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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
標的ポリヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを形成させる方法であって、オリゴヌク
レオチドプライマーの伸長生成物を少なくとも該標的配列に沿って、または該標的配列の
代わりにオリゴヌクレオチドプライマーが伸長した産物に沿って形成させる工程を含み、
該伸長生成物が、該標的配列のコピーである方法において、該オリゴヌクレオチドプライ
マーが、該オリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハ
イブリダイズする第２ポリヌクレオチドの存在下、該１－１０ヌクレオチドが３’－５’
エクソヌクレアーゼにより分解された後にのみ、該第２ポリヌクレオチドに沿って伸長す
る条件で、該伸長生成物を形成させることを含んでなる、改良法。
【請求項２】
標的ポリヌクレオチドの標的配列の増幅法であって、該標的ポリヌクレオチドを含有する
疑いのある試料を、標的配列が存在すればそれを増幅する試薬類と合わせ、該組み合わせ
物を該標的配列が存在すればそれを増幅する条件下におくことを含み、該試薬類がオリゴ
ヌクレオチドプライマーおよびポリメラーゼを含む方法において、（ａ）該組み合わせ物
中に、該オリゴヌクレオチドプライマーが該オリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端
の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズするコントロールポリヌクレオチド、およ
び該ポリメラーゼが３’－５’エクソヌクレアーゼを含まないときは３’－５’エクソヌ
クレアーゼを含ませ、ここで該オリゴヌクレオチドプライマーは該標的配列に沿って伸長
し、該１－１０ヌクレオチドが３’－５’エクソヌクレアーゼ活性を有する該ポリメラー
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ゼにより分解された後にのみ、該コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長して該コン
トロールポリヌクレオチドのコピーを生成するものであり、そして（ｂ）該コントロール
ポリヌクレオチドの該コピーの存在を検出し、その存在が該標的配列を増幅する該試薬お
よび条件が適切に機能していることを示すものであることを含んでなる、改良法。
【請求項３】
該オリゴヌクレオチドプライマーが、それがハイブリダイズする該標的配列の部分に対し
て十分に相補的であり、かつそれがその３’－末端の該１－１０ヌクレオチド以外でハイ
ブリダイズする該コントロールポリヌクレオチドの部分に対して相補的である、請求の範
囲第２項に記載の方法。
【請求項４】
修飾したオリゴヌクレオチドプライマーが、該組み合わせ物中に含まれており、そこで、
該修飾オリゴヌクレオチドプライマーは、該オリゴヌクレオチドプライマーと同一である
が、該３’－５’エクソヌクレアーゼによる該１－１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修
飾をその３’－末端に含有する、請求の範囲第２項に記載の方法。
【請求項５】
該化学修飾が、ホスホロチオエート類、ホスホン酸エチル類、カルボキサミド類、ホスホ
ンアミド類、カルバメート類、アセタール類、およびケタール類からなる群から選択され
る、請求の範囲第４項に記載の方法。
【請求項６】
該化学修飾がホスホロチオエートである、請求の範囲第４項に記載の方法。
【請求項７】
該オリゴヌクレオチドプライマーが該コントロールポリヌクレオチドに該オリゴヌクレオ
チドプライマーの３’－末端の３－５ヌクレオチド以外でハイブリダイズする、請求の範
囲第２項に記載の方法。
【請求項８】
増幅した標的配列の存在を検出し、それが該標的ポリヌクレオチドの存在と相関している
、請求の範囲第２項に記載の方法。
【請求項９】
一本鎖標的ポリヌクレオチドの標的配列（″標的配列″）の多数のコピーを形成させる方
法であって、
（ａ）第１オリゴヌクレオチドプライマー（″第１プライマー″）を該標的配列の３’－
末端にハイブリダイズさせ、
（ｂ）該第１プライマーを、ポリメラーゼの存在下、少なくとも該標的配列に沿って伸長
させ、該第１プライマーは第２オリゴヌクレオチドプライマーの伸長産物（″伸長第２プ
ライマー″）にハイブリダイズし、および、それに沿って伸長する能力があり、ここで、
該伸長第２プライマーは、該標的配列に相補的であるポリヌクレオチド（相補的ポリヌク
レオチド）にハイブリダイズし、そして、それに沿って伸長する能力のある第２プライマ
ーの伸長の結果生じるものであり、
（ｃ）該標的配列から該第１プライマーの伸長産物（″伸長第１プライマー″）を解離さ
せ、
（ｄ）該第２プライマーを該伸長第１プライマーの３’－末端にハイブリダイズさせ、
（ｅ）該第２プライマーを該伸長第１プライマーに沿って伸長させ、
（ｆ）該伸長第２プライマーを該伸長第１プライマーから解離させ、
（ｇ）該第１プライマーを該伸長第２プライマーの３’－末端にハイブリダイズさせ、そ
して、
（ｈ）工程（ｅ）～（ｇ）を繰り返す、
ことを含んでなる方法において、（ｉ）上記工程（ａ）～（ｇ）に従う同一反応混合物内
に、該第１または第２プライマーが、該第１または該第２プライマーの３’－末端の１－
１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズするコントロールポリヌクレオチドを陽性内部コ
ントロールとして含み、そして該ポリメラーゼが３’－５’エクソヌクレアーゼを含まな
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い場合は３’－５’エクソヌクレアーゼを含ませ、ここで、該第１または該第２プライマ
ーは、該１－１０ヌクレオチドが３’－５’エクソヌクレアーゼ活性を有する該ポリメラ
ーゼにより分解された後にのみ、該コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長して該コ
ントロールポリヌクレオチドのコピーを生成するものであり、そして（ii）該コントロー
ルポリヌクレオチドの該コピーを検出することを含んでなる、改良法。
【請求項１０】
該第１プライマーが、それがハイブリダイズする該標的配列の部分に対して十分に相補的
であり、かつそれがその３’－末端で該１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズする
該コントロールポリヌクレオチドの部分に対して相補的である、請求の範囲第９項に記載
の方法。
【請求項１１】
修飾したオリゴヌクレオチドプライマーが、該組み合わせ物中に含まれており、そこで、
該修飾オリゴヌクレオチドプライマーは、該３’－５’エクソヌクレアーゼによる該１－
１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修飾がその３’－末端にある以外は該第１または該第
２プライマーと同一である、請求の範囲第９項に記載の方法。
【請求項１２】
該化学修飾が、ホスホロチオエート類、ホスホン酸エチル類、カルボキサミド類、スルホ
ンアミド類、カルバメート類、アセタール類、およびケタール類からなる群から選択され
る、請求の範囲第１１項に記載の方法。
【請求項１３】
該化学修飾がホスホロチオエートである、請求の範囲第１１項に記載の方法。
【請求項１４】
該第１または該第２プライマーが該コントロールポリヌクレオチドに該第１または該第２
プライマーの３’－末端の３－５ヌクレオチド以外でハイブリダイズする、請求の範囲第
９項に記載の方法。
【請求項１５】
該伸長第１プライマーおよび／または該伸長第２プライマーの存在を検出し、それが該標
的ポリヌクレオチドの存在と相関している、請求の範囲第９項に記載の方法。
【請求項１６】
該コントロールポリヌクレオチドが長さ５０ないし５０００ヌクレオチドである、請求の
範囲第９項に記載の方法。
【請求項１７】
該コントロールポリヌクレオチドが反応混合物中、１pＭから１００pＭの濃度で存在する
、請求の範囲第９項に記載の方法。
【請求項１８】
工程（ｅ）～（ｇ）の繰り返しは、温度サイクリングを繰り返すことにより達成される、
請求の範囲第９項に記載の方法。
【請求項１９】
温度サイクリングが少なくとも３回繰り返される、請求の範囲第１８項に記載の方法。
【請求項２０】
該標的ポリヌクレオチドがＤＮＡである、請求の範囲第９項に記載の方法。
【請求項２１】
該伸長がヌクレオシドトリホスフェートの存在下で実施される、請求の範囲第９項に記載
の方法。
【請求項２２】
該コントロールポリヌクレオチドが標的配列にはない少なくとも１５ヌクレオチド配列を
含有する、請求の範囲第９項に記載の方法。
【請求項２３】
該第１および該第２プライマーが異なっており、該コントロールポリヌクレオチドがその
５’－末端に該第２プライマーの５’－末端の配列と同一である配列を含有する、請求の
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範囲第９項に記載の方法。
【請求項２４】
該第１および該第２プライマーが異なっており、該伸長第１プライマーが該第２プライマ
ーの鋳型であり、該伸長第２プライマーが該第１プライマーの鋳型である、請求の範囲第
９項に記載の方法。
【請求項２５】
少なくとも１種の二本鎖ポリヌクレオチド（″ポリヌクレオチド″）の多数のコピーを形
成させる方法であって、該ポリヌクレオチドが一本鎖標的ポリヌクレオチド配列（″標的
配列″）およびその相補的配列（相補的配列）を含み、陽性内部コントロールを有し、該
方法が、
（ａ）１またはそれ以上の該二本鎖ポリヌクレオチドを含有する疑いのある試料を、下記
（ｉ）～（ｉｉｉ）：（ｉ）該標的配列および該相補的配列にプライマーをハイブリダイ
ズさせ、そしてそれに沿って該プライマーを伸長させる条件下で該試料中に存在する疑い
のある各標的配列の一部およびその相補的配列にハイブリダイズする能力のあるオリゴヌ
クレオチドプライマー（但し、該プライマーは、一方のプライマーから形成された伸長生
成物がその相補物から解離したときに、もう一方のプライマーの伸長生成物形成のための
鋳型として働くことができるように選択されるものである）、（ii）該プライマーの１つ
が該プライマーの該１つの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズする
鋳型としてのコントロールポリヌクレオチド、および（iii）３’－５’エクソヌクレア
ーゼ（ここで、該プライマーはそれぞれ該標的配列および該相補的配列に沿って伸長し、
該プライマーの該１つが、該１－１０ヌクレオチドが該３’－５’エクソヌクレアーゼに
より分解された後にのみ、該コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する）、で処理
し、
（ｂ）プライマー伸長生成物をそのそれぞれの鋳型から解離させて、一本鎖分子を生成さ
せ、そして、
（ｃ）工程（ｂ）において生成した一本鎖分子を工程（ａ）のプライマーで、工程（ｂ）
で生成した一本鎖を鋳型として用いてプライマー伸長生成物が形成されるような条件下で
処理し、その結果、標的配列および相補的配列が存在するならば、それらの増幅を生成さ
せ、該条件により該コントロールポリヌクレオチドに沿って該プライマーの該１つを伸長
させて該陽性内部コントロールを提供できる、
ことを含んでなる、方法。
【請求項２６】
該各プライマーの該一方が、それがハイブリダイズする該標的配列の部分に対して十分に
相補的であり、かつそれがその３’－末端で該１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイ
ズする該コントロールポリヌクレオチドの部分に対して相補的である、請求の範囲第２５
項に記載の方法。
【請求項２７】
修飾したオリゴヌクレオチドプライマーが、該組み合わせ物中に含まれており、そこで、
該修飾オリゴヌクレオチドプライマーは、該３’－５’エクソヌクレアーゼによる該１－
１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修飾がその３’－末端にある以外は該プライマーの該
１つと同一である、請求の範囲第２５項に記載の方法。
【請求項２８】
該化学修飾が、ホスホロチオエート類、ホスホン酸エチル類、カルボキサミド類、スルホ
ンアミド類、カルバメート類、アセタール類、およびケタール類からなる群から選択され
る、請求の範囲第２７項に記載の方法。
【請求項２９】
該化学修飾がホスホロチオエートである、請求の範囲第２７項に記載の方法。
【請求項３０】
該プライマーの該１つが該コントロールポリヌクレオチドにその３’－末端の３－５ヌク
レオチド以外でハイブリダイズする、請求の範囲第２５項に記載の方法。
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【請求項３１】
プライマー伸長生成物の存在を検出し、それが該標的ポリヌクレオチドの存在と相関して
いる、請求の範囲第２５項に記載の方法。
【請求項３２】
該コントロールポリヌクレオチドが長さ５０ないし５０００ヌクレオチドである、請求の
範囲第２５項に記載の方法。
【請求項３３】
該コントロールポリヌクレオチドが反応混合物中、１pＭから１００pＭの濃度で存在する
、請求の範囲第２５項に記載の方法。
【請求項３４】
工程（ａ）～（ｃ）の繰り返しは、温度サイクリングを繰り返すことにより達成される、
請求の範囲第２５項に記載の方法。
【請求項３５】
温度サイクリングが少なくとも３回繰り返される、請求の範囲第３４項に記載の方法。
【請求項３６】
該標的ポリヌクレオチドがＤＮＡである、請求の範囲第２５項に記載の方法。
【請求項３７】
該伸長がヌクレオシドトリホスフェートの存在下で実施される、請求の範囲第２５項に記
載の方法。
【請求項３８】
工程（ｃ）の生成物に、該配列にハイブリダイズする能力のある増幅中の各配列に対する
標識オリゴヌクレオチドプローブを加え、該ハイブリダイゼーションが起こったがどうか
を測定することを含む、請求の範囲第２５項に記載の方法。
【請求項３９】
標的ポリヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを作製する方法であって、
（ａ）（１）該標的配列であり、かつ各末端で少なくとも部分的に相補的な第１および第
２フランキング配列にフランクされている配列を有する一本鎖ポリヌクレオチド、（２）
その少なくとも１０塩基部分がその３’－末端で、該一本鎖ポリヌクレオチドの３’－末
端である該第１および該第２フランキング配列のメンバーにハイブリダイズする、オリゴ
ヌクレオチドプライマー、（３）ヌクレオシドトリホスフェート、（４）該オリゴヌクレ
オチドプライマーが該オリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオチ
ド以外でハイブリダイズする鋳型としてのコントロールポリヌクレオチド、および（５）
３’－５’エクソヌクレアーゼ（但し、該プライマーは、該標的配列に沿って伸長し、該
プライマーは、該１－１０ヌクレオチドが３’－５’エクソヌクレアーゼにより分解され
た後にのみ該コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する）の組み合わせ物を供給し
、
（ｂ）該組み合わせ物を、全体的または部分的に、連続してかまたは同時にかのいずれか
で、（１）該一本鎖ポリヌクレオチドを任意の相補的配列から解離させ、（２）該オリゴ
ヌクレオチドプライマーを該一本鎖ポリヌクレオチドの３’－末端でフランキング配列と
、および該コントロールポリヌクレオチドとハイブリダイズさせ、（３）該オリゴヌクレ
オチドプライマーを該一本鎖ポリヌクレオチドに沿って伸長させて、第１伸長オリゴヌク
レオチドプライマーを提供し、該コントロールポリヌクレオチドにハイブリダイズした該
オリゴヌクレオチドプライマーを分解させ該分解したオリゴヌクレオチドを該コントロー
ルポリヌクレオチドに沿って伸長させ、（４）該第１伸長プライマーおよび該一本鎖ポリ
ヌクレオチドを解離させ、そして該コントロールポリヌクレオチドおよび該伸長分解プラ
イマーを解離させ、（５）該第１伸長オリゴヌクレオチドプライマーを該オリゴヌクレオ
チドプライマーとハイブリダイズさせ、該オリゴヌクレオチドプライマーおよび該コント
ロールポリヌクレオチドをハイブリダイズさせ、（６）該オリゴヌクレオチドプライマー
を該第１伸長オリゴヌクレオチドプライマーに沿って伸長させて、第２伸長ポリヌクレオ
チドプライマーを提供し、該コントロールポリヌクレオチドにハイブリダイズした該オリ
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ゴヌクレオチドプライマーを分解させ、該オリゴヌクレオチドプライマーを該コントロー
ルヌクレオチドに沿って伸長させて伸長分解プライマーを提供し、（７）該第２伸長オリ
ゴヌクレオチドプライマーを該第１伸長オリゴヌクレオチドプライマーから、および該伸
長分解プライマーを該コントロールポリヌクレオチドから解離させ、そして（８）上記工
程（５）～（７）を繰り返す条件下でインキュベートし、
（ｃ）該伸長分解プライマーの存在、その存在は、標的ポリヌクレオチドの該標的配列の
多数のコピーを作製するための該試薬および条件が適切に機能していることを示すもので
ある、を検出する、
ことを含んでなる、方法。
【請求項４０】
該オリゴヌクレオチドプライマーが、それがハイブリダイズする該標的配列の部分に対し
て十分に相補的であり、かつそれがその３’－末端の該１－１０ヌクレオチド以外でハイ
ブリダイズする該コントロールポリヌクレオチドの部分に対して相補的である、請求の範
囲第３９項に記載の方法。
【請求項４１】
修飾したオリゴヌクレオチドプライマーが、該組み合わせ物中に含まれており、そこで、
該修飾オリゴヌクレオチドプライマーは、該３’－５’エクソヌクレアーゼによる該１－
１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修飾がその３’－末端にある以外は該オリゴヌクレオ
チドプライマーと同一である、請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項４２】
該化学修飾が、ホスホロチオエート類、ホスホン酸エチル類、カルボキサミド類、スルホ
ンアミド類、カルバメート類、アセタール類、およびケタール類からなる群から選択され
る、請求の範囲第４１項に記載の方法。
【請求項４３】
該化学修飾がホスホロチオエートである、請求の範囲第４１項に記載の方法。
【請求項４４】
該オリゴヌクレオチドプライマーが該コントロールポリヌクレオチドにその３’－末端の
３－５ヌクレオチド以外でハイブリダイズする、請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項４５】
伸長オリゴヌクレオチドプライマーの存在を検出し、それが該標的ポリヌクレオチドの存
在と相関している、請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項４６】
該コントロールポリヌクレオチドが長さ５０ないし５０００ヌクレオチドである、請求の
範囲第３９項に記載の方法。
【請求項４７】
該コントロールポリヌクレオチドが反応混合物中、１pＭから１００pＭの濃度で存在する
、請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項４８】
工程（５）～（７）の繰り返しは、温度サイクリングを繰り返すことにより達成される、
請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項４９】
温度サイクリングが少なくとも３回繰り返される、請求の範囲第４８項に記載の方法。
【請求項５０】
該標的ポリヌクレオチドがＤＮＡである、請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項５１】
工程（ｃ）の生成物に、該配列にハイブリダイズする能力のある標識オリゴヌクレオチド
プローブを加え、該ハイブリダイゼーションが起こったがどうかを測定することを含む、
請求の範囲第３９項に記載の方法。
【請求項５２】
該オリゴヌクレオチドプライマーをリポーター基で標識する、請求の範囲第３９項に記載
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の方法。
【請求項５３】
パッケージした組み合わせ物中に：
（ａ）オリゴヌクレオチドプライマー、
（ｂ）該オリゴヌクレオチドプライマーが該オリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端
の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズする配列を有するコントロールポリヌクレ
オチド、
（ｃ）３’－５’エクソヌクレアーゼによる、該１－１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学
修飾がその３’－末端にある以外は該オリゴヌクレオチドプライマーと同一である修飾オ
リゴヌクレオチドプライマー、
（ｄ）ヌクレオシドトリホスフェート、および、
（ｅ）３’－５’エクソヌクレアーゼ、
を含んでなるキット。
【請求項５４】
該オリゴヌクレオチドプライマーが、それがその３’－末端で該１－１０ヌクレオチド以
外でハイブリダイズする該コントロールポリヌクレオチドの部分に対して相補的である、
請求の範囲第５３項に記載のキット。
【請求項５５】
該化学修飾が、ホスホロチオエート類、ホスホン酸エチル類、カルボキサミド類、スルホ
ンアミド類、カルバメート類、アセタール類、およびケタール類からなる群から選択され
る、請求の範囲第５３項に記載のキット。
【請求項５６】
該化学修飾がホスホロチオエートである、請求の範囲第５３項に記載のキット。
【請求項５７】
該オリゴヌクレオチドプライマーが該コントロールポリヌクレオチドにその３’－末端の
３－５ヌクレオチド以外でハイブリダイズする、請求の範囲第５３項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
発明の背景
１．発明の分野
顕著な罹病率および死亡率は、感染病に関連する。疾病をよりよく監視および処置するた
めのより迅速かつ正確な診断法が要求されている。ＤＮＡプローブ、核酸ハイブリダイゼ
ーションおよびインビトロ増幅技術を用いる分子学的方法は、患者の診断に使用される従
来法に利点を与える有望な方法である。
核酸ハイブリダイゼーションは、核酸の同一性を調査し、その存在を確認するのに使用さ
れてきた。ハイブリダイゼーションは、相補的塩基対形成に基づくものである。違いに相
補的な一本鎖核酸を一緒にインキュベートすると、相補的塩基配列対は、二本鎖ハイブリ
ッド分子を形成する。一本鎖デオキシリボ核酸（ssＤＮＡ）またはリボ核酸（ＲＮＡ）が
相補的核酸配列と水素結合構造を形成する能力は、分子生物学研究における分析ツールと
して使用されてきた。高比活性の放射性ヌクレオシドトリホスフェートを有効利用し、Ｔ
４ポリヌクレオチドキナーゼによりＤＮＡを32Ｐ標識することにより、様々な生物学的対
象の核酸配列が同定、単離および特性化されてきた。核酸ハイブリダイゼーションは、特
定の核酸配列に関係する疾病状態の診断において多大な可能性を有する。これらの特定核
酸配列は、挿入、欠失、点突然変異による、または細菌、糸状菌カビ、真菌、およびウイ
ルスの感染による外来ＤＮＡまたはＲＮＡの獲得による、ＤＮＡの遺伝子変化または環境
変化から生じる場合もある。核酸ハイブリダイゼーションは、今までのところ、主に、大
学および企業の分子生物学研究所で採用されている。患者体液に存在する疾病関連ＤＮＡ
またはＲＮＡの濃度が多くの場合非常に低く、また十分な感度の核酸ハイブリダイゼーシ
ョン分析法が利用できないため、核酸ハイブリダイゼーションを臨床医療において診断ツ
ールとして応用するには限界がある。
特定の核酸配列を検出する方法の１つは、一般に、ニトロセルロース紙、セルロース紙、
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ジアゾ化紙、またはナイロン膜などの固体支持体への標的核酸の固定化である。標的核酸
を支持体に固定化した後、支持体を適切に標識したプローブ核酸に約４８時間接触させる
。その時間経過後、固体支持体を温度制御下で数回洗浄して、ハイブリダイズしなかった
プローブを除去する。次いで、この支持体を乾燥し、ハイブリダイズした物質をオートラ
ジオグラフィーにより、または分光測定法により検出する。
非常に低い濃度を検出しなければならない場合、上記の方法は、反応が遅くかつ多くの手
間がかかり、また、放射性標識よりも検出されにくい同位元素標識は適切でないことが多
い。
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法として知られている特定のＤＮＡセグメントの酵素的
増幅法が報告されている。このインビトロ増幅法は、変性、オリゴヌクレオチドプライマ
ーアニーリング、および好熱性ポリメラーゼによるプライマー伸長というサイクルの繰り
返しに基づくものであり、プライマーによりフランクされた領域のコピーを指数的に増大
する。ＤＮＡの相対する鎖にアニールするＰＣＲプライマーを、一方のプライマーのポリ
メラーゼ触媒伸長生成物がもう一方の鋳型鎖として働き得るように配置し、その長さが各
オリゴヌクレオチドプライマーの５’末端間の距離として定義される別個のフラグメント
の蓄積を導く。
その他の核酸配列増幅法もまた、報告されている。この方法は、シングルプライマー増幅
と称する。この方法は、標的配列が相対的に短い相補的配列によりフランクされているス
テム－ループ構造または逆方向反復構造を有する標的配列の増幅を提供するものである。
検出すべきポリヌクレオチド分析物の存在に関してかかる標的配列を作製する様々な方法
もまた、報告されている。
上記方法は、非常に少量で存在する標的ＤＮＡ分子を、高感度で検出する極めて有力な技
術である。元の標的ＤＮＡ分子の数と特異的に増幅した生成物の数との相関関係は、多く
の変数によって影響を受ける。緩衝液または温度条件の僅かな変化が反応毎の（reaction
-to-reaction）増幅効率に非常に大きな影響を与えることもある。更に、ＤＮＡ標的の臨
床試料が酵素的増幅を抑制し得る阻害因子を含有することもある。
核酸の標的配列を臨床診断使用のために増幅する場合、確実に各増幅反応により増幅した
生成物を獲得できるようにする必要がある。特に、市販診断用製品では、不適切なアッセ
イ法または汚染試薬または不活性試薬に起因する誤診を避けるための確認方法が必要であ
る。各試薬および検出方法が適切に作用しているることを示す内部陽性コントロールの開
発が重要である。かかるコントロールがない場合、標的核酸の存在を示すはずのアッセイ
の失敗は、標的の不在に起因することもあり、またはアッセイの実施に使用される１また
はそれ以上の試薬またはある器具の不足によって引き起こされることもある。
増幅反応を定性化または定量化する様々な手法が開発されており、これらの手法は、２つ
の主たるカテゴリー、即ち、相同コントロール（homologous controls）と異種コントロ
ール（heterologous controls）に分けることができる。かかるコントロールは、ｍＲＮ
Ａの増幅に応用されており、またＤＮＡ分析物に適応されている。相同コントロールは、
標的配列を含有しないコントロールポリヌクレオチドを有する。かかる手法の１つは、“
内生標準”アッセイとして知られており、試験したすべての試料において比較的一定レベ
ルで発現される内生ポリヌクレオチドを標準として利用するものである。次いで、試験配
列のレベルを標準と比較する。異種コントロールは、通常、ＨＬＡ－ＤＱおよびベータ－
グロブリン遺伝子またはｍＲＮＡなどのヒトＤＮＡの増幅領域である。異種コントロール
は、すべての非標的特異的試薬および操作の適切さを保証するが、標的特異的試薬に関わ
る問題については感度が低い。
相同コントロールは、目指す標的と同じ配列の一部を含有するコントロールポリヌクレオ
チドを利用するが、サイズの相異により、または制限部位などの特定の配列の存在または
不存在により標的と識別できる。相同コントロールは、外生核酸フラグメントを含有する
、即ち、それらは、天然には試料中に存在せず、また、標的を増幅するのに使用したのと
同じプライマーを用いてそれらを増幅できるように構築されている。この手法では、配列
中にほんの僅かな変化を持つが、容易に標的配列と識別できるように合成標準を設計する
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。アッセイする試料および合成標準を同一の反応容器内で増幅するので、増幅に影響を与
え得るあらゆる変数は標的およびコントロールの双方に等しく影響すべきである。
一般に、上記の方法では、コントロールの増幅と存在するならば標的の増幅との間に競合
が起こり、例えば、プライマー結合に対する競合、およびデオキシヌクレオシドトリホス
フェートおよびポリメラーゼなどのその他の試薬に対する競合などである。この競合は、
普通、限られた量のポリメラーゼしか利用できないことから起こる。結果として、これら
の１つが高濃度で存在すれば、他のものの増幅はブロックされてしまい、そうして、コン
トロールまたは標的のいずれかの検出を妨害する可能性がある。従って、例えば、ＰＣＲ
において類似サイズの２種のＤＮＡの同時増幅を達成するためには、普通、ほぼ等しい濃
度の２種のＤＮＡ標的配列を用いて増幅を開始する必要がある。
２．関連技術の記載
米国特許第5,219,727号（Wang等）は、ポリメラーゼ連鎖反応により、試料中の標的核酸
セグメントの量を測定する方法を記述している。この方法は、標的核酸セグメントと内部
標準核酸セグメントとの同時増幅に関連するものである。各セグメントから増幅したＤＮ
Ａの量を測定し、標準曲線と比較して増幅前に試料中に存在した標的核酸セグメントの量
を測定する。この方法は、生物学的試料中の特定のｍＲＮＡ種の量を測定する具体的な応
用性を有する。この開発についてもWang等によりProc.Nat.Acad.Sci.USA(1989)86:9717-9
721に記述されている。
定量ＰＣＲ法は、Eeles等により“Polymerase Chain Reaction(PCR):The Technique and 
Its Applications”(1993)6章、55－61頁、R.G.Landes Companyに開示されている。
核酸増幅における偽陰性の消去法は、ヨーロッパ特許出願ＷＯ94/04706（Kievits等）に
記述されている。増幅前に内部コントロールを試料に加える。コントロールは分析物核酸
と同一の増幅試薬で増幅させることができる、分析物核酸と識別可能な核酸、好ましくは
、それを分析物核酸と区別するために突然変異させた、分析物核酸に対応する核酸配列を
有する。
Celi等は、Nucleic Acids Research(1993)21(4):1047に競合的ＰＣＲ用の迅速かつ多用途
の内部標準合成法を記載している。
Gilliland等は、Proc.Natl.Acad.Sci.USA(1990)87:2725-2729に、サイトカインｍＲＮＡ
とＤＮＡの分析；競合的ポリメラーゼ連鎖反応による検出および定量を記述している。
定量的ＰＣＲにおいて内部標準として使用するためのＰＣＲ模擬体：競合的ＤＮＡフラグ
メントは、Siebert等、Biotechniques(1993)14(2):244-249に開示されている。
Piatak等は、Biotechniques(1993)14(1):70-80にＨＩＶ ＤＮＡおよびＲＮＡ種を正確に
定量するための定量競合的ポリメラーゼ連鎖反応を記載している。
ウイルス学における定量ＰＣＲおよびＲＴ－ＰＣＲは、Clementi等によりPCR methods an
d Applications(1993)2:191-196に開示されている。
内部標準を用いる競合的ポリメラーゼ連鎖反応：ウイルスＤＮＡの定量への応用は、Tele
nti等、Journal of Virological Methods(1992)39:259-268に記述されている。
Eckstein等、TIBS(1989)14:97-100は、分子生物学におけるホスホロチオエート類を報告
している。
Ott等、Biochemistry(1987)26:8237-8241は、ＤＮＡポリメラーゼＩによる分解に対する
オリゴヌクレオチドプライマーの保護を開示している。
核酸配列の増幅法、検出法および／またはクローニング法は、米国特許第4,683,195号、
第4,683,202号、第4,800,159号、第4,965,188号および第5,008,182号に開示されている。
ポリメラーゼ連鎖反応による配列重合は、Saiki等、(1986)Science,230:1350-1354に記載
されている。熱安定性ＤＮＡポリメラーゼを用いるＤＮＡのプライマー指向性酵素的増幅
は、Saiki等、Science(1988)239:487に記載されている。
1989年1月19日および1989年8月29日にそれぞれ出願された米国特許出願第07/299,282号お
よび第07/399,795号は、シングルポリヌクレオチドプライマー（ＡＳＰＰ）を用いる核酸
増幅を記載している。1990年7月19日に出願された米国特許出願第07/555,323号は、シン
グルプライマー増幅に使用するためのポリヌクレオチドの製法を開示している。米国特許
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出願第07/555,968号は、分子内塩基対構造を含有する分子の製法を記載している。シング
ルプライマー増幅に使用するためのポリヌクレオチドの製法は、1991年10月11日に出願さ
れた米国特許出願第07/776,538号に記載されている。これらの５つの出願の開示内容は、
“関連技術の記載”と題する章に挙げた文献と共に出典明示により本明細書の一部として
いる。
プライマーとしてランダム配列のオリゴヌクレオチドを用いる核酸配列の増幅は、米国特
許第5,043,272号に記載されている。自身にまたは他の核酸に繰り返しハイブリダイズし
て増幅物を形成する能力のある一本鎖自己ハイブリダイジング核酸プローブは、1986年7
月22日に出願された米国特許出願第888,058号に記載されている。
発明の概要
最も広義の態様において、本発明は、増幅過程における相対的な検出能に関して２または
それ以上の別個のポリヌクレオチドの増幅の比較を可能とする。本発明によれば、一方の
増幅を進行させながら他方の増幅を制限することにより、一方のポリヌクレオチドの増幅
をもう一方のポリヌクレオチドの増幅に相関して制御できる。このことは、両方のポリヌ
クレオチドを増幅させるため、単一のプライマーを用いることにより達成され、このプラ
イマーは、一方のポリヌクレオチドに対するその結合部位に３’－ミスマッチを有する。
この３’－ミスマッチは、他方のポリヌクレオチドに相関する一方のポリヌクレオチドの
増幅調節を可能にするものである。かかる調節の量およびタイミングは、ミスマッチプラ
イミング部位を持たないポリヌクレオチドの濃度を直接反映する。従って、本発明方法は
、定性的または定量的な測定または制御を提供するものである。
本発明の一実施態様は、標的ポリヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを形成させる方
法に関する。この方法は、オリゴヌクレオチドプライマーの伸長生成物を、少なくとも標
的配列に沿って、または伸長したオリゴヌクレオチドプライマーに沿って形成させる工程
を含む。この伸長生成物は、標的配列のコピーである。本発明の改良法は、オリゴヌクレ
オチドプライマーがかかるプライマーの３’－末端以外でハイブリダイズする第２のポリ
ヌクレオチドの存在下で伸長生成物を形成させることを含む。この方法の条件下、オリゴ
ヌクレオチドプライマーは、標的配列に沿うオリゴヌクレオチドプライマーの伸長に関し
て、制御された方法で第２のポリヌクレオチドに沿って伸長する。反応混合物は、第２の
ポリヌクレオチドのコピーである伸長生成物について試験する。その存在は標的配列増幅
の条件および試薬が適切に機能していることを示す。標的配列のコピーである伸長生成物
の存在についても試験する。その存在は標的配列の存在を示し、その量は、かかる第２の
ポリヌクレオチドの量の適切な制御のもと、標的配列の量を示す。
本発明のその他の態様は、標的ポリヌクレオチドの標的配列の増幅法の改良に関する。そ
の方法は、標的ポリヌクレオチドを含有する疑いのある試料を、標的配列が存在した場合
にそれを増幅する試薬類と合わせ、その組み合わせ物を標的配列が存在した場合にそれを
増幅する条件下におくことを含む。この試薬類は、オリゴヌクレオチドプライマーおよび
ポリメラーゼを含む。本発明の改良法は、その組み合わせ物中に、オリゴヌクレオチドプ
ライマーがそのオリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外
でハイブリダイズするコントロールポリヌクレオチドを含む。また、ポリメラーゼが増幅
反応条件下で３’ないし５’エクソヌクレアーゼ活性を持たない場合、その組み合わせ物
中に、３’ないし５’エクソヌクレアーゼを含ませる。このオリゴヌクレオチドプライマ
ーは、標的配列に沿って伸長する。オリゴヌクレオチドプライマーのその他の分子は、１
－１０ヌクレオチドが３’ないし５’エクソヌクレアーゼ活性により分解された後にのみ
、コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する。反応混合物はコントロールポリヌク
レオチドのコピーについて試験する。その存在は、標的配列を増幅する試薬および条件が
機能的であることを示す。所望により、修飾したオリゴヌクレオチドプライマーが上記組
み合わせ物中に含まれる。この修飾プライマーは、反応条件下、上記の１－１０ヌクレオ
チドの３’ないし５’エクソヌクレアーゼ活性による分解を防ぐ化学修飾がその３’－末
端にある以外はオリゴヌクレオチドプライマーと実質的に同一である。
本発明のその他の実施態様は、一本鎖標的ポリヌクレオチドの標的配列（“標的配列”）
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の多くのコピーを形成する方法の改良法である。その方法では、第１のポリヌクレオチド
プライマー（“第１プライマー”）を標的配列の３’－末端にハイブリダイズさせる。第
１プライマーは、ポリメラーゼの存在下で少なくとも標的配列に沿って伸長し、（１）そ
の伸長第１プライマーまたは（２）伸長第２ポリヌクレオチドプライマー（“第２プライ
マー”）にハイブリダイズし、そして、それに沿って伸長する能力がある。この伸長第２
プライマーは、標的配列に相補的なポリヌクレオチド（相補的ポリヌクレオチド）にハイ
ブリダイズし、そしてそれに沿って伸長する能力のある第２プライマーの伸長の結果得ら
れる。伸長第１プライマーを標的配列から解離させる。第１または第２プライマーを伸長
第１プライマーの３’－末端にハイブリダイズさせる。第１または該第２プライマーを伸
長第１プライマーに沿って伸長させる。伸長第１プライマーまたは伸長第２プライマーを
伸長第１プライマーから解離させる。第１プライマーを伸長第１または第２プライマーの
３’－末端にハイブリダイズさせる。次いで、後の３工程を繰り返す。本発明の改良法は
、上記工程にかけた同一反応混合物中に、ポリヌクレオチドプライマーがそのプライマー
の３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズするコントロールポリヌクレ
オチドを含むことからなる。また、ポリメラーゼが３’ないし５’エクソヌクレアーゼを
含まない場合、その組み合わせ物中に３’ないし５’エクソヌクレアーゼが含まれる。オ
リゴヌクレオチドプライマーは、標的配列に沿って伸長し、第２プライマーは、相補的ポ
リヌクレオチドに沿って伸長する。更に、第１または第２プライマーは、１－１０ヌクレ
オチドがポリメラーゼの３’ないし５’エクソヌクレアーゼ活性によって分解された後の
み、コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する。所望により、修飾オリゴヌクレオ
チドプライマーが上記組み合わせ物中に含まれる。修飾プライマーは、この反応条件下、
上記の１－１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修飾がその３’－末端にある以外はオリゴ
ヌクレオチドプライマーと実質的に同一である。
本発明のその他の実施態様は、少なくとも１種の二本鎖ポリヌクレオチド（“ポリヌクレ
オチド”）の多数のコピーを形成する方法を指向し、この場合、ポリヌクレオチドは、一
本鎖標的ポリヌクレオチド配列（“標的配列”）およびその相補的配列を含む。この方法
は、陽性内部コントロールを有する。この方法では、１またはそれ以上の二本鎖ポリヌク
レオチドを含有する疑いのある試料を、試料中に存在する疑いのある各標的配列の一部お
よびその相補的配列にハイブリダイズする能力のあるオリゴヌクレオチドプライマーを用
いて、その標的配列および相補的配列にプライマーをハイブリダイズさせ、そしてそれに
沿ってプライマーを伸長させる条件下で、処理する。プライマーは、一方のプライマーか
ら形成された伸長生成物がその相補物から解離したときに、もう一方のプライマーの伸長
生成物形成のための鋳型として働くことができるようなものを選択する。また、上記中に
、３’ないし５’エクソヌクレアーゼおよびコントロールポリヌクレオチドを、少なくと
も１つのプライマーがそのプライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハイブ
リダイズする鋳型として、含む。各プライマーは、それぞれ、標的配列および相補的配列
に沿って伸長し、プライマーの１つは、１－１０ヌクレオチドが３’ないし５’エクソヌ
クレアーゼにより分解された後のみ、コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する。
所望により、修飾オリゴヌクレオチドプライマーが上記組み合わせ物中に含まれる。修飾
プライマーは、その反応条件下、上記の１－１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修飾がそ
の３’－末端にある以外はオリゴヌクレオチドプライマーと実質的に同一である。プライ
マー伸長生成物をそのそれぞれの鋳型から解離させて、一本鎖分子を生成させ、これを、
生成した一本鎖を鋳型として用いてプライマー伸長生成物を形成するような条件下、上記
プライマーで処理し、その結果、標的配列および相補的配列が存在するならば、それらを
増幅させる。この条件は、コントロールポリヌクレオチドに沿ってプライマーを伸長させ
、陽性内部コントロールを提供するものである。
本発明のその他の実施態様は、標的ポリヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを作製す
る方法である。（１）標的配列であり、かつ各末端で少なくとも部分的に相補的な第１お
よび第２フランキング配列によりフランクされている配列を有する一本鎖ポリヌクレオチ
ド、（２）その少なくとも１０塩基部分がその３’－末端で、一本鎖ポリヌクレオチドの
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３’－末端である第１および第２フランキング配列のメンバーにハイブリダイズする、オ
リゴヌクレオチドプライマー、（３）ヌクレオシドトリホスフェート、（４）少なくとも
１つのプライマーがそのプライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリ
ダイズする鋳型としてのコントロールポリヌクレオチドおよび３’ないし５’エクソヌク
レアーゼ、を含む組み合わせ物を提供する。所望により、修飾オリゴヌクレオチドプライ
マーが上記組み合わせ物中に含まれる。修飾プライマーは、この反応条件下、上記の１－
１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学修飾がその３’－末端にある以外はオリゴヌクレオチ
ドプライマーと実質的に同一である。
組み合わせ物を、全体的にまたは部分的に連続してかまたは同時にかのいずれかで、（１
）一本鎖ポリヌクレオチドを任意の相補的配列から解離し、（２）オリゴヌクレオチドプ
ライマーを一本鎖ポリヌクレオチドの３’－末端でフランキング配列と、およびコントロ
ールポリヌクレオチドとハイブリダイズさせ、（３）そのオリゴヌクレオチドプライマー
を一本鎖ポリヌクレオチドに沿って伸長させて、第１伸長ポリヌクレオチドプライマーを
提供し、コントロールポリヌクレオチドにハイブリダイズしたオリゴヌクレオチドプライ
マーを分解し、分解したオリゴヌクレオチドをコントロールポリヌクレオチドに沿って伸
長させ、（４）第１伸長プライマーおよび一本鎖ポリヌクレオチドを解離し、そしてコン
トロールポリヌクレオチドおよび伸長分解プライマーを解離し、（５）第１伸長オリゴヌ
クレオチドプライマーをオリゴヌクレオチドプライマーとハイブリダイズさせ、そのオリ
ゴヌクレオチドプライマーをコントロールポリヌクレオチドとハイブリダイズさせ、（６
）オリゴヌクレオチドプライマーを第１伸長オリゴヌクレオチドプライマーに沿って伸長
させて、第２伸長ポリヌクレオチドプライマーを提供し、コントロールポリヌクレオチド
にハイブリダイズしたオリゴヌクレオチドプライマーを分解し、オリゴヌクレオチドプラ
イマーをコントロールポリヌクレオチドに沿って伸長させて伸長分解プライマーを提供し
、（７）第２伸長ポリヌクレオチドプライマーを第１伸長ポリヌクレオチドプライマーお
よびコントロールポリヌクレオチドの伸長分解プライマーから解離し、（８）上記工程（
５）～（７）を繰り返す、条件下でインキュベートする。反応混合物を伸長分解プライマ
ーの存在について試験する。その存在は、標的ポリヌクレオチドの標的配列の多数のコピ
ーを作製するための試薬および条件が機能的であることを示す。
本発明のその他の実施態様は、パッケージした組み合わせ物中に、（ａ）オリゴヌクレオ
チドプライマー、（ｂ）オリゴヌクレオチドプライマーがそのオリゴヌクレオチドプライ
マーの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズする配列を有するコント
ロールポリヌクレオチド、（ｃ）３’ないし５’エクソヌクレアーゼによる、１－１０ヌ
クレオチドの分解を防ぐ化学修飾がその３’－末端にある以外はオリゴヌクレオチドプラ
イマーと実質的に同一である修飾オリゴヌクレオチドプライマー、（ｄ）ヌクレオシドト
リホスフェート、および（ｅ）３’ないし５’エクソヌクレアーゼ、を含んでなるキット
である。
【図面の簡単な説明】
図１および１Ａは、本発明のある実施態様を示す略図である。
図２は、本発明の別の実施態様を示す略図である。
図３は、本発明の別の実施態様を示す略図である。
具体的な実施態様の説明
上記の通り、本発明は、その最も広義の態様において、増幅過程中にその相対的な検出能
に関して２またはそれ以上の別個のポリヌクレオチドの増幅の比較を可能にするものであ
る。両方のポリヌクレオチドを増幅させるため、単一のプライマー、但し、その結合部位
に一方のポリヌクレオチドに対する３’－ミスマッチを有するプライマーを用いることに
より、一方のポリヌクレオチドの増幅をもう一方のポリヌクレオチドの増幅に相関して制
御する。かかる調節の量およびタイミングは、ミスマッチプライミング部位を持たないポ
リヌクレオチドの濃度を直接反映する。従って、本発明は、試料中のポリヌクレオチドの
定量測定または内部定量コントロールとしての使用に有用である。例えば、標的ポリヌク
レオチドの増幅の最中にコントロールポリヌクレオチドを本発明に従い増幅した場合、コ
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ントロールポリヌクレオチドの増幅量は、標的ポリヌクレオチドの量を直接反映する。コ
ントロールポリヌクレオチドは、試料または反応媒質に添加されるもの、または既に標的
ポリヌクレオチド配列含有試料中に存在するものであることができる。
本発明は、標的ポリヌクレオチドのプライミング部位の１つおよびコントロールポリヌク
レオチドのプライミング部位の少なくとも１つにハイブリダイズする能力のあるプライマ
ーを用いることによりコントロールされる陽性コントロールポリヌクレオチド鋳型の増幅
を可能にするものである。しかしながら、本発明は、標的ポリヌクレオチドの増幅に対し
てコントロールポリヌクレオチドの増幅を制御できる。これは、プライミング部位を持つ
コントロールポリヌクレオチドを、プライマーが塩基対形成においてコントロールポリヌ
クレオチドに対する３’ミスマッチを有するが、標的ポリヌクレオチドに対するミスマッ
チは持たないように設計することにより達成される。３’ないし５’エクソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼの存在下では、このミスマッチ配列が分解し、その際にコント
ロールポリヌクレオチドの増幅が起こる。この方法では、コントロールポリヌクレオチド
の増幅は、標的ポリヌクレオチドの増幅と直接的に競合しないようにコントロールされる
。このコントロールポリヌクレオチドは標的ポリヌクレオチドの増幅を抑制する程多くの
増幅試薬は消費できないようになっている。好ましくは、コントロールポリヌクレオチド
の増幅の抑制は、上記オリゴヌクレオチドプライマーに加えて、上記オリゴヌクレオチド
プライマーと実質的に同一であるが、コントロールポリヌクレオチドにハイブリダイズす
るときに修飾プライマーの分解を妨げる化学修飾がその一部にある、修飾オリゴヌクレオ
チドプライマーを用いることにより制御される。従って、コントロールポリヌクレオチド
の増幅を支持するプライマーの量は調節できる。オリゴヌクレオチドプライマーと修飾オ
リゴヌクレオチドプライマーの比率を制御することにより、制御オリゴヌクレオチドに沿
ったオリゴヌクレオチドプライマーの鎖伸長レベルを制御できる。本発明の方法は、コン
トロールが標的増幅と競合する能力を低減することにより、相同コントロールおよび異種
コントロール両方の性能を改善するものである。
一態様において、本発明は、標的ポリヌクレオチドの標的配列の多数のコピーを形成する
方法に関する。この方法は、オリゴヌクレオチドプライマーの伸長生成物を少なくとも標
的配列に沿って、または伸長オリゴヌクレオチドプライマーに沿って形成する工程を含む
。この伸長生成物は、標的配列のコピーである。本発明の改良法は、オリゴヌクレオチド
プライマーがそのプライマーの３’－末端以外でハイブリダイズするコントロールポリヌ
クレオチドの存在下で、伸長生成物を形成することを含む。この方法の条件下で、オリゴ
ヌクレオチドプライマーは、標的配列に沿ったかかるプライマーの伸長を制御された方法
でコントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する。このようにして、コントロールポリ
ヌクレオチドに対応する伸長プライマーの存在が増幅試薬類および増幅条件が機能的であ
ることを示すことから、陽性コントロールが提供される。
更に、本発明の具体的な実施態様の説明に進む前に、多数の用語を定義したい。
ポリヌクレオチド分析物－－ポリマーヌクレオチドである測定すべき化合物または組成物
であって、無傷の自然状態では、約２０ないし５００，０００またはそれ以上のヌクレオ
チドを有することができ、単離した状態では、約３０ないし５０，０００またはそれ以上
のヌクレオチドを有することができ、通常は、約１００ないし２０，０００ヌクレオチド
、より頻繁に見られるのは５００ないし１０，０００ヌクレオチドである。従って、自然
状態から分析物を単離することにより、しばしば断片化が起こるのは明らかである。ポリ
ヌクレオチド分析物は、任意の供給源由来の核酸を精製化または未精製化形態で含んでお
り、t-ＲＮＡ、m-ＲＮＡ、r-ＲＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡおよびＲＮＡ、葉緑体ＤＮＡ
およびＲＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド類、またはそれらの混合物、遺伝子、染色体
、プラスミド、微生物、例えば、細菌類、酵母類、ウイルス類、ウイロイド類、糸状菌、
真菌、植物、動物、ヒト、などの生物学的材料のゲノム、およびそれらの断片などを含む
ＤＮＡ（dsＤＮＡおよびssＤＮＡ）およびＲＮＡを包含している。ポリヌクレオチド分析
物は、生物学的試料などの複合混合物の少量画分のみであってもよい。分析物は、当業者
にはよく知られた方法により様々な生物学的材料から得ることが出来る。かかる生物学的
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材料のいくつかの例は、限定ではなく説明を目的として、下記表に開示している。
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を包含する。
病的細胞貧血のヘモグロビン遺伝子、嚢胞性繊維症遺伝子、腫瘍形成遺伝子、cＤＮＡな
どのような遺伝子類も含まれる。
適当なポリヌクレオチド分析物は、分析物を切断処理して、例えば、制限エンドヌクレア
ーゼまたは他の部位特異的化学切断法により、剪断または処理することにより、標的ポリ
ヌクレオチド配列を含有するフラグメントを得ることが出来る。しかしながら、本発明の
利点は、ポリヌクレオチド分析物を更に切断することなく、その単離した状態で使用出来
るという点である。
本発明の目的のために、ポリヌクレオチド分析物またはポリヌクレオチド分析物から得ら
れた切断フラグメントは、通常少なくとも部分的に変性しているか、または一本鎖になっ
ており、もしくは、変性または一本鎖になるように処理される。かかる処理は、当業者に
はよく知られており、例えば、加熱またはアルカリ処理である。例えば、二本鎖ＤＮＡは
、９０－１００℃で約１ないし１０分間加熱して変性物質を生成することができる。
核酸またはポリヌクレオチドの増幅－－普通は、媒質中に存在する核酸またはポリヌクレ
オチド分析物である、核酸またはポリヌクレオチド分子の１またはそれ以上のコピーの形
成を起こす（指数増幅）か、または核酸またはポリヌクレオチド分子の相補物の１または
それ以上のコピーの形成を起こす（線形増幅）方法。
核酸またはポリヌクレオチドの指数増幅－－核酸またはポリヌクレオチド分子、普通は、
媒質中に存在する核酸またはポリヌクレオチド分析物の１またはそれ以上のコピーの形成
を起こす方法。このようなＤＮＡの特定の二本鎖配列を酵素的増幅する方法の１つは、上
記の通り、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）として知られている。このインビトロ増幅法
は、変性、オリゴヌクレオチドプライマーアニーリング、および好熱性鋳型依存性ポリヌ
クレオチドポリメラーゼによるプライマー伸長、即ち、かかるプライマーの“鎖伸長”、
というサイクルの繰り返しに基づき、プライマーによりフランクされたポリヌクレオチド
分析物の所望の配列のコピー、即ち“上記プライマーの鎖伸長生成物”、の指数増加をも
たらす。ＤＮＡの相対する各鎖にアニールする２つの異なるＰＣＲプライマーを、一方の
プライマーのポリメラーゼ触媒伸長生成物がもう一方に対する鋳型鎖として働き得るよう
に配置し、その長さがオリゴヌクレオチドプライマーの５’末端間の距離で定義される別
個の二本鎖フラグメントの蓄積をもたらす。
その他の増幅法は上述したものであり、シングルポリヌクレオチドプライマーを用いる一
本鎖ポリヌクレオチドの増幅に関連する。増幅対象の一本鎖ポリヌクレオチドは、互いに
相補的であり、かつそのため、互いにハイブリダイズしてステム－ループ構造を形成する
能力のある隣接していない２つの配列を含有する。この一本鎖ポリヌクレオチドは、既に
ポリヌクレオチド分析物の部分であってもよく、また、ポリヌクレオチドが存在する成果
として作製されることもある。
核酸増幅の成果を達成するその他の方法は、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）として知られて
いる。この方法は、リガーゼ酵素を用いて、予め形成しておいた核酸プローブを結合させ
るものである。プローブは、核酸分析物が存在するならばそれとハイブリダイズするが、
リガーゼは、プローブを互いに連結させるために使用され、そうして、次のサイクルにお
いて特定の核酸配列を反復する働きができる２つの鋳型を生じる。
核酸増幅を達成するその他の方法は、核酸配列をベースとした増幅（the nucleic acid s
equence based amplification）（ＮＡＳＢＡ）である。この方法は、インビトロで、特
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定の核酸の連続的で、均質な、かつ等温の増幅を誘導するプロモーター指向性酵素的方法
である。
その他に核酸の特定の基を増幅する方法は、Ｑ－ベータ－レプリカーゼ法であり、これは
、Ｑ－ベータ－レプリカーゼがそのＲＮＡ基質を指数的に増幅する能力に依存するもので
ある。
核酸またはポリヌクレオチドの線形増幅－－核酸またはポリヌクレオチド分子、普通は、
媒質中に存在する核酸またはポリヌクレオチド分析物、の相補物のみの１またはそれ以上
のコピーの形成を起こす方法。従って、線形増幅と指数増幅との相異点の１つは、後者が
ポリヌクレオチドのコピーを生成するのに対し、前者がポリヌクレオチドの相補鎖のみを
生成するということである。線形増幅では、形成された相補物の数は、コピー数が指数関
数である指数増幅とは反対に、一定の倍数である。
標的ポリヌクレオチドの標的配列－－同定すべきヌクレオチドの配列であって、普通は、
ポリヌクレオチド分析物の部分（標的ポリヌクレオチド）または全体中に存在しており、
その同一性は、標的ポリヌクレオチド内に含有される標的配列の増幅を実施するのに必要
な様々なプライマーおよび他の分子を調製できるのに十分な程度知られている。一般に、
プライマー伸長増幅において、プライマーは、標的ポリヌクレオチド内の少なくとも標的
配列にハイブリダイズし、かつそれに沿って伸長（鎖伸長）するので、標的配列は鋳型と
して働く。伸長したプライマーは、“鎖伸長生成物”である。標的配列は、普通、２つの
指定配列の間にあるが、必ずしもそうである必要はない。一般に、プライマーおよび他の
プローブポリデオキシヌクレオチドは、その指定配列と、またはかかる標的ポリヌクレオ
チドの少なくとも一部、普通、その３’－末端の少なくとも１０ヌクレオチドセグメント
、好ましくは少なくとも１５ヌクレオチドセグメント、頻繁にあるものでは２０ないし５
０ヌクレオチドセグメント、とハイブリダイズする。この標的配列は、普通、約３０ない
し５，０００、またはそれ以上のヌクレオチド、好ましくは５０ないし１，０００ヌクレ
オチドを含有する。標的ポリヌクレオチドは、多くの場合、ポリヌクレオチド分析物の一
部である。標的ポリヌクレオチドは、一般に、より大きい分子の断片であるか、または、
実質的にその分子全体であってもよい。試料中の標的ポリヌクレオチド配列の存在が、試
料中のポリヌクレオチド分析物の存在を示す特異的インジケーターであることを保証する
ために、標的ポリヌクレオチド配列におけるヌクレオチドの最小数を選択する。非常に大
まかには、標的ポリヌクレオチド配列の長さは、通常約１．６logＬヌクレオチドより大
きく、ここで、Ｌは、試料の生物源のゲノムにおける塩基対の数である。標的ポリヌクレ
オチド配列におけるヌクレオチドの最大数は、通常、ポリヌクレオチド分析物の長さ、お
よびそれが剪断または単離中の他の過程およびアッセイ用試料を調製するのに必要となる
何等かの操作により破壊される傾向、および配列の検出および／または増幅効率により支
配される。
オリゴヌクレオチド－－ポリヌクレオチド、普通は、一本鎖ポリヌクレオチドであり、普
通は、合成ポリヌクレオチドであるが、天然発生ポリヌクレオチドであってもよい。オリ
ゴヌクレオチドは、普通、長さにして、少なくとも５ヌクレオチド、好ましくは１０ない
し５０ヌクレオチド、より好ましくは１５ないし２５ヌクレオチドの配列からなる。
オリゴヌクレオチドの調製については、様々な十分に知られた技術を採用できる。かかる
配列は、生合成により、または化学合成により得ることができる。短い配列（約１００ヌ
クレオチドまで）の場合、生合成よりも化学合成がより経済的であることが多い。より長
い配列では、分子生物学で使用される標準複製法を使用でき、例えば、J.Messing, Metho
ds Enzymol(1983)101:20-78に記載のように、一本鎖ＤＮＡ用のＭ１３の使用などである
。
標準クローニング技術のほかに、ポリメラーゼ触媒反応などのインビトロ酵素的方法も使
用できる。ＲＮＡを調製する場合、Ｔ７ ＲＮＡポリヌクレオチドおよび適切なＤＮＡ鋳
型を使用できる。ＤＮＡの場合、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）およびシングルプライ
マー増幅が便利である。
その他の化学的なポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチド合成法には、ホスホトリエ
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ステルおよびホスホジエステル法（Narang等、Meth.Enzymol(1979)68:90）および支持体
上での合成（Beaucage等、Tetrahedron(1981)Letters 22:1859-1862）、並びに、ホスホ
ルアミデート技術、Caruthers,M.H.,等、“Methods in Enzymology”,Vol.154,pp.287-31
4(1988)、および“Synthesis and Applications of DNA and RNA”,S.A.Narang編，Acade
mic Press,New York,1987および本明細書に含まれる文献に記載の他の方法がある。
相補的第１および第２フランキング配列を有する一本鎖ポリヌクレオチド－－通常、互い
に隣接しておらず、かつ相補的である少なくとも２つのセグメントまたはフランキング配
列から成るデオキシヌクレオチド配列。これらの配列は、お互いにハイブリダイズして、
ステム－ループ構造を形成できる。その相補的配列に結合したとき、リプレッサー、制限
酵素および同等物などのレセプターに対する特異的結合部位である１またはそれ以上の配
列を含有していることもある。第１および第２のセグメントまたはフランキング配列は、
それぞれ一本鎖ポリヌクレオチド配列の３’－末端および５’－末端にあり、それぞれ、
少なくとも１０、好ましくは少なくとも１５のデオキシヌクレオチドおよび／またはそれ
らの誘導体を含んでなる。各フランキング配列間にある一本鎖ポリヌクレオチド配列の部
分は、標的配列を含んでなる。一本鎖ポリヌクレオチド配列が相補鎖とハイブリダイズす
るとき、各末端は逆方向リピート対のメンバーを有すると思われる。
オリゴヌクレオチドの末端（End）－－本明細書に使用した場合、この文言は、オリゴヌ
クレオチドの３’－または５’－向かい側のいずれかにあるヌクレオチド類を表し、その
ターミナルヌクレオチドを含む。
オリゴヌクレオチドの終端（Terminus）－－本明細書に使用した場合、この文言は、オリ
ゴヌクレオチドの３’－または５’－末端のいずれかにあるターミナルヌクレオチドを表
す。
オリゴヌクレオチドプライマー－－普通、例えば、核酸の増幅などにおけるポリヌクレオ
チド鋳型での鎖伸長に使用されるオリゴヌクレオチド。オリゴヌクレオチドプライマーは
、普通、その３’－末端に標的ポリヌクレオチドの指定配列とハイブリダイズする能力の
ある配列を含有する、一本鎖の合成デオキシヌクレオチドである。オリゴヌクレオチドプ
ライマー、特にその３’－末端は、通常、指定配列に対し、少なくとも５０％、好ましく
は７０％、より好ましくは９０％、最も好ましくは１００％の相補性を有する。標的ポリ
ヌクレオチドにハイブリダイズする、オリゴヌクレオチドプライマーのハイブリダイズ可
能配列のヌクレオチド数は、オリゴヌクレオチドプライマーをハイブリダイズするのに使
用した条件が、過剰の非制御非特異的ハイブリダイゼーションを防ぐ程度にストリンジェ
ンシーであるべきである。オリゴヌクレオチドプライマーのヌクレオチド数は、普通、少
なくとも標的ポリヌクレオチドの指定配列と同程度、即ち、少なくとも１０ヌクレオチド
、好ましくは少なくとも１５ヌクレオチド、一般には、約１０から２００、好ましくは２
０ないし５０ヌクレオチドである。
コントロールポリヌクレオチド－－オリゴヌクレオチドプライマーの一部とハイブリダイ
ズ可能な配列を有するポリヌクレオチド。従って、かかる配列は、鎖伸長の開始に関わる
領域、即ち、プライミング部位にある。好ましくは、コントロールポリヌクレオチドは相
同である。コントロールポリヌクレオチドは、普通、長さにして少なくとも５０ヌクレオ
チド、好ましくは１００ないし５，０００ヌクレオチド、より好ましくは１００ないし５
００ヌクレオチドの配列からなる。結合がコントロールポリヌクレオチドプライミング部
位内で起こるとき、結合の効果は、標的ポリヌクレオチドに沿う鎖伸長に使用されるオリ
ゴヌクレオチドプライマーが、コントロールポリヌクレオチドに対する３’ミスマッチ部
分または非ハイブリダイズ部分を有する程度のものである。言い換えれば、オリゴヌクレ
オチドプライマーの３’－末端の一部は、コントロールポリヌクレオチドにハイブリダイ
ズしない。そのため、かかるオリゴヌクレオチドプライマーの鎖伸長によるコントロール
ポリヌクレオチドの増幅は、かかるオリゴヌクレオチドプライマーの鎖伸長による標的ポ
リヌクレオチドの増幅に比べて低い。普通、ミスマッチは、その３’－末端に、コントロ
ールポリヌクレオチドとハイブリダイズしない部分を有するオリゴヌクレオチドプライマ
ーから得られる。この部分は、コントロールポリヌクレオチドのプライミング部位に関し
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て約１ないし１０ヌクレオチド、好ましくは３ないし５ヌクレオチドである。従って、オ
リゴヌクレオチドプライマーの非ハイブリダイズ部分は自身が伸長するための鋳型を持た
ないことから、オリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端の非ハイブリダイズ部分のコ
ントロールポリヌクレオチドに沿った伸長は起こらない。
修飾オリゴヌクレオチドプライマー－その３’－末端に化学修飾がある以外は、標的ポリ
ヌクレオチドの増幅に使用されるオリゴヌクレオチドプライマーと実質的に同一のオリゴ
ヌクレオチドプライマー。この修飾は、３’ないし５’エクソヌクレアーゼ活性を有する
ポリメラーゼにより、コントロールポリヌクレオチドにハイブリダイズしないオリゴヌク
レオチドプライマーの１ないし１０ヌクレオチドが分解されるのを妨げるものである。従
って、化学修飾は、かかる１ないし１０ヌクレオチド内、普通はその位置またはその近く
、または修飾オリゴヌクレオチドの３’－終端（terminus）の１ないし５ヌクレオチド内
にある。
本発明の目的を達成するあらゆる化学修飾が利用できる。かかる修飾には、例示であって
限定ではないが、ホスホロチオエート類、ホスホン酸エチル類、カルボキサミド類、スル
ホンアミド類、カルバメート類、アセタール類、およびケタール類がある。更に、その他
の修飾も本発明の開示から当業者に示唆されるであろう。
本発明の目的に特に好ましいのは、ホスホロチオエート修飾である。本発明によれば、修
飾オリゴヌクレオチドプライマーは、その３’－末端に、普通は、３’－終端の１ないし
５ヌクレオチド内に、好ましくは３’－終端に、少なくとも１つのホスフェートの酸素が
硫黄に置換されているヌクレオチドモノホスフェートを持つ。好ましくは、１ないし５の
ホスフェートの酸素を、より好ましくは１ないし２のホスフェートの酸素を硫黄で置換す
る。硫黄は、しばしば単独でリン（ホスホロチオエート基）に結合するが、リボースの炭
素原子または標識の炭素原子とも結合できる。従って、かかる修飾オリゴヌクレオチドプ
ライマーは、少なくとも１つの、好ましくは１ないし５の、より好ましくは１ないし２の
リン－硫黄結合を含有する。これらの硫黄含有修飾オリゴヌクレオチドプライマーは、下
記の既知技術に従って調製できる。
少なくとも１つのモノホスフェートを含有する修飾オリゴヌクレオチドプライマーは、オ
リゴヌクレオチドが、例えば、Chemical and Engineering News(1994)17(No.16):21-22に
記載のものである、ヌクレオチドモノホスフェートを含んでなる。
ヌクレオシドトリホスフェート－－５’－トリホスフェート置換基を有するヌクレオシド
。ヌクレオシドは、普通、デオキシリボースまたはリボースである五炭糖の１’－炭素に
共有結合しているプリンまたはピリミジン類のいずれかの窒素塩基の五炭糖誘導体である
。プリン塩基は、アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、イノシンおよびそれらの誘導体およ
び類似体を含む。ピリミジン塩基は、シトシン（Ｃ）、チミン（Ｔ）、ウラシル（Ｕ）お
よびそれらの誘導体および類似体を含む。ヌクレオシドトリホスフェートには、ｄＡＴＰ
、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、およびｄＴＴＰなどのデオキシリボヌクレオシドトリホスフェー
トおよびrＡＴＰ、rＣＴＰ、rＧＴＰおよびrＵＴＰなどのリボヌクレオシドトリホスフェ
ートがある。“ヌクレオシドトリホスフェート類”の用語は、その誘導体および類似体も
含み、非誘導化ヌクレオシドトリホスフェートと同様の方法で、認識および重合化される
ような誘導体によって例示される。かかる誘導体または類似体の例は、例示であって限定
ではないが、リポーター基で修飾、ビオチニル化、アミン修飾、放射性標識、アルキル化
等されるものであって、ホスホロチオエート、ホスファイト、環状原子修飾誘導体類、お
よび同等物などを含む。リポーター基は、フルオレセインなどの蛍光基、ルミノールなど
の化学発光基、遅延蛍光などにより検出可能なＮ－（ヒドロキシエチル）エチレンジアミ
ントリ酢酸などのテルビウムキレーターなどであり得る。“ヌクレオシドトリホスフェー
ト”の用語は、その誘導体および類似体を含む。
ヌクレオチド－－核酸ポリマー、即ちＤＮＡおよびＲＮＡのモノマー単位である塩基－糖
－ホスフェート化合物。
修飾ヌクレオチド－－増幅反応中に修飾ヌクレオシドトリホスフェートを組み込むことに
より得られ、そうして核酸ポリマーの部分となる核酸ポリマーの単位である。
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ヌクレオシド－－塩基－糖化合物またはホスフェート部分のないヌクレオチド。
ヌクレオチドポリメラーゼ－－ＤＮＡ鋳型と相補的に伸長が起こるようにＤＮＡ鋳型に沿
ったオリゴヌクレオチドの伸長を形成する触媒、通常は酵素。ヌクレオチドポリメラーゼ
は、鋳型依存性ポリヌクレオチドポリメラーゼであって、オリゴヌクレオチドの３’末端
の伸長のための基礎単位（building blocks）としてヌクレオシドトリホスフェートを利
用し、オリゴヌクレオチドがハイブリダイズして二本鎖を形成するポリヌクレオチドの一
本鎖部分と相補的な配列を提供するものである。通常は、触媒は、ＤＮＡポリメラーゼな
どの酵素である。
３’ないし５’エクソヌクレアーゼ－－本発明の目的には、ここに意図した反応条件下で
、オリゴヌクレオチドプライマーの一部がコントロールポリヌクレオチドにハイブリダイ
ズするとき、オリゴヌクレオチドプライマー３’－末端からのハイブリダイズしなかった
ヌクレオチドの選択的切断を触媒する配列依存性酵素として働き、またヌクレオチドポリ
メラーゼとしても働くことができる、３’ないし５’エクソヌクレアーゼであるか、また
は３’ないし５’エクソヌクレアーゼ活性を有する酵素とみなす（後者の場合は、３’な
いし５’エクソヌクレアーゼを含むポリメラーゼとみなすことができる）。この酵素は、
オリゴヌクレオチドプライマーのハイブリダイズしなかったヌクレオチドを、コントロー
ルポリヌクレオチドにハイブリダイズしたオリゴヌクレオチドプライマーの部分の３’－
終端でハイブリダイズしなかったヌクレオチドがない位置まで選択的に切断するが、ハイ
ブリダイズした部分またはコントロールポリヌクレオチドは切断しない。本発明に有用な
３’ないし５’－ヌクレアーゼは、本発明方法で使用した条件で安定でなければならず、
普通、熱安定性のヌクレオチドポリメラーゼである。このような酵素は、ポリメラーゼを
化学的、または遺伝子操作によって修飾し、熱安定性および／または活性増大を与えるこ
とができる、細胞、細菌、例えば、Ｅ．コリ、植物、動物、ウイルス、好熱性細菌、など
の生物源に由来する酵素である。このような酵素には、カリフォルニア州、ラホーヤのSt
ratagene社のＰfu ＤＮＡポリメラーゼ（天然物または組換え物）、カリフォルニア州、
フォスター・シティーのPerkin Elmer社のUltma ＤＮＡポリメラーゼ、ウィスコンシン州
、マジソンのEpicentre Technologies社のr Ｂst ＤＮＡポリメラーゼ、マサチューセッ
ツ州、ビバリーのNew England Biolabs社のＶＥＮＴ ＤＮＡポリメラーゼおよびウィスコ
ンシン州、マジソンのPromega Corp.社のＴi ＤＮＡポリメラーゼ、およびインディアナ
ポリス州、インディアナポリスのBoehringer Mannheim社のＰwo ＤＮＡポリメラーゼ等が
ある。
全体的にまたは部分的に連続して－－本発明で利用した試料および様々な薬剤を一緒（同
時に）でなく合わせる場合、１つまたはそれ以上を残りの薬剤の１つまたはそれ以上と合
わせて、サブコンビネーションを形成することが出来る。その後、各サブコンビネーショ
ンを本方法の１またはそれ以上の工程にかけることが出来る。そうして、それぞれのサブ
コンビネーションを、所望の結果の１またはそれ以上を達成する条件下でインキュベート
出来る。
ハイブリダイゼーション（ハイブリダイズする）および結合－－本明細書には、ヌクレオ
チド配列の前後にこの用語が互換的に用いられている。２つのヌクレオチド配列が互いに
ハイブリダイズする能力は、２つのヌクレオチド配列の相補性の程度に基づいており、次
ぎにこれは適合した相補的ヌクレオチド対の断片に基づいている。与えられた配列中に別
の配列と相補的なヌクレオチドがより多くなると、ハイブリダイゼーションに対する条件
は、ますますストリンジェントであることが出来、２つの配列の結合は、ますます特異的
になるであろう。高いストリンジェンシーは、温度を上げること、共溶媒の比率を増やす
こと、塩濃度を下げることなどにより、達成される。
相同または実質的に同一－－一般に、同一であるか、または同じポリヌクレオチド配列と
それぞれハイブリダイズできる２つのポリヌクレオチド配列は、相同である。２つの配列
は、各配列が、チミン（Ｔ）とウラシル（Ｕ）を同じとみなした上で同じまたは類似の塩
基配列を少なくとも９０％、好ましくは１００％有する場合、相同または実質的に同一で
ある。従って、リボヌクレオチドＡ、Ｕ、ＣおよびＧは、それぞれ、デオキシヌクレオチ
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ドｄＡ、ｄＴ、ｄＣおよびｄＧに対する類似体と見なす。相同配列は、両方ＤＮＡである
か、または一方がＤＮＡで他がＲＮＡであることが出来る。
相補的－－２つの配列は、１つの配列が、逆平行センスで、即ち、各配列の３’末端がも
う一方の配列の５’末端に結合し、そして、一方の配列のＡ、Ｔ（Ｕ）、ＧおよびＣそれ
ぞれがもう一方の配列のＴ（Ｕ）、Ａ、ＣおよびＧとそれぞれ整列する状態で、もう一方
の配列と結合出来るとき、相補である。
隣接しない－－ポリヌクレオチドの２つのセグメント間の、または２つの配列、Ｓ１およ
びＳ２間の標的ポリヌクレオチド配列に存在する少なくとも１、通常は少なくとも１０の
ヌクレオチドがある、隣接しない配列。
隣接する－－ポリヌクレオチドの２つのセグメント間、または２つの配列間にヌクレオチ
ドがない場合、隣接すると見なされる配列。
配列のコピー－－一本鎖ポリヌクレオチドの配列に相補的である配列とは区別されるよう
な、一本鎖ポリヌクレオチド配列の直接同一のコピーである配列。
プライマー伸長手段－－少なくともプライマーの３’末端または両方にハイブリダイズで
きる、ヌクレオチドポリメラーゼまたはその３’末端以外に配列を有する一本鎖鋳型ポリ
ヌクレオチド。プライマー伸長手段は、また、酵素または他の物質に対する基質として作
用できるヌクレオシドトリホスフェート類またはその類似体および、酵素活性に必要な条
件、例えば、二価金属イオン（通常はマグネシウム）、ｐＨ、イオン強度、有機溶媒（ホ
ルムアミド）等、を含んでいる。
特異的結合対のメンバー（“sbpメンバー”）－－２種の異なる分子のうち、表面上また
は空洞内に、一方の分子の特定の空間的かつ極性組織に特異的に結合する領域を有し、そ
れ故に、それと相補であると定義されるもう一方の分子。特異的結合対のメンバーは、リ
ガンドとレセプター（抗リガンド）のように表される。これらは、抗原－抗体などの免疫
学的対のメンバーであり得るか、または、オペレーター－レセプター、ヌクレアーゼ－ヌ
クレオチド、ビオチン－アビジン、ホルモン－ホルモンレセプター、核酸二本鎖分子、Ｉ
gＧ－プロテインＡ、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡなどであり得る。
リガンド－－それに対するレセプターが天然に存在するか、または製造できる、いくつか
の化合物。
レセプター（“抗リガンド”）－－分子の特定の空間的かつ極性の構造、例えば、エピト
ープまたは決定基部位、を認識できるいくつかの化合物または組成物。例となるレセプタ
ーは、天然に生成するレセプター、例えば、チロキシン結合グロブリン、抗体類、酵素類
、Ｆabフラグメント類、レクチン類、核酸類、リプレッサー類、防御酵素類（protection
 enzyme）、プロテインＡ、補体成分Ｃ１q、ＤＮＡ結合タンパク質またはリガンド類等を
含む。
小さい有機分子－－分子量１５００以下、好ましくは１００ないし１０００、より好まし
くは３００ないし６００の化合物であって、例えば、ビオチン、フルオレセイン、ロダミ
ンおよび他の染料、テトラサイクリンおよび他のタンパク質結合分子、およびハプテン等
である。小さい有機分子は、標識または支持体へのヌクレオチド配列の結合法を提供でき
る。
支持体または表面－－多孔性または非多孔性の水不溶性物質。支持体は、親水性であるか
、または親水性となし得るものであり、無機粉末、例えば、シリカ、硫酸マグネシウムお
よびアルミナ；天然ポリマー物質、特にセルロース性物質およびセルロースから誘導され
る物質、例えば、濾紙、クロマトグラフィー用紙等の繊維含有紙など；合成の、または修
飾した天然生成ポリマー、例えば、ニトロセルロース、セルロースアセテート、ポリ（塩
化ビニル）、ポリアクリルアミド、架橋化デキストラン、アガロース、ポリアクリレート
ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリ（４－メチルブテン）、ポリスチレン、ポリメタク
リレート、ポリ（エチレンテレフタレート）、ナイロン、ポリ（ビニルブチレート）等；
それ単独で、または他の物質と共に使用されるいずれかのもの；バイオガラス、セラミッ
ク類、金属類および同種物のように利用可能なガラスを含む。天然または合成のアセンブ
リー、例えば、リポソーム類、リン脂質小胞類、および細胞類もまた採用出来る。
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支持体または表面へのsbpメンバーの結合は、通常、文献により入手出来るよく知られた
技術により達成され得る。例えば、“インモビライズド・エンザイムス”、イチロー・チ
バタ、ハルステッド・プレス、ニューヨーク（１９７８年）およびクアトレカサス、ジャ
ーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー、２４５巻、３０５９頁（１９７０年）参
照。その表面は、多くの形、例えば、ストリップ状、ロッド状、ビーズおよび同種物を含
む粒子状のうちのいずれか１つを有している。
標識またはリポーター基もしくはリポーター分子－－シグナル生成系の１メンバー。通常
は、標識またはリポーター基もしくは分子は、ポリヌクレオチドプローブまたはポリヌク
レオチドプライマーにコンジュゲートまたは結合させるものであって、直接的または特異
的結合反応によって検出される能力があり、検出可能なシグナルを生成できる。標識類は
、増幅またはライゲーション用の鋳型を提供し、リプレッサータンパク質；ハプテン類；
抗体類；アビジンなどのレセプター類；ビオチンおよび同種物などのリガンドとして作用
できる。好ましくは、オリゴヌクレオチドプライマーは標識を持つか、または標識を持つ
能力がある。一般に、検出可能なあらゆる標識が使用できる。標識類は、同位元素性また
は非同位元素性、通常は、非同位元素性であって、触媒、例えば、酵素、触媒をコードす
るポリヌクレオチド、プロモーター、染料、蛍光分子、化学発光体、補酵素、酵素基質、
放射活性基、小さい有機分子、増幅可能なポリヌクレオチド配列、粒子、例えば、ラテッ
クスまたは炭素粒子、金属ゾル、クリスタライト、リポソーム、細胞等であり得る。さら
に染料、触媒または他の検出可能基および同種物で標識されてもまたはされなくても良い
。標識は、シグナル生成系の１メンバーであって、単独か、またはシグナル生成系の他の
メンバーと一緒にかのいずれかで、検出可能なシグナルを産生できる。該標識は、ヌクレ
オチド配列に直接結合できるか、またはヌクレオチド配列に結合するsbpメンバーに相補
なsbpメンバーに結合させることにより、それらに結合できるようになる。
シグナル生成系－－シグナル生成系は、１またはそれ以上の成分を有することができ、少
なくとも１つの成分は、標識またはリポーター基である。シグナル生成系は、試料中の標
的ポリヌクレオチド配列またはポリヌクレオチド分析物の存在または量に関連するシグナ
ルを産生するものである。シグナル生成系は、測定可能なシグナルを生成するに必要な全
ての試薬を包含している。標識をヌクレオチド配列にコンジュゲートさせない場合、その
標識は、通常、ヌクレオチド配列に、またはその部分に結合するsbpメンバーの１つに相
補なsbpメンバーに結合させる。シグナル生成系の他の成分は、展開溶液中に含まれてい
ることもあり、かつ、基質類、エンハンサー類、活性化剤類、化学発光化合物類、コファ
クター類、阻害剤類、スカベンジャー類、金属イオン類、シグナル産生物質の結合に必要
となる特異的結合物質、および同様物を含むことが出来る。シグナル生成系の他の成分は
、補酵素類、酵素生成物と反応する基質類、他の酵素類および触媒類および同種物であり
得る。シグナル生成系は、外部操作、電磁放射の使用、望ましくは、目視検査により検出
可能なシグナルを提供するものである。シグナル生成系は、1990年7月19日に出願された
米国特許出願第07/555,323号に記載されており、これと同等の開示内容が本明細書に参照
として組み込まれている。
補助物質－－様々な補助物質を本発明の方法および本発明に従い実施するアッセイでは頻
繁に採用するであろう。例えば、緩衝液は、通常、アッセイ媒質の安定剤およびアッセイ
成分と同じく、アッセイ媒質中に存在するであろう。しばしば、これらの添加物に加えて
、アルブミンなどのタンパク質類、ホルムアミドなどの有機溶媒類、第４級アンモニウム
塩類、硫酸デキストランなどのポリカチオン類、界面活性剤類、特に、非イオン性界面活
性剤類、結合エンハンサー類、例えば、ポリアルキレングリコール類または同種物が含ま
れ得る。
上記のように、本発明の一つの態様は、陽性コントロールを提供することにより核酸増幅
反応における改良法を提供する。従って、本発明はこのような増幅反応における偽陰性を
回避する。この方法は、一般に、少なくとも標的配列に沿ったまたは伸長オリゴヌクレオ
チドプライマーに沿ったオリゴヌクレオチドプライマーの伸長生産物を形成する工程を含
む。伸長生産物は標的配列のコピーである。本発明の改良は、オリゴヌクレオチドプライ
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マーが、プライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオチド以外でハイブリダイズする、コ
ントロールポリヌクレオチド存在下での伸長生産物の形成を含む。この方法条件下で、オ
リゴヌクレオチドプライマーは、標的配列に沿ったオリゴヌクレオチドプライマーの伸長
に関連した制御法で、コントロールポリヌクレオチドに沿って伸長する。所望により、修
飾オリゴヌクレオチドプライマーを上記組み合わせに含んでもよい。修飾プライマーは、
この反応条件下で、上記の１－１０ヌクレオチドの分解を防ぐ化学的修飾が３’－末端に
ある以外、オリゴヌクレオチドプライマーと実質的に同一である。この試みにおいて、コ
ントロールオリゴヌクレオチドに沿ったオリゴヌクレオチドプライマーの鎖伸長のレベル
は、オリゴヌクレオチドプライマーおよび修飾オリゴヌクレオチドプライマーの比率を制
御することにより制御できる。
本発明の一つの態様を図１に記載する。この態様では、ＰＣＲによる増幅を選択したが、
例示であって限定ではない。二本鎖であり、ＰＣＲにより増幅すべき標的配列を有する核
酸または標的ポリヌクレオチド（ＴＰＮ）を含む疑いのある試料を、二つの異なるポリヌ
クレオチドプライマー（ＰＰ１およびＰＰ２）、３’ないし５’エキソヌクレアーゼ活性
を有するヌクレオチドポリメラーゼ（ＮＰ－ＥＸＯ）、ヌクレオチドトリホスフェート（
ＮＴＰ）およびコントロールポリヌクレオチド（ＣＰＮ）と合わせる。ＣＰＮは、その３
’－末端に、ＰＰ１の３’－末端の１－１０ヌクレオチドの部分（Ｐ１）以外、ＰＰ１と
ハイブリダイズできるＣＰＮＳ配列を有する。
条件は、反応混合物の温度サイクリングを達成するように選択する。このような条件下で
、ＰＰ１は、ＴＰＮが存在する時ＴＰＮのプライマー結合部位ＰＢＳ１と、およびＣＰＮ
のＣＰＮＳとハイブリダイズし、プライマーＰＰ２は、ＴＰＮのプライマー結合部位ＰＢ
Ｓ２とハイブリダイズする。それぞれのＴＰＮの鎖に沿ったＰＰ１およびＰＰ２の伸長は
、それぞれ、伸長ＰＰ１（ＥＰＰ１）および伸長ＰＰ２（ＥＰＰ２）を作り、それらはＴ
ＰＮのそれぞれの鎖の各相補物である。分子ＥＰＰ１およびＥＰＰ２は、それぞれ、プラ
イマーＰＰ２およびＰＰ１のプライマーの鋳型として働く。従って、続く温度サイクリン
グは標的配列の増幅をもたらす。
加えて、ＰＰ１は、Ｐ１部分を除き、結合部位ＣＰＮＳでＣＰＮにハイブリダイズする。
従って、ＣＰＮにハイブリダイズしたＰＰ１は、ＣＰＮにハイブリダイズしないＰ１部分
を、ＰＰ１の３’－末端に有する。従って、ＰＰ１の３’－末端は、ＰＰ１の３’－末端
が完全にＣＰＮとハイブリダイズするために、Ｐ１がＮＰ－ＥＸＯのエキソヌクレアーゼ
活性によりフラグメントＰ１Ｆに分解されるまで、ＣＰＮに沿った鎖伸長をすることがで
きない。従って、温度サイクリングの間、分解ＰＰ（ＰＰ１マイナスＰ１（またはＤＰＰ
１））分子のＣＰＮに沿った伸長は、ＰＰ１からＰ１への分解のための遅延により、ＴＰ
Ｎに沿ったＰＰ１の伸長に関連して制御される。コントロールの増幅は、標的配列の増幅
よりも遅い。従って、コントロールの存在は、標的ポリヌクレオチドの増幅が抑制される
ほど多くの試薬の消費をもたらさない。この方法において、有効な陽性コントロールが達
成される。
コントロールポリヌクレオチドは、ＰＰ１が結合する部位以外の標的ポリヌクレオチド配
列に無関係なオリゴヌクレオチドであってよい。一方、コントロールポリヌクレオチドは
、プライマーＰＰ１の３’－末端が結合しないコントロールポリヌクレオチドの部分以外
の標的ポリヌクレオチド配列の鎖の一つに対応することができる。コントロールポリヌク
レオチドは二本鎖であってよい。この状況において、コントロールポリヌクレオチドと標
的ポリヌクレオチド配列の間に対応がある時、第２のプライマー、例えば、上記ＰＰ２が
またＰＰ１が結合する鎖以外の鎖に結合し、それに沿って伸長する（図１Ａ参照）。
ＰＰ２と、それが結合するコントロールポリヌクレオチドの鎖の間の３’－末端ミスマッ
チは、このような鎖に沿ったＰＰ２伸長の制御および所望の陽性コントロールの促進をも
たらす。
上記のように、ＣＰＮは、下記のようなコントロールポリヌクレオチドとして機能する。
ＰＰ１は、ＴＰＮが試料に存在する時、ＴＰＮおよびＣＰＮの両方とハイブリダイズする
。しかしながら、ＰＰ１のＣＰＮに沿った伸長は、ＰＰ１がＣＰＮに沿って伸長し得る前
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に起こるべきＰ１部分の分解のため、そのＴＰＮに沿った伸長に関して制御される。ＴＰ
Ｎに沿ったＰＰ１の伸長は、その伸長がＣＰＮに沿っている場合、ＰＰ１の前分解に依存
しない。ＣＰＮのコピーであり、相補物である伸長生産物を得るための、ＰＰ１とＣＰＮ
のハイブリダイゼーションおよびそれに沿った伸長によりもたらされるコピーおよびＣＰ
Ｎ相補物の数は、ＴＰＮが試料に存在する時は減少する。ＴＰＮが試料に存在しない時、
ＰＰ１の伸長は、ＣＰＮに沿って起こり、ＴＰＮに沿ったＰＰ１の伸長を含む競合反応が
ないため、より多くのＣＰＮのコピーおよび相補物が形成される。
ＣＰＮに沿ったＰＰ１の伸長を制御できる他の方法は、ＰＰ１および／またはＣＰＮもし
くはＰＰ１およびＰＰ２の濃度を調節することによる。
本発明の他の態様は、図２に記載する。この態様において、上記で定義の修飾オリゴヌク
レオチドプライマーである付加的プライマーＭＰＰ１を使用する。上記のように、ＭＰＰ
１はＰＰ１に対応するが、ＰＰ１をＣＰＮとハイブリダイズした時、Ｐ１を分解不可能に
するか、また分解に対して耐性にする修飾をＰ１内に含む。二本鎖の、ＰＣＲにより増幅
すべき標的配列（ＴＰＮＳ）を有する核酸または標的ポリヌクレオチド（ＴＰＮ）を含有
する疑いのある試料を、３つのポリヌクレオチドプライマー（ＰＰ１、ＭＰＰ１およびＰ
Ｐ２）、好ましくは３’ないし５’エキソヌクレオアーゼ活性を有するヌクレオチドポリ
メラーゼ（ＮＰ－ＥＸＯ）、ヌクレオシドトリホスフェート（ＮＴＰ）およびコントロー
ルポリヌクレオチド（ＣＰＮ）と合わせる。ＣＰＮは、その３’－末端に、ＰＰ１および
ＭＰＰ１の３’－末端の１－１０ヌクレオチドの部分（Ｐ１）以外でＰＰ１およびＭＰＰ
１とハイブリダイズできるＣＰＮＳ配列を有する。
条件は、反応混合物の温度サイクリングを達成するように選択する。このような条件下で
、ＰＰ１およびＭＰＰ１は、ＴＰＮが存在する時、ＴＰＮのプライマー結合部位ＰＢＳ１
と、およびＣＰＮのＣＰＮＳとハイブリダイズし、プライマーＰＰ２は、ＴＰＮのプライ
マー結合部位ＰＢＳ２とハイブリダイズする。それぞれのＴＰＮの鎖に沿ったＰＰ１、Ｍ
ＰＰ１およびＰＰ２の伸長は、それぞれ、伸長ＰＰ１およびＭＰＰ１（それぞれＥＰＰ１
およびＥＭＰＰ１）および伸長ＰＰ２（ＥＰＰ２）を作り、それらはＴＰＮのそれぞれの
鎖の各相補物である（ＥＰＰ１およびＥＭＰＰ１）。従って、続く温度サイクリングは標
的配列の増幅をもたらす。一方の分子ＥＰＰ１およびＥＭＰＰ１、および他方のＥＰＰ２
は、それぞれ、一方のプライマーＰＰ２および他方のＰＰ１およびＭＰＰ１のプライマー
の鋳型として働く。
加えて、ＰＰ１は、Ｐ１部分を除き、結合部位ＣＰＮＳでＣＰＮにハイブリダイズする。
従って、ＣＰＮにハイブリダイズしたＰＰ１は、ＣＰＮにハイブリダイズしないＰ１部分
を、ＰＰ１の３’－末端に有する。従って、ＰＰ１の３’末端は、Ｐ１が、ＰＰ１の３’
末端が完全にＣＰＮとハイブリダイズするために、ＮＰ－ＥＸＯのエキソヌクレアーゼ活
性によりフラグメントＰ１Ｆに分解されるまで、ＣＰＮに沿った鎖伸長をすることができ
ない。従って、温度サイクリングの間、分解ＰＰ（ＰＰ１マイナスＰ１（またはＤＰＰ１
））分子のＣＰＮに沿った伸長は、ＰＰ１からＰ１への分解のための遅延により、ＴＰＮ
に沿ったＰＰ１の伸長に関連して制御される。コントロールの増幅は、標的配列の増幅と
比較して遅い。従って、コントロールの存在は、標的ポリヌクレオチド配列の増幅が抑制
されるほど多くの試薬の消費をもたらさない。この方法において、有効なプラスへの制御
が達成される。
加えて、上記のように、ＰＰ１およびＭＰＰ１は、Ｐ１部分以外、ＣＰＮに、結合部位Ｃ
ＰＮＳでハイブリダイズする。従って、ＣＰＮにハイブリダイズしたＰＰ１およびＭＰＰ
１は、ＣＰＮにハイブリダイズしないＰ１部分を、それぞれＰＰ１およびＭＰＰ１の３’
末端に有する。従って、ＰＰ１の３’－末端は、ＰＰ１の３’－末端が完全にＣＰＮとハ
イブリダイズするために、Ｐ１が酵素のエキソヌクレアーゼ活性によりフラグメントＰ１
Ｆに分解されるまで、ＣＰＮに沿った鎖伸長をすることができない。更に、ＭＰＰ１は修
飾Ｍを有するため、修飾が起こるまでの間のみ分解される。通常、修飾は、ＭＰＰ１がＣ
ＰＮＳにハイブリダイズする点から１から１０ヌクレオチド、好ましくは１から４ヌクレ
オチド以内である。従って、ＭＰＰ１がまだＣＰＮとハイブリダイズしない部分Ｐ２を含
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むため、ＭＰＰ１はＣＰＮに沿った鎖伸長ができない。従って、温度サイクリングの間、
ＰＰ１マイナスＰ１の分子のＣＰＮに沿った伸長は、ＰＰ１からＰ１への分解のための遅
延により、および、ＭＰＰ１のＣＰＮへの競合ハイブリダイゼーションにより、ＴＰＮに
沿ったＰＰ１の伸長に関連して制御される。コントロールポリヌクレオチドの増幅は、標
的配列の増幅よりも遅い。従って、コントロールポリヌクレオチドの存在は、標的ポリヌ
クレオチド配列の増幅が抑制されるほど多くの試薬の消費をもたらさない。この方法にお
いて、有効な陽性コントロールが達成される。
上記態様において、コントロールポリヌクレオチドの増幅を支持するプライマーの量を、
非修飾プライマーＰＰ１の量により調節できる。これにより、得られる増幅コントロール
ポリヌクレオチドの量が制御できる、比較的感度のよい方法を可能にする。一般に、修飾
プライマー対非修飾プライマーの比率は５：１から１：１、好ましくは、約２．５：１で
ある。ＰＰ１およびＭＰＰ１の両方が、標的ポリヌクレオチド配列ＴＰＮに結合し、それ
に沿って伸長するため、標的感度の減少は、修飾オリゴヌクレオチドプライマーの増幅反
応への取り込みに反映されない。
本発明の他の態様を図３に示す。この態様において、単一プライマー増幅による増幅を選
択するが、例示であって限定ではない。標的ポリヌクレオチドＴＰＮ’は、逆方向リピー
トを有する一本鎖ポリヌクレオチドであり、即ち、ＴＰＮ’の配列ＰＢＮＳ１’がＴＰＮ
’の配列Ｓ２と相補的である。ＴＰＮ’を含有する疑いのある試料を、単一オリゴヌクレ
オチドプライマーＰＰ１’、好ましくは３’ないし５’エキソヌクレアーゼ活性を有する
ヌクレオチドポリメラーゼＮＰ－ＥＸＯ、ヌクレオチドトリホスフェート（ＮＴＰ）およ
びコントロールポリヌクレオチド（ＣＰＮ’）と合わせる。ＣＰＮ’は、その３’－末端
に、ＰＰ１’の３’－末端の１－１０ヌクレオチドの部分（Ｐ１’）以外でＰＰ１’とハ
イブリダイズできるＣＰＮＳ’配列を有する。
条件は、反応混合物の温度サイクリングを達成するように選択する。このような条件下で
、ＰＰ１’は、ＴＰＮ’が存在する時ＴＰＮ’のプライマー結合部位ＰＢＳ１’と、およ
びＣＰＮ’のＣＰＮＳ’とハイブリダイズする。ＴＰＮ’の鎖に沿ったＰＰ１’の伸長は
、伸長ＰＰ１’（ＥＰＰ１’）を作り、それはＴＰＮ’の相補物である。Ｓ２がＰＢＮＳ
’の相補物であるため、ＥＰＰ１’は、Ｓ２とＰＰ１’の相補物であり、ＴＰＮ’および
ＥＰＰ１’の両方と結合でき、それに沿って伸長できる配列ＣＳ２を含む。従って、続く
温度サイクリングは、標的配列の増幅をもたらす。分子ＥＰＰ１’は、プライマーＰＰ１
’の鋳型として働く。
加えて、ＰＰ１’は、Ｐ１’部分を除き、結合部位ＣＰＮＳ’でＣＰＮ’にハイブリダイ
ズする。従って、ＣＰＮ’にハイブリダイズしたＰＰ１’は、ＣＰＮ’にハイブリダイズ
しないＰ１’部分を、ＰＰ１’の３’末端に有する。従って、ＰＰ１’の３’－末端は、
Ｐ１’が、ＰＰ１’の３’－末端が完全にＣＰＮ’とハイブリダイズするために、ＮＰ－
ＥＸＯのエキソヌクレアーゼ活性によりフラグメントＰ１Ｆ’に分解されるまで、ＣＰＮ
’に沿った鎖伸長をすることができない。従って、温度サイクリングの間、ＰＰ１’マイ
ナスＰ１’（ＤＰＰ１’）分子のＣＰＮ’に沿った伸長は、ＰＰ１’からＰ１’への分解
のための遅延により、ＴＰＮ’に沿ったＰＰ１’の伸長に関連して制御される。コントロ
ールの増幅は、標的配列の増幅よりも遅い。従って、コントロールの存在は、標的ポリヌ
クレオチド配列の増幅が抑制されるほど多くの試薬の消費をもたらさない。この方法にお
いて、有効な陽性コントロールが達成される。上記の態様はまた上記のように修飾オリゴ
ヌクレオチドプライマーでも使用できることは明らかである。
本方法は、標的ポリヌクレオチドがＤＮＡまたはＲＮＡである時、使用される。本発明の
態様において、例えば、オリゴヌクレオチドプライマーのような１個またはそれ以上の試
薬を標識（レポーター分子）で標識する。レポーター分子は、例えば、検出可能な基また
はビオチンのようなバインダーまたは標的配列とハイブリダイズする配列以外のヌクレオ
チド配列であり得る。伸長プライマーは、プローブに共有的に結合するレポーター分子に
より検出できる。プローブは、プライマーが結合する配列以外の標的ヌクレオチド配列の
部分と相同または相補的なヌクレオチド配列を有する。
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本発明の他の態様は、ポリヌクレオチド分析物を含有する疑いのある試料中のポリヌクレ
オチド分析物の存在の検出法に関する。試料を含む媒質を上記のように処置して、ポリヌ
クレオチド分析物が存在するならば、そのポリヌクレオチド分析物から標的ポリヌクレオ
チドを製造するか、またはポリヌクレオチド分析物それ自体が標的ポリヌクレオチドであ
る。次いで、媒質を増幅を行うための試薬と合わせるが、これは選択した特定の増幅プロ
トコールによる。次いで、標的ポリヌクレオチドを、本発明に従った上記方法に付し、標
的ポリヌクレオチド配列の多数のコピーを製造し、次いでそれを検出する。試験は、その
存在がポリヌクレオチド分析物の存在を示すものである伸長プライマーの存在に関して行
う。増幅は、ポリヌクレオチド分析物を正確に検出するのに充分な数の伸長プライマーの
分子が得られるまで行う。選択した増幅プロトコールによるが、サイクルの数は、少なく
とも３、好ましくは少なくとも１０である；通常、サイクルの数が３０より少ないのが好
ましい。ポリヌクレオチド分析物がＲＮＡである場合、ヌクレオチドポリメラーゼは逆転
写酵素を含む。
増幅を含む本発明に従った方法の実施では、水性媒質を使用する。他の極性共溶媒、通常
、アルコール、エーテル等を含む、１－６、通常１－４の炭素原子の酸素化有機溶媒も使
用し得る。通常、これらの共溶媒は、使用する場合、約７０重量％以下、より普通には、
約３０重量％以下で存在する。
媒質のｐＨは、通常、約４．５から９．５、より普通には、約５．５－８．５の範囲、お
よび好ましくは約６－８の範囲である。ｐＨおよび温度は、場合により、同時または連続
した、内部ハイブリダイズ配列の分解、プライマーおよび他のプローブと標的ポリヌクレ
オチド配列のハイブリダイゼーション、ポリデオキシヌクレオチドプライマーと標的ポリ
ヌクレオチド配列のハイブリダイゼーション、プライマーの伸長および伸長プライマーの
分解をもたらすように選択し、変える。ある場合、上記工程を連続してまたは同時に行う
ことが望ましいか否かによって、速度、効果およびこれらの工程の特異性を最適化するこ
とで妥協される。種々の緩衝液を、所望のｐＨを達成するためおよびｐＨを測定中維持す
るために使用し得る。緩衝液を例示すれば、ホウ酸、リン酸、炭酸、トリス、バルビター
ル等がある。用いる特定の緩衝液は本発明で重要ではないが、個々の方法において、一つ
の緩衝液が他のものより好ましいことがある。
中位の温度が発明を行うために使用される。通常、方法の実施において、媒質は２から３
種の温度の間を循環する。この方法のための温度は、通常、約１０から１０５℃、より普
通には約４０から９９℃、好ましくは５０から９８℃である。正確な温度は、塩濃度、ｐ
Ｈ、使用する溶媒、標的ポリヌクレオチド配列の長さおよび組成およびプライマーによっ
て変化し得る。約３０から６５℃の相対的に低い温度が伸長工程で使用できるが、変性お
よびハイブリダイゼーションは、約５０から１０５℃の温度で行い得る。
本発明を単一プライマー増幅またはＰＣＲに使用する場合、この方法は、伸長プライマー
またはそれに相補的な配列のコピーの所望の数を達成するのに充分な時間行う。この場合
、これは、例えば、ポリヌクレオチド分析物のアッセイなどの、増幅を行う目的に依存す
る。一般に、この方法を行う時間は、１サイクル当たり約１から１０分であり、１から２
００以上程の、通常５から８０の、頻繁には１０－６０のサイクル数を使用できる。簡便
さのために、サイクルの時間および数を減らすことが通常望ましい。一般に、所定度合い
の増幅のための時間は、例えば、ポリヌクレオチドポリメラーゼを飽和させるのに充分な
ヌクレオチドトリホスフェートの濃度の選択ならびにポリヌクレオチドポリメラーゼおよ
びポリヌクレオチドプライマーの濃度の増加により短くできる。一般に、この方法を行う
ための時間は、約５から２００分である。簡便さのために、通常時間を短くすることが望
ましい。
３’ないし５’エキソヌクレアーゼ活性を有する酵素の濃度は、コントロールポリペプチ
ドに沿ったプライマーの伸長の遅延を必要なレベルで実行するのに充分であり、通常、１
００マイクロリットル反応量当たり約０．１から１０単位であり、好ましくは、１００マ
イクロリットル量反応量当たり１から５単位である。このような酵素がまたポリメラーゼ
として機能する場合、このポリメラーゼの濃度は、鎖伸長を達成するのに充分なように選
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択する。ポリメラーゼの濃度は、通常、経験的に決定する。好ましくは、濃度をさらに増
加しても増幅のための時間を５倍まで、好ましくは２倍まで減少しないようにな充分な濃
度を使用する。主要な制限因子となるのは、通常、試薬の値段である。
コピーする標的ポリヌクレオチドの量は、試料中１または２分子程の低量であってもよい
が、一般に、試料中に約１０2から１０10、より普通には約１０3から１０8分子、好まし
くは少なくとも試料中に１０-21Ｍおよび１０-10から１０-19Ｍ、より普通には１０-14か
ら１０-19Ｍで変化し得る。
コントロールポリヌクレオチドの量は、通常、標的ポリヌクレオチドより低く、一般に、
約１０倍から１００００倍、標的ポリヌクレオチドより低い。エキソヌクレアーゼ耐性３
’－末端を有するポリヌクレオチドプライマーの場合、コントロールポリヌクレオチドは
標的ポリヌクレオチドより過剰であり得るが、一般に、標的ポリヌクレオチドの量または
濃度に関して１００００倍以上過剰ではない。
オリゴヌクレオチドプライマーの量は、少なくとも所望のコピーの数と同程度であり、通
常、試料が１－１，０００mＬである場合、試料当たり１×１０-10から１×１０-6モルで
ある。通常、プライマーは少なくとも約０．１μＭ、好ましくは０．５μＭおよびより好
ましくは約１μＭ存在する。好ましくは、オリゴヌクレオチドプライマーは、実質的に、
好ましくは少なくとも１×１０14倍、標的ポリヌクレオチド配列の濃度より過剰である。
媒質中のデオキシヌクレオシドトリホスフェートの濃度は広範囲で変化できる；好ましく
は、これらの試薬は過剰量で存在する。デオキシヌクレオシドトリホスフェートは通常１
０-6から１０-2Ｍ、好ましくは１０-5から１０-3Ｍで存在する。
組み合わせ物を形成するための種々の試薬を合わせる順序は変えてもよい。一般に、標的
ポリヌクレオチド配列は、このような配列を含む試料またはこのような配列を得るために
処理したポリヌクレオチド分析物から得る。一般に、標的ポリヌクレオチド配列は、デオ
キシヌクレオシドトリホスフェートと鋳型依存ポリデオキシヌクレオチドポリメラーゼの
予備調製組み合わせ物と組み合わせる。オリゴヌクレオチドプライマーは、調製した組み
合わせ物に含まれ得るかまたは続いて添加し得る。しかしながら、上記全てを同時添加し
てもよく、また他にステップ－ワイズ添加または連続添加を用いてもよい。
試薬の濃度および添加順序および方法の条件は、一般に、伸長プライマーのコピーの数お
よびこのようなコピーが形成される速度を最大にしたいという願望および複製の忠誠度に
依存する。一般に、伸長プライマーのコピーの数を、少なくとも１０2の率まで、好まし
くは１０4の率まで、より好ましくは１０6またはそれ以上の率まで増加させることが望ま
しい。
ポリヌクレオチド分析物検出への使用に関する本発明の実施において、媒質、ｐＨ、温度
および時間に関する考えは上記の通りであり得る。
種々の試薬の濃度が、一般に、対象となるポリヌクレオチド分析物の濃度範囲により決定
されるのに対し、多くの試薬の最終濃度は通常、アッセイ感度を最適化するために対象と
なる範囲にわたり経験的に決定される。アッセイにおける他の試薬の濃度は、一般に、上
記と同じ概念に従って決定する。主要な考慮点は、十分な数の伸長プライマーのコピーが
、ポリヌクレオチド分析物配列に関連して製造され、そうしてこのようなコピーが容易に
検出され、かつポリヌクレオチド分析物の正確な測定を提供することである。
伸長プライマーのコピーは種々の方法で検出できる。例えば、本発明において、オリゴヌ
クレオチドプライマーの分子は、リガンド、小有機分子、ポリヌクレオチド配列、タンパ
ク質、支持体、オペレーター－リプレッサー・ペアのメンバー、挿入色素等のリポーター
分子で標識できる。核酸配列を特異的に検出する標準法が使用できる。
核酸を検出する一つの方法は、核酸プローブの使用である。プローブを使用する一つの方
法は、1985年、9月6日に出願された米国特許出願第773,386号に記載されており、その記
載を本明細書に参考として包含させる。
他のアッセイ形式および検出形式は、それぞれ1989年1月19日および1989年8月29日に出願
された米国特許出願第07/229,282号および07/399,795号、1990年7月19日に出願された米
国特許出願第07/555,323号、米国特許出願第07/555,968号および1991年10月11日に出願さ
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れた米国特許出願第07/776,538号に記載され、これらは本明細書に参考として包含させる
。
特定の標識またはリポーター分子およびそれらの検出の例は、1990年7月19日出願の米国
特許出願第07/555,323号に見ることができ、その関連する記載を本明細書に参考として包
含させる。
シグナルの検出は、用いるシグナル生成系の性質に依存する。標識またはリポーター基が
酵素である場合、シグナル生成系の更なるメンバーは酵素基質等を含む。酵素反応の生産
物は好ましくは発光生産物または、分光光学的に検出できる蛍光または非蛍光色素、もし
くは他のスペクトル的または電気的方法で検出できる生産物である。標識が蛍光分子であ
る場合、媒質を照射し、蛍光を測定できる。標識が放射性基である場合、媒質をカウント
し、放射能カウントを測定できる。
本発明の他の態様は、標的ポリヌクレオチドを含有する疑いのある試料中の標的ポリヌク
レオチドの定量測定に関する。ＰＣＲ増幅を例えば増幅過程中に行う場合、増幅ＤＮＡ種
またはアンプリコンの初期の測定は、しばしば試料に存在する標的ＤＮＡの量に直接関連
し得る。この技術は、未知標的濃度を含む同じ反応混合物に既知の濃度のコントロールＤ
ＮＡを添加することにより、より信頼できるようになる。これら二つのアンプリコンの初
期の測定は比較でき、未知の標的の濃度の決定に使用できる。添加コントロールＤＮＡは
、従って、未知標的の内部濃度対照として働く。
上記方法は、ＤＮＡの対照濃度が未知標的の濃度より１００から１０００倍多いかまたは
少なくなることができないことで制限される。反応容器中の二つのＤＮＡ濃度がこの範囲
外である場合、最大濃度ＤＮＡが、低い濃度のＤＮＡが増幅できる前に増幅する。この場
合、より低い濃度のＤＮＡは検出されず、二つのＤＮＡ、即ち、コントロールおよび標的
の比較は達成できない。標的ＤＮＡの濃度が、ある施用の場合、１０００倍以上で変化す
るため、実際の結果では、未知標的濃度をコントロールＤＮＡの濃度の１００－１０００
倍にすることを確実にするために、別の反応容器で、種々のコントロールＤＮＡ濃度で行
うことが必要である。
本発明により、コントロールポリヌクレオチドは、この用語を本発明で使用する限り、増
幅反応混合物に、参考ポリヌクレオチドとして、コントロールポリヌクレオチドが常に検
出可能なレベルに増幅されるが、標的増幅のシグナルを弱めるかまたは除去する程は増幅
しない濃度で、挿入する。従って、単一反応容器で標的ポリヌクレオチドの濃度を信頼で
きる同定をする濃度範囲は広がる。
簡便のために、本発明で用いる予定した量の試薬を、パッケージした組み合わせ物のキッ
トで提供できる。キットは、パッケージにした組み合わせ物中に、（ａ）オリゴヌクレオ
チドプライマー、（ｂ）オリゴヌクレオチドプライマーの３’－末端の１－１０ヌクレオ
チド以外、オリゴヌクレオチドプライマーがハイブリダイズする配列を有するコントロー
ルポリヌクレオチド、（ｃ）１から１０ヌクレオチドの３’ないし５’エキソヌクレアー
ゼによる分解を防ぐ化学的修飾がその３’－末端にある以外はオリゴヌクレオチドプライ
マーと実質的に同一の修飾オリゴヌクレオチドプライマー、（ｄ）ヌクレオシドトリホス
フェートおよび（ｅ）エキソヌクレアーゼ活性を有しても有しなくてもよいヌクレオチド
ポリメラーゼを含むことができる。ヌクレオチドポリメラーゼが３’ないし５’エキソヌ
クレアーゼ活性を有しない事例の場合、キットは３’ないし５’エキソヌクレアーゼ活性
を有する酵素を更に含む。
標的ポリヌクレオチド配列を増幅するためのキットは、上記の材料を含み、ＰＣＲを行う
ためのものは、加えて、プライマーが、他のものの伸長の鋳型として働く標的配列に沿っ
たものの伸長生産物に関するものである限り、第２のポリヌクレオチドプライマーを含む
。
試料中のポリヌクレオチド分析物のアッセイにおいて、本発明法で使用できるキットは、
上記の他の試薬と組み合わせたパッケージに、ポリヌクレオチド分析物から標的ポリヌク
レオチド配列を形成する試薬を含むことができる。更に、オリゴヌクレオチドプライマー
は、標識し得るか、または配列標識を付与するまたは支持体に結合する基と共に提供され
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得る。キットは、更に、増幅標的ポリヌクレオチド配列に結合できる標識ポリヌクレオチ
ドプローブを含むことができる。キットは更にシグナル生成系およびまた種々の緩衝媒質
（この内の幾つかは、１個またはそれ以上の上記試薬を含み得る）を含むことができる。
キット中の種々の試薬の相対的量は、本方法に際して起こる必要のある反応を実質的に最
適化し、更に、アッセイ感度を実質的に最適化する試薬の濃度を提供するように、広範囲
で変化する。適当な条件下で、キット中の１種またはそれ以上の試薬は、通常凍結乾燥さ
れた、賦形剤を含む乾燥粉末として提供され、溶解して、本発明の方法またはアッセイを
行うための適当な濃度を有する試薬溶液を提供する。各試薬は別の容器にパッケージして
もよく、またはある試薬を交差反応性および貯蔵寿命が許容される一つの容器に組み合わ
せてもよい。キットは、更に、上記の本発明の方法に関する取り扱い書を含むことができ
る。
実施例
本発明を、更に、以下の説明的実施例により説明する。特記しない限り、温度は摂氏（℃
）で、部およびパーセントは重量で記載する。
以下の用語を定める：
ＨＰＬＣ　－　高速液体クロマトグラフィー
ＤＴＴ　－　ジチオトレイトール
min　－　分
sec　－　秒
hr　－　時間
下記実施例で使用するオリゴヌクレオチドは、Biosearch 8750 ＤＮＡ合成装置で、標準
ホスホロアミダイト法で合成した。水酸化アンモニウムで脱保護後、オリゴヌクレオチド
をＨＰＬＣで精製した。
実施例１
この実施例において、二つのオリゴヌクレオチド＋３’－末端に３’ホスホロチオエート
付加を有する一つのオリゴヌクレオチドを、ＰＲＣ増幅のために使用した。ホスホロチオ
エート付加は、オリゴヌクレオチド配列中の“＊”で示す。

標的ポリヌクレオチドは、Ｐromega Ｃompany，Ｍadison，ＷＩのpＧem５であった。コン
トロールポリヌクレオチドはまたＰromega ＣompanyのpＧem３であった。pＧem３は、pＧ
em５より５７ヌクレオチド小さい多重クローニング部位（ＭＣＳ）を有する。プライマー
をこれらのプラスミドのＭＣＳに対して設計した。プライマーＡは、プラスミド配列がp
Ｇem３と異なるpＧem５のＭＣＳの上流領域に設計した。プライマーＡはpＧem５と完全に
相補的であり、また３’－末端の最後の４つのヌクレオチド以外、pＧem３と相補的であ
る。下流プライマーであるプライマーＣはpＧem３および５の両方に相補的であり、全て
のＰＣＲ増幅において下流プライマーとして働く。プライマーＡおよびプライマーＣから
製造される増幅生産物は、pＧem３では２１２ヌクレオチドおよびpＧem５では２６９ヌク
レオチドであり、アガロースゲル電気泳動により容易に区別された。
ＰＣＲは、３’－エキソヌクレアーゼ活性（Stratagene, La Jolla, CA）を有する熱安定
クローンＰfu ＤＮＡポリメラーゼで行った。ＰＣＲ混合物の最終組成は、１０mＭ Ｔris
－ＨＣｌ（ｐＨ　８．８）、５０mＭ ＫＣl、１．５mＭ ＭgＣl2、０．１％トリトンＸ－
１００、７．５mＭ ＤＴＴ、各ヌクレオチドトリホスフェート０．２mＭおよびクローン
Ｐfu ＤＮＡポリメラーゼ５単位であった。最終プライマー濃度は１．０μＭであった。p
Ｇem３およびpＧem５を脱イオン蒸留水で使用前に希釈し、１μg／μlの濃度にした。適
当なＤＮＡ試料を個々の試料に最後に加えた。全ての力価測定反応は共通のマスター混合
物で行った。サイクルパラメータは、最初の５分の９５℃での変性、続く６０℃で１分の
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４５サイクル、７２℃で１分の伸長および９４℃で３０秒の変性であった。１００μＬの
全ＰＣＲ反応量をEricomp水－冷却サーモサイクラー（Ericomp, Inc. San Diego, CA）で
使用した。二つのプラスミド、pＧem３およびpＧem５を、増幅コントロールのレベルおよ
び二つの鋳型の間の競合を測定する試みにおいて、１０2および１０6標的分子／増幅反応
で、増幅反応で力価測定した。
増幅の後、反応を、２．０％の濃度でＢethesda Ｒesearch Ｌaboratories（Ｇaithersbu
rg，ＭＤ）の超純粋寒天から製造したアガロースゲルで分析した。エチジウムブロミドを
、紫外線光下で可視化するために、０．５mg／mlの濃度で加えた。６×充填色素（水中の
０．２５％ブロモフェノールブルー、０．２５％キシレンシアノールおよび１５％フィコ
ール）と合わせた各反応の３分の１を、各アガロースゲルのレーンに充填し、ＵＶ放射で
可視化した。
結果：
標的ポリヌクレオチドが同じか多い濃度である増幅反応において、標的ポリヌクレオチド
pＧem５の増幅は、コントロールポリヌクレオチドpＧem３よりも高いレベルで起こった。
表１はコントロールおよび標的ポリヌクレオチドの種々の濃度での異なる増幅頻度を比較
する。データは、プライマーＡのエキソヌクレアーゼ分解が、通常、同様の濃度の標的ポ
リヌクレオチドよりも低い程度で増幅されるコントロールポリヌクレオチドに反映される
ことを示した（表１参照）。コントロールポリヌクレオチドの濃度が標的ポリヌクレオチ
ドより高い場合、３’ないし５’エキソヌクレアーゼ分解による遅延を克服し、コントロ
ールポリヌクレオチドは標的ポリヌクレオチドと同程度がより多いレベルで増幅された。
この特定の実施例において、標的ポリヌクレオチドの増幅の促進されたレベルは、コント
ロールポリヌクレオチド増加の濃度に関連して減少した。

プライマーＡエキソヌクレアーゼ分解の調節は、標的ポリヌクレオチドおよびコントロー
ルポリヌクレオチドの両方の増幅中の、コントロールポリヌクレオチドの増幅の割合を制
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御する手段であった。
標的ポリヌクレオチドおよびコントロールポリヌクレオチドの両方の、低いおよび高い標
的ポリヌクレオチド濃度での共増幅は、ホスホロチオエート置換プライマーＢの取り込み
に関してより成功した（表２）。増幅反応は、ホスホロチオレート化プライマー（プライ
マーＢ）対非ホスホロチオレート化プライマー（プライマーＡ）の２．５：１（表２）の
比率で行った。標的ポリヌクレオチドおよびコントロールポリヌクレオチドの両方の増幅
は、広範囲の濃度の標的ポリヌクレオチド（１００－１，０００，０００標的ポリヌクレ
オチド分子）にわたり、コントロールポリヌクレオチドの１０5から１０6コピーで観察さ
れた。

プライマーＡを使用しない（プライマーＢおよびＣのみ）同じ混合物の増幅は、コントロ
ールポリヌクレオチドの検出可能な量の増幅なしに標的アンプリコンのみ製造した。３’
ないし５’エキソヌクレアーゼ活性を欠くＰfuポリメラーゼを、全３つのプライマーの存
在下に増幅の触媒として使用した場合、また標的ポリヌクレオチドのみが増幅された。
上記は本発明に含まれる機構に関するある理論を含む。これらの理論は、本発明が記載の
結果を達成することは証明されているので、本発明を限定するものとみなされるべきでは
ない。
上記および実施例は、その好ましい態様を含み、本発明を十分に開示するものである。記
載した方法の修飾は、分子生物学などの分野の通常の技術者に明らかであり、関連科学は
、以下の請求の範囲の範囲内であるとみなされる。
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