン酸および核酸ポリメラーゼの存在下にて、伸長を行う、請求
項19に記載のプロセス。
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【請求項２３】
　オリゴヌクレオチドが、第一の反応の前およびその間にテンプレートに対して少なくと
も部分的にハイブリダイズする、請求項19に記載のプロセス。
【請求項２４】
　伸長が、核酸テンプレートの増幅の一部である、請求項19に記載のプロセス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の背景
　［0001］本発明は、核酸重合および増幅に関する。特に、本発明は、加ピロリン酸分解
（pyrophosphorolysis）および重合を連続してカップリングする、核酸増幅の新規でそし
て一般的な方法に関する。該方法はアレル特異的増幅に適応されてきており、そして野生
型アレルの存在下で、非常に稀なアレルを検出する特異性を非常に増加させることも可能
である。我々は該方法を加ピロリン酸分解活性化重合（PAP）と称する。
【０００２】
　［0002］本発明の背景を解明するか、または実施に関してさらなる詳細を提供する、本
明細書に用いられる刊行物および他の資料は、本明細書に援用され、そして便宜上、付随
する参考文献一覧にそれぞれ集めてある。
【背景技術】
【０００３】
　［0003］細胞の10％未満に存在する突然変異（すなわち稀なアレル）を検出する多数の
方法が開発されてきており、これらには特異的アレルのPCR増幅（PASA）、ペプチド核酸
（PNA）固定（clamping）ブロッカーPCR、アレル特異的競合的ブロッカーPCR、ミスマッ
チ増幅突然変異アッセイ（MAMA）、制限断片長多型（RFLP）／PCR（ParsonsおよびHeflic
h、1997）およびQE-PCR（RonaiおよびMinamoto、1997）が含まれる。これらの方法は：i
）稀なアレルを選択的に増幅するか、ii）豊富な野生型アレルを破壊するか、またはiii
）野生型アレルから稀なアレルを空間的に分離する。典型的な研究／臨床条件下で達成可
能な特異性は10-3である（ParsonsおよびHeflich、1997）が、いくつかの刊行物は、より
高い検出特異性を報告した（PourzandおよびCerutti、1993；Knollら、1996）。これらの
方法は、一般的に、より高い特異性を達成しないか、または日常的な解析に適していない
。
【０００４】
　［0004］104～109野生型アレル中の1つの突然変異アレルを検出する堅固な方法は、微
小残存病変（寛解後の再発またはリンパ節および他の隣接組織における稀な残存癌細胞）
の検出および突然変異負荷（正常組織に存在する体細胞突然変異の頻度およびパターン）
の測定を含む、多くの適用に好適であろう。高い突然変異負荷を持つ個体は、環境曝露、
またはゲノムの完全性を維持するのに必要な何百もの遺伝子のいずれかにおける内因性の
欠損によって、癌のリスクが増加している可能性もある。高い突然変異負荷を有すること
が見出された個体に関しては、突然変異パターンを定義することによって、病因学の手掛
かりを得ることも可能である。
【０００５】
　［0005］多くのDNA配列決定法およびその変型法があり、例えばジデオキシ末端処理お
よび変性ゲル電気泳動を用いるサンガー配列決定法（Sangerら、1977）、化学的切断およ
び変性ゲル電気泳動を用いるマクサム-ギルバート配列決定法（MaxamおよびGilbert、197
7）、DNAポリメラーゼ反応中に放出されたピロホスフェート（PPi）を検出するピロ配列
決定法（Ronaghiら、1998）、およびオリゴヌクレオチドを用いたハイブリダイゼーショ
ンによる配列決定法（SBH）（Lysovら、1988；BainsおよびSmith、1988；Drmanacら、198
9；Khrapkoら、1989；Pevznerら、1989：Southernら、1992）がある。
【０００６】
　［0006］未知の突然変異に関してスキャンする、ゲルに基づく方法が多くあり、これら



(5) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

20

30

40

50

には、一本鎖コンホメーション多型（SSCP）およびジデオキシフィンガープリンティング
（ddF）のSSCPハイブリッド法、制限エンドヌクレアーゼ・フィンガープリンティング（R
EF）、並びに実質的にすべての突然変異-SSCPの検出（DOV AM-S）、変性勾配ゲル電気泳
動（DGGE）、変性HPLC（dHPLC）化学的または酵素的切断が含まれる（Sarkarら、1992；L
iuおよびSommer、1995；Liuら、1999；Myersら、1985；Cottonら、1988；Liuら、1999；B
uzinら、2000；Spiegelmanら、2000）。DOVAM-Sおよび化学的切断反応は、盲検化解析に
おいて、本質的にすべての突然変異を同定することが示されている（Buzinら、2000）。
逆相クロマトグラフィーに基づくdHPLCもまた、適切な条件下で、本質的にすべての当然
変異を同定可能である（O'Donovanら、1998；OefnerおよびUnderhill、1998；Spiegelman
ら、2000）。より高いスループットを持つ一般的なスキャン法を開発する努力がなされて
いる。
【０００７】
　［0007］ハイブリダイゼーションによる配列決定（SBH）は、マイクロアレイ上の未知
の突然変異に関してスキャンするかまたは再配列決定するのに適応されてきている（Sout
hern、1996）。これは熱心な研究がなされる有望な領域でありつづけている。しかし、こ
のアプローチでは、いまだに大部分のマイクロ挿入および欠失を検出することが不可能で
あり、そして一塩基変化のシグナル対ノイズ比のために、5～10％の一ヌクレオチド変化
の検出が妨げられている（Hacia、1999）。別のアプローチでも探査を可能にする。
【０００８】
　［0008］哺乳動物遺伝子制御および発生には、in vivoクロマチン構造が重要であるこ
とが、ますます明らかになってきている。クロマチン構造の安定な変化はしばしば、メチ
ル化の変化および／またはヒストンアセチル化の変化を伴う。クロマチン構造における体
細胞遺伝性変化は、通常、エピジェネティック変化と称され（RussoおよびRiggs、1996）
、そして現在、癌発生には、エピジェネティック「ミス」またはエピミューテーション（
epimutation）がしばしば重要な寄与要因であることが明らかである（JonesおよびLaird
、1999）。
【０００９】
　［0009］in vivoクロマチン構造をアッセイするいくつかの方法の1つであり、そして一
ヌクレオチドレベルでの解像度を持つ唯一の方法は、連結仲介PCR（LM-PCR）（Muellerお
よびWold、1989；Pfeiferら、1989）およびその変型法のターミナルトランスフェラーゼ
仲介PCR（TD-PCR）（KomuraおよびRiggs、1998）である。メチル化シトシン残基、結合し
ている転写因子、または配置されているヌクレオソームの位置などの、クロマチン構造の
多くの側面が、LM-PCRによって決定可能である。LM-PCRがあるプライマーセットを用いた
場合に、他のものよりよく働くことは容易に明らかである。したがって、クロマチン構造
を測定する、より堅固な方法を開発することが望ましい。
【００１０】
　［0010］したがって、DNAを増幅する代替法、DNAを配列決定する代替法、およびクロマ
チン構造を解析する代替法を開発するのが本発明の目的である。この目的は、本明細書に
記載するように、新規加ピロリン酸分解活性化重合（PAP）を使用することによって達成
される。PAPは、DNAを再配列決定し、そしてクロマチン構造を解析するため、特定のアレ
ルを増幅する特異性を劇的に増進させる潜在能力を有する。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　発明の概要
　［0011］本発明は、核酸テンプレート鎖上で、所望の核酸鎖を合成する、加ピロリン酸
分解活性化重合（PAP）法である。該方法は、連続的に行われる以下の工程を含んでなる
。
【００１２】
　［0012］（a）相補的な活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を、テンプレート鎖にアニー
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リングさせる工程。この活性化可能オリゴヌクレオチドは、加ピロリン酸分解によって活
性化可能な伸長不能3'末端（以後、伸長不能3'末端または3'伸長不能端または伸長不能3'
端と称する）を有する。伸長不能3'末端（または端）は、相補ヌクレオチドとワトソン-
クリック塩基対を形成する能力を有し、そして核酸ポリメラーゼによって伸長されること
が可能な3'OHを欠く、ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体である。1つの態様におい
て、伸長不能3'末端は、ジデオキシヌクレオチドなどの、伸長不能3'デオキシヌクレオチ
ドであることも可能である。第二の態様において、伸長不能3'末端は、アシクロヌクレオ
チドなど、3'ヒドロキシル基を欠く、化学的に修飾されたヌクレオチドであることも可能
である。アシクロヌクレオチドでは、dNMPに通常存在する2'-デオキシリボフラノシル糖
が、2-ヒドロキシエトキシメチル基で置換されている。他の態様において、伸長不能3'末
端は、本明細書に記載するような他のブロッカーであることも可能である。1つの態様に
おいて、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は、3'末端またはその近傍に、テンプレート
鎖上の対応するヌクレオチドにミスマッチするヌクレオチドを持たない。第二の態様にお
いて、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は、その3'末端またはそこから16ヌクレオチド
以内に、テンプレート鎖上の対応するヌクレオチドに関するミスマッチを有する。末端3'
-デオキシヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドP＊がアニーリングする際、テンプレート
鎖にハイブリダイズする。
【００１３】
　［0013］（b）ピロホスフェート、および加ピロリン酸分解活性を有する酵素を用いて
、アニーリングした活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を加ピロリン酸分解する工程。こ
れは、ハイブリダイズした伸長不能3'末端の除去によってオリゴヌクレオチドP＊を活性
化する。
【００１４】
　［0014］（c）4種のヌクレオシド三リン酸またはその類似体および核酸ポリメラーゼの
存在下で、テンプレート鎖上、活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長することによ
って重合させ、所望の核酸鎖を合成する工程。
【００１５】
　［0015］PAP法を適用して、以下のさらなる工程によって所望の核酸鎖を増幅すること
も可能である。
　［0016］（d）テンプレート鎖から工程（c）の所望の核酸鎖を分離する工程、および
　［0017］（e）所望の核酸鎖の所望の増幅レベルが達成されるまで、工程（a）～（d）
を反復する工程。
【００１６】
　［0018］好ましい側面において、上述のようなPAP法を、アレル特異的増幅（PAP-A）に
適用する。この適用において、核酸テンプレート鎖は、1つのアレルのセンス鎖またはア
ンチセンス鎖であり、そして第二のアレルの対応する（センスまたはアンチセンス）核酸
鎖（アレル鎖）と混合されて存在する。活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は、その3'端
またはその近傍に、例えば3'末端から16ヌクレオチド以内に、アレル鎖の対応するヌクレ
オチドとミスマッチする、少なくとも1つのヌクレオチドまたは類似体を有する。このミ
スマッチのため、PAP法の工程（a）において、オリゴヌクレオチドP＊の伸長不能3'末端
は、アレル鎖に実質的にハイブリダイズしない。工程（b）において、加ピロリン酸分解
は、アレル鎖にアニーリングした活性化可能オリゴヌクレオチドP＊から、ハイブリダイ
ズしていない伸長不能3'末端を実質的に除去しない。工程（c）において、オリゴヌクレ
オチドP＊は、アレル鎖上の重合によって、実質的に伸長されない。その結果、テンプレ
ート鎖上で合成される所望の核酸鎖が、アレル鎖上で合成されるいかなる核酸鎖よりも優
先的に増幅される。
【００１７】
　［0019］第二の好ましい側面において、上述のPAP-A法を双方向に行うことも可能であ
る（Bi-PAP-A）。双方向性PAP（Bi-PAP）は、好ましくは、3'末端に1ヌクレオチド重複を
持つ、2つの相対する加ピロリン酸分解活性化可能オリゴヌクレオチド（P＊）を用いる、
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新規設計である。したがって、Bi-PAPにおいて、相対する活性化可能オリゴヌクレオチド
P＊の対を用いて、PAP-Aを行う。下流P＊および上流P＊はどちらも、3'末端で目的のヌク
レオチドに特異的である（例えばA：T塩基対）。ゲノムDNAからの最初の増幅周期におい
て、定義されないサイズのセグメントを生成する。続く周期において、オリゴヌクレオチ
ドを合わせた長さから1引いた長さに等しいセグメントを指数関数的に増幅する。この設
計では、ブロッキングされていない上流からの誤った取り込みによるエラーが排除される
ため、非特異的増幅は、より低い頻度でしか起こらない。最も効率的な増幅のため、P＊

は30～60ヌクレオチドであることも可能である。
【００１８】
　［0020］PAP法を用いて、RNAまたはDNAいずれかを増幅することも可能である。DNAを増
幅するのに用いる際、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は2'-デオキシオリゴヌクレオチ
ドであることも可能であり、伸長不能3'末端は、例えば2',3'-ジデオキシヌクレオチドま
たはアシクロヌクレオチド、あるいは本明細書に記載するような他のブロッカーであるこ
とも可能であり、4種のヌクレオシド三リン酸は2'-デオキシヌクレオシド三リン酸または
その類似体であり、そして核酸ポリメラーゼはDNAポリメラーゼである。工程（c）で用い
るDNAポリメラーゼはまた、工程（b）で用いる加ピロリン酸分解活性を有する酵素でもあ
ることも可能である。加ピロリン酸分解活性を有する好ましいDNAポリメラーゼは、熱安
定性Tfl、Taq、並びにAmpliTaqFsおよびThermoSequenaseTMなどの遺伝子操作されたDNAポ
リメラーゼである。これらの遺伝子操作されたDNAポリメラーゼは、突然変異F667Yまたは
活性部位での同等の突然変異を有する。AmpliTaqFsおよびThermoSequenaseTMなどの遺伝
子操作されたDNAポリメラーゼの使用は、PAPの有効性を非常に改善する。活性化可能オリ
ゴヌクレオチドP＊が3'ジデオキシヌクレオチドまたはアシクロヌクレオチドである場合
、これらのファミリーI DNAポリメラーゼが使用可能である。活性化可能オリゴヌクレオ
チドP＊がアシクロヌクレオチドである場合、ファミリーII始原菌（archaeon）DNAポリメ
ラーゼもまた使用可能である。こうしたポリメラーゼの例には、限定されるわけではない
が、Vent（エキソ-）およびPfu（エキソ-）が含まれる。これらのポリメラーゼは、3'ア
シクロヌクレオチドでブロッキングされたP＊を効率的に増幅する。2以上のポリメラーゼ
を1つの反応で使用することもまた可能である。テンプレートがRNAである場合、核酸ポリ
メラーゼはRNAポリメラーゼ、逆転写酵素、またはその変異体であることも可能である。
活性化可能オリゴヌクレオチドP＊はリボヌクレオチドまたは2'-デオキシヌクレオチドで
あることも可能である。伸長不能3'末端は3'デオキシリボヌクレオチドまたはアシクロヌ
クレオチドであることも可能である。4種のヌクレオシド三リン酸は、リボヌクレオシド
三リン酸、2'デオキシヌクレオシド三リン酸またはその類似体であることも可能である。
便宜上、続く説明ではDNAをテンプレートとして用いる。しかし、本側面に記載するよう
に、RNAもまた含まれる。
【００１９】
　［0021］PAP法による増幅は、線形または指数関数的であることも可能である。線形増
幅は、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊が、用いられる唯一の相補オリゴヌクレオチド
である場合に得られる。指数関数的増幅は、所望の核酸鎖に相補的である、P＊であるこ
とも可能な第二の相対するオリゴヌクレオチドが存在する場合に得られる。活性化可能オ
リゴヌクレオチドP＊および第二のオリゴヌクレオチドは、増幅の標的とされる領域に隣
接する。工程（a）において、第二のオリゴヌクレオチドは、工程（d）の分離された所望
の核酸鎖産物にアニーリングする。工程（c）において、重合は、所望の核酸鎖上で、第
二のオリゴヌクレオチドを伸長し、核酸テンプレート鎖のコピーを合成する。工程（d）
において、合成された核酸テンプレート鎖を、所望の核酸鎖から分離する。所望のレベル
の指数関数的増幅が達成されるまで、工程（a）～（d）を反復する。
【００２０】
　［0022］PAP法において、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊およびテンプレート鎖の間
のミスマッチは、P＊の3'末端またはP＊の3'末端から16ヌクレオチド以内で、P＊の3'特
異的下位配列においてミスマッチが生じるならば、実質的な増幅をまったく生じない。P
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＊の3'特異的下位配列において、こうしたミスマッチに対する増幅が欠けていることによ
って、一塩基置換の解像度で、40億の異なる、そして特異的なオリゴヌクレオチドが提供
される。
【００２１】
　［0023］好ましい側面において、1以上の野生型アレルを含有する混合物において、稀
な突然変異アレルを指数関数的に増幅するため、PAP法を用いる。アレル鎖を分離して、
一本鎖核酸を提供し、そして次いで、以下の工程を連続して行う。
【００２２】
　［0024］（a）各アレルのセンス鎖またはアンチセンス鎖に、伸長不能3'末端を有する
相補的活性化可能2'-デオキシオリゴヌクレオチドP＊をアニーリングさせる工程。伸長不
能3'末端は、例えば伸長不能2',3'-ジデオキシヌクレオチドまたはアシクロヌクレオチド
であることも可能である。P＊は、その3'末端またはその近傍に、突然変異鎖上の対応す
る2'-デオキシヌクレオチドにミスマッチする2'-デオキシヌクレオチドを持たないが、そ
の3'末端またはその近傍に、野生型鎖上の対応する2'-デオキシヌクレオチドにミスマッ
チする2'-デオキシヌクレオチドを少なくとも1つ持つ。その結果、オリゴヌクレオチドP
＊をアニーリングさせた際、伸長不能3'末端は、突然変異鎖にハイブリダイズするが、野
生型鎖にはハイブリダイズしない。同時に、各アレルの逆平行鎖に相補的な第二の2'-デ
オキシオリゴヌクレオチドを逆平行鎖にアニーリングさせる。活性化可能2'-デオキシオ
リゴヌクレオチドP＊および第二の2'-デオキシオリゴヌクレオチドは、増幅しようとする
遺伝子領域に隣接する。
【００２３】
　［0025］（b）ピロホスフェート、および加ピロリン酸分解活性を有する酵素を用いて
、突然変異鎖にアニーリングした活性化可能2'-デオキシオリゴヌクレオチドP＊を加ピロ
リン酸分解する工程。この工程は、ハイブリダイズした伸長不能3'末端の除去によって、
突然変異鎖にアニーリングした2'-デオキシオリゴヌクレオチドP＊を活性化する。ハイブ
リダイズしていない伸長不能3'末端は加ピロリン酸分解によって実質的に除去されないた
め、この工程は、2'-デオキシオリゴヌクレオチドP＊が突然変異鎖にアニーリングした際
、2'-デオキシオリゴヌクレオチドP＊を実質的に活性化しない。
【００２４】
　［0026］（c）4種のヌクレオシド三リン酸またはその類似体およびDNAポリメラーゼの
存在下で、突然変異鎖上、活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長し、そして突然変
異体および野生型両方の逆平行鎖上、第二の2'-デオキシオリゴヌクレオチドを伸長する
ことによって重合させる工程。
【００２５】
　［0027］（d）工程（c）の伸長産物を分離する工程；
　［0028］（e）突然変異アレルの所望の増幅レベルが達成されるまで、工程（a）～（d
）を反復する工程。
【００２６】
　［0029］活性化可能2'-デオキシオリゴヌクレオチドP＊をアレルのアンチセンス鎖にア
ニーリングさせ、そして第二の2'-デオキシオリゴヌクレオチドをセンス鎖にアニーリン
グさせるか、またはその逆にする。
【００２７】
　［0030］PAPの工程（a）～（c）を、サーモサイクラー上、2以上の温度段階として、連
続して行うか、またはサーモサイクラー上、1つの温度段階として行うことも可能である
。
【００２８】
　［0031］ヌクレオシド三リン酸および2'-デオキシヌクレオシド三リン酸またはその化
学的修飾型を、PAPによる多数のヌクレオチド伸長の基質として使用可能であり、すなわ
ち1つのヌクレオチドを取り込む際、伸長中の鎖をさらに伸長させることも可能である。2
',3'-ジデオキシヌクレオチド三リン酸、その化学的修飾型、アシクロヌクレオチド、ま
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たはさらなる伸長のターミネーターである他のブロッキングされたヌクレオチドを一ヌク
レオチド伸長に使用可能である。存在する場合、オリゴヌクレオチドP＊の3'末端ジデオ
キシヌクレオチドと区別するため、放射能または色素で、2',3'-ジデオキシヌクレオシド
三リン酸を標識することも可能である。ヌクレオシド三リン酸または2'-デオキシヌクレ
オチド三リン酸またはその類似体、および2',3'-ジデオキシヌクレオシド三リン酸または
その類似体の混合物もまた使用可能である。
【００２９】
　［0032］PAPをDNA配列決定の新規方法において使用することも可能である。PAPでは、P
＊、伸長不能3'末端を含有するオリゴヌクレオチドを用いることによって、DNAポリメラ
ーゼによる加ピロリン酸分解および重合を連続してカップリングする。伸長不能3'末端は
、例えば、伸長不能3'-デオキシヌクレオチドまたはアシクロヌクレオチドであることも
可能である。この原理は、PAPの特異性に、そして次に、3'特異的下位配列の塩基対形成
特異性に基づく。3'特異的下位配列のこの特性を適用して、未知の配列変異体をスキャン
するかまたは再配列決定して、新規にDNA配列を決定し、2つのDNA配列を比較し、そして
大規模に遺伝子発現プロファイリングを監視することも可能である。これらの方法におい
ては、P＊アレイが可能である。すなわち、P＊の各々を個々のドットまたは固体支持体上
に固定し、こうして、すべてのPAP反応が平行にプロセシングされるのを可能にする。
【００３０】
　［0033］したがって、1つの側面において、以下の工程を連続して行うことによって、
あらかじめ決定された配列内の未知の配列変異体をスキャンするかまたは再配列決定する
ため、PAP法を用いる。
【００３１】
　［0034］（a）ハイブリダイズするテンプレート鎖に十分に相補的な4つの活性化可能オ
リゴヌクレオチドP＊の多数のセットと、核酸のテンプレート鎖を、ハイブリダイゼーシ
ョン条件下で混合する工程。各セット内で、テンプレート鎖が伸長不能3'末端に相補的な
場合、伸長不能3'末端がテンプレート鎖にハイブリダイズするように、異なる伸長不能3'
末端を有する点で、オリゴヌクレオチドP＊は互いに異なる。セットの番号は、配列中の
ヌクレオチド番号に対応する。伸長不能3'末端は、例えば伸長不能3'-デオキシヌクレオ
チドまたはアシクロヌクレオチドであることも可能である。
【００３２】
　［0035］（b）生じた二重鎖P＊を、ピロホスフェート、および加ピロリン酸分解活性を
有する酵素で処理し、テンプレート鎖にハイブリダイズした伸長不能3'末端を有するオリ
ゴヌクレオチドP＊のみを、加ピロリン酸分解によって活性化する工程。
【００３３】
　［0036］（c）4種のヌクレオシド三リン酸またはその類似体および核酸ポリメラーゼの
存在下、テンプレート鎖上の活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長することによっ
て重合させる工程。
【００３４】
　［0037］（d）テンプレート鎖から工程（c）で合成された核酸鎖を分離する工程。
　［0038］（e）所望の増幅レベルが達成されるまで、工程（a）～（d）を反復する工程
、および
　［0039］（f）増幅を生じるオリゴヌクレオチドP＊の重複を解析することによって、核
酸配列を順序正しく配置する工程。
【００３５】
　［0040］第二の側面において、以下の工程を連続して行うことによって、核酸の配列を
新規に決定するため、PAP法を用いる。
　［0041］（a）多数の活性化可能オリゴヌクレオチドP＊と、核酸のテンプレート鎖を、
ハイブリダイゼーション条件下で混合する工程。すべてのオリゴヌクレオチドP＊は、テ
ンプレートと同じ数nのヌクレオチドを有し、そして集合的に、nヌクレオチドを有するす
べてのありうる配列を構成する。すべてのオリゴヌクレオチドP＊は、伸長不能3'末端を
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有する。伸長不能3'末端は、例えば伸長不能3'-デオキシヌクレオチドまたはアシクロヌ
クレオチドであることも可能である。十分に相補的なオリゴヌクレオチドP＊は、いずれ
も、テンプレート鎖にハイブリダイズするであろう。伸長不能3'末端は、テンプレート鎖
が3'末端に対応する位で相補的である場合にのみ、テンプレート鎖にハイブリダイズする
であろう。
【００３６】
　［0042］（b）生じた二重鎖P＊を、ピロホスフェート、および加ピロリン酸分解活性を
有する酵素で処理し、ハイブリダイズした伸長不能3'末端の加ピロリン酸分解によって、
テンプレート鎖にハイブリダイズした伸長不能3'末端を有するオリゴヌクレオチドP＊の
みを活性化する工程。
【００３７】
　［0043］（c）4種のヌクレオシド三リン酸またはその類似体および核酸ポリメラーゼの
存在下、テンプレート鎖上の活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長することによっ
て重合させる工程。
【００３８】
　［0044］（d）テンプレート鎖から工程（c）で合成された核酸鎖を分離する工程。
　［0045］（e）所望の増幅レベルが達成されるまで、工程（a）～（d）を反復する工程
、および
　［0046］（f）増幅を生じるオリゴヌクレオチドP＊の配列を決定し、次いでこれらのオ
リゴヌクレオチドの重複を解析することによって、核酸配列を順序正しく配置する工程。
【００３９】
　［0047］PAPはまた、以下の工程を連続して行うことによって、連結仲介PCR（LM-PCR）
と同じように、クロマチン構造を研究するのにも使用可能である。LM-PAPは、一次ヌクレ
オチド配列の決定、シトシンメチル化パターン、DNA損傷形成および修復、並びにin vivo
タンパク質-DNAフットプリントに用いられてきている（Daiら、2000；MuellerおよびWold
、1989；Pfeiferら、1989；Pfeiferら、1999；BeckerおよびGrossman、1993）。連結仲介
PAP（LM-PAP）は、切断、プライマー伸長、リンカー連結、およびPAPを伴い、染色体のメ
チル化状態などのin vivoクロマチン構造の解析に、そしてLM-PCRと同様の他の核酸解析
に適用可能である。
【００４０】
　［0048］LM-PAPの性質は、連結反応によるか、またはターミナルトランスフェラーゼを
用いた伸長によるなどで、PAP前にテンプレートを合成することである。PAPはいかなる種
類のPAPであることも可能であり：1つのP＊のみを用いても、少なくとも1つがP＊である2
つの相対するオリゴヌクレオチドを用いても、Bi-PAP、マッチPAP、ミスマッチPAPなどで
あってもよい。したがって、最も単純な場合、LM-PAPは、あらかじめ合成したテンプレー
トに対するPAPの適用である。LM-PAPは工程（i）、（ii）、（iii）、（iv）および（v）
によって、工程（i）、（ii）、（iii）および（vi）によって、工程（ii）、（iii）、
（iv）および（v）によって、または工程（ii）、（iii）および（vi）によって、実行可
能であり、工程は以下のとおりである。
【００４１】
　［0049］（i）切断が化学的、酵素的、または天然に生じて、核酸鎖を「破壊」する。
核酸は、通常、in vivoで産生された損傷またはニックを有することが可能なゲノムDNAで
ある。
【００４２】
　［0050］（ii）オリゴヌクレオチドP1は遺伝子特異的であり、そしてその伸長には：1
）テンプレート鎖に実質的に相補的なオリゴヌクレオチドをアニーリングさせ；2）ヌク
レオシド三リン酸またはその類似体および核酸ポリメラーゼの存在下、テンプレート鎖上
でオリゴヌクレオチドを伸長し、この伸長がテンプレート鎖上の切断部位で「脱線する（
run off）」ことが含まれる。工程1）および2）を反復することも可能である。
【００４３】
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　［0051］プライマー伸長の代わりにP＊伸長を行うことも可能であり、ここで1つのみの
活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を用いて、上記PAPを行う。
　［0052］（iii）リンカー連結工程には、合成された核酸鎖の3'末端へのリンカーの連
結が含まれる。テンプレート非依存性重合であり、そして合成された核酸鎖の3'末端に余
分な核酸配列が付加されるターミナルトランスフェラーゼ伸長を、リンカー連結工程の代
わりに行うことも可能である。
【００４４】
　［0053］（iv）第二の遺伝子特異的オリゴヌクレオチド（P2）を、リンカーに特異的な
、またはターミナルトランスフェラーゼによって付加された配列に特異的なオリゴヌクレ
オチドとともに用いて、PCRを行う。
【００４５】
　［0054］（v）第三の遺伝子特異的P＊（P3）を用いて、PCRが生成した断片を検出する
。1つの活性化可能オリゴヌクレオチドP＊のみを用いて、PAP法を適用する。活性化され
たオリゴヌクレオチドP＊の伸長は、IVで生成したテンプレート鎖の端で「脱線する」。P
AP法をアレル特異的方式で適用することも可能である。活性化可能オリゴヌクレオチドP
＊は、テンプレート鎖に相補的でない1以上のヌクレオチドを含有することも可能である
。P＊の非相補的ヌクレオチド（単数または複数）が、P＊の3'末端に位置することも可能
である。
【００４６】
　［0055］（vi）工程（iv）および（v）の代わりに、少なくとも1つが活性化可能オリゴ
ヌクレオチドP＊である2つの相対するオリゴヌクレオチドを用いたPAP法も適用可能であ
る。活性化可能オリゴヌクレオチドP＊（P3）は遺伝子特異的である。第二のオリゴヌク
レオチドは、リンカーに特異的であるか、またはターミナルトランスフェラーゼによって
付加された配列に特異的である。第二のオリゴヌクレオチドは、別の活性化可能オリゴヌ
クレオチドP＊であることも、または普通のオリゴヌクレオチドであることも可能である
。アレル特異的方式でPAP法を適用することも可能である。活性化可能オリゴヌクレオチ
ドP＊（P3）は、テンプレート鎖に相補的でない、1以上のヌクレオチドを含有することも
可能である。P＊の非相補的ヌクレオチド（単数または複数）が、P＊（P3）の3'末端に位
置することも可能である。
【００４７】
　［0056］次いで、通常、第三の遺伝子特異的オリゴヌクレオチド（P3）を用いて、PCR
で生成された断片を標識し、そしてその視覚化を可能にする。P3は、5'末端で32P標識さ
れるか、またはより最近は、IRD700またはIRD800（Li-Cor Inc.）などの近赤外蛍光色素
で標識される（Daiら、2000）。
【００４８】
　［0057］PAPを用いて、標的核酸を検出することも可能である。1つの態様において、こ
の方法は以下の工程を伴う：
　［0058］（a）核酸含有試料にオリゴヌクレオチドP＊を添加する工程、ここでオリゴヌ
クレオチドP＊は伸長不能3'末端を有し、オリゴヌクレオチドP＊の3'末端残基は加ピロリ
ン酸分解によって除去可能であり、そしてオリゴヌクレオチドP＊は、試料に存在する標
的核酸の実質的な相補鎖にアニーリングする；
　［0059］（b）標的核酸の実質的な相補鎖にアニーリングしたオリゴヌクレオチドP＊の
3'伸長不能末端を、加ピロリン酸分解によって除去して、オリゴヌクレオチドP＊を非ブ
ロッキング化し、ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを産生する工程；および
　［0060］（c）標的核酸の存在を検出する工程、ここで標的核酸の配列は、オリゴヌク
レオチドP＊の配列と実質的に相補的である。
【００４９】
　［0061］第一の態様の方法は、検出工程の前に：（b1）核酸ポリメラーゼを用いて、ブ
ロッキングされていないオリゴヌクレオチドを伸長して、伸長されたオリゴヌクレオチド
を産生する工程をさらに含むことも可能である。該方法はまた、3'伸長不能末端を持って
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もまたは持たなくてもよい第二のオリゴヌクレオチドの添加も含むことも可能である。第
二のオリゴヌクレオチドは、標的核酸の実質的な相補鎖にアニーリングすることも可能で
あるし、または標的核酸の実質的な相補鎖の相補体にアニーリングすることも可能である
。
【００５０】
　［0062］核酸を検出するための第二の態様において、方法は以下の工程を伴う：
　［0063］（a）核酸含有試料に2つのオリゴヌクレオチドP＊を添加する工程、ここで各
オリゴヌクレオチドP＊は伸長不能3'末端を有し、オリゴヌクレオチドP＊の3'末端残基は
加ピロリン酸分解によって除去可能であり、一方のオリゴヌクレオチドP＊ともう一方の
オリゴヌクレオチドP＊は、それぞれの3'端で、少なくとも1ヌクレオチド重複し、そして
一方のオリゴヌクレオチドP＊は、試料に存在する標的核酸の実質的な相補鎖にアニーリ
ングし、そしてもう一方のオリゴヌクレオチドP＊は、標的核酸の実質的な相補鎖の相補
体にアニーリングする；
　［0064］（b）標的核酸にアニーリングしたオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端を
、加ピロリン酸分解によって除去して、オリゴヌクレオチドP＊を非ブロッキング化し、
ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを産生する工程；および
　［0065］（c）標的核酸の存在を検出する工程、ここで標的核酸の配列は、オリゴヌク
レオチドP＊の配列に実質的に相補的である。
【００５１】
　［0066］第二の態様の方法は、検出工程の前に：（b1）核酸ポリメラーゼを用いて、ブ
ロッキングされていないオリゴヌクレオチドを伸長して、伸長されたオリゴヌクレオチド
を産生する工程をさらに含むことも可能である。
【００５２】
　［0067］1つの態様において、オリゴヌクレオチドP＊の非ブロッキング化を検出するこ
とによって、工程（c）の核酸の検出を行う。1つの側面において、オリゴヌクレオチドP
＊の3'末端残基に含有される標識の欠失によって、非ブロッキング化を検出する。第二の
側面において、伸長または連結が可能な3'末端残基上の3'OHの存在を検出することによっ
て、非ブロッキング化を検出する。この側面において、ブロッキングされていないオリゴ
ヌクレオチドを伸長することによって、またはブロッキングされていないオリゴヌクレオ
チドをオリゴヌクレオチドに連結することによって、検出する。第二の態様において、伸
長されたオリゴヌクレオチドを検出することによって、工程（c）の核酸の検出を行う。1
つの側面において、伸長されたオリゴヌクレオチド中の標識の存在によって、伸長された
オリゴヌクレオチドを検出する。標識は、伸長工程に用いるヌクレオチドまたはヌクレオ
チド類似体の一部である。第二の側面において、伸長されたオリゴヌクレオチドをゲル電
気泳動によって検出する。第三の側面において、色素またはスペクトル物質の結合または
取り込みによって、伸長されたオリゴヌクレオチドを検出する。
【００５３】
　［0068］P＊オリゴヌクレオチドは、増幅しようとする特異的配列各々の異なる鎖に「
実質的に相補的」であるように選択する。したがって、P＊オリゴヌクレオチド配列は、
テンプレートの正確な配列を反映する必要はない。例えば、非相補的ヌクレオチドセグメ
ントをP＊オリゴヌクレオチドの5'端に付着させ、残りのP＊オリゴヌクレオチド配列を鎖
に相補的にすることも可能である。あるいは、P＊オリゴヌクレオチド配列が、増幅しよ
うとする鎖の配列にハイブリダイズし、そして他のP＊オリゴヌクレオチドの伸長産物を
合成するためのテンプレートを形成するのに十分な相補性を有するならば、非相補的塩基
またはより長い配列をP＊オリゴヌクレオチド内に散らばせることも可能である。オリゴ
ヌクレオチドP＊に実質的に相補的である核酸配列を検出する能力は、高いウイルス負荷
で見られるものなど、多数の突然変異の検出に特に有用であり、この場合、ウイルスの存
在を検出することが重要であり、そして必ずしもウイルスの正確な核酸配列を得ることは
必要でない。この方法はまた、完全に相補的な核酸を検出することも可能である。
【００５４】
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　［0069］本発明はまた、PAPの他の修飾も含む。
　［0070］・活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は、3'末端に加えて、他の位でも、ブロ
ッキングされたヌクレオチドを含有可能である。
【００５５】
　［0071］・内部をブロッキングするヌクレオチドの導入は、増幅およびPAP間にインタ
ーフェイスを生じ、これによってPAPがより高い忠実度で非指数関数的方式（例えば二次
または幾何学的方式）で増幅することが可能になり、すなわちポリメラーゼが作るエラー
が増殖不能になるであろう。
【００５６】
　［0072］・活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は、3'ブロッキングされたヌクレオチド
とともに、伸長可能な修飾ヌクレオチドを含有することも可能である。したがって、5'末
端から3'末端のどこででも、ブロッキングされたまたはブロッキングされていない修飾ヌ
クレオチドがあることも可能である。
【００５７】
　［0073］・マッチしたプライマーよりもミスマッチしたプライマーを加ピロリン酸分解
するポリメラーゼを用いて、稀な突然変異を検出することも可能であり、この場合、3'末
端でミスマッチしたP＊が活性化され、そして伸長される。
【００５８】
　［0074］・ミスマッチはP＊の活性化を阻害するため、稀な突然変異の検出は、オリゴ
ヌクレオチドに沿って、どこにもミスマッチがないことに基づく。
　［0075］・活性化は、3'エキソヌクレアーゼなどの別の機構によって起こることも可能
である。3'エキソヌクレアーゼは、3'端にミスマッチがあるかどうかを弁別するため、マ
ッチしたプライマーまたはミスマッチしたプライマーに特異性を有する可能性もある。3'
エキソヌクレアーゼはどちらの方式でも使用可能である。該酵素がミスマッチを好む場合
、上述のように使用可能であるが、一般的でない突然変異を検出する能力は、活性化に関
するある程度の特異性に依存するだろうし、とはいえ、特異性は、部分的に、内部のミス
マッチに由来する可能性もある。
【００５９】
　［0076］・DNAポリメラーゼ、RNAポリメラーゼまたは逆転写酵素によって伸長反応を実
行可能であり、テンプレートはDNAまたはRNAであることも可能であり、そしてオリゴヌク
レオチドP＊はDNA、RNA、またはDNA／RNAヘテロマーであることも可能である。
【００６０】
　［0077］・異なるポリメラーゼによって加ピロリン酸分解および伸長を行うことも可能
である。例えば、P＊は、加ピロリン酸分解ポリメラーゼによって伸長不能であるが、別
のポリメラーゼによって伸長可能である、末端直前（penultimate）が修飾されたオリゴ
ヌクレオチドを含むことも可能である。1つの例は、3'ジデオキシであり、これはDNAポリ
メラーゼによって加ピロリン酸分解可能であるが、末端直前の位にリボヌクレオチドが存
在すると、RNAポリメラーゼによる伸長を必要とするであろう。
【００６１】
　［0078］・ヘリカーゼ、トポイソメラーゼ、テロメラーゼ、RNAse Hまたは制限酵素な
どの核酸代謝酵素によって活性化される不活性オリゴヌクレオチドとして、PAPを一般化
することも可能である。
【００６２】
　［0079］・メチラーゼは、ゲノムDNA中のメチル基の存在または非存在を検出するであ
ろう。メチラーゼは、ポリメラーゼをテンプレートに押し戻す一部切除（truncating）増
幅とカップリングさせることも可能である。
【００６３】
　［0080］・3'端がジデオキシであり、そして末端直前のいくつかのヌクレオチドがリボ
であるP＊を、所望の特定の突然変異由来のタンパク質産物を差別的に作成するツールと
して、または発現が特定の配列の存在に関連するタンパク質産物を作成するツールとして
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、使用可能である。3'端で突然変異に正確にマッチすれば、加ピロリン酸分解は、P＊を
活性化するであろう。次いで、活性化されたオリゴヌクレオチドが、RNAポリメラーゼに
よるRNA生成の基質となる。次いで、RNAをin vitroで翻訳して、タンパク質産物を産生す
ることも可能である。
【００６４】
　［0081］・PAP（PAP、Bi-PAP、マッチまたはミスマッチPAP、単一PAP、多重PAP等）を
定量化に使用可能である。増幅産物の収量は、投入テンプレートの量と、定量的に関連す
る。関連は、比例的または別の形式である可能性もある。
【００６５】
　［0082］・PAPでは、産物は、線形、指数関数的、または別の方式で集積可能である。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】［0083］図1は、アレル特異的PAP（PAP-A）による、稀な突然変異検出の概略図
を示す。
【図２】［0084］図2は、双方向性PAP-A（Bi-PAP-A）の概略図を示す。
【図３】［0085］図3は、プログラム可能光化学オリゴヌクレオチドを含むマイクロアレ
イ上で行った、PAPに基づく再配列決定（PAP-R）の概略図を示す。
【図４】［0086］図4は、GからAへの突然変異を検出する、マイクロアレイに基づく再配
列決定の概略図を示す。
【図５】［0087］図5は、連結仲介PCR（LM-PCR）の概略図を示す。
【図６】［0088］図6Aおよび6Bは、D1ドーパミン受容体遺伝子のヌクレオチド229でGアレ
ルを検出するためのPAPの使用を例示する概略図である。本明細書の実施例1に詳細に該方
法を記載する。
【００６７】
　［0089］図6Cは、ヒト・ドーパミン受容体遺伝子のG／G、A／AおよびG／A遺伝子型から
のPAPのオートラジオグラムである。
【図７】［0090］図7Aおよび7Bは、PASAに比較してPAPの特異性が増進していることを例
示する図解である。
【図８Ａ】［0091］図8Aは、本明細書の実施例1で得た試料の電気泳動結果を示すオート
ラジオグラムである。
【図８Ｂ】図8Bは、本明細書の実施例1で得た試料の電気泳動結果を示すオートラジオグ
ラムである。
【図９】［0092］図9は、本明細書の実施例1で得た試料の電気泳動結果を示すオートラジ
オグラムである。
【図１０】［0093］図10は、本明細書の実施例1で得た試料の電気泳動結果を示すオート
ラジオグラムである。
【図１１】［0094］図11Aは、PAP効率の増進を例示する概略図である。　［0095］図11B
は、ヒト・ドーパミン受容体遺伝子のG／G、A／AおよびG／A遺伝子型からのPAPのオート
ラジオグラムである。
【図１２－１】［0096］図12A及び12Bは、本明細書の実施例2で得た試料の電気泳動結果
を示すオートラジオグラムである。
【図１２－２】図12C～12Eは、本明細書の実施例2で得た試料の電気泳動結果を示すオー
トラジオグラムである。
【図１３】［0097］図13は、本明細書の実施例2で得た試料の電気泳動結果を示すオート
ラジオグラムである。
【図１４】［0098］図14は、本明細書の実施例2で得た試料の電気泳動結果を示すオート
ラジオグラムである。
【図１５】［0099］図15は、本明細書の実施例3で得た試料の電気泳動結果を示すオート
ラジオグラムである。
【図１６】［0100］図16A～16Bは、LM-PAPによるUVフットプリンティングを示す。図16A
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は、ドーパミンD1受容体遺伝子に関して、アレル特異的LM-PAP対アレル特異的LM-PCRを示
す。図16Bは、pgk遺伝子に関するLM-PAPを示す。
【図１７】［0101］図17A～17Bは、それぞれPAPおよびBi-PAPを用いた、ヒト（図17A）お
よびマウス（図17B）ゲノムDNAからのPAP直接増幅を示す。
【図１８－１】［0102］図18A～18Cは、3'末端アシクロヌクレオチドでブロッキングされ
たP＊を用いたPAP増幅を示す。図18A：モデル：lacI遺伝子の二重鎖DNAテンプレートを示
す。突然変異テンプレートは、lacI遺伝子のヌクレオチド369位でGを含有し、一方、野生
型テンプレートは、ヌクレオチド369位でTを含有する。P＊＝加ピロリン酸分解活性化可
能オリゴヌクレオチド。P＊は、3'末端にアシクロNMPまたはddNMPを有する。P＊は、3'末
端で、突然変異テンプレートに特異的であるが、野生型テンプレートにミスマッチする（
表6）。O＝オリゴヌクレオチド。それぞれ、P＊1およびO1、P＊2およびO2、またはP＊1お
よびP＊2を用いてPAPを行った。図18B：30量体のP＊を用いたPAP：P＊は、3'末端で、突
然変異テンプレートに特異的であるが、野生型テンプレートにミスマッチする。レーン1
～8では、3'末端アシクロヌクレオチドでブロッキングされたP＊が存在する。レーン9～1
6では、比較のため、3'末端ジデオキシヌクレオチドでブロッキングされたP＊が存在する
。レーン1～4および9～12では、突然変異テンプレートを用いる。レーン5～8および13～1
6では、野生型テンプレートを用いる。PAP産物およびP＊を、そのサイズとともに示す。
レーンMは、φX174-PUC19／HaeIII DNAマーカー120 ngである。図18C：35量体P＊を用い
たPAP：実験は、3'末端が30量体P＊と共通であり、そして5'末端が5ヌクレオチド長い35
量体P＊を用いたことを除いて、図18Bと同一である。
【図１８－２】図18D及び18Eは、3'末端アシクロヌクレオチドでブロッキングされたP＊

を用いたPAP増幅を示す。図18D：Vent（エキソ-）ポリメラーゼを用いたPAP。実験は、Ve
nt（エキソ-）を用いたことを除いて、図18Bと同一である。図18E：Pfu（エキソ-）ポリ
メラーゼを用いたPAP。実験は、Pfu（エキソ-）を用いたことを除いて、図19Bと同一であ
る。
【図１９】［0103］図19は、PAPが、多量の野生型テンプレート中、稀な突然変異を検出
する、高い選択度を有することを示す。ヌクレオチド190位の例において、突然変異特異
的P＊は、3'末端で、突然変異Aテンプレートにマッチするが、野生型Tテンプレートにミ
スマッチする。特異的でそして効率的な増幅を太い矢印で示す。突然変異Aテンプレート
にハイブリダイズさせた際、P＊は3'末端ジデオキシヌクレオチドから直接は伸長不能で
あり、加ピロリン酸分解によって3'末端ddTMPが除去されなければならず、そして次いで
活性化されたオリゴヌクレオチドが効率的に伸長される。Tテンプレート由来の2種の非特
異的増幅をI型およびII型と示す。ミスマッチ加ピロリン酸分解が起こって、続く周期の
テンプレートとして効率的な増幅を支持しないであろう野生型産物を生成する場合、非特
異的増幅はほとんど生じない（I型）（エラーを細い矢印で示し、そしてエラーは10-5と
同程度に低い頻度と概算される）。ミスマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込みの
両方が非常に稀に起こって、突然変異産物が生じる場合（II型）（エラーを細い矢印で示
し、そしてエラーは3.3×10-11と同程度に低いカップリング頻度と概算される）。ひとた
びエラーが起これば、続く周期で、突然変異産物は指数関数的に増幅されることが可能で
あり、そしてしたがって、これは選択度を決定する。
【図２０Ａ】［0104］図20AはBi-PAP増幅を示す。図20A：稀な突然変異を検出するBi-PAP
の概略図。ヌクレオチド190に関して2つの突然変異P＊を用いた突然変異特異的アッセイ
を示す。下流および上流P＊は、それぞれ、3'末端にジデオキシTおよびジデオキシAを含
有する。これらは、3'末端で、ヌクレオチド190のT：Aアレルに特異的である（右側）が
、A：T野生型アレルにミスマッチしている（左側）。P＊は長さ40ヌクレオチドであり、
そして3'末端で1ヌクレオチド重複する。左側では、ミスマッチのため、野生型テンプレ
ートから実質的な産物は生成されない。右側では、突然変異テンプレートから、突然変異
産物が効率的に産生される。
【図２０Ｂ】図20BはBi-PAP増幅を示す。図20B：λ DNAからのBi-PAP直接増幅。ヌクレオ
チド190での野生型および突然変異特異的Bi-PAPアッセイ各々を用いて、λ DNAからlacI
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遺伝子の79 bpセグメントを増幅した。レーン1～3の野生型アッセイでは、2つの野生型P
＊は、それぞれ、3'末端ddAおよびddTを有する。レーン4～6およびレーン7～9の突然変異
特異的アッセイでは、2つの突然変異P＊は、それぞれ、3'末端に、ddTおよびddAを持つ。
レーン1、4、および7では、各反応に2000コピーの野生型テンプレートを添加した。レー
ン2、5、および8では、各反応に2000コピーの突然変異テンプレートを添加した。レーン3
、6、および9では、テンプレートをまったく添加しなかった。レーン7～9では、200 ngの
ヒトゲノムDNAをキャリアーとして添加した。産物およびP＊を示す。レーンMは、φX174-
PUC19／HaeIII DNAマーカー120 ngである。
【図２１－１】［0105］図21Aは、Bi-PAPの感度および選択度に関するテンプレートの力
価決定を示す。実験Iでは、突然変異P＊を用いて、野生型テンプレートを増幅し、突然変
異産物を生成した。実験II、IIIおよびIVでは、突然変異テンプレートを増幅して、突然
変異産物を生成した。図21A：A190Tに関する突然変異特異的Bi-PAPアッセイ。実験Iにお
いて、野生型λ DNAのコピー数をレーン1～5に示す。レーン6は、DNAを含まない陰性対照
である。実験IIにおいて、突然変異λ DNAのコピー数をレーン7～11に示す。レーン11（0
.2コピー）は、コピー数の希釈が正確であることを補助する、陰性対照である。レーン12
は、DNAを含まない陰性対照である。実験IIIにおいて、野生型λ DNA 2×109コピーの存
在下での突然変異λ DNAのコピー数をレーン13～17に示す。レーン18は、野生型λ DNAし
か含まない陰性対照である。実験IVにおいて、100 ngのヒトゲノムDNAの存在下での突然
変異λ DNAのコピー数をレーン19～23に示す。レーン24は、ヒトゲノムDNAしか含まない
陰性対照である。レーン「C野生型」は、野生型P＊を用いて、2000コピーの野生型λ DNA
を増幅した野生型産物対照である。レーン「C突然変異」は、突然変異P＊を用いて、2000
コピーの突然変異λ DNAを増幅した突然変異産物対照である。ユニークな移動度の野生型
および突然変異産物を示す。
【図２１－２】図21B及び21Cは、Bi-PAPの感度および選択度に関するテンプレートの力価
決定を示す。実験Iでは、突然変異P＊を用いて、野生型テンプレートを増幅し、突然変異
産物を生成した。実験II、IIIおよびIVでは、突然変異テンプレートを増幅して、突然変
異産物を生成した。図21B：T369Gに関する突然変異特異的Bi-PAPアッセイ。図21C：T369C
に関する突然変異特異的Bi-PAPアッセイ。
【図２２】［0106］図22は、Bi-PAP再配列決定のためのP＊マイクロアレイの設計を示す
。Bi-PAPを再配列決定に用いて、マイクロアレイ上の既知の領域において、未知の突然変
異を検出することも可能である。野生型テンプレートにしたがってP＊を設計する。各Bi-
PAPの2つの相対するP＊をマイクロアレイスポットに係留する。各対の矢印は、1つのヌク
レオチド位に対する4つのBi-PAPに相当する。テンプレート上に突然変異が示され、そし
てこれは6つの重複したP＊に渡る。マイクロアレイ上、多くのBi-PAPを平行してプロセシ
ングすることも可能である。
【図２３Ａ】［0107］図23AはBi-PAP再配列決定の概略図を示す。図23A：野生型配列の検
出。これはマイクロアレイを詳しく見たものである。野生型配列にしたがって、P＊を設
計する。ヌクレオチドAの位で、4対のP＊を用いて4つのBi-PAPを合成する。4つの下流P＊

は、3'末端で、ddAMP、ddTMP、ddGMPまたはddCMPいずれかが野生型配列および3つのあり
うる一塩基置換に対応することを除いて、同一配列を有する。4つの対応する上流P＊は、
3'末端がddTMP、ddAMP、ddCMPまたはddGMPいずれかであることを除いて、同一配列を有す
る。各対のP＊は、3'末端で、1ヌクレオチド重複を有する。次のヌクレオチドC上で、別
の4対のP＊が合成される（未提示）。野生型試料を添加した場合、野生型Bi-PAPのみが、
蛍光標識された特異的産物を生成する。この方式で、1 kb領域をスキャンするには、8000
のP＊を必要とする。
【図２３Ｂ】図23BはBi-PAP再配列決定の概略図を示す。図23B：AからTの突然変異の検出
。突然変異ヌクレオチドT上で、突然変異特異的Bi-PAPが突然変異産物を生成する。次の
ヌクレオチドG上では、P＊の各対が1または2のミスマッチを含有するため、Bi-PAPの産物
はまったく生成されない（未提示）。
【図２４Ａ】［0108］図24Aは、Bi-PAP再配列決定マイクロアレイを示す。図24A：野生型
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配列の検出。野生型配列にしたがって、各ヌクレオチド位に関して4対のP＊を設計する。
各対のP＊は下流方向および上流方向であり、そして3'末端に、重複し、そして相補的な1
つのヌクレオチドを有する。野生型P＊対は、各ヌクレオチド位上で特異的に増幅される
。野生型P＊対のすべてが特異的に増幅される場合、野生型配列を決定可能である。
【図２４Ｂ】図24Bは、Bi-PAP再配列決定マイクロアレイを示す。図24B：AからTへの突然
変異の検出。突然変異テンプレートを用いると、突然変異特異的Bi-PAPが増幅される。突
然変異特異的Bi-PAPによって集中するBi-PAPシグナルがないウィンドウがあり、そして両
側に3つの連続するヌクレオチドがある。対の特異的下位配列は、長さ7ヌクレオチドと推
測される。ヘテロ接合体突然変異であったとしても、いかなる未知の一塩基置換も決定可
能である。また、小さい欠失および挿入を検出し、そして位置決定することも可能である
。
【図２５】［0109］図25は、マイクロアレイ上のPAP新規配列決定を示す。PAPはまた、未
知の領域の新規DNA配列決定にも使用可能である。対の特異的下位配列は、長さ15ヌクレ
オチドと推測される。対の特異的下位配列の完全なセットのP＊対は、既知のアドレスを
持つマイクロアレイ上にある。未知のDNA試料を添加した後、Bi-PAPを行う。すべての増
幅されたB-PAP産物を収集し、そして次いで、一ヌクレオチド重複によって、増幅されたP
＊対の対の特異的下位配列をアセンブリする。こうして未知の相補配列を再構築する。
【図２６】［0110］図26A～26Cは、体細胞突然変異の検出を示す。図26A：lac1＋トラン
スジェニックマウスの18のゲノムDNA試料を選択した。アッセイBを用いて、各試料2μgの
ゲノムDNAを増幅して、T369G突然変異を2回検出した。試料1～10は、25ヶ月齢マウスの肝
臓由来である。試料11～14は、6ヶ月齢マウスの心臓（試料11、13および14）および脂肪
（試料12）由来である。試料15～18は10日齢マウスの脳由来である。P＝突然変異λ DNA
を増幅した陽性対照、N＝DNAを含まない陰性対照、＋＝増幅産物、-＝産物なし。図26B：
アッセイBを行った。レーン11～12、13～16および17～20では、各反応において、それぞ
れ、試料12のlac1＋マウスゲノムDNA 2μg、0.5μgおよび0.125μgを用いた。レーン1～1
0は対照であり；2倍連続希釈によって、反応あたりの突然変異λ DNAのコピー数を再構築
した。レーン1～10および13～20では、各反応はまた、1μgのlac1-マウスゲノムDNAキャ
リアーも含有した。ss＝一本鎖、ds＝二本鎖。図26C：アッセイBを行った。レーン11～14
では、各反応で、試料3のlac1＋マウスゲノムDNA 2μgを用いた。レーン15～18では、各
反応で、試料9のlac1＋マウスゲノムDNA 2μgを用いた。レーン1～10は対照であり；反応
あたりの突然変異λ DNAのコピー数を示す。各対照反応はまた、1μgのlac1-マウスゲノ
ムDNAキャリアーも含有した。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００６８】
　発明の詳細な説明
　［0111］本明細書において、以下の用語を用いる。
　［0112］加ピロリン酸分解：ピロホスフェート（PPi）の存在下で、DNAポリメラーゼに
よって、ヌクレオチド鎖から3'ヌクレオチドを除去して、ヌクレオチド三リン酸を生成す
ること。これは重合反応の逆である。
【００６９】
　［0113］PAP：加ピロリン酸分解活性化重合。PAPは、1つのP＊を用いることも可能であ
り、または少なくとも1つがP＊である2つの相対するオリゴヌクレオチドを用いることも
可能である。
【００７０】
　［0114］P＊：加ピロリン酸分解によって活性化可能な伸長不能3'末端（または端）を
持つオリゴヌクレオチド。
　［0115］PAP-A：稀な突然変異の検出に使用可能な、PAPに基づくアレル特異的増幅（図
1）。
【００７１】
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　［0116］Bi-PAP-A：3'末端に少なくとも1ヌクレオチド重複を持つ、相対するP＊の対を
用いて行う、すなわち双方向性のPAP-A（図2）。
　［0117］PAP-R：既知の配列内の未知の突然変異の検出のための、PAPに基づく再配列決
定（図3および4）。
【００７２】
　［0118］LM-PAP：連結仲介PAP。LM-PAPの性質は、連結反応によるか、またはターミナ
ルトランスフェラーゼを用いた伸長によるなどで、PAP前にテンプレートを合成すること
である。
【００７３】
　［0119］LM-PCR：連結仲介PCR（図5）。
　［0120］GVまたはAVアレル：本明細書において、モデル系として用いた、ドーパミンD1
受容体遺伝子の一般的な多型のアレル（本明細書において、G0またはA0アレルとも称する
）。
【００７４】
　［0121］線形PAP：線形産物集積のための1つのP＊のみを用いるPAP。
　［0122］指数関数的PAP：指数関数的産物集積のためであり、そして少なくとも1つがP
＊である、2つの相対するオリゴヌクレオチドを用いたPAP。
【００７５】
　［0123］ノイズ比（％）：マッチ産物に対するミスマッチ産物の相対収量。PAPの特異
的シグナルは、10％未満のノイズ比と定義される。
　［0124］PASA：特異的アレルのPCR増幅（アレル特異的PCRまたはARMSとしても知られる
）。
【００７６】
　［0125］再配列決定：未知の突然変異のスキャンおよび既知の配列内の正確な配列変化
の決定。再配列決定は、新規（de novo）配列決定とは区別される。
　［0126］突然変異負荷：組織内の体細胞突然変異の頻度およびパターン。
【００７７】
　［0127］微小残存病変：例えばリンパ節および他の隣接組織における稀な残存癌細胞ま
たは寛解後の早期再発。
　［0128］伸長不能3'末端（または端）：伸長不能であるが、加ピロリン酸分解によって
活性化可能である、オリゴヌクレオチドP＊の3'末端（または端）のヌクレオチドまたは
ヌクレオチド類似体。伸長不能3'末端（または端）の例には、限定されるわけではないが
、2'3'-ジデオキシヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コル
ジセピン）、3'-アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI
）、2',3'-ジデオキシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキ
シチミジン（d4T）が含まれる。
【００７８】
　［0129］単一PAP：1つの反応試験管中または固体支持体上の1つのPAP（PAP、Bi-PAP、
マッチまたはミスマッチPAP等）。
　［0130］多重PAP：1つの反応試験管中または固体支持体、例えばマイクロアレイ上の、
1より多いPAP（PAP、Bi-PAP、マッチまたはミスマッチPAP等）。
【００７９】
　［0131］マッチPAP：P＊およびテンプレート間にマッチを有するPAP。
　［0132］ミスマッチPAP：P＊およびテンプレート間にミスマッチを有するPAP。
　［0133］入れ子（nested）PAP：テンプレート核酸上で、1つの対が第二の対の内部に位
置する、2以上の対のP＊を用いるPAP。
【００８０】
　［0134］ホットスタートPAP：変性温度に近づくまで、本質的な反応構成要素が引き留
められている（withheld）PAP（Charoら、1992；Kelloggら、1994；Mullis、1991；D'Aqu
ilaら、1991）。本質的な反応構成要素は、例えば中和抗体をポリメラーゼに結合させる
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か、ワックス中で、ポリマーまたはMgCl2のような構成要素を隔離するか、ポリメラーゼ
を化学的に修飾して高温でインキュベーションされるまで活性化を妨げるか、あるいはワ
ックスによって構成要素を分離することによって、引き留め可能である。
【００８１】
　［0135］一部切除増幅：非指数関数的方式、例えば二次または幾何学的方式で、2つの
キメラオリゴヌクレオチドに渡って増幅し、そして元来のテンプレートから3周期以下の
複製である、一部切除末端産物を生じる増幅法（Liuら、2002）。
【００８２】
　［0136］反応性3'OH：は、核酸ポリメラーゼによって伸長されるかまたはオリゴヌクレ
オチドに連結されることが可能な3'OHである。
　［0137］核酸増幅に必須のDNAポリメラーゼは、以下の反応のいくつかまたはすべてを
触媒する：i）デオキシヌクレオチド三リン酸またはその類似体の重合；ii）ピロホスフ
ェート（PP）の存在下での二重鎖DNAの加ピロリン酸分解、［dNMP］n＋x［PPi］...［dNM
P］n-x＋x［dNTP］；iii）3'-5'エキソヌクレアーゼ活性（PPiを必要としない）、および
iv）5'-3'エキソヌクレアーゼ活性（DuetcherおよびKornberg、1969；KornbergおよびBak
er、1992）。TaqおよびTfl DNAポリメラーゼに関しては、重合活性および5'-3'エキソヌ
クレアーゼ活性が報告されている（Chienら、1976；Kaledinら、1981；Longleyら、1990
）。T7 SequenaseTMおよびThermoSequenaseTMDNAポリメラーゼに関しては、加ピロリン酸
分解は、サンガー配列決定反応において、特定のジデオキシヌクレオチド末端セグメント
の分解を導く可能性もある（TaborおよびRichardson、1990；Vander Hornら、1997）。
【００８３】
　［0138］PPiは、通常の生理学的条件下で、ピロホスファターゼによって分解されるた
め、加ピロリン酸分解は、一般的に、非常に重要でない。しかし、PPiがin vitroで高濃
度に存在する場合、加ピロリン酸分解は重要である可能性もある。3'末端ジデオキシヌク
レオチドを持つオリゴヌクレオチドでは、加ピロリン酸分解のみが可能である。ジデオキ
シヌクレオチドがひとたび除去されたら、活性化されたオリゴヌクレオチドを、重合によ
って伸長することが可能である。
【００８４】
　［0139］加ピロリン酸分解活性化重合（PAP）は、核酸から多様な情報を取り出す新規
アプローチを提供する。PAPの非常に優れた特異性は、2つの反応を連続してカップリング
することによる。PAPは、3'末端ブロッキングされたオリゴヌクレオチド（P＊）の加ピロ
リン酸分解による活性化、その後、活性化されたオリゴヌクレオチドのDNA重合による伸
長を伴う。操作上、PAPは、直接伸長可能な通常のオリゴヌクレオチドの代わりに、活性
化可能オリゴヌクレオチド（P＊）の使用を伴う。P＊の例には、不活性ジデオキシ末端オ
リゴヌクレオチドP＊、またはアシクロヌクレオチドなどの、3'ヒドロキシル基を欠く不
活性化学的修飾ヌクレオチド、または伸長不能ヌクレオチド末端オリゴヌクレオチドP＊

を有するものが含まれる。糖の環が欠けているアシクロヌクレオチド（アシクロNTP）は
、DNA配列決定中、鎖ターミネーターとして作用することが知られる（Sangerら、1977；T
rainor、1996；GardnerおよびJack、2002）。P＊の活性化は、オリゴヌクレオチド全長に
渡って、ミスマッチによって阻害される。5'末端から2ヌクレオチドのミスマッチであっ
ても、PAP増幅を阻害する。
【００８５】
　［0140］加ピロリン酸分解によるP＊の活性化は、P＊の全長に渡って、非常な特異性を
提供する。増進した特異性を用いて、稀な既知の突然変異を検出し、再配列決定によって
未知の突然変異を解明し、新規配列決定によって未知の配列を決定し、遺伝子発現レベル
を測定し、2つの配列を比較し、そしてクロマチン構造のin vivo解析の特異性を増加させ
ることも可能である。マイクロアレイに基づくプログラム可能光化学オリゴヌクレオチド
合成およびPAPは、相乗的な技術である。したがって、マイクロアレイに基づく迅速な再
配列決定、新規配列決定、遺伝子発現プロファイリングおよびSNP検出のため、増進した
特異性を使用することが可能である。
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【００８６】
　［0141］in vitroでの酵素的核酸増幅のいくつかの方法が開発されてきており、そして
こうした方法を適応させて、既知の配列変異体を検出することも可能である。これらには
、ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）（Saikiら、1985；Saikiら、1988）、リガーゼ連鎖反応
（LCR）（Landegren、1998；Barany、1991）および回転周期増幅（rolling circle ampli
fication）（RCA）（Banerら、1998；Lizardiら、1998）が含まれる。本明細書において
、我々は、加ピロリン酸分解活性化重合（PAP）を記載し、このアプローチは、PCRアレル
特異的増幅の特異性を劇的に増進する潜在能力を有する（Sommerら、1989）。PAPは、多
くの点で、PCRを用いた修正と異なる：i）P＊オリゴヌクレオチドは3'末端でブロッキン
グされており、そして加ピロリン酸分解によって活性化されなければならず、ii）加ピロ
リン酸分解および重合は、各増幅に関して、連続してカップリングされており、iii）線
形増幅では1つのP＊を、または指数関数的増幅では2つのオリゴヌクレオチドを用いて、P
APを行うことも可能であり、iv）増幅にはPPiが必要であり、v）有意な非特異的増幅は、
ミスマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込みのエラーを連続してカップリングする
ことを必要とするであろう。
【００８７】
　［0142］PASAに比較したPAPの特異性増進は、加ピロリン酸分解および重合を連続して
カップリングすることによって、提供される。有意な非特異的増幅は、DNAポリメラーゼ
によるミスマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込みを必要とする、非常に稀な事象
である。例えば、本明細書に記載するように、DNAポリメラーゼを利用して、D1ドーパミ
ン受容体遺伝子のヌクレオチド229のGアレルを検出した。3'末端にddA、ddT、ddGまたはd
dCいずれかを持つP＊を合成した。3'末端ジデオキシヌクレオチドは、重合による直接伸
長を阻害するが、P＊がGアレルの相補鎖に特異的にハイブリダイズした際、ピロホスフェ
ート（PPi）の存在下で、加ピロリン酸分解によって除去可能である。活性化されたオリ
ゴヌクレオチドを、5'-3'方向で、重合によって伸長することが可能である。
【００８８】
　［0143］加ピロリン酸分解後の重合を用いて、PASAの特異性を増加させることも可能で
あるという証拠が存在する。PAPを用いた有意な非特異的増幅は、2種類のエラー、すなわ
ちミスマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込みの連続したカップリングを必要とす
る（図1）。ミスマッチ加ピロリン酸分解の率は、正しい3'デオキシヌクレオチドに比較
した3'ミスマッチデオキシヌクレオチドの相対除去率として表される。ミスマッチ加ピロ
リン酸分解の率は、T7 DNAポリメラーゼでは10-5未満である（KornbergおよびBaker、199
2；Wongら、1991）。重合によって置換突然変異を生成する、誤った取り込みの率を、正
しいdNMPに対する誤ったdNMPの取り込み率として表すと、T7 DNAポリメラーゼでは10-5、
そして大腸菌（E. coli）DNAポリメラーゼIでは10-4と報告された（KornbergおよびBaker
、1992；Wongら、1991；Bebenekら、1990）。Taq DNAポリメラーゼ、T7 DNAポリメラーゼ
の3'-5'エキソヌクレアーゼ欠損突然変異体および大腸菌DNAポリメラーゼIで、同様の結
果が報告された（KornbergおよびBaker、1992；Wongら、1991；Bebenekら、1990；Eckert
およびKunkel、1990）。
【００８９】
　［0144］PAPは、核酸テンプレート鎖上で所望の核酸鎖を合成する方法である。PAPでは
、加ピロリン酸分解活性化可能オリゴヌクレオチド（P＊）を用いて、核酸増幅に関して
、加ピロリン酸分解および重合を連続してカップリングする。P＊は、Nヌクレオチドまた
はその類似体で構成されるオリゴヌクレオチドであり、そして3'末端に3',5'ジデオキシ
ヌクレオチドなどの伸長不能ヌクレオチドまたはその類似体を有する。テンプレート鎖上
に実質的にハイブリダイズした際、P＊は、DNAポリメラーゼによって、3'末端ヌクレオチ
ドまたはその類似体から直接は伸長不能であり、加ピロリン酸分解によって、P＊の3'末
端ヌクレオチドまたはその類似体を除去して、そして次いで、活性化されたオリゴヌクレ
オチド（＜N）をテンプレート上で伸長することが可能である。
【００９０】



(21) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

20

30

40

50

　［0145］該方法は、連続して行われる以下の工程を含んでなる。
　［0146］テンプレート鎖に、実質的に相補的な活性化可能オリゴヌクレオチドP＊をア
ニーリングさせる工程。この活性化可能オリゴヌクレオチドP＊は、3'末端に、伸長不能
ヌクレオチドまたはその類似体を有する。
【００９１】
　［0147］（b）ピロホスフェート、および加ピロリン酸分解活性を有する酵素を用いて
、アニーリングした活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を加ピロリン酸分解する工程。こ
れは、3'末端伸長不能ヌクレオチドまたはその類似体の除去によってオリゴヌクレオチド
P＊を活性化する。
【００９２】
　［0148］（c）ヌクレオシド三リン酸またはその類似体および核酸ポリメラーゼの存在
下で、テンプレート鎖上、活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長することによって
重合させ、所望の核酸鎖を合成する工程。
【００９３】
　［0149］PAP法を適用して、以下のさらなる工程によって所望の核酸鎖を増幅すること
も可能である。
　［0150］（d）テンプレート鎖から工程（C）の所望の核酸鎖を分離する工程、および
　［0151］（e）所望の核酸鎖の所望の増幅レベルが達成されるまで、工程（A）～（D）
を反復する工程。
【００９４】
　［0152］上記のPAP法をアレル特異的増幅に適用可能である。活性化可能オリゴヌクレ
オチドP＊は、テンプレート鎖に相補的でない1以上のヌクレオチドを有する。P＊の非相
補的ヌクレオチド（単数または複数）が、P＊の3'末端に位置することも可能である。上
記工程（A）、（B）または（C）は実質的には起こりえない。その結果、所望の核酸鎖は
、実質的に少なくしか合成されない。
【００９５】
　［0153］上記PAP法を1つの活性化可能オリゴヌクレオチドP＊のみを用いても適用可能
である。（e）工程（a）～（d）を反復して、所望の核酸鎖の所望の増幅レベルを線形に
達成しうる。アニーリング領域外の標的とされる核酸領域は、異なるサイズまたは異なる
配列背景のものであることも可能であり、したがって合成される核酸鎖は、異なるサイズ
または異なる配列背景のものである。
【００９６】
　［0154］上記PAP法は、少なくとも1つが活性化可能オリゴヌクレオチドP＊である2つの
相対するオリゴヌクレオチドを用いても適用可能である。活性化可能オリゴヌクレオチド
P＊および第二のオリゴヌクレオチドは、核酸領域の増幅のため、標的とされる。工程（a
）～（c）は、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊に起こる。第二のオリゴヌクレオチドは
、もう一方のテンプレート鎖に実質的に相補的である。第二のオリゴヌクレオチドが別の
活性化可能オリゴヌクレオチドP＊である場合、工程（a）～（c）が起こる。第二のオリ
ゴヌクレオチドが普通の伸長可能オリゴヌクレオチドである場合、工程（a）および（c）
が起こる：（修正a）テンプレート鎖にアニーリングさせる工程、次いで（修正c）ヌクレ
オシド三リン酸またはその類似体および核酸ポリメラーゼの存在下で、テンプレート鎖上
、オリゴヌクレオチドを伸長することによって重合させ、所望の核酸鎖を合成する工程。
（e）所望の核酸鎖の所望の増幅レベルが、例えば指数関数的に、達成されうるまで、工
程（a）～（d）、または工程（a）、（c）および（d）を反復する工程。2つの相対するオ
リゴヌクレオチドの2つのアニーリング領域間にある標的とされる核酸領域は、異なるサ
イズまたは異なる配列背景のものであることも可能であり、したがって合成される核酸鎖
は、異なるサイズまたは異なる配列背景のものである。
【００９７】
　［0155］LM-PAPは、切断、プライマー伸長、リンカー連結、およびPAPを伴い、染色体
のメチル化状態などのin vivoクロマチン構造の解析に適用可能である。
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　［0156］LM-PAPは工程（i）、（ii）、（iii）、（iv）および（v）によって、工程（i
）、（ii）、（iii）および（vi）によって、工程（ii）、（iii）、（iv）および（v）
によって、または工程（ii）、（iii）および（vi）によって、実行可能であり、工程は
以下のとおりである。
【００９８】
　［0157］切断が化学的、酵素的、または天然に生じて、核酸鎖を「破壊」する。核酸は
、通常、in vivoで産生された損傷またはニックを有することも可能なゲノムDNAである。
　［0158］（ii）プライマーP1は遺伝子特異的であり、そしてその伸長には：1）テンプ
レート鎖に実質的に相補的なプライマーをアニーリングさせ；2）ヌクレオシド三リン酸
またはその類似体および核酸ポリメラーゼの存在下、テンプレート鎖上でプライマーを伸
長し、この伸長がテンプレート鎖上の切断部位で「脱線する」ことが含まれる。工程1）
および2）を反復することも可能である。
【００９９】
　［0159］プライマー伸長の代わりにP＊伸長を行うことも可能である（1つのみの活性化
可能オリゴヌクレオチドP＊を用いた上記PAP）。
　［0160］（iii）リンカー連結工程には、合成された核酸鎖の3'末端へのリンカーの連
結が含まれる。テンプレート非依存性重合であり、そして合成された核酸鎖の3'末端に余
分な核酸配列が付加されるターミナルトランスフェラーゼ伸長を、リンカー連結工程の代
わりに行うことも可能である。
【０１００】
　［0161］（iv）第二の遺伝子特異的プライマー（P2）を、リンカーに特異的な、または
ターミナルトランスフェラーゼによって付加された配列に特異的なプライマーとともに用
いて、PCRを行う。
【０１０１】
　［0162］（v）第三の遺伝子特異的P＊（P3）を用いて、PCRが生成した断片を検出する
。1つの活性化可能オリゴヌクレオチドP＊のみを用いて、PAP法を適用する。活性化され
たオリゴヌクレオチドP＊の伸長は、工程（iv）で生成したテンプレート鎖の端で「脱線
する（run off）」。PAP法をアレル特異的方式で適用することも可能である。活性化可能
オリゴヌクレオチドP＊は、テンプレート鎖に相補的でない1以上のヌクレオチドを含有す
ることも可能である。P＊の非相補的ヌクレオチド（単数または複数）が、P＊の3'末端に
位置することも可能である。
【０１０２】
　［0163］（vi）工程（iv）および（v）の代わりに、少なくとも1つが活性化可能オリゴ
ヌクレオチドP＊である2つの相対するオリゴヌクレオチドを用いたPAP法も適用可能であ
る。活性化可能オリゴヌクレオチドP＊（P3）は遺伝子特異的である。第二のオリゴヌク
レオチドは、リンカーに特異的であるか、またはターミナルトランスフェラーゼによって
付加された配列に特異的である。第二のオリゴヌクレオチドは、別の活性化可能オリゴヌ
クレオチドP＊であることも、または普通のプライマーであることも可能である。アレル
特異的方式でPAP法を適用することも可能である。活性化可能オリゴヌクレオチドP＊（P3
）は、テンプレート鎖に相補的でない、1以上のヌクレオチドを含有することも可能であ
る。P＊の非相補的ヌクレオチド（単数または複数）は、P＊（P3）の3'末端に位置するこ
とも可能である。
【０１０３】
　［0164］図1は、アレル特異的PAP（PAP-A）による、稀な突然変異の検出を示す。PAP-A
は、3'ジデオキシ末端（P＊）を持つアレル特異的オリゴヌクレオチドが、加ピロリン酸
分解および重合の連続したカップリングを可能にするため、非常に高い特異性で稀なアレ
ルを検出可能である。例えば、アレル特異的オリゴヌクレオチドが、稀な「T」アレルに
マッチする3'ジデオキシ末端（P＊）を有する場合、ジデオキシヌクレオチドの加ピロリ
ン酸分解的除去によって活性化が起こり、そして続いて重合が起こる（状況A）。加ピロ
リン酸分解による活性化は、野生型「C」アレルとのように、3'末端でミスマッチがある
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場合、通常、起こらない（状況B）。稀に、加ピロリン酸分解は、ミスマッチ部位で起こ
る（概算頻度10-5）が、活性化されたオリゴヌクレオチドが伸長されて、野生型配列が生
じる（状況C）。ミスマッチ加ピロリン酸分解が起こり、テンプレートDNA中、Cに相対し
てAを挿入するポリメラーゼエラーが起こる場合、効率的な増幅を支持する産物が生成さ
れる（状況D）。ポリメラーゼ突然変異とカップリングしたミスマッチ加ピロリン酸分解
の頻度は、10-5×3×10-6＝3×10-11と概算される。
【０１０４】
　［0165］PAPは、3×10-11の特異性を有しうる。この潜在能力に近づくには、混乱させ
るエラー原因を排除する設計が必要である。例えば、ブロッキングされていない上流オリ
ゴヌクレオチドからの伸長エラーは、目的の突然変異を持つ産物を生成しうる。TaqFSの
誤った取り込みの率がヌクレオチドあたり約10-5であり、そして3つの誤った取り込みの
うち1つのみが目的の突然変異を生じる場合、エラー率は約3.3×10-6である。校正機能を
含有するポリメラーゼは、特定の突然変異あたり3×10-7のエラー率を有する可能性があ
る。エラー率がより低いポリメラーゼまたはポリメラーゼ複合体は特異性をさらに改善す
るであろう。
【０１０５】
　［0166］1つのアプローチは線形PAPを利用する。線形PAP-Aは、蛍光または放射標識ddN
TPの存在下で、P＊のみを用いて、40周期行うことも可能である。P＊が活性化されると、
定義されたサイズの標識末端産物が生成されるであろう。線形PAP-Aは、元来のゲノムDNA
のみを利用し、そしてブロッキングされていない上流プライマーの伸長からの誤った取り
込みによるエラーを排除する利点を有する。しかし、増幅レベルが周期数より大きくない
ため、検出の感度は限定される。ラムダファージなどの単純なゲノムでは、10-6の検出特
異性が可能である。線形PAP-Aの特異性は、ブロッキングされていない伸長可能オリゴヌ
クレオチドが存在しないことに、決定的に依存する。10-6の堅固な特異性を達成するため
には、ブロッキングされていない伸長可能オリゴヌクレオチドは、10-7で存在しなければ
ならない。これは、ゲル精製したP＊（我々の現在のプロトコルでは、約99.99％純粋）を
3'-5'エキソヌクレアーゼで処理して、ブロッキングされていない分子を分解して、その
後、ゲル電気泳動によって再精製することによって、達成可能である。
【０１０６】
　［0167］第二のアプローチは、双方向性PAP-A（Bi-PAP-A；図2）である。Bi-PAP-Aでは
、下流および上流両方のオリゴヌクレオチドが、目的のヌクレオチドに特異的なP＊であ
る。P＊は、3'末端で1ヌクレオチド重複する。この設計は、ブロッキングされていない上
流オリゴヌクレオチドからの伸長エラーを排除する。この設計は、ジデオキシ末端が付加
されていない少量の活性混入オリゴヌクレオチド（我々の現在のプロトコルでは、約0.01
％）によって、限定されないはずであり、これは、生成される産物が対照のものであり、
そして続く周期で効率的な増幅の基質でないためである。
【０１０７】
　［0168］Bi-PAP-Aは、プライマー二量体のサイズの産物を生成する。しかし、これは、
続く周期において、目的の突然変異を持つテンプレートDNAが、増幅の効率的な基質とな
る産物を生成するのに必要な中間体である点で、慣用的な意味でのプライマー二量体では
ない。双方向性PAP-Aは、特異性の重要な障壁を排除し、そして10-9の特異性に達する潜
在能力を有する。
【０１０８】
　［0169］図2に示すように、下流および上流両方のP＊は、3'末端で目的のヌクレオチド
に特異的である（この例ではA：T塩基対）。ゲノムDNAからの増幅の最初の周期において
、定義されないサイズのセグメントが生成されるであろう。続く周期において、オリゴヌ
クレオチドを合わせた長さから1引いた長さに等しいセグメントが指数関数的に増幅され
るであろう。この設計によって、3×10-6のエラー率で、G：C野生型テンプレートからA：
Tテンプレートを生成可能な、ブロッキングされていない上流オリゴヌクレオチドからの
誤った取り込みのエラーが排除されるため、非特異的増幅は、より低い頻度で起きる。P
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＊は、最も効率的な増幅のため、30～60ヌクレオチドであることも可能である。状況Aは
、稀なA：Tアレルを持つテンプレートが効率的に増幅されるであろうことを示す。上流お
よび下流両方のP＊は効率的に増幅される。状況Bは、DNAテンプレートが野生型G：C配列
を含有する場合、下流または上流いずれのP＊も実質的に活性化されないであろうことを
示す。
【０１０９】
　［0170］迅速再配列決定は、癌および他の複雑な疾患に罹りやすくする遺伝子の解明を
促進するであろう。PAPの特異性は、再配列決定に役立つ。P＊は、柔軟なデジタルマイク
ロミラーアレイを用いて、マイクロアレイ上で光化学合成されることも可能である。
【０１１０】
　［0171］固定DNAまたはオリゴヌクレオチドのマイクロアレイは、in situ光駆動（ligh
t-directed）コンビナトリアル合成または慣用的合成いずれで製造することも可能である
（Ramsay、1998；MarshallおよびHodgson、1998に概説）。大規模な平行解析を行うこと
も可能である。オリゴヌクレオチドの光化学合成は、アドレス可能オリゴヌクレオチドマ
イクロアレイのコンビナトリアル平行合成のための強力な手段である（Singh-Gassonら、
1999；LeProustら、2000）。各チップに対する多数のフォトリソグラフマスクに対する、
この柔軟な代替法は、マスクがないアレイの合成装置を利用し、コンピュータ上でバーチ
ャルマスクが生成される。これらのバーチャルマスクはデジタルマイクロミラーアレイに
リレーされる。1：1反射画像系によって、バーチャルマスクの紫外画像がガラス支持体の
活性表面上に産生される。このガラス支持体を、DNA合成装置に連結されたフローセル反
応チャンバーにマウントする。光曝露後、プログラムされた化学カップリング周期が起こ
る。さらなるバーチャルマスクを用いて該方法を反復することによって、所望の配列を持
つオリゴヌクレオチドマイクロアレイを合成することが可能である。Singh-Gassonらに開
発された原型は、16平方ミクロンに76,000を越えるフィーチャーを含有するオリゴヌクレ
オチドマイクロアレイを合成した。
【０１１１】
　［0172］プログラム可能光化学オリゴヌクレオチド合成とデジタルミラーおよびP＊の
オリゴヌクレオチド伸長を組み合わせることによって、高スループットで、そして自動化
された再配列決定法が可能になる。PAP-Rは、冗長性（redundancy）が高いため、実質的
に100％の一塩基置換および他の小さい配列変異体も検出可能である；いくつかの重複P＊

オリゴヌクレオチドに渡るミスマッチは、重複P＊のクラスターの活性化を妨げるであろ
う。再配列決定のための1つの戦略を図3および4に示す。図3は、プログラム可能光化学オ
リゴヌクレオチドを用いて、マイクロアレイ上で行うPAP-Rの概略図を示す：PAPは、未知
の突然変異を検出する再配列決定に使用可能である。このマイクロアレイ上で、野生型テ
ンプレートを示す。野生型テンプレートにしたがってP＊を設計する。突然変異と重複す
るP＊は、ほとんどまたはまったくシグナルを生じず、「低」PAPシグナルと示した。
【０１１２】
　［0173］図4は、GからAへの突然変異を検出するための、固体支持体に基づく、例えば
マイクロアレイに基づく再配列決定の例を示す。一塩基伸長の基質として、4種の異なる
色素で標識したddNTPを用いて、線形PAPを行う。P＊は、オリゴヌクレオチドの3'領域内
の16ヌクレオチドの特異的領域を有する。例では、ホモ接合体またはヘミ接合体DNAテン
プレートを利用する。野生型配列のセンス鎖上の各ヌクレオチド位で、3'末端の4種のddN
MP以外は同一の配列を持つ、4つのP＊のセットを合成する。3'末端にddAを持つP＊は、G-
A突然変異の部位でPAPシグナルを生成する。突然変異はまた、続く重複するP＊の15セッ
トに対して、PAPシグナルを持たない15塩基「ギャップ」も生成する。ヘテロ接合体突然
変異では、ddAおよびddGを持つP＊がPAPシグナルを提供する。ヘテロ接合体突然変異はま
た、50％シグナル強度の15塩基「ギャップ」も生成する（これに100％強度のシグナルが
隣接する）。ヘテロ接合体試料に冗長性を付加するには、アンチセンスP＊が利用可能で
ある（未提示）。2セットのP＊を組み合わせることによって、未知の一塩基置換を決定す
ることも可能である。小さい欠失および挿入を検出し、そして位置決定することも可能で
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ある。
【０１１３】
　［0174］マイクロアレイあたり100,000オリゴヌクレオチドを用いて、下流方向および
上流方向から、約12 kbを再配列決定可能である。実質的にすべての突然変異を検出する
には、標準的なGeniom（登録商標）装置ソフトウェアを追加する必要がある。野生型配列
では、シグナル強度は多様でありうる。特定のオリゴヌクレオチドは、二次構造および他
の要因のため、より弱いシグナルを生じるであろう。野生型試料からのシグナルのパター
ンは、既定の配列変化によって生成されるパターンからは、確実に区別されるはずである
。予備的データによって、ほぼすべてのミスマッチが活性化を劇的に阻害するであろうこ
とが示唆される。一塩基ミスマッチが有意に少量であり、活性化が実質的に阻害されない
としても、冗長性のため、突然変異は野生型から確実に区別可能である。
【０１１４】
　［0175］in vivoクロマチン構造が哺乳動物遺伝子制御および発生に非常に重要である
ことがますます明らかになってきている。クロマチン構造の安定した変化は、しばしば、
メチル化の変化および／またはヒストンアセチル化の変化を伴う。クロマチン構造におけ
る体細胞遺伝可能変化は、一般的にエピジェネティック変化と呼ばれ（RussoおよびRiggs
、1996）、そしてエピジェネティック「ミス」またはエピミューテーションは、しばしば
、癌の発生に寄与する重要な要因であることが現在明らかである（JonesおよびLaird、19
99）。
【０１１５】
　［0176］in vivoクロマチン構造をアッセイするいくつかの方法の1つであり、そして単
一ヌクレオチドレベルでの解像度を持つ唯一の方法は、連結仲介PCR（LM-PCR）（Mueller
およびWold、1989；Pfeiferら、1989）である。LM-PCRは、クロマチン構造、メチル化、
およびDNA損傷を評価するのに用いられてきている。図5はLM-PCRの概略図を示し、ここで
出発DNA中のDNA損傷を小さいひし形で示す。LM-PCRは、切断、プライマー伸長、リンカー
連結およびPCR増幅を伴う。LM-PAPは、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を用いることを
除いて、LM-PCRと同様である。
【０１１６】
　［0177］LM-PCRは、重要な技術であることが立証されており、現在までに100を越える
公表された研究に用いられてきている（Pfeiferら、1999）。メチル化シトシン残基、結
合している転写因子、または配置されているヌクレオソームの位置などの、クロマチン構
造の多くの側面が、LM-PCRによって決定可能である。重要なことに、損なわれておらず、
そして最小限しか撹乱されていない細胞において、構造が決定される。例えば、UV光-フ
ットプリンティングは、ペトリ皿中で組織培養細胞をUV照射し、DNAを直ちに抽出し、そ
してLM-PCRを行って、その形成が転写因子の結合に影響を受けるチミジン二量体の位置を
決定することによって行われる。
【０１１７】
　［0178］アレル特異的LM-PAPを適用して、in vivoメチル化のレベルを定量的に決定す
ることも可能である。現在、LM-PCRのバックグラウンドのため、メチル化レベルの確実な
概算が限定されている。一般的に、0％、50％および100％のメチル化が決定可能であると
みなされるが、より細かい段階的変化の区別は信頼性がない。LM-PAPのバックグラウンド
が顕著に減少すると、0％、20％、40％、60％、80％、および100％のメチル化標準を確実
に区別することも可能になる。アレル特異的LM-PAPを利用して、インプリンティングされ
た領域のメチル化レベルを調べるか、または雌において、不活性X染色体遺伝子に対する
活性X染色体遺伝子のメチル化レベルを調べることが特に興味深いだろう。LM-PAPが、ク
ロマチン構造を調べるのに必要な技術および経験を減少させ、それによって、より多くの
実験室で、クロマチン構造解析が容易になるであろうと予期される。
【０１１８】
　［0179］LM-PAPは多様な適用を有する。アレル特異的PAPを利用して、インプリンティ
ングされた遺伝子の示差的メチル化およびクロマチン構造を調べるか、または雌において
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、不活性X染色体遺伝子に対する活性X染色体遺伝子の示差的メチル化およびクロマチン構
造を調べることが特に興味深いだろう。さらに、突然変異誘発物質、DNA損傷、および突
然変異誘発間の関係を調べることも可能である。
【０１１９】
　［0180］PAPにおいて、上述し、そして本明細書に例示するように、加ピロリン酸分解
活性化可能オリゴヌクレオチドを用いることによって、DNAポリメラーゼによる加ピロリ
ン酸分解および重合を連続してカップリングする。PAP配列決定において、原理は、PAPの
特異性に、そして次に3'特異的下位配列の塩基対形成特異性に基づく。3'特異的下位配列
のこの特性を適用して、未知の配列変異体をスキャンし、新規にDNA配列を決定し、2つの
DNA配列を比較し、そして遺伝子発現プロファイリングを監視することも可能である。
【０１２０】
　［0181］PAPは、1つのP＊および1つの相対するブロッキングされていないオリゴヌクレ
オチドを用いたPAPにおいて、P＊に沿ったミスマッチに非常に感受性である。PAPの特異
性はまた、P＊の長さおよびミスマッチによっても影響を受ける。P＊のアレル特異的ヌク
レオチドが3'末端にある場合、特異的アレルのみが増幅され、そして特異性はP＊の長さ
には関連しない。アレル特異的ヌクレオチドがP＊の3'末端にない場合、特異性はP＊の長
さに関連する。26量体のP＊は、3ヌクレオチドの3'特異的下位配列を有し、この領域内で
、いかなるミスマッチも増幅を阻害する。18量体は、16ヌクレオチドの3'特異的下位配列
を有する。
【０１２１】
　［0182］Bi-PAPは、PAPの1つの型である。2つの相対するP＊を持つBi-PAPにおいて、各
P＊は、それ自体の3'下位配列を有し、すなわちこの領域内で、いかなるミスマッチもBi-
PAPの増幅を阻害する。例えば、P＊対のアレル特異的ヌクレオチドが3'末端にある場合、
たとえP＊の長さが40、35または30ヌクレオチドであっても、特異的アレルのみが増幅さ
れた。対の特異的下位配列の長さは、P＊対を加算して1引いたものである。
【０１２２】
　［0183］対の特異的下位配列の長さは、各P＊の配列背景およびサイズ、3'末端伸長不
能ヌクレオチドの種類、テンプレート配列、DNAポリメラーゼ、イオンなどの他の構成要
素、並びに周期条件によって影響を受ける可能性もある。テンプレートが反復配列を含有
するか、または均一のポリマーがP＊対の長さより長く続く場合、P＊は係留のための特異
性を失う可能性もある。
【０１２３】
　［0184］再配列決定は、未知の突然変異を検出するための既知の領域の配列決定である
。Bi-PAPの対の特異的下位配列の特性を適用して、未知の配列変異体をスキャンするか、
または平行方式で、あらかじめ決定された配列を再配列決定することも可能である。
【０１２４】
　［0185］Bi-PAP再配列決定を、図22、23A、23B、24Aおよび23Bに示す。簡潔には、野生
型配列を決定し、そして種類および位置を含めて、いかなる一塩基置換も決定することが
可能である。未知の小さい欠失および挿入を検出し、そして位置決定することも可能であ
る。特定の種類の欠失または挿入を同定するため、対応するBi-PAPを追加することが可能
である。突然変異位置に関する情報を提供しうるフィンガープリンティングでは、より少
ない数のBi-PAPを使用することも可能である。
【０１２５】
　［0186］Bi-PAP新規DNA配列決定の概念は、P＊対の完全なセットの対の特異的下位配列
を使用して、新規配列における対の特異的下位配列の存在を同定する。
　［0187］マイクロアレイ上のBi-PAP新規DNA配列決定を図25に示す。簡潔には、該方法
はまず、P＊対を用いたBi-PAP増幅物をすべて収集し、そして次いで、対の特異的下位配
列を順序付けることによって、この収集物から未知のDNA配列を再構築する。
【０１２６】
　［0188］2つのDNA配列が同一であるかまたは異なるかを知るために、これらを比較する
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ため、P＊対の特異的下位配列の不完全なセットを用いることによって、P＊対の数を減少
させる単純な方法がある。これらを特定の順序に配置することによって、染色体位置とと
もに配列を同定することが可能である。
【０１２７】
　［0189］遺伝子発現プロファイリングを監視するため、6×104～105までの転写物が発
現され、そして正確な配列の詳細が不要な場合、Bi-PAPを適用可能である。遺伝子中の特
有のモチーフを特異的に増幅可能なP＊対のセットを、Bi-PAP用に設計可能である。
【０１２８】
　［0190］Bi-PAPの塩基対形成特異性のこの特性を適用して、未知の配列変異体をスキャ
ンし、新規にDNA配列を決定し、2つのDNA配列を比較し、そして遺伝子発現プロファイリ
ングを監視することも可能である。Bi-PAPアレイが可能である。2つの相対するP＊の各対
を固体支持体、例えばマイクロアレイ上の個々の点に固定し、こうしてBi-PAP反応がすべ
て平行してプロセシングされることを可能にしてもよい。
【０１２９】
　［0191］PAPでは、活性化可能オリゴヌクレオチドは、加ピロリン酸分解によって活性
化可能な伸長不能3'末端（以後、伸長不能3'末端と称する）を有する。テンプレート鎖と
ハイブリダイズ可能であり、3'末端ヌクレオチドが加ピロリン酸分解によって除去可能で
あり、そして活性化されたオリゴヌクレオチドが伸長可能であるならば、いかなる3'末端
伸長不能オリゴヌクレオチドも使用可能である。伸長不能3'末端の例には、限定されるわ
けではないが、ジデオキシヌクレオチドなどの伸長不能3'デオキシヌクレオチド、または
アシクロヌクレオチドなどの、3'ヒドロキシル基を欠く化学的に修飾されたヌクレオチド
が含まれる。アシクロヌクレオチドでは、通常dNMPに存在する2'-デオキシリボフラノシ
ル糖が、2-ヒドロキシエトキシメチル基で置換されている。
【０１３０】
　［0192］別のブロッキング剤は、完全なマッチに対する加ピロリン酸分解の選択度を増
加させ、それによって稀な突然変異を検出するPAPの選択度をさらに増進させることも可
能である。最後に、別のブロッキング剤は、より安価であるかまたはより容易に自動化可
能であり、それによってPAPの費用効率を改善し、そしてPAPマイクロアレイに基づく再配
列決定を促進することも可能である。
【０１３１】
　［0193］さらに、ジデオキシヌクレオチドでブロッキングされていないP＊は、PAPに使
用可能なDNAポリメラーゼの選択を拡張する。本明細書に立証するように、3'末端伸長不
能オリゴヌクレオチドがジデオキシヌクレオチドまたはアシクロヌクレオチドを含有する
場合、ファミリーIのポリメラーゼをPAPに使用することも可能である。3'末端伸長不能オ
リゴヌクレオチドがアシクロヌクレオチドを含有する場合、ファミリーIIのポリメラーゼ
をPAPに使用することも可能である。
【実施例】
【０１３２】
　実施例
　［0194］本発明は、PAPを用いてヒトD1ドーパミン受容体遺伝子内の多型部位における
既知の突然変異を同定可能であることを例示する、以下の実施例から理解されるであろう
。ジデオキシオリゴヌクレオチド配列、アシクロヌクレオチド配列、DNAポリメラーゼ、P
Pi濃度、アレル特異的テンプレート、pH、およびdNTP濃度の影響を調べた。原理を立証す
るため、実施例に報告する実験を行った。以下の実施例は、例示のため提供され、そして
いかなる方式でも本発明を限定することを意図しない。当該技術分野に周知の標準技術ま
たはそれらの文書に具体的に記載される技術を利用した。
【０１３３】
　（実施例1）
　PCRによるテンプレートの調製
　［0195］2つのプライマー（T＝5'GAC CTG CAG CAA GGG AGT CAG AAG3'（配列番号1）お
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よびU＝5'TCA TAC CGG AAA GGG CTG GAG ATA3'（配列番号2））を用いたPCRによって、ヒ
トD1ドーパミン受容体遺伝子の640 bp領域を増幅した（図6A）。TU：UT二重鎖産物はGenB
ank X55760のヌクレオチド33～672に渡り、そしてG＋C含量は55.3％である。よく生じるA
からGへの多型は、ヌクレオチド229に位置し、G／G、A／AおよびG／Aの3つの遺伝子型を
生じる（Liuら、1995）。PCR混合物は、50μlの体積を含有する：50 mM KCl、10 mM Tris
／HCl、pH8.3、1.5 mM MgCl2、各200μMの4種のdNTP（Boehringer Mannheim）、各0.1μM
のプライマー、2％DMSO、1 UのTaq DNAポリメラーゼ（Boehringer Mannheim）およびG／G
ホモ接合体、A／Aホモ接合体またはG／Aヘテロ接合体由来の250 ngのゲノムDNA。周期条
件には：95℃15秒間の変性、55℃30秒間のアニーリング、および72℃1分間の伸長で、全
部で35周期が含まれた（Perkin-Elmer GeneAmp PCR系9600）。Centricon（登録商標）100
微量濃縮装置（Amicon）上で3回保持することによって、プライマーおよび他の小分子か
ら、PCR産物をおよそ10,000倍精製した。260 nmのUV吸光度によって、回収されたPCR産物
の量を測定した。
【０１３４】
　3'-ジデオキシヌクレオチドを付加することによるP＊の合成
　［0196］ホープ市DNA／RNA化学研究室において、Perseptive Biosystems 8909合成装置
（Framinsham）によってデオキシヌクレオチドオリゴヌクレオチドを合成し、そしてolig
opureカートリッジ（Hamilton）によって精製した。ターミナルトランスフェラーゼによ
って3'末端ジデオキシヌクレオチドを付加した。混合物は、40μlの総体積を含有した：2
00 mMカコジル酸カリウム、25 mM Tris／HCl（25℃でpH6.6）、2.5 mM CoCl2、0.25 mg／
mlのBSA、4000 pMのオリゴヌクレオチド、2.5 mM 2'3'-ddNTP（ddNTPに対する3'-OH末端
のモル比は1：25であった）（Boehringer Mannheim）、125 Uのターミナルトランスフェ
ラーゼ（Boehringer Mannheim）。反応を37℃で1時間インキュベーションし、そして次い
で、最終濃度5 mMでEDTAを添加することによって停止した。ブタノールを用いることによ
って脱塩した後、TBE緩衝液（90 mM Tris／ホウ酸、1 mM EDTA、pH8.3）中の分離用7 M尿
素／20％ポリアクリルアミドゲル電気泳動によってジデオキシオリゴヌクレオチドを精製
した（Maniatisら、1982）。260 nmのUV吸光度によって、回収されたP＊の量を測定した
。
【０１３５】
　［0197］少量の末端処理されていないオリゴヌクレオチドが、加ピロリン酸分解の非特
異性を生じるであろうため、T4ポリヌクレオチドキナーゼによって、5'末端で各ジデオキ
シオリゴヌクレオチドを32P標識し、そして次いで、7 M尿素／20％ポリアクリルアミドゲ
ルを通じて電気泳動した。ゲルを過剰曝露しても、P＊産物のみが可視であった（データ
未提示）。99.99％より多いP＊が3'末端にジデオキシヌクレオチドを含有したと概算され
る。
【０１３６】
　加ピロリン酸分解活性化重合
　［0198］オリゴヌクレオチドP＊およびUを用いるPAP、または1つのP＊のみを用いるPAP
によって、TU：UT二重鎖テンプレート内の469 bp領域を増幅した（表1および図6A）。PU
：UP二重鎖産物は、GenBank X55760のヌクレオチド204～672に対応し、そしてG＋C含量は
55.6％である。言及しない限り、PAP反応混合物は、Tfl DNAポリメラーゼでは、25μlの
総体積を含有した：75 mM KCl、20 mM Tris／HCl（pH7.4）、1.5 mM MgCl2、各40μMの4
種のdNTP（dATP、dTTP、dGTPおよびdCTP）、0.2μM P＊、0.05μM Uオリゴヌクレオチド
、300μM Na4PPi（20 MMストック溶液をHClでpH8.0に調整した）、1μCiの［α-32P］-dC
TP（3000 Ci／nmol、Amersham）、1 UのTfl DNAポリメラーゼ（Promega）および2 ngのTU
：UT。Taq DNAポリメラーゼでは、50 mM KCl、10 mM Tris／HCl（pH7.4）、2.0 mM MgCl2
および1 UのTaq DNAポリメラーゼ（Boehringer Mannheim）を除いて、反応混合物は同じ
であった。PCRおよび他の対照の混合物は、添加するプライマーを除いて、同じであった
。周期条件には：94℃15秒間、55℃1分間、および1分間で傾斜をつけて72℃に上昇させ、
そして72℃2分間、全部で15周期が含まれた。
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【０１３７】
　表1
　PAPに用いたオリゴヌクレオチド
【０１３８】
【表１】

【０１３９】
　aD1の3'末端にGジデオキシヌクレオチドを付加することによって、D1G

＊を産生した。
＊＝3'末端のジデオキシヌクレオチド。
　bTは3'末端がTデオキシヌクレオチドであることを意味し、そしてG＊は3'末端がGジデ
オキシヌクレオチドであることを意味する。太い大文字GおよびAは、それぞれ、Gアレル
およびAアレルに対応するG塩基およびA塩基である。5'末端の第一の塩基は、GenBank X55
760のヌクレオチド208に対応する。
【０１４０】
　c3'末端塩基はデオキシヌクレオチドまたはジデオキシヌクレオチドであり、そしてテ
ンプレートの相補鎖上の対応する塩基と、マッチ（する）またはミスマッチ（しない）を
生成する。
【０１４１】
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　dアレル特異的ヌクレオチドはGまたはAであり、そして3'末端までの距離を：0＝3'末端
、＋1＝3'末端から1塩基下流、-1＝3'末端から1塩基上流、-2＝3'末端から2塩基上流、お
よび-3＝3'末端から3塩基上流と指定する。
【０１４２】
　eオリゴヌクレオチドのTmは、1 M NaClで、4℃x（G＋C）＋2℃x（T＋A）と概算された
（MiyadaおよびWallace、1987）。
　fUおよび1つのP＊を用いた増幅または1つのP＊のみを用いた増幅。
【０１４３】
　［0199］標準的な2％アガロースゲルを通じて反応を電気泳動した。CCDカメラ（Bio-Ra
d Gel Doc 1000）によるUV写真のため、ゲルをエチジウムブロミドで染色し、乾燥させ、
そしてオートラジオグラフィーのため、Kodak X-OMATTM ARフィルムに供した。
【０１４４】
　制限消化
　［0200］3つの制限エンドヌクレアーゼ、AciI（5'C▼CGC3'／3'GGC▲G5'）、EaeI（5'P
y▼GGCCPu3'／3'PuCCGG▲Py5'）およびEco0109I（5'PuG▼GNCCPy3'／3'PyCCNG▲GPu5'）
は各々、PU：UP二重鎖内に制限部位を有する。D5G

＊およびUを用いたPAPによって、G／G
アレルを増幅し；D1およびUを用いたPCR増幅を対照として用いた。40μlのPAP反応および
2μlのPCR反応をCentricon（登録商標）100微量濃縮装置で精製し、そして濃縮し、そし
て制限エンドヌクレアーゼ：1×NE緩衝液3中、2.5 UのAciI；または1×NE緩衝液1中、3 U
のEaeI；またはBSAを含むNE緩衝液4中の30 UのEco0109I（上記の酵素および緩衝液はすべ
てNew England BioLabsからのもの）によって産物を消化した。10μlの反応物を、37℃で
2時間インキュベーションした。消化反応物を、上述のように、標準的2％アガロースゲル
を通じて電気泳動した。
【０１４５】
　PAPの原理
　［0201］TflおよびTaq DNAポリメラーゼは、加ピロリン酸分解活性を含有することが示
された。Tfl DNAポリメラーゼを利用して、D1ドーパミン受容体遺伝子のヌクレオチド229
でGアレルを検出した（Liuら、1995）（図6A）。ddGまたはddAいずれかを用いて、3'末端
でP＊を合成した（表1を参照されたい）。3'末端ジデオキシヌクレオチドは、重合による
直接伸長を阻害するが、P＊がGアレルの相補鎖と特異的にハイブリダイズする場合、ピロ
ホスフェート（PPi）の存在下で、加ピロリン酸分解によって除去可能である。分解され
たオリゴヌクレオチドは、5'-3'方向の重合によって伸長可能である（図6Bおよび6C）。
【０１４６】
　［0202］PASAに比較したPAPの特異性増進は、加ピロリン酸分解および重合を連続して
カップリングすることによって、提供される。有意な非特異的増幅は、DNAポリメラーゼ
によるミスマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込みを必要とし、非常に稀な事象で
ある（図7）。
【０１４７】
　D5G

＊およびD3G
＊を用いた特異的増幅

　［0203］2つのオリゴヌクレオチド（P＊およびU）、Tfl DNAポリメラーゼ、並びにG／G
およびA／AアレルのDNAテンプレートを用いてPAPを行った。多数のP＊を試験した（表1）
。D5G

＊（アレル特異的ヌクレオチドおよびジデオキシヌクレオチドが3'末端に同時局在
する）およびD3G

＊（アレル特異的ヌクレオチドは、3'末端から2塩基である）は、PPiの
存在下で、Gアレルを特異的に増幅した（図8A）。PPiを添加しないと、D5G

＊で特異的な
産物はまったく観察されず、添加したPPiがPAPに必須の構成要素であることが示された（
図8B、レーン6および15）。D3G

＊を用いるレーン4中、およびD4G
＊を用いるレーン5中に

、かすかな産物が観察された（図8B）（以下を参照されたい）。
【０１４８】
　pH、［PPi］および［dNTP］および酵素の影響
　［0204］上記パラメータ各々を調べた。PAPは、7.4～7.7の間のpH、200μM～400μMの
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間の［PPi］、および25μM～50μMの間の［dNTP］で最も効率的であった（表2）。Taq DN
AポリメラーゼをTflの代わりに用いることが可能であり、効率は同様であった（表2）。
【０１４９】
　表2
　PAPに影響を及ぼすパラメータ
【０１５０】
【表２】

【０１５１】
　a示した因子を除いて、材料および方法に記載する条件下で、Tfl DNAポリメラーゼを用
いて、G／Gアレルを増幅した。
　bPAP効率は：-、特異的産物（単数または複数）なし；±、非常に弱い特異的産物（単
数または複数）；＋、弱い特異的産物（単数または複数）；＋＋、中程度の特異的産物（
単数または複数）；＋＋＋、強い特異的産物（単数または複数）；＋＋＋＋、非常に強い
特異的産物（単数または複数）と示される。
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【０１５２】
　c示した濃度を変化させたが、他のものは200μMで維持した。
　特異的産物の同一性
　［0205］特異的産物の同一性を確認するため、制限エンドヌクレアーゼ消化を行った（
図9）。3つの制限エンドヌクレアーゼAciI、EaeIおよびEco0109は各々、PU：UP二重鎖に
制限部位を有する。期待される制限断片が見出された。D3G

＊およびUを用いても、同様の
結果が観察された。
【０１５３】
　［0206］D5G

＊およびUを用いたPAPの特異的産物は、アガロースゲル上に2つの特異的バ
ンド、すなわちPU：UPおよびUPを明らかにし；これは、我々の増幅条件下では、UがD5G

＊

より効率的であるためであった。これを確認するため、先のように、D5G
＊およびUととも

にTfl DNAポリメラーゼを用いたPAPによって、G／Gアレルを増幅した。産物を変性し、そ
して変性ポリアクリルアミドゲルを通じて電気泳動した。一本鎖型で1つの特異的バンド
のみが観察され、特異的PAP産物が二重鎖および一本鎖セグメントを含有することが示さ
れる。D3G

＊およびUを用いても同じ結果が観察された。
【０１５４】
　線形PAP
　［0207］PPiの存在下、G／GおよびA／Aアレルから、1つのP＊のみを用いた線形増幅の
ため、PAPを行った。D3G

＊およびD5G
＊で、PAPの特異的産物が得られたが、他のP＊では

得られなかった（図10、レーン4および6）。P＊の効率は、オリゴヌクレオチドのサイズ
、3'末端ジデオキシヌクレオチド、およびアレル特異的ヌクレオチドの位置によって影響
を受けた。
【０１５５】
　［0208］図6A～6CはPAPの概略図を示す。図6A。2つのオリゴヌクレオチドP＊およびU、
Tfl DNAポリメラーゼ、dNTP、ピロホスフェートおよび［α-32P］-dCTPを用いて、二重鎖
DNAテンプレートTU：UTを増幅する。P＊＝加ピロリン酸分解活性化可能オリゴヌクレオチ
ド。この例では、P＊はD5G

＊であり、そしてTU：UTはドーパミンD1受容体遺伝子の640 bp
セグメントである。図6B。D5G

＊は、3'末端にGジデオキシヌクレオチドを有し、そして3'
末端のGアレルの相補鎖に特異的であるが、Aアレルにはミスマッチする（表1）。加ピロ
リン酸分解によってジデオキシGを除去し、その後、各増幅のため重合する。図6C。G／G
、A／AおよびG／A遺伝子型由来のPAPのオートラジオグラム。Gアレルが存在するとき、46
9塩基（二重鎖PU：UPおよび過剰なアンチセンス鎖UP）の放射標識特異的産物が産生され
、これは、Tflポリメラーゼによる加ピロリン酸分解率が低いことによって、オリゴヌク
レオチドUがオリゴヌクレオチドP＊よりはるかに効率が高いことが暗示されるためである
。より長い期間電気泳動を行うと、UPからPU：UPが分離される。UTおよびUT：TUの他の産
物を示す。TU：UTが、非放射標識TUの元来のテンプレートと放射標識された過剰なUTのア
ニーリングから得られることに注目されたい。D3G

＊およびUを用いた、G／G、A／Aおよび
G／A遺伝子型からのPAPもまた行って、そして同様の結果を得た。
【０１５６】
　［0209］図7A～7Bは、D5G

＊を用いたPAPの特異性増進を示す。PAPが、GアレルおよびA
アレルのテンプレートプールを指数関数的に増幅する特異性を、PASAのものに比較する。
図7A。PASAの特異的増幅は、プライマーがGアレルにマッチする際、プライマー伸長の効
率が高いことに由来する。非特異的増幅は、Aアレルからのミスマッチ伸長から生じる。
これが起こると、さらなる増幅のために効率的な基質が生じる。矢印の太さおよび位置は
、各周期での増幅効率を表す。図7B。GアレルからのPAPの特異的増幅が高い効率で起こる
。2種類の非特異的増幅がAアレルから生じる：（i）続く増幅のための効率的なテンプレ
ートではないA：Tホモ二重鎖PU：UP産物を生じるミスマッチ加ピロリン酸分解によって、
低い効率で非特異的増幅が生じうる：（ii）G：Tヘテロ-二重鎖PU：UP産物を生じる、ミ
スマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込み両方によって、非常に低い効率で非特異
的増幅が生じうるが、ひとたびこれが起こると、続く増幅のための効率的なテンプレート
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を提供する。D5G
＊のみを用いたPAPによる線形増幅に関して、非特異的増幅の同様の傾向

が示唆される。D3G
＊のように、P＊のアレル特異的ヌクレオチドが、3'末端近傍にあるが

、3'末端になくてもよいことに注目すべきである。その場合、PAPの非特異的増幅は、ミ
スマッチ加ピロリン酸分解およびミスマッチ伸長両方を必要とする。PAPのどちらの変型
もPASAより高い特異性を有するはずであるが、3'末端ジデオキシヌクレオチドがまた、ア
レル特異的ヌクレオチドでもある場合、最高の特異性が予測される。
【０１５７】
　［0210］図8A～8Bは、D5G

＊およびD3G
＊を用いた特異的増幅を示す。指数関数的増幅の

ため、2つのオリゴヌクレオチドとともに添加されたPPiの存在下（図8A）または非存在下
（図8B）で、PAPを行った。オリゴヌクレオチドを表1に列挙する。Uのみを用いた伸長対
照は、TU：UTおよびUTの位置を同定する。D1を用いた伸長対照は、PUの位置を同定する。
D1およびUのPCR対照は、PU：UPおよびPU：UTの位置を同定する。他のレーンに比較して、
D1を用いた伸長反応およびPCR反応の場合、20％のみを装填する。
【０１５８】
　［0211］図9は、制限エンドヌクレアーゼ消化を示す。PAPの特異性を示すため、図8に
示す実験由来の試料を、AciI、EaeIおよびEco0109I制限エンドヌクレアーゼで消化した。
各酵素は、PU：UP内に制限部位を有する。D5G

＊およびUを用いたPAPはG／Gアレルを増幅
し、そしてD1およびUを用いたPCR反応の5％を対照として使用した。AciIはPU：UPから236
 bpおよび233 bp断片を生じ、そしてTU：UTから407 bpおよび233 bp断片を生じる。EaeI
はPU：UPから289 bpおよび180 bp断片を生じ、そしてTU：UTから460 bpおよび180 bp断片
を生じる。Eco0109IはPU：UPから348 bpおよび121 bp断片を生じ、そしてTU：UTから107 
bp、412 bpおよび121 bp断片を生じる。矢印は、PU：UPから期待される消化産物を示す。
【０１５９】
　［0212］図10は線形PAPを示す。添加されたPPiの存在下で、1つのP＊のみを用いてPAP
を行った。他のレーンに比較して、D1を用いた反応の場合、20％を装填した（レーン1お
よび10）。なし＝添加したオリゴヌクレオチドなし。
【０１６０】
　D5G

＊を用いたPAPの特異性増進
　［0213］実施例1は、加ピロリン酸分解後の重合を用いて、PASAの特異性を増加させう
る証拠を提供する。有意な非特異的増幅は、2種類のエラーの連続したカップリングを必
要とする（図7）。3'末端でミスマッチデオキシヌクレオチドを除去する、ミスマッチ加
ピロリン酸分解の率は、正しいdNMPに対する誤ったdNMPの除去率として表すと、T7 DNAポ
リメラーゼでは10-5未満であると報告された（KornbergおよびBaker、1992；Wongら、199
1）。重合によって置換突然変異を生成する、誤った取り込みの率は、正しいdNMPに対す
る誤ったdNMPの取り込み率として表すと、T7 DNAポリメラーゼでは10-5、そして大腸菌DN
AポリメラーゼIでは10-4であると報告された（KornbergおよびBaker、1992；Wongら、199
1；Bebenekら、1990）。Taq DNAポリメラーゼ、およびT7 DNAポリメラーゼの3'-5'エキソ
ヌクレアーゼ欠損突然変異体、および大腸菌DNAポリメラーゼIでも、同様の結果が報告さ
れた（KornbergおよびBaker、1992；Wongら、1991；EckertおよびKunkel、1990）。（i）
D5G

＊を用いたPAPにおける非特異的増幅による特異性は、ddNMPのミスマッチ加ピロリン
酸分解の率がdNMPと同じであるならば、周期あたり10-5と概算される。（ii）非特異的増
幅による特異性は、ミスマッチ加ピロリン酸分解および誤った取り込みが連続してカップ
リングされている場合、3.3×10-11と概算される。
【０１６１】
　PAPの本質的な構成要素
　［0214］TflまたはTaq DNAポリメラーゼを利用してG／GおよびA／Aアレルを増幅するこ
とによって、各P＊を試験した。特異的増幅には、PPiおよびアレル特異的テンプレートの
存在が必要である。さらに、増幅効率は、オリゴヌクレオチドのサイズ、3'末端ジデオキ
シヌクレオチド、P＊の3'末端に比較したアレル特異的ヌクレオチドの位置に影響を受け
る。
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【０１６２】
　［0215］D1G

＊およびD2G
＊がなぜ特異的シグナルを生じないかは明らかでないが、これ

はP＊およびテンプレート間の二重鎖の閾値安定性に関連する可能性がある。3'末端にAジ
デオキシヌクレオチドを含有するD6A

＊は、特異的シグナルを生じず、これは重合によるd
dNTPの異なる取り込み効率と関連している可能性もある。大腸菌DNA ポリメラーゼIのク
レノウ断片、Taq DNAポリメラーゼ、およびΔTaq DNAポリメラーゼは、他のddNTPよりもd
dGTPをより効率的に取り込む（Sangerら、1977；TaborおよびRichardson、1995；Vander 
Hornら、1997）。ddNTP取り込み率はまた、テンプレート配列に応じて多様でもあり、そ
してある塩基では他のものに比較して10倍高い可能性もある（Sangerら、1977）。別の可
能性は、D6A

＊が、より短いサイズであり、より低いTmを持つことである。
【０１６３】
　［0216］添加されるPPiがないPAPにおいて、D3G

＊およびD4G
＊を用いて、非常にかすか

な偽シグナルが生成された（図8B）。1つの可能性は、オリゴヌクレオチド二量体が形成
され、そして副重合（by-polymerization）によって「エンド-」PPiが放出されてUTを生
成した後の周期で、P＊の非特異的加ピロリン酸分解を誘発しうることである。3'末端の
分解されたD3G

＊およびD4G
＊は、偽シグナルとしてハイブリダイズし、そして伸長するこ

とが可能である。D3G
＊およびD4G

＊を用いると、オリゴヌクレオチド二量体が観察された
。D3G

＊での別の可能性は、「エンド-」PPiが放出された後の周期で、特異的加ピロリン
酸分解が生じうることである。第三の可能性は、3'末端にGジデオキシヌクレオチドが完
全に付加されていない、最小のD3およびD4が、D3G

＊およびD4G
＊に混入したことである。

【０１６４】
　他の技術との比較
　［0217］in vitroで酵素的に核酸を増幅するいくつかの方法が開発されてきており、そ
して既知の配列変異体を検出するのに適応させることも可能である。これらには、ポリメ
ラーゼ連鎖反応（PCR）（Saikiら、1985；Saikiら、1988）、リガーゼ連鎖反応（LCR）（
Landegrenら、1988；Barany、1991）および回転周期増幅（RCA）（Lizardiら、1998；Ban
erら、1998）が含まれる。PAPは多くの点で異なる：i）各増幅で、加ピロリン酸分解およ
び重合を連続してカップリングし、ii）PAPのためのジデオキシオリゴヌクレオチドが少
なくとも1つある。アシクロヌクレオチドなど、3'末端で3'-ヒドロキシル基を欠く、他の
化学的に修飾されたヌクレオチドが同じ機能を果たしうる（以下の実施例12を参照された
い）、iii）一方の形式は線形増幅用であり、そして他方は指数関数増幅用であり、iv）
増幅にはPPiが必要であり、v）有意な非特異的増幅は、ミスマッチ加ピロリン酸分解およ
び誤った取り込み両方を必要とし、vi）PAPは既知の点突然変異を検出可能であり、そし
て野生型アレルから、非常に稀な突然変異アレルを検出する特異性を、非常に増加させる
ことが可能である。
【０１６５】
　［0218］機構の基礎は、特異性が増加した増幅のため、2以上の反応を連続してカップ
リングすることである。PAPの重要な構成要素は、加ピロリン酸分解活性化可能オリゴヌ
クレオチドである。これらの実験において、ブロッキングされた3'末端はジデオキシヌク
レオチドであるが、加ピロリン酸分解に感受性である、いかなる伸長不能ヌクレオチドで
も、原理的には代用可能である。実際、ミスマッチより5'でオリゴヌクレオチドを切断す
る酵素はいずれも、加ピロリン酸分解活性化と同じ機能を果たしうる。例えば、メチル化
認識配列を含むブロッキングされたオリゴヌクレオチド（GmATCなど）を、非メチル化認
識配列を持つ標的にアニーリングさせると、制限エンドヌクレアーゼ（DpnIなど）は、メ
チル化部位のみを切断可能であり、そしてしたがって伸長のため、オリゴヌクレオチドを
活性化することが可能である。ミスマッチが切断部位より5'に位置する場合、有意な非特
異的増幅は、ミスマッチ切断および誤った取り込みの連続したカップリングを必要とし、
これは稀な事象である。活性化可能オリゴヌクレオチドはまた、「ミニ配列決定」プライ
マー伸長とも組み合わせ可能である。これは、一塩基変化の検出のためのより特異的なア
ッセイを提供する可能性があり、特異性が問題になりうるチップ技術に特に受け入れられ
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る可能性がある（Syvanen、1999）。PAPが線形形式で起こりうることの立証（図10）は、
このアプローチの実現可能性を支持する。
【０１６６】
　［0219］ヌクレオシド三リン酸および2'-デオキシヌクレオシド三リン酸またはその化
学的修飾型を、PAPによる多数のヌクレオチドの伸長の基質として使用可能であり、すな
わち1つのヌクレオチドが取り込まれるとき、伸長中の鎖をさらに伸長することが可能で
ある。さらなる伸長のターミネーターである、2',3'-ジデオキシヌクレオシド三リン酸ま
たはその化学的修飾型は、一ヌクレオチド伸長に使用可能である。オリゴヌクレオチドP
＊の3'末端ジデオキシヌクレオチドから区別するため、2',3'-ジデオキシヌクレオシド三
リン酸を放射能または蛍光色素で標識することも可能である。ヌクレオシド三リン酸また
は2'-デオキシヌクレオチド三リン酸および2',3'-ジデオキシヌクレオシド三リン酸の混
合物もまた、使用可能である。
【０１６７】
　［0220］PAPでは、特定の核酸配列を含有する核酸をテンプレートとして用いることに
よって、その核酸配列を産生する。核酸が2つの鎖を含有する場合、テンプレートとして
用いる前に、別個の工程として、または同時に、核酸の鎖を分離することが必要である。
鎖分離はまた、物理的、化学的または酵素的手段を含む他の適切な方法いずれかによって
も達成可能である。
【０１６８】
　［0221］元来の核酸または核酸の混合物から、1つより多い特異的産物を産生すること
が望ましい場合、適切な数の異なるオリゴヌクレオチドを利用する。例えば、2つの異な
る特異的産物を指数関数的に産生しようとする場合、4つのオリゴヌクレオチドを利用す
る。オリゴヌクレオチドのうち2つ（P＊は1以上）は、特定の核酸配列の1つに特異的であ
り、そして他方の2つのオリゴヌクレオチド（P＊は1以上）は、第二の特定の核酸配列に
特異的である。この方式で、本方法によって、2つの異なる特異的配列各々を指数関数的
に産生することも可能である。
【０１６９】
　［0222］DNAまたはRNAは、一本鎖または二本鎖であることも可能であり、比較的純粋な
種であることも、または核酸混合物の構成要素であることも可能であり、そして直鎖また
は環状であることも可能である。単数または複数の核酸を、いかなる供給源から得ること
も可能であり、例えばプラスミド、クローニングしたDNAまたはRNA、あるいは細菌、酵母
、ウイルス、および植物または動物などのより高次の生物を含む、いかなる供給源由来の
天然DNAまたはRNAから得ることも可能である。DNAまたはRNAは、Maniatisら（1982）に記
載されるものなどの多様な技術によって、血液、絨毛膜絨毛または羊膜細胞などの組織材
料から抽出可能である。
【０１７０】
　［0223］P＊オリゴヌクレオチドは、増幅しようとする特定の配列各々の異なる鎖に「
実質的に相補的」であるように選択される。したがって、P＊オリゴヌクレオチド配列は
、テンプレートの正確な配列を反映する必要はない。例えば、非相補的ヌクレオチドセグ
メントをP＊オリゴヌクレオチドの5'端に付着させ、残りのP＊オリゴヌクレオチド配列を
鎖に相補的にすることも可能である。あるいは、P＊オリゴヌクレオチド配列が、増幅し
ようとする鎖の配列にハイブリダイズし、そして他のP＊オリゴヌクレオチドの伸長産物
を合成するためのテンプレートを形成するのに十分な相補性を有するならば、非相補的塩
基またはより長い配列をP＊オリゴヌクレオチドに散らばせることも可能である。請求項
において、本明細書に論じるように、用語「相補的」は「実質的に相補的」を意味すると
理解すべきである。
【０１７１】
　［0224］本方法によって、いかなる特定の核酸配列も産生可能である。2つのオリゴヌ
クレオチドが、配列に沿って相対的な位置で所望の配列の異なる鎖にハイブリダイズ可能
であるように、十分に詳細に、配列両端の十分な数の塩基がわかってさえいればよい。配
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列両端の塩基に関してわかっていることが多ければ、標的核酸配列に対するオリゴヌクレ
オチドの特異性が高くなり、そしてしたがって、プロセスの効率がよりよくなる。用語、
オリゴヌクレオチドは、以後、増幅しようとするセグメントの末端配列（単数または複数
）に関する情報にある程度あいまいさがある場合は特に、1より多いオリゴヌクレオチド
を指すと理解されるであろう。
【０１７２】
　［0225］各工程後に新たな試薬を添加する場合、本発明を段階的な方式で行うことも可
能であり、またはすべての試薬を最初の工程で添加する場合、同時に行うことが可能であ
り、または既定の工程数の後に新鮮な試薬を添加する場合、部分的に段階的に、そして部
分的に同時に、行うことも可能である。鎖分離工程に酵素的手段を用いる場合、同時法を
利用可能である。同時法では、反応混合物は、鎖分離酵素（例えばヘリカーゼ）、ATPな
どの、鎖を分離する酵素に適したエネルギー供給源を含有することも可能である。さらな
る物質を必要に応じて添加することも可能である。
【０１７３】
　［0226］核酸ポリメラーゼは、増幅を達成するよう機能するいかなる化合物または系で
あることも可能である。この目的に適した酵素には、例えばTfl DNAポリメラーゼ、Taq D
NAポリメラーゼ、大腸菌DNAポリメラーゼI、大腸菌DNAポリメラーゼIのクレノウ断片、T4
 DNAポリメラーゼ、T7 DNAポリメラーゼ、他の入手可能なDNAポリメラーゼ、RNAポリメラ
ーゼまたはその変異体、逆転写酵素またはその変異体、および他の遺伝子操作型が含まれ
る。逆反応および順反応間の関係に基づいて、DNAポリメラーゼは、ddNTPを効率的に（dN
TPに比較して）、そして均一に（4種のddNTP間を比較して）取り込む場合、P＊活性化可
能オリゴヌクレオチドに対して、高い、そして均質な加ピロリン酸分解活性を有すると予
測される。すべてのDNAポリメラーゼのうち、ThermoSequenaseなどの遺伝子操作型が、将
来、最高となる可能性もある（Vander Hornら、1997）。一般的に、合成は、各オリゴヌ
クレオチドの3'端で開始され、そしてテンプレート鎖上を5'方向に進行するであろう。し
かし、5'端で合成を開始し、そしてもう一方の方向に進行する誘導剤もまた、上述のよう
なPAP法に用いることも可能である。
【０１７４】
　（実施例2）
　PCRによるテンプレートの調製
　［0227］2つのプライマー（T＝5'GAC CTG CAG CAA GGG AGT CAG AAG3'（配列番号1）お
よびU＝5'TCA TAC CGG AAA GGG CTG GAG ATA3'（配列番号2））を用いたPCRによって、ヒ
トD1ドーパミン受容体遺伝子の640 bp領域を増幅した。TU：UT二重鎖産物はGenBank X557
60のヌクレオチド33～672に渡り、そして産物のG＋C含量は55％である。よく生じるAから
Gの多型は、ヌクレオチド229に位置し、G／G、A／AおよびG／Aの3つの遺伝子型を生じる
。PCR体積は50μlである：50 mM KCl、10 mM Tris／HCl、pH8.3、1.5 mM MgCl2、各200μ
Mの4種のdNTP、各0.1μMのプライマー、2％DMSO、1 UのTaq DNAポリメラーゼ（Boehringe
r Mannheim）およびG／Gホモ接合体、A／Aホモ接合体またはG／Aヘテロ接合体由来の250 
ngのゲノムDNA。周期条件には：GeneAmp PCR系9600（Perkin-Elmer Applied Biosystems
）を用いた、94℃15秒間の変性、55℃30秒間のアニーリング、および72℃1分間の伸長で
、全部で35周期が含まれた。Centricons 100微量濃縮装置（Amicon）上で3回保持するこ
とによって、プライマーおよび他の小分子から、PCR産物をおよそ10,000倍精製した。260
 nmのUV吸光度によって、回収されたPCR産物の量を測定した。
【０１７５】
　3'ジデオキシヌクレオチドを付加することによるP＊の合成
　［0228］ホープ市DNA／RNA化学研究室において、Perseptive Biosystems 8909合成装置
（Framinsham）によってデオキシヌクレオチドオリゴヌクレオチドを合成し、そしてolig
opureカートリッジ（Hamilton）によって精製した。ターミナルトランスフェラーゼによ
って3'末端ジデオキシヌクレオチドを付加した。混合物は、30μlの総体積を含有した：1
00 mMカコジル酸カリウム（pH7.2）、2.0 mM CoCl2、0.2 mM DTT、2500 pMのオリゴヌク
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レオチド、2 mM 2',3'-ddNTP（ddNTPに対する3'-OH末端のモル比は1：24であった）（Boe
hringer Mannheim）、100 Uのターミナルトランスフェラーゼ（GIBCO BRL）。反応を37℃
で4時間インキュベーションし、そして次いで、最終濃度5 mMでEDTAを添加することによ
って停止した。Centri-spinTMカラム（Princeton Separations）を用いて脱塩した後、TB
E緩衝液（90 mM Tris／ホウ酸、1 mM EDTA、pH8.3）中の分離用7 M尿素／20％ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動によってP＊を精製した（Maniatisら、1982）。260 nmのUV吸光度
によって、回収されたP＊の量を測定した。
【０１７６】
　［0229］少量の末端処理されていないオリゴヌクレオチドが、加ピロリン酸分解の非特
異性を生じるであろうため、T4ポリヌクレオチドキナーゼによって、5'末端で各P＊を32P
標識し、そして次いで、7 M尿素／20％ポリアクリルアミドゲルを通じて電気泳動した。
ゲルを過剰曝露しても、P＊産物のみが可視であった。99.99％より多いP＊が3'末端にジ
デオキシヌクレオチドを含有したと概算される。P＊の純度は、pH8.3で、PCR産物またはP
AP産物が存在しないことによって支持された。
【０１７７】
　加ピロリン酸分解活性化重合
　［0230］オリゴヌクレオチドP＊およびUを用いるPAP、またはP＊のみを用いるPAPによ
って、TU：UT二重鎖テンプレート内の445～469 bpの領域を増幅した。PU：UP二重鎖産物
は、GenBank X55760のヌクレオチド204～228から672に対応し、そしてG＋C含量は56％で
ある。PAP反応混合物は、25μlの総体積を含有した：50 mM KCl、10 mM Tris／HCl（pH7.
6）、1.5 mM MgCl2、各100μMの4種のdNTP（dATP、dTTP、dGTPおよびdCTP）、0.1μM P＊

、0.1μM Uオリゴヌクレオチド（TCATACCGGAAAGGGCTGGAGATA（配列番号2））、300μM Na

4PPi、2％DMSO、1μCiの［α-32P］dCTP（3000 Ci／mmol、Amersham）、1 UのAmpliTaqFS
 DNAポリメラーゼ（PE Applied Biosystems）または各0.5 UのAmpliTaqFSおよびTaq DNA
ポリメラーゼ、および10 ngのTU：UT。8 U ThermoSequenase（Amersham Pharmacia）また
は4 U ThermoSequenaseに、0.5 U Taqおよび2.5 mM MgCl2を加えた以外は同一の条件下で
、ThermoSequenaseもまた試験した。周期条件には：94℃10秒間の変性、60℃1分間（Ther
moSequenaseでは55℃）のアニーリング、および72℃2分間の伸長、全部で15周期が含まれ
た。
【０１７８】
　［0231］標準的な2％アガロースゲルを通じて反応を電気泳動した。CCDカメラ（Bio-Ra
d Gel Doc 1000）およびMulti-Analyst（登録商標）ソフトウェアによるUV写真のため、
ゲルをエチジウムブロミドで染色し、乾燥させ、そしてオートラジオグラフィーのため、
Kodak X-OMATTM ARフィルムに供した。ImageQuantソフトウェア（Molecular Dynamics）
とともにPhosphoImagerを用いて、PCRバンドのピクセル総数から、ランダムユニットとし
て示されるバックグラウンドを引いたものとして、PAP収量を定量化した。
【０１７９】
　PAP効率増進
　［0232］実施例1において、天然TflまたはTaq DNAポリメラーゼを用いて、3'末端にddG
を持つP＊のみが増幅された。AmpliTaqFSおよびThermoSequenase DNAポリメラーゼは、P
＊の3'末端のいかなる種類のジデオキシヌクレオチド（ddAMP、ddTMP、ddGMPまたはddCMP
）もはるかに少なくしか区別せず、はるかにより高いPAP効率を達成することが見出され
た。例えば、ドーパミンD1受容体遺伝子の18量体であるが、3'末端にddGMPおよびddAMPを
有する、P＊（212）18G0およびP＊（212）18A0（表3）は、それぞれ、GアレルおよびAア
レルを特異的に増幅した。その収量比は1.4（図11Bのレーン9と11を比較されたい）であ
り、そしてしたがって、P＊（212）18G0は、P＊（212）18A0より、周期あたり4％、より
効率的であると概算される。別のP＊（228）26A-24＝5'TAGGAACTTGGGGGGTGTCAGAGCCC＊3'
（配列番号12）は、3'末端にddCMPを持つ26量体であるが、3'末端にddCMPを持たないプラ
イマーと同程度に効率的に増幅され、そして収量は、TflまたはTaqを用いたものと比較し
て、1,000倍増加すると概算された。さらに、PAPは、ヒトゲノムDNAから直接、セグメン



(38) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

20

30

40

50

トを増幅した。
【０１８０】
　表3
　P＊の長さおよびミスマッチに影響を受けるPAP特異性
【０１８１】
【表３】

【０１８２】
　aP＊（204）26G0は、3'末端にGジデオキシヌクレオチドを持つP＊である。「0」は、ア
レル特異的塩基が3'末端にあることを意味する。5'末端の第一の塩基は、GenBank X55760
のヌクレオチド204に対応する。その長さは26塩基である。
【０１８３】
　b太字のGまたはAは、GアレルまたはAアレル特異的塩基であり、そして下線の塩基は、
設計されたミスマッチである。
　cアレル特異的塩基までの3'末端からの距離：「0」＝3'末端、-3＝3'末端から3塩基。
【０１８４】
　dオリゴヌクレオチドのTmは、1 M NaClで、4℃x（G＋C）＋2℃x（T＋A）と概算された
。各P＊の長さは18塩基である。
　ePAPのノイズ比（％）は、同一のP＊による特異的アレル産物に対する非特異的アレル
産物の相対収量、または同一テンプレートを用いることによる、天然型に対する、指定さ
れた突然変異P＊の相対収量と定義される。特異的シグナルを＜10％ノイズ比とする。
【０１８５】
　［0233］AmpliTaqFSは、天然Taqに比較して、2つの突然変異を有する。5'ヌクレアーゼ
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然変異F667Yは、活性部位中にある（InnisおよびGelfand、1999）。ThermoSequenaseは、
活性部位に同じ突然変異F667Yを有するが、5'-3'エキソヌクレアーゼドメインに欠失があ
る（TaborおよびRichardson、1995；Van der Hornら、1997）。これらは取り込みに関し
てdNTPおよびddNTPを区別しない。逆反応であるddNMPの加ピロリン酸分解は、はるかによ
り高く、そしてこれらの酵素によってより区別されないと推定される。用いるAmpliTaqFS
またはThermoSequenase DNAポリメラーゼはいずれも、PAP効率を減少させるように、反応
において、PPiを加水分解可能である、熱安定性ピロホスファターゼを含有するように配
合された（製造者の取扱説明書）が、我々の条件下では、PAPはなお増幅された。AmpliTa
qFSおよびThermoSequenase DNAポリメラーゼは、混入ピロホスファターゼを含まない純粋
な型でよりよく働くであろう。
【０１８６】
　P＊の3'特異的下位配列
　［0234］AmpliTaqFSを用いて、異なる長さおよびミスマッチを持つ、多様なP＊を調べ
た（表3）。PAP効率に対する長さおよびミスマッチの影響を、同一テンプレート由来の異
なる長さの2つのP＊間の相対収量（％）として表し（図12）、これは、長さが各々2～4塩
基少ないと、0.0％～201.5％で多様であった。PAPの特異性もまた、P＊の長さおよびミス
マッチに影響を受ける（表3）。ノイズ比（％）は、マッチ産物に対するミスマッチ産物
の相対収量と定義され、そして特異的シグナルは、＜10％ノイズ比でスコアされる。P＊

のアレル特異的塩基が3'末端にある場合、特異的アレルのみが増幅され、そして特異性は
P＊の長さには関連しなかった（図12A）。アレル特異的塩基がP＊の3'末端にない場合、
特異性はP＊の長さに関連した。3'末端から15塩基までの、18量体P＊における非3'末端ミ
スマッチはいずれも、増幅を引き起こさなかった（図12B～12E）が、26量体P＊における2
つのこうしたミスマッチであっても、非特異的増幅を引き起こした。
【０１８７】
　［0235］異なる位のアレル特異的塩基に渡る、「スタック化」P＊を用いて、18量体を
さらに調べた（図13および表4）。ノイズ比（％）は0.0％～7.1％で多様であった。3'特
異的下位配列の長さは、13塩基以上であった。
【０１８８】
　表4
　異なって配置されたP＊のPAP特異性
【０１８９】
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【０１９０】
　a2つのオリゴヌクレオチドを用いたPAP、または1つのP＊を用いた線形PAPによる、Gテ
ンプレートおよびAテンプレートからの増幅。PAPのノイズ比（％）は、特異的アレル産物
に対する、非特異的アレル産物の相対収量である。
【０１９１】
　［0236］異なる位でGアレルとマッチするP＊およびミスマッチするP＊を用いることに
よって、同様の結果を得た（表5）。1つのミスマッチを含むノイズ比は、0.8％～5.6％の
間で多様であった。3'特異的下位配列の長さは、16塩基以上であった。2つのミスマッチ
を用いたノイズ比は0％であった（図14のレーン2とレーン10～15を比較されたい）。
【０１９２】
　表5
　異なってミスマッチするP＊を用いたPAPの特異性
【０１９３】
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【表５】

【０１９４】
　aGアレルとのマッチまたはミスマッチ。
　bノイズ比（％）は、ミスマッチP＊およびP＊（212）18G0とGアレル特異的テンプレー
トの間の相対収量である。
【０１９５】
　［0237］18量体P＊のみを用いて線形PAPを調べ、そしてより高い特異性が観察され、ノ
イズ比はより低かった（表4および5）。線形PAPは、すべての非特異的産物が、出発テン
プレートから生じる、異なる機構経路を取り、3'末端ミスマッチP＊を用いるミスマッチ
加ピロリン酸分解、または非3'末端ミスマッチP＊を用いるミスマッチ加ピロリン酸分解
およびミスマッチ伸長両方を必要とする。
【０１９６】
　［0238］3'末端にddNMPを付加することなく、17量体プライマーを用いて、PASAを行っ
た（表4および5を参照されたい）。ミスマッチ17量体プライマーは、ミスマッチが3'末端
から6塩基と同程度に近い場合、30％ノイズ比で非特異的産物を強く増幅し、より短い3'
特異的下位配列を示した。別の研究で、先に、同様の結果が報告された（Sarkarら、1990
）。
【０１９７】
　［0239］要約すると、P＊（1つの長さ）は2つの下位配列を有する：3'特異的下位配列
（n＝3'特異的下位配列の塩基数、1以下）は特異性を決定し、すなわちこの領域内で、テ
ンプレートの相補鎖に対するいかなるミスマッチも、実質的な増幅を生じない；そして5'
エンハンサー下位配列（m＝5'エンハンサー下位配列の塩基数、0以上）は増幅効率を増進
する。PAP特異性は、3'特異的下位配列の塩基対形成特異性、加ピロリン酸分解特異性お
よび重合特異性とともに決定される。したがって、3'特異的下位配列の塩基対形成特異性
は、PAP特異性の最低必要条件である。
【０１９８】
　［0240］P＊の3'特異的下位配列の長さは、P＊の配列背景およびサイズ、3'末端ジデオ
キシヌクレオチドの種類、テンプレート配列、DNAポリメラーゼ、イオンなどの他の構成
要素、および周期条件によって、影響を受ける可能性もある。テンプレートが、1より多
い反復配列または1より長い均一ポリマー走行を含有する場合、P＊は係留のための特異性
を失う。P＊の3'特異的下位配列の長さは、P＊の配列背景およびサイズ、3'末端ジデオキ
シヌクレオチドの種類、テンプレート配列、DNAポリメラーゼ、イオンなどの他の構成要
素、および周期条件によって、影響を受ける可能性もある。テンプレートが、1より多い
反復配列または1より長い均一ポリマー走行を含有する場合、P＊は係留のための特異性を
失う。
【０１９９】
　未知の配列変異体のスキャンまたは再配列決定
　［0241］P＊の3'特異的下位配列の特性を適用して、平行した方式で、未知の配列変異
体のスキャンまたはあらかじめ決定された配列の再配列決定を行うことも可能である。あ
らかじめ決定された配列の相補鎖上の各ヌクレオチドに、18量体などの4つの下流P＊によ
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ってクエリーを行い（図11）、この下流P＊は、3'末端で、ddAMP、ddTMP、ddGMPまたはdd
CMPいずれかが野生型配列および3つのありうる一塩基置換に対応することを除いて、同一
の配列を有する。X塩基の相補鎖をスキャンするP＊の数は、4およびXの乗算であり、これ
は指数関数的PAPまたは線形PAPいずれにも適している。4つの下流P＊は、3'末端のddAMP
、ddTMP、ddGMPおよびddCMPが、4つの蛍光色素によるなど、区別のため異なって標識され
ている場合、単一の点上に固定することさえ可能である。こうして、増幅シグナルは、加
ピロリン酸分解によって、ddNMPがP＊から除去される際、各色素の強度減少によって表さ
れうる。線形PAPの1つの利点は、区別のため異なる色素で標識された4種のddNTPを一塩基
伸長の基質として使用可能であることである。
【０２００】
　［0242］簡潔には、野生型配列に対応するすべてのP＊のみが特異的に増幅される場合
、重複を解析することによって、野生型配列を順序正しく配置することも可能である。3'
末端で一塩基置換を持つP＊は、ヘミ点突然変異またはホモ点突然変異の位置で増幅され
る。突然変異はまた、PAPシグナルがない「ギャップ」も生成し、これはいくつかの連続
するヌクレオチドの領域に渡る。一塩基置換では、ギャップサイズ（塩基）＋1＝3'特異
的下位配列の長さである。
【０２０１】
　［0243］さらに、我々はまた、上流P＊の第二のセットを設計することによって、セン
ス鎖をスキャンすることも可能である。2セットのP＊の組み合わせによって、ヘテロ接合
体においてさえ、未知の一塩基置換を決定可能である。未知の小さい欠失および挿入を検
出し、そして位置決定することも可能である。特定の種類の欠失または挿入を同定するた
め、対応するP＊を付加することも可能である。突然変異位の情報を提供することが可能
なフィンガープリンティングには、n倍まで、P＊の数を減少させるため、2つの連続するP
＊のスタックする領域が、アレイ上の3'特異的下位配列より短い単純なスタッキング方式
がある。
【０２０２】
　新規DNA配列決定
　［0244］PAPによる新規DNA配列決定の概念は、P＊のすべてのありうる3'特異的下位配
列を用いて、新規配列の3'特異的下位配列の存在を同定することである。P＊の3'特異的
下位配列の完全なセットは4nである。3'特異的下位配列は各々、4mの5'エンハンサー下位
配列の完全なサブセットを有する。例えば、3'特異的下位配列としての16量体および5'エ
ンハンサー下位配列としての2量体の完全なセットは、（A、T、G、C）（A、T、G、C）N16
＝418と示すことも可能である。
【０２０３】
　［0245］簡潔には、方法はまず、特異的PAP増幅のすべてのリストを決定し、そして次
いで、ワトソン-クリック塩基対形成規則を用いることにより、既定の長さを持つ、3'特
異的下位配列を順序付けることによって、このリストから未知のDNA相補配列を再構築す
る。
【０２０４】
　［0246］どこであっても、P＊の既定の3'特異的下位配列が2回以上遭遇されると、アセ
ンブリプロセスは中断される。最大配列決定の長さに影響を及ぼす要因の1つは、3'特異
的下位配列の長さである。既定の長さを持つ3'特異的下位配列の完全なセットによって、
明確に再構築可能な無作為配列の長さは、おおよそ、完全なセット中の3'特異的配列の数
の平方根であり、既定の3'特異的下位配列が、いずれも2回以上遭遇されない可能性は50
％以上である。65,536種ある、3'特異的下位配列の8量体は、200塩基までの範囲で有用で
あるようである。100万種より多い10量体は、1キロ塩基までの新規配列を解析可能である
。3'特異的下位配列としての16量体を含有する18量体P＊は、その完全なセットがP＊の41
8であり、最大77,332塩基を配列決定可能である。
【０２０５】
　［0247］隣接する既知の配列がある場合、2つのオリゴヌクレオチドを用いたPAPのため
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、相対するオリゴヌクレオチドを設計する。最大配列決定の長さは、主に、相対するオリ
ゴヌクレオチドに限定されるが、P＊の3'特異的下位配列の長さに限定されず、条件的新
規DNA配列決定と称される。
【０２０６】
　PAPの他の適用
　［0248］同一かまたは異なっているかを調べるため、2つのDNA配列を比較するフィンガ
ープリンティングでは、3'特異的下位配列の不完全なセットを用いることによってP＊の
数を減少させる、単純な方法がある。これらを特定の順序に配置することによって、染色
体位置とともに配列を同定することが可能である。ヒトゲノムには3×109 bp DNAがある
ことを考慮すると、特異性を増加させるために、1つのP＊のみを用いるPAPより、2つのオ
リゴヌクレオチドを用いるPAPが好ましい。
【０２０７】
　［0249］遺伝子発現プロファイリングを監視するため、6×104～105転写物が発現され
、そして正確な配列の詳細が不要である場合、1つのP＊のみを用いるPAPが適用可能であ
り、そして遺伝子中でユニークなモチーフを同定する、全長22量体までのP＊のセットを
設計することも可能である。2つの各P＊間で、3'末端で少なくとも1つの配列相異がある
か、または非3'末端で2以上の配列相異がある。
【０２０８】
　ハイブリダイゼーションによる、配列との比較
　［0250］オリゴヌクレオチドを用いることによるSBHにおいて、ハイブリダイゼーショ
ン、および重複部分を通じて陽性にハイブリダイズするプローブのアセンブリによってDN
A配列を決定する。固定試料上の単一オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションは、最
適ハイブリダイゼーションおよび洗浄条件下で、非常に特異的になりうることがずっと以
前から知られており（Wallaceら、1979）、したがって、単一内部ミスマッチを含有する
ものから、完全なハイブリッドを区別することが可能である。アレイ中のオリゴヌクレオ
チドは、長さ11～20ヌクレオチドであり、そして中央に7～9塩基の特異的領域を有し、ミ
スマッチハイブリダイゼーションによって、非特異的シグナルが生成される。標準的ハイ
ブリダイゼーションおよび洗浄条件下で、マッチおよびミスマッチ間の二重鎖安定性はま
た、末端ミスマッチおよび隣接配列によって影響を受ける（Drmanacら、1989；Khrapkoら
、1989；Ginot、1997）。
【０２０９】
　［0251］いくつかの方法でSHBを酵素で修飾することも可能である（MiyadaおよびWalla
ce、1987；Southern、1996）。DNAポリメラーゼによるプライマー伸長は、相補鎖にマッ
チする場合のみ、塩基を1つずつ取り込む。リガーゼは同様の必要条件を有する：2つのオ
リゴヌクレオチドは、連結位でどちらもテンプレートに相補的であるならば、酵素的に連
結可能である。
【０２１０】
　［0252］図11A～11Bは、PAP効率の増進を示す。図11A。二重鎖TU：UTテンプレートから
2つのオリゴヌクレオチドP＊およびUを用いて、PAPが増幅される。4つのP＊は各々、3'末
端に、ddA、ddT、ddGおよびddCを有する。3'末端塩基は、GアレルまたはAアレルの相補鎖
に特異的であるか、またはマッチしないかいずれかである。図11B。ヒト・ドーパミン受
容体遺伝子のG／G、A／AおよびG／A遺伝子型由来のPAPのオートラジオグラム。461 bpの
放射標識特異的産物（二重鎖PU：UPおよび過剰なアンチセンス鎖UP）が産生される。他の
副産物UTおよびUT：TUを示す。TU：UTが、元来の非放射標識TUテンプレートと過剰な放射
標識UTのアニーリングに由来することに注目されたい。
【０２１１】
　［0253］図12A～12Eは、PAP効率に対するP＊の長さおよびミスマッチの影響を示す。P
＊およびUオリゴヌクレオチドを用いてPAPを増幅した（表3を参照されたい）。図12A～12
Eの各々で、P＊はサンプルの3'末端を有するが、異なる長さである。図12A。レーン1～4
で、P＊はマッチし、そしてGアレルを増幅した。レーン5～8で、P＊は3'末端でミスマッ
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チしたが、Aアレルを増幅した。図12B。レーン9～12で、P＊はマッチし、そしてGアレル
を増幅した。レーン13～16で、P＊は3'末端から-12塩基でミスマッチしたが、Aアレルを
増幅した。図12C。レーン17～20で、P＊はマッチし、そしてAアレルを増幅した。レーン2
1～24で、P＊は3'末端から-2塩基でミスマッチしたが、Gアレルを増幅した。図12D。レー
ン25～28で、P＊は3'末端から-9塩基でミスマッチしたが、Aアレルを増幅した。図12E。
レーン29～32で、P＊は3'末端から-15塩基でミスマッチしたが、Aアレルを増幅した。1つ
のレーン（Ln）の前のレーン（Ln-1）に対する収量比として、長さの影響を示す。シグナ
ルがバックグラウンドと同じかまたはそれに近いため、レーン5～8では、長さの影響を示
さなかった。
【０２１２】
　［0254］図13は、異なる配置のP＊でのPAP特異性を示す。PAPは、P＊およびUオリゴヌ
クレオチドで増幅された（表4を参照されたい）。P＊は、レーン2～7で、Gアレルにマッ
チし、そして該アレルを増幅したが、レーン9～15で、Aアレルにミスマッチし、そして該
アレルを増幅した。レーン1および9は、D1（212）17量体およびUを用いたPCR対照であっ
た。レーン8および16は、Uのみを用いた伸長対照であった。
【０２１３】
　［0255］図14は、異なってミスマッチするP＊のPAP特異性を示す。PAPは、P＊およびU
オリゴヌクレオチドで増幅された（表5を参照されたい）。レーン2～7において、P＊は、
マッチまたは1ミスマッチで、Gアレルを増幅した。レーン9～15において、P＊は、1また
は2ミスマッチで、Aを増幅した。レーン1および9は、D1（212）17量体およびUを用いたPC
R対照であった。レーン8および16は、Uのみを用いた伸長対照であった。
【０２１４】
　（実施例3）
　ゲノムDNAからのPAP増幅
　［0256］本実施例は、ゲノムDNAからのPAP直接増幅を例示する。本実施例に用いるオリ
ゴヌクレオチドを以下に列挙する。レーン番号は、図15のレーンを指す。
【０２１５】
　［0257］0.1μM濃度中の下流オリゴヌクレオチドは：
【０２１６】
【化１】

【０２１７】
である。
　［0258］0.1μM濃度中の相対する上流オリゴヌクレオチドは：D1（420）24 U 5'ACGGCA
GCACAGACCAGCGTGTTC3'（配列番号48）であり、各下流オリゴヌクレオチドと対形成した。
詳細に関しては、表3の脚注を参照されたい。
【０２１８】
　［0259］他の構成要素は、以下を除いて、実施例2と同じであった：30周期を用いるこ
とによって、25μl反応あたり、各0.5 UのAmpliTaqFSおよびTaq DNAポリメラーゼ、およ
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び100 ngのヘテロ接合体G／Aアレル・ゲノムDNAを用いた。
【０２１９】
　［0260］PAP産物サイズは193 bp～218 bpの範囲である。ゲル上に1つの二重鎖産物およ
び1つの一本鎖産物が観察され、混入熱安定性ピロホスファターゼによって加水分解され
たPPiの排出が示された。
【０２２０】
　（実施例4）
　LM-PCRおよびLM-PAPの特異性の比較
　［0261］LM-PCRプロトコルには、ヒト・ドーパミンD1受容体遺伝子モデル系における、
プライマー伸長、リンカー連結、PCR増幅、および指示された標識が含まれる（図16）。
プライマー伸長（P1プライマー＝5'TTGCCACTCAAGCGGTCCTCTCAT3'（配列番号49））の最初
の10周期でVentR（エキソ-）DNAポリメラーゼを用いたことを除いて、本質的に記載され
るように（Pfeiferら、1999）、UV処理したゲノムDNA試料に対して、ターミナルデオキシ
ヌクレオチジルトランスフェラーゼ（TdT）を添加して、LM-PCRを行った（このプロトコ
ルは、TD-PCRとして知られる）。温度周期は、95℃1分間、63℃3分間、および72℃3分間
であった。シグナルを増進するため、ターミナルトランスフェラーゼをプロトコルに添加
し、そしてLM-PCRのこの変型をTD-PCRと呼ぶ。ターミナルデオキシヌクレオチジルトラン
スフェラーゼ（TdT）テール付加の前に、Dynabeadを用いて、標的DNA分子を濃縮した。製
造者に記載されるように、Expand Long Template PCR系3（BMB）を用いて、PCRを行った
（P2プライマー＝5'GAAGCAATCTGGCTGTGCAAAGTC3'（配列番号50））。直接標識を行う前に
、QIAquick PCR精製キット（QIAGEN）を用いて、PCR産物を精製した。32P標識プライマー
：
【０２２１】
【化２】

【０２２２】
とともに、AmpliTaq DNAポリメラーゼ（Perkin-Elmer）を用いた直接標識に、清浄化した
PCR産物の一部を用いた。
　［0262］PAPによる直接標識工程をのぞいて、アレル特異的PCRとして、LM-PAPを行った
（図16A）。32P標識プライマー：
【０２２３】

【化３】

【０２２４】
とともに、10μl体積中（50 mM KCl、10 mM Tris／HCl（pH7.6）、1.5 mM MgCl2、各100
μMのdNTP、0.1μM P＊、300μM Na4PPi、2％DMSO、各0.25 UのAmpliTaqFSおよびAmpliTa
q DNAポリメラーゼ（Perkin-Elmer））のPAP反応条件を用いた直接標識に、精製PCR産物
を用いた。周期条件は、総数8周期または16周期で、94℃10秒間；60℃1分間、および72℃
2分間であった。LM-PAPは、LM-PCRより、劇的により特異的であった。ドーパミンD1遺伝
子を用いた最初のデータによって、LM-PCRとともに同一のブロッキングされていないオリ
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ゴヌクレオチドを用いた場合より、LM-PAPではバックグラウンドがより低いことが示され
る。また、非常に高いGCリッチ領域（70％）を持つ遺伝子、PGK遺伝子を用いて、LM-PAP
を行うことも可能である（図16B）。
【０２２５】
　［0263］図16Aは、アレル特異的LM-PAPおよびアレル特異的LM-PCRの比較を用いたドー
パミンD1受容体遺伝子のUVフットプリンティングを示す。P＊を用いたLM-PAPと、同一の
配列でブロッキングされていないプライマーを用いたLM-PCRの直接比較によって、2つの
アレルがLM-PAPでは区別可能であるが、LM-PCRでは区別不能であることが示される。どち
らの方法も、UVで処理されない（C）か、in vitro処理された（T）か、またはin vivo処
理された（V）、HF-16 DNAを用いて行った。32P標識プライマーP3A＊（レーン7～9および
13～15）およびP3G＊（レーン10～12および16～18）を伴うPAP条件を用いた直接標識反応
（レーン7～18）を、AmpliTaqFSおよびAmpliTaqで8周期および16周期行った。LM-PCRでは
、AmpliTaq（レーン1～6）および32P標識プライマーP3A（レーン1～3）およびP3G（レー
ン4～6）を用いて、直接標識反応を8周期行った。LM-PAPのアレルプライマーP＊、P3A＊

およびP3G＊は明らかに2つのアレルを区別し、一方、同一配列のブロッキングされていな
いアレルプライマーP3AおよびP3Gは、LM-PCRによってアレルを区別することが不能であっ
た。
【０２２６】
　［0264］図16Bは、pgK遺伝子のUVフットプリンティングを示す。PGKに対するLM-PAP法
は、Pfu Turbo DNAポリメラーゼをプライマー伸長に用いるとともに、7-デアザ-dGTP／dG
TPが3：1の比であったことを除いて、ドーパミンD1受容体に対するものと、本質的に同一
であった。温度周期は95℃1分間、60℃2分間、および76℃3分間であった。やはりデアザd
GTPを用いて、97℃1分間、60℃2分間、76℃3分間で、Vent（エキソ-）DNAポリメラーゼを
用いて、PCR工程を行った。25μl体積中（50 mM KCl、20 mM Hepes、pH6.95、10 mM （NH

4）2SO4、1.5 mM MgCl2、40μM dNTP、150μM Na4PPi、4％DMSO、および1単位のAmpliTaq
 FS DNAポリメラーゼ）のPAP反応条件を用いて、32P P3G＊およびP3C＊プライマーでの直
接標識に、精製PCR産物を用いた。周期条件は、94℃15秒間、60℃30秒間、および72℃1分
間を10周期であった。
【０２２７】
　（実施例5）
　104～105テンプレート中の1つの突然変異を検出するためのPAP-Aの最適化
　［265］1μgのラムダファージDNAは、2×1010コピーのテンプレートを含有する。1部分
の突然変異体lacIテンプレートを104～105部分の対照DNAテンプレート、例えば野生型lac
Iと混合することによって、PAPの特異性を決定する。PAP-Aの特異性は、ポリメラーゼの
エラー率、P＊の純度（現在の精製プロトコルでは＜2×10-4）および抽出プロセスにおけ
るDNAテンプレート損傷の可能性の関数である。酵素種および濃度、並びにdNTP、PPi、Mg
＋＋またはMn＋＋などの他の構成要素の濃度を試験することによって、PAPの収量および
特異性を最適化する。DNAポリメラーゼなどの抗体が活性化する酵素を用いた、室温での
ホットスタートPAPを用いて、誤った増幅を排除することも可能である。
【０２２８】
　［0266］哺乳動物における自発的突然変異を研究するモデル系として、実験室で用いら
れる、野生型および突然変異体ラムダファージDNAを、感染した大腸菌SCS-8細胞（Nishin
oら、1996）から調製する。高忠実性条件下でラムダファージを増殖させ、そしてDNA損傷
が低率である条件下で、注意しながらDNAを単離する（Stratageneマニュアル）（Nishino
ら、1996；Hillら、1999）。
【０２２９】
　［267］突然変異体には、2種のトランジション、4種のトランスバージョン、および一
塩基ヌクレオチド欠失の各々の1例が含まれる。各突然変異に特異的なP＊を合成する。こ
れらのDNAテンプレートを再構築実験に用いて、この中で、突然変異DNAを野生型DNA中に
連続希釈する。スパイク処理した試料を用いて、PAP-Aを最適化する。TaqFS、ThermoSequ
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enase、およびSequiTherm Excel II（Epicentre）を用いた収量および特異性に基づいて
、最も堅固なポリメラーゼを選択する。熱周期パラメータ、オリゴヌクレオチドの長さ、
およびPPi、dNTPおよびMg＋＋またはMn＋＋の試薬濃度を含む、反応の他の構成要素を体
系的に最適化する。SSCPゲル上のオートラジオグラフィーまたは蛍光を用いて、PAP産物
収量の定量的検出を達成する。これらのデータは、PAP-RおよびLM-PAPの最適化に役立つ
（以下）。これらの多様なパラメータの最適化は、104～105中1部分の特異性を生じる。
【０２３０】
　［0268］ヒト突然変異体ゲノムDNAテンプレートと104までの野生型テンプレートを混合
することによって、ヒト因子IX遺伝子中の突然変異検出に関してもまた、最適化条件を試
験する。ラムダ実験でのように、適切に設計したオリゴヌクレオチド（Oligo5ソフトウェ
アを用いる）を40周期用いて指数関数的PAPを行い、そしてオートラジオグラフィーによ
って、または蛍光検出によって、強いシグナルを獲得する。
【０２３１】
　（実施例6）
　PAP-Rの最適化
　［0269］モデル系において、P＊に沿ってミスマッチがあると活性化が阻害され、ミス
マッチが5'端から2ヌクレオチドであった場合でさえも、活性化が阻害された（図14）。5
'末端が2、6、9、および12ヌクレオチド下流に移動している、P＊の18量体のさらなるセ
ットもまた、活性化の阻害を示した（図13）。さらに、20量体および22量体もまた、一ヌ
クレオチドミスマッチでの阻害を示す（図12）。これらの知見を拡大適用し、そして再配
列決定の堅固な方法の基礎を築くため、一塩基ミスマッチの位置およびP＊の活性化の関
係をさらに解析する。
【０２３２】
　［0270］ヒトにおける生殖細胞系列突然変異の分子疫学に関する先の研究から、血友病
患者および家族由来の1,000を越えるDNA試料が確かめられているため、因子IX遺伝子をモ
デル系として用いる（Sommer、1995；Ketterlingら、1999）。ヒト因子IX遺伝子のエクソ
ンBおよびエクソンHの2つの20ヌクレオチド領域をモデル系として用いる。8つの異なる一
塩基突然変異が利用可能な、ヌクレオチド6460～6479（5'CGAGAAGTTTTTGAAAACAC3'（配列
番号55；Yoshitakeら、1985））のエクソンBの領域を設計する。エクソンHの領域は、異
なる位での7つの突然変異が利用可能な、ヌクレオチド30845～30864（5'GAACATACAGAGCAA
AAGCG3'（配列番号56））である。野生型領域BおよびHと同一のP＊が合成されるであろう
。一ヌクレオチドミスマッチを除いて、同一のP＊を合成する。
【０２３３】
　［0271］野生型因子IX配列を最初の研究に用いる。野生型配列にマッチするか、または
オリゴヌクレオチド配列の5'に近い3分の1内の選択される部位でミスマッチする、いくつ
かのP＊は、オリゴヌクレオチドの最適な長さを評価するパイロット実験を行うのに有用
である。ポリメラーゼおよび反応条件の影響が評価可能である。
【０２３４】
　［0272］予備的データから、18量体以上が最適なサイズであるようである。また、25量
体または30量体であっても最適である可能性もある。本実施例には、20量体が最適なサイ
ズであると仮定される。野生型P＊、およびエクソンBの位置領域の各ヌクレオチドで、あ
りうる一塩基ミスマッチの1つを持つ20のP＊を合成する。これらのP＊のうち8つは、血友
病B患者の突然変異に完全にマッチする。陽性対照として、適切な突然変異DNA試料を用い
た際に、これらのP＊が効率的に活性化することが示される。指数関数的PAPおよび線形PA
Pを行って、そしてノイズ比を決定する。線形PAPのノイズ比は一般的により低く、そして
これを用いる。
【０２３５】
　［0273］別の配列背景において、予備的データを確認するため、エクソンHで同様の実
験を行う。エクソンHの領域において7つの突然変異を盲検方式で解析し、正確なマッチを
検出するかどうかを決定する。P＊活性化に対するミスマッチの位置またはミスマッチの
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種類の影響を決定する。異なるポリメラーゼ、反応温度、および他の反応条件の影響もま
た決定可能である。別のセットの20のP＊は、3'末端から12～20ヌクレオチドのミスマッ
チ由来の、さらなるデータを提供する。
【０２３６】
　（実施例7）
　LM-PAPの最適化
　［0274］ヒト・ドーパミンD1受容体遺伝子およびマウスPgkl遺伝子をモデル系として用
いて、LM-PAPまたはLM-PCRを利用する場合のクロマチン構造の解析を比較する。ドーパミ
ンD1受容体遺伝子は上述されている。X染色体不活性化は、初期胚発生段階で起こる。雌
性細胞中の2つのアレルが異なる発現状態を維持するため、これは、遺伝子制御の研究に
好適な系である。Pgklは、ホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）をコードするX染色体連鎖
ハウスキーピング遺伝子である。PGKは、解糖に重要な酵素であり、そして該遺伝子は、
雌性体細胞の不活性X染色体（Xi）および雄性生殖細胞における以外は、いつでも活性で
あると期待される。
【０２３７】
　［0275］予備的データによって、クロマチン構造が先に解析されていない遺伝子である
ドーパミンD1受容体遺伝子において、LM-PCRに比較してLM-PAPを用いると特異性に劇的な
増進が示される（図16A）。本実施例では、LM-PAPおよびLM-PCRを行う。LM-PCRプロフィ
ールを生じる3つのオリゴヌクレオチドセットおよびPgkl（および他のX染色体遺伝子）に
おいて許容しえないバックグラウンドを持つLM-PCRプロフィールを生じる7つのプライマ
ーセットを用いて、LM-PAPとLM-PCRを比較する。同一配列のデオキシ末端およびジデオキ
シ末端オリゴヌクレオチドを利用して、それぞれ、LM-PAPおよびLM-PCRを行う。PhoshoIm
agerによって、バックグラウンドに比較したシグナルレベルもまた定量化する。平均シグ
ナル対ノイズ比を決定する。PAP-AおよびPAP-Rを用いた解析からの最適化データはまた、
LM-PAPプロトコルにおいても、有用である。シグナル対ノイズ比がさらに減少可能である
かどうかを決定するため、2つの領域に関してLM-PAPを最適化する。
【０２３８】
　（実施例8）
　アレル特異的LM-PAPの最適化
　［0276］コード領域および非コード領域両方のpgklaおよび1b遺伝子の多型部位が報告
されている（Boerら、1990）。これらを用いて、アレル特異的P＊を設計する。1つのアレ
ル特異的オリゴヌクレオチドを、Pgk1遺伝子から前向きに選択し、そして1つを、ドーパ
ミンD1受容体遺伝子から前向きに選択する。同一配列のブロッキングされたオリゴヌクレ
オチドおよびブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを合成し、そしてそれぞれ、
アレル特異的LM-PAPおよびLM-PCRを行う。シグナル対ノイズ比を定量化し、そして比較す
る。
【０２３９】
　（実施例9）
　マイクロアレイ上のPAP-R
　［0277］最初の実験は、上述のように、エクソンBおよびHの2つの20ヌクレオチド領域
に重点を置くであろう。PAP-Rの実験設計は、例えばGeniom（登録商標）装置を用いたマ
イクロアレイ上のP＊オリゴヌクレオチドのデジタル光指示合成を用いたことを除いて、
上述の実験と類似である。因子IX遺伝子のエクソンBおよびHの20 bp領域の野生型に、そ
してすべての一塩基ミスマッチに相補的な、総数160のオリゴヌクレオチドを合成する。
陽性対照として、因子IX遺伝子の隣接する160 bp領域に正確にマッチする、登録されたも
のから各々1ヌクレオチドずれていく160オリゴヌクレオチドを合成する。野生型および突
然変異体試料から、ゲノムDNAを増幅し、オリゴヌクレオチドにアニーリングさせ、そし
て蛍光ジデオキシターミネーターを用いて、プライマー伸長を行う。固体支持体に関して
プロトコルを最適化する。因子IXの2つの20 bpヌクレオチド領域にミスマッチするオリゴ
ヌクレオチドの、すべてでないとしてもほとんどが、あるとしてもわずかなシグナルしか
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生じず、一方、160の対照オリゴヌクレオチドの大部分が強いシグナルを生じるように、
プライマーの長さ、利用する酵素および反応条件の調整を行う。
【０２４０】
　［0278］再配列決定のための1つの戦略を図3および4に示す。あらかじめ決定した配列
の相補鎖の各ヌクレオチドに、20量体などの4つの下流P＊によってクエリーを行い、この
下流P＊は、3'末端が、ddA、ddT、ddGまたはddCいずれかであることを除いて、同一の配
列を有する。1 kbセグメントでは、下流方向に、4,000のP＊が必要である。第二のセット
の実験では、因子IX遺伝子のエクソンBおよびHを再配列決定する。これらの領域内に異な
る突然変異を持つ、200を越える患者由来の試料が、解析のため利用可能である。盲検解
析によって、偽陽性および偽陰性を評価する。多くの突然変異に関して、ヘテロ接合体女
性試料が利用可能である。残りの男性患者試料では、野生型または第二の突然変異試料を
用いた1対1の混合実験は、それぞれ、同等のヘテロ接合体または合成ヘテロ接合体を生じ
る。続いて、機能的に重要な可能性があるすべての領域（推定上のプロモーター領域、コ
ード領域、およびスプライシング接合部）を再配列決定する（2.2 kb）。600を越える独
立の突然変異が利用可能であるため、すべての配列変化の99％より多くが同定されるかど
うかを決定することが可能である（十年に渡って、直接配列決定によって、これらの試料
の配列変化が決定されている）。
【０２４１】
　［0279］3'末端に一塩基置換を持つP＊は、ヘミ接合体またはホモ接合体点突然変異の
位でシグナルを生成する。突然変異はまた、いくつかの連続するヌクレオチドの領域に渡
る、PAPシグナルがない「ギャップ」も生成する。一塩基置換が生じる場合、ギャップサ
イズ（ヌクレオチド）＋1＝3'特異的下位配列の長さ（図3および4）である。
【０２４２】
　［0280］より高いG＋C含量（55％）を持つ試料を解析するため、lacI遺伝子中の突然変
異を利用する。Big Blue（登録商標）トランスジェニックマウス突然変異検出系由来のこ
れらの突然変異は、この系では6,000を越える突然変異が利用可能であるため、突然変異
の99.9％以上を検出する戦略の定義を容易にする能力を有する。ロボット装置の補助で、
相当する領域を解析する。さらに、30～75％のG＋C含量を持つ他の遺伝子において、数百
の突然変異または多型が、解析のために利用可能である。配列のメガ塩基をスキャンする
必要がある条件下で、性能を試験するため、ジストロフィン遺伝子が特に受け入れられる
。90のセグメントがロボット装置で増幅されるこの遺伝子では,実質的にすべての配列変
異体が、DOVAM-S後のDNA配列決定によって、定義されている。多くの分子疫学的適用およ
び分子診断適用が、実質的に100％の突然変異を検出する再配列決定から利益を得るため
、これは好都合である。
【０２４３】
　（実施例10）
　ヒトおよびマウスゲノムDNAからのPAP直接増幅
　［0281］2つのP＊、P1＊（配列番号45、Gアレル特異的）またはP2＊（配列番号47、Aア
レル特異的）および上流のブロッキングされていないプライマー（U；配列番号48）各々
を用いてPAPを行い、D1ドーパミン遺伝子の180 bpセグメントを増幅した。P＊は3'末端に
ddCおよびddGを含む26量体である。100 ngのヒトゲノムDNAを35周期増幅し、その後、2％
ゲル電気泳動した。PAP反応混合物は、総体積25μlを含有した：50 mM KCl、20 mM HEPES
／NaOH（25℃でpH6.9）、10 mM （NH4）2SO4、1.5 mM MgCl2、各40μMの4種のdNTP（dATP
、dTTP、dGTPおよびdCTP）、0.1μM U、150μM Na4PPi、2％DMSO、0.5 UのAmpliTaqFSポ
リメラーゼ（PE Applied Biosystems）、0.5 UのTaqポリメラーゼ、および100 ngのヒト
ゲノムDNA。周期条件は、94℃15秒間、65℃30秒間、および72℃1分間であった。図17Aは
、D1ドーパミン遺伝子のPAP増幅の結果を示す。レーン2および5において、P1＊は、3'末
端から24ヌクレオチドでAアレルテンプレートに特異的であり、したがってG／GおよびA／
A遺伝子型間にはほとんどまたはまったく区別がない。レーン3および6において、P2＊は
、3'末端から2ヌクレオチドでAアレルテンプレートに特異的であり、したがって、A／A遺
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伝子型の特異的増幅がある。レーン1および5はPCR対照である。レーン4および8は、P＊を
含まない陰性対照である。レーンMはcpx DNA／HAEIVマーカー120 ngである。
【０２４４】
　［0282］マウスゲノムDNAから直接の、3つのBi-PAPアッセイを試験した。3'末端でジデ
オキシヌクレオチドブロッカーを含有する2つのP＊を用いて、Bi-PAPを行い、lacI遺伝子
の80 bpセグメントを増幅した。P＊は野生型テンプレートに特異的であり、そして長さ40
～42ヌクレオチドである。3つのBi-PAPアッセイ各々で、1ヌクレオチド重複する2つの相
対するP＊を用い、35周期を用いて、lacI遺伝子の400コピーを増幅した。P＊の配列は以
下のとおりである：
【０２４５】
【化４】

【０２４６】
　［0283］PAP反応混合物は、総体積25μlを含有した：50 mM KCl、20 mM HEPES／NaOH（
25℃でpH6.9）、10 mM （NH4）2SO4、1.5 mM MgCl2、各40μMの4種のdNTP（dATP、dTTP、
dGTPおよびdCTP）、0.1μM U、150μM Na4PPi、4％DMSO、1.0 UのAmpliTaqFSポリメラー
ゼ（PE Applied Biosystems）および400コピーのマウスゲノムDNA。周期条件は、94℃15
秒間、65℃30秒間、および72℃1分間であった。2％アガロースゲル上で、取り込まれなか
ったP＊を、Bi-PAP産物からよく分離した。二量体はまったく見られなかった。図17Bは、
これらのBi-PAPアッセイからの結果を示す。レーン1、3および5では、野生型テンプレー
トが増幅される。レーン2、4および6は、マウスゲノムDNAを含まない陰性対照である。
【０２４７】
　［0248］3つのPAPアッセイは、ヒトゲノムDNAからD1受容体遺伝子の180 bpセグメント
を直接増幅し、PAP産物の強いシグナルを生じた。26量体P＊のアレル特異性は、ミスマッ
チが3'末端から2ヌクレオチドにある場合、維持されるが、ミスマッチが3'末端から24ヌ
クレオチドであると、アレル特異性が失われる。3つのBi-PAPアッセイは、マウスゲノムD
NAからlacI遺伝子の400コピーと同程度に少ないものも直接増幅した。P＊オリゴヌクレオ
チドは、3'末端でブロッキングされた、異なるデオキシヌクレオチドを有し、そしてすべ
て効率的に活性化可能である。過剰なヒトDNAの添加は、マウスゲノムDNAにおいて、lacI
遺伝子の増幅に影響を及ぼさなかった。Bi-PAPの産物は、取り込まれていないP＊から容
易に区別された。P＊は活性化のため、3'末端に、長く、そして完全にマッチした領域を
必要とするため、二量体を形成しない。
【０２４８】
　（実施例11）
　アシクロヌクレオチドおよび多様なポリメラーゼを用いたPAP
　λファージDNAテンプレート
　［0285］挿入された大腸菌の野生型lacI遺伝子を含有する野生型λファージDNAテンプ
レート（Kohlerら、1991）をStratageneから購入した。Maniatisら（1982）にしたがって



(51) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

20

30

40

50

、SCS-8大腸菌細胞に形質転換したλファージプラークから、突然変異体λファージDNAテ
ンプレートを調製した。該テンプレートは、lacI遺伝子のヌクレオチド369にTからGの突
然変異を含有した。260 nmのUV吸光度によって、λファージDNAの量を測定した。
【０２４９】
　3'末端にアシクロヌクレオチドまたはジデオキシヌクレオチドを付加することによるP
＊の合成
　［0286］ターミナルトランスフェラーゼによって、3'末端アシクロヌクレオチドまたは
3'末端ジデオキシヌクレオチドをデオキシヌクレオチドオリゴヌクレオチドに付加した。
混合物は、総体積25μlを含有した：100 mMカコジル酸カリウム（pH7.2）、2.0 mM CoCl2
、0.2 mM DTT、2 nMのオリゴヌクレオチド、2.4 mMアシクロNTP（アシクロNTPに対する3'
-OH末端のモル比は1：30であった）（New England BioLabs）、または2.4 mM 2',3'-ddNT
P（ddNTPに対する3'-OH末端のモル比は1：30であった）（Roche）、100 Uのターミナルト
ランスフェラーゼ（Invitrogen）。反応を37℃で6時間インキュベーションし、そして次
いで、最終濃度5 mMでEDTAを添加することによって停止した。Centri-spin-20カラム（Pr
inceton Separations）を用いて脱塩した後、30 mMトリエタノールアミン／トリシン緩衝
液（25℃でpH7.9）を用いて分離用7 M尿素／18％ポリアクリルアミドゲル電気泳動によっ
てP＊を精製した（Maniatisら、1982；Liuら、1999b）。260 nmのUV吸光度によって、回
収されたP＊の量を測定した。
【０２５０】
　［0287］少量の末端処理されていないオリゴヌクレオチドが、予期されぬPCR増幅を生
じるであろうため、加ピロリン酸分解が阻害されるpH8.3で、PCR産物が存在しないことに
よって、P＊の純度を試験した。99.99％より多いP＊が3'末端にアシクロヌクレオチドま
たはジデオキシヌクレオチドを含有したと概算される。
【０２５１】
　PAP増幅
　［0288］それぞれ、P＊1およびO1,P＊2およびO2、並びにP＊1およびP2＊を用いたPAPを
調べた（図18Aおよび表6）。P＊は長さ30または35ヌクレオチドであり、そして3'末端に
アシクロヌクレオチドまたはジデオキシヌクレオチドを含有した。
【０２５２】
　表6
　オリゴヌクレオチドのリスト
【０２５３】
【表６】

【０２５４】
　a大腸菌のlacI遺伝子における転写物の第一のヌクレオチドの位置をヌクレオチド1位と
指定する（Farabaugh、1978）。P＊1、P＊＝加ピロリン酸分解活性化可能オリゴヌクレオ
チドの例として、3'末端アシクロヌクレオチドでブロッキングされたP＊または3'末端ジ
デオキシヌクレオチドでブロッキングされたP＊であることが可能である。（340）30D＝P
＊の5'端が340で始まり、長さが30ヌクレオチドであり、そして方向が下流である（すな
わち転写方向である）。増幅される断片の正確なサイズおよび位置は、説明的な名前から
知ることが可能である。30量体P＊を上に示す。35量体P＊は30量体P＊と3'末端が共通で
あり、そして5'末端が5ヌクレオチド長い。
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【０２５５】
　［0289］AmpliTaqFS DNAポリメラーゼを含むPAP反応混合物は、総体積25μlを含有した
：50 mM KCl、20 mM HEPES／NaOH（25℃でpH6.9）、10 mM （NH4）2SO4、1.5 mM MgCl2、
各50μMの4種のdNTP（dATP、dTTP、dGTPおよびdCTP）、各0.1μMのオリゴヌクレオチド、
150μM Na4PPi、4％DMSO、1 UのAmpliTaqFS DNAポリメラーゼ（PE Applied Biosystems）
、0.1 ngのλファージDNAテンプレート。周期条件は、92℃10秒間、65℃30秒間、および7
2℃1分間で、全部で30周期であった。第一の周期前に、92℃1分間の変性工程を追加した
。
【０２５６】
　［0290］Vent（エキソ-）またはPfu（エキソ-）を用いたPAP反応混合物は、総体積25μ
lを含有した：10 mM KCl、20 mM HEPES／NaOH（25℃でpH7.19）、10 mM （NH4）2SO3、1.
2 mM MgCl2、各50μMの4種のdNTP（dATP、dTTP、dGTPおよびdCTP）、各0.1μMのオリゴヌ
クレオチド、150μM Na4PPi、4％DMSO、1 UのVent（エキソ-）DNAポリメラーゼ（New Eng
land Biolabs）またはPfu（エキソ-）DNAポリメラーゼ（Stratagene）、0.1 ngのλファ
ージDNAテンプレート。周期条件は、94℃15秒間、60℃30秒間、および72℃1分間で、全部
で30周期であった。第一の周期前に、94℃1分間の変性工程を追加した。
【０２５７】
　［0291］標準的2％アガロースゲルを通じて、産物を電気泳動した。CCDカメラ（Bio-Ra
d Gel Doc 1000）によるUV写真のため、エチジウムブロミドでゲルを染色した。
　［0292］上述のように、遺伝子操作されたDNAポリメラーゼであるTaqFS（InnisおよびG
elfand、1999）は、PAPの効率を非常に改善した。3'末端ジデオキシヌクレオチドでブロ
ッキングされたP＊は、ピロホスフェート（PPi）およびアレルテンプレートの相補鎖の存
在下で、3'末端ジデオキシヌクレオチドを除去する加ピロリン酸分解によって活性化可能
である。次いで、活性化されたP＊をDNA重合によって伸長可能である。
【０２５８】
　［0293］lacI遺伝子を含有するλファージDNAをモデル系として用いることによって、3
'アシクロヌクレオチドでブロッキングされたP＊を用いてPAPを行った。P＊1およびP＊2
は、それぞれ、同じ突然変異に対して下流および上流のブロッキングされたオリゴヌクレ
オチドである（図18Aおよび表6）。P＊1およびP＊2は、それぞれ、その3'末端にアシクロ
GMPおよびアシクロCMPを有する。加ピロリン酸分解が阻害されている場合、pH8.3で添加
するピロホスフェートがないと、増幅産物は存在せず、P＊1およびP＊2が直接伸長可能で
なかったことが示される。
【０２５９】
　［0294］P＊1およびP＊2は、突然変異テンプレートに特異的であるが、3'末端で野生型
テンプレートにミスマッチする。1つのアシクロヌクレオチドでブロッキングされたP＊お
よび1つの相対するブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを用いたPAPによって、
そして3'末端アシクロヌクレオチドでブロッキングされた2つの相対するP＊を用いたPAP
（図18のレーン1および2）によって、アシクロヌクレオチドでブロッキングされた2つの
相対するP＊（2つの相対するP＊が3'末端で1ヌクレオチド重複している、PAPの特別な型
）を用いて（図18のレーン3）、突然変異テンプレートが効率的に増幅された。しかし、3
'末端のミスマッチのため、野生型テンプレートからは産物がまったく生じず、特異性が
示された（図18Bのレーン5～7）。3'ジデオキシヌクレオチドでブロッキングされたP＊を
用いたPAPも同様の結果を示した（図18Bのレーン9～16）。直接配列決定解析によって、
増幅された産物が正しい配列であることが確認された。P＊の長さの影響もまた試験した
。30量体P＊と末端が共通であり、そして5'末端が5ヌクレオチド分長い35量体P＊で同様
の結果を得た（図18C）。3'末端で野生型配列に特異的な他のP＊（アシクロTMPおよびddT
MPを持つ）もまた試験し、同様の結果を得た。
【０２６０】
　［0295］上記のモデル系を用いて、ファミリーII DNAポリメラーゼVent（エキソ-）お
よびPfu（エキソ-）を試験した。アシクロヌクレオチドブロッカーおよび3'末端での完全
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マッチを用いると、1つのP＊および1つの相対するブロッキングされていないオリゴヌク
レオチドを用いたPAP（図18Dおよび18Eのレーン1および2）によって、そしてP＊1およびP
＊2の2つの相対するP＊を用いたPAP（2つの相対するP＊が3'末端で1ヌクレオチド重複す
る、PAPの特別な型）（図18Dおよび18Eのレーン3）によって、突然変異テンプレートが効
率的に増幅された。しかし、P＊1およびP＊2が3'末端で野生型テンプレートにミスマッチ
するため、野生型テンプレートからは産物がまったく生じず、特異性が示された（図18D
および18Eのレーン5～7）。3'ジデオキシヌクレオチドでブロッキングされたP＊を用いる
と、Vent（エキソ-）およびPfu（エキソ-）ポリメラーゼは、増幅不能であった（図18Dお
よび18Eのレーン9～16）。直接配列決定解析によって、P＊1／O1およびP＊2／O2産物が正
しい配列であることが確認された。遺伝子操作されたファミリーIIの始原菌DNAポリメラ
ーゼであるAcycloPol（Perkin-Elmer）を用いて同様の結果を得た。Vent（エキソ-）およ
びPfu（エキソ-）DNAポリメラーゼが、なぜ3'ジデオキシリボヌクレオチドブロッカーを
区別するのかは明らかでない。
【０２６１】
　他のブロッカー
　［0296］これらの結果は、サンガー配列決定で用いる2つのターミネーターをPAPのブロ
ッカーとして使用可能であることを立証する。ターミネーターはまた、AIDSなどのウイル
ス疾病の療法、および癌療法としても記載されてきており、例えば3'-デオキシアデノシ
ン（コルジセピン）、3'-アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシ
ン（ddI）、2',3'-ジデオキシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-
ジデオキシチミジン（d4T）がある。DNAポリメラーゼは、その三リン酸型を合成鎖に取り
込むことが可能であり、そして取り込みは伸長の終結を引き起こす（GardnerおよびJack
、1999；Chengら、1987；St.Clairら、1987；UenoおよびMitsuya、1997）。3'-アジド-3'
-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジ
デヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T）の一リン酸ヌクレオチドは、オリゴヌクレオ
チドの3'末端に位置した場合、HIV逆転写酵素またはその変異体による加ピロリン酸分解
によって、除去可能である（Arionら、1998；Gotteら、2000；Meyerら、2000；Urbanら、
2001）。これらの結果は、多様な種類のブロッカーに対する、そしてRNAテンプレートに
対するPAPの適用を示す。
【０２６２】
　［0297］要約すると、TaqFS DNAポリメラーゼを用いると、3'アシクロヌクレオチドお
よび3'ジデオキシヌクレオチドブロッカーで、そしてVent（エキソ-）およびPfu（エキソ
-）DNAポリメラーゼを用いると、アシクロヌクレオチドブロッカーでのみ、効率的に、そ
して特異的に、PAP増幅が起こった。3'末端ヌクレオチドを加ピロリン酸分解によって除
去可能であり、そして活性化されたオリゴヌクレオチドが伸長可能であるならば、他の3'
末端伸長不能オリゴヌクレオチドおよび他のDNAポリメラーゼも使用可能である。
【０２６３】
　（実施例12）
　Bi-PAPによる非常に稀なアレルの検出
　λファージDNAテンプレート
　［0298］挿入された大腸菌の野生型lacI遺伝子を含有する野生型λファージDNAテンプ
レート（Kohlerら、1991）をStratageneから購入した。Maniatisら（1982）にしたがって
、SCS-8大腸菌細胞に形質転換したλファージプラークから、3つの突然変異λファージDN
Aテンプレートを調製した。これらは、それぞれ、lacI遺伝子中、ヌクレオチド190位でA
からTの突然変異、ヌクレオチド369でTからGの突然変異、そしてヌクレオチド369でTから
Cの突然変異を含有する。260 nmのUV吸光度によって、λファージDNAの量を測定した。
【０２６４】
　3'ジデオキシヌクレオチドを付加することによるP＊の合成
　［0299］ターミナルトランスフェラーゼによって、オリゴデオキシヌクレオチドに3'末
端ジデオキシヌクレオチドを付加した。混合物は、25μlの総体積を含有した：100 mMカ
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コジル酸カリウム（pH7.2）、2.0 mM CoCl2、0.2 mM DTT、2 nMのオリゴヌクレオチド、2
.4 mM 2',3'-ddNTP（ddNTPに対する3'-OH末端のモル比は1：30であった）（Roche）、100
 Uのターミナルトランスフェラーゼ（Invitrogen）。反応を37℃で6時間インキュベーシ
ョンし、そして次いで、最終濃度5 mMでEDTAを添加することによって停止した。Centri-s
pin-20カラム（Princeton Separations）を用いて脱塩した後、30 mMトリエタノールアミ
ン／トリシン緩衝液（25℃でpH7.9）を用いて分離用7 M尿素／16％ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動によってP＊を精製した（Maniatisら、1982、Liuら、1999b）。260 nmのUV吸
光度によって、回収されたP＊の量を測定した。
【０２６５】
　［0300］少量の末端処理されていないオリゴヌクレオチドが、予期されぬPCR増幅を生
じるであろうため、T4ポリヌクレオチドキナーゼによって、5'末端でP＊を32P標識し、そ
して次いで、7 M尿素／20％ポリアクリルアミドゲルを通じて電気泳動した。ゲルを過剰
曝露しても、P＊産物のみが可視であった。99.99％より多いP＊が3'末端にジデオキシヌ
クレオチドを含有したと概算される。P＊の純度は、加ピロリン酸分解が阻害されるpH8.3
で、PCR産物が存在しないことによって支持された。
【０２６６】
　PAP増幅
　［0301］lacI遺伝子のヌクレオチド190およびヌクレオチド369のBi-PAPアッセイを調べ
た。369位の上流のP＊が42ヌクレオチドであることを除いて、P＊は40ヌクレオチドであ
った。各P＊は、3'末端に配列特異的ヌクレオチドを含有した。PAP反応混合物は、25μl
の総体積を含有した：50 mM KCl、20 mM HEPES／NaOH（25℃でpH6.9）、10 mM （NH4）2S
O4、1.5 mM MgCl2、各40μMの4種のdNTP（dATP、dTTP、dGTPおよびdCTP）、各0.1μMのP
＊、150μM Na4PPi、4％DMSO、1μCiの［α-32P］-dCTP（3000 Ci／mmol、Amersham）、1
 UのAmpliTaqFS DNAポリメラーゼ（PE Applied Biosystems）、2000コピーのλファージD
NAテンプレート、または別の箇所に記載したもの。周期条件は、92℃6秒間、68℃20秒間
、および72℃20秒間で、全部で35周期であった。第一の周期前に、92℃1分間の変性工程
を追加した。
【０２６７】
　［0302］標準的2.5％アガロースゲルを通じて、産物を電気泳動し、そしてCCDカメラ（
Bio-Rad Gel Doc 1000）によるUV写真のため、エチジウムブロミドでゲルを染色した。
　［0303］突然変異産物を、同じサイズの野生型産物から区別するため、非変性SSCPゲル
電気泳動を行った（Oritaら、1989）。2倍体積の装填緩衝液（7 M尿素および50％ホルム
アミド）と反応物を混合し、煮沸し、そして氷上で迅速に冷却した。混合反応物10μl中
の産物を、30 mMエタノールアミン／Capsco緩衝液（pH9.6）（Liuら、1999b）を用い、8
％非変性PAGE-PLUS（Amresco）ゲルを通じて4℃で電気泳動した。ゲルを乾燥させ、そし
てオートラジオグラフィーのため、Kodak X-OMATTM ARフィルムに曝露した。各増幅産物
から3つまたは4つのバンドがゲル上に見られた。上の1つまたは2つのバンドは、かなりの
量の増幅産物が存在した結果、電気泳動中、変性一本鎖セグメントがハイブリダイゼーシ
ョンしたために二重染色されたDNAであった。増幅産物の濃度が増加すると、上部バンド
の強度がさらに増加する。
【０２６８】
　高効率PAP増幅
　［0304］遺伝子操作されたDNAポリメラーゼ、TaqFSは、PAPの効率を非常に改善した。
劇的により高い効率のため、PAPの条件をさらに最適化し、数コピーのλファージDNAまた
はヒトゲノムDNAテンプレートから、PAPが直接増幅することを可能にした。反応構成要素
および熱周期措置を最適化し、最適化には、：i）dNTPに対するPPi比を本質的に一定に維
持しながら、PPi濃度を減少させること、ii）低pH HEPES緩衝液（25℃でpH6.9）の使用、
iii）（NH4）2SO3の添加、iv）TaqFS量の増加、およびv）より高いアニーリング温度が含
まれる。
【０２６９】
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　Bi-PAP
　［0305］PAPは3.3×1011：1の選択度を有しうる（図19）。この潜在能力に近づくには
、混乱させるエラー原因を排除する設計が必要である。λDNAのlacI遺伝子のA190T突然変
異をモデル系として用いる。1つの下流P＊および1つのブロッキングされていない上流オ
リゴヌクレオチドを伴うPAPにおいて、ブロッキングされていない上流オリゴヌクレオチ
ドからの伸長エラーは、目的の稀な突然変異を生成する可能性があり、したがって、選択
度を減少させる可能性がある。TaqFSの誤った取り込みの率が、取り込まれるヌクレオチ
ドあたり10-4であり、そしてありうる3つの誤った取り込みのうち1つが、新たに合成され
る上流鎖上にA→Tの突然変異を生成するならば、副次的な悪影響のため、選択度が、3.3
×10-5に減少する。この限界を取り除くため、Bi-PAPが開発された（図20A）。Bi-PAPで
は、下流および上流オリゴヌクレオチドがどちらも、3'末端で目的のヌクレオチドに特異
的なP＊である。P＊は3'末端で1ヌクレオチド重複する。
【０２７０】
　［0306］Bi-PAPは、テンプレートとしてlacI遺伝子を含有するλファージDNAを用いて
、ヌクレオチド190位で効率的にそして特異的に増幅した（図20B）。ヒトゲノムDNAの添
加は、増幅に影響を及ぼさなかった。Bi-PAPの79 bp産物は、取り込まれていないP＊から
容易に区別された。P＊は活性化のため、3'末端に完全にマッチした領域を必要とするた
め、二量体を形成しなかった。ヌクレオチド369位で同様の結果が観察された。直接配列
決定解析によって、増幅された産物が正しい配列であることが確認された。
【０２７１】
　Bi-PAPの感度および選択度
　［0307］Bi-PAPが非常に高い選択度を持つことを立証するため、Bi-PAP反応に、1010コ
ピーより多いDNAテンプレートを用いた。λ DNA 1μgは2×1010ベクターゲノムを含有す
るが、ヒトゲノムDNA 1μgは3．3×105ゲノムしか含有しないため、大腸菌のlacI遺伝子
を含有するλ DNAをモデル系として選択した。この実験室において、野生型λ DNAが混入
している可能性を回避するため、突然変異P＊を用いた突然変異特異的Bi-PAPアッセイを
選択して野生型λ DNAを増幅した。λファージプラークに感染した大腸菌を調べることに
よって、野生型λ DNAにおけるlacI遺伝子の自発的突然変異の相対頻度は、10-9未満と概
算される。
【０２７２】
　［0308］対応する突然変異λ DNAを用いた3つの突然変異特異的Bi-PAPアッセイを用い
て、Bi-PAPの感度および選択度を調べた（定義に関しては表7の脚注を参照されたい）。
各突然変異特異的Bi-PAPアッセイに関して、4つの力価測定実験を行った（図21A～21C）
。実験Iは、どのくらい多くの突然変異P＊が野生型DNAテンプレートを「許容」しうるか
を試験した（すなわち検出可能突然変異産物を生じない野生型テンプレートの最大コピー
数）。野生型λ DNAを2×1010コピー～2×106コピーまで力価決定した。最大許容度は、3
つの突然変異特異的Bi-PAPアッセイに関して、それぞれ、2×109～2×1010、2×107～2×
108、および2×107～2×108であった（図21A～21C）。実験IIは、Bi-PAPの感度を試験し
た。突然変異λ DNAを2×103～0コピーまで力価決定した。感度に対する最大許容度（実
験I）の比が選択度である。多量の野生型テンプレートの存在下（実験III）または多量の
ヒトゲノムDNAの存在下（実験IV）で実験IIを繰り返したが、影響はなかった（図21A；T3
69GおよびT369Cに関してはデータ未提示）。テンプレートコピー数とともに、用量反応を
観察した。
【０２７３】
　表7
　3つの突然変異特異的Bi-PAPアッセイの要約a

【０２７４】
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【表７】

【０２７５】
　a3つの突然変異特異的Bi-PAPアッセイの各々において、3'末端で1ヌクレオチド重複し
た2つの相対するP＊を用いた。P＊は長さ40～42ヌクレオチドである。これらは
【０２７６】
【化５】

【０２７７】
である。
　blacI遺伝子において転写物の第一のヌクレオチドの位をヌクレオチド1位と指定する（
Farabaugh、1978）。P＊の3'ヌクレオチドは、示される位に位置し、そして対応する突然
変異に相補的である。
【０２７８】
　c感度は、突然変異特異的Bi-PAPアッセイを用いた際、検出可能な突然変異産物を生成
する突然変異テンプレートの最少コピー数と定義される。感度は、実験IIで決定された（
図21A～21C）。
【０２７９】
　d選択度は、突然変異特異的Bi-PAPアッセイを用いた際、産物が検出可能な突然変異テ
ンプレートの最少コピー数に対する、産物が検出不能な野生型テンプレートの最大コピー
数の比である。
【０２８０】
　［0309］ヌクレオチド190位および369位間の選択度のおよそ100倍の相異は：i）野生型
λ DNAにおける10-7～10-8の頻度の360位での自発的突然変異の存在、ii）P＊オリゴヌク
レオチドの不純物、iii）3'末端での完全なマッチに対する加ピロリン酸分解の特異性、
および正しいヌクレオチドを取り込むDNAポリメラーゼの忠実性が配列背景と関連してお
り、II型非特異的増幅が10-7～10-8の頻度で起こる可能性もあることに由来しうる。後者
の場合、選択度の100倍の相異は、加ピロリン酸分解特異性の10倍の相異、および配列背
景でのDNAポリメラーゼ忠実性の10倍の相異から生じうる。
【０２８１】
　［0310］大腸菌におけるλファージの自発的突然変異率は、遺伝子座間で多様であり、
取り込まれるヌクレオチドあたり、平均10-9～10-11である。実施例Iに見られる、増幅さ
れたシグナルは、稀な自発的突然変異によって引き起こされた可能性がある。
【０２８２】
　［0311］ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドは、P＊には検出されなかった
が、ジデオキシ末端が付加されていない、ブロッキングされていないオリゴヌクレオチド
がP＊に混入して、不純物により副反応が起こる可能性がある。しかし、生成される産物
は、特異的突然変異よりも野生型である可能性がはるかにより高いため（3.3×105：1）
、この選択度は、少量のブロッキングされていないオリゴヌクレオチドによって、ひどく
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は限定されない可能性がある。
【０２８３】
　［0312］要約すると、Bi-PAPは、非常に高い感度および選択度を有する。Bi-PAPは、野
生型アレル2×109までのコピー数から、一塩基置換を持つ稀な突然変異アレル2コピーを
選択的に検出することも可能である。Bi-PAPは、目的のいかなる稀なアレルも検出する、
単純で迅速な自動化可能な方法である。
【０２８４】
　（実施例13）
　Bi-PAPによるマウス組織における突然変異負荷の測定
　材料および方法
　［0313］10日齢～25ヶ月齢のマウスの肝臓、心臓、脂肪組織、大脳および小脳を迅速凍
結し、そして使用するまで液体窒素下に保存した。Big Blueプロトコル（Stratagene取り
扱い説明書マニュアル）にしたがって、DNAを抽出した。簡潔には、組織をホモジナイズ
し、そしてプロテイナーゼKで消化した。ゲノムDNAをフェノール／クロロホルムで抽出し
、そしてエタノール沈殿した。DNAをTE緩衝液（10 mM Tris／HCl、1 mM EDTA、pH8.0）に
溶解し、そして4℃で保存した。260 nmのUV吸光度によって、マウスゲノムDNAの量を測定
した。
【０２８５】
　［0314］lacI遺伝子のT369Gの突然変異特異的Bi-PAPアッセイ（アッセイB：ジデオキシ
ヌクレオチドでブロッキングされ、3'末端で1ヌクレオチド重複した、2つの相対するP＊

が：
【０２８６】
【化６】

【０２８７】
である）を、i）別に記載しない限り、反応が、マウスゲノムDNA（サイズ～20 kb）2μg
を含有し；ii）他の構成要素を添加する前に、20μl（1.25×HEPES緩衝液、5％DMSO、MgC
l2不含）中のマウスDNAを100℃で2分間加熱し、そして氷上で迅速に冷却し；iii）第一の
周期前に95℃1分間の変性工程を追加し；iv）変性工程が95℃10秒間であったことを除い
て、上述のように行った。
【０２８８】
　［0315］25μl反応物のうち10μlを、10μlの変性装填緩衝液と混合し、煮沸し、そし
て氷上で迅速に冷却した。室温で、90 mM TBE緩衝液を用いて、8％ 7 M尿素／PAGEゲルを
通じて産物を電気泳動した。ゲルを乾燥させ、そしてオートラジオグラフィーのため、Ko
dak X-OMATTM ARフィルムに曝露した。
【０２８９】
　結果および考察
　［0316］トランスジェニックマウス突然変異検出系によって、in vivoで自発的突然変
異または誘導された突然変異の頻度およびパターンを決定することが可能である。Big Bl
ue（登録商標）系は、突然変異標的として、大腸菌lacI遺伝子を含有する、染色体に組み
込まれたλファージDNAを宿するトランスジェニックマウスを用いる（GrossenおよびVijg
、1993；Gossenら、1989；Kohlerら、1990）。lacI遺伝子は、40のタンデム反復されたλ
 DNA中、各マウス二倍体ゲノム内に組み込まれている。
【０２９０】
　［0317］トランスジェニックマウス組織からゲノムDNAを単離し、そしてこれをλパッ
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ケージング抽出物と混合することによって、Big Blue（登録商標）突然変異検出系アッセ
イを行う。パッケージングされたλファージは大腸菌を感染させることが可能である。X-
gal基質の存在下で、lacI突然変異体は、無色野生型プラークの背景上に青いプラークを
生じさせる。観察された突然変異体は、マウスから圧倒的多数で得られる（Hillら、1999
）。円形の青いプラークの数をプラーク総数で割ることによって、突然変異体頻度を決定
する。この実験室において、5000の配列決定された突然変異体プラークのうち、多様な年
齢、性別、および処置からスクリーニングした、総数149×106プラーク中、31のT369G突
然変異体が見出された（頻度＝2.1×10-7）。
【０２９１】
　［0318］哺乳動物細胞において、非常に稀な突然変異を測定するためのBi-PAPの有用性
を評価するため、Big Blueマウス由来のゲノムDNAにおいて、T369G突然変異を解析した。
lacI遺伝子を総数1.2×107コピー含有する25μl反応物において、2μgのマウスゲノムDNA
を増幅した。T369Gに関する突然変異特異的Bi-PAPアッセイ（アッセイB）を18試料に関し
て二つ組で行った（図26A）。同様の数の試料を用いて、3つのカテゴリーの結果を定義し
た：1）6つの試料は2回陽性であった（5、11～15）、2）7つの試料は1回陽性であった（1
、3、6、9、16～18）、そして3）5つの試料は2回陰性であった（2、4、7、8、10）。
【０２９２】
　［0319］各カテゴリーの2つの試料をさらに調べた（図26B～26C、表8）。カテゴリー1
において、最も強い増幅シグナルを持つ、2つの試料5および12（図26A）に関して、さら
なる定量化のため、マウスゲノムDNAの0.5μgへの4倍希釈および0.125μgへの16倍希釈を
行った（図26B）。各試料のT369G突然変異体頻度を概算すると、6つの試料間で370倍の範
囲で多様であった（表8）。2.9×10-7のT369G突然変異体平均頻度は、Big Blue（登録商
標）突然変異検出系を用いて4×107プラークから測定された2.1×10-7のT369G突然変異体
平均頻度の50％以内であり、そしてこの突然変異を直接配列決定によって確認した。
【０２９３】
　表8
　Bi-PAPによって測定された体細胞突然変異体頻度
【０２９４】

【表８】

【０２９５】
　a図26Aを参照されたい。
　b反応総数に比較したT369G突然変異の陽性シグナル数の比。
　c突然変異体がポワソン分布にしたがって反応物中に分布し、そして1以上の突然変異体
が反応物中にある場合、増幅が陽性であり、そして突然変異体が反応物中にない場合、陰
性であると仮定する式（反応あたりの突然変異体がゼロである頻度＝e-x、xは反応あたり



(59) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

20

30

40

50

の突然変異体の平均数）を用いて、反応あたりのT369G突然変異体の平均数を概算する。
【０２９６】
　d突然変異体がポワソン分布にしたがってマウスゲノムDNA中に分布し、そして1以上の
突然変異体が検出において陽性であると仮定して、反応あたりのマウスゲノム中のlacI遺
伝子のT369G突然変異体の頻度を概算する。2μgのlac1＋マウスゲノムDNAがlacI遺伝子を
～1.2×107コピー含有すると仮定して、試料12および5の各々に関して、総数～6.0×106

コピーのlacI遺伝子を概算に用い、そして試料3、9、7および10の各々に関して、～2.9×
108コピーを用いる。
【０２９７】
　［0320］25ヶ月齢の5匹のマウスの肝臓において、突然変異体頻度の370倍の変動が観察
された。この大きな変動は、テンプレート1コピーを増幅するのが困難なためである可能
性もある。この問題に取り組むため、各々の解析を少なくとも2回反復し、同様の結果を
得た。例えば、試料9において、2μgのDNAを用いた14反応のうち7つが、1つの実験におい
て陽性であり、4つのこうした反応のうち3つが別の実験で陽性であり、そして4つのこう
した反応のうち2つが、第三の実験において陽性であった。試料7に関しては、8つの反応
のうち1つが陽性であり、そして14の反応のうち1つが陽性であった。陽性反応から再増幅
した後、産物を配列決定して、T369G突然変異を確認した。さらに、陽性対照（～10コピ
ーのT369Gを含む、2μgのlacI＋マウスDNA）および陰性対照（lacI標的を含まないマウス
ゲノムDNA、すなわちlacI-マウスDNA）を行った。さらなる陽性対照として、反応あたり
の突然変異λ DNAのコピー数が、lac1-ゲノムDNAキャリアーの存在下で、2倍連続希釈さ
れている、再構築実験を行った。1コピーと同程度に低いコピー数のテンプレートから、
再現可能な増幅が立証された（図26B、26C）。
【０２９８】
　［0321］遡及的にみると、マウス間のT369G突然変異体頻度は、過剰に分散されており
、超ポワソン分布（hyper-Poisson distribution）を示す（Nishinoら、1996；Piegorsch
ら、1994）ため、6匹のマウス間で観察されたT369G突然変異体の頻度の370倍の変動は、
驚くべきことでない可能性もある。6匹のマウス間で、Big Blue（登録商標）突然変異検
出系によってアッセイされる総突然変異体頻度における動物間変動は、3～4倍である可能
性もあり、1または数匹のマウスにおいて、有意な創始者効果（founder effect）があっ
た。変動は、2×10-5～8×10-5の範囲である可能性もあり、これは1,000を越える、異な
る突然変異の合計である。ここで、T369G突然変異のみをアッセイする。シグナルの大部
分は、二重鎖突然変異テンプレートから生じると予期される（Hillら、1999）が、DNA複
製またはDNA修復から主に得られる、分離されていないミスマッチ中間体もまた、シグナ
ルを生じるであろうことに注目すべきである。したがって、感度の物理的限界は、実際、
反応あたりの二重鎖DNA分子の半分である。
【０２９９】
　［0322］結論として、我々は、Bi-PAPが、アッセイに応じて、10-7～10-9と同等に低い
頻度の非常に稀な突然変異を解析可能であることを立証する。Bi-PAPは、哺乳動物ゲノム
DNAから直接、体細胞突然変異1コピーを検出可能であることを示す。アッセイ間変動は、
アッセイ感度における遺伝子座特異的多様性、または試料中のアッセイされた突然変異体
の頻度を反映しうる。これらの可能性間を区別するのに、より多くの研究が必要である。
哺乳動物DNAでは、巨大なゲノムサイズによって、テンプレートのコピー数が限定される
。2μgのゲノムDNAは、600,000マウス一倍体ゲノムしか含有しないが、なお反応物は粘性
である。Big BlueマウスゲノムDNAの我々の解析は、一倍体ゲノムあたり20コピーのlacI
遺伝子によって促進された。ヒトにおける突然変異負荷を測定するため、粘性を減少させ
る（例えば超音波処理によってDNAを小さいセグメントに剪断する）ことによって、1つの
反応あたりのゲノムDNAを少なくとも3倍増加させることも可能であり、そして反応体積を
100μlに拡大することによって、さらに4倍増加させうる。ヒトゲノムDNA中の突然変異負
荷は、実質的に同一の配列のセグメントを解析することによって、容易になる可能性もあ
り、例えば血友病Aにおける一般的なインバージョン突然変異（Lakichら、1993）に関与
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する、99＋％の配列同一性を持つ、ヒトX染色体上の3つの9.6 kbセグメントがある。線虫
（C-elegans）、ショウジョウバエ（Drosophila）、およびヒト・ミトコンドリアゲノム
または慢性ウイルス感染（例えばB型肝炎）を含む、より複雑でないゲノムもまた、この
プロトコルで解析可能であるはずである。
【０３００】
　［0323］本発明は、本発明の好ましい態様の詳細に言及することによって、本特許出願
中に開示されているが、該開示が限定する意味でなく、例示することを意図するのを理解
すべきであり、これは、本発明の精神および付随する請求項の範囲内で、当業者には変更
が容易に思い浮かぶであろうことを意図するためである。
【０３０１】
　参考文献一覧
【０３０２】
【表９】

【０３０３】
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【０３０４】
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【０３０５】
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【表１２】

【０３０６】
　態様1：
　核酸を検出する方法であって：
　（a）核酸に第一のオリゴヌクレオチドP＊をアニーリングさせ、ここで第一のオリゴヌ
クレオチドP＊は伸長不能3'端を有し、第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端は
加ピロリン酸分解によって除去可能である；
　（b）加ピロリン酸分解によって第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端を除去
して、ブロッキングされていない第一のオリゴヌクレオチドを産生し；
　（c）ブロッキングされていない第一のオリゴヌクレオチドを伸長し；
　（d）伸長された第一のオリゴヌクレオチドを検出することによって、核酸の存在を検
出する
ことを含んでなる、前記方法。
【０３０７】
　態様2：
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解を行う、態様1の方法。
　態様3：
　核酸ポリメラーゼを用いて伸長を行う、態様1の方法。
【０３０８】
　態様4：
　伸長工程で存在するヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が標識を含有し、そして伸
長された第一のオリゴヌクレオチド中の標識の存在が検出される、態様1の方法。
【０３０９】
　態様5：
　工程（a）、（b）および（c）を反復する、態様1の方法。
　態様6：
　第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様1の方法。
【０３１０】
　態様7：
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　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様6の方法。
【０３１１】
　態様8：
　第二のオリゴヌクレオチドを核酸の相補鎖にアニーリングさせる、態様1の方法。
　態様9：
　第二のオリゴヌクレオチドが、ブロッキングされていない第二のオリゴヌクレオチドで
ある、態様8の方法。
【０３１２】
　態様10：
　第二のオリゴヌクレオチドを工程（c）で伸長する、態様9の方法。
　態様11：
　第二のオリゴヌクレオチドが伸長不能3'端を有する第二のオリゴヌクレオチドP＊であ
り、第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が加ピロリン酸分解によって除去可
能である、態様9の方法。
【０３１３】
　態様12：
　第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端を工程（b）の加ピロリン酸分解によっ
て除去して、ブロッキングされていない第二のオリゴヌクレオチドを産生し、そしてブロ
ッキングされていない第二のオリゴヌクレオチドを工程（c）で伸長する、態様11の方法
。
【０３１４】
　態様13：
　第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様11の方法。
【０３１５】
　態様14：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様13の方法。
【０３１６】
　態様15：
　第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体であり、そして第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメ
ラーゼによって伸長不能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオ
チドまたはヌクレオチド類似体である、態様11の方法。
【０３１７】
　態様16：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様15の方法。



(65) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

20

30

40

50

【０３１８】
　態様17：
　核酸を合成する方法であって：
　（a）核酸に、伸長不能3'端を有する第一のオリゴヌクレオチドP＊をアニーリングさせ
、ここで第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端は加ピロリン酸分解によって除
去可能である；
　（b）加ピロリン酸分解によって、核酸にアニーリングした第一のオリゴヌクレオチドP
＊の3'伸長不能末端を除去し；そして
　（c）核酸ポリメラーゼを用いて、ブロッキングされていない第一のオリゴヌクレオチ
ドを伸長する
ことを含んでなる、前記方法。
【０３１９】
　態様18：
　工程（a）～（c）を反復する、態様17の方法。
　態様19：
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解および伸長を行う、態様17の方法。
【０３２０】
　態様20：
　第二のオリゴヌクレオチドを、前記の第一の鎖の相補体である核酸鎖にアニーリングさ
せる、態様17の方法。
【０３２１】
　態様21：
　第二のオリゴヌクレオチドが、ブロッキングされていない第二のオリゴヌクレオチドで
ある、態様20の方法。
【０３２２】
　態様22：
　第二のオリゴヌクレオチドを工程（c）で伸長する、態様21の方法。
　態様23：
　工程（a）～（c）を反復する、態様22の方法。
【０３２３】
　態様24：
　第二のオリゴヌクレオチドが伸長不能3'端を有する第二のオリゴヌクレオチドP＊であ
り、第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が加ピロリン酸分解によって除去可
能である、態様20の方法。
【０３２４】
　態様25：
　工程（a）～（c）を反復する、態様24の方法。
　態様26：
　第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様17の方法。
【０３２５】
　態様27：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様26の方法。
【０３２６】
　態様28：
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　第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様24の方法。
【０３２７】
　態様29：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様28の方法。
【０３２８】
　態様30：
　第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体であり、そして第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメ
ラーゼによって伸長不能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオ
チドまたはヌクレオチド類似体である、態様24の方法。
【０３２９】
　態様31：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様30の方法。
【０３３０】
　態様32：
　核酸を検出する方法であって：
　（a）核酸に2つのオリゴヌクレオチドP＊をアニーリングさせ、ここで各オリゴヌクレ
オチドP＊は伸長不能3'端を有し、各オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端は加ピロリ
ン酸分解によって除去可能であり、一方のオリゴヌクレオチドP＊ともう一方のオリゴヌ
クレオチドP＊は、それぞれの3'端で、少なくとも1ヌクレオチド重複し、そして一方のオ
リゴヌクレオチドP＊は第一の核酸鎖にアニーリングし、そしてもう一方のオリゴヌクレ
オチドP＊は、第一の核酸鎖の相補体である核酸鎖にアニーリングする；
　（b）加ピロリン酸分解によって、アニーリングした第一および第二のオリゴヌクレオ
チドP＊の3'伸長不能末端を除去して、ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを
産生し；
　（c）ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを伸長し；そして
　（d）伸長されたオリゴヌクレオチドを検出する
ことを含んでなる、前記方法。
【０３３１】
　態様33：
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解を行う、態様32の方法。
　態様34：
　核酸ポリメラーゼを用いて伸長を行う、態様32の方法。
【０３３２】
　態様35：
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解および伸長を行う、態様32の方法。
　態様36：
　伸長工程で存在するヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が標識を含有し、そして伸
長されたオリゴヌクレオチド中の標識の存在が検出される、態様32の方法。
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【０３３３】
　態様37：
　工程（a）、（b）および（c）を反復する、態様32の方法。
　態様38：
　各オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不能で
あるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチド類
似体である、態様32の方法。
【０３３４】
　態様39：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様38の方法。
【０３３５】
　態様40：
　核酸検出法であって：
　（a）核酸からテンプレート核酸を合成し；
　（b）テンプレート核酸に、伸長不能3'端を有する第一のオリゴヌクレオチドP＊をアニ
ーリングさせ、ここで第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端は加ピロリン酸分
解によって除去可能である；
　（c）加ピロリン酸分解によって、テンプレート核酸にアニーリングした第一のオリゴ
ヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端を除去し；そして
　（d）ブロッキングされていないオリゴヌクレオチドを伸長する
ことを含んでなる、前記方法。
【０３３６】
　態様41：
　（i）1つの核酸鎖に、配列特異的である第一の相補オリゴヌクレオチドをアニーリング
させ、そして核酸ポリメラーゼを用いて、該核酸鎖上で、前記の第一の相補オリゴヌクレ
オチドを伸長して、伸長された第一のオリゴヌクレオチドを産生し、そして（ii）伸長さ
れた第一のオリゴヌクレオチドの3'末端に第二のオリゴヌクレオチドを付加して、テンプ
レート核酸を産生する、態様40の方法。
【０３３７】
　態様42：
　連結によって、第二のオリゴヌクレオチドを、伸長された第一の相補オリゴヌクレオチ
ドに付加する、態様41の方法。
【０３３８】
　態様43：
　ターミナルトランスフェラーゼ伸長によって、第二の相補オリゴヌクレオチドを、伸長
された第一の相補オリゴヌクレオチドに付加する、態様41の方法。
【０３３９】
　態様44：
　テンプレート核酸を増幅する工程（a1）をさらに含んでなる、態様41の方法。
　態様45：
　増幅がポリメラーゼ連鎖反応である、態様44の方法。
【０３４０】
　態様46：
　増幅が加ピロリン酸分解活性化重合による、態様44の方法。
　態様47：
　核酸コピーを合成する反応によって、テンプレート核酸を合成する、態様40の方法。
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【０３４１】
　態様48：
　増幅反応が重合連鎖反応である、態様47の方法。
　態様49：
　増幅反応が加ピロリン酸分解活性化重合反応である、態様47の方法。
【０３４２】
　態様50：
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解を行う、態様40の方法。
　態様51：
　核酸ポリメラーゼを用いて伸長を行う、態様40の方法。
【０３４３】
　態様52：
　核酸ポリメラーゼを用いて加ピロリン酸分解および伸長を行う、態様40の方法。
　態様53：
　伸長工程で存在するヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が標識を含有し、そして伸
長されたオリゴヌクレオチド中の標識の存在が検出される、態様52の方法。
【０３４４】
　態様54：
　工程（a）～（d）を反復する、態様40の方法。
　態様55：
　オリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不能であ
るが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似
体である、態様40の方法。
【０３４５】
　態様56：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様55の方法。
【０３４６】
　態様57：
　工程（b）で、第二のオリゴヌクレオチドをテンプレート核酸にアニーリングさせる、
態様40の方法。
【０３４７】
　態様58：
　第二のオリゴヌクレオチドが、工程（c）で伸長される、ブロッキングされていない第
二のオリゴヌクレオチドである、態様57の方法。
【０３４８】
　態様59：
　第二のオリゴヌクレオチドが伸長不能3'端を有する第二のオリゴヌクレオチドP＊であ
り、第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、工程（c）の加ピロリン酸分解に
よって除去され、ブロッキングされていない第二のオリゴヌクレオチドが産生され、そし
てブロッキングされていない第二のオリゴヌクレオチドが工程（c1）で伸長される、態様
57の方法。
【０３４９】
　態様60：
　第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様59の方法。
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【０３５０】
　態様61：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様60の方法。
【０３５１】
　態様62：
　第二のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様59の方法。
【０３５２】
　態様63：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様62の方法。
【０３５３】
　態様64：
　第一のオリゴヌクレオチドP＊の3'伸長不能末端が、核酸ポリメラーゼによって伸長不
能であるが、加ピロリン酸分解によって除去可能である、ヌクレオチドまたはヌクレオチ
ド類似体である、態様59の方法。
【０３５４】
　態様65：
　ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似体が、3'デオキシヌクレオチド、2',3'-ジデオキ
シヌクレオチド、アシクロヌクレオチド、3'-デオキシアデノシン（コルジセピン）、3'-
アジド-3'-デオキシチミジン（AZT）、2',3'-ジデオキシイノシン（ddI）、2',3'-ジデオ
キシ-3'-チアシチジン（3TC）および2',3'-ジデヒドロ-2',3'-ジデオキシチミジン（d4T
）からなる群より選択される、態様64の方法。
【０３５５】
　態様66：
　核酸が、切断されている核酸である、態様40の方法。
　態様67：
　核酸が損傷またはニックを有する二本鎖核酸である、態様40の方法。
【０３５６】
　態様68：
　核酸テンプレート鎖上で、所望の核酸鎖を合成する、加ピロリン酸分解活性化重合法で
あって
　（a）3'末端に伸長不能3'-デオキシヌクレオチドを有し、そしてテンプレート鎖上の対
応するヌクレオチドに関してミスマッチを有する、活性化可能オリゴヌクレオチドP＊を
、テンプレート鎖にアニーリングさせ、
　（b）ピロホスフェート、および加ピロリン酸分解活性を有し、そして末端3'-デオキシ
ヌクレオチドの除去によってオリゴヌクレオチドP＊を活性化する酵素を用いて、生じた
二重鎖を加ピロリン酸分解し、そして
　（c）4種のヌクレオシド三リン酸および核酸ポリメラーゼの存在下で、テンプレート鎖
上、活性化されたオリゴヌクレオチドP＊を伸長することによって重合させ、所望の核酸
鎖を合成する
ことを連続的に含んでなる、前記方法。
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　態様69：
　（d）テンプレート鎖から工程（c）の所望の核酸鎖を分離し、そして
　（e）所望の核酸鎖の所望の増幅レベルが達成されるまで、工程（a）～（d）を反復す
る
ことによる、所望の核酸鎖の増幅を含む、態様68の加ピロリン酸分解活性化重合法。
【０３５８】
　態様70：
　第二のオリゴヌクレオチドの存在下で行う、態様69の加ピロリン酸分解活性化重合法で
あって、工程（a）において、第二のオリゴヌクレオチドが、工程（d）の分離された所望
の核酸鎖産物にアニーリングし、そして工程（c）には、所望の核酸鎖上で第二のオリゴ
ヌクレオチドを伸長することによって重合させて、核酸テンプレート鎖のコピーを合成す
ることが含まれ、そして工程（d）には、増幅が指数関数的であるように、所望の核酸鎖
から、合成された核酸テンプレート鎖を分離することが含まれる、前記方法。
【０３５９】
　態様71：
　活性化可能オリゴヌクレオチドP＊およびテンプレート鎖間のミスマッチが、テンプレ
ート上の対応するヌクレオチドに関して生じる、態様70の加ピロリン酸分解活性化重合法
。
【０３６０】
　態様72：
　工程（a）～（c）を、サーモサイクラー上、2以上の温度段階として、連続して行う、
態様69の加ピロリン酸分解活性化重合法。

【図１】 【図２】



(71) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図３】 【図４】

【図５】 【図６】



(72) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図７】 【図８Ａ】

【図８Ｂ】 【図９】



(73) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図１０】 【図１１】

【図１２－１】 【図１２－２】



(74) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図１３】 【図１４】

【図１５】 【図１６】



(75) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図１７】 【図１８－１】

【図１８－２】 【図１９】



(76) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図２０Ａ】 【図２０Ｂ】

【図２１－１】 【図２１－２】



(77) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図２２】 【図２３Ａ】

【図２３Ｂ】 【図２４Ａ】



(78) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【図２４Ｂ】 【図２５】

【図２６】



(79) JP 2010-142232 A 2010.7.1

【配列表】
2010142232000001.app



(80) JP 2010-142232 A 2010.7.1

10

フロントページの続き

(74)代理人  100075270
            弁理士　小林　泰
(74)代理人  100080137
            弁理士　千葉　昭男
(74)代理人  100096013
            弁理士　富田　博行
(74)代理人  100117813
            弁理士　深澤　憲広
(72)発明者  リュウ，チャン
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９１００６，アーケイディア，ジェノア・ストリート　１３９
(72)発明者  サマー，スティーヴ・エス
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９１０１０，デュアーテ，ウェッジウッド・コート　４８７
(72)発明者  リッグス，アーサー・ディー
            アメリカ合衆国カリフォルニア州９１７５０，ラ・ヴァーン，セント・アンドレス・アベニュー　
            ４８５２
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  CA01  HA08  HA11 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QQ42  QR08  QR42  QR62  QS25  QS36  QX07 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

