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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　二重特異性オリゴヌクレオチドを用いて鋳型依存的延長反応により核酸分子を製造する
方法であって、
　（ａ）下記の一般式１で示される前記二重特異性オリゴヌクレオチドを鋳型核酸分子に
アニーリングさせる段階と、
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされる鋳型核酸分子の１位置に対し、相補的にアニーリングする
ヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示し、Ｙｑは、少なくとも３つのユ
ニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、鋳型核酸分子の１位置に対し、相補的に
アニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示し、ｐ、ｑ、及
びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、前記ｑは少な
くとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺは、デオキシ
リボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであり、前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴｍが前
記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位は、３つの部
位のうち、最も低いＴｍを有し、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記３’－低Ｔｍ特異
性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記３’－低Ｔ

ｍ特異性部位が前記鋳型核酸分子にアニーリングされる条件下で、非塩基対構造を形成し
、前記鋳型核酸分子に対するアニーリング特異性の観点において、前記５’－高Ｔｍ特異
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性部位が前記３’－低Ｔｍ特異性部位から分離されるようにして、前記二重特異性オリゴ
ヌクレオチドのアニーリング特異性は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位及び前記３’－低Ｔ

ｍ特異性部位の両方ともにより決定され、前記二重特異性オリゴヌクレオチドの全体アニ
ーリング特異性が増加され、アニーリングが、前記３’－低Ｔｍ特異性部位のみでアニー
リングが起こらない条件下で行われ、前記二重特異性オリゴヌクレオチドの前記５’－高
Ｔｍ特異性部位と前記３’－低Ｔｍ特異性部位が前記鋳型核酸分子に最初にアニーリング
される。
　（ｂ）前記二重特異性オリゴヌクレオチドを延長して前記鋳型核酸分子に相補的な核酸
分子を製造する段階と、
　を含むことを特徴とする、二重特異性オリゴヌクレオチドを用いて、鋳型依存的延長反
応により核酸分子を製造する方法。
【請求項２】
　少なくとも１つの下記の一般式１で示される二重特異性オリゴヌクレオチドを含むプラ
イマーセットを利用し、プライマーアニーリング、プライマー延長、及び変性過程を、少
なくとも２サイクル実施し、ターゲット核酸配列を増幅させる段階を含むことを特徴とす
る、ＤＮＡ又は核酸混合物においてターゲット核酸配列を選択的に増幅する方法。
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされるターゲット核酸配列の１位置に対し、相補的にアニーリン
グするヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示し、Ｙｑは、少なくとも３
つのユニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、ターゲット核酸配列の１位置に対
し、相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示し
、ｐ、ｑ、及びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、
前記ｑは少なくとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺ
は、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであり、前記５’－高Ｔｍ特異性部
位のＴｍが前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位
は、３つの部位のうち、最も低いＴｍを有し、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記３’
－低Ｔｍ特異性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前
記３’－低Ｔｍ特異性部位が前記ターゲット核酸配列にアニーリングされる条件下で、非
塩基対構造を形成し、前記ターゲット核酸配列に対するアニーリング特異性の観点におい
て、前記５’－高Ｔｍ特異性部位が前記３’－低Ｔｍ特異性部位から分離されるようにし
て、前記二重特異性オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性は、前記５’－高Ｔｍ特異
性部位及び前記３’－低Ｔｍ特異性部位の両方ともにより決定され、前記二重特異性オリ
ゴヌクレオチドの全体アニーリング特異性が増加され、
　前記増幅させる段階中のアニーリングが、前記３’－低Ｔｍ特異性部位のみでアニーリ
ングが起こらない条件下で行われ、前記増幅させる段階の１サイクル目及び２サイクル目
が、前記二重特異性オリゴヌクレオチドの前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記３’－低Ｔ

ｍ特異性部位の前記ターゲット核酸配列へのアニーリングを引き起こす。
【請求項３】
　プライマー対の少なくとも１つのプライマーは下記の一般式１で示される二重特異性オ
リゴヌクレオチドである２つ以上のプライマー対を利用し、プライマーアニーリング、プ
ライマー延長、及び変性過程を、少なくとも２サイクル実施し、ターゲット核酸配列を増
幅させる段階を含むことを特徴とする、同一な反応において、２つ以上のプライマー対を
同時に使用し、２つ以上のターゲット核酸配列を増幅する方法。
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされるターゲット核酸配列の１位置に対し、相補的にアニーリン
グするヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示し、Ｙｑは、少なくとも３
つのユニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、ターゲット核酸配列の１位置に対
し、相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示し
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、ｐ、ｑ、及びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、
前記ｑは少なくとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺ
は、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであり、前記５’－高Ｔｍ特異性部
位のＴｍが前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位
は、３つの部位のうち、最も低いＴｍを有し、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記３’
－低Ｔｍ特異性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前
記３’－低Ｔｍ特異性部位が前記ターゲット核酸配列にアニーリングされる条件下で、非
塩基対構造を形成し、前記ターゲット核酸配列に対するアニーリング特異性の観点におい
て、前記５’－高Ｔｍ特異性部位が前記３’－低Ｔｍ特異性部位から分離されるようにし
て、前記二重特異性オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性は、５’－高Ｔｍ特異性部
位及び前記３’－低Ｔｍ特異性部位の両方ともにより決定され、前記二重特異性オリゴヌ
クレオチドの全体アニーリング特異性が増加され、
　前記増幅させる段階中のアニーリングが、前記３’－低Ｔｍ特異性部位のみでアニーリ
ングが起こらない条件下で行われ、前記増幅させる段階の１サイクル目及び２サイクル目
が、前記二重特異性オリゴヌクレオチドの前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記３’－低Ｔ

ｍ特異性部位の前記ターゲット核酸配列へのアニーリングを引き起こす。
【請求項４】
　二重特異性オリゴヌクレオチドを用いて、ＤＮＡ又は核酸混合物においてターゲット核
酸分子をシーケンシングする方法であって、
　（ａ）下記の一般式１で示される前記二重特異性オリゴヌクレオチドをシーケンシング
プライマーとして利用し、プライマーアニーリング、プライマー延長、及び変性過程を、
少なくとも２サイクル実施し、シーケンシングする前記核酸分子に相補的な核酸分子を製
造する階と、
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされるターゲット核酸分子の１位置に対し、相補的にアニーリン
グするヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示し、Ｙｑは、少なくとも３
つのユニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、ターゲット核酸分子の１位置に対
し、相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示し
、ｐ、ｑ、及びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、
前記ｑは少なくとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺ
は、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであって、前記５’－高Ｔｍ特異性
部位のＴｍが３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位は
、３つの部位のうち、最も低いＴｍを有し、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記３’－
低Ｔｍ特異性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記
３’－低Ｔｍ特異性部位が前記ターゲット核酸分子にアニーリングされる条件下で、非塩
基対構造を形成し、前記ターゲット核酸分子に対するアニーリング特異性の観点において
、前記５’－高Ｔｍ特異性部位が前記３’－低Ｔｍ特異性部位から分離されるようにして
、前記二重特異性オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性は、前記５’－高Ｔｍ特異性
部位及び前記３’－低Ｔｍ特異性部位の両方ともにより決定され、前記二重特異性オリゴ
ヌクレオチドの全体アニーリング特異性が増加され、前記アニーリングが、前記３’－低
Ｔｍ特異性部位のみでアニーリングが起こらない条件下で行われ、前記二重特異性オリゴ
ヌクレオチドの前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記３’－低Ｔｍ特異性部位が前記鋳型核
酸に最初にアニーリングされる。
　（ｂ）前記製造された相補的な核酸分子のヌクレオチド配列を決定する段階と、
　を含むことを特徴とする、二重特異性オリゴヌクレオチドを用いて、ＤＮＡ又は酸混合
物においてターゲット核酸分子をシーケンシングする方法。
【請求項５】
　二重特異性オリゴヌクレオチドの鋳型依存的延長反応により、遺伝的多様性を有する核
酸分子を検出する方法であって、
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　（ａ）下記の一般式１で示される二重特異性オリゴヌクレオチドを鋳型核酸分子にアニ
ーリングさせる段階と、
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされる鋳型核酸分子の１位置に対し、相補的にアニーリングする
ヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示し、Ｙｑは、少なくとも３つのユ
ニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、鋳型核酸分子の１位置に対し、相補的に
アニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示し、ｐ、ｑ、及
びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、前記ｑは少な
くとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺは、デオキシ
リボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであって、前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴｍが
前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位は、３つの
部位のうち、最も低いＴｍを有し、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記３’－低Ｔｍ特
異性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記３’－低
Ｔｍ特異性部位が前記鋳型核酸分子にアニーリングされる条件下で、非塩基対構造を形成
し、アニーリングが、前記３’－低Ｔｍ特異性部位のみでアニーリングが起こらない条件
下で行われ、前記５’－高Ｔｍ特異性部位及び／又は前記３’－低Ｔｍ特異性部位がその
ターゲット位置に対し１つ以上のミスマッチ塩基を有する場合に発生する条件でアニーリ
ングが発生し、前記二重特異性オリゴヌクレオチドの前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記
３’－低Ｔｍ特異性部位が前記鋳型核酸分子に最初にアニーリングされる。
　（ｂ）前記二重特異性オリゴヌクレオチドを延長して前記鋳型に相補的な前記核酸分子
を製造する段階と、
　（ｃ）前記二重特異性オリゴヌクレオチドの前記鋳型依存的延長反応の発生有無を検出
する段階と、
　を含むことを特徴とする、二重特異性オリゴヌクレオチドの鋳型依存的延長反応により
、遺伝的多様性を有する核酸分子を検出する方法。
【請求項６】
　二重特異性オリゴヌクレオチドの鋳型依存的延長反応により、核酸試料においてターゲ
ット核酸配列を検出する方法であって、
　（ａ）アニーリング、鋳型依存的延長、及び変性過程を少なくとも１サイクル含む、基
質上に固定されたプローブとしての二重特異性オリゴヌクレオチドを延長する段階と、
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされるターゲット核酸配列の１位置に対し、相補的にアニーリン
グするヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示し、Ｙｑは、少なくとも３
つのユニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、ターゲット核酸配列の１位置に対
し、相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示し
、ｐ、ｑ、及びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、
前記ｑは少なくとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺ
は、デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであって、前記５’－高Ｔｍ特異性
部位のＴｍが前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部
位は、３つの部位のうち、最も低いＴｍを有して、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記
３’－低Ｔｍ特異性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位
と前記３’－低Ｔｍ特異性部位が前記ターゲット核酸配列にアニーリングされる条件下で
、非塩基対構造を形成し、前記ターゲット核酸配列に対するアニーリング特異性の観点に
おいて、前記５’－高Ｔｍ特異性部位が前記３’－低Ｔｍ特異性部位から分離されるよう
にして、前記二重特異性オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性は、前記５’－高Ｔｍ

特異性部位及び前記３’－低Ｔｍ特異性部位の両方ともにより決定され、前記二重特異性
オリゴヌクレオチドの全体アニーリング特異性が増加され、前記アニーリングが、前記３
’－低Ｔｍ特異性部位のみでアニーリングが起こらない条件下で行われ、前記二重特異性
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オリゴヌクレオチドの前記５’－高Ｔｍ特異性部位と前記３’－低Ｔｍ特異性部位が前記
ターゲット核酸配列に最初にアニーリングされる。
　（ｂ）鋳型依存的延長反応の発生有無を分析する段階と、
　を含むことを特徴とする、二重特異性オリゴヌクレオチドの鋳型依存的延長反応により
、核酸試料においてターゲット核酸配列を検出する方法。
【請求項７】
　前記分割部位内のユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、イノシン、７－デアザ－２
’－デオキシイノシン、２－アザ－２’－デオキシイノシン、２’－ＯＭｅイノシン、２
’－Ｆイノシン、デオキシ３－ニトロピロール、３－ニトロピロール、２’－ＯＭｅ３－
ニトロピロール、２’－Ｆ３－ニトロピロール、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフ
ラノシル）－３－ニトロピロール、デオキシ５－ニトロインドール、５－ニトロインドー
ル、２’－ＯＭｅ５－ニトロインドール、２’－Ｆ５－ニトロインドール、デオキシ４－
ニトロベンズイミダゾール、４－ニトロベンズイミダゾール、デオキシ４－アミノベンズ
イミダゾール、４－アミノベンズイミダゾール、デオキシネブラリン、２’－Ｆネブラリ
ン、２’－Ｆ４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－５－イントロインドール、ＰＮＡ
－ネブラリン、ＰＮＡ－イノシン、ＰＮＡ－４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－３
－ニトロピロール、モルフォリノ－５－ニトロインドール、モルフォリノ－ネブラリン、
モルフォリノ－イノシン、モルフォリノ－４－ニトロベンズイミダゾール、モルフォリノ
－３－ニトロピロール、ホスホルアミデート－５－ニトロインドール、ホスホルアミデー
ト－ネブラリン、ホスホルアミデート－イノシン、ホスホルアミデート－４－ニトロベン
ズイミダゾール、ホスホルアミデート－３－ニトロピロール、２’－Ｏ－メトキシエチル
イノシン、２’－Ｏ－メトキシエチルネブラリン、２’－Ｏ－メトキシエチル５－ニトロ
インドール、２’－Ｏ－メトキシエチル４－ニトロ－ベンズイミダゾール、２’－Ｏ－メ
トキシエチル３－ニトロピロール、及び前記塩基の組み合せからなる群から選択されるこ
とを特徴とする、請求項１乃至６のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項８】
　前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフ
ラノシル）－３－ニトロピロール又は５－ニトロインドールであることを特徴とする、請
求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシンであることを特徴とする、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　前記３’－低Ｔｍ特異性部位は、アニーリングされる前記鋳型核酸分子の前記位置に対
し、完璧に相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有することを特徴とする、請求
項１乃至６のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、１５～２５ヌクレオチド長を有することを特徴とする
、請求項１乃至６のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記分割部位は、３～１０ヌクレオチド長を有することを特徴とする、請求項１乃至６
のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項１３】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、１５～２５ヌクレオチド長、前記分割部位は、３～１
０ヌクレオチド長、及び前記３’－低Ｔｍ特異性部位は、３～１５ヌクレオチド長を有す
ることを特徴とする、請求項１乃至６のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項１４】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴｍは、４０～８０℃であることを特徴とする、請求項
１乃至６のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項１５】
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　前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍは、１０～４０℃であることを特徴とする、請求項
１乃至６のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記分割部位のＴｍは、３～１５℃であることを特徴とする、請求項１乃至６のいずれ
か一つの項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記アニーリングは、４５～６８℃範囲の温度で実施することを特徴とする、請求項１
乃至６のいずれか一つの項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ターゲット核酸配列の製造は、前記二重特異性オリゴヌクレオチドアニーリング、
延長、及び変性過程を含む鋳型依存的延長反応の過程を繰り返すことによりなることを特
徴とする、請求項２に記載の方法。
【請求項１９】
　前記シーケンシングするターゲット核酸分子は、ゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡポピュレー
ション内に含まれたことを特徴とする、請求項４に記載の方法。
【請求項２０】
　前記遺伝的多様性を有する核酸分子は、遺伝的多様性を有するウイルスの核酸であるこ
とを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項２１】
　下記の一般式１で示す鋳型依存的延長反応により、核酸分子を製造するための二重特異
性オリゴヌクレオチド：
［式１］
　５’－Ｘｐ－Ｙｑ－Ｚｒ－３’
　Ｘｐは、アニーリングされる鋳型核酸分子の１位置に対し、相補的にアニーリングする
ヌクレオチド配列を有する５’－高Ｔｍ特異性部位を示して、Ｙｑは、少なくとも３つの
ユニバーサル塩基を含む分割部位を示し、Ｚｒは、鋳型核酸分子の１位置に対し、相補的
にアニーリングするヌクレオチド配列を有する３’－低Ｔｍ特異性部位を示して、ｐ、ｑ
、及びｒは、ヌクレオチドの個数であり、前記ｐは１５乃至４０の整数であり、前記ｑは
少なくとも３の整数であり、前記ｒは３乃至１５の整数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺは、デオ
キシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチドであって、前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴ

ｍが３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位は、３つの
部位のうち、最も低いＴｍを有して、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記３’－低Ｔｍ

特異性部位より長さが長く、前記分割部位は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位と３’－低Ｔ

ｍ特異性部位が前記鋳型核酸分子にアニーリングされる条件下で、非塩基対構造を形成し
、前記鋳型核酸分子に対するアニーリング特異性の観点において、前記５’－高Ｔｍ特異
性部位が３’－低Ｔｍ特異性部位から分離されるようにして、前記二重特異性オリゴヌク
レオチドのアニーリング特異性は、５’－高Ｔｍ特異性部位及び３’－低Ｔｍ特異性部位
の両方ともにより決定され、前記二重特異性オリゴヌクレオチドの全体アニーリング特異
性が増加される。
【請求項２２】
　前記分割部位の前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、イノシン、７－デアザ－
２’－デオキシイノシン、２－アザ－２’－デオキシイノシン、２’－ＯＭｅイノシン、
２’－Ｆイノシン、デオキシ３－ニトロピロール、３－ニトロピロール、２’－ＯＭｅ３
－ニトロピロール、２’－Ｆ３－ニトロピロール、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボ
フラノシル）－３－ニトロピロール、デオキシ５－ニトロインドール、５－ニトロインド
ール、２’－ＯＭｅ５－ニトロインドール、２’－Ｆ５－ニトロインドール、デオキシ４
－ニトロベンズイミダゾール、４－ニトロベンズイミダゾール、デオキシ４－アミノベン
ズイミダゾール、４－アミノベンズイミダゾール、デオキシネブラリン、２’－Ｆネブラ
リン、２’－Ｆ４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－５－イントロインドール、ＰＮ
Ａ－ネブラリン、ＰＮＡ－イノシン、ＰＮＡ－４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－
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３－ニトロピロール、モルフォリノ－５－ニトロインドール、モルフォリノ－ネブラリン
、モルフォリノ－イノシン、モルフォリノ－４－ニトロベンズイミダゾール、モルフォリ
ノ－３－ニトロピロール、ホスホルアミデート－５－ニトロインドール、ホスホルアミデ
ート－ネブラリン、ホスホルアミデート－イノシン、ホスホルアミデート－４－ニトロベ
ンズイミダゾール、ホスホルアミデート－３－ニトロピロール、２’－Ｏ－メトキシエチ
ルイノシン、２’－Ｏ－メトキシエチルネブラリン、２’－Ｏ－メトキシエチル５－ニト
ロインドール、２’－Ｏ－メトキシエチル４－ニトロ－ベンズイミダゾール、２’－Ｏ－
メトキシエチル３－ニトロピロール、及び前記塩基の組み合せからなる群から選択される
ことを特徴とする、請求項２１に記載の二重特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項２３】
　前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフ
ラノシル）－３－ニトロピロール又は５－ニトロインドールであることを特徴とする、請
求項２２に記載の二重特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項２４】
　前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシンであることを特徴とする、請求項２３に記
載の二重特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項２５】
　前記３’－低Ｔｍ特異性部位は、アニーリングされる前記鋳型核酸分子の前記位置に対
し、完璧に相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有することを特徴とする、請求
項２１に記載の二重特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項２６】
　前記ｐは、１５乃至２５の整数であることを特徴とする、請求項２１に記載の二重特異
性オリゴヌクレオチド。
【請求項２７】
　前記ｑは、３乃至１０の整数であることを特徴とする、請求項２１に記載の二重特異性
オリゴヌクレオチド。
【請求項２８】
　前記ｐは、１５乃至２５の整数、前記ｑは、３乃至１０の整数、及び前記ｒは、３乃至
１５の整数であることを特徴とする、請求項２１に記載の二重特異性オリゴヌクレオチド
。
【請求項２９】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴｍは、４０～８０℃であることを特徴とする、請求項
２１に記載の二重特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項３０】
　前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍは、１０～４０℃であることを特徴とする、請求項
２１に記載の二重特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項３１】
　前記分割部位のＴｍは、３～１５℃であることを特徴とする、請求項２１に記載の二重
特異性オリゴヌクレオチド。
【請求項３２】
　オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を、オリゴヌクレオチドの構造により二重的
に決定されるようにする方法であって、
　（ａ）ターゲット核酸配列を選択する段階、
　（ｂ）（ｉ）前記ターゲット核酸に相補的にアニーリングする配列と（ｉｉ）少なくと
も３つの連続したユニバーサル塩基を含む分割部位とを有するオリゴヌクレオチドの配列
をデザインして、前記分割部位が前記相補的にアニーリングする配列間に入り込み（ｉｎ
ｔｅｒｖｅｎｅ）、前記オリゴヌクレオチドにおいて３つの部位を形成するようにする段
階、
　（ｃ）前記分割部位の５’－方向側の部位は、分割部位の３’－方向側部位より高いＴ

ｍを有して、前記分割部位が前記３つの部位のうち最も低いＴｍを有するように、前記オ
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リゴヌクレオチドにおいて前記分割部位の位置を決定する段階であって、これにより、互
いに異なるＴｍ値を有する３つの区分された部位を有するオリゴヌクレオチドを提供して
、（ｉ）前記オリゴヌクレオチドの５’－高Ｔｍ特異性部位は、前記ターゲット核酸に相
補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有し、１５～４０ヌクレオチド長を有して、
（ｉｉ）前記オリゴヌクレオチドの３’－低Ｔｍ特異性部位は、前記ターゲット核酸に相
補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有して、３～１５ヌクレオチド長を有し、（
ｉｉｉ）前記５’－高Ｔｍ特異性部位と３’－低Ｔｍ特異性部位との間の前記分割部位は
、少なくとも３つの連続したユニバーサル塩基を含み、前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、
３’－低Ｔｍ特異性部位より長さが長くて、前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴｍは、前記
３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍより少なくとも２０℃高く、前記分割部位は、３つの部位
のうち最も低いＴｍを有して、前記二重特異性オリゴヌクレオチドが、増幅中又はアニー
リング反応中にターゲット核酸配列とのアニーリングが発生し、
　上記の構成により、前記オリゴヌクレオチドのターゲット核酸に対するアニーリング特
異性は、前記５’－高Ｔｍ特異性部位及び３’－低Ｔｍ特異性部位により二重に決定され
ることを特徴とする、オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を、オリゴヌクレオチド
の構造により二重的に決定されるようにする方法。
【請求項３３】
　前記分割部位の前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、イノシン、７－デアザ－
２’－デオキシイノシン、２－アザ－２’－デオキシイノシン、２’－ＯＭｅイノシン、
２’－Ｆイノシン、デオキシ３－ニトロピロール、３－ニトロピロール、２’－ＯＭｅ３
－ニトロピロール、２’－Ｆ３－ニトロピロール、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボ
フラノシル）－３－ニトロピロール、デオキシ５－ニトロインドール、５－ニトロインド
ール、２’－ＯＭｅ５－ニトロインドール、２’－Ｆ５－ニトロインドール、デオキシ４
－ニトロベンズイミダゾール、４－ニトロベンズイミダゾール、デオキシ４－アミノベン
ズイミダゾール、４－アミノベンズイミダゾール、デオキシネブラリン、２’－Ｆネブラ
リン、２’－Ｆ４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－５－イントロインドール、ＰＮ
Ａ－ネブラリン、ＰＮＡ－イノシン、ＰＮＡ－４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－
３－ニトロピロール、モルフォリノ－５－ニトロインドール、モルフォリノ－ネブラリン
、モルフォリノ－イノシン、モルフォリノ－４－ニトロベンズイミダゾール、モルフォリ
ノ－３－ニトロピロール、ホスホルアミデート－５－ニトロインドール、ホスホルアミデ
ート－ネブラリン、ホスホルアミデート－イノシン、ホスホルアミデート－４－ニトロベ
ンズイミダゾール、ホスホルアミデート－３－ニトロピロール、２’－Ｏ－メトキシエチ
ルイノシン、２’－Ｏ－メトキシエチルネブラリン、２’－Ｏ－メトキシエチル５－ニト
ロインドール、２’－Ｏ－メトキシエチル４－ニトロ－ベンズイミダゾール、２’－Ｏ－
メトキシエチル３－ニトロピロール、及び前記塩基の組み合せからなる群から選択される
ことを特徴とする、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフ
ラノシル）－３－ニトロピロール又は５－ニトロインドールであることを特徴とする、請
求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシンであることを特徴とする、請求項３４に記
載の方法。
【請求項３６】
　前記３’－低Ｔｍ特異性部位は、アニーリングされる前記鋳型核酸分子の前記位置に対
し、完璧に相補的にアニーリングするヌクレオチド配列を有することを特徴とする、請求
項３２に記載の方法。
【請求項３７】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、１５～２５ヌクレオチド長を有することを特徴とする
、請求項３２に記載の方法。
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【請求項３８】
　前記分割部位は、３～１０ヌクレオチド長を有することを特徴とする、請求項３２に記
載の方法。
【請求項３９】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位は、１５～２５ヌクレオチド長、前記分割部位は、３～１
０ヌクレオチド長、前記３’－低Ｔｍ特異性部位は、３～１５ヌクレオチド長を有するこ
とを特徴とする、請求項３２に記載の方法。
【請求項４０】
　前記５’－高Ｔｍ特異性部位のＴｍは、４０～８０℃であることを特徴とする、請求項
３２に記載の方法。
【請求項４１】
　前記３’－低Ｔｍ特異性部位のＴｍは、１０～４０℃であることを特徴とする、請求項
３２に記載の方法。
【請求項４２】
　前記分割部位のＴｍは、３～１５℃であることを特徴とする、請求項３２に記載の方法
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、二重特異性オリゴヌクレオチド(dual specific oligonucleotide)を使用し
た多様な方法及び二重特異性オリゴヌクレオチドに関するものである。より詳細には、本
発明は、二重特異性オリゴヌクレオチドを使用した鋳型依存性(template-dependent)伸長
反応(extension reaction)による多様な方法及び二重特異性オリゴヌクレオチドに関する
ものである。
【背景技術】
【０００２】
　核酸増幅は、分子生物学分野で利用される多様な方法において必須的な過程であって、
多様な増幅方法が提示された。例えば、Miller, H. I.ら(WO 89/06700)は、プロモーター
/プライマー配列をターゲット一本鎖ＤＮＡ(ssDNA)に混成化させた後、前記配列の多いＲ
ＮＡコピーを転写する過程を含む核酸配列増幅方法を開示している。他の公知の核酸増幅
方法は、転写増幅システムを含む(Kwoh, D. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 8
6:1173(1989);及びGingeras T.R. et al., WO 88/10315)。
【０００３】
　重合酵素連鎖反応(以下、‘PCR’という)として公知された、最もよく利用される拡散
増幅方法は、二本鎖ＤＮＡの変性、ＤＮＡ鋳型へのオリゴヌクレオチドプライマーのアニ
ーリング及びＤＮＡ重合酵素によるプライマー伸長の繰り返されたサイクル過程を含む(M
ullisら、米国特許第4,683,195号、第4,683,202号、及び第4,800,159号；Saiki et al., 
(1985) Science 230, 1350-1354)。ＰＣＲに利用されるオリゴヌクレオチドプライマーは
、ＤＮＡ鋳型の反対側鎖にアニーリングされるようにデザインされる。ＤＮＡ重合酵素に
よりプライマーは伸長されて、その伸長生成物は、次の過程で他のプライマーのための鋳
型鎖として作用する。ＰＣＲ増幅過程は、ＤＮＡ断片の指数的増加を招来し、増幅された
ＤＮＡ断片の長さは、オリゴヌクレオチドプライマーの５’－末端により決定される。
【０００４】
　核酸増幅、特に、ＰＣＲ増幅における成功は、一つのプライマーが自分のターゲット配
列のみにアニーリングする特異性に依存するため、上記の分子間相互作用を最適化するこ
とが重要である。プライマーが、それの完全な相補体のみにアニーリングするか、あるい
は一つまたはそれ以上のミスマッチ(mismatch)ヌクレオチド配列を有する配列にもアニー
リングするかは、アニーリング温度により決定され得る。一般に、アニーリング温度が高
いと、完全なマッチ(match)鋳型に対するプライマーの特定アニーリング可能性がさらに
高くなって、これにより、ターゲット配列だけが増幅される可能性がさらに高くなる。逆
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に、低いアニーリング温度では、鋳型とプライマー間のより多いミスマッチが発生する可
能性がある。このような現象の観点で、アニーリング温度を調節すると、鋳型とプライマ
ー間の結合特異性を変化させることができる。例えば、もし産物がなかったとしたら、ア
ニーリングするには温度が高すぎた可能性がある。もし、一つのプライマーだけが存在す
る対照群において、多様な長さの生成物が発生したなら、このような結果は、前記単一プ
ライマーが鋳型の一つ以上の部位にアニーリングしたことを示す。このような場合、アニ
ーリング温度を上げることが好ましい。
【０００５】
　アニーリング温度だけではなく、プライマー長、ＧＣ量、及びＰＣＲ生成物の長さのよ
うなプライマーサーチパラメーター(primer search parameters)は、プライマーのアニー
リング特異性のために考慮すべきである。もし、上述のパラメーターを満足するプライマ
ーを利用したら、プライマーアニーリングは特定化されて、ターゲットＤＮＡ増幅におい
てプライマーのアニーリング特異性は非常に改善され、プライマーにより招来されるバッ
クグラウンド問題と非特異性生成物の問題が解決される。よくデザインされたプライマー
は、非特異的アニーリング及びバックグラウンド問題を解決するだけではなく、ＲＮＡ－
ＰＣＲにおいて、ｃＤＮＡｓまたはゲノム鋳型を区別できるようにする。
【０００６】
　プライマーアニーリング特異性を改善して、所望の生成物の増幅を可能にするために、
様々な方法が開発された。例えば、タッチダウンＰＣＲ(Don et al., (1991) Touchdown 
PCR to circumvent spurious priming during gene amplification. Nucleic Acids Res.
, 19, 4008)、ホットスタートＰＣＲ(DAquila et al., (1991) Maximizing sensitivity 
and specificity of PCR by pre-amplification heating. Nucleic Acids Res., 19, 374
9)、ネスティッドＰＣＲ(Mullis and Faloona, (1987) Specific synthesis of DNA in v
itro via a polymerase-catalyzed chain reaction. Methods Enzymol. 155, 335-350)、
及びブースターＰＣＲ(Ruano et al., (1989) Biphasic amplification of very dilute 
DNA samples via booster PCR. Nucleic Acids Res. 17, 5407)がある。
【０００７】
　他の接近方式も報告されているが、これらは、多様なエンハンサー化合物を利用してＰ
ＣＲの特異性を改善する。エンハンサー化合物には、効果的なアニーリング反応温度を増
加させる化学物質、ＤＮＡ結合蛋白質、商業的に利用可能な反応物質などが含まれる。し
かしながら、全てのＰＣＲにおいて成功が保障できる魔術的な添加剤はなく、アニーリン
グ温度のような多様な条件下で、他の添加物をテストすることは、非常に退屈な作業であ
る。たとえ上述の接近方式は、プライマーアニーリング特異性を改善するにある程度寄与
するとしても、上述の方法は、ＰＣＲ増幅に利用されるプライマーから招来される問題点
、例えば、非特異的生成物及び高いバックグラウンドに対する根本的な解決策にはならな
い。
【０００８】
　ＰＣＲ関連技術は、ターゲットＤＮＡ配列の増幅だけではなく、生物学と医学の研究分
野において多様な応用と方法に広く利用されており、例えば、逆転写酵素ＰＣＲ(RT-PCR)
、分別ディスプレイ(Differential Display)ＰＣＲ(DD-PCR)、知られたあるいは知られて
いない遺伝子のクローニング、ｃＤＮＡ末端の高速増幅(RACE)、アービトラリープライミ
ング(arbitrary priming)ＰＣＲ(AP-PCR)、マルチプレックス(multiplex)ＰＣＲ、ＳＮＰ
ゲノムタイピング、ＰＣＲ関与ゲノム分析(McPherson and Moller, (2000) PCR. BIOS Sc
ientific Publishers, Springer-Verlag New York Berlin Heidelberg, NY)がある。
【０００９】
　たとえ各方法毎に、改善された接近方法が次々と紹介されているが、上述のように核酸
増幅、特に、ＰＣＲ増幅過程を含むあらゆる方法及び技術は、利用されるプライマーの非
特異性から引き起こされる制限と問題点、例えば、偽陽結果(false positives)、再現可
能性の悪化、及び高いバックグラウンド問題から完全に自由になったわけではない。
【００１０】
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　一方、ＤＮＡ混成化は、分子生物学では基本的な過程であって、イオン強度、塩基組成
、核酸分子が結合する断片の長さ、ミスマッチ程度、及び変性剤の存在により影響を受け
る。このようなＤＮＡ混成化を利用した技術は、特異的核酸塩基配列決定に非常に有用で
あって、臨床診断、遺伝子関連研究、及び法医学的分析においても、非常に価値がある。
例えば、Wallance及び共同研究者らは、単一塩基変化のような微妙な配列差も、短いオリ
ゴマー(例えば、14-mer)を利用して十分区別でき、これが、β－グロビン遺伝子において
、点突然変異の分子的分析においてどのように適用されるかを提示した(Wallace, B.R., 
et al., (1981) The use of synthetic oligonucleotides as hybridization probes. Hy
bridization of oligonucleotides of mixed sequence to rabbit β-globin DNA. Nucle
ic Acids Res. 9, 879-894;及びConner, B.J., et al. (1983) Detection of sickle cel
l β-globin allele by hybridization with synthetic oligonucleotides. Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 80, 278-282)。
【００１１】
　相補的な鎖を正確に同定するオリゴヌクレオチド混成化方法の強力な力にも拘わらず、
この技術は未だに限界に直面している。オリゴヌクレオチドを含むハイブリッド(hybrid)
は、長い核酸のハイブリッドより非常に不安定であって、これは、低い融解温度で反映さ
れる。ハイブリッドの不安定性は、オリゴヌクレオチド混成化をデザインする時に考慮さ
れる最も重要な要素の一つである。完全にマッチされる相補体(complement)と、ただ一つ
の塩基がミスマッチされる相補体との安定性の差は、Ｔmｓ(二重体融解温度)において、
約０．５℃の差が発生する程度に非常に小さい。オリゴマーが短いほど(より複雑な混合
物において、相補的な鎖の同定を可能にする)、単一塩基ミスマッチが全体二重体の安定
性に及ぼす影響がさらに大きくなる。しかしながら、このような短いオリゴヌクレオチド
の短所は、これらが完全に相補的な配列に対しても弱く混成化されるということである。
したがって、このような点を考慮し、混成化は、減少された厳格条件で実施されなければ
ならなく、これは結局、混成化の特異性を大いに減少させる結果を招来する。
【００１２】
　オリゴヌクレオチド混成化の特異性を改善するための様々な試みがあった。高敏感性混
成化のために、ＤＮＡ塩基を化学的に変性する方法(Azhikina et al., Proc. Natl. Acad
. Sci., USA, 90:11460-11462(1993))、及びミスマッチを区別する能力を改善するために
、混成化を低い温度で長時間実施した後、洗浄する方法(Drmanac et al., DNA and Cell 
Biology, 9:527-534 (1990))が提案された。最近は、人為的なミスマッチを利用し、ＤＮ
Ａ混成化において、単一ヌクレオチド多形性(SNPs)の区別程度を増加できる他の方法が紹
介された(Guo et al., Nature Biotechnology, 15:331-5(1997))。また、米国特許第６，
０７７，６６８号、第６,３２９,１４４号、第６,１４０,０５４号、第６,３５０,５８０
号、第６,３０９,８２４号、第６,３４２,３５５号、及び第６，２６８，１２８号を含む
多数の米国特許は、混成化のためのプローブ及びそれの応用に関して開示している。開発
されたそれぞれの方法において、改善された接近が次々と紹介されているが、オリゴヌク
レオチド混成化を含む全ての方法及び技術は、非特異的オリゴヌクレオチド混成化による
制限及び問題から完全に自由ではない。
【００１３】
　さらに、スポッティング(spotting)及び基質上にオリゴヌクレオチドを固定化すること
、そして最適混成化条件の樹立失敗などのような人為的な要因は、混成化のネガティブデ
ータに影響を与える可能性がある。特に、間違った結果の影響は、高速スクリーニング(h
igh throughput screening method)により得られた結果において大きく現れる。スポッテ
ィング及び混成化に内在する人為的な要因は、オリゴヌクレオチド-基盤のDNAマイクロア
レイの大きい短所となる。
【００１４】
　また、向上された速度、敏感性、及び効率を有するＤＮＡ配列分析技術の開発は、生物
学研究においても非常に重要である。２０余年前に開発された伝統的なＤＮＡ配列化方法
(Sanger et al.Proc. Natl. Acad. Sci., 74:5463-5467)は、追加的な応用分野において
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、速度及び費用の側面で制限があった。そのため、様々な新しい技術が提案された。有望
な三つの方法には、混成化によるシーケンシング(Brain and Smith, J. Theor. Biol., 1
35:303-307(1988); Dramanac et al., Genomics, 4:114-128(1989); Sourthern, E.M. Pa
tent WO/10977(1989))、連結(ligation)と切断(cleavage)に基づいたparallel signature
 sequencing(Brenner et al., Proc. Natl. Acad Sci., 97:1665-1670(2000))、及びパイ
ロシーケンシング(pyrosequencing)(Ronaghi et al., Anal. Biochem., 242:84-89(1996)
; Science 281:363-365(1998))などがある。前記技術において、シーケンシングの成功可
否は、絶対的にシーケンシングプライマーのターゲット核酸に対する混成化特異性に依存
する。シーケンシングプライマーの混成化特異性を考慮すると、現在の方法等は、シーケ
ンシング反応を行うために入れる鋳型核酸の長さにおいて制限がある。一般に、シーケン
シングプライマーの特異的混成化後、伸長するためには、好ましくは数百塩基対より小さ
い核酸鋳型を使用してシーケンシング反応が行われる。
【００１５】
　しかしながら、進歩された研究のためには、増加された速度、敏感性、大容量化された
ＤＮＡシーケンシングが、核酸鋳型の大きさにより制限されてはいけない。このような観
点で、シーケンシングプライマーが高い特異性でターゲット核酸と混成化されたら、核酸
鋳型のポピュレーションから一つのターゲット核酸の直接的なシーケンシングが可能であ
る。
【００１６】
　本明細書全体にかけて多数の特許文献及び論文が参照されて、その引用が表示されてい
る。引用された特許文献及び論文の開示内容は、その全体が本明細書に参照として取り込
まれ、本発明の属する技術分野の水準及び本発明の内容がより明確に説明される。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明者は、プライマーまたはプローブとして使用された従来のオリゴヌクレオチド、
そして核酸混成化過程が含まれた数々の方法の問題点と短所を除去するために、より高い
特異性で鋳型依存的反応を行う二重特異性オリゴヌクレオチドを発明し、オリゴヌクレオ
チド混成化またはアニーリングを含む様々な方法において、これの優れた応用性を究明し
た。
【００１８】
　したがって、本発明の目的は、二重特異性オリゴヌクレオチドを用いて鋳型依存的伸長
反応により核酸分子を製造する方法を提供することにある。
【００１９】
　本発明の他の目的は、１つのＤＮＡまたは核酸混合物においてターゲット核酸配列を選
択的に増幅させる方法を提供することにある。
【００２０】
　本発明のまた他の目的は、同一な反応において、２つ以上のプライマー対を使用し、同
時に２つ以上のターゲットヌクレオチド配列を増幅する方法を提供することにある。
【００２１】
　本発明の他の目的は、一つのＤＮＡまたは核酸混合物において核酸分子をシーケンシン
グするための方法を提供することにある。
【００２２】
　本発明のまた他の目的は、遺伝的多様性を有する核酸分子を、鋳型依存的伸長反応によ
り検出する方法を提供することにある。
【００２３】
　本発明の他の目的は、二重特異性オリゴヌクレオチド－固定マイクロアレイを使用し、
核酸試料においてターゲットヌクレオチド配列を検出する方法を提供することにある。
【００２４】
　本発明のまた他の目的は、鋳型依存的伸長反応により、核酸分子を製造するための二重
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特異性オリゴヌクレオチドを提供することにある。
【００２５】
　本発明の他の目的は、オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性が、オリゴヌクレオチ
ド構造を通じて二重に決定されるようにする方法を提供することにある。
【００２６】
　本発明のまた他の目的は、オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を改善させるため
の方法を提供することにある。
【００２７】
　本発明の他の目的及び利点は、発明の詳細な説明、請求の範囲及び図面により、さらに
明確にされる。
【課題を解決するための手段】
【００２８】
　本発明は、(a)二重特異性オリゴヌクレオチドを利用した多様な方法、及び(b)前記方法
に利用される二重特異性オリゴヌクレオチドに関するものである。本発明の二重特異性オ
リゴヌクレオチド(以下、“DS oligo”という)は、改善された特異性でプライマーまたは
プローブがターゲット核酸にアニーリングされるようにして、核酸増幅(特に、PCR)の特
異性及び混成化反応を大いに改善できるようにする。
【００２９】
　二重特異性オリゴヌクレオチド(DS oligo)
　本発明の一様態によると、本発明は、下記の一般式１で示されて、鋳型依存的伸長反応
により核酸分子を合成するための二重特異性オリゴヌクレオチドを提供する：
　［式１］
５’－Ｘp－Ｙq－Ｚr－３’
　Ｘpは、混成化される鋳型核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド
配列を有する５’－高Ｔm特異性部位を示して、Ｙqは、少なくとも２つのユニバーサル塩
基を含む分割部位を示し、Ｚrは、鋳型核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌ
クレオチド配列を有する３’－低Ｔm特異性部位を示して、ｐ、ｑ、及びｒは、ヌクレオ
チドの個数であり、Ｘ、Ｙ、及びＺは、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチ
ドであって、前記５’－高Ｔm特異性部位のTmは、前記３’－低Ｔm特異性部位のＴmより
高く、前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位は、前
記５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記鋳型核酸にアニーリングされる
条件下で、非塩基対バブル構造を形成し、前記鋳型核酸に対するアニーリング特異性側面
において、前記５’－高Ｔm特異性部位が３’－低Ｔm特異性部位から分離されるようにし
て、前記オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性は、５’－高Ｔm特異性部位及び３’
－低Ｔm特異性部位の両方ともにより決定され、前記オリゴヌクレオチドの全体アニーリ
ング特異性が増加される。
【００３０】
　ＤＳオリゴヌクレオチド(以下、“DS oligo”という)を言及しながら使用される用語“
二重特異性(dual specificity)”は、ＤＳオリゴヌクレオチドの特徴を表現するための造
語であって、ターゲット配列に対するＤＳオリゴヌクレオチドのアニーリング特異性が、
分離された二つの部位、即ち、５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位により
二重に決定されることを意味する。一般に、プライマーまたはプローブのアニーリング特
異性は、その連続する全体配列により支配される。その反面、DS oligoのアニーリング特
異性は、分割部位により分離された二つの部位(５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm

特異性部位)により二重に決定されて、前記三つの部位は、一つのオリゴヌクレオチド配
列内に位置する。このような二重特異性は、DS oligoがプライマー及びプローブとしてさ
らに高い特異性を示すようにして、これは、従来技術に対して、本発明が新規性及び進歩
性を有するようにする。
【００３１】
　一方、本発明者は、ＷＯ ０３/０５０３０３に開示のように、アニーリング特異性を増
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加させるために、既にＡＣＰ(annealing control primer)を開発したことがあり、前記特
許文献の教示内容は、本明細書に参照として取り込まれる。本発明のDS oligoは、以下の
ような側面において、ＡＣＰと明らかに異なる：(i)DS oligoは、ターゲット配列と混成
化されるように、二つの特異性部位を有するが、ＡＣＰは、一つの特異性部位を有して；
(ii)DS oligoにおける三つの部位は、Ｔm側面で明確に区別される反面、ＡＣＰにおける
部位は、そうではなく；(iii)ＤＳプライマーは、５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm

特異性部位部位とでアニーリングが発生する時にのみ、鋳型に相補的な核酸分子を合成す
るために伸長される反面、ＡＣＰは、３’－末端部位にアニーリングが発生する場合にも
伸長されて；(iv)したがって、DS oligoの伸長または混成化特異性は、二つの分割された
部位、即ち５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位により二重に決定されるが
、ＡＣＰの場合は、ただ３’－末端部位のみにより支配される。したがって、DS oligoの
ターゲット配列に対するアニーリングまたは混成化特異性は、ＡＰＣより遥かに大きく、
これは、DS oligoがＡＣＰに対して新規且つ進歩的であることを示す。 
【００３２】
　DS oligoの格別な特徴は、一つのオリゴヌクレオチド分子内に、区分される特徴を有す
る三つの部位を有することである：５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、及
び分割部位。
【００３３】
　DS oligoは、鋳型依存的伸長反応を含む多様な方法と分析に有用である。本明細書に使
用された用語“鋳型依存的伸長反応(template-dependent extension reaction)”は、タ
ーゲット配列に混成化されたオリゴヌクレオチド分子を伸長する反応を意味し、これは、
オリゴヌクレオチドの末端に連続的なヌクレオチドを結合してなり、この場合伸長された
配列は、相補的な鋳型配列により決定される。
【００３４】
　DS oligoの混成化(アニーリング)特異性を説明する原理の代表的な例は、図１Ａに示さ
れている。図１Ａを参照すると、DS oligoがより詳細に説明される。
【００３５】
　DS oligoの５’－高Ｔm特異性部位のみが鋳型にアニーリングされる場合、前記部位は
、鋳型依存的伸長のためのプライミング位置として作用できず、結局伸長反応が発生しな
い。
【００３６】
　DS oligoの５’－高Ｔm特異性部位は、非ターゲット配列にアニーリングされる反面、
より短い配列を有する３’－低Ｔm特異性部位は、非ターゲット配列にアニーリングしな
い。その理由は、５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位は、アニーリング側
面で、分割部位により分離されるからである。即ち、３’－低Ｔm特異性部位は、５’－
高Ｔm特異性部位とは相対的に独立的な方式でアニーリングに関与し、３’－低Ｔm特異性
部位のアニーリングは、５’－高Ｔm特異性部位のアニーリングによる影響をより少しし
か受けない。このような脈絡で、３’－低Ｔm特異性部位が非ターゲット配列にアニーリ
ングする可能性は、非常に低い。
【００３７】
　３’－低Ｔm特異性部位のみが非ターゲット位置に相補的な配列を有する場合は、特定
の高い厳格条件、例えば、５’－高Ｔm特異性部位のアニーリングのための厳格条件では
アニーリングが起こらない。好ましい具現例によると、３’－低Ｔm特異性部位のＴmより
高いアニーリング温度を有する厳格条件下で、DS oligoを使用して鋳型依存的伸長反応を
実施することが有利である。
【００３８】
　５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位が両方とも鋳型に実質的に相補的な
配列を有する場合、DS oligoはその鋳型にアニーリングされることができて、これにより
、成功的な伸長反応が発生する。
【００３９】
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　理論に拘束されずに判断すると、分割部位は、３’－低Ｔm特異性部位を、アニーリン
グ条件(例えば、温度及び配列相補性)にさらに敏感になるようにすると判断される。した
がって、３’－低Ｔm特異性部位と非ターゲット配列との間に非特異的混成化が生じる可
能性は、特定アニーリング(または厳格)条件下でさらに低くなる。５’－高Ｔm特異性部
位だけではなく、３’－低Ｔm特異性部位がそのターゲット配列にアニーリングされる場
合、３’－低Ｔm特異性部位の３’－末端は、ＤＮＡ重合酵素により伸長される位置を作
る。
【００４０】
　本明細書で使用する用語“オリゴヌクレオチド(oligonucleotide)”は、天然のまたは
変形されたモノマーまたは連鎖(linkages)の線形オリゴマーを意味し、デオキシリボヌク
レオチド及びリボヌクレオチドを含み、ターゲットヌクレオチド配列に特異的に混成化で
きて、天然的に存在するかあるいは人為的に合成されるものである。オリゴヌクレオチド
は、混成化において、最大効率のために、好ましくは一本鎖である。好ましくは、オリゴ
ヌクレオチドは、オリゴデオキシリボヌクレオチドである。本発明のオリゴヌクレオチド
は、天然(naturally occurring)dNMP(即ち、dAMP, dGMP, dCMP及びdTMP)、ヌクレオチド
類似体または誘導体を含むことができる。また、オリゴヌクレオチドは、リボヌクレオチ
ドも含むことができる。例えば、本発明のオリゴヌクレオチドは、骨格変形されたヌクレ
オチド、例えば、ペプチド核酸(PNA)(M. Egholm et al., Nature, 365:566-568(1993))、
ホスホロチオエートＤＮＡ、ホスホロジチオエートＤＮＡ、ホスホルアミデードＤＮＡ(p
hosphoramidate　DNA)、アミド-連結されたＤＮＡ、ＭＭＩ-連結されたＤＮＡ、２’－Ｏ
－メチルＲＮＡ、アルファ-ＤＮＡ及びメチルホスホン酸ＤＮＡ、糖変形されたヌクレオ
チド例えば、２’－Ｏ－メチルＲＮＡ、２’－フルオロＲＮＡ、２’－アミノＲＮＡ、２
’－Ｏ－アルキルＤＮＡ、２’－Ｏ－アリルＤＮＡ、２’－Ｏ－アルキニルＤＮＡ、ヘキ
ソースＤＮＡ、ピラノシルＲＮＡ及びアンヒドロヘキシトールＤＮＡ(anhydrohexitol DN
A)、及び塩基変形を有するヌクレオチド例えば、Ｃ－５置換されたピリミジン(置換基は
、フルオロ－、ブロモ－、クロロ－、ヨード－、メチル－、エチル－、ビニル－、ホルミ
ル－、エチニル－、プロピニル－、アルキニル－、チアゾリル－、イミダゾリル－、ピリ
ジル－含み)、Ｃ－７置換基を有する７－デアザプリン(置換基は、フルオロ－、ブロモ－
、クロロ－、ヨード－、メチル－、エチル－、ビニル－、ホルミル－、アルキニル－、ア
ルケニル－、チアゾリル－、イミダゾリル－、ピリジル－)、イノシン及びジアミノプリ
ンを含むことができる。
【００４１】
　本明細書で使用される用語“プライマー”は、オリゴヌクレオチドを意味するもので、
核酸鎖(鋳型)に相補的なプライマー伸長産物の合成が誘導される条件、即ち、ヌクレオチ
ドとＤＮＡ重合酵素のような重合剤の存在、そして適合な温度とｐＨの条件で、合成の開
始点として作用できる。増幅の最大効率のために、好ましくは、プライマーは一本鎖であ
る。好ましくは、プライマーは、デオキシリボヌクレオチドである。本発明のプライマー
は、天然(naturally occurring)dNMP(即ち、dAMP, dGMP, dCMP及びdTMP)、変形ヌクレオ
チドまたは非天然ヌクレオチドを含むことができる。また、プライマーは、リボヌクレオ
チドも含むことができる。
【００４２】
　プライマーは、重合剤の存在下で伸長産物の合成をプライミングさせることができる程
度に十分長くなければならない。プライマーの適合した長さは、多数の要素、例えば、温
度、応用分野及びプライマーのソース(source)により決定される。用語、“アニーリング
”または“プライミング”は、鋳型核酸に、オリゴデオキシヌクレオチドまたは核酸が並
置(apposition)されることを意味し、前記並置は、重合酵素がヌクレオチドを重合させて
、鋳型核酸またはそれの一部分に相補的な核酸分子を形成するようにする。本発明の用語
“混成化(hybridization)”は、相補的な一本鎖核酸から二本鎖核酸を形成することを意
味する。用語“アニーリング”と“混成化”とは同じ意味で、本明細書で混用される。
【００４３】
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　本明細書で使用された用語“プローブ(probe)”は、ターゲットヌクレオチド配列に実
質的に部位を含む一本鎖核酸分子である。
【００４４】
　本発明において、本発明のDS oligoを言及しながら使用する用語“部位(portion)”は
、分割部位により分離されるヌクレオチド配列を意味する。用語“５’－高Ｔm特異性部
位(5'-high Tm specificity portion)”または用語“３’－低Ｔm特異性部位(3'-low Tm 
specificity portion)”は、それぞれ本発明のDS oligoの５’－末端と３’－末端におけ
るヌクレオチド配列を意味し、これは、分割部位により分離される。DS oligoを言及しな
がら使用する用語“５’－高Ｔm特異性部位”は、３つの部位のうち、最も高いＴmを有し
て、鋳型核酸の一位置に対し実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有する部位を意
味する。DS oligoと関連し、“３’－低Ｔm特異性部位”は、５’－高Ｔm特異性部位より
は低いＴmを有するが、分割部位よりは高いＴmを有して、鋳型核酸の一位置に対し、実質
的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有する部位を意味する。
【００４５】
　本発明で使用する用語“Ｔm”は、核酸二本鎖分子の半分が一本鎖となる溶融温度(melt
ing temperature)を意味する。DS oligoの部位を言及しながら使用される用語“高Ｔm”
及び“低Ｔm”は、絶対Ｔm値ではなく、相対Ｔm値を意味する。即ち、５’－高Ｔm特異性
部位のＴmが３’－低Ｔm特異性部位のＴmより相対的に高いことが要求されるだけである
。
【００４６】
　前記５’－高Ｔm特異性部位 と３’－低Ｔm特異性部位は、混成化される鋳型核酸の一
位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有するようにデザインされる。
DS oligoと関連して使用される用語“実質的に相補的な (substantially complementary)
”は、オリゴヌクレオチドが十分相補的であるため、指定されたアニーリング条件または
厳格条件下で、選択的に鋳型核酸配列に混成化され得て、アニーリングされたオリゴヌク
レオチドが重合酵素により伸長され、鋳型に相補的なコピーを形成することができること
を意味する。したがって、この用語は、“完全に相補的な”またはこれに係わる用語とは
異なる意味を有する。DS oligoの５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位は、
前記DS oligoがプライマーまたはプローブとして作用できる範囲内で、鋳型に対し一つ以
上のミスマッチを有することができる。最も好ましくは、DS oligoの５’－高Ｔm特異性
部位及び/または３’－低Ｔm特異性部位は、鋳型の一位置に対して完全に相補的な、即ち
、ミスマッチのないヌクレオチド配列を有する。
【００４７】
　DS oligoの成功的な実施のために、５’－高Ｔm特異性部位のＴmが３’－低Ｔm特異性
部位のＴmより高くなければならない。好ましくは、５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、４
０～８０℃、より好ましくは、４０～７５℃、さらに好ましくは、５０～６８℃、最も好
ましくは、５０～６５℃である。好ましくは、３’－低Ｔm特異性部位のＴmは、１０～４
０℃、より好ましくは、１５～４０℃、最も好ましくは、２０～３５℃である。好ましく
は、５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、３’－低Ｔm特異性部位のＴmより少なくとも３℃高
く、より好ましくは、少なくとも１０℃、さらに好ましくは、少なくとも１５℃、最も好
ましくは、少なくとも２０℃高い。 有利にするためには、５’－高Ｔm特異性部位のＴm

は、３’－低Ｔm特異性部位のＴmより５～７０℃高く、好ましくは、１０～７０℃、より
好ましくは、１０～６０℃、さらに好ましくは、１０～５０℃、よりさらに好ましくは、
１０～４０℃、最も好ましくは、２０～４０℃高い。
【００４８】
　好ましい具現例によると、５’－高Ｔm特異性部位は、３’－低Ｔm特異性部位より長い
。５’－高Ｔm特異性部位は、好ましくは、１５～４０ヌクレオチド長を有して、より好
ましくは、１５～３０ヌクレオチド、最も好ましくは、２０～２５ヌクレオチド長を有す
る。３’－低Ｔm特異性部位は、好ましくは、３～１５ヌクレオチド長を有して、より好
ましくは、５～１５ヌクレオチド、最も好ましくは、６～１２ヌクレオチド長を有する。
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【００４９】
　少なくとも２つのユニバーサル塩基を含む分割部位は、DS oligoの利点と特徴を決定す
る一つの要素である。本明細書で使用される用語、“ユニバーサル塩基(universal base)
”は、天然のＤＮＡ/ＲＮＡ塩基に対し、 区別なく天然のＤＮＡ/ＲＮＡ塩基のそれぞれ
と塩基対を形成することができる塩基を意味する。
【００５０】
　縮退性プライマーにおいて不確実な位置のヌクレオチドがユニバーサル塩基により置換
されることは、公知のことであり、前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン(Ohtsuka
 et al, (1985) J. Biol. Chem. 260, 2605-2608; Sakanari et al., (1989) Proc. Natl
. Acad. Sci. 86, 4863-4867)、１－(２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフラノシル)－３－
ニトロピロール(Nichols et al.,(1994) Nature 369, 492-493)及び5－ニトロインドール
(Loakes and Brown, (1994) Nucleic Acids Res. 22, 4039-4043)を含み、前記塩基は、
４種の従来の塩基と非特異的に塩基対を成すため、縮退性プライマーのデザインに係わる
問題点を解決するに利用される。しかしながら、このようなユニバーサル塩基が、アニー
リング(混成化)または増幅の間にバブル構造を生成し、その時、二つの反対隣接した配列
を分離するようにオリゴヌクレオチド分子において一つの部位を形成し、結局、二つの分
割特異性(アニーリング)部分を通じて、二重特異性により、ターゲット配列にプライマー
またはプローブのアニーリング特異性を増加させることができるという研究は、未だにな
い。
【００５１】
　好ましい具現例によると、分割部位の前記ユニバーサル塩基は、デオキシイノシン、イ
ノシン、７－デアザ－２’－デオキシイノシン、２－アザ－２’－デオキシイノシン、２
’－ＯＭｅイノシン、２’－Ｆイノシン、デオキシ３－ニトロピロール、３－ニトロピロ
ール、２’－ＯＭｅ３－ニトロピロール、２’－Ｆ３－ニトロピロール、１－(２’－デ
オキシ－β－Ｄ－リボフラノシル)－３－ニトロピロール、デオキシ５－ニトロインドー
ル、５－ニトロインドール、２’－ＯＭｅ５－ニトロインドール、２’－Ｆ５－ニトロイ
ンドール、デオキシ４－ニトロベンズイミダゾール、４－ニトロベンズイミダゾール、デ
オキシ４－アミノベンズイミダゾール、４－アミノベンズイミダゾール、デオキシネブラ
リン、２’－Ｆネブラリン、２’－Ｆ４－ニトロベンズイミダゾール、ＰＮＡ－５－イン
トロインドール、ＰＮＡ－ネブラリン、ＰＮＡ－イノシン、ＰＮＡ－４－ニトロベンズイ
ミダゾール、ＰＮＡ－３－ニトロピロール、モルフォリノ－５－ニトロインドール、モル
フォリノ－ネブラリン、モルフォリノ－イノシン、モルフォリノ－４－ニトロベンズイミ
ダゾール、モルフォリノ－３－ニトロピロール、ホスホルアミデート－５－ニトロインド
ール、ホスホルアミデート－ネブラリン、ホスホルアミデート－イノシン、ホスホルアミ
デート－４－ニトロベンズイミダゾール、ホスホルアミデート－３－ニトロピロール、２
’－Ｏ－メトキシエチルイノシン、２’－Ｏ－メトキシエチルネブラリン、２’－Ｏ－メ
トキシエチル５－ニトロインドール、２’－Ｏ－メトキシエチル４－ニトロ－ベンズイミ
ダゾール、２’－Ｏ－メトキシエチル３－ニトロピロール、及び前記塩基の組み合せから
なる群から選択される。より好ましくは、前記ユニバーサル塩基または非区別性塩基類似
体は、デオキシイノシン、１－(２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフラノシル)－３－ニトロ
ピロール、または５－ニトロインドールであり、最も好ましくは、デオキシイノシンであ
る。
【００５２】
　分割部位において、前記ユニバーサル塩基は、連続的な方式により含まれるか、または
ｄＮＭＰｓのような他のヌクレオチドと共に間欠的に含まれる。好ましくは、前記分割部
位は、ユニバーサル塩基、好ましくは、デオキシイノシンを有するヌクレオチドの連続配
列を含む。
【００５３】
　DS oligoにおいて、分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有することが必須
的であって、これにより、５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が鋳型核酸に
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アニーリングされる条件下で、分割部位は非塩基対バブル構造を形成し、鋳型核酸に対す
るアニーリング特異性側面で、５’－高Ｔm特異性部位は３’－低Ｔm特異性部位から分離
され、結局前記オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性は、５’－高Ｔm特異性部位及
び３’－低Ｔm特異性部位により二重に決定され、オリゴヌクレオチドの全体アニーリン
グ特異性が非常に改善される。好ましくは、分割部位のＴmは、３～１５℃であり、より
好ましくは、４～１５℃であって、最も好ましくは、５～１０℃である。
【００５４】
　好ましい具現例によると、５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位との間の分
割部位は、少なくとも３個のユニバーサル塩基を含み、より好ましくは、少なくとも４個
のユニバーサル塩基を、そして最も好ましくは、少なくとも５個のユニバーサル塩基を含
む。好ましい具現例によると、前記分割部位は、２～１０個のユニバーサル塩基を含み、
より好ましくは、３～１０個のユニバーサル塩基を、さらに好ましくは、４～８個のユニ
バーサル塩基を、最も好ましくは、５～７個のユニバーサル塩基を含む。
【００５５】
　より長い配列を有するプライマーまたはプローブが必要な場合、DS oligoの利点は、最
も著しい。例えば、従来技術によると、混成化配列として３５ｂｐ以上のヌクレオチド配
列を有するプライマーは、非特異的増幅物(amplicon)を生成しやすい。その反面、DS oli
goは、長い配列を有する場合も、特異的増幅物のみを生成するが、その理由は、DS oligo
が鋳型との相互作用(即ち、アニーリング)側面で、それぞれ分離された２つの混成化配列
(即ち、５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位)を有するからである。例えば
、DS oligoは、ターゲット配列に相補的な３５～４５ｂｐの混成化配列を含むことができ
る。このような観点から、本発明は、従来プライマーデザイン戦略では非実用的であると
みなされる、より長い配列を有するプライマーをデザインできるようにするということが
分かる。
【００５６】
　好ましい具現例によると、前記５’－高Ｔm特異性部位は、１５～２５ヌクレオチド長
、前記分割部位は、３～１０ヌクレオチド長、そして前記３’－低Ｔm特異性部位は、３
～１５ヌクレオチド長を有する
【００５７】
　より好ましくは、前記５’－高Ｔm特異性部位は、１５～２５ヌクレオチド長、前記分
割部位は、３～１０ヌクレオチド長、及び前記３’－低Ｔm特異性部位は、５～１５ヌク
レオチド長を有する。最も好ましくは、前記５’－高Ｔm特異性部位は、１５～２５ヌク
レオチド長、前記分割部位は、５～７ヌクレオチド長、そして前記３’－低Ｔm特異性部
位は、６～１０ヌクレオチド長を有する。実施例に説明された典型的且つ例示的なDS oli
goによると、 ５’－高Ｔm特異性部位は、約２０ヌクレオチド長であり、分割部位は、約
５ヌクレオチド長であって、３’－低Ｔm特異性部位は、約８～１０ヌクレオチド長であ
る。
【００５８】
　最も好ましい具現例において、DS oligoは、次の一般式で示される：５’－Ｘp－(ｄＩ
)q－Ｚｒ－３’(Ｘp及びＺrの定義及び特徴は、上述のようであり、ｄＩは、デオキシイ
ノシンを、(ｄＩ)qは、ユニバーサル塩基を有するヌクレオチドの連続配列を含む分割部
位を示し、ｑは、５～７の整数である)。
【００５９】
　面白いことは、ターゲット配列に対するミスマッチを許容(tolerate)する厳格条件下で
、本発明のDS oligoは、ミスマッチ許容性を有するということである。
【００６０】
　DS oligoのミスマッチ許容性を支配する原理に対する構造的代表例は、図１Ｂに示され
ている。５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位とのいずれも鋳型にアニーリン
グされる条件下で、５’－高Ｔm特異性部位では、１個以上、好ましくは１個～３個の塩
基ミスマッチが許容される。３’－低Ｔm特異性部位では、１個以上、好ましくは１個～
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２個の塩基ミスマッチが、５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位とのいずれも
鋳型にアニーリングされる条件下で許容され得る。また、５’－高Ｔm特異性部位及び３
’－低Ｔm特異性部位のいずれも鋳型にアニーリングされる条件下で、５’－高Ｔm特異性
部位及び３’－低Ｔm特異性部位では１個以上、好ましくは、１個～５個の塩基ミスマッ
チが許容され得る。 
【００６１】
　DS oligoにミスマッチ許容性を付加するために、アニーリング条件、特にアニーリング
温度が重要である。３’－低Ｔm特異性部位単独によってはアニーリングが発生しない条
件でアニーリングが実施されて、５’－高Ｔm特異性部位及び/または３’－低Ｔm特異性
部位がターゲット位置に対して一つ以上(しかし制限された数)のミスマッチ塩基を有する
場合、全ての部位によるアニーリングが発生する。ミスマッチ許容性を有するDS oligoは
、遺伝的多様性を有するヌクレオチド配列を増幅するか検出するために要求される。ミス
マッチ許容性を有するDS oligoは、遺伝的多様性を示すターゲット配列にアニーリングで
きて、結局成功的な増幅と目的のヌクレオチドを検出できるようにする。即ち、もともと
アニーリングと混成化の特異性を劇的に増加させるために開発されたDS oligoは、アニー
リングまたは厳格条件が好適に調節される条件下で、ミスマッチ許容を要求する方法にお
いても使用することができる。
【００６２】
　本発明の他の様態によると、本発明は、以下の段階を含む、オリゴヌクレオチドのアニ
ーリング特異性をオリゴヌクレオチドの構造により二重的に決定されるようにする方法を
提供する：(a)ターゲット核酸配列を選択する段階、(b)(i)前記ターゲット核酸に実質的
に相補的な混成化配列と(ii)少なくとも二つのユニバーサル塩基を含む分割部位とを有す
るオリゴヌクレオチドの配列をデザインして、前記分割部位が前記混成化配列間に入り込
み(intervene)、前記オリゴヌクレオチドにおいて３つの部位を形成するようにする段階
、そして(c)前記分割部位の５’－方向側の部位は、分割部位の３’－方向側部位より高
いＴmを有して、前記分割部位が前記三つの部位のうち最も低いＴmを有するように、前記
オリゴヌクレオチドにおいて前記分割部位の位置を決定する段階であって、これにより、
(i)前記オリゴヌクレオチドの５’－高Ｔm特異性部位は、前記ターゲット核酸に実質的に
相補的な混成化ヌクレオチド配列を有し、(ii)前記オリゴヌクレオチドの３’－低Ｔm特
異性部位は、前記ターゲット核酸に実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、
(iii)前記５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位との間の前記分割部位は、少
なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’
－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、前記分割部位は、３つの部位のうち最も低いＴmを有
して、互いに異なるＴm値を有する３つの区分された部位を有するオリゴヌクレオチドを
提供して、上記の構成により、前記オリゴヌクレオチドのターゲット核酸に対するアニー
リング特異性は、前記５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位により二重に決
定される。
【００６３】
　本方法は、オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を劇的に増加させて、ターゲット
配列と混成化されるようにする新しい接近を提供する。また、本方法は、オリゴヌクレオ
チドのアニーリング特異性を改善するための方法として表現できる。さらに、本発明は、
ターゲット配列に混成化されるオリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を改善するため
に、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含む分割部位を使用する方法として表現できる
。
【００６４】
　本発明は、上述のDS oligoを製造するために利用される。したがって、不要な重複記載
を避けるために、共通内容は、その記載を省略するが、その共通内容は、本発明の方法の
詳細な説明に取り込まれる。
【００６５】
　プライマーやプローブをデザインするために、従来の大部分の方法は、ターゲット配列
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に混成化できる配列のみを使用する。また、オリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を
増加させるために、従来は、温度とイオン濃度のような、増幅または混成化条件を調節し
た。
【００６６】
　その反面、本発明の方法は、オリゴヌクレオチド自体に新しい特徴を導入することによ
り、アニーリング特異性を増加させる新しい戦略を提供する。オリゴヌクレオチドのアニ
ーリング特異性が二重に決定できることと関連し、本明細書で使用される用語“オリゴヌ
クレオチド構造により(through a structure of the oligonucleotide)”は、アニーリン
グ特異性が二重的に決定されるようにする新しい特徴をオリゴヌクレオチドに付与するこ
とにより、オリゴヌクレオチドの構造がオリゴヌクレオチドのアニーリング特異性に大き
く寄与することを意味する。
【００６７】
　本発明の方法において、(i)ターゲット核酸に実質的に相補的な混成化配列及び(ii)少
なくとも２つのユニバーサル塩基を含む分割部位を有するオリゴヌクレオチドの配列をデ
ザインすることが重要である。この段階において、前記オリゴヌクレオチドの構造輪郭は
、５’－末端部位/分割部位/３’－末端部位として表れる。５’－末端及び３’－末端は
、ターゲット核酸に実質的に相補的な混成化配列を有して、分割部位がその間に入り込む
(intervene)。
【００６８】
　本発明において最も重要な段階は、分割部位の５’－方向側の部位が分割部位の３’－
方向側部位より高いＴmを有して、前記分割部位は、前記三つの部位のうち、最も低いＴm

を有するように、前記オリゴヌクレオチドにおいて前記分割部位の位置を決定する段階で
あって、これにより異なるＴm値を有する三つの区分された部位を有するオリゴヌクレオ
チドが提供される。
【００６９】
　本発明によりオリゴヌクレオチド内に挿入された新しい構造的特徴は、次のようである
：(i)オリゴヌクレオチド配列内の三つの区分された部位(５’－高Ｔm特異性部位、分割
部位、及び３’－低Ｔm特異性部位)；(ii)三つの部位の互いに異なるＴm値；(iii)５’－
高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位との間に位置し、少なくとも２つのユニバーサ
ル塩基を含む分割部位；(iv)分割部位によりアニーリング側面で分離され、アニーリング
段階でターゲットと相互作用する２つの部位；(v)５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm

特異性部位、及び分割部位順のＴm値。このような構造的特徴は、本発明により最終的に
提供されるオリゴヌクレオチドのアニーリング特異性が５’－高Ｔm特異性部位及び３’
－低Ｔm特異性部位により二重的に決定されるようにして、これは、ターゲット配列に対
するオリゴヌクレオチドのアニーリング特異性を大きく増加させる。
【００７０】
　本発明の方法によりデザインされて製造されたオリゴヌクレオチドは、上述の三つの部
位を有しないものに比べ、非常に高いアニーリング特異性を示す。
【００７１】
　DS oligoの特徴と利点は、次のように説明できる：
(a)DS oligoの分割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、これはDS oligo
において最も低いＴmを生成するようにして、５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異
性部位が鋳型核酸にアニーリングされる条件下で、非塩基対バブル構造を形成するように
する。このような非塩基対バブル構造は、アニーリング特異性側面で５’－高Ｔm特異性
部位が３’－低Ｔm特異性部位から分離されるようにして；
(b)５’－高Ｔm特異性部位のＴmが３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、分割部位は、
最も低いＴmを有して、この特徴は、３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニーリングが発
生しない厳格条件を設定することを可能にして；
(c)したがって、DS oligoの全体的アニーリング特異性は、５’－高Ｔm特異性部位及び３
’－低Ｔm特異性部位により二重に決定されて；
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(d)結局、DS oligoの全体アニーリング特異性は、大いに増加される。
【００７２】
　本発明のDS oligoは、多様な分野(i)Miller, H. I.方法(WO 89/06700)及びDavey, C.ら
(EP 329,822)、リガーゼ連鎖反応(LCR, Wu, D.Y. et al., Genomics 4:560 (1989))、重
合酵素リガーゼ連鎖反応(Barany, PCR Methods and Applic., 1:5-16(1991)), ギャップ
－ＬＣＲ(WO 90/01069)、復旧連鎖反応(EP 439,182)、３ＳＲ(Kwoh et al., PNAS, USA, 
86:1173(1989))、及びＮＡＳＢＡ(U.S. Pat. No. 5,130,238)などのようなプライマー関
連核酸増幅方法と、(ii)サイクルシーケンシング(Kretz et al., (1994) Cycle sequenci
ng. PCR Methods Appl. 3:S107-S112)、及びパイロシーケンシング(Ronaghi et al., (19
96) Anal. Biochem., 242:84-89;及び(1998) Science 281:363-365)などのようなプライ
マー伸長関連技術、及び(iii)オリゴヌクレオチドマイクロアレイを使用したターゲット
ヌクレオチド配列の探知のような混成化関連技術において、非常に有用である。
【００７３】
　本発明のDS oligoは、多様な核酸増幅、シーケンシング及び混成化関連技術に適用でき
る。以下、DS oligoの応用性を立証する代表的な例を示す。
【００７４】
　I．核酸分子の製造に応用
　本発明の他の様態によると、本発明は、次の段階を含む二重特異性オリゴヌクレオチド
を用いて鋳型依存的伸長反応により核酸分子を製造する方法を提供する：
(a)前記二重特異性オリゴヌクレオチドを鋳型核酸分子にアニーリングさせる段階であっ
て、前記二重特異性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位(5’-high Tm specif
icity portion)、３’－低Ｔm特異性部位(3’-low Tm specificity portion)、及び分割
部位(separation portion)の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成
化される前記鋳型核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有し
て、前記分割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異
性部位は、前記鋳型核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有
して、前記５’－高Ｔm特異性部位のTmは、前記３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、
前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位は、前記５’
－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記鋳型核酸にアニーリングされる条件下
で、非塩基対バブル構造を形成し、前記アニーリングは、３’－低Ｔm特異性部位単独に
よるアニーリングが生じない条件下で実施されて、
(b)前記二重特異性オリゴヌクレオチドを伸長して前記鋳型核酸分子に相補的な核酸分子
を製造する段階。
【００７５】
　本発明の製造方法は、本発明のDS oligoを利用するため、不要な重複記載による過度な
る複雑性を避けるために、共通事項は、その記載を省略する。
【００７６】
　DS oligoを使用する本発明の応用は、アニーリングと伸長段階を含む鋳型依存的伸長反
応により、ターゲット配列に相補的な核酸配列を選択的に製造する、改善された方法を提
供する。特に、ターゲット配列に相補的な核酸配列の製造は、アニーリング、伸長、及び
変性過程を含む鋳型依存的伸長反応の過程を繰り返すことによりなされる。
【００７７】
　本発明の方法は、鋳型核酸分子に相補的な核酸分子を製造するために使用できる。その
ような分子はＤＮＡまたはＲＮＡである。前記分子は、二本鎖または一本鎖の形態である
。出発物質としての核酸が二本鎖である場合、二つの鎖を一本鎖に、または部分的な一本
鎖形態にすることが好ましい。鎖を分離する方法は、熱、アルカリ、ホルムアミド、ウレ
ア及びグリコキサル(glycoxal)処理、酵素的方法(例えば、ヘリカーゼ作用)及び結合蛋白
質などを含むが、これに限定されるものではない。例えば、鎖分離は、８０～１０５℃の
温度で熱処理して達成できる。上述の処理を施すための一般的な方法は、Joseph Sambroo
kら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press
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, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)から提供される。
【００７８】
　ｍＲＮＡが出発物質として利用される場合、アニーリング段階を実施する前に逆転写段
階が必要であり、逆転写段階の詳細な内容は、Joseph Sambrookら, Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.
Y.(2001);及びNoonan, K. F. et al., Nucleic Acids Res. 16:10366 (1988))に開示され
ている。逆転写のために、ｍＲＮＡのポリＡテールに混成化できるオリゴヌクレオチドｄ
Ｔプライマーが利用される。オリゴヌクレオチドｄＴプライマーは、ｄＴＭＰｓからなっ
ており、ｄＴプライマーがプライマーとして作用できる限り、その中の一つまたはそれ以
上は、他のｄＮＭＰｓに代替できる。逆転写段階は、ＲＮａｓｅ Ｈ活性を有する逆転写
酵素をもって行える。ＲＮａｓｅ Ｈ活性を有する酵素を利用する場合、反応条件を注意
して選択すれば、個別的なＲＮａｓｅ Ｈ切断段階を省略することができる。
【００７９】
　本発明の方法は、鋳型核酸分子が特定配列または長さを有するように要求しない。特に
、前記分子は、自然の原核細胞核酸、真核細胞(例えば、原生動物と寄生動物、菌類、酵
母、高等植物、下等動物、及び哺乳動物と人間を含む高等動物)核酸、ウイルス(例えば、
ヘルペスウイルス、ＨＩＶ、インフルエンザウイルス、 Epstein-Barrウイルス、肝炎ウ
イルス、ポリオウイルスなど)核酸、またはウイロイド核酸を含む。また、前記核酸分子
は、化学的に合成されたまたは合成できる核酸分子を含む。したがって、前記核酸配列は
、自然から発見されるかまたは発見されないものである。
【００８０】
　本発明のために使用されるDS oligoは、鋳型の一部位に混成化またはアニーリングされ
て、二重鎖構造を形成する。このような二重鎖構造を形成するに好適なアニーリング条件
は、Joseph Sambrookら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbo
r Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)及びHaymes, B. D.ら, Nucleic A
cid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C. (1985)に説
明されている。
【００８１】
　DS oligoの５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位の配列は、厳格な相補性
を有する必要はなく、ただ配列に実質的に相補的であって安定的な二重鎖構造を形成でき
ればよい。したがって、二重鎖構造を形成できる範囲内で、完全な相補性からの離脱が許
容される。鋳型核酸の一位置に対するDS oligoのアニーリングは、重合酵素による鋳型依
存的重合反応のための前提条件である。DS oligoが相補的な核酸に塩基対を形成した要素
(参照：Joseph Sambrookら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)、及びHaymes, B. D.ら, Nucl
eic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C. (1985)
)は、実質的にプライミング効率に影響を与える。DS oligoのヌクレオチド組成は、アニ
ーリングが最適化される温度に影響を与え、結局プライミング効率に影響を及ぼすことに
なる。
【００８２】
　アニーリング段階の間に、DS oligoの５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位
は、混成化部位または特異性決定位置(即ち、二重特異性決定位置)として重要な役割をす
るが、その反面、分割部位は、混成化位置としての役割をせず、鋳型と結合しない。
【００８３】
　多様なＤＮＡ重合酵素が本発明の方法の伸長段階に使用でき、これは、E. coli DNA重
合酵素Iの“クレノウ(Klenow)”断片、熱安定性ＤＮＡ重合酵素、及びバクテリオファー
ジＴ７ ＤＮＡ重合酵素を含む。好ましくは、重合酵素は、多様なバクテリア種から得ら
れる熱安定性ＤＮＡ重合酵素であり、これは、Thermus aquaticus(Taq), Thermus thermo
philus(Tth), Thermus filiformis, Thermis flavus, Thermococcus literalis及びPyroc
occus furiosus(Pfu)を含む。重合反応を行う時、反応容器に、反応に必要な成分を過量
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に提供することが好ましい。増幅反応に必要な成分の過量は、増幅反応が成分の濃度に実
質的に制限されない程度の量を意味する。Ｍｇ2+のような助因子、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、
ｄＧＴＰ及びｄＴＴＰを、所望の増幅程度が達成できる程度に反応混合物に提供すること
が望まれる。
【００８４】
　本発明において、アニーリングまたは混成化は、DS oligoと鋳型核酸との間に特異的結
合を可能にする厳格条件下で行われる。アニーリングのための厳格条件は、配列依存的で
あり、周囲環境的変数により多様である。本発明において、アニーリング段階は、一般に
高い厳格条件下で実施される。しかしながら、もし本発明がミスマッチ許容を要求する方
法に適用されたら、一つ以上(しかし、制限された数)のミスマッチにも拘らず５’－高Ｔ

m特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が鋳型にアニーリングする厳格条件下でアニーリン
グ段階を行うことが好ましい。そのようなミスマッチ許容は、遺伝的多様性を有する遺伝
子の増幅または検出において、非常に有用である。厳格条件は、公知の基準から容易に決
定できる。
【００８５】
　アニーリング段階は、３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高いアニーリング温度で実施し
、３’－低Ｔm特異性部位のみによるアニーリングが発生しないようにすることが有利で
ある。好ましくは、アニーリング温度は、３’－低Ｔm特異性部位のＴmより少なくとも５
℃、より好ましくは、少なくとも１０℃、さらに好ましくは、少なくとも１５℃、最も好
ましくは、少なくとも２０℃高い。
【００８６】
　好ましい具現例において、アニーリング温度は、４０～７５℃、より好ましくは、４５
～７２℃、さらに好ましくは、５０～６８℃、最も好ましくは、５５～６５℃である。本
発明に好適なアニーリング温度は、５’－高Ｔm特異性部位のＴm値と３’－低Ｔm特異性
部位のＴm値を独立的に考慮することにより決定できる。即ち、本発明のアニーリング温
度は、５’－高Ｔm特異性部位及び３’－低Ｔm特異性部位の全体長さと全体ヌクレオチド
組成により決定されるものではなく、５’－高Ｔm特異性部位及び/または３’－低Ｔm特
異性部位の個別的長さとヌクレオチド組成により決定される。通常５’－高Ｔm特異性部
位のＴm値のみを考慮してアニーリング温度を決定するようになり、３’－低Ｔm特異性部
位のＴm値より非常に高く、これが最適のものとなる。
【００８７】
　アニーリング段階において、ミスマッチ許容が要求されたら、アニーリング温度を、上
記で提示した温度より低くなるように調整することが好ましい。
【００８８】
　本発明は、特定目的を達成するために、公知の他の過程と結合することができる。例え
ば、製造された産物の分離(または精製)は、伸長過程に後続できる。前記過程は、ゲル電
気泳動、カラムクロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィーまたは混成化により実施
できる。また、本発明の増幅産物は、適合したクローニングベクターに挿入できる。また
、本発明の製造産物は、発現ベクターを有する適合した宿主から発現できる。
【００８９】
　II．ターゲット核酸配列増幅に応用
　本発明のまた他の様態によると、本発明は、プライマーとして一対の二重特異性オリゴ
ヌクレオチドを使用し、プライマーアニーリング、プライマー伸長、及び変性過程を、少
なくとも２サイクル実施し、ターゲット核酸配列を増幅させる段階を含み、前記二重特異
性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、及び分割部
位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前記ターゲット
核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前記分割部位
は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異性部位は、前記タ
ーゲット核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前記
５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、前記分割部
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位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位は、前記５’－高Ｔm特異
性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記鋳型核酸にアニーリングされる条件下で、非塩基
対バブル構造を形成し、前記増幅反応におけるアニーリングは、前記３’－低Ｔm特異性
部位単独によるアニーリングが生じない条件下で実施されることを特徴とする、ＤＮＡま
たは核酸混合物においてターゲット核酸配列を選択的に増幅する方法を提供する。
【００９０】
　本発明の増幅方法は、本発明のDS oligoを利用するため、不要な重複記載による過度な
る複雑性を避けるために、共通事項は、その記載を省略する。 また、本方法は、アニー
リングと伸長過程を含むため、不要な重複記載による過度なる複雑性を避けるために、共
通事項は、その記載を省略する。例えば、使用された DS oligoの組成と構造、及びアニ
ーリングと伸長のための条件は、本方法と、上述の核酸分子を製造するための方法におい
て、共通する。
【００９１】
　本発明のDS oligoを使用する本応用は、核酸増幅、好ましくは、ＰＣＲ(重合酵素連鎖
反応)を実施することにより、一つの核酸または核酸混合物(DNAまたはmRNA)からターゲッ
ト核酸配列を選択的に増幅する、改善された方法を提供することができる。
【００９２】
　上述のように、DS oligoを使用して、二本鎖ＤＮＡのターゲット核酸を選択的に増幅す
ることは、図２に示されている。図２に示されたように、DS oligoの一対は、変性された
二本鎖ＤＮＡ鋳型にアニーリングされる。
【００９３】
　アニーリングの間に５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位は、混成化部位ま
たは特異性決定位置(即ち、二重特異性決定位置)として重要な役割をするが、その反面、
分割部位は、混成化位置としての役割をせず、鋳型と結合しない。この時、分割部位は、
二末端部位、即ち、５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位とを空間的に分離さ
せて、DS oligoの全体特異性が二重的に決定されるように、DS oligoにおいてバブル構造
を形成する。後続の反応の詳細内容は、上述の当業界に公知の従来プライマー関連核酸増
幅と類似している。
【００９４】
　核酸配列を増幅するための本方法は、公知の多様なプライマー関連核酸増幅により行う
ことができる。好ましくは、その方法は、米国特許第４，６８３，１９５号、第４，６８
３，２０２、及び第４，８００，１５９号に開示されたＰＣＲ工程、より好ましくは、ホ
ットスタートＰＣＲ方法により行うことができる。
【００９５】
　図３は、DS oligoを使用してｍＲＮＡのターゲット核酸を選択的に増幅することを示す
。最初の段階において、多様な生物試料から得られたｍＲＮＡは、ｍＲＮＡのポリＡテー
ルに混成化可能なオリゴｄＴプライマー及び逆転写酵素を使用して逆転写される。逆転写
の詳細なメカニズムは、Joseph Sambrookら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
 Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)及びHaymes, 
B. D.ら, Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press, Washington
, D.C. (1985))から見つけることができる。後続の反応の詳細な内容は、上述の公知の従
来プライマー関連核酸増幅と類似している。
【００９６】
　III．マルチプレックスＤＮＡ増幅に応用
　本発明の他の様態によると、本発明は、プライマーとして２つ以上の二重特異性オリゴ
ヌクレオチド対を利用し、プライマーアニーリング、プライマー伸長、及び変性過程を、
少なくとも２サイクル実施し、ターゲットヌクレオチド配列を増幅させる段階を含み、前
記二重特異性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、
及び分割部位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前記
ヌクレオチド配列の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、
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前記分割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異性部
位は、前記ターゲットヌクレオチド配列の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレ
オチド配列を有して、前記５’－高Ｔm特異性部位のTmは、前記３’－低Ｔm特異性部位の
Ｔmより高く、前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位
は、前記５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記ターゲットヌクレオチド
配列にアニーリングされる条件下で、非塩基対バブル構造を形成し、増幅反応におけるア
ニーリングは、３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニーリングが生じない条件下で実施
されることを特徴とする、同一な反応において、２つ以上のプライマー対を同時に使用し
、２つ以上のターゲットヌクレオチド配列を増幅する方法を提供する。
【００９７】
　本発明のDS oligoを使用した本応用は、同一な反応で一対以上のプライマーを使用して
、一つ以上のターゲット配列を増幅する改善された方法を提供する。一般に、１０個以上
のターゲット配列を同時に増幅させるようにマルチプレックスＰＣＲ条件を設計すること
は、非常に難しいが、その理由は、一つの特定部位(locus)であっても、非特異的副産物
無しに増幅できるように、最適のＰＣＲ反応が要求されるためである。反応において完璧
なＤＮＡ－ＤＮＡマッチが発生するようにするためには、十分高い温度でアニーリングが
なされるようにする必要があるため、本発明のDS oligoは、増幅の特異性を改善させるそ
の機能のため、マルチプレックスＤＮＡ増幅の最適化に理想的である。本明細書で使用さ
れた“マルチプレックスＰＣＲ(Multiplex PCR)”は、一つの重合酵素連鎖反応(PCR)混合
物において、マルチプレックスＤＮＡターゲットを同時に増幅することを意味する。
【００９８】
　本発明の特定具現例において、マルチプレキシング工程は、前記DS oligoのプライマー
対を使用し、プライマーアニーリング、プライマー伸長、及び変性過程を、少なくとも２
サイクル実施する段階を含む増幅反応を実施する段階を含み、前記プライマーは、二重特
異性オリゴヌクレオチドであって、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、及
び分割部位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前記ヌ
クレオチド配列の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前
記分割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異性部位
は、前記ターゲットヌクレオチド配列の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオ
チド配列を有して、前記５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’－低Ｔm特異性部位の
Ｔmより高く、前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位
は、前記５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記ターゲットヌクレオチド
配列にアニーリングされる条件下で、非塩基対バブル構造を形成し、増幅反応におけるア
ニーリングは、３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニーリングが生じない条件下で実施
されることを特徴とする。
【００９９】
　本発明のDS oligoを使用した本応用は、一つ以上のターゲットヌクレオチド配列及びプ
ライマー対を使用することを除いては、上述の核酸配列の増幅方法にしたがって実施され
るため、不要な重複記載による過度なる複雑性を避けるために、共通事項は、その記載を
省略する。例えば、使用されたDS oligoの組成及び構造、そして増幅のための条件などは
、上述の核酸分子の増幅方法と共通する。
【０１００】
　好ましい具現例によると、アニーリング温度は、約４０～７０℃であり、より好ましく
は、４５～６８℃、さらに好ましくは５０～６５℃、及び最も好ましくは、５５～６５℃
である。
【０１０１】
　好ましい具現例において、ターゲットヌクレオチド配列のそれぞれから増幅された産物
は、後続する分析のために大きさが異なる。好ましい具現例によると、マルチプレックス
ターゲットヌクレオチド配列の増幅産物は、大きさ分別を通じて分析できる。大きさ分別
比較は、公知の多様な方法、即ち、ポリアクリルアミドゲルマトリックスまたはアガロー
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スゲルマトリックスを介した電気泳動及びヌクレオチドシーケンシングを通じて実施され
る。ヌクレオチドシーケンシングは、多様な製造会社から購入可能な自動化シーケンサー
にて迅速に実施できる。
【０１０２】
　後述の実施例で例示されたように、本発明のマルチプレキシングは、公知の従来マルチ
プレックス方法の非特異性の問題だけではなく、バックグラウンド問題を除去する。
【０１０３】
　マルチプレックス増幅の利点は、数多い疾病または特異的ヌクレオチド配列変異(例え
ば、単一ヌクレオチド多形性または点突然変異)を、同じ反応で分析できるということに
ある。同時に分析できる分析物の数は、無制限である；しかしながら、上限は、約２０個
であって、これは、分析のために要求される大きさの差異及び増幅された産物を分析でき
る方法などに依存するとして判断される。
【０１０４】
　本発明の方法は、遺伝的及び伝染性疾病の診断、性決定、遺伝的連関分析、及び犯罪科
学研究などに適用できる。
【０１０５】
　IV．ＤＮＡシーケンシングに応用
　上述の改善された特異性は、溶液相(solution-phase)シーケンシング(特に、サイクリ
ング)のプライマーとして、または固相シーケンシング(特に、オリゴヌクレオチドチップ
シーケンシング)のプローブとして、DS oligoが直接シーケンシング(direct sequencing)
に使用されるようにする。
【０１０６】
　本発明のまた他の様態によると、本発明は、次の段階を含む、二重特異性オリゴヌクレ
オチドを用いて、ＤＮＡまたは核酸混合物においてターゲット核酸分子をシーケンシング
する方法を提供する：
(a)前記二重特異性オリゴヌクレオチドをシーケンシングプライマーとして利用し、プラ
イマーアニーリング、プライマー伸長、及び変性過程を、少なくとも２サイクル実施し、
シーケンシングする前記核酸分子に相補的な核酸分子を製造する段であって；前記二重特
異性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、及び分割
部位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前記ターゲッ
ト核酸分子の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前記分
割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異性部位は、
前記ターゲット核酸分子の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有
して、前記５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、
前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位は、前記５’
－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記ターゲット核酸にアニーリングされる
条件下で、非塩基対バブル構造を形成し、製造反応におけるアニーリングは、３’－低Ｔ

m特異性部位単独によるアニーリングが生じない条件下で実施されて、
(b)前記製造された相補的な核酸分子のヌクレオチド配列を決定する段階。
【０１０７】
　一般に、ＤＮＡシーケンシングは、マクサム・ギルバートシーケンシング、サンガーシ
ーケンシング、パイロシーケンシング、及びエキソヌクレアーゼ切断シーケンシングのよ
うな多様な方法により実施されてきた。本発明のシーケンシング方法は、熱サイクルシー
ケンシングだけではなく、パイロシーケンシングを改善する。
【０１０８】
　本発明は、サンガージデオキシ方法の多様な変形された方法により実施できる。本発明
の熱サイクルシーケンシングは、ＰＣＲ増幅された核酸鋳型に対し実施できる。また、本
発明によると、熱サイクルシーケンシングは、シーケンシング前にＰＣＲ増幅されない核
酸鋳型に対して実施できる。
【０１０９】
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　簡略に、サンガーシーケンシングは、ＤＮＡ重合酵素が２’，３’－ジデオキシヌクレ
オチドを核酸連鎖に挿入して連鎖反応を終結させることに基づく(Sanger et al., (1977)
 PNAS. USA 74:5463)。サンガーにより発明された前記方法は、ジデオキシ連鎖終結方法
を意味する。この方法の最も伝統的な過程において、シーケンシング対象のＤＮＡ切片は
、Ｍ１３のような一本鎖ＤＮＡファージにクローニングされる。ＤＮＡ重合酵素Iのクレ
ノウ断片により相補的鎖がプライミング合成される時、前記ファージＤＮＡは、鋳型とし
て利用される。前記プライマーは、クローニングされたインサートの３’末端近くのＭ１
３ベクター区域と特異的に混成化するために製造されたオリゴヌクレオチドである。四つ
のシーケンシング反応のそれぞれにおいて、４種のデオキシヌクレオチドの１種に対する
ジデオキシ類似体の十分な量が存在する下で、プライミング合成が実施されて、これによ
り、前記終結末端ヌクレオチドの挿入により無作為的に伸長反応が終結される。ジデオキ
シのデオキシ形態に対する相対的な濃度は、ゲル電気泳動を通じて分析できる、全ての可
能な連鎖長さに該当する一連の終結反応がなされるように調節される。合成される連鎖で
挿入される標識(tag)は、電気泳動の各トラックにおいて、ＤＮＡパターンのオートラジ
オグラムイメージを得るために使用される。クローニングされた核酸鋳型において、デオ
キシヌクレオチドの配列は、四つのレーンでバンドのパターンを調査することにより決定
される。
【０１１０】
　サンガー方法の変形として、熱サイクルシーケンシング方法は、一般に核酸シーケンシ
ングプライマー、デオキシヌクレオシドトリホスフェート、一つ以上のジデオキシヌクレ
オシドトリホスフェート(ddNTPs)、適切な緩衝液、熱安定ＤＮＡ重合酵素(例えば、Taq重
合酵素)、及びシーケンシングされる核酸鋳型を含む溶液の使用を含む。熱サイクルシー
ケンシングの詳細な内容は、米国特許第５，４３２，０６５号、第５，７２３，２９８号
、５，７５６，２８５号、第５，８１７，７９７号、及び第５，８３１，０６５号から分
かり、その内容は、本明細書に参照として取り込まれる。前記方法の工程は、通常、一般
的なＰＣＲと類似した熱サイクリング条件下で実施される。
【０１１１】
　核酸鋳型に対し、シーケンシング反応を実施して、次いで反応産物を分析して配列を決
定する。相当な数の検出方法が公知された。このような方法は、Ausubel, F. M.ら, Curr
ent Protocols in Molecular Biology, (1993) John Wiley & Sons, Inc., New Yorkに説
明されたように、一般に、ラジオヌクレオチド、蛍光、赤外線、及び化学発光ラベルなど
を含む標識の検出を含む。
【０１１２】
　ラベルは、プライマーまたはｄｄＮＴＰ、好ましくは、ｄｄＮＴＰで標識できる。最も
好ましいラベルは、６－カルボキシフルオレセイン、６－カルボキシ－Ｘ－ロダミン、３
－(ε－カルボキシフェニル)－３’－エチル－５，５’－ジメチルオキサカルボシアニン
、６－カルボキシ－Ｘ－ロダミン、４，４－ジフルオロ－４－ボラ－３α、４α－ジアザ
－ｓ－インダセン－３－プロピオン酸誘導体、及び４，７－ジクロロロダミン染色剤など
を含む蛍光物質である。
【０１１３】
　好ましくは、アニーリング温度は、４０～７０℃、より好ましくは、４５～６８℃、及
び最も好ましくは５０～６５℃である。
【０１１４】
　本方法は、後述の実施例に示されたように、ターゲット核酸分子の高い特異的シーケン
シングを示す。より詳細には、マウス胎盤－特異的ホメオボックスファミリー遺伝子であ
るＰｓｘ１及びＰｓｘ２は、DS oligoの独特の構造を有するようにデザインされたシーケ
ンシングプライマーを使用して、分別的にシーケンシングできる。シーケンシングプライ
マーの全体配列が、３’－低Ｔm特異性部位において、ただ一つの塩基に差異があるとい
うことを考慮すれば、上述の分別的シーケンシングをより明確に把握することができる。
【０１１５】
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　驚くことに、本発明は、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡポピュレーション内に含まれたタ
ーゲット核酸分子が、精製または分離無しにも、直接シーケンシングされるようにする。
ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡポピュレーション内にあるターゲット核酸分子を成功的に直
接シーケンシングしたという報告は、未だにない。本発明のシーケンシング方法が、総Ｒ
ＮＡから得たｃＤＮＡポピュレーション内に含まれたターゲット核酸分子を直接的にシー
ケンシングするように適用される場合、本方法は、次の段階を含む：
(a)鋳型誘導の酵素的デオキシリボヌクレイン酸合成が発生するに十分な条件で、ｍＲＮ
Ａｓのポピュレーションを、ｍＲＮＡのポリＡ末端に混成化されるオリゴヌクレオチドｄ
Ｔプライマーと接触させる段階；
(b)オリゴヌクレオチドｄＴプライマーが混成化された前記ｍＲＮＡを逆転写する段階で
あって、前記オリゴヌクレオチドｄＴプライマーが混成化されたｍＲＮＡに相補的な第１
次ｃＤＮＡ鎖を生成する段階；
(c)二重特異性オリゴヌクレオチドをシーケンシングプライマーとして利用し、プライマ
ーアニーリング、プライマー伸長、及び変性過程を、少なくとも２サイクル実施し、シー
ケンシングする第１次ｃＤＮＡ鎖に相補的な核酸分子を合成する段階であって；前記二重
特異性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、及び分
割部位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前記ターゲ
ット核酸分子の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前記
分割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異性部位は
、前記ターゲット核酸分子の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を
有して、前記５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く
、前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位は、前記５
’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記ターゲット核酸分子にアニーリング
される条件下で、非塩基対バブル構造を形成し、前記合成反応におけるアニーリングは、
３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニーリングが生じない条件下で実施されて、
(d)前記製造された第１次ｃＤＮＡ鎖のヌクレオチド配列を決定する段階。
【０１１６】
　V．遺伝的多様性を有した核酸分子の検出に応用
　本発明の他の様態によると、本発明は、次の段階を含む二重特異性オリゴヌクレオチド
の鋳型依存的伸長反応により、遺伝的多様性を有する核酸分子を検出する方法を提供する
：
(a)二重特異性オリゴヌクレオチドを鋳型核酸分子にアニーリングさせる段階であって、
前記二重特異性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位
、及び分割部位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前
記鋳型核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前記分
割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔm特異性部位は、
前記鋳型核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列を有して、前記
５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、前記分割部
位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位は、前記５’－高Ｔm特異
性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記鋳型核酸にアニーリングされる条件下で、非塩基
対バブル構造を形成し、前記アニーリングは、３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニー
リングが生じなく、前記５’－高Ｔm特異性部位及び/または前記３’－低Ｔm特異性部位
がそのターゲット位置に対し１つ以上のミスマッチ塩基を有する場合に発生する条件でア
ニーリングが発生し、
(b)前記二重特異性オリゴヌクレオチドを伸長して前記鋳型に相補的な前記核酸分子を製
造する段階と、
(c)前記二重特異性オリゴヌクレオチドの前記鋳型依存的伸長反応の発生有無を検出する
段階。
【０１１７】
　本発明のDS oligoを使用した本応用は、前述した核酸配列を製造するための方法に従っ
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て実施されるため、不要な重複記載による過度なる複雑性を避けるために、共通事項は、
その記載を省略する。
【０１１８】
　本発明のDS oligoを使用する本応用は、アニーリングと伸長段階を含む鋳型依存的伸長
反応により、遺伝的多様性を有した核酸配列を選択的に検出する改善された方法を提供す
ることができる。特に、遺伝的多様性を有したターゲット核酸配列の検出は、アニーリン
グ、伸長及び変性段階を含む鋳型依存的伸長反応の過程を繰り返すことによりなされる。
【０１１９】
　本発明は、DS oligoのミスマッチ許容性(tolerance)に基づく。
【０１２０】
　遺伝的多様性は、多様なゲノムで報告されている。このような現象は、関心対象の遺伝
子またはゲノムを失敗なく検出するにおいて、妨害物とみなされてきた。本発明は、ミス
マッチ許容性を有するDS oligoを使用し、上記のような従来問題を解決する方法を提供す
る。一定な配列を有したDS oligoは、遺伝的多様性を示す様々な配列にアニーリングでき
て、結局目的のヌクレオチド配列を成功的に増幅して検出できる。即ち、アニーリングと
混成化特異性を急激に向上させる目的で、最初に発明されたDS oligoは、アニーリングま
たは厳格条件が適切に調節される条件下でミスマッチ許容性を要求する方法にも使用でき
る。
【０１２１】
　ミスマッチ許容性を示すDS oligoを提供するために、得られる全てのヌクレオチド配列
を整列して、把握された核酸分子の保存区域に基づいてDS oligoをデザインすることが好
ましい。
【０１２２】
　本明細書で使用された用語“保存区域(conserved region)”は、多様なヌクレオチド配
列間に非常に類似した、遺伝子のヌクレオチド配列または蛋白質のアミノ酸配列の断片を
意味する。この用語は、“保存配列(conserved sequence)”と混用される。
【０１２３】
　好ましい具現例において、保存区域内の最も保存された配列は、DS oligoの３’－末端
部位に位置して、最も低く保存された配列は、分割部位に位置する。５’－高Ｔm特異性
部位及び/または３’－低Ｔm特異性部位、好ましくは、５’－高Ｔm特異性部位は、DS ol
igoのミスマッチ許容性のため、ターゲット位置に一つ以上、好ましくは、一つ乃至三つ
、より好ましくは、一つまたは二つのミスマッチ塩基を有する。DS oligoにミスマッチ許
容性を付加するために、アニーリング条件、特にアニーリング温度は、重要である。前記
アニーリングは、５’－高Ｔm特異性部位及び/または３’－低Ｔm特異性部位が一つ以上
のミスマッチ塩基を有する場合、３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニーリングは発生
されないが全ての部位によるアニーリングが発生する条件下で実施される。
【０１２４】
　好ましくは、アニーリング温度は、約４０～７０℃、より好ましくは、４５～６８℃、
最も好ましくは、５０～６５℃である。
【０１２５】
　好ましい具現例によると、本発明は、重合酵素連鎖反応(PCR)により実施される。
【０１２６】
　本発明の検出段階は、多様な従来技術により実施できる。例えば、ゲル上で検出するに
十分な産物を生成するように、本発明の方法が繰り返して実施される場合、鋳型依存伸長
産物の検出は、従来のゲル電気泳動により容易に実施できる。分光学的測定、光化学的測
定、生化学的測定、生電子的測定、免疫化学的測定、電子的測定、及び化学的測定により
検出可能なラベルを含む場合、鋳型依存的伸長反応の発生有無を検出するために、適した
測定が実施できる。
【０１２７】
　遺伝的多様性は、ウイルスゲノムで最も頻繁に発見され、かつ発生する(Nathalie B. e
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t al., (2004) Journal of Clinical Microbiology, 42, 3532; Tersa C.ら, (2002) Jou
rnal of Infectious Diseases, 185, 1660; Takashi E.ら, (2004) Journal of Clinical
 Microbiology, 42, 126; and Elizabeth R.ら, (2001) Clinical Infectious Diseases,
 32, 1227)。従って、本発明により検出される遺伝的多様性を有した核酸分子は、遺伝的
多様性を示すウイルスの核酸が好ましい。例えば、本発明が、遺伝的多様性を示すヒトメ
タニューモウイルスをＰＣＲにより検出するに適用される場合、DS oligo構造を有するよ
うにデザインされた最も好ましいプライマーセットは、第３９配列(５’プライマー)及び
第４０配列(３’プライマー)、または第３９配列及び第４１配列(３’プライマー)に記載
されている。
【０１２８】
　VI．マイクロアレイに固定されたDS oligoを使用し、ターゲットヌクレオチド配列の検
出に応用
本応用は、DS oligo固定されたマイクロアレイ上で、鋳型依存的反応を繰り返し実施して
ターゲットヌクレオチド配列を検出する新規な方法である。
【０１２９】
　本発明の他の様態によると、本発明は、次の段階を含む二重特異性オリゴヌクレオチド
の鋳型依存的伸長反応により、核酸試料においてターゲットヌクレオチド配列を検出する
方法を提供する：
(a)混成化、鋳型依存的伸長、及び変性過程を少なくとも１サイクル含む、基質上に固定
されたプローブとしての二重特異性オリゴヌクレオチドを伸長する段階であって、前記混
成化は、二重特異性オリゴヌクレオチドを核酸試料に接触させることにより行われて、前
記二重特異性オリゴヌクレオチドは、５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、
及び分割部位の、３つの部位を含み、前記５’－高Ｔm特異性部位は、混成化される前記
ターゲットヌクレオチド配列の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオチド配列
を有して、前記分割部位は、少なくとも２つのユニバーサル塩基を含み、前記３’－低Ｔ

m特異性部位は、前記ターゲット核酸の１位置に対し、実質的に相補的な混成化ヌクレオ
チド配列を有して、前記５’－高Ｔm特異性部位のＴmは、前記３’－低Ｔm特異性部位の
Ｔmより高く、前記分割部位は、３つの部位のうち、最も低いＴmを有して、前記分割部位
は、前記５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位が前記ターゲットヌクレオチド
配列にアニーリングされる条件下で、非塩基対バブル構造を形成し、増幅反応におけるア
ニーリングは、３’－低Ｔm特異性部位単独によるアニーリングが生じない条件下で実施
されて、
(b)鋳型依存的伸長反応の発生有無を分析する段階。
【０１３０】
　DS oligo固定マイクロアレイを使用し、核酸試料においてターゲットヌクレオチド配列
を検出するための図示は、図４に示されている。
【０１３１】
　DS oligoを使用する本方法は、最適化手順により決定される、適合した混成化条件下で
実施できる。温度、成分の濃度、混成化及び洗浄時間、緩衝液成分及びこれらのｐＨ、及
びイオン強度などの条件は、オリゴヌクレオチドの長さ及びＧＣ量、そしてターゲットヌ
クレオチド配列などの多様な因子に依存する。例えば、相対的に短いオリゴヌクレオチド
が使用される場合、低い厳格条件が好ましい。混成化のための詳細な条件は、Joseph Sam
brook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora
tory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001);及びM.L.M. Anderson, Nucleic Acid Hyb
ridization, Springer-Verlag New York Inc. N.Y.(1999)から確認できる。
【０１３２】
　DS oligoは、基質上に固定される。好ましい基質は、膜、フィルター、チップ、スライ
ド、水、ファイバー、磁気または非磁気ビーズ、ゲル、管(tubing)、プレート、巨大分子
、微細粒子、及び毛細管チューブのような、適合した固体または半固体支持体を含む。固
定化は、化学反応または紫外線による共有結合によりなされる。本発明の具現例において
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、DS oligoは、エポキシ化合物またはアルデヒドグループを含むように変形されたガラス
表面またはポリリジンコーティングされた表面に結合される。また、DS oligoDSは、リン
カー(例えば、エチレングリコールオリゴマー及びジアミン)を通じて基質に結合される。
フォトリソグラフィー、インクゼッティング、機械的マイクロスポッティング及びこれの
類似方法のような従来製造技術により、DS oligoはアレイまたは複数のアレイに製作され
得る。
【０１３３】
　本発明によると、伸長段階で使用されるｄＮＴＰｓは、好ましくはラベルされる。ラベ
リングのために、分光学的測定、光化学的測定、生化学的測定、生電子的測定、免疫化学
的測定、電子的測定、及び化学的測定により検出可能な物質が使用される。例えば、ラベ
ルには、Ｐ32及びＳ35のような放射能同位元素、化学発光化合物、蛍光マーカーと染料の
ような分光学的マーカー、そして磁気ラベルなどを含むが、これに限定されるものではな
い。例えば、染料には、キノリン染料、トリアリルメタン染料、フタレイン、アゾ染料、
及びシアニン染料などを含むが、これに限定されるものではない。蛍光マーカーには、フ
ルオレセイン(fluorescein)、フィコエリトリン(phycoerythrin)、ロダミン、リサミン(l
issamine)、そしてＣｙ３とＣｙ５(Pharmacia)を含むが、これに限定されるものではない
。ラベリングは、公知の多様な方法により行われる。
【０１３４】
　基質に、好ましくは固体支持体に固定されたプローブとしてのDS oligoと核酸試料のタ
ーゲットヌクレオチド配列が混成化された後、ターゲットヌクレオチド配列と混成化され
たDS oligoは、鋳型依存的段階において、ｄＮＴＰｓ、好ましくは、蛍光ラベルされたｄ
ＮＴＰｓ及びＤＮＡ重合酵素を使用して伸長される。(a)段階を反復的に実施して、DS ol
igoの全てまたは大部分がターゲットヌクレオチド配列と混成化されるようにして、より
再現性のある混成化分析結果が得られるようにすることが好ましい。
【０１３５】
　混成化の発生は、使用されたラベルタイプによって、公知の多様な方法により確認され
る。例えば、蛍光顕微鏡、好ましくは、コンフォーカル蛍光顕微鏡が蛍光ラベルを検出す
るために使用されて、このような装置により検出された信号の強度は、混成化程度に比例
して増加する。一般に蛍光顕微鏡には、混成化強度の定量的な二次元イメージを形成する
スキャニング装置が付着される。このような装置により検出される信号の強度は、混成化
程度と鋳型依存的伸長の程度に比例する。
【発明の効果】
【０１３６】
　本発明によると、高混成化特異性及びミスマッチ許容性を有する二重特異性オリゴヌク
レオチドの特徴が強調されている。
【発明を実施するための最良の形態】
【０１３７】
　以下、実施例を通じて本発明をさらに詳細に説明する。これら実施例は、本発明をより
具体的に説明するためのものであって、本発明の範囲がこれらの実施例に限定されるもの
ではない。
【実施例】
【０１３８】
　実施例１：二重特異性(DS)オリゴヌクレオチドを利用したＰＣＲ特異性
　マウスサイトカインファミリー遺伝子であるＩＬ－１９とＩＬ－１ベータのターゲット
ヌクレオチド配列を増幅するために、本発明により開発されたＤＳオリゴヌクレオチドを
プライマーとして利用した。ＤＳプライマーを利用したＩＬ－１９とＩＬ－１ベータのタ
ーゲットヌクレオチド配列の増幅過程と結果が記載されている。
【０１３９】
　次の従来プライマー配列を選択して、これは、ＤＳオリゴヌクレオチドとＰＣＲ特異性
を比較するために使用した：
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　実施例で使用されたＩＬ－１９特異的従来プライマーは、次のようである(500bp)：
IL19-5'-0  5'-GTCTCATCTGCTGCCCTTAAGTCTCTAGGAGAACT-3'(第1配列)；及び
IL19-3'-0  5'-CATAGGCCTGGAAGAAGCCGCTTTACAATAAGTTAG-3'(第2配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－１ベータ特異的従来プライマーは、次のようである(550bp)
：
IL1b-5'-0 5'-GGAGAGTGTGGATCCCAAGCAATACCCAAAGAAG-3'(第3配列)；及び
IL1b-3'-0 5'-AGACCTCAGTGCAGGCTATGACCAATTCATCCC-3'(第4配列)。
【０１４０】
　バックグラウンド及び非特異的産物生成のような、従来プライマー配列から引き起こさ
れる主な問題点を、ＤＳオリゴヌクレオチドが解決できるかどうかを検証するために、本
発明のＤＳオリゴヌクレオチドを従来のプライマー配列に適用した。
【０１４１】
　５’部位と３’部位との間にポリデオキシイノシン[poly(dI)]リンカーを有する分割部
位を除いては、ＤＳプライマーは、従来プライマーと同一な配列を含む。ＤＳプライマー
は、５’－高Ｔm特異性部位のＴmが３’－低Ｔm特異性部位のＴmより高く、且つ分割部位
のＴmが三つの部位のうち最も低いＴmを有するようにデザインされる。
【０１４２】
　実施例で使用されたＩＬ－１９に対するＤＳプライマーは、次のようである(500bp)：
IL19-5' 　　　5'-GTCTCATCTGCTGCCCTTAAIIIIITAGGAGAACT-3'(第5配列)；及び
IL19-3'　　　　5'-CATAGGCCTGGAAGAAGCCGIIIIICAATAAGTTAG-3'(第6配列)である。ここで
Iは、デオキシイノシンである。
　実施例で使用されたＩＬ－１ベータに対するＤＳプライマーは、次のようである(550bp
)：
IL1b-5'　　　　5'-GGAGAGTGTGGATCCCAAGCIIIIICCAAAGAAG-3'(第7配列)；及び
IL1b-3'  　　5'-AGACCTCAGTGCAGGCTATGIIIIITTCATCCC-3'(第8配列)である。ここでIは、
デオキシイノシンである。
【０１４３】
　ＩＣＲマウスの胎盤組織から分離したゲノムＤＮＡ　２μｌ(50ng)、１５ｍＭ　ＭｇＣ
ｌ2(Roche)を含む１０×ＰＣＲ緩衝液２μｌ、ｄＮＴＰ　２μｌ(dATP, dCTP, dGTP及びd
TTPそれぞれ2mM)、５’ＤＳまたは従来プライマー１μｌ(10μM)、３’ＤＳまたは従来プ
ライマー１μｌ(10μM)、及びＴａｑ重合酵素０．５μｌ(5units/μl；Roche)を含む２０
μｌの最終容量でターゲットＰＣＲ増幅を実施し；反応混合物を含むチューブを、予熱さ
れた(94℃)熱サイクラーに載置して；サンプルを９４℃で５分間変性させて、９４℃で１
分、６０℃で１分、及び７２℃で１分の過程を３０回繰り返した後、７２℃で７分間処理
した。
【０１４４】
　増幅された産物を２％アガロースゲルで電気泳動により分析し、ＥｔＢｒ(ethidium br
omide)で染色して検出した。ＰＣＲ産物は、オートラジオグラフィー、またはシルバー染
色のような非放射能検出法(Gottschlich et al., (1997) Res. Commun. Mol. Path. Phar
m. 97, 237-240; Kociok, N., et al. (1998) Mol. Biotechnol. 9, 25-33 )、または蛍
光標識オリゴヌクレオチドを利用した方法(Bauer D., et al., (1993) Nucleic Acids Re
s. 21, 4272-4280; Ito, T. et al., (1994) FEBS Lett. 351, 231-236. Luehrsen, K.R.
 et al., (1997) BioTechniques 22, 168-174; Smith, N.R. et al., (1997) BioTechniq
ues 23, 274-279)、及びバイオチン化プライマーを利用した方法(Korn, B. et al., (199
2) Hum. Mol. Genet. 1, 235-242; Tagle, D.A. et al., (1993) Nature 361. 751-753; 
Rosok, O. et al., (1996) BioTechniques 21, 114-121)により変性ポリアクリルアミド
ゲル上で検出することができる。
【０１４５】
　図５から分かるように、サイトカインファミリー遺伝子であるＩＬ－１ｂとＩＬ－１９
を、ＩＬ－１ｂ－５’とＩＬ－１ｂ－３’、そしてＩＬ－１９－５’とＩＬ－１９－３’
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の各プライマーセットを使用してターゲットＰＣＲ増幅した結果、それぞれＩＬ－１ベー
タ(レーン２)では５５０－ｂｐ、ＩＬ－１９(レーン４)の場合は５００－ｂｐと予想され
た大きさに該当する単一バンドを形成する。この後、クローンのクローニングと配列分析
を通じて、そのバンドは、ＩＬ－１ベータとＩＬ－１９断片であることが確認できた。そ
の反面、[Poly(dI)]を含まない従来プライマーセット(IL19-5'-0とIL19-3'-0；IL1b-5'-0
とIL1b-3'-0)の場合は、非特異的産物が生成された(図５、レーン１とレーン３)。このよ
うな結果は、三つの異なるＴm部位(５’－高Ｔm特異性部位、３’－低Ｔm特異性部位、及
び分割部位)を有するようにデザインされたＤＳプライマーは、バックグラウンドと非特
異的産物の生成のような、従来プライマー配列が誘発する問題点を克服し、ＰＣＲ特異性
を大いに向上させることができることを示す。
【０１４６】
　実施例２：二重特異性(DS)オリゴヌクレオチドを利用したＰＣＲ特異性の評価
　本発明の二重特異性オリゴヌクレオチドは、その独特な構造により高い混成特異性及び
ミスマッチ許容性(tolerance)を示すことを特徴とし、これは、混成化厳格性(stringency
)に依存する。ＤＳオリゴヌクレオチドの高い混成特異性は、５’－と３’－部位のいず
れも鋳型にアニーリングされる高い厳格条件下でなされる。その反面、ＤＳオリゴヌクレ
オチドのミスマッチ許容性は、制限されない一つ以上の塩基対ミスマッチが存在するにも
拘らず、５’－と３’－部位のいずれも鋳型にアニーリングされる厳格条件下でなされる
。
【０１４７】
　マウス胎盤から発現されると確認された新しい遺伝子のＤＥＧ１０(Kim, Y.J. et al.,
 (2004) Annealing control primer system for identification of differentially exp
ressed genes on agarose gels. BioTechniques 36:424-434; XM_129567)の３’－ＲＡＣ
Ｅ実験により、本発明により開発されたＤＳオリゴヌクレオチドの二重特異性を、混成特
異性とミスマッチ許容性の観点で評価した。この評価のために、両側部位の幾つかのヌク
レオチドを他のヌクレオチドで置換し、ターゲット鋳型配列にミスマッチされるようにし
た。
【０１４８】
　実施例で使用された５’－ＤＥＧ１０－特異的ＤＳプライマーは、次のようである：
DEG10-5'-108:  5'-TGTAGTTTTGGGTTTCCTCCIIIIICTCCGATG-3'(第9配列);
DEG10-5'-103:  5'-TGTAGTTTTGGGTTTCCTCCIIIIICTGCCATC-3'(第10配列);
DEG10-5'-102:  5'-TGTAGTTTTGGGTTTCCTCCIIIIICTCCCATC-3'(第11配列); 
DEG10-5'-101:  5'-TGTAGTTTTGGGTTTCCTCCIIIIICTCCCATG-3'(第12配列); 
DEG10-5'-158:  5'-TGTACTTATGCGTATCGTCCIIIIICTCCGATG-3'(第13配列); 
DEG10-5'-138:  5'-TGTACTTTTGCGTTTCGTCCIIIIICTCCGATG-3'(第14配列);及び
DEG10-5'-128:  5'-TGTAGTTATGGGTATCCTCCIIIIICTCCGATG-3'(第15配列)である。
ここで、置換されたヌクレオチドは、下線とボールド体で表示して、Iは、デオキシイノ
シンを示す。
【０１４９】
　Ａ．高い厳格条件下におけるＰＣＲ特異性の増加
　上記説明した通り、逆転写酵素により第１次ｃＤＮＡ鎖を合成するために、ＩＣＲマウ
スの１７．５－ｄｐｃ(E17.5)胎盤組織から総ＲＮＡを分離及び利用した(Hwang, I.T., e
t al., (2003) Annealing control primer system for improving specificity of PCR a
mplification. BioTechniques 35:1180-1184)。総ＲＮＡを、次のように組成された反応
容量２０μｌで、４２℃で１．５時間逆転写反応を実施した：総ＲＮＡ３μｌ、５×緩衝
液(Promega, USA)４μｌ、ｄＮＴＰｓ　５μｌ(それぞれ2mM)、１０μＭ　ｃＤＮＡ合成
プライマー２μｌ(oligo(dT)20-Adapter)、ＲＮａｓｅ阻害剤(40units/μl,Promega)、及
び逆転写酵素１μｌ(200 units/μl, Promega)。超精製されたＨ2Ｏ　１８０μｌを入れ
て、第１次ｃＤＮＡ鎖を希釈した。ｃＤＮＡ合成プライマーのオリゴ(dT)18 -ACP1は、5'
-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIII(T)18-3'であり、ここで、Iはデオキシイノシンである。
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【０１５０】
　希釈した第１次ｃＤＮＡ鎖２μｌ(30ng)、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2(Roche)が含まれた１０
×ＰＣＲ緩衝液２μｌ、ｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びdTTPそれぞれ2mM)２μｌ、ＤＥ
Ｇ１０－特異的ＤＳプライマー(10μM)１μｌ、オリゴ(dT)15-ACP2(10μM)１μｌ、及び
Ｔａｑ重合酵素(5unit/μl; Roche)０．５μｌを含む最終容量２０μｌでＤＥＧ１０の３
’－ＲＡＣＥを実施し；反応混合物を含むチューブを、予熱された(94℃)熱サイクラーに
載置して；サンプルを９４℃で５分間変性させて、９４℃で１分、６８℃で１分、及び７
２℃で１分の過程を３０回繰り返した後、７２℃で７分間恒温処理した。オリゴ(dT)15-A
CP2は、5'-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIII(T)15-3'であり、ここで、Iはデオキシイノシン
である。
【０１５１】
　Ｂ．ＤＳオリゴヌクレオチドのミスマッチ許容
　ＤＥＧ１０の３’－ＲＡＣＥを実施するためのサンプルＤＳプライマー、鋳型及びＰＣ
Ｒ条件を実施例２Ａと同一にして、アニーリング温度は異ならせた。次の条件でＰＣＲ増
幅を実施した：９４℃で５分、６０℃で３分、及び７２℃で３分の過程を１回実施；その
後９４℃で４０秒、６５℃で１分、及び７２℃で４０秒の過程を２９回繰り返して実施、
及び７２℃で７分間最終伸長サイクル。
【０１５２】
　結果的に、図６Ａは、ＤＥＧ１０の３’－ＲＡＣＥ実験で、ＤＳオリゴヌクレオチドプ
ライマーの高混成特異性を示す。 ５’－ＤＥＧ１０－特異的ＤＳプライマー(DEG10-5'-1
08)は、ＤＥＧ１０　３’－ＲＡＣＥで予想した６７７ｂｐ産物を生成させた(レーン1)。
その反面、５’部位または３’部位でミスマッチ配列を有した他のプライマー(DEG10-5'-
103, DEG10-5'-102, DEG10-5'-101, DEG10-5'-158, DEG10-5'-138及びDEG10-5'-128)は、
いかなる産物も生成しなかった：３’部位で３個(レーン2)、２個(レーン3)、または１個
(レーン4)塩基のミスマッチ；５’部位で５個(レーン5)、３個(レーン6)、または２個(レ
ーン7)塩基のミスマッチ。
【０１５３】
　このような結果は、ＤＳプライマーの二重特異性が、高い厳格条件下で３’－末端だけ
ではなく、５’－末端でミスマッチ塩基を区別することができることを証明する。
【０１５４】
　一般に、鋳型に完璧に相補的であるべきプライマー部位は、３’－末端であるが、その
理由は、この末端がＤＮＡ重合酵素により伸長される部位であって、正確なターゲット配
列にアニーリングが発生するようにする最も重要な部位であるからである。その反面、プ
ライマーの５’－末端は、ターゲット配列にアニーリングの特異性を決定するにそれほど
重要ではなく、鋳型に相補的ではない制限酵素部位(restriction site)とプロモーター配
列のような追加配列を有するように変形され得る(McPherson, M.J., Moller, S.G. (2000
) PCR. BIOS Scientific Publishers, Springer-Verlag New York Berlin Heidelberg, N
.Y..)。これとは対照的に、独特な構造に起因する二重特異性により現れるＤＳプライマ
ーの格別な利点は、３’－末端だけではなく、５’－末端でミスマッチ塩基を区別するこ
とができるようにすることである。
【０１５５】
　図６Ｂは、ＤＳオリゴヌクレオチドのミスマッチ許容の一例をＤＥＧ１０の３’－ＲＡ
ＣＥで示したものである。５’－または３’－末端部位にミスマッチヌクレオチドが全く
ないか、幾つかあるとしても、ＤＳプライマー(DEG10-5'-108, DEG10-5'-101, DEG10-5'-
128及びDEG10-5'-138)は、ＤＥＧ１０　３’－ＲＡＣＥの予想される６７７ｂｐ産物を依
然として生成した(レーン１，４，６及び７)。その反面、５’または３’部位にさらに多
いミスマッチヌクレオチドを有する他のプライマー(DEG10-5'-103, DEG10-5'-102, DEG10
-5'-158)は、如何なる産物も生成しなかった(レーン２、３及び５)。前記結果は、ミスマ
ッチ許容を要求する多様なヌクレオチド配列の増幅にＤＳプライマーが利用できることを
示す。
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【０１５６】
　要するに、前記結果は、ＤＳプライマーの次のような原理を裏付ける：
1)アニーリングが５’－高Ｔm特異性部位と３’－低Ｔm特異性部位との両側部分で発生す
る場合でのみ、ＤＳプライマーは、鋳型と相補的な核酸分子を合成するために伸長されて
(レーン１)；しかしながら、
2)アニーリングが３’－低Ｔm特異性部位ではなく、ただ５’－高Ｔm特異性部位で発生す
る場合は、ＤＳプライマーは、鋳型に相補的な核酸分子を合成するために伸長されず(レ
ーン２～４)；そして、
3)３’－低Ｔm特異性部位の配列が鋳型と完璧にマッチされる場合でさえも、高い厳格条
件下では、３’－低Ｔm特異性部位のみではアニーリングが発生しない(レーン５～７)。
アニーリング部位と関連し、ＤＳプライマーは、初期ＰＣＲ段階で３’－末端部位のみが
アニーリングされる場合に伸長されるアニーリング調節プライマー(ACP)と明らかに違う(
Hwang, I.T., et al., (2003) Annealing control primer system for improving specif
icity of PCR amplification. BioTechniques 35:1180-1184)。
【０１５７】
　実施例３：二重特異性(DS)オリゴヌクレオチドを利用した単一塩基の区別
　単一塩基区別に対するＤＳオリゴヌクレオチドの二重特異性を証明するために、マウス
胎盤特異的ホメオボックスファミリー遺伝子であるＰｓｘ１とＰｓｘ２のｃＤＮＡｓを、
従来のプライマーまたはＤＳプライマーのいずれか一つを使用して増幅した。２つのＰｓ
ｘ　ｃＤＮＡｓ間の全体配列相同性は、ヌクレオチド水準で９１％であった(Han, Y.J., 
et al., (2000) Identification and characterization of Psx2, a novel member of th
e Psx (placenta-specific homeobox) family. Gene 241:149-155)。一つまたは二つの塩
基差によりＰｓｘ１とＰｓｘ２が区別されるように、５’－プライマーをデザインした(
図７Ａ)。しかし、３’－プライマーは、２つのＰｓｘ　ｃＤＮＡｓの保存された配列を
有するようにデザインした。Ｐｓｘ１－とＰｓｘ２－特異的従来及びＤＳプライマー配列
は次のようである：
Psx1-5'-10:  5'-AAGGAAGACATGCTGGTGATGGTGCTTCTAGCT-3' (第16配列);
Psx2-5'-10:  5'-AAGGAAGACATGCTGGTGATGGTGCTTCTGGCC-3' (第17配列); 
Psx1-5'-11:  5'-AAGGAAGACATGCTGGTGATIIIIITTCTAGCT-3' (第18配列);
Psx2-5'-11:  5'-AAGGAAGACATGCTGGTGATIIIIITTCTGGCC-3' (第19配列);
Psx1-5'-40:  5'-TCTTGCACGATGGATGGGTGTGGATGAATGTGA-3' (第20配列);
Psx2-5'-40:  5'-TCTTGCACGATGGATGGGTGTGGATGAATCTGA-3' (第21配列);
Psx1-5'-41:  5'-TCTTGCACGATGGATGGGTGIIIIIGAAIGIGA-3' (第22配列);
Psx2-5'-41:  5'-TCTTGCACGATGGATGGGTGIIIIIGAAICIGA-3' (第23配列);及び
Psx-3'-2:    5'-TTCATCCACACCCATCCATCIIIIIAGATCCCT-3' (第24配列)、
ここで、Ｐｓｘ１－またはＰｓｘ２－特異的ヌクレオチドは、下線とボールド体で示した
。
【０１５８】
　Ａ．第１次ｃＤＮＡ鎖の合成
　３’－ＲＡＣＥとＰｓｘ　ｃＤＮＡのターゲットＰＣＲの出発物質として、実施例２で
合成されたマウス胎盤の第１次ｃＤＮＡ鎖を使用した。
【０１５９】
　Ｂ．Ｐｓｘ１－とＰｓｘ２－特異的ＤＳプライマーを利用したＰｓｘ１とＰｓｘ２の３
’ＲＡＣＥ
　希釈された１次ｃＤＮＡ鎖２μｌ(30ng)、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2を含む１０×ＰＣＲ緩
衝溶液(Roche)２μｌ、ｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びdTTPそれぞれ2mM)２μｌ、５’－
Ｐｓｘ１－と５’－Ｐｓｘ２－特異的ＤＳまたは従来プライマー(10μM)１μｌ 、オリゴ
(dT)15-ACP2(10μM)１μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5unit/μl; Roche)０．５μｌを含む最
終容量２０μｌでＰｓｘ１及びＰｓｘ２の３’－ＲＡＣＥを行って；反応混合物を含むチ
ューブを、予熱された(94℃)熱サイクラーに載置して；サンプルを９４℃で５分間変性さ
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せて、９４℃で１分、６０～６５℃で１分、７２℃で１分の過程を３０回繰り返した後、
７２℃で７分間恒温処理した。
【０１６０】
　Ｃ．Ｐｓｘ１－及びＰｓｘ２－特異的ＤＳプライマーを使用したＰｓｘ１及びＰｓｘ２
ターゲット核酸増幅
　希釈された１次ｃＤＮＡ鎖２μｌ(30ng)、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2を含む１０×ＰＣＲ緩
衝溶液(Roche)２μｌ、ｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びdTTPそれぞれ2mM)２μｌ、５’－
Ｐｓｘ１－または５’－Ｐｓｘ２－特異的ＤＳプライマーまたは従来プライマー(10μM)
１μｌ 、Ｐｓｘ－３’－２(10μM)１μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5unit/μl; Roche)０．
５μｌを含む最終容量２０μｌでＰｓｘ１及びＰｓｘ２のターゲットＰＣＲ増幅を行って
；反応混合物を含むチューブを、予熱された(94℃)熱サイクラーに載置して；サンプルを
９４℃で５分間変性させて、９４℃で１分、６０～６５℃で１分、７２℃で１分の過程を
３０回繰り返した後、７２℃で７分間恒温処理した。
【０１６１】
　結論的に、図７Ｂは、５’Ｐｓｘ１－またはＰｓｘ２－特異的プライマーが３’－ＲＡ
ＣＥとターゲットＰＣＲの産物を生成することを示す。２つのＰｓｘ　ｃＤＮＡは、３’
－末端側で２９ｂｐが除去または添加され、お互い異なるため、３’－ＲＡＣＥにより２
９ｂｐ差のある産物が増幅されることを予想することができる。Ｐｓｘ１－またはＰｓｘ
２－特異的ＤＳプライマーであるＰｓｘ１－５’－４１及びＰｓｘ２－５’－４１を使用
したＰｓｘ１　ｃＤＮＡの３’－ＲＡＣＥは、それぞれ３１１ｂｐ(レーン１)と２８２ｂ
ｐ(レーン２)と、予想の大きさと一致する単一バンドを生成した。３’－ＲＡＣＥにより
生成された産物の配列分析を通じて、５’－Ｐｓｘ１－及び－Ｐｓｘ２－特異性プライマ
ーは、それぞれＰｓｘ１とＰｓｘ２　ｃＤＮＡを増幅したことを確認した。その反面、Ｄ
Ｓオリゴヌクレオチドの原理に従わない従来プライマー(Psx1-5'-40とPsx2-5'-40)は、２
つのＰｓｘ　ｃＤＮＡｓを区別できなかった(レーン３とレーン４)。
【０１６２】
　前記結果は、本発明によるＤＳプライマーが一つの単一塩基ミスマッチを区別すること
ができることを示す。したがって、点突然変異を同定するかまたは単一ヌクレオチド多形
性(SNPs)をゲノタイピングすることにおいて、本発明のＤＳオリゴヌクレオチドが適用で
きる。
【０１６３】
　実施例４：二重特異性(DS)オリゴヌクレオチドを利用したｃＤＮＡプールで、ターゲッ
トｃＤＮＡの直接シーケンシング
　新しいｃＤＮＡを同定して分離しようとする殆どの試みは、ｍＲＮＡ配列の一部分だけ
を代表するクローンを得るような結果を招来する。一応部分配列を確認したら、転写体の
残りの部分は、典型的なｃＤＮＡライブラリースクリーニングまたはＲＡＣＥ(ｃＤＮＡ
末端高速増幅)のようなＰＣＲに基づいた方法によりしばしば得るようになり、その後、
その得られたｃＤＮＡをシーケンシングするようになる。したがって、現在の全ての方法
は、転写体の残りの部分に対する配列情報を得るための必須段階である。もしミッシング
(missing)配列情報を、ターゲット細胞から得たｃＤＮＡポピュレーションから直接得れ
ば、このような時間消費的な必須過程を完全に回避するようになり、かつ粗生物試料(cru
de biological sample)からターゲットｃＤＮＡ配列を直接的に決定することができる。
【０１６４】
　胎盤の第１次ｃＤＮＡ鎖プールを使用して、マウス胎盤特異的ホメオボックス遺伝子で
あるＰｓｘのｃＤＮＡを直接シーケンシングするために、本発明のＤＳオリゴヌクレオチ
ドをプライマーとして使用した。胎盤ｃＤＮＡプールから胎盤特異的遺伝子ｃＤＮＡを直
接シーケンシングする方法と結果をここに説明した。実施例３で利用されたものと同一な
５’－Ｐｓｘ特異的ＤＳプライマーを使用した。これらのプライマーは、Ｐｓｘ　１－５
’－１１、 Ｐｓｘ　２－５’－１１、Ｐｓｘ　１－５’－４１及びＰｓｘ　２－５’－
４１である。
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【０１６５】
　Ａ．第１次ｃＤＮＡ鎖の形成
　Ｐｓｘ　ｃＤＮＡｓを直接シーケンシングするために、鋳型として実施例２で合成され
たマウス胎盤の第１次ｃＤＮＡ鎖を使用した。
【０１６６】
　Ｂ．Ｐｓｘ特異的ＤＳプライマーを利用して、胎盤ｃＤＮＡプールでＰｓｘ　ｃＤＮＡ
の直接シーケンシング
　希釈した第１次ｃＤＮＡ鎖１３μｌ(150ng)、ABI PRISM Big Dye Terminator反応混合
物(Applied Biosystems, USA)２μｌ、５×シーケンス緩衝液(Appled Biosystems)２μｌ
、及び５’－Ｐｓｘ１－または５’－Ｐｓｘ２－特異的ＤＳプライマー(1μM)１．６μｌ
を含む最終容量２０μｌでサイクルシーケンシング反応を実施し；反応混合物を含むチュ
ーブを、予熱された(94℃)熱サイクラーに載置して；サンプルを９４℃で５分間変性させ
て、９４℃で１０秒、５０～６０℃で３分、及び６０～６５℃で４分の過程を４０～５０
回繰り返した。シーケンシング産物を次のように精製した。1)３Ｍのアセト酸ナトリウム
(pH4.6)２μｌと、新鮮で且つ冷たい１００％ＥｔＯＨ　５０μｌを添加、2)３０分間７
５℃に維持、3)１３，０００ｇで１５～３０分間遠心分離及び上清液の除去、4)７０％Ｅ
ｔＯＨ　２００μｌで洗浄、5)１３，０００ｇで１５～３０分間遠心分離及び上清液を除
去及び乾燥。シーケンシング産物をABI PRISM 3100遺伝分析器で分析する直前にＨｉＤｉ
ホルムアミド１０μｌでペレットを再懸濁した。
【０１６７】
　驚くことに、Ｐｓｘ　ＤＳプライマーは、それらの特異的Ｐｓｘ　ｃＤＮＡｓを正確に
シーケンシングした。即ち、Ｐｓｘ１特異的ＤＳプライマー(Psx1-5'-41)は、専らＰｓｘ
１　ｃＤＮＡのみをシーケンシングして、Ｐｓｘ２特異的ＤＳプライマー(Psx2-5'-41)は
、専らＰｓｘ２　ｃＤＮＡのみをシーケンシングした(図8)。Ｐｓｘ２における２９ｂｐ
欠損地域がブラックバーで表示された。その反面、ＤＳオリゴヌクレオチドの原理に従わ
ない従来プライマー(Psx1-5'-40及びPsx2-5'-40)は、２つのＰｓｘ　ｃＤＮＡｓを区別で
きなかった。
【０１６８】
　このような結果は、ＤＳプライマーがＰＣＲ増幅でのみならず、サイクルシーケンシン
グでも単一塩基ミスマッチを区別することができることを示す。
【０１６９】
　実施例５：ＤＳオリゴヌクレオチドを利用したマルチプレックス(multiplex)ＰＣＲ
　マルチプレックスＰＣＲにおいて、ＤＳオリゴヌクレオチドプライマーの応用を証明す
るために、９個の異なるサイトカインファミリー遺伝子をＤＳプライマーで増幅した。Ｄ
Ｓプライマーを利用したマルチプレックスＰＣＲ増幅の方法及び結果をここに説明した。
各サイトカイン遺伝子の最も長いエキソン配列を利用して、５０ｂｐラダー(ladder)を生
成するようにサイトカインファミリー遺伝子特異的ＤＳプライマーをデザインした。
【０１７０】
　実施例で使用されたＩＬ－３に対するＤＳプライマーは、次のようである(200bp)：
IL3-5'   5'-GCTGCCAGGGGTCTTCATTCIIIIICTGGATGA-3' (第25配列);及び
IL3-3'   5'-GGCCATGAGGAACATTCAGAIIIIIGGTGCTCT-3' (第26配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－１５に対するＤＳプライマーは、次のようである(250bp)：
IL15-5'  5'-ATGTAGCAGAATCTGGCTGCIIIIIATGTGAGG-3' (第27配列); 及び
IL15-3'  5'-ATGTGATCCAAGTGGCTCATIIIIICCTTGTTAGG-3' (第28配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－１８に対するＤＳプライマーは、次のようである(300bp)：
IL18-5'   5'-AGGAAATGGATCCACCTGAAIIIIITGATGATATA-3' (第29配列); 及び
IL18-3'   5'-ATGGAAATACAGGCGAGGTCIIIIIAAGGCGCA-3' (第30配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－２５に対するＤＳプライマーは、次のようである(350bp)：
IL25-5'   5'-AGCTCTCCAAGCTGGTGATCIIIIICAAGGCGG-3' (第31配列) ; 及び
IL25-3'   5'-GAGCTGCCCTGGATGGGGTTIIIIIGTGGTCCT-3' (第32配列)。
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　実施例で使用されたＩＬ－２に対するＤＳプライマーは、次のようである(400bp)：
IL2-5'   5'-CTCTGACAACACATTTGAGTGCIIIIICGATGATGAG-3' (第33配列); 及び
IL2-3'   5'-GTGCTGTCCTAAAAATGACAGAIIIIIGAGCTTATTT-3' (第34配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－６に対するＤＳプライマーは、次のようである(450bp)：
IL6-5'  5'-CCAATGCTCTCCTAACAGATAAIIIIIAGTCACAGAA-3' (第35配列); 及び 
IL6-3'  5'-AGGTAAACTTATACATTCCAAGAAAIIIIITGGCTAGG-3' (第36配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－１９に対するＤＳプライマーは、次のようである(500bp)：
IL19-5'   5'-GTCTCATCTGCTGCCCTTAAIIIIITAGGAGAACT-3' (第5配列); 及び 
IL19-3'   5'-CATAGGCCTGGAAGAAGCCGIIIIICAATAAGTTAG-3' (第6配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－１ベータに対するＤＳプライマーは、次のようである(550bp
)：
IL1b-5'   5'-GGAGAGTGTGGATCCCAAGCIIIIICCAAAGAAG-3' (第7配列); 及び
IL1b-3'   5'-AGACCTCAGTGCAGGCTATGIIIIITTCATCCC-3' (第8配列)。
　実施例で使用されたＩＬ－１０に対するＤＳプライマーは、次のようである(600bp)：
IL10-5'   5'-AAGGCCATGAATGAATTTGAIIIIITCATCAACTG-3' (第37配列); 及び
IL10-3'   5'-TGACAGTAGGGGAACCCTCTIIIIIGCTGCAGG-3' (第38配列)。
【０１７１】
　Ａ．サイトカインファミリー遺伝子特異的ＤＳプライマー１セットを利用したモノプレ
ックス(monoplex)ＰＣＲ
　マウスゲノムＤＮＡ２μｌ(50ng)、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2を含む１０×ＰＣＲ緩衝液(Ro
che)２μｌ、ｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びdTTPそれぞれ2mM)２μｌ、各サイトカイン
ファミリー遺伝子特異的５’ＤＳプライマー(10μM)１μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5unit/
μl; Roche)０．５μｌを含む最終容量２０μｌで、それぞれのサイトカインファミリー
遺伝子に対する単一ターゲットＰＣＲ増幅を行って；反応混合物を含むチューブを、予熱
された(94℃)熱サイクラーに載置して；サンプルを９４℃で５分間変性させて、９４℃で
１分、６０～６５℃で１分、７２℃で１分の過程を３０回繰り返した後、７２℃で７分間
恒温処理した。
【０１７２】
　Ｂ．サイトカインファミリー遺伝子特異的ＤＳプライマー９セットを利用したマルチプ
レックスＰＣＲ
　サイトカインファミリー遺伝子特異的ＤＳプライマー９セットを利用して単一のチュー
ブでマルチプレックスＰＣＲ増幅を実施し：マウスゲノムＤＮＡ　１００ｎｇ、１５ｍＭ
　ＭｇＣｌ2を含む１０×ＰＣＲ緩衝液(Roche)５μｌ、ｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びd
TTPそれぞれ2mM)５μｌ、各サイトカインファミリー遺伝子特異的５’ＤＳプライマー(0.
2～5μM)１μｌ、各サイトカインファミリー遺伝子特異的３’ＤＳプライマー(0.2～5μM
)１μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5unit/μl; Roche)０．５μｌを含む最終容量５０μｌで
反応混合物を製造し；反応混合物を含むチューブを、予熱された(94℃)熱サイクラーに載
置して；ＰＣＲ条件は、９４℃で５分、５０℃で３分、及び７２℃で３分の過程を１回行
った後；９４℃で４０秒、６０℃で１分、及び７２℃で４０秒の過程を２９回繰り返し、
７２℃で５分間最終伸長サイクル。
【０１７３】
　図９から分かるように、マルチプレックスＰＣＲ増幅は、９個の異なるサイトカイン遺
伝子産物に対し、２００ｂｐから６００ｐｂまで、予想大きさと一致する多様なバンドを
生成する(図４、レーン１)。各モノプレックスＰＣＲ増幅は、ＩＬ－３場合の２００ｂｐ
(図４、レーン２)、 ＩＬ－１５場合の２５０ｂｐ(図４、レーン３)、 ＩＬ－１８場合の
３００ｂｐ(図４、レーン４)、 ＩＬ－２５の場合の３５０ｂｐ(図４、レーン５)、 ＩＬ
－２の場合の４００ｂｐ(図４、レーン６)、 ＩＬ－６の場合の４５０ｂｐ(図４、レーン
７)、 ＩＬ－１９場合の５００ｂｐ(図４、レーン８)、 ＩＬ－１ベータの場合の５５０
ｂｐ(図４、レーン９)、及びＩＬ－１０場合の６００ｂｐ(図４、レーン１０)と、それぞ
れ予想大きさと一致する単一バンドを生成した。
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【０１７４】
　したがって、本発明により開発されたＤＳプライマーを、マルチプレックスＰＣＲに成
功的に適用することができることが分かる。ＤＳオリゴヌクレオチドの独特な構造は、従
来のマルチプレックスＰＣＲが有している一般的な問題、即ち、プライマー干渉及びダイ
マー(dimer)形成の問題を解決する。
【０１７５】
　実施例６：二重特異性(DS)オリゴヌクレオチドのミスマッチ許容(tolerance)を利用し
たヒトメタニューモウイルス(metapneumovirus)の検出
ミスマッチ許容において、ＤＳオリゴヌクレオチドプライマーの応用を証明するために、
診断試料内のヒトメタニューモウイルス(hMPV)を検出するために、ＤＳプライマーを利用
した。ＤＳプライマーを利用してヒトメタニューモウイルスを検出する方法と結果をここ
に説明した。本実施例は、特定の一つのウイルスを検出するに本発明の適用が限定される
ように解釈されてはならない。
【０１７６】
　全てのｈＭＰＶ分離物の配列を整列して得た融合糖蛋白質(F)遺伝子の保存地域を基に
して、ＤＳプライマーをデザインした(表１参照)。この分離物の遺伝的多様性を許容する
ために、プライマーを次の基準に従ってデザインした：(a)保存地域は、一つ以上のミス
マッチ塩基対が存在するとしても、少なくとも３０ヌクレオチドとなるようにして(表1)
；(b)保存地域でミスマッチが最も比率で現れる配列は、好ましくはＤＳプライマーの分
割部位に位置するようにして(例えば、hMPV 5'-585, hMPV 3'-698, 及びhMPV 3'-1007)；
(c)そうでなければ、ミスマッチヌクレオチドを５’－末端部位に位置するようにして、
この中、幾つかはデオキシイノシンのようなユニバーサル塩基で代替可能であり(例えば
、hMPV 3'-698及びhMPV 3'-1007)；(d)３’－末端部位でミスマッチされた一つまたは二
つのヌクレオチドを縮退性(degenerate)塩基やユニバーサル塩基で代替することができる
(例えば、hMPV 3'-1007)。
【０１７７】
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【表１】

　＊ｈＭＰＶ分離物間の遺伝的変異は、下線を引いたヌクレオチドで表示された。
【０１７８】
　実施例で使用されたｈＭＰＶ　Ｆ遺伝子に特異的なＤＳプライマーは、次のようである
：
hMPV 5'-585 5'-AGCTTCAGTCAATTCAACAGAAIIIIICTAAATGTTG-3' (第39配列);
hMPV 3'-698  5'-AACATCAITTTTATITGTCCTGCAIIIIITGGCATGT-3' (第40配列);及び
hMPV 3'-1007  5'-TTGAITGCTCAGCIACATTGATIIIIICWGCTGTGTC-3' (第41配列)。
ここで、Ｗは、ＡまたはＴであり、Ｉは、デオキシイノシンである。
【０１７９】
　製造会社のプロトコールにしたがって、ＲＮＡｚｏｌ　Ｂ方法を利用し、ウイルス総Ｒ
ＮＡを抽出した(RNAzol LS; Tel-Test, Inc)。次のように組成された２０μｌの反応容量
で、ウイルスＲＮＡを使用し、４２℃で１．５時間ｃＤＮＡを合成するように逆転写反応
を行った：総ＲＮＡ　５μｌ(約100 ng)、５×緩衝液　４μｌ(Invitrogen, USA)、ｄＮ
ＴＰｓ(各5mM)５μｌ、１０μＭランダムヘキサデオキシヌクレオチド　２μｌ、ＲＮＡ



(41) JP 4903725 B2 2012.3.28

10

20

30

40

50

ａｓｅ阻害剤　０．５μｌ(40units/μl, Promega)、及びモロニーマウス白血病(Moloney
 murine leukemia)ウイルス逆転写酵素１μｌ(200units/μl, Promega)。
【０１８０】
　第１次ｃＤＮＡ鎖２μｌ(30ng)、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2を含む１０×ＰＣＲ緩衝液(Roch
e)２μｌ、ｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びdTTPそれぞれ2mM)２μｌ、５’ｈＭＰＶ－特
異的ＤＳプライマー(hMPV 5'-585; 10μM)１μｌ、３’－ｈＭＰＶ－特異的ＤＳプライマ
ー(hMPV 3'-698またはhMPV 3'-1007; 10 μM)１μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5unit/μl; R
oche)０．５μｌを含む最終容量２０μｌでｈＭＰＶ　Ｆ遺伝子のターゲットＰＣＲ増幅
を行って；反応混合物を含むチューブを、予熱された(94℃)熱サイクラーに載置して；サ
ンプルを９４℃で５分間変性させて、９４℃で１分、６０～６５℃で１分、７２℃で１分
の過程を３０回繰り返した後、７２℃で７分間恒温処理した。
【０１８１】
　図１０Ｂから分かるように、ｈＭＰＶ－特異的ＤＳプライマーの各対(hMPV 5'-585及び
hMPV 3'-698、そしてhMPV 5'-585及びhMPV 3'-1007)は、それぞれ予想大きさである１５
０ｂｐと４５９ｂｐに相応する単一バンドを生成する(レーン１及びレーン２)。その後、
産物の配列分析で、前記増幅産物は、ｈＭＰＶ融合糖蛋白質(F)遺伝子の部分配列である
ことを確認した。その反面、前記プライマーは、鋳型のないネガティブコントロールＰＣ
Ｒでは、如何なる産物も生成しなかった(レーン４及びレーン５)。ポジティブコントロー
ルとして、ヒトベータアクチン特異的プライマーセットを使用した(レーン３)。
【０１８２】
　このような結果は、呼吸器疾患を有した患者からｈＭＰＶｓを検出する時に、ＤＳプラ
イマーが適用できることを示す。したがって、診断分野で直面する全ての状況に対し、本
発明のＤＳオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ増幅のプライマー、またはオリゴヌクレオチド
チップではてプローブとして利用できることが分かる。
【０１８３】
　実施例７：ＤＳオリゴ固定マイクロアレイ(Oligo-Immobilized Microarray)を利用した
ターゲットヌクレオチドの検出
ＤＮＡ合成機(Expedite 8900 Nucleic Acid Synthesis System, Applied Biosystems (AB
I))を利用して、標準プロトコールにしたがって、ターゲット核酸分子の一領域に相補的
なＤＳオリゴを合成する。マイクロアレイのために、ガラススライドに、合成されたＤＳ
オリゴを固定する。その後、ＤＮＡ試料５０～２００ｎｇ、１０×ＰＣＲ緩衝液(Promega
)５μｌ、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2５μｌ、蛍光標識されたｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びd
TTPそれぞれ2mM)５μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5unit/μl; Promega)０．５μｌを含む鋳
型依存性伸長反応混合物をマイクロアレイに添加して、その後、マイクロアレイを、予熱
された(94℃)熱サイクラーに載置する。鋳型依存性伸長反応は、次の熱サイクルに従って
実施する：９４℃で５分間変性させた後、９４℃で１分、５０～６５℃で１～３分、及び
６０～７２℃で１～４分の過程を１５～５０回繰り返した後、７２℃で５分間伸長。鋳型
依存性伸長反応後、伸長されたＤＳオリゴを洗浄し、マイクロアレイスキャナーで得た蛍
光イメージを通じてオリゴを検出した後、そのイメージ分析を行う。
【０１８４】
　実施例８：ＤＳオリゴヌクレオチドを利用した単一ヌクレオチド多形性(SNPs)ゲノタイ
ピング(genotyping)
　ＤＮＡ合成機(Expedite 8900 Nucleic Acid Synthesis System, Applied Biosystems (
ABI))を利用して、標準プロトコールにしたがって、３’－低Ｔm特異性部位の中央に多形
性塩基(疑問位置)が位置したＤＳオリゴを合成する。マイクロアレイを行うために、合成
されたオリゴヌクレオチドをガラススライドに固定する。その後、ＤＮＡ試料５０～２０
０ｎｇ、１０×ＰＣＲ緩衝液(Promega)５μｌ、１５ｍＭ　ＭｇＣｌ2５μｌ、蛍光標識さ
れたｄＮＴＰ(dATP, dCTP, dGTP及びdTTPそれぞれ2mM)５μｌ、及びＴａｑ重合酵素(5uni
t/μl; Promega)０．５μｌを含む鋳型依存性伸長反応混合物をマイクロアレイに添加し
て、その後、マイクロアレイを、予熱された(94℃)熱サイクラーに載置する。鋳型依存性
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伸長反応は、次の熱サイクルに従って実施する：９４℃で５分間変性させた後、９４℃で
１分、５０～６５℃で１～３分、及び６０～７２℃で１～４分の過程を１５～５０回繰り
返した後、７２℃で５分間伸長。鋳型依存性伸長反応後、伸長されたＤＳオリゴを洗浄し
、マイクロアレイスキャナーで得た蛍光イメージを通じてオリゴを検出した後、そのイメ
ージ分析を行う。
【０１８５】
　以上、本発明の望ましい具現例を詳細に記述したが、当業界の通常の知識を有する者に
とって、このような具体的な記述はただ望ましい具現例に過ぎなく、これに本発明の範囲
が限定されないことは明らかである。従って、本発明の実質的な範囲は、添付の請求項と
その等価物により定義されると言える。
【図面の簡単な説明】
【０１８６】
【図１Ａ】図１Ａは、鋳型依存的伸長反応において、本発明の二重特異性(DS)オリゴヌク
レオチドの原理を示す。図１Ａは、高い厳格条件下でＤＳオリゴヌクレオチドの高混成化
特異性を示す。
【図１Ｂ】図１Ｂは、鋳型依存的伸長反応において、本発明の二重特異性(DS)オリゴヌク
レオチドの原理を示す。図１Ｂは、ＤＳオリゴヌクレオチドのミスマッチ許容(tolerance
)を示す。
【図２】本発明のＤＳオリゴヌクレオチドプライマーを使用し、二本鎖ＤＮＡのターゲッ
ト核酸を選択的に増幅する過程を示す。
【図３】本発明のＤＳオリゴヌクレオチドを使用し、ｍＲＮＡのターゲット核酸を選択的
に増幅する過程を示す。
【図４】オリゴヌクレオチドマイクロアレイ上の二重特異性オリゴヌクレオチドを使用し
、ターゲット核酸を選択的に決定する鋳型依存的伸長反応を示す。
【図５】サイトカインファミリー遺伝子であるＩＬ－１ベータ及びＩＬ－１９をプライマ
ーセット(IL-1b-5'-0及びIL-1b-3'-0、レーン1；IL-19-5'-0及びIL-19-3'-0、レーン3)と
二重特異性オリゴヌクレオチド(IL-1b-5'及びIL-1b-3'、レーン2；IL-19-5'及びIL-19-3'
、レーン4)を使用したＰＣＲ増幅の結果を示すアガロースゲル写真である。
【図６Ａ】二重特異性オリゴヌクレオチドのＰＣＲ特異性を証明するＤＥＧ１０遺伝子の
３’－ＲＡＣＥ(cDNA末端の高速増幅)結果を示すアガロースゲル写真である。レーン１は
、完璧なマッチ配列を有するプライマーに対するものであり、レーン２～４は、３’－低
Ｔm特異性部位でそれぞれ３、２及び１個の塩基ミスマッチを有するプライマーに対する
ものであり、レーン５～７は、５’－高Ｔm特異性部位でそれぞれ５、３及び２個の塩基
ミスマッチを有するプライマーに対するものである。Ｍは、Forever 100-bp Ladder Pers
onalizerにより生成された１００－ｂｐ大きさのマーカーである。
【図６Ｂ】ＰＣＲで二重特異性オリゴヌクレオチドのミスマッチ許容を証明するＤＥＧ１
０遺伝子の３’－ＲＡＣＥ結果を示すアガロースゲル写真である。レーン１は、完璧なマ
ッチ配列を有する一つのプライマーに対するものであり、レーン２～４は、３’－低Ｔm

特異性部位でそれぞれ３、２及び１個の塩基ミスマッチを有するプライマーに対するもの
であり、レーン５～７は、５’－高Ｔm特異性部位でそれぞれ５、３及び２個の塩基ミス
マッチを有するプライマーに対するものである。Ｍは、Forever 100-bp Ladder Personal
izerにより生成された１００－ｂｐ大きさのマーカーである。
【図７Ａ】マウス胎盤－特異的ホメオボックスファミリー遺伝子であるＰｓｘ１とＰｓｘ
２の３’－ＲＡＣＥのための５’プライマーの配列を示す。Ｐｓｘ１－５’－４０及びＰ
ｓｘ２－５’－４０は、従来プライマーであり、Ｐｓｘ１－５’－４１及びＰｓｘ２－５
’－４１は、本発明によりデザインされたプライマーである。
【図７Ｂ】Ｐｓｘ１とＰｓｘ２の３’－ＲＡＣＥの結果を示すアガロースゲル写真である
。レーン１は、二重特異性オリゴヌクレオチドプライマーであるＰｓｘ１－５’－４１を
使用したＰｓｘ１の３’－ＲＡＣＥであり；レーン２は、二重特異性オリゴヌクレオチド
プライマーであるＰｓｘ２－５’－４１を使用したＰｓｘ２の３’－ＲＡＣＥであり；レ
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ＣＥ；及びレーン４は、従来プライマーであるＰｓｘ２－５’－４０を使用したＰｓｘ２
の３’－ＲＡＣＥ結果である。Ｍは、Forever 100-bp Ladder Personalizerにより生成さ
れた１００－ｂｐ大きさのマーカーである。
【図８】二重特異性オリゴヌクレオチドプライマーのＰｓｘ１－５’－４１(Ｐｓｘ１場
合)及びＰｓｘ２－５’－４１(Ｐｓｘ２場合)をシーケンシングプライマーとして使用し
、マウス胎盤ｃＤＮＡプールでＰｓｘ１とＰｓｘ２遺伝子を直接サイクリングシーケンシ
ングした結果を示す。
【図９】９セットのサイトカインファミリー遺伝子特異的二重特異性プライマーを使用し
たマルチプレックスＰＣＲ結果を示す。レーン１は、９個のサイトカイン遺伝子に対する
マルチプレックスＰＣＲを；レーン２は、ＩＬ－３(200bp)に対するモノプレックスＰＣ
Ｒを；レーン３は、ＩＬ－１５(250bp)に対するモノプレックスＰＣＲを；レーン４は、
ＩＬ－１８(300bp)に対するモノプレックスＰＣＲを；レーン５は、ＩＬ－２５(350bp)に
対するモノプレックスＰＣＲを；レーン６は、ＩＬ－２(400bp)に対するモノプレックス
ＰＣＲを；レーン７は、ＩＬ－６(450bp)に対するモノプレックスＰＣＲを；レーン８は
、ＩＬ－１９(500bp)に対するモノプレックスＰＣＲを；レーン９は、ＩＬ－１ベータ(55
0bp)に対するモノプレックスＰＣＲを；及びレーン１０は、ＩＬ－１０(600bp)に対する
モノプレックスＰＣＲの結果を示す。Ｍは、Forever 100-bp Ladder Personalizerにより
生成された１００－ｂｐ大きさのマーカーである。
【図１０】ヒトメタニューモウイルス(hMPV)融合糖蛋白質(F)遺伝子を二重特異性オリゴ
ヌクレオチドプライマーを使用してＰＣＲ増幅した結果を示す。レーン１、ｈＭＰＶ５’
－５８５及びｈＭＰＶ３’－６８９プライマーセットを使用したターゲットＰＣＲ；レー
ン２、ｈＭＰＶ５’－５８５及びｈＭＰＶ３’－１００７プライマーセットを使用したタ
ーゲットＰＣＲ；レーン３、ヒトベータ－アクチンプライマーを使用したターゲットＰＣ
Ｒ；レーン４、鋳型のないターゲットＰＣＲ；レーン５、鋳型のないターゲットＰＣＲ。
【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２】 【図３】

【図４】 【図５】
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【図６Ａ】 【図６Ｂ】

【図７Ａ】 【図７Ｂ】



(46) JP 4903725 B2 2012.3.28

【図８】 【図９】

【図１０】
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