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(57)【要約】
ヌクレオチド配列のすぐにシーケンシングできるフラグ
メントを生成するための方法であって、標的にハイブリ
ダイズする第１および第３の部分と、ハイブリダイズし
ないループを形成する、第２の部分的に自己相補的な部
分とを包含する「バブルプライマー」を利用する、上記
方法が記載される。ループは、シーケンシングプライマ
ーの使用を可能にする汎用の配列を含有する。第１の部
分は、第３の部分と第２の部分の汎用の配列とを端部に
有する目的とする配列のアンプリコンを生成するように
、分解可能であってもよい。好ましい実施態様において
、第２の部分、または第２の部分と第３の部分との間の
領域はまた、ヌクレオチドＡ、Ｃ、Ｇ、Ｔの四つ組も含
み、シーケンス反応の調整を可能にする。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　開始のテンプレートポリヌクレオチドからポリヌクレオチドフラグメントを生成するた
めの方法であって、
ａ）第１のプライマー対を使用して、開始のテンプレートから関心領域を増幅して、該関
心領域を取り込んだアンプリコンを形成すること、
ｂ）第２のプライマーを用いた核酸増幅反応を使用して、工程ａ）で生成された第１のア
ンプリコンから該関心領域を増幅して、第２のプライマーを取り込んだアンプリコンを形
成すること
を含み、
　第２のプライマーは、該開始のテンプレートの第１の部分に相補的な第１の部分、該開
始のテンプレートに相補的ではない第２の部分、および該開始のテンプレートの第２の部
分に相補的な第３の部分を有する核酸配列を含み；
　該開始のテンプレートの第１および第２の部分は、隣接しているかまたは互いに近接し
ており；
　第２のプライマーの第１、第２、および第３の部分は、該開始のテンプレートへのハイ
ブリダイゼーションにおいて、該プライマーの第２の部分がハイブリダイズしないままで
あり、第１の部分と第３の部分との間にループを形成するように、５’から３’の順番で
並べられ；
　それによって第２のプライマーの配列を端部に有する関心領域を含む増幅産物が生成さ
れる、上記方法。
【請求項２】
　工程ｂ）の増幅反応が、第２のプライマー対を用いて行われ、第２のプライマー対のそ
れぞれは、第２のプライマーの形態である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　第２のプライマーの第２の部分が、汎用の配列を含む、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項４】
　前記汎用の配列が、シーケンシングプライマー配列を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記汎用の配列が、第２のプライマーの第３の部分に隣接している、請求項３または４
に記載の方法。
【請求項６】
　前記汎用の配列が、定義された塩基配列によって、第３の部分から隔てられている、請
求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記汎用の配列が、あらゆる定義された順番で４種のヌクレオチド塩基Ａ、Ｔ、Ｇおよ
びＣのそれぞれを含む配列によって、第３の部分から隔てられている、請求項６に記載の
方法。
【請求項８】
　第２のプライマーまたはその各々の第１の部分の少なくとも一部が、分解されやすく、
該プライマーの少なくとも第３の部分および第２の部分の少なくとも一部が、分解されに
くく、前記方法は、
　ｃ）該アンプリコンからの該プライマーまたはその各々の分解されやすい部分を分解す
る工程
をさらに含む、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　ｄ）第３のプライマー対を用いてｂ）の産物および／またはｃ）の産物を増幅する工程
であって、各プライマーは、第２のプライマーまたはその各々の第２の部分の少なくとも
一部に実質的に同一な核酸配列を含む、工程
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をさらに含む、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項３～７のいずれか一項によってなされる場合、ｂ）の産物および／またはｃ）の
産物が増幅され、第３のプライマーの核酸配列の少なくとも一部が、第２のプライマーま
たはその各々の第２の部分の前記汎用の配列に実質的に同一である、請求項９に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記テンプレートが、ゲノムのフラグメントである、請求項１～１０のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１２】
　前記テンプレートが、ゲノムの遺伝子座である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記対における各第２のプライマーの第２の部分が異なっている、請求項２に記載の方
法。
【請求項１４】
　前記テンプレートの第１の部分と第２の部分とが、０～２０個のヌクレオチド、好まし
くは１～１０、より好ましくは１～６、最も好ましくは１、２、３、４、５、または６個
のヌクレオチドによって隔てられている、請求項１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　第２のプライマーの第１の部分が、最大１５、２０、２５、３０、３５、５０個のヌク
レオチドの長さであり、好ましくは２０～３５個のヌクレオチド、より好ましくは２５個
のヌクレオチドの長さである、請求項１～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　第２のプライマーの第２の部分が、自己相補的な領域を含み、それによりハイブリダイ
ゼーションで形成されたループは、該自己相補的な領域がステムを形成するステム－ルー
プ構造をとる、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　第２のプライマーの第２の部分が、第１の分解性部分および第２の耐性部分を含む、請
求項８に記載の方法。
【請求項１８】
　第２のプライマーの第３の部分が、２、４、５、６、７、８、９、または１０個以下の
ヌクレオチドの長さであり、好ましくは４～６個、最も好ましくは６個のヌクレオチドの
長さである、請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　第２のプライマーの第２の部分、または第２および第３の部分が共に、ヌクレオチド塩
基の４種全て（Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ）を含むヌクレオチドの四つ組を包含するように選択され
る、請求項１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　工程ｄ）における第３のプライマー対が、５’末端に追加の非テンプレート配列をさら
に含む、請求項９に記載の方法。
【請求項２１】
　工程ｂ）の増幅が、ネステッドＰＣＲである、請求項１～２０のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項２２】
　シーケンシングプライマーが、第２のプライマーの第２の部分の前記汎用の配列の相補
物にハイブリダイズされる、請求項３～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　生成された増幅産物をシーケンシングする工程をさらに含む、請求項１～２２のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２４】
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　工程ａ）および／または工程ｂ）の増幅が、多重増幅である、請求項１～２３のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２５】
　核酸増幅のためのプライマーであって、
　増幅のための標的配列の第１の部分に相補的な第１の部分、該標的配列に相補的ではな
く、汎用の配列を含む第２の部分、および該標的配列の第２の部分に相補的な第３の部分
を有する核酸配列を含み；
　該標的配列の第１および第２の部分は、隣接しているかまたは互いに近接しており；
　該プライマーの第１、第２、および第３の部分は、標的配列へのハイブリダイゼーショ
ンにおいて、該プライマーの第２の部分がハイブリダイズしないままであり、第１の部分
と第３の部分との間にループを形成するように５’から３’の順番で並べられる、上記プ
ライマー。
【請求項２６】
　前記汎用の配列の相補物が、シーケンシングプライマーにハイブリダイズ可能である、
請求項２５に記載のプライマー。
【請求項２７】
　前記汎用の配列が、第３の部分に隣接している、請求項２５または２６に記載のプライ
マー。
【請求項２８】
　前記プライマーの第１の部分が、最大１５、２０、２５、３０、３５、５０個のヌクレ
オチドの長さであり、好ましくは２０～３５個のヌクレオチド、より好ましくは２５個の
ヌクレオチドの長さである、請求項２５～２７のいずれか一項に記載のプライマー。
【請求項２９】
　前記プライマーの第２の部分が、自己相補的な領域を含み、それによりハイブリダイゼ
ーションで形成されたループは、該自己相補的な領域がステムを形成するステム－ループ
構造をとる、請求項２５～２８のいずれか一項に記載のプライマー。
【請求項３０】
　前記プライマーの第３の部分が、２、４、５、６、７、８、９、または１０個以下のヌ
クレオチドの長さであり、好ましくは４～６個、最も好ましくは６個のヌクレオチドの長
さである、請求項２５～２９のいずれか一項に記載のプライマー。
【請求項３１】
　前記プライマーの第２の部分、または第２および第３の部分が共に、４種のヌクレオチ
ド塩基（Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ）のそれぞれを含むヌクレオチドの配列を包含するように選択さ
れる、請求項２５～３０のいずれか一項に記載のプライマー。
【請求項３２】
　請求項２５～３１のいずれか一項に記載のプライマーの対であって、該対における各プ
ライマーの第２の部分が異なっている、上記プライマーの対。
【請求項３３】
　請求項３２に記載のプライマー対であって、第２のプライマー対と組み合わされ、第２
のプライマー対の各メンバーが、第１のプライマー対のそれぞれのメンバーの少なくとも
一部に相補的な核酸配列を含む、プライマー対。
【請求項３４】
　複数の請求項３３に記載のプライマー対を含むプライマー対のライブラリーであって、
各対は、それぞれ第１および第２の第２の部分を含む第１および第２のプライマーを有し
、ここで各第１の第２の部分は同一であり、各第２の第２の部分は同一である、上記ライ
ブラリー。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、開始のテンプレートから、ＤＮＡシーケンシング分析に対応できるポリヌク
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レオチドフラグメントを生成するための方法に関する。該フラグメントは、次世代シーケ
ンシング方法において有用である。本発明の形態は、このような方法で使用するための核
酸プライマーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　概要ヒトゲノム配列の解析が完了してから、現時点において（２０１４年）、都会のシ
カゴ（人口２，７００万人）では、機器１つにつき２９時間当たり１つの完全ゲノムの速
度で、ヒト、女性および子供それぞれ個々のゲノム配列を、ありとあらゆるゲノム領域の
３０倍のカバー率で生成することが可能になるというところまで、元のゲノムにかかった
経済的支出に相当する程度にＤＮＡシーケンシング分析の生化学および機器が進歩し続け
ている。この驚異的な能力の増加は、ゲノムの各部分が同時に同じ生化学に晒される汎用
の方式で、シーケンシングされるＤＮＡフラグメントの全部を処理する能力によるもので
ある。「大規模並列」ＤＮＡシーケンシングは、ゲノムＤＮＡをランダムにフラグメント
化すること、次いで人工配列である「アダプター」をフラグメント化したＤＮＡの断片の
各末端に酵素によって接続することにより可能になる。
【０００３】
　ゲノムＤＮＡからのシーケンシング「ライブラリー」の生成は、時間がかかり、アダプ
ターの２種の異なる「フレーバー」の接続がランダムな性質を有するために、実際にはテ
ンプレートの約半分が分析に対応できないフラグメントを生成する。多くの産物は、フラ
グメントの末端において同一な「タイプＡ」または「タイプＢ」アダプターが接続される
と予想されるが、それに対して必要なことは、偶然の非対称接続であり、すなわち一方の
末端にはアダプターの一方のフレーバー（タイプＡ）および他方の末端にはアダプターの
他方のフレーバー（タイプＢ）を有することである。これらの非対称な産物は、クローニ
ングによって増幅することが可能であり、シーケンス反応が始まるとすぐにゲノムテンプ
レートから有用な配列情報を生成するのに理想的である。
【０００４】
　ＮＧＳのためのシーケンシングライブラリー調製における現在の技術は、
・テンプレートＤＮＡをランダムにフラグメント化する工程、
・そのようなフラグメントのうち望ましい長さを有するものをサイズ選択する工程、
・フラグメント末端を酵素により「末端修復」して、タイプＡおよびタイプＢアダプター
の平滑末端ライゲーションを可能にする工程、
・アダプターをライゲートして、所定比率の「Ａ／Ａ」および「Ｂ／Ｂ」の余分な産物と
、所定数の「Ａ／Ｂ」の望ましい産物とを生成する工程、
・アダプターによって改変されたライブラリーフラグメントをクローニングによって増幅
する工程
を包含する。
【０００５】
　ゲノムの再シーケンシングにかかるコストが急落し、シーケンシングの速さが増加する
につれて、ＮＧＳの適用は、ますます診療施設に対して向けられつつある。しかしながら
、ゲノムの３２億塩基全ての読み取りに対応する環境がほとんどないと予想され、具体的
な条件に関連する（または恐らくそれを確認する）限られた数の遺伝学的配置の調査によ
って療法の方向性を決めることによる、より一層標的化されたアプローチが実用的である
可能性がある。ゲノムの塩基の全てを読み取ることが必ずしも必要ではない場合、当然な
がらまさにそれを達成するように最適化された技術および手法を適用することが最適では
ない可能性がある。
【０００６】
　具体的な領域の標的化されたシーケンシングは、最も効率的には、バルクのテンプレー
トからそのような配列を単離することを必要とし、バルクのテンプレートは極めて多様で
複雑な可能性がある。効果的には、これは、他の非増幅領域に数で勝るレベルに標的領域
を増幅することによって達成できる。このような増幅産物は、そのＮＧＳ末端アダプター
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（上述の通り）の接続には対応できると予想されるが、これらはやはり、配列の実質的な
比率が、ＮＧＳシーケンシングのためのクローニングによる増幅を維持するには不適切な
「Ａ／Ａ」および「Ｂ／Ｂ」の形態である混成の集団であると予想される。深刻なことに
、タイプＡ／Ｂのコンストラクトでさえも、アダプター配列と、シーケンシングのために
標的化されたゲノムＤＮＡの領域との間に挿入された「プライマー残部」の大きい領域の
存在を有すると予想される。アダプター配列がシーケンシングプライマーのための結合部
位を提供する場合、これらのプライマー残部は、生成される第１のデータであり、すなわ
ち不必要であり情報価値がないと予想される。目的とする未知の配列に達する前に、既知
の配列の実質的な領域を、ＮＧＳ方法によって処理しなければならない。これは不必要な
資源を使用するだけでなく、典型的には、シーケンシング方法は、読み取り開始に近いほ
ど最も正確であるが、そのため後半の未知の配列はより低い忠実度で読み取られる。不必
要なシーケンシングが行われる量を低減し、生成される目的とする未知の配列の忠実度を
改善するために、より短い既知の領域を有する配列フラグメントを生産できるようにする
ことが望ましいと予想される。
【０００７】
　ライゲーションベースのアダプター戦略のさらなる不利益は、アダプターの非対称な統
合を得ること（すなわち、配列フラグメントの各末端に異なるアダプターを有すること）
が必要である点である。しかしながら、ライゲーション反応は典型的には非指向性である
ため、フラグメントの一部のみが必要な非対称アダプターを包含し、その他のものが、ど
ちらの末端にも同一なアダプターを包含することとなる。アダプターの本来的に非対称な
統合を可能にする方法を提供することが望ましいと予想される。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明の第１の形態によれば、開始のテンプレートポリヌクレオチドからポリヌクレオ
チドフラグメントを生成するための方法であって、
ａ）第１のプライマー対を使用して、開始のテンプレートから関心領域を増幅して、該関
心領域を取り込んだアンプリコンを形成すること、
ｂ）第２のプライマーを用いた核酸増幅反応を使用して、工程ａ）で生成された第１のア
ンプリコンから該関心領域を増幅して、第２のプライマーを取り込んだアンプリコンを形
成すること
を含み、
　第２のプライマーは、該開始のテンプレートの第１の部分に相補的な第１の部分、該開
始のテンプレートに相補的でない第２の部分、および該開始のテンプレートの第２の部分
に相補的な第３の部分を有する核酸配列を含み；
　該開始のテンプレートの第１および第２の部分は、隣接しているかまたは互いに近接し
ており；
　第２のプライマーの第１、第２、および第３の部分は、該開始のテンプレートへのハイ
ブリダイゼーションにおいて、該プライマーの第２の部分がハイブリダイズしないままで
あり、第１の部分と第３の部分との間にループを形成するように５’から３’の順番で並
べられ；
　それによって第２のプライマーの配列を端部に有する関心領域を含む増幅産物が生成さ
れる、上記方法が提供される。
【０００９】
　このようにして生成された増幅産物は、第２のプライマーの部分を包含し、それゆえに
本方法は、シーケンス反応に使用できる（すなわち、産物を「すぐにシーケンシングでき
る」）既知の配列を取り込んだアンプリコンを生成するのに使用することができる。
【００１０】
　好ましくは、工程ｂ）の増幅反応は、第２のプライマー対を用いて行われ、第２のプラ
イマー対のそれぞれは、第２のプライマーの形態である。この方式で、増幅産物は、各末
端にプライマー配列を包含する。
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【００１１】
　第２のプライマーの第２の部分は、汎用の配列、例えば、シーケンシングプライマー配
列に少なくとも実質的に同一な配列を含んでいてもよい。この汎用の配列は、アンプリコ
ンをシーケンス反応に使用できるようにするために、多くのまたは全ての可能な第２のプ
ライマーに共通であってもよい。
【００１２】
　汎用の配列はさらに、４種のヌクレオチド塩基Ａ、Ｃ、Ｇ、およびＴのそれぞれを含む
配列に隣接していてもよい。これは、４種のヌクレオチドの単純な四つ組（例えば、ＡＴ
ＣＧ）であってもよいし、または各塩基の２つ、３つ、またはそれより多くを包含してい
てもよい（例えば、ＡＡＣＣＴＴＧＧ）。このヌクレオチドは、どのような順番でもよい
。この配列は、汎用の配列を、プライマーの第３の部分から隔てていてもよい。
【００１３】
　好ましくは、第２のプライマーまたはその各々の第１の部分および第２の部分の少なく
とも一部は、分解されやすく、該プライマーの少なくとも第３の部分および第２の部分の
少なくとも一部は、分解されにくく、本方法は、
　ｃ）該アンプリコンからの該プライマーまたはその各々の分解されやすい部分を分解す
る工程
をさらに含む。
【００１４】
　これは、アンプリコンから既知の配列の領域を除去し、アンプリコン中の第２のプライ
マー残部の第２の部分におけるステムの再形成（ステム－ループ構造が存在する場合）を
防ぐ。このステムの再形成は、別の方式で、このプライマーまたはプライマー対の３’末
端におけるさらなるプライマーまたはプライマー対の意図したプライマー結合部位への接
近を妨げることができる。
【００１５】
　本方法は、
　ｄ）第３のプライマーまたはプライマー対を用いてｂ）の産物および／またはｃ）の産
物を増幅する工程であって、第３のプライマーまたはその各々は、第２のプライマーまた
はその各々の少なくとも一部に実質的に同一な（好ましくは同一な）３’核酸配列を含む
、工程
をさらに含んでいてもよい。
【００１６】
　好ましくは、第３のプライマーの実質的に同一な核酸配列は、第２のプライマーまたは
その各々の分解されていない分解されにくい部分に実質的に同一であり、それによって、
関心領域と第２のプライマーまたはその各々の分解されなかった部分の配列とを含む増幅
産物が生成される。実質的に同一な部分は、第２のプライマーの第２の部分内に含まれる
汎用の配列に実質的に同一であってもよい。
【００１７】
　この方法は、従来技術の方法に固有の問題点に対処する。特定には、第２のプライマー
またはプライマー対（ハイブリダイゼーションで形成されるループまたはバブルに起因し
て、「バブルプライマー」と称される）は、２つの領域、すなわち既知であるが可変の配
列（標的に相補的であり、したがって標的に応じて変化する）と、標的に相補的ではない
固定された配列の領域とを取り込んでいてもよい。固定された配列は、ライゲーション反
応を必要とすることなく、シーケンシングアダプターまたは実用的な他の配列を増幅した
領域に導入するのに使用することができる。固定された配列は、テンプレートに相補的で
はない人工配列または別の生物から誘導された配列であり得る。好ましい実施態様におい
て、固定された配列は、汎用の配列、例えばシーケンシングプライマー配列を含んでいて
もよい。
【００１８】
　部分または配列が、標的または別の配列に「実質的に同一ではない」と説明される場合
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、好ましくはその部分または配列は、増幅反応で使用される条件下においてその部分また
は配列が標的に相補的な配列にハイブリダイズしないように、標的または他の配列に類似
していない。同様に、配列が標的に「相補的ではない」場合、増幅反応で使用される条件
下においてその配列が標的にハイブリダイズしない程度に類似していない。
【００１９】
　また「分解されやすい」部分は、本明細書では「分解性部分」と称される場合もあり、
一方で、前記分解されにくい部分は、本明細書では「耐性部分」と称される場合もある。
これらの用語は、同義的に使用される。
【００２０】
　テンプレートは、ゲノムのポリヌクレオチドであり得る。テンプレートは、真核性、原
核性、または古細菌のテンプレートであってもよい。１種またはそれより多くのテンプレ
ートが提供されてもよい。テンプレートの代表例としては、ゲノムのフラグメント；例え
ば、単一の染色体、または単一のゲノム遺伝子座（例えば、対立遺伝子多型の迅速なシー
ケンシングのための）を挙げることができる。
【００２１】
　第２のプライマー対（すなわち、プライマーＡおよびＢからなる）が存在する場合、プ
ライマーＡの第１および第３の部分は、プライマーＢの第１および第３の部分とは異なる
と予想され、一方で第２の部分は別個であってもよいし、または同一であってもよいが、
好ましくは別個である。異なる第２のプライマー対（すなわち、プライマーＡおよびＢ；
およびプライマーＡ’およびＢ’）において、対応するプライマー（ＡおよびＡ’；Ｂお
よびＢ’）の第２の部分は、同一であると予想されるが、それでもなお各対の中では別個
であってもよい。第１および第３の部分は、標的特異性を付与し、プライマーの非対称な
統合を可能にする。
【００２２】
　さらに、第２のプライマーの第１および第３の部分（またはプライマー対）の使用は、
非特異的なハイブリダイゼーションおよび増幅の機会を低減するために、第１および第３
の部分が近接して、プライマーが標的への高度な特異性を保持するようにバブル部分を生
成することを可能にする。
【００２３】
　好ましくは、テンプレートの第１の部分と第２の部分とは、０～２０個のヌクレオチド
、好ましくは１～１０、より好ましくは１～６、および最も好ましくは１、２、３、４、
５、または６個のヌクレオチドによって隔てられている。
【００２４】
　第２のプライマー（またはプライマー対）の第１の部分は、最大１５、２０、２５、３
０、３５、５０個のヌクレオチドの長さであってもよく、好ましくは２０～３５個のヌク
レオチド、より好ましくは２５個のヌクレオチドの長さであってもよい。
【００２５】
　第２のプライマー（またはプライマー対）の第２の部分は、第１の分解性部分および第
２の耐性部分を含んでいてもよい。第１の分解性部分は、好ましくは、該プライマーの第
１の部分と隣接しており、第２の耐性部分は、該プライマーの第３の部分と隣接している
。
【００２６】
　第２のプライマー（またはプライマー対）の第２の部分は、好ましくは、自己相補的な
領域を含み、それによりハイブリダイゼーションで形成されたループは、自己相補的な領
域がステムを形成するステム－ループ構造をとる。ステムの形成は、プライマーの第１お
よび第３の部分を近づけて、第３の部分の相補的配列がテンプレートＤＮＡの第２の部分
として存在する場合、第３の部分をそれと密接に接触させる。ループは、最小の長さであ
ってもよいが（典型的には、およそ４個のヌクレオチドが、ループを形成するのに必要で
ある）、好ましくは、第２の領域は、より大きいループを形成する非自己相補的領域をさ
らに含む。第２の部分が分解性部分および耐性部分を含む場合、分解性部分は、好ましく
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は、ステムの半分を形成し、耐性部分は、ステムの他方の半分＋ループを形成する。
【００２７】
　第２のプライマー（またはプライマー対）の第３の部分は、好ましくは２、４、５、６
、７、８、９、または１０個以下のヌクレオチドの長さである。好ましいサイズは、６個
以下であり、好ましくは４～６個、最も好ましくは６個のヌクレオチドである。この長さ
は、プライマーに（第１の部分と共に）十分な特異性を提供しつつ、後続のシーケンス反
応でシーケンシングしなければならない情報価値のないヌクレオチドの合計の長さも低減
させるような長さであると考えられる。
【００２８】
　好ましくは、第２のプライマー（またはプライマー対）の第２の部分、または第２およ
び第３の部分は共に、ヌクレオチド塩基の４種全て（Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ）を含むヌクレオチ
ドの四つ組を包含するようなものであるか、またはそのように選択される。ヌクレオチド
の順番は、重要ではない。これは、シーケンシングしようとする領域の開始部分に４種全
てのヌクレオチドを有する既知の配列を提供することによって、シーケンス反応の調整を
可能にする。四つ組は、第２の部分と第３の部分とを隔てていてもよい。第２の部分が分
解性部分および耐性部分を含む場合、四つ組は、耐性部分中に存在していてもよいし、ま
たは第３の部分と共に耐性部分中に存在していてもよい。ヌクレオチドの四つ組は、好ま
しくは、シーケンシングプライマー配列の３’末端に直接隣接して配置される。各ヌクレ
オチドが既知の数で存在するという条件で、４個より多くのヌクレオチドが包含されてい
てもよい（例えば、配列は、ＡＡＧＧＣＣＴＴであり得る）。
【００２９】
　第２のプライマー対の分解性部分は、ＲＮＡを含んでいてもよく、一方で耐性部分は、
ＤＮＡを含む。代替として、分解性部分は、チミンがウラシルで置き換えられたＤＮＡを
含んでいてもよい。したがって分解性部分は、いずれも通常のＤＮＡは耐性を有するＲＮ
アーゼＨもしくはアルカリ熱分解（ＲＮＡの場合）またはウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ
（Ｕを含有するＤＮＡの場合）によって、分解され得る。
【００３０】
　工程ｄ）における第３のプライマー対は、５’末端に追加の非テンプレート配列をさら
に含んでいてもよく、それによりアンプリコンに追加の機能的な配列を取り込むことが可
能になる。例えば、追加の配列は、選択可能マーカー、精製または検出のためのタグ、ア
ンプリコンの物理的な捕獲のための成分、クローニングによる増幅配列などを包含してい
てもよい。
【００３１】
　第１のプライマー対は、各プライマーの３’末端が、第２のプライマーまたはプライマ
ー対のそれぞれ個々の対応するプライマーの第３の部分に対応する領域の５’方向になる
ように選択され得る。すなわち、第２のプライマー（「バブルプライマー」とも称される
）は、ネステッドであり、増幅は、ネステッドＰＣＲである。
【００３２】
　本発明のさらなる形態は、増幅のための開始のテンプレートの第１の部分に相補的な第
１の部分、該開始のテンプレートに相補的でない第２の部分、および該開始のテンプレー
トの第２の部分に相補的な第３の部分を有する核酸配列を含むプライマーであって、
　該開始のテンプレートの第１および第２の部分は、隣接しているかまたは互いに近接し
ており；
　該プライマーの第１、第２、および第３の部分は、該開始のテンプレートへのハイブリ
ダイゼーションにおいて、該プライマーの第２の部分がハイブリダイズしないままであり
、第１の部分と第３の部分との間にループを形成するように５’から３’の順番で並べら
れる、プライマーを提供する。
【００３３】
　ここで開始のテンプレートは、このプライマーによって増幅されると予想される配列で
あって、上記で定義された方法で、最初に従来のプライマー対によって増幅されてアンプ
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リコンを生成することになる配列を指す。
【００３４】
　また、各プライマーの第１の部分および第２の部分の少なくとも一部は、分解されやす
く、該プライマーの少なくとも第３の部分および第２の部分の少なくとも一部は、分解さ
れにくいことも好ましい。
【００３５】
　また、上述したようなプライマーの一対を含むプライマー対も提供される。
【００３６】
　ＰＣＲは、最も広く使用される可能性がある増幅方法であり、ここで一例として使用さ
れているが、熱サイクリングではない他の増幅方法も想定することができる。
【００３７】
　本発明のなおさらなる形態は、本明細書に記載されるプライマー対のライブラリーであ
って、該ライブラリーは、複数のプライマー対を含み、各対は、それぞれ第１および第２
の第２の部分（first and second second portions）を含む第１および第２のプライマー
を有し、ここで各第１の第２の部分は同一であり、各第２の第２の部分は同一である、上
記ライブラリーを提供する。第１および第３の部分は、プライマー対間で異なっていても
よい（プライマー対の各プライマーで異なると予想される）。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】図１は、本明細書で説明される方法で使用するためのプライマーの概略図を示す
。
【図２】図２は、すぐにシーケンシングできるポリヌクレオチドフラグメントを生成する
ための方法を例示する。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　本明細書で開示される方法は、元のテンプレートＤＮＡサンプル中に存在する全ＤＮＡ
の標的化されたサブセットである、ＮＧＳ（次世代シーケンシング）の「すぐにシーケン
スできる」ＤＮＡフラグメントの生成を可能にする。生産されたアンプリコンが、既知の
配列を有する末端部分を端部に有する目的とするテンプレートＤＮＡを有するように、目
的とするまさにその遺伝子座が例えばポリメラーゼ連鎖反応によって増幅される。これら
の既知の配列は、生成された全てのアンプリコンにおいて同一であるかまたは実質的に同
一であり、計画的および制御可能に非対称であり、２つの異なる配列が、増幅されたフラ
グメントの２つの末端のそれぞれに適用される。このようにして生産されたアンプリコン
は、従来のＮＧＳ方法で生産されたアダプターがライゲートしたフラグメントと機能的に
同等であるが、生産の容易さ、時間およびコストに加えて、その後生産されるシーケンシ
ングデータの品質の観点で別個の利点を提供する。アンプリコンの末端部分は、それに続
くＮＧＳ操作、例えばクローニングによる増幅およびＤＮＡシーケンシング中における汎
用の「全てに適用可能な（one-size-fits-all）」生化学に対応できる。
【００４０】
　さらに、本方法の実施態様は、部位特異的なプライマーの相対的に短い３’末端（発明
の要約では「第３の部分」）を、それよりかなり大きい安定してハイブリダイズされる同
じプライマーの５’エレメント（発明の要約に記載の「第１の部分」）に近接してハイブ
リダイズさせることができ、これらの２つの標的相補的領域は、プライマー伸長が成功し
たときにドーターアンプリコンの一部になると予想される非テンプレート配列（発明の要
約に記載の第２の部分）によって隔てられる。非テンプレート配列は、次世代シーケンシ
ングにおいて有用な配列を、シーケンス反応をそのポイントから始めることができるよう
に取り込んでいると予想される。これは、必然的に直接の「アダプターライゲーション」
戦略により無駄に生成されると予想される既知のＤＮＡ配列データの量を最小化して、増
幅プライマー残部の実質的な「関心のない領域」によるシーケンシングを回避する。
【００４１】
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　加えて、本方法の実施態様は、複合的なＤＮＡテンプレート源中からの特定の遺伝子座
の標的化分析のためにＮＧＳを使用することを可能にする。現在の大規模並列「全ゲノム
ショットガンシーケンシング」ではなく、効率的な標的化されたパネルシーケンシングが
可能である（例えば、特定の１つの遺伝子座または複数の遺伝子座から）。
【００４２】
　図１に、本方法で使用するためのプライマーの例示を示す。プライマー１０は、第１の
部分１２、第２の部分１４、および第３の部分１６を包含する。第１の部分１２は、増幅
しようとする標的ゲノム配列の一部に相補的になるように設計され、一方で第３の部分１
６はまた、標的配列の隣接する部分に相補的になるように設計される。第１の部分は、約
２５個のヌクレオチドの長さであり、第３の部分は、約６個のヌクレオチドである。第１
の部分に相補的な配列と第３の部分に相補的な配列との間の標的に、０～４個のヌクレオ
チドのギャップが存在していてもよい。このギャップは、第１の部分１２と第３の部分１
６とが標的鎖にハイブリダイズされたときに、プライマーの非相補的な第２の部分１４（
ステム－ループ構造）を受け入れることになる。
【００４３】
　第２の部分１４は、標的に相補的ではなく、配列がステム－ループヘアピン構造を形成
するように自己相補的な領域を包含する。第２の部分のループ部分およびステム部分は、
選ばれたシーケンス反応で使用されるシーケンシングプライマーに実質的に同一な配列を
包含する。留意すべきことに、使用される特定のシーケンシングの化学的現象はほとんど
無関係であり、本明細書に記載の方法は、一般的な適応性を有し、関連するシーケンシン
グプライマー配列をアンプリコンに取り込むことを可能にすることが期待される。ある特
定の実施態様において、第２の部分は、あらゆる順番で４種のヌクレオチドＡ、Ｃ、Ｇ、
Ｔのそれぞれを含む配列をさらに含むかまたはそれと隣接していてもよい。好ましくは、
上記配列は四つ組（例えば、ＡＣＧＴ）であるが、上記配列は、各ヌクレオチドの複数の
コピーを典型的には（必ずではないが）等しい数で包含していてもよい（例えば、ＡＡＧ
ＧＣＣＴＴ）。
【００４４】
　プライマー１０は、２つのタイプの核酸を包含していてもよい。プライマーの５’末端
における第１の領域は、選択された技術による分解に感受性であってもよく、一方でプラ
イマーの３’末端における第２の領域は、その技術による分解に非感受性である。例えば
、プライマーの５’末端は、ＲＮＡから形成されていてもよく、一方で３’末端は、ＤＮ
Ａから形成され、ＲＮＡ部分は、ＲＮアーゼＨまたはアルカリ熱分解によって分解されて
もよく、ＤＮＡ部分は、その分解に対して耐性である。代替として、プライマーの５’末
端は、チミンの代わりにウラシルを取り込んだＤＮＡから形成されていてもよく、これは
、ウラシル－Ｎ－グリコシラーゼによって分解可能であると予想される。好ましい実施態
様において、分解性部分は、酵素によって分解可能である。
【００４５】
　この実施例において、分解性部分は、プライマーの第１の部分１２の全部、および第２
の部分１４の第１のセクション（第２の部分において二重の点線で示される）を包含する
。プライマーの残部は、非分解性である。第２の部分の分解性セクションは、ステム－ル
ープ構造のステムの半分を形成する領域を包含し、非分解性部分（単一の点線で示される
）は、ループと、第３の部分に隣接するステムの第２の半分とを形成する。非分解性部分
は、シーケンシングプライマーの配列に少なくとも実質的に同一な配列を含む。シーケン
シングプライマーは、他方の鎖を生成するＤＮＡ重合（典型的にはクローニングによる増
幅）のときに生産されたこの配列の相補物にハイブリダイズする。
【００４６】
　プライマー１０は、フォワードおよびリバースプライマーからなる対で使用されてもよ
い。フォワードおよびリバースプライマーは、異なる第１および第３の部分（これらが増
幅しようとするテンプレートの領域の終点に相補的になるように選択される場合）を包含
し、第２の部分のアンプリコンへの非対称な統合を可能にすることが目的である場合、異
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なる第２の部分（結果的に異なるフォワードおよびリバースシーケンシングプライマーが
使用されることになる）を包含する。しかしながら、複数のプライマー対が提供される場
合、各対の第２の部分は同一であってもよく、それにより共通のシーケンシングプライマ
ーを全てのアンプリコンの配列に使用できるようになる。
【００４７】
　図２に、プライマーを使用してアンプリコンを生成する方法を示す。この図は、調査さ
れる残ったプライマー配列の量が最小であるシーケンス反応のための汎用のテンプレート
を生成するために実行される逐次工程を詳述する。
【００４８】
　本方法は、複数の別々のテンプレート標的を、迅速に汎用のシーケンシングのワークフ
ローに対応でき、（最終的に）高い感受性と特異性を有する産物に変換することを可能に
する。逐次的な増幅工程は、別々の増幅チャンバーで、物理的に離れたプライマー種で個
別に行うことができるが、当業者は、プライマー結合温度の選択、プライマー濃度の慎重
な制御（ある特定のプライマー種が枯渇するまで消費されるように）を介して、さらにプ
ロセス全体への参加から個々の段階を一時的に離す特異的な熱サイクリング計画の適用に
よって、より少数のチャンバー（理想的には１つのみ）でこれらの反応を実行することが
可能であることを理解しているものと予想される。
【００４９】
　第１の工程［図２ａ］において、従来のオリゴヌクレオチドプライマーを使用して標準
的なＰＣＲ反応を行い、増幅の標的を有するテンプレート集団を富化する。有利には、こ
の反応を、多数の異なる標的の相対的に低い特異性の多重増幅を達成する異なるプライマ
ー対を用いて多重的に行い、希少な種の効率的な増幅を確実にすることができる。この最
初の相における低い特異性のプライマーはまた、標的化されたプライマー結合部位内に、
例えばがん関連遺伝子からの標的ＤＮＡ中およびその周辺で遭遇する可能性があるような
ある程度の非相補的な塩基対を受け入れることもできる。この最初の増幅相２ａは、感受
性強化のために特異性を犠牲にしてもよく、これは、プライマーの二量体人工産物などの
あらゆる不適切に増幅された種は、それに続く段階中にさらなる増幅物から取り除かれる
と予想されるため許容できる。この工程は、プライマー配列を端部に有する第１のアンプ
リコンを生成する。ここで留意すべきことに、これらのプライマーは、それ自身分解可能
であってもよい（例えば、ＲＮＡから、またはＴの代わりにＵを取り込んだＤＮＡから形
成される）。これらのプライマーは、
・高いＴｍ、後半のサイクルをより低いアニーリング温度で行うこと；
・このプライマーの最初の濃度が低いこと
の１つまたはこれらの組合せにより、非効率的になる前にそれらが限られた量のアンプリ
コンを生産するように設計されてもよい。
【００５０】
　工程ｂ）において、工程ａ）からのアンプリコンは次いで、上述したような「バブルプ
ライマー」またはループプライマーを使用して増幅される。図２ｂにおいて、新規のバブ
ルプライマーは、最初の工程２ａ中に生成されたテンプレートの富化されたプールを利用
して、正しい標的から生成された２ａからのアンプリコンだけを効率的に増やすことから
、最初の増幅が相対的に低い特異性を有していた可能性があってもそれを修正する。それ
ゆえにこの増幅は、最初の低い特異性の増幅の高い感受性を利用するアンプリコンのプー
ルを生成するが（図２ａ）、バブルプライマーの３’末端は正しいアンプリコンによって
のみ受け入れられると予想されるため、この第２の段階で高い特異性が再び確立される（
図２ｂ）。バブルプライマーの「バブル配列」を含有するアンプリコンのみが、この時点
で高い感受性（２ａ）および高い特異性（２ｂ）の反応（の組合せ）から生成される。生
成される他のあらゆる非標的アンプリコンまたは人工産物は、バブルプライマーの非テン
プレート（人工）のバブル内に定義された必要な汎用の配列を欠いていると予想されるた
め、それらは、反応スキームを先に進めないと予想される。
【００５１】
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　バブルプライマーの配列は、工程ａ）における増幅に関して増幅がネステッドになるよ
うに選択され、すなわち、バブルプライマーの第１の部分は、工程ａ）のプライマーに実
質的に同一であり、一方で第３の部分は、工程ａ）のプライマーの３’末端の３’方向で
ある。これは、第３の部分が工程ａ）のプライマーに提示されない配列を含有しており、
最初の増幅中に正確に生成されたアンプリコンのみの選択的な「ネステッド」ＰＣＲを可
能にすることを意味し、したがってある程度の特異性の低減を受け入れることができる。
第２および／または第３の部分の配列はまた、理想的には、それが４種のヌクレオチド（
Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ）のそれぞれを包含する四つ組を含有するようにも選択される。ヌクレオ
チドの四つ組は、好ましくは、シーケンシングプライマーに少なくとも実質的に同一な領
域の３’末端に直接隣接して配置される。またプライマーは、例えば産物を同定および標
識するために、ステムループ構造のステム内に「インデックスコード」を包含していても
よい。一例として、インデックスコードは、特異的な個々のテンプレートから特異的な産
物を同定するのに使用することができる。代替として、または加えて、バブルプライマー
の第３の部分の６つの塩基は、シーケンシングされる場合、適度なサイズの多様性でシー
ケンシングされた特異的な標的を同定するのに一般的に十分であると予想される。
【００５２】
　工程ｃ）は、工程ｂ）で生成されたアンプリコンを示す。増幅産物は、標的ＤＮＡ配列
に近接して提示される非テンプレート配列（すなわち、バブルプライマーの第２の部分の
配列）を有する。この産物は、最初の標的特異的なＰＣＲ結合部位から誘導された分解性
配列（例えば、ＲＮＡ）、および非テンプレートループのＲＮＡを含有する残部を有する
可能性がある。
【００５３】
　工程ｄ）において、工程ｃ）の産物を分解して（例えば、ＲＮアーゼＨおよび／または
ＲＮアーゼＡを使用することによって）、存在する場合、アンプリコンから分解性配列を
除去してもよい。またこの分解は、アンプリコンに取り込まれないあらゆる過量の分解性
プライマーも除去し、あらゆるさらなる活性からこれらを機能的に除去する。それゆえに
残存するアンプリコンは、プライマーからの第２の部分および第３の部分の非分解性の非
標的配列を取り込んだ増幅された標的配列のみを包含する。任意選択で、この段階におい
て、汎用のＰＣＲ増幅はまた、バブルプライマーの非標的配列に標的化されたプライマー
（上記の「発明の要約」の章では第３のプライマー対と称される）を用いて行われてもよ
い。これらのさらなるプライマーは、加えて、配列捕獲タグ、クローニングによる増幅、
または産物の増幅後－増幅前の増幅に使用される領域として使用するための非テンプレー
トの人工５’伸長部分を有していてもよい。
【００５４】
　生成されたアンプリコンの５’の分解されやすい末端が消化されて切り離されたかどう
かにかかわらず、増幅スキームの次の段階は、バブルプライマーの非テンプレート（人工
）配列に少なくとも実質的に同一なプライマーを使用する標的アンプリコンの増幅に依存
する。多重反応中に生成される全てのアンプリコンは、バブルプライマーの非テンプレー
ト領域内に提供される人工配列に少なくとも実質的に同一なこのプライマーを使用した汎
用の様式での増幅に対応できる。この汎用のプライマーは、増幅プライマーとして作用し
、それに対して同一なまたは実質的に同一な配列を有するプライマーは、シーケンス反応
中の最終的な「シーケンシングプライマー」として使用することができ、シーケンシング
プライマーの３’末端は、調査しようとする標的アンプリコンの領域に近接して（一般的
に）設置され、これらは少数の標的特異的な塩基（理想的には４から１０塩基の間の数で
あり、このテンプレートで定義された領域のＧＣ含量に応じて６塩基、７塩基または８塩
基が最も望ましい）によってのみ隔てられる。汎用のシーケンシングプライマーの３’末
端と標的特異的な塩基との間の領域は、ヌクレオチドＡ、Ｔ、ＧおよびＣの四つ組を包含
するように設計されるかまたは選択されて、これらの単一の塩基の取り込み事象のそれぞ
れから生成されたシグナルのレベルのプライマーとして作用することができる。このヌク
レオチドの四つ組は、各ヌクレオチドタイプのポリヌクレオチドの繰り返し（representa
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tion）（例えば、ＡＡ、ＴＴ、ＧＧおよびＣＣ、またはＡＡＡ、ＴＴＴ、ＧＧＧ、もしく
はＣＣＣ）として提供されてもよい。四つ組プライマー内の塩基の繰り返し（representa
tion）の順番は重要ではなく、各塩基の提示の数は様々であってもよい（例えばＡＡ、Ｔ
ＴＴ、ＧＧ、ＣＣＣ）。
【００５５】
　工程ｅ）は、最終産物を示す。最終産物としては、任意選択で捕獲／クローニングによ
る増幅に利用可能な配列（工程ｄ）での増幅で導入される）を端部に有する標的配列；汎
用のシーケンシングプライマーのハイブリダイゼーションに利用可能な領域（バブルプラ
イマーの第２の部分中から誘導された）、およびシーケンシング中の各塩基の取り込みに
対して生成されたシグナル強度の参照として作用することができるＡ、Ｔ、ＧおよびＣを
有する領域（第３の部分中から、またはバブルプライマーの第２の部分と第３の部分との
間から誘導された）が挙げられる。次いで最終産物を回収して、シーケンス反応で使用す
ることができる。
【００５６】
　バブルプライマーの非テンプレート配列に少なくとも実質的に同一なプライマーを使用
した標的配列の汎用の増幅は、多重的なアンプリコンのプールの個々の分子を捕獲して、
（再度）汎用の様式でこれら個々の分子のクローニングによる増幅を容易にするのに使用
できる汎用の５’タグテールの伸長部分を包含することによって利益を得ることができる
。当業者であれば、人工配列をベースとした増幅に依存することによって、これらの増幅
を、標的特異的または一般的に最適化する多大な余地を与えること、および全体のスキー
ムが、ＮＧＳ技術を選ばないシーケンシングに対応できるアンプリコンの集団を生産する
と予想されることを認識していると予想される。
【００５７】
　本明細書に記載の方法は、アダプターライゲーション戦略によって達成される約５０％
のランダムに対称的な産物とは対照的に、一貫した（信頼できる非対称の）アダプター配
列が末端に接続された「末端が改変された」フラグメントのプールを提供するものであり
、対称的な産物は、ＮＧＳシーケンシングのための支持的なクローニングによる増幅に対
応しないため、本発明は、ＮＧＳで有用性のある利用可能なテンプレートの低減を効果的
になくす。
【００５８】
　本方法は、短いＤＮＡフラグメントのプールを迅速に生成することを可能にするもので
あって、ここで上記フラグメントの内部は、ＮＧＳによって決定しようとする目的のＤＮ
Ａ配列であり、上記フラグメントの末端は、実質的に汎用であり、そのためシグナル強化
に必要なクローン集団の生成中に並行処理が可能になる。
【００５９】
　本方法は、一実施態様において、望ましい産物の効率的な生産に有利なように、チミン
塩基をウラシル塩基で置き換えてこれらの配列の機能的な除去を可能にすることを採用す
るプライマー設計を使用する。別の実施態様において、本発明は、ＤＮＡにハイブリダイ
ズした場合のＲＮＡ要素の消化とこの要素の機能的な除去を可能にする、プライマーの５
’末端ではＲＮＡのハイブリッドであり、プライマーの３’末端ではＤＮＡであるプライ
マー設計を使用する。
【００６０】
　バブルプライマーの３’末端、第３の部分は、ＤＮＡポリメラーゼの接続と伸長を受け
入れるのに十分な程度の限られた数のテンプレート特異的な塩基を包含するが、ＮＧＳ反
応に使用される最終産物で「無駄に」提示され、シーケンシングされると予想される塩基
の数は制限される。
【００６１】
　本明細書に記載の方法およびプライマーは、従来技術を超える多数の利点を有する。一
部の実施態様において、ＤＮＡの具体的な領域の末端へのＤＮＡの配列の接続は、並行処
理でＮＧＳシーケンシングを実行する同じ生化学的手法を適用して、これらの異なる領域
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を多重的に分析することを可能にする。本方法およびプライマーは、標的化されたＤＮＡ
領域の末端に汎用の領域を提供するものであり、この汎用の領域は、様々な固相および／
または水相で様々な標的化された領域の捕獲およびクローニングによる増幅を支持するの
に利用可能である。さらに、本方法およびプライマーは、ＤＮＡ増幅によって生成された
ＤＮＡフラグメントの末端へのＤＮＡアダプターのライゲーションを使用する必要性を回
避し、さらに、効率的なシーケンシングに対応できるテンプレートを提供する。
【００６２】
　本方法およびプライマーは、それに続くクローニングによる増幅産物のプール（表面上
、ビーズ上または溶液中のいずれにおけるクローン集団の生成に対応できる）を生成する
操作を選ばない。本技術はまた、その後ＮＧＳデータを生成するのに使用される技術も選
ばず、（例えば）イルミナＳＢＳ（Illumina SBS）技術、イオントレント（Ion Torrent
）またはロシュ４５４（Roche 454）の「同時の１塩基（one base at a time）」技術、
または他のＮＧＳ技術、例えばナノポアシーケンシングと共に使用することができる。一
般的に、本明細書に記載の方法は、特異的な増幅産物の１つの末端または複数の末端に定
義された配列を導入することが望ましい場合、有利であり得る。
【００６３】
　本方法およびプライマーは主として、かなり大きい利用可能なＤＮＡ配列プールから選
択されるＤＮＡ標的のパネルの分析において有用性がある。
 

【図１】 【図２】
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