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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　鋳型核酸、またはその一部分を複製するための方法であって、その鋳型核酸の標的部分
と相補的な核酸配列を有するプライマーが鋳型核酸とハイブリダイズされ、その後酵素を
介して伸長される方法において、
（ａ）第一の温度において、プライマー、鋳型核酸、プライマー伸長を触媒するために有
用な酵素、並びに、野生型Ｔ７ｇｐ２．５および野生型Ｔ７ｇｐ２．５から一又は複数の
アミノ酸が変異又は削除されたその変異体であって一本鎖核酸に結合することのできる変
異体のうちの少なくとも一を含む一本鎖核酸結合タンパク質またはそれらの混合物を含む
反応混合液を調製する工程であって、前記一本鎖核酸結合タンパク質が前記第一の温度に
おいて非特異的プライマー伸張産物の生成を阻害する工程、
（ｂ）前記第一の温度より高い第二の温度において、前記反応混合液中でハイブリダイゼ
ーション反応を実行してハイブリダイズされた産物を生産する工程であって、前記プライ
マーは、前記第二の温度において、前記一本鎖核酸結合タンパク質によりハイブリダイゼ
ーション反応に関与することを実質的に阻害されない工程、および
（ｃ）前記第一の温度より高い第三の温度において、プライマー伸長反応を実行して前記
ハイブリダイズされた産物から伸長産物を生産する工程、
を含み、前記第一の温度より高い温度において前記一本鎖核酸結合タンパク質が変性した
結果として、またはそれと関連して、前記プライマーがハイブリダイゼーションおよび伸
長反応の少なくとも一つに関与することを阻害されない方法。
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【請求項２】
　前記酵素がポリメラーゼであり、前記反応混合液が更に前記第一の温度において二価カ
チオンを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第三の温度において、前記一本鎖核酸結合タンパク質により、前記プライマーがプ
ライマー伸長反応に関与することを阻害されない、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記第一の温度が３７℃あるいはそれ以下であり、前記第二の温度および前記第三の温
度がそれぞれ５０℃から７２℃の範囲にある、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記（ａ）工程と前記（ｂ）工程の間に行われる以下の工程を更に含む、請求項１に記
載の方法：
（ａ．１）前記第二の温度および前記第三の温度より高い第四の温度まで、反応混合液を
初期加熱して、反応混合液中に存在する二本鎖鋳型核酸を変性させる工程。
【請求項６】
　前記（ｃ）工程に続いて実行される以下の工程を更に含む、請求項１に記載の方法：
（ｄ）前記第二の温度および前記第三の温度より高い第四の温度の温度まで、反応混合液
を加熱して、前記（ｃ）工程の間に生成した反応液混合液中に存在する二本鎖伸長産物を
変性する工程。
【請求項７】
　少なくとも一度、前記（ｂ）工程および前記（ｃ）工程を繰り返すことにより、増幅反
応を実行して、増幅産物を生成することを含み、前記第一の温度において前記一本鎖核酸
結合タンパク質を前記反応混合液に導入した結果として、特異的増幅産物の生成が改善さ
れる、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記第一の温度が３７℃あるいはそれ以下であり、前記第二の温度および第三の温度が
それぞれ５０℃から７２℃の範囲であり、前記第四の温度が９０℃あるいはそれ以上であ
る、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記第二の温度と前記第三の温度が同じである、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　鋳型核酸、またはその一部分を複製するための方法であって、その鋳型核酸の標的部分
と相補的な核酸配列を有するプライマーが鋳型核酸とハイブリダイズされ、その後酵素を
介して伸長される方法において、
（ａ）第一の温度において、プライマー、鋳型核酸、プライマー伸長を触媒するために有
用な酵素、並びに、野生型Ｔ７ｇｐ２．５および野生型Ｔ７ｇｐ２．５から一又は複数の
アミノ酸が変異又は削除されたその変異体であって一本鎖核酸に結合することのできる変
異体のうちの少なくとも一を含む一本鎖核酸結合タンパク質またはそれらの混合物を含む
反応混合液を準備する工程、
（ｂ）前記第一の温度より高い第二の温度において、前記反応混合液中でハイブリダイゼ
ーション反応を実行してハイブリダイズされた産物を生産する工程、および
（ｃ）前記第一の温度より高い第三の温度において、プライマー伸長反応を実行して前記
ハイブリダイズされた産物から伸長産物を生産する工程、
を含み、前記第一の温度において前記反応混合液に前記一本鎖核酸結合タンパク質を導入
した結果として、特異的伸長産物の生成が改善される方法。
【請求項１１】
　前記一本鎖核酸結合タンパク質がＴ７ｇｐ２．５－Ｆ２３２Ｌを含む、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記一本鎖核酸結合タンパク質がＴ７ｇｐ２．５－Δ２１Ｃを含む、請求項１０に記載
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の方法。
【請求項１３】
　前記一本鎖核酸結合タンパク質が野生型Ｔ７ｇｐ２．５およびＴ７ｇｐ２．５－Δ２６
Ｃを含むタンパク質の混合物を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第一の温度において反応混合液が調製されることに続いて、かつ前記プライマー伸
張反応を実行する前には、反応混合液に追加の反応試薬が導入されることを含まない、請
求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第一の温度における前記反応混合液が前記プライマーに対して化学量論的な過剰量
の一本鎖核酸結合タンパク質を含み、前記化学量論的な過剰量が少なくとも５０％である
、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも１倍である、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記一本鎖核酸結合タンパク質が、バッファー溶液中に該タンパク質を含む組成物から
供給され、前記バッファー溶液が、１－１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、１
－１００ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．００５－２００ｍＭ　ＤＴＴ、１０－８０質量％グリセロ
ール、残部の水を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記反応混合液が、前記第一の温度において、酵素介在性の核酸合成に必要なヌクレオ
チドを更に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記反応混合液が、前記第一の温度において、酵素介在性の核酸合成に必要なヌクレオ
チドを更に含む、請求項４に記載の方法。
【請求項２０】
　前記反応混合液が、前記第一の温度において、酵素介在性の核酸合成に必要なヌクレオ
チドを更に含む、請求項７に記載の方法。
【請求項２１】
　前記反応混合液が、前記第一の温度において、酵素介在性の核酸合成に必要なヌクレオ
チドを更に含む、請求項８に記載の方法。
【請求項２２】
　前記反応混合液が、前記第一の温度において、酵素介在性の核酸合成に必要なヌクレオ
チドを更に含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項２３】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも２倍である、請求項１５に記載の方法。
【請求項２４】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも３倍である、請求項１５に記載の方法。
【請求項２５】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも４倍である、請求項１５に記載の方法。
【請求項２６】
　前記第一の温度における前記反応混合液が、前記反応混合液中のプライマーに対して化
学量論的に過剰量の一本鎖核酸結合タンパク質を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項２７】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも５０％である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも２倍である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２９】
　前記化学量論的な過剰量が少なくとも３倍である、請求項２６に記載の方法。
【請求項３０】
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　前記化学量論的な過剰量が少なくとも４倍である、請求項２６に記載の方法。
【請求項３１】
　前記第一の温度における前記反応混合液に、前記一本鎖核酸結合タンパク質を導入した
結果として、特異的伸長産物の生成が改善される、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
　この出願は、２００４年６月３０日に出願された米国仮出願第６０／５８４３６２号の
優先権を主張するもので、その内容全体を出典明示によりここに援用する。
【０００２】
（発明の背景）
（発明の分野）
　本発明は、非特異的プライマー伸長産物を減少または消失させる方法を提供する。より
具体的には、本方法は、これらの産物を減少または消失させるために、一本鎖核酸結合タ
ンパク質を用いる。この発明は、ポメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のための新規のホットス
タートの方法として特に有用であると考えられる。
【０００３】
（関連技術の記載）
　核酸の増幅は現代科学において基礎的な重要性を有している。この過程において、核酸
は協調的な触媒的合成を介して複製される。
【０００４】
　一般的に、核酸増幅反応は、比較的短い一本鎖の核酸（プライマーあるいはオリゴヌク
レオチド）を、対となる相補的な核酸配列を持つ比較的長い一本鎖（標的あるいは鋳型）
にハイブリダイズ（アニーリングあるいはペアリング）させる工程を介して起きる。相補
的なアニーリングは、ワトソン－クリックの組合わせ則（すなわち、Ａ－ＴとＧ－Ｃの塩
基対）により記述される水素結合により形成、安定化される塩基対に関係している。ポリ
メラーゼは、反応中に存在する塩基またはヌクレオチドをプライマーの３’末端に酵素反
応的に付加するために、このハイブリッド（または相補体）を用いることができる。ヌク
レオチドは標的または鋳型に相補的なように付加される。新規合成された核酸の鎖は、プ
ライマーの長さを伸長したヌクレオチドの結果であるため、この工程はプライマー伸長と
しても知られている。ポリメラーゼにより伸長されるために、プライマー鎖は最初に鋳型
鎖とアニーリングされなければならない。
【０００５】
　プライマー伸長反応で用いられるプライマーは、鋳型鎖の特定の部分に相補的になるよ
う設計されているにも関わらず、ある条件下では、部分的にしか相補的でない、もしくは
稀な事例では非相補的である、鋳型鎖の他の領域とアニールすることも可能である。ここ
で用いられるところでは、完全に相補的な組合わせは特異的プライミングの結果であり、
そのように呼ばれ、部分的に相補的な（あるいは非相補的な）組合わせは非特異的プライ
ミングの結果であり、そのように呼ばれる。ポリメラーゼは完全な相補体と部分的な相補
体とを区別できないため、仮に伸長条件下に双方とも存在する場合、プライマー伸長産物
は双方から形成される可能性がある。ここで用いられるところでは、完全な相補体からの
プライマー伸長産物は特異的産物と呼ばれ、部分的相補体（あるいは非相補体）からの産
物は非特異的産物と呼ばれる。
【０００６】
　プライマーが、部分的に相補的（あるいは非相補的）な配列と比べて、完全に相補的な
配列と、どの程度ハイブリダイズするかは、周知の熱力学法則により支配されている。有
用なパラメーターは融解温度（Ｔｍ）として知られており、プライマーとその真の相補体
または意図した標的配列の５０％がアニールする温度である。実際のＴｍを決める最も一
般的な方法は、ＵＶスペクトロメーターにおける吸光度に対する温度をプロットすること
である（例えば、MarmurおよびDoty, 1962, Journal of Molecular Biology 5:109-118）
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。この経験的な測定は、しばしば実用的ではなく、それ故に、理論的な手法が融解温度を
予測するために考え出されてきた。そのような手法の一つが、Ｗａｌｌａｃｅの法則とし
て知られている方程式を介したものである（Suggsら, 1981, In Developmental Biology 
using Purified Genes 23:683-693）。この方程式は、＃をプライマーに存在するＡ、Ｇ
、ＣまたはＴ塩基の数とする時、Ｔｍ（℃）は２×（＃Ａ＋＃Ｔ）＋４×（＃Ｇ＋＃Ｃ）
であるというものである。したがって、等しい塩基を持つ２０塩基長のプライマーは、２
×（５＋５）＋４×（５＋５）＝６０℃というＴｍを持つと予想されるだろう。
【０００７】
　塩濃度、ＤＮＡ濃度、および変性剤の存在などの他の因子も融解温度に影響を与えるが
、Ｔｍに主に寄与するのはプライマーの長さと塩基組成である。仮にある特定のプライマ
ー配列があるとすると、ハイブリダイゼーション反応の温度は、熱力学法則に基づき、非
特異的プライミングに対する特異的プライミングの量を決定する。Ｔｍを顕著に上回る温
度は非特異的プライミングおよび特異的プライミングを制限する一方、Ｔｍを顕著に下回
る温度は非特異的プライミングを許容することになるだろう（例えば、Gillamら, 1975, 
Nucleic Acids Research 2(5):625-634; Wallaceら, 1979, Nucleic Acids Research 6(l
l):3543-3557）。特異的相補体とそれによる特異的プライマー伸長産物を得るために、理
想的には、ハイブリダイゼーションはプライマーのＴｍかその付近で行われる。ここで用
いられるところでは、Ｔｍかその付近の温度は制限的（リストリクティブ）またはストリ
ンジェントと呼ばれる一方、プライマーのＴｍより顕著に低いハイブリダイゼーションお
よびプライマー伸長の温度は、許容的（パーミッシブ）またはノンストリンジェントと呼
ばれる。このように、制限的あるいはストリンジェントな温度は特異的プライマー伸長産
物につながる一方、許容的あるいはノンストリンジェントな温度は非特異的プライマー伸
長産物につながる。
【０００８】
　プライマー伸長反応の周知の例がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）である。この技法に
おいては、ＤＮＡ合成はあるサイクルを含む一連の工程の中で起こり、このサイクルは更
なる解析のためにプライマー伸長反応産物を増幅するために何度も繰り返される。典型的
には、プライマー間の距離として長さが決められる二本鎖ＤＮＡ産物を生み出すために、
二つのプライマーは３’末端をそれぞれの３’末端を向かい合わせるように用いられる。
典型的には、そのサイクルは、一本鎖ＤＮＡを生成する工程、プライマーをそれらの標的
配列とハイブリダイズさせる工程、およびそれに次ぐポリメラーゼによるプライマー伸長
の工程からなる。ＰＣＲ技法は、米国特許第４６８３２０２号、第４６８３１９５および
第４９６５１８８において、詳細に記載されている。逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）と呼
ばれる、ＰＣＲの変形型は、ＤＮＡの代わりに反応の鋳型としてＲＮＡを用いた時のもの
である。この技法においては、ＲＮＡ鋳型のＤＮＡへの変換という最初の工程が、逆転写
酵素活性を有するポリメラーゼを用いて行われる。この最初の鋳型変換（逆転写工程）の
後、標準的なＰＣＲと同様に反応が進行する。
【０００９】
　ＰＣＲのそれぞれのサイクルは元の標的の幾何級数的な伸長を生み出し（すなわち、１
サイクルごとに倍数化する）、ＰＣＲにおいて典型的に用いられている２５－５０サイク
ルの後に１０億倍以上に十分に標的を増幅することができる。不運なことに、非特異的プ
ライミングからの増幅も起きることがあり、これらの非特異的産物は、特異的産物を分か
りにくくするために、有害である。ＰＣＲの特異性は多くの因子に依存するが、既に論じ
たとおり、ハイブリダイゼーションとそれに続く伸長工程の温度は、特異的なプライマー
伸長産物を得る上で重要である。幸いなことに、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｑａｕａｔｉｃｕｓ　
ポリメラーゼ（Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ）のような熱安定的なポリメラーゼの発明と
広範な使用はよりストリンジェントな反応温度の使用を可能にする（Chienら, 1976, Jou
rnal of Bacteriology 127(3):1550-1557; Saikiら, 1988, Science 239(4839):487-491
）。ストリンジェントなハイブリダイゼーション温度は特異的産物が生成する可能性を増
させる。
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【００１０】
　ポリメラーゼ連鎖反応の間に用いられる温度はストリンジェントにすることができるが
、反応混合液それ自身は、高いプライミング特異性を得られるような、高い温度では簡便
に調製されない。ＰＣＲ反応物は、たいてい氷上、あるいは最も好ましくは室温（すなわ
ち２０－２５℃）のような低い温度で調製される。もし、平均的なプライマーが５０－６
０℃のＴｍを持つと仮定すると、反応を組み立てる温度は明らかに顕著にそれより低く、
非特異的プライミングに有利に働く。室温においては、ＰＣＲで用いられる従来型のポリ
メラーゼ（例えば、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ）は非特異的反応産物の生成へとつなが
る酵素活性をある程度有している。その上、たとえ反応物を氷上で調製したとしても、そ
れらは、サイクルを回すために必要な温度を供給する機械に設置されなければならない。
氷より高いストリンジェントなハイブリダイゼーション温度は瞬間的には達成することが
できず、この「ランピング（"ramping"）」段階の間に非特異的産物も生成され得る。許
容的な温度では、プライマーは鋳型と非特異的に組み合わさるだけではなく、他のプライ
マーとも組合わさり、「プライマー二量体」として知られる非特異的なプライマー伸長産
物につながる。非特異的増幅はポリメラーゼ連鎖反応の調製の間の普遍的な問題であって
、Chouらの1992, Nucleic Acids Research 20(7):1717-1723により詳細がカバーされてい
る。
【００１１】
　非特異的増幅産物はＰＣＲ反応物の調製の間にも生じ得るため、これらのアーティファ
クトを減少させるか消失させることのできる方法が必要とされていた。この問題を解決す
るために様々な方法が開発されてきた。ストリンジェントもしくは"ホット"な（熱い）ハ
イブリダイゼーション温度に達するまで、プライマー伸長反応物を"スタート"（開始）さ
せないために、これらの技術は一般的に"ホットスタート"法として知られている。これら
の方法のうちの幾つかを、以下に簡潔に述べる。
【００１２】
　最も単純なホットスタート法では、ＤＮＡ合成の成功に必須な成分の一つが、室温での
準備の間には反応混合液から除かれている。その後、反応混合液の温度がプライマーのＴ

ｍに基づくストリンジェント温度の閾値に達するか、あるいはより多くの場合は越えるか
、の後に、除かれていた成分はピペッティングなどを介して手作業で加えられる。この方
法は、しばしばマニュアルホットスタートＰＣＲと呼ばれている。例えば、ストリンジェ
ント温度に達するか、あるいは過ぎるまで、ポリメラーゼか、ポリメラーゼ活性に必要な
二価カチオン（例えば、Ｍｇ２＋）を反応混合液から除いてもよい。鍵となる成分は低い
温度で利用できないために、非特異的な伸長産物は形成され得ない。多数の反応が起きる
時には、この方法は面倒で扱いにくく、また、除かれている成分を導入するために、操作
者が、互いに近接しているチューブを手動で開閉しなければならないため、ＰＣＲ反応物
の汚染にもつながり得る。
【００１３】
　もう一つのホットスタート法では、必要な成分は全て、室温で反応混合液中に調製され
るが、一つの必須の成分が、温度が上がると溶けるか、あるいは解ける隔壁物質を用いて
、反応混合液の残りから物理的に隔離されている。一旦、典型的には蝋のような隔壁物質
が解けると、隔離された成分は反応混合液の残りに導入され、プライマー伸長反応がより
ストリンジェントな温度で進行する。通常は、ポリメラーゼが隔壁または蝋物質を用いて
隔離されている。米国特許第５４１１８７６号とChouらのNucleic Acids Research 20(7)
: 1717-1723 (1992)に詳細が記載されているこの方法は、より特異的な増幅を可能にする
が、隔壁物質の準備および完成が面倒である。
【００１４】
　もう一つの方法は、低い温度ではポリメラーゼに非共有結合的に結合し、その活性を阻
害する抗体を使用することである。より高い温度では、抗体とポリメラーゼの間の非共有
結合は乱され、ＰＣＲ反応の残りの間、ポリメラーゼ活性は回復する。この方法は、米国
特許第５３３８６７１号に更に記載されている。この方法は効果的ではあるが、抗体を生
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成する製造段階が高価で、哺乳類のゲノムＤＮＡのＰＣＲ反応への汚染を引き起こし得る
。
【００１５】
　しかし、もう一つの技術は、低い温度で、ポリメラーゼに化学的に共有結合し、その活
性を阻害することに関するものである。この共有結合は、顕著な加熱（例えば９５℃以上
を１０－１５分間）の後に壊れ、その後ポリメラーゼ活性が回復する。米国特許第５６７
７１５２号、第６１８３９９８号、および第６４７９２６４号に記載されているように、
この技術を実行するために必要なポリメラーゼを含む複合体を製造するために、多様な化
学修飾剤が導入され得る。この技法は、熱による脱プリン反応を介してＤＮＡに損傷を与
え得る大規模な初期加熱工程を必要とするという不利点を有する。このような大規模な加
熱工程はまた、標準的なＰＣＲ法と比較してポリメラーゼの活性も顕著に減少させる。
【００１６】
　要約すれば、プライマー伸長反応は二つの重要事象により定義することができる。一つ
目は、プライマーを鋳型とハイブリダイズさせる工程であり、二つ目はポリメラーゼの酵
素反応によるハイブリッドの伸長である。ハイブリダイゼーションの特異性は、低い温度
は非特異的なプライミングと増幅アーティファクトに有利であるという熱力学の原理によ
り支配されている。ポリメラーゼ連鎖反応は、通常は低い温度で調製されるため、増幅ア
ーティファクトは問題となり得る。ホットスタートＰＣＲと呼ばれる技術の、様々な方法
がこの問題を解決するために開発されている。本発明はホットスタートＰＣＲの新規の方
法である。
【００１７】
（発明の要旨）
　鋳型核酸の標的部と相補的な核酸配列を有するプライマーが鋳型核酸とハイブリダイズ
し、酵素により伸長される、鋳型核酸およびその一部分を複製する方法が提供される。そ
の方法は、（ａ）第一の温度で、プライマー、鋳型の核酸、プライマー伸長を触媒するた
めに有効な酵素、および、一本鎖の核酸との結合タンパク質の有効量を含む反応混合液を
準備する工程、（ｂ）前記第一の温度より高い第二の温度で、ハイブリダイズされた産物
を生産するために、ハイブリダイゼーション反応を実行する工程、および（ｃ）第一の温
度より高い第三の温度で、前記ハイブリダイズされた産物から伸長産物を生産するために
プライマー伸長反応を行う工程；を含み、第一の温度における、反応混合液への一本鎖核
酸結合タンパク質の導入の結果として、特異的伸長産物の生成が改善される方法である。
【００１８】
　プライマー複合体もまた提供される。複合体は、鋳型核酸分子の特異的標的部と相補的
な核酸配列を持つプライマーと、そのプライマーと相互作用する一本鎖核酸結合タンパク
質を含む。一本鎖核酸結合タンパク質は、１）少なくとも、３０℃かそれ以下の第一の温
度までにおいては、プライマー伸長反応に関わるプライマーを事実上阻害し、２）一本鎖
核酸結合タンパク質により、プライマーが第二の温度でプライマー伸長反応に関与するこ
とを実質的に阻害されないように、３０℃から約７２℃の範囲の第二温度において、相互
作用が終結するかあるいは乱される、ように選択される。
【００１９】
　鋳型核酸の特異的標的部と相補的な核酸配列を有するプライマーと、少なくとも３０℃
かそれ以下の第一温度までプライマーがプライマー伸長反応に関与することを阻害するの
に有効な一本鎖核酸結合タンパク質を含む、ＰＣＲ反応混合液も提供され、ここで一本鎖
核酸結合タンパク質の阻害能は３０℃から約７２℃の範囲の第二の温度において失われる
。
【００２０】
（発明の好ましい態様の詳細な説明）
　ここで用られるところでは、５－２５（もしくは５から２５）のような範囲が与えられ
る時、これは、好ましくは少なくとも５以上を意味し、それとは別に独立して、少なくと
も２５以下を意味する。
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【００２１】
　またここで用いられるところでは、「一本鎖核酸結合タンパク質」（ＳＳＢ又は複数形
ではＳＳＢｓ）は、一本鎖核酸と相互作用する（すなわち、結合する）ための非常に高い
親和性を示すポリペプチドあるいはタンパク質である。典型的には、一本鎖核酸結合タン
パク質は二本鎖核酸より一本鎖核酸とより高い親和性を示し、よりよく結合する。ＳＳＢ
ｓは、ＤＮＡ又はＲＮＡの一本鎖分子または断片と結合することができるが、一般的には
、特定の種のＳＳＢは、ある特定のものを他のものより好む。ここで論じるＳＳＢタンパ
ク質は、ＲＮＡよりＤＮＡに対して高い親和性を有し、科学文献においてはしばしば一本
鎖ＤＮＡ結合タンパク質と称される。ＳＳＢｓは、化学量論的に一本鎖核酸と結合する、
すなわち核酸に対してほとんど固定されたモル比で結合する。更に、ＳＳＢｓは一般的に
配列特異性無く核酸と結合する（すなわち、核酸の塩基構成によらない）。ここでＳＳＢ
ｓと称するものは酵素ではない、すなわち実質的な（もしくは既知の）酵素活性を示さな
い（ChaseおよびWilliams, 1986, Annual Reviews of Biochemistry 55:103-136）。
【００２２】
　またここで用いられるところでは、「ハイブリダイゼーション」という用語は、それぞ
れの一本鎖における相補的なＷａｔｓｏｎ－Ｃｒｉｃｋ（ワトソン－クリック）塩基の間
での水素結合を介して、プライマー鎖と鋳型鎖のような一本鎖と別の一本鎖が結合し、そ
れにより二本鎖核酸ハイブリッドや当該技術分野において他に知られているような複合体
を生成するようなことをいう。一般的に、「ハイブリダイズ」、「アニール」および「ペ
アー」という用語は、この反応について述べる技術分野においては相互変換可能に用いら
れ、そして、ここにおいても、それらは相互変換可能に用いられる。ハイブリダイゼーシ
ョンは２の二本鎖ＤＮＡ分子、２の一本鎖ＲＮＡ分子、もしくはＤＮＡとＲＮＡの一本鎖
の間で進行し、二本鎖核酸複合体を形成してもよい。
【００２３】
　またここで用いられるところでは、「変性」という用語は、一本鎖核酸を精製するため
に二本鎖核酸を分離する工程を意味する。この工程は、「融解」とも称される。二本鎖核
酸の変性は、様々な方法で達成されるが、ここでは基本的に加熱により実行される。
【００２４】
　またここで用いられるところでは、「一本鎖ＤＮＡ」という用語は、しばしば「ｓｓＤ
ＮＡ」と短縮され、「二本鎖ＤＮＡ」という用語は、しばしば「ｄｓＤＮＡ」と短縮され
、「二本鎖ＲＮＡ」という用語は、しばしば「ｄｓＲＮＡ」と短縮される。ここでは、他
に指示が無ければ、「ＲＮＡ」とは一般的な状態の一本鎖ＲＮＡのことをいう。
【００２５】
　またここで用いられるところでは、プライマーがプライマー伸長反応に加わることを実
質的に阻害するような様式で、プライマーと協調する、あるいは、プライマーと相関、関
連、結合、または複合化される時、ＳＳＢはプライマーと「相互作用する」あるいは「相
互作用している」といわれる。「相互作用する」という用語とその変形は、必ずしも限定
されないが、このパラグラフで記載され、また以降の実施例で観察され、更に記載されて
いるプライマー伸長阻害作用を生み出すために、ＳＳＢとその関連するプライマーとの間
で達成されるか、あるいは達成される可能性のある他の様式の結合と同様に、化学結合（
共有結合、非共有結合またはその他）を含むと考えられる。
【００２６】
　本発明は、許容温度において非特異的プライミング現象から生じる非特異的プライマー
伸長産物の生成を阻害または防止する方法および試薬を与える。本発明は次のような反応
に限定されるものではないが、本方法は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を介したプラ
イマー伸長に特に有用かつ適用可能である。中間体としてであるか、または最終製品とし
てであるかに関わらず、プライマー－鋳型ハイブリッドから増幅された二本鎖産物、また
は新規合成された二本鎖産物を生成するための、他の標準的なハイブリダイゼーションと
プライマー伸長反応と一体となっているどの反応や工程に対しても、本発明は適用可能で
ある。そのようなものとして、本発明は、逆転写工程がＲＮＡをＤＮＡに変換する逆転写
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およびＲＮＡのシークエンシング（配列決定）、逆転写、インビトロ転写および等温増幅
（イソサーマル アンプリフィケーション）を含む。
【００２７】
　ＰＣＲ混合液は、標準的なサーマルサイクラーでのハイブリダイゼーションとプライマ
ー伸長反応に適用することに適した反応チューブの中で、室温（３０℃以下、より典型的
には２０－２５℃）もしくは氷上（０℃）で準備または調製される。全てというわけでは
ないが、ほとんど全てのＰＣＲ混合液は、初めは３７℃以下で準備される。典型的なＰＣ
Ｒ混合液は、少なくとも以下の必須成分を含む：

・ 増幅を望む、一本鎖又は二本鎖であってもよい、鋳型核酸；
・ 鋳型核酸の標的部分と相補的な少なくとも一のプライマー－－もしその鋳型が二本鎖
で両方の鎖の増幅が望まれるならば、それぞれが鋳型のセンス鎖とアンチ鎖の、それぞれ
における特異的標的部分と相補的な、少なくとも二のプライマーが提供されるであろう；
・ 酵素による核酸合成に必要な４つのデオキシリボ核酸（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴ
ＰおよびｄＣＴＰ）、場合によっては外来性の核酸もまた含まれてもよい（例えば、ｄＵ
ＴＰ）；
・ 核酸合成を行う１または複数の酵素、典型的にはＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼおよび
／または他の熱安定性ポリメラーゼ、鋳型がＲＮＡの場合は逆転写酵素（例えば、ＭＭＬ
Ｖ－ＲＴまたはＡＭＶ－ＲＴ）、もしくは他の適する酵素；
・ ポリメラーゼが用いられる時は、ポリメラーゼ活性に補助的な、Ｍｇ２＋、Ｍｎ２＋

などのような二価カチオン；
・ 更に以下に述べるようなハイブリダイゼーションサイクルとプライマー伸長反応をサ
ポートすることのできる適切な反応バッファー。
【００２８】
　前述の成分は全てＰＣＲ（およびＲＴ－ＰＣＲ）において標準的なものであり、それぞ
れの量は、（反応バッファー溶液の成分と同様に）過度の実験をすることなく、当該技術
分野において通常の技術を持つ者によく知られ、確かめられている。従って、背景の章に
記載したような標準的なホットスタートＰＣＲ技法において、少なくとも前述の必須成分
の一つ、典型的にはポリメラーゼ、は、ストリンジェントなハイブリダイゼーションの温
度に達するまで、残りの反応混合液には加えられない、あるいは隔離されることを言及す
ること以外は、ここでは更に記載しない。本発明において、前述の必須成分の全ては、後
に記載するようなＳＳＢ（ｓ）の有効量と共に、室温で反応混合液中で一緒に調製され得
るが、室温のような非ストリンジェントな温度で非特異的プライマー伸長産物が生じるこ
とを阻害または防止する。もちろん、様々な既知または標準的な効果を達成するために、
例えば、グリセロール、ベタイン、ＤＭＳＯ，界面活性剤などの当該技術分野で知られて
いるか、あるいは標準的である他の成分も、反応混合液に加えることができ、それらの選
択と導入は当該技術分野の通常の技術を有する者の能力の範囲内である。
【００２９】
　一旦、ＰＣＲ混合液が準備されると（全ての反応成分は適切な濃度で反応チューブ内に
導入されている）、自動ＰＣＲのサイクル反応を実行するために、チューブはサーマルサ
イクラーに移してもよい。少し好ましいくは、手動ＰＣＲも用いることができる。ここで
意図される望ましいＰＣＲ温度プロフィールは、表１に開示される。
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【００３０】
　表１で述べられた工程（および生じた産物）は、当該技術分野の通常の技術を有する者
によく知られているため、ここではごく簡潔ににしか記載しない。理解されるように、初
期変性工程は二本鎖の鋳型鎖を熱変性させるために実行され、サイクルの一部分としては
繰り返されない。何度も繰り返されるサイクルは、以下の工程から成る。標準的には初期
変性工程より継続時間の短い、変性工程の間では、続く工程でアニール可能なｓｓＤＮＡ
を生成するために、ｄｓＤＮＡが熱変性される。ハイブリダイゼーション工程の間では、
ハイブリダイゼーションが低いノンストリンジェントな温度で実行された場合に生じる非
特異的ハイブリダイゼーション産物に比べて、特異的ハイブリダイゼーション産物を選択
的に生成するために、プライマー鎖と鋳型鎖は、ストリンジェントな温度でアニールされ
る。次に、伸長工程の間では、好ましくはプライマー伸長反応を触媒するために用いられ
る特定の一または複数の酵素に最適化された温度で、プライマー伸長反応が実行される。
増幅された二本鎖プライマー伸長産物を生成するために、前述した工程サイクルは何度も
（例えば、２５－４５回）繰り返される。
【００３１】
　逆転写ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）として知られるＰＣＲの変形法においては、ＲＮＡ依存
的ＤＮＡポリメラーゼ（逆転写酵素）の作用によりＲＮＡ基質をＤＮＡに変換するために
、初期変性工程より前に、付加的な工程が実行される。この酵素的変換は、Ｔａｑ　ＤＮ
Ａポリメラーゼ以外の熱安定性ポリメラーゼ（例えば、Ｔｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼ）か
、または、より一般的にはＭＭＬＶ－ＲＴやＡＭＶ－ＲＴのような熱安定性の低いポリメ
ラーゼによって、遂行される。この工程には、典型的には、３７－７５℃の温度と、１－
６０分の時間が必要である。この初期鋳型変換工程の後、上記概説のように反応は進行す
る。
【００３２】
　表１の工程について開示された時間と温度は、必須ではなく、単に適切な条件を選択す
るのに有効な指針として意図されたものである。適切なサイクル工程の時間と温度の選択
は、他の反応特異的な因子と同様に、増幅される個々の核酸、用いられる酵素に応じて、
当該技術分野で通常の技術を有する者の能力の範囲内で十分になされる。表１の幾つかの
工程は、当該技術分野で通常の技術を有する者に十分に認識される因子に応じて省略され
てもよい。上述したような反応特異的な因子に応じて、時間と温度に対して最適化するこ
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ともできる。
【００３３】
　例えば、最後の伸長工程はしばしば省略される。また、伸長工程の間、Ｔａｑ　ＤＮＡ
ポリメラーゼ（および他の熱安定性ポリメラーゼ）に最適な温度は、一般的に約６８－７
４℃である。表１のハイブリダイゼーションおよび伸長工程は同じ温度で同時に実行する
ことができるか、あるいは伸長工程をハイブリダイゼーション工程より高い温度で実行す
ることもできる、ことにも更に注意されたい。表１を参照のように、伸長工程は、好まし
くは、６８－７２℃の温度の範囲内で実行される。しかし、この工程は実質的には、ハイ
ブリダイゼーション工程と同じ温度範囲で行うことができ、その温度範囲は、反応特異的
な因子、特に伸長工程の間に合成（プライマー伸長）反応を促進するために用いられるポ
リメラーゼあるいは他の酵素に応じて、５０℃から約７２℃である。その代わりに、温度
がハイブリダイゼーションとその結果伸長された所望の特異的産物を生成するのに十分ス
トリンジェントである限り、ハイブリダイゼーションおよび伸長工程を５０℃以下の温度
で実行することもできる。
【００３４】
　更に次の点が、反応の遂行に関して言及される：
１） 変性温度は典型的には１００℃未満だが９０℃より高く；インキュベーション時間
は１秒から約１５分までである。これらの温度と時間は、十分にｄｓＤＮＡを変性させ、
ｓｓＤＮＡを生成するように選ばれる。
２） ハイブリダイゼーション温度は典型的には、７２℃前後かそれ未満であるが、５０
℃より高く、プライマーの融解温度（Ｔｍ）に応じて、高いストリンジェンシーを与える
ような特異的な温度が選択される。
【００３５】
　ここで、一本鎖核酸結合タンパク質（ＳＳＢ）は、非特異的なプライマー伸長産物の生
成に関して、ノンストリンジェントな低い温度（例えば室温のような）におけるプライマ
ー伸長反応混合液に組み込まれる。その効果とは、ハイブリダイゼーションとプライマー
伸長反応がうまくいくのに必要な成分の全てが反応混合液に低い温度で存在するにも関わ
らず、非特異的産物に比べて、特異的プライマー伸長産物の形成が改善されるというもの
である。この効果は、非特異的プライマー伸長産物に対してより許容される、低く、ノン
ストリンジェントな温度において、ＳＳＢが反応混合液中の一本鎖核酸と結合した結果で
あると信じられる。具体的には、これらの反応混合液が一般的に準備される、低く、ノン
ストリンジェントな温度において、ＳＳＢは反応液中のプライマー（一本鎖核酸であるプ
ライマー）を事実上隔離する。
【００３６】
　ノンストリンジェントな温度におけるプライマー伸長反応混合液へのＳＳＢ（ｓ）の導
入は、２つの異なる現象を防止および阻害する。一つ目に、ＳＳＢｓは、低く、ノンスト
リンジェントな温度で、プライマーに結合し、ＳＳＢ－プライマー複合体を形成するため
に、プライマーが他の一本鎖核酸とハイブリダイズするのを防止および阻害する。二つ目
に、仮にプライマー－鋳型ハイブリッドが形成された場合に、例えばもしＳＳＢが少なく
ともハイブリダイズしたプライマーの３’末端と結合したままならば、ＳＳＢｓは、ポリ
メラーゼのプライマー鎖３’末端への接近を阻止することでプライマー伸長を阻害するか
もしれない。これは、ポリメラーゼが伸長反応を実行するために核酸を鎖へと組み立てる
活性を阻害する。
【００３７】
　本発明は、確実ではないが、全体的あるいは部分的に、観察される作用の原因と信じら
れている前述の機構の何れかに限定されるものではないことが注記される。実際に、非特
異的プライマー伸長産物の生成の減少の機構に関して、代わりとなる説明があるかもしれ
ない。明白なのは、ＳＳＢ（ｓ）がノンストリンジェントな温度において幾つかの様式で
（例えば、結合を介して）でプライマーと相互作用し、それによってプライマーが、それ
らの低い温度でプライマー伸長反応に関与することが阻止あるいは少なくとも阻害される
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ことである。更に、より完全にはここに記載されるように、プライマー－鋳型ハイブリダ
イゼーションのためのストリンジェントな高い温度へと加熱することを介して、ＳＳＢと
プライマーの間のそのような阻害効果は逆転し得ることが更に示されている。
【００３８】
　プライマーが隔離され、そのためノンストリンジェントな温度で伸長反応に参加するの
を防止または阻害されていると信じられる（もしくは、少なくともその効果はまるでそう
であるかのようである）ため、本方法は、発明者達により「プライマー隔離（primer seq
uestration）」と称される。低い温度において、ＳＳＢを含む必要な全成分を含むプライ
マー伸長反応混合液を用意した後、所望の増幅反応を実行するために、混合液の温度は、
例えば表１に記載されたような増幅反応サイクルに従い上昇される。ＳＳＢは、反応が進
行する（表１のハイブリダイゼーションおよび伸長工程）予定の温度において、変性して
いる、もしくは変性する、あるいは、プライマーとの間の化学的または物理的な結合が壊
れる、もしくは乱されることにより、プライマーとの相互作用をやめるか、プライマーか
ら解離し、それによりプライマーを放出し、プライマーが自由になり反応に関与できるよ
うに選ばれる。更に、そのような温度（表１の５０－７２℃）は反応が調整された温度と
比較してストリンジェントであり、そのため特異的アニーリングが非特異的アニーリング
よりも熱力学的に有利となる。
【００３９】
　ある態様では、熱不安定性（すなわち熱感受性）相互作用を介して、プライマーと相互
作用または結合するのに有効なＳＳＢｓが選択される。この相互作用は、上昇した温度、
好ましくはストリンジェントだがポリメラーゼ活性に最適な温度（典型的には５０－７５
℃、より好ましくは６８－７２℃）の範囲かその付近、しかし好ましくは、少なくとも３
０℃、好ましくは３７℃、好ましくは４０℃、好ましくは５０℃、において自然に乱され
る。より好ましい態様では、ＳＳＢと一本鎖核酸の間の結合は熱（すなわち、約３０℃、
約４０℃または約５０℃以上）に感受性の非共有結合である。反応混合液の温度が、特異
的プライミングに有利なこれらの温度以上に上昇する時、熱不安定性の相互作用は終わり
、プライマーはハイブリダイゼーションとそれに続く伸長反応に関与することができる。
【００４０】
　その代わりに、ＳＳＢｓは、３０℃かそれ以下の温度でプライマー分子と結合し、それ
によりプライマー分子を隔離してもよいが、ＳＳＢの変性の結果として、またはそれと関
連して、プライマーとＳＳＢの間の相互作用が終わるか、もしくは終わらせられ、それに
より関連したプライマーが意図する標的と自由にアニールできるようにそのプライマーを
放出するように、３０℃から９８℃または５０℃から９８℃（より好ましくは９６℃以下
、より好ましくは９５℃以下）の範囲の高い温度で変性する。この様式では、プライマー
は、ハイブリダイゼーションの特異性が比較的低いような、低く、ノンストリンジェント
な温度では隔離されているが、ストリンジェンシーおよびそれに続くハイブリダイゼーシ
ョンでの特異性が比較的高い、高い温度では自由にハイブリッド形成することができる。
【００４１】
　好ましい（しかし限定されない）特徴を有するどんなＳＳＢまたはＳＳＢｓの組合わせ
も本発明において有用であると考えられる：１）ＳＳＢ（ｓ）は、ＰＣＲ反応物を調製す
る間に一般的に用いられている低い温度（すなわち、室温付近かそれよりも低い温度、ま
たは、０－３０℃、より典型的には１５－２７℃で）において、プライマーと結合し；２
）ＳＳＢ（ｓ）は、一般的に用いられている、あるいは標準的なＰＣＲバッファー中でプ
ライマーと結合し；そして３）ＳＳＢ（ｓ）は、特異的なハイブリダイゼーションに適し
たよりストリンジェントな温度（好ましくは、３０℃、４０℃、５０℃、６０℃、７０℃
、８０℃または９０℃より大きいかその付近）では、プライマーと結合しない。高い温度
での、ＳＳＢ（ｓ）とプライマーの間の相互作用の終結は、熱不安定性結合によるものか
、さもなくば、ＳＳＢ（ｓ）の変性を介したものである。このことは、プライマーを、Ｐ
ＣＲの操作工程の間は使用可能にし、反応液中の１または複数のポリメラーゼにより伸長
されることのできるようにしている。
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【００４２】
　より好ましい態様では、開示された方法に用いられるＳＳＢは野生型Ｔ７ＳＳＢ、Ｔ７
ＳＳＢ変異体、またはそれらの組合わせである。野生型Ｔ７ＳＳＢは、科学文献中では、
バクテリオファージのＴ７のゲノムのコード化配列の位置を示す用語である、Ｔ７ｇｐ２
．５またはＴ７ｇｅｎｅ２．５としても知られている。ここで「野生型」とは、公然と用
いられるデータベースおよび文献で提供される、変異していないあるいは元の、ＤＮＡお
よびタンパク質の配列を意味する（例えば、DunnおよびStudier, 1983, Journal of Mole
cular Biology 166(4):477-535）。Ｔ７ＳＳＢは、それぞれ２５，５６２ｇｍ／ｍｏｌの
分子量を有する２の同一のサブユニットから成る安定な二量体を溶液中において形成する
。Ｔ７ＳＳＢはｄｓＤＮＡよりｓｓＤＮＡと高い親和性で結合し、それぞれのタンパク質
の単量体は約７ヌクレオチドの長さと結合する。Ｔ７ＳＳＢの熱安定性は調べられており
、その融解温度（Ｔｍ）は約５３℃である。タンパク質の融解温度はｄｓＤＮＡの融解温
度と類似のものであり、約５０％のタンパク質が、その天然状態に比べて完全に変性する
遷移温度として定義される。ここで、例えば、その天然あるいは有効な立体構造からタン
パク質をほどくように加熱することにより、ＳＳＢが、一本鎖核酸に結合する活性を失っ
たために、開示された方法によるプライマー伸長産物の生成の防止または阻害に有効でな
くなる時、ＳＳＢは「変性した（denatured）」と称される。Ｔ７ＳＳＢの詳細な性質決
定は、Kimら, 1992, Journal of Biological Chemistry 267(21):15022-15031で見出され
る。
【００４３】
　ＳＳＢｓは、化学量論的に一本鎖核酸と結合することが知られている。ここで記載され
たようなノンストリンジェントな温度において阻害効果を与えるために、反応混合液中に
与えられるＳＳＢの濃度は、混合液中のプライマーに比べて化学量論的に過剰量のＳＳＢ
を与えるのに十分であることが好ましい。ある特定のＳＳＢと特定のプライマー（もしく
は複数のプライマー）の間の化学量論比の測定は、過度な実験をすることなく、当該技術
分野において通常の技術を持つ者の能力の十分な範囲内でなされ、そして実際に、数多く
のＳＳＢｓの化学量論比が公開された文献から知られている。更に、ここで論じる野生型
と変異型のＴ７ＳＳＢｓを含め、大部分の一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質は、一般的に、ｄ
ｓＤＮＡまたはＲＮＡに対する親和性より数オーダー規模の大きな、ｓｓＤＮＡに対する
結合親和性を有している（例えば、ChaseおよびWilliams, 1986, Annual Reviews of Bio
chemistry 55:103-136; Lindbergら, 1989, Journal of Biological Chemistry 264(21):
12700-12708; Curthら, 1996, Nucleic Acids Research 24(14):2706- 2711）。このよう
なことから、以下に続く計算と実施例の中では、反応中のｄｓＤＮＡおよび／またはＲＮ
Ａ鋳型の量は考慮に入れられていない。一般的に、ｄｓＤＮＡは、好ましいあるいは非常
に一般的な鋳型であるために、この概算はほとんどの標準的なＰＣＲ反応に適用される。
【００４４】
　例として、Ｔ７ＳＳＢ（野生型と変異型）は、タンパク質分子（単量体とも呼ばれる）
あたりＤＮＡの約７の一本鎖核酸塩基と相互作用する。このことは、２１の核酸塩基の長
さのプライマーの場合は、プライマーの分子あたり、Ｔ７ＳＳＢの３の単量体という化学
量論比と等しい。プライマーの濃度とタンパク質の分子量に応じて、ＳＳＢの適正濃度は
、所望の化学量論的な過剰量のＳＳＢｓを与えるように簡単な計算によって決めることが
できる。以下の実施例４で証明されるように、反応混合液中のプライマーに対して、少な
くとも５０％化学量論的に過剰なＳＳＢであること、または１．５の化学量論比を有する
ことが望まれる。更に１００％化学量論的に過剰な量がより好ましい（１倍過剰、２の化
学量論比）。それぞれ３、４および５の化学量論比に対応して、プライマーに対する２倍
、３倍および４倍過剰のＳＳＢが、更により好ましい。
【００４５】
　ここに開示されるプライマー隔離法においては、野生型または自然発生型のＴ７ＳＳＢ
が好ましい。便宜上、野生型Ｔ７ＳＳＢのアミノ酸配列を配列番号４として配列表に示し
；野生型Ｔ７ＳＳＢをコードするＤＮＡ遺伝子配列も配列番号３として示す。野生型タン
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パク質に加えて、Ｔ７ｇｐ２．５Δ２１Ｃ（配列番号５）変異体、Ｔ７ｇｐ２．５Ｆ２３
２Ｌ変異体（配列番号７）、および、野生型とＴ７ｇｐ２．５Δ２６Ｃ（配列番号６）の
混合物も、以下の実施例において示されるように、有効であることが証明されており、ま
た好ましい。Ｔ７ＳＳＢ変異体Δ２１Ｃ（配列番号５）とΔ２６Ｃ（配列番号６）は、そ
れぞれ野生型タンパク質の最後の２１アミノ酸と２６アミノ酸の欠失を有する。それらは
野生型タンパク質より少なくとも１０倍以上の親和性で一本鎖ＤＮＡに結合することが示
されている（例えば、T. Hollisら, 2001, Proceedings of the National Academy of Sc
iences 98(17):9557-9562; Rezendeら, 2002, Journal of Biological Chemistry 277(52
):50643-50653; Hylandら, 2003, Journal of Biological Chemistry 278(9):7247-7256;
 Heら, 2003, Journal of Biological Chemistry 278(32):29538-29545）。Ｔ７ＳＳＢ変
異体Ｆ２３２Ｌ（配列番号７）は、タンパク質の２３番目のアミノ酸がフェニルアラニン
からロイシンに変化したもので、野生型タンパク質より約３倍の親和性で一本鎖ＤＮＡに
結合すると以前に示されている（Heら, 2003, Journal of Biological Chemistry 278(32
):29538-29545）。ここに掲載されていないＴ７ＳＳＢの他の変異体も、開示された方法
において有効であるかもしれない。
【００４６】
　やや好ましい態様においては、大腸菌ＳＳＢｓの特定の変異体とＴ４ＳＳＢ（野生型と
変異型の両方）も、ここに記載されるようなノンストリンジェントな温度での十分なプラ
イマー隔離効果を、例えば、ストリンジェントな温度でのプライマーとの（例えば結合の
ような）可逆的な相互作用を介して、与えるのに有効かもしれない。野生型大腸菌ＳＳＢ
は、ＰＣＲに干渉することが示されているため、開示された方法における使用は不適であ
ることが見出されていることが注記される。野生型大腸菌ＳＳＢがプライマーより化学量
論的に過剰に用いられる時、ＰＣＲ増幅産物は観察されない。このように、このＳＳＢは
、特異的プライマー－鋳型ハイブリダイゼーションに必要な、高くストリンジェントな温
度においてさえも、プライマーと結合または相互作用し続けるようである。考えられ得る
説明としては、大腸菌ＳＳＢは２分以上の間沸騰させた後でさえも、幾らか結合活性を保
っていることがよく知られていることが挙げられる（ChaseおよびWilliams, 1986, Annua
l Reviews of Biochemistry 55:103-136）。このようにして、Ｔ７ＳＳＢとは異なり、野
生型大腸菌ＳＳＢは高い温度に曝されても耐えることができるようであり、プライマー伸
長反応の阻害作用も熱で簡単には不活性化されない。
【００４７】
　特にここに記載されていない他のＳＳＢも、既に概説した基準を満たす限り、本発明で
の用途に適する。
【００４８】
　本発明者は、以下に記載するようなＴ７ＳＳＢの野生型と変異型の核酸配列をクローン
化し、発現させ、タンパク質を精製した。以下の手順は、当該技術分野で通常の技術を有
する者に対しては十分適度な標準の範囲内である。増殖と精製の手順は、調製物中に存在
する汚染物と同様に、精製されている結合タンパク質に応じても、以下に記載する手順か
ら変更することも可能である。
【００４９】
（野生型と変異型Ｔ７ＳＳＢｓの調製）
Ｔ７ＳＳＢ発現プラスミドの作成　－　Ｎｄｅの制限酵素部位を持つ５’末端プライマー
（5’-ATC-CAT-ATG-GCT-AAG-AAG-ATT-TTC-ACC-TCT- GCG-3’、配列番号１）とＳａｌ１と
Ｘｍａ１制限酵素部位を持つ３’末端プライマー（5’-GTC-GAC-CCC-GGG-TTA-GAA-GTC-GC
C-GTC-TTC-GTC-TGC-TTC-C-3’、配列番号２）の２のプライマーが、精製バクテリオファ
ージＴ７ゲノムＤＮＡ（USB Corporation, Cleveland, Ohio）の９１５８－９８５６の位
置からの野生型Ｔ７ＳＳＢ遺伝子の核酸配列をＰＣＲで増幅するために用いられた。Ｔ７
の完全なゲノム配列は、国立バイオテクノロジー情報センター（ＮＣＢＩ）の遺伝子座Ｎ
Ｃ＿００１６０４で見ることができる。バクテリオファージＴ７は、アメリカ培養細胞系
統保存機関（ＡＴＣＣ）からカタログ番号１１３０３－Ｂ３８ＴＭおよびＢＡＡ－１０２
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５－Ｂ２ＴＭで公然と入手可能である。野生型Ｔ７ｇｅｎｅ２．５、その対応するタンパ
ク質（ｗｔＴ７ｇｐ２．５、Ｔ７ＳＳＢとも呼ばれる）および、ここで議論されるそれら
の変異体の配列は、便宜上、参照しやすいように、配列表で提供される。
【００５０】
　ＰＣＲにより生成したＤＮＡ断片（野生型Ｔ７ＳＳＢ遺伝子）はＴＯＰＯＩＩＴＭベク
ター（Invitrogen Corporation）に連結され、ＴＯＰ１０ＴＭ化学コンピテント大腸菌（
Invitrogen Corporation）へと形質転換され、その結果生じる野生型Ｔ７ＳＳＢ遺伝子（
配列番号３）を含むプラスミドはカナマイシンの存在下で選択された。ＰＣＲにより増幅
されたＤＮＡから生成されたクローンは配列決定され、変異が無いことが確認された。こ
のプラスミドはそれから、Ｎｄｅ１とＸｍａ１で切断され、ｐＲＥ発現ベクターへとクロ
ーン化された。この発現ベクターは、３０℃ではλ抑制因子により抑制されているバクテ
リオアファージλ由来の強力なプロモーターｐＬの制御下にある。ｐＬを含むベクターか
らの発現は、温度を４２℃に上げることで引き起こされる。結果として生じたＴ７ＳＳＢ
（配列番号４）を含むプラスミドは、アンピシリンで選択された。ここで調製した全ての
Ｔ７ＳＳＢ変異体は、この段落に記載されているような方法で、基礎となるＤＮＡクロー
ンから発現された。そのＤＮＡクローンは、用意される変異に応じて、所望の場所におい
て、アミノ酸を変化させるような塩基の変化を導入するか、あるいは、タンパク質合成を
終結させるようなストップコドンを導入するような逆方向プライマーを用いて、最初に変
化させた。
【００５１】
Ｔ７ＳＳＢの増殖と精製　－　ここで調製された、λプロモーターの制御下にＴ７ＳＳＢ
の野生型または変異体を含むプラスミドｐＲＥは、５００ｍＬのテリフィックブロスと１
００μｇ／ｍＬのアンピシリンの中で３０℃で一晩増殖された。この培養液はＮｅｗＢｒ
ｕｎｓｗｉｃｋ醗酵槽の中の１０リットルのＴＢと５０μｇ／mＬのアンピシリンに接種
された。細胞は、３０℃で通気をしながら培養された。細胞密度がＡ５９０＝１．５３相
当になった時、４２℃まで温度を上げることで、細胞にＴ７ＳＳＢの発現を誘導した。誘
導後、細胞は更に２時間培養され、それからＳｏｒｖａｌｌ　ＧＳ－３遠心機で６０００
回転１５分間の遠心分離により回収された。細胞のペースト（８３ｇｍ）はその後－８０
℃に保存された。
【００５２】
細胞抽出物の調製　－　２０ｇｍの凍らせた細胞を、８０ｍＬの５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
ｃｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０％スクロース、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、２
ｍＭ　ＰＭＳＦの中で解かし、１０ｍＬのリゾチーム（１０ｍｇ／ｍＬ）を加えた。氷上
で一定の攪拌を行いながら３０分間混合液をインキュベーションした後、２１ｍＬの５Ｍ
　ＮａＣｌを加え、ＮａＣｌの終濃度を１Ｍにした。それから、細胞は、温度が２０℃に
達するまで一定の攪拌を行いながら３７℃の水槽で加熱され、その後、温度が４℃に下が
るまで、氷水槽で冷やされた。溶解液は、その後、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｔｉ－４５遠心機で
４５分４００００回転で遠心分離された。上清（１２２ｍＬ）をフラクション１とした。
【００５３】
ＤＥＡＥセルロースクロマトグラフィー　－　Ｗｈａｔｍａｎ　ＤＥ５２　ＤＥＡＥセル
ロースのカラム（１９．６ｃｍ２×５ｃｍ）を用意し、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈｃｌ（ｐ
Ｈ７．５）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０％グリセロール（バッファーＡ）に３５０ｍＭのＮ
ａＣｌを含んだもので平衡化した。フラクション１は、３５０ｍＭのＮａｃｌを含むバッ
ファーＡと等しい導電率になるように、バッファーＡで希釈された。希釈されたフラクシ
ョン１（～３５０ｍＬ）はカラムにアプライされた。Ｔ７ＳＳＢはこの条件では保持され
ない。フロースルーとウォッシュ画分（～４００ｍＬ）はためられ、フラクション２とし
た。
【００５４】
硫酸アンモニウム沈殿　－　４００ｍＬのフラクション２に対して、硫酸アンモニウムを
７５％飽和（２０３ｇｍ）になるまで、６０分間以上にわたって加え続け、更に６０分間
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ゆっくりと攪拌した。沈殿は、Ｓｏｒｖａｌｌ　ＧＳＡ遠心機で１４０００回転４５分の
遠心分離により集められ、２５ｍＭのＮａＣｌを含む５０ｍＬのバッファーＡに溶解され
、同じバッファーに対して、一晩透析された（フラクション３）。
【００５５】
ヘパリンセファロースＣＬ－６Ｂクロマトグラフィー　－　ヘパリンカラム（０．６４ｃ
ｍ２×１２ｃｍ）が用意され、２５ｍＭ　ＮａＣｌを含むバッファーＡで平衡化された。
フラクション３がカラムにアプライされ、２５ｍＭから１ＭのＮａＣｌの線形勾配で溶出
された。画分は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで解析され、Ｔ７ＳＳＢを含む画分（１３４ｍＬ）は
ためられ、１００ｍＭ　ＮａＣｌを含むバッファーＡで一晩透析された（フラクション４
）。
【００５６】
ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｃｅｌクロマトグラフィー　－　ＤＥＡＥ　Ｓｅｐｈａｃｅｌカラ
ム（５．３０ｃｍ２×１２ｃｍ）が用意され、１００ｍＭのＮａＣｌを含むバッファーＡ
で平衡化された。フラクション３がカラムにアプライされ、１００ｍＭから５００ｍＭの
ＮａＣｌの線形勾配で溶出された。画分はＳＤＳで解析された。Ｔ７ＳＳＢを含む画分は
、変性条件下の電気泳動では単一バンドとして同一種のように見えたが、低レベルの一本
鎖ＤＮＡ依存性ヌクレオシド５’トリフォスファターゼ活性を含んでいた。Ｔ７ＳＳＢを
含む画分（６４ｍＬ）をため、１００ｍＭのＮａＣｌを含むバッファーＡに対し、一晩透
析した（フラクション５）。
【００５７】
Ｑセファロースクロマトグラフィー　－　汚染しているｓｓＤＮＡ依存性ＡＴＰａｓｅ活
性を取り除くために、フラクション５をＱセファロースにアプライし、１００ｍＭから５
００ｍＭのＮａＣｌの線形勾配で溶出した。大部分のＳＳＢタンパク質より少し前に、ｓ
ｓＤＮＡ依存性ＡＴＰａｓｅ活性がカラムから溶出した。Ｔ７ＳＳＢの最終的な画分がた
められ、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）；１ｍＭ　ＥＤＴＡ；０．５ｍＭＤ
ＴＴ；１０ｍＭ　ＮａＣｌ；５０％グリセロールに対して透析され、－２０℃で保存され
た（フラクション６）。
【００５８】
タンパク質濃度　－　タンパク質濃度は、ＢＳＡ標準曲線に対し、BCA Protein Determin
ation Assay Kit（Pierce, Rockford, Illinois）を用いて測定した。変性条件下での精
製ＳＳＢタンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥ電気泳動の後、クーマシーブルーでの染色では、
約３００００の分子量に相当する単一バンドが得られた。遺伝子のＤＮＡ配列から推定さ
れる野生型Ｔ７ＳＳＢの分子量は２５５６２であるが、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは２５０００
から３１０００の間の単一バンドとして移動する（この異常な移動は、Scherzingerら, 1
973, Molecular and General Genetics 123(3):247-262; ReubenおよびGefter, 1973, Pr
oceedings of the National Academy of Sciences 70(6): 1846- 1850においても、観察
されている）。
【００５９】
　驚くべきことであり予期しないことであるが、本発明者は、野生型と変異型の両方のＴ
７ＳＳＢが、低い温度（例えば、約５０℃未満、そして特に約３０℃未満）でのプライマ
ー伸長反応を阻止または阻害するが、そのような阻害作用は、高くストリンジェントな温
度（例えば、約５０℃以上）では失われることを発見した。同様に、驚くべきことであり
予期しないことであるが、本発明者は、初期変性工程より前にＰＣＲにＴ７ＳＳＢおよび
／またはその変異体を加えておくことが、増幅アーティファクトの減少につながることも
発見した。この予期しない結果は、典型的にＰＣＲ混合液が調製あるいは用意される低い
温度で、非特異的プライミング現象および／またはプライマー伸長産物を形成しないか、
あるいは形成するのが阻害されるために起きると信じられている。このようにして、プラ
イマーは、反応混合液が加熱される前の、特異性が低い傾向にある温度では隔離され、そ
の後、プライマーは、高くストリンジェントな温度では遊離し、したがってハイブリダイ
ゼーションとポリマー化に利用可能となる。この様式で、（低い温度での）低いハイブリ



(17) JP 5020074 B2 2012.9.5

10

20

30

40

50

ダイゼーション特異性により、意図しない標的の増幅の実質的な減少が観察された。
【００６０】
　以下の実施例は、非特異的プライマー伸長産物の生成の防止または阻害における、様々
なＴ７ＳＳＢｓの有用性を説明したものであり、例として示されるが、これに限られない
。
【００６１】
実施例１
　遺伝子産物Ｎｕｍｂ（配列番号８の配列）の３０６塩基対（ｂｐ）領域を、５ナノグラ
ム（ｎｇ）のヒトゲノムＤＮＡから、更に以下に示すような、ＳＳＢの種類および濃度、
ポリメラーゼの選択などの様々な異なる条件の下で、個別に増幅した。標的は、ＮＣＢＩ
でＮＴ＿０２６４３７．１１として同定されている（配列位置：５４７４２８７７から５
４７４３１８２）。それぞれ長さが２５塩基である、次の増幅用プライマーが用いられた
。
Numb 順方向：5’-GAGGTTCCTACAGGCACCTGCCCAG-3’　（配列番号９）および
Numb 逆方向：5’-CAAAATCACCCCTCACAGTACTCTG-3’　（配列番号１０）
【００６２】
　プライマーは標準的な市販供給者から得られ、所望の濃度でＴＥ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ８）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）に再懸濁された。ヒトゲノムＤＮＡは、Promeg
a Corporation, Madison, Wisconsinから得られた。これらのプライマーは、順方向と逆
方向のプライマーの間の３’末端で何塩基かの相補的配列を有し、非特異的な増幅産物を
生成するため、これらのプライマーが選ばれた。
【００６３】
　合計で１５のポリメラーゼ連鎖反応混合液が、室温（すなわち２０－２５℃）で、０．
５ミリリットル（ｍＬ）マイクロチューブに、表に示す次のような一般的な組成物を用い
て２５マイクロリットル（μＬ）の最終体積の中に調製された。

【００６４】
　１５のＰＣＲ反応混合液は以下のような特異的な特性を有していた：
反応１：抗体の結合したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＳＳＢ無し；
反応２：化学修飾されたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＳＳＢ無し；
反応３：未修飾のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＳＳＢ無し；
反応４：１μｇの野生型大腸菌ＳＳＢ、抗体の結合したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応５：１μｇの野生型大腸菌ＳＳＢ、化学修飾されたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応６：１μｇの野生型大腸菌ＳＳＢ、未修飾のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応７：１μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ、抗体の結合されたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応８：１μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ、化学修飾したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
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反応９：１μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ、未修飾のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応１０：１μｇのΔ２１ＣＴ７ＳＳＢ、抗体の結合したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応１１：１μｇのΔ２１ＣＴ７ＳＳＢ、化学修飾されたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応１２：１μｇのΔ２１ＣＴ７ＳＳＢ、未修飾のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ；
反応１３：１μｇのＦ２３２ＬＴ７ＳＳＢ、抗体の結合したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ
；
反応１４：１μｇのＦ２３２ＬＴ７ＳＳＢ、化学修飾されたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ
；
反応１５：１μｇのＦ２３２ＬＴ７ＳＳＢ、未修飾のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ。
【００６５】
　ピペッティングの誤差を最小化するために、２の独立したマスターミックスが調製され
た。マスターミックス１は、水、ＰＣＲバッファー、ｄＮＴＰｓおよびそれぞれのポリメ
ラーゼを含む６×のミックスであった。マスターミックス２は、ヒトゲノムＤＮＡとプラ
イマーを含む２０×のミックスであった。構成成分は、室温で、次の順番で反応チューブ
に加えられた；２３．５μＬの適当なマスターミックス１（すなわち、それぞれのポリメ
ラーゼ）、０．５μＬのＳＳＢか、コントロールを使う時は、ＳＳＢ保存用バッファー、
および１μＬのマスターミックス２。反応１０－１２で用いられるＴ７ｇｐ２．５Δ２１
Ｃの濃度は、他の反応混合液中の２ｍｇ／ｍＬではなく０．５ｍｇ／ｍＬであり、したが
って、反応１０－１２で、同じ総ＳＳＢ濃度を達成するには、２５μＬの反応ごとに、０
．５μＬの代わりに、このタンパク質を２μＬ加えた。
【００６６】
　１０×ＰＣＲバッファーは、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．６）、５００ｍ
Ｍ　ＫＣｌ、および１５ｍＭ　ＭｇＣｌ２から成っていた。５ｍＭのｄＮＴＰ混合液は、
ＤＮＡ合成に要求される４つのデオキシリボヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴ
ＰおよびｄＣＴＰ）を含んでいた。Ｔ７由来のＳＳＢｓは、この明細書の他のどこかで記
載されたようにして調製される。大腸菌ＳＳＢと未修飾のＤＮＡポリメラーゼ（すなわち
非ホットスタート）は、USB Corporation, Cleveland, Ohioから得られた。ＳＳＢｓは、
プライマーと鋳型より前に、それぞれの反応混合液に加えられた。ＳＳＢｓ無しのコント
ロール反応としては、ＳＳＢｓの無いＳＳＢ保存用バッファーが代わりに加えられた。比
較するために、反応１、４、７、１０および１３、および、２、５、８、１１および１４
では、２つの市販されているホットスタート製品が（未修飾の）Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラ
ーゼの代わりに用いられた。反応１、４、７、１０および１３で用いられた、抗体の結合
したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（商品名　PlatinumTM Taq DNA Polymerase）は、Invit
rogen Corporation, Carlsbad, Californiaから得られた。反応２、５、８、１１および
１４で用いられた化学修飾されたＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ商品名　HotStarTaqTM DNA
 Polymerase）は、Qiagen Incorporated, Valencia, Californiaから得られた。
【００６７】
　全ての反応混合液が完全に調製された後、反応チューブがサーマルサイクラーに設置さ
れる前の３０分間、反応混合液は室温（すなわち、２０－２５℃）でインキュベートされ
た。この室温での余分な時間は、非特異的産物の生成に有利になるように選ばれた。この
室温でのインキュベーションの後に、他に注記したようなもの以外の全ての反応の間で共
通の、表３に示す以下のサイクリング条件で、反応チューブはサーマルサイクラー（MJ R
esearch, Waltham, Massachusetts）に設置された。
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【００６８】
　初期変性時間は、製造者の指示のように、未修飾のＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼおよび
抗体の結合したＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを含む反応には２分、化学修飾されたＴａｑ
　ＤＮＡポリメラーゼには１５分としたことを注記する。
【００６９】
　サイクリングの後、それぞれのポリメラーゼ連鎖反応から１０μＬが、エチジウムブロ
マイドを含む２％のＴＡＥアガロースゲルで、１×ＴＡＥバッファー中で約１－２時間の
間、１００－１２０ボルトで電気泳動された。プライマー伸長反応産物は、蛍光スキャナ
ー（Hitachi FMBIO II, San Francisco, California）を用いて視覚化された。
【００７０】
　前述した反応の結果は図１に示される。図１において、数字付けしたレーンは、上述の
ように数字付けした反応に対応し、マーカーレーン、Ｍ、は、Invitrogen Corporation, 
Carlsbad, Californiaから得られた1 Kb Plus DNA Ladderを用いて得られた。
【００７１】
　図１に示されるように、Δ２１ＣおよびＦ２３２Ｌとここでは称されるＴ７ＳＳＢ変異
体と同じく、野生型Ｔ７ＳＳＢの存在によっても、ホットスタートの特徴を有しない標準
的なＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼと比較して、特異的なプライマー伸長産物の収率が著し
く改善した（レーン３をレーン９、１２、および１５と比較のこと）。ＳＳＢの無いコン
トロール反応（レーン３）では、３０６塩基対の特異的産物を犠牲にして、プライマー二
量体が第一に生成している。したがって、ＳＳＢｓはこれらの非特異的プライマー二量体
を減少または消失させ、特異的産物の生成を可能にする。更に、この増強作用は、仮に等
しくはなくとも、この実験で用いられた２の市販されているホットスタートポリメラーゼ
に匹敵することが示された（レーン１、２を、レーン９、１２、および１５と比較のこと
）。ＳＳＢｓをビルトインホットスタートの特徴を既に含んでいるポリメラーゼを使う反
応に加えることに一般的な効果は無いように見える（レーン２をレーン８、１１、および
１４と、同様にレーン１をレーン７、１０、および１３と比較のこと）。野生型の大腸菌
のＳＳＢ（レーン４－６）は、完全にどのプライマー伸長産物の形成も阻害したことが注
記される。したがって、野生型大腸菌ＳＳＢは、ＰＣＲを介した増幅伸長産物の生成を阻
害するので、本発明での使用には適さない。この実験は、野生型Ｔ７ＳＳＢだけでなく、
特別なアミノ酸が変化または削除されたＴ７ＳＳＢ変異体の有効性も実証している。
【００７２】
実施例２
　この実施例は、ホットスタート法における野生型および変異型Ｔ７ＳＳＢの効果を説明
する。具体的には、この実施例は、非特異的なプライマー伸長産物の生成を減少させるた
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めに、ポリメラーゼ連鎖反応に、質量比で１：１の野生型Ｔ７ＳＳＢおよびΔ２６Ｃを用
いる。この実験では、１マイクログラム（μｇ）の混合物は０．５μｇのそれぞれのタン
パク質を含んでいた。遺伝子産物ｐ５３（配列番号１１）の１１４２塩基対（ｂｐ）領域
が、１ナノグラム（ｎｇ）または１００ピコグラム（ｐｇ）のヒトゲノムＤＮＡのどちら
かを基に増幅された。この標的は、ＮＣＢＩではＮＴ＿０１０７１８．１５（７１７４８
２１から７１７５９６２までの配列位置）として同定されている。以下の増幅用プライマ
ーが用いられた；
ｐ５３順方向： 5’-TGCTTTATCTGTTCACTTGTGCCC-3’ ２４塩基長（配列番号１２）、
および
ｐ５３逆方向： 5’-TGTGCAGGGTGGCAAGTGGC-3’ ２０塩基長（配列番号１３）
【００７３】
　プライマーは標準的な市販供給者から得られ、所望の濃度でＴＥ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ８）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）に再懸濁された。ヒトゲノムＤＮＡは、Promeg
a Corporation, Madison, Wisconsinから得られた。これらのプライマーは、順方向と逆
方向のプライマーの間の３’末端で何塩基かの相補的配列を有し、非特異的な増幅産物を
生成するため、これらのプライマーが選ばれた。
【００７４】
　合計で８のポリメラーゼ連鎖反応混合液が、室温（すなわち２０－２５℃）で、０．５
ミリリットル（ｍＬ）マイクロチューブに、表４に示す次のような一般的な組成物を用い
て２５マイクロリットル（μＬ）の最終体積の中に調製された。

【００７５】
　８のＰＣＲ反応混合液は以下のような特異的な特性を有していた：
反応１：１００ｐｇのゲノムＤＮＡ、ＳＳＢ無し；
反応２：０．５μｇのＴ７ＳＳＢ、１００ｐｇのゲノムＤＮＡ；
反応３：１．０μｇのＴ７ＳＳＢ、１００ｐｇのゲノムＤＮＡ；
反応４：２．０μｇのＴ７ＳＳＢ、１００ｐｇのゲノムＤＮＡ；
反応５：１ｎｇのゲノムＤＮＡ、ＳＳＢ無し；
反応６：０．５μｇのＴ７ＳＳＢ、１ｎｇのゲノムＤＮＡ；
反応７：１．０μｇのＴ７ＳＳＢ、１ｎｇのゲノムＤＮＡ；
反応８：２．０μｇのＴ７ＳＳＢ、１ｎｇのゲノムＤＮＡ。
【００７６】
　ピペッティングの誤差を最小化するために、３の独立したマスターミックスが調製され
た。マスターミックス１は、水、ＰＣＲバッファー、ｄＮＴＰｓおよびＴａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼを含む１０×のミックスであった。マスターミックス２は、水、１００ｐｇ／
反応のヒトゲノムＤＮＡとプライマーを含む１０×のミックスであり、マスターミックス
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３は、水、１ｎｇ／反応のヒトゲノムＤＮＡとプライマーを含む１０×のミックスであっ
た。表４の最終的な水の体積は、最終的な体積の４８％がミックス１に存在し、最終的な
体積の５２％がミックス２またはミックス３に存在するように分けられた。構成成分は、
室温で、次の順番で反応チューブに加えられた；１２．５μＬのマスターミックス１、０
．５μＬのＳＳＢか、コントロールを使う時は、ＳＳＢ保存バッファー、および１２μＬ
のマスターミックス２または必要に応じてマスターミックス３。
【００７７】
　１０×ＰＣＲバッファーは、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．６）、５００ｍ
Ｍ　ＫＣｌ、および１５ｍＭ　ＭｇＣｌ２から成っていた。２５ｍＭのｄＮＴＰ混合液は
、ＤＮＡ合成に要求される４つのデオキシリボヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴ
ＴＰおよびｄＣＴＰ）を含んでいた。Ｔ７由来のＳＳＢｓは、保存用バッファーが２０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．５）、２００ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＤＴＴ、０．１ｍ
Ｍ　ＥＤＴＡ、０．５％　Ｔｗｅｅｎ－２０、および５０％グリセロールに変更になった
こと以外は、この明細書のどこか他で記載されたようにして調製された。ＳＳＢ混合物の
系列希釈は、反応ごとに０．５μＬを加えるために、最終的な保存用バッファーで行われ
た。ＳＳＢｓ無しのコントロール反応としては、ＳＳＢｓの無いＳＳＢ保存用バッファー
が代わりに加えられた。ＳＳＢは、プライマーと鋳型より前に、それぞれの反応混合液に
加えられた。ヒトゲノムＤＮＡの系列希釈はヌクレアーゼフリー水で行われた。Ｔａｑ　
ＤＮＡポリメラーゼはUSB Corporation, Cleveland, Ohioから得られた。
【００７８】
　全ての反応混合液が完全に調製された後、表５に示す以下のサイクリング条件を用い、
反応チューブはサーマルサイクラー（MJ Research, Waltham, Massachusetts）に設置さ
れた。１時間の２５℃での付加的なプレインキュベーション工程が、室温をシミュレート
するために、サーマルサイクラーにプログラムされた。この２５℃での余分な時間は非特
異的産物の生成に有利なように選ばれた。

【００７９】
　サイクリングの後、それぞれのポリメラーゼ連鎖反応から１０μＬが、エチジウムブロ
マイドを含む１．５％のＴＡＥアガロースゲルで、１×ＴＡＥバッファー中で約１－２時
間の間、１００－１２０ボルトで電気泳動された。プライマー伸長反応産物は、蛍光スキ
ャナー（Hitachi FMBIO II, San Francisco, California）を用いて視覚化された。
【００８０】
　前述した反応の結果は図２に示される。図２において、数字付けしたレーンは、上述の
ように同じ数字を付した反応に対応し、マーカーレーン、Ｍ、は、Invitrogen Corporati
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on, Carlsbad, Californiaから得られた1 Kb Plus DNA Ladderを用いて得られた。
【００８１】
　図２に示されるように、野生型Ｔ７ＳＳＢおよびその変異体であるΔ２６Ｃの質量比で
１：１の混合物が存在すると、ＳＳＢが導入されていないコントロールレーンに比べて、
特異的プライマー伸長産物の収率が劇的に改善した（レーン５をレーン６、７、および８
と、同様にレーン１をレーン２、３、および４と比較のこと）。特異的産物はｐ５３遺伝
子の１１４２ｂｐの断片であり、図２の上側の矢印で示される。低い濃度のＤＮＡ（１０
０ｐｇ）においては、コントロール反応（レーン１）は適当な特異的産物を産生しなかっ
たが、代わりに、プライマー二量体として特徴付けられる非特異的産物を第一に産生した
。１ｎｇのヒトゲノムＤＮＡにおいては、コントロール反応は特異的産物を与えたが、プ
ライマー二量体も産生した。ＳＳＢ混合液が存在する反応は全て、それより多くの特異的
産物を産生し、非特異的産物を減少または消失させた。ＳＳＢの濃度を増せば（０．５μ
ｇから２μｇ）、特異的産物の得られる量も増す（例えば、レーン２、３、および４と比
較のこと）という濃度依存的な効果も観察される。これは、反応中のプライマーと結合す
るＳＳＢの化学量論によるものであると信じられた。この効果は、後の実施例でより詳細
に述べられるだろう。
【００８２】
実施例３
　この実施例は、室温でのプライマー伸長の阻止における野生型および変異型Ｔ７ＳＳＢ
の混合物の効果を示す。具体的には、この実施例は、ハイブリッド形成するように意図し
て設計された２のプライマーでプライマー伸長が行われる「モック」ポリメラーゼ連鎖反
応において、１：１の質量比の野生型Ｔ７ＳＳＢおよびΔ２６Ｃタンパク質を用いる。し
たがって、外来性のｄｓＤＮＡ鋳型は反応中には無く、プライマーそれら自身のみが合成
のための鋳型として働く。このアッセイは、ＳＳＢが２つの温度において、伸長され得る
ハイブリッドからのＤＮＡ合成を阻止できるかを評価するように設計された。最初の温度
は室温（２５℃）であり、これは反応が一般的に調製される温度をシミュレートした。第
二の温度は７２℃であり、これはＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼによるＤＮＡ合成がより最
適な温度である。
【００８３】
　この実験に選ばれた２のプライマーは、それらの３’末端で１４ｂｐが重複するｄｓＤ
ＮＡハイブリッドを形成するように設計された。２３塩基の順方向のプライマーは、蛍光
スキャナー上で合成産物を検出可能にするＨＥＸ蛍光ラベルを５’末端に付けた。４１塩
基の逆方向のプライマーは順方向のプライマーと１４塩基重複するので、順方向のプライ
マーから生成するであろう最大の合成産物は５０塩基であった。このプライマー伸長産物
は、変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で視覚化された。アッセイの概略を図３ａに
示した。
【００８４】
　このアッセイにおいては、１ｐｍｏｌのそれぞれのプライマーを１０μＬの反応体積に
加え、幾つかの濃度のＳＳＢ混合物に対して検査した。プライマー配列は以下の通りであ
る；
順方向：5’-[HEX]-CTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’　２３塩基長（配列番号１４）、
および
逆方向：5’-ATGCAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGAC-3’　４１塩基長（配列番号
１５）。
【００８５】
　プライマーは標準的な市販供給者から得られ、所望の濃度でＴＥ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ８）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）に再懸濁された。合計で１０のモックポリメラ
ーゼ連鎖反応混合液が、室温（すなわち２０－２５℃）で、０．５ミリリットル（ｍＬ）
マイクロチューブに、表６に示す次のような一般的な組成物を用いて１０マイクロリット
ル（μＬ）の最終体積の中に調製された。
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【００８６】
　１０のモックＰＣＲ反応混合液は以下のような特異的な特性を有していた：
反応１：ＳＳＢ無し、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ無し、２５℃インキュベーション；
反応２：Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＳＳＢ無し、２５℃インキュベーション；
反応３：０．５μｇのＴ７ＳＳＢミックス、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、２５℃インキ
ュベーション；
反応４：１．０μｇのＴ７ＳＳＢミックス、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、２５℃インキ
ュベーション；
反応５：２．０μｇのＴ７ＳＳＢミックス、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、２５℃インキ
ュベーション；
反応６：ＳＳＢ無し、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ無し、７２℃インキュベーション；
反応７：Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＳＳＢ無し、７２℃インキュベーション；
反応８：０．５μｇのＴ７ＳＳＢミックス、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、７２℃インキ
ュベーション；
反応９：１．０μｇのＴ７ＳＳＢミックス、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、７２℃インキ
ュベーション；
反応１０：２．０μｇのＴ７ＳＳＢミックス、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、７２℃イン
キュベーション。
【００８７】
　ピペッティングの誤差を最小化するために、２の独立したマスターミックスが調製され
た。マスターミックス１は、水、ＰＣＲバッファー、ｄＮＴＰｓおよびＴａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼを含む１２×のミックスであった。マスターミックス２は、水、ＰＣＲバッフ
ァー、ｄＮＴＰｓを含み、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを含まない１２×のミックスであ
った。マスターミックス３は、水およびプライマーを含む１２×のミックスであった。表
６の最終的な水の体積は、最終的な体積の４６．８％がミックス１に存在し、最終的な体
積の５３．２％がミックス２またはミックス３に存在するように分けられた。構成成分は
、室温で、次の順番で反応チューブに加えられた；５．０μＬのマスターミックス１また
は必要に応じて２、０．５μＬのＳＳＢか、コントロールを使う時は、ＳＳＢ保存バッフ
ァー、および４．５μＬのマスターミックス３。
【００８８】
　１０×ＰＣＲバッファーは、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．６）、５００ｍ
Ｍ　ＫＣｌ、および１５ｍＭ　ＭｇＣｌ２から成っていた。２５ｍＭのｄＮＴＰ混合液は
、ＤＮＡ合成に要求される４つのデオキシリボヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴ
ＴＰおよびｄＣＴＰ）を含んでいた。Ｔ７由来のＳＳＢｓは、最終的な保存バッファーが
２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．５）、２００ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＤＴＴ、０
．１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．５％　Ｔｗｅｅｎ－２０、および５０％グリセロールに変更に
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なったこと以外は、この明細書のどこか他で記載されたようにして調製された。ＳＳＢ混
合物の系列希釈は、反応ごとに０．５μＬを加えるために、最終的な保存用バッファーで
行われた。ＳＳＢｓ無しのコントロール反応としては、ＳＳＢｓの無いＳＳＢ保存用バッ
ファーが代わりに加えられた。ＳＳＢｓは、プライマーより前に、反応混合液に加えられ
た。Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの無いネガティブコントロール反応（すなわち、プライ
マー伸長産物の収率を判断するベースラインとなるもの）は、水でバランスを調製した。
Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼはUSB Corporation, Cleveland, Ohioから得られた。
【００８９】
　全ての反応混合液が完全に調製された後、反応チューブはサーマルサイクラー（MJ Res
earch, Waltham, Massachusetts）に設置された。同一の反応のあるセットは、ＰＣＲ反
応の調製に必要な時間を過大評価するため、４時間の間２５℃にしておいた。他の同一の
セットでは、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼに理想的な合成条件を与え、ＳＳＢｓがそれで
も阻害的かどうかを測定するために、１５秒間２５℃および１５秒間７２℃で１５サイク
ル反応させた。これらのインキュベーション後に、必要となるまで、反応液は４℃または
氷上で保存した。プライマー伸長産物を視覚化するために、それぞれの反応の０．５μＬ
（それぞれのプライマーの０．０５ｐｍｏｌ）を、４２％の尿素を含む１５％（２９：１
）の変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。ゲルは、１×ＧＴＧバッファー（USB 
Corporation, Cleveland, Ohio）中で、１ｍｍのスペーサーを用いて組み立てられ、追跡
用色素（ブロモ－クレゾール　グリーン）がゲル長の約７５％に達するまで（約２５分）
、ゲルあたり６ワットの低電力で泳動された。プライマー伸長反応産物は、蛍光スキャナ
ー（Hitachi FMBIO II, San Francisco, California）を用いて視覚化された。
【００９０】
　前述した反応の結果は図３ｂに示される。図３ｂにおいて、数字付けしたレーンは、上
述のように同じ数字を付した反応に対応する。
【００９１】
　図３ｂに示されるように、２５℃での４時間のインキュベーションの後、Ｔａｑ　ＤＮ
Ａポリメラーゼにより、反応中にポリメラーゼが存在しないネガティブコントロールと比
較すると、プライマーハイブリッドからの５０塩基のプライマー伸長産物が得られた（レ
ーン１をレーン２と比較のこと）。更に、テストしたＳＳＢの３つの濃度のうち、野生型
Ｔ７ＳＳＢおよびその変異体Δ２６Ｃの質量比１：１の混合物は、ネガティブコントロー
ルと比較しうるほど、２５℃でのプライマーハイブリッドからの合成を阻止した（レーン
１および２をレーン３－５と比較のこと）。対照的に、７２℃のインキュベーション温度
を用いた場合は、ＳＳＢを反応混合液に導入した時さえ、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼを
含めむ全てのレーンにおいて、ほとんど同じ収量の伸長反応産物が得られた（レーン６－
１０を比較のこと）。プライマー伸長が高いあるいはストリンジェントな温度で起き得る
ということから、一本鎖核酸結合タンパク質の阻止作用が終結していることが実証された
。この実験により、ここに示す本方法での使用に対する、ＳＳＢｓの幾つかの望ましい特
性が確認された：１）通常、反応が調製される低い温度における、該温度での伸長産物生
成阻害に効果的なｓｓＤＮＡとの相互作用；２）標準的なＰＣＲバッファー中におけるｓ
ｓＤＮＡとのそのような相互作用；および３）それより高い温度でのｓｓＤＮＡとの相互
作用の終結。
【００９２】
実施例４
　この実施例は、所望の、非特異的プライマー伸長産物の生成減少効果を達成するＴ７Ｓ
ＳＢの効果的な濃度の有用な範囲を示す。以下の実験は、ａ）タンパク質単量体当たり７
の核酸に結合するＴ７ＳＳＢの化学量論的結合比、およびｂ）与えられた反応でのプライ
マー（ｓｓＤＮＡ）の総量、の双方を考慮に入れて設計された。本実験では、実施例１で
用いられたヒトゲノムＤＮＡ１ｎｇから３０６ｂｐのＮｕｍｂを標的として増幅した。プ
ライマーは、以下のように、それぞれ２５塩基長であった；
Ｎｕｍｂ順方向：5’-GAGGTTCCTACAGGCACCTGCCCAG-3’　（配列番号８）および
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Ｎｕｍｂ逆方向：5’-CAAAATCACCCCTCACAGTACTCTG-3’　（配列番号９）。
【００９３】
　プライマーは標準的な市販供給者から得られ、所望の濃度でＴＥ（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ
－ＨＣｌ（ｐＨ８）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ）に再懸濁された。ヒトゲノムＤＮＡは、Promeg
a Corporation, Madison, Wisconsinから得られた。これらのプライマーは、順方向と逆
方向のプライマーの間の３’末端で何塩基かの相補的配列を有し、非特異的な増幅産物を
生成するため、選ばれた。
【００９４】
　合計で７のポリメラーゼ連鎖反応混合液が、室温（すなわち２０－２５℃）で、０．５
ミリリットル（ｍＬ）マイクロチューブに、表７に示す次のような一般的な組成物を用い
て２５マイクロリットル（μＬ）の最終体積の中に調製された。

【００９５】
　７のＰＣＲ反応混合液は以下のような特異的な特性を有していた：
反応１：ＳＳＢ無し；
反応２：０．０６２５μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ；
反応３：０．１２５μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ；
反応４：０．２５μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ；
反応５：０．５μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ；
反応６：１．０μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ；
反応７：２．０μｇの野生型Ｔ７ＳＳＢ。
【００９６】
　ピペッティングの誤差を最小化するために、２の独立したマスターミックスが調製され
た。マスターミックス１は、水、ＰＣＲバッファー、ｄＮＴＰｓおよびＴａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼを含む１０×のミックスであった。マスターミックス２は、１ｎｇ／反応のヒ
トゲノムＤＮＡとプライマーを含む１０×のミックスであった。表７の最終的な水の体積
は、最終的な体積の４８％がミックス１に存在し、最終的な体積の５２％がミックス２に
存在するように分けられたことに注意されたい。構成成分は、室温で、次の順番で反応チ
ューブに加えられた；１２．５μＬのマスターミックス１、０．５μＬのＳＳＢか、コン
トロールを使う時は、ＳＳＢ保存用バッファー、および１２μＬのマスターミックス２。
【００９７】
　１０×ＰＣＲバッファーは、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．６）、５００ｍ
Ｍ　ＫＣｌ、および１５ｍＭ　ＭｇＣｌ２から成っていた。５ｍＭのｄＮＴＰ混合液は、
ＤＮＡ合成に要求される４つのデオキシリボヌクレオチド（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴ
ＰおよびｄＣＴＰ）を含んでいた。野生型ＳＳＢは、保存用バッファーが２０ｍＭ　Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．５）、２００ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＤＴＴ、０．１ｍＭ　ＥＤ
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ＴＡ、０．５％　Ｔｗｅｅｎ－２０、および５０％グリセロールに変更になったこと以外
は、この明細書のどこか他で記載されたようにして調製された。野生型Ｔ７ＳＳＢの系列
希釈は、反応ごとに０．５μＬを加えるために、最終的な保存用バッファーで行われた。
ＳＳＢｓ無しのコントロール反応としては、ＳＳＢｓの無いＳＳＢ保存用バッファーが代
わりに加えられた。ＳＳＢはプライマーと鋳型より前に反応混合液に加えられた。Ｔａｑ
　ＤＮＡポリメラーゼは、USB Corporation, Cleveland, Ohioから得られた。
【００９８】
　５ピコモル（ｐｍｏｌ）のそれぞれのプライマーを含むそれぞれの反応と、それからの
比較的単純な計算を行い、その反応における一本鎖ＤＮＡ結合部位のモル量を決定するこ
とができる。プライマーは２５塩基長であり、Ｔ７ＳＳＢはタンパク質単量体当たり７の
核酸と結合するため、それぞれのプライマーは３．５７の結合部位を有していた。仮にそ
れぞれの反応中に計１０ｐｍｏｌのプライマーがあったとすると、プライマー当たり３．
５７結合部位ということは、それぞれの反応中に大まかに計３６ｐｍｏｌのｓｓＤＮＡ結
合部位が存在するということを意味した。本実験においては、２倍希釈系列で、反応当た
り６２．５ｎｇから反応当たり２μｇまで、野生型Ｔ７ＳＳＢの総質量が変えられた。仮
に、Ｔ７ＳＳＢのモル質量が、単量体一つにつき、モル当たり２５５６２ｇｍであるとす
ると、それぞれの反応条件における総利用可能結合部位とＴ７ＳＳＢのモル比と同様にそ
れぞれの反応条件におけるＴ７ＳＳＢ単量体のモル量を示すように、以下の表８を作成す
ることができた。

【００９９】
　表８から、全ての反応の中で最も低い濃度のＴ７ＳＳＢ（６２．５ｎｇ）は、その反応
における利用可能結合部位のモル量より強度のオーダーが弱いことは明らかである。Ｔ７
ＳＳＢの最低濃度からモル比と等しくなる濃度への転移点は、Ｔ７ＳＳＢが１μｇ付近で
起きた。したがって、反応中にそれぞれ５ｐｍｏｌの、２５塩基長のプライマーに対して
は、反応当たり１μｇ以上のＴ７ＳＳＢの濃度は、利用可能なｓｓＤＮＡ結合部位を越え
る過剰モル量であった；これらは好ましい条件のように考えられる。Ｔ７ＳＳＢ（または
既知のモル質量の全てのＳＳＢ）の利用可能な結合部位に対するモル比は、これらの比較
的直接的な計算を介して長さと濃度の異なる多様なプライマーに対して決定することがで
きる。
【０１００】
　全ての反応混合液が完全に調製された後、表９に示す以下のサイクリング条件を用い、
反応チューブはサーマルサイクラー（MJ Research, Waltham, Massachusetts）に設置さ
れた。１時間の２５℃での付加的なプレインキュベーション工程が、室温をシミュレート
するために、サーマルサイクラーにプログラムされた。この２５℃での余分な時間は非特
異的産物の生成に有利なように選ばれた。
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【０１０１】
　サイクリングの後、それぞれのポリメラーゼ連鎖反応から１０μＬが、エチジウムブロ
マイドを含む１．５％のＴＡＥアガロースゲルで、１×ＴＡＥバッファー中で約１－２時
間の間、１００－１２０ボルトで電気泳動された。プライマー伸長反応産物は蛍光スキャ
ナー（Hitachi FMBIO II, San Francisco, California）を用いて視覚化された。
【０１０２】
　前述した反応の結果は図４に示される。図４において、数字付けしたレーンは、上述の
ように同じ数字を付した反応に対応し、マーカーレーン、Ｍ、は、Invitrogen Corporati
on, Carlsbad, Californiaから得られた1 Kb Plus DNA Ladderを用いて得られた。
【０１０３】
　図４に示すように、野生型Ｔ７ＳＳＢは特異的産物の収量を劇的に上昇させた。ＳＳＢ
の濃度の上昇するにつれて、特異的な産物の収量が増えるだけでなく、プライマー二量体
の収量が減るという明らかな濃度効果があった。これは、ＳＳＢの無いコントロール反応
（レーン１）に比べて、最も低い量のプライマー二量体と最も高い量の特異的産物を有す
るレーン７に示す反応により例示された。この濃度効果は、以前に述べた化学量論的予測
と一致した。利用可能なｓｓＤＮＡの結合部位とＳＳＢ単量体とのモル比が１より顕著に
少ない反応（レーン２－４）においては、特異的産物の生成量が少なくなった。利用可能
なｓｓＤＮＡの結合部位とＳＳＢ単量体とのモル比が１と近いかそれより大きい反応（レ
ーン５－７）においては、特異的産物の生成量が多くなった。このように、ＳＳＢの濃度
範囲は特異的産物の収量増加に効果的ではあるが、その反応におけるプライマーのモル濃
度と等しいかそれ以上のＳＳＢの濃度が最も好ましい。
【０１０４】
　ここで述べるプライマー隔離法の利点の一つは、ＳＳＢはプライマーと相互作用し、そ
れを阻害し、特定のポリメラーゼとの相互作用に依存しないために、どんなポリメラーゼ
とも共に働けるということである。背景の章で論じた抗体および化学的な方法では、個々
のポリメラーゼの修飾が必要となる。ＰＣＲに一般的に用いられる少なくとも１０の異な
るポリメラーゼがあるが、以上のような理由から、本発明は、より広い利便性を有する。
更に、他の方法と同様に、ここに開示する本方法も、ハイブリダイゼーションとプライマ
ー伸長反応の多数のサイクルの実行に必要な全ての反応試薬を含む完全な反応系を可能に
し、その反応系は、後でポリメラーゼや他の成分を反応混合液に加える必要もなく、それ
ゆえに反応の汚染の危険も冒さず、（室温のような）ノンストリンジェントな温度で完全
に調製される。
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【０１０５】
　以上で注記したように、前述の記載はポリメラーゼ連鎖反応の実行という文脈で供与さ
れているが、本発明はＰＣＲに限られない。ＳＳＢｓは、ノンストリンジェントな温度に
おけるハイブリダイゼーションおよび伸長反応のために必要な全成分を結び付けることが
簡便なように、非特異的プライマー伸長産物を阻害または防止するために、プライマー－
鋳型のハイブリダイゼーションと伸長反応を介した鋳型核酸の倍数化のための他の反応混
合液にも導入することができる。
【０１０６】
　ＳＳＢｓが活性を失わないための、開示された本方法において有用なＳＳＢｓの長期保
存（好ましくは１年以内）に有用な保存用バッファー溶液もまた提供される；そのＳＳＢ
ｓの活性とは、すなわち、プライマーを効率的に隔離する、または、ここに記載された方
法による非特異的プライマー伸長産物の生成を防止または阻害するような能力のことであ
る。保存バッファー溶液は、好ましくは表１０に示す次の成分を有する。表１０において
、バッファー溶液を提供するためには、どの一つの成分の濃度や範囲も、他の成分の濃度
や範囲と関連し得ること、すなわち、全ての濃度または範囲を同じ列から選ぶことが必ず
しも必要ではないということを注記する。

【０１０７】
　例えば野生型Ｔ７ｇｐ２．５のための、適する保存用バッファーは、塩、すなわち塩化
ナトリウムを用いることなく調製することもできる。ＳＳＢが溶液から沈殿してしまうの
を防止するために、ある量の、塩化ナトリウムのような塩が必要であると通常は予想され
ていたため、これは特に驚くべきことであり予想外の結果であった。だがしかし、一般的
には、１０ｍＭの塩濃度のバッファー溶液が提供されることが好ましい。上述したＴ７ｇ
ｐ２．５－Δ２１Ｃ変異体には、その変異体を溶液中に保つ（すなわち、沈殿を防止する
）ために、幾らか高い濃度が望ましく、好ましくは５０ｍＭ塩濃度以上が用いられる。
【０１０８】
　保存用バッファー中のＳＳＢを用いてＰＣＲ増幅操作を行うために、保存用バッファー
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中のＳＳＢの一部分が、ピペットを用いるなどして、バッファー溶液の容器から抽出され
、その後、ＰＣＲ反応混合液を調製する時に、典型的には室温で、ＰＣＲ反応容器または
チューブに移される。以上に開示されたバッファー溶液は、ＰＣＲ増幅機構に有害に作用
せず、例えば、Ｐｆｕ　ＤＮＡポリメラーゼと同様に、野生型Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラー
ゼおよびＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼの変異型のような、異なる多様なポリメラーゼを用
いて、適する増幅結果が得られることが見出されている。
【０１０９】
　したがって、ここで開示されるバッファー溶液は、長期間、好ましくは少なくとも、１
、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１または１２ヶ月間その中に保存する時、
ＳＳＢが安定して機能的に活性（ノンストリンジェントな温度でのプライマーハイブリダ
イゼーションを阻害することができる）に保たれるという利点を有し、ＳＳＢｓと共にＰ
ＣＲ反応チューブに持ち込まれる残りの保存用バッファー溶液は、ある範囲のポリメラー
ゼを用いる時には、ＰＣＲ増幅反応に有害に作用しない。
【０１１０】
　好ましくは、例えば前述の野生型Ｔ７ｇｐ２．５溶液のような、ＳＳＢを含む液状成形
物は、１μｇ／ｍＬから２００ｍｇ／ｍＬ、より好ましくは１０μｇ／ｍＬから１００ｍ
ｇ／ｍＬ、更により好ましくは１００μｇ／ｍＬから５０ｍｇ／ｍＬ、非常に好ましくは
１ｍｇと５ｍｇ／ｍＬの間の範囲の総タンパク質濃度を有する。さらに、以下のＳＳＢｓ
に限らないが、以下のＳＳＢｓのような、複製機構に関わるまたは関わらない他の一本鎖
核酸結合タンパク質も、野生型Ｔ７ｇｐ２．５と共に、あるいはその代わりに用いること
ができる：そのＳＳＢｓとは、Ｔ７ｇｐ２．５－Ｆ２３２Ｌ、Ｔ７ｇｐ２．５－Δ２１Ｃ
、Ｔ４ｇｐ３２、ＲｅｃＡ、λβタンパク質などである。ある好ましい態様では、前述の
保存用バッファー中の野生型Ｔ７ｇｐ２．５結合タンパク質（あるいは他の結合タンパク
質）の結果的な組成は、ｐＨ４．０から１２．０の間、より好ましくはｐＨ６．０から１
０．０の間、更により好ましくはｐＨ７．０から９．０の間、非常に好ましくは７．５±
０．２である。以下の表１１は、保存用バッファー中のＳＳＢの形成物のための好ましい
成分を示し、それは、更なるあるいは付加的な添加物や、上述のもの以外の成分を含んで
もよい。
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【０１１１】
　ここで上述の態様は本発明の好ましい態様を構成するが、添えられた請求項に記載され
た発明の要旨と範囲からそれることなく、様々な修正や変更を加えることが可能であると
理解される。
【図面の簡単な説明】
【０１１２】
【図１】実施例１に記載されたような他の方法と比較した際の、本開示内容の方法による
一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質を用いるホットスタート法の有効性を示すアガロースゲル電
気泳動像。
【図２】実施例２に記載されたような、Ｔ７ＳＳＢ、Ｔ７ｇｐ２．５－Δ２６Ｃの野生型
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とΔ２６Ｃ変異体の混合物を用いるホットスタート法の有効性を示すアガロースゲル電気
泳動像。
【図３ａ】実施例３のポリメラーゼ阻害アッセイの概略図。前向きのプライマーは、蛍光
検出を可能にするため、５’末端に付加されたＨＥＸ標識を有している。プライマー伸長
産物は、２３塩基の前向きのプライマーに２７塩基が付加されている。変性型ＰＡＧＥの
間に観察された変化は、２３から５０塩基であった。
【図３ｂ】実施例３に記載されたような偽ＰＣＲ反応における、Ｔ７ＳＳＢの野生型とΔ
２６Ｃ変異体の混合物の阻害作用を示した変性形ポリアクリルアミドゲル電気泳動像。
【図４】図４は、実施例４に記載されたような、ホットスタート法において有用な野生型
Ｔ７ＳＳＢの濃度範囲を示すアガロースゲル電気泳動像。

【図１】 【図２】
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