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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オリゴヌクレオチドからのヌクレオチドを除去する方法であって、
少なくとも１の標的核酸を、
ヌクレオチド除去活性を含んでなる少なくとも第１生体触媒、及び
前記標的核酸の少なくとも第１配列に対して少なくとも部分的に相補的である、２’－終
止ヌクレオチドを含んでなる少なくとも１のオリゴヌクレオチドとともに、
前記第１生体触媒が前記オリゴヌクレオチドから少なくとも前記２’－終止ヌクレオチド
を除去し、除去された２’－終止ヌクレオチド及び短縮オリゴヌクレオチドを生成するよ
うな条件下でインキュベートすることにより、前記オリゴヌクレオチドからヌクレオチド
を除去することを含んでなる方法。
【請求項２】
　オリゴヌクレオチドが２’－終止ヌクレオチドを３’末端に有する、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　２’－終止ヌクレオチドが、Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇ４
６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４
０Ｇ Ｓ６７１Ｆ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７
１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ６ ＤＮＡポリ
メラーゼ、ΔＺＯ５Ｒポリメラーゼ、Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼ、サーマス
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・フラバス（Thermus flavus）ポリメラーゼ、ＴＭＡ－２５ポリメラーゼ、Ｅ６７８Ｇ 
ＴＭＡ－２５ポリメラーゼ、ＴＭＡ－３０ポリメラーゼ、Ｅ６７８Ｇ ＴＭＡ－３０ポリ
メラーゼ、Ｔｔｈ ＤＮＡポリメラーゼ、サーマス種ＳＰＳ－１７ポリメラーゼ、Ｅ６１
５Ｇ Ｔａｑポリメラーゼ、サーマスＺＯ５Ｒポリメラーゼ、Ｔ７ ＤＮＡポリメラーゼ、
コーンバーグ（Kornberg ）ＤＮＡポリメラーゼ Ｉ、クレノウ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ
ａｑ ＤＮＡポリメラーゼ、ミクロコッカス（Micrococcal ）ＤＮＡポリメラーゼ、αＤ
ＮＡポリメラーゼ、逆転写酵素、ＡＭＶ逆転写酵素、Ｍ－ＭｕＬＶ逆転写酵素、ＤＮＡポ
リメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、Ｅ．コリＲＮＡポリメラーゼ、ＳＰ６ ＲＮＡポリメ
ラーゼ、Ｔ３ ＲＮＡポリメラーゼ、Ｔ４ ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ７ ＲＮＡポリメラー
ゼ、ＲＮＡポリメラーゼII、末端トランスフェラーゼ、ポリヌクレオチドホスホリラーゼ
、リボヌクレオチド類似体－導入ＤＮＡポリメラーゼ、リボヌクレオチド導入ＤＮＡポリ
メラーゼ等から選択される１又は２以上のヌクレオチド導入生体触媒により伸長不能とさ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　第１生体触媒がヌクレオチド導入活性を含んでなり、
前記方法が、標的核酸を、第１生体触媒、短縮オリゴヌクレオチド及び少なくとも１の追
加のヌクレオチドと共に、前記第１生体触媒が短縮オリゴヌクレオチド末端に追加のヌク
レオチドを組込み、伸長されたオリゴヌクレオチドを生成する条件下でインキュベートす
ることを含んでなり、或いは、
前記方法が、標的核酸を、ヌクレオチド導入活性を含んでなる第２生体触媒、短縮オリゴ
ヌクレオチド、及び少なくとも１の追加のヌクレオチドと共に、第２生体触媒が短縮オリ
ゴヌクレオチド末端に追加のヌクレオチドを組込み、伸長されたオリゴヌクレオチドを生
成する条件下でインキュベートすることを含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　第１及び／又は第２生体触媒が、ポリメラーゼ及び逆転写酵素からなる群より選択され
る、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　２’－終止ヌクレオチドが、下記式：

【化１】

［式中、
ＺはＯ又はＣＨ2であり；
Ｂは、少なくとも１の単素環式環、少なくとも１の複素環式環、少なくとも１のアリール
基又はそれらの組合せであり；
ＢＧは、ブロッキング基であり；
Ｒ1は、ＯＨであり；
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【化１ａ】

は、単又は二重結合を表し、
ＢＧは、ＣＮ、ＮＯ2、リン酸基、アルデヒド基、又はそれらの組合せからなる群より選
択される］
で表される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　ＢＧが、下記式：

【化２】

又は下記式：
【化３】

［式中、
Ｑは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；
Ｘは、Ｈ、ＯＨ、ＣＨ3、ＢＨ3、Ｆ又はＳｅＨであり；
Ｚは、Ｏ、Ｓ又はＳｅである］
又は下記式：
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【化４】

［式中、
Ｑは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；
Ｘは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；
Ｚは、Ｏ、Ｓ又はＳｅであり；
Ｒは、アルキル基、アルケニル基又はアルキニル基である］
又は下記式：
【化５】

［式中、
Ｑは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；
Ｘは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；
Ｚは、Ｏ、Ｓ又はＳｅであり；
Ｌは、－ＣＯＮＨ（ＣＨ2）nＮＨ－、－ＣＯ（ＣＨ2）nＮＨ－又は－ＣＯＮＨ（ＣＨ2Ｃ
Ｈ2Ｏ）nＣＨ2ＣＨ2ＮＨ－であり；
ｎは、０よりも大きい整数であり；
Ｒは、ＮＨ2、ＳＨ、ＣＯＯＨ、消光剤成分、レポーター成分、ビオチン又は親和性成分
である］
で表される、請求項６に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は概して、核酸化学及び分子生物学に関する。より具体的には、本発明は、２’
－終止を伴う核酸重合及び増幅に関する。
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【背景技術】
【０００２】
　加ピロリン酸分解活性化重合（ＰＡＰ）は、標的又は鋳型核酸にハイブリダイズした加
ピロリン酸分解活性化性プライマーの加ピロリン酸分解媒介活性化と、それに続く活性化
プライマーの伸長とを伴う方法である。加ピロリン酸分解活性化性プライマーとして、通
常は終止ヌクレオチド、例えば３’末端ジデオキシヌクレオチド（ｄｄＮＭＰ）が挙げら
れる。終止ヌクレオチドは通常、かかるハイブリダイズ遮断プライマーから、加ピロリン
酸分解反応によって酵素的に除去しなければならない。加ピロリン酸分解反応は、プライ
マー伸長を進行させるため、ピロリン酸を消費して活性化プライマーを生成する。プライ
マーの活性化には通常、プライマーと標的核酸との完全一致が必要となるので、プライマ
ー形成や他の偽プライミングアーチファクト等のために、通常はそれらの反応による非特
異的産物の生成は、たとえ生じるにしても限られたものとなる。ＰＡＰの用途の例として
、とりわけ、核酸増幅法の新たな選択肢（例えば希少対立遺伝子検出法、体細胞突然変異
検出アッセイ等の一部として）の提供が挙げられる。
【０００３】
　上述したように、既存のＰＡＰ関連アプローチは、ｄｄＮＭＰ終止プライマーと、効率
的なｄｄＮＭＰ導入熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば“へリックスＯ”において“Ｆ
→Ｙ”突然変異を含む変異体酵素）とを用いて、プライマーの鋳型への結合／アニーリン
グ後、ピロリン酸（ＰＰｉ）の存在下、プライマーの３－末端ｄｄＮＭＰ部分での加ピロ
リン酸分解を可能としている。かかるアプローチは通常、種々の欠点を有する。例えば、
かかる手法では通常、極めて低い限られた濃度のｄＮＴＰを用いるため、伸長速度（１分
当たりの重合ヌクレオチド数）が低下する（遅くなる）。より具体的には、かかる反応で
３’末端ｄｄＮＭＰがｄｄＮＴＰとして放出されると、前述のようにｄＮＴＰ濃度（すな
わち「プールサイズ」）が極めて低いために、（有効なＰＣＲに必要な）全長プライマー
伸長の前に、濃度が上昇してきたｄｄＮＴＰ（連続ラウンドのＰＡＰに起因する）を再び
取り込んでしまう可能性が高くなる。かかる再取り込みは通常望ましくないため、組込ま
れたｄｄＮＭＰを除去するために追加のＰＡＰが必要となる。さらに、不完全なプライマ
ー伸長を生じさせ、各サイクルでの全長伸長産物の効率を低める。さらに、かかる既存の
ＰＡＰアプローチの多くは、非常に短いアンプリコンしか生成することができない。得ら
れるアンプリコンは、例えばプライマーダイマーよりも短い場合もある。すなわち、これ
ら従来のアプローチのＰＣＲサイクル効率は通常は低下してしまうので、少量の標的を検
出するには多数のサイクルが必要となる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　以上の背景から、ＰＡＰに関する更なる方法が所望されていることは明らかである。本
発明は、２’－終止ヌクレオチドを用いたＰＡＰに関する方法と、種々の追加の特徴を提
供する。これらは以下の開示の全体を考慮すれば明らかになるであろう。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、核酸重合及び増幅に関する。ある実施形態によれば、例えば本明細書で提供
されるＰＡＰ関連方法は、加ピロリン酸分解及び重合の一連のカップリングを伴う。それ
らの方法には種々の用途があるが、とりわけＳＮＰ分析及び希体細胞突然変異検出に使用
される。ＰＡＰ関連方法に加えて、本発明は関連する反応混合物及び系も提供する。
【０００６】
　例を挙げると、本明細書に記載の方法及び他の観点は、オリゴヌクレオチド媒介合成反
応の一般的特異性を増強する。例えば、他の「ホットスタート」法（例えば可逆的な化学
修飾酵素、アプタマー又は抗体媒介「ホットスタート」）と同様に、「ゼロ番目のサイク
ル伸長」（プレＰＣＲ）が低減又は排除される。かかる他の方法とは異なり、個々の新た
なオリゴヌクレオチド媒介合成工程毎に、プライマーの活性化が可能となる。これにより
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、反応の全体特異性が向上し、不所望の副生物の生成が最少に抑えられる。従って、低コ
ピー配列、さらには単一コピー配列の検出が改善される。さらに、不意図及び不所望の非
特異的合成産物（例えばＰＣＲの場合はプライマーダイマー）の生成を低減又は排除する
ことにより、多重（数個又は多数の異なる標的が増幅される）増幅反応の性能が改善され
る。
【０００７】
　一態様によれば、本発明は、２’－終止ヌクレオチドを（例えば３’末端に）含んでな
る少なくとも１のオリゴヌクレオチド（例えばプライマー核酸、プローブ核酸等）を含む
反応混合物を提供する。ある態様によれば、前記オリゴヌクレオチドは、下記式：
【化１】

［式中、ＺはＯ又はＣＨ2であり；Ｂは、少なくとも１の単素環式環、少なくとも１の複
素環式環、少なくとも１のアリール基又はそれらの組合せであり；ＢＧは、ブロッキング
基であり；Ｒ1は、Ｈ、ＯＨ、親水性基又は疎水性基であり；Ｘは、ヌクレオチド又はヌ
クレオチド類似体であり；ｎは、０以上の整数であり；

【化１ａ】

は、単又は二重結合を表す］を含んでなる。オリゴヌクレオチドは、少なくとも１の標識
を含んでいてもよい。ある態様によればは、オリゴヌクレオチドにおける少なくとも１の
ヌクレオチド位置が、標的核酸における多形ヌクレオチド位置に対応する。かかる態様の
一部によれば、例えば２’－終止ヌクレオチドは、標的核酸における多形ヌクレオチド位
置に対応する。
【０００８】
　反応混合物は通常、反応混合物が利用される特定の用途に応じて、追加の試薬を含む。
ある態様によれば、例えば、追加の試薬は、ヌクレオチド除去活性（例えば加ピロリン酸
分解活性及び／又はヌクレアーゼ活性）を含んでなる第１生体触媒、ヌクレオチド導入活
性を含んでなる第２生体触媒、前記オリゴヌクレオチドに対しては少なくとも部分的に相
補的である少なくとも１の配列を含んでなる標的核酸、アンプリコン、プライマー核酸、
プローブ核酸（例えばハイブリダイゼーションプローブ、５’－ヌクレアーゼプローブ、
ヘアーピンプローブ等）、追加のヌクレオチド（例えば伸長可能ヌクレオチド、終止ヌク
レオチド、リボヌクレオシド三リン酸、デオキシリボヌクレオシド三リン酸等）、追加の
オリゴヌクレオチド（例えばプライマー核酸、プローブ核酸等）、可溶性発光修飾因子、
共溶媒、インターカレート剤、臨床検体、試料、緩衝液、塩、金属イオン、ピロリン酸、
グリセロール、ジメチルスルホキシド、ポリｒＡ等から選択される。ある態様によれば、
前記標的核酸、アンプリコン、プライマー核酸、プローブ核酸、追加のヌクレオチド、及
び／又は追加のオリゴヌクレオチドは、少なくとも１の標識を含んでなる。ある態様によ
れば、緩衝液は、少なくとも９０ｍＭ（例えば約９５ｍＭ、約１００ｍＭ、約１０５ｍＭ
等）の濃度のＮ－［トリス（ヒドロキシメチル）メチル］グリシンを含んでなる。
【０００９】
　ある態様によれば、前記第１生体触媒は、ヌクレオチド導入活性を（すなわち、ヌクレ
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オチド除去活性の他に）含んでなる。第１及び／又は第２生体触媒のヌクレオチド導入活
性は通常、ポリメラーゼ活性及び／又はリガーゼ活性を含んでなる。第１及び／又は第２
生体触媒は、ヌクレアーゼ活性を含んでしてもよい。さらに例を挙げると、第１及び／又
は第２生体触媒は、例えばポリメラーゼ、末端トランスフェラーゼ、逆転写酵素、ポリヌ
クレオチドホスホリラーゼ、リガーゼ、ＡＰエンドヌクレアーゼ及びテロメラーゼから選
択される酵素を含んでいてもよい。ある態様によれば、第１及び／又は第２生体触媒は、
Ｇ４６、Ｌ３２９、Ｑ６０１、Ｄ６４０、Ｉ６６９、Ｓ６７１及びＥ６７８からなる群か
ら選択されるアミノ酸位置で１又は２以上の突然変異を含んでなるＣＳ５ ＤＮＡポリメ
ラーゼを含んでなる。かかる態様の一部によれば、例えば前記突然変異は、Ｇ４６Ｅ突然
変異、Ｌ３２９Ａ突然変異、Ｑ６０１Ｒ突然変異、Ｄ６４０Ｇ突然変異、Ｉ６６９Ｆ突然
変異、Ｓ６７１Ｆ突然変異及び／又はＥ６７８Ｇ突然変異を含んでなる。
【００１０】
　本明細書に記載のオリゴヌクレオチドに利用される２’－終止ヌクレオチドは、種々の
態様を包含する。ある態様によれば、例えば２’－終止ヌクレオチドは、２’－一リン酸
－３’－ヒドロキシヌクレオチドを含んでなる。さらに例を挙げると、ある態様によれば
、前記２’－終止ヌクレオチドが、下記式：
【化２】

［式中、Ｒ1は、Ｈ、ＯＨ、親水性基又は疎水性基であり；Ｂは、少なくとも１の単素環
式環、少なくとも１の複素環式環、少なくとも１のアリール基又はそれらの組合せであり
；ＢＧは、ブロッキング基であり；ＺはＯ又はＣＨ2であり；

【化２ａ】

は、単又は二重結合を表す］を含んでなる。さらに、２’－終止ヌクレオチドは通常、例
えばＧ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８
Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ ＣＳ５ 
ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５
 ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ６ ＤＮＡ ポリメラーゼ、ΔＺＯ５Ｒ
 ポリメラーゼ、Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ ＤＮＡ ポリメラーゼ、サーマス・フラバス（Thermu
s flavus ）ポリメラーゼ、ＴＭＡ－２５ ポリメラーゼ、Ｅ６７８Ｇ ＴＭＡ－２５ ポリ
メラーゼ、 ＴＭＡ－３０ ポリメラーゼ、Ｅ６７８Ｇ ＴＭＡ－３０ ポリメラーゼ、Ｔｔ
ｈ ＤＮＡ ポリメラーゼ、サーマス種ＳＰＳ－１７ ポリメラーゼ、Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ 
ポリメラーゼ、サーマスＺＯ５Ｒ ポリメラーゼ、Ｔ７ ＤＮＡ ポリメラーゼ、コーンバ
ーグ（Kornberg ）ＤＮＡ ポリメラーゼ Ｉ、クレノウ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｔａｑ Ｄ
ＮＡ ポリメラーゼ、ミクロコッカス（Micrococcal ）ＤＮＡ ポリメラーゼ、αＤＮＡ 
ポリメラーゼ、逆転写酵素、ＡＭＶ逆転写酵素、Ｍ－ＭｕＬＶ逆転写酵素、ＤＮＡ ポリ
メラーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｅ．コリＲＮＡ ポリメラーゼ、ＳＰ６ ＲＮＡ ポリメ
ラーゼ、Ｔ３ ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ４ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ７ ＲＮＡ ポリメラ
ーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼ II、末端トランスフェラーゼ、ポリヌクレオチドホスホリラ
ーゼ、リボヌクレオチド類似体－導入ＤＮＡ ポリメラーゼ、リボヌクレオチド導入ＤＮ
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Ａ ポリメラーゼ等から選択される１又は２以上のヌクレオチド導入生体触媒により伸長
不能である。
【００１１】
　別の態様によれば、本発明は、オリゴヌクレオチドからヌクレオチドを除去する方法を
提供する。前記方法は、少なくとも１の標的核酸と、ヌクレオチド除去活性（例えば加ピ
ロリン酸分解活性及び／又はヌクレアーゼ活性）を含んでなる少なくとも第１生体触媒、
及び前記標的核酸の少なくとも第１配列に対して少なくとも部分的に相補的である、２’
－終止ヌクレオチドを（例えば３’末端に）含んでなる少なくとも１のオリゴヌクレオチ
ド（例えばプライマー核酸、プローブ核酸等）とを、前記第１生体触媒が前記オリゴヌク
レオチドから少なくとも前記２’－終止ヌクレオチドを除去し、除去された２’－終止ヌ
クレオチドと短縮オリゴヌクレオチドとを生成する条件下でインキュベートし、それによ
り前記オリゴヌクレオチドからヌクレオチドを除去することを含んでなる。ある態様によ
れば、前記方法は標的核酸を、第１生体触媒、オリゴヌクレオチド、及び除去される２’
－終止ヌクレオチドに付加されるピロリン酸と共にインキュベートすることを含む。
【００１２】
　ある実施形態によれば、標的核酸は少なくとも１の多形ヌクレオチド位置を含んでなり
、前記方法は、オリゴヌクレオチドからの２’－終止ヌクレオチドの除去を検出すること
を包含し、前記除去は、多形ヌクレオチド位置に対応する少なくとも１のヌクレオチド位
置を含んでなるオリゴヌクレオチドと相関を有する。かかる態様によれば、２’－終止ヌ
クレオチドは通常、多形ヌクレオチド位置に対応する。ある態様によれば、オリゴヌクレ
オチドは少なくとも１の標識を含んでなり、前記方法は前記標識から発せられる検出可能
シグナルを検出することを含んでなる。かかる態様によれば、前記標識はドナー成分及び
／又は受容体成分を含んでなり、前記検出可能シグナルは発光を包含し、前記方法は標的
核酸を、第１生体触媒、オリゴヌクレオチド、及び少なくとも１の可溶性発光修飾因子と
共にインキュベートし、ドナー成分及び／又は受容体成分からの発光を検出することを含
んでなる。２’－終止ヌクレオチドは、ドナー成分及び／又は受容体体成分を含んでいて
もよい。
【００１３】
　さらに例を挙げると、ある態様によれば、第１生体触媒はヌクレオチド導入活性（すな
わち、ヌクレオチド除去活性の他に）を含んでなり、前記方法は、標的核酸を、第１生体
触媒、短縮オリゴヌクレオチド及び少なくとも１の追加のヌクレオチドと共に、前記第１
生体触媒が短縮オリゴヌクレオチド末端に追加のヌクレオチドを組込み、伸長されたオリ
ゴヌクレオチドを生成するような条件下でインキュベートすることを含んでなる。前記方
法は、標的核酸を、ヌクレオチド導入活性を含んでなる第２生体触媒、短縮オリゴヌクレ
オチド、及び少なくとも１の追加のヌクレオチドと共に、第２生体触媒が短縮オリゴヌク
レオチド末端に追加のヌクレオチドを組込み、伸長されたオリゴヌクレオチドを生成する
ような条件下でインキュベートすることを含んでいてもよい。例を挙げると、ヌクレオチ
ド導入活性は通常、ポリメラーゼ活性及び／又はリガーゼ活性を包含する。前記第１及び
／又は第２生体触媒は通常、例えばポリメラーゼ、末端トランスフェラーゼ、逆転写酵素
、ポリヌクレオチドホスホリラーゼ、リガーゼ、ＡＰエンドヌクレアーゼ、テロメラーゼ
及び同様のものから選択される酵素を含んでなる。
【００１４】
　ある態様によれば、第１及び／又は第２生体触媒は、例えばＧ４６、Ｌ３２９、Ｑ６０
１、Ｄ６４０、Ｉ６６９、Ｓ６７１及びＥ６７８の選択されるアミノ酸位置で１又は２以
上の突然変異を含んでなるＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを含んでなる。かかる態様の一部
においては、突然変異は、Ｇ４６Ｅ突然変異、Ｌ３２９Ａ突然変異、Ｑ６０１Ｒ突然変異
、Ｄ６４０Ｇ突然変異、Ｉ６６９Ｆ突然変異、Ｓ６７１Ｆ突然変異及び／又はＥ６７８Ｇ
突然変異を含んでなる。
【００１５】
　ある態様によれば、オリゴヌクレオチドと標的核酸とがハイブリダイズし、ハイブリダ
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イズ核酸を形成すると、オリゴヌクレオチドの１又は２以上のヌクレオチドが、標的核酸
の末端の先に伸長する。ある態様によれば、少なくとも１の追加のオリゴヌクレオチドが
、追加のヌクレオチドを含んでなる。その追加のヌクレオチドは、伸長可能ヌクレオチド
及び／又は終止ヌクレオチドを含んでなる。ある態様によれば、追加のヌクレオチドは、
少なくとも１の標識を含んでなり、前記方法は、その標識から発せされる検出可能シグナ
ルを検出することを含んでなる。例えば、標識は任意には、ドナー成分及び／又は受容体
成分を含んでなり、検出可能シグナルは発光を包含し、前記方法は、標的核酸を、少なく
とも１の可溶性発光修飾因子と共にインキュベートし、前記標識からの発光を検出するこ
とを含んでなる。
【００１６】
　さらに例を挙げると、前記方法は、少なくとも１の標識を含んでなり、標的核酸の少な
くとも第２配列に対して少なくとも部分的に相補的である少なくとも１のプローブ核酸と
共に標的核酸をインキュベートし、前記プローブ核酸又はその断片の標識から発せされる
検出可能シグナルを検出することを含んでいてもよい。ある態様によれば、検出可能シグ
ナルは発光を含んでなり、前記方法はさらに、少なくとも１の可溶性発光修飾因子と共に
標的核酸をインキュベートし、標識の発光を検出することを含んでなる。例えば、プロー
ブ核酸は５’－ヌクレアーゼを含んでしてもよく、前記第１及び／又は第２生体触媒は短
縮オリゴヌクレオチドを５’→３’方向に伸長し、５’→３’エキソヌクレアーゼ活性を
含んでいてもよい。前記プローブ核酸は、ハイブリダイゼーションプローブ及び／又はヘ
アーピンプローブを含んでいてもよい。
【００１７】
　ある態様によれば、標的核酸は、少なくとも１の多形ヌクレオチド位置を含んでなり、
前記方法は、前記多形ヌクレオチド位置に対応する少なくとも１のヌクレオチド位置を含
んでなる伸長されたオリゴヌクレオチドと相関を有する、短縮オリゴヌクレオチドの伸長
を検出することを含んでなる。かかる態様の一部によれば、２’－終止ヌクレオチドは、
多形ヌクレオチド位置に対応する。
【００１８】
　別の態様によれば、本発明は、（ａ）２’－終止ヌクレオチドを含んでなるオリゴヌク
レオチドを含んでなる少なくとも１の容器又は支持体を有する系を提供する。前記系はま
た、（ｂ）前記容器内又は前記支持体上の温度を調節するために前記容器又は支持体と熱
的に通じるよう構成された少なくとも１の熱モジュレータ；（ｃ）前記容器又は支持体に
対して及び／又はそれから液体を移動する少なくとも１の流体移送要素；及び（ｄ）前記
容器内又は支持体上で生成される検出可能なシグナルを検出するよう構成された少なくと
も１の検出器のうち、少なくとも１つを包含する。ある態様によれば、前記系は、前記熱
モジュレータと作動式に連結されて、前記容器内又は支持体上の温度の調節を可能とし、
前記流体移送要素と作動式に連結されて、前記容器又は支持体に対する、及び／又は、前
記容器又は支持体からの、液体の移動を可能とし、及び／又は、前記検出器と作動式に連
結されて、前記容器内又は支持体上で生成される検出可能シグナルの検出を可能とする、
少なくとも１の制御器を含んでなる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１は、本発明の一実施形態に係る一塩基多型（ＳＮＰ）検出アッセイを模式的
に示す図である。
【図２】図２Ａ～Ｄは、２’－終止ヌクレオチドの例を示す図である。
【図３】図３Ａ及びＢは、２’－終止ヌクレオチドの幾つかの実施形態を示す図である。
【図４】図４は、代表的な系を示すブロック図である。
【図５】図５は、本発明の一実施形態に係る遮断（blocked）オリゴヌクレオチドを示す
図である。
【図６】図６は、本発明の一実施形態に係る遮断オリゴヌクレオチドの固相合成路を示す
図である。
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【図７】図７は、３’－Ｏ－ＴＢＤＭＳ－２’－Ｏ－ホスホラミジットを示す図である。
【図８】図８は、ＰＡＰ－関連のＨＩＶ ＤＮＡ鋳型滴定を含む分析から得られたＰＣＲ
産物の検出を示すゲルの写真である。
【図９】図９は、遮断（blocked）又は非遮断（unblocked）のプライマーによる増幅に使
用される種々の変異Ｋ－Ｒａｓプライマーのコピー数に見られる限界サイクル（Ｇ）値を
示すグラフである。
【図１０】図１０は、Ｋ－Ｒａｓプラスミド鋳型を含む増幅に使用される種々の酵素及び
酵素濃度について観察される限界サイクル（ＣT）値を示すグラフである。
【図１１】図１１は、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８Ｇ （ＧＬＥ） ＣＳ５ ＤＮＡポリ
メラーゼを使用する加ピロリン酸分解活性化重合（ＰＡＰ）反応における限界サイクル（
ＣT）値に対して酵素濃度が及ぼす効果を示す棒グラフである。ｙ軸はＣT値を表し、ｘ軸
は酵素濃度（ｎＭ）を表す。プロットに付された凡例は、グラフ内の各トレースに対応す
る鋳型核酸のコピー数を表す（鋳型核酸のコピーなし（鋳型なし）、鋳型核酸１ｅ4コピ
ー（１Ｅ４／ｒｘｎ）、鋳型核酸１ｅ5コピー（１Ｅ５／ｒｘｎ）及び鋳型核酸１ｅ6コピ
ー（１Ｅ６／ｒｘｎ））。
【図１２】図１２は、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ （ＧＬ
ＤＳＥ） ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを使用する加ピロリン酸分解活性化された重合（Ｐ
ＡＰ）反応における限界サイクル（ＣT）値に対する酵素濃度の効果を示す棒グラフであ
る。ｙ軸はＣT値を表し、ｘ軸は酵素濃度（ｎＭ）を表す。プロットに付された凡例は、
グラフ内の各トレースに対応する鋳型核酸のコピー数を表す（鋳型核酸のコピーなし（鋳
型なし）、鋳型核酸１ｅ4コピー（１Ｅ４／ｒｘｎ）、鋳型核酸１ｅ5コピー（１Ｅ５／ｒ
ｘｎ）及び鋳型核酸１ｅ6コピー（１Ｅ６／ｒｘｎ））。
【図１３】図１３は、ＨＣＶ ＲＮＡに対するＰＡＰ逆転写反応のデータを示す棒グラフ
である。ｃＤＮＡ反応の産物は、ＨＣＶ ｃＤＮＡに特異的な定量ＰＣＲアッセイを用い
て測定した。ｙ軸はＣt値を表し、ｘ軸は反応に使用される酵素の単位を表す。図示のと
おり、反応に使用した酵素は、Ｚ０５ ＤＮＡポリメラーゼ（Ｚ０５）又はＧ４６Ｅ Ｌ３
２９Ａ Ｑ６０１Ｒ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ （ＧＬＱＤＳＥ）及びＧ４６Ｅ 
Ｌ３２９Ａ Ｑ６０１Ｒ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ （ＧＬＱＤＳ） ＣＳ５ ＤＮＡポリメラ
ーゼのブレンドであった。
【図１４】図１４は、双方向ＰＡＰを実施して得られたＢＲＡＦ腫瘍遺伝子増幅のＰＣＲ
増殖曲線を示す。ｘ軸は標準化及び蓄積された蛍光を示し、ｙ軸はＰＡＰ ＰＣＲ増幅の
サイクル数を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
Ｉ．定義：
　本発明を詳細に説明する前提として、本発明が特定の方法、反応混合物又は系に限定さ
れるものではなく、変更を加え得ると解すべきである。本明細書及び添付の特許請求の範
囲において、単数形「一」及び「前記」（“ａ”“ａｎ”及び“ｔｈｅ”）は、文脈から
明らかに異なる場合を除き、複数の対象も包含する。また、本明細書で用いる用語は、特
定の態様を記載する目的のみに供され、限定を意図するものではないと解すべきである。
また、別途定義しない限り、本明細書で用いられる全ての技術用語及び科学用語は、当業
者が通常理解するのと同じ意味を有する。本発明を記載及び請求するに当たって、以下の
用語法及びその分法上の活用形は、以下に示す定義に従って使用するものとする。
【００２１】
　「２’－終止ヌクレオチド」とは、ヌクレオチドの糖成分の２’－位置にブロッキング
基（ＢＧ）を含んでなるヌクレオチド類似体を指す。「ブロッキング基」とは通常、核酸
の伸長を妨げる化学基又は部分を指す（すなわち、２’－終止ヌクレオチドは通常、１又
は２以上のヌクレオチド導入生体触媒により伸長できない）。すなわち、２’－終止ヌク
レオチドが核酸中に（例えば核酸の３’末端に）組込まれると、ブロッキング基が、ヌク
レオチド導入生体触媒による核酸のさらなる伸長を阻害する。ヌクレオチド導入生体触媒
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は、例えばＧ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ
６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ 
ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ
 ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ６ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Δ
ＺＯ５Ｒ ポリメラーゼ、Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ ＤＮＡ ポリメラーゼ、サーマス・フラバス
（Thermus flavus ）ポリメラーゼ、ＴＭＡ－２５ ポリメラーゼ、ＴＭＡ－３０ ポリメ
ラーゼ、Ｔｔｈ ＤＮＡ ポリメラーゼ、サーマス種ＳＰＳ－１７ ポリメラーゼ、Ｅ６１
５Ｇ Ｔａｑ ポリメラーゼ、サーマスＺＯ５Ｒ ポリメラーゼ、Ｔ７ ＤＮＡ ポリメラー
ゼ、コーンバーグ（Kornberg ）ＤＮＡ ポリメラーゼ Ｉ、クレノウＤＮＡ ポリメラーゼ
、Ｔａｑ ＤＮＡ ポリメラーゼ、ミクロコッカス（Micrococcal ）ＤＮＡ ポリメラーゼ
、αＤＮＡ ポリメラーゼ、逆転写酵素、ＡＭＶ逆転写酵素、Ｍ－ＭｕＬＶ逆転写酵素、 
ＤＮＡ ポリメラーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｅ． コリＲＮＡ ポリメラーゼ、ＳＰ６ 
ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ３ ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ４ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ７ Ｒ
ＮＡ ポリメラーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼ II、末端トランスフェラーゼ、ポリヌクレオ
チドホスホリラーゼ、リボヌクレオチド又はリボヌクレオチド類似体導入ＤＮＡポリメラ
ーゼ等から選択される、少なくとも１つである。ブロッキング基の例としては、リン酸基
が挙げられる。他の代表的なブロッキング基として、本明細書に記載のものも挙げられる
。２’－終止ヌクレオチドの例としては、２’－一リン酸－３’－ヒドロキシル－５’－
三リン酸ヌクレオシド及び２’－一リン酸－３’－ヒドロキシル－５’－二リン酸ヌクレ
オシドが挙げられる。他の２’－終止ヌクレオチドとして、本明細書に記載のものや、引
用により本明細書に組み込まれる、Bodepudi等の２００４年６月２８日付出願“SYNTHESI
S AND COMPOSITIONS OF 2'-TERMINATOR NUCLEOTIDES”（米国特許出願番号１０／８７９
，４９４号）、及び、Gelfand等の２００４年６月２８日付出願“2'-terminator nucleot
ide-related methods and systems”（米国特許出願番号１０／８７９，４９３号）に記
載のものが挙げられる。
【００２２】
　「５’－ヌクレアーゼプローブ」とは、分解されると、検出可能なシグナル変化を生成
し得る標識オリゴヌクレオチドを意味する。例を挙げると、ある態様によれば、５’－ヌ
クレアーゼプローブは２種のラベリング成分を含んでなり、標識の１つが切断され、或い
はオリゴヌクレオチドから分離された後、高められた強度の放射線を発する。かかる態様
の一部によれば、例えば５’－ヌクレアーゼプローブは、５’末端消光成分及びレポータ
ー成分により、プローブの３’末端で標識される。ある態様によれば、５’－ヌクレアー
ゼプローブは、それらの末端位置の代わりに、或いはそれらの末端位置に加えて、１又は
２以上の位置で標識される。プローブが無傷であれば、消光剤成分が受容体成分からの蛍
光発光を少なくとも部分的に消光するよう、通常はラベリング成分間でエネルギー移行が
生じる。ポリメラーゼ鎖反応の伸長段階の間、例えば鋳型核酸に結合される５’－ヌクレ
アーゼプローブは、受容体成分からの蛍光発光がもはや消光されないよう、Ｔａｑポリメ
ラーゼ又はこの活性を有するもう１つのポリメラーゼの５’→３’ヌクレアーゼ活性によ
り分解される。さらに例を挙げると、ある態様によれば、５’－ヌクレアーゼプローブは
自己相補性領域を有し、所定の条件下でヘアーピンを形成し得るように構成される。かか
る態様においては、５’－スクレアーゼプローブは、本明細書では「ヘアーピンプローブ
」とも呼ばれる。本明細書に記載の方法での使用に適合し得る５’－ヌクレアーゼの例は
、例えば１９９３年５月１１日付発行“Homogeneous assay system using the nuclease 
activity of a nucleic acid polymerase”、米国特許第５，２１０，０１５号（Gelfand
等）、１９９９年１１月３０日付発行“Homogeneous methods for nucleic acid amplifi
cation and detection”（米国特許第５，９９４，０５６号（Higuchi））、及び、２０
０１年１月９日付発行“Methods and devices for hemogeneous nucleic acid amplifica
tion and detector”（米国特許第６，１７１，７８５号（Higuchi等））にも記載されて
いる。
【００２３】
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　「受容体成分」又は「受容体」とは、エネルギー源から移行されるエネルギーを受容又
は吸収し得る成分を指す。ある態様によれば、受容体成分は、十分な量の移行エネルギー
を吸収してエネルギー（例えば光、熱等）を発し得るものでもよい。かかる態様において
は、受容体は「レポーター成分」又は「レポーター」としても知られている。受容体成分
の例としては、これらに制限されるものではないが、とりわけ、種々の蛍光色素分子（fl
uorophore）、例えばＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）－Ｒｅｄ６１０（ＬＣ－Ｒｅ
ｄ６１０）、ＬＣ－Ｒｅｄ６４０、ＬＣ－Ｒｅｄ６７０、ＬＣ－Ｒｅｄ７０５、ＪＡ－２
７０、ＣＹ５、ＣＹ５．５。
【００２４】
　「アルコール基」とは、少なくとも１のヒドロキシ基を含む有機基を指す。
【００２５】
　「アルデヒド基」とは、式ＣＨＯを含む有機基を指す。
【００２６】
　「アルケニル基」とは、１又は２以上の炭素－炭素二重結合を有する、直鎖、分岐鎖又
は環状の不飽和炭化水素成分を指す。アルケニル基としては、エテニル、２－プロペニル
、２－ブテニル、３－ブテニル、１－メチル－２－プロペニル、２－メチル－２－プロペ
ニル、２－ペンテニル、３－ペンテニル、４－ペンテニル、１－メチル－２－ブテニル、
２－メチル－２－ブテニル、３－メチル－２－ブテニル、１－メチル－３－ブテニル、２
－メチル－３－ブテニル、３－メチル－３－ブテニル、１，１－ジメチル－２－プロペニ
ル、１，２－ジメチル－２－プロペニル、１－エチル－２－プロペニル、２－ヘキセニル
、３－ヘキセニル、４－ヘキセニル、５－ヘキセニル、１－メチル－２－ペンテニル、２
－メチル－２－ペンテニル、３－メチル－２－ペンテニル、４－メチル－２－ペンテニル
、１－メチル－３－ペンテニル、２－メチル－３－ペンテニル、３－メチル－３－ペンテ
ニル、４－メチル－３－ペンテニル、１－メチル－４－ペンテニル、２－メチル－４－ペ
ンテニル、３－メチル－４－ペンテニル、４－メチル－４－ペンテニル、１，１－ジメチ
ル－２－ブテニル、１，１－ジメチル－３－ブテニル、１，２－ジメチル－２－ブテニル
、１，２－ジメチル－３－ブテニル、１，３－ジメチル－２－ブテニル、１，３－ジメチ
ル－３－ブテニル、２，２－ジメチル－３－ブテニル、２，３－ジメチル－２－ブテニル
、２，３－ジメチル－３－ブテニル、３，３－ジメチル－２－ブテニル、１－エチル－２
－ブテニル、１－エチル－３－ブテニル、２－エチル－２－ブテニル、２－エチル－３－
ブテニル、１，１，２－トリメチル－２－プロペニル、１－エチル－１－メチル－２－プ
ロペニル、１－エチル－２－メチル－２－プロペニル等が挙げられる。アルケニル基は通
常約１～２０個の炭素原子、より典型的には約２～１５個の炭素原子を有する。アルケニ
ル基は置換でも無置換でもよい。
【００２７】
　「アルケニルアミン基」とは、少なくとも１のアルケニル基を含んでなるアミノ基を指
す。
【００２８】
　「アルコキシ基」とは、酸素原子を含んでなるアルキニル基を指し、例えば、メトキシ
、エトキシ、プロポキシ、ブトキシ、ペントキシ、ヘプチルオキシ、オクチルオキシ等を
包含する。
【００２９】
　「アルキル基」とは、直鎖、分岐鎖又は環状の飽和炭化水素成分を指し、あらゆる位置
異性体を包含する。例としては、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチル、ペ
ンチル、ヘキシル、ヘプチル、オクチル、ノニル、１－メチルエチル、１－メチルプロピ
ル、２－メチルプロピル、１，１－ジメチルエチル、ペンチル、１－メチルブチル、２－
メチルブチル、３－メチルブチル、２，２－ジメチルプロピル、１－エチルプロピル、ヘ
キシル、１，１－ジメチルプロピル、１，２－ジメチルプロピル、１－メチルペンチル、
２－メチルペンチル、３－メチルペンチル、４－メチルペンチル、１，１－ジメチルブチ
ル、１，２－ジメチルブチル、１，３－ジメチルブチル、２，２－ジメチルブチル、２，
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３－ジメチルブチル、３，３－ジメチルブチル、１－エチルブチル、２－エチルブチル、
１，１，２－トリメチルプロピル、１，２，２－トリメチルプロピル、１－エチル－１－
メチルプロピル及び１－エチル－２－メチルプロピル、ｎ－ヘキシル、シクロヘキシル、
ｎ－ヘプチル、ｎ－オクチル、２－エチルヘキシル、ｎ－ノニル、ｎ－デシル等が挙げら
れる。アルキル基は通常約１～２０個の炭素原子、より典型的には約２～１５個の炭素原
子を含んでなる。アルキル基は置換でも無置換でもよい。
【００３０】
　「アルキルアミン基」とは、少なくとも１のアルキル基を含んでなるアミノ基を指す。
【００３１】
　「アルキニル基」とは、１又は２以上の炭素－炭素三重結合を有する、直鎖、分岐鎖又
は環状の不飽和炭化水素成分を指す。アルキニル基の例としては、２－プロピニル、２－
ブチニル、３－ブチニル、１－メチル－２－プロピニル、２－ペンチニル、３－ペンチニ
ル、４－ペンチニル、１－メチル－２－ブチニル、１－メチル－３－ブチニル、２－メチ
ル－３－ブチニル、１，１－ジメチル－２－プロピニル、１－エチル－２－プロピニル、
２－ヘキシニル、３－ヘキシニル、４－ヘキシニル、５－ヘキシニル、１－メチル－２－
ペンチニル、１－メチル－３－ペンチニル、１－メチル－４－ペンチニル、２－メチル－
３－ペンチニル、２－メチル－４－ペンチニル、３－メチル－４－ペンチニル、４－メチ
ル－２－ペンチニル、１，１－ジメチル－２－ブチニル、１，１－ジメチル－３－ブチニ
ル、１，２－ジメチル－３－ブチニル、２，２－ジメチル－３－ブチニル、３，３－ジメ
チル－１－ブチニル、１－エチル－２－ブチニル、１－エチル－３－ブチニル、２－エチ
ル－３－ブチニル、１－エチル－１－メチル－２－プロピニル等が挙げられる。アルキニ
ル基は通常約１～２０個の炭素原子、典型的には約２～１５個の炭素原子を含んでなる。
アルキニル基は置換でも無置換でもよい。
【００３２】
　「アルキニルアミン基」とは、少なくとも１のアルキニル基を含んでなるアミノ基を指
す。
【００３３】
　「アンプリコン」とは、例えば転写、クローニング及び／又はポリメラーゼ鎖反応（「
ＰＣＲ」）（例えば鎖置換ＰＣＲ増幅（ＳＤＡ）、重複ＰＣＲ増幅等）、又は他の核酸増
幅法で生じるように、他の分子を複製又は転写して得られる分子を指す。アンプリコンは
通常、選択される核酸（例えば鋳型又は標的核酸）の複製であるか、又はそれらに対して
相補的である。
【００３４】
　核酸との関連における用語「増幅する」又は「増幅」とは、通常は少量のポリヌクレオ
チド（例えば単一のポリヌクレオチド分子）から出発して、ポリヌクレオチド又はその一
部の複数のコピーを生成することを言う。ここで増幅産物又はアンプリコンは通常は検出
可能である。ポリヌクレオチドの増幅は種々の化学及び酵素工程を包含する。ポリメラー
ゼ鎖反応（ＰＣＲ）又はリガーゼ鎖反応（ＬＣＲ）の際に、１又は数コピーの標的又は鋳
型ＤＮＡ分子から複数のＤＮＡコピーを生成するのは、いずれも増幅の一形態である。増
幅は、出発分子の厳密な複製には限定されない。例えば、ＲＴ－ＰＣＲを用いて試料中の
限られた量のＲＮＡから複数ｃＤＮＡ分子を生成するのは、増幅の一形態である。さらに
は、転写工程において単一のＤＮＡ分子から複数ＲＮＡ分子を生成するのも、増幅の一形
態である。
【００３５】
　「アリール基」とは、芳香族化合物に由来する原子又は成分の置換基を指す。アリール
基の例としては、例えばフェニル基、ベンジル基、トリル基、キシリル基等を包含する。
アリール基は、複数の芳香族環を包含していてもよい（例えばジフェニル基等）。さらに
、アリール基は置換でも無置換でもよい。
【００３６】
　「アリールオキシ基」とは、酵素原子を含んでなるアリール基を指す。フェノキシ、ク
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ロロフェノキシ、メチルフェノキシ、メトキシフェノキシ、ブチルフェノキシ、ペンチル
フェノキシ、ベンジルオキシ等が挙げられる。
【００３７】
　「生体触媒」とは、生体系（例えばインビトロ生体系、インビボ生体系等）において、
他の化合物又は「基質」を伴う化学反応の活性化エネルギーを低減する作用を有する触媒
を指す。生体触媒は、１又は２以上の触媒活性、例えばヌクレオチド除去活性（例えば加
ピロリン酸分解活性、ヌクレアーゼ活性（例えばエンドヌクレアーゼ及び／又はエキソヌ
クレアーゼ活性）等）、及び／又は、ヌクレオチド導入活性（例えばポリメラーゼ活性、
リガーゼ活性、逆転写酵素活性等）を有する。
【００３８】
　核酸との関連における「補体」とは、核酸の少なくとも部分配列と、逆平行会合下で結
合し、又はハイブリダイズし得る核酸又はそのセグメントを指す。逆平行会合は分子内で
もよく（例えば核酸内でのヘアーピンループの形態）、分子間でもよい（例えば複数の一
本鎖核酸がお互いハイブリダイズする場合等）。天然の核酸には通常見られない特定の塩
基も、本明細書で指す核酸に含まれる。例としては、ヒポキサンチン、７－デアザグアニ
ンが挙げられる。相補性は完全ではなくてもよい。例えば、安定した二重体又は三重体が
、ミスマッチの塩基対や不適合の塩基を含む場合もある。すなわち、逆平行会合は、核酸
が単に「部分的に相補的」であっても、分子内にせよ分子間にせよ、一定の条件下で生じ
得る。核酸化学の当業者であれば、種々の変数、例えば相補性領域の長さ、相補性領域の
塩基組成及び配列、イオン強度、溶融温度（Ｔｍ）及びミスマッチの塩基対の発生率を実
験で検証することにより、二重体又は三重体の安定性を決定することができる。
【００３９】
　用語「カルボン酸基」とは、式ＣＯＯＨを含む有機基を指す。
【００４０】
　用語「相関する」とは、複数の現象間の関係の確立を指す。ある態様によれば、所与の
反応におけるプライマー伸長の検出は、標的核酸が特定の多形を有することを示唆する。
【００４１】
　用語「対応する」とは、核酸中の指定されたヌクレオチド位置又はヌクレオチド配列に
と同一又は相補的であることを意味する。本用語の正確な用法は、本用語が使用される情
況により、当業者には明らかであろう。
【００４２】
　「ドナー成分」とは、１又は２以上の受容体成分に、１又は２以上の形態の励起エネル
ギーを移行し、放出し、或いは供与し得る成分を指す。
【００４３】
　「エステル基」とは、一般式ＲＣＯＯＲ’（式中、Ｒ及びＲ’はアルキル基、アルケニ
ル基、アルキニル基、アリール基又はそれらの組合せから独立して選択される）を有する
有機化合物のクラスを指す。
【００４４】
　「エーテル基」とは、単一の酸素原子に結合される２個の炭素原子を含んでなる直鎖、
分岐又は環状成分を指す。エーテル基の例としては、メトキシメチル、メトキシエチル、
メトキシプロピル、エトキシエチル等が挙げられる。
【００４５】
　「伸長可能ヌクレオチド」とは、その伸長可能ヌクレオチドがヌクレオチドポリマー中
に組込まれると、例えば生体触媒により触媒される反応で、少なくとも１の他のヌクレオ
チドが付加又は共有結合され得るヌクレオチドを指す。伸長可能ヌクレオチドの例として
は、デオキシリボヌクレオチド及びリボヌクレオチドが挙げられる。伸長可能ヌクレオチ
ドは通常、その伸長可能ヌクレオチドの糖成分の３’位置に、別のヌクレオチドを付加す
ることにより伸長される。
【００４６】
　「ヘアーピンプローブ」とは、標的核酸検出を可能とするのに使用できるオリゴヌクレ
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オチドであって、選択された条件下でプローブがヘアーピン又はループ構造を形成できる
よう、少なくとも１の自己相補性領域を含むオリゴヌクレオチドを指す。ヘアーピンプロ
ーブは通常、１又は２以上のラベリング成分を有する。実施態様の一例においては、消光
剤成分及びレポーター成分は、その消光剤成分が、プローブがヘアーピン確認下にある場
合、レポーター成分からの発光を少なくとも一部、消光するよう、ヘアーピンプローブに
おいてお互いに対して配置される。対照的に、かかる態様におけるプローブがヘアーピン
確認下に存在しない場合（例えばプローブが標的核酸によりハイブリダイズされる場合）
、通常は受容体レポーター成分の発光が検出できる。かかる態様の一部によれば、ヘアー
ピンプローブは、分子ビーコンとしても知られている。ある態様によれば、ヘアーピンプ
ローブは、５’－ヌクレアーゼプローブ又はハイブリダイゼーションプローブとしても機
能し得る。
【００４７】
　「複素環式環」とは、飽和、不飽和又は芳香族のいずれかであり、窒素、酸素及び硫黄
から独立して選択される１又は２以上のヘテロ原子を含んでなる、単環式又は二環式環を
指す。複素環式環は、ヘテロ原子又は炭素原子を介して本発明のヌクレオチドの糖成分又
はその類似体に結合され得る。複素環式環の例としては、モルホリニル、ピロリジノニル
、ピロリジニル、ピペリジニル、ヒダントイニル、バレロラクタミル、オキシラニル、オ
キセタニル、テトラヒドロフラニル、テトラヒドロピラニル、テトラヒドロピリジニル、
テトラヒドロイミジニル、テトラヒドロチオフェニル、テトラヒドロチオピラニル、テト
ラヒドロピリミジニル、テトラヒドロチオフェニル、テトラヒドロチオピラニル、フリル
、ベンゾフラニル、チオフェニル、ベンゾチオフェニル、ピロリル、インドリル、イソイ
ンドリル、アザインドリル、ピリジル、キノリニル、イソキノリニル、オキサゾリル、イ
ソオキサゾリル、ベンズオキサゾリル、ピラゾリル、イミダゾリル、ベンズイミダゾリル
、チアゾリル、ベンゾチアゾリル、イソチアゾリル、ピリダジニル、ピリミジニル、ピラ
ジニル、トリアジニル、シンノリニル、フタラジニル、キナゾリニル等が挙げられる。
【００４８】
　「単素環式環」とは、飽和又は不飽和の（しかし芳香族ではない）炭素環式環、例えば
シクロプロパン、シクロブタン、シクロペンタン、シクロヘキサン、シクロヘプタン、シ
クロヘキセン等を指す。
【００４９】
　「ハイブリダイゼーションプローブ」とは、標的核酸検出を可能とするのに使用し得る
少なくとも１のラベリング成分を含むオリゴヌクレオチドを指す。ある態様によれば、ハ
イブリダイゼーションプローブは対で機能する。かかる態様の一部によれば、例えば対の
第１ハイブリダイゼーションプローブは３’末端又はその近位に少なくとも１のドナー成
分を含み、対の第２ハイブリダイゼーションプローブは５’末端又はその近位に少なくと
も１の受容体成分（例えばＬＣ－Ｒｅｄ６１０、ＬＣ－Ｒｅｄ６４０、ＬＣ－Ｒｅｄ６７
０、ＬＣ－Ｒｅｄ７０５、ＪＡ－２７０、ＣＹ５又はＣＹ５．５等）を含む。プローブの
設計は通常、両プローブが標的又は鋳型核酸とハイブリダイズする場合（例えばＰＣＲの
間）、第１ハイブリダイゼーションプローブが第２ハイブリダイゼーションプローブに対
して５’末端側又は上流側に結合し、ドナーと受容体成分との間でエネルギー移行が生じ
、検出可能シグナルを生成するのに十分な近位内に結合するように行われる。第２ハイブ
リダイゼーションプローブは通常、ＰＣＲ時のプローブ伸長を予防するために、３’末端
にリン酸又は他の基を有する。
【００５０】
　核酸は通常、一のポリヌクレオチドと別のポリヌクレオチド（通常は逆平行ポリヌクレ
オチド）との塩基対合相互作用によって「ハイブリダイズ」又は「アニーリング」し、重
複体又は他の高次構造体を形成する。これはハイブリダイゼーション複合体と呼ばれる。
逆平行ポリヌクレオチド間の主の相互作用は、通常は塩基特異的であり、例えばWatson／
Crick及び／又はHoogsteen型相互作用によれば、Ａ／Ｔ及びＧ／Ｃ特異的である。２種の
ポリヌクレオチドのハイブリダイゼーションを達成するには、その全長に亘って１００％
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の相補性を有する必要はない。ある態様によれば、ハイブリダイゼーション複合体は分子
間相互作用によって形成することができ、他方では分子内相互作用によって形成すること
ができる。ハイブリダイゼーションを生じさせる種々の力はよく解明されている。例えば
水素結合、溶媒排除、塩基スタッキング等がある。核ハイブリダイゼーションについての
広範な指針が、Tijssen、Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biolo
gy-Hybridization with Nucleic Acid Probes、part I、chapter 2、“Overview of prin
ciples of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays,” Elsevie
r (1993)に記載されている。
【００５１】
　「標識」とは、分子に（共有又は非共有）結合された、又は結合され得る成分であって
、分子に関する情報（例えば説明、識別等）を提供する、又は提供し得る成分である。標
識の例としては、ドナー成分、受容体成分、蛍光標識、非蛍光標識、比色標識、化学ルミ
ネセンス標識、生物ルミネセンス標識、放射性標識、質量修飾基、抗体、抗原、ビオチン
、ハプテン又は酵素（例えばペルオキシダーゼ、ホスファターゼ等）が挙げられる。
【００５２】
　「発光修飾因子」とは、混合物中の核酸と非共有結合するとともに、核酸と結合した放
射線源に近接する場合に、前記放射線源からの放射線の検出可能放射を変更する物質を指
す。ある態様によれば、例えば、本明細書に記載される特定の発光修飾因子は、その発光
修飾因子がオリゴヌクレオチドと接触すると、少なくとも１の発光成分（例えば５’－ヌ
クレアーゼプローブ等）を含むオリゴヌクレオチドから発せされる発光（例えば基線発光
）を減光又は消光する。発光修飾因子は通常は可溶性であり、かかる態様においては、「
可溶性消光剤」又は「可溶性発光修飾因子」とも呼ばれる。さらに、発光修飾因子が所与
のオリゴヌクレオチドからの発光を変更する程度は通常、オリゴヌクレオチド長に比例す
る。例えば、オリゴヌクレオチドが５’－ヌクレアーゼ反応で分解される場合、特定の発
光修飾因子がオリゴヌクレオチドの標識断片からの発光を変更する程度は通常、無傷のオ
リゴヌクレオチドからの発光の場合よりも小さい。発光修飾因子の例としては、種々のジ
アジン及びチアジン色素が挙げられる。これらは本明細書に、また、例えばGupta等の２
００６年６月２３日付出願“LIGHT EMISSION MODIFIERS AND THEIR USES IN NUCLEIC ACI
D DETECTION、AMPLIFICATION AND ANALYSIS”（米国特許出願番号１１／４７４，０６２
号）に記載されている。
【００５３】
　「混合物」とは、複数の異なった成分の組合せを指す。「反応混合物」とは、所与の反
応に関与し、及び／又は、所与の反応を促進し得る分子を含んでなる混合物を指す。例を
挙げると、増幅反応混合物は通常、増幅反応を実施するために必要な試薬を含む溶液を含
み、通常はプライマー、生体触媒（例えば核酸ポリマー、リガーゼ等）、ｄＮＴＰ及び適
切な緩衝液中、二価の金属カチオンを含む。反応混合物が反応を実施するために必要な全
試薬を含む場合、完全であると呼ばれ、反応混合物が必要な試薬の一部しか含まない場合
、不完全であると呼ばれる。当業者であれば当然認識するように、反応成分は通常、利便
性や貯蔵安定性の観点から、或いは用途に応じて成分濃度を調節可能とするべく、個別の
溶液（各々、全成分の一部を含む）として貯蔵され、反応の前に反応成分が混合されて完
全な反応混合物が作成される。さらに、当業者であれば当然認識するように、反応成分は
別々に包装されて市販され、市販の有用なキットは反応又はアッセイ成分のいずれを含ん
でいてもよく、かかる成分に本発明の生体分子が含まれる。
【００５４】
　「成分」又は「基」とは、分子等が分割される部分、或いは分割され得る部分の１つ（
例えば官能基、置換基等）を指す。例えば、ある態様によれば、本明細書に記載のオリゴ
ヌクレオチドは、少なくとも１のドナー成分及び／又は少なくとも１の受容体成分を有す
る。
【００５５】
　用語「突然変異」とは、未変化又は天然形の核酸又はコード化タンパク質産物と比べて
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、核酸配列が変更されている核酸、又はアミノ酸配列が変更されている核酸のコード化タ
ンパク質産物を指す。かかる変更としては、例えば点突然変異又は置換、欠失及び挿入が
挙げられる。
【００５６】
　「伸長不能」ヌクレオチドとは、核酸へ取り込まれた場合に、例えば少なくとも１の生
体触媒等による、核酸の更なる伸長を阻止するヌクレオチドを指す。
【００５７】
　用語「核酸」又は「ポリヌクレオチド」とは、リボース核酸（ＲＮＡ）又はデオキシリ
ボース核酸（ＤＮＡ）ポリマーと対応され得るポリマー、又はその類似体を指す。例とし
ては、ヌクレオチド、例えばＲＮＡ及びＤＮＡのポリマー及びそれらの修飾形、ペプチド
核酸（ＰＮＡ）、固定された核酸（ＬＮＡ（商標））等を包含する。ある態様によれば、
核酸は、複数種のモノマー、例えばＲＮＡ及びＤＮＡサブユニットを含むポリマーであっ
てもよい。核酸は、例えば染色体又は染色体セグメント、ベクター（例えば発現ベクター
）、発現カセット、裸のＤＮＡ又はＲＮＡポリマー、ポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）の産
物、オリゴヌクレオチド、プローブ、プライマー等であってもよく、それらを包含してい
てもよい。核酸は、例えば一本鎖、二本鎖、三本鎖等のいずれでもよく、特定の長さに限
定されない。特に断らない限り、特定の核酸配列は、明示される任意の配列に加えて、相
補的配列を含んいてもよく、相補的配列をコードしていてもよい。
【００５８】
　核酸は、天然に存在するポリヌクレオチド配列又は構造体、天然に存在する主鎖、及び
／又は天然に存在するヌクレオチド関連鎖を有する分子に制限されない。例えば、１又は
２以上の炭素環式糖を含む核酸も、かかる定義に含まれる（Jenkins et al. (1995) Chem
. Soc. Rev. pp169-176）。さらに例を挙げると、核酸は通常はホスホジエステル結合を
含むが、場合により、他の主鎖を有する核酸類似体が挙げられる。例としては、これらに
限定されるものではないが、ホスホラミド（Beaucage 等 (1993) Tetrahedron 49 (10): 
1925) 及びその引用文献；Letsinger (1970) J. Org. Chem. 35: 3800；Sprinzl 等 (197
7) Eur. J. Biochem. 81: 579；Letsinger 等 (1986)Nucl. Acids Res. 14: 3487；Sawai
 等 (1984) Chem. Lett. 805；Letsinger 等 (1988) J. Am. Chem. Soc. 110: 4470；及
び Pauwels 等 (1986) ChemicaScripta 26: 1419)、ホスホロチオエート(Mag 等 (1991) 
Nucleic Acids Res. 19: 1437；及び米国特許第５，６４４、０４８号)、ホスホロジチオ
エート(Briu 等 (1989) J. Am. Chem. Soc. 111: 2321)、Ｏ－メチルホスホロアミジット
連鎖(Eckstein,Oligonucleotides and Analogues : A Practical Approach、Oxford Univ
ersity Press (1992))、及びペプチド核酸主鎖及び連鎖 (Egholm (1992) J. Am. Chem. S
oc. 114: 1895；Meier 等 (1992) Chem. Int. Ed.Engl. 31: 1008 ；Nielsen (1993) Nat
ure 365: 566；Carlsson 等 (1996) Nature 380: 207)。他の核酸類似体は、正に荷電さ
れた主鎖(Denpcy 等 (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 6097)；非イオン性主鎖（
米国特許第５，３８６，０２３号、第５，６３７，６８４号、第５，６０２、２４０号、
第５，２１６，１４１号及び第４，４６９，８６３号；Angew (1991) Chem. Intl. Ed. E
nglish 30: 423；Letsinger 等 (1988) J. Am. Chem. Soc. 110: 4470；Letsinger 等 (1
994) Nucleoside & Nucleotide 13: 1597；Chapters 2 and 3、ASC Symposium Series 58
0、“Carbohydrate Modifications in Antisense Research”、Ed. Y. S. Sanghvi and P
. Dan Cook；Mesmaeker 等 (1994)Bioorganic & Medicinal Chem. Lett. 4: 395；Jeffs
等 (1994) J.Biomolecular NMR 34: 17；Tetrahedron Lett. 37: 743 (1996)）、及び非
リボース主鎖を有するもの、例えば引用により本明細書に組込まれる米国特許第５，２３
５，０３３号及び第５，０３４、５０６号及び Chapters 6 and 7、ASC Symposium Serie
s580、Carbohydrate Modifications in Antisense Research、Ed. Y. S. Sanghvi and P.
 Dan Cookに記載されるものが挙げられる。幾つかの核酸類似体が、Rawls、C&E News Jun
.2、1997、page35にも記載されている。リボースリン酸主鎖の修飾を行うことにより、追
加の成分、例えばラベリング成分の付加の促進、又は生理学的環境におけるかかる分子の
安定性及び半減期の変更が可能である。



(18) JP 5421112 B2 2014.2.19

10

20

30

40

50

【００５９】
　核酸に典型的に見出される天然に存在する複素環式塩基（例えばアデニン、グアニン、
チミン、シトシン及びウラシル）に加えて、核酸類似体は、天然に存在しない複素環式又
は他の修飾塩基を有するものも包含する。さらなる例として、溶融温度（Ｔｍ）調節体と
して作用するヌクレオチドに使用される特定の塩基を挙げることもできる。その例として
は、７－デアザプリン（例えば７－デアザグアニン、７－デアザアデニン等）、ピラゾロ
［３，４－ｄ］ピリミジン、プロピニル－ｄＮ（例えばプロピニル－ｄＵ、プロピニル－
ｄＣ等）等を包含する。例えば、１９９９年１１月２３日付発行“SYNTHESIS OF 7-DEAZA
-2'- DEOXYGUANOSINENUCLEOTIDES”（米国特許第５，９９０，３０３号）を参照のこと。
他の代表的な複素環式塩基は、ヒポキサンチン、イノシン、キサンチン；２－アミノプリ
ン、２，６－ジアミノプリン、２－アミノ－６－クロロプリン、ヒポキサンチン、イノシ
ン及びキサンチンの８－アザ誘導体；アデニン、グアニン、２－アミノプリン、２，６－
ジアミノプリン、２－アミノ－６－クロロプリン、ヒポキサンチン、イノシン及びキサン
チンの７－デアザ－８－アザ誘導体；６－アザシトシン；５－フルオロシトシン；５－ク
ロロシトシン；５－ヨードシトシン；５－ブロモシトシン；５－メチルシトシン；５－プ
ロピニルシトシン；５－ブロモビニルウラシル；５－フルオロウラシル；５－クロロウラ
シル；５－ヨードウラシル；５－ブロモウラシル；５－トリフルオロメチルウラシル；５
－メトキシメチルウラシル；５－エチニルウラシル；５－プロピニルウラシル等を包含す
る。多くの天然に存在しない塩基は又、例えばSeela et al. (1991) Helv. Chim. Acta 7
4:1790、Grein et al. (1994) Bioorg. Med. Chem. Lett. 4:971-976、and Seela et al.
 (1999) Helv. Chim. Acta 82:1640にも記載される。
【００６０】
　修飾された塩基及びヌクレオチドの追加の例がまた、１９９６年１月１６日付発行“Ol
igonucleotides containing 5-propynyl pyrimidines”、米国特許第５，４８４，９０８
号（Froehler等）、１９９７年７月８日付発行、“Enhanced triple-helix and double-h
elix formation with oligomers containing modified pyrimidines”、米国特許第５，
６４５，９８５号（Froehler等）、１９９８年１１月３日付発行、“Methods of using o
ligomers containing modified pyrimidines”、米国特許第５，８３０，６５３号（Froe
hler等）、２００３年１０月２８日付発行、“Synthesis of [2.2.1]bicyclo nucleoside
s”、米国特許第６，６３９，０５９号（Kochkine等）、２００１年１０月１６日付発行
、“One step sample preparation and detection of nucleic acids in complex biolog
ical samples”、米国特許第６，３０３，３１４号（Ｓｋｏｕｖ等）、及び２００３年５
月１５日公開の“Synthesis of [2.2.1]bicyclo nucleosides”、米国特許公開番号第２
００３／００９２９０５号（Kochkine等）に記載されている。
【００６１】
　「ヌクレオシド」とは、糖成分（例えばリボース糖等）、糖成分の誘導体、又は糖成分
の機能的同等物（例えば類似体、例えば単素環式環）に共有結合される塩基又は塩基性基
（例えば少なくとも１の単素環式環、少なくとも１の複素環式環、少なくとも１のアリー
ル基、及び／等を含んでなる）を含んでなる核酸成分を指す。例えば、ヌクレオシドが糖
成分を含む場合、塩基は通常、その糖成分の１’－位置に結合される。上記に記載される
ように、塩基は、天然に存在するか（例えばプリン塩基、例えばアデニン（Ａ）又はグア
ニン（Ｇ）、ピリミジン塩基、例えばチミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ）又はウラシル（Ｕ）
）、又は天然に存在しない（例えば７－デアザプリン塩基、ピラゾロ［３，４－ｄ］ピリ
ミジン塩基、プロピニル－ｄＮ塩基等）。典型的なヌクレオシドは、リボヌクレオシド、
デオキシリボヌクレオシド、ジデオキシリボヌクレオシド、炭素環式ヌクレオシド、等を
包含する。
【００６２】
　「ヌクレオチド」とは、ヌクレオシドのエステル、例えばヌクレオシドのリン酸エステ
ルを指す。例を挙げると、ヌクレオチドは、ヌクレオシドの糖成分の５’位置に共有結合
される、１，２，３又はそれ以上のリン酸基を含んでいてもよい。
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【００６３】
　「ヌクレオチド導入生体触媒」とは、核酸中へのヌクレオチドの導入を触媒する触媒を
指す。ヌクレオチド導入生体触媒は通常酵素である。「酵素」は、他の化合物又は「基質
」を含む化学反応の活性化エネルギーを低めるよう作用するタンパク質及び／又は核酸系
触媒である。「ヌクレオチド導入酵素」とは、例えば核酸増幅等の間、核酸中へのヌクレ
オチドの導入を触媒する酵素を指す。典型的なヌクレオチド導入酵素は例えば、ポリメラ
ーゼ、ターミナルトランスフェラーゼ、逆転写酵素、テロメラーゼ、ポリヌクレオチドホ
スホリラーゼ等を包含する。「熱安定性酵素」とは、熱に対して安定し、耐熱性であり、
高温に選択される時間ゆだねられる場合、十分な触媒活性を保持する酵素を指す。例えば
、熱安定性ポリメラーゼは、二本鎖核酸の変性をもたらすのに必要な時間、高温にゆだね
られる場合、プライマー伸長反応をもたらすのに十分な活性を保持する。核酸変性のため
に必要な加熱条件は、当業者に良く知られており、１９８７年７月２８日付発行、“Proc
ess for amplifying nucleic acid sequences”、米国特許第４，６８３，２０２号（Mul
lis）及び１９８７年７月２８日付発行、“Process for amplifying、detecting、and/or
-cloning nucleic acid sequences”、米国特許第４，６８３，１９５号（Mullis等）に
例示されている（又は米国特許第４，９６５，１８８号も参照のこと）。さらに例証する
ためには、「熱安定性ポリメラーゼ」とは、温度周期反応、例えばポリメラーゼ鎖反応（
「ＰＣＲ」）への使用のために適切である酸素を指す。熱安定性ポリメラーゼに関しては
、酵素活性は、鋳型核酸に対して相補的であるプライマー伸長産物を形成するために適切
な態様でのヌクレオチドの組合せの触媒を指す。
【００６４】
　「オリゴヌクレオチド」は、少なくとも２個の核酸モノマー単位（例えばヌクレオチド
）、通常３個よりも多くの核酸モノマー単位及びより典型的には１０個よりも多くの核酸
モノマー単位を含む核酸を指す。オリゴヌクレオチドの正確なサイズは通常、種々の要因
、例えばオリゴヌクレオチドの究極的機能又は使用に依存する。通常、ヌクレオシドモノ
マーは、ホスホジエステル結合又はその類似体、例えばホスホロチオエート、ホスホロジ
チオエート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロジセレノエート
、ホスホロアニロチオエート、ホスホラニリデート、ホスホラミデート等、例えば結合さ
れるカウンターイオン、例えばＨ+、ＮＨ4+、Ｎａ+等（そのようなカウンターイオンが存
在する場合）により結合される。オリゴヌクレオチドは任意には、いずれかの適切な方法
、例えば存在する又は天然の配列の単利、ＤＮＡ複製又は増幅、逆転写、適切な配列のク
ローニング及び制限消化、又は１つの方法、例えば当業界において知られている他の方法
の中で、Narang 等(1979) Meth.Enzvmol. 68 : 90-99のホスホトリエステル方法；Brown 
等、(1979) Meth.Enzymol. 68:109-151のホスホジエステル方法；Beaucage 等、(1981) T
etrahedron Lett. 22: 1859- 1862のジエチルホスホラミジット方法；Matteucci 等、(19
81) J. Am. Chem. Soc. 103: 3185-3191のトリエステル方法；自動化された合成方法；又
は１９８４年７月３日付発行“Process for preparing polynucleotides”、米国特許第
４，４５８，０６６号（Caruthers等）の固体支持方法による直接的な化学合成により調
製される（但しそれらだけには限定されない）。
【００６５】
　「多形」又は「多形ヌクレオチド位置」とは、多くの遺伝子型の１つを有する核酸の部
位を指す。多形は、可能性ある突然変異、挿入又は欠失を包含する、当業者に知られてい
るいずれかの多形であり得る。多形は、核酸の１つの部位で又は核酸の複数部位で存在す
ることができる。本発明において「多形」とは、核酸の１つの部位で存在する多形、又は
複数多形の１つの特定部位を指すことができる。ある態様によれば、多形は、当業者に良
く知られている必要はないか又は知られる必要さえない。多形は単に、制御核酸と標的核
酸との間のいずれかの差異であり得る。
【００６６】
　「プライマー核酸」又は「プライマー」は、標的又は鋳型核酸にハイブリダイズするこ
とができ、例えばヌクレオチド導入生体触媒、例えば適切な反応条件下でのポリメラーゼ



(20) JP 5421112 B2 2014.2.19

10

20

30

40

50

を用いて鎖伸長又は延伸を可能にする核酸である。プライマー核酸は通常、天然又は合成
オリゴヌクレオチド（例えば一本鎖オリゴデオキシリボヌクレオチド）である。他のプラ
イマー核酸長が任意には使用されるが、それらは通常、約８～約１００個の長さの範囲で
あるハイブリダイズする領域を含んでなる。短いプライマー核酸は通常、鋳型核酸と十分
に安定したハイブリッド複合体を形成するためにより低い温度を必要とする。鋳型核酸の
部分配列に対して少なくとも部分的に相補的であるプライマー核酸は通常、伸長のために
鋳型とハイブリダイズするのに十分である。プライマー核酸は所望には、例えば分光法、
光化学法、生化学法、免疫化学法、化学法は又は他の技法により、検出できる標識を組込
むことにより標識され得る。例を挙げると、有用な標識は、ドナー成分、受容体成分、消
光剤成分、放射性同位体、高電子密度試薬、酵素（ＥＬＩＳＡの実施に通常使用されるも
の等）、ビオチン、又はヘプテン及びタンパク質（抗血清又はモノクローナル抗体が利用
できる）を包含する。かかる標識や他の多数の標識が、本明細書にさらに記載され、及び
／又は、当業界で公知である。ある態様によれば、プライマー核酸が、プローブ核酸とし
て使用され得ることも、当業者には公知であろう。
【００６７】
　用語「プローブ核酸」又は「プローブ」とは、適切な条件下で標的又は標識されていな
オリゴヌクレオチドを指す。通常、プローブは、選択されるハイブリダイゼーション条件
、例えば緊縮ハイブリダイゼーション条件（但し、それらだけには限定されない）下で、
標的配列と共に安定したハイブリダイゼーション複合体を形成するために、核酸試料に含
まれる特異的標的配列にたいして十分に相補的である。十分な緊縮ハイブリダイゼーショ
ン条件下でプローブを用いて実施されるハイブリダイゼーションアッセイは、特異的標的
配列の選択的検出を可能にする。用語「ハイブリダイジング領域」とは、標的配列に対し
て、正確に実質的に相補的であり、従って、それにハイブリダイズできる核酸のその領域
を指す。配列における単一のヌクレオチド差異の識別のためのハイブリダイゼーションア
ッセイへの使用のためには、ハイブリダイズする領域は通常、約８～約１００個の長さの
ヌクレオチドである。ハイブリダイズする領域は通常、完全なオリゴヌクレオチドを指す
が、プローブは、例えば固体支持体へのプローブ配列の結合のための部位を供給するため
にリンカー結合部位として機能する追加のヌクレオチド配列を含んでいてもよい。本発明
のプローブは通常、１又は２以上の標識（例えばドナー成分、受容体成分及び／又は消光
剤成分）、例えば５’－ヌクレアーゼプローブ、ハイブリダイゼーションプローブ、蛍光
共鳴エネルギー移行（ＦＲＥＴ）プローブ、ヘアーピンプローブ、又は分子ビーコンを含
んでなる核酸に含まれる（前記プローブと試料における標的核酸との間でのハイブリダイ
ゼーションを検出するためにも使用され得る）。しかしながら、一般的に完全な相補性は
必ずしも必要ではなく（すなわち、核酸は別の核酸に対して部分的に相補的であり得る）
；安定したハイブリダイゼーション複合体はミスマッチされた塩基又はミスマッチされて
いない塩基を含んでいてもよい。緊縮条件の修飾は、１又は２以上の塩基対ミスマッチ又
はミスマッチされていない塩基との安定したハイブリダイゼーション複合体を可能にする
ために必要である。Sambrook et al.、Molecular Cloning: A Laboratory Manual、3rd E
d.、Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、N.Y. (2001)は、適切
な修飾のためのガイドを提供する。標的／プローブハイブリダイゼーション複合体の安定
性は、多くの変数、例えばオリゴヌクレオチドの長さ、オリゴヌクレオチドの塩基組成及
び配列、温度及びイオン状態に依存する。当業者は、通常、所与のプローブの正確な補体
が同様にプローブとして有用であることを理解するであろう。当業者は、ある態様によれ
ば、プローブ核酸がまた、プライマー核酸として使用され得ることを理解するであろう。
【００６８】
　用語「加ピロリン酸分解」とは、１又は２以上のヌクレオシド三リン酸を生成するため
に、ピロリン酸（ＰＰｉ）の存在下で核酸からの１又は２以上のヌクレオチドの除去を指
す。
【００６９】
　「消光剤成分」又は「消光剤」とは、放射線、例えば蛍光又は発光放射線の検出できる
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放射を、この放射線を放した源から低めることができる成分を指す。消光剤は通常、前記
源により放たれる検出可能放射線を、少なくとも５０％、通常、少なくとも８０％及びよ
り典型的には少なくとも９０％、低める。一定の消光剤は、その消光剤についての特徴を
示すシグナルにおける蛍光色素から吸収されるエネルギーを再び放すことができ、従って
、消光剤はまた、受容体成分でもあり得る。この現象は通常、消光共鳴エネルギー移行又
はＦＲＥＴとして知られている。他方では、消光剤は、光以外の形、例えば熱形で蛍光色
素から吸引されるでエネルギーを消散することができる。ＦＲＥＴ用途に通常使用される
分子は例えば、フルオレセイン、ＦＡＭ、ＪＯＥ、ローダミン、Ｒ６Ｇ、ＴＡＭＲＡ、Ｒ
ＯＸ、ＤＡＢＣＹＬ及びＥＤＡＮＳを包含する。蛍光色素が受容体であるか又は又は消光
剤であるかどうかは、その励起及び発光スペクトル、並びに対合される蛍光色素により定
義される。例えば、ＦＡＭは、４８８ｎｍの波長を有する光により最も効果的に励起され
、５００～６５０ｎｍのスペクトルを有する光を放し、５２５ｎｍの発光最大値を有する
。ＦＡＭは、５１４ｎｍのその励起最大値を有する、例えば消光剤としてのＴＡＭＲＡと
の使用のための適切なドナー成分である。蛍光色素から吸収されるエネルギーを消散する
典型的な非蛍光又はダーク消光剤は、Biosearch Technologies、Inc. (Novato、CA、USA)
より市販されているBlack Hole Quenchers（商標）を包含する。Black Hole Quenchers（
商標）は、置換された又は置換されていないアリール又はヘテロアリール化合物、又はそ
れらの組合せから選択される少なくとも３種の基を含んでなる構造体であり、ここで少な
くとも２種の残基は環外ジアゾ結合を通して連結されている（例えばCook et al.により
２００１年１１月１５日公開の“DARK QUENCHERS FOR DONOR-ACCEPTOR ENERGY TRANSFER
”、国際公開番号ＷＯ０１／８６００１を参照のこと）。典型的な消光剤はまた、例えば
２００２年１０月１５日付発行、“OLIGONUCLEOTIDE PROBES BEARING QUENCHABLE FLUORE
SCENT LABELS、AND METHODS OF USE THEREOF”、米国特許第６，４６５，１７５号（Horn
 等）にも供給されている。
【００７０】
　生体ポリマーの「配列」とは、その生体ポリマーにおけるモノマー単位（例えばヌクレ
オチド等）の順序及び識別を指す。核酸の配列（例えば塩基配列）は通常、５’→３’方
向で読み取られる。
【００７１】
　「シリル基」とは、一般式ＳｉＲＲ1Ｒ2（式中、Ｒ、Ｒ1及びＲ2は独立して、Ｈ、アル
キル基、アルケニル基、アルキニル基、アリール基、又はそのような基の組合せである）
を包含する種類の化合物を指す。
【００７２】
　「部分配列」とは完全な生体ポリマー配列、例えば核酸配列のいずれかの部分を指す。
【００７３】
　分析計測における「系」とは、所望する目的を実施するためのネットワークを形成する
物品及び／又は装置群を指す。
【００７４】
　「標的」とは、増幅され、検出され、／又は他方では、分析されるべき生体分子（例え
ば核酸等）、又はその一部を指す。
【００７５】
　「終止ヌクレオチド」とは、核酸中への導入に基づいて、例えば少なくとも１のヌクレ
オチド導入生体触媒により、核酸のさらなる伸長を妨げるヌクレオチドを指す。
【００７６】
　「チオエーテル基」とは、単一の硫黄原子に結合される２個の炭素原子を含んでなる、
直鎖、分岐又は環状成分を指し、例えばメチルチオメチル、メチルチオエチル、メチルチ
オプロピル等を包含する。
【００７７】
II：序言
　本発明は、２’－終止ヌクレオチドを、通常それらの３’末端で含み、従って、ブロッ
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クされるオリゴヌクレオチドについての種々の適用に関する。すなわち、２’－終止ヌク
レオチドは通常、本明細書に言及される１又は２以上の生体触媒により伸長を妨げる。し
かしながら、それらの遮断オリゴヌクレオチドは通常、それらが、２’－終止ヌクレオチ
ドが除去される場合、伸長され得るので、「活性化性」である。ある態様によれば、本明
細書に記載のオリゴヌクレオチドは、単純には核酸重合の逆反応である、加ピロリン酸分
解を通して活性化される。より具体的には、ピロリン酸の存在下で、２’－終止ヌクレオ
チドは、重合反応において伸長され得る。ヌクレオシド三リン酸及び３’末端短縮オリゴ
ヌクレオチドを生成するために重複核酸から除去され得る。ＰＡＰ－関連の用途における
加ピロリン酸分解及び重合の一連のカップリングは通常、加ピロリン酸分解活性化を欠い
ている工程に関する改良された特異性を提供する。なぜならば、ＰＡＰ条件下での非特異
的増幅は、稀な現象である、生体触媒によるミスマッチ加ピロリン酸分解及び誤取り込み
の両者を必要とするからである。さらに、本明細書に記載される一定の酵素生体触媒のプ
ルーフリーディング３’－５’エキソヌクレアーゼ活性は驚くべきことには、プライマー
が溶液に存在するか、又は対応する鋳型核酸にアニーリングされる場合、本明細書に記載
されるプライマーからブロッキング基を除去しない（すなわち、プライマーを活性化する
）。従って、それらの酵素のプルーフリーディング活性は通常、プルーフリーディング活
性を欠いている酵素を使用する種々の先存するＰＡＰ－関連のアプローチよりも、プライ
マー伸長産物のより高い適合度の合成を提供する。この開示に例示されるように、本明細
書に記載される遮断オリゴヌクレオチドは、実質的にいずれかの重合又は増幅工程、例え
ば当業者に明らかであろう多くの他の用途の中で、ＳＮＰ分析及び希少体細胞突然変異検
出に使用され得る。
【００７８】
　上記に言及されたように、本明細書に記載されるＰＡＰ－関連のアプローチ（例えばリ
ボヌクレオチド導入熱活性及び／又は熱安定性ＤＮＡポリメラーゼを包含する）は通常、
先存するアプローチに関するオリゴヌクレオチド媒介合成反応の特異性を改良する。さら
に、比較的高く且つ動的に制限しない濃度のｄＮＴＰ及びＮＴＰが一般的に許容される。
これは通常、多くのこれまでのＰＡＰ－関連のアプローチとは異なって、基質のための酵
素を“消耗”しないことにより、より早い伸長速度に誘導する。さらに、これは通常、加
ピロリン酸分解－放出された２’－終止三リン酸の再導入の傾向がより低いことを意味す
る。さらに、本明細書に言及される酵素は通常、ｄＮＴＰ（及びＮＴＰ）に関して早い伸
長速度を有する。これは、必要な伸長時間を短縮し、十分な長さのプライマー伸長の効率
を高め、それらの方法のＰＣＲ効率を高める。それらの酵素に関する詳細はまた、２００
６年１０月１８日にBauer等により出願された“MUTANT DNA POLYMERASES AND RELATED ME
THODS”、米国特許出願番号６０／８５２８８２号にも記載されている。さらに、本明細
書に言及される遮断プライマーは、経済的に且つ容易に調製される。特に、それらの遮断
オリゴヌクレオチドの合成はまた、２００４年６月２９日にBodepudi等により出願された
“SYNTHESIS AND COMPOSITIONS OF NUCLEIC ACIDS COMPRISING 2’-TERMINATOR NUCLEOSI
DES”、国際出願番号ＷＯ２００５／０２６１８４号にも記載されている。
【００７９】
　さらに例を挙げると、図１は、典型的な一塩基多型（ＳＮＰ）検出アッセイを図示する
。反応Ａに示されるように、プライマー核酸１００は、鋳型核酸１０２とハイブリダイズ
される。プライマー１００は、それが２’－終止ヌクレオチド（Ｔ＊）をその３’末端で
組込むので、ブロックされる。さらに、プライマー１００の２’－終止ヌクレオチドの位
置は、鋳型１０２における多形位置に対応し、示される場合、位置（Ａ）におけるヌクレ
オチドに対して相補的である。ピロリン酸（ＰＰｉ）及び加ピロリン酸分解を有する生体
触媒の存在下で、２’－終止ヌクレオチドが除去され、それによりプライマー１００が活
性化されるよう進行する。さらに示されるように、次に活性化されたプライマー１００は
、多形位置で対立遺伝子Ａを有する鋳型１０２と相関する、伸長されたプライマー１０４
を生成するために重合反応において、生体触媒（例えば核酸ポリメラーゼ等）及びｄＮＴ
Ｐ（ｄＮＴＰ及びＮＴＰ（すなわち、リボヌクレオチド）の混合物）の存在下で伸長され
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得る。伸長されたプライマー１０４は、実質的にいずれかの入手できる検出技法を用いて
、例えば５’－ヌクレアーゼプローブ、ヘアーピンプローブ、ハイブリダイゼーションプ
ローブ、質量分光法等の使用により検出され得る。ある態様によれば、Ｔ＊は、レポータ
ー成分により標識される。かかる態様の一部によれば、プライマー１００における別の位
置が、レポーター成分に対して十分に近位内の消光剤成分により標識され、レポーター成
分からの発光が消光される。かかる態様においては、加ピロリン酸分解が進行する場合（
例えば図１の反応Ａに示されるような）、レポーター成分からの発光は、Ｔ＊がプライマ
ー１００から除去され、消光剤成分から十分に分離されるので、検出できるであろう。反
応Ａに比較して、プライマー１００の２’－終止ヌクレオチドは、反応Ｂにおける鋳型核
酸１０６における多形位置でのヌクレオチド（Ｇ）に対して相補的ではない。このミスマ
ッチの結果として、ほとんど存在しないが、存在するなら、加ピロリン酸分解又は重合が
生体触媒及びＰＰｉの存在下でされ生じ、ほとんど存在しないが、存在するなら、プライ
マー伸長が起こる。ＰＡＰ－関連工程の多くの他の変法がまた、本明細書に記載される加
ピロリン酸分解活性化性オリゴヌクレオチドと共に利用され得る。それらのいくつかの追
加の代表的な例示がさらい下記に記載される。
【００８０】
　種々の方法とは別に、本発明はまた、加ピロリン酸分解活性化性オリゴヌクレオチドを
含む反応混合物、及び関連する系も提供する。本発明のそれらの及び多くの他の特徴が下
記に記載される（実施例においても包含する）。
【００８１】
III．２’－終止ヌクレオチド：
　本発明は、２’－終止ヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチド（すなわち、２’－終止
遮断オリゴヌクレオチド）の使用を包含する、方法、反応混合物、系及び他の態様に関す
る。オリゴヌクレオチド合成及び関連する核酸合成試薬がさらに下記に記載されている。
例を挙げると、本発明の種々の態様に使用されるヌクレオチドは通常、無傷の糖環の３’
－位置でヒドロキシル基、及び糖成分の２’－位置でブロッキング基（例えば負に荷電さ
れたブロッキング基、粗大ブロッキング基及び／等）を含む。本明細書に記載される一定
の生体触媒は、鋳型指示された態様で、それらの２’－終止ヌクレオチドによるプライマ
ー核酸の伸長能力を包含する。プライマー核酸の３’末端での２’－終止ヌクレオチドの
導入に基づいて、核酸は通常、生体触媒により非伸長性にされる。さらに、いくつかの生
体触媒は、例えば加ピロリン酸分解を通してオリゴヌクレオチドから２’－終止ヌクレオ
チドを除去する能力を含む。２’－終止ヌクレオチド、２’－終止遮断オリゴヌクレオチ
ド、合成及び／又は関連する生体触媒に関連する追加の詳細は、例えば２００６年１０月
１８日にBauer等により出願された、“MUTANT DNA POLYMERASES AND RELATED METHODS”
、米国特許出願番号第６０／８５２８８２号、２００４年６月２９日にBodepudi等により
出願された、“SYNTHESIS AND COMPOSITIONS OF NUCLEIC ACIDS COMPRISING 2’-TERMINA
TOR NUCLEOSIDES”、国際出願番号第ＷＯ２００５／０２６１８４号、２００４年６月２
８日にGelfand等により出願された、“2’-TERMINATOR NUCLEOTIDE-RELATED METHODS AND
 SYSTEMS”、米国特許出願番号第１０／８７９，４９３号及び２００４年６月２８日にBo
depudi等により出願された、“Synthesis and compositions of 2'-terminator nucleoti
des”、米国特許出願番号第１０／８７９，４９４号にも記載される。
【００８２】
　本発明の方法及び他の態様に使用される２’－終止ヌクレオチドは、下記式：
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【化３】

［式中、Ｒ1は、Ｈ、ＯＨ、親水性基又は疎水性基であり；Ｂは、少なくとも１の単素環
式環、少なくとも１の複素環式環（外部環ヘテロ原子を有するか又は有さない）、少なく
とも１のアリール基又はそれらの組合せであり；ＢＧは、ブロッキング基であり；ＺはＯ
又はＣＨ2であり；
【化３ａ】

は、単又は二重結合を表す］を包含する。ある態様によれば、それらのヌクレオシド及び
ヌクレオチドは標識される。さらに、それらの２’－終止ヌクレオチドは通常、５’－位
置で結合される１、２、３又はそれ以上のリン酸基を含んでなる。一態様においては、例
えば２’－終止ヌクレオチドは、２’－一リン酸－３’－ヒドロキシル－５’－三リン酸
ヌクレオシドを含んでなる。
【００８３】
　図２Ａ－Ｄは、２’－終止ヌクレオチドの一定の態様を図示する。特に、図２Ａは、ア
デノシン四リン酸終止ヌクレオチドを図示する。図２Ｂは、グアノシン四リン酸終止ヌク
レオチドを図示する。図２Ｃは、ウリジン四リン酸終止ヌクレオチドを図示し、図２Ｄは
、シチジン四リン酸終止ヌクレオチドを図示する。
【００８４】
Ａ：塩基：
　水素結合又は塩基スタッキング機構を通して、別の核酸と塩基対合することができる実
質的にいずれかの複素環式環又はアリール基（すなわち、塩基又はＢ基として）が任意に
は、２’－終止ヌクレオシド又はヌクレオチドの糖成分の１’位置で含まれる。従って、
使用する可能性ある基のすべてを本明細書に記載することはそまお。しかし、特定の代表
的Ｂ基を例示のために下記に提供する。ある態様によれば、例えばＢは、下記式：
【化４】

［式中、Ｘ1及びＸ2は、ＣＲ8及びＮから独立して選択され；Ｒ2は、Ｈ、ＯＨ又はＲ4Ｒ5

であり；Ｒ3は、Ｈ、ＯＨ又はＮＲ6Ｒ7であり；Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6及びＲ7は、Ｈ、アルキル
基、アルケニル基、ベンジル基、アリール基、アリールオキシ基及びそれらの組合せから
独立して選択され；Ｒ8は、Ｈ、ハロ基、アルキル基、アルケニル基、アルキニル基、ア
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ルキルアミン基、アルケニルアミン基、アルキニルアミン基、アルキルアルコール基、ア
ルケニルアルコール基、アルキニルアルコール基、置換されていないポリエチレングリコ
ール又は置換されたポリエチレングリコールである］を包含する。
【００８５】
　他の態様においては、Ｂは、下記式：
【化５】

［式中、Ｘ1及びＸ2は、ＣＨ及びＮから独立して選択され；Ｒ2は、Ｏ又はＳであり；Ｒ3

は、Ｈ、ＯＨ又はＮＲ4Ｒ5であり；Ｒ4及びＲ5は、Ｈ、アルキル基、アルケニル基、ベン
ジル基、アリール基、及びそれらの組合せから独立して選択される］を包含する。
【００８６】
　ある態様によれば、Ｂは、下記式：

【化６】

［式中、Ｒ2は、Ｈ、ＯＨ又はＮＲ4Ｒ5であり；Ｒ3は、Ｈ、ＯＨ又はＮＲ6Ｒ7であり；Ｒ

4、Ｒ5、Ｒ6及びＲ7は、Ｈ、アルキル基、アルケニル基、アルキニル基、ベンジル基、ア
リール基、及びそれらの組合せから独立して選択される］を包含する。
【００８７】
　ある態様によれば、Ｂは、下記式：

【化７】
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［式中、ＸはＣＨ又はＮであり；Ｒ2及びＲ3は、Ｈ、ＯＨ及びＮＨＲ4から独立して選択
され；Ｒ4は、Ｈ、アルキル基、アルケニル基、ベンジル基、アリール基又はそれらの組
合せであり；Ｒ5は、ＯＨ、ＮＨ2、ＳＨ、ハロ基、エーテル基、チオエーテル基、アルキ
ル基、アルケニル基、アルキニル基、アルキルアミン基、アルケニルアミン基、アルキニ
ルアミン基又はそれらの組合せである］を包含する。
【００８８】
　他の態様においては、Ｂは、下記式：
【化８】

［式中、Ｘは、ＣＨ又はＮであり；Ｒ2は、Ｏ又はＳであり；Ｒ3は、Ｈ、ＯＨ又はＮＨＲ

4であり；Ｒ4は、Ｈ、アルキル基、アルケニル基、ベンジル基、アリール基又はそれらの
組合せであり；Ｒ5は、ＯＨ、ＮＨ2、ＳＨ、ハロ基、エーテル基、チオエーテル基、アル
キル基、アルケニル基、アルキニル基、アルキルアミン基、アルケニルアミン基、アルキ
ニルアミン基又はそれらの組合せである］を包含する。
【００８９】
　ある態様によれば、Ｂは、下記式：
【化９】

［式中、Ｘ1及びＸ2は、ＣＨ及びＮから独立して選択され；Ｒ2は、Ｈ、アルキル基、ア
ルケニル基、ベンジル基、アリール基、アリールオキシ基及びそれらの組合せから独立し
て選択される；Ｒ3は、Ｏ又はＳである］を包含する。
【００９０】
　他の態様においては、Ｂは、下記式：
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【化１０】

［式中、Ｒ2及びＲ3は、Ｏ及びＳから独立して選択され；Ｒ4及びＲ5は、Ｈ、ＮＨ2、Ｓ
Ｈ、ＯＨ、アルキル基、アルケニル基、ベンジル基、アリール基、アリールオキシ基、ア
ルコキシ基、ハロ基及びそれらの組合せから独立して選択される］を包含する。
【００９１】
　ある態様によれば、Ｂは、下記式：

【化１１】

［式中、Ｒ2及びＲ3は、Ｏ及びＳから独立して選択され；Ｒ4及びＲ5は、Ｈ、ＮＨ2、Ｓ
Ｈ、ＯＨ、アルキル基、アルケニル基、ベンジル基、アリール基、アリールオキシ基、ア
ルコキシ基、ハロ基及びそれらの組合せから独立して選択される］を包含する。
【００９２】
　他の態様いおいては、Ｂは、下記式：
【化１２】

［式中、Ｒ2及びＲ3は、Ｏ及びＳから独立して選択される］を包含する。
【００９３】
　ある態様によれば、Ｂは、下記式：
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［式中、Ｒ2及びＲ3は、Ｏ及びＳから独立して選択され；Ｒ4は、Ｈ、アルキル基、アル
ケニル基又はアルキニル基である］を包含する。
【００９４】
　他の態様においては、Ｂは、下記式：

【化１４】

［式中、Ｒ2は、Ｏ又はＳであり；Ｒ3及びＲ4は、Ｈ、ＮＨ2、ＳＨ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｃ
ＯＯＣＨ3、ＣＯＯＣＨ2ＣＨ3、ＣＨＯ、ＮＯ2、ＣＮ、アルキル基、アルケニル基、アル
キニル基、ベンジル基、アリール基、アリールオキシ基、アルコキシ基、ハロ基及びそれ
らの組合せから独立して選択され；Ｒ5は、アルキル基、アルケニル基、アリール基、ベ
ンジル基又はそれらの組合せである］を包含する。
【００９５】
Ｂ：ブロッキング基：
　糖成分の２’位置で使用されるブロッキング基（ＢＧ）はまた、種々の態様を包含する
。ある態様によれば、例えばＢＧは、負に荷電された基及び／又はバルキング基である。
さらに例を挙げると、ＢＧは任意には、例えばＣＮ、ＮＯ2、Ｎ3、ハロ基、エーテル基、
アルキルエーテル基、アリールエーテル基、アルデヒド基、カルボン酸基、エステル基、
アミノ基、ＯＣＨ3、ＯＣＨ2ＣＯＯＨ、Ｏ－シリルエーテル基、ケト基、Ｏ－ラクトン基
、Ｏ－アルキル基、Ｏ－環状アルキル基、Ｏ－アルケニル基、Ｏ－アルキニル基、カルバ
メート基、イミド基、アミド基、及びそれらの組合せからから選択される。より具体的に
は、ＢＧは任意には、下記式：
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【化１５】

を含んでなる。
【００９６】
　他の態様においては、ＢＧは、下記式：
【化１６】

［式中、Ｑは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；Ｘは、Ｈ、ＯＨ、ＣＨ3、ＢＨ3、Ｆ又はＳｅＨで
あり；
Ｚは、Ｏ、Ｓ又はＳｅである］を含んでなる。図２Ｂは、この式を有するブロッキング基
を含んでなる１つのヌクレオチドを図示する。さらに例を挙げると、ＢＧは任意には、下
記式：

【化１７】

［式中、Ｑは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；Ｘは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；Ｚは、Ｏ、Ｓ又は
Ｓｅであり；Ｒは、アルキル基、アルケニル基又はアルキニル基である］を含んでなる。
図２Ａは、この式を有するブロッキング基を含んでなる１つの２’－終止ヌクレオチドを
図示する。別の実施態様の例においては、ＢＧは、下記式：
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【化１８】

［式中、Ｑは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；Ｘは、Ｏ、Ｓ又はＮＨであり；Ｚは、Ｏ、Ｓ又は
Ｓｅであり；Ｌは、－ＣＯＮＨ（ＣＨ2）nＮＨ－、－ＣＯ（ＣＨ2）nＮＨ－又は－ＣＯＮ
Ｈ（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）nＣＨ2ＣＨ2ＮＨ－であり；ｎは、０以上の整数であり；Ｒは、ＮＨ2

、ＳＨ、ＣＯＯＨ、消光剤成分、レポーター成分、ビオチン又は親和性成分である］を含
んでなる。
【００９７】
IV：２’－終止ヌクレオシド及びヌクレオチドの合成：
　本明細書に記載のようにして使用されるオリゴヌクレオチドに包含される２’－終止ヌ
クレオシド及びヌクレオチドは、種々の方法を用いて合成され得る。例えば、標識された
非伸長性ヌクレオチドの１つの生成方法は、ヌクレオシド（例えばリボヌクレオシド、カ
ルボン酸ヌクレオシド等）の糖成分の５’－位置に少なくとも１のリン酸基を結合し、前
記ヌクレオシドの糖成分の２’－位置に少なくとも１のブロッキング基を結合することを
包含する。この方法に使用されるヌクレオシドに任意には包含される典型的なブロッキン
グ基及び塩基は、本明細書に記載される。この方法はまた、ヌクレオシドの糖成分、ブロ
ッキング基及び／又は塩基に少なくとも１の標識を結合することを包含する。適切な標識
がさらに下記に記載される。
【００９８】
　さらに例を挙げると、任意に使用される２’－一リン酸ヌクレオシドの１つの生成方法
は、下記式：

【化１９】

［式中、Ｐは、少なくとも１のリン酸基であり；ｎは、０以上の整数であり；Ｒ1は、Ｈ
、ＯＨ、親水性基、又は疎水性基であり；Ｂは少なくとも１の単素環式環、少なくとも１
の複素環式環、少なくとも１のアリール基、又はそれらの組み合わせであり；Ｚは、Ｏ又
はＣＨ2であり；

【化１９ａ】

は単又は二重結合を表す］で表されるヌクレオチドと、三ナトリウム三メタリン酸塩（Ｎ
ａＰＯ3）3とを、２’－一リン酸ヌクレオシドを生成するために効果的な条件下で反応す
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ることを包含する。ある態様によれば、例えばヌクレオチドは、２個のリン酸基を含んで
なり、他方では、ヌクレオチドは３個又はそれ以上のリン酸基を含んでなる。ヌクレオチ
ドを生成するための効果的条件は通常、アルカリ性ｐＨでの溶液において反応を実施する
ことを包含する。例えば、合成は通常、約８．０以上のｐＨで、より典型的には約１０．
０以上のｐＨで及びさらにより典型的には約１２．０以上のｐＨで（例えば約１２．５、
１３．０、１３．５又は１４．０で）、実施される。種々の塩基性化合物、例えば当業界
において広く知られている多くの化合物の中でＫＯＨ及びＮａＯＨが、反応混合物のｐＨ
を調節するために使用され得る。ヌクレオチドは通常、制限試薬である。他の温度条件が
任意には使用されるが、それらの合成反応は通常、室温で又は室温近くで（すなわち、約
２０℃～約３０℃、例えば約２３℃、２４℃、２５℃、２６℃、等で）、実施される。さ
らに、それらの反応は通常、少なくとも約４時間、通常少なくとも約６時間、及びさらに
より典型的には少なくとも約１６時間、進行される。
【００９９】
　さらに、種々の位置特異的又は少なくとも位置選択的合成路がまた、完全に排除されな
い場合、産物の精製が一般的に最小化されるよう、使用され得る。それらの合成路は通常
、糖成分の３’－位置で種々の保護基（例えばＴＢＤＭＳ、ＳｉＲ、ＴＯＭ、ＢＯＣ等）
の使用を包含する。２’－終止ヌクレオチドの合成、例えば位置特異的合成路がまた、例
えばBodepudi等により、２００４年６月２８日付出願、“Synthesis and compositions o
f 2'-terminator nucleotides”、米国特許出願番号１０／８７９，４９４号にも記載さ
れている。
【０１００】
　本発明の合成プロトコールへの使用のために適合され得る種々の合成技法は一般的に知
られており、例えば、March, Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, an
d Structure, 4th Ed. , John Wiley & Sons、Inc. (1992)、及び、Carey and Sundberg,
 Advanced Organic Chemistry Part A: Structure and Mechanism, 4th Ed., Plenum Pre
ss (2000)に記載されている。本発明のヌクレオチドの合成において有用な化学出発材料
及び他の反応成分は、種々の商業的供給者、例えばSigma-Aldrich, Inc. (St Louis, MO)
から容易に入手できる。
【０１０１】
Ｖ：２’－終止ヌクレオチドを含んでなるブロックされた核酸の合成：
　２’－終止ヌクレオシドを含む遮断オリゴヌクレオチドの合成は、種々のタイプの核酸
合成試薬を用いて達成され得る。例を挙げると、オリゴヌクレオチドは、例えばヌクレオ
チド導入生体触媒（例えばＤＮＡポリメラーゼ、リガーゼ等）を用いて、酵素的に、又は
例えばホスホラミジット方法又は亜リン酸トリエステル方法を用いて、化学合成により、
合成され得る（Herdewijn, Oligonucleotide Synthesis: Methods and Applications, Hu
mana Press (2005), Gait (Ed.), Oligonucleotide Synthesis, Oxford University Pres
s (1984), Vorbruggen et al., Handbook of Nucleoside Synthesis, John Wiley & Sons
, Inc. (2001)、及びHermanson, Bioconjugate Techniques, Elsevier Science (1996)）
。標識が、標識されたヌクレオシド三リン酸モノマー（例えば標識された伸長可能ヌクレ
オチド、標識された２’－終止ヌクレオチド等）を用いて、酵素合成の間、導入され得る
か、又は標識された非ヌクレオチド又はヌクレオチドホスホラミジットを用いて、化学合
成の間、導入され得るか、又は合成に続いて導入され得る。２’－終止遮断オリゴヌクレ
オチドの合成はまた、例えばBodepudi等により、２００４年６月２９日付出願、“SYNTHE
SIS AND COMPOSITIONS OF NUCLEIC ACIDS COMPRISING 2’-TERMINATOR NUCLEOSIDES”、
国際出願番号ＷＯ２００５／０２６１８４号にも記載されている。遮断オリゴヌクレオチ
ドの合成は、下記例においても、さらに記載されている。
【０１０２】
　標識されたオリゴヌクレオチドを酵素的に合成するための典型的な方法は、鋳型又は標
的核酸の変性及び鋳型へのプライマー対のアニーリングを包含する。ある態様によれば、
デオキシヌクレオシド三リン酸（例えばｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ及びｄＴＴＰ）の
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混合物が、デオキシヌクレオチドの１つの少なくとも一部が、本明細書に記載のようにし
て標識されている反応混合物に添加される。次に、ヌクレオチド導入触媒、例えばＤＮＡ
ポリメラーゼ酵素が通常、酵素が活性的である条件下で反応混合物に添加される。標識さ
れたオリゴヌクレオチドは、ポリメラーゼ鎖合成の間、標識されたデオキシヌクレオチド
の導入により形成される。この方法に使用されるＤＮＡポリメラーゼは一般的に熱安定性
であり、反応温度は通常、変性温度と伸長温度との間で循環され、ＰＣＲによる標的核酸
の標識された相補鎖の合成がもたらされる（Edwards et al. (Eds.), Real-Time PCR: An
 Essential Guide, Horizon Scientific Press (2004), Innis et al. (Eds.), PCR Stra
tegies, Elsevier Science & Technology Books (1995), and Innis et al. (Eds.), PCR
 Protocols, Academic Press (1990)）。その後、所望するアンプリコンが、当業者に知
られている種々の精製技法を用いて、反応混合物の他の成分から分離される。次に、アン
プリコンが変性され、２’－終止ヌクレオチドが所望する遮断オリゴヌクレオチドを生成
するために各アンプリコン鎖の３’末端で組込まれる条件下で、鋳型核酸にアニーリング
される。他方では、２’－終止ヌクレオシドを含んでなるオリゴヌクレオチド（酵素的に
又は化学的に合成された）が、アンプリコン鎖に連結され、所望する遮断オリゴヌクレオ
チドが精製される。遮断オリゴヌクレオチド合成へのそれらの酵素的アプローチの他の変
法は、当業者に明らかであろう。
【０１０３】
　化学合成を用いて製造された、遮断オリゴヌクレオチドは通常、他のアプローチがまた
任意には使用されるが、ホスホラミジット方法を用いて生成される。ホスホラミジットに
基づく合成は、通常、固体支持体に結合される増殖するオリゴヌクレオチド鎖により実施
され、その結果、液体相に存在する過剰の試薬は濾過により容易に除去され得る。これは
、循環間の他の精製段階の必要性を排除する。
【０１０４】
　ホスホラミジット方法を使用する典型的な固相オリゴヌクレオチド合成循環を手短に記
載すると、保護されたヌクレオチドモノマーを含む固体支持体が通常最初、酸（例えばト
リクロロ酢酸）により処理され、５’－ヒドロキシル保護基が除去され、続くカップリン
グ反応のためのヒドロキシルが放出される。次に、活性化された中間体が通常、保護され
たホスホラミジットヌクレオシドモノマー及び弱酸（例えばテトラゾール）を、反応に同
時添加することにより、形成される、弱酸は、ホスホラミジットの窒素を陽性化し、反応
性中間体を形成する。成長する核酸鎖へのヌクレオシド付加は通常、３０秒以内で完結さ
れる。その後、キャッピング段階が通常行われ、ヌクレオシド付加を受けなかったいずれ
かのオリゴヌクレオチド鎖が終結される。キャッピングは、例えば無水酢酸、１－メチル
イミダゾール等により実施され得る。次に、ヌクレオチドの間連鎖が、亜リン酸塩から、
より安定したホスホトリエステルに、例えば酸化剤としてヨウ素及び酸素ドナーとして水
を用いての酸化により転換される。酸化に続いて、ヒドロキシル保護基は通常、プロトン
性酸（例えばトリクロロ酢酸又はジクロロ酢酸）により除去され、循環は、鎖核張が完結
するまで、反復される。合成の後、合成されたオリゴヌクレオチドは通常、塩基、例えば
水酸化アンモニウム又はｔ－ブチルアミンを用いて、固体支持体から分解される。分解反
応はまた、いずれかのリン酸保護基（例えばシアノエチル）を除去する。最終的に、塩基
の環外アミン上の保護基及びラベリング成分上のヒドロキシル保護基が、高温（例えば約
５５℃までの）での塩基性条件下でのオリゴヌクレオチド溶液の処理により除去される。
　ホスホラミジット方法によりオリゴヌクレオチドを形成するために使用される化学の説
明はまた、例えば１９８４年７月３日付発行、“Process for preparing polynucleotide
s”、米国特許第４，４５８，０６６号（Caruthers等）及び１９８３年１１月１５日付発
行、“Phosphoramidite compounds and processes”、米国特許第４，４１５，７３２号
（Caruthers等）にも提供されている。
【０１０５】
　ホスホラミジットヌクレオシドモノマーのいずれかが、所望により標識され得る。ある
態様によれば、オリゴヌクレオチドの５’末端が標識される予定である場合、標識された
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非ヌクレオチドホスホラミジットが、最終縮合段階の間、使用され得る。オリゴヌクレオ
チドの内部位置が標識される予定である場合、標識されたヌクレオチドホスホラミジット
が、縮合段階のいずれかの間、使用され得る。さらに、合成に続いて、オリゴヌクレオチ
ドがまた、実質的に多くの位置で標識され得る（Eckstein et al. (Eds.), Oligonucleot
ides and Analogues: A Practical Approach, Oxford University Press (1992), Chu et
 al. (1983) “Derivatization of unprotected polynucleotides”、Nucleic Acids Res
. 11(18): 6513-6529、及び１９９２年６月２日付発行 “Oligonucleotides possessing 
a primary amino group in the terminal nucleotide”, 米国特許第５，１１８，８００
号(Smith等)）。さらに例を挙げると、オリゴヌクレオチドはまた、それらのホスホジエ
ステル主鎖上で（Eckstein等, (1992), 前記), 又は3’末端でも標識され得る（Eckstein
 et al. (1992), supra) or at the 3'-terminus (Nelson et al. (1992)“Oligonucleot
ide labeling methods. 3. Direct labeling of oligonucleotides employing a novel, 
non-nucleosidic, 2-aminobutyl-1,3-propanediol backbone”、Nucleic Acids Res. 20(
23):6253-6259、１９９５年３月２８日付発行、“Multifunctional controlled pore gla
ss reagent for solid phase oligonucleotide synthesis”、米国特許第５，４０１，８
３７号（Nelson等)、及び１９９２年８月２５日付発行、“Oligonucleotides possessing
 a primary amino group in the terminal nucleotide”、米国特許第５，１４１，８１
３号(Smith等)）。
【０１０６】
　ある態様によれば、修飾されたヌクレオチドは、本明細書に記載される遮断オリゴヌク
レオチドに含まれる。例を挙げると、オリゴヌクレオチド配列中への修飾されたヌクレオ
チド置換の導入は、例えば所望により、オリゴヌクレオチドの溶融温度を変更することが
できる。ある態様によれば、これは、標的核酸と特定のオリゴヌクレオチドとの間の配列
における１又は２以上のミスマッチの存在下でさえ、対応する修飾されていないオリゴヌ
クレオチドに関して高い感度を生成することができる。オリゴヌクレオチドにおいて置換
されるか又は付加され得る典型的な修飾されたヌクレオチドは、例えばＣ５－エチル－ｄ
Ｃ、Ｃ５－メチルｄＣ、Ｃ５－エチル－ｄＵ、２，６－ジアミノプリン、Ｃ５－プロピニ
ル－ｄＣ、Ｃ７－プロピニル－ｄＡ、Ｃ７－プロピニル－ｄＧ、Ｃ５－プロパルギルアミ
ノ－ｄＣ、Ｃ５－プロパルギルアミノ－ｄＵ、Ｃ７－プロパルギルアミノ－ｄＡ、Ｃ７－
プロパルギルアミノ－ｄＧ、７－デアザ－２－デオキシキサントシン、ピラゾロピリミジ
ン類似体、疑似－ｄＵ、ニトロピロール、ニトロインドール、２'－Ｏ－メチルリボ－Ｕ
、２'－０－メチルリボ－Ｃ、８－アザ－ｄＡ、８－アザ－ｄＧ、７－デアザ－ｄＡ、７
－デアザ－ｄＧ、Ｎ４－エチル－ｄＣ、及びＮ６－メチルｄＡを包含する。さらに例を挙
げると、修飾されたオリゴヌクレオチドの他の例は、１又は２以上のＬＮＡ（商標）モノ
マーを有するそれらを包含する。ヌクレオチド類似体、例えばそれらはまた、例えば２０
０３年１０月２８日付発行、“Synthesis of [2.2.1]bicyclo nucleosides”、米国特許
第６，６３９，０５９号（Kochkine等）、２００１年１０月１６日付発行、“One step s
ample preparation and detection of nucleic acids in complex biological samples”
、米国特許第６，３０３，３１５号（Skouv等）、及びKochkine 等により２００３年５月
１５日公開の“Synthesis of [2.2.1]bicyclo nucleosides”、米国特許出願公開番号第
２００３／００９２９０５号にも記載されている。ＬＮＡ（商標）モノマーを含んでなる
オリゴヌクレオチドは例えば、Exiqon A/S （Vedbaek、DK）を通して市販されている。追
加のオリゴヌクレオチド修飾は、上記に提供される定義下に言及されている。
【０１０７】
　本明細書に記載されるようにして使用されるオリゴヌクレオチド（例えばプライマー、
プローブ等）は、当業者に知られているいずれかのアプローチを実質的に用いて企画され
得る。例を挙げると、オリゴヌクレオチドの企画への使用のために任意には適合される技
法の例は、例えばChen等(2003) “Primer Design Assistant (PDA): a web-based primer
 design tool” Nucleic Acids Res. 31(13):3751-3754、Miura et al. (2005) “A nove
l strategy to design highly specific PCR primers based on the stability and uniq
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ueness of 3'-end subsequences” Bioinformatics 21(24):4363 - 4370、Hyyro et al. 
(2005) “Genome-wide selection of unique and valid oligonucleotides” Nucleic Ac
ids Res. 33(13):e115、及び、Weckx et al. (2005) “SNPbox: a modular software pac
kage for large-scale primer design” Bioinformatics 21(3): 385 - 387に記載されて
いる。
【０１０８】
VI：ラベリング：
　本明細書に記載のオリゴヌクレオチド（例えばプライマー、プローブ等）は任意には、
例えば続く検出を促進するために標識される。ある態様によれば、核酸合成試薬（例えば
２’－終止ヌクレオチドのホスホラミジット前駆体、他のヌクレオチドのホスホラミジッ
ト前駆体等）は、オリゴヌクレオチドの合成の前、標識される。例えば、標識は、例えば
アミド、エステル、チオエステル、エーテル、チオエーテル、炭素－炭素、又は他のタイ
プの共有結合を通して、例えば単素環式環、複素環式環、又は２’－終止ヌクレオチド又
は他のヌクレオチドのアリール基に（ピリミジンのＣ5、シチジンのＮ4、プリンのＮ7、
アデノシンのＮ6、プリンのＣ8、又は当業界において知られている別の結合部位を通して
）、結合される。さらに、又は他方では、標識は、２’－終止ヌクレオチド又は他のヌク
レオチド（例えばｄＮＴＰ等）の糖成分（例えばリボース糖等）、又はその類似体（例え
ば炭素環式環等）、及び／又は２’－終止ヌクレオチド又は他のヌクレオチドのリン酸基
に、例えばアミド、エステル、チオエステル、エーテル、チオエーテル、炭素－炭素、又
は他の結合である共有結合により結合される。共有結合は通常、標識の求電子基及び求核
基とヌクレオチドとの間での反応において形成される。確かな態様においては、標識及び
ヌクレオチドは、お互い直接的に結合される（例えば単、二重、三重又は芳香族炭素－炭
素結合、又は炭素－窒素結合、窒素－窒素結合、炭素－酸素結合、炭素－硫黄結合、リン
－酸素結合、リン－窒素結合、等を通して）。任意には、リンカーは標識を２’－終止ヌ
クレオチド又は他のヌクレオチドに結合せしめる。広範囲の種類のリンカーが、標識及び
ヌクレオチドの結合への使用のために使用されるか、又は適合され得る。本明細書に言及
されるようなリンカーは、非制限的な例示である。
【０１０９】
　実質的にいずれかの標識が任意には、本明細書に記載のオリゴヌクレオチドに使用され
るヌクレオチド及びヌクレオシドを標識するために使用される。ある態様によれば、例え
ば標識は、蛍光色素、例えば、ローダミン色素（例えばＲ６Ｇ、Ｒ１１０、ＴＡＭＲＡ、
ＲＯＸ等）、フルオレセイン色素（例えばＪＯＥ、ＶＩＣ、ＴＥＴ、ＨＥＸ、ＦＡＭ等）
、ハロフルオレセイン色素、シアニン色素（例えばＣＹ３、ＣＹ３．５、ＣＹ５、ＣＹ５
．５等）、BODIPY（登録商標）色素（例えばＦＬ、５３０／５５０、ＴＲ、ＴＭＲ等）、
ALEXAFLUO（登録商標）色素（例えば４８８、５３２、５４６、５６８、５９４、５５５
、６５３、６４７、６６０、６８０等）、ジクロロローダミン色素、エネルギー移行色素
（例えばBIGDYE（商標）ｖ１色素、ＢＩＧＤＹＥ（商標）ｖ２色素、BIGDYE（商標）ｖ３
色素等）、Lucifer色素（例えばLuciferイエロー等）、CASCADE BLUE（登録商標）、Oreg
on Green等を含んでなる。蛍光色素に関する追加の詳細は、例えばHaugland 、Moleculer
 Probes Handbook of Fluorescent Probes and Research Products、Ninth Ed. (2003)及
びそこにおける最初データに提供される。蛍光色素は通常、種々の商業的供給者、例えば
Molecular Probes, Inc. (Eugene, OR), Amersham Biosciences Corp. (Piscataway, NJ)
, Applied Biosystems (Foster City, CA)、等から容易に入手できる。他の標識は、例え
ばビオチン、弱い蛍光標識（Yin等, (2003) Appl Environ Microbiol. 69(7): 3938, Bav
endure 等, (2003) Anal. Biochem. 317(1) 及びJankowiak等, (2003) Chem Res Toxicol
. 16(3): 304）、非蛍光標識、非色標識、化学ルミネセント標識（Wilson 等, (2003) An
alyst. 128(5): 480 及びRoda 等, (2003) Luminescence 18(2): 72）、Ｒａｍａｎ標識
、電子化学標識、生物ルミネセント標識（Kitayama 等, (2003) Photochem Photobiol. 7
7(3): 333, Arakawa 等, (2003) Anal. Biochem. 314(2): 206, 及びMaeda (2003) J. Ph
arm. Biomed. Anal. 30(6): 1725）、非蛍光ドナー成分（Will等により２００７年４月１
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２日公開の“NON-FLUORESCENT ENERGY TRANSFER”、国際出願番号ＷＯ２００７／０３９
３０１号に記載される）、及び例えば、２００２年１１月２２日付出願米国仮特許出願第
６０／４２８，４８４号に記載されるようなα－メチル－ＰＥＧラベリング試薬を包含す
る（前記引例は、本明細書に組み込まれる）。
【０１１０】
　確かな態様においては、標識は、放射性同位体、例えば3Ｈ、14Ｃ、22Ｎａ、32Ｐ、33

Ｐ、35Ｓ、42Ｋ、45Ｃａ、59Ｆｅ、125Ｉ、203Ｈｇ、等を含んでなる。さらなる例示によ
れば、標識はまた任意には、少なくとも１の質量修飾基を包含する。例えば、質量修飾基
は任意には例えば重水素、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、Ｓ、Ｎ3、ＸＹ、ＣＨ3、ＳＰＯ4、ＢＨ3

、ＳｉＹ3、Ｓｉ（ＣＨ3）3、Ｓｉ（ＣＨ3）2（Ｃ2Ｈ5）、Ｓｉ（ＣＨ3）（Ｃ2Ｈ5）2、
Ｓｉ（Ｃ2Ｈ5）3、（ＣＨ2）nＣＨ3、（ＣＨ2）nＮＹ2、ＣＨ2ＣＯＮＹ2、（ＣＨ2）nＯ
Ｈ、ＣＨ2Ｆ、ＣＨＦ2、ＣＦ3及びホスホロチオエート基から選択され、ここでＸは、Ｏ
、ＮＨ、ＮＹ、Ｓ、ＮＨＣ（Ｓ）、ＯＣＯ（ＣＨ）nＣＯＯ、ＮＨＣＯ（ＣＨ2 ）nＣＯＯ
、ＯＳＯ2Ｏ、ＯＣＯ（ＣＨ2）ｎ、ＮＨＣ（Ｓ）ＮＨ、ＯＣＯ（ＣＨ2）nＳ、ＯＣＯ（Ｃ
Ｈ2）Ｓ、ＮＣ4Ｏ2Ｈ2Ｓ、ＯＰＯ（Ｏ－アルキル）、又はＯＰ（Ｏ－アルキル）であり；
ｎは１～２０の整数であり；Ｙは、Ｈ、重水素、アルキル基、アルコキシ基、アリール基
、ポリオキシメチレン基、モノアルキル化されたポリオキシメチレン基、ポリエチレンイ
ミン基、ポリアミド基、ポリエステル基、アルキル化されたシリル基、ヘテロオリゴ、ポ
リアミノ酸、ヘテロオリゴ／ポリアミノ酸基、又はポリエチレングリコール基である。核
酸ラベリング及び配列分析に関する追加の詳細は、例えばSterky 等、(2000) “Sequence
 analysis of genes and genomes”、J. Biotech. 76 (2000):1, Sensen (Ed.) Biotechn
ology, Volume5B, Genomics and Bioinformatics, John Wiley & Sons, Inc. (2001), 及
び Sensen (Ed. ) Essentials of Genomics and Bioinfonnatics John Wiley & Sons, In
c. (2002)に提供される。
【０１１１】
　多くの種類のリンカーが、核酸に標識を結合するために入手でき、当業者に明らかであ
ろう。リンカーは通常、核酸中への導入のために立体的及び電子的に適切である構造のも
のである。リンカーは任意には、例えばエーテル、チオエーテル、カルボキサミド、スル
ホンアミド、ウレア、ウレタン、ヒドラジン又は他の成分を包含する。さらなる例示によ
れば、リンカーは通常、Ｃ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｓｉ、Ｓ、等から選択される、約１～約２５個
の非水素原子を包含し、例えばエーテル、チオエーテル、アミン、エステル、カルボキサ
ミド、スルホンアミド、ヒドラジド結合、及び芳香族又は複素芳香族結合のいずれかの組
合せを実質的に含んでなる。ある態様によれば、例えばリンカーは、単一の炭素－炭素結
合、及びカルボキサミド又はチオエーテル結合の組合せを含んでなる。リンカーのより長
い線状セグメントが任意には使用されるが、最長の線状セグメントは通常、１又は２以上
のヘテロ原子を包含する、約３～約１５個の非水素原子を含む。
【０１１２】
　リンカー成分の非制限的例は、置換された（例えば官能化された）又は置換されていな
い基、例えばイミダゾール／ビオチンリンカー、ポリメチレン基、アリーレン基、アルキ
ルアリーレン基、アリーレンアルキル基、アリールチオ基、アミドアルキル基、アルキニ
ルアルキル基、アルケニルアルキル基、アルキル基、アルコキシル基、チオ基、アミノア
ルキル基、モルホリン誘導されたホスフェート、ペプチド核酸（例えばＮ－（２－アミノ
エチル）グリシン等）等を包含する。それらの及び他のリンカーは、例えば米国特許第６
，３３９，３９２号（Haugland等）、米国特許第５，０４７，５１９号（Hobbs, Jr.等）
、米国特許第４，７１１，９５８号（Iizuka等）、米国特許第５，１７５、２６９号（St
avrianopoulos）、米国特許第４，７１１、９５５号（Ward等）、米国特許第５，２４１
，０６０号（Engelhardt等）、米国特許第５，３２８、８２４号（Ward等）、及び米国特
許出願番号２００２／０１５１７１１号（Khan等による）に記載されている。核酸ラベリ
ング及びリンカーに関する追加の詳細は、例えばHermanson,Bioconjugate Techniques、E
lsevier Science (1996)に提供される。確かな態様においては、適切なリンカーは、光分
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解性成分、例えば２－ニトロベンジル成分、α置換２－ニトロベンジル成分（たとえば、
１－（２－ニトロフェニル）エチル成分）、３，５－ジメトキシベンジル成分、チオヒド
ロキサム酸、７－ニトロインドリン成分、９－フェニルキサンチル成分、ベンゾイン成分
、ヒドロキシフェナシル成分、ＮＨＳ－ＡＳＡ成分等を含んでなる。光分解性リンカーは
、例えばＯｌｅｊｎｉｋ等による米国特許公開番号２００３／００９９９７２号にさらに
記載される。ある態様によれば、リンカーは金属、例えば白金原子を包含する。それらは
さらに、例えばＨｏｕｔｈｏｆｆ等による米国特許第５，７１４，３２７号に記載される
。種々の長さの多くのリンカーは、種々の供給者、例えばQiagen-Operon Technologies, 
Inc. (Alameda, CA, USA), BD Biosciences Clontech (Palo Alto, CA, USA)及び Molecu
lar BioSciences (Boulder, CO, USA)から市販されている。
【０１１３】
VII：反応混合物：
　本発明はまた、特に、核酸から２’－終止ヌクレオチドを除去し、ヌクレオチドを重合
し、／又は核酸を増幅することが所望される広範囲の種類の用途に使用され得る多くの異
なった反応混合物を提供する。ある態様によれば、例えば反応混合物は、均質増幅／検出
アッセイ（例えば同時ＰＣＲモニターリング）の実施に、又は突然変異の検出又は核酸の
遺伝子型決定に使用される。ある態様によれば、複数のプライマー及び／又はプローブが
、多重型を包含する用途への使用のために反応混合物に一緒にプールされる。それらの用
途の多くは、さらに下記に記載されるか、又は他方では、本明細書に言及される。
【０１１４】
　本明細書に記載される遮断オリゴヌクレオチドの他に、反応混合物はまた通常、それら
のオリゴヌクレオチドからの２’－ヌクレオチド除去（例えば活性化された又は伸長可能
オリゴヌクレオチドを生成するために）、ヌクレオチド重合、核酸増幅及び検出反応（例
えば同時ＰＣＲモニターリング又は５’－ヌクレアーゼアッセイ）、並びに同様のことの
実施において有用である種々の試薬を含む。典型的なタイプのそれらの他の試薬は、例え
ば鋳型又は標的核酸（例えば実質的にいずれかの源から得られるか又はそれから誘導され
た）、ピロリン酸、発光修飾因子、生体触媒（例えばＤＮＡポリメラーゼ等）、緩衝液、
塩、アンプリコン、グリセロール、金属イオン（例えばＭｇ+2等）、ジメチルスルホキシ
ド（ＤＭＳＯ）、ポリｒＡ（例えば低コピー数の標的のためのキャリヤー核酸として）、
ウラシルＮ－グリコシラーゼ（ＵＮＧ）（例えばキャリーオーバー汚染に対して保護する
ために）を包含する。いくつかの動物ＰＣＲ－関連の用途においては、反応混合物はまた
、増幅産物の検出を促進するプローブも包含する。それらの工程に使用されるプローブの
例は、例えばハイブリダイゼーションプローブ、５’－ヌクレアーゼプローブ、及び／又
はヘアーピンプローブを包含する。核酸増幅及び検出、並びに他の方法もまた、さらに下
記に記載されている。
【０１１５】
　本明細書に言及される場合、ある態様によれば、種々の発光修飾因子が本発明の反応混
合物に使用される。通常、発光修飾因子は、他の適用の中で、標識された核酸からの基礎
又は残留発光を低めるために、標識されたオリゴヌクレオチド、例えばプライマー、５’
－ヌクレアーゼプローブ、ハイブリダイゼーションプローブ、ヘアーピンプローブ等から
の発光を変性できる可溶性核酸結合化合物である。ある態様によれば、例えばそれらの発
光修飾因子は、種々のジアジン及びチアジン色素を包含する。発光修飾因子として使用さ
れ得る典型的なジアジン色素は、例えばアゾカルミン色素（例えばアゾカルミンＡ、アゾ
カルミンＢ（Ｃ28Ｈ17Ｎ3Ｏ9Ｓ3Ｎａ2）、アゾカルミンＧ（Ｃ28Ｈ18Ｎ3Ｏ6Ｓ2Ｎａ）等
）、フェナジン色素、オキサジン色素（例えばセレスチンブルー（Ｃ17Ｈ18ＣｌＮ3Ｏ4）
等）、ジエチルサフラニンアゾジメチルアニリン塩酸塩（すなわち、ヤヌスグリーンＢ又
はジアジングリーン５（Ｃ30Ｈ31Ｎ6Ｃｌ））等を包含する。さらに例を挙げると、発光
修飾因子として使用され得る典型的なチアジン色素は例えば、メチレンブルー（Ｃ16Ｈ18

ＣｌＮ3Ｓ）、メチレングリーン（Ｃ16Ｈ17ＣｌＮ4Ｏ2Ｓ）、チオニン（Ｃ12Ｈ10ＣｌＮ3

Ｓ）、ｓｙｍ－ジメチルチオニン、トルイジンブルーＯ（Ｃ15Ｈ16Ｎ3ＳＣｌ）、新メチ
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レンブルー（Ｃ18Ｈ22ＣｌＮ3Ｓ）、メチレンバイオレットｂｅｒｎｔｈｓｅｎ、アズレ
Ａ（Ｃ14Ｈ14ＣｌＮ3Ｓ）、アズレＢ（Ｃ15Ｈ16ＣｌＮ3Ｓ）、アズレＣ（Ｃ13Ｈ12ＣｌＮ

3Ｓ）等を包含する。発光修飾因子はまた、Ｇｕｐｔａ等により２００６年６月２３日付
出願“LIGHT EMISSION MODIFIERS AND THEIR USES IN NUCLEIC ACID DETECTION、AMPLIFI
CATION AND ANALYSIS”、米国特許出願番号第１１／４７４，０６２号にも記載されてい
る。
【０１１６】
　反応混合物は通常、上記のような選択されるヌクレオチド、プライマー及び／又はプロ
ーブと、選択される特定の用途を行うために十分である量の他の試薬とを組合すことによ
り生成される。所与の反応混合物に含まれるべき試薬の量は、実施される選択される方法
の態様から当業者に明らかであろう。しかしながら、例を挙げると、プライマー核酸及び
伸長可能ヌクレオチド（例えば４種のｄＮＴＰ（ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＴＴ
Ｐ））はそれぞれ通常、それらの反応混合物において高いモル過剰で存在する。さらに、
４種の伸長可能ＮＴＰのいずれかが、本明細書に記載される一定の酵素と共に使用され得
る。適切な伸長可能及び／又は終止ヌクレオチドは、多くの異なった商業的供給者、例え
ばRoche Diagnostics Corporation (Indianapolis, IN, USA), Amersham Biosciences Co
rp. (Piscataway, NJ, USA)及びApplied Biosystems (Foster City, CA, USA)から容易に
入手できる。
【０１１７】
　本明細書に記載される遮断オリゴヌクレオチドは通常、次のものから選択される少なく
とも１の生体触媒により非伸長性である：Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラ
ーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２
９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６
４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ Ｃ
Ｓ６ ＤＮＡ ポリメラーゼ、ΔＺＯ５Ｒ ポリメラーゼ、Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ ＤＮＡ ポリ
メラーゼ、サーマス・フラバス（Thermus flavus ）ポリメラーゼ、ＴＭＡ－２５ ポリメ
ラーゼ、Ｅ６７８Ｇ ＴＭＡ－２５ ポリメラーゼ、 ＴＭＡ－３０ ポリメラーゼ、Ｅ６７
８Ｇ ＴＭＡ－３０ ポリメラーゼ、Ｔｔｈ ＤＮＡ ポリメラーゼ、サーマス種ＳＰＳ－１
７ ポリメラーゼ、Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ ポリメラーゼ、サーマスＺＯ５Ｒ ポリメラーゼ、
Ｔ７ ＤＮＡ ポリメラーゼ、コーンバーグ（Kornberg ）ＤＮＡ ポリメラーゼ Ｉ、クレ
ノウ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｔａｑ ＤＮＡ ポリメラーゼ、ミクロコッカス（Micrococca
l ）ＤＮＡ ポリメラーゼ、αＤＮＡ ポリメラーゼ、逆転写酵素、ＡＭＶ逆転写酵素、Ｍ
－ＭｕＬＶ逆転写酵素、ＤＮＡ ポリメラーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｅ．コリＲＮＡ 
ポリメラーゼ、ＳＰ６ ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ３ ＲＮＡ ポリメラーゼ、Ｔ４ ＤＮＡ 
ポリメラーゼ、Ｔ７ ＲＮＡ ポリメラーゼ、ＲＮＡ ポリメラーゼ ＩＩ、末端トランスフ
ェラーゼ、ポリヌクレオチドホスホリラーゼ、リボヌクレオチド類似体－導入ＤＮＡ ポ
リメラーゼ、リボヌクレオチド導入ＤＮＡ ポリメラーゼ等。さらに、それらの生体触媒
の多くは、加ピロリン酸分解活性を包含し、従って、核酸からヌクレオチドの除去を触媒
することができる（例えばある態様によれば、遮断オリゴヌクレオチドからの２’－終止
ヌクレオチドの除去）。一定のそれらの生体触媒の配列は、種々の源、例えばGenGank（
登録商標）等から公的に入手できる。
【０１１８】
　上記に示されるように、ある態様によれば、酵素は修飾される。典型的な修飾された酵
素は、例えばＧ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ 
Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ
 ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８
Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡ ポリメラーゼ、Ｇ４６Ｅ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ６ ＤＮＡ ポリメラーゼ、
Ｅ６１５Ｇ Ｔａｑ ＤＮＡ ポリメラーゼ等を包含する。それらの修飾された酵素は通常
、リボヌクレオチドのその導入を増強し、リボヌクレオチドの２’－修飾された類似体（
例えば２’－終止ヌクレオチド）の導入を増強し、／又は５’－３’エキソヌクレアーゼ
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活性を低めるか又は排除する突然変異を含んでなる（１又は２以上のそれらの突然変異を
欠いている酵素に比較して）。有用な生体触媒に関する追加の詳細はまた、次のものに提
供される：Bauer等による２００６年１０月１８日付出願“MUTANT DNA POLYMERASES AND 
RELATED METHODS”、米国特許第出願番号６０／８５２８８２号；Gelfand等による１９９
９年８月１７日付発行“THERMOSTABLE DNA POLYMERASES HAVING REDUCED DISCRIMINATION
 AGAINS（登録商標）TRIBO-NTPS”、米国特許第５，９３９，２９２号；Gelfand等による
１９８９年１２月２６日付発行“PURIFIED THERMOSTABLE ENZYME”、米国特許第４，８８
９，８１８号；Gelfand等の１９９４年１２月２０日付発行“DNA ENCODING A THERMOSTAB
LE NUCLEIC ACID POLYMERASE ENZYME FROM THERMOTOGAMARITIMA”、米国特許第５，３７
４，５５３号；Gelfand 等の１９９５年５月３０日付発行“MUTATED THERMOSTABLE NUCLE
IC ACID POLYMERASE ENZYME FROM THERMOTOGA MARITIMA”、米国特許第５，４２０，０２
９号；Abramson 等の１９９５年１０月３日付発行“MUTATED THERMOSTABLE NUCLEIC ACID
 POLYMERASE ENZYME FROMTHERMUS SPECIESZ05”、米国特許第５，４５５，１７０号；Abr
amson等の１９９５年１１月１４日付発行“5'TO 3' EXONUCLEASE MUTATIONS OF THERMOST
ABLE DNA POLYMERASES”、米国特許第５，４６６，５９１号；Gelfand等の１９９７年４
月８日付発行“RECOMBINANT EXPRESSION VECTORS AND PURIFICATION METHODS FORTHERMUS
 THERMOPHILUS DNA POLYMERASE”、米国特許第５，６１８，７１１号；Gelfand等の１９
９７年４月２９日付発行“PURIFIED THERMOSTABLE NUCLEIC ACID POLYMERASE ENZYME FRO
M THERMOTOGAMARITIMA”、米国特許第５，６２４，８３３号；Abramson等の１９９７年１
０月７日付発行“DNA ENCODING THERMOSTABLE NUCLEIC ACID POLYMERASE ENZYME FROMTHE
RMUS SPECIESZ05”、米国特許第５，６７４、７３８号；Gelfand等の１９９８年８月４日
付発行“RECOMBINANT EXPRESSION VECTORS AND PURIFICATION METHODS FOR THERMUS THER
MOPHILUS DNA POLYMERASE”、米国特許第５，７８９，２２４号；Abramson 等の１９９８
年８月１８日付発行“5' to 3'EXONUCLEASE MUTATIONS OF THERMOSTABLE DNA POLYMERASE
S”、米国特許第５，７９５，７６２号；Smith等の２００２年１月３１日に公開された“
HIGH TEMPERATURE REVERSE TRANSCRIPTION USING MUTANT DNA POLYMERASES”、米国特許
第出願公開番号２００２／００１２９７０号；Ｓｃｈｏｅｎｂｒｕｎｎｅｒ等の２００４
年１月８日に公開された“Thermostable or thermoactive DNA polymerase molecules wi
th attenuated 3'-5' exonuclease activity”、米国特許第出願公開番号２００４／００
０５５９９号及び２００３年３月２６日付出願米国特許第出願公開番号１０／４０１，４
０３号。
【０１１９】
　２’－終止ヌクレオチド又は他の所望する性質を組込むための増強された効率を有する
修飾された酵素の生成は、種々の方法、例えば特定部位の突然変異誘発により達成され得
る。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等、前記を参照のこと。より具体的には、特定部位の突然
変異誘発は通常、部位－特異的プライマー指図された突然変異誘発により達成される。こ
の技法は通常、所望する突然変異誘発を表わす制限されたミスマッチを除く、突然変異誘
発されるべき一本鎖ファージＤＮＡに対して相補的な合成オリゴヌクレオチドプライマー
を用いて行われ得る。手短に言及すれば、合成オリゴヌクレオチドは、プラスミド又はフ
ァージに対して相補的な鎖の合成を指図するためのアプライマーとして使用され、その得
られる二本鎖ＤＮＡは、ファージ支持の宿主細胞中に形質転換される。得たれる細菌は、
所望する突然変異誘発された遺伝子配列を担持するそれらのプラークを同定するために、
例えばＤＮＡ配列分析又はプローブハイブリダイゼーションによりアッセイされ得る。さ
らなる例示によれば、核酸を修飾するための多くの他のアプローチ、例えば「組換えＰＣ
Ｒ」方法がまた利用され得る。
【０１２０】
　本発明の態様の実施（例えば修飾された酵素の生成、増幅反応の実施等）においては、
分子生物学及び組換えＤＮＡにおける多くの従来の技法が任意には使用される。それらの
技法は良く知られており、例えばCurrent Protocols in Molecular Biology, Volumes I,
 II, and III, 1997 (F. M. Ausubel ed.); Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning
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: A Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, N.Y.; Berger and Kimmel, Guide to Molecular Cloning Techniques, M
ethods in Enzymology volume 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger), DN
A Cloning: A Practical Approach, Volumes I and II, 1985 (D. N. Glover ed.); Olig
onucleotide Synthesis, 1984 (M. L. Gait ed.); Nucleic Acid Hybridization, 1985, 
(Hames and Higgins); Transcription and Translation, 1984 (Hames and Higgins eds.
); Animal Cell Culture, 1986 (R. I. Freshney ed.); Immobilized Cells and Enzymes
, 1986 (IRL Press); Perbal, 1984, A Practical Guide to Molecular Cloning; the se
ries, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Gene Transfer Vectors for Ma
mmalian Cells, 1987 (J. H. Miller and M. P. Calos eds., Cold Spring Harbor Labor
atory);及びMethods in Enzymology Vol. 154 and Vol. 155 (それぞれ, Wu and Grossma
n, and Wu, eds.,)に説明される。
【０１２１】
VII：ＰＡＰ－関連の方法：
　本発明はまた、本明細書に記載される遮断オリゴヌクレオチドの使用方法も提供する。
ある態様によれば、それらのオリゴヌクレオチドは、それらの標的から由来する対象につ
いての診断、遺伝子又は他の情報を提供するために、標的核酸の検出を包含するアッセイ
を実施するために使用される。かかる態様はまた、下記例においても例示される。
【０１２２】
　本明細書に記載のオリゴヌクレオチドは任意には、例えば加ピロリン酸分解工程を通し
て、それらの核酸から２’－終止ヌクレオチドの除去を包含する実質的にいずれかの用途
への使用のために使用されるか、又は適合される。核酸関連タイプの用途の例は、核酸の
構造及びコンホメーションの分析、同時ＰＣＲアッセイ、及びＳＮＰ検出を包含する（My
akishev et al. (2001) “High-throughput SNP genotyping by allele-specific PCR wi
th universal energy-transfer-labeled primers,” Genome Res 11:163-169, Lee et al
. (1999) “Seven-color, homogeneous detection of six PCR products,” Biotechniqu
es 27:342-349, Thelwell et al. (2000) “Mode of action and application of Scorpi
on primers to mutation detection,” Nucleic Acids Res 28:3752-3761, Whitcombe et
 al. (1999) “Detection of PCR products using self-probing amplicons and fluores
cence,” Nat Biotechnol 17:804-807, Heid et al. (1996) “Real time quantitative 
PCR,” Genome Res 6:986-994, Nazarenko et al. (1997) “A closed tube format for 
amplification and detection of DNA based on energy transfer,” Nucleic Acids Res
 25:2516-2521); detection of nucleic acid hybridization (Parkhurst et al. (1995)
 “Kinetic studies by fluorescence resonance energy transfer employing a double-
labeled oligonucleotide: hybridization to the oligonucleotide complement and to 
single-stranded DNA,” Biochemistry 34:285-292, Tyagi et al. (1996) “Molecular 
beacons: probes that fluoresce upon hybridization,” Nat Biotechnol 14:303-308, 
Tyagi et al. (1998) “Multicolor molecular beacons for allele discrimination,” 
Nat Biotechnol 16:49-53, Sixou et al. (1994) “Intracellular oligonucleotide hyb
ridization detected by fluorescence resonance energy transfer (FRET),” Nucleic 
Acids Res 22:662-668, and Cardullo et al. (1988) “Detection of nucleic acid hyb
ridization by nonradiative fluorescence resonance energy transfer,” Proc Natl A
cad Sci USA 85:8790-8794); primer-extension assays for detecting mutations (Chen
 et al. (1997) “Fluorescence energy transfer detection as a homogeneous DNA dia
gnostic method,” Proc Natl Acad Sci USA 94:10756-10761); and automated DNA sequ
encing (Woolley et al. (1995) “Ultra-high-speed DNA sequencing using capillary 
electrophoresis chips,” Anal Chem 67:3676-3680, Hung et al. (1998) “Comparison
 of fluorescence energy transfer primers with different donor-acceptor dye combi
nations,” Anal Biochem 255:32-38, and Ju et al. (1995) “Fluorescence energy tr
ansfer dye-labeled primers for DNA sequencing and analysis,” Proc Natl Acad Sci
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 USA 92:4347-4351）。本明細書に記載のオリゴヌクレオチドとの使用のために適合され
得る、ＰＡＰに関連する態様はまた、例えば２００６年４月２５日付発行“Pyrophosphor
olysis activated polymerization (PAP) ”、米国特許第７，０３３，７６３号（Liu等
）；２００３年３月１８日付発行“Pyrophosphorolysis activated polymerization (PAP
): application to allele-specific amplification and nucleic acid sequence determ
ination ”、米国特許第６，５３４，２６９号（Ｌｉｕ等）；及びLiu等による２００４
年３月１２日付出願“Pyrophosphorolysis activated polymerization (PAP)”、米国特
許出願番号第１０／７９８，８４４号に記載される。
【０１２３】
　さらに例を挙げると、本発明の反応混合物における又はそれらからの標的核酸を分析す
るために使用され得るか又は適合され得る一般型の核酸分析技法の例は、種々の核酸増幅
アッセイを包含する。核酸増幅間の共通する特徴は、それらが通常、検出される生物に対
して特異的である核酸配列を増幅するために企画されていることである。核酸増幅試験は
通常、核酸分析に対して他のアプローチよりも高い感度を有する。本明細書に記載のオリ
ゴヌクレオチドの使用によりさらに改良されるこの感度は通常、標的核酸の単一のコピー
ほど小さな陽性シグナル形を生成するそれらの能力に寄与することができる。標的核酸を
検出するために任意には使用されるか、又は適合される増幅方法は、例えば種々のポリメ
ラーゼ、リガーゼ又は逆転写酵素媒介増幅方法、例えばポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）、
リガーゼ鎖反応（ＬＣＲ）及び／又は逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）を包含する。それら
の及び他の増幅方法の使用及びそれらのアッセイのための試料調製への種々のアプローチ
に関する追加の詳細は、種々の標的テキストのいずれか、例えば引用により本明細書に組
込まれる、Berger, Sambrook, Ausubel 1 and 2, and Innisに見出され得る。
【０１２４】
　本発明の試薬及び方法による使用のために任意には適合される種々の商業的核酸増幅は
通常、それらの増幅方法及びそれらの標的核酸配列において異なる。それらの商業的試験
の例は、ハイブリダイゼーションプローブアッセイ（例えばLightCycler（登録商標）系
を使用する）、及びポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）を使用するAmplicor（登録商標）及び
COBAS Amplicor（登録商標）アッセイ(Roche Diagnostics Corporation、Indianapolis、
IN、USA)；リガーゼ鎖反応を使用するＬＣｘ（登録商標）試験（Abbott Laboratories、A
bbott Park、IL、USA）；鎖置換増幅（ＳＤＡ）を使用するBDProbeTec（商標）ＥＴ試験
（Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, N.J., USA）、及び転写媒介増幅（
ＴＭＡ）を使用するＡＰＴＩＭＡ（商標）アッセイ（Gen-Probe, Inc., San Diego, CA, 
USA）を包含する。核酸増幅及び検出はさらに下記に記載される。
【０１２５】
　ある態様によれば、例えば５’－ヌクレアーゼプローブは、種々の５’－ヌクレアーゼ
反応に使用される。多くの５’－ヌクレアーゼアッセイは当業者に良く知られている。そ
のような反応の例は、例えば２００１年４月１０日付発行“Homogeneous assay system 
”、米国特許第６，２１４，９７９号（Gelfand等）；１９９８年９月８日付発行“React
ion mixtures for detection of target nucleic acids ”、米国特許第５，８０４，３
７５号（Gelfand等）；１９９６年１月３０日付発行“Nucleic acid detection by the 5
’-3’ exonuclease activity of polymerases acting on adjacently hybridized oligo
nucleotides ”、米国特許第５，４８７，９７２号（Gelfand等）；及び１９９３年５月
１１日付発行“Homogeneous assay system using the nuclease activity of a nucleic 
acid polymerase ”、米国特許第５，２１０，０１５号（Gelfand等）にも記載される。
【０１２６】
　簡単な例を挙げると、５’－ヌクレアーゼ反応において、標的核酸がプライマー及びプ
ローブ（例えば５’－ヌクレアーゼプローブ）と、そのプライマー及びプローブが標的核
酸の鎖にハイブリダイズする条件下で接触される。標的核酸、プライマー及びプローブは
また、５’→３’ヌクレオアーゼ活性を有する核酸ポリメラーゼと接触される。５’→３
’ヌクレアーゼ活性を有する核酸ポリメラーゼは、プライマーの下流の標的核酸にハイブ
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リダイズされるプローブを切断することができる。プライマーの３’末端は、ポリメラー
ゼのための初期結合部位を供給する。結合されたポリメラーゼは、プローブの５’末端と
の遭遇に基づいて、プローブから断片を切断する。
【０１２７】
　プライマー及びプローブは、プライマーの３’末端への核酸ポリメラーゼの結合がプラ
イマー伸長の不在下でプローブの５’末端と接触するよう、標的核酸にきわめて接近して
アニーリングするよう企画され得る。用語「重合－無関係分解」とは、この工程を指す。
他方では、プライマー及びプローブが標的核酸のより遠くに間隔をあけられた領域にアニ
ーリングする場合、重合は通常、前記核酸ポリメラーゼがプローブの５’末端と遭遇する
前に生じる。重合が続くにつれて、ポリメラーゼはプローブの５’末端から断片を前進的
に分解する。この分解は、プローブの残りが鋳型分子から解離する程度に不安定化される
まで続く。用語「重合依存性分解」とは、この工程を指す。
【０１２８】
　重合－無関係分解の１つの利点は、核酸の増幅の必要性の排除にある。プライマー及び
プローブが核酸に隣接して供給される場合、連続したラウンドのプローブアニーリング及
び断片の分解が生じ得る。従って、十分な量の断片が生成され、重合の不在下での検出を
可能にする。
【０１２９】
　いずれかの工程において、標的核酸を含むと思われる試料が供給される。試料に含まれ
る標的核酸は、必要なら、最初にｃＤＮＡ中に逆転写され、次に、いずれかの適切な変性
方法、例えば当業者に知られている、物理、化学又は酵素方法を用いて、変性される。鎖
分離をもたらす典型的な物理的アプローチは、核酸が完全に（９９％以上）変性されるま
で、その核酸を加熱することを包含する。典型的な熱変性は、約１秒～約１０分（例えば
数秒～約１分）の範囲の時間、約８５℃～約１０５℃（通常、約８５℃～約９８℃、及び
より典型的には約８５℃～約９５℃）の範囲の温度を包含する。変性に代わるものとして
、核酸は、例えば試料が一本鎖ＲＮＡ又はＤＮＡウィルスを含んでなる場合、試料におい
て一本鎖形で存在することができる。
【０１３０】
　変性された標的核酸鎖は、通常、プライマー及びプローブと共に、そのプライマー及び
プローブが標的核酸鎖に結合するハイブリダイゼーション条件下でインキュベートされる
。ある態様によれば、２種のプライマーが、標的核酸を増幅するために使用され得る。２
種のプライマーは通常、標的核酸に沿ってのそれらの相対的位置が、１つのプライマーか
ら合成される伸長産物が、その鋳型（補体）から分離される場合、他のプライマーの伸長
のための鋳型として作用し、特定の長さの複製鎖を生成するように存在するよう選択され
る。
【０１３１】
　相補鎖は通常、プローブ又はプライマーのいずれかよりも長いので、前記鎖は複数点の
接触を有し、従って、所与の時間にわたってお互いへの結合の機会を高める。従って、高
モル過剰のプローブ及びプライマーが通常、鋳型鎖の再アニーリングにわたってプライマ
ー及びプローブアニーリングを助けるために使用される。多重形においては、複数のプロ
ーブが通常、複数の標的核酸を同時に検出するために、単一の反応容器に使用される。
【０１３２】
　プライマーは通常、十分な長さ及び相補性のものであり、その結果、それらは重合－無
関係分解又は重合－依存性分解の進行を可能にする選択された条件下で標的核酸に対して
選択的に結合する。プライマーの正確な長さ及び組成は、多くの因子、例えばアニーリン
グ反応の温度、プライマーの源及び組成、プライマーアニーリング部位へのプローブアニ
ーリング部位の近位性、及びプライマー：プローブ濃度の比率に依存するであろう。例え
ば、標的配列の複雑性に依存して、プライマーは通常、約１５～３０個のヌクレオチドを
含むが、但しそれはそれ以上か又はそれよりも少なくないヌクレオチドを含んでいてもよ
い。
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【０１３３】
　プローブは通常、その相補的標的核酸にアニーリングされ、その後、核酸ポリメラーゼ
が標的核酸のその領域に遭遇し、それにより、プローブから断片を分解する酵素の５’→
３’ヌクレアーゼ活性を可能にする。プローブが、ポリメラーゼがハイブリダイゼーショ
ンのこの領域に達する前、標的核酸にアニーリングするであろう傾向を増強するために、
種々の技法が使用され得る。例えば、短いプライマーは通常、核酸との十分に安定したハ
イブリッド複合体を形成するために、より低い温度を要する。従って、プローブはプライ
マーよりも長くあるよう企画され、その結果、プローブは、プライマーアニーリングに対
して高い温度で標的核酸に選択的にアニーリングする。さらに例を挙げると、プローブの
ヌクレオチド組成は、高いＧ／Ｃ含有率及び従ってプライマーよりも高い熱安定性を有す
るよう選択され得る。任意には、修飾されたヌクレオチドは、修飾されていないヌクレオ
チドのみを有するプライマー又はプローブに比較して、高いか又は低い熱安定性を可能と
するのにプライマー又はプローブ中に組込まれ得る。典型的な修飾されたヌクレオチドは
上記にさらに記載されている。熱循環パラメーターはまた、プローブ及びプライマーの特
異的熱安定性を利用するために変更され得る。例えば、熱循環変性段階に続いて、プロー
ブ結合を可能にするが、しかしプライマー結合を可能にしない中間温度が導入され得る。
その後、温度はプライマーアニーリングを可能にするためにさらに低められ得る。プライ
マーの前、プローブの結合を選択的に助力するためには、高モル過剰のプローブ：プライ
マー濃度がまた使用され得る。そのようなプローブ濃度は通常、一般的に約０．５～５×
１０-7Ｍである、それぞれのプライマー濃度よりも約２～約２０倍高い範囲で存在する。
【０１３４】
　プライマーの鋳型－依存性伸長は通常、適切な塩、金属カチオン及び緩衝液を含む反応
混合物における適切な量の４種のデオキシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＡＴＰ、ｄＧＴ
Ｐ、ｄＣＴＰ及びｄＴＴＰ）の存在下で、生体触媒（例えばポリメラーゼ）により触媒さ
れる。反応混合物は上記にさらに記載される。適切な生体触媒は、プライマー及び鋳型－
依存性ＤＮＡ合成を触媒することが知られている酵素であり、５’→３’ヌクレアーゼ活
性を有する。このタイプの典型的なＤＮＡポリメラーゼは、Ｅ．コリＤＮＡポリメラーゼ
Ｉ、Ｔｔｈ ＤＮＡポリメラーゼ、バチルス・ステレオサーモフィラス（Bacillus stearo
thermophilus）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔａｑ ＤＮＡポリメラーゼ、サーマス属（Thermus
 sp. ）ＺＯ５ ＤＮＡポリメラーゼ、テルマトガ・マリチマ（Thermatoga maritima）Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、テルマトガ・ネオポリタン（Thermatoga neopolitana）ＤＮＡポリメ
ラーゼ、及びサーモシフォ・アフリカナス（Thermosipho africanus）ＤＮＡポリメラー
ゼ、並びに本明細書に言及されるか又は他方では、当業者に知られている他のものを包含
する。それらのＤＮＡポリメラーゼによりＤＮＡ合成を触媒するための反応条件は、当業
界に良く知られている。通常、生体触媒はプローブを効果的に分解し、標識された断片を
放出し、その結果、検出可能シグナルは直接的に又は間接的に生成される。
【０１３５】
　合成の産物は通常、鋳型鎖及びプライマー伸長鎖を含む重複体分子である。この合成の
副産物は、モノ－、ジ－及びそれよりも大きなヌクレオチド断片の混合物を包含するプロ
ーブ断片である。変性、プローブ及びプライマーアニーリング及びプライマー伸長及びプ
ローブ分解の反復された循環は、プライマーにより定義される領域の指数的蓄積及び標識
された断片の指数的生成をもたらす。十分な循環は、一般的にバックグラウンドシグナル
よりも数倍高い大きさの程度である、検出できる量のプローブ断片を達成するために実施
される。
【０１３６】
　ある態様によれば、ＰＣＲ反応が、熱安定性酵素を使用する自動化された方法として実
施される。この工程においては、反応混合物が、変性段階、プローブ及びプライマーアニ
ーリング段階、及び合成段階（ここで、分解及び置換がプライマー依存性鋳型伸長と同時
に生じる）を通して循環される。ある態様によれば、本明細書に記載される方法は、系を
用いて実施される。そのような系は、より詳細に下記に記載されている。任意には、熱サ
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イクラー、例えば熱安定性酵素と共に使用するために企画されるApplied Biosystems （F
oster City, CA, USA）から市販されているそれらが使用され得る。
【０１３７】
　熱安定性ポリメラーゼは通常、ＰＣＲサイクルの間、それらを高温（例えば約９５℃）
に暴露することにより、二本鎖伸長産物の変性をもたらす自動化された方法に使用される
。例えば、Gelfand等により１９８９年１２月２６日付発行、“Purified thermostable e
nzyme”、米国特許第４，８８９，８１８号は、サーマス・アクアチカス（Thermus aquat
icus）から単離された代表的な熱安定性酵素を開示する。追加の代表的な熱安定性ポリメ
ラーゼは、例えば熱安定性細菌サーマス・フラバス（Thermus flavus）、サーマス・ルベ
ル（Thermus ruber）、サーマス・サーモフィラス（Thermus thermophilus）、バチルス
・ステアロサーモフィラス（Bacillus stearothermophilus）（列挙される他のものより
もいくらか低い温度最適性を有する）、サーマス・ラクテウス（Thermus lacteus）、サ
ーマス・ルベンズ（Thermus rubens）、サーモトガ・マリチマ（Thermotoga maritima）
、サーモトガ・ネオポリタナ（Thermatoga neopolitana）、サーモシフォ・アフリカナス
（Thermosipho africanus）、サーモコーカス・リトラリス（Thermococcus littoralis）
及びメタノサーマス・フェルビダス（Methanothermus fervidus）から抽出されたポリメ
ラーゼを包含する。
【０１３８】
　標的核酸へのプローブのハイブリダイゼーションは、適切なハイブリダイゼーション条
件を選択することにより達成され得る。プローブ：標的核酸ハイブリッドの安定性は通常
、アッセイ及び洗浄条件と適合できるよう選択され、その結果、安定した検出できるハイ
ブリッドがプローブと標的核酸との間でのみ形成する。１又は２以上の異なったアッセイ
パラメーターの操作は、特定のハイブリダイゼーションのアッセイの正確な感度及び特異
性を決定する。
【０１３９】
　より具体的には、核酸（例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、又はそれらの組合わせ）の相
補的塩基間のハイブリダイゼーションは、温度、塩濃度、静電強度、緩衝液組成等により
変化する広範囲の種類の条件下で発生する。それらの条件及びそれらを適用するための方
法の例は、例えばTijssen, Hybridization with Nucleic Acid Probes, Vol. 24, Elsevi
er Science (1993)及びHomes and Higgins, 前記に記載されている。ハイブリダイゼーシ
ョンは通常、ハイブリダイズされる配列の性質及びその強度に依存して、約１分～約１時
間、約０℃～約７０℃で起こる。しかしながら、ハイブリダイゼーションは、反応の条件
に依存して、数秒又は数時間、生じることが理解される。例示によれば、２つの２０－マ
ーの混合物についての典型的なハイブリダイゼーション条件は、混合物を６８℃にし、続
いて室温（２２℃）に５分間、冷却するか、又は２μｌの混合物においては非常に低い温
度、例えば２℃で冷却することである。核酸間のハイブリダイゼーションは、緩衝液、例
えばトリス－ＥＤＴＡ（ＴＥ）トリス－ＨＣｌ及びＨＥＰＥＳ、塩溶液（例えばＮａＣｌ
、ＫＣｌ、ＣａＣｌ2）、又は他の水溶液、試薬及び化学物質を用いて促進され得る。そ
れらの試薬の例は、単鎖結合タンパク質、例えばＲｅｃＡタンパク質、Ｔ４遺伝子３２タ
ンパク質、Ｅ．コリ単鎖結合タンパク質及び主要又はマイナーな核酸グルーブ結合タンパ
ク質を包含する。そのような試薬及び化学物質の他の例は、二価イオン、多価イオン及び
挿入物質、例えば臭化エチジウム、アクチノマイシンＤ、プソラレン及びアンゲリシンを
包含する。
【０１４０】
　標的核酸を検出するための実質的にいずれかの入手できる方法が本発明において使用さ
れ得る。共通アプローチは、５’－ヌクレアーゼプローブ、ハイブリダイゼーションプロ
ーブ又はヘアーピンプローブ（例えば分子ビーコン）による同時増幅検出、増幅プライマ
ー又は増幅された核酸自体中に組込まれる標識の検出、例えば組込まれていない標識から
の増幅産物の電気泳動分離に続く、ハイブリダイゼーションに基づくアッセイ（例えばア
レイに基づくアッセイ）、及び／又は核酸に結合する第２試薬の検出を包含する。それら



(44) JP 5421112 B2 2014.2.19

10

20

30

40

50

の一般的アプローチはまた、例えばSambrook, 及びAusubel 1及び2, 前記に記載されてい
る。
【０１４１】
　ヘアーピンプローブ、例えば分子ビーコンは、標的核酸の同時検出及び定量化のために
企画されるオリゴヌクレオチドである。ヘアーピンプローブの５’及び３’末端は通常、
プローブの検出可能性質を付与するラベリング成分を含んでなる。実施態様の例におては
、末端の１つは、レポーター成分（例えば蛍光色素）に結合され、他の末端はレポーター
成分からの蛍光を消光できる消光成分に結合される。ヘアーピンプローブが溶液に自由に
存在する場合、すなわち第２核酸ハイブリダイズされない場合、プローブのステムは相補
的塩基対合により安定化される。この自己相補的対合が、レポーター及び消光剤成分がお
互い近位に存在するプローブのための“ヘアーピンループ”構造をもたらす。この確認下
で、消光剤成分はレポーター成分を消光する。ヘアーピンプローブのループは通常、標的
核酸において検出されるべき配列に対して相補的である配列を含んでなり、その結果、標
的におけるその相補的配列へのループのハイブリダイゼーションがステムの解離を促進し
、それにより、レポーター及び消光剤成分をお互い遠ざける。これはレポーター成分を消
光せず、ヘアーピンプローブからの蛍光の上昇を引起す。
【０１４２】
　ヘアーピンプローブを製造し、使用するための標準方法に関する詳細は通常、当業者に
知られており、また、例えばLeone et al. (1995) “Molecular beacon probes combined
 with amplification by NASBA enable homogenous real-time detection of RNA,” Nuc
leic Acids Res. 26:2150-2155, Kostrikis et al. (1998) “Molecular beacons: spect
ral genotyping of human alleles” Science 279:1228-1229, Fang et al. (1999) “De
signing a novel molecular beacon for surface-immobilized DNA hybridization studi
es” J. Am. Chem. Soc. 121:2921-2922,及びMarras et al. (1999) “Multiplex detect
ion of single-nucleotide variation using molecular beacons” Genet. Anal. Biomol
. Eng. 14:151-156にも記載される。次の種々の商業的供給者は、本明細書に記載される
方法への使用のために適合され得る標準及び注文ヘアーピンプローブを生成する：Oswel 
Research Products Ltd. (UK), Research Genetics (a division of Invitrogen, Huntsv
ille, AL, USA), 及びthe Midland Certified Reagent Company (Midland, TX, USA)。ヘ
アーピンプローブを使用する種々のキット、例えばStratagene (La Jolla, CA, USA)から
のSentinel(商標) Molecular Beacon Allelic Discriminationキット及びEurogentec SA 
(Belgium)及びIsogen Bioscience BV (Netherlands)からの種々のキットが市販されてい
る。それらのキットはまた、本明細書に記載される方法への使用のために任意には適合さ
れる。
【０１４３】
　ハイブリダイゼーションプローブは通常、対で機能し、種々のタイプの同時核酸検出、
例えば安定化、突然変異検出、溶融温度（Ｔｍ）多重体化、及び色彩多重体化を可能とす
るのに使用し得る。一定のハイブリダイゼーションプローブアッセイの態様はまた、Breg
a et al. (2004) “Real-time PCR for dihydrofolate reductase gene single-nucleoti
de polymorphisms in Plasmodium vivax isolates,” Antimicrob Agents Chemother. 48
(7):2581-2587, Perelle et al. (2004) “A LightCycler real-time PCR hybridization
 probe assay for detecting food-borne thermophilic Campylobacter,” Mol Cell Pro
bes. 18(5):321-327, 及びWhiley et al. (2003) “Detection of Neisseria Meningitid
is in clinical samples by a duplex real-time PCR targeting the porA and ctrA gen
es,” Mol Diagn. 7(3-4):141-145にも記載されている。
【０１４４】
　ハイブリダイゼーションアッセイは通常、ラベリング成分間で発生するエネルギー移行
のためにお互い十分に接近して存在する標的又は鋳型核酸により１対の標識されたプロー
ブをハイブリダイズすることを包含する。より具体的には、前記対中の１つのハイブリダ
イゼーションプローブ（“トナープローブ”）は通常、少なくとも１のドナー成分を含み
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、前記対中の他のハイブリダイゼーションプローブ（“受容体プローブ”）は少なくとも
１の受容体成分（例えばＬＣ－Ｒｅｄ６１０、ＬＣ－Ｒｅｄ６４０、ＬＣ－Ｒｅｄ６７０
、　ＬＣ－Ｒｅｄ７０５、ＪＡ－２７０、ＣＹ５又はＣＹ５．５）を包含する。ハイブリ
ダイゼーションプローブの受容体成分により放される蛍光は、種々の既知方法、例えばLi
ghtCycler（登録商標）系（Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA）
を使用するそれらの方法を用いて検出され得る。
【０１４５】
　本明細書に記載のオリゴヌクレオチドの使用の他の例示的態様においては、標識された
プライマーは、同時標的核酸検出を可能とするのに使用される。本明細書に記載のオリゴ
ヌクレオチドとの使用のために適合され得る同時標的核酸検出へのプライマーに基づくア
プローチはまた、例えばHuang et al. (2004) “Real-time quantitative assay of telo
merase activity using the duplex scorpion primer,” Biotechnol Lett. 26(11):891-
895, Asselbergs et al. (2003) “Rapid detection of apoptosis through real-time r
everse transcriptase polymerase chain reaction measurement of the small cytoplas
mic RNA Y1,” Anal Biochem. 318(2):221-229, and Nuovo et al. (1999) “In situ am
plification using universal energy transfer-labeled primers,” J Histochem Cytoc
hem. 47(3):273-280に記載される。
【０１４６】
IX：系：
　本発明はまた、多くの異なったアッセイを実施するために使用され得る系も提供する。
系は、２’－終止ヌクレオチドを含んでなる１又は２以上のオリゴヌクレオチドを含む。
ある態様によれば、オリゴヌクレオチドは固体支持体上に整列され、他においては、それ
らは例えば溶液において実施されるアッセイのために１又は２以上の容器に供給される。
ある態様によれば、系はまた、容器内又は支持体上に生成される検出可能シグナルを検出
するために構成される少なくとも１の検出装置又は検出成分（例えば分光計）を含む。さ
らに、系はまた任意には、容器内又は固体支持体上の温度を調節するために、容器又は固
体支持体に作動式に連結される少なくとも１の熱モジュレータ（例えば熱循環装置）、及
び／又は例えば容器内又は固体支持体上で１又は２以上の近位性アッセイを実施するため
に、容器又は固体支持体への及び／又はそれから流体を移行する少なくとも１の流体移行
成分（例えば自動化されたピペット）を包含する。
【０１４７】
　検出器は通常、所与のアッセイ系（例えば容器において及び／又は固体支持体上で）の
別の成分において又はそれに対して近位に生成される検出可能シグナルを検出するために
構成される。それらの系において、任意に使用されるか、又は使用のために適合される適
切なシグナル検出器は、例えば蛍光、リン酸、放射能、吸光度、屈折率、発光、又は質量
を検出する。検出器は任意には、例えば所与のアッセイ段階の実施の上流及び／又は下流
からの１つの又は多数のシグナルをモニターする。例えば、検出器は任意には、“同時”
結果に位置的に対応する多くの光シグナルをモニターする。検出器又はセンサーの例は、
光倍増管、ＣＣＤアレイ、光センサー、温度センサー、圧力センサー、ｐＨセンサー、導
電率センサー、走査検出器等を包含する。任意には、本発明の方法の実施に使用される、
より特定の典型的な検出器は例えば、共鳴光散乱検出器、放射分光器、蛍光分光器、リン
光発光器、発光分光器、分光測定器、及び光度計を包含する。検出器はまた、例えばSkoo
g et al., Principles of Instrumental Analysis, 5th Ed., Harcourt Brace College P
ublishers (1998), Currell, Analytical Instrumentation: Performance Characteristi
cs and Quality, John Wiley & Sons, Inc. (2000), Sharma et al., Introduction to F
luorescence Spectroscopy, John Wiley & Sons, Inc. (1999), Valeur, Molecular Fluo
rescence: Principles and Applications, John Wiley & Sons, Inc. (2002), 及びGore,
 Spectrophotometry and Spectrofluorimetry: A Practical Approach, 2nd Ed., Oxford
 University Press (2000)にも記載されている。
【０１４８】
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　本発明の系はまた、通常、成分の操作を調節するために、系の１又は２以上の成分（例
えば検出器、熱モジュレータ、及び／又は液体移行成分）に作動式に連結されるコントロ
ーラーを包含する。より具体的には、コントローラーは通常、検出器からのデータを受け
るために、容器における温度の調節をもたらし、／又はそれを調節するために、選択され
る容器への又は容器からの流体の流れをもたらし、／又はそれを調節するために使用され
る別々の又は統合の系成分として包含される。コントローラー及び／又は他の系成分は任
意には、前もってプログラムされた又は使用者入力の命令に従って、それらの計器の操作
を説明し、それらの計器からのデータ及び情報を受け、解釈し、操作し、この情報を使用
者に報告するよう機能する、適切にプログラムされたプロセッサー、コンピューター、デ
ジタル装置又は他の情報アプリアンス、又は他の論理的装置（例えば必要な場合、アナロ
グからデジタルへ、又はデジタルからアナログへのコンバーターを包含する）に連結され
る。適切なコントローラーは通常、当業界に知られており、種々の市販源から入手できる
。
【０１４９】
　いずれかのコントローラー又はコンピューターは任意には、しばしばカソード線管（「
ＣＲＴ」）ディスプレー、フラットパネルディスプレー（例えば活性マトリックス液晶デ
ィスプレー、液晶ディスプレー等）、又は他のものであるモニターを包含する。コンピュ
ーター回路はしばしば、多くの統合された回路チップ、例えばマイクロプロセッサー、メ
モリー、インターフェイス回路及び他のものを包含するボックスに配置される。このボッ
クスはまた、任意には、ハードディスクドライブ、フロッピー（登録商標）ディスクドラ
イブ、高能力の取りはずし可能なドライブ、例えば書き込みできるＣＤ－ＲＯＭ及び他の
通常の端末要素を包含する。入力装置、例えばキーボード又はマウスは任意には、使用者
からの入力を提供する。それらの成分は下記にさらに例示される。
【０１５０】
　コンピューターは通常、例えばＧＵＩにおける１組のパラメーターフィールド中への使
用者の入力形で、又は例えば種々の異なった特定の操作のために予備プログラムされた命
令の形で、使用者の命令を受けるための適切なソフトウェアを包含する。次に、ソフトウ
ェアは、所望する操作を行うために１又は２以上のコントローラーの操作を命令するため
の適切な言語にそれらの命令を転換する。次に、コンピューターは、例えば系内に包含さ
れるセンサー／検出器からのデータを受け、そのデータを解析し、それを使用者の理解さ
れるフォーマットで提供するか、又はプログラミング、例えば重量計量計等から受ける流
体データに応答して流体の流れ調節器の調節に従って、さらなるコントローラー命令を開
始するためにそのデータを使用する。
【０１５１】
　図４は、本発明の種々の態様が実施され得る論理的装置を包含する代表的系を示す図で
ある。本明細書に供給される教授から実施者により理解されるように、本発明は任意には
、ハードウェアー及び／又はソフトウェアにおいて実施される。ある態様によれば、本発
明の異なった態様は、クライアント側論理又はサーバー側論理のいずれかにおいて実施さ
れる。当業界において理解されるように、本発明又はその成分は、適切に構成された計算
装置に負荷される場合、所望によりその装置の実施を引起す論理的命令及び／又はデータ
を含むメディアプログラム成分（例えば固定されたメディア成分）に包含される。当業界
においても理解されるように、論理的命令を含む固定されたメディアが、観察者のコンピ
ューターに物理的に負荷するために固定されたメディア上の観察者に供給され、又は論理
的命令を含む固定されたメディアが、プログラム成分をダウンロードするために、コミュ
ニケーションメディアを通して観察者がアクセスする遠隔サーバー上に存在する。
【０１５２】
　より具体的には、図４は、検出器４０２（例えば分光計、例えば蛍光分光光度計）、流
体移行成分４０４、及び熱モジュレータ４０８が作動式に連結されるコンピューター４０
０を図示する。任意には、それらの成分の１又は２以上の成分が、サーバー（図４には示
されていない）を通してコンピューター４００に作動式に連結される。操作の間、流体移
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節（例えば熱循環）は通常、多ウェル容器４０６と熱的に通じる熱モジュレータ４０８に
よりもたらされる。検出器４０２は通常、所与の近位性アッセイが系において実施される
前、その間及び／又はその後、生成される検出可能シグナル（例えば発蛍光）を検出する
。図４に図示される系中の１又は２以上の成分は、お互い規格に従って製造された完全体
（例えば同じハウジングにおける）であってもよい。
【実施例】
【０１５３】
　本明細書に記載される例及び態様は単なる例示目的のためであり、本発明の範囲を制限
するものではないことが理解される。本明細書に記載される例及び態様における種々の修
飾又は変更が当業者に示唆され、本出願の範囲内及び特許請求の範囲内に包含されること
もまた理解される。
【０１５４】
例Ｉ：遮断オリゴヌクレオチドの合成：
　２’－Ｏ－ＰＯ3遮断オリゴヌクレオチド（図５）を、標準のβ－シアノエチルホスホ
ラミジット化学を用いて、自動Applied Biosystems 394合成機上で合成した（図６）。そ
れらのオリゴヌクレオチドの合成に使用される固体支持体は、オリゴヌクレオチドの３’
末端でのリン酸基の導入を促進する、３’－リン酸ＣＰＧ（Glen Research、＃２０－２
９００－４１からの）であった。合成の最初の循環においては、ＣｈｅｍＧｅｎｅｓから
購入されたリボヌクレオチド－２’－Ｏ－ホスホラミジット（図７、ここでＢ＝塩基；ア
デノシン（パート＃ＡＮＰ－５６８１）、シチジン（ＡＮＰ－５６８２）、グアノシン（
ＡＮＰ－５６８３）及びウリジン（ＡＮＰ－５６８４））が、固体支持体とのカップリン
グのために使用された。合成の第２循環において及びその後、標準のデオキシヌクレオシ
ドホスホラミジットを使用した。合成の後、オリゴヌクレオチド固体支持体から分解し、
室温で２４～４８時間、濃水酸化アンモニウムにより保護解除した。次に、水酸化アンモ
ニウムをサイズ排除クロマトグラフィー（ＮＡＰ－１０カラム；無菌水による溶出）によ
り除去した。次に、オリゴヌクレオチドを、逆相ＨＰＬＣ（ＰＲＰ－１カラム、トリエチ
ル酢酸アンモニウム－アセトニトリル緩衝液）により精製した。精製されたオリゴヌクレ
オチドを濃縮し、次に、弗化カリウムにより処理し、オリゴヌクレオチドの３’末端で３
’－ヒドロキシル基のシリル保護を除去した。オリゴヌクレオチドをさらに、ＲＰ－ＨＰ
ＬＣ（Xterra SB-18カラム）により精製した。それらのオリゴヌクレオチドの純度及び同
一性を、イオン交換ＨＰＬＣ（Dionex、６０℃でｐＨ８．０）及びＬＣ－ＭＳ分析により
確かめた。
【０１５５】
例II：ＨＩＶ ＤＮＡ鋳型滴定：
　ＰＡＰ－関連のＨＩＶ ＤＮＡ鋳型滴定を、ゲノムＤＮＡの存在下で及びその不在下で
実施した。図８は、この分析において使用される種々の反応条件下でＰＣＲ産物の検出を
示すゲルの写真である。このデータは、例えば本明細書に記載される遮断プライマーを用
いないでの反応に対して、遮断プライマーを用いて達成され得る、改良された増幅特異性
及び感度を示す。
【０１５６】
　より具体的には、反応を、次の温度プロフィールを用いて、ABI5700 Sequence Detecti
on Systemにより実施した：
　５０℃、２分
　９３℃、１分
　９３℃、１５秒→５２℃、４分×４循環
　９０℃、１５秒→５５℃、４分×５６循環
【０１５７】
　次の反応条件をすべてのＲＴ反応に共通とした。
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【表１】

【０１５８】
　「ＱＯＱＤＳＥ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ」とは、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｑ６０１Ｒ
 Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを指す。さらに、「Ｔ
ｔｈ貯蔵緩衝液」は、０．２％ Ｔｗｅｅｎ ２０、２０ｍＭ Ｔｒｉｓ ｐＨ８．０、 ０
．１ｍＭ ＥＤＴＡ、１００ｍＭ ＫＣｌ、１ｍＭ ＤＴＴ及び ５０％ ｖ／ｖ グリセロー
ルを含んだ。さらに、各反応体積は、ジエチルピロカーボネート（ＤＥＰＣ）処理された
水により、５０μｌにされた。
【０１５９】
　種々の反応成分は、次の非遮断プライマー（図８において「非遮断プライマー」で示す
反応参照）、
プライマー１　５’－ＴＧＡＧＡＣＡＣＣＡＧＧＡＡＴＴＡＧＡＴＡＴＣＡＧＴＡＣＡＡ
ＴＧＴ－３’（配列番号１）
プライマー２　５’－ＣＴＡＡＡＴＣＡＧＡＴＣＣＴＡＣＡＴＡＴＡＡＧＴＣＡＴＣＣＡ
ＴＧＴ－３’（配列番号２）
及び次の遮断プライマー（図８において「遮断プライマー」で示す反応参照）：
プライマー３　５’－ＴＧＡＧＡＣＡＣＣＡＧＧＡＡＴＴＡＧＡＴＡＴＣＡＧＴＡＣＡＡ
ＴＧＵ*－３’（配列番号３）
プライマー４　５’－ＣＴＡＡＡＴＣＡＧＡＴＣＣＴＡＣＡＴＡＴＡＡＧＴＣＡＴＣＣＡ
ＴＧＵ*－３’（配列番号４）
を含む。ここでＵ*は２’－リン酸－Ｕ（すなわち、２’位置でリン酸基を含んでなる２
’－終止ヌクレオチド）を指す。反応はまた、混合物に添加される２５ｎｇのヒトゲノム
ＤＮＡを含むか（図８で「２５ｎｇゲノムＤＮＡ」で示す反応参照）、又は欠いていた（
図８で「クリーン標的」で示す反応参照）。図８にさらに示されるように、反応はまた、
１μｌのＨＩＶ検体希釈剤（１０ｍＭのトリス、０．１ｍＭのＥＤＴＡ、２０μｇ／ｍｌ
ポリＡ及び０．０９％ＮａＮ3）又は「負」の反応における１μｌのＨＩＶ検体希釈剤に
より希釈された標的核酸を含む、線状化されたプラスミドＤＮＡの１０5、１０4、１０3

、１０2又は１０1コピーを含んだ。示されるプラスミドＤＮＡから１７０個の塩基対産物
を増幅した。
【０１６０】
例III：野生型Ｋ－ＲＡＳプラスミド鋳型のバックグラウンドにおける変異体Ｋ－ＲＡＳ
プラスミド鋳型の増幅：
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　野生型Ｋ－Ｒａｓプラスミド鋳型のバックグラウンドにおける種々のコピー数の変異体
Ｋ－Ｒｏｓプラスミド鋳型を包含する増幅、及びブロックされた及び非遮断プライマーの
比較を実施した。図９は、それらの反応に使用される種々の変異体Ｋ－Ｒａｓプラスミド
鋳型コピー数（ｘ軸）について観察される限界サイクル（ＧT）値（ｙ軸）を示すグラフ
である。図９はさらに、本明細書に記載される遮断プライマーを用いて達成され得る改良
された識別を例示する。
【０１６１】
　反応を、次の温度プロフィールにより、ＡＢＩ５７００配列検出系を用いて実施した：
　５０℃、２分
　９３℃、１分
　９２℃、１５秒→６５℃、２分×６０循環
【０１６２】
　次の反応条件をすべてのＲＴ反応に共通とした。
【表２】

【０１６３】
　「ＧＤＳＥ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ」とは、Ｇ４６Ｅ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ
６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを指す。「貯蔵緩衝液」は、０．２％ Ｔｗｅｅｎ 
２０、２０ｍＭトリスｐＨ８．０、 ０．１ｍＭ ＥＤＴＡ、１００ｍＭ ＫＣｌ、１ｍＭ 
ＤＴＴ、及び ５０％ ｖ／ｖグリセロールを含んだ。さらに、各反応体積は、ＤＥＰＣ処
理されて水により５０μｌにされた。
【０１６４】
　種々の反応成分は、次の非遮断プライマー（図９において「非遮断プライマー」で示す
反応参照）：
プライマー５　５’－ＡＡＡＣＴＴＧＴＧＧＴＡＧＴＴＧＧＡＧＣＴＣ－３’（配列番号
５）
プライマー６　５’－ＧＴＴＧＧＡＴＣＡＴＡＴＴＣＧＴＣＣＡＣＡＡ－３’（配列番号
６）、
及び次の遮断プライマー（図９において「遮断プライマー」で示す反応参照）：
プライマー７　５’－ＡＡＡＣＴＴＧＴＧＧＴＡＧＴＴＧＧＡＧＣＴＣ*－３’（配列番
号７）
プライマー８　５’－ＧＴＴＧＧＡＴＣＡＴＡＴＴＣＧＴＣＣＡＣＡＡ*－３’（配列番
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号８）
を含む。
【０１６５】
　ここで、Ｃ*は２’－リン酸－Ｃを指し、Ａ*は２’－リン酸－Ａ（すなわち、２’位置
でリン酸基を含んでなる２’－終止ヌクレオチド）を指す。さらに、１０6、１０5、１０
4、１０3、１０2、１０1又は０個のコピー（ＮＴＣ反応）（それぞれ、図１９において、
１０ｅ６ｃ、１０ｅ５ｃ、１０ｅ４ｃ、１０ｅ３ｃ、１０ｅ２ｃ、１０ｅ１ｃ，及びＮＴ
Ｃ）の線状化された変異体Ｋ－ＲａｓプラスミドＤＮＡを、反応に添加した。変異体プラ
スミドＤＮＡの関連する配列を、好ましくは、ブロックされた及び非遮断プライマー組に
適合した。さらに、変異Ｋ－ＲａｓプラスミドＤＮＡを、１μｌのＨＩＶ検体希釈剤（上
記を参照のこと）、又は「ＮＴＣ」反応中、１μｌのＨＩＶ検体希釈剤（上記を参照のこ
と）により希釈した。さらに、１０6個のコピーの線状化された野生型Ｋ－Ｒａｓプラス
ミドＤＮＡがすべての反応に存在した。野生型Ｋ－ＲａｓプラスミドＤＮＡは、変異体プ
ラスミドＤＮＡに対して配列において同一であるが、但しそれはプライマー５及び７にお
ける究極的３’塩基（ｄＣ）とＣ：Ｃミスマッチを創造する。ブロックされた及び非遮断
プライマー対の両者は、線状化された変異体プラスミド鋳型上に９２個の塩基対アンプリ
コンを創造した。
【０１６６】
例IV：種々の濃度での種々の酵素によるＫ－ＲＡＳプラスミド鋳型の増幅：
　種々の濃度での種々の酵素によるＫ－Ｒａｓプラスミド鋳型に関する増幅を行った。図
１０は、種々の酵素について観察される限界サイクル（ＣT）値（ｙ軸）及びそれらの反
応に使用される濃度（ｘ軸）を示すグラフである。反応を、次の温度プロフィールにより
、ＡＢＩ５７００配列検出系を用いて実施した：
　５０℃、２分
　９３℃、１分
　９２℃、１５秒→６０℃、２分×６０循環
【０１６７】
　次の反応条件をすべてのＲＴ反応に共通とした。

【表３】

【０１６８】
　「Ｔｔｈ貯蔵緩衝液」は、０．２％ Ｔｗｅｅｎ ２０、２０ｍＭ Ｔｒｉｓ ｐＨ８．０
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、０．１ｍＭ ＥＤＴＡ、１００ｍＭ ＫＣｌ、１ｍＭ ＤＴＴ、及び５０％ ｖ／ｖグリセ
ロールを含んだ。さらに、反応成分は、次の遮断プライマー：
プライマー９　５’－ＡＡＡＣＴＴＧＴＧＧＴＡＧＴＴＧＧＡＧＣＴＧＵ*－３’（配列
番号９）
プライマー１０　５’－ＧＴＴＧＧＡＴＣＡＴＡＴＴＣＧＴＣＣＡＣＡＡ*－３’（配列
番号１０）を含む。
【０１６９】
　ここででＵ*は２’－リン酸－Ｕを指し、Ａ*は２’－リン酸－Ａ（すなわち、２’位置
でリン酸基を含んでなる２’－終止ヌクレオチド）を指す。プライマー対は、線状化され
たＫ－Ｒａｓプラスミド鋳型に基づいて９２個の塩基対のアンプリコンを創造した。さら
に、各反応体積は、ジエチルピロカーボネート（ＤＥＰＣ）で処理された水により５０μ
ｌとした。
【０１７０】
　ポリメラーゼ濃度及びＫＯＡｃ濃度を次の通りに、それぞれ各ポリメラーゼについて最
適化した。
【表４】

【０１７１】
　「ＧＬＱＤＳＥ」（配列番号２２）とはＧ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｑ６０１Ｒ Ｄ６４０Ｇ 
Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを指し、「ＧＬＤＳＥ」（配列番号
２３）とはＧ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリ
メラーゼを指し、「ＧＬＥ」とは、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリ
メラーゼを指す。
【０１７２】
例Ｖ：ＰＡＰ－関連の酵素比較：
　加ピロリン酸分解活性化重合（「ＰＡＰ」）を実施するＧ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８
Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ及びＧ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８
Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼの能力を比較した。反応緩衝液は、１００ ｍＭ Ｔｒｉｃ
ｉｎｅ ｐＨ ８．０、０ ｍＭ （Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメ
ラーゼ） 又は５０ ｍＭ （Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ
５ ＤＮＡポリメラーゼ） ＫＯＡｃ、１０％ ｖ／ｖ グリセロール、０．０４ Ｕ／μｌ 
ＵＮＧ、４ ｍＭ Ｍｇ（ＯＡｃ）2、０．２Ｘ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ、２．５％ ｖ／
ｖ酵素貯蔵緩衝液 （５０％ ｖ／ｖ グリセロール、１００ ｍＭ ＫＣｌ、２０ ｍＭ ト
リスｐＨ ８．０、０．１ ｍＭ ＥＤＴＡ、１ ｍＭ ＤＴＴ、０．５％ Ｔｗｅｅｎ ２０
）、０．２ ｍＭ各ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ及びｄＧＴＰ、及び０．４ ｍＭ ｄＵＴＰ、及び
１００ μＭ ピロリン酸から成った。Ｍ１３鋳型（ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ 
Ｎｏ． Ｘ０２５１３）及び酵素を、交差－滴定した。使用されるＭ１３濃度は、２０μ
ｌの反応当たり０、１０4、１０5及び１０6個のコピーであった。使用される酵素濃度は
、２．５ ｎＭ、５ ｎＭ、１０ ｎＭ、１５ ｎＭ、２０ ｎＭ、２５ ｎＭ、３５ ｎＭ及
び５０ ｎＭであった。次の循環パラメーターを用いて、３８４－ウェルサーモサイクラ
ーにおいて三重反復して設定した：５０℃、２分；９０℃、１分；次に５０℃、１５秒、
続く６２℃の伸長温度、６０秒（９６循環）。
【０１７３】
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　使用されるプライマー配列は、５’－ＣＧＣＣＴＧＧＴＣＴＧＴＡＣＡＣＣＧＴＴＸＡ
－３’（プライマー１１、配列番号１０） 及び５’－ＧＧＡＡＣＧＡＧＧＧＴＡＧＣＡ
ＡＣＧＧＣＴＡＣＥ－３’（プライマー１２、配列番号１１）であり、ここでＸ＝２’－
アミノ－Ｃ、及びＥ＝２’－ＰＯ４－Ａ（すなわち、２’－終止ヌクレオチド）。それぞ
れ０．１Ｍで反応混合物に添加されるそれらのプライマーは、Ｍ１３ 鋳型からの３８４
ｂｐの産物をもたらす。プライマーとして作用するためには、プライマー１２は、末端残
基の加ピロリン酸の分解除去により活性化されるべきである。
【０１７４】
　蛍光データを分析し、エルボ（ｅｌｂｏｗ）値（すなわち、Ｃ（ｔ）（基線以上の蛍光
出現））を決定した。Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼにつ
いてのＣ（ｔ）値が図１１に示される。Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ
６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼについてのＣ（ｔ）値が図１２に示される。
【０１７５】
例VI：ブロックされていない及びブロックされたＲＴプライマーを含んでなるｃＤＮＡ逆
転写（ＲＴ）に対するＣ型肝炎ウィルス（ＨＣＶ）ＲＮＡ：
　ブロックされていないＨＣＶ ＲＴプライマーの伸長と、逆転写反応におけるＨＣＶ Ｒ
ＮＡ鋳型に基づく遮断プライマーの伸長とを比較した。それらのＲＴ比較を種々のポリメ
ラーゼを用いて行った。例を挙げると、図１３は、ｃＤＮＡが５’－ヌクレアーゼプロー
ブを含む同時ＰＣＲを用いて測定されるそれらの反応に使用される種々の酵素（ｘ軸）に
ついて観察された限界サイクル（Ｃｔ）値（ｙ軸）を示すグラフである。
【０１７６】
　次の反応条件をすべてのＲＴ反応に共通とした。
【表５】

【０１７７】
　種々の反応成分は、次の３’－ＯＨ非遮断プライマー（図１３において「３’ＯＨプラ
イマー（非遮断）」で示す反応参照）：
プライマー１　５’－ＧＣＡＡＧＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡＡ－３
’（配列番号１２）、
及び次の遮断プライマー（図１３において「２’ＰＯ４（遮断）」で示す反応参照）：
プライマー２　５’－ＧＣＡＡＧＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡＡ＊－
３’　（配列番号１３）
を含み、ここでＡ*は、２’－リン酸－Ａ又は２’－一リン酸－３’－ヒドロキシルアデ
ノシンヌクレオチド（すなわち、２’位置でリン酸基を含んでなる２’末端ヌクレオチド
を指す。
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【０１７８】
　さらに、次のポリメラーゼ条件がｃＤＮＡ反応において比較された（図１３も参照のこ
と）。
Ｚ０５ＤＮＡポリメラーゼ（１３ｎＭ）
ＧＬＱＤＳ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ（２５ｎＭ）と組合わされるＧＬＱＤＳＥ ＣＳ
５ ＤＮＡポリメラーゼ（１００ｎＭ）
ＧＬＱＤＳ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ（５０ｎＭ）と共に組合わされるＧＬＱＤＳＥ 
ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ（５０ｎＭ）。
【０１７９】
　ここで「ＧＬＱＤＳＥ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ」（配列番号２２）とは、Ｇ４６Ｅ
 Ｌ３２９Ａ Ｑ６０１Ｒ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラー
ゼを指し、「ＧＬＱＤＳ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼ」（配列番号２４）とは、Ｇ４６Ｅ
 Ｌ３２９Ａ Ｑ６０１Ｒ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７１Ｆ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを指す。さ
らに各反応は、ジエチルピロカーボネート（ＤＥＰＣ）により処理された水により２０μ
ｌにされた。
【０１８０】
　ＲＴ反応を、ＡＢＩ９６００熱サイクラーにおいて６０℃で６０分間インキュベートし
た。ＲＴインキュベーションの後、ＲＴ反応を、ＤＥＰＣ処理された水により１００倍に
希釈した。ｃＤＮＡの存在を確かめ、ＲＴ反応のＨＣＶ ｃＤＮＡ産物を特異的に測定す
るために企画された、５’ヌクレアーゼプローブに基づく同時ＨＣＶ ＰＣＲ反応により
定量化した。それらの反応を、次の温度プロフィールを用いて、ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７７
００配列検出器により実施した。
　５０℃、２分
　９５℃、１５秒→６０℃、１分×５０循環。
【０１８１】
例VII：ＢＲＡＦ突然変異検出のための双方向ＰＡＰ：
　図１４は、双方向ＰＡＰが実施される場合に生成されたＢＲＡＦ腫瘍遺伝子増幅のＰＣ
Ｒ増殖曲線を示す。ｘ軸は標準化された、蓄積された蛍光を示し、ｙ軸はＰＡＰ ＰＣＲ
増幅の循環を示す。より具体的には、それらのデータは、ＢＲＡＦ腫瘍遺伝子におけるＶ
５９９Ｅコドン変化を担当するＴ→Ａ突然変異の突然変異－特異的増幅（Brose等(2002) 
Cancer Res 62:6997-7000を参照のこと）が、突然変異の正確な位置でのそれらの３’末
端ヌクレオチドでオーバーラップする、２’－終止遮断プライマーを用いて実施される場
合に生成された。野生型配列に対して特異的なプライマーが野生型標的又は変異標的に対
して反応せしめられる場合、野生型標的のみが検出された。逆にいえば、突然変異配列に
対して特異的なプライマーが野生型標的又は変異標的に対して反応せしめられる場合、変
異標的のみが検出された。
【０１８２】
　次の反応条件をすべてのＲＴ反応に共通とした。
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【表６】

【０１８３】
　ここで、「ＧＬＱＤＳＥ」とは、Ｇ４６Ｅ Ｌ３２９Ａ Ｑ６０１Ｒ Ｄ６４０Ｇ Ｓ６７
１Ｆ Ｅ６７８Ｇ ＣＳ５ ＤＮＡポリメラーゼを指す。
【０１８４】
　種々の反応成分は、次の野生型ＢＲＡＦプライマー（図１４では「Ｆ５Ｗ／Ｒ５Ｗ」と
表示）：
Ｆ５Ｗ　５’－ＡＡＴＡＧＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＴＣＴＡＧＣＴＡＣＡＧＵ*－３’（配
列番号１４）
Ｒ５Ｗ　５’－ＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣＧＡＧＡＴＴＴＣＡ*－３’（配列番号１
５）、
及び次の変異体ＢＲＡＦプライマー（図１４では「Ｆ５Ｍ／Ｒ５Ｍ」と表示）：
Ｆ５Ｍ　５’－ＡＡＴＡＧＧＴＧＡＴＴＴＴＧＧＴＣＴＡＧＣＴＡＣＡＧＡ*－３’（配
列番号１６）
Ｒ５Ｍ　５’－ＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣＧＡＧＡＴＴＴＣＵ*－３’（配列番号１
７）を含み、ここでＡ*は２’－リン酸－Ａ又は２’－一リン酸－３’－ヒドロキシルア
デノシンヌクレオチドを指し、Ｕ*は２’－リン酸－Ｕ又は２’－一リン酸－３’－ヒド
ロキシルウリジンヌクレオチド（すなわち、２’位置でリン酸基を含んでなる２’－終止
ヌクレオチド）を指す。
【０１８５】
　さらに、各反応を、ＤＥＰＣ処理された水により５０μｌにした。野生型反応（図１４
では「ＷＴ」と表示）はＢＲＡＦ野生型配列の線状化されたＤＮＡプラスミドを含み、変
異体反応（図１４では「ＭＴ」と表示）はＢＲＡＦ突然変異配列の線状化されたＤＮＡプ
ラスミドで含んだ。負の反応（図１４では「ＮＥＧ」と表示）はＨＩＶ検体希釈剤（１０
 ｍＭトリス、０．１ ｍＭ ＥＤＴＡ、２０ μｇ／ｍＬ ポリＡ及び０．０９％ ＮａＮ3

）を含むが、ＤＮＡは含まなかった。ＰＣＲにおけるプライマーの組合せは、５０ｂｐの
アンプリコンを生成した。さらに、反応を、次の温度プロフィールを用いて、ＡＢＩ Ｐ
ｒｉｓｍ ７７００配列検出器により実施した。
　５０℃、１分
　９３℃、１分
　９０℃、１５秒
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　６０℃、１５０秒→×６０循環。
【０１８６】
例VIII：蛍光ＰＡＰ放出産物の検出：
　この予測例は、遮断プライマーが、そのプライマーが活性化され、伸長されるにつれて
、検出可能なシグナルの生成を導くＰＡＰ活性化を包含する同時モニタープロトコールを
例示する。
【０１８７】
　３’結合二重標識オリゴヌクレオチドプライマーの構成：
　下記プライマーＱＸは、その３’末端から１３番目のヌクレオチド（Ａ）に結合される
消光色素分子、Black Hole Quencher（登録商標） (BHQ) (Biosearch Technologies、Inc
.)を含むＤＮＡオリゴヌクレオチドである。
【０１８８】
　ＱＸのオリゴヌクレオチドプライマーを、相補的オリゴヌクレオチドＲ１（下記参照の
こと）と共に溶液において混合し、その結果、それらはハイブリッド重複体を形成する。
この重複体をさらに、特にフルオレセイン－標識されたデオキシリボアデニン四リン酸（
すなわち、フルオレセイン標識された２’－終止ヌクレオチド）及びそのような標識され
た四リン酸を組込むことができるＤＮＡポリメラーゼを含む、下記に提供される表ＩＶに
おける試薬と共に混合する。２００４年６月２８日付出願、“Synthesis and compositio
ns of 2'-terminator nucleotides”、米国特許出願番号第１０／８７９，４９４号、及
び２００４年６月２８日付出願、“2’-TERMINATOR NUCLEOTIDE-RELATED METHODS AND SY
STEMS”、米国特許出願番号第１１０／８７９，４９３号を参照のこと。６０℃で１時間
の混合物のインキュベーションは、鋳型指示された態様での配列ＱＸの３’末端での１つ
のヌクレオチドの伸長を引起し、プライマーＱＸFAMとして下記に示される。フルオレセ
イン－標識されたオキシリボアデニン２’－リン酸ヌクレオチドにより、それらの３’末
端で伸長されるＱＸオリゴヌクレオチドの少なくとも１部をもたらす。
【０１８９】
【表７】

【０１９０】
　新たに伸長されたプライマーＱＸFAMを、当業者に知られているいずれかの数の精製方
法を用いて、上記混合物から精製した。混合物からプライマーＱＸFAMを精製できるその
ような方法の例は、高性能液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）である。ＨＰＬＣ精製パ
ラメーターは、プライマーＱＸFAMの調製物が伸長されていないプライマーＱＸ及びフル
オレセイン－標識されたアデニン四リン酸を実質的に有さないよう選択される。二重ＨＰ
ＬＣ（逆相及びアニオン交換ＨＰＬＣ）は、そのような分子を精製するための方法として
知られている。
【０１９１】
　精製されると、分子、例えば同じオリゴヌクレオチド上にＢＨＱ消光分子及びフルオレ
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セイン分子を含むプライマーＱＸFAＭは通常、ＢＨＱ２「消光剤」分子によるエネルギー
吸収のために、抑制されたフルオレセインシグナルを示す。
【０１９２】
　任意には、プライマーＱＸFAMは、本明細書に記載のようにして化学的に合成される。
【０１９３】
　本実施例で言及される配列は、次の通りである：
プライマーＱＸ　５’－ＧＣＡＡＧＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡQＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡ－
３’　（配列番号１８）
（ここで、ＱはＢＨＱ分子の存在を表す）
Ｒ１　３’－ＰＣＧＴＴＣＧＴＧＧＧＡＴＡＧＴＣＣＧＴＣＡＴＧＧＴＧＴＴ－５’　（
配列番号１９）
（ここで、Ｐは３’リン酸分子を表す）
プライマーＱＸFAM　５’－ＧＣＡＡＧＣＡＣＣＣＴＡＴＣＡQＧＧＣＡＧＴＡＣＣＡＣＡ
F－３’　（配列番号２０）
（ここで、ＱはＢＨＱ分子の存在を表し、Ｆはフルオレセイン－標識された２’リン酸ア
デニンを表わす）
プライマーＨＣ２　５’－ＧＣＡＧＡＡＡＧＣＧＴＣＴＡＧＣＣＡＴＧＧＣＴＴＡ－３’
　（配列番号２１）。
【０１９４】
ＰＣＲへのプライマーの使用：
　上述のプライマーＱＸFAMを、表Ｖの試薬と組合せる。

【表８】

【０１９５】
　さらに、各反応は、ＤＥＰＣ処理された水により５０μｌとする。いくつかの反応はＰ
ＣＲ増幅のための基質として作用する標的配列を含み、他は標的を含まない。例えば、標
的はＨＣＶゲノムの５’ＵＴＲ領域と同一のＤＮＡ配列であり得る。ＰＣＲにおけるそれ
らのプライマーの組合せは、約２４４ｂｐのアンプリコンを生成することが予測される。
【０１９６】
　反応を、次の温度プロフィールを用いて、ABI Prism7700配列検出器により実施するこ
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　５０℃、１分
　９３℃、１分
　９０℃、１５秒
　６０℃、１５０秒→×６０循環。
【０１９７】
　かかるＰＣＲを進行させるには、フルオレセイン終止プライマーＱＸFAMのＰＡＰ活性
化が必要であり、これによりフルオレセイン標識デオキシアデニン四リン酸分子の除去が
生じる。かかる放出は、約５２０ｎｍの波長でフルオレセインシグナルの上昇をもたらす
ことが予測される。ＰＣＲの進行につれ、約５２０ｎｍの波長でのシグナルのモニターリ
ングにより、標的核酸を含む反応ではフルオレセインの上昇が観察される一方で、標的を
含まない反応ではフルオレセインの上昇は観察されないと予測される。
【０１９８】
　以上では発明の明確化及び理解のために幾分詳細に説明したが、本開示を読めば、本発
明の範囲内で種々の変更を加えてもよいことは、当業者であれば当然に理解するであろう
。例えば、上記の手法及び装置はいずれも、種々の組合せで使用することができる。
【０１９９】
　言及するプライマー又はヌクレオチド配列、及びアミノ酸配列は、いずれも人工配列で
ある。

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図２Ｃ】

【図２Ｄ】

【図３】

【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２】
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【図１３】 【図１４】

【配列表】
0005421112000001.app
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