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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的配列を含む第一のポリヌクレオチド、及び／又は、前記標的配列と少なくとも一つ
のヌクレオチドが異なる第二の配列を含む第二のポリヌクレオチドを含み得る生体試料に
おいて、前記第一のポリヌクレオチドにおける前記標的配列を検出するための方法であっ
て、前記方法は：
（ｉ）．前記試料を、ブロッカーオリゴヌクレオチドと接触させ、ここで前記試料と前記
ブロッカーオリゴヌクレオチドとの接触は、前記試料が前記第一のポリヌクレオチド及び
／又は前記第二のポリヌクレオチドを含む場合に、前記標的配列及び／又は前記第二の配
列への前記ブロッカーオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが生じる条件下で行
われ、
（ｉｉ）．前記試料を、少なくとも一つのプライマー、及び５’－３’エキソヌクレアー
ゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼと接触させ、ここで前記試料と前記プライマー及び
前記ポリメラーゼとの接触は、前記試料が前記第一のポリヌクレオチド及び／又は前記第
二のポリヌクレオチドを含む場合に、前記プライマーが、前記（ｉ）でブロッカーオリゴ
ヌクレオチドがハイブリダイズする領域の上流で、前記第一のポリヌクレオチド及び／又
は前記第二のポリヌクレオチドに対してハイブリダイズするとともに、前記（ｉ）でハイ
ブリダイズされたブロッカーオリゴヌクレオチドの存在下、前記プライマーによる鋳型依
存的伸長が生じる条件下で行われる
ことを含み、
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ここで前記ブロッカーオリゴヌクレオチドは、前記ポリメラーゼによる前記第二の配列の
増幅を阻害するのに十分に、前記第二の配列とハイブリダイズするとともに、
前記ブロッカーオリゴヌクレオチドと前記標的配列とのハイブリダイゼーションは、前記
ポリメラーゼによる前記標的配列の増幅を著しく阻害せず、
前記ブロッカーオリゴヌクレオチドは、インターカレーティング（ｉｎｔｅｒｃａｌａｔ
ｉｎｇ）ヌクレオチドを含まず、人工塩基を有する少なくとも１つの非天然且つ非インタ
ーカレーティングヌクレオチドを含む、前記方法。
【請求項２】
　前記第二の配列と標的配列との間で単一のヌクレオチドの違いが存在し、そして前記ブ
ロッカーオリゴヌクレオチドが、前記単一のヌクレオチドの位置を除いて、前記標的配列
と完全に相補的である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　２．５％グリセロール、ｐＨ８．３の５０ｍＭトリシン、４５ｍＭ酢酸カリウム中で測
定すると、
　－前記ブロッカーオリゴヌクレオチドと前記第二の配列との融解温度；及び
　－前記ブロッカーオリゴヌクレオチドと前記標的配列との融解温度
との間の差が少なくとも５℃である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　２．５％グリセロール、ｐＨ８．３の５０ｍＭトリシン、４５ｍＭ酢酸カリウム中で測
定すると、前記ブロッカーオリゴヌクレオチドが、前記第二の配列と少なくとも７０℃の
融解温度でハイブリダイズする、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記第二の配列と標的配列との間で２～６個のヌクレオチドの違いが存在し、そして前
記ブロッカーオリゴヌクレオチドが、前記２～６個のヌクレオチドの位置を除いて、前記
標的配列と完全に相補的である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　－５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼ；
　－標的配列を含むポリヌクレオチド；
　－少なくとも一つのヌクレオチドによって、前記標的配列とは異なる第二の配列を含む
ポリヌクレオチド；
　－前記第二の配列及び前記標的配列とハイブリダイズするブロッカーオリゴヌクレオチ
ドであって、インターカレーティングヌクレオチドを含まず、人工塩基を有する少なくと
も１つの非天然且つ非インターカレーティングヌクレオチドを含む、前記ブロッカーオリ
ゴヌクレオチド
を含む反応混合物であって、前記ブロッカーオリゴヌクレオチドが、前記ブロッカーオリ
ゴヌクレオチドの不在下の増幅に好適な条件下で、前記ポリメラーゼによる前記第二の配
列の増幅を阻害する程度に十分に前記第二の配列とハイブリダイズするが、前記標的配列
への前記ブロッカーオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、前記ポリメラーゼ
による前記標的配列の増幅を著しく阻害しない、前記反応混合物。
【請求項７】
　－５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼ；
　－標的配列を含むポリヌクレオチド；
　－少なくとも一つのヌクレオチドによって、前記標的配列とは異なる第二の配列を含む
ポリヌクレオチド；
　－前記第二の配列及び前記標的配列とハイブリダイズするブロッカーオリゴヌクレオチ
ドであって、インターカレーティングヌクレオチドを含まず、人工塩基を有する少なくと
も１つの非天然且つ非インターカレーティングヌクレオチドを含む、前記ブロッカーオリ
ゴヌクレオチド
を含むキットであって、ここで、前記ブロッカーオリゴヌクレオチドは、前記ブロッカー
オリゴヌクレオチドの不在下の増幅に好適な条件下で、前記ポリメラーゼによる前記第二
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の配列の増幅を阻害する程度に十分に前記第二の配列とハイブリダイズするが、前記標的
配列への前記ブロッカーオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、前記ポリメラ
ーゼによる前記標的配列の増幅を著しく阻害しない、前記キット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　発明の背景
　速やかかつ信頼性のある核酸の分類／同定のための必要性に関する多くの例が、特に医
薬分野において存在する。例えば、癌を含む多くの疾患は、まれな変異の結果である。こ
れらの変異を検出することは、診断及び予後の決定の助けとなり得る。
【０００２】
　さらに、ジェノタイピングの速やかかつ信頼性のある手段は、個人内および個人間にお
ける対立遺伝子の構成（ａｌｌｅｌｅ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ）を決定するために有益
であり得る。例えば、特定の対立遺伝子の信頼できる分類は、ヒトにおける遺伝カウンセ
リングにおいて有用であり得、そして特定の対立遺伝子が検出される場合には、予防的処
置を計画するときにおいても有用であり得る。特定の対立遺伝子の同定はまた、マーカー
支援選択、例えば穀物若しくは動物の繁殖計画、病原体及び他の生物を同定し、又はジェ
ノタイピングするときに非常に有用である。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００３】
　発明の概要
　本発明は、生体試料中のポリヌクレオチドにおける標的配列を検出するための方法であ
って、当該試料が、さらに又は代わりに、第二の配列を含む第二のポリヌクレオチドを含
み、ここで当該第二の配列が、少なくとも一つのヌクレオチドによって標的配列とは異な
る、当該方法を提供する。幾つかの実施形態において、当該方法は：
　ｉ．存在するのであれば、当該第二の配列又は当該標的配列へのブロッカーオリゴヌク
レオチドのハイブリダイゼーションを可能とする条件下で、当該試料と当該ブロッカーオ
リゴヌクレオチドを接触させ、
　ｉｉ．当該ハイブリダイズされたブロッカーオリゴヌクレオチドの存在下、当該試料を
、少なくとも一つのプライマー、及び５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如す
るポリメラーゼと、当該プライマーの鋳型依存的伸長が起こる条件下で接触させ、ここで
当該プライマーは、存在するのであれば当該ポリヌクレオチドと、当該ブロッカーオリゴ
ヌクレオチドがハイブリダイズする配列の上流でハイブリダイズする；
ことを含み、ここで当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該ポリメラーゼによる当該
第二の配列の増幅を阻害するために、当該第二の配列と十分にハイブリダイズし、ここで
、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、インターカレーティング（ｉｎｔｅｒｃａｌａ
ｔｉｎｇ）ヌクレオチドを含まず、そしてさらに、当該標的配列への当該オリゴヌクレオ
チドのハイブリダイゼーションが、５’－３’ヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメ
ラーゼによる標的配列の増幅を著しく阻害しない。
【０００４】
　本発明はまた、反応混合物を提供する。幾つかの実施形態において、当該反応混合物は
：５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼ；標的配列を含むポ
リヌクレオチド；少なくとも一つのヌクレオチドによって、当該標的配列とは異なる第二
の配列を含むポリヌクレオチド；ならびに当該第二の配列及び当該標的配列とハイブリダ
イズするブロッカーオリゴヌクレオチドを含み、ここで、当該ブロッカーオリゴヌクレオ
チドは、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの不在下の増幅に好適な条件下で、当該ポリ
メラーゼによる当該第二の配列の増幅を阻害する程度に十分に当該第二の配列とハイブリ
ダイズするが、当該標的配列への当該オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、
５’－３’ヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼによる当該標的配列の増幅を
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著しく阻害しない。
【０００５】
　本発明はまた、キットを提供する。幾つかの実施形態において、当該キットは、５’－
３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼ；標的配列を含むポリヌクレ
オチド；少なくとも一つのヌクレオチドによって、当該標的配列とは異なる第二の配列を
含むポリヌクレオチド；ならびに当該第二の配列及び当該標的配列とハイブリダイズする
ブロッカーオリゴヌクレオチドを含み、ここで、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、
当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの不在下の増幅に好適な条件下で、当該ポリメラーゼ
による当該第二の配列の増幅を阻害する程度に十分に当該第二の配列とハイブリダイズす
るが、当該標的配列への当該オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが、５’－３
’ヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼによる標的配列の増幅を著しく阻害し
ない。
【０００６】
　本発明の方法、キット又は混合物に従って、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが、イ
ンターカレーティングヌクレオチドを含まないことが好ましい。
【０００７】
　本明細書に記載された方法、キット又は混合物において、当該ブロッカーオリゴヌクレ
オチドは、５’－３’ヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼによる当該第二の
配列の増幅を阻害する程度に十分に当該第二の配列とハイブリダイズするが、５’－３’
ヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼの増幅を阻害するほど、十分にハイブリダイズし
ないことがさらに好ましい。
【０００８】
　本発明の好ましい実施形態において、当該標的配列は、５～１００個のヌクレオチドの
長さである。
【０００９】
　本明細書に記載された方法、キット又は混合物のさらに好ましい実施形態において、当
該試料は、当該標的配列、及び当該第二の配列を含む。好ましくは、当該第二の配列は、
当該試料中に、標的配列の濃度よりも少なくとも１０倍高い濃度で存在する。本明細書に
記載された方法、キット若しくは混合物の、当該標的化合物又は当該第二の配列の濃度は
、好ましくは約１：１の比率である。
【００１０】
　本発明のポリヌクレオチドは特に、ゲノムＤＮＡである。好ましくは、当該ポリヌクレ
オチドはＲＮＡである。
【００１１】
　本明細書に記載された方法、キット又は混合物において使用されたブロッカーオリゴヌ
クレオチドは、通常、検出可能に標識される。好ましくは、当該検出可能に標識されたブ
ロッカーオリゴヌクレオチドは、本発明に従って、リアルタイムで検出され、それにより
当該標的配列の増幅を検出する。
【００１２】
　本明細書に記載された方法、キット又は混合物の好ましい実施形態において、当該第二
の配列と標的配列との間で単一のヌクレオチドの違いが存在し、そして当該ブロッカーオ
リゴヌクレオチドは、当該単一のヌクレオチドの位置を除いて、当該標的配列と完全に相
補的である。本発明に従って、好ましくは、当該第二の配列と標的配列との間で２～６個
のヌクレオチドの違いが存在し、そして当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該２～
６個のヌクレオチドの位置を除いて、当該標的配列と完全に相補的である。
【００１３】
　本明細書に記載された方法、キット又は混合物の好ましい実施形態において、（１）当
該ブロッカーオリゴヌクレオチドと当該第二の配列との融解温度；並びに（２）２．５％
グリセロール、ｐＨ８．３の５０ｍＭトリシン、４５ｍＭ酢酸カリウム中で測定すると、
当該ブロッカーオリゴヌクレオチドと当該標的配列との融解温度の間における差が少なく
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とも５℃である。本明細書に記載された方法、キット又は混合物の好ましい実施形態にお
いて、２．５％グリセロール、ｐＨ８．３の５０ｍＭトリシン、４５ｍＭ酢酸カリウム中
で測定すると、当該第二の配列に対する当該ブロッカーオリゴヌクレオチドのＴmは、当
該標的配列に対する当該ブロッカーオリゴヌクレオチドのＴmよりも２０℃以下で高い。
【００１４】
　本明細書に記載された方法、キット又は混合物の好ましい実施形態において、当該ブロ
ッカーオリゴヌクレオチドは、少なくとも一つの、非天然の、非インターカレーティング
ヌクレオチドを含み、ここで当該非天然ヌクレオチドは、当該非天然ヌクレオチドの代わ
りに天然のヌクレオチドを有することを除いて、他は当該ブロッカーオリゴヌクレオチド
と同一である対照オリゴヌクレオチドと比較して、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの
融解温度を増加させる。
【００１５】
　本発明の当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、少なくとも一つの非ヌクレオチド部分
であって、当該非ヌクレオチド部分を欠いていることを除いて、他は他の当該ブロッカー
オリゴヌクレオチドと同一である対照オリゴヌクレオチドと比較して、当該ブロッカーオ
リゴオヌクレオチドの融解温度を増加させる、当該非ヌクレオチド部分を含んでもよい。
本明細書に記載された方法、キット又は混合物にとって、当該非ヌクレオチド部分がＤＮ
Ａのマイナーグルーブと結合することが好ましい。
【００１６】
　好ましい実施形態において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、２．５％グリセロ
ール、ｐＨ８．３の５０ｍＭトリシン、４５ｍＭ酢酸カリウム中で測定されるのだが、当
該第二の配列と少なくとも７０℃の融解温度でハイブリダイズする。
【００１７】
　定義
　本明細書及び添付の特許請求の範囲において使用されるように、単数形「ａ」、「ａｎ
」、及び「ｔｈｅ」は、当該内容が明確に他に示されない限り、複数の指示対象を含む。
したがって、例えば、「あるオリゴヌクレオチド（ａｎ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄ
ｅ）」への言及は、複数のオリゴヌクレオチドを含み；「あるプローブ（ａ　ｐｒｏｂｅ
）」への言及は、かかるプローブなどの混合物を含む。
【００１８】
　本明細書において使用される「生体試料」は、（例えば細菌、ウィルス、組織生検など
由来の）核酸を含む、又はあらかじめ含む任意の物質のことである。当該試料は、当業者
に既知の任意の手段によって得られる。かかる試料は、一の個体又は複数の個体から単離
された、組織量、又は液体量、またそれらの精製された画分の量であり得、限定されない
が、例えば、皮膚、血漿、血清、全血、髄液、唾液、腹水、リンパ液、房水又は硝子体液
、滑液、尿、涙、血球、血液生成物、精液、精漿、膣液、肺の滲出液（ｐｕｌｍｏｎａｒ
ｙ　ｅｆｆｕｓｉｏｎ）、漿膜液（ｓｅｒｏｓａｌ　ｆｌｕｉｄ）、器官、気管支肺胞洗
浄液、腫瘍、組織に包埋されたパラフィンなどを含む。試料はまた、限定されないが、細
胞培養培地、組み換え細胞、細胞構成成分等の中における細胞の増殖から生じる条件培地
を含む、インビトロ細胞培養の構成要素及び成分を含む。核酸は、当技術分野で周知の手
順によって、生体試料から得られる。
【００１９】
　本明細書において使用される「ブロッカーオリゴヌクレオチド」は：
　（１）５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼが、当該ブロ
ッカーオリゴヌクレオチドと置き換わり、そして当該標的配列を複製することができる程
度に、十分に低い融解温度で標的配列と二重鎖を形成し；そして
　（２）５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼが当該標的配
列を複製することを妨害する程度に十分に高い融解温度で、当該標的配列の変異体である
第二の配列と二重鎖を形成する
オリゴヌクレオチドのことである。
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【００２０】
　ポリメラーゼによる当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの３’伸長を防ぐために、当該
ブロッカーオリゴヌクレオチドは、３’末端に修飾を含み得るが、含む必要はない。
【００２１】
　「標的配列」は、生体試料において検出されるポリヌクレオチド配列のことであり、そ
してブロッカーオリゴヌクレオチドのハイブリダイジング領域と完全に、又は部分的に相
補的である核酸の領域（物質若しくは配列）である。当該「標的配列」は、少なくとも５
個のヌクレオチドの、任意の長さのものであり得る。当該標的配列は、より大きな遺伝子
配列の一部分、又は検出されるべき他の配列であり得る。
【００２２】
　用語「増幅を阻害する」は、配列増幅を排除、妨害、又は測定可能に減少させることで
ある。本明細書において記載されたように、当該標的よりも標的変異体において、より高
い融解温度を有するブロッカーオリゴヌクレオチドを選択することによって、当該標的変
異体の増幅を阻害することが可能であり、それにより、当該標的配列の改善された増幅及
び検出が可能となる。
【００２３】
　用語「核酸」及び「ポリヌクレオチド」は、相互に入れ替え可能に使用され、そして、
リボ核酸（ＲＮＡ）若しくはデオキシリボ核酸（ＤＮＡ）ポリマー、又はそれらの類縁体
のことである。これは、ヌクレオチドのポリマー、例えばＲＮＡ及びＤＮＡ、並びにそれ
らの修飾形態、ペプチド核酸（ＰＮＡｓ）、ロックド（ｌｏｃｋｅｄ）核酸（ＬＮＡ）な
どを含む。特定の適用において、当該核酸は、複数の単量体型、例えばＲＮＡ及びＤＮＡ
サブユニットの両方を含むポリマーであり得る。核酸は、例えば、染色体若しくは染色体
断片、ベクター（例えば発現ベクター）、発現カセット、ネイキッド（ｎａｋｅｄ）ＤＮ
Ａ若しくはＲＮＡポリマー、アンプリコン、オリゴヌクレオチド、プライマー、プローブ
等であり得、又は含み得る。核酸は、例えば、一本鎖若しくは二本鎖、又はＤＮＡ：ＲＮ
Ａハイブリッド、すなわちＤＮＡ及びＲＮＡのキメラ構造であり得る。用語「核酸」、「
ポリヌクレオチド」、及び「オリゴヌクレオチド」の間における長さの意図された差異は
存在せず、そして当該用語は、当該内容が他に明確に示されない限り、本明細書において
相互に入れ替えて使用され得る。かかる用語は、当該分子の一次構造のことのみをいう。
【００２４】
　「プライマーの伸長」は、プライマーの３’末端にヌクレオチドを鋳型特異的に追加す
る、ヌクレオチド取り込み生体触媒、例えばポリメラーゼの能力のことである。伸長は、
プライマーの３’末端に追加される第一のヌクレオチドのことのみならず、当該伸長され
たプライマーによって形成されたポリヌクレオチドの、任意のさらなる伸長を含む。
【００２５】
　核酸は通常、一本鎖又は二本鎖であり、そして本明細書において記載されているように
、幾つかの場合において、限定されないが、例えばホスホロアミダイト（Ｂｅａｕｃａｇ
ｅ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　４９（１０）：１９２５、及び
その参考文献；Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ（１９７０）Ｊ　Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．３５：３８００
；Ｓｐｒｉｎｚｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９７７）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．８１：５７
９；Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１
４：３４８７；Ｓａｗａｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８４）Ｃｈｅｍ．　Ｌｅｔｔ．８０５；
Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ　Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１０：
４４７０；及びＰａｕｗｅｌｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）Ｃｈｅｍｉｃａ　Ｓｃｒｉｐ
ｔａ　２６：１４１９）、ホスホロチオエート（Ｍａｇ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：１４３７、及び米国特許第５，６４４，０４８
号明細書）、ホスホロジチオエート（Ｂｒｉｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）Ｊ．Ａｍ．Ｃ
ｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１１：２３２１）、Ｏ－メチルホスホロアミダイトリンケージ（Ｅｃ
ｋｓｔｅｉｎ，Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅ
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ｓｓ（１９９２））並びにペプチド核酸バックボーン及びリンケージ（Ｅｇｈｏｌｍ（１
９９２）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１４：１８９５；Ｍｅｉｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９２）Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ　Ｅｎｇｌ，３１：１００８；Ｎｉｅｌｓｅｎ（１９
９３）Ｎａｔｕｒｅ　３６５：５６６；及びＣａｒｌｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６
）Ｎａｔｕｒｅ　３８０：２０７）を含む、代替のバックボーンを有し得る核酸類縁体が
含まれるが、一般的にホスホジエステル結合を含むだろう。他の類縁体核酸は、プラスに
帯電したバックボーンを有するもの（Ｄｅｎｐｃｙ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９２：６０９７）；非イオン性バックボーンを
有するもの（米国特許第５，３８６，０２３号、５，６３７，６８４号、５，６０２，２
４０号、５，２１６，１４１号、及び４，４６９，８６３号明細書；Ａｎｇｅｗ（１９９
１）Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔｌ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌｉｓｈ　３０：４２３；Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　
ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｊ　Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１０：４４７０；Ｌｅｔｓｉ
ｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ＆Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　１
３：１５９７；ＡＳＣ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　Ｓｅｒｉｅｓ　５８０，チャプター２及び
３，”Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ａｎｔｉｓｅｎ
ｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ”，Ｅｄ．Ｙ．Ｓ．Ｓａｎｇｈｖｉ及びＰ．Ｄａｎ　Ｃｏｏｋ；
Ｍｅｓｍａｅｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ＆Ｍｅｄｉｃｉｎ
ａｌ　Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．４：３９５；Ｊｅｆｆｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）Ｊ．Ｂ
ｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ＮＭＲ　３４：１７；Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．３
７．７４３（１９９６））、並びに、米国特許第５，２３５，０３３号及び５，０３４，
５０６号明細書、及びＡＳＣ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　Ｓｅｒｉｅｓ　５８０，チャプター
６及び７，Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ａｎｔｉｓ
ｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｅｄ．Ｙ．Ｓ．Ｓａｎｇｈｖｉ及びＰ．Ｄａｎ　Ｃｏｏｋ
に記載されたものを含む、非リボースバックボーンを有するものを含む。一つ以上の炭素
環の糖を含む核酸はまた、核酸の定義内に含まれる（Ｊｅｎｋｉｎｓ　ｅｔ　ａｌ．（１
９９５）Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｒｅｖ．ｐｐ１６９－１７６）。幾つかの核酸類縁体はまた
、例えばＲａｗｌｓ，Ｃ＆Ｅ　Ｎｅｗｓ　Ｊｕｎ．２，１９９７　３５ページに記載され
ている。これらのリボース－リン酸エステルバックボーンの修飾は、追加の部位、例えば
標識部位の付加を容易にするために、又は生理環境中における、かかる分子の安定性及び
半減期を変化させるためになされ得る。
【００２６】
　通常、核酸中で見られる、天然に存在するヘテロ環の塩基（例えばアデニン、グアニン
、チミン、シトシン及びウラシル）に加えて、核酸類縁体はまた、非天然のヘテロ環又は
他の修飾塩基を含み、それらの多くは本明細書において記載されているか、又は参照がな
されている。特に、多くの非天然の塩基は、例えばＳｅｅｌａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１
）Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　７４：１７９０，Ｇｒｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
４）Ｂｉｏｏｒｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．４：９７１－９７６，及びＳｅｅｌａ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９９）Ｈｅｌｖ．Ｃｈｉｍ．Ａｃｔａ　８２：１６４０においてさ
らに記載されている。さらに説明するために、融解温度（Ｔm）変更因子として作用する
、ヌクレオチド中で使用される特定の塩基が場合により含まれる。例えば、これらの幾つ
かは、７－デアザプリン（例えば、７－デアザグアニン、７－デアザアデニンなど）、ピ
ラゾロ［３，４－ｄ］ピリミジン、プロピニル－ｄＮ（例えば、プロピニル－ｄＵ、プロ
ピニル－ｄＣなど）などを含む。例えば、Ｓｅｅｌａによる、「７－デアザ－２’－デオ
キシグアノシンヌクレオチドの合成」と題された、１９９９年１１月２３日に公表された
米国特許第５，９９０，３０３号明細書を参照。他の代表的なヘテロ環塩基は、例えば、
ヒポキサンチン、イノシン、キサンチン；２－アミノプリン、２，６－ジアミノプリン、
２－アミノ－６－クロロプリン、ヒポキサンチン、イノシン、及びキサンチンの８－アザ
誘導体：アデニン、グアニン、２－アミノプリン、２，６－ジアミノプリン、２－アミノ
－６－クロロプリン、ヒポキサンチン、イノシン、及びキサンチンの７－デアザ－８－ア
ザ誘導体；６－アザシトシン；５－フルオロシトシン；５－クロロシトシン；５－ヨード
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シトシン；５－ブロモシトシン；５－メチルシトシン；５－プロピニルシトシン；５－ブ
ロモビニルウラシル；５－フルオロウラシル；５－クロロウラシル；５－ヨードウラシル
；５－ブロモウラシル；５－トリフルオロメチルウラシル；５－メトキシメチルウラシル
；５－エチニルウラシル；５－プロピニルウラシル、４－アセチルシトシン、５－（カル
ボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリ
ジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ－Ｄ－ガ
ラクトシルキューオシン（ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－
イソペンテニルアデニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチル
グアニン、７－デアザアデニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチル
シトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－メチルアデニン、７－メチルグアニン、７－デア
ザグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウ
ラシル、ベータ－Ｄマンノシルキューオシン（ｍａｎｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５
’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ－
６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン（ｗ
ｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、シュードウラシル、キューオシン、２－チオシトシン、５－
メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル
、ウラシル－５－オキシ酢酸メチル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピ
ル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗ、２，６－ジアミノプリン、並びに５－プロピニルピリミ
ジンなどを含む。
【００２７】
　修飾塩基及びヌクレオチドのさらなる例はまた、例えば、Ｆｒｏｅｈｌｅｒ他による、
「５－プロピニルピリミジンを含有するオリゴヌクレオチド」と題された、１９９６年１
月１６日に公表された米国特許第５，４８４，９０８号明細書、Ｆｒｏｅｈｌｅｒ他によ
る、「修飾ピリミジンを含むオリゴマーとの、増強された三重らせん及び二重らせん形成
」と題された、１９９７年７月８日に公表された米国特許第５，６４５，９８５号明細書
、Ｆｒｏｅｈｌｅｒ他による、「修飾ピリミジンを含むオリゴマーを使用する方法」と題
された、１９９８年１１月３日に公表された米国特許第５，８３０，６５３号明細書、Ｋ
ｏｃｈｋｉｎｅ他による、「［２．２．１］ビシクロヌクレオシドの合成」と題された、
２００３年１０月２８日に公表された米国特許第６，６３９，０５９号明細書、Ｓｋｏｕ
ｖによる、「複雑な生体試料中における、核酸の一段階での試料の製造及び検出」と題さ
れた、２００１年１０月１６日に公表された米国特許第６，３０３，３１５号明細書、及
びＫｏｃｈｋｉｎｅ他による、「［２．２．１］ビシクロヌクレオシドの合成」と題され
た、２００３年５月１５日に公開された米国特許出願第２００３／００９２９０５号明細
書に記載されている。
【００２８】
　本発明が、核酸、ポリヌクレオチド、又はオリゴヌクレオチドの原料によって限定され
るように意図されていない。かかる核酸は、ヒト由来であるか、若しくは非ヒト哺乳類で
あるか、又は任意の他の生物（例えば植物、両生類、細菌、ウィルス、マイコプラズマな
ど）、組織、若しくは細胞株由来であり得、あるいは、インビトロにおいて又は化学合成
によって合成された、任意の組み換え源由来であり得る。さらに、核酸は、ＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、ｃＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡ、ロックド核酸（ＬＮＡ）、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ハ
イブリッド、又は上記の任意の混合物であり得る。核酸は、一本鎖、二本鎖、又は部分的
に二本鎖の形態で存在し得る。本発明の核酸は、精製又は未精製形態で、核酸及びその断
片の両方を含み、遺伝子、染色体、プラスミド、微生物のような生物材料、例えば細菌、
酵母、ウィルス、ウィロイド、カビ、真菌、植物、動物、ヒト、マイコプラズマなどのゲ
ノムを含む。
【００２９】
　「ポリメラーゼ連鎖反応伸長条件」は、鋳型核酸にハイブリダイズするプライマーが、
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）アニーリング段階の間、ポリメラーゼにより伸長される
条件のことである。当業者は、かかる条件は変化し得、そして一般的にイオン強度及び温
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度によって影響されることを認識するだろう。様々なＰＣＲアニーリング条件が、例えば
、ＰＣＲ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ（Ｍ．Ａ．Ｉｎｎｉｓ，Ｄ．Ｈ．Ｇｅｌｆａｎｄ，ａｎ
ｄ　Ｊ．Ｊ．Ｓｎｉｎｓｋｙ　ｅｄｓ．，１９９５，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）ａｔ　Ｃｈａｐｔｅｒ１４；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ
　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｍ．Ａ．Ｉ
ｎｎｉｓ，Ｄ．Ｈ．Ｇｅｌｆａｎｄ，Ｊ．Ｊ．Ｓｎｉｎｓｋｙ，ａｎｄ　Ｔ．Ｊ．Ｗｈｉ
ｔｅ　ｅｄｓ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ，１９９０）に記載されている。
【００３０】
　核酸は、少なくとも一つの核酸断片（すなわち、少なくとも２つの隣接塩基）が、少な
くとも一つの他の核酸のサブ配列（ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅ）と、アンチパラレル対合で
結合するか、又はハイブリダイズして、二重鎖を形成し得るとき、別の核酸との関係で「
相補的」である。当該アンチパラレル対合は、分子内で、例えば核酸内におけるヘアピン
ループの形態で、又は分子間で、例えば２つ以上の一本鎖核酸が互いにハイブリダイズす
るときに存在し得る。本発明との関連で、特定の配列に「完全に相補的である」オリゴヌ
クレオチドのために、当該オリゴヌクレオチドの個々の塩基は、アンチパラレル形態で、
特定の配列における対応する塩基と相補的である。天然の核酸において一般的に見られな
い特定の塩基は、本発明の核酸に含まれ得、そして例えば、イノシン、７－デアザグアニ
ン、及び上で議論したものを含み得る。幾つかの実施形態において、相補性は完全ではな
い（すなわち、核酸は、「完全に相補的」であるというよりも、むしろ「部分的に相補的
」であり得る）。例えば、安定な二重鎖は、ミスマッチ塩基対（ｍｉｓｍａｔｃｈｅｄ　
ｂａｓｅ　ｐａｉｒｓ）又はアンマッチ塩基対（ｕｎｍａｔｃｈｅｄ　ｂａｓｅｓ）を含
み得る。
【００３１】
　「プライマー核酸」又は「プライマー」は、標的核酸又は鋳型核酸とハイブリダイズし
得、そして、例えばポリメラーゼのようなヌクレオチド取り込み生体触媒を、好適な反応
条件下で使用して鎖伸長又は鎖延長することができる核酸である。かかる条件は通常、好
適なバッファー（「バッファー」は、補助因子である置換成分、又はｐＨ、イオン強度等
に影響を与える置換成分を含む）中、好適な温度における一つ以上のデオキシリボヌクレ
オシド三リン酸及びヌクレオチド取り込み生体触媒の存在を含む。プライマー核酸は通常
、天然又は合成のオリゴヌクレオチド（例えば、一本鎖オリゴデオキシリボヌクレオチド
等）である。他のプライマー核酸の長さが場合により利用されるが、それらは通常、約６
個～約１００個のヌクレオチドの長さの範囲であるハイブリダイズ領域（ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚｉｎｇ　ｒｅｇｉｏｎｓ）を含む。短いプライマー核酸は、鋳型核酸と十分に安定なハ
イブリッド複合体を形成するために、より低い温度を一般的に必要とする。鋳型核酸のサ
ブ配列と少なくとも部分的に相補的であるプライマー核酸は通常、伸長が起こる鋳型のサ
ブ配列と十分にハイブリダイズするために十分である。例えば、特定の標的配列の増幅の
ための好適なプライマーのデザインは、当技術分野において周知であり、そして本明細書
において引用された文献に記載されている。プライマー核酸は、所望であれば、例えば分
光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、化学的又は他の技術によって検出可能である
標識を組み込むことによって標識され得る。説明のために、有用な標識はラジオアイソト
ープ、蛍光色素、高電子密度試薬、（ＥＬＩＳＡで一般的に使用されるような）酵素、ビ
オチン、又はハプテン、及び、抗血清若しくはモノクローナル抗体が利用可能であるタン
パク質を含む。これらの多く、及び他の標識は、本明細書においてさらに記載され、及び
／又は当技術分野において既知である。当業者は、特定の実施形態において、プライマー
核酸がまた、プローブ核酸として使用され得ることを認識するだろう。
【００３２】
　本明細書において使用される用語「プローブ」は、当該プローブ中における少なくとも
一つの配列と、標的核酸配列中における配列との、好適な条件下における部分的又は完全
な相補性のために、当該標的核酸領域（又はかかる標的核酸由来のアンプリコン）と二重
鎖構造を形成し得るオリゴヌクレオチド（又は他の核酸配列）のことである。本明細書に
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おいて議論されたように、当該プローブは、標識され得、又は標識され得ない。プローブ
の３’末端は、プライマー伸長産物への当該プローブの結合を阻害するように、場合によ
り設計され得る。これは、非相補的塩基を使用することによって、又は、ビオチン若しく
はリン酸基のような化学的部位であって、選択される部位によっては、標識を取り付けた
核酸の後の検出又は捕獲のための、標識としても働くことにより、二重の目的を果たし得
る当該化学的部位を、最後のヌクレオチドの３’－ヒドロキシル基へ付加することによっ
て達成され得る。伸長の阻害はまた、３’－ＯＨを除去することによって、又は３’－Ｏ
Ｈを欠いているヌクレオチド、例えばジデオキシヌクレオチドを使用することによって、
又は立体障害によって伸長を阻害する嵩高い置換基を付加することによって達成され得る
。本明細書においてさらに議論されたように、本発明のブロッカーオリゴヌクレオチドは
、必ずしもそうではないが、プローブとして機能し得る。
【００３３】
　用語「ハイブリダイズ領域」は、ポリヌクレオチドと完全に又はほぼ相補的であり、し
たがってポリヌクレオチドとハイブリダイズし、そして少なくとも５個の連続したヌクレ
オチドの長さである。当該ハイブリダイズ領域は一般的に、ブロッカーオリゴヌクレオチ
ド全体とハイブリダイズする核酸領域のことであるが、当該ブロッカーヌクレオチドはま
た、幾つかの実施形態において、ハイブリダイズしないが、代わりに例えばリンカー、タ
グ、フラップ等として機能する、さらなる核酸配列を含む。幾つかの実施形態において、
当該ブロッカーオリゴヌクレオチドのハイブリダイズ領域は、当該標的配列と完全に相補
的である。しかし、本明細書において記載されるように、完全な相補性は必要ではない（
例えば一般的に、ブロッカーオリゴヌクレオチドと当該標的配列との間に、部分的な相補
性のみを生じる、少なくとも一つのミスマッチが存在する）。
【００３４】
　本明細書において定義された「５’－３’ヌクレアーゼ活性」は、５’－３’エキソヌ
クレアーゼ活性（ヌクレオチドが、オリゴヌクレオチドの５’末端から逐次的に除去され
る、幾つかのＤＮＡポリメラーゼと慣例的に関連し、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＮＡポリ
メラーゼＩはこの活性を有するが、クレノー断片（Ｋｌｅｎｏｗ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）は
有さない（さらなるポリメラーゼは以下の段落で議論される））を含む、鋳型特異的核酸
ポリメラーゼの活性のことである。
【００３５】
　「５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如する」ポリメラーゼは、ＴａｑＤＮ
Ａポリメラーゼの５０％以下（例えば、２５％未満、２０％未満、１５％未満、１０％未
満）のエキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼのことである。５’－３’エキソヌ
クレアーゼ活性を測定するための方法、及び測定条件は、当技術分野において周知である
。例えば、米国特許第５，４６６，５９１号明細書を参照。５’－３’エキソヌクレアー
ゼ活性をほぼ欠如するＤＮＡポリメラーゼの例は、例えば、当該ポリメラーゼに関して典
型的なプライマー伸長条件下において、検出できない５’－３’ヌクレアーゼ活性を有す
る任意のＤＮＡポリメラーゼを含む。例えば、変異した５’－３’エキソヌクレアーゼド
メインを欠如している又は有しているポリメラーゼ；Ｅ．ｃｏｌｉ ＤＮＡポリメラーゼ
Ｉのクレノー断片；（例えば、米国特許第５，６１６，４９４号明細書に記載されたよう
な、又は「ストッフェル断片（Ｓｔｏｆｆｅｌ　ｆｒａｇｍｅｎｔ）」と当技術分野にお
いて一般的に呼ばれるような）Ｎ末端の２３５個のアミノ酸を欠如するＴｈｅｒｍｕｓ　
ａｑｕａｔｉｃｕｓＤＮＡポリメラーゼ（Ｔａｑ）である。他の例は、５’－３’ヌクレ
アーゼ活性を担うドメインを除去又は不活性化するために、十分な欠失（例えば、Ｎ末端
の欠失）、変異、又は修飾を有する耐熱性ＤＮＡポリメラーゼを含む。例えば、米国特許
第５，７９５，７６２号明細書を参照。代表的なＤＮＡポリメラーゼは、Ｔｈｅｒｍｕｓ
　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｃａｌｄｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍ
ｕｓ　ｓｐ．ＺＯ５、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａｖ
ｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐ．ｓｐｓｌ７、Ｄ
ｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｒａｄｉｏｄｕｒａｎｓ、Ｈｏｔ　Ｓｐｒｉｎｇ　ｆａｍｉｌｙ



(11) JP 5524838 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

　Ｂ／ｃｌｏｎｅ７、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｄｏｔｅｎａｘ、Ｅｓｃｈｅｒｃｈｉａ　ｃｏｌｉ、Ｔｈｅｒｍｏ
ｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ、Ｔｈｅ
ｒｍｏｓｉｐｈｏ　ａｆｒｉｃａｎｕｓ由来のものを含む。多くの耐熱性ＤＮＡポリメラ
ーゼの完全な核酸及びアミノ酸配列が利用可能である。各々のＴｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａ
ｔｉｃｕｓ（Ｔａｑ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）、Ｔｈｅ
ｒｍｕｓ属ＺＯ５、Ｔｈｅｒｍｕｓ属ｓｐｓｌ７、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉ
ｍａ（Ｔｍａ）、及びＴｈｅｒｍｏｓｉｐｈｏ　ａｆｒｉｃａｎｕｓ（Ｔａｆ）ポリメラ
ーゼは、ＰＣＴ国際公開第９２／０６２００号において公開されている。Ｔｈｅｒｍｕｓ
　ｆｌａｖｕｓ由来のＤＮＡポリメラーゼの配列は、Ａｋｈｍｅｔｚｊａｎｏｖ及びＶａ
ｋｈｉｔｏｖ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２０：５８３９，１９
９２）によって公表された。Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｃａｌｄｏｐｈｉｌｕｓ由来の耐熱性ＤＮ
Ａポリメラーゼの配列は、ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋ受入番号Ｕ６２５８４において見ら
れる。Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ由来の耐熱性ＤＮＡポリメラーゼ配列は、
例えば米国特許第４，８８９，８１８号明細書において提供された方法、及び本明細書に
おいて提供された配列情報を使用して、ＡＴＣＣ寄託番号４２３８０から回収され得る。
Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ ＤＮＡポリメラーゼの配列は、Ｇｅｎ
ｅＳｅｑ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｄａｔａ　Ｂａｓｅ受入番号Ｒ９８１４４、及びＰＣＴ国際公
開第９７／０９４５１号から得られる。Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｄｏｔｅｎａｘ由来の
耐熱性ＤＮＡポリメラーゼの配列は、例えば、Ｕｅｍｏｒｉ他（Ｊ　Ｂｉｏｃｈｅｍ（Ｔ
ｏｋｙｏ）１１３（３）：４０１－４１０，１９９３；同様にＳｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔデー
タベース受入番号Ｑ０４９５７、並びにＧｅｎＢａｎｋ受入番号Ｄ１２９８２、及びＢＡ
Ａ０２３６１を参照）において記載されている。Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅ
ｒｍｏｐｈｉｌｕｓ由来のＤＮＡポリメラーゼの配列は、米国特許第６，０６６，４８３
号明細書において公表されている。５’－３’エキソヌクレアーゼドメインを除去する又
は変異させるために修飾され得る、ＤＮＡポリメラーゼの非修飾形態の例は、例えば、米
国特許第６，２２８，６２８号；第６，３４６，３７９；第７，０３０，２２０号；第６
，８８１，５５９号；第６，７９４，１７７号；第６，４６８，７７５号明細書；及び、
米国特許出願第２００４０００５５９９号；第２００２００１２９７０号；第２００６０
０７８９２８号；及び第２００４０１１５６３９号明細書を含む。米国特許第５，７９５
，７６２号明細書において説明されるように、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼのアミノ酸配列
の４６番目残基における、Ｇｌｙコドンの第二の位置における、ＧのＡへの部位特異的変
異（すなわち、当該ＤＮＡ配列における、Ｇ（１３７）のＡへの変異）が見られ、その結
果、ポリメラーゼ活性、処理能力、又は伸長率において明らかな変化無しに、５’－３’
エキソヌクレアーゼ活性が約１０００倍減少する。このＴａｑＤＮＡポリメラーゼヌクレ
オチド配列の部位特異的変異によって、Ｇｌｙ（４６）のアミノ酸はＡｓｐとなる。Ｔａ
ｑＤＮＡポリメラーゼのグリシン４６は、Ｔｈｅｒｍｕｓ属ｓｐｓｌ７ ＤＮＡポリメラ
ーゼにおいて保存されているが、４３番目の残基に位置しており、そして同一のＧｌｙか
らＡｓｐへの変異は、Ｔｓｐｓｌ７ＤＮＡポリメラーゼの５’－３’エキソヌクレアーゼ
活性において同様の効果を有する。Ｔｔｈ（Ｇｌｙ４６）、ＴＺＯ５（Ｇｌｙ４６）、Ｔ
ｍａ（Ｇｌｙ３７）、及びＴａｆ（Ｇｌｙ３７）ＤＮＡポリメラーゼの保存されたＧｌｙ
の、Ａｓｐへのかかる変異はまた、それらのポリメラーゼの５’－３’エキソヌクレアー
ゼ活性における同様の軽減効果を有する。
【００３６】
　本明細書において使用される用語「Ｔm」は、「融解温度」のことである。当該融解温
度は、ホモ二重鎖又はヘテロ二重鎖（すなわち、完全に若しくは部分的に相補的である二
重鎖）中における、二本鎖のポリヌクレオチド又はヌクレオベースオリゴマー群（例えば
ハイブリダイゼーション複合体）の半分が、（定められたイオン強度、ｐＨ、及び核酸濃
度下において）一本鎖へと解離する温度である。二重鎖ポリヌクレオチドのＴmの予測は
、塩基配列、並びに、構造及び配列特性及びオリゴマーの連結の性質を含む他の要素を考
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慮する。Ｔmを予測及び実験的に決定するための方法は、当技術分野において既知である
。
【００３７】
　例えばＴmは、慣習的に、融解曲線によって決定され、ここで二重鎖核酸分子が、制御
された温度プログラムで加熱され、そして当該二重鎖中における、二本の一本鎖の会合／
解離状態が、当該二本鎖が完全に解離する温度に到達するまでモニターされ、そしてプロ
ットされる。Ｔmは、この融解曲線から決定される。代わりにＴmは、アニーリング曲線に
よって決定され得、ここで二重鎖核酸分子は、二本鎖が完全に解離する温度へと加熱され
る。当該温度はその後、制御された温度プログラムで低下され、そして当該二重鎖におけ
る二本の一本鎖の会合／解離状態は、当該二本鎖が完全にアニールされる温度に到達する
までモニターされ、そしてプロットされる。Ｔmはその後、このアニーリング曲線から決
定される。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】図１は、関連配列（ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）の増幅抑制の例を示し
、一方で、標的配列の増幅を行う例を示す。示される試料は、標的配列の一つのコピーを
含み（下側）、そして関連配列の二つのコピーを含む（上側の２つの水平な線）。図の左
側の部分は、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの、当該配列へのハイブリダイゼーショ
ンを示す。この例において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチド及び当該標的配列領域に
おいてミスマッチが存在し、一方で上側の関連配列に関してミスマッチが存在せず、した
がって、当該標的配列に関するＴmと比較して、当該関連配列に関してはより高いＴmを有
する結果となる。当該図の右側部分は、どのようにして、関連配列に関するより高いＴm

によって、ポリメラーゼによる関連配列の増幅が阻害され（この場合においてはブロック
され）、一方で標的配列においては阻害されないかを示す。当該図は、当該標的変異体の
２つのコピー、及び当該標的の１つのコピーを示すが、当該発明はまた、標的と変異体が
、例えば１：１０、１：１００、１：１０００、１：１００００等を含む異なる比率で存
在する場合において有用であると理解されるだろう。
【図２】図２は、実施例において詳細に記載されるように、野生型配列と完全に相補的で
あって、そして変異配列とは一つのミスマッチを有する、不安定化（ｕｎｓｔａｂｉｌｉ
ｚｅｄ）検出プローブの存在中における、ファクター５野生型及び変異体ＤＮＡの、ＺＯ
５ＤＮＡポリメラーゼ増幅からの融解データを示す。
【図３】図３は、実施例において詳細に記載されるように、野生型配列と完全に相補的で
あって、そして変異配列とは一つのミスマッチを有する、安定化（ｓｔａｂｉｌｉｚｅｄ
）検出プローブ（ブロッカー）の存在中における、ファクター５野生型及び変異体ＤＮＡ
の、ＺＯ５ＤＮＡポリメラーゼ増幅からの融解データを示す。
【図４】図４は、実施例において詳細に記載されるように、野生型配列と完全に相補的で
あって、そして変異配列とは一つのミスマッチを有する、不安定化検出プローブの存在中
における、ファクター５野生型及び変異体ＤＮＡの、ΔＺＯ５ ＤＮＡポリメラーゼ（５
’－３’エキソヌクレアーゼ活性を欠如するポリメラーゼ、例えば、米国特許第５，４６
６，５９１号明細書を参照）増幅からの融解データを示す。
【図５】図５は、実施例において詳細に記載されるように、野生型配列と完全に相補的で
あって、そして変異配列とは一つのミスマッチを有する、安定化検出プローブ（ブロッカ
ー）の存在中における、ファクター５野生型及び変異体ＤＮＡの、（５’－３’エキソヌ
クレアーゼ活性を欠いている）ΔＺＯ５ ＤＮＡポリメラーゼ増幅からの融解データを示
す。
【図６】図６は、実施例において詳細に記載されるように、野生型配列と完全に相補的で
あって、そして変異配列とは一つのミスマッチを有する安定化検出プローブ（ブロッカー
）の存在中又は不在中における、（５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を欠いている）Δ
ＺＯ５ ＤＮＡポリメラーゼ増幅からの融解データを示す。この図において、当該ブロッ
カーは、初めからＰＣＲチューブ中に存在したか、又はＰＣＲ後に添加されたかのいずれ
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かであった。当該プローブがＰＣＲの間において存在しなかった場合、野生型（青）及び
変異体（赤）標的の両方の正常な増幅が生じた－点線。当該プローブがＰＣＲの間におい
て存在した場合、当該変異体標的はなお増幅され、そしてきれいに融解されたが、野生型
はそのようにならなかった。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
　詳細な説明
Ｉ．導入
　本発明は、ポリヌクレオチドと十分に高い融解温度で二重鎖を形成するオリゴヌクレオ
チドが、著しく５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を欠如するポリメラーゼによる複製及
び鋳型増幅を阻害し得るという驚くべき発見に一部において基づく。この現象は、（「ブ
ロッカーオリゴヌクレオチド」と命名された）オリゴヌクレオチドを設計することによっ
て、標的変異配列（又は時折本明細書において「第二の配列」と呼ばれるもの）の存在下
において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが当該変異体と十分に高い融解温度で二重
鎖を形成して、当該変異体の増幅を阻害し、一方で当該ブロッカーオリゴヌクレオチド及
び当該標的によって形成される二重鎖の融解温度は低く、したがって当該ブロッカーオリ
ゴヌクレオチドは当該標的の増幅を著しく阻害しないことにより、標的配列の検出に適用
され得ることが分かった。したがって、幾つかの実施形態において、本発明の方法は、非
常に関連した配列の混合物中における特定の標的配列の検出のために有用である。
【００４０】
　本発明の範囲を限定することを意図していない単純な例において、オリゴヌクレオチド
は、当該オリゴヌクレオチドが標的変異配列と完全に相補的であって、したがって、５’
－３’エキソヌクレアーゼ活性を欠如するポリメラーゼが、標的変異体を著しく増幅する
ことを阻害するＴmを有する二重鎖を形成するように設計されている。この例において、
当該標的は、当該変異体と単一のヌクレオチドの違いを有し、したがって、当該オリゴヌ
クレオチドはまた、当該標的と二重鎖を形成するが、少なくとも一つのミスマッチ塩基対
を有する二重鎖を形成する。当該ミスマッチ塩基対は、当該ブロッカーオリゴヌクレオチ
ドと当該標的とによって形成される二重鎖の、当該変異体とによって形成される二重鎖と
比較したＴmの減少をもたらし、そして当該Ｔmの減少は、当該ポリメラーゼが当該標的配
列を増幅し、そして当該ブロッカーオリゴヌクレオチドがハイブリダイズする鋳型を、当
該ポリメラーゼが複製することを著しく阻害するために十分である。
【００４１】
　本発明はしたがって、他の異なる、しかし非常に関連した配列の存在下でさえ、そして
当該関連配列が標的配列よりも非常に多い量で存在する場合であっても、当該標的配列を
検出する方法を提供する。したがって本発明の方法は、例えば、癌又は他の疾患を示唆す
る変異の検出を含む多くの適用において有用である。
【００４２】
　ＩＩ．本発明の方法の概説
　本発明は、標的配列及び標的変異体配列に対する、ブロッカーオリゴヌクレオチドのハ
イブリダイゼーション親和性における違いを利用し、ここで当該ブロッカーオリゴヌクレ
オチドは、当該標的配列とのＴmと比較して、一つ以上の標的変異配列と、より高いＴm（
すなわち、より高い親和性）を有する二重鎖を形成する。幾つかの実施形態において、例
えば、当該オリゴヌクレオチドと当該標的配列とのより低いＴmは、当該ハイブリダイジ
ング領域における少なくとも一つのミスマッチの結果である。例えば、当該ブロッカーオ
リゴヌクレオチドは、当該標的変異体配列と完全に相補的となるように、しかし当該標的
配列とは部分的にのみ相補的となるように設計され得る。ミスマッチは、例えば、挿入、
欠失、又はヌクレオチドの置換の結果であり得、それらによって当該標的配列と標的変異
配列との間の違いをもたらす。
【００４３】
　本明細書において記載された方法、キット又は混合物の好ましい実施形態において、当
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該標的配列を有する核酸、及び／又は標的変異体を有する核酸を有し得る試料は、ブロッ
カーオリゴヌクレオチドが、（存在するならば）当該標的配列と、及び（存在するならば
）当該標的変異配列とハイブリダイゼーションすることができる条件下において、当該ブ
ロッカーオリゴヌクレオチドと接触される。プライマー伸長反応は、当該ブロッカーオリ
ゴヌクレオチドがハイブリダイズする核酸領域の上流領域において、プライマーが当該核
酸とハイブリダイズされる場所においてその後行われる。本明細書において使用される「
プライマー伸長反応」は、一つ以上のプライマーの伸長をもたらす任意の反応のことであ
り、したがって当該用語は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応を含む。当該プライマーがハ
イブリダイズする核酸の位置は、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが当該核酸と十分な
親和性でハイブリダイズする（すなわち、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが十分に高
いＴmを有する）場合において、当該プライマーの伸長が当該ブロッカーオリゴヌクレオ
チドによってブロックされるように決定される。当該プライマー伸長反応は、５’－３’
エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラーゼを用いて行われる。本明細書にお
いて議論されたように、本発明者は、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが、十分に高い
親和性でハイブリダイズする場合において、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく
欠如するポリメラーゼが、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドを置き換えることができな
いことを発見した。したがって、５’－３’ヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラ
ーゼが使用されるとき、当該プライマー伸長反応は、当該核酸が当該標的配列を含む場所
において一般的に達成されるのみである（すなわち、プライマーの完全な伸長が達成され
る）。
【００４４】
　図１は、上記の方法を示す。図１の左側は、標的変異体を含む２コピーの核酸と、標的
配列を含む１コピーの核酸が存在するチューブ中における試料を示す。当該ブロッカーオ
リゴヌクレオチドは、当該核酸と接触され、そして当該標的配列又は標的変異体配列とハ
イブリダイズする。当該標的配列が、当該標的変異体と、少なくとも一つのヌクレオチド
の違いを含むため、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該標的配列と完全に相補的
ではない（図１において、「Ｘ」で示される）。したがって、当該ブロッカーオリゴヌク
レオチドは当該標的配列とハイブリダイズするが、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドと
当該変異体とのＴmよりも低いＴmでハイブリダイズする。
【００４５】
　図１の右側は、生じるプライマー伸長反応を示す。当該プライマーは、各々の核酸の左
側においてハイブリダイズする短い矢印によって示される。当該プライマーが、標的変異
体を含む核酸上において、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如するポリメラ
ーゼによって伸長されるとき、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーシ
ョンは、標的配列における伸長を阻害し（すなわち、少なくとも幾つかの、及び通常は大
部分の、又はほぼすべての伸長を妨害し）、したがって、不完全な伸長をもたらす。対照
的に、当該オリゴヌクレオチドは、当該標的配列とより低い親和性（すなわちより低いＴ
ｍ）でハイブリダイズするために、当該ポリメラーゼは、（おそらく当該ブロッカーオリ
ゴヌクレオチドを置き換えることによって、）当該標的配列において当該プライマーを伸
長することができる。
【００４６】
　当該標的配列及び当該標的変異体配列は、ハイブリダイゼーション領域、すなわち、当
該ブロッカーオリゴヌクレオチドが当該配列とハイブリダイズする領域における少なくと
も一つのヌクレオチドによって異なるだろう。一般的に、当該標的及び標的変異体は、当
該ブロッカーオリゴヌクレオチドが当該標的及び標的変異体と、同一の条件、例えば、限
定されないが、ＰＣＲのような増幅反応、又は他の増幅反応を含むプライマー伸長反応の
条件下において、ハイブリダイズすることができる程度に十分に類似しているだろう。し
たがって幾つかの実施形態において、当該標的及び標的変異体は、当該ハイブリダイジン
グ領域において、１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、８個、９個、又はそれ以
上のヌクレオチドが、例えば１～５個の、１～４個の、１～３個の、１～２個の、２～３
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個の、２～４個の、２～５個の、１～２０個の、２～２０個のヌクレオチドが異なる。幾
つかの実施形態において、当該標的配列は、当該標的変異配列と１００％未満の同一性を
有するが、例えば、８０％、８５％、９０％、９５％、９７％、９８％、又は９９％超の
同一性を有する。多くの実施形態において、当該標的配列と当該標的変異体配列との間の
違い（単数若しくは複数）は、５’末端又は３’末端のヌクレオチドよりも、むしろ配列
の内部で生じる。
【００４７】
　当該標的配列は、任意の長さのものであり得る。幾つかの実施形態において、当該標的
ヌクレオチドは、少なくとも５個のヌクレオチドの長さであり、例えば少なくとも１０個
、１５個、２０個又はそれ以上のヌクレオチドであり、例えば５～２００個、５～１００
個、１０～２００個、１０～１００個、１０～５０個、１５～５０個、２０～８０個等の
ヌクレオチドである。
【００４８】
　一つの標的及び一つの標的変異体が存在するかのように、本開示は本発明について一般
的に議論しているが、幾つかの実施形態において、試料中において、多数の異なる標的配
列、及び／又は標的変異配列が存在することが認められるだろう。幾つかの実施形態にお
いて、一個超の異なる標的変異体配列が、当該標的配列を有する試料中に存在するか、又
は場合により存在する。したがって例えば、試料は、標的配列、当該標的配列と一つのヌ
クレオチドの違いがある一つの標的変異体、及び当該標的配列と、異なるヌクレオチドの
違いがある第二の標的変異体を含み得る。
【００４９】
　本明細書において記載された方法、キット、又は混合物の好ましい実施形態において、
「多重」反応は、少なくとも２つの異なる標的配列が検出される場所において行われ得る
。これらの実施形態は一般的に、常にではないが、２つ以上（例えば、２つ、３つ、４つ
、５つなどであり、検出されるべき標的の数に依存する）の異なるブロッカーオリゴヌク
レオチドに関し、ここで各々のブロッカーオリゴヌクレオチドは、異なる標的配列の変異
体の伸長を阻害する。
【００５０】
　当該プライマーがハイブリダイズする核酸領域と当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが
ハイブリダイズする核酸領域との距離は、当該伸長反応が、当該ブロッカーオリゴヌクレ
オチドがハイブリダイズする領域に到達する以前に完結される程度に当該距離が遠くない
限り変化し得る。幾つかの実施形態において、最も３’側の部分のプライマーがハイブリ
ダイズするヌクレオチドと、ブロッカーヌクレオチドの最も５’側の部分との間の距離は
、約５～１０００個のヌクレオチド、例えば１０～１００個のヌクレオチドであるが、０
個と同じくらい小さくなり得る（隣接し得る）。
【００５１】
　プライマー伸長のために使用されるプライマーは、標的変異体を有する核酸とハイブリ
ダイズするものと、当該標的配列を有する核酸とハイブリダイズするものとの間で同一で
あり得るが、当該プラマーはまた、異なるものであり得る。例えば、生命体中の珍しい体
細胞変異を検出することが望ましい場合において、変異部位における変化を除いて、当該
生命体中のゲノムは一般的に同一であろう。したがって、当該標的配列は、変異部位を含
み、そして当該変異部位が変異していようがなかろうが、当該変異部位の上流領域は同一
の配列を有するだろうため、同一のプライマーが使用され得る。それにも拘らず、恐らく
より珍しいことだが、当該標的核酸及び標的変異体核酸の伸長反応のために使用されるプ
ライマーが異なる状況が想定され得、したがって、かかる実施形態は当該発明から排除さ
れない。
【００５２】
　当該伸長産物は検出され得、そして中断された標的変異体伸長産物は、当該標的伸長産
物とは多くの方法によって区別され得る。幾つかの実施形態において、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）又は他の種類の核酸増幅が使用される。ＰＣＲ反応に関して、２つのプラ
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イマーが通常使用される。本発明の方法において使用されるように、一つのＰＣＲプライ
マーが、上の「プライマー伸長」反応に関して議論されたプライマーであり、そして第二
のプライマー（例えばリバースプライマー）が、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの下
流に存在する核酸の配列の総補部位とハイブリダイズするように設計されている。本発明
の方法において使用されるように、ＰＣＲは、当該プライマーが当該ブロッカーオリゴヌ
クレオチドを置き換えることができる反応に関してのみ（すなわち、標的配列に関するも
ののみ）、指数関数的増幅が起こるという点において有用である。５’－３’エキソヌク
レアーゼ活性を著しく欠如する多くの耐熱性ポリメラーゼが既知であり、そして本明細書
において記載されている。本発明の方法は、非対称ＰＣＲ反応、すなわち、一つのプライ
マーが反応中において他のプライマーと比較して制限された濃度で存在するＰＣＲ反応に
おける特定の使用を見出す。一般的に、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドがハイブレダ
イズする鎖を産生するプライマー（上の例におけるリバースプライマー）は、制限された
濃度におけるプライマーである。
【００５３】
　実施されるプライマー伸長反応の種類に関係なく、多くの異なる種類の方法が、当該伸
長産物を検出するために使用され得る。幾つかの実施形態において、プローブ（例えば検
出可能に標識されたプローブ）は、当該核酸上の標的配列若しくは当該核酸上の標的配列
からさらに下流の配列、又はかかる配列の相補部位に対応する伸長産物の領域とハイブリ
ダイズするように設計される。標的変異体を含む核酸由来の伸長産物は阻害され、したが
って、当該標的配列、当該標的変異体配列、又は下流の配列を一般的に含まないため、か
かるプローブは、当該標的配列を含む核酸に関連する伸長産物を検出するのみであるか、
又は主に検出するだろう。
【００５４】
　例えば、幾つかの実施形態において、検出可能に標識された「リアルタイム」プローブ
が使用され、そしてブロッカーオリゴヌクレオチドとして機能する。かかるプローブは、
限定されないが、Ｔａｑｍａｎ（登録商標）プローブ及びモレキュラービーコンを含み得
る。幾つかの実施形態において、検出可能に標識された（ブロッカーオリゴヌクレオチド
としても機能する）「リアルタイム」プローブが、リアルタイム増幅反応、例えばリアル
タイムＰＣＲ反応において使用される。閾値サイクル（Ｃｔ）数は、リアルタイム増幅に
おける標的の量を観測するために頻繁に使用される。幾つかの実施形態において、等量の
標的配列及び標的変異体配列の存在下におけるリアルタイム増幅反応において決定される
ように、標的と標的変異体との間で、少なくとも５、１０、１５又はそれ以上のＣｔの違
いが存在する。
【００５５】
　幾つかの実施形態において、質量ベースの（ｍａｓｓ－ｂａｓｅｄ）検出方法が、当該
伸長産物を検出するために使用され得る。当該標的配列を含む核酸由来の伸長産物は標的
変異体配列を含む核酸から生じたものよりも一般的に著しく長いだろうため、核酸の長さ
又は質量における違いを検出する任意の方法が使用され得る。例えば、様々な質量分析法
が伸長産物の検出、識別、及び定量のために使用され得る。
【００５６】
　好ましくは、融解温度分析は、当該伸長産物を検出するために使用される。例えば、幾
つかの実施形態において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは標識され、そして融解温
度曲線分析が実施され、当該標識されたオリゴヌクレオチドがハイブリダイズする鋳型の
量が定量される。
【００５７】
　ＩＩＩ．阻害された５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼの伸長を
ブロックするオリゴヌクレオチド
　本発明のブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該ブロッカーが標的配列自体とハイブリ
ダイズするよりも高い融解温度（Ｔm）を有する標的配列変異体とハイブリダイズするよ
うに設計されている。指定された条件下、ポリメラーゼが当該ブロッカーオリゴヌクレオ
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チドのハイブリダイズする鋳型部分を複製することを阻害する程度に十分に高いＴmを有
するように、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドが当該標的変異体とハイブリダイズする
限り、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該標的変異体と完全に相補的である必要
はない。当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、幾つかの実施形態において、標的変異体
と完全に相補的であるが、当該標的配列とハイブリダイズするとき、少なくとも一つのミ
スマッチ（例えば、１個、２個、３個、４個、５個、６個、７個、１～３個、１～４個、
２～６個のミスマッチなど）を形成し、それにより、当該標的変異体よりも当該標的に対
してより低いＴmをもたらす。当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、幾つかの実施形態
において、当該標的配列又は標的変異体配列のいずれかと完全に相補的ではない。幾つか
の実施形態において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該標的変異体と少なくと
も一つ以上のミスマッチを形成するが、それでもなお、当該ブロッカーオリゴヌクレオチ
ドの存在下、ポリメラーゼが当該変異体配列を複製することを阻害する程度に十分に高い
Ｔmでハイブリダイズし、一方で当該標的配列の複製を著しく阻害しない。幾つかの実施
形態において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該ブロッカーオリゴヌクレオチ
ドの存在下において当該標的変異体配列の複製が阻害され、一方で当該ブロッカーオリゴ
ヌクレオチドの存在下において当該標的配列の複製が著しく阻害されないように、当該標
的変異配列に対してよりも、当該標的配列に対してより多くのミスマッチを有するか、又
は当該標的変異体と比較して、当該標的配列と異なるミスマッチを形成するかのいずれか
である。幾つかの実施形態において、当該標的配列と変異体配列との間のミスマッチは、
当該配列の５’末端及び３’末端のいずれにも生じない。幾つかの実施形態において、当
該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、一つ以上のミスマッチが、当該ブロッカーオリゴヌ
クレオチドと当該標的変異体との二重鎖によって形成されるハイブリダイジング領域の（
末端ではなく）中間に形成されるように設計される。幾つかの実施形態において、当該ブ
ロッカーオリゴヌクレオチドは、一つ以上のミスマッチが、当該ブロッカーオリゴヌクレ
オチドと当該標的変異体との二重鎖によって形成されるハイブリダイジング領域の一端又
は両端で形成されるように設計される。
【００５８】
　上で議論されたように、当該標的変異体の複製が阻害され、一方で同一の条件下におい
て当該標的の複製が十分に阻害されず、それにより、当該標的変異体の存在下において、
当該標的配列の検出が可能となるように、当該ブロッカーオリゴヌクレオチド及び特定の
標的変異体のＴmは、当該標的配列に対する当該ブロッカーオリゴヌクレオチドのＴmより
も十分に高い。好ましくは、当該標的配列に対するものと比較した、当該標的変異体に対
するブロッカーオリゴヌクレオチドのＴmにおける差は、少なくとも約５℃、１０℃、１
５℃、２０℃、又はそれ以上である。Ｔmは、異なる方法で測定され得ることが理解され
るだろう。Ｔmは、当該ポリメラーゼを用いた複製が試験される条件である、又はそれを
模倣する、他の混合物の任意の増幅バッファーを使用して決定され得る。かかる条件の一
例は、例えば、２．５％グリセロール、ｐＨ８．３の５０ｍＭ トリシン、４５ｍＭ 酢酸
カリウム、及びプライマー伸長のための好適なヌクレオチドである。
【００５９】
　本発明のブロッカーオリゴヌクレオチドは、任意の長さであり得る。好ましくは、当該
ブロッカーオリゴヌクレオチドは、５～２００個の間のヌクレオチド、例えば５～１００
個、１０～１００個、５～４０個、５～２５個、１０～５０個、１５～５０個のヌクレオ
チドの長さである。
【００６０】
　本発明のブロッカーオリゴヌクレオチドは、天然由来ヌクレオチド（すなわち、Ａ、Ｃ
、Ｔ、Ｇ、及びＵ）を含んでもよく、及び時折それらのみ含む。あるいは、幾つかの実施
形態において、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、少なくとも一つ（例えば、１個、
２個、３個、４個、５個、６個など）の人工的な（すなわち、天然由来ＲＮＡ又はＤＮＡ
において生じるものとは別のものの）ヌクレオチドを含む。Ｔmの増加に寄与する例示的
人工塩基は、当技術分野において公表されているが、限定されないが例えば、Ｌｅｂｅｄ
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ｅｖ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｅｔｅｉｃ　Ａｎａｌｙｓｉｓ－Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　１３：１５－２１（１９９６）；Ｘｏｄｏ，ｅｔ　ａｌ，Ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：５６２５－５６３１（１９９１）；Ｆｒｏｅｈ
ｌｅｒ，　ｅｔ　ａｌ，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．３３：５３０７－５３１０
（１９９２）；Ｋｕｔｙａｖｉｎ，ｅｔ　ａｌ，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３５：１１
１７０－１１１７６（１９９６）；Ｎｇｕｙｅｎ，ｅｔ　ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３０５９９－６５（１９９７）を含む。例えば、２－アミノＡは、
ＡよりもＴmを約３℃増加させ、５－メチル－Ｃは、ＣよりもＴmを約１．３℃増加させ、
Ｃ－５プロピニル－Ｃは、ＣよりもＴmを約２．８℃改善し、そしてＣ－５プロピニル－
Ｕは、ＴよりもＴmを約１．７℃増加させた。好ましくは、本発明に従って、当該ブロッ
カーオリゴヌクレオチドは、インターカレーティングヌクレオチドを全く含まない。さら
に、本発明のブロッカーオリゴヌクレオチドは、内部インターカレーティングシュードヌ
クレオチド、例えば国際公開第２００６／０２６８２８号に記載されたものを含まない。
【００６１】
　さらなる好ましい実施形態において、本発明のブロッカーオリゴヌクレオチドは、当該
ブロッカーオリゴヌクレオチドの融解温度を増加させる、少なくとも一つの非ヌクレオチ
ド部位（場合により、インターカレーティングヌクレオチド以外のもの）を含む。かかる
非ヌクレオチド部位の例は、例えばマイナーグルーブバインダーを含む。米国特許第６，
４８６，３０８号明細書を参照。
【００６２】
　本発明に従って、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドは、検出可能に標識され、したが
って、混合物中において標的配列を検出するためにさらに有用である。当該検出可能に標
識されたブロッカーオリゴヌクレオチドは、例えば、限定されないが、リアルタイム増幅
反応を含む増幅反応中において、当該標的配列を検出及び定量化するために使用される。
多くの種類の検出可能標識が既知である。例となる標識は、（消光剤（ｑｕｅｎｃｈｅｒ
ｓ）又は吸収剤（ａｂｓｏｒｂｅｒｓ）を含む）蛍光標識、非蛍光標識、比色分析（ｃｏ
ｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ）標識、化学発光標識、生物発光標識、放射性標識、質量改変群（
ｍａｓｓ－ｍｏｄｉｆｙｉｎｇ　ｇｒｏｕｐｓ）、抗体、抗原、ビオチン、ハプテン、（
例えば、ペルオキシダーゼ、ホスファターゼを含む）酵素などを含む。標識は、蛍光、放
射活性、比色分析、重量測定、Ｘ線回折又は吸収、磁性、酵素活性などによって検出可能
なシグナルを提供する。標識は、検出可能な（及び場合により定量可能な）シグナルを提
供するために使用され得、そしてそれは核酸又はタンパク質に取り付けられ得る。
【００６３】
　本発明の特定の好ましい実施形態において、標識は、蛍光色素又はフルオロフォアであ
る。通常、特定のフルオロフォアは、特定の波長の光を放射し得、その後より短い波長の
光を吸収する。特定のフルオロフォアによって放出された光の波長は、そのフルオロフォ
アに特有である。したがって、特定のフルオロフォアは、好適な波長の光を検出すること
によって検出され、その後、より短い波長の光による当該フルオロフォアの励起が起こる
。蛍光標識は、負に帯電された染料、例えばフルオレセイン群の染料、又は電荷的に中性
である染料、例えば、カルボキシローダミン群、又は正に帯電された染料、例えばシアニ
ン群若しくはローダミン群を含み得る。本発明において使用され得る染料の他の群は、例
えば、ポリハロフルオレセイン群の染料、ヘキサクロロフルオレセイン群の染料、クマリ
ン群の染料、オキサジン群の染料、チアジン群の染料、スクアライン群の染料、キレート
化されたランタノイド群の染料、ＡＬＥＸＡ　ＦＬＵＯＲ（登録商標）染料、及びＢＯＤ
ＩＰＹ（登録商標）群の染料を含む。フルオレセイン群の染料は、例えば、ＦＡＭ、ＨＥ
Ｘ、ＴＥＴ、ＪＯＥ、ＮＡＮ、及びＺＯＥを含む。カルボキシローダミン群の染料は、Ｔ
ｅｘａｓ　Ｒｅｄ、ＲＯＸ、Ｒ１１０、Ｒ６Ｇ、及びＴＡＭＲＡを含む。ＦＡＭ、ＨＥＸ
、ＴＥＴ、ＪＯＥ、ＮＡＮ、ＺＯＥ、ＲＯＸ、Ｒ１１０、Ｒ６Ｇ、及びＴＡＭＲＡは、パ
ーキン－エルマー（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆ．）によって市販されており、
一方でＴｅｘａｓ　Ｒｅｄは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｅｕｇｅ
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ｎｅ，Ｏｒｅｇ．）によって市販されている。シアニン群の染料は、Ｃｙ２、Ｃｙ３、Ｃ
ｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、及びＣｙ７を含み、そしてＡｍｅｒｓｈａｍ　ＧＥ　Ｈ
ｅａｌｔｈｃａｒｅ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ．）によって市販されている。
【００６４】
　ＩＶ．阻害された５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼ
　５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如する多くのポリメラーゼは、当技術分
野において既知である。ポリメラーゼのＮ末端領域は通常、５’－３’エキソヌクレアー
ゼ活性をもたらす。したがって、ポリメラーゼのＮ末端の全て又は一部の変異若しくは欠
失は、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如する多くのポリメラーゼを作製す
るために使用され得る。５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠如する例示的なポ
リメラーゼは、Ｅ．ｃｏｌｉのＤＮＡポリメラーゼＩのクレノー断片；（例えば、米国特
許第５，６１６，４９４号明細書に記載された）Ｎ末端の２３５個のアミノ酸を欠いてい
るＴｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ　Ｔａｑ；及び／又は５’－３’ヌクレアーゼ活
性を担うドメインを除去若しくは不活性化するために、十分な欠失（例えば、Ｎ末端の欠
失）、変異、若しくは修飾を有する耐熱性ＤＮＡポリメラーゼを含む。例えば、米国特許
第５，７９５，７６２号明細書を参照。かかるポリメラーゼは通常、単離又は精製された
ポリメラーゼであり、そして組み換えタンパク質であり得る。
【００６５】
　熱サイクル増幅反応を含む、増幅反応において機能するポリメラーゼは、本発明におい
て特に有用である。本発明の方法において有用であるポリメラーゼは、当該ブロッカーオ
リゴヌクレオチドがハイブリダイズする標的変異体鋳型領域を通じて、当該ポリメラーゼ
が鋳型依存的にプライマーを伸長することができないように、しかし、当該ブロッカーオ
リゴヌクレオチドがハイブリダイズする標的鋳型領域を通じて当該ポリメラーゼがプライ
マーを伸長することができるように、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく欠き、
ここで、当該標的変異体鋳型に対する当該ブロッカーオリゴヌクレオチドのＴmは、当該
標的鋳型に対するＴmよりも高い。したがって当業者は、もしも存在するのであれば、当
該ポリメラーゼ中における５’－３’エキソヌクレアーゼ活性の正確なレベルが、当該標
的及び標的変異体に対するブロッカーオリゴヌクレオチドのＴmに依存して変化し得るこ
とを認識するだろう。
【００６６】
　本発明の方法に従って、対応する標的の増幅のために、５’－３’エキソヌクレアーゼ
活性を著しく欠如するポリメラーゼは、ブロッカーオリゴヌクレオチドによって、標的変
異体配列の複製を十分に阻害される。本発明の範囲を限定することを意図しないが、標的
配列と、非常に関連した標的変異体との間における競争反応が存在し得ると考えられる。
当該標的と比較して、当該標的変異体のかなり多くのコピーが存在する状況において、当
該ブロッカーの不在下における増幅は、当該標的配列の減少された検出可能性を有するか
、又は検出不能であるような増幅をもたらす。当該標的変異体の存在下において当該標的
を検出することが望ましいとき、当該変異体の増幅は、当該ブロッカーオリゴヌクレオチ
ドのハイブリダイゼーションによって阻害され、一方で当該標的の増幅は、阻害されない
か、又はより低い程度で阻害され、当該標的変異体の存在下において当該標的の検出をす
ることができる。当該ブロッカーオリゴヌクレオチドの存在が、変異体アンプリコンの量
を、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドを欠いた対照反応と比較して少なくとも２０％、
そしてより典型的には少なくとも５０％、７５％、９０％、９５％又はそれ以上減少させ
るとき、当該標的変異体の増幅は、著しく阻害されていると考えられる。
【００６７】
　本発明に従って、対照反応はまた、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を欠如するポリ
メラーゼの代わりに、著しく５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼを
使用して行われる。かかる対照反応において、当該標的変異体が増幅されるため、かかる
対照反応は、標的変異体の存在又は不在を決定するために使用され得る。かかる対照反応
はまた、当該増幅試薬が機能的であることを確認するために有用であり得る。
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【００６８】
　Ｖ．当該方法の使用
　本発明は、標的配列及び標的配列を含む核酸を検出するために有用である。本発明は、
特に当該標的変異体が、検出されるべき標的配列と比較して過剰の濃度で存在する場所に
おいて、存在する標的配列又は標的変異体を検出するために特に有用である。本発明の範
囲を限定することを意図しないが、かかる状況の幾つかの例は、体細胞変異又は癌関連性
変異の検出である。例えば、本発明は、大部分の細胞がおそらく「正常」型の遺伝子配列
（すなわち、標的変異体）を有するが、しかし少なくとも幾つかの細胞が変異（すなわち
、標的配列）を有し得る生検における癌又は他の体細胞変異の検出のために有用である。
【００６９】
　本発明は、本明細書において定義された生体試料を含む、任意の試料中における核酸を
分析及び検出するために使用され得る。本発明の方法において使用される試料は、標的及
び標的変異体配列の両方を有し得るか、標的配列若しくは標的変異体配列のみを有し得る
か、又はいずれも有し得ない。幾つかの実施形態において、標的又は標的変異体の存在は
知られているが、一方で他の実施形態において、標的又は標的変異体が存在するか否かは
知られていない。
【００７０】
　ＶＩ．反応混合物
　本発明はまた、本発明の方法に関与する反応混合物を提供する。上記の任意の反応混合
物が製造され得る。例示的な反応混合物は、例えば、５’－３’エキソヌクレアーゼ活性
を著しく欠如するポリメラーゼ；標的配列を含むポリヌクレオチド；当該標的配列と、少
なくとも一つのヌクレオチドによって異なる、第二の配列を含むポリヌクレオチド；及び
、当該第二の配列と十分にハイブリダイズし、ポリメラーゼによる当該第二の配列の増幅
を阻害するが、当該オリゴヌクレオチドの当該標的配列へのハイブリダイゼーションは、
当該標的配列の増幅を著しく阻害しないブロッカーオリゴヌクレオチド、を含む。当該反
応混合物は、ヌクレオチド（例えば、ｄＮＴＰｓ、例えば、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴ
Ｐ、ｄＴＴＰ、及び／若しくはｄＵＴＰ、又はそれらの任意の組み合わせ）を、プライマ
ー伸長及び／又は増幅反応に関して有用である濃度で、さらに含み得る。さらに、当該反
応混合物は、当該標的配列及び／又は第二の配列とハイブリダイズする、一つ以上の異な
るプライマー、例えば、当該ブロッカーオリゴヌクレオチドがハイブリダイズする領域の
上流でハイブリダイズする少なくとも一つのプライマー、及び／又は５’センスプライマ
ー及び対応する３’アンチセンスプライマーを含むプライマー対を含む。他の、相互排他
的ではない変形において、当該反応混合物は、遊離の（従来型の及び／又は従来型ではな
い）ヌクレオチドを提供する一つ以上のコンテナ（ｃｏｎｔａｉｎｅｒｓ）を含む。例え
ば、当該反応混合物は、アルファ－ホスホロチオエートｄＮＴＰｓ、ｄＵＴＰ、ｄＩＴＰ
、及び／又は標識されたｄＮＴＰｓ、例えばフルオレセイン染料群若しくはシアニン染料
群のｄＮＴＰｓを含み得る。特定のブロッカーオリゴヌクレオチド、ポリメラーゼ、プラ
イマー、及び本明細書において記載された他の試薬がまた、上の部分で詳細に記載された
ような反応混合物中に含まれ得る。本発明の反応混合物はまた、プライマー伸長条件下に
おいて、標的及び／又は第二の配列とハイブリダイズ可能である５’センスプライマーを
提供するコンテナを伴い得るか、又はそれと共に使用され得る。
【００７１】
　ＶＩＩ．キット
　本発明はまた、本発明の方法における使用のためのキットを提供する。通常、当該キッ
トは、使い易さのために細分化され、そして５’－３’エキソヌクレアーゼ活性を著しく
欠如するポリメラーゼを提供する少なくとも一つのコンテナを含む。追加の試薬（単数又
は複数）を提供する一つ以上の追加のコンテナがまた含まれ得る。かかる追加のコンテナ
は、任意の試薬又は上記の方法のプライマー伸長手順における使用のために当業者によっ
て認識される他の要素を含み得、例えば核酸増幅手順（例えば、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ）
、ＤＮＡシーケンシング手順、又はＤＮＡ標識手順における使用のための試薬を含み得る
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。キットは、例えば、標的配列を含むポリヌクレオチド；当該標的配列と、少なくとも一
つのヌクレオチドによって異なる、第二の配列を含むポリヌクレオチド；及び、本明細書
において記載されたブロッカーオリゴヌクレオチドを含み得る。好ましい実施形態におい
て、当該キットは、プライマー伸長条件下において、標的及び／若しくは第二の配列とハ
イブリダイズ可能である５’センスプライマー、並びに／又は５’センスプライマー及び
対応する３’アンチセンスプライマーを含むプライマー対をさらに含む。他の、相互排他
的ではない変形において、当該キットは、遊離の（従来型の及び／又は従来型ではない）
ヌクレオチドを提供する一つ以上のコンテナを含む。特定の実施形態において、当該キッ
トは、アルファ－ホスホロチオエートｄＮＴＰｓ、ｄＵＴＰ、ｄＩＴＰ、及び／又は標識
されたｄＮＴＰｓ、例えばフルオレセイン染料群若しくはシアニン染料群のｄＮＴＰｓを
含む。さらに他の、相互排他的ではない変形において、当該キットは、プライマー伸長反
応に好適なバッファーを提供する一つ以上のコンテナを含む。
【実施例】
【００７２】
　以下の例は、説明のために提供され、特許請求の範囲に記載された発明を限定するもの
ではない。
【００７３】
　実施例１：
　本実施例は、変異体対立遺伝子を検出するために、融解温度曲線分析を使用する、ファ
クター５野生型対立遺伝子の増幅を抑制するブロッカーオリゴヌクレオチドの使用を説明
する。
【００７４】
　本実施例において、非対称ＰＣＲ試料マスターミックス（ｍａｓｔｅｒ　ｍｉｘ）は：
２．５％グリセロール；ｐＨ８．３の５０ｍＭトリシン；４５ｍＭの酢酸カリウム；２０
０ｕＭ ｄＡＴＰ、２００ｕＭ ｄＧＴＰ、２００ｕＭ ｄＣＴＰ、４００ｕＭ ｄＵＴＰ；
０．７ｕＭ 上流（過剰）プライマー；０．１μＭ下流（制限）プライマー；０．４ μＭ
検出プローブ；４Ｕ ウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ；４０Ｕ ΔＺＯ５ ＤＮＡポリメラ
ーゼ又はＺＯ５ ＤＮＡポリメラーゼ；及び４ｍＭ酢酸マグネシウムからなる。
【００７５】
　当該マスターミックスを、ファクター５野生型標的及び変異体プラスミドＤＮＡ標的を
増幅するために使用した。結合する検出プローブのための、過剰の一本鎖アンプリコンを
確保するために、当該過剰プライマーは、当該制限プライマー濃度の７倍で存在した。増
幅及び融解を、Ｒｏｃｈｅ　Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ　ＬＣ４８０で行った。
【００７６】
　本実施例のために使用された熱サイクルプロファイルは：５０℃、５分間（ＵＮＧステ
ップ）；９４℃、１５秒間～５９℃、４０秒間×２サイクル；９１℃、１５秒間～５９℃
、４０秒間×４８サイクル，９４℃、３０秒間、５９℃のアニーリングステップの間、デ
ータコレクション；及び４０℃～９５℃の持続的なデータコレクションでの融解ステップ
であった。
【００７７】
　上流プライマーの配列は、ＴＧＡＡＣＣＣＡＣＡＧＡＡＡＡＴＧＡＴＧＣＣＣＢｚ（配
列番号１）であり；下流プライマーの配列は、ＧＧＡＡＡＴＧＣＣＣＣＡＴＴＡＴＴＴＡ
ＧＣＣＡＧＧＢｚ（配列番号２）であり；Ｂｚは、ｔ－ブチルベンジルｄＡであった。安
定化検出プローブ（ブロッカー）の配列は、
【００７８】
【化１】
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【００７９】
[式中、Ｅはｃｘ－ＦＡＭであり、ＱはＢＨＱ２であり、ＦはプロピニルｄＵであり、そ
してＬはプロピニルｄＣである]
であった。不安定化検出プローブ（ノン－ブロッカー）の配列は、
【００８０】
【化２】

【００８１】
[式中、Ｅはｃｘ－ＦＡＭであり、ＱはＢＨＱ２であり、ＦはプロピニルｄＵであり、Ｌ
はプロピニルｄＣであり、そしてＰは３’リン酸である]
であった。これらのオリゴヌクレオチドは、当該野生型標的と完全にマッチし、そして太
字と下線で示された、当該変異体標的に対する一つのミスマッチ（ＣＡミスマッチ）を有
する。
【００８２】
　本実施例からの融解データは、ＺＯ５ポリメラーゼを用いて、両方のプローブが、期待
された融解曲線を与えることを示し、ここで当該野生型は最も高いＴmを与え、当該変異
体標的は最も低いＴmを与え、そしてヘテロ接合体は野生型及び変異体対立遺伝子の両方
に対するＴmを与えた（図２＆３）。ＺＯ５が当該プローブを切断するため、増幅の抑制
は観測されなかった。２つの対立遺伝子に対する安定化プローブのＴmは、不安定化プロ
ーブのＴmよりも約１２℃高かったことが観察され得る。メインの融解ピークの右側にお
ける肩として、同定されていない、より高いＴmピークが同様に観測された。
【００８３】
　ＰＣＲの間に不安定化プローブは分解されなかったため、ΔＺＯ５を用いて、当該不安
定化プローブは、プローブとしてより大きなシグナルを有するが、同一の融解曲線を再び
与えた（図４）。
【００８４】
　しかし、ΔＺＯ５が安定化プローブと共に使用されたとき（図５）、ヘテロ接合体試料
における野生型対立遺伝子は、当該野生型対立遺伝子に対する融解曲線をもたらさなかっ
た；変異体標的と同一である融解曲線がもたらされ、当該野生型対立遺伝子の増幅が抑制
されたことが示された。純粋な野生型標的は、ＺＯ５を有する野生型標的よりもずっと低
く、そして広い融解曲線をもたらした（図３）。
【００８５】
　実施例２：
　安定化プローブ及び非切断酵素を使用する増幅効果のさらなる証拠を図６に示す。実施
例１において記載された同一の増幅条件をΔＺＯ５と共に使用し、安定化プローブは、は
じめからＰＣＲチューブ中に存在したか、又はＰＣＲ後加えられたかのいずれかであった
。融解をその後行い、そしてデータを図６に示す。当該プローブがＰＣＲ中において存在
しなかったとき、野生型（青）及び変異体（赤）標的の両方の正常な増幅が生じた－点線
。当該プローブがＰＣＲ中において存在した場合、当該変異体標的は十分に増幅され、そ
して十分に溶解されたが、野生型はそのようなことはなかった。
【００８６】
　実施例３：
　リアルタイムＰＣＲにおいて、同様に抑制を観測した。実施例１に記載された同一のＰ
ＣＲ条件を使用して、同一の実験からの増殖曲線データは、ＺＯ５を使用して全くスレッ
シュホールドサイクル（Ｃｔ）の遅れがなかったことと比較して、ΔＺＯ５を使用して、
野性型と変異体標的との間で、約１２サイクルのスレッシュホールドサイクル（Ｃｔ）の
遅れを示した。さらに、当該ブロッキングオリゴヌクレオチドが、安定塩基（プロピニル
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 ｄＵ＆プロピニル ｄＣ）の存在により、働くかどうかを試験するために、長い不安定プ
ローブ（５２量体）を作り、そして試験し、そしてそれは短い安定プローブと同一のＴm

を有した。このプローブの配列は：
【００８７】
【化３】

【００８８】
［式中、Ｅはｃｘ－ＦＡＭであり、ＱはＢＨＱ２であり、そしてＰは３’リン酸である]
であった。
【００８９】
　ＺＯ５を使用して全く遅れがなかったことと比較して、ΔＺＯ５を使用して、１１サイ
クルの遅れが、野性型と変異体標的との間で観測された。この結果は、Ｔmが、プローブ
がブロッカーとして作用し得るか否かを決定するときにおける最も重要なファクターであ
ることを示した。
【００９０】
　実施例４：
　まれな変異の検出アッセイを模倣するために実験を行った。実施例１において記載した
反応条件を使用して、どのレベルの変異体標的が野生型標的のバックグランド中において
検出され得るかを見るために、野生型及び変異体プラスミドＤＮＡ断片を、異なる比で共
に混合した。１００：１（１０，０００コピーの野生型＋１００コピーの変異体に相当）
、５００：１（５０，０００コピーの野生型＋１００コピーの変異体）、１０００：１（
１００，０００コピーの野生型＋１００コピーの変異体）、５０００：１（５００，００
０コピーの野生型＋１００コピーの変異体）及び１０，０００：１（１，０００，０００
コピーの野生型＋１００コピーの変異体）の比を調製した。１０００：１の比まで、当該
変異体標的に関する明確に説明可能な曲線を観察した。これを超えて、当該野生型からの
融解曲線は、変異体融解曲線を阻害し始め、このことは、野生型標的の増幅の有効な阻害
がもはや起こらないことを示した。
【００９１】
　本明細書に記載された実施例及び実施形態は、説明の目的のためのみのものであり、そ
の観点における種々の改変又は変化が当業者に提案され、そして本出願及び添付された特
許請求の範囲の趣旨及び範囲内に含まれ得ることが理解される。
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