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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　循環プライマー伸長反応を実施するための方法であって、
　（ｉ）ヌクレオチドの標的配列を含む鋳型ＤＮＡを、該標的配列の３’末端のヌクレオ
チド配列に相補的な少なくとも１つのプライマーオリゴヌクレオチドと、該プライマーを
該標的配列上のその相補的ヌクレオチド配列にアニーリングさせる条件下で、該鋳型ＤＮ
Ａおよび／または該プライマーの融点を低下させるためにプロリン単独およびプロリンと
２－メチル－４－カルボキシ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）
］との組み合わせから選択される浸透圧保護剤（ｏｓｍｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ）の存在
下で、接触させる工程；
　（ｉｉ）ヌクレオチドの該標的配列への該プライマーのポリメラーゼ介在性伸長を、該
ポリメラーゼを安定化するためにプロリン単独、プロリンとＴＨＰ（Ｂ）との組み合わせ
、プロリンと２－メチル－４－カルボキシ－５－ヒドロキシ－３，４，５，６－テトラヒ
ドロピリミジン［ＴＨＰ（Ａ）］との組み合わせ、およびプロリンとＴＨＰ（Ｂ）とＴＨ
Ｐ（Ａ）との組み合わせから選択される浸透圧保護剤の存在下で行う工程；および
　（ｉｉｉ）工程（ｉ）および（ｉｉ）を、複数回繰り返す工程であって、各工程（ｉ）
の前に、該鋳型ＤＮＡをその鎖に分離し、かつ工程（ｉｉ）のポリメラーゼ伸長プライマ
ーをそのヌクレオチドの相補的標的配列から分離するのに適切な温度で、ＤＮＡ熱変性が
行われ、該温度は、工程（ｉｉ）において使用されるポリメラーゼが安定な温度である、
上記工程；
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を含む、循環プライマー伸長反応を実施するための方法であり、
　プロリン単独で使用するときには、プロリンは３．０－５．５Ｍの量で存在し、そして
、プロリンとＴＨＰ（Ｂ）との組み合わせ、プロリンとＴＨＰ（Ａ）との組み合わせ、ま
たはプロリンとＴＨＰ（Ｂ）とＴＨＰ（Ａ）との組み合わせで使用するときは、プロリン
は１－５Ｍの量で存在し、ＴＨＰ（Ａ）は０．５－３Ｍの量で存在し、ＴＨＰ（Ｂ）は０
．５－３．５Ｍの量で存在し、プロリン単独での存在下では、循環プライマー伸長反応を
実施するための非熱安定性ポリメラーゼを用い、プロリンにより、非熱安定性ポリメラー
ゼはそうでなければ熱不活性化に感受性となる高温での実施が可能となり、
　こうして鋳型ＤＮＡのヌクレオチドの該標的配列へのプライマーの高収率で特異的な伸
長を得る、上記方法。
【請求項２】
　工程（ｉ）において鋳型ＤＮＡの標的配列は、配列決定すべきヌクレオチドの配列であ
り、工程（ii）におけるプライマーのポリメラーゼ介在性伸長は、標的ＤＮＡのヌクレオ
チド配列の決定の前に、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰの存在下で、かつ
少量のｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰまたはｄｄＴＴＰのいずれかの存在下で行わ
れる、標的ＤＮＡのヌクレオチド配列を決定するための循環プライマー伸長反応を実施す
るための方法である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ｄＧＴＰは、７－デアザ－ｄＧＴＰに置換された、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によりヌクレオチドの標的配列を増幅するための循環
プライマー伸長反応を実施するための方法である請求項１に記載の方法であって、工程（
ｉ）において鋳型ＤＮＡの標的配列は、増幅すべきヌクレオチドの配列であり、そして鋳
型ＤＮＡを、ヌクレオチドの該標的配列の３’末端のヌクレオチド配列およびその反対鎖
に相補的な２つのオリゴヌクレオチドプライマーと接触させ；工程（ii）において工程（
ｉ）のアニーリングしたプライマーのポリメラーゼ介在性伸長が行われ；工程（ｉ）～（
ii）は、複数回繰り返され、最後の工程は工程（ii）であり、
　こうしてヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを作成する、上記方法。
【請求項５】
　該鋳型ＤＮＡは、ＧＣ高含量ＤＮＡである、請求項１から４のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項６】
　工程（ii）におけるポリメラーゼは、熱安定性ポリメラーゼである、請求項１から５の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　該熱安定性ＤＮＡポリメラーゼは、Ｔａｑポリメラーゼ、クレンタック（Klentaq）１
　ＤＮＡポリメラーゼまたはＰｆｕポリメラーゼである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　工程（ii）におけるポリメラーゼは、非熱安定性ＤＮＡポリメラーゼである、請求項１
から５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　該非熱安定性ＤＮＡポリメラーゼは、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ４　ＤＮＡポリメ
ラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ（Klenow）断片、逆転写酵素、Ｂｃａ　ＤＮＡ
ポリメラーゼ、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメラーゼおよびこれらのポリメラーゼの変異体から選
択される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項２または３に記載の方法により標的ＤＮＡのヌクレオチド配列を決定するための
キットであって、別々の容器に、（ａ）ＤＮＡ配列決定に必要な試薬、および（ｂ）プロ
リンを含んでなるキット。
【請求項１１】
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　請求項２または３に記載の方法により標的ＤＮＡのヌクレオチド配列を決定するための
キットであって、別々の容器に、（ａ）ＤＮＡ配列決定に必要な試薬、および（ｂ）ＴＨ
Ｐ（Ｂ）またはＴＨＰ（Ｂ）とＴＨＰ（Ａ）との混合物を含んでなるキット。
【請求項１２】
　請求項４に記載の方法によりヌクレオチドの標的配列を増幅するためのキットであって
、別々の容器に、（ａ）ポリメラーゼ連鎖反応に必要な試薬、および（ｂ）プロリンを含
んでなるキット。
【請求項１３】
　請求項４に記載の方法によりヌクレオチドの標的配列を増幅するためのキットであって
、別々の容器に、（ａ）ポリメラーゼ連鎖反応に必要な試薬、および（ｂ）ＴＨＰ（Ｂ）
またはＴＨＰ（Ｂ）とＴＨＰ（Ａ）との混合物を含んでなるキット。
【請求項１４】
　浸透圧保護剤として、プロリン単独で用いる、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　浸透圧保護剤として、プロリンとＴＨＰ（Ａ）とＴＨＰ（Ｂ）との組み合わせ、プロリ
ンとＴＨＰ（Ａ）との組み合わせ、またはプロリンとＴＨＰ（Ｂ）との組み合わせを用い
る、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
本発明は、ＤＮＡ鋳型上で循環プライマー伸長を実施するための方法に関し、さらに詳細
にはポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅およびヌクレオチド配列決定のようなプライマ
ー伸長工程を含む方法であって、該ＰＣＲおよび配列決定反応を、該反応の収率と特異性
を改善するために、プロリン、２－メチル－４－カルボキシ－３，４，５，６－テトラヒ
ドロピリミジン（以降「ＴＨＰ（Ｂ）」）、２－メチル－４－カルボキシ－５－ヒドロキ
シ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン（以降「ＴＨＰ（Ａ）」）およびこれらの
混合物から選択される浸透圧保護剤の存在下で行うことを含んでなる方法に関する。本発
明はさらに、ＰＣＲ増幅およびサイクルヌクレオチド配列決定において使用するための、
プロリン、ＴＨＰ（Ｂ）、ＴＨＰ（Ａ）、またはこれらの混合物を含んでなるキットに関
する。
【０００２】
（発明の背景）
ＤＮＡ鋳型上のプライマー伸長は、分子生物学における最も有用かつ強力な方法のいくつ
かに共通の工程である。これらの方法の１つであるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、
少量の原材料からマイクログラム量のＤＮＡを産生するための迅速、安価かつ簡単な手段
である。基本法に対して現在多くの変法が報告されており、ある範囲の学問分野に応用さ
れている。
【０００３】
医学においてＰＣＲは、遺伝病と癌の診断とスクリーニング、マイコバクテリウムとＨＩ
Ｖの迅速な検出、白血病における小さな後遺症の検出、およびＨＬＡ型判定に、大きな影
響を及す。ＰＣＲ法はまた、法医学的病理および進化生物学において有用であり、ヒトゲ
ノム計画において中心的役割を担い、そして分子生物学的プロセスでは日常的に使用され
ている（マクファーソン（McPherson）ら、１９９２）。
【０００４】
しかしＰＣＲ法の実際の使用は、しばしば困難や限界に直面する。元の２本鎖の原型ＤＮ
Ａをそして次に２本鎖ＤＮＡ産物を、増幅のサイクルごとに１本鎖鋳型に変換する必要性
は、通常９３～９５℃でのＤＮＡの熱変性により達成される。このＤＮＡ変性は、その核
酸塩基組成に大きく依存している。ＧＣ高含量であると、融点の上昇と伸長したモチーフ
の安定な２次構造のため、ＤＮＡ増幅と配列決定が非常に困難である。ＧＣ高含量の反復
モチーフを含む領域の増幅による共通した結果は、所望の産物に対応しない追加の増幅産
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物の存在である（バラダラジ（Varadaraj）とスキナー（Skinner）、１９９４）。さらに
、不完全な変性では、ＤＮＡ鎖が「スナップバック（snap back）」してしまい、これに
よって生成物の収率が低下する。変性工程が長時間および／または高温で行われると、酵
素活性の不必要な消失やｄＮＴＰの分解を招く。
【０００５】
ＰＣＲプロトコールにおいて普通に使用されるＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼは、典型的な
ＤＮＡ鎖の分離に必要な高温（９４～９５℃）への反復暴露によく耐え、このため、各サ
イクルにおいて酵素を加える必要がなくなるためＰＣＲ法が単純化される。しかしＴａｑ
ポリメラーゼは、非熱安定性である、プルーフリーディングするエキソヌクレアーゼ活性
を有する他のポリメラーゼ（例えば、クレノウおよびＴ７　ＤＮＡポリメラーゼ）に比較
して、ミスマッチのプライマー／鋳型を伸長すると考えられる。
【０００６】
プライマー伸長を利用する別の非常に有効な方法は、標的ヌクレオチド配列における核酸
の順序を決定するために使用される、サイクル配列決定法である。この方法は、標的ヌク
レオチド配列を配列決定しながら、プライマー伸長の反復サイクルを行う。
【０００７】
ＰＣＲ法に関して上述したものと同様の考察が、このサイクル配列決定法に適用される。
配列決定反応でも同様に、鋳型ＤＮＡの完全な変性は、反応が成功するためには決定的に
重要である。すなわち、反復モチーフ、ＧＣ高含量および硬質の２次構造を含むＤＮＡの
領域は、配列決定が困難である。さらに、ヌクレオチドの非常に長いストレッチ、または
少量存在する標的ヌクレオチド配列の配列決定は、問題が多い。２本鎖ＤＮＡの完全な変
性を達成し、かつＴａｑポリメラーゼまたは非熱安定性ポリメラーゼのいずれかを用いて
低温で配列決定反応を実行できることは、収率と正確さの両方の面から有利である。
【０００８】
ＰＣＲおよび配列決定反応の収率と特異性を改善するために、多くの緩衝化添加剤が利用
された。ＤＭＳＯ（ポンプ（Pomp）とメドラノ（Medrano）、１９９１；フィリッキン（F
ilichkin）とゲルヴィン（Gelvin）、１９９２）、グリセロール（チェン（Cheng）ら、
１９９４；米国特許第５，４３２，０６５号および５，５４５，５３９号）、ホルムアミ
ド（コミー（Comey）ら、１９９１）およびベタイン（ドイツ特許ＤＥ４４１１５９４Ｃ
１およびＤＥ４４１１５８８Ｃ１；ミテルカ（Mytelka）ら、１９９６）のようなある種
の共溶媒が、標準的ＰＣＲおよび／またはサイクル配列決定を促進することが証明された
。ＤＭＳＯは、鋳型ＤＮＡおよびオリゴヌクレオチドプライマーの融点（Ｔｍ）、および
／または特定の「変性」での生成物鎖の分離の程度に影響を与え、さらにＴａｑＤＮＡポ
リメラーゼの熱活性を改善することが示唆されている（ゲルファンド（Gelfand）とホワ
イト（White）、１９８９）。グリセロールは、（ｉ）９５～９７℃でのＴａｑポリメラ
ーゼの熱安定性を二倍にし、そして（ii）ＤＮＡ融点を有効に低下させる（グリセロール
濃度が１０％上昇するごとに２．５～３℃）ことにより、長い増幅に影響しうる（チェン
（Cheng）ら、１９９４）；しかし、これらの緩衝化添加剤の使用は限定されており、例
えば、２０～４０％の有効濃度でグリセロールを含む溶液は、粘性であり取り扱いが困難
であり（米国特許第５，４３２，０６５号）、１０％濃度のＤＭＳＯは、Ｔａｑ　ＤＮＡ
ポリメラーゼ活性を５３％阻害し、そしてＴ７　ＤＮＡポリメラーゼは、４０％ホルムア
ミド中で完全に不活化される。
【０００９】
エクトイン（ectoine）としても知られている化合物２－メチル－４－カルボキシ－３，
４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）］およびそのヒドロキシ誘導体の２
－メチル－４－カルボキシ－５－ヒドロキシ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン
［ＴＨＰ（Ａ）］は、数種のストレプトミセス属（Streptomyces）微生物における代謝物
として、本発明の発明者らの実験室において以前同定された（インバー（Inbar）とラピ
ドット（Lapidot）、１９８８ａ、１９８８ｂおよび１９９１；マリン（Malin）とラピド
ット（Lapidot）、１９９６）。エクトインはまた、種々の好塩菌および耐塩菌において
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も見い出された（ガリンスキ（Galinski）ら、１９８５）。ＴＨＰ（Ｂ）とＴＨＰ（Ａ）
は、ストレプトミセス種の数種の微生物および大腸菌（E. coli）細胞の浸透圧保護およ
び熱保護（thermoprotection）のような多くの有用な性質を有する（マリン（Malin）と
ラピドット（Lapidot）、１９９６）両性イオン性化合物である（インバー（Inbar）ら、
１９９３；図１）。ＴＨＰ（Ｂ）とＴＨＰ（Ａ）は、哺乳動物細胞にも動物にも毒性がな
い（ラピドット（Lapidot）ら、１９９５）。本出願人らのイスラエル特許第１００８１
０号、および対応する米国特許第５，７８９，４１４号およびヨーロッパ特許ＥＰ　０５
５３８８４号は、ＴＨＰ（Ａ）とＴＨＰ（Ｂ）が、非腫瘍組織におけるＤＮＡと相互作用
して、これらのＤＮＡをＤＮＡ結合薬物による損傷から保護しており、このためこれらの
ＴＨＰを、アドリアマイシンやアクチノマイシンＤのようなＤＮＡ結合薬物の毒性効果を
低下させるのに使用することができることを開示している。
【００１０】
プロリンは、塩分のストレスに対する応答として、植物、細菌、藻類および海洋無脊椎動
物に蓄積する、もう１つの浸透圧保護剤である。プロリンは、ＤＮＡを不安定化し、二重
らせんの安定性に及ぼす塩化ナトリウムおよびスペルミジンの作用を部分的に阻止し、そ
してＤＮＡの融点を濃度依存性に低下させることが証明された（ラジェンドラクマー（Ra
jendrakumar）ら、１９９７）。
【００１１】
上記参考文献のいずれも、ＰＣＲ反応混合物への、およびヌクレオチド配列決定のための
反応における添加剤としての、プロリン、ＴＨＰ（Ａ）またはＴＨＰ（Ｂ）またはこれら
の混合物の使用を記載または示唆していない。
【００１２】
（発明の要約）
本発明により、ＴＨＰ（Ｂ）は、２本鎖ＤＮＡの融点を低下させるのに有効であり、そし
てプロリン、ＴＨＰ（Ｂ）およびＴＨＰ（Ａ）は、高温でＤＮＡポリメラーゼの熱安定性
を増大させることができることが見い出され、このことは、これらが、プライマー伸長、
ＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）増幅およびＤＮＡ配列決定におけるような、２本鎖ＤＮ
Ａの融解および／またはポリメラーゼ介在性ＤＮＡ合成を伴う操作において有用でありう
ることを示している。
【００１３】
すなわち１つの側面において本発明は、循環プライマー伸長反応を実施するための方法で
あって、
（ｉ）ヌクレオチドの標的配列を含む鋳型ＤＮＡを、該標的配列の３’末端のヌクレオチ
ド配列に相補的な少なくとも１つのプライマーオリゴヌクレオチドと、該プライマーを該
標的配列上のその相補的ヌクレオチド配列にアニーリングさせる条件下で、該鋳型ＤＮＡ
および／または該プライマーの融点を低下させるためにプロリン、２－メチル－４－カル
ボキシ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）］およびこれらの混合
物から選択される浸透圧保護剤（osmoprotectant）の存在下で、接触させる工程；および
（ii）ヌクレオチドの該標的配列への該プライマーのポリメラーゼ介在性伸長を、該ポリ
メラーゼを安定化するためにプロリン、ＴＨＰ（Ｂ）、２－メチル－４－カルボキシ－５
－ヒドロキシ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ａ）］およびこれら
の混合物から選択される浸透圧保護剤の存在下で行い、
こうして鋳型ＤＮＡのヌクレオチドの該標的配列へのプライマーの高収率で特異的な伸長
を得る工程を含んでなる、上記方法を提供する。
【００１４】
工程（ｉ）および（ii）は、複数回（例えば、１０～９０回、好ましくは１５～３５回）
繰り返され、そして各工程（ｉ）の前に、該鋳型ＤＮＡをその鎖に分離し、かつ工程（ii
）のポリメラーゼ伸長プライマーをそのヌクレオチドの相補的標的配列から分離するのに
適切な温度で、ＤＮＡ熱変性が行われ、該温度は、工程（ii）において使用されるポリメ
ラーゼが安定な温度である。
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【００１５】
１つの実施態様において、本発明は、
工程（ｉ）において鋳型ＤＮＡの標的配列は、配列決定すべきヌクレオチドの配列であり
、工程（ii）におけるプライマーのポリメラーゼ介在性伸長は、標的ＤＮＡのヌクレオチ
ド配列の決定の前に、４つ全てのｄＮＴＰ：ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴ
Ｐの存在下で、かつ少量のｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰまたはｄｄＴＴＰのいず
れかの存在下で行われる、標的ＤＮＡのヌクレオチド配列を決定するための方法に関する
。このｄＧＴＰは、ＥＰ０２１２５３６に記載される７－デアザ－ｄＧＴＰに置換されて
もよい。
【００１６】
本実施態様では、標的ＤＮＡのヌクレオチド配列を決定するための方法は、
（ｉ）配列決定すべきヌクレオチドの標的配列を含む鋳型ＤＮＡを、該鋳型ＤＮＡをその
鎖に分離するのに適切な温度で、プロリン、２－メチル－４－カルボキシ－３，４，５，
６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）］およびこれらの混合物から選択される浸透
圧保護剤の存在下で加熱する工程；
（ii）工程（ｉ）の該変性鋳型ＤＮＡを、ヌクレオチドの該標的配列の３’末端のヌクレ
オチド配列に相補的なプライマーオリゴヌクレオチドと、該プライマーを標的配列上のそ
の相補的ヌクレオチド配列にアニーリングさせる条件下で、プロリン、２－メチル－４－
カルボキシ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）］およびこれらの
混合物から選択される浸透圧保護剤の存在下で、接触させる工程；
（iii）工程（ii）の該プライマーのポリメラーゼ介在性伸長を、４つのすべての天然の
ｄＮＴＰ：ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ（または７－デアザ－ｄＧＴＰ）およびｄＴＴ
Ｐの存在下で、少量のｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰまたはｄｄＴＴＰのいずれか
の存在下で、かつプロリン、ＴＨＰ（Ｂ）、２－メチル－４－カルボキシ－５－ヒドロキ
シ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ａ）］およびこれらの混合物か
ら選択される浸透圧保護剤の存在下で行う工程；
（iv）工程（ｉ）～（iii）を複数回繰り返す工程；および
（ｖ）標的ＤＮＡのヌクレオチド配列を決定する工程、
を含んでなる。
【００１７】
別の実施態様において、本発明は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によりヌクレオチド
の標的配列を増幅するための方法であって、工程（ｉ）において鋳型ＤＮＡの標的配列は
、増幅すべきヌクレオチドの配列であり、そして鋳型ＤＮＡは、ヌクレオチドの該標的配
列の３’末端のヌクレオチド配列およびその反対鎖に相補的な２つのオリゴヌクレオチド
プライマーと接触させ；工程（ii）において工程（ｉ）のアニーリングしたプライマーの
ポリメラーゼ介在性伸長が行われ；工程（ｉ）～（ii）は、複数回繰り返され、最後の工
程は工程（ii）であり、こうしてヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを作成する、上
記方法を提供する。
【００１８】
本実施態様では、本発明は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によりヌクレオチドの標的
配列を増幅するための方法であって、
（ｉ）増幅すべきヌクレオチドの標的配列を含む鋳型ＤＮＡを、該鋳型ＤＮＡをその鎖に
分離するのに適切な温度で、プロリン、２－メチル－４－カルボキシ－３，４，５，６－
テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）］およびこれらの混合物から選択される浸透圧保
護剤の存在下で加熱する工程；
（ii）工程（ｉ）の鋳型ＤＮＡを、ヌクレオチドの該標的配列の３’末端のヌクレオチド
配列およびその反対鎖に相補的な２つのオリゴヌクレオチドプライマーと、プロリン、２
－メチル－４－カルボキシ－３，４，５，６－テトラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ｂ）］
およびこれらの混合物から選択される浸透圧保護剤の存在下で、該オリゴヌクレオチドプ
ライマーをヌクレオチドの該標的配列およびその反対鎖上のその相補的配列にアニーリン
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グさせる条件下で、接触させる工程；
（iii）工程（ii）のアニーリングしたプライマーのポリメラーゼ介在性伸長を、プロリ
ン、ＴＨＰ（Ｂ）、２－メチル－４－カルボキシ－５－ヒドロキシ－３，４，５，６－テ
トラヒドロピリミジン［ＴＨＰ（Ａ）］およびこれらの混合物から選択される浸透圧保護
剤の存在下で行う工程；および
（iv）工程（ｉ）～（iii）を複数回繰り返し（最後の工程は工程（iii）である）、
こうしてヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを作成する工程、
を含んでなる、上記方法に関する。
【００１９】
本発明の方法は、ＧＣ高含量ＤＮＡを含む反応に特に有用であり、これによりＧＣ高含量
ＤＮＡ分子の増幅および配列決定における困難さが、縮小または排除される。本方法は、
工程（ii）または（iii）において熱安定性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔａｑポリメ
ラーゼのクレンタック（Klentaq）１ポリメラーゼとＰｆｕポリメラーゼ）、または非熱
安定性ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ４　ＤＮＡポリメラ
ーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片、逆転写酵素、Ｂｃａポリメラーゼ、Ｂｓｔ
ポリメラーゼおよびこれらのポリメラーゼの変異体）を含む反応にさらに有用である。
【００２０】
別の側面において、本発明は、プロリン、ＴＨＰ（Ｂ）、ＴＨＰ（Ａ）およびこれらの混
合物から選択される浸透圧保護剤の、ヌクレオチド配列を決定するための反応における添
加物、またはＰＣＲ反応混合物への添加物としての使用、並びに別々の容器に、（ａ）Ｄ
ＮＡ配列決定に必要な試薬またはポリメラーゼ連鎖反応に必要な試薬、および（ｂ）プロ
リン、ＴＨＰ（Ｂ）またはＴＨＰ（Ｂ）を含んでなるキットに関する。
【００２１】
さらなる側面において、本発明は、２本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）の融点を低下させるため
の方法であって、該ｄｓＤＮＡのインキュベーション混合物に有効量のＴＨＰ（Ｂ）を加
えることを含んでなる方法に関する。
【００２２】
さらなる側面において、本発明は、高温でＤＮＡポリメラーゼの安定性を増大させるため
の方法であって、該ポリメラーゼのインキュベーション混合物に、プロリン、ＴＨＰ（Ｂ
）、ＴＨＰ（Ａ）およびこれらの混合物から選択される有効量の浸透圧保護剤を加えるこ
とを含んでなる方法に関する。
（発明の詳細な説明）
本明細書において使用される「プライマー伸長」という用語は、鋳型ＤＮＡに含まれるヌ
クレオチド配列に相補的なオリゴヌクレオチドの長さを増大させるプロセスを意味する。
本プロセスは、オリゴヌクレオチドの３’末端に、相補的鋳型ＤＮＡ鎖の対応する位置に
存在するヌクレオチドにより指令される単一のヌクレオチドを反復して添加することから
なる。「循環プライマー伸長」という用語は、プライマー伸長が周期的加熱と交互に行わ
れ、それによって鋳型ＤＮＡ鎖からの伸長したプライマーの分離が起こる、反復サイクル
を伴う操作を意味する。
【００２３】
２本鎖ＤＮＡ（ｓｄＤＮＡ）の「融点（Ｔｍ）」という用語は、５０％のｄｓＤＮＡ試料
が、その２つの相補的ＤＮＡ鎖に分離される温度を意味する。
【００２４】
「増幅」という用語は、ヌクレオチドの特定配列の反復複製により、ヌクレオチドの該特
定配列の量が増加することを意味する。
【００２５】
「配列決定」という用語は、標的ヌクレオチド配列中でヌクレオチドが出現する順序を決
定する操作を意味する。
【００２６】
「標的ヌクレオチド配列」という用語は、複製、増幅または配列決定することが意図され
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るヌクレオチド配列を意味する。
【００２７】
「鋳型ＤＮＡ」という用語は、任意の起源またはヌクレオチド組成のＤＮＡ分子またはそ
の断片を意味し、これは上記と定義した標的ヌクレオチド配列を含む。
【００２８】
本発明により、ＴＨＰ（Ｂ）もしくはプロリンまたはこれらの混合物は、ｄｓＤＮＡの融
点を有意に低下させ、そして単独または組合せたプロリン、ＴＨＰ（Ｂ）またはＴＨＰ（
Ａ）は、高温でインキュベートされるＤＮＡポリメラーゼの安定性を増大させることがで
きる。
【００２９】
本発明に使用するためのＴＨＰ（Ｂ）とＴＨＰ（Ａ）は、例えば、ストレプトミセス（St
reptomyces）種のアクチノマイシンＤ産生微生物（例えば、エス・パルブルス（S. parvu
lus）、エス・クリスモマルス（S. chrismomalus）、またはエス・アンティビオティクス
（S. antibioticus））のような、天然の供給源から単離することができ、そしてＩＬ特
許第１００８１０号および対応するＵＳ５，７８９，４１４およびＥＰ０５５３８８４に
記載したように精製された形で分離することができる。単独のＴＨＰ（Ｂ）は、エクトチ
オロードスピラ（Ectothiorhodospipra）属の好塩菌や耐塩菌（例えば、イー・ハロクロ
リス（E. halochloris）、イー・ハロフィラ（E. halophila）およびこれらの変異体）か
ら、または高塩条件下で増殖させたハロモナス（Halomonadaceae）科の従属栄養性好塩性
真正細菌から単離および精製することができる。単独のＴＨＰ（Ａ）は、ストレプトミセ
ス（Streptomyces）種の土壌微生物（例えば、エス・クラブリゲルス（S. clavuligerus
）、エス・グリセウス（S. griseus）およびこれらの変異体）から、０．２５～０．５Ｍ
　ＮａＣｌのような低塩ストレス下で単離および精製することができる。ＴＨＰ（Ｂ）は
また、日本特許出願第６３－２５９８２７号に記載したように合成により生成することが
できる。
【００３０】
Ｌ－プロリンは、市販されているか、または合成により高度に精製された形で生成および
獲得することができる普通のアミノ酸である。
【００３１】
本発明により、ＴＨＰ（Ｂ）は、６～８量体という短さのオリゴヌクレオチドのＴｍ、お
よびゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡまたは組換えＤＮＡ分子のいずれかであるｄｓＤＮＡのＴｍ
を、０．５～４Ｍの範囲の濃度で濃度依存性に低下させることが見い出された。短いオリ
ゴヌクレオチド（６または８量体）の融点は、０．５Ｍおよび１．０Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の
存在下で３～６℃低下した。
【００３２】
Ｔｍ低下の程度は、特定のオリゴヌクレオチドまたはｄｓＤＮＡのＧＣ含量に依存し、Ｇ
Ｃ高含量ではより著しい。例えば、ＴＨＰ（Ｂ）の存在下での、ウシ胸腺ＤＮＡ（ＧＣ　
４２％）およびミクロコッカス・リソデイクチクス（Micrococcus lysodeikticus）ＤＮ
Ａ（ＧＣ含量７２％）のＴｍ低下は、クロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostrid
ium perfringens）ＤＮＡ（ＧＣ含量２６％）よりも有意に高かったが、一方合成オリゴ
ヌクレオチドのポリ（ｄＡ－ｄＴ）のＴｍでは、４Ｍという高い濃度のＴＨＰ（Ｂ）の存
在下で何ら変化はなかった。４．０Ｍ濃度のＴＨＰ（Ｂ）で、異なるＧＣ含量のＤＮＡは
、非常に狭い温度範囲（４０～４３℃）で融解するが、ＴＨＰ（Ｂ）が存在しないときは
融点は３９～７５℃の範囲である。ＴＨＰ（Ｂ）によるＤＮＡ分子のイソ安定化（isosta
bilization）は、ＡＴ高含量ＤＮＡに比べて大きなＧＣ高含量の不安定化の結果として説
明しうる。ＴＨＰ（Ｂ）は、ＤＮＡ融解へのＤＮＡ塩基対組成依存性を排除する。
【００３３】
ＤＮＡ融点を低下させることが知られている（ラジェンドラクマール（Rajendrakumar）
ら、１９９７）プロリンは、本発明により、クレノウポリメラーゼの酵素活性をほんのわ
ずかに低下させるのみであり、かつグリセロールよりも良好なクレノウポリメラーゼの安
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定化剤であること（５Ｍ　Ｌ－プロリン中６５℃ではこの酵素の半減期は２１分）が見い
出された。これらの知見は、比較的ＧＣ高含量のゲノムＤＮＡ鋳型のためのＰＣＲプロト
コールの、設計の成功を可能にした。ｄＧＴＰの代わりに７－デアザ－ｄＧＴＰを使用す
ると、変性温度の低下が予想されるため、本明細書に提示したプロトコール中のクレノウ
ポリメラーゼの量（１０～１５単位）は、さらに減少させることができる。本明細書の結
果は、クレノウポリメラーゼに安定性を与えるには３～５．５Ｍの範囲のプロリン濃度で
充分であることを明らかにしている。
【００３４】
プロリンは、本プロトコールにおいて単一の添加剤として、またはポリメラーゼが許容す
るグリセロール若しくは任意の他のＤＮＡ不安定化試薬（例えば、ＴＨＰ（Ｂ）またはＴ
ＨＰ（Ａ））と組合せて使用することができる。プロリン（５．０Ｍまで）は、種々のＤ
ＮＡの融点（Ｔｍ）を低下させ、そしてＤＮＡの部分的「イソ安定化」（ｄＴｍ／ｄＧＣ
ファクターの明白な線形低下により示される、ＧＣ対とＡＴ対の間のＴｍの差の低下）（
メルキオル（Melchior）ら、１９７３；リーズ（Rees）ら。１９９３）をもたらすが、高
濃度では、プロリンはＧＣ対とＡＴ対を対等に不安定化する。ベタン（betane）（リーズ
（Rees）ら、１９９３）やＴＨＰ（Ｂ）（ＡＴ対とＧＣ対の同等の安定性、ｄＴｍ／ｄＧ
Ｃ＝０）の場合のように、プロリンではＤＮＡの完全な「イソ安定化」は得られなかった
。試験した天然のＤＮＡのＴｍ値（５７～７８℃）は、６．２Ｍプロリンの存在下で２８
～３２℃の狭い範囲に低下した。高濃度のプロリンによるＤＮＡの部分的「イソ安定化」
は、２０～２５塩基対プライマーを使用するとき、ＰＣＲの特異性を低下させることがあ
る。
【００３５】
本明細書に記載のＰＣＲプロトコールで使用される３０～３５塩基対長のプライマーは、
高濃度のプロリンで低下したプライミングの特異性を改善し、増幅の良好な選択性を達成
するのに有効であることが見い出された。
【００３６】
標準的ＰＣＲおよびＤＮＡ配列決定の他に、プロリンを用いるプロトコールは、以下の方
法に対して興味深い：ａ）比較的少量の供給源ＤＮＡを利用する、隣接するヘキサマープ
ライマーおよび特異的プライマー形成のための１本鎖ＤＮＡ結合タンパク質（キーレクザ
ワ（Kieleczawa）ら、１９９２）と組合せたクレノウポリメラーゼの使用；ｂ）低い変性
温度サイクルは、ＤＮＡ配列決定またはＰＣＲのための熱安定性の低い標識の使用を可能
にするかも知れない。このアプローチは、ＰＣＲおよび他のＤＮＡ増幅法における他の熱
不安定なポリメラーゼのために有用であろう。例えば、ＧＣ高含量ＤＮＡおよび安定な２
次構造を有する領域を増幅することができるＴ７　ＤＮＡポリメラーゼおよびその修飾物
は、長いＣＧＧトリプレット反復配列の増幅のような、今日の実際的ＰＣＲおよびＤＮＡ
配列決定法では未解決のケースへの解決策を提供することができるであろう。循環ＰＣＲ
へのＴ４ポリメラーゼの導入は、高い忠実度を必要とするケース（例えば、検出すべき多
サイクルの増幅を必要とする、非常に低い頻度で存在する配列の増幅）には重要であろう
。
【００３７】
本発明により、プロリン、ＴＨＰ（Ｂ）およびＴＨＰ（Ａ）は、単独または組合せて、高
温でインキュベートされた熱安定性および非熱安定性ＤＮＡポリメラーゼの両方を安定化
することができること（安定化作用は、酵素が長時間、これらの最適活性の温度よりも高
温でインキュベートされるときに、より明白である）が、さらに見い出された。９５℃の
典型的なＤＮＡ変性温度下で３０～３５分インキュベーション後、熱安定性Ｔａｑポリメ
ラーゼは、わずか５０％の活性であり、そして９７℃で３０分のインキュベーション後は
、わずか１０％の活性であるが、これに比較して１Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下では４０％
、そしてＴＨＰ（Ａ）の存在下では５５％といっそう高い。さらに劇的な作用は、長いイ
ンキュベーション時間（６０分）で得られるが、ここで残存活性は、添加剤なしでは５％
未満であり、そしてＴＨＰ（Ａ）の存在下では５５％である（１０倍高い）。非熱安定性
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ポリメラーゼは、熱不活化にさらに感受性であり、例えば、クレノウＤＮＡポリメラーゼ
の半減期は、６５℃で約３０～５０秒であるのに、５Ｍプロリンの存在下では２５分と約
３０～５０倍長い。
【００３８】
好ましい実施態様において、任意の鋳型ＤＮＡの循環プライマー伸長は、０．５～３．５
Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下で、場合により０．５～３．０Ｍ　ＴＨＰ（Ａ）または１～５
Ｍプロリンと共に、６０～８０℃で熱安定性Ｔａｑポリメラーゼにより、あるいは１～３
Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下で、場合により０．５～３．０Ｍ　ＴＨＰ（Ａ）または１～５
Ｍプロリンと共に、３０～６５℃で非熱安定性ポリメラーゼにより行われる。
【００３９】
プロリンおよび／またはＴＨＰ（Ｂ）によりｄｓＤＮＡのＴｍを低下させることと、プロ
リン、ＴＨＰ（Ｂ）および／またはＴＨＰ（Ａ）によるＤＮＡポリメラーゼの安定化は、
ＤＮＡ配列決定やＰＣＲ法のような、ＤＮＡ融解とポリメラーゼ介在性ＤＮＡ合成の工程
を含んでなる循環プライマー伸長法にとって有益であり、これによって、低温でのｄｓＤ
ＮＡ変性、すなわちｄｓＤＮＡのその２つの相補鎖への分離の高収率と、ＤＮＡポリメラ
ーゼの高性能がもたらされる。
【００４０】
特定の循環プライマー伸長反応において使用される浸透圧保護剤の濃度は、具体的な鋳型
ＤＮＡ、プライマー、ＤＮＡポリメラーゼおよび利用される反応条件に依存する。平均的
ＧＣ含量のＤＮＡのＴｍを低下させるためには、低濃度のＴＨＰ（Ｂ）またはプロリン（
典型的には約０．５～１．５Ｍ）が好ましく、一方ＧＣ高含量のＤＮＡには、Ｔｍ（よっ
て利用される変性温度）をさらに低下させるために、高濃度（典型的には１～３Ｍ）が好
ましい。プライマー／鋳型ＤＮＡの顕著な解離を回避するために、ＤＮＡのＴｍを４０～
５５℃の範囲まで低下させるのに高濃度のＴＨＰ（Ｂ）（３～４Ｍ）およびプロリン（４
～５Ｍ）が使用されるとき、少なくとも３０ヌクレオチドのプライマーが使用される。こ
れらの修飾は、アニーリングと反応の収率を改善する。
【００４１】
ＤＮＡ配列中の微妙な変化の検出や、小さな突然変異により引き起こされるいくつかの遺
伝病や癌のＰＣＲの型判定や診断プロセスにおけるようなＤＮＡ増幅の正確さが決定的に
重要なケースでは、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼまたはクレノウのような非熱安定性ＤＮＡ
ポリメラーゼの使用は、これらのＤＮＡ複製における高い忠実度とプルーフリーディング
能力のために重要である。
【００４２】
低い温度でのプライマー伸長反応の実施もまた、化学ルミネセンス検出のような高感度測
定法によるヌクレオチドの相補的標的配列の検出におけるプローブとして使用するために
新たに合成したＤＮＡ鎖を標識するための、熱感受性蛍光性および他の不安定化合物の使
用を可能にする。
【００４３】
ＰＣＲで使用される反応条件は、鋳型ＤＮＡとプライマーの性質に応じて変化し、そして
最適ｐＨおよび塩とマグネシウムイオン濃度は、各特定の反応について通常経験的に決定
される。典型的なＰＣＲ法は、各ＰＣＲサイクルにおいて（ｉ）ＤＮＡ変性；（ii）プラ
イマーアニーリング；および（iii）プライマー伸長の３工程を達成するための適切な条
件を提供するための温度サイクルを伴う。
【００４４】
９４～９５℃で０．５～２分間の標準的変性インキュベーション工程（ｉ）は、平均的Ｇ
Ｃ含量のＤＮＡ鎖を、元のＤＮＡおよび新たに合成したＤＮＡから分離するのに通常充分
である。プライマーアニーリング工程（ii）は、プライマー－鋳型ＤＮＡ２本鎖の融点よ
りも通常約５℃低い温度で行われる。しかし目的産物の他に非特異的ＰＣＲ産物が得られ
るならば、アニーリング温度を上昇させるべきである。鋳型鎖に相補的な新しいＤＮＡ鎖
を合成するためその３’末端でアニーリングしたプライマーの伸長（工程（iii））は、
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熱安定性酵素のＴａｑポリメラーゼにより７０～７５℃で通常行われるが、この温度は、
酵素活性の最適温度範囲である（≒２～４Kb/分）。
【００４５】
特に最初の増幅サイクルでのＤＮＡ鋳型の完全な変性は、ＰＣＲ法において最も重要であ
り、そうでなければ、以後の反応工程の鋳型としての有用性が低下し、ＰＣＲ産物の収率
が低くなる。このことは、増幅したＤＮＡ２本鎖が、非常に高いＧＣ含量を有しているた
め鎖の分離が困難であるとき、または最初の反応混合物中に標的ヌクレオチド配列が少量
存在するときに特に当てはまる。すなわち、ＤＮＡ鋳型のＴｍを有意に低下させる溶質を
含むＰＣＲ緩衝液は、ＰＣＲ法において非常に重要である。ＰＣＲ法へのプロリン、ＴＨ
Ｐ（Ｂ）、ＴＨＰ（Ａ）またはこれらの混合物の添加は、３つのレベルで有益である：（
ｉ）増幅ＤＮＡ産物の収率の上昇；（ii）感度の上昇；および（iii）反応の特異性の上
昇。オリゴヌクレオチドプライマーと鋳型ＤＮＡのＴｍを低下させるプロリンとＴＨＰ（
Ｂ）の作用によって、反応の鋳型ＤＮＡ、プライマーおよび酵素のさらに効率的な使用が
できて、高収率のＰＣＲ増幅ＤＮＡ産物が得られる。さらに、添加剤の存在下でのＰＣＲ
測定法の感度の上昇によって、その非存在下では検出できない標的ＤＮＡ配列の検出が可
能になる。これは、非常に稀であるかまたは長い標的配列を増幅しようとする場合特に顕
著である。さらに添加剤はまた、非特異的産物を有意に減少させるかまたは排除すること
により、ＰＣＲ増幅の質を改善する。プロリン、ＴＨＰ（Ｂ）および／またはＴＨＰ（Ａ
）の存在下でのＰＣＲの正確さの改善によって、反応産物の質を損なうことなく、サイク
ルの数を増加させサイクルの時間を長くして、ＰＣＲプロトコールを実施することができ
る。
【００４６】
別の実施態様において、本発明は、ＤＮＡポリメラーゼと有効量のプロリン、ＴＨＰ（Ｂ
）および／またはＴＨＰ（Ａ）の存在下で、ＤＮＡ配列決定を可能にする条件下で、鋳型
ＤＮＡを、標的ＤＮＡ上の特異的配列と相同なプライマーに接触させることを含んでなる
サイクルＤＮＡ配列決定のための方法を提供する。
【００４７】
サンガー（Sanger）またはジデオキシ配列決定法として知られている一般に使用されるサ
イクルＤＮＡ配列決定プロトコールは、典型的には２本鎖鋳型ＤＮＡの単離、これの成分
１本鎖への分離、標的ＤＮＡ上のヌクレオチドの配列に相同な配列決定プライマーの添加
、および標的ＤＮＡへの該プライマーの循環プライマー伸長の実施を含む。循環プライマ
ー伸長は、４つの並行する反応において実施される（それぞれ、少量のジデオキシヌクレ
オチド三リン酸（ｄｄＡＴＰ、ｄｄＣＴＰ、ｄｄＧＴＰまたはｄｄＴＴＰのいずれか）を
、普通ＤＮＡ合成に必要とされるモル過剰の４つのデオキシヌクレオチド三リン酸（ｄＮ
ＴＰ）（すなわち、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰまたはｄＴＴＰ）と共に含む）。伸長
したＤＮＡ鎖の成長は、ｄｄＮＴＰ分子がここに組み込まれると停止し、こうして種々の
長さの一連の伸長産物を生成する。４つの伸長反応のこれらの伸長産物が、例えばポリア
クリルアミドゲル上で一緒に分離されるとき、１つのパターンが得られる。標識プライマ
ーまたは標識ｄｄＮＴＰ（典型的には放射活性または蛍光）を使用することにより、例え
ば、オートラジオグラフィー、蛍光検出機などによってこのパターンを監視することがで
き、そしてＤＮＡ配列を決定することができる。
【００４８】
サイクルＤＮＡ配列決定はまた、サイクルプライマー伸長を伴うため、配列決定の結果は
、ＰＣＲに関して上述したものと同様な基準により影響される。鋳型ＤＮＡとプライマー
の変性の程度、およびポリメラーゼの性能は、配列決定反応の感度と正確さに決定的に重
要である。サイクルＤＮＡ配列決定法を実施するための正確な反応条件および添加される
浸透圧保護剤の有効濃度は、鋳型ＤＮＡ、プライマー、配列決定すべき標的ＤＮＡ、およ
び特定の反応に使用されるＤＮＡポリメラーゼに応じて変化する。
【００４９】
プロリン、ＴＨＰ（Ｂ）および／またはＴＨＰ（Ａ）の存在下で行われる本発明のサイク
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ル配列決定は、有益かつ感度の高い手段である。この浸透圧保護性添加剤によって、より
長いストレッチのヌクレオチドの配列を単一反応において得ることができ、さらには例え
ば、法医学的病理および進化生物学において使用される血液または組織の限定された試料
中に存在する少量のＤＮＡを配列決定することができる。さらに、従来の反応混合物を使
用して配列決定することが非常に困難なある種のＧＣ高含量ＤＮＡ、または複雑であるか
または硬質の２次構造の他のＤＮＡを、こうしてうまく配列決定することができる。添加
剤の存在下では、プライマーアニーリングの特異性が増大し、かつ非特異的伸長産物がほ
ぼ排除されるため、稀な突然変異の検出が可能になる。これは、遺伝子ヌクレオチド配列
における小さな突然変異を特徴とする疾患の診断、またはハンチントン病のような、多く
のヒトの障害を示す高いＣＧＧ反復の同定において、特に重要である（ハン（Han）ら、
１９９４）。
【００５０】
本発明の、ＰＣＲによりＤＮＡ増幅を実施するため、またはＤＮＡサイクル配列決定のた
めのキットは、それぞれＰＣＲまたはＤＮＡ配列決定のために必要な試薬（例えば、適切
な緩衝液、ｄＮＴＰ、Ｔａｑまたは非熱安定性ポリメラーゼなど）と、別々の容器に、場
合によりＴＨＰ（Ａ）またはプロリンと共に、ＴＨＰ（Ｂ）を含む。
【００５１】
（例）
材料と方法
（ｉ）材料
例１～４のために、マリン（Malin）とラピドット（Lapidot）（１９９６）に従ってＴＨ
Ｐ（Ａ）およびＴＨＰ（Ｂ）を調製し、使用の前にその水溶液をケレックス（chelex）カ
ラムに通して２価カチオンを除去した。使用前にベタイン（シグマ（Sigma））を水に溶
解してケレックスカラムに通した。Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（組換え）およびＤＮＡ
ポリメラーゼＩのクレノウ断片（１０単位/μl）は、ＭＢＩファーメンタス（MBI Fermen
tas）から購入し、ウシ胸腺ＤＮＡ（ＤＮＡ融解例において使用される）および活性化ウ
シ胸腺ＤＮＡ（ポリメラーゼ活性測定法において使用される）、ミクロコッカス・リソデ
イクチクス（Micrococcus lysodeikticus）ＤＮＡ、クロストリジウム・パーフリンジェ
ンス（Clostridium perfringens）ＤＮＡおよびポリ（ｄＡ－ｄＴ）は、シグマ（Sigma）
から購入した。オリゴヌクレオチド［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2と［ｄ（ＧＣＴＴＡＡＧＣ
）］2および以下の２８量体プライマー１と２は、固相ホスホルアミド化合成により調製
した：
１．　5'> CGG GAT CCA TGG AAT ACG TAT ACG CTG C <3'
２．　5'> CGG AAT TCT TAG CCG AAG AGT TCG CCG A <3'

【００５２】
例５～９のために、Ｌ－プロリン９９＋％と９９．５＋％は、それぞれシグマ（Sigma）
とフルカ（Fluka）から購入し、グリセロールはＢＤＨから購入した。活性化ウシ胸腺Ｄ
ＮＡとウシ胸腺ＤＮＡは、シグマ（Sigma）から入手した。Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ
（組換え）およびＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウ断片（１０単位/μl）は、ＭＢＩファ
ーメンタス（MBI Fermentas）から購入し、クレンタック（Klentaq）１　ＤＮＡポリメラ
ーゼは、ＡＢペプチド（AB Peptides）から、そしてＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼ（クロ
ーン化）は、ストラタジーン（Stratagene）から購入した。ハロバクテリウム・マリスモ
ルツイ（Halobacterium marismortui）ゲノムＤＮＡ鋳型は、シュラミス・ヴァインシュ
タイン博士（Dr. Shulamith Weinstein）（生物結晶化のキメルマン実験室（Kimmelman L
aboratory of Biocrystallization）、ヴァイツマン科学研究所（Weizmann Institute of
 Science））から寄贈された。
【００５３】
２対のプライマーを例７～９において使用した：それぞれ２２個の相補的ヌクレオチドを
持ち、末端制限部位を持つ、２つの２８量体プライマー３と４（プライマー３はＢａｍＨ
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Ｉ制限部位を含み、プライマー４はＥｃｏＲＩ制限部位を含む）、および全３０個の相補
的ヌクレオチドを持つ２つの３０量体プライマー５と６：
３．　5'> CGG GAT CCA TGG AAT ACG TAT ACG CTG C <3'
４．　5'> CGG AAT TCT TAG CCG AAG AGT TCG CCG A <3'
５．　5'> ATG GAA TAC GTA TAC GCT GCA CTC ATC CTG <3'
６．　5'> TTA GCC GAA GAG TTC GCC GAG GCC CTC ACC <3'

【００５４】
例１～９のための全てのオリゴヌクレオチドとプライマーは、ヴァイツマン科学研究所（
Weizmann Institute of Science）（レホヴォト、イスラエル）の化学サービスユニット
（Chemical Service Unit）により調製され、これらの溶液濃度は、ＵＶ吸光度により２
６０nmで測定した。
【００５５】
（ii）ＤＮＡ融解実験
ＤＮＡ融解試験は、５．０mM　Ｋ2ＨＰＯ4と０．１mM　Ｎａ2ＥＤＴＡを含むｐＨ７．５
の緩衝液（１ml）中で行った。この緩衝液とＴＨＰ（Ｂ）またはプロリン溶液は、ＤＮＡ
の添加の前に、０．２２μmミリポア（Millipore）膜フィルターで濾過し、次に室温でヘ
リウムにより脱気した。ＤＮＡ試料は、ＯＤ260≒０．２に調整して、すでに報告された
（リーズ（Rees）ら、１９９３）ように使用前に３７℃で一晩インキュベートした。ＴＨ
Ｐ（Ｂ）またはプロリンを含む上記緩衝液および含まない緩衝液中のＤＮＡは、１cm光路
の、テフロン栓をした石英セル中で測定し、最初の測定温度で５分間インキュベートした
。２６０nmの吸光度の上昇は、温度プログラマーとコントローラーに取り付けたヒューレ
ットパッカード（Hewlett Packard）９４５０Ａダイオードアレイ分光光度計で監視した
。試料セルと参照セルの両方とも一緒に０．５℃/分の速度で加熱して、０．５℃上昇ご
とに正味の吸光度を記録した。Ｔｍは、温度に対する吸光度のプロフィールの中点から線
図によって求めた。
【００５６】
（iii）化学シフト変化のＮＭＲ測定
ブルーカー（Bruker）ＡＭＸ　４００　ＮＭＲ　ＭＨｚ分光計で４００．１３MHzで1Ｈ　
ＮＭＲ測定を行った（アスペクト（Aspect）３００コントロールが装備されている）。1

Ｈ　ＮＭＲ測定のために、１．０mM　ＤＮＡオリゴヌクレオチドを、５０mM　ＮａＣｌと
０．１mM　ＥＤＴＡを含む、０．５mlのＤ2Ｏ中のリン酸緩衝液（ｐＨ７．２）（［ｄ（
ＡＴＧＣＡＴ）］2では２０mM、そして［ｄ（ＧＣＴＴＡＡＧＣ）］2では４０mM）に溶解
した。この溶液を凍結乾燥し、次に０．５ml　Ｄ2Ｏ（９９．９６％）に再溶解して、６
５℃に加熱し、ゆっくり５℃に冷却し、次いで室温でアルゴンにより脱気した。
【００５７】
（iv）クレノウＤＮＡポリメラーゼ活性測定
本測定は、３７℃で、６７mMトリス－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、１．０mM　β－メルカプト
エタノール、５．２nM［α－32Ｐ］ｄＡＴＰ、６．４μM　ｄＡＴＰと３２０μMのそれぞ
れｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ、０．６mM活性化ウシ胸腺ＤＮＡ、およびＴＨＰでは６
．７mM　ＭｇＣｌ2またはプロリンでは６．７、１０．０および１５mM　ＭｇＣｌ2を含む
、１５μlの反応混合物中で行った。クレノウ断片（０．１単位）は、３７℃に予熱した
反応混合物と共にマイクロチューブに加え、そして３７℃で７．５分のインキュベーショ
ン後（別の実験（示していない）で求められた線形速度論の範囲内の時点）、反応マイク
ロチューブを氷上に静置し、１２μlの５０mM　ＥＤＴＡを添加して反応を停止させ、次
にクロマトグラフィー紙（ワットマン（Whatman）３番）のストリップに適用した。スト
リップは冷ＴＣＡ　１０％により３回洗浄し、乾燥して放射活性を計測した。
【００５８】
（ｖ）高温でのＴＨＰ（Ａ）またはＴＨＰ（Ｂ）とのインキュベーション後のＴａｑポリ
メラーゼの残存活性の測定
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Ｔａｑポリメラーゼ（０．５単位）を、１０mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ８．８）、
２．５ngハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）ゲノムＤＮ
Ａ鋳型、各２mMのｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰ）、各０．１
２nMの上記セクション（ｉ）に記載した２つの２８量体オリゴヌクレオチド１と２、５０
mM　ＫＣｌ、０．０８％ノニデット（Nonidet）Ｐ４０、および１．０mM　ＭｇＣｌ2を含
む、５０μl緩衝液に加えた。ＴＨＰ（Ｂ）、ＴＨＰ（Ａ）またはグリセロールは、３Ｍ
原液から加えた（２５℃でｐＨ８．８）。反応混合物をパラフィン油で覆い、９５℃また
は９７℃でインキュベートした。異なる時点でポリメラーゼ活性測定のために、アリコー
ト（７．５μl）をとった。
【００５９】
（vi）プロリンと６５℃でインキュベーション後のクレノウＤＮＡの残存活性の測定
クレノウＤＮＡポリメラーゼ（０．５単位）を、６７mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ７
．４）、２．５ngハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）ゲ
ノムＤＮＡ鋳型、各４μMのｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰ）
、各０．１２nMの上記セクション（ｉ）に記載した２つの２８量体オリゴヌクレオチド３
と４、６．７mM　ＭｇＣｌ2を含む５０μl緩衝液中で６５℃で、５．０Ｍグリセロールま
たはプロリンの非存在下または存在下のいずれかでインキュベートした。トリス－ＨＣｌ
緩衝液、鋳型ＤＮＡ、ｄＮＴＰ、プライマーおよびＭｇＣｌ2をＰＣＲマイクロチューブ
に加え、スピード真空により蒸発乾固して、それぞれの容量の水、プロリン（５．５Ｍ原
液から）またはグリセロール（５．５Ｍ原液から）を加えた。マイクロチューブをボルテ
ックス混合して、クレノウ酵素を試料に加えた。図１１に記載の異なる時点でポリメラー
ゼ活性測定のために、アリコート（５μl）をとった。クレノウＤＮＡポリメラーゼ活性
測定は、上記セクション（iv）に記載されるように６．７mM濃度のＭｇＣｌ2で実施した
。各アリコート（５μl）に、他の全ての成分を含む２０μlの原液を加えて、２５μlの
総容量およびアリコートの５倍希釈とした。すなわち、ポリメラーゼ測定法におけるプロ
リンおよびグリセロール濃度は、別の実験でクレノウポリメラーゼ活性について刺激性で
あることが証明されている（データは示していない）１．０Ｍであった。
【００６０】
（vii）ＴＨＰ（Ｂ）を用いるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法
ＰＣＲは、３ng鋳型ＤＮＡ、各０．１２nMの上記セクション（ｉ）に記載した２８量体オ
リゴヌクレオチドプライマー１と２、０．５単位Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、各２００
μMのｄＮＴＰを、１０mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ８．８）、５０mM　ＫＣｌ、０
．０８％ノニデット（Nonidet）Ｐ４０を含むＰＣＲ緩衝液中に含む２５μlの反応混合物
中で行った。ＴＨＰ（Ｂ）の非存在下および存在下で、それぞれ１．０mMおよび１．７５
mMのＭｇＣｌ2濃度を使用して、３Ｍ原液から加えた（２５℃でｐＨ８．８）。反応混合
物をパラフィン油で覆い、それぞれの変性温度で３分間予熱し（９４℃で３分間予熱した
、Ｔｄ　９５℃で行われた反応の混合物を除く）、次に以下のとおり３５回の熱サイクル
に供した：（ｉ）各実験に記載の８９～９５℃で３０秒間インキュベーション（変性工程
）；（ii）５５℃で３０秒間インキュベーション（アニーリング工程）；および（iii）
７２℃で６０秒間インキュベーション（プライマー伸長）。
【００６１】
（viii）クレノウＤＮＡポリメラーゼを使用するプロリンの存在下のＰＣＲ
ＰＣＲは、１００ngハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）
ゲノムＤＮＡ鋳型、各０．１２nMの上記セクション（ｉ）に記載した３０量体オリゴヌク
レオチドプライマー５と６、１０または１５単位のクレノウＤＮＡポリメラーゼ、各０．
９mMのｄＮＴＰを、１０mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ７．４）および１５mM　Ｍｇ（
ＯＡｃ）2を含むＰＣＲ緩衝液中に含む２５μlの反応混合物中で行った。トリス－ＨＣｌ
緩衝液、鋳型ＤＮＡ、ｄＮＴＰ、プライマーおよびＭｇ（ＯＡｃ）2をＰＣＲマイクロチ
ューブに加え、スピード真空により蒸発乾固して、２２μlのプロリン－グリセロール溶
液（グリセロールの１２．５％ｗ／ｖ水溶液中に５．５ＭのＬ－プロリン）に溶解した。
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反応混合物を７５℃で３分間予熱し、次に以下のとおり３５回の熱サイクルに供した：（
ｉ）７０℃で２０秒間インキュベーション（変性工程）；（ii）３７℃で４分間インキュ
ベーション（プライマーアニーリングおよびプライマー伸長工程）。５０％ｗ／ｖグリセ
ロールを含む、３μl容量まで希釈したクレノウＤＮＡポリメラーゼ（１０または１５単
位）は、３７℃での最初のプライマーアニーリング工程中に加えた。
【００６２】
（ix）Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを使用するプロリンの存在下のＰＣＲ
ＰＣＲは、３ngのハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）ゲ
ノムＤＮＡ鋳型、各０．１２nMの上記セクション（ｉ）に記載した２８量体オリゴヌクレ
オチドプライマー３と４、０．５単位のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、各２００μMのｄ
ＮＴＰを、１０mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ８．８）、５０mM　ＫＣｌ、０．０８％
ノニデット（Nonidet）Ｐ４０を含むＰＣＲ緩衝液中に含む２５μlの反応混合物中で行っ
た。１．０Ｍ　Ｌ－プロリンの非存在下および存在下で、それぞれ１．０mMおよび１．８
mMのＭｇＣｌ2濃度を使用した。Ｌ－プロリンは、２５℃でｐＨ８．８に調整した５．５
Ｍ原液から加えた。反応混合物は、それぞれの変性温度で３分間予熱し（９４℃で３分間
予熱した、Ｔｄ　９５℃で行われた反応を除く）、次に以下のとおり３５回の熱サイクル
に供した：（ｉ）各実験に記載の９１～９５℃で３０秒間インキュベーション（変性工程
）；（ii）５５℃で９０秒間インキュベーション（プライマーアニーリング工程）；およ
び（iii）７２℃で６０秒間インキュベーション（プライマー伸長）。
【００６３】
（ｘ）クレンタック（Klentaq）１とＰｆｕ（またはＶｅｎｔ）ＤＮＡポリメラーゼの混
合物を使用するプロリンの存在下のＰＣＲ
ＰＣＲは、２５０ngのハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui
）ゲノムＤＮＡ鋳型、各０．１２nMの上記セクション（ｉ）に記載した３０量体オリゴヌ
クレオチドプライマー５と６、報告されている（バーンズ（Barnes）、１９９４）ように
調製した０．３μlのクレンタック（Klentaq）１とＰｆｕ（またはＶｅｎｔ）酵素混合物
、各２００μMのｄＮＴＰを、１０mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ８．３）および５０m
M　ＫＣｌを含むＰＣＲ緩衝液中に含む２５μlの反応混合物中で行った。４．０Ｍ　Ｌ－
プロリンの非存在下および存在下で、それぞれ１．０mMおよび１４．５mMのＭｇ（ＯＡｃ
）2濃度を使用した。Ｌ－プロリンは、２５℃でｐＨ８．３に調整した５．５Ｍ原液から
加えた。反応混合物は、それぞれの変性温度で１分間予熱し（９４℃で１分間予熱した、
Ｔｄ　９５℃で行われた反応を除く）、次に以下のとおり３５回の熱サイクルに供した：
（ｉ）各実験に記載の７２～９５℃で３０秒間インキュベーション（変性工程）；（ii）
各実験に記載の３７～５５℃で９０秒間インキュベーション（プライマーアニーリング工
程）；および（iii）各実験に記載の６３～６９℃で７分間インキュベーション（プライ
マー伸長）。
【００６４】
例１：ＴＨＰ（Ｂ）の存在下のＤＮＡ融解
ウシ胸腺ＤＮＡ（ＧＣ４２％）の融解プロフィールに及ぼすＴＨＰ（Ｂ）の異なる濃度の
作用を試験した。融解実験は、材料と方法、セクション（ii）に記載したように、０．８
Ｍ、２Ｍ、３Ｍおよび４Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の非存在下または存在下で行った。
【００６５】
図２に示すように、ＴＨＰ（Ｂ）の添加は、ＤＮＡ融解温度を有意に低下させ、その転移
プロフィールを鋭くした。水溶液中のＤＮＡ融解温度の６２℃は、３または４Ｍ　ＴＨＰ
（Ｂ）の存在下では４１℃まで低下した。
【００６６】
ＤＮＡ融解温度に及ぼすＴＨＰ（Ｂ）の効果は、ミクロコッカス・リソデイクチクス（Mi
crococcus lysodeikticus）およびクロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostridium
 perfringens）ＤＮＡ（それぞれＧＣ　７２％および２６％）、および合成ポリ（ｄＡ－
ｄＴ）のような、異なる塩基組成の他のＤＮＡでも検討した。図３に示すように、種々の
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ＤＮＡの融点（Ｔｍ）は、インキュベーション混合物中のＴＨＰ（Ｂ）濃度が上昇するに
つれて低下した。この効果は、ＧＣ高含量ＤＮＡについて著しい。オリゴヌクレオチドの
ポリ（ｄＡ－ｄＴ）は、１～４Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下で融点に何ら変化を示さなかっ
たが、３～４Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）は、ＤＮＡの熱融解の塩基対組成依存性を排除した。図３
に示すように、４Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下で、広範なＧＣ含量の全てのＤＮＡは、非常
に狭い温度範囲（４０～４３℃）で融解し、一方ＴＨＰ（Ｂ）が存在しないとき、融点は
３９～７５℃の範囲であった。ＴＨＰ（Ｂ）によるこのイソ安定化効果は、ＡＴ高含量Ｄ
ＮＡよりもＧＣ高含量ＤＮＡを大きく不安定化する結果として説明することができよう。
【００６７】
例２：ＴＨＰ（Ｂ）の存在下の短いオリゴヌクレオチド融解
短いオリゴヌクレオチド［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2（図４Ａ）および［ｄ（ＧＣＴＴＡＧ
Ｃ）］2（図４Ｂ）の熱転移を、０．５Ｍ（白丸）および１．０Ｍ（黒四角）ＴＨＰ（Ｂ
）の存在下および非存在下（白四角）で試験した。［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2のＣ４Ｈ５
プロトンおよび［ｄ（ＧＣＴＴＡＧＣ）］2のＧ１Ｈ８プロトンのＮＭＲ化学シフト変化
を、材料と方法、セクション（iii）に記載したように温度上昇の関数として測定した。
これらの実験の結果は、図４Ａ～Ｂに図示し、表１に要約する。
【００６８】
【表１】

【００６９】
表１に示すように、［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2および［ｄ（ＧＣＴＴＡＧＣ）］2の融点は
、０．５Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下でそれぞれ２℃および３℃低下し、１．０Ｍ　ＴＨＰ
（Ｂ）の存在下でそれぞれ３．５℃および６℃低下した。データを、ベタインの存在下の
［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2の融点と比較した。ベタインによるＴｍの低下は、１．０Ｍ濃
度でわずか≒２℃であり、ＴＨＰ（Ｂ）により引き起こされるものと同じＴｍの低下を起
こすには２倍高濃度のベタインを要する。
【００７０】
例３：高温でＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ安定性に及ぼすＴＨＰ（Ｂ）およびＴＨＰ（Ａ
）の効果
異なる時間高温でインキュベートしたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの残存活性に及ぼすＴ
ＨＰ（Ｂ）およびＴＨＰ（Ａ）の効果を試験した。
【００７１】
９５℃で９０分間のインキュベーション後、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼはわずか３０％
の活性であった。この酵素は、ＴＨＰ（Ｂ）またはＴＨＰ（Ａ）のいずれかの添加により
顕著に安定化された。０．５Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）または０．５Ｍ　ＴＨＰ（Ａ）の存在下で
９５℃でインキュベーション後、Ｔａｑポリメラーゼの半減期は、添加剤の存在しないと
きに観察された３０～４０分間の半減期（示していない）に比較して、それぞれ７０分間
と６０～９０分間であった。Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを、ＴＨＰ（Ａ）とＴＨＰ（Ｂ
）との組合せの存在下で９５℃でインキュベートすると、同等な保護効果が得られた（結
果は示していない）。すなわち、反応混合物中に存在するＴＨＰ（Ｂ）および／またはＴ
ＨＰ（Ａ）は、酵素活性の消失を増大させることなく、ＰＣＲサイクルを倍増することが
できる。
【００７２】
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図５では、１Ｍグリセロール（白ひし形）に比較した、１Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）（黒四角）、
１Ｍ　ＴＨＰ（Ａ）（白四角）の存在下または非存在下（黒丸）の９７℃でのＴａｑポリ
メラーゼの熱不活化を測定する、同様な実験の結果が示される。高温の９７℃での酵素の
熱不活化は、予想されるように、９５℃での不活化よりも迅速であった；添加剤なしでは
９７℃での６０分間のインキュベーション後、酵素活性のほぼ完全な消失（＞９５％）が
観察された。しかしＴＨＰ（Ｂ）およびＴＨＰ（Ａ）による保護効果も、より劇的であっ
た；１Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）またはＴＨＰ（Ａ）の存在下で、９７℃で３０分間のインキュベ
ーション後の残存Ｔａｑポリメラーゼ活性は、それぞれ４０％と５０％であったのに比較
して、添加剤の存在しないときには１０％の残存活性であった。９７℃で６０分間のイン
キュベーションの結果として、添加剤が存在しないときには残存Ｔａｑポリメラーゼ活性
は５％であったが、１Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）またはＴＨＰ（Ａ）の存在下では、残存活性はそ
れぞれ２０％と４５％であった。図５に示す結果は、ＴＨＰ（Ａ）が、Ｔａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼを安定化するのに、ＴＨＰ（Ｂ）またはグリセロールよりも有効であることを
示している。
【００７３】
例４：ＴＨＰ（Ｂ）の存在下のＰＣＲ
ＤＮＡ融点と、高温でのＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの活性と安定性に及ぼす、ＴＨＰ（
Ｂ）の複合効果をＰＣＲ条件下で追跡した。
【００７４】
材料と方法、セクション（vii）に記載したように、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼにより
、鋳型としてハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）の全ゲ
ノムＤＮＡ（ＧＣ６６．５％）とセクション（ｉ）に記載した２８量体プライマー１と２
を使用して、ＰＣＲ反応を行った。
【００７５】
図６では、それぞれ０．５Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の非存在下および存在下で、９５℃および９
２℃で行われたＰＣＲにより産生された増幅ＤＮＡ配列が図示されており、ＴＨＰ（Ｂ）
の存在により、ＤＮＡ増幅の収率と特異性が改善されたことを示している。９２℃で、増
幅配列は、ＴＨＰ（Ｂ）の存在下でのみ産生され、存在しないときには産生されなかった
。
【００７６】
ＰＣＲ緩衝液混合物中の１．０Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の効果は、図７Ａ～Ｃに示す。「対照」
測定は、Ｔｄ　９５℃で１．０　ＴＨＰ（Ｂ）の非存在下および存在下で、２つの濃度の
Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（２５μlのＰＣＲ反応混合物中０．５および０．７５単位
）により行った。１．０Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在は、Ｔｄ　９５℃でのＰＣＲ特異的増幅
を改善した（図７Ａ）。しかし最も顕著な結果は、１．０Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下でＤ
ＮＡの変性温度が９５℃から９０℃に低下した（図７Ｂ）ときに得られた（２５μl反応
混合物中の０．５または０．７５単位のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼのいずれかによる）
。これらの条件下では、ＴＨＰ（Ｂ）の存在下でのみ特異的な増幅配列が生成され、この
添加剤が存在しないときには増幅ＤＮＡの痕跡を検出することはできなかった。
【００７７】
２５μl反応混合物中に０．５単位のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの存在下でＴｄがさら
に８９℃まで低下したとき、増幅ＤＮＡ配列は、１．０Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下でも著
しく低かったが、ＴＨＰ（Ｂ）が存在しないときには増幅ＤＮＡの痕跡を検出しなかった
（図７Ｃ）。
【００７８】
例５：プロリンの存在下のＤＮＡ融解
ウシ胸腺ＤＮＡ（ＧＣ４２％）の融解プロフィールに及ぼす異なる濃度のプロリンの効果
を試験した。材料と方法、セクション（ii）に記載したように、２Ｍ、３．５Ｍ、５Ｍお
よび６．２Ｍプロリンの非存在下または存在下で融解実験を行った。
【００７９】
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図８Ａに示すように、プロリンの添加は、ＤＮＡ融点を有意に低下させ、その転移プロフ
ィールを鋭くした。水溶液中のＤＮＡ融点の６２℃は、６．２Ｍプロリンの存在下で２７
℃まで低下した。
【００８０】
ＤＮＡ融点に及ぼすプロリンの効果を、ミクロコッカス・リソデイクチクス（Micrococcu
s lysodeikticus）およびクロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostridium perfrin
gens）ＤＮＡ（それぞれＧＣ７２％および２６％）、ウシ胸腺ＤＮＡ（ＧＣ４２％）およ
び合成のポリ（ｄＡ－ｄＴ）のような、異なる塩基組成の異なるＤＮＡについて検討した
。図８Ｂに示すように、種々のＤＮＡの融点（Ｔｍ）は、インキュベーション混合物中に
６．２Ｍプロリン濃度の存在下で低下した。７２％のＧＣ含量のＤＮＡ融解の範囲は、４
２％および２６％のＧＣ含量のものよりも約５℃高いが、ポリ（ｄＡ－ｄＴ）は約１５℃
低く融解する。
【００８１】
４つのＤＮＡに及ぼす図９Ａに記載のプロリンの濃度上昇の効果は、この効果がＧＣ高含
量ＤＮＡについて顕著であったことを明らかにしている。オリゴヌクレオチドのポリ（ｄ
Ａ－ｄＴ）は、１～５Ｍプロリンの存在下で融点に何ら変化を示さなかったが、５～６．
２Ｍプロリンの範囲で小さな効果があった。６．２Ｍのプロリンは、ＤＮＡ熱融解の塩基
対組成依存性をほぼ排除した。図９Ａに示すように、６．２Ｍプロリンの存在下で、広範
なＧＣ含量の全てのＤＮＡは、非常に狭い温度範囲（２５～３２℃）で融解し、一方プロ
リンが存在しないときには、融点は３８～７８℃の範囲であった。
【００８２】
図９Ｂは、プロリン濃度の関数としてｄＴｍ／ｄＧＣの変化を示す。５Ｍまでのプロリン
濃度で線形相関を示す。
【００８３】
例６：プロリンの存在下のクレノウポリメラーゼ活性
クレノウＤＮＡポリメラーゼ活性に及ぼす５．０Ｍ　Ｌ－プロリンの効果を試験するため
に、異なる濃度のＭｇＣｌ2：６．７mM、１０．０mMおよび１５．０mM　ＭｇＣｌ2の存在
下で、材料と方法、セクション（iv）に記載したように実験を行った。
【００８４】
図１０に示すように、Ｌ－プロリンは、クレノウＤＮＡポリメラーゼ活性をほんのわずか
に低下させた。この酵素の活性は、特に１０．０（斜線の棒、中央）および１５．０mM　
ＭｇＣｌ2（斜線の棒、右）で充分に高いまま維持された。
【００８５】
例７：６５℃のクレノウＤＮＡポリメラーゼの安定性に及ぼす５．０Ｍプロリンの効果
５．０Ｍプロリン、５．０Ｍグリセロールの存在下、または添加剤なしで６５℃でインキ
ュベートしたクレノウＤＮＡポリメラーゼの活性を、材料と方法、セクション（vi）に記
載したように測定した。図１１に示すように、６５℃のクレノウＤＮＡポリメラーゼは、
添加剤なし（黒丸）では１分未満、５．０Ｍグリセロールの存在下（黒三角）では３分間
、そして５．０Ｍプロリンの存在下（白ひし形）では２１分間の半減期である。
【００８６】
例８：クレノウＤＮＡポリメラーゼを使用するプロリンの存在下のＰＣＲ
高温でのクレノウＤＮＡポリメラーゼ安定性、およびＤＮＡ変性温度工程に及ぼすプロリ
ンの複合効果によって、この酵素の循環ＰＣＲ条件の成功する設計が可能になった。材料
と方法、セクション（viii）に記載したように、クレノウＤＮＡポリメラーゼによりＰＣ
Ｒを実施した。
【００８７】
ハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）ゲノムＤＮＡ（２５
４６～２８４３位）の３４９塩基対断片（ＧＣ　６６．５％）のＰＣＲ増幅を、１００ng
のＤＮＡ鋳型、各０．１２nMの上記セクション（ｉ）に記載した３０量体オリゴヌクレオ
チドプライマー５と６、各０．９mMのｄＮＴＰ、１０mMトリス－ＨＣｌ（２５℃でｐＨ７



(19) JP 4393700 B2 2010.1.6

10

20

30

40

．４）および１５mMの酢酸マグネシウムを含む２５μlの反応混合物中で行った。トリス
－ＨＣｌ緩衝液、鋳型ＤＮＡ、ｄＮＴＰ、プライマーおよび酢酸マグネシウムは、原液か
らＰＣＲマイクロチューブに加え、スピード真空により蒸発乾固し、５．５ＭのＬ－プロ
リンをグリセロールの１２．５％ｗ／ｖ水溶液中に含む２２μlのプロリン－グリセロー
ル溶液に溶解した。クレノウポリメラーゼ（１０単位/μl、保存緩衝液は、５０％ｗ／ｖ
グリセロールを含む）、およびＰＣＲ混合物中の一定のグリセロール濃度を維持するため
に、グリセロール水溶液（５０％ｗ／ｖグリセロール）のアリコートを、最初のプライマ
ーアニーリング工程中に加えた。
【００８８】
図１２に示すように、レーン１および２には、１．０μlのクレノウポリメラーゼ（１０
単位）と２．０μlのグリセロール溶液を加え、そしてレーン３および４には、１．５μl
のクレノウポリメラーゼ（１５単位）と１．５μlのグリセロールを加えた。全てのＰＣ
Ｒ混合物中のＬ－プロリンの最終濃度は、４．８５Ｍであり、そしてグリセロールは１７
％ｗ／ｖであった。全てのＰＣＲ反応は、ノーマルブロック（ランプ速度は１℃/秒）を
装備したＭＪリサーチＰＴＣ－１００装置で行った。反応混合物を７５℃で３分間予熱し
、次に以下のとおり３５回の熱サイクルに供した：ａ）７０℃で２０秒間インキュベーシ
ョン；ｂ）３７℃で４分間インキュベーション。反応産物は、２％アガロースゲルで試験
して、臭化エチジウムにより染色した。
【００８９】
図１２に示す結果は、３～５．５Ｍの範囲のプロリン濃度は、クレノウＤＮＡポリメラー
ゼに安定性を与えるのに、そしてうまくＰＣＲプロトコールを行うために、充分であるこ
とを明らかにした。
【００９０】
例９：Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを使用するプロリンの存在下のＰＣＲ
図１３は、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを使用する、材料と方法、セクション（ix）に記
載したように、１．０Ｍプロリンの非存在下および存在下で行ったＰＣＲを示す。反応混
合物への１．０Ｍプロリンの添加は、変性温度９５℃でのＰＣＲ処理能力を害することは
なく、低下した変性温度、すなわち９１℃でのＰＣＲを成功させた。
【００９１】
例１０：クレンタック（Klentaq）１とＰｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼとの混合物を使用す
るプロリンの存在下のＰＣＲ
ＰＣＲは、材料と方法、セクション（ｘ）に記載したように、クレンタック（Klentaq）
１とｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼとの混合物を使用して、４．０Ｍプロリンの存在下で行
った。反応混合物をそれぞれの変性温度（７７℃と７５℃）で１分間予熱し、次に以下の
とおり３５回の熱サイクルに供した：（ｉ）７７℃または７５℃で３０秒間インキュベー
ション（変性工程）；（ii）４４℃で９０秒間インキュベーション（プライマーアニーリ
ング工程）；および（iii）６５℃で７分間インキュベーション（プライマー伸長）。
【００９２】
図１４に示すように、混合物中のプロリン濃度と最低変性温度との間に明らかな相関があ
る。すなわち、上述の条件について当てはまるが、４．０Ｍ濃度のプロリンは、７７℃の
変性温度でＰＣＲを成功させるには充分であったが、７５℃では充分でなかった。
参考文献
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【００９３】
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、ＴＨＰ（Ａ）（左）とＴＨＰ（Ｂ）（右）の構造式を示す。
【図２】　図２は、表示量のＴＨＰ（Ｂ）：０．８Ｍ、２Ｍ、３Ｍおよび４Ｍの非存在下
および存在下でのウシ胸腺ＤＮＡの熱転移を示す。ＤＮＡ融解は、材料と方法、セクショ
ン（ii）に記載したように行った。
【図３】　図３は、種々の塩基組成のＤＮＡについて、ＴＨＰ（Ｂ）濃度による融点（Ｔ
ｍ）の変動を示す。材料と方法、セクション（ii）に記載したように、ＤＮＡ融解を行い
、Ｔｍを測定した。（黒三角）－ウシ胸腺ＤＮＡ；（黒丸）－ミクロコッカス・リソデイ
クチクス（Micrococcus lysodeikticus）ＤＮＡ；（黒四角）－クロストリジウム・パー
フリンジェンス（Clostridium perfringens）ＤＮＡ；（白三角）－ポリ（ｄＡ－ｄＴ）
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。
【図４】　図４Ａ～Ｂは、それぞれオリゴヌクレオチド［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2および
［ｄ（ＧＣＴＴＡＡＧＣ）］2の熱転移を示す。［ｄ（ＡＴＧＣＡＴ）］2のＣ４Ｈ５プロ
トンおよび［ｄ（ＧＣＴＴＡＡＧＣ）］2のＧ１Ｈ８プロトンの化学シフトは、ＴＨＰ（
Ｂ）の非存在下（白四角）または０．５Ｍ（白丸）および１Ｍ（黒四角）存在下での温度
上昇の関数として、材料と方法、セクション（iii）に記載したように測定した。
【図５】　図５は、１Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）（黒四角）、１Ｍ　ＴＨＰ（Ａ）（白四角）また
は１Ｍグリセロール（白ひし形）のいずれかの存在下または非存在下（黒丸）での９７℃
のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの熱不活化の経時変化を示す。熱不活化は、材料と方法、
セクション（vi）に記載したように測定したＴａｑポリメラーゼの残存活性から、異なる
時点で測定した。
【図６】　図６は、１．７％アガロースゲル上で行ったＰＣＲ増幅ＤＮＡ産物の臭化エチ
ジウム染色を示す。ＰＣＲは、ハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium mari
smortui）ゲノムＤＮＡ鋳型からの３４９塩基対断片（ＧＣ含量６６．５％）の増幅に関
して、２つの異なる変性温度（Ｔｄ）（９５℃（左）と９２℃（右））で、記載の０．５
Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下および非存在下で、材料と方法、セクション（viii）に記載し
た手順により行った。各実験の２回または３回の反復が示される。
【図７】　図７Ａ～Ｃは、１．７％アガロースゲル上で行ったＰＣＲ増幅ＤＮＡ産物の臭
化エチジウム染色を示す。ＰＣＲは、ハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacteriu
m marismortui）ゲノムＤＮＡ鋳型からの３４９塩基対断片（ＧＣ含量６６．５％）の増
幅に関して、３つの異なる変性温度（Ｔｄ）（９５℃（図７Ａ）、９０℃（図７Ｂ）およ
び８９℃（図７Ｃ））で、１．０Ｍ　ＴＨＰ（Ｂ）の存在下および非存在下で、材料と方
法、セクション（viii）に記載した手順により行った。各実験の２回または３回の反復が
示される。
【図８】　図８Ａ～８Ｂは、プロリンの存在下および非存在下でのウシ胸腺ＤＮＡ（図８
Ａ）および他のＤＮＡ（図８Ｂ）の熱転移を示す。ＤＮＡ融解は、材料と方法、セクショ
ン（ii）に記載したように行った。図８Ａ：－（黒ひし形）－プロリン添加なし；（白四
角）－２．０Ｍ；（黒三角）－３．５Ｍ；（黒四角）－５．０Ｍ；（白三角）－５．５Ｍ
；（黒丸）－６．２Ｍプロリン。図８Ｂ、６．２Ｍプロリンの存在下：（白三角）－ミク
ロコッカス・リソデイクチクス（Micrococcus lysodeikticus）ＤＮＡ；（黒三角）－ク
ロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostridium perfringens）ＤＮＡ；（黒四角）
－ウシ胸腺ＤＮＡ；（黒丸）－ポリ（ｄＡ－ｄＴ）。
【図９】　図９Ａは、種々の塩基組成のＤＮＡに関して、プロリン濃度によるＴｍの変動
を示す。ＤＮＡ融解は、材料と方法、セクション（ii）に記載したように行った。（黒四
角）－ウシ胸腺ＤＮＡ；（白三角）－ミクロコッカス・リソデイクチクス（Micrococcus 
lysodeikticus）ＤＮＡ；（黒三角）－クロストリジウム・パーフリンジェンス（Clostri
dium perfringens）ＤＮＡ；（黒丸）－ポリ（ｄＡ－ｄＴ）。図９Ｂは、プロリン濃度の
関数としてのｄＴｍ／ｄＧＣの変化を示す。
【図１０】　図１０は、５．０Ｍプロリンの非存在下（黒色の棒）および存在下（斜線の
棒）の３７℃でのクレノウＤＮＡポリメラーゼ活性を示す。クレノウＤＮＡポリメラーゼ
の活性は、材料と方法、セクション（iv）に記載したように、６．７、１０および１５mM
　ＭｇＣｌ2で測定した。
【図１１】　図１１は、５Ｍプロリン（白ひし形）または５Ｍグリセロール（黒三角）の
いずれかの存在下および非存在下（黒丸）の６５℃でのクレノウＤＮＡポリメラーゼの熱
不活化の経時変化を示す。クレノウＤＮＡポリメラーゼの残存活性は、材料と方法、セク
ション（vii）に記載したように異なる時点で測定した。
【図１２】　図１２は、２％アガロースゲル上で行ったＰＣＲ増幅ＤＮＡ産物の臭化エチ
ジウム染色を示す。ＰＣＲは、ハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium mari
smortui）ゲノムＤＮＡからの３４９塩基対断片（ＧＣ含量６６．５％）の増幅に関して
、ＤＮＡポリメラーゼＩの１０および１５単位のクレノウ断片を使用して、材料と方法、
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セクション（ix）に記載した手順により行った。
【図１３】　図１３は、１．７％アガロースゲル上で行ったＰＣＲ増幅ＤＮＡ産物の臭化
エチジウム染色を示す。ＰＣＲは、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼにより触媒される、ハロ
バクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）ゲノムＤＮＡ鋳型からの
３４９塩基対断片（ＧＣ含量６６．５％）の増幅に関して、２つの異なる変性温度（Ｔｄ
）（９５℃と９１℃）で、１．０Ｍプロリンの非存在下および存在下で、材料と方法、セ
クション（ｘ）に記載した手順により行った。各実験の３回の反復が示される。
【図１４】　図１４は、１．７％アガロースゲル上をで行ったＰＣＲ増幅ＤＮＡ産物の臭
化エチジウム染色を示す。ＰＣＲは、ＫｌｅｎＴａｑ１　ＤＮＡポリメラーゼにより触媒
される、ハロバクテリウム・マリスモルツイ（Halobacterium marismortui）ゲノムＤＮ
Ａ鋳型からの３４９塩基対断片（ＧＣ含量６６．５％）の増幅に関して、２つの異なる変
性温度（Ｔｄ）（７７℃と７５℃）で、４．０Ｍプロリンの存在下で、材料と方法、セク
ション（xi）に記載した手順により行った。各実験の２回の反復が示される。

【図１】 【図２】



(23) JP 4393700 B2 2010.1.6

【図３】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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【図１１】

【図１２】
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【図１４】
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