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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下：
　配列番号４７中の第１の標的配列に特異的にハイブリダイズする、配列番号２および１
４からなる群より選択される標的特異的配列を含む第１の増幅オリゴヌクレオチド；
　配列番号４７中の第２の標的配列に特異的にハイブリダイズする、配列番号５、１８お
よび２０からなる群より選択される標的特異的配列を含む第２の増幅オリゴヌクレオチド
；および
　配列番号４７または配列番号４７に完全に相補的な配列に特異的にハイブリダイズする
、配列番号８および３０からなる群より選択される標的特異的配列を含むオリゴヌクレオ
チドプローブ；
を含む組成物であって、
　該第１および第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号４７における異なる標的配列
に特異的にハイブリダイズする、組成物。
【請求項２】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、２８～２９ヌクレオチド長であり、前記第２の
増幅オリゴヌクレオチドが４６～６６ヌクレオチド長であり、前記オリゴヌクレオチドプ
ローブが、２２～２９ヌクレオチド長である、請求項１記載の組成物。
【請求項３】
　前記オリゴヌクレオチドプローブが分子トーチである、請求項１記載の組成物。
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【請求項４】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号２である標的特異的配列を含み、そし
て前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号５である標的特異的配列を含む、請求
項１記載の組成物。
【請求項５】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１４である標的特異的配列を含み、そ
して前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１８または２０よりなる標的特異的
配列を含む、請求項１記載の組成物。
【請求項６】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、前記標的特異的配列に連結したプロモーター配
列をさらに含む、請求項４または５記載の組成物。
【請求項７】
　前記プロモーター配列が配列番号４６である、請求項６記載の組成物。
【請求項８】
　前記オリゴヌクレオチドプローブが配列番号８よりなる標的特異的配列を含む、請求項
４記載の組成物。
【請求項９】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１４よりなる標的特異的配列を含み、
そして前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１８よりなる標的特異的配列を含
む、請求項５記載の組成物。
【請求項１０】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１４よりなる標的特異的配列を含み、
そして前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号２０よりなる標的特異的配列を含
む、請求項５記載の組成物。
【請求項１１】
　配列番号５１よりなる配列を持つブロッカーをさらに含む、請求項９または１０記載の
組成物。
【請求項１２】
　前記オリゴヌクレオチドプローブが配列番号３０よりなる標的特異的配列を含む、請求
項９または１０記載の組成物。
【請求項１３】
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチド、前記第２の増幅オリゴヌクレオチド、および前記
オリゴヌクレオチドプローブがキット内にある、請求項８または１２記載の組成物。
【請求項１４】
　請求項１に記載の組成物を用いることによって生物学的試料中のＥＲＧ転写物を増幅お
よび検出するための方法であって、以下：
　（ａ）ＥＲＧ転写物を含有する該試料を、配列番号４７中の前記第１の標的配列に特異
的にハイブリダイズする、配列番号２および１４からなる群より選択される前記第１の増
幅オリゴヌクレオチドおよび配列番号４７中の前記第２の標的配列に特異的にハイブリダ
イズする、配列番号５、１８および２０からなる群より選択される前記第２の増幅オリゴ
ヌクレオチドに接触させる工程；
　（ｂ）該第１および第２の増幅オリゴヌクレオチドに接触させた該試料をＥＲＧ転写物
を増幅させる条件に曝露することにより、増幅された産物を作製する工程；および
　（ｃ）該増幅された産物の存在を、配列番号４７または配列番号４７に完全に相補的で
ある配列に特異的にハイブリダイズする、配列番号８および３０からなる群より選択され
る検出プローブに該産物を特異的にハイブリダイズさせることにより検出し、これにより
該試料中のＥＲＧ転写物の存在を検出する工程；
を含む、方法。
【請求項１５】
　前記接触させる工程が、配列番号２よりなる第１の増幅オリゴヌクレオチド、および配
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列番号５よりなる第２の増幅オリゴヌクレオチドを使用し、そして前記検出する工程が配
列番号８よりなるオリゴヌクレオチドプローブを使用する、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　（ａ）前記接触させる工程が、配列番号１４よりなる第１の増幅オリゴヌクレオチド、
および配列番号１８よりなる第２の増幅オリゴヌクレオチドを使用し、そして前記検出す
る工程が配列番号３０よりなるオリゴヌクレオチドプローブを使用するか；または
　（ｂ）前記接触させる工程が、配列番号１４よりなる第１の増幅オリゴヌクレオチド、
および配列番号２０よりなる第２の増幅オリゴヌクレオチドを使用し、そして前記検出す
る工程が配列番号３０よりなるオリゴヌクレオチドプローブを使用する、請求項１４に記
載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば癌のマーカーを包含するがそれに限定されない、癌の診断および研究
のための組成物および方法に関する。特に本発明は、前立腺癌に関する診断マーカーとし
ての再発性遺伝子融合に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌の研究における中心的目的は、腫瘍形成への原因としての関与が示唆されている改変
された遺伝子を同定することである。塩基置換、挿入、欠失、転座、および染色体の増加
および減少を包含する数種の型の体細胞変異が同定されており、これらの全ては癌遺伝子
または腫瘍サプレッサー遺伝子の改変された活性をもたらす。１９００年代初期に最初の
仮説が唱えられ、現在では癌における染色体再配列の原因的役割に関する説得力のある証
拠が存在している（非特許文献１）。再発性染色体異常は、主に白血病、リンパ腫、およ
び肉腫の特徴であると考えられていた。遙かに一般的であり、そしてヒトの癌に関連する
罹患率および死亡率の相対的に大きな割合に寄与している上皮腫瘍（癌腫）は、既知の疾
患特異的な染色体再配列の１％未満を含んでいる（非特許文献２）。血液学的な悪性疾患
は、均衡した疾患特異的な染色体再配列を特徴とする場合が多いが、大部分の固形腫瘍は
、多数の非特異的な染色体異常を有する。固形腫瘍の核型の複雑性は、癌の発生または進
行を通じて獲得される二次的な改変によるものと考えられる。
【０００３】
　染色体再配列の２つの主要な機序が説明されている。１つの機序においては、１つの遺
伝子のプロモーター／エンハンサーエレメントがプロト癌遺伝子に隣接して再配列され、
これにより癌遺伝子タンパク質の改変された発現が生じる。この型の転座は、ＭＹＣへの
免疫グロブリン（ＩＧ）およびＴ細胞受容体（ＴＣＲ）遺伝子の関連性により例示され、
それぞれ、ＢおよびＴ細胞の悪性疾患におけるこの癌遺伝子の活性化をもたらしている（
非特許文献３）。第２の機序においては、再配列は、新しい機能または改変された活性を
有する場合がある融合タンパク質を生成する２つの遺伝子の融合をもたらす。この転座の
典型例は、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）におけるＢＣＲ－ＡＢＬ遺伝子融合である（非特
許文献４；非特許文献５）。重要な点は、この所見が、ＢＣＲ－ＡＢＬキナーゼを良好に
ターゲティングするイマチニブメシレート（Ｇｌｅｅｖｅｃ（登録商標）、Ｎｏｖａｒｔ
ｉｓ（登録商標）製造）の合理的な開発をもたらしたことである（非特許文献６）。即ち
、一般的な上皮腫瘍における再発性遺伝子再配列を同定することは、癌治療薬の発見の労
作ならびに患者の治療のために多大な意義を有すると考えられる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｒｏｗｌｅｙ，Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｃａｎｃｅｒ（２００１）１：２４５
【非特許文献２】Ｍｉｔｅｌｍａｎ，Ｍｕｔａｔ　Ｒｅｓ（２０００）４６２：２４７
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【非特許文献３】Ｒａｂｂｉｔｔｓ，Ｎａｔｕｒｅ（１９９４）３７２：１４３
【非特許文献４】Ｒｏｗｌｅｙ，Ｎａｔｕｒｅ（１９７３）２４３：２９０
【非特許文献５】ｄｅ　Ｋｌｅｉｎら、Ｎａｔｕｒｅ（１９８２）３００：７６５
【非特許文献６】Ｄｅｉｎｉｎｇｅｒら、Ｂｌｏｏｄ（２００５）１０５：２６４０
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、例えば、限定しないがＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を増幅および検
出するための組成物および方法を提供する。
【０００６】
　配列番号１に特異的にハイブリダイズする配列を含む第１の増幅オリゴヌクレオチド、
配列番号１に特異的にハイブリダイズする配列を含む第２の増幅オリゴヌクレオチド、お
よび配列番号１に特異的にハイブリダイズする配列を含むオリゴヌクレオチドプローブを
含み、そして、第１および第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１における異なる
標的配列に特異的にハイブリダイズするようにした組成物を提供する。
【０００７】
　生物学的試料中のＥＲＧ転写物を増幅および検出するための方法であって、ＥＲＧ転写
物を含有する該試料を、配列番号１に特異的にハイブリダイズする第１の増幅オリゴヌク
レオチドおよび配列番号１に特異的にハイブリダイズする第２の増幅オリゴヌクレオチド
に接触させる工程（ここで第１および第２の増幅オリゴヌクレオチドは、配列番号１にお
ける異なる標的配列にハイブリダイズする）；該第１および第２の増幅オリゴヌクレオチ
ドに接触させた該試料をＥＲＧ転写物を増幅させる条件に曝露することにより、増幅され
た産物を作製する工程；および増幅された産物の存在を、配列番号１または配列番号１に
完全に相補的である配列に特異的にハイブリダイズする検出プローブに該産物を特異的に
ハイブリダイズさせることにより検出し、これにより試料中のＥＲＧ転写物の存在を検出
する工程、を含む方法を提供する。
【０００８】
　患者試料中のＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を増幅および検出するための別の方
法であって、該患者試料を配列番号１４よりなる標的特異的配列を含む第１の増幅オリゴ
ヌクレオチド、配列番号１７または１９よりなる標的特異的配列を含む第２の増幅オリゴ
ヌクレオチド、および配列番号２９よりなる標的特異的配列を含む検出プローブに接触さ
せる工程；該患者試料をＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を増幅するために十分な条
件に曝露する工程；および該ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体が該患者試料中にある
か否かを決定する工程、を含む方法を提供する。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　以下：
　配列番号１に特異的にハイブリダイズする配列を含む第１の増幅オリゴヌクレオチド；
　配列番号１に特異的にハイブリダイズする配列を含む第２の増幅オリゴヌクレオチド；
および
　配列番号１に特異的にハイブリダイズする配列を含むオリゴヌクレオチドプローブ；
を含む組成物であって、
　該第１および第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１における異なる標的配列に
特異的にハイブリダイズする、組成物。
（項目２）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、１９～４９ヌクレオチド長である、項目１記載
の組成物。
（項目３）
　前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、１９～６６ヌクレオチド長である、項目１記載
の組成物。
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（項目４）
　前記オリゴヌクレオチドプローブが、１８～３１ヌクレオチド長である、項目１記載の
組成物。
（項目５）
　配列番号４７に特異的にハイブリダイズする捕捉オリゴヌクレオチドをさらに含む、項
目１記載の組成物。
（項目６）
　前記捕捉オリゴヌクレオチドの標的特異的配列が、２４～３４ヌクレオチド長である、
項目５記載の組成物。
（項目７）
　前記オリゴヌクレオチドプローブが、配列番号８、９、１０、１１、２３、２５、２７
または２９よりなる標的特異的配列を含む、項目１記載の組成物。
（項目８）
　前記オリゴヌクレオチドプローブが分子トーチである、項目７記載の組成物。
（項目９）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号４または６よりなる標的特異的配列を
含み、そして前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号２または３よりなる標的特
異的配列を含む、項目１記載の組成物。
（項目１０）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号４よりなる標的特異的配列を含み、そ
して前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号２よりなる標的特異的配列を含む、
項目９記載の組成物。
（項目１１）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドがプロモーター配列をさらに含む、項目１０記載の
組成物。
（項目１２）
　前記プロモーター配列が配列番号４６である、項目１１記載の組成物。
（項目１３）
　前記オリゴヌクレオチドプローブが配列番号８よりなる標的特異的配列を含む、項目１
０記載の組成物。
（項目１４）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１２、１３または１４よりなる標的特
異的配列を含み、そして前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１５、１７、１
９または２１よりなる標的特異的配列を含む、項目１記載の組成物。
（項目１５）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１４よりなる標的特異的配列を含み、
そして前記第２の増幅オリゴヌクレオチドが、配列番号１７または１９よりなる標的特異
的配列を含む、項目１４記載の組成物。
（項目１６）
　前記第２の増幅オリゴヌクレオチドがプロモーター配列をさらに含む、項目１５記載の
組成物。
（項目１７）
　前記プロモーター配列が配列番号４６である、項目１６記載の組成物。
（項目１８）
　前記オリゴヌクレオチドプローブが配列番号２９よりなる標的特異的配列を含む、項目
１５記載の組成物。
（項目１９）
　前記第１の増幅オリゴヌクレオチド、前記第２の増幅オリゴヌクレオチド、および前記
検出プローブがキット内にある、項目１８記載の組成物。
（項目２０）
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　生物学的試料中のＥＲＧ転写物を増幅および検出するための方法であって、以下：
　（ａ）ＥＲＧ転写物を含有する該試料を、配列番号１に特異的にハイブリダイズする第
１の増幅オリゴヌクレオチドおよび配列番号１に特異的にハイブリダイズする第２の増幅
オリゴヌクレオチドに接触させる工程であって、ここで該第１および第２の増幅オリゴヌ
クレオチドは、配列番号１における異なる標的配列にハイブリダイズする、工程；
　（ｂ）該第１および第２の増幅オリゴヌクレオチドに接触させた該試料をＥＲＧ転写物
を増幅させる条件に曝露することにより、増幅された産物を作製する工程；および
　（ｃ）該増幅された産物の存在を、配列番号１または配列番号１に完全に相補的である
配列に特異的にハイブリダイズする検出プローブに該産物を特異的にハイブリダイズさせ
ることにより検出し、これにより該試料中のＥＲＧ転写物の存在を検出する工程；
を含む、方法。
（項目２１）
　患者試料中のＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を増幅および検出するための方法で
あって、以下：
　（ａ）該患者試料を配列番号１４よりなる標的特異的配列を含む第１の増幅オリゴヌク
レオチド、配列番号１７または１９よりなる標的特異的配列を含む第２の増幅オリゴヌク
レオチド、および配列番号２９よりなる標的特異的配列を含む検出プローブに接触させる
工程；
　（ｂ）該患者試料をＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を増幅するために十分な条件
に曝露する工程；および
　（ｃ）該ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体が該患者試料中にあるか否かを決定する
工程；
を含む、方法。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、１２種の異なるＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体および本発明の標
的領域を特性化したものである。
【図２】図２は、配列番号４７に相当するポリヌクレオチド配列を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　定義
　本発明の理解を容易にするために、多くの用語および表現を以下の通り定義する。
【００１１】
　本明細書において、「遺伝子融合物」という用語は、第１の遺伝子の少なくとも一部分
の第２の遺伝子の少なくとも一部分への融合から生じるキメラゲノムＤＮＡ、キメラメッ
センジャーＲＮＡ、短縮タンパク質またはキメラタンパク質を指す。遺伝子融合物は、遺
伝子全体または遺伝子のエクソンを包含する必要はない。
【００１２】
　本明細書において、「転写調節領域」という用語は、５’未翻訳領域（５’ＵＴＲ）と
も称する遺伝子の非コーディング上流調節配列を指す。
【００１３】
　本明細書において、「アンドロゲン調節遺伝子」という用語は、アンドロゲン（例えば
テストステロン）により自身の発現が開始または増強される遺伝子または遺伝子の一部分
を指す。アンドロゲン調節遺伝子のプロモーター領域は、アンドロゲンまたはアンドロゲ
ンシグナリング分子（例えば下流のシグナリング分子）と相互作用する「アンドロゲン応
答エレメント」を含有してよい。
【００１４】
　本明細書において、「検出する」、「検出している」、または「検出」という用語は、
検出可能に標識された組成物を発見または確認することまたはその具体的な観察の一般的
な行動の何れかを説明し得る。
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【００１５】
　本明細書において、「対象」という用語は、何れかの動物（例えば哺乳類）、例えば、
限定しないがヒト、非ヒト霊長類、げっ歯類等を指し、特定の治療のレシピエントとなる
べきものである。典型的には、「対象」および「患者」という用語は、ヒト対象に言及す
る場合には本明細書において互換的に使用される。
【００１６】
　本明細書において、「癌の危険性のある対象」という用語は、特定の癌を発症する危険
因子を１つ以上有する対象を指す。危険因子は、例えば、限定しないが性別、年齢、遺伝
的素因、環境曝露、過去の癌の発生、既存の非癌疾患、および生活様式を包含する。
【００１７】
　本明細書において、「対象における癌を特性化すること」という用語は、対象における
癌試料の１つ以上の特性、例えば、限定しないが良性の前癌性または癌性の組織、癌の病
期、および対象の予後の同定を指す。癌は、本明細書に開示した癌マーカーを包含するが
それに限定されない１つ以上の癌マーカー遺伝子の発現の同定により特徴付けられ得る。
【００１８】
　本明細書において、「対象における前立腺組織を特徴付けること」という用語は、前立
腺組織試料の１つ以上の特性（例えば、限定しないが癌性組織の存在、癌性となる可能性
の高い前癌性の組織の存在、および転移する可能性の高い癌性の組織の存在）の同定を指
す。一部の実施形態においては、組織は、本明細書に開示した癌マーカーを包含するがそ
れに限定されない１つ以上の癌マーカー遺伝子の発現の同定により特徴付けられ得る。
【００１９】
　本明細書において、「癌の病期」という用語は、癌の進行のレベルの定性的または定量
的な評価を指す。癌の病期を決定するために使用される基準は、例えば、限定しないが腫
瘍の大きさおよび転移の程度（例えば局在または遠隔）を包含する。
【００２０】
　本明細書において、「核酸分子」という用語は、ＤＮＡまたはＲＮＡを包含するがこれ
らに限定されない分子を含有する何れかの核酸を指す。この用語は、ＤＮＡおよびＲＮＡ
の既知の塩基類縁体、例えば、限定しないが４－アセチルシトシン、８－ヒドロキシ－Ｎ
６－メチルアデノシン、アジリジニルシトシン、シュードイソシトシン、５－（カルボキ
シヒドロキシメチル）－ウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－カ
ルボキシメチルアミノメチル－２－チオウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチルウ
ラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチルアデ
ニン、１－メチルシュードウラシル、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２
－ジメチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、
５－メチルシトシン、Ｎ６－メチルアデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメ
チルウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルケオ
シン、５’－メトキシカルボニルメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチ
オ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシ
ル－５－オキシ酢酸、オキシブトキソシン、シュードウラシル、ケオシン、２－チオシト
シン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチ
ルウラシル、Ｎ－ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸
、シュードウラシル、ケオシン、２－チオシトシン、および２，６－ジアミノプリンの何
れかを包含する配列を包含する。
【００２１】
　「遺伝子」という用語は、ポリペプチド、前駆体、またはＲＮＡ（例えばｒＲＮＡ、ｔ
ＲＮＡ）の産生のために必要なコーディング配列を含む核酸（例えばＤＮＡ）配列を指す
。ポリペプチドは、完全長コーディング配列によるか、または完全長またはフラグメント
の所望の活性または機能的特性（例えば酵素活性、リガンド結合、シグナルトランスダク
ション、免疫原性等）が保持されている限りにおいて、コーディング配列の何れかの部分
により、コードされ得る。この用語はまた、遺伝子が完全長ｍＲＮＡの長さに相当するよ
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うに、構造遺伝子のコーディング領域、および何れかの末端において約１ｋｂ以上の距離
が生じるように５’および３’末端上のコーディング領域に隣接して位置する配列を包含
する。コーディング領域の５’側に位置し、そしてｍＲＮＡ上に存在する配列は、５’非
翻訳配列と称される。コーディング領域の３’側または下流に位置し、そしてｍＲＮＡ上
に存在する配列は、３’非翻訳配列と称される。「遺伝子」という用語は、ｃＤＮＡおよ
び遺伝子のゲノム型の両方を包含する。遺伝子のゲノム型またはクローンは、「イントロ
ン」または「介在領域」または「介在配列」と称される非コーディング配列で中断された
コーディング領域を含有する。イントロンは、核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）内に転写される遺
伝子のセグメントであり、イントロンは、エンハンサーのような調節エレメントを含有し
得る。イントロンは、核または一次転写物から除去または「スプライスアウト」され、従
って、イントロンは、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）転写物中に非存在となる。ｍＲ
ＮＡは、翻訳中は発生期のポリペプチド中のアミノ酸の配列または順序を特定するために
機能する。
【００２２】
　本明細書において、「異種遺伝子」という用語は、自身の天然の環境中にはない遺伝子
を指す。例えば、異種遺伝子は、１つの種由来の遺伝子が別の種に導入されたものを包含
する。異種遺伝子はまた、何らかの様式で改変されている（例えば突然変異している、多
数コピー中に付加されている、非ネイティブの調節配列に連結されている等）生物にとっ
てネイティブである遺伝子を包含する。異種遺伝子が内因性遺伝子と区別される点は、異
種遺伝子配列が、典型的には染色体中の遺伝子配列を伴っては天然には存在しないか、ま
たは天然には存在しない染色体の部分を伴っている、ＤＮＡ配列に連結されているという
点である（例えば遺伝子が通常は発現されない遺伝子座において発現された遺伝子）。
【００２３】
　本明細書において、「オリゴヌクレオチド」という用語は、１本鎖ポリヌクレオチド鎖
の短鎖長を指す。オリゴヌクレオチドは、典型的には２００残基長未満（例えば１５～１
００残基長）であるが、本明細書において、この用語はまた、より長いポリヌクレオチド
鎖を包含することを意図している。オリゴヌクレオチドは、その長さにより呼称される場
合が多い。例えば、２４残基のオリゴヌクレオチドは、「２４量体」と称される。オリゴ
ヌクレオチドは、自己ハイブリダイズにより、または他のポリヌクレオチドにハイブリダ
イズすることにより、２次および３次構造を形成することができる。そのような構造は、
例えば、限定しないがデュプレックス、ヘアピン、十字架型、屈曲型、およびトリプレッ
クスを包含し得る。
【００２４】
　本明細書において、「相補的な」または「相補性」という用語は、塩基対合規則により
関連付けられるポリヌクレオチド（即ちヌクレオチドの配列）に言及して使用される。例
えば、配列「５’－Ａ－Ｇ－Ｔ－３’」は、配列「３’－Ｔ－Ｃ－Ａ－５’」に相補的で
ある。相補性は「部分的」であってよく、その場合、核酸の塩基の一部分のみが塩基対合
規則に従ってマッチする。あるいは、核酸の間には「完全」または「全」相補性があり得
る。核酸鎖間の相補性の程度は、核酸鎖間のハイブリダイゼーションの効率および強度に
多大な影響を有している。このことは、増幅反応ならびに核酸間の結合に依存している検
出方法において特に重要である。
【００２５】
　「相同性」という用語は、相補性の程度を指す。部分的な相同性または完全な相同性（
即ち同一性）が存在し得る。部分相補配列は、完全に相補的な核酸分子が標的核酸にハイ
ブリダイズすることを少なくとも部分的に抑制する核酸分子であり、「実質的に相同であ
る」。標的配列への完全に相補的な配列のハイブリダイゼーションの抑制は、低ストリン
ジェンシーの条件下でのハイブリダイゼーション試験（サザンまたはノーザンブロット、
溶液ハイブリダイゼーション等）を用いて検査され得る。実質的に相同な配列またはプロ
ーブは、低ストリンジェンシーの条件下での標的への完全に相同な核酸分子の結合（即ち
ハイブリダイゼーション）と競合し、そしてそれを抑制することになる。このことは、低
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ストリンジェンシーの条件が非特異的結合を許可するという意味ではなく、低ストリンジ
ェンシー条件が、２つの配列の相互への結合が特異的（即ち選択的）な相互作用であるこ
とを要することを意味する。非特異的結合が存在しないことは、実質的に非相補的である
（例えば約３０％未満の同一性）第２の標的の使用により試験され得、非特異的結合の非
存在下においては、プローブは第２の非相補標的にはハイブリダイズしないことになる。
【００２６】
　ｃＤＮＡまたはゲノムクローンのような２本鎖核酸配列に言及して使用する場合、「実
質的に相同な」という用語は、上記した低ストリンジェンシーの条件下で２本鎖核酸配列
の何れかまたは両方の鎖にハイブリダイズできる何れかのプローブを指す。
【００２７】
　遺伝子は、一次ＲＮＡ転写物の示差的スプライシングにより形成される多数のＲＮＡ種
を産生する場合がある。同じ遺伝子のスプライス変異体であるｃＤＮＡは、配列同一性ま
たは完全相同の領域（両方のｃＤＮＡ上の同じエクソンまたは同じエクソンの一部の存在
を示す）および完全非同一の領域（例えばｃＤＮＡ１上のエクソン「Ａ」の存在、および
ｃＤＮＡ２がその代わりにエクソン「Ｂ」を含有することを示す）を含有することになる
。２つのｃＤＮＡが配列同一性の領域を含有しているため、それらは両方とも、両方のｃ
ＤＮＡ上に存在する配列を含有する遺伝子全体または遺伝子の一部分から誘導されたプロ
ーブにハイブリダイズすることになり、従って、２つのスプライス変異体は、そのような
プローブに対し、そして相互に、実質的に相同である。
【００２８】
　１本鎖核酸配列に言及して使用する場合、「実質的に相同」という用語は、上記した低
ストリンジェンシー条件下で１本鎖核酸配列にハイブリダイズできる（即ちその相補体で
ある）何れかのプローブを指す。
【００２９】
　本明細書において、「ハイブリダイゼーション」という用語は、相補核酸の対合に言及
して使用される。ハイブリダイゼーションおよびハイブリダイゼーションの強度（即ち核
酸間の会合の強度）は、核酸間の相補性の程度、関与する条件のストリンジェンシー、形
成されるハイブリッドのＴｍ、および核酸内のＧ：Ｃ比のような要因により影響を受ける
。自身の構造内部に相補核酸の対合を含有する単一の分子は、「自己ハイブリダイズして
いる」ということができる。
【００３０】
　本明細書において、「ストリンジェンシー」という用語は、核酸ハイブリダイゼーショ
ンが実施される条件、例えば温度、イオン強度、および有機溶媒のような他の化合物の存
在に言及して使用される。「低ストリンジェンシー条件」下では、目的の核酸配列は、そ
の厳密な相補体、１塩基ミスマッチを有する配列、密接に関連した配列（例えば９０％以
上の相同性を有する配列）、および部分的な相同性のみを有する配列（例えば５０～９０
％相同性を有する配列）にハイブリダイズすることになる。「中ストリンジェンシー条件
」下では、目的の核酸配列は、その厳密な相補体、１塩基ミスマッチを有する配列、およ
び密接に関連した配列（例えば９０％以上の相同性を有する配列）にのみハイブリダイズ
することになる。「高ストリンジェンシー条件」下では、目的の核酸配列は、その厳密な
相補体、および（温度のような条件に応じて）１塩基ミスマッチを有する配列にのみハイ
ブリダイズすることになる。換言すれば、高ストリンジェンシー条件下では、１塩基ミス
マッチを有する配列へのハイブリダイゼーションを排除するように温度を上昇させること
ができる。
【００３１】
　「高ストリンジェンシー条件」は、核酸ハイブリダイゼーションに言及して使用する場
合、約５００ヌクレオチド長のプローブを用いる場合には、５×ＳＳＰＥ（４３．８ｇ／
ｌ　ＮａＣｌ、６．９ｇ／ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４Ｈ２Ｏおよび１．８５ｇ／ｌ　ＥＤＴＡ、
ｐＨはＮａＯＨで７．４に調節）、０．５％ＳＤＳ、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ試薬および１
００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡよりなる溶液中４２℃における結合またはハイブリダ
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イゼーション、その後の４２℃における０．１×ＳＳＰＥ、１．０％ＳＤＳを含む溶液中
での洗浄と同等の条件を含む。
【００３２】
　「中ストリンジェンシー条件」は、核酸ハイブリダイゼーションに言及して使用する場
合、約５００ヌクレオチド長のプローブを用いる場合には、５×ＳＳＰＥ（４３．８ｇ／
ｌ　ＮａＣｌ、６．９ｇ／ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４Ｈ２Ｏおよび１．８５ｇ／ｌ　ＥＤＴＡ、
ｐＨはＮａＯＨで７．４に調節）、０．５％ＳＤＳ、５×Ｄｅｎｈａｒｄｔ試薬および１
００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡよりなる溶液中４２℃における結合またはハイブリダ
イゼーション、その後の４２℃における１．０×ＳＳＰＥ、１．０％ＳＤＳを含む溶液中
での洗浄と同等の条件を含む。
【００３３】
　「低ストリンジェンシー条件」は、約５００ヌクレオチド長のプローブを用いる場合に
は、５×ＳＳＰＥ（４３．８ｇ／ｌ　ＮａＣｌ、６．９ｇ／ｌ　ＮａＨ２ＰＯ４Ｈ２Ｏお
よび１．８５ｇ／ｌ　ＥＤＴＡ、ｐＨはＮａＯＨで７．４に調節）、０．１％ＳＤＳ、５
×Ｄｅｎｈａｒｄｔ試薬［５０×Ｄｅｎｈａｒｄｔは５００ｍｌ当たり、５ｇのＦｉｃｏ
ｌｌ（Ｔｙｐｅ　４００、Ｐｈａｒｍａｃｉａ）、５ｇのＢＳＡ（Ｆｒａｃｔｉｏｎ　Ｖ
；Ｓｉｇｍａ）を含む］および１００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡよりなる溶液中４２
℃における結合またはハイブリダイゼーション、その後の４２℃における５×ＳＳＰＥ、
１．０％ＳＤＳを含む溶液中での洗浄と同等の条件を含む。
【００３４】
　当該分野でよく知られている通り、低ストリンジェンシー条件を含むように多くの同等
の条件を使用してよく、プローブの長さおよび性質（ＤＮＡ、ＲＮＡ、塩基組成）および
標的の性質（ＤＮＡ、ＲＮＡ、塩基組成、溶液中に存在するか固定化されているか等）お
よび塩および他の成分の濃度（例えばホルミアミド、硫酸デキストラン、ポリエチレング
リコールの存在または非存在）のような要因が考慮され、そしてハイブリダイゼーション
溶液は、上記列挙した条件とは異なるがそれと同等の低ストリンジェンシーハイブリダイ
ゼーションの条件を作製するために変更してよい。さらにまた、高ストリンジェンシー条
件下でハイブリダイゼーションを促進する条件は、当業者の知る通りである（例えばハイ
ブリダイゼーションの温度を上昇させ、および／または洗浄工程数を増加させること、ハ
イブリダイゼーション溶液中のホルムアミドの使用等）（「ストリンジェンシー」に関し
ては上記定義参照）。
【００３５】
　本明細書において、「増幅オリゴヌクレオチド」という用語は、標的核酸またはその相
補体にハイブリダイズし、そして核酸増幅反応に関与するオリゴヌクレオチドを指す。増
幅オリゴヌクレオチドの例は、増幅過程においてポリメラーゼにより伸張される、鋳型核
酸にハイブリダイズし、そして３’ＯＨ末端を有する「プライマー」である。増幅オリゴ
ヌクレオチドの別の例は、ポリメラーゼにより伸張されないが（３’ブロック末端を有す
るため）、増幅に関与するか、増幅を促進するオリゴヌクレオチドである。増幅オリゴヌ
クレオチドは、場合により、増幅反応に関与するが標的核酸に相補的ではないか、または
それに含有されない、修飾されたヌクレオチドまたは類縁体、または追加的なヌクレオチ
ドを包含してよい。増幅オリゴヌクレオチドは、標的または鋳型の配列に相補的ではない
配列を含有し得る。例えば、プライマーの５’領域は、標的核酸に非相補的なプロモータ
ー配列を包含し得る（「プロモーター－プライマー」と称する）。当業者の理解する通り
、プライマーとして機能する増幅オリゴヌクレオチドを修飾して５’プロモーター配列を
包含させることにより、プロモーター－プライマーとして機能させ得る。同様に、プロモ
ーター－プライマーは、プロモーター配列の除去またはそれを使用しない合成により修飾
し、そしてなおプライマーとして機能させ得る。３’ブロック増幅オリゴヌクレオチドは
、プロモーター配列を提供し、そして重合のための鋳型として機能し得る（「プロモータ
ー－プロバイダー」と称する）。
【００３６】
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　本明細書において、「プライマー」という用語は、精製された制限消化物中の場合のよ
うに天然に存在するか、または合成により製造されるかに関わらず、核酸鎖に相補的であ
るプライマー伸長産物の合成が誘導される条件下に置かれた場合に（例えばヌクレオチド
およびＤＮＡポリメラーゼのような誘導剤の存在下、そして適当な温度およびｐＨにおい
て）合成の開始点として作用することができるオリゴヌクレオチドを指す。プライマーは
、増幅における最大効率のためには好ましくは１本鎖であるが、２本鎖であってもよい。
２本鎖の場合は、プライマーは、伸長産物を製造するために使用されるよりも前に、その
鎖を分離するためにまず処理される。好ましくは、プライマーはオリゴデオキシリボヌク
レオチドである。プライマーは、誘導剤の存在下に伸長産物の合成をプライミングするた
めに十分長くなければならない。プライマーの厳密な長さは、温度、プライマー原料およ
び方法の使用を包含する多くの要因に応じたものとなる。
【００３７】
　本明細書において、「プローブ」という用語は、精製された制限消化物中の場合のよう
に天然に存在するか、または合成、組み換えまたはＰＣＲ増幅により製造されるかに関わ
らず、目的の別のオリゴヌクレオチドの少なくとも一部分にハイブリダイズできるオリゴ
ヌクレオチド（即ちヌクレオチドの配列）を指す。プローブは、１本鎖または２本鎖であ
ってよい。プローブは、特定の遺伝子配列の検出、同定および単離において有用である。
本発明において使用される何れかのプローブは、何れかの「レポーター分子」で標識され
ることにより、例えば、限定しないが酵素（例えばＥＬＩＳＡならびに酵素系の組織化学
的試験）、蛍光、放射能、およびルミネセント系を包含する何れかの検出系において検出
可能となることを想定している。本発明は、何れかの特定の検出系または標識に限定され
ることを意図していない。
【００３８】
　「単離された」という用語は、「単離されたオリゴヌクレオチド」または「単離された
ポリヌクレオチド」におけるように核酸に関連して使用される場合、自身の天然の起源に
おいて通常会合している少なくとも１つの成分または夾雑物から同定および単離される核
酸配列を指す。単離された核酸は、それが天然に存在する場合とは異なる形態または状況
においてそれ自体存在している。これとは対照的に、ＤＮＡおよびＲＮＡのような核酸と
しての非単離の核酸は、それらが天然に存在する状態において観察される。例えば、所定
のＤＮＡ配列（例えば遺伝子）は、近隣の遺伝子に近接した宿主細胞染色体上に観察され
、特定のタンパク質をコードする特定のｍＲＮＡ配列のようなＲＮＡ配列は、多数のタン
パク質をコードする多くの他のｍＲＮＡとの混合物として細胞中に観察される。しかしな
がら、所定のタンパク質をコードする単離された核酸は、例えば、核酸が天然の細胞の場
合とは異なる染色体位置にあるか、天然に観察されるものとは異なる核酸配列により別様
にフランキングされている所定のタンパク質を通常発現する細胞における核酸を包含する
。単離された核酸、オリゴヌクレオチド、またはポリヌクレオチドは、１本鎖または２本
鎖の型において存在してよい。単離された核酸、オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオ
チドを利用することによりタンパク質を発現する場合、オリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチドは最小限でもセンスまたはコーディング鎖を含有することになる（即ちオリゴ
ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは１本鎖であってよい）が、センスおよびアンチセ
ンスの鎖の両方を含有し得る（即ちオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドは２本鎖
であってよい）。
【００３９】
　本明細書において、「精製された」または「精製するため」という用語は、試料からの
成分（例えば夾雑物）の除去を指す。例えば、抗体は、夾雑する非免疫グロブリンタンパ
ク質の除去により精製され、それらはまた標的分子に結合しない免疫グロブリンの除去に
より精製される。非免疫グロブリンタンパク質の除去および／または標的分子に結合しな
い免疫グロブリンの除去は、試料中の標的反応性免疫グロブリンの割合を上昇させる。別
の例においては、組み換えポリペプチドを細菌宿主細胞中で発現させ、そしてポリペプチ
ドを宿主細胞タンパク質の除去により精製し、これにより試料中の組み換えポリペプチド
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の割合を上昇させる。
【００４０】
　発明の詳細な説明
　本発明は、前立腺癌における再発性の遺伝子融合物の発見に基づく。本発明は、直接的
または間接的に遺伝子融合物を検出する診断および研究の方法を提供する。本発明はまた
、診断および研究目的のための組成物を提供する。
【００４１】
　Ｉ．ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ遺伝子融合物
　ＥＴＳファミリーメンバー遺伝子ＥＲＧ、ＥＴＶ１、ＥＴＶ４、またはＦＬＩ１とのア
ンドロゲン調節遺伝子ＴＭＰＲＳＳ２の再発性の遺伝子融合物は、最近、前立腺癌の５０
～８０％において確認されている（国際公開ＷＯ２００７／０３３１８７）。これらのう
ち５０～７０％は、ＥＲＧにＴＭＰＲＳＳ２を融合させる染色体再配列に起因している。
再発性であるにも関わらず、ＴＭＰＲＳＳ２がＥＲＧに融合する接合部は変動している。
その結果、今日まで、少なくとも１２種の異なるＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体が
報告されている（Ｔｏｍｌｉｎｓら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１０：６４４（２００５）；Ｗ
ａｎｇら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６６（１７）：８３４７（２００６）；Ｓ
ｏｌｌｅｒら、Ｇｅｎｅｓ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ　Ｃａｎｃｅｒ　４５（７）：７１
７（２００６）；Ｃｌａｒｋら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　２６（１８）：２６６７（２００７
））。１２種の異なるＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体の特性化を図１に示す。本発
明は、配列番号１により定義される領域をターゲティングすることにより多数のＴＭＰＲ
ＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を検出するための組成物および方法を提供する。配列番号１
はＤＮＡとして示したが、当業者の知る通り、相当するＲＮＡは全てのチミン（Ｔ）をウ
ラシル（Ｕ）で置換する。
【００４２】
　ＩＩ．診断用途
　本発明は、ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を直接的または間接的に検出するＤＮ
ＡおよびＲＮＡ系の診断方法を提供する。本発明はまた、診断目的のための組成物および
キットを提供する。
【００４３】
　本発明の診断方法は、定性的または定量的であってよい。定量的な診断方法は、例えば
カットオフまたは閾値レベルを介して無痛性の癌と侵襲性の癌との間の判別を行うために
使用され得る。適切な場合は、定性的または定量的な診断方法はまた、標的、シグナルま
たは中継的物質（例えばユニバーサルプライマー）の増幅を包含し得る。
【００４４】
　初期の試験は、ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体の存在は確認し得るが、特定の転
写物変異体を同定しない。次に２次的な試験を実施することにより、所望により特定の転
写物変異体の実体を決定する。第２の試験は、初期の試験とは異なる検出技術を用いてよ
い。本発明の診断方法は、病期、疾患の侵襲性または進行、または転移の存在または危険
性に特定のＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を相関付けるデータを参照して変更して
もよい。究極的には、本発明の方法により提供される情報は、医師が特定の患者に関する
治療の最も良い過程を選択する支援をすることになる。
【００４５】
　ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体は、多重またはパネルのフォーマットにおいて他
のマーカーとともに検出され得る。マーカーは、それらの予測値単独に関して、またはＴ
ＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体との組み合わせにおいて選択される。例示される前立
腺癌マーカーは、例えば、限定しないがＡＭＡＣＲ／Ｐ５０４Ｓ（米国特許６，２６２，
２４５）；ＰＣＡ３（米国特許７，００８，７６５）；ＰＣＧＥＭ１（米国特許６，８２
８，４２９）；プロステイン／Ｐ５０１Ｓ、Ｐ５０３Ｓ、Ｐ５０４Ｓ、Ｐ５０９Ｓ、Ｐ５
１０Ｓ、プロスターゼ／Ｐ７０３Ｐ、Ｐ７１０Ｐ（米国特許公開２００３０１８５８３０
）；および米国特許５，８５４，２０６および６，０３４，２１８、および米国特許公開
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２００３０１７５７３６に開示されているものを包含する。他の癌、疾患、感染症、およ
び代謝状態に関するマーカーもまた、パネルフォーマットの多重物への包含を意図される
。
【００４６】
　Ａ．試料
　ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体を含有することが疑われる何れかの患者の試料を
、本発明の方法に従って試験してよい。非限定的に例示すれば、試料は組織（例えば前立
腺生検試料または前立腺切開術で得られた組織試料）、血液、尿、精液、前立腺分泌物ま
たはその画分（例えば血漿、血清、尿上澄み、尿中細胞ペレットまたは前立腺細胞）であ
ってよい。尿の試料は、好ましくは、前立腺由来の前立腺細胞を尿管中に注ぎ込む注意深
いデジタル直腸検査（ＤＲＥ）の直後に収集する。
【００４７】
　患者試料は、典型的にはＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体またはＴＭＰＲＳＳ２／
ＥＲＧ転写物変異体を含有する細胞に関して試料を単離または富化するために設計された
予備的処理を必要とする。この目的のために、当業者の知る種々の手法、例えば、限定し
ないが遠心分離；イムノ捕捉；細胞溶解；および核酸標的捕捉を用いてよく、これらは全
て欧州特許１４０９７２７に記載されている。
【００４８】
　Ｂ．ＤＮＡおよびＲＮＡの検出
　ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体は、核酸配列決定；核酸ハイブリダイゼーション
；および核酸増幅を包含するがこれらに限定されない、当業者に知られた種々の核酸手法
を用いて検出してよい。
【００４９】
　１．配列決定
　核酸配列決定手法の代表的な非限定的例は、鎖ターミネーター（Ｓａｎｇｅｒ）配列決
定およびダイターミネーター配列決定を包含するが、これらに限定されない。当業者の知
る通り、ＲＮＡは細胞内でより不安定であり、そして実験的にはヌクレアーゼ攻撃に対し
てより感受性であるため、ＲＮＡは、通常は配列決定の前にＤＮＡに逆転写される。
【００５０】
　鎖ターミネーター配列決定は、修飾されたヌクレオチドの基質を用いたＤＮＡ合成反応
の配列特異的終止を使用する。伸長は、鋳型ＤＮＡの特定の部位において、その領域にお
ける鋳型に相補的である短鎖の放射性、または他の標識された、オリゴヌクレオチドプラ
イマーを用いて開始される。オリゴヌクレオチドプライマーは、ＤＮＡポリメラーゼ、標
準的な４デオキシヌクレオチド塩基、および低濃度の１鎖終止ヌクレオチド、最も一般的
にはジデオキシヌクレオチドを用いて伸長される。この反応は、４つの別個の試験管中で
、ジデオキシヌクレオチドとして塩基の各々を交代させながら反復される。ＤＮＡポリメ
ラーゼによる鎖終止ヌクレオチドの制限された取り込みにより、その特定のジデオキシヌ
クレオチドが使用される位置においてのみ終止された関連するＤＮＡフラグメントのシリ
ーズがもたらされる。各反応試験管に関して、スラブポリアクリルアミドゲルまたは粘稠
な重合体を充填した毛細管中の電気泳動により、フラグメントをサイズ分離する。ゲルを
上端から下端までスキャンしながら、どのレーンが標識されたプライマーから可視化され
たマークを生じさせているかを読み取ることにより、配列が決定される。
【００５１】
　ダイターミネーター配列決定は、代わりにターミネーターを標識している。完全な配列
決定は、異なる波長において蛍光を発する別個の蛍光染料でジデオキシヌクレオチド鎖タ
ーミネーターの各々を標識することにより、単一の反応において実施できる。
【００５２】
　２．ハイブリダイゼーション
　核酸ハイブリダイゼーション手法の代表的な非限定的例は、インサイチュハイブリダイ
ゼーション（ＩＳＨ）、マイクロアレイ、およびサザンまたはノーザンブロットを包含す
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るがこれらに限定されない。
【００５３】
　インサイチュハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）は、組織の一部分または切片（インサ
イチュ）、または組織が十分小型である場合は組織全体（ホールマウントＩＳＨ）中の特
定のＤＮＡまたはＲＮＡ配列を位置決めするためのプローブとして、標識された相補ＤＮ
ＡまたはＲＮＡ鎖を使用するハイブリダイゼーションの型である。ＤＮＡＩＳＨは、染色
体の構造を決定するために使用される。ＲＮＡＩＳＨは、組織切片またはホールマウント
内部のｍＲＮＡおよび他の転写物を計測および位置決めするために使用される。試料の細
胞および組織は、通常は、標的転写物の位置を固定し、そしてプローブの出入を増強する
ために処理される。プローブは、高温において標的配列にハイブリダイズし、そして次に
過剰なプローブが洗浄除去される。放射性物質、蛍光物質または抗原で標識された塩基で
標識されたプローブは、それぞれオートラジオグラフィー、蛍光顕微鏡分析または免疫組
織化学的分析を用いて組織中において位置決めおよび定量される。ＩＳＨはまた、放射性
または他の非放射性の標識で標識された２つ以上のプローブを使用することにより、２つ
以上の転写物を同時に検出することができる。
【００５４】
　異なる種類の生物学的試験は、マイクロアレイ、例えば、限定しないがＤＮＡマイクロ
アレイ（例えばｃＤＮＡマイクロアレイおよびオリゴヌクレオチドマイクロアレイ）；タ
ンパク質マイクロアレイ；組織マイクロアレイ；トランスフェクションまたは細胞マイク
ロアレイ；化合物マイクロアレイ；および抗体マイクロアレイと称されている。ＤＮＡマ
イクロアレイは、遺伝子チップ、ＤＮＡチップ、またはバイオチップとして一般的に知ら
れているが、同時に数千個の遺伝子に関して発現プロファイリングを行う、または発現レ
ベルをモニタリングする目的のためのアレイを形成する固体表面（例えばガラス、プラス
チックまたはシリコンチップ）に結合した微細なＤＮＡスポットの収集物である。固定さ
れたＤＮＡセグメントはプローブとして知られており、その数千個が単一のＤＮＡマイク
ロアレイ中で使用できる。マイクロアレイは疾患細胞および正常細胞における遺伝子発現
を比較することにより、疾患遺伝子を同定するために使用できる。マイクロアレイは、種
々の技術、例えば、限定しないがスライドガラスへの微細ポイントピンによる印刷；作製
済みマスクを用いたフォトリソグラフィー；ダイナミックマイクロミラー装置を用いたフ
ォトリソグラフィー；インクジェット印刷；またはマイクロ電極アレイ上の電気化学的方
法を用いて作製できる。
【００５５】
　サザンおよびノーザンブロッティングを用いて特定のＤＮＡまたはＲＮＡ配列をそれぞ
れ検出する。試料から抽出されたＤＮＡまたはＲＮＡをフラグメント化し、マトリックス
ゲル上で電気泳動的に分離し、そしてメンブレンフィルターに転写する。フィルター結合
ＤＮＡまたはＲＮＡを、目的の配列に相補的である標識されたプローブとのハイブリダイ
ゼーションに付す。フィルターに結合したハイブリダイズしたプローブを検出する。操作
法の変法は、逆ノーザンブロッティングであり、この場合、膜に固定化された基質核酸は
、単離されたＤＮＡフラグメントの収集物であり、そしてプローブは組織から単離され標
識されたＲＮＡである。
【００５６】
　３．増幅
　ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体は、検出の前、またはそれと同時に増幅してよい
。核酸増幅の手法の代表的な非限定的例は、例えば、限定しないがポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、
リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、および核酸配列系の増幅（ＮＡＳ
ＢＡ）を包含する。当業者の知る通り、特定の増幅手法（例えばＰＣＲ）は、増幅の前に
ＲＮＡをＤＮＡに逆転写することを必要とする（例えばＲＴ－ＰＣＲ）が、他の増幅手法
は、ＲＮＡを直接増幅する（例えばＴＭＡおよびＮＡＳＢＡ）。
【００５７】
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　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、米国特許４，６８３，１９５、４，６８３，２０
２、４，８００，１５９および４，９６５，１８８に詳細に記載されている。慨すれば、
ＰＣＲは、複数のサイクルの変性、対向する鎖へのプライマー対のアニーリング、および
標的核酸配列のコピー数を指数的に増大させるためのプライマー伸長を使用する。ＲＴ－
ＰＣＲと称される変法においては、逆転写酵素（ＲＴ）を使用することによりｍＲＮＡか
ら相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を作製し、そして次にｃＤＮＡをＰＣＲで増幅することにより
ＤＮＡの多数のコピーを製造する。ＰＣＲの他の種々の変形例に関しては、米国特許４，
６８３，１９５、４，６８３，２０２および４，８００，１５９；Ｍｕｌｌｉｓら、Ｍｅ
ｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５５：３３５（１９８７）；およびＭｕｒａｋａｗａら、ＤＮ
Ａ７：２８７（１９８８）を参照のこと。
【００５８】
　転写媒介増幅（ＴＭＡ）は、米国特許５，８２４，５１８、５，４８０，７８４および
５，３９９，４９１に詳述されている。慨すれば、ＴＭＡは、標的配列の多数のＲＮＡコ
ピーが自己触媒的に追加のコピーを生成する、実質的に一定の温度、イオン強度、および
ｐＨの条件下で、自己触媒的に標的核酸配列の多数のコピーを合成する。米国特許公開２
００６００４６２６５に記載されている変形例においては、ＴＭＡは、場合によりブロッ
キング部分、終止部分、および他の修飾部分の使用を組み込むことにより、ＴＭＡプロセ
スの感度および確度を向上させている。
【００５９】
　リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）は、Ｗｅｉｓｓ、Ｒ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５４：１２９
２（１９９１）に記載されている。慨すれば、ＬＣＲは、標的核酸の隣接する領域にハイ
ブリダイズする相補ＤＮＡオリゴヌクレオチドの２つのセットを使用する。ＤＮＡオリゴ
ヌクレオチドは、熱変性、ハイブリダイゼーションおよびライゲーションの反復サイクル
においてＤＮＡリガーゼにより共有結合的に連結されることにより、検出可能な２本鎖の
ライゲーションされたオリゴヌクレオチド産物を産生する。
【００６０】
　鎖置換増幅（ＳＤＡ）は、Ｗａｌｋｅｒ、Ｇ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　８９：スペース３９２－３９６（１９９２）；米国特許５，２７０，１８
４および５，４５５，１６６に記載されている。慨すれば、ＳＤＡは、標的配列の対向す
る鎖にプライマー配列の対をアニーリングするサイクル、デュプレックスの半ホスホロチ
オエート化されたプライマー伸長産物を産生するためのｄＮＴＰαＳの存在下でのプライ
マー伸長、半修飾された制限エンドヌクレアーゼ認識部位のエンドヌクレアーゼ媒介のニ
ッキング、および既存の鎖を置換して次の回のプライマーアニーリング、ニッキングおよ
び鎖置換のための鎖を産生するためのニックの３’末端からのポリメラーゼ媒介プライマ
ー伸長を使用することにより、産物の幾何学的増幅を行う。熱親和性ＳＤＡ（ｔＳＤＡ）
は、本質的には同じ方法においてより高い温度で熱親和性のエンドヌクレアーゼおよびポ
リメラーゼを使用する（ＥＰ特許０６８４３１５）。
【００６１】
　他の増幅方法は、例えば米国特許５，１３０，２３８に記載されている核酸配列系の増
幅（ＮＡＳＢＡ）；Ｌｉｚａｒｄｉら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌ．６：１１９７（１９８８
）に記載されているプローブ分子自体を増幅するためにＲＮＡレプリカーゼを使用するＱ
－ベータレプリカーゼ；Ｋｗｏｈら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８
６：１１７３（１９８９）に記載の転写系の増幅方法；およびＧｕａｔｅｌｌｉら、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８７：１８７４（１９９０）に記載の自己持
続性配列複製を包含する。既知の増幅方法をさらに検討するには、Ｐｅｒｓｉｎｇ，Ｄａ
ｖｉｄ　Ｈ．の「Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」、Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌｏｇｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｐｅｒｓ
ｉｎｇら編）、ｐｐ．５１－８７（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ（１９９３））を参照のこと。
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【００６２】
　４．検出方法
　非増幅または増幅ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体は、何れかの従来の手段により
検出できる。例えば、ＴＭＰＲＳＳ２／ＥＲＧ転写物変異体は、検出可能に標識されたプ
ローブによるハイブリダイゼーションおよび得られたハイブリッドの計測により検出でき
る。検出方法の代表的な非限定的な例を、以下に記載する。
【００６３】
　１つの代表的な検出方法であるハイブリダイゼーション保護試験（ＨＰＡ）では、標的
配列にケミルミネセントのオリゴヌクレオチドプローブ（例えばアクリジニウムエステル
標識（ＡＥ）プローブ）をハイブリダイズさせ、未ハイブリダイズのプローブ上に存在す
るケミルミネセント標識を選択的に加水分解し、そしてルミノメーターで残存するプロー
ブから生じたケミルミネセンスを計測する。ＨＰＡは、米国特許５，２８３，１７４およ
びＮｏｒｍａｎ　Ｃ．Ｎｅｌｓｏｎら、Ｎｏｎｉｓｏｔｏｐｉｃ　Ｐｒｏｂｉｎｇ，Ｂｌ
ｏｔｔｉｎｇ，ａｎｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｃｈ．１７（Ｌａｒｒｙ　Ｊ．Ｋｒｉｃ
ｋａ編、第２版、１９９５）に記載されている。
【００６４】
　別の代表的な検出方法は、リアルタイムで増幅プロセスの定量的評価を可能にする。「
リアルタイム」での増幅プロセスの評価では、増幅反応の間に連続的または周期的に反応
混合物中のアンプリコンの量を測定し、そして測定された値を使用することにより試料中
に最初から存在していた標的配列の量を計算する。リアルタイム増幅に基づいた、試料中
に存在する初期標的配列の量を測定するための種々の方法が、当該分野で良く知られてい
る。それらには、米国特許６，３０３，３０５および６，５４１，２０５に記載されてい
る方法が包含される。リアルタイム増幅に基づくものではないが、試料中に最初から存在
していた標的配列の量を測定するための別の方法が、米国特許５，７１０，０２９に開示
されている。
【００６５】
　増幅産物は、種々の自己ハイブリダイズプローブの使用を介してリアルタイムで検出し
てよく、その大部分がステム－ループ構造を有している。そのような自己ハイブリダイズ
プローブは、プローブが自己ハイブリダイズ状態または標的配列へのハイブリダイゼーシ
ョンにより改変された状態の何れにあるかに応じて、異なって検出可能であるシグナルを
放出するように標識される。非限定的に例示すれば、「分子トーチ」は、接合領域（例え
ば非ヌクレオチドリンカー）により連結され、そして所定のハイブリダイゼーション試験
条件下で相互にハイブリダイズする自己相補性の区別可能な領域（「標的結合ドメイン」
および「標的封鎖ドメイン」と称する）を包含する自己ハイブリダイズプローブの型であ
る。１つの実施形態において、分子トーチは、１～約２０塩基長であり、そして鎖置換条
件下で増幅反応において存在する標的配列へのハイブリダイゼーションのために出入可能
である標的結合ドメイン中の１本鎖塩基領域を含有する。鎖置換条件下では、標的結合ド
メイン中に存在する１本鎖領域に結合し、そして標的封鎖ドメインの全てまたは一部分を
置換することになる標的配列の存在下を除いて、分子トーチの完全または部分的に相補的
であってよい２つの相補領域のハイブリダイゼーションが好ましい。分子トーチの標的結
合ドメインおよび標的封鎖ドメインは、分子トーチが標的配列にハイブリダイズする場合
ではなく分子トーチが自己ハイブリダイズする場合に異なるシグナルが発生し、これによ
り未ハイブリダイズ分子トーチの存在下で被験試料中のプローブ：標的デュプレックスの
検出を可能にするように位置づけられた、検出可能な標識または相互作用標識対（例えば
ルミネセント／クエンチャー）を包含する。分子トーチおよび種々の型の相互作用標識対
は、米国特許６，５３４，２７４に開示されている。
【００６６】
　自己相補性を有する検出プローブの別の例は、「分子ビーコン」である。分子ビーコン
は、標的相補配列、増幅反応において存在する標的配列の非存在下において封鎖されたコ
ンホーメーションでプローブを保持するアフィニティー対（または核酸アーム）、および
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プローブが封鎖されたコンホーメーションにある場合に相互作用する標識対を有する核酸
分子を包含する。標的配列および標的相補配列のハイブリダイゼーションは、アフィニテ
ィー対のメンバーを分離し、これによりプローブを開放されたコンホーメーションにシフ
トさせる。開放されたコンホーメーションへのシフトは、例えば蛍光団およびクエンチャ
ー（例えばＤＡＢＣＹＬおよびＥＤＡＮＳ）であってよい標識対の相互作用が低減される
ことによって検出され得る。分子ビーコンは、米国特許５，９２５，５１７および６，１
５０，０９７に開示されている。
【００６７】
　他の自己ハイブリダイゼーションプローブは、当業者に良く知られている。非限定的に
例示すれば、米国特許５，９２８，８６２に開示されているもののような相互作用標識を
有するプローブ結合対を、本発明における使用のために適合させてよい。単一のヌクレオ
チド多形（ＳＮＰ）を検出するために使用されるプローブ系もまた本発明において利用し
てよい。追加的な検出系は、米国特許公開２００５００４２６３８に開示されている「分
子スイッチ」を包含する。インターカレーション染料および／または蛍光色素を含むもの
のような他のプローブもまた、本発明における増幅産物の検出のために有用であり、そし
て米国特許５，８１４，４４７に記載されている。
【００６８】
　Ｃ．データ分析
　一部の実施形態においては、コンピュータ系分析プログラムを用いることにより、検出
試験により生成した生データ（例えば所定のマーカー（単数または複数）の存在、非存在
、または量）を、医師のための予測値のデータに翻訳する。医師は、何れかの適当な手段
を用いて予測データにアクセスできる。即ち、一部の実施形態においては、本発明は、遺
伝学または分子生物学において熟練していない可能性の高い医師が、生データを理解する
必要がないという追加的な利点を与える。データは、その最も有用な形態において医師に
直接提示される。次に医師は、対象の看護を最適化するために情報を即座に利用できる。
【００６９】
　本発明は、試験を実施している研究室、情報提供、医療従事者、および対象への、また
はそれらからの情報を受領、処理、および伝達することができる何れかの方法を意図して
いる。例えば、本発明の一部の実施形態においては、試料（例えば生検試料または血清ま
たは尿の試料）を対象から入手し、そして世界の何れかの部分（例えば対象が居住する、
あるいは情報が最終的に使用される国とは異なる国）に所在するプロファイリング業者（
例えば医療施設の臨床研究室、ゲノムプロファイリング業者等）に提出することにより生
データを発生させる。試料が組織または他の生物学的試料を含む場合、対象は医療センタ
ーを訪問して試料を取得してもらい、そしてそれを直接プロファイリングセンターに送付
してもらってもよいし、対象が自身で試料（例えば尿試料）を収集して、それを直接プロ
ファイリングセンターに送付してもよい。試料があらかじめ測定された生物学的情報を含
む場合、情報は対象によりプロファイリングセンターに直接送付されてよい（例えば情報
を含む情報カードをコンピュータでスキャンし、そして電子通信システムを用いてプロフ
ァイリングセンターのコンピュータにデータを転送してよい）。プロファイリング業者が
受領した後、試料は処理され、対象にとって望ましい診断または予後の情報に特化された
プロファイル（例えば発現データ）が作製される。
【００７０】
　次に治療担当医師による解釈に適するフォーマットでプロファイルデータが作製される
。例えば、生の発現データを提供するよりはむしろ、作製されたフォーマットのほうが、
対象に関する診断または危険性の評価（例えば癌が存在する尤度）を特定の治療選択肢を
推奨して提示する場合がある。データは何れかの適当な方法により医師に表示され得る。
例えば、一部の実施形態においては、プロファイリング業者は、医師用に印刷される（例
えば看護場所において）か、コンピュータモニタ上で医師にディスプレイされることがで
きる報告書を作製する。
【００７１】
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　一部の実施形態においては、情報は看護場所において、または地域の施設において、最
初に分析される。次に生データは、さらに分析するためおよび／または生データを医師ま
たは患者にとって有用な情報に変換するために、中央処理施設に送付される。中央処理施
設は、データ分析のプライバシー（全データが均一なセキュリティプロトコルを有する中
央施設に保管される）、速度、および均一性の利点を提供する。次に中央処理施設は、対
象の治療に引き続き、データの後処理を制御できる。例えば、電子通信システムを使用し
て、中央施設は医師、対象、または研究者にデータを提供できる。
【００７２】
　一部の実施形態においては、対象は、電子通信システムを用いてデータに直接アクセス
できる。対象は、結果に基づいて今後の介入またはカウンセリングを選択できる。一部の
実施形態においては、データは研究用途に使用される。例えば、データは、疾患の特定の
状態または病期の有用な指標としてマーカーの包含または排除をさらに最適化するために
使用され得る。
【００７３】
　Ｄ．組成物およびキット
　本発明の診断方法における使用のための組成物は、例えば、限定しないが増幅オリゴヌ
クレオチドおよびプローブを包含する。これらの組成物の何れも、単独または本発明の他
の組成物と組み合わせて、キットの形態において提供され得る。例えば、ＴＭＰＲＳＳ２
／ＥＲＧ転写物変異体の増幅および検出のためのキットとして、一対の増幅オリゴヌクレ
オチドおよび検出プローブが提供され得る。キットは、適切な対照品および／または検出
試薬をさらに含んでよい。
【００７４】
　以下の実施例は、本発明の特定の好ましい実施形態および特徴を明確化し、そしてさら
に説明するために提示するものであり、それらの範囲を限定する意図はない。
【実施例】
【００７５】
　増幅オリゴヌクレオチドおよび検出プローブを、合成の標的配列を用いた増幅反応にお
いて増幅オリゴヌクレオチド（表１）の種々の組み合わせを作製し、そして標的配列の増
幅の効率を測定するために増幅反応を実施することにより、設計、インビトロ合成、およ
び試験した。増幅オリゴヌクレオチドの異なる組み合わせの相対的な効率を、一般的には
標識されたプローブ（表２）を増幅産物に結合させ、そして作製された増幅産物の量を示
すシグナルの相対的な量を検出することにより、増幅反応の増幅産物を検出することによ
り、モニタリングした。
【００７６】
　ＴＭＰＲＳＳ２－ＥＲＧ変異体の３’ＵＴＲに関する増幅オリゴヌクレオチドの実施形
態は、表１に示すものを包含する。増幅オリゴヌクレオチドは、プライマー、プロモータ
ー－プライマー、およびプロモーター－プロバイダーとして機能し得る表１の小文字で示
すプロモーター配列を有するものを包含する。一部の実施形態は、何れかの既知のプロモ
ーター配列の３’末端に場合により結合していてよい、表１に列挙したプロモーター－プ
ライマーまたはプロモーター－プロバイダーの標的特異的配列である。バクテリオファー
ジＴ７のＲＮＡポリメラーゼに特異的なプロモーター配列の例は、配列番号４６（ＡＡＴ
ＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡ）である。増幅オリゴヌクレオチド
の実施形態は、ＤＮＡおよびＲＮＡ塩基の混合物、またはＲＮＡ塩基を連結している骨格
のための２’メトキシ連結部を包含してよい。増幅オリゴヌクレオチドの実施形態はまた
、３’がブロックされたオリゴヌクレオチドを合成することによりそれらを修飾し、これ
により、単一プライマー転写媒介増幅反応における使用のためにそれらを最適化する、即
ちブロッカーまたはプロモーター－プロバイダーとして機能させてもよい。３’ブロック
オリゴヌクレオチドの好ましい実施形態は、３’末端近傍または該末端においてブロック
されたＣを包含する配列番号１６、１８、２０および２２のものを包含する。
【００７７】
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　標的配列の増幅産物に関する検出プローブの実施形態を表２に示す。好ましい検出プロ
ーブは、表２における配列番号２４、２６、２８および３０のものを包含するプローブ配
列の、小文字で示す分子内ハイブリダイゼーション配列との分子内ハイブリダイゼーショ
ンによりヘアピン配置を形成する。ヘアピンプローブの実施形態は、配列の一端に結合し
た蛍光標識および配列のもう一端に結合したクエンチャー化合物を用いて合成した。ヘア
ピンプローブの実施形態は、５’蛍光団および３’クエンチャー、例えば５’フルオレセ
イン標識および３’ＤＡＢＣＹＬクエンチャーで標識してよい。ヘアピンプローブの一部
の実施形態はまた、配列内部の選択された位置における非ヌクレオチドリンカー部分を包
含する。そのような実施形態の例は、配列番号２４の残基５と６との間、配列番号２６の
残基５と６との間、配列番号２８の残基１９と２０との間、および配列番号３０の残基２
４と２５との間に非塩基性の９炭素（「Ｃ９」）リンカーを含むものを包含する。
【００７８】
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　他の試料成分に由来する標的核酸を分離するために試料製造において使用する標的捕捉
オリゴヌクレオチドの実施形態は、表３の標的特異的配列を含有するものを包含する。
【００７９】
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【表３】

捕捉オリゴヌクレオチドの好ましい実施形態は、支持体上の固定化プローブに標的核酸と
捕捉オリゴヌクレオチドから形成されたハイブリダイゼーション複合体を結合する結合相
手として作用するために標的特異的配列に共有結合された３’テール領域を包含する。配
列番号３１～３８の標的特異的配列を包含する捕捉オリゴヌクレオチドの好ましい実施形
態は、ｄＴ３Ａ３０重合体のような実質的に単独重合体の配列から形成された３’テール
領域をさらに包含する。
【００８０】
　標的捕捉は、場合により標的特異的捕捉オリゴヌクレオチドに隣接して結合するヘルパ
ーオリゴヌクレオチドを包含してよい。ヘルパーオリゴヌクレオチドは、標的核酸を開放
することにより、それを捕捉のためにより接触しやすくする場合に寄与していると考えら
れている。ヘルパーオリゴヌクレオチドの好ましい実施形態は、配列番号３９～４５を包
含する。
【００８１】
　本明細書に記載した実施例における標的捕捉、増幅および検出の工程において使用され
る試薬は、一般に以下のものの１つ以上を包含する。試料輸送溶液は、１５ｍＭ　一塩基
リン酸ナトリウム、１５ｍＭ　二塩基リン酸ナトリウム、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　Ｅ
ＧＴＡ、および３％（ｗ／ｖ）ラウリル硫酸リチウムをｐＨ６．７で含有するものとした
。尿輸送媒体は、１５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、８％（ｗ／ｖ）ラウリル硫酸リチウム、１０
０ｍＭ硫酸アンモニウム、および２Ｍ水酸化リチウム、そしてｐＨ７．５とする分量の水
酸化リチウム１水和物を含有するものとした。標的捕捉試薬は、２５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ
、３１０ｍＭ　ＬｉＯＨ、１００ｍＭ　ＥＤＴＡ、１８００ｍＭ　ＬｉＣｌ、０．２５０
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ｍｇ／ｍＬの常磁性粒子（０．７～１．０５μ粒子、ＳＥＲＡ－ＭＡＧＴＭＭＧ－ＣＭ、
Ｓｅｒａｄｙｎ，Ｉｎｃ．，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ）とそれに共有結合した（
ｄＴ）１４オリゴヌクレオチド、および０．０１μＭ標的捕捉オリゴヌクレオチドを含有
するものとした。標的捕捉において使用される洗浄溶液は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５
０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．３％（ｗ／ｖ）エチルアルコール、０．０２
％（ｗ／ｖ）メチルパラベン、０．０１％（ｗ／ｖ）プロピルパラベンおよび０．１％（
ｗ／ｖ）ドデシル硫酸ナトリウムをｐＨ７．５において含有するものとした。増幅試薬は
、４７．６ｍＭ　Ｎａ－ＨＥＰＥＳ、１２．５ｍＭ　Ｎ－アセチル－Ｌ－システイン、２
．５％ＴＲＩＴＯＮＴＭＸ－１００、５４．８ｍＭ　ＫＣｌ、２３ｍＭ　ＭｇＣｌ２、３
ｍＭ　ＮａＯＨ、０．３５ｍＭの各ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ
）、７．０６ｍＭ　ｒＡＴＰ、１．３５ｍＭ　ｒＣＴＰ、１．３５ｍＭ　ＵＴＰ、８．８
５ｍＭ　ｒＧＴＰ、０．２６ｍＭ　Ｎａ２ＥＤＴＡ、５％（ｖ／ｖ）グリセロール、２．
９％トレハロース、０．２２５％エタノール、０．０７５％メチルパラベン、０．０１５
％プロピルパラベン、および０．００２％フェノールレッドをｐＨ７．５～７．６におい
て含有する混合物を製造するために他の反応成分（例えば試料または標本希釈成分）と混
合した濃縮混合物とした。増幅オリゴヌクレオチド（プライマー、プロモーター－プライ
マー、ブロッカー、プロモーター－プロバイダー）、および場合によりプローブを、増幅
試薬中の反応混合物に添加するか、または増幅試薬から分離してよい。酵素は、反応当た
り約３０Ｕ／μＬのＭＭＬＶ逆転写酵素（ＲＴ）および約２０Ｕ／μＬのＴ７ＲＮＡポリ
メラーゼとなるようにＴＭＡ反応混合物に添加した（１ＵのＲＴは、２００～４００マイ
クロモルのオリゴｄＴプライミングされたポリＡ鋳型を用いて３７℃で１０分間に１ｎｍ
ｏｌのｄＴＴＰを取り込み、そして１ＵのＴ７ＲＮＡポリメラーゼは、ＤＮＡ鋳型中のＴ
７プロモーターを用いて３７℃で１時間にＲＮＡ内に１ｎｍｏｌのＡＴＰを取り込む）。
全ての試薬添加および混合の工程は、手作業により、手作業と自動化工程の組み合わせを
用いて、あるいは完全に自動化されたシステムを用いて、実施してよい。転写媒介増幅（
ＴＭＡ）を用いる増幅方法は、実質的には米国特許５，３９９，４９１および５，５５４
，５１６、Ｋａｃｉａｎらにおいて既に詳細に開示されている操作法を使用する。単一プ
ライマー転写媒介増幅を用いる増幅方法は、実質的には米国特許公開２００６－００４６
２６５に既に詳細に開示されている操作法を使用する。ヘアピンプローブを使用するため
の方法は、良く知られており、そして米国特許６，８４９，４１２、６，８３５，５４２
、６，５３４，２７４、および６，３６１，９４５、Ｂｅｃｋｅｒらにおいて既に詳細に
開示されているものを包含する。
【００８２】
　これらの増幅オリゴヌクレオチドおよび検出プローブの種々の組み合わせを使用するこ
とにより、試料が標的配列の少なくとも１５～５０コピーを含有する場合に、標的配列は
特異的に検出された。以下の実施例は、標的配列の検出のための本発明の実施形態の一部
を説明するものである。
【００８３】
　実施例１：転写媒介の増幅および検出
　本実施例は、終点における増幅産物を検出する標的核酸に関する増幅および検出の試験
を説明するものである。増幅反応は、上記した増幅オリゴヌクレオチド実施形態の一部を
使用して、米国特許５，３９９，４９１および５，５５４，５１６、Ｋａｃｉａｎらにお
いて以前に詳細に説明されている操作法を用いた転写媒介増幅とした。配列番号４７の合
成標的ＲＮＡは、ヘルパーオリゴヌクレオチド（５ｐｍｏｌ／反応）の存在下、ｄＴ３Ａ

３０重合体（５ｐｍｏｌ／反応）に共有結合した標的特異的捕捉オリゴヌクレオチドを用
いて捕捉した。配列番号４７はＤＮＡとして示したが、当業者の知る通り、相当するＲＮ
Ａは、全てのチミン（Ｔ）をウラシル（Ｕ）で置き換える。試験の各々は、プロモーター
－プライマー（１０ｐｍｏｌ／反応）およびプライマー（１５ｐｍｏｌ／反応）とともに
、本質的に上記したもののような標的ＲＮＡおよび増幅試薬を含有する増幅反応物（総容
量０．０７５ｍＬ）中で実施した。増幅オリゴヌクレオチド、標的および増幅試薬（酵素
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し、６２℃で１０分間、次に４２℃で５分間インキュベートした。酵素添加（２５μＬ）
の後、反応混合物を混合し、そして４２℃で６０分間インキュベートした。次に検出プロ
ーブ（０．０５ｐｍｏｌ／反応）を添加し（１００μＬ）、そして６２℃で２０分間イン
キュベートすることによりハイブリダイズした。室温で５分間の後、選択試薬（２５０μ
Ｌ）を添加することにより、６２℃での１０分間インキュベーションの間に未ハイブリダ
イズの検出プローブを切断した。反応混合物が室温まで冷却された後、ＲＬＵシグナルを
ＨＣ＋リーダー中０．０２秒の時間間隔において１００回計測した。
【００８４】
【表４】

これらの結果は、配列番号８および９が適当な検出プローブであることを示している。配
列番号８は、その高いシグナル：ノイズ比およびその有意に高値のＴｍのために最終的に
選択された。配列番号８のＴｍ計算値は６５．１℃であり、配列番号９のＴｍ計算値は６
０．９℃であった。標的配列への検出プローブのハイブリダイゼーションが６２℃におけ
るものであったため、６２℃超のＴｍを有する検出プローブが、より効果的に作用するは
ずである。
【００８５】
【表５】

【００８６】
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【表６】

捕捉オリゴヌクレオチドの全てが、反応感度当たり少なくとも５０コピーを示した。配列
番号３１は、その低い標準偏差および直線的なアウトプットのために最終的に選択された
。
【００８７】
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【表７】

これらの実験の結果は、反応当たり１５～５０コピーの感度を示している。
【００８８】
　総括すれば、試験の結果は、標的捕捉のための配列番号３１および４１、およびＴＭＰ
ＲＳＳ２－ＥＲＧ変異体の３’ＵＴＲの転写媒介増幅および検出のための配列番号２、５
および８の好ましい組み合わせを明らかにしている。
【００８９】
　実施例２：単一プライマー転写媒介増幅および検出
　本実施例は、リアルタイムで増幅産物を検出する標的核酸に関する増幅および検出の試
験を説明している。増幅反応は、上記した増幅オリゴヌクレオチド実施形態の一部を用い
て、米国特許公開２００６－００４６２６５において以前に詳細に説明されている操作法
を用いた単一プライマー転写媒介増幅とした。試験の各々は、プロモーター－プロバイダ
ー（６ｐｍｏｌ／反応）、プライマー（６ｐｍｏｌ／反応）、ブロッカー（０．６ｐｍｏ
ｌ／反応）、および分子トーチ（８ｐｍｏｌ／反応）とともに、配列番号４７の合成標的
ＲＮＡおよび実質的に上記した増幅試薬を含有する増幅反応物（総容量０．０４０ｍＬ）
中で実施した。ブロッカーの実施形態は、表８に示すものを包含する。増幅オリゴヌクレ
オチド、標的および増幅試薬（酵素ではない）を含有する反応混合物を被覆して蒸発を防
止し、６０℃で１０分間、次に４２℃で５分間インキュベートした。検出プローブは、０
．８ｐｍｏｌ／μＬで酵素試薬に添加した。次に、得られた試薬を反応混合物に添加し（
１０μＬ）、そして反応混合物を４２℃で旋回混合した。酵素添加後の増幅反応中３０秒
毎に反応混合物の蛍光を計測した。
【００９０】
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【表８】

【００９１】
【表９】

本実験の結果は、反応当たり５０コピーにおける感度を示しており、配列番号１８または
２０が配列番号１６または２２よりも遙かに良好な性能を有していた。
【００９２】
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【表１０】

本実験の結果は、反応当たり５０コピーにおける感度を示しており、配列番号１４が配列
番号１２または１３よりも遙かに良好な直線性能を有していた。
【００９３】

【表１１】

配列番号２４、２６、２８および３０に関して計測された平均のＲＦＵ範囲（ＲＦＵｍａ

ｘ－ＲＦＵｍｉｎ）は、それぞれ１．７６７、０．６２８、１．４６８および１．８５０
であった。実験の結果は、反応当たり５０コピーにおける感度を示しており、配列番号３
０が配列番号２４、２６または２８よりも遙かに良好な性能およびＲＦＵダイナミックレ
ンジを有していた。
【００９４】
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【表１２】

【００９５】
【表１３】

本実験の結果は、反応当たり１，０００コピーにおける感度を示しており、配列番号５１
が配列番号４８、４９、５０、５２または５３よりも良好な性能および標準偏差を有して
いた。
【００９６】
　総括すれば、試験の結果は、ＴＭＰＲＳＳ２－ＥＲＧ変異体の３’ＵＴＲの単一プライ
マー転写媒介増幅および検出に関する配列番号１４、１８または２０、３０および５１の
好ましい組み合わせを明らかにしている。
【００９７】
　上記明細書において言及した全ての公開公報、特許、特許出願およびアクセッション番
号は、参照により全体が本明細書に組み込まれる。本発明を特定の実施形態との関連にお
いて説明してきたが、請求項に記載した本発明は、そのような特定の実施形態に不当に制
限されてはならないと理解しなければならない。実際、本発明の記載した組成物および方
法の種々の変更例および変形例は、当業者には自明となるものであり、以下の請求項の範
囲内であることを意図している。
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