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(57)【要約】
　本発明は、ＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリ
ゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ
）分析によって固相でターゲット核酸配列を検出する技
術に関するものである。本発明は、まずＰＴＯをターゲ
ット核酸配列とハイブリダイズさせ、人為的に選択した
配列を有するＣＴＯをテンプレートとして使うことによ
って、ターゲット－依存的な方式で延長鎖を形成させ、
最後に、延長鎖を固相に固定されたＩＯとハイブリダイ
ズさせる。すなわち、本発明は、ＰＴＯハイブリダイゼ
ーション及び切断、ＣＴＯハイブリダイゼーション及び
延長、及びＩＯハイブリダイゼーションを含む一連の反
応を用いて、本発明の特異性を非常に向上させる。
【選択図】図２
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイ
ゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出
する方法：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、アップストリームオリゴヌクレオチド及びプロービ
ング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であ
って；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイ
ブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ＰＴＯのアップストリームに位置し
；
　（ｂ）前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素に前記
段階（ａ）の結果物を接触させる段階であって；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドまたはその延長鎖は、前記５’ヌクレアーゼ
活性を有する酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような前記切断は、前記ＰＴＯ
の５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み；
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能な
シグナルを提供し；及び
　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
　前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【請求項２】
　前記段階（ｅ）は、前記延長鎖が一本鎖状態で前記ＩＯとのハイブリダイゼーションに
有利な条件下で実施され、これにより、前記延長鎖及び前記ＣＴＯ間の前記延長二量体の
形成による前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションの抑制が防止されること
を特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項３】
　前記条件は、前記段階（ｅ）で前記一本鎖状態の延長鎖の数を増加させることを特徴と
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する請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記段階（ｅ）で前記一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる前記条件は、前記延長鎖及
び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーション前に前記延長二量体を変性させることを特徴とす
る請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記段階（ｅ）で前記一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる前記条件は、前記延長鎖及
び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーション前に前記ＣＴＯを除去することを特徴とする請求
項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記段階（ｅ）で前記一本鎖形態の延長鎖の数を増加させる前記条件は、ＰＴＯのＣＴ
Ｏに対するｍｏｌ比が１超で前記ＰＴＯ及び前記ＣＴＯを使うことを特徴とする請求項３
に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＰＴＯのＣＴＯに対するｍｏｌ比は、１．２以上であることを特徴とする請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記段階（ｅ）は、前記延長鎖と前記ＩＯとのハイブリダイゼーション競争力を、前記
ＣＴＯと前記延長鎖とのハイブリダイゼーション競争力よりも向上させる条件下で実施さ
れることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記延長鎖と前記ＩＯとのハイブリダイゼーション競争力を、前記ＣＴＯと前記延長鎖
とのハイブリダイゼーション競争力よりも向上させる前記条件は、前記延長鎖及び前記Ｉ
Ｏ間のハイブリッドのＴｍ値及び前記ＣＴＯ及び前記延長鎖間のハイブリッドのＴｍ値を
調節することを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＩＯは、（ｉ）前記延長配列の全部または一部、及び（ｉｉ）前記延長鎖内の前記
断片の一部に相補的な配列を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記延長鎖に含まれた前記標識は、（ｉ）前記ＰＴＯから放出された前記断片に結合さ
れた単一標識、（ｉｉ）前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される標識、または（ｉｉ
ｉ）前記断片に結合された前記単一標識及び前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される
前記標識の組合せであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記単一標識は、単一蛍光標識であることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記標識は、前記延長鎖に挿入される標識であり、
　前記ＣＴＯのテンプレーティング部位は、第１非天然塩基を含むヌクレオチドを含み、
　前記段階（ｄ）の前記延長反応は、標識及び前記第１非天然塩基に対して特異的結合親
和性を有する第２非天然塩基を含むヌクレオチドの存在下で実施され、これにより、前記
延長鎖に前記標識が挿入されることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記標識は、前記断片に結合された前記単一標識及び前記延長反応の間に前記延長鎖に
挿入される前記標識の組合せであり、前記単一標識及び前記挿入された標識は、受容体及
び供与体の対を含む相互作用的二重標識であることを特徴とする請求項１１に記載の方法
。
【請求項１５】
　前記段階（ｅ）の前記ハイブリダイゼーションは、インターカレーティング染料の存在
下で実施され、前記延長鎖に含まれた前記標識は、前記インターカレーティング染料から
のシグナルを受ける受容体であり、前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリッドに挿入され
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たインターカレーティング染料からのシグナルは、前記受容体に転移され、前記受容体は
、検出可能なシグナルを提供することを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＰＴＯ、前記ＣＴＯ及び／または前記ＩＯは、その延長が防止されるように、その
３’末端がブロッキングされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、アップストリームプライマーまたはアッ
プストリームプローブであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素
による前記ＰＴＯの切断を誘導する程度に前記ＰＴＯに近接して位置することを特徴とす
る請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記アップストリームプライマーは、その延長鎖を通じて前記５’ヌクレアーゼ活性を
有する酵素による前記ＰＴＯの前記切断を誘導することを特徴とする請求項１７に記載の
方法。
【請求項２０】
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位は、その５’末端の一部に前記ＰＴＯの３’－ター
ゲッティング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むことを特徴とする請求項１に
記載の方法。
【請求項２１】
　前記ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の一部に相補的な前記ヌクレオチド配列は、
１～１０ヌクレオチドの長さであることを特徴とする請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記シグナルを検出するための前記段階（ｆ）は、一定温度範囲で前記延長鎖及び前記
ＩＯ間のハイブリッドをメルティングするか、または前記ハイブリッドをメルティングし
、ハイブリダイズさせる過程で、前記固相基質上に提供されるシグナルを検出することで
実施されることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記方法は、反復サイクルの間に変性を含み、前記段階（ａ）～（ｆ）の全部または一
部を繰り返す段階をさらに含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記段階（ａ）～（ｆ）は、１つの反応容器または個別反応容器で実施されることを特
徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　前記段階（ａ）～（ｄ）及び（ｅ）～（ｆ）は、互いに異なる２つの反応容器で実施さ
れることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記方法は、少なくとも２種のターゲット核酸配列を検出するために実施され；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、少なくとも２種のオリゴヌクレオチドを
含み、前記ＰＴＯは、少なくとも２種のＰＴＯを含み、前記ＣＴＯは、少なくとも２種の
ＣＴＯを含み、前記ＩＯは、少なくとも２種のＩＯを含むことを特徴とする請求項１に記
載の方法。
【請求項２７】
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、アップストリームプライマーであり、前
記段階（ｂ）で５’ヌクレアーゼ活性を有する前記酵素は、前記アップストリームプライ
マーの延長のための鋳型－依存的核酸重合酵素であることを特徴とする請求項１に記載の
方法。
【請求項２８】
　前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、５’ヌクレアーゼ活性を有する重合酵素ま
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たはＦＥＮヌクレアーゼであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　前記ターゲット核酸配列は、ヌクレオチド変異を含むことを特徴とする請求項１に記載
の方法。
【請求項３０】
　前記方法は、ダウンストリームプライマーの存在下で実施されることを特徴とする請求
項１から２９のいずれかに記載の方法。
【請求項３１】
　次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイ
ゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出
する方法：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、アップストリームプライマー及びダウンストリーム
プライマーを含むプライマー対及びプロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド
（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記アップストリームプライマー及び前記ダウンストリームプライマーのそれぞれは、
前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　前記ＰＴＯは、前記アップストリームプライマー及び前記ダウンストリームプライマー
の間に位置し；
　前記ＰＴＯは、その延長が防止されるように、その３’末端がブロッキングされており
；
　（ｂ）前記プライマーの延長及び前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアー
ゼ活性を有する鋳型－依存的核酸重合酵素に前記段階（ａ）の結果物を接触させる段階で
あって；
　前記ＰＴＯが、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされれば、前記アップストリ
ームプライマーは延長され、前記延長鎖は、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依
存的核酸重合酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような前記切断は、前記ＰＴＯ
の５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌクレオチド配列
を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み、
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能な
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シグナルを提供し；及び
　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
　前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【請求項３２】
　次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイ
ゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出
する方法：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチ
ド（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　（ｂ）前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素に前記
段階（ａ）の結果物を接触させる段階であって；
　前記ＰＴＯは、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素によって切断され、このような
前記切断は、前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断
片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み、
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖と前記ＩＯとの間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能
なシグナルを提供し；及び
　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
　前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【請求項３３】
　次を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーシ
ョン（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出するた
めのキット：
　（ａ）アップストリームオリゴヌクレオチド；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイ
ブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　（ｂ）プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
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相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ＰＴＯのアップストリームに位置し
；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドまたはその延長鎖は、５’ヌクレアーゼ活性
を有する酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような切断は、前記ＰＴＯの５’－
タギング部位及び５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）
；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み；及び
　（ｄ）固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）；
　前記ＩＯは、固相基質上に固定化されており；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖と前記ＩＯとの間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能
なシグナルを提供する。
【請求項３４】
　前記キットは、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素をさらに含むことを特徴とする請求
項３３に記載のキット。
【請求項３５】
　ＰＴＯのＣＴＯに対するｍｏｌ比が１超で前記ＰＴＯ及びＣＴＯを含むことを特徴とす
る請求項３３に記載のキット。
【請求項３６】
　前記ＩＯは、（ｉ）前記延長配列の全部または一部、及び（ｉｉ）前記延長鎖内の前記
断片の一部に相補的な配列を含むことを特徴とする請求項３３に記載のキット。
【請求項３７】
　前記延長鎖に含まれた前記標識は、（ｉ）前記ＰＴＯから放出された前記断片に結合さ
れた単一標識、（ｉｉ）前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される標識、または（ｉｉ
ｉ）前記断片に結合された前記単一標識及び前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される
前記標識の組合せであることを特徴とする請求項３３に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本願は、２０１３年７月１５日付で大韓民国特許庁に出願された大韓民国特許出願番号
第２０１３－００８３０７２号に対して優先権を主張し、前記特許出願の開示事項は、本
明細書に参照として挿入される。
【０００２】
　本発明は、ＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼー
ション（ＰＴＯ　Ｃｌｅａｖａｇｅ　ａｎｄ　Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ－Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉ
ｏｎ；ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出する技
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術に関する。
【背景技術】
【０００３】
　ＤＮＡハイブリダイゼーションは、分子生物学の基本的な過程である。しかし、ハイブ
リダイゼーションにのみ主に依存する従来の方法及び過程では、プローブと非ターゲット
配列との間の非特異的なハイブリダイゼーションによる擬陽性結果の発生可能性が高い。
したがって、従来の方法及び過程は、信頼度を改善しなければならない問題点が残ってい
る。
【０００４】
　ハイブリダイゼーション過程以外にも、追加的に酵素反応を用いた幾つかの接近法、例
えば、ＴａｑＭａｎＴＭプローブ方法が提示された。
【０００５】
　ＴａｑＭａｎＴＭプローブ方法で、ターゲット核酸配列にハイブリダイズされた標識プ
ローブは、アップストリームプライマー依存的ＤＮＡ重合酵素の５’ヌクレアーゼ活性に
よって切断されて、ターゲット配列の存在を示すシグナルを発生させる（米国特許第５，
２１０，０１５号、第５，５３８，８４８号、及び第６，３２６，１４５号）。ＴａｑＭ
ａｎＴＭプローブ方法は、シグナル発生のための２つの接近法を提示する：重合依存的切
断（ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｌｅａｖａｇｅ）及び重合
独立的切断（ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ－ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｃｌｅａｖａｇ
ｅ）。重合依存的切断で、アップストリームプライマーの延長は、必ず核酸重合酵素が標
識プローブの５’末端に接触する前に発生しなければならない。延長反応が進行しながら
、重合酵素は、標識プローブの５’末端を次第に切断する。重合独立的切断で、アップス
トリームプライマー及び標識プローブは、非常に近接してターゲット核酸配列にハイブリ
ダイズされ、アップストリームプライマーの３’末端と核酸重合酵素の結合は、前記核酸
重合酵素を標識プローブの５’末端に接触させて、標識を放出する。また、ＴａｑＭａｎ
ＴＭプローブ方法は、その５’末端にターゲット配列とハイブリダイズされない５’末端
領域を有する標識プローブが切断されて、５’末端領域を含む断片が形成されることを開
示している。
【０００６】
　ターゲット配列に非相補的な５’末端領域を有するプローブが、５’ヌクレアーゼによ
って切断されて、５’末端領域を含む断片が放出される幾つかの方法が報告された。
【０００７】
　例えば、特許文献１は、ＤＮＡ重合酵素の５’ヌクレアーゼ活性によって切断される切
断構造を開示している。テンプレート（ｔｅｍｐｌａｔｅ）に非相補的な５’部位、及び
テンプレートに相補的な３’部位を含むオリゴヌクレオチドがテンプレートにハイブリダ
イズされ、アップストリームオリゴヌクレオチドは、非常に近接してテンプレートにハイ
ブリダイズされる切断構造が例示されている。前記切断構造は、５’ヌクレアーゼ活性を
有するＤＮＡ重合酵素または減少した合成活性を有する変形ＤＮＡ重合酵素によって切断
されて、テンプレートに非相補的な５’部位が放出される。次いで、前記放出された５’
部位は、ヘアピン構造を有するオリゴヌクレオチドにハイブリダイズされて切断構造を形
成し、これにより、漸進的な切断反応が誘導されてターゲット配列が検出される。
【０００８】
　特許文献２は、３’末端がブロッキングされたアップストリームオリゴヌクレオチドを
有する切断構造が、５’ヌクレアーゼ活性を有するＤＮＡ重合酵素またはＦＥＮヌクレア
ーゼによって切断されて、非相補的な５’フラップ（ｆｌａｐ）領域が放出され、前記放
出された５’フラップ領域が、サイズ分析または相互作用的二重標識によって検出される
過程を開示している。特許文献３は、検出可能な放出されたフラップが核酸合成依存的な
、フラップ媒介連続的増幅方法によって生成されることを開示している。この方法では、
第１切断構造から放出されたフラップが、核酸合成依存的な方式で第２切断構造を切断し
て第２切断構造からフラップを放出させ、前記放出されたフラップが検出される。
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【０００９】
　特許文献４は、核酸合成によって生成された放出されたフラップの形成、放出されたフ
ラップの延長、フラップ延長の間にオリゴヌクレオチドの切断及びオリゴヌクレオチドの
切断によって生成されたシグナル検出を含む方法を開示している。
【００１０】
　液相での蛍光－標識プローブのハイブリダイゼーションによって、一種の蛍光標識を用
いる場合にも、メルティングカーブ分析によって多数のターゲット核酸配列を同時に検出
することができる。しかし、相互作用的二重標識プローブの５’ヌクレアーゼ－媒介切断
によってターゲット配列を検出する従来技術は、マルチプレックスターゲット検出におい
て、互いに異なるターゲット配列に対して、互いに異なる種類の蛍光標識を必要とし、こ
のような蛍光標識種類の数の限界のために検出されるターゲット配列の数は制限される。
【００１１】
　特許文献５は、ターゲット核酸配列に非相補的な５’部位を有するプローブの切断及び
キャプチャー（ｃａｐｔｕｒｅ）プローブのハイブリダイゼーションを用いたターゲット
検出方法を開示している。標識は、非相補的な５’部位に位置する。ターゲット配列にハ
イブリダイズされた標識プローブは、切断されて断片を放出し、以後、前記断片は、キャ
プチャープローブにハイブリダイズされてターゲット配列の存在が検出される。この方法
で、非切断された／完全な（ｕｎｃｌｅａｖｅｄ／ｉｎｔａｃｔ）プローブは、キャプチ
ャープローブにハイブリダイズされないことが必須的である。そのためには、短い長さを
有するキャプチャープローブが、固相基質上に固定されなければならない。しかし、この
ような制限は、固相基質でのハイブリダイゼーションの効率を低め、また反応条件の最適
化も難しくする。
【００１２】
　したがって、より便利かつ信頼性及び再現性のあるハイブリダイゼーション方式で、ハ
イブリダイゼーションだけではなく、５’核酸切断反応（５’ｎｕｃｌｅｏｌｙｔｉｃ　
ｒｅａｃｔｉｏｎ）のような酵素反応によって、固相でターゲット配列、特に、複数のタ
ーゲット配列を向上させた正確性で検出するための新規な接近法に対する開発要求が台頭
しつつある。
【００１３】
　本明細書の全般に亘って多数の特許及び文献が参照され、その引用がカッコで囲まれて
いる。本発明及び本発明が属する技術分野のレベルをより明確に説明するために、このよ
うな特許及び文献の公開は、その全体として本明細書に参照して含まれている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】米国特許第５，６９１，１４２号
【特許文献２】米国特許第７，３８１，５３２号
【特許文献３】米国特許第６，８９３，８１９号
【特許文献４】米国特許第７，３０９，５７３号
【特許文献５】米国出願公開第２００８－０２４１８３８号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明者らは、より改善された正確性及び便宜性を有し、特に、マルチプレックス方式
でターゲット配列を検出する新規な接近法を開発するために鋭意研究した。その結果、本
発明者らは、ターゲット配列の検出のための新規なプロトコルを定立し、この新規なプロ
トコルによれば、ターゲット検出は、プローブハイブリダイゼーション、５’核酸切断反
応及び延長を含む酵素反応及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼー
ションによって達成される。本発明のプロトコルは、固相でより改善された正確性及び便
宜性を有し、複数のターゲット配列を検出することができる。
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【００１６】
　したがって、本発明の目的は、ＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチ
ドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット
核酸配列を検出する方法を提供することである。
【００１７】
　本発明の他の目的は、ＰＣＥ－ＩＨ分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配
列を検出するためのキットを提供することである。
【００１８】
　本発明の他の目的及び利点は、添付した特許請求の範囲及び図面と共に下記の詳細な説
明によってより明確になる。
【課題を解決するための手段】
【００１９】
　本発明の一態様において、本発明は、次の段階を含み、ＰＴＯの切断及び延長－依存的
固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で
核酸試料内のターゲット核酸配列を検出する方法を提供する：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、アップストリームオリゴヌクレオチド（ｕｐｓｔｒ
ｅａｍ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）及びプロービング・アンド・タギングオリゴ
ヌクレオチド（Ｐｒｏｂｉｎｇ　ａｎｄ　Ｔａｇｇｉｎｇ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉ
ｄｅ；ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；前記アップストリームオリゴヌク
レオチドは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列（
ｈｙｂｒｉｄｉｚｉｎｇ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）を含み；前記ＰＴ
Ｏは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を
含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非相補的なヌ
クレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；前記３’－ターゲッティング部位は、
前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、前記５’－タギング部位は、前記ターゲ
ット核酸配列にハイブリダイズされず；前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前
記ＰＴＯのアップストリームに位置し；
　（ｂ）前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素に前記
段階（ａ）の結果物を接触させる段階であって；前記アップストリームオリゴヌクレオチ
ドまたはその延長鎖は、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素による前記ＰＴＯの切断
を誘導し、このような前記切断は、前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギン
グ部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（Ｃａｐｔｕｒｉｎｇ　ａｎｄ　Ｔｅｍｐｌａｔｉｎｇ　Ｏ
ｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；前記Ｃ
ＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング
部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉｉ）前記
ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌクレオチド
配列を含むテンプレーティング部位を含み；前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記
ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片
は、延長されて前記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を
生成し、延長二量体を形成し；前記延長鎖は、標識を含み；
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（Ｉｍｍｏｂ
ｉｌｉｚｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＩＯ）とハイブリダイズさせる段階で
あって；前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハ
イブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能なシグナルを提供し；及び（ｆ）前
記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；前記延長鎖の存在は、前記
ターゲット核酸配列の存在を示す。
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【００２０】
　本発明者らは、より改善された正確性及び便宜性を有し、特に、マルチプレックス方式
でターゲット配列を検出する新規な接近法を開発するために鋭意研究した。その結果、本
発明者らは、ターゲット配列の検出のための新規なプロトコルを定立し、この新規なプロ
トコルによれば、ターゲット検出は、プローブハイブリダイゼーション、５’核酸切断反
応及び延長を含む酵素反応及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼー
ションによって達成される。本発明のプロトコルは、固相でより改善された正確性及び便
宜性を有し、複数のターゲット配列を検出することができる。
【００２１】
　本発明は、プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）ハイブリダ
イゼーション；ＰＴＯの切断及び延長；及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイ
ブリダイゼーションを含む連続した段階を用いる。したがって、本発明は、ＰＴＯの切断
及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分
析と名付けられる。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明の特徴及び利点を要約すれば、次の通りである：
　（ａ）本発明は、まずＰＴＯをターゲット核酸配列とハイブリダイズさせ、人為的に選
択した配列を有するＣＴＯをテンプレートとして使うことによって、ターゲット－依存的
な方式で延長鎖を形成させ、最後に、前記延長鎖を固相に固定されたＩＯとハイブリダイ
ズさせる。すなわち、本発明は、ＰＴＯハイブリダイゼーション及び切断、ＣＴＯハイブ
リダイゼーション及び延長、及びＩＯハイブリダイゼーションを含む一連の反応を用いて
、本発明の特異性を非常に向上させる。
　（ｂ）固相は、制限された反応環境を提供することができるために、ターゲット核酸配
列及び固相基質上に固定されたオリゴヌクレオチド間の直接的なハイブリダイゼーション
は、効率的な反応結果が得られない。一方、本発明は、ターゲット核酸配列の関与なしに
、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションを用いるので、一般的または典型的な反応
条件下でより効率的に検出結果が得られる。このような利点は、より便利な方式で非常に
多様な特性を有する臨床試料の複数のターゲット核酸検出のための反応条件を確立可能に
し、擬陽性シグナルの発生を防止する。
　（ｃ）固相に固定されたＩＯは、標識を含まない。したがって、固相に固定された標識
オリゴヌクレオチドを長期保管する場合に発生する標識分解（ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）
の問題点がない。
　（ｄ）ターゲット核酸配列とプローブの直接的なハイブリダイゼーションを用いる従来
の方法で、プローブは、相補的な配列と競争する方式でターゲット核酸配列に結合する。
対照的に、本発明は、このような競争的なハイブリダイゼーションを避けることができる
。本発明は、ＰＴＯ及びＣＴＯの量を調節することによって、延長鎖のみがＣＴＯをテン
プレートとして用いて増幅され、これにより、延長鎖がＣＴＯの妨害なしに効率的にＩＯ
とハイブリダイズされることができるために、より効率的なプローブハイブリダイゼーシ
ョンが可能である。
　さらに、ターゲット核酸配列の一鎖とプローブの直接的なハイブリダイゼーションを用
いる従来の方法で、ターゲット核酸配列の反対側鎖の長さは、プローブの長さよりも相対
的に長い。したがって、より長い長さのプローブ（すなわち、より高いＴｍ値のプローブ
）を使って反対側鎖のハイブリダイゼーション競争力よりもプローブのハイブリダイゼー
ション競争力を向上させるのには限界がある。本発明で、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダ
イゼーションを抑制するＣＴＯの長さは、より短く調節される。したがって、ＩＯの長さ
を調節（すなわち、Ｔｍ値の調節）することによって、ＩＯのハイブリダイゼーション競
争力をＣＴＯのハイブリダイゼーション競争力よりも向上させうる。
　（ｅ）本発明は、固相でのシグナルをリアルタイム方式で検出し、かつ一定の温度範囲
で提供されるシグナル（例えば、メルティングカーブ分析）の検出も可能である。
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　（ｆ）本発明は、固相に固定されたオリゴヌクレオチドを用いるので、一種の蛍光標識
を使うとしても、複数のターゲット核酸配列を同時に検出することができる。
　（ｇ）ＰＴＯの５’－タギング部位の配列、ＣＴＯの配列及びＩＯの配列が、ターゲッ
ト核酸配列を考慮せずに選択可能であるということは注目すべき点である。これは、ＰＴ
Ｏの５’－タギング部位、ＣＴＯ及びＩＯのための配列プール（ｐｏｏｌ）をあらかじめ
デザインすることを可能にする。ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位は、必ずターゲッ
ト核酸配列を考慮して準備せねばならないが、ＣＴＯ及びＩＯは、ターゲット核酸配列に
ついての考慮や知識なしに既製作の方式で準備しうる。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１Ａ】ＰＣＥ－ＩＨ分析で利用されるプロービング・アンド・タギングオリゴヌクレ
オチド（ＰＴＯ）、キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオリゴヌクレオチド
（ＣＴＯ）及び固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）の図式的な構造を示す。特に、ＰＴＯ
、ＣＴＯ及びＩＯの３’末端は、その延長が防止されるようにブロッキングされる。
【図１Ｂ】ＰＣＥ－ＩＨ分析で利用されるプロービング・アンド・タギングオリゴヌクレ
オチド（ＰＴＯ）、キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオリゴヌクレオチド
（ＣＴＯ）及び固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）の図式的な構造を示す。特に、ＰＴＯ
、ＣＴＯ及びＩＯの３’末端は、その延長が防止されるようにブロッキングされる。
【図２】ＰＴＯから放出された断片に結合された単一標識を用いるＰＣＥ－ＩＨ分析の一
具現例を図式的に示す。ＩＯは、延長鎖の延長配列に相補的な配列を含む。
【図３】延長鎖に挿入される標識を用いるＰＣＥ－ＩＨ分析の一具現例を図式的に示す。
【図４】Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅのゲノムＤＮＡの存在を分析する
ためにＰＴＯの５’末端に結合された単一標識を用いるＰＣＥ－ＩＨ分析の結果を示す。
ターゲット核酸配列が存在する場合、固相基質上で蛍光シグナルが検出された。
【図５Ａ】延長鎖とＩＯのハイブリダイゼーションに対するＣＴＯの影響に対する結果を
示す。
【図５Ｂ】延長鎖とＩＯのハイブリダイゼーションに対するＣＴＯの影響に対する結果を
示す。
【図６Ａ】ＰＴＯ対ＣＴＯの多様なｍｏｌ比を用いたＰＣＥ－ＩＨ分析の結果を示す。
【図６Ｂ】ＰＴＯ対ＣＴＯの多様なｍｏｌ比を用いたＰＣＥ－ＩＨ分析の結果を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明をより詳細に説明すれば、次の通りである：
　段階（ａ）：アップストリームオリゴヌクレオチド及びＰＴＯとターゲット核酸配列と
のハイブリダイゼーション
　本発明によれば、ターゲット核酸配列を、まずアップストリームオリゴヌクレオチド及
びプロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせ
る。
【００２５】
　本明細書で使われる用語“ターゲット核酸”、“ターゲット核酸配列”、または“ター
ゲット配列”は、検出しようとする核酸配列を意味し、これは、ハイブリダイゼーション
、アニーリング、または増幅条件下で、プローブまたはプライマーとアニーリングまたは
ハイブリダイズされる。
【００２６】
　本明細書で使われる用語“プローブ（ｐｒｏｂｅ）”は、ターゲット核酸配列に実質的
に相補的な部位または部位を含む一本鎖核酸分子を意味する。
【００２７】
　本明細書で使われる用語“プライマー（ｐｒｉｍｅｒ）”は、核酸鎖（テンプレート）
に相補的なプライマー延長産物の合成が誘導される条件下で、すなわち、ヌクレオチドと
ＤＮＡ重合酵素のような重合剤の存在時に、そして、適した温度とｐＨとで合成の開始点
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として作用するオリゴヌクレオチドを意味する。
【００２８】
　特定の具現例で、プローブ及びプライマーは、一本鎖デオキシリボヌクレオチド分子で
ある。本発明で利用されるプローブまたはプライマーは、天然（ｎａｔｕｒａｌｌｙ　ｏ
ｃｃｕｒｒｉｎｇ）ｄＮＭＰ（すなわち、ｄＡＭＰ、ｄＧＭＰ、ｄＣＭＰ、及びｄＴＭＰ
）、変形ヌクレオチドまたは非天然ヌクレオチドを含みうる。また、プローブまたはプラ
イマーは、リボヌクレオチドを含みうる。
【００２９】
　プライマーは、重合剤の存在下で延長産物の合成をプライミングさせることができる程
度に十分に長くなければならない。プライマーの正確な長さは、例えば、温度、応用分野
及びプライマーのソース（ｓｏｕｒｃｅ）を含んだ多くの因子によって決定される。本明
細書で使われる用語“アニーリング”または“プライミング”は、テンプレート核酸にオ
リゴデオキシヌクレオチドまたは核酸が並置（ａｐｐｏｓｉｔｉｏｎ）されることを意味
し、前記並置は、重合酵素がヌクレオチドを重合させて、鋳型核酸またはその一部に相補
的な核酸分子を形成させる。
【００３０】
　本明細書で使われる用語“ハイブリダイズ”は、相補的な一本鎖核酸が二本鎖核酸を形
成することを意味する。ハイブリダイゼーションは、完全に一致するか、一部のミスマッ
チで実質的に一致する２つの核酸鎖間で起こりうる。ハイブリダイゼーションのための相
補性は、ハイブリダイゼーション条件、特に、温度によって変わりうる。
【００３１】
　ターゲット核酸配列とアップストリームオリゴヌクレオチド及びＰＴＯとのハイブリダ
イゼーションは、最適化手続きによって一般的に決定される適したハイブリダイゼーショ
ン条件下で実施される。温度、成分の濃度、ハイブリダイゼーション及び洗浄回数、バッ
ファ成分、及びこれらのｐＨ及びイオン強度のような条件は、オリゴヌクレオチド（アッ
プストリームオリゴヌクレオチド及びＰＴＯ）の長さと、ＧＣ含量及びターゲットヌクレ
オチド配列を含んだ多様な因子によって変わりうる。例えば、相対的に短いオリゴヌクレ
オチドを用いる場合、低い厳格条件を選択することが望ましい。ハイブリダイゼーション
のための詳細な条件は、文献［Ｊｏｓｅｐｈ　Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒ
ｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（２００１）；及びＭ．Ｌ．Ｍ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ　Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ　Ｉｎｃ．Ｎ．Ｙ．（１９９９）］で確認することができる。
【００３２】
　用語“アニーリング”と“ハイブリダイズ”は、差がなく、本明細書で混用されて使わ
れる。
【００３３】
　アップストリームオリゴヌクレオチド及びＰＴＯは、ターゲット核酸配列に相補的なハ
イブリダイジングヌクレオチド配列を有する。本明細書で使われる用語“相補的”は、所
定のアニーリング条件または厳格条件下でプライマーまたはプローブがターゲット核酸配
列に選択的にハイブリダイズされるほどに十分に相補的であることを意味し、用語“実質
的に相補的（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）”及び“完全
に相補的（ｐｅｒｆｅｃｔｌｙ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）”であることをいずれも
包括する意味を有し、例えば、完全に相補的であることを意味する。
【００３４】
　前記ＰＴＯの５’－タギング部位は、ターゲット核酸配列に非相補的なヌクレオチド配
列を含む。本明細書で使われる用語“非相補的（ｎｏｎ－ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ）
”は、所定のアニーリング条件または厳格条件下でプライマーまたはプローブがターゲッ
ト核酸配列に選択的にハイブリダイズされないほどに十分に非相補的であることを意味し
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、用語“実質的に非相補的（ｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ　ｎｏｎ－ｃｏｍｐｌｅｍｅｎ
ｔａｒｙ）”及び“完全に非相補的（ｐｅｒｆｅｃｔｌｙ　ｎｏｎ－ｃｏｍｐｌｅｍｅｎ
ｔａｒｙ）”であることをいずれも包括する意味を有し、例えば、完全に非相補的である
ことを意味する。
【００３５】
　例えば、ＰＴＯの５’－タギング部位と関連して使われる用語“非相補的”は、所定の
アニーリング条件または厳格条件下で前記５’－タギング部位がターゲット核酸配列に選
択的にハイブリダイズされないほどに十分に非相補的であることを意味し、用語“実質的
に非相補的”及び“完全に非相補的”であることをいずれも包括する意味を有し、例えば
、完全に非相補的であることを意味する。
【００３６】
　本明細書で使われる用語“プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴ
Ｏ）”は、（ｉ）プローブの役割をする３’－ターゲッティング部位；及び（ｉｉ）ター
ゲット核酸配列とハイブリダイゼーションされた後、ＰＴＯから核酸切断（ｎｕｃｌｅｏ
ｌｙｔｉｃａｌｌｙ）方式で放出される、ターゲット核酸配列に非相補的なヌクレオチド
配列を含む５’－タギング部位を含むオリゴヌクレオチドを意味する。前記ＰＴＯで５’
－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位は、５’→３’順序で位置しなければな
らない。ＰＴＯは、図１に図式的に例示されている。
【００３７】
　一具現例で、前記段階（ａ）でハイブリダイゼーションは、前記３’－ターゲッティン
グ部位が前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、前記５’－タギング部位が前記
ターゲット核酸配列にハイブリダイズされない厳格条件下で実施される。
【００３８】
　前記ＰＴＯは、如何なる特定の長さを有することを要求しない。例えば、ＰＴＯの長さ
は、１５～１５０ヌクレオチド、１５～１００ヌクレオチド、１５～８０ヌクレオチド、
１５～６０ヌクレオチド、１５～４０ヌクレオチド、２０～１５０ヌクレオチド、２０～
１００ヌクレオチド、２０～８０ヌクレオチド、２０～６０ヌクレオチド、２０～５０ヌ
クレオチド、３０～１５０ヌクレオチド、３０～１００ヌクレオチド、３０～８０ヌクレ
オチド、３０～６０ヌクレオチド、３０～５０ヌクレオチド、３５～１００ヌクレオチド
、３５～８０ヌクレオチド、３５～６０ヌクレオチド、または３５～５０ヌクレオチドで
あり得る。前記ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位は、それがターゲット核酸配列と特
異的にハイブリダイズされる限り、如何なる長さも可能である。例えば、ＰＴＯの３’－
ターゲッティング部位は、１０～１００ヌクレオチド、１０～８０ヌクレオチド、１０～
５０ヌクレオチド、１０～４０ヌクレオチド、１０～３０ヌクレオチド、１５～１００ヌ
クレオチド、１５～８０ヌクレオチド、１５～５０ヌクレオチド、１５～４０ヌクレオチ
ド、１５～３０ヌクレオチド、２０～１００ヌクレオチド、２０～８０ヌクレオチド、２
０～５０ヌクレオチド、２０～４０ヌクレオチド、または２０～３０ヌクレオチドの長さ
を有しうる。前記５’－タギング部位は、それがＣＴＯのキャプチャリング部位に特異的
にハイブリダイズされて延長される限り、如何なる長さも可能である。例えば、前記ＰＴ
Ｏの５’－タギング部位は、５～５０ヌクレオチド、５～４０ヌクレオチド、５～３０ヌ
クレオチド、５～２０ヌクレオチド、１０～５０ヌクレオチド、１０～４０ヌクレオチド
、１０～３０ヌクレオチド、１０～２０ヌクレオチド、１５～５０ヌクレオチド、１５～
４０ヌクレオチド、１５～３０ヌクレオチド、または１５～２０ヌクレオチドの長さを有
しうる。
【００３９】
　前記ＰＴＯの３’末端は、３’－ＯＨターミナル（ｔｅｒｍｉｎａｌ）を有することも
ある。特定の具現例で、ＰＴＯの３’末端は、その延長が防止されるようにブロッキング
される。
【００４０】
　前記ブロッキングは、従来の方法によって達成されうる。例えば、ブロッキングは、最
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後のヌクレオチドの３’－ヒドロキシル基に、ビオチン、標識、ホスフェート基、アルキ
ル基、非ヌクレオチドリンカー、ホスホロチオエート、またはアルカンジオールのような
化学的モイエティ（ｍｏｉｅｔｙ）を付け加えて実施することができる。択一的に、ブロ
ッキングは、最後のヌクレオチドの３’－ヒドロキシル基を除去するか、またはデオキシ
ヌクレオチドのように３’－ヒドロキシル基のないヌクレオチドを用いて実施することが
できる。
【００４１】
　択一的に、前記ＰＴＯが、ヘアピン構造を有するようにデザインすることができる。
【００４２】
　前記ＰＴＯの５’－タギング部位及びターゲット核酸配列間の非ハイブリダイゼーショ
ンは、特定ハイブリダイゼーション条件下で前記ＰＴＯの５’－タギング部位及びターゲ
ット核酸配列間に安定した二本鎖を形成しないことを意味する。本発明の一具現例によれ
ば、前記ターゲット核酸配列とのハイブリダイゼーションに関与しない前記ＰＴＯの５’
－タギング部位は、一本鎖を形成する。
【００４３】
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ＰＴＯのアップストリームに位置す
る。
【００４４】
　また、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされたアップストリームオリゴヌクレ
オチドまたはその延長鎖は、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素による前記ＰＴＯの切断
を誘導する。
【００４５】
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドによるＰＴＯの切断の誘導は、２つの方式で
達成されうる：（ｉ）アップストリームオリゴヌクレオチド延長－独立的切断誘導；及び
（ｉｉ）アップストリームオリゴヌクレオチド延長－依存的切断誘導。
【００４６】
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドが、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素
による前記ＰＴＯの切断の誘導に十分な程度に前記ＰＴＯに近接して位置する場合、前記
アップストリームオリゴヌクレオチドに結合した前記酵素は、延長反応なしに前記ＰＴＯ
を切断する。一方、前記アップストリームオリゴヌクレオチドが、前記ＰＴＯと離隔して
位置する場合、重合酵素活性を有する酵素（例えば、鋳型－依存的重合酵素）は、前記ア
ップストリームオリゴヌクレオチド（例えば、アップストリームプライマー）の延長を促
進させ、前記延長産物に結合された５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、ＰＴＯを切断
する。
【００４７】
　したがって、前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、２つの方式で前記ＰＴＯに
対して相対的に位置しうる。前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、延長－独立し
た方式で前記ＰＴＯの切断の誘導に十分な程度にＰＴＯに近接して位置しうる。択一的に
、前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、延長－依存的な方式で前記ＰＴＯの切断
の誘導に十分な程度に前記ＰＴＯと離隔して位置しうる。
【００４８】
　本明細書で、地点（ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ）または位置（ｌｏｃａｔｉｏｎｓ）を言及し
ながら使われる用語“近接（ａｄｊａｃｅｎｔ）”は、アップストリームオリゴヌクレオ
チドがＰＴＯの３’－ターゲッティング部位に近接して位置して、ニック（ｎｉｃｋ）を
形成することを意味する。また、前記用語は、アップストリームオリゴヌクレオチドがＰ
ＴＯの３’－ターゲッティング部位から１～３０ヌクレオチド、１～２０ヌクレオチド、
または１～１５ヌクレオチド離隔して位置することを意味する。
【００４９】
　本明細書で、地点または位置を言及しながら使われる用語“離隔（ｄｉｓｔａｎｔ）”
は、延長反応が起こるのに十分な程度の如何なる地点または位置を含む。
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【００５０】
　一具現例によれば、前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、延長－依存的な方式
でＰＴＯの切断の誘導に十分な程度にＰＴＯと離隔して位置する。
【００５１】
　一具現例によれば、前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、アップストリームプ
ライマーまたはアップストリームプローブである。前記アップストリームプライマーは、
延長－独立的切断誘導または延長－依存的切断に適し、前記アップストリームプローブは
、延長－独立的切断誘導に適している。
【００５２】
　択一的に、前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、ＰＴＯの３’－ターゲッティ
ング部位の５’－一部と部分的に重なる配列（ｐａｒｔｉａｌ－ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ　
ｓｅｑｕｅｎｃｅ）を有しうる。特定の具現例で、前記重なる配列は、１～１０ヌクレオ
チド、１～５ヌクレオチド、または１～３ヌクレオチドの長さである。前記アップストリ
ームオリゴヌクレオチドが、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’－一部と部分的
に重なる配列を有する場合、段階（ｂ）の切断反応で３’－ターゲッティング部位は、５
’－タギング部位と共に部分的に切断される。また、前記重なる配列は、３’－ターゲッ
ティング部位の所望のサイト（ｓｉｔｅ）を切断させる。
【００５３】
　一具現例によれば、前記アップストリームプライマーは、その延長鎖を通じて５’ヌク
レアーゼ活性を有する酵素によるＰＴＯの切断を誘導する。
【００５４】
　アップストリームオリゴヌクレオチドがターゲット核酸配列にハイブリダイズされたＰ
ＴＯの切断を誘導して、ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を
含む断片が放出される限り、アップストリームオリゴヌクレオチドによる切断反応に関す
る従来技術が、本発明に適用可能である。例えば、米国特許第５，２１０，０１５号、第
５，４８７，９７２号、第５，６９１，１４２号、第５，９９４，０６９号、第７，３８
１，５３２号、及び米国出願公開番号第２００８－０２４１８３８号を、本発明に適用す
ることができる。
【００５５】
　一具現例によれば、本発明の方法は、ダウンストリームプライマーの存在下で実施され
る。前記ダウンストリームプライマーは、ＰＴＯにハイブリダイズされるターゲット核酸
配列を追加的に生成させて、ターゲット検出の敏感度を向上させる。
【００５６】
　一具現例によれば、前記アップストリームプライマー及び前記ダウンストリームプライ
マーを用いる場合、プライマーの延長のために、鋳型－依存的核酸重合酵素が追加的に使
われる。
【００５７】
　一具現例によれば、前記アップストリームオリゴヌクレオチド（アップストリームプラ
イマーまたはアップストリームプローブ）、前記ダウンストリームプライマー及び前記Ｐ
ＴＯの５’－タギング部位は、本発明者によって開発された二重プライミングオリゴヌク
レオチド（Ｄｕａｌ　Ｐｒｉｍｉｎｇ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ＤＰＯ）構造
を有する。前記ＤＰＯ構造を有するオリゴヌクレオチドは、従来のプライマー及びプロー
ブに比べて、非常に改善されたターゲット特異性を示す（参照：ＷＯ　２００６／０９５
９８１；Ｃｈｕｎら、Ｄｕａｌ　ｐｒｉｍｉｎｇ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓ
ｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｓ
ｐｉｒａｔｏｒｙ　ｖｉｒｕｓｅｓ　ａｎｄ　ＳＮＰ　ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ　ｏｆ　Ｃ
ＹＰ２Ｃ１９　ｇｅｎｅ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，３５：６ｅ４
０（２００７））。
【００５８】
　一具現例によれば、前記ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位は、本発明者によって開
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発された変形二重特異性オリゴヌクレオチド（ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｄｕａｌ　Ｓｐｅｃｉ
ｆｉｃｉｔｙ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ｍＤＳＯ）構造を有する。前記変形二
重特異性オリゴヌクレオチド（ｍＤＳＯ）構造は、従来のプローブに比べて、非常に改善
されたターゲット特異性を示す（参照：ＷＯ　２０１１／０２８０４１）。
【００５９】
　段階（ｂ）：ＰＴＯの切断から断片の放出
　引き続き、前記ＰＴＯの切断のための条件下で前記段階（ａ）の結果物を５’ヌクレア
ーゼ活性を有する酵素に接触させる。前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされたＰ
ＴＯは、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素によって切断されて、前記ＰＴＯの５’－タ
ギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出する。
【００６０】
　本明細書で使われる用語“ＰＴＯの切断のための条件”は、５’ヌクレアーゼ活性を有
する酵素によってターゲット核酸配列にハイブリダイズされたＰＴＯが切断されるのに十
分な条件、例えば、温度、ｐＨ、イオン強度、バッファ、オリゴヌクレオチドの長さ及び
配列、そして、酵素を意味する。例えば、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素としてＴａ
ｑ　ＤＮＡ重合酵素が利用される場合、ＰＴＯの切断のための条件は、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
バッファ、ＫＣｌ、ＭｇＣｌ２、及び温度を含む。
【００６１】
　前記ＰＴＯが、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされる場合、その３’－ター
ゲッティング部位は、ハイブリダイゼーションに関与し、５’－タギング部位は、ターゲ
ット核酸配列にハイブリダイゼーションされず、一本鎖を形成する（参照：図２）。この
ように、一本鎖及び二本鎖構造いずれもを含むオリゴヌクレオチドは、当業者に知られた
多様な技術によって５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素を用いて切断されうる。
【００６２】
　前記ＰＴＯの切断サイトは、アップストリームオリゴヌクレオチド（アップストリーム
プローブまたはアップストリームプライマー）の種類、アップストリームオリゴヌクレオ
チドのハイブリダイゼーションサイト及び切断条件によって変わる（参照：米国特許第５
，２１０，０１５号、第５，４８７，９７２号、第５，６９１，１４２号、第５，９９４
，０６９号、及び第７，３８１，５３２号、または米国出願公開番号第２００８－０２４
１８３８号）。
【００６３】
　前記ＰＴＯの切断反応のために、多数の従来技術が利用され、５’－タギング部位また
は５’－タギング部位の一部を含む断片を放出する。
【００６４】
　簡略に、段階（ｂ）で、３種の切断サイトが存在することができる。最初の切断サイト
は、ＰＴＯのハイブリダイゼーション部位（３’－ターゲッティング部位）及び非ハイブ
リダイゼーション部位（５’－タギング部位）間のジャンクション位置（ｊｕｎｃｔｉｏ
ｎ　ｓｉｔｅ）である。二番目の切断サイトは、ＰＴＯの５’－タギング部位の３’末端
から３’－方向に幾つかのヌクレオチドほど離隔して位置するサイトである。前記二番目
の切断サイトは、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部に位置する。三
番目の切断サイトは、ＰＴＯの５’－タギング部位の３’末端から５’－方向に幾つかの
ヌクレオチドほど離隔して位置するサイトである。
【００６５】
　一具現例によれば、アップストリームプライマーの延長時に、５’ヌクレアーゼ活性を
有する鋳型－依存的重合酵素によるＰＴＯの切断のための初期サイト（ｉｎｉｔｉａｌ　
ｓｉｔｅ）は、ＰＴＯ及びターゲット核酸配列間の二本鎖の開始点（ｓｔａｒｔｉｎｇ　
ｐｏｉｎｔ）またはその開始点から１～３ヌクレオチドほど離隔した位置である。
【００６６】
　このような観点で、本明細書で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素によるＰＴＯの切
断と関連して使われる用語“ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部位の一
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部を含む断片”は、（ｉ）５’－タギング部位、（ｉｉ）５’－タギング部位、及び３’
－ターゲッティング部位の５’末端の一部、及び（ｉｉｉ）５’－タギング部位の一部を
含む意味として使われる。また、本明細書で、“ＰＴＯの５’－タギング部位または５’
－タギング部位の一部を含む断片”は、“断片”または“ＰＴＯ断片”と表現される。
【００６７】
　一具現例によれば、前記ＰＴＯは、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素による切断に対
して耐性を有する１つのブロッカーを含むブロッカー部位を有し、前記ブロッカー部位は
、初期切断サイト及び／または連続した切断の調節に利用される。一具現例によれば、前
記ＰＴＯは、ブロッカーとして５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素による切断に対して耐
性を有する少なくとも１つのヌクレオチドを含むブロッカー部位を有する。例えば、前記
ＰＴＯのハイブリダイゼーション部位（３’－ターゲッティング部位）及び非ハイブリダ
イゼーション部位（５’－タギング部位）間のジャンクション位置で切断を誘導するため
に、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部は、ブロッカーでブロッキン
グされうる。前記ブロッカー部位に含まれるブロッカーの個数は、制限されず、１～１０
、２～１０、３～８、または３～６ブロッカーを含む。ＰＴＯに存在するブロッカーは、
連続または不連続方式で存在し、望ましくは、連続した方式である。ブロッカーとして５
’→３’エキソヌクレアーゼ活性に対して耐性を有するバックボーンを含むヌクレオチド
は、当業者に知られた如何なるものも含む。例えば、前記ヌクレオチドは、多様なホスホ
ロチオエート結合、ホスホネート結合、ホスホロアミダート結合、及び２’－カーボーハ
イドレート変形を含む。一具現例によれば、５’→３’エキソヌクレアーゼに対して耐性
を有するバックボーンを含むヌクレオチドは、ホスホロチオエート結合、アルキルホスホ
トリエステル結合、アリールホスホトリエステル結合、アルキルホスホネート結合、アリ
ールホスホネート結合、ハイドロゲンホスホネート結合、アルキルホスホロアミダート結
合、アリールホスホロアミダート結合、ホスホロセレネート結合、２’－Ｏ－アミノプロ
ピル変形、２’－Ｏ－アルキル変形、２’－Ｏ－アリル変形、２’－Ｏ－ブチル変形、α
－アノマーオリゴデオキシヌクレオチド、及び１－（４’－チオ－β－Ｄ－リボフラノシ
ル）変形を含む。
【００６８】
　一具現例によれば、ブロッカーとしてヌクレオチドは、ロック核酸（ｌｏｃｋｅｄ　ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ；ＬＮＡ）を含む。
【００６９】
　ＰＴＯの５’－タギング部位の一部、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’末端
の一部、及びＣＴＯのキャプチャリング部位の５’末端の一部のように、ＰＴＯまたはＣ
ＴＯと関連して使われる用語“一部（ｐａｒｔ）”は、１～４０、１～３０、１～２０、
１～１５、１～１０、または１～５ヌクレオチド、望ましくは、１、２、３、または４ヌ
クレオチドで構成されたヌクレオチド配列を意味する。
【００７０】
　一具現例によれば、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、５’ヌクレアーゼ活性
を有するＤＮＡ重合酵素またはＦＥＮヌクレアーゼであり、望ましくは、５’ヌクレアー
ゼ活性を有する熱安定性ＤＮＡ重合酵素またはＦＥＮヌクレアーゼである。
【００７１】
　本発明で、５’ヌクレアーゼ活性を有する適したＤＮＡ重合酵素は、多様なバクテリア
種から得た熱安定性ＤＮＡ重合酵素であり、これは、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕ
ｓ（Ｔａｑ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ
　ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ、Ｔｈｅｒｍｉｓ　ｆｌａｖｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　
ｌｉｔｅｒａｌｉｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｎｔｒａｎｉｋｉａｎｉｉ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　
ｃａｌｄｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｃｈｌｉａｒｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕ
ｓ　ｆｌａｖｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｉｇｎｉｔｅｒｒａｅ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｌａｃｔ
ｅｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｏｓｈｉｍａｉ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｒｕｂｅｒ、Ｔｈｅｒｍｕ
ｓ　ｒｕｂｅｎｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｃｏｔｏｄｕｃｔｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｉｌ
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ｖａｎｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐｅｃｉｅｓ　Ｚ０５、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐｅｃｉｅ
ｓ　ｓｐｓ　１７、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ
　ｍａｒｉｔｉｍａ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ、Ｔｈｅｒｍｏｓ
ｉｐｈｏ　ａｆｒｉｃａｎｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓ、Ｔｈ
ｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｂａｒｏｓｓｉ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｇｏｒｇｏｎａｒ
ｉｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅａｐｏ
ｌｉｔａｎａ、Ｔｈｅｒｍｏｓｉｐｈｏａｆｒｉｃａｎｕｓ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｗ
ｏｅｓｅｉ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａ
ｂｙｓｓｉ、Ｐｙｒｏｄｉｃｔｉｕｍ　ｏｃｃｕｌｔｕｍ、Ａｑｕｉｆｅｘ　ｐｙｒｏｐ
ｈｉｌｕｓ、及びＡｑｕｉｆｅｘ　ａｅｏｌｉｅｕｓを含む。特定の具現例で、熱安定性
ＤＮＡ重合酵素は、Ｔａｑ重合酵素である。
【００７２】
　択一的に、本発明は、減少した重合酵素活性を有するように変形された、５’ヌクレア
ーゼ活性を有するＤＮＡ重合酵素を使うことができる。
【００７３】
　一具現例によれば、使われるＦＥＮ（ｆｌａｐ　ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ）ヌクレア
ーゼは、５’フラップ－特異的ヌクレアーゼ（５’ｆｌａｐ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｎｕｃ
ｌｅａｓｅ）である。
【００７４】
　本発明で適したＦＥＮヌクレアーゼは、Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ　ｓｏｌｆａｔａｒｉｃ
ｕｓ、Ｐｙｒｏｂａｃｕｌｕｍ　ａｅｒｏｐｈｉｌｕｍ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌ
ｉｔｏｒａｌｉｓ、Ａｒｃｈａｅａｇｌｏｂｕｓ　ｖｅｎｅｆｉｃｕｓ、Ａｒｃｈａｅａ
ｇｌｏｂｕｓ　ｐｒｏｆｕｎｄｕｓ、Ａｃｉｄｉａｎｕｓ　ｂｒｉｅｒｌｙｉ、Ａｃｉｄ
ｉａｎｕｓ　ａｍｂｉｖａｌｅｎｓ、Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｃｏｃｃｕｓ　ａｍｙｌｏｌｙ
ｔｉｃｕｓ、Ｄｅｓｕｌｆｕｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｏｂｉｌｉｓ、Ｐｙｒｏｄｉｃｔｉｕ
ｍ　ｂｒｏｃｋｉｉ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｇｏｒｇｏｎａｒｉｕｓ、Ｔｈｅｒｍ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｚｉｌｌｉｇｉｉ、Ｍｅｔｈａｎｏｐｙｒｕｓ　ｋａｎｄｌｅｒｉ、Ｍ
ｅｔｈａｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｉｇｎｅｕｓ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｏｒｉｋｏｓｈｉ
ｉ、Ａｅｒｏｐｙｒｕｍ　ｐｅｒｎｉｘ、及びＡｒｃｈａｅａｇｌｏｂｕｓ　ｖｅｎｅｆ
ｉｃｕｓを含む、多様なバクテリア種から得たＦＥＮヌクレアーゼを含む。
【００７５】
　前記段階（ａ）でアップストリームプライマーを用いる場合、ＰＴＯの切断のための条
件は、アップストリームプライマーの延長反応を含みうる。
【００７６】
　一具現例によれば、前記段階（ａ）でアップストリームプライマーが使われ、前記アッ
プストリームプライマーの延長のために、鋳型－依存的重合酵素が使われ、前記鋳型－依
存的重合酵素は、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素と同一である。
【００７７】
　選択的に、前記段階（ａ）でアップストリームプライマーが使われ、前記アップストリ
ームプライマーの延長のために、鋳型－依存的重合酵素が使われ、前記鋳型－依存的重合
酵素は、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素と異なる。
【００７８】
　段階（ｃ）：ＰＴＯから放出された断片とＣＴＯとのハイブリダイゼーション
　前記ＰＴＯから放出された断片は、キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオ
リゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズされる。
【００７９】
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギ
ング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉｉ）
ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌクレオチド
配列を含むテンプレーティング部位を含む。
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【００８０】
　前記ＣＴＯは、ＰＴＯから放出された断片の延長のためのテンプレートとして役割を果
たす。プライマーとして作用する前記断片は、前記ＣＴＯにハイブリダイズされ、延長さ
れて延長二量体を形成する。
【００８１】
　前記テンプレーティング部位は、ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティ
ング部位に非相補的な限り、如何なる配列も含みうる。また、テンプレーティング部位は
、ＰＴＯから放出された断片の延長のためのテンプレートとしての役割ができる限り、如
何なる配列も含みうる。
【００８２】
　前述したように、ＰＴＯの５’－タギング部位を有する断片が放出される場合、前記Ｃ
ＴＯのキャプチャリング部位は、５’－タギング部位に相補的なヌクレオチド配列を含む
ようにデザインされうる。５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位の５’末
端の一部を有する断片が放出される場合、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位は、５’－
タギング部位及び３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部に相補的なヌクレオチド
配列を含むようにデザインされうる。ＰＴＯの５’－タギング部位の一部を有する断片が
放出される場合、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位は、５’－タギング部位の一部に相
補的なヌクレオチド配列を含むようにデザインされうる。
【００８３】
　さらに、ＰＴＯの切断サイトを予想することによって、ＣＴＯのキャプチャリング部位
をデザインすることができる。例えば、ＣＴＯのキャプチャリング部位が５’－タギング
部位に相補的なヌクレオチド配列を含むようにデザインする場合、５’－タギング部位の
一部を有する断片、または５’－タギング部位を有する断片は、キャプチャリング部位と
ハイブリダイズされて延長されうる。５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部
位の５’末端の一部を含む断片が放出される場合、前記断片は、５’－タギング部位に相
補的なヌクレオチド配列を含むようにデザインされたＣＴＯのキャプチャリング部位にハ
イブリダイズされ、前記断片の３’末端部位にミスマッチヌクレオチドが存在するにも拘
らず、成功的に延長されうる。これは、プライマーの３’末端が一部のミスマッチヌクレ
オチド（例えば、１～３ミスマッチヌクレオチド）を含むにも拘らず、プライマーが反応
条件によって延長されるためである。
【００８４】
　５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部を含む断片が放
出される場合、ＣＴＯのキャプチャリング部位の５’末端の一部（参照：図１）は、前記
切断された３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部に相補的なヌクレオチド配列を
有するようにデザインされ、ミスマッチヌクレオチドと関連した問題を解決することがで
きる（参照：図１）。
【００８５】
　一具現例で、前記切断された３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部に相補的な
ＣＴＯのキャプチャリング部位の５’末端の一部のヌクレオチド配列は、ＰＴＯの３’－
ターゲッティング部位上の予想される切断サイトによって選択されうる。前記切断された
３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部に相補的なＣＴＯのキャプチャリング部位
の５’末端の一部のヌクレオチド配列は、１～１０ヌクレオチド、１～５ヌクレオチド、
または１～３ヌクレオチドの長さを有しうる。
【００８６】
　前記ＣＴＯの３’末端は、前記断片とのハイブリダイゼーションに関与しない追加的な
ヌクレオチドを含みうる。また、前記断片と安定してハイブリダイズされる限り、ＣＴＯ
のキャプチャリング部位は、前記断片の一部（例えば、断片の３’末端部位を含む断片の
一部）にのみ相補的なヌクレオチド配列を含みうる。
【００８７】
　本明細書で使われる用語“５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部に相補
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的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位”は、前述したように、ＣＴＯのキャ
プチャリング部位の多様なデザイン及び組成を含むものと本願に記載される。
【００８８】
　前記ＣＴＯは、ヘアピン構造を有するようにデザインされうる。
【００８９】
　前記ＣＴＯの長さは、多様であり得る。例えば、前記ＣＴＯは、６～１０００ヌクレオ
チド、６～５００ヌクレオチド、６～３００ヌクレオチド、６～１００ヌクレオチド、６
～８０ヌクレオチド、６～６０ヌクレオチド、６～４０ヌクレオチド、１５～１０００ヌ
クレオチド、１５～５００ヌクレオチド、１５～３００ヌクレオチド、１５～１００ヌク
レオチド、１５～８０ヌクレオチド、１５～６０ヌクレオチド、１５～４０ヌクレオチド
、２０～１０００ヌクレオチド、２０～５００ヌクレオチド、２０～３００ヌクレオチド
、２０～１００ヌクレオチド、２０～８０ヌクレオチド、２０～６０ヌクレオチド、２０
～４０ヌクレオチド、３０～１０００ヌクレオチド、３０～５００ヌクレオチド、３０～
３００ヌクレオチド、３０～１００ヌクレオチド、３０～８０ヌクレオチド、３０～６０
ヌクレオチド、または３０～４０ヌクレオチドの長さである。前記ＣＴＯのキャプチャリ
ング部位は、ＰＴＯから放出された断片に特異的にハイブリダイズされる限り、如何なる
長さも有しうる。例えば、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位は、５～１００ヌクレオチ
ド、５～６０ヌクレオチド、５～４０ヌクレオチド、５～３０ヌクレオチド、５～２０ヌ
クレオチド、１０～１００ヌクレオチド、１０～６０ヌクレオチド、１０～４０ヌクレオ
チド、１０～３０ヌクレオチド、１０～２０ヌクレオチド、１５～１００ヌクレオチド、
１５～６０ヌクレオチド、１５～４０ヌクレオチド、１５～３０ヌクレオチド、または１
５～２０ヌクレオチドの長さである。前記ＣＴＯのテンプレーティング部位は、ＰＴＯか
ら放出された断片の延長でテンプレートとしての役割ができる限り、如何なる長さも有し
うる。例えば、前記ＣＴＯのテンプレーティング部位は、１～９００ヌクレオチド、１～
４００ヌクレオチド、１～３００ヌクレオチド、１～１００ヌクレオチド、１～８０ヌク
レオチド、１～６０ヌクレオチド、１～４０ヌクレオチド、２～２０ヌクレオチド、２～
９００ヌクレオチド、２～４００ヌクレオチド、２～３００ヌクレオチド、２～１００ヌ
クレオチド、２～８０ヌクレオチド、２～６０ヌクレオチド、２～４０ヌクレオチド、２
～２０ヌクレオチド、５～９００ヌクレオチド、５～４００ヌクレオチド、５～３００ヌ
クレオチド、５～１００ヌクレオチド、５～８０ヌクレオチド、５～６０ヌクレオチド、
５～４０ヌクレオチド、５～３０ヌクレオチド、１０～９００ヌクレオチド、１０～４０
０ヌクレオチド、１０～３００ヌクレオチド、１５～９００ヌクレオチド、１５～１００
ヌクレオチド、１５～８０ヌクレオチド、１５～６０ヌクレオチド、１５～４０ヌクレオ
チド、または１５～２０ヌクレオチドの長さである。
【００９０】
　前記ＣＴＯの３’末端は、３’－ＯＨターミナルを有しうる。具体的に、ＣＴＯの３’
末端は、その延長が防止されるようにブロッキングされる。ＣＴＯの非延長ブロッキング
は、従来の方法によって達成されうる。例えば、ブロッキングは、ＣＴＯの最後のヌクレ
オチドの３’－ヒドロキシル基に、ビオチン、標識、ホスフェート基、アルキル基、非ヌ
クレオチドリンカー、ホスホロチオエート、またはアルカンジオールのような化学的モイ
エティを追加して実施することができる。択一的に、ブロッキングは、最後のヌクレオチ
ドの３’－ヒドロキシル基を除去するか、またはデオキシヌクレオチドのように、３’－
ヒドロキシル基のないヌクレオチドを用いて実施することができる。
【００９１】
　前記ＰＴＯから放出された断片は、ＣＴＯとハイブリダイズされて、断片の延長に適し
た形態を提供する。また、非切断ＰＴＯが、その５’－タギング部位を通じてＣＴＯのキ
ャプチャリング部位とハイブリダイズされるとしても、ＰＴＯの３’－ターゲッティング
部位は、ＣＴＯとハイブリダイズされず、延長二量体の形成が防止される。
【００９２】
　前記段階（ｃ）でのハイブリダイゼーションは、前記段階（ａ）での説明を参照して詳
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細に説明される。
【００９３】
　段階（ｄ）：延長二量体を形成するための前記断片の延長
　前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施する。
前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前記
ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を形成し、これにより
、延長二量体を形成する。一方、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズさ
れた非切断されたＰＴＯは、延長されず、延長二量体も形成されない。
【００９４】
　前記延長鎖は、検出可能なシグナルを提供する標識を含む。
【００９５】
　本明細書で使われる用語“延長二量体（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｄｕｐｌｅｘ）”は、ＣＴ
Ｏのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた断片が鋳型－依存的核酸重合酵素とＣ
ＴＯのテンプレーティング部位をテンプレートとして用いて延長される延長反応によって
形成された二量体を意味する。
【００９６】
　本明細書で断片と共に使われる用語“延長鎖（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｔｒａｎｄ）”は
、断片及び断片の延長配列で構成された配列を意味する。本明細書で断片と共に使われる
用語“延長配列（ｅｘｔｅｎｄｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）”は、延長鎖で断片を除いた新
たに合成された配列を意味する。
【００９７】
　前記段階（ｄ）で利用される鋳型－依存的核酸重合酵素は、如何なる核酸重合酵素、例
えば、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡ重合酵素Ｉの“クレノウ（Ｋｌｅｎｏｗ）”断片、熱安定性
ＤＮＡ重合酵素及びバクテリオファージＴ７ＤＮＡ重合酵素を含みうる。具体的に、前記
重合酵素は、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ（Ｔａｑ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅ
ｒｍｏｐｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ、Ｔｈｅｒｍｉ
ｓ　ｆｌａｖｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｅｒａｌｉｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　
ａｎｔｒａｎｉｋｉａｎｉｉ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｃａｌｄｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕ
ｓ　ｃｈｌｉａｒｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａｖｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｉ
ｇｎｉｔｅｒｒａｅ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｌａｃｔｅｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｏｓｈｉｍａ
ｉ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｒｕｂｅｒ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｒｕｂｅｎｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓ
ｃｏｔｏｄｕｃｔｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｉｌｖａｎｕｓ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐｅｃ
ｉｅｓ　Ｚ０５、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｓｐｓ　１７、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔ
ｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏ
ｇａ　ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ、Ｔｈｅｒｍｏｓｉｐｈｏ　ａｆｒｉｃａｎｕｓ、Ｔｈｅ
ｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｂａｒｏｓｓｉ
、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｇｏｒｇｏｎａｒｉｕｓ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒ
ｉｔｉｍａ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ、Ｔｈｅｒｍｏｓｉｐｈｏ
　ａｆｒｉｃａｎｕｓ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ（Ｐｆｕ）、Ｐｙｒｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｗｏｅｓｅｉ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｏｒｉｋｏｓｈｉｉ、Ｐｙｒｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｂｙｓｓｉ、Ｐｙｒｏｄｉｃｔｉｕｍ　ｏｃｃｕｌｔｕｍ、Ａｑｕｉｆ
ｅｘ　ｐｙｒｏｐｈｉｌｕｓ、及びＡｑｕｉｆｅｘ　ａｅｏｌｉｅｕｓを含む、多様なバ
クテリア種から得られる熱安定性ＤＮＡ重合酵素である。より具体的には、前記鋳型－依
存的核酸重合酵素は、Ｔａｑ重合酵素である。
【００９８】
　一具現例によれば、前記段階（ｂ）で使われる５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、
段階（ｄ）で使われる鋳型－依存的核酸重合酵素と同一である。具体的には、前記段階（
ｂ）で使われる５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素、アップストリームプライマーの延長
のために使われる鋳型－依存的核酸重合酵素、及び段階（ｄ）で使われる鋳型－依存的核
酸重合酵素は、互いに同一である。



(23) JP 2016-524902 A 2016.8.22

10

20

30

40

50

【００９９】
　前記段階（ｄ）は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断
片が延長されて、前記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖
を生成し、延長二量体が形成される条件下で実施される。ターゲット核酸配列が存在しな
い場合、ＰＴＯは、切断されず、結局、延長二量体は形成されない。
【０１００】
　前記延長鎖は、検出可能なシグナルを提供する標識を含む。
【０１０１】
　本発明に利用される標識は、当業者に公知の多様な標識を含む。
【０１０２】
　一具現例によれば、前記延長鎖に含まれた標識は、（ｉ）ＰＴＯから放出された断片に
結合された単一標識、（ｉｉ）前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される標識、または
（ｉｉｉ）前記断片に結合された単一標識及び前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入され
る標識いずれもから由来の標識である。
【０１０３】
　本発明で使われた標識システムは、標識の種類及び標識されたオリゴヌクレオチドによ
って次のように分類されうる：
【０１０４】
　（ｉ）ＰＴＯ断片に結合された単一標識
　本発明は、単一標識を用いることによって、ターゲット核酸配列の存在を示す延長鎖の
存在に対するシグナルを提供することができる（参照：図２及び図３）。単一標識で標識
されたＰＴＯ断片は、ＣＴＯにハイブリダイズされ、ＣＴＯ上で延長されて延長鎖を生成
し、前記単一標識は、延長鎖に含まれる。引き続き、前記延長鎖が固相基質に固定された
ＩＯにハイブリダイズされて、固相基質上に検出可能なシグナルを提供した後、延長鎖の
存在を示すシグナルが検出される。
【０１０５】
　前記単一標識は、蛍光標識、発光標識、化学発光標識、電気化学標識、及び金属標識を
含む。
【０１０６】
　一具現例によれば、前記単一標識は、蛍光標識を含む。前記蛍光単一標識の種類は、下
記に敍述した相互作用的二重標識についての説明を参照して説明することができる。
【０１０７】
　前記標識は、従来の方法によってＰＴＯ（例えば、ＰＴＯの５’－タギング部位）に結
合されうる。例えば、前記標識は、少なくとも３つの炭素原子を含むスぺーサ（例えば、
３－カーボンスぺーサ、６－カーボンスぺーサ、または１２－カーボンスぺーサ）を通じ
てＰＴＯに結合されうる。一具現例によれば、ＰＴＯから放出されたＰＴＯ断片が単一標
識を含ませる限り、前記ＰＴＯ上の単一標識は、如何なるサイトにも位置しうる。一具現
例によれば、前記ＰＴＯ上の単一標識は、５’－タギング部位の如何なるサイトにも位置
し、例えば、５’－タギング部位の５’末端に位置しうる。
【０１０８】
　（ｉｉ）延長反応の間に延長鎖に挿入される標識
　一具現例によれば、本発明で使われる標識は、延長鎖に挿入される標識であり、ＣＴＯ
のテンプレーティング部位は、第１非天然塩基を含むヌクレオチドを含み、前記段階（ｄ
）の延長反応は、標識及び前記第１非天然塩基に対して特異的結合親和性を有する第２非
天然塩基を含むヌクレオチドの存在下で実施され、これにより、前記延長鎖に標識が挿入
される。
【０１０９】
　本明細書で使われる用語“非天然塩基（ｎｏｎ－ｎａｔｕｒａｌ　ｂａｓｅ）”は、ア
デニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）、シトシン（Ｃ）、及びウラシル（Ｕ）の
ような天然塩基の誘導体を意味し、これらは、水素－結合塩基対を形成しうる。本明細書
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で使われる用語“非天然塩基”は、母化合物（ｍｏｔｈｅｒ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）として
天然塩基と異なる塩基対パターン（例えば、水素結合パターン）を有する塩基を含み、例
えば、米国特許第５，４３２，２７２号、第５，９６５，３６４号、第６，００１，９８
３号、及び第６，０３７，１２０号に記載されている。非天然塩基間の塩基対は、天然塩
基と類似に２または３つの水素結合を含む。また、非天然塩基間の塩基対は、特定の方式
でも形成される。
【０１１０】
　非天然塩基の特定の例は、塩基対の組合せで次のような塩基を含む：ｉｓｏ－Ｃ／ｉｓ
ｏ－Ｇ、ｉｓｏ－ｄＣ／ｉｓｏ－ｄＧ、Ｋ／Ｘ、Ｈ／Ｊ、及びＭ／Ｎ（参照：米国特許第
７，４２２，８５０号）。
【０１１１】
　前記延長鎖に挿入される標識は、望ましくは、ヌクレオチド、より望ましくは、ヌクレ
オチドトリホスフェートに結合される。前記標識は、望ましくは、塩基に結合される。
【０１１２】
　例示された具現例を図３を参照して説明する。ターゲット核酸配列にハイブリダイズさ
れたＰＴＯから放出された断片は、ｉｓｏ－ｄＣを含むＣＴＯとハイブリダイズされ、蛍
光標識で標識されたｉｓｏ－ｄＧが延長反応の間にｉｓｏ－ｄＣの反対側に挿入されて延
長鎖に蛍光標識が導入される。引き続き、前記延長鎖が固相基質上に固定されたＩＯにハ
イブリダイズされて、固相基質上に検出可能なシグナルを提供し、延長鎖の存在を示すシ
グナルが検出される。
【０１１３】
　一具現例によれば、本発明で使われる標識は、延長鎖に挿入される標識であり、前記段
階（ｄ）の延長反応は、単一標識を含むヌクレオチドの存在下で実施され、これにより、
前記延長鎖に標識が挿入される。このような場合、単一標識を含むヌクレオチドの塩基の
種類及びＣＴＯのテンプレーティング部位の配列に依存的な方式で複数個の同じ単一標識
が延長鎖に挿入される。
【０１１４】
　（ｉｉｉ）ＰＴＯ断片の単一標識及び延長鎖に挿入される標識の組合せ
　一具現例によれば、本発明で使われる標識は、断片に結合された単一標識及び延長反応
の間に延長鎖に挿入される標識の組合せであり、前記単一標識及び前記挿入された標識は
、受容体（ａｃｃｅｐｔｏｒ）及び供与体（ｄｏｎｏｒ）の対を含む相互作用的二重標識
である。
【０１１５】
　例えば、蛍光単一標識（供与体）で標識された５’－タギング部位を含むＰＴＯは、タ
ーゲット核酸配列にハイブリダイズされた後に切断される。蛍光単一標識（供与体）を含
むＰＴＯ断片は、ｉｓｏ－ｄＣを含むＣＴＯにハイブリダイズされ、受容体で標識された
ｉｓｏ－ｄＧが延長反応の間にｉｓｏ－ｄＣの反対側に挿入されて延長鎖に受容体が導入
され、これにより、延長鎖上に相互作用的二重標識が形成される。引き続き、前記延長鎖
は、固相基質上に固定されたＩＯにハイブリダイズされ、供与体に対する励起光（ｅｘｃ
ｉｔａｔｉｏｎ　ｌｉｇｈｔ）を用いて照射させて、供与体から受容体へのエネルギー転
移を誘発し、これにより、受容体からのシグナル変化を誘導して、固相基質上に検出可能
なシグナルを提供する。
【０１１６】
　一具現例によれば、前記受容体及び供与体の対は、延長鎖がＩＯにハイブリダイズされ
る場合に、クエンチング（または、エネルギー転移）の誘導に適したサイトに位置する。
【０１１７】
　当業者に公知されている受容体及び供与体分子が、本発明で有用である。
【０１１８】
　適した蛍光分子及び受容体－供与体の対（例えば、レポーター－クエンチャー対）は、
次のように多様な文献に開示されている：Ｐｅｓｃｅら、ｅｄｉｔｏｒｓ，Ｆｌｕｏｒｅ
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ｓｃｅｎｃｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏ
ｒｋ，１９７１）；Ｗｈｉｔｅら、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ　
Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ（Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒ
ｋ，１９７０）；Ｂｅｒｌｍａｎ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
　Ｓｐｅｃｔｒａ　ｏｆ　Ａｒｏｍａｔｉｃ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉ
ｏｎ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７１）；Ｇｒｉｆｆｉｔ
ｈｓ，Ｃｏｌｏｒ　ＡＮＤ　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌｅｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７６）；Ｂｉｓ
ｈｏｐ，ｅｄｉｔｏｒ，Ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆ
ｏｒｄ，１９７２）；Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，１９９２）；Ｐｒｉｎｇｓｈｅｉｍ，Ｆｌｕｏｒｅ
ｓｃｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｅｓｃｅｎｃｅ（Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ　
Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９４９）；Ｈａｕｇｌａｎｄ，Ｒ．Ｐ．，
Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，６ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇ．，１９９６）；米国特許第３，９９６，３４５号、及び
第４，３５１，７６０号。
【０１１９】
　本発明で有用な供与体または受容体分子として蛍光標識は、当業者に知られた如何なる
分子も含みうる。その例は、次の通りである：Ｃｙ２ＴＭ（５０６）、ＹＯ－ＰＲＯＴＭ

－１（５０９）、ＹＯＹＯＴＭ－１（５０９）、Ｃａｌｃｅｉｎ（５１７）、ＦＩＴＣ（
５１８）、ＦｌｕｏｒＸＴＭ（５１９）、ＡｌｅｘａＴＭ（５２０）、Ｒｈｏｄａｍｉｎ
ｅ　１１０（５２０）、Ｏｒｅｇｏｎ　ＧｒｅｅｎＴＭ　５００（５２２）、Ｏｒｅｇｏ
ｎ　ＧｒｅｅｎＴＭ　４８８（５２４）、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎＴＭ（５２５）、Ｒｈｏｄ
ａｍｉｎｅ　ＧｒｅｅｎＴＭ（５２７）、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１２３（５２９）、Ｍａ
ｇｎｅｓｉｕｍ　ＧｒｅｅｎＴＭ（５３１）、Ｃａｌｃｉｕｍ　ＧｒｅｅｎＴＭ（５３３
）、ＴＯ－ＰＲＯＴＭ－１（５３３）、ＴＯＴＯ１（５３３）、ＪＯＥ（５４８）、ＢＯ
ＤＩＰＹ５３０／５５０（５５０）、Ｄｉｌ（５６５）、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ（５６８
）、ＢＯＤＩＰＹ５５８／５６８（５６８）、ＢＯＤＩＰＹ５６４／５７０（５７０）、
Ｃｙ３ＴＭ（５７０）、ＡｌｅｘａＴＭ　５４６（５７０）、ＴＲＩＴＣ（５７２）、Ｍ
ａｇｎｅｓｉｕｍ　ＯｒａｎｇｅＴＭ（５７５）、Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ　Ｒ＆Ｂ
（５７５）、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ（５７５）、Ｃａｌｃｉｕｍ　
ＯｒａｎｇｅＴＭ（５７６）、Ｐｙｒｏｎｉｎ　Ｙ（５８０）、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ
（５８０）、ＴＡＭＲＡ（５８２）、Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　ＲｅｄＴＭ（５９０）、Ｃｙ
３．５ＴＭ（５９６）、ＲＯＸ（６０８）、Ｃａｌｃｉｕｍ　ＣｒｉｍｓｏｎＴＭ（６１
５）、ＡｌｅｘａＴＭ　５９４（６１５）、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（６１５）、Ｎｉｌｅ　
Ｒｅｄ（６２８）、ＹＯ－ＰＲＯＴＭ－３（６３１）、ＹＯＹＯＴＭ－３（６３１）、Ｒ
ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ（６４２）、Ｃ－Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ（６４８）、ＴＯ－Ｐ
ＲＯＴＭ－３（６６０）、ＴＯＴＯ３（６６０）、ＤｉＤ　ＤｉｌＣ（５）（６６５）、
Ｃｙ５ＴＭ（６７０）、Ｔｈｉａｄｉｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅ（６７１）、Ｃｙ５．５
（６９４）、ＨＥＸ（５５６）、ＴＥＴ（５３６）、Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｂｌｕｅ（４
４７）、ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ　Ｇｏｌｄ　５４０（５４４）、ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ　Ｏｒ
ａｎｇｅ　５６０（５５９）、ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ　Ｒｅｄ　５９０（５９１）、ＣＡＬ
　Ｆｌｕｏｒ　Ｒｅｄ　６１０（６１０）、ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ　Ｒｅｄ　６３５（６３
７）、ＦＡＭ（５２０）、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ（５２０）、Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
－Ｃ３（５２０）、Ｐｕｌｓａｒ　６５０（５６６）、Ｑｕａｓａｒ　５７０（６６７）
、Ｑｕａｓａｒ　６７０（７０５）、及びＱｕａｓａｒ　７０５（６１０）。カッコの数
字は、ｎｍ単位で表示した最大発光波長である。
【０１２０】
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　（ｉｖ）インターカレーティング染料
　一具現例によれば、前記段階（ｅ）のハイブリダイゼーションは、インターカレーティ
ング染料の存在下で実施し、延長鎖に含まれた標識は、前記インターカレーティング染料
からのシグナルを受ける受容体であり、前記延長鎖及びＩＯ間のハイブリッドに挿入され
たインターカレーティング染料からのシグナルは、前記受容体に転移され、前記受容体は
、検出可能なシグナルを提供する。
【０１２１】
　本発明で有用なインターカレーティング染料の例は、ＳＹＢＲＴＭ　Ｇｒｅｅｎ　Ｉ、
ＰＯ－ＰＲＯＴＭ－１、ＢＯ－ＰＲＯＴＭ－１、ＳＹＴＯＴＭ４３、ＳＹＴＯＴＭ４４、
ＳＹＴＯＴＭ４５、ＳＹＴＯＸＴＭＢｌｕｅ、ＰＯＰＯＴＭ－１、ＰＯＰＯＴＭ－３、Ｂ
ＯＢＯＴＭ－１、ＢＯＢＯＴＭ－３、ＬＯ－ＰＲＯＴＭ－１、ＪＯ－ＰＲＯＴＭ－１、Ｙ
Ｏ－ＰＲＯＴＭ１、ＴＯ－ＰＲＯＴＭ１、ＳＹＴＯＴＭ１１、ＳＹＴＯＴＭ１３、ＳＹＴ
ＯＴＭ１５、ＳＹＴＯＴＭ１６、ＳＹＴＯＴＭ２０、ＳＹＴＯＴＭ２３、ＴＯＴＯＴＭ－
３、ＹＯＹＯＴＭ３、ＧｅｌＳｔａｒＴＭ、及びチアゾールオレンジ（ｔｈｉａｚｏｌｅ
　ｏｒａｎｇｅ）を含む。前記インターカレーティング染料は、二本鎖核酸分子内に特異
的に挿入されてシグナルを発生させる。
【０１２２】
　例えば、蛍光標識（受容体）で標識された５’－タギング部位を含むＰＴＯが、ターゲ
ット核酸配列にハイブリダイズされた後に切断される。蛍光標識（受容体）を含むＰＴＯ
断片は、ＣＴＯにハイブリダイズされ、延長されて延長鎖を形成する。引き続き、前記延
長鎖は、供与体としてのインターカレーティング染料の存在下で固相基質上に固定された
ＩＯにハイブリダイズされて、前記ハイブリッド内にインターカレーティング染料が挿入
される。供与体に対する励起光を用いて照射した後、供与体から受容体へのエネルギー転
移が誘発され、これにより、受容体からのシグナル変化を誘導して、固体基質上に検出可
能なシグナルを提供する。
【０１２３】
　択一的に、延長鎖に含まれる標識の使用なしに、段階（ｅ）のハイブリダイゼーション
は、インターカレーティング染料の存在下で実施され、延長鎖及びＩＯ間のハイブリッド
に挿入されたインターカレーティング染料からのシグナルを検出して、ターゲット核酸配
列の存在を分析する。
【０１２４】
　段階（ｅ）：延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーション
　前記段階（ｄ）の延長鎖は、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ
）にハイブリダイズされ、これにより、ターゲット配列の存在を示すシグナルが固相基質
上に提供される。
【０１２５】
　前記ＩＯは、固相基質上に固定され、延長鎖に相補的な配列を含む。
【０１２６】
　一具現例によれば、前記ＩＯは、（ｉ）延長配列の全部または一部、及び（ｉｉ）延長
鎖内の断片の一部に相補的な配列を含む。
【０１２７】
　一具現例によれば、前記ＩＯが延長鎖内の断片とハイブリダイズ可能な配列を含む場合
、前記段階（ｅ）は、前記ＩＯのハイブリダイズ可能な配列及び前記延長鎖内の断片間の
ハイブリダイゼーションのみでは安定したハイブリッドを形成しない条件下で実施される
。前記条件を使うことは、標識を含む非切断されたＰＴＯ及びＩＯ間のハイブリダイゼー
ションの抑制に寄与し、これにより、非ターゲットシグナル（偽シグナル）の発生を抑制
する。前記条件は、反応温度、反応混合物の塩濃度、及びバッファのｐＨを含む。
【０１２８】
　特定の具現例で、前記ＩＯの配列は、非切断されたＰＴＯとハイブリッドを形成しない
ように選択される。例えば、前記ＩＯ及び非切断されたＰＴＯの５’－タギング部位間の
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相補性は、９０％未満、７０％未満、５０％未満、３０％未満、または２０％未満であり
、これは、延長鎖／ＩＯハイブリッドの形成のためのハイブリダイゼーション条件によっ
て変わりうる。
【０１２９】
　一具現例によれば、前記ＩＯは、延長配列にのみ相補的な配列を含みうる。
【０１３０】
　前記ＩＯは、標識を含まない。
【０１３１】
　前記ＩＯの長さは、多様であり得る。例えば、前記ＩＯは、５～１００ヌクレオチド、
５～８０ヌクレオチド、５～６０ヌクレオチド、５～４０ヌクレオチド、５～２０ヌクレ
オチド、５～１０ヌクレオチド、１０～１００ヌクレオチド、１０～８０ヌクレオチド、
１０～６０ヌクレオチド、１０～４０ヌクレオチド、１０～３０ヌクレオチド、１０～２
０ヌクレオチド、１５～１００ヌクレオチド、１５～８０ヌクレオチド、１５～６０ヌク
レオチド、１５～４０ヌクレオチド、１５～３０ヌクレオチド、１５～２０ヌクレオチド
、２０～１００ヌクレオチド、２０～８０ヌクレオチド、２０～６０ヌクレオチド、２０
～４０ヌクレオチド、または２０～３０ヌクレオチドの長さを有しうる。
【０１３２】
　本発明の一具現例で、前記ＩＯは、その延長が防止されるように、その３’末端がブロ
ッキングされる。
【０１３３】
　前記ＩＯは、その５’末端または３’末端を通じて固相基質上に直接的または間接的に
固定される。本発明の一具現例で、前記ＩＯは、その５’末端または３’末端を通じて固
相基質上に固定される。具体的に、前記ＩＯは、その５’末端を通じて固相基質上に固定
される。
【０１３４】
　前記ＩＯは、共有または非共有結合方式で固相基質の表面上に固定されうる。前記固定
されたＩＯが固相基質表面に間接的に固定される場合、適したリンカーを用いる。本発明
で有用なリンカーは、固相基質表面上のプローブ固定化に利用される如何なるリンカーも
含みうる。例えば、アミン官能性（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｔｙ）を有するアルキルまた
はアリール化合物、またはチオール官能性を有するアルキルまたはアリール化合物が、Ｉ
Ｏ固定化のためのリンカーとして利用されうる。また、ｐｏｌｙ（Ｔ）末端またはｐｏｌ
ｙ（Ａ）末端がリンカーとして使われる。リンカーとして使われるポリ（Ｔ）末端または
ポリ（Ａ）末端は、ＩＯの配列と見なされない。
【０１３５】
　一具現例によれば、本発明で利用される固相基質は、マイクロアレイである。本発明の
反応環境を提供するマイクロアレイは、当業者に公知の如何なるものも含みうる。本発明
のあらゆる過程、すなわち、ターゲット核酸配列とのハイブリダイゼーション、切断、延
長、メルティング及び蛍光検出は、マイクロアレイ上で実施される。マイクロアレイ上に
固定されたＩＯは、ハイブリダイゼーション可能アレイ要素（ｈｙｂｒｉｄｉｚａｂｌｅ
　ａｒｒａｙ　ｅｌｅｍｅｎｔ）として役割を果たす。マイクロアレイを製作するための
固相基質は、金属（例えば、金、金と銅との合金、アルミニウム）、金属オキシド、ガラ
ス、セラミック、石英、シリコン、半導体、Ｓｉ／ＳｉＯ２ウェーハ、ゲルマニウム、ガ
リウムアルセニド、カーボン、炭素ナノチューブ、ポリマー（例えば、ポリスチレン、ポ
リエチレン、ポリプロピレン、及びポリアクリルアミド）、セファロース、アガロース、
及びコロイドを含むが、これらに限定されるものではない。前記固相基質は、ディップス
ティック、プレート、粒子（例えば、ビーズ）、親和性カラム、及び膜（ｍｅｍｂｒａｎ
ｅ）の形態であり得る。本発明の多数の固定されたＩＯは、固相基質上の１つのアドレサ
ブル（ａｄｄｒｅｓｓａｂｌｅ）領域または２つ以上のアドレサブル領域上に固定され、
固相基質は、２～１，０００，０００個のアドレサブル領域を含みうる。フォトリソグラ
フィー、インクジェッティング、機械的マイクロスポッティング、及びその類似方法のよ
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うな従来の製作技術によって、アレイまたは特定応用のためのアレイを生産するために、
固定されたＩＯが製作することができる。
【０１３６】
　固定されたＩＯにハイブリダイズされた延長鎖上の標識が物理的に分離されているため
に、固相で実施する本発明は、一種の標識を利用するとしても、多数のターゲット核酸配
列を同時に検出することができる。したがって、固相で、本発明によって検出されるター
ゲット核酸配列の数は制限されるものではない。
【０１３７】
　前記ＣＴＯ及び前記ＩＯは、前記延長鎖とのハイブリダイゼーションで競争的なので、
前記ＣＴＯは、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションを抑制する可能性が高い。
【０１３８】
　例えば、延長鎖及びＣＴＯ間の延長二量体の形成は、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイ
ゼーションを妨害しうる。
【０１３９】
　一具現例によれば、前記段階（ｅ）は、延長鎖が一本鎖状態で前記ＩＯとのハイブリダ
イゼーションに有利な条件下で実施され、これにより、延長鎖及びＣＴＯ間の延長二量体
の形成による延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションの抑制が防止される。
【０１４０】
　一具現例によれば、前記ＣＴＯとＩＯとのハイブリダイゼーションよりも、前記延長鎖
が一本鎖状態でＩＯとのハイブリダイゼーションに有利な条件は、前記段階（ｅ）で一本
鎖状態の延長鎖の数を増加させる条件である。
【０１４１】
　一具現例によれば、前記段階（ｅ）で一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる条件は、延
長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーション前に前記延長二量体を変性させることであり得
る。前記変性は、一本鎖状態の延長鎖及びＩＯ間の接触機会を増加させ、これにより、延
長鎖及びＩＯ間の増加した数のハイブリッドが生成される。特定の具現例で、本発明の方
法は、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーション前に延長二量体を変性させる段階をさ
らに含む。
【０１４２】
　一具現例によれば、前記段階（ｅ）で一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる条件は、延
長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーション前にＣＴＯを除去することであり得る。例えば
、ビオチン化ＣＴＯ（ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ　ＣＴＯ）は、ストレプトアビジン（ｓ
ｔｒａｐｔａｖｉｄｉｎ）またはアビジン（ａｖｉｄｉｎ）に対する特異的親和性を通じ
て除去される。一具現例で、本発明の方法は、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーショ
ン前にＣＴＯを除去する段階をさらに含む。
【０１４３】
　特定の具現例で、前記ＣＴＯの除去は、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションの
ための容器とは異なる容器で実施される。
【０１４４】
　択一的に、前記段階（ｅ）で一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる条件は、ＰＴＯのＣ
ＴＯに対するｍｏｌ比（ｍｏｌｅ　ｒａｔｉｏ）が１超（具体的に、１．２以上、１．３
以上、１．５以上、１．８以上、２以上、３以上、４以上、５以上、７以上、または１０
以上のｍｏｌ比）でＰＴＯ及びＣＴＯを使うことである。ｍｏｌ比を調節することによっ
て、ＣＴＯと延長二量体を形成せず、一本鎖状態で存在する延長鎖の数が増加する。
【０１４５】
　本発明者らは、本発明の方法の検出効率を向上させるために鋭意研究し、次のような結
果を得た：本発明の方法の全体反応の間にＣＴＯの量は一定に存在する一方、延長鎖は、
ターゲット核酸配列の存在に依存的な方式で生成される。延長鎖の数が増加するにつれて
、ＣＴＯにハイブリダイゼーションされていない一本鎖状態の延長鎖の数は増加する。し
たがって、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションに対するＣＴＯによる抑制が最大
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限排除され、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションが十分に発生して、本発明の方
法の検出効率を向上させうる。ＰＴＯの切断効率、ＰＴＯ断片及びＣＴＯ間のハイブリダ
イゼーション効率及びＰＴＯ断片の延長効率などを考慮する時、ＰＴＯの量は、ＣＴＯよ
りも多く使うことが望ましい。このようなＰＴＯ対ＣＴＯの量（すなわち、ｍｏｌ比）が
調節される場合、本発明の方法は、反復サイクルの間に変性を含み、前記段階（ａ）～（
ｆ）の全部または一部を繰り返す段階をさらに含む。例えば、段階（ａ）～（ｄ）の変性
を含んで繰り返して実施する場合、ＣＴＯの量は変わらず延長鎖のみが繰り返して生成さ
れる。このように、延長鎖がより効率的に生成され、一本鎖状態の延長鎖がさらに優勢に
なり、さらに、ＣＴＯよりも延長鎖の数がさらに多くなる。一具現例で、変性を含む繰り
返し段階は、少なくとも延長二量体を変性させる段階を含みうる。他の構成要素（例えば
、アップストリームオリゴヌクレオチド、ダウンストリームプライマー、及び酵素）は、
制限因子にならないように十分な量で使われる。
【０１４６】
　文言“反復サイクルの間に変性を含んで”または“変性を含んで繰り返す”で、用語“
変性”は、二本鎖核酸分子を一本鎖核酸分子に分離することを意味する。
【０１４７】
　ＣＴＯ及びＩＯ間のハイブリダイゼーション競争と関連した問題点を克服するための他
の接近法で、前記段階（ｅ）及び／または段階（ｆ）は、延長鎖とＩＯとのハイブリダイ
ゼーション競争力をＣＴＯと延長鎖とのハイブリダイゼーション競争力よりも向上させる
条件下で実施される。
【０１４８】
　前記延長鎖とＩＯとのハイブリダイゼーション競争力をＣＴＯと延長鎖とのハイブリダ
イゼーション競争力よりも向上させる条件は、延長鎖及びＩＯ間のハイブリッドのＴｍ値
及びＣＴＯ及び延長鎖間のハイブリッドのＴｍ値を調節することである。例えば、段階（
ｅ）で形成された延長鎖及びＩＯ間のハイブリッドのＴｍ値は、ＣＴＯ及び延長鎖間のハ
イブリッドのＴｍ値よりも高いように（例えば、５℃高い、１０℃高い、または２０℃高
いように）調節される。段階（ｅ）で形成された延長鎖及びＩＯ間のハイブリッドのＴｍ
値は、ＣＴＯ及び延長鎖間のハイブリッドのＴｍ値とは最大限差が少ないＴｍ値を有する
ように調節される（例えば、４０℃低い、３５℃低い、３０℃低い、２５℃低い、２０℃
低い、１５℃低い、１０℃低い、５℃低いＴｍ値、または同じＴｍ値）。前記Ｔｍ値の調
節は、ＣＴＯまたはＩＯの配列または長さを調節するか、ヌクレオチド類似体（例えば、
ＰＮＡまたはＬＮＡ）を使うことで実施される。
【０１４９】
　前記ＣＴＯ及びＩＯの配列は、ターゲット核酸配列と無関係に選択され、これらのＴｍ
値は、容易に調節することができる。
【０１５０】
　本明細書で使われる用語“Ｔｍ”は、二本鎖核酸分子の集団（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ）
の半分が一本鎖分子に解離されるメルティング温度を意味する。Ｔｍ値は、ハイブリダイ
ズされたヌクレオチドの長さ及びＧ／Ｃ含量によって決定される。Ｔｍ値は、Ｗａｌｌａ
ｃｅ　ｒｕｌｅ（Ｒ．Ｂ．Ｗａｌｌａｃｅら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ，６：３５４３－３５４７（１９７９））及びｎｅａｒｅｓｔ－ｎｅｉｇｈｂｏｒ
方法（ＳａｎｔａＬｕｃｉａ　Ｊ．Ｊｒ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３５：３５５
５－３５６２（１９９６））；Ｓｕｇｉｍｏｔｏ　Ｎ．ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．，２４：４５０１－４５０５（１９９６））のような従来の方法によって計算
することができる。
【０１５１】
　前記ＩＯは、延長鎖内の断片にハイブリダイズ可能な配列を含むようにデザインされ、
このような場合、ＩＯ及び延長鎖間のハイブリッドがＩＯが延長配列にのみハイブリダイ
ズ可能な配列を含むようにデザインされた場合と比較して、相対的に高いＴｍ値を有しう
る。
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【０１５２】
　前述した配列デザイン戦略は、延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションのために延
長鎖で延長配列のみを用いる場合に比べて、相対的に短い長さのＣＴＯを利用可能にする
。相対的に短い長さのＣＴＯの利用は、より効率的な方式でハイブリッドのＴｍ値を調節
する接近法を適用可能にする。特に、相対的に長い長さのＣＴＯを用いる場合、ＣＴＯに
よって形成されたハイブリッドはさらに高いＴｍ値を有し、ＩＯは、ハイブリダイゼーシ
ョン競争力のために相対的に長い長さを有するか、さらに多いヌクレオチド類似体を含ま
せなければならない。
【０１５３】
　前述した配列デザイン戦略は、ハイブリッドのＴｍ値を調節する接近法でより便利な方
式でＴｍ値を調節可能にする。
【０１５４】
　延長鎖及びＣＴＯ間のハイブリッド形態は、固相基質上に集積されたＩＯに接近するこ
とが容易ではない。したがって、一本鎖状態の延長鎖が有利に固相基質上に集積されたＩ
Ｏと接触し、固相基質上のＩＯにハイブリダイズされる。特定の具現例で、一本鎖状態の
延長鎖は、ＩＯにハイブリダイズされ、一本鎖状態で存在する。
【０１５５】
　段階（ｆ）：シグナルの検出
　最終的に、生成された検出可能なシグナルが、固相基質上から検出される。前記検出可
能なシグナルは、延長鎖の存在を示し、前記延長鎖の存在は、ターゲット核酸配列の存在
を示す。
【０１５６】
　一具現例によれば、延長鎖及びＩＯ間のハイブリッドを示すシグナルは、延長鎖及びＩ
Ｏがハイブリッドを形成する既定の温度で提供され、前記既定の温度から検出される。
【０１５７】
　一具現例によれば、前記シグナル検出は、反応の終了時点（ｅｎｄ－ｐｏｉｎｔ）で提
供されるシグナルを検出することで実施される。
【０１５８】
　一具現例によれば、前記シグナル検出は、反応の進行によるシグナルの変化をリアルタ
イムで検出するためにリアルタイム検出方式で実施される。
【０１５９】
　固相で共焦点検出機器を用いることによって、反応溶液に存在する標識からのシグナル
影響なしに固相基質上に存在するシグナルのみが検出されうる。
【０１６０】
　一具現例によれば、本発明は、ターゲット核酸配列の定量のために使われる。
【０１６１】
　一具現例によれば、前記シグナルを検出するための段階（ｆ）は、一定温度範囲で延長
鎖及びＩＯ間のハイブリッドをメルティングするか、または前記ハイブリッドをメルティ
ングし、ハイブリダイズさせる過程で固相基質上に提供されるシグナルを検出することで
実施される。このようなシグナル検出は、当業者に公知のメルティング分析によって実施
される。
【０１６２】
　前記メルティング分析は、当業者に公知の多様な方法によって実施することができる。
本明細書で使われる用語“メルティング分析（ｍｅｌｔｉｎｇ　ａｎａｌｙｓｉｓ）”は
、狭い意味のメルティング分析とハイブリダイゼーション分析とを包括する意味として使
われる。メルティング分析は、２種の異なる温度でシグナルを測定する方法、メルティン
グ（ハイブリダイゼーション）カーブ分析、メルティング（ハイブリダイゼーション）パ
ターン分析、及びメルティング（ハイブリダイゼーション）ピーク分析を含む。
【０１６３】
　前記メルティングカーブまたはハイブリダイゼーションカーブは、例えば、米国特許第
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６，１７４，６７０号及び第５，７８９，１６７号、Ｄｒｏｂｙｓｈｅｖら、Ｇｅｎｅ　
１８８：４５（１９９７）；Ｋｏｃｈｉｎｓｋｙ及びＭｉｒｚａｂｅｋｏｖ，Ｈｕｍａｎ
　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　１９：３４３（２００２）；Ｌｉｖｅｈｉｔｓら、Ｊ．Ｂｉｏｍｏ
ｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　Ｄｙｎａｍ．１１：７８３（１９９４）；及びＨｏｗｅｌｌら
、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１７：８７（１９９９）で説明するよう
な従来の技術によって得られる。例えば、メルティングカーブまたはハイブリダイゼーシ
ョンカーブは、ハイブリダイゼーション厳格度（ｓｔｒｉｎｇｅｎｃｙ）のパラメータに
対するアウトプットシグナル（ｏｕｔｐｕｔ　ｓｉｇｎａｌ）変化のグラフィックプロッ
ト（ｇｒａｐｈｉｃ　ｐｌｏｔ）またはディスプレイ（ｄｉｓｐｌａｙ）で構成すること
ができる。アウトプットシグナルは、ハイブリダイゼーションパラメータに対して直接に
プロッティングされうる。典型的に、メルティングカーブまたはハイブリダイゼーション
カーブは、Ｙ軸には、二量体構造の程度（すなわち、ハイブリダイゼーション程度）を示
すアウトプットシグナル、例えば、蛍光がプロッティングされ、Ｘ軸には、ハイブリダイ
ゼーションパラメータがプロッティングされる。
【０１６４】
　前記メルティング（ハイブリダイゼーション）カーブ分析及びメルティング（ハイブリ
ダイゼーション）ピーク分析は、米国特許第８，０３９，２１号の説明を参照してさらに
詳しく説明される。
【０１６５】
　特定の具現例で、メルティング分析は、ターゲット核酸配列の定量分析のために少なく
とも２回以上実施される。前記メルティング分析から得られたメルティングピークの面積
及び高さは、延長鎖の量に影響を受け、これは、ターゲット核酸配列の初期量についての
情報を提供する。
【０１６６】
　特定の具現例で、本発明は、（ｉ）反復サイクルの間に変性を含み、（ａ）～（ｄ）段
階を繰り返して延長鎖の数を増加させる段階；（ｉｉ）ＩＯ及び延長鎖間のハイブリッド
に対してメルティング分析を実施する段階；及び（ｉｉｉ）前記段階（ｉ）と（ｉｉ）と
を少なくとも２回以上繰り返す段階を含む。データは、少なくとも２つの点を有する既定
の繰り返し間隔（ｐｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ　ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎ　ｉｎｔｅｒｖａ
ｌ）で得られ得る。引き続き、メルティングピーク面積または高さが、閾値（ｔｈｒｅｓ
ｈｏｌｄ）と交差するメルティング分析のサイクル数を測定して、ターゲット核酸配列の
量を定量化する。択一的に、メルティング分析の結果（例えば、メルティング分析面積ま
たは高さ）をメルティング分析の各サイクル数（または、累積サイクル数）に対してプロ
ッティングし、比較してターゲット核酸配列の量を定量化する。
【０１６７】
　特定の具現例で、本発明の方法は、シグナルの検出前に固相基質を洗浄する段階をさら
に含む。
【０１６８】
　プライマー、ＰＴＯ、ＣＴＯ及びＩＯは、天然ｄＮＭＰｓ及び／またはＮＭＰｓで構成
することができる。択一的に、ＰＴＯ、ＣＴＯ及びＩＯは、変形ヌクレオチドまたは非天
然ヌクレオチド、例えば、ＰＮＡ（Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ、ＰＣＴ
出願第ＷＯ　９２／２０７０２号参照）及びＬＮＡ（Ｌｏｃｋｅｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄ、ＰＣＴ出願第ＷＯ　９８／２２４８９号、第ＷＯ　９８／３９３５２号、及び第
ＷＯ　９９／１４２２６号参照）を含みうる。ＰＴＯ、ＣＴＯ及びＩＯは、デオキシイノ
シン、イノシン、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフラノシル）－３－ニトロピロー
ル及び５－ニトロインドールのようなユニバーサル塩基を含みうる。用語“ユニバーサル
塩基（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｂａｓｅ）”は、それぞれの天然ＤＮＡ／ＲＮＡ塩基とほぼ
区別なしに塩基対を形成できることを意味する。
【０１６９】
　前述したように、ＰＴＯは、ＰＴＯの５’－タギング部位の３’末端から３’－方向に
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離隔して位置するサイトで切断されうる。前記切断サイトは、ＰＴＯの３’－ターゲッテ
ィング部位の５’末端の一部に位置しうる。ＰＴＯ断片が、ＰＴＯの３’－ターゲッティ
ング部位の５’末端の一部を含む場合、前記３’－ターゲッティング部位の５’末端の一
部にハイブリダイズされるＣＴＯのサイトは、ユニバーサル塩基、縮退性配列（ｄｅｇｅ
ｎｅｒａｔｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）またはそれらの組合せを含みうる。例えば、ＰＴＯが
、ＰＴＯの５’－タギング部位の３’末端から３’－方向に１つのヌクレオチドほど離隔
して位置するサイトで切断される場合、前記ヌクレオチドとのハイブリダイゼーションの
ために、ＣＴＯのキャプチャリング部位の５’末端の一部は、ユニバーサル塩基を含むこ
とが有利である。もし、ＰＴＯが、ＰＴＯの５’－タギング部位の３’末端から３’－方
向に２つのヌクレオチドほど離隔して位置するサイトで切断される場合、ＣＴＯのキャプ
チャリング部位の５’末端は、縮退性配列を含み、その３’－方向に隣接したヌクレオチ
ドは、ユニバーサル塩基を含むことが有利である。このように、３’－ターゲッティング
部位の５’末端の一部の多様なサイトでＰＴＯの切断が起こる場合、ＣＴＯにユニバーサ
ル塩基及び縮退性配列を用いることが有用である。また、アップストリームプライマー延
長－依存的切断誘導下で、同一な５’－タギング部位を有するＰＴＯを複数のターゲット
核酸配列スクリーニングに用いる場合、３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部が
、異なるＰＴＯ断片が生成されうる。このような場合、ユニバーサル塩基及び縮退性配列
は、ＣＴＯに有用に使われる。ＣＴＯにユニバーサル塩基及び縮退性配列を用いる戦略は
、複数のターゲット核酸配列のスクリーニングのために、一タイプのＣＴＯまたは最小限
のタイプのＣＴＯを使う。
【０１７０】
　一具現例によれば、本発明の方法は、反復サイクルの間に変性を含み、前記段階（ａ）
～（ｆ）の全部または一部を繰り返す段階をさらに含む。このような繰り返しは、ターゲ
ット核酸配列及び／またはターゲットシグナルを増幅可能にする。
【０１７１】
　特定の具現例で、過量のＰＴＯを使い、繰り返しサイクル数を調節して、過量の延長鎖
を生成する。
【０１７２】
　一具現例によれば、段階（ａ）～（ｆ）は、１つの反応容器または個別反応容器で実施
される。例えば、段階（ａ）～（ｂ）、（ｃ）～（ｄ）及び（ｅ）～（ｆ）は、互いに異
なる反応容器で実施される。
【０１７３】
　特定の具現例で、段階（ａ）～（ｂ）及び（ｃ）～（ｆ）は、１つの反応容器または個
別反応容器で実施される。前記段階（ａ）～（ｂ）及び（ｃ）～（ｆ）は、１つの反応容
器でも互いに異なる方式で実施される。例えば、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位及
びターゲット核酸配列間のハイブリダイゼーションが断片及びＣＴＯ間のハイブリダイゼ
ーションまたは延長鎖及びＩＯ間のハイブリダイゼーションよりもさらに厳格な条件下で
起こりうる場合、段階（ａ）～（ｂ）の繰り返しは、段階（ｃ）～（ｆ）過程の隋伴なし
に進行し、段階（ａ）～（ｂ）の完了後に段階（ｃ）～（ｆ）を進行できる。
【０１７４】
　特定の具現例で、段階（ａ）～（ｄ）及び（ｅ）～（ｆ）は、互いに異なる２つの反応
容器で実施される。
【０１７５】
　特定の具現例で、段階（ａ）～（ｂ）は、反復サイクルの間に変性を含んで繰り返して
実施される。
【０１７６】
　一部段階の繰り返し、繰り返し内に変性の介入、一部段階の分離及び検出時点は、本発
明の原理によって多様に変更されうるということは、当業者には明白である。
【０１７７】
　特定の具現例で、反復サイクルの間に変性を含む繰り返しが、アップストリームプライ
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マーを含む段階（ａ）の反応混合物を用いて実施される場合、前記方法は、ダウンストリ
ームプライマーの存在下で、例えば、ＰＣＲ方法によって実施される。
【０１７８】
　特定の具現例で、反復サイクルの間に変性を含む繰り返しが、アップストリームプロー
ブを含む段階（ａ）の反応混合物を用いて実施される場合、前記方法は、ダウンストリー
ムプライマーの存在下で実施される。
【０１７９】
　本明細書で使われる用語“核酸試料（ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓａｍｐｌｅ）”は
、核酸分子を含む非生物学的試料（例えば、食品、水、空気、土壌、及び廃水）または生
物学的試料を意味する。生物学的試料は、動物、植物、ヒト、菌類、バクテリア及びウイ
ルスから由来されうる。生物学的試料は、細胞、組織または生物学的源泉からの流体、血
液、血しょう、血清、リンパ、牛乳、小便、糞便、眼球液、唾液、精液、脳抽出物、脊髄
液、虫垂、脾臓及び扁桃組織抽出物であり得る。
【０１８０】
　本発明は、検出及び／または増幅しようとするターゲット核酸配列が如何なる特定配列
または長さを有することを要求せず、前記ターゲット核酸配列は、あらゆるＤＮＡ（ｇＤ
ＮＡ及びｃＤＮＡ）及びＲＮＡ分子を含む。ターゲット核酸配列は、一本鎖または二本鎖
であり得る。
【０１８１】
　ｍＲＮＡを出発物質として用いる場合、アニーリング段階の実施以前に逆転写段階が必
須的であり、その詳細な内容は、文献［Ｊｏｓｅｐｈ　Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（２００１）；及びＮｏｏｎａｎ，Ｋ．Ｆ．ら、Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１６：１０３６６（１９８８）］に開示されている。逆転写反
応のためには、ランダムヘキサマーまたはｍＲＮＡにハイブリダイズ可能なオリゴヌクレ
オチドｄＴプライマーが利用される。
【０１８２】
　ターゲット核酸配列は、あらゆる天然原核細胞核酸、真核細胞（例えば、原生動物と寄
生動物、菌類、酵母、高等植物、下等動物、及び哺乳動物とヒトとを含む高等動物）核酸
、ウイルス（例えば、ヘルペスウイルス、ＨＩＶ、インフルエンザウイルス、エプスタイ
ンバーウイルス、肝炎ウイルス、ポリオウイルスなど）核酸、またはウィロイド核酸を含
む。また、前記核酸分子は、組替えによって生産または生産される如何なる核酸分子、ま
たは化学的に合成または合成される如何なる核酸分子であり得る。したがって、前記核酸
配列は、天然で発見されるか、または発見されないこともある。前記ターゲット核酸配列
は、知られたまたは知られていない配列を含みうる。
【０１８３】
　本発明は、またヌクレオチド変異の検出に有用である。特定の具現例で、ターゲット核
酸配列は、ヌクレオチド変異を含む。本明細書で使われた用語“ヌクレオチド変異（ｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ）”は、連続的ＤＮＡセグメントのうち、特定位
置のＤＮＡ配列での或る単一または複数のヌクレオチドの置換、欠失または挿入を意味す
る。このような連続的ＤＮＡセグメントは、１つの遺伝子または１つの染色体の或る他の
部位を含む。このようなヌクレオチド変異は、突然変異（ｍｕｔａｎｔ）または多型対立
遺伝子変異（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ　ａｌｌｅｌｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ）であり得
る。例えば、本発明から検出されるヌクレオチド変異は、単一ヌクレオチド多型（Ｓｉｎ
ｇｌｅ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；ＳＮＰ）、突然変異（ｍｕ
ｔａｔｉｏｎ）、欠失、挿入、置換、及び転座を含む。ヌクレオチド変異の例は、ヒトゲ
ノム内の多様な変異（例えば、メチレンテトラヒドロ葉酸還元酵素（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅ　ｒｅｄｕｃｔａｓｅ；ＭＴＨＦＲ）遺伝子の変異）
、病原体の薬剤耐性と関連した変異及び腫瘍形成－誘発変異を含む。本明細書で使われる



(34) JP 2016-524902 A 2016.8.22

10

20

30

40

50

用語“ヌクレオチド変異”は、核酸配列の特定位置でのあらゆる変異を含む。すなわち、
用語“ヌクレオチド変異”は、核酸配列の特定位置での野生型及びそのあらゆる突然変異
型を含む。
【０１８４】
　ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異の検出のための本発明において、利用されるプ
ライマーまたはプローブが、ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異に相補的な配列を有
する場合、前記ヌクレオチド変異を含むターゲット核酸配列は、本明細書でマッチングテ
ンプレート（ｍａｔｃｈｉｎｇ　ｔｅｍｐｌａｔｅ）と表現される。利用されるプライマ
ーまたはプローブが、ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異に非相補的な配列を有する
場合、前記ヌクレオチド変異を含むターゲット核酸配列は、本明細書でミスマッチングテ
ンプレート（ｍｉｓｍａｔｃｈｉｎｇ　ｔｅｍｐｌａｔｅ）と表現される。
【０１８５】
　ヌクレオチド変異の検出のために、アップストリームプライマーの３’末端は、ターゲ
ット核酸配列のヌクレオチド変異サイトの対向側にあるようにデザインされうる。一具現
例によれば、アップストリームプライマーの３’末端は、ターゲット核酸配列のヌクレオ
チド変異に相補的な配列を有する。ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異に相補的な配
列を有するアップストリームプライマーの３’末端は、マッチングテンプレートにアニー
リングされ、延長されてＰＴＯの切断を誘導する。その結果、形成されたＰＴＯ断片は、
ＣＴＯとハイブリダイズされて延長され、ＩＯにハイブリダイズされてターゲットシグナ
ルを提供する。逆に、アップストリームプライマーの３’末端が、ミスマッチングテンプ
レートのヌクレオチド変異にミスマッチされる場合、延長のために、プライマーの３’末
端のアニーリングが必須的な条件下では、アップストリームプライマーがミスマッチング
テンプレートとハイブリダイズされる場合にも、アップストリームプライマーは延長され
ず、これにより、ターゲットシグナルの発生が起こらない。
【０１８６】
　択一的に、ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異に相補的な配列を有するＰＴＯのハ
イブリダイゼーションに依存的なＰＴＯの切断を利用できる。例えば、調節された条件下
で、ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異に相補的な配列を有するＰＴＯは、マッチン
グテンプレートにハイブリダイズされ、引き続き切断される。その結果、形成されたＰＴ
Ｏ断片は、ＣＴＯにハイブリダイズされて延長され、ＩＯにハイブリダイズされてターゲ
ットシグナルを提供する。一方、調節された条件下で、前記ＰＴＯは、ヌクレオチド変異
位置に非相補的な配列を有するミスマッチングテンプレートには、ハイブリダイズされず
、切断されない。特に、このような場合、ＰＴＯのヌクレオチド変異に相補的な配列は、
ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の中間に位置する。
【０１８７】
　一具現例によれば、人為的なミスマッチヌクレオチドの使用は、ヌクレオチド変異に対
するＰＴＯの区別可能性を向上させる。
【０１８８】
　択一的に、本発明は、特定ヌクレオチド変異に対するＰＴＯの選択性のために、３’－
ターゲッティング部位の５’末端の一部に位置したヌクレオチド変異区別サイト（ｎｕｃ
ｌｅｏｔｉｄｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅ）を有
するＰＴＯを使う。ヌクレオチド変異の検出のために、ＰＴＯの３’－ターゲッティング
部位の５’末端の一部は、ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異に位置し、ＰＴＯの３
’－ターゲッティング部位の５’末端の一部は、ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異
に相補的な配列を有する。
【０１８９】
　ＰＴＯがヌクレオチド変異区別サイトに相補的なヌクレオチド変異を有するターゲット
核酸配列（すなわち、マッチテンプレート）にハイブリダイズされる場合、３’－ターゲ
ッティング部位の５’末端の一部は、マッチテンプレートと二本鎖を形成するが、ＰＴＯ
がヌクレオチド変異区別サイトに非相補的なヌクレオチド変異を有するターゲット核酸配
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列（すなわち、ミスマッチテンプレート）にハイブリダイズされる場合、３’－ターゲッ
ティング部位の５’末端の一部は、ミスマッチテンプレートと二本鎖を形成しない。
【０１９０】
　本明細書で、ＰＴＯを言及しながら使われる用語“ヌクレオチド変異区別サイト”は、
ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部上に存在する、ターゲット核酸配
列のヌクレオチド変異に相補的な配列である。
【０１９１】
　一具現例によれば、前記ヌクレオチド変異区別サイトは、ＰＴＯの３’ターゲッティン
グ部位の５’末端から１０ヌクレオチド、より望ましくは、８ヌクレオチド、さらに望ま
しくは、６ヌクレオチド、さらに望ましくは、４ヌクレオチド、３ヌクレオチド、２ヌク
レオチド、または１ヌクレオチド以内に離隔して位置する。望ましくは、前記ヌクレオチ
ド変異区別サイトは、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’末端に位置する。
【０１９２】
　プローブのヌクレオチド変異区別サイトまたはターゲット配列上のヌクレオチド変異サ
イトで言及される用語“サイト”は、本明細書で単一ヌクレオチドだけではなく、多数の
ヌクレオチドも含む意味として使われる。
【０１９３】
　関心のあるヌクレオチド変異でのこのような区別されるハイブリダイゼーションパター
ンは、ＰＴＯの初期切断サイトで差を提供し、これにより、２種のＰＴＯ断片が生成され
て関心のあるヌクレオチド変異の存否によってシグナル差が発生するということは、注目
すべきことである。
【０１９４】
　前記関心のあるヌクレオチド変異の存在下で、第１断片は、ＰＴＯ及びマッチングテン
プレート間のハイブリッドの切断によって生成され、関心のあるヌクレオチド変異の非存
在下で、第２断片は、ＰＴＯ及びミスマッチングテンプレート間のハイブリッドの切断に
よって生成される。前記第２断片は、前記第２断片を前記第１断片と異ならせる追加的な
３’末端部位を含む。
【０１９５】
　単一ヌクレオチド変異の検出のための一具現例で、前記ＰＴＯの３’－ターゲッティン
グ部位の５’末端は、前記ターゲット核酸配列の単一ヌクレオチド変異に相補的な配列を
有する。前述したように、マッチングテンプレートとハイブリダイズされたＰＴＯの切断
は、例えば、アップストリームプライマー延長－依存的切断誘導下で、ＰＴＯの３’－タ
ーゲッティング部位の５’末端に３’－方向に直ちに近接したサイトで誘導されうる。Ｐ
ＴＯ断片の３’末端は、単一ヌクレオチド変異に相補的なヌクレオチドを有する。ＰＴＯ
断片は、ヌクレオチド変異に該当する配列を含むキャプチャリング部位を有するＣＴＯと
ハイブリダイズされた後、延長されて延長二量体を形成する。前記延長二量体は、ＩＯに
ハイブリダイズされてターゲットシグナルを提供する。もし、同一なＰＴＯが、単一ヌク
レオチド変異を除いては、マッチングテンプレートと同一な配列を有するミスマッチング
テンプレートにハイブリダイズされる場合、ＰＴＯの切断は、ＰＴＯの３’－ターゲッテ
ィング部位の５’末端から３’－方向に２つのヌクレオチドほど離隔したサイトで発生す
ることがある。ＰＴＯ断片の３’末端は、単一ヌクレオチド変異に相補的なヌクレオチド
以外に追加的に切断されたヌクレオチドを有する。追加的に切断されたヌクレオチドにハ
イブリダイズされるＣＴＯのサイトが、前記追加的に切断されたヌクレオチドに非相補的
な配列を有するようにデザインされた場合、ＰＴＯ断片の３’末端は、ＣＴＯにハイブリ
ダイズされず、調節された条件下で、ＰＴＯ断片は延長されない。
【０１９６】
　一具現例によれば、前記３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部に存在する、ヌ
クレオチド変異に相補的な配列を有するＰＴＯの切断サイトは、マッチングテンプレート
またはミスマッチングテンプレートとのハイブリダイゼーションによって異なり、これに
より、前記何れか１つのハイブリダイゼーション反応から放出されるそれぞれのＰＴＯ断
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片は、望ましくは、その３’末端の一部、より望ましくは、その３’末端で異なる配列を
有する。
【０１９７】
　一具現例によれば、ＰＴＯ断片の３’末端の一部での差を考慮したＣＴＯのヌクレオチ
ド配列の選択は、マッチングテンプレートをミスマッチングテンプレートと区別可能にす
る。
【０１９８】
　一具現例によれば、それぞれのＰＴＯ断片の生成は、ＣＴＯの延長反応によって区別し
て検出されうる。
【０１９９】
　一具現例によれば、前記第２断片が、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダ
イズされる時、前記第２断片が延長されることを防止するために、前記ＣＴＯが、前記第
２断片の追加的な３’末端部位とハイブリダイズされないように選択された配列を前記Ｃ
ＴＯが有する。
【０２００】
　前述したように、前記第１断片の延長は、ＩＯとのハイブリダイゼーションによって検
出される。
【０２０１】
　一具現例によれば、ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の５’末端の一部は、前記ヌ
クレオチド変異区別サイトから１～１０ヌクレオチド（より望ましくは、１～５ヌクレオ
チド）以内に離隔して位置する非塩基対モイエティを含む。
【０２０２】
　ＰＴＯが変異区別サイトに非相補的なヌクレオチド変異を有するターゲット核酸配列に
ハイブリダイズされる時、前記非塩基対モイエティは、３’－ターゲッティング部位の５
’末端の一部がターゲット核酸配列と二本鎖を形成することを防止する。非塩基対モイエ
ティ（例えば、人為的ミスマッチヌクレオチド）の使用は、ヌクレオチド変異に対するＰ
ＴＯの区別可能性を向上させる。
【０２０３】
　一具現例によれば、ＰＴＯがヌクレオチド変異区別サイトに相補的なヌクレオチド変異
を有するターゲット核酸配列とハイブリダイズされる時、前記非塩基対モイエティは、５
’末端の一部及びターゲット核酸配列間の二本鎖の形成を抑制しない。
【０２０４】
　一具現例によれば、非塩基対モイエティは、ＰＴＯ及びマッチングテンプレートのハイ
ブリッド上の初期切断サイトとＰＴＯ及びミスマッチングテンプレートのハイブリッド上
の初期切断サイトとの距離を拡大させる。
【０２０５】
　一具現例によれば、非塩基対モイエティ配列の導入は、初期切断サイト、特に、ＰＴＯ
及びミスマッチングテンプレート間のハイブリッド上の初期切断サイトを調節することが
できさせる。
【０２０６】
　一具現例によれば、非塩基対モイエティは、ヌクレオチド変異区別サイトのダウンスト
リームに位置する。
【０２０７】
　非塩基対モイエティは、ターゲット核酸配列間に塩基対を形成しない如何なるモイエテ
ィも含む。望ましくは、非塩基対モイエティは、（ｉ）人為的なミスマッチ塩基、塩基対
を形成することができない天然／非天然塩基、塩基対を形成することができないように変
形された塩基、またはユニバーサル塩基を含むヌクレオチド、（ｉｉ）塩基対を形成する
ことができないように変形された非塩基対ヌクレオチド、または（ｉｉｉ）非塩基対形成
化合物（ｎｏｎ－ｂａｓｅ　ｐａｉｒｉｎｇ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）で
ある。
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【０２０８】
　例えば、非塩基対モイエティは、アルキレン基、リボフラノシルナフタレン、デオキシ
リボフラノシルナフタレン、メタリン酸塩、ホスホロチオエート結合、アルキルホスホト
リエステル結合、アリールホスホトリエステル結合、アルキルホスホネート結合、アリー
ルホスホネート結合、ハイドロゲンホスホネート結合、アルキルホスホロアミダート結合
、及びアリールホスホロアミダート結合を含む。従来のカーボンスぺーサも、非塩基対モ
イエティとして利用される。非塩基対モイエティとしてのユニバーサル塩基は、ＰＴＯの
切断サイトの調節に有用である。
【０２０９】
　デオキシイノシン、１－（２’－デオキシ－β－Ｄ－リボフラノシル）－３－ニトロピ
ロール及び５’－ニトロインドールのようなユニバーサル塩基を含む塩基対は、天然塩基
間の結合力よりも低い結合力を有するので、ユニバーサル塩基は、特定ハイブリダイゼー
ション条件下で非塩基対モイエティとして利用されうる。
【０２１０】
　５’末端の一部に導入された非塩基対モイエティは、望ましくは、１～１０、より望ま
しくは、１～５、さらに望ましくは、１～２つのモイエティを有する。５’末端の一部内
の多数の非塩基対モイエティは、連続または不連続方式で存在することができる。特定の
具現例で、非塩基対モイエティは、２～５つの連続したモイエティを有する。
【０２１１】
　特定の具現例で、非塩基対モイエティは、非塩基対形成化合物である。
【０２１２】
　一具現例によれば、ＰＴＯのヌクレオチド変異区別サイト及び非塩基対モイエティは、
３’－ターゲッティング部位の５’末端から１０ヌクレオチド（より望ましくは、８ヌク
レオチド、７ヌクレオチド、６ヌクレオチド、５ヌクレオチド、４ヌクレオチド、３ヌク
レオチド、２ヌクレオチド、または１ヌクレオチド、さらに望ましくは、１ヌクレオチド
）以内に離隔して位置する。
【０２１３】
　５’末端にターゲット核酸配列に非相補的な末端及び５’末端部位にヌクレオチド変異
区別サイトをいずれも含むプローブが、ヌクレオチド変異区別サイトのヌクレオチドに対
するミスマッチテンプレートにハイブリダイズされる場合、前記５’末端部位は、一本鎖
を形成し、残りの部位は、ターゲット核酸配列と二本鎖を形成しうる。プローブデザイン
観点で、このようなプローブは、ＰＴＯと異なるが、前記プローブがミスマッチングテン
プレートにハイブリダイゼーションされれば、ＰＴＯ構造を有するプローブと見なされる
。したがって、ＰＴＯを用いる本発明の分析方法によってシグナルが発生しうる。前記応
用は、プローブのヌクレオチド変異区別サイトに非相補的なヌクレオチド変異を有するタ
ーゲット核酸配列の検出に有用である。
【０２１４】
　増幅ブロッカー（ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｂｌｏｃｋｅｒ）を用いた選択的増幅
（ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）と共にＰＣＥ－ＩＨ分析は
、効率的に少量のヌクレオチド変異を検出することができる。
【０２１５】
　通常の臨床試料は、豊かな野生型対立遺伝子（ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅ　ａｌｌｅｌｅ）及
び少量の突然変異対立遺伝子（ｍｕｔａｎｔ　ａｌｌｅｌｅ）を含む。増幅段階で、豊か
な野生型対立遺伝子の増幅は、ほとんどの増幅試薬を消耗する可能性が高く、したがって
、突然変異対立遺伝子は増幅されず、シグナル発生が防止される。このような問題を克服
するために、野生型対立遺伝子の増幅は防止しながら、突然変異対立遺伝子を選択的に増
幅するための方法が提示された。
【０２１６】
　代表的に、増幅ブロッカーとしてＰＮＡまたはＬＮＡを含むオリゴヌクレオチドを用い
る方法が報告された（ＵＳ　２００４／００１４１０５，ＵＳ　７，８０３，５４３，Ｕ
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Ｓ　８，２０６，９２９，Ｈ．Ｏｒｕｍ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒ
ｃｈ　２１：５３３２－５３３６（１９９３）Ａ．Ｓｅｎｅｓｃａｕら、Ｊｏｕｒｎａｌ
　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，３３０４－３３０８（２００５
），Ｙ．Ｎａｇａｉら、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ　６５：７２７６－７２８２（２００５）
，Ｈｅｎｒｉｋら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２１：５３３２－５
３３６（１９９３）及びＬｕｏら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｖｏ
ｌ．３４，Ｎｏ　２　ｅ１２（２００６））。前記方法は、“クランピング方法（ｃｌａ
ｍｐｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ）”と呼ばれる。
【０２１７】
　一般的に、クランピングのための増幅ブロッカーは、同一条件下で、ただ増幅ブロッカ
ーに完全に相補的な配列を有するテンプレートにのみハイブリダイズされ、さらには、単
一ミスマッチを有するテンプレートにもハイブリダイズされないようにデザインされる。
プライマーアニーリングまたは鎖延長（ｃｈａｉｎ　ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ）を抑制する
増幅ブロッカーにハイブリダイズされたテンプレートは、増幅されず、増幅ブロッカーに
ハイブリダイズされていないテンプレートのみ増幅される。ＰＮＡ及びＬＮＡのような核
酸類似体は、単一塩基差のみでも相当なＴｍ差を示すという点で、増幅ブロッカーとして
有用である。
【０２１８】
　使われる重合酵素がヌクレアーゼ活性を有する場合、増幅ブロッカーは、前記ヌクレア
ーゼ活性に対する耐性を有することが要求される。
【０２１９】
　ターゲット核酸配列のヌクレオチド変異領域に互いに異なる配列を有する２つの変異体
（ｖａｒｉａｎｔ）タイプが１つの試料に存在する場合、増幅ブロッカーは、関心のある
ヌクレオチド変異を有するターゲット核酸配列は増幅させ、他のヌクレオチド変異を有す
るターゲット核酸配列は増幅させないことによって、より効率的な方式で関心のあるター
ゲットヌクレオチド変異を検出することができる。特に、増幅ブロッカーの使用は、豊か
な野生型対立遺伝子及び少量の突然変異対立遺伝子を含む臨床試料から少量の突然変異対
立遺伝子の検出に非常に有用である。
【０２２０】
　増幅ブロッカーを使うとしても、野生型対立遺伝子の増幅が完全に防止されないことも
ある。しかし、ヌクレオチド変異に対する優れた区別可能性を有したＰＴＯを用いるＰＣ
Ｅ－ＩＨ分析は、従来技術によってほぼ検出されない少量の突然変異対立遺伝子を検出可
能にする。
【０２２１】
　特定の具現例で、プライマーのダウンストリームに位置する増幅ブロッカーは、プライ
マーの延長をブロッキングする。
【０２２２】
　特定の具現例で、前記増幅ブロッカーは、天然（ｎａｔｕｒａｌ）ヌクレオシド／ヌク
レオチド、ヌクレオシド／ヌクレオチド類似体、またはこれらの組合せで作られたオリゴ
ヌクレオチドである。
【０２２３】
　特定の具現例で、前記増幅ブロッカーは、５’ヌクレアーゼ活性に耐性があるバックボ
ーンを有するヌクレオシド／ヌクレオチドを含む。５’ヌクレアーゼ活性に耐性があるバ
ックボーンを有するヌクレオシド／ヌクレオチドは、当業者に知られている如何なるもの
も含む。例えば、前記ヌクレオシド／ヌクレオチドは、多様なホスホロチオエート結合、
ホスホネート結合、ホスホロアミダート結合及び２’－カーボーハイドレート変形を含む
。特定の具現例で、５’ヌクレアーゼに耐性があるバックボーンを有するヌクレオチドは
、ホスホロチオエート結合、アルキルホスホトリエステル結合、アリールホスホトリエス
テル結合、アルキルホスホネート結合、アリールホスホネート結合、ハイドロゲンホスホ
ネート結合、アルキルホスホロアミダート結合、アリールホスホロアミダート結合、ホス
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ホロセレネート結合、２’－Ｏ－アミノプロピル変形、２’－Ｏ－アルキル変形、２’－
Ｏ－アリル変形、２’－Ｏ－ブチル変形、α－アノマーオリゴデオキシヌクレオチド及び
１－（４’－チオ－β－Ｄ－リボフラノシル）変形を含む。
【０２２４】
　一具現例によれば、前記増幅ブロッカーは、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、ロック核酸（Ｌ
ＮＡ）、モルホリノ（ｍｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）、グリコール核酸（ＧＮＡ）、トレオース
核酸（ＴＮＡ）、ブリッジ核酸（ＢＮＡ）、Ｎ３’－Ｐ５’ホスホルアミダート（ＮＰ）
オリゴマー、狭い溝結合物質（ｍｉｎｏｒ　ｇｒｏｏｖｅ　ｂｉｎｄｅｒ）が連結された
オリゴヌクレオチド（ＭＧＢ－ｌｉｎｋｅｄ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）、ホス
ホロチオエート（ＰＳ）オリゴマー、Ｃ１～Ｃ４アルキルホスホネートオリゴマー、ホス
ホルアミダート、β－ホスホジエステルオリゴヌクレオチド、α－ホスホジエステルオリ
ゴヌクレオチド、またはこれらの組合せを含む。
【０２２５】
　特定の具現例で、前記増幅ブロッカーは、５’ヌクレアーゼに耐性を有し、ハイブリダ
イゼーションでそのＴｍ値は、１つのミスマッチによっても大きく影響を受ける。前記言
及された特性を有する代表的な例は、ＰＮＡまたはＬＮＡを含む増幅ブロッカーである。
【０２２６】
　前記増幅ブロッカーは、如何なる長さも有しうる。例えば、前記増幅ブロッカーは、５
～１００ヌクレオチド、５～８０ヌクレオチド、５～５０ヌクレオチド、５～４０ヌクレ
オチド、５～３０ヌクレオチド、１０～１００ヌクレオチド、１０～８０ヌクレオチド、
１０～５０ヌクレオチド、１０～４０ヌクレオチド、１０～３０ヌクレオチド、１５～１
００ヌクレオチド、１５～８０ヌクレオチド、１５～５０ヌクレオチド、１５～４０ヌク
レオチド、１５～３０ヌクレオチド、２０～１００ヌクレオチド、２０～８０ヌクレオチ
ド、２０～５０ヌクレオチド、２０～４０ヌクレオチド、または２０～３０ヌクレオチド
の長さを有しうる。
【０２２７】
　特定の具現例で、前記増幅ブロッカーは、その延長が防止されるように、その３’末端
がブロッキング（ｂｌｏｃｋｉｎｇ）される。
【０２２８】
　ターゲット核酸配列上のヌクレオチド変異領域の対向側に位置する増幅ブロッカーのヌ
クレオチド変異区別サイト（すなわち、非ターゲットヌクレオチド変異に相補的な領域）
は、前記増幅ブロッカーが非ターゲットヌクレオチド変異を有するターゲット核酸配列の
増幅を抑制するが、ターゲットヌクレオチド変異を有するターゲット核酸配列の増幅を抑
制しない限り、増幅ブロッカーの如何なるサイトにも位置しうる。
【０２２９】
　特定の具現例で、増幅ブロッカーのヌクレオチド変異区別サイトは、その５’末端部位
、中間部位、または３’末端部位に位置しうる。
【０２３０】
　前記増幅ブロッカーは、増幅ブロッカーのアップストリームに位置するプライマーから
２００ヌクレオチド超過、１００ヌクレオチド超過、５０ヌクレオチド超過、３０ヌクレ
オチド超過、２０ヌクレオチド超過、１０ヌクレオチド超過、５ヌクレオチド超過、２ヌ
クレオチド超過、または１ヌクレオチド超過で離隔しうる。前記増幅ブロッカーは、前記
プライマーに直ちに隣接することができる。
【０２３１】
　増幅ブロッカーと共にＰＣＥ－ＩＨ分析をヌクレオチド変異を検出するために用いる場
合、ＰＴＯ及び増幅ブロッカーは、ターゲット核酸配列の二本鎖のうち、同一鎖または互
いに異なる鎖に位置するようにデザインされうる。同一鎖に位置するようにデザインされ
る場合、ターゲット核酸配列とのハイブリダイゼーションでＰＴＯ及び増幅ブロッカーは
、相互間に影響を与え、反応条件または配列の調節が要求されている。
【０２３２】
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　一具現例によれば、本発明で利用されるターゲット核酸配列は、増幅プライマーによっ
てのプレ増幅された（ｐｒｅ－ａｍｐｌｉｆｉｅｄ）核酸配列である。
【０２３３】
　本発明の利点は、少なくとも２種のターゲット核酸配列を同時に（マルチプレックス）
検出するという点でさらに注目されうる。
【０２３４】
　一具現例によれば、前記方法は、少なくとも２種のターゲット核酸配列を検出するため
に実施され；前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、少なくとも２種のオリゴヌク
レオチドを含み、前記ＰＴＯは、少なくとも２種のＰＴＯを含み、前記ＣＴＯは、少なく
とも２種のＣＴＯを含み、前記ＩＯは、少なくとも２種のＩＯを含む。
【０２３５】
　一具現例によれば、本発明は、ＰＴＯに対する少なくとも２種のダウンストリームプラ
イマーを用いて実施される。
【０２３６】
　本発明によって検出されるターゲット核酸配列は、多様な核酸配列、例えば、ゲノム内
の配列、人為的に分離されるか、断片化された配列、及び合成配列（例えば、ｃＤＮＡ配
列及びバーコード配列）を含む。例えば、ターゲット核酸配列は、Ｉｍｍｕｎｏ－ＰＣＲ
（ＩＰＣＲ）のための核酸マーカー配列を含む。ＩＰＣＲは、ＰＣＲと共に核酸マーカー
配列及び抗体間のコンジュゲートを使い、これは、タンパク質を含んだ多種のターゲット
の検出に幅広く適用される（Ｓａｎｏら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５８　ｐｐ：１２０－１２
２（１９９２）、米国特許第５，６６５，５３９号、Ｎｉｅｍｅｙｅｒら、Ｔｒｅｎｄｓ
　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２３　ｐｐ：２０８－２１６（２００５）、米国
出願公開第２００５／０２３９１０８号及びＹｅら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｎｖｉｒ
ｏｎｍｅｎｔａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２　ｐｐ：７９６～８００（２０１０））。本発
明のターゲット核酸分子は、ＩＰＣＲ方法で使われる核酸マーカーを含み、本発明は、Ｉ
ＰＣＲ方法で核酸マーカーの検出に適用可能である。
【０２３７】
　ターゲット核酸配列の増幅を含む一具現例
　本発明は、ターゲット核酸配列を合成することができるアップストリームプライマー及
びダウンストリームプライマーで構成されたプライマー対を用いるターゲット核酸配列の
増幅と共に同時に実施される。
【０２３８】
　本発明の他の態様において、本発明は、次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的
固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で
核酸試料内のターゲット核酸配列を検出する方法を提供する：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、アップストリームプライマー及びダウンストリーム
プライマーを含むプライマー対及びプロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド
（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；前記アップストリームプライマー及び
前記ダウンストリームプライマーのそれぞれは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイ
ブリダイジングヌクレオチド配列を含み；前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列
に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及
び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング
部位を含み；前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダ
イズされ、前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず
；前記ＰＴＯは、前記アップストリームプライマー及び前記ダウンストリームプライマー
の間に位置し；前記ＰＴＯは、その延長が防止されるように、その３’末端がブロッキン
グされており；
　（ｂ）前記プライマーの延長及び前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアー
ゼ活性を有する鋳型－依存的核酸重合酵素に前記段階（ａ）の結果物を接触させる段階で
あって；前記ＰＴＯが、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされれば、前記アップ
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ストリームプライマーは延長され、前記延長鎖は、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する鋳
型－依存的核酸重合酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような前記切断は、前記
ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；前記ＣＴ
Ｏは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部
位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉｉ）５’－
タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌクレオチド配列を含むテン
プレーティング部位を含み；前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプ
チャリング部位にハイブリダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片
は、延長されて前記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を
生成し、延長二量体を形成し；前記延長鎖は、標識を含み、
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；前記
延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能なシグナ
ルを提供し；及び（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【０２３９】
　本発明の具現例は、前述した本発明の方法の段階に従うため、これらの間の共通した内
容は、本明細書の複雑性をもたらす過度な重複を避けるために省略する。
【０２４０】
　一具現例によれば、本発明は、反復サイクルの間に変性を含み、段階（ａ）～（ｆ）の
全部または一部（例えば、段階（ａ）～（ｂ）、（ａ）～（ｄ）、または（ａ）～（ｅ）
）を少なくとも２回以上繰り返すことをさらに含む。前記反応の繰り返しは、少なくとも
５、１０、２０、または３０回以上であり、最大７０、６０、５０、または４０回以下で
ある。
【０２４１】
　アップストリームオリゴヌクレオチド－独立的５’ヌクレアーゼ活性に基づいたＰＣＥ
－ＩＨ分析
　本発明の追加的な態様において、本発明は、次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依
存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固
相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出する方法を提供する：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチ
ド（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲッ
ト核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を含む３’－ターゲッティン
グ部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非相補的なヌクレオチド配列を含む５’
－タギング部位を含み；前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列に
ハイブリダイズされ、前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダ
イズされず；
　（ｂ）前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素に前記
段階（ａ）の結果物を接触させる段階であって；前記ＰＴＯは、前記５’ヌクレアーゼ活
性を有する酵素によって切断され、このような前記切断は、前記ＰＴＯの５’－タギング
部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；前記ＣＴ
Ｏは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部
位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉｉ）前記Ｐ
ＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌクレオチド配
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列を含むテンプレーティング部位を含み；前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記Ｃ
ＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片
は、延長されて前記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を
生成し、延長二量体を形成し；前記延長鎖は、標識を含み、
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；前記
延長鎖と前記ＩＯとの間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能なシグ
ナルを提供し；及び
　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；前記延長鎖の存
在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【０２４２】
　アップストリームオリゴヌクレオチド－独立的５’ヌクレアーゼ活性を基にする本発明
の方法は、アップストリームオリゴヌクレオチドを利用しないことを除いては、アップス
トリームオリゴヌクレオチドを用いるＰＣＥ－ＩＨ分析による方法と同一なので、これら
の間の共通した内容は、本明細書の複雑性をもたらす過度な重複を避けるために省略する
。
【０２４３】
　面白くも、アップストリームオリゴヌクレオチド－独立的５’ヌクレアーゼ活性を基に
する本発明の方法は、アップストリームオリゴヌクレオチドを使わずとも、ＰＣＥ－ＩＨ
分析によってターゲットシグナルを実際に提供する。
【０２４４】
　本発明の方法のために、アップストリームオリゴヌクレオチド－独立的５’ヌクレアー
ゼ活性を有する従来の酵素が利用されうる。５’ヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依存的
重合酵素のうち、アップストリームオリゴヌクレオチド－独立的５’ヌクレアーゼ活性を
有する幾つかの酵素があり、例えば、Ｔａｑ　ＤＮＡ重合酵素がある。
【０２４５】
　ターゲット核酸配列の増幅及びＰＴＯの切断効率を考慮すれば、本発明のＰＣＥ－ＩＨ
分析は、望ましくは、アップストリームオリゴヌクレオチドを用いて実施される。
【０２４６】
　一具現例によれば、本発明は、反復サイクルの間に変性を含み、段階（ａ）～（ｆ）の
全部または一部（例えば、段階（ａ）～（ｂ）、（ａ）～（ｄ）、または（ａ）～（ｅ）
）を少なくとも２回以上繰り返すことをさらに含む。前記反応の繰り返しは、少なくとも
５、１０、２０、または３０回以上であり、最大７０、６０、５０、または４０回以下で
ある。
【０２４７】
　ターゲット検出用キット
　本発明のさらに他の態様において、本発明は、次を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的
固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で
核酸試料内のターゲット核酸配列を検出するためのキットを提供する：
　（ａ）アップストリームオリゴヌクレオチド；前記アップストリームオリゴヌクレオチ
ドは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　（ｂ）プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）；前記ＰＴＯは
、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を含む
３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非相補的なヌクレ
オチド配列を含む５’－タギング部位を含み；前記３’－ターゲッティング部位は、前記
ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、前記５’－タギング部位は、前記ターゲット
核酸配列にハイブリダイズされず；前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記Ｐ
ＴＯのアップストリームに位置し；前記アップストリームオリゴヌクレオチドまたはその
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延長鎖は、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このよ
うな切断は、前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び５’－タギング部位の一部を含む断片
を放出し；
　（ｃ）キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）
；前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；前記ＰＴＯから放出された前記断片
は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされ；前記ＣＴＯのキャプチャ
リング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前記ＣＴＯのテンプレーティ
ング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量体を形成し；前記延長鎖は
、標識を含み；及び
　（ｄ）固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）；前記ＩＯは、固相基質上に固定化されてお
り；前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；前記延長鎖と前記ＩＯとの間のハイ
ブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能なシグナルを提供する。
【０２４８】
　本発明のキットは、前述した本発明の検出方法を実施するために製作されるので、これ
らの間の共通した内容は、本明細書の複雑性をもたらす過度な重複を避けるために省略す
る。
【０２４９】
　特定の具現例で、前記キットは、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素をさらに含む。特
定の具現例で、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、５’ヌクレアーゼ活性を有す
る重合酵素またはＦＥＮヌクレアーゼである。
【０２５０】
　一具現例によれば、ＰＴＯ及びＣＴＯは、ＰＴＯのＣＴＯに対するｍｏｌ比が１超（具
体的に、１．２以上、１．３以上、１．５以上、１．８以上、２以上、３以上、４以上、
５以上、７以上、または１０以上のｍｏｌ比）で含まれる。
【０２５１】
　一具現例によれば、前記ＩＯは、（ｉ）延長配列の全部または一部、及び（ｉｉ）延長
鎖内の断片の一部に相補的な配列を含む。
【０２５２】
　一具現例で、前記延長鎖に含まれた標識は、（ｉ）ＰＴＯから放出された前記断片に結
合された単一標識、（ｉｉ）延長反応の間に延長鎖に挿入される標識、または（ｉｉｉ）
前記断片に結合された単一標識及び前記延長反応の間に延長鎖に挿入される標識の組合せ
である。
【０２５３】
　一具現例によれば、前記キットは、延長反応の間に延長鎖に挿入される標識をさらに含
む。
【０２５４】
　特定の具現例で、前記標識は、延長鎖に挿入される標識であり、前記ＣＴＯのテンプレ
ーティング部位は、第１非天然塩基を含むヌクレオチドを含み、前記段階（ｄ）の前記延
長反応は、標識及び前記第１非天然塩基に対して特異的結合親和性を有する第２非天然塩
基を含むヌクレオチドの存在下で実施され、これにより、前記延長鎖に前記標識が挿入さ
れる。
【０２５５】
　特定の具現例で、前記標識は、前記断片に結合された単一標識及び延長反応の間に延長
鎖に挿入される標識の組合せであり、前記単一標識及び前記挿入された標識は、受容体及
び供与体の対を含む相互作用的二重標識である。
【０２５６】
　特定の具現例で、前記キットは、インターカレーティング染料をさらに含み、前記延長
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鎖に含まれた標識は、前記インターカレーティング染料からのシグナルを受ける受容体で
ある。
【０２５７】
　一具現例によれば、ＰＴＯ、ＣＴＯ及び／またはＩＯは、その延長が防止されるように
、その３’末端がブロッキングされる。
【０２５８】
　特定の具現例で、前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、アップストリームプラ
イマーまたはアップストリームプローブである。
【０２５９】
　一具現例によれば、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位は、その５’末端の一部に前記
ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含む。一具現
例によれば、前記ＰＴＯの３’－ターゲッティング部位の一部に相補的なヌクレオチド配
列は、１～１０ヌクレオチドの長さである。
【０２６０】
　一具現例によれば、前記キットは、少なくとも２種のターゲット核酸配列を検出するた
めに使われ；前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、少なくとも２種のオリゴヌク
レオチドを含み、前記ＰＴＯは、少なくとも２種のＰＴＯを含み、前記ＣＴＯは、少なく
とも２種のＣＴＯを含み、前記ＩＯは、少なくとも２種のＩＯを含む。
【０２６１】
　一具現例によれば、前記ターゲット核酸配列は、ヌクレオチド変異を含む。
【０２６２】
　一具現例によれば、前記キットは、ダウンストリームプライマーをさらに含む。
【０２６３】
　実施例を通じて本発明をより詳しく説明する。これら実施例は、本発明をより具体的に
説明するためのものであって、添付の請求項に提示された本発明の範囲が、これら実施例
によって制限されるものではないということは、当業者にとって明白である。
【実施例】
【０２６４】
　実施例１：ＰＴＯの切断及び延長依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーシ
ョン（ＰＣＥ－ＩＨ）分析の評価
　本発明者らは、マイクロアレイ上で単一標識されたプロービング・アンド・タギングオ
リゴヌクレオチド（ＰＴＯ）、キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオリゴヌ
クレオチド（ＣＴＯ）及び固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）を用いたＰＣＥ－ＩＨ分析
が、ターゲット核酸配列を検出できるか否かを実験した。
【０２６５】
　アップストリームプライマーとダウンストリームプライマーとの延長、ＰＴＯの切断及
びＰＴＯ断片の延長のために、５’ヌクレアーゼ活性を有するＴａｑ　ＤＮＡ重合酵素を
使った。Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅに対するゲノムＤＮＡをターゲッ
ト核酸配列として使った。
【０２６６】
　ＰＴＯは、その５’末端に蛍光レポーター分子（Ｑｕａｓａｒ５７０）を有する。ＰＴ
Ｏ、ＣＴＯ及びＩＯは、それらの３’末端がカーボンスぺーサでブロッキングされている
。ＩＯは、リンカーアーム（ｌｉｎｋｅｒ　ａｒｍ）としてｐｏｌｙ（Ｔ）１０を有し、
これをその５’末端のアミノ基（ＡｍｉｎｏＣ６）を用いてガラススライドの表面上に固
定した。蛍光レポーター分子（Ｑｕａｓａｒ５７０）を有するマーカープローブをその３
’末端のアミノ基（ＡｍｉｎｏＣ７）を用いてガラススライドの表面上に固定した。
【０２６７】
　本実施例で、もし、ＮＧが存在する場合、ＮＧに特異的にハイブリダイズされたＰＴＯ
は切断され、蛍光レポーターが標識されたＰＴＯ断片が生成される。前記ＰＴＯ断片は、
ＣＴＯのキャプチャリング部位にアニーリングされ、前記ＣＴＯのテンプレーティング部
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位上で延長されて、その５’末端に蛍光レポーター分子を有する延長鎖を形成する。前記
延長鎖は、ＩＯにハイブリダイズすることができる。前記ＰＴＯの切断及びＰＴＯ断片の
延長、ＩＯに前記延長鎖のハイブリダイゼーションをマイクロアレイ上で同時に行った。
前記反応後、延長鎖－ＩＯ二量体の存在または非存在を分析した。
【０２６８】
　本実施例で使ったアップストリームプライマー、ダウンストリームプライマー、ＰＴＯ
、ＣＴＯ、ＩＯ、及びマーカーの配列は、次の通りである：
　ＮＧ－Ｆ　５’－ＴＡＣＧＣＣＴＧＣＴＡＣＴＴＴＣＡＣＧＣＴＩＩＩＩＩＧＴＡＡＴ
ＣＡＧＡＴＧ－３’（配列番号：１）
　ＮＧ－Ｒ　５’－ＣＡＡＴＧＧＡＴＣＧＧＴＡＴＣＡＣＴＣＧＣＩＩＩＩＩＣＧＡＧＣ
ＡＡＧＡＡＣ－３’（配列番号：２）
　ＰＴＯ　５’－［Ｑｕａｓａｒ５７０］ＡＣＧＡＣＧＧＣＴＴＧＧＣＴＧＣＣＣＣＴＣ
ＡＴＴＧＧＣＧＴＧＴＴＴＣＧ［Ｃ３　ｓｐａｓｅｒ］－３’（配列番号：３）
　ＣＴＯ　５’－ＣＡＴＡＴＣＧＴＣＣＡＧＧＧＴＡＴＣＣＡＧＣＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡ
ＧＣＣＧＴＣＧＴ［Ｃ３　ｓｐａｓｅｒ］－３’（配列番号：４）
　ＩＯ　５’－［Ａｍｉｎｏ　Ｃ６］ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＣＡＴＡＴＣＧＴＣＣＡＧＧ
ＧＴＡＴＣＣＡＧＣＧＣ［Ｃ３　ｓｐａｓｅｒ］－３’（配列番号：５）
　Ｍａｒｋｅｒ　５’－［Ｑｕａｓａｒ５７０］ＡＴＡＴＡＴＡＴＡＴ［Ａｍｉｎｏ　Ｃ
７］－３’（配列番号：６）
　（Ｉ：デオキシイノシン）
　（下線を引いた文字は、ＰＴＯ－ＮＶの５’－タギング部位を示す）
【０２６９】
　ＮＳＢ９　ＮＨＳスライド（ＮＳＢＰＯＳＴＥＣＨ，Ｋｏｒｅａ）をＩＯ及びマーカー
　（ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯｓ：５及び６）の製作に用いた。ＮＳＢスポッティングバッファ
（ＮＳＢ　ｓｐｏｔｔｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ）に最終濃度５０μＭになるように溶解させ
たＩＯ及びマーカーをＰｅｒｓｏｎａｌＡｒｒａｙｅｒＴＭ１６　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
　Ｓｐｏｔｔｅｒ（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ，Ｃｈｉｎａ）を用いてＮＳＢ９　ＮＨＳスラ
イド上にプリンティングした。前記ＩＯ及びマーカーを３ｘ１フォーマット（ｔｒｉｐｌ
ｉｃａｔｅ　ｓｐｏｔｓ）で平行にスポッティング（ｓｐｏｔｔｉｎｇ）し、このように
して製作されたマイクロアレイを約８５％湿度で保持されるチャンバに一晩インキュべー
ティングした。そして、前記スライドを２ｘＳＳＰＥ（０．３Ｍ塩化ナトリウム、０．０
２Ｍリン酸水素二ナトリウム及び２．０ｍＭ　ＥＤＴＡ）、ｐＨ７．４及び７．０ｍＭ　
ＳＤＳを含有したバッファ溶液で３７℃で３０分間洗浄して、非特異的に結合されたＩＯ
及びマーカーを除去し、蒸留水で洗浄した。次いで、スライド遠心分離機を用いて前記Ｄ
ＮＡ－機能化された（ＤＮＡ－ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ）スライドを乾燥させ、使
用前まで４℃暗室で保管した。
【０２７０】
　ＮＧ遺伝子のゲノムＤＮＡ１００ｐｇ、アップストリームプライマー（配列番号：１）
１０ｐｍｏｌｅ、ダウンストリームプライマー（配列番号：２）１０ｐｍｏｌｅ、ＰＴＯ
（配列番号：３）５ｐｍｏｌｅ、ＣＴＯ（配列番号：４）０．５ｐｍｏｌｅ、及び２Ｘ　
マスターミックス（２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２００μＭ　ｄＮＴＰｓ、及び２．４ｕｎ
ｉｔのＨ－Ｔａｑ　ＤＮＡ重合酵素）（Ｓｏｌｇｅｎｔ，Ｋｏｒｅａ）１５μｌを含有し
た３０μｌの最終体積でＰＣＥ－ＩＨ反応を実施し、ＩＯ（配列番号：５）が交差結合（
ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｅｄ）されたＮＳＢガラススライドの表面上に組み立てられたチャ
ンバに前記全体混合物を適用した。前記スライドを熱循環器（Ｇｅｎｅｐｒｏ　Ｂ４Ｉ，
Ｃｈｉｎａ）内のインサイチュ（ｉｎ　ｓｉｔｕ）ブロック上に位置させた。ＰＣＥ－Ｉ
Ｈ反応を次のように実施した：９５℃で１５分変性させ、９５℃で３０秒、６０℃で６０
秒、７２℃で３０秒の反応過程を４０サイクル繰り返し後、５５℃で３０分ハイブリダイ
ゼーションさせた。
【０２７１】
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　前記反応以後、前記スライドを１分間蒸留水で洗浄した。イメージを共焦点レーザスキ
ャナーＡｘｏｎ　ＧｅｎｅＰｉｘ４３００Ａ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ，ＵＳ
Ａ）を用いて５－μｍピクセル解像度でスキャニングして獲得した。蛍光強度を定量的な
マイクロアレイ分析ソフトウェアであるＧｅｎｅＰｉｘ　ｐｒｏ７．０ソフトウェア（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ，ＵＳＡ）を用いて分析した。蛍光強度を周辺バックグ
ラウンドを除去した後、スポット－中央値で表現した。再現性を試験するために、スポッ
トを３つずつスポッティングした。蛍光強度は、３つのスポットの平均値で表わした。
【０２７２】
　図４に示されたように、蛍光強度は、ターゲットがない場合と比較して、ターゲットが
存在する場合、確実に増加した。このような結果は、マイクロアレイ上で単一－標識ＰＴ
Ｏ、ＣＴＯ及びＩＯを用いるＰＣＥ－ＩＨ分析が、ターゲット核酸配列を検出することが
できるということを示す。
【０２７３】
　実施例２：延長鎖とＩＯのハイブリダイゼーションに及ぼすＣＴＯの影響評価
　延長鎖がターゲット核酸配列の存在下で生成される場合、延長鎖及びＩＯ間のハイブリ
ッドの形成は、ＣＴＯと延長鎖のハイブリダイゼーションによって抑制されうる。本発明
者らは、多様な濃度のＣＴＯ及び延長鎖を模倣した合成延長鎖（Ｓｙｎ－ＥＳ）を用いて
延長鎖及びＩＯ間のハイブリッドの形成に及ぼすＣＴＯの影響を調査した。Ｓｙｎ－ＥＳ
は、その５’末端に蛍光レポーター分子（Ｑｕａｓａｒ５７０）を有する。
【０２７４】
　実施例１で使われた同一なＴａｑ　ＤＮＡ重合酵素、ＣＴＯ、ＩＯ及びマーカーを本実
施例で使った。
【０２７５】
　本実施例で、Ｓｙｎ－ＥＳの配列は、次の通りである：
　Ｓｙｎ－ＥＳ　５’－［Ｑｕａｓａｒ５７０］ＡＣＧＡＣＧＧＣＴＴＧＧＣＴＧＡＧＣ
ＧＣＴＧＧＡＴＡＣＣＣＴＧＧＡＣＧＡＴＡＴＧ－３’（配列番号：７）
【０２７６】
　スライド製作は、実施例１で使われた同一なプロトコルで行った。
【０２７７】
　ＣＴＯ（配列番号：４）２、１、０．５、または０ｐｍｏｌｅ、Ｓｙｎ－ＥＳ（配列番
号：７）１ｐｍｏｌｅ、及び２Ｘ　マスターミックス（２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２００
μＭ　ｄＮＴＰｓ、及び２．４ｕｎｉｔのＨ－Ｔａｑ　ＤＮＡ重合酵素）（Ｓｏｌｇｅｎ
ｔ，Ｋｏｒｅａ）１５μｌを含有した３０μｌの最終体積で反応を実施し、ＩＯ（配列番
号：５）が交差結合されたＮＳＢガラススライドの表面上に組み立てられたチャンバに前
記全体混合物を適用した。前記スライドを熱循環器（Ｇｅｎｅｐｒｏ　Ｂ４Ｉ，Ｃｈｉｎ
ａ）内のインサイチュブロック上に位置させた。ハイブリダイゼーション反応を５５℃で
３０分間実施した。
【０２７８】
　前記反応以後、前記スライドを１分間蒸留水で洗浄した。イメージを共焦点レーザスキ
ャナーＡｘｏｎ　ＧｅｎｅＰｉｘ４３００Ａ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ，ＵＳ
Ａ）を用いて５－μｍピクセル解像度にスキャニングして獲得した。蛍光強度を定量的な
マイクロアレイ分析ソフトウェアであるＧｅｎｅＰｉｘ　ｐｒｏ７．０ソフトウェア（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ，ＵＳＡ）を用いて分析した。蛍光強度を周辺バックグ
ラウンドを除去した後、スポット－中央値で表現した。再現性を試験するために、スポッ
トを３つずつスポッティングした。蛍光強度は、３つのスポットの平均値で表わした。
【０２７９】
　図５Ａ及び図５Ｂで示すように、ＣＴＯの濃度が増加するにつれて、蛍光強度は確実に
減少した。
【０２８０】
　実施例３：多様な比率のＰＴＯ対ＣＴＯを用いたＰＣＥ－ＩＨ分析の評価
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　実施例２で示すように、延長鎖及びＣＴＯ間のハイブリッドの形成は、延長鎖及びＩＯ
のハイブリダイゼーションを抑制する。延長鎖がターゲット核酸配列の存在下で生成され
る場合、一本鎖状態の延長鎖の数の増加は、延長鎖及びＩＯのハイブリダイゼーションを
向上させる。
【０２８１】
　一本鎖状態の延長鎖の数を調節する１つの方法は、ＰＴＯ対ＣＴＯの比率を変化させる
ことである。ターゲットの存在下で、ＣＴＯよりもさらに高い濃度のＰＴＯを使うことは
、一本鎖状態の延長鎖の生成を増加させて蛍光強度を向上させる。本発明者らは、多様な
濃度のＣＴＯを用いることによって、多様なＰＴＯ対ＣＴＯの比率が蛍光強度に如何に影
響を及ぼすかについて調査した。
【０２８２】
　実施例１で使われた同一なＴａｑ　ＤＮＡ重合酵素、アップストリームプライマー、ダ
ウンストリームプライマー、ＰＴＯ、ＣＴＯ、ＩＯ及びマーカーを本実施例で使った。
【０２８３】
　スライド製作は、実施例１で使われた同一なプロトコルで行った。
【０２８４】
　ＮＧ遺伝子のゲノムＤＮＡ１００ｐｇ、アップストリームプライマー（配列番号：１）
１０ｐｍｏｌｅ、ダウンストリームプライマー（配列番号：２）１０ｐｍｏｌｅ、ＰＴＯ
（配列番号：３）５ｐｍｏｌｅ、ＣＴＯ（配列番号：４）３、１、または０．５ｐｍｏｌ
ｅ及び２Ｘ　マスターミックス（２．５ｍＭ　ＭｇＣｌ２、２００μＭ　ｄＮＴＰｓ、及
び２．４ｕｎｉｔのＨ－Ｔａｑ　ＤＮＡ重合酵素）（Ｓｏｌｇｅｎｔ，Ｋｏｒｅａ）１５
μｌを含有した３０μｌの最終体積でＰＣＥ－ＩＨ反応を実施し、ＩＯ（配列番号：５）
が交差結合されたＮＳＢガラススライドの表面上に組み立てられたチャンバに前記全体混
合物を適用した。スライドをインサイチュブロック方式で熱循環器（Ｇｅｎｅｐｒｏ　Ｂ
４Ｉ，Ｃｈｉｎａ）に位置させた。ＰＣＥ－ＩＨ反応を次のように実施した：９５℃で１
５分変性させ、９５℃で３０秒、６０℃で６０秒、７２℃で３０秒の反応過程を４０サイ
クル繰り返し後、５５℃で３０分ハイブリダイゼーションさせた。
【０２８５】
　前記反応以後、前記スライドを１分間蒸留水で洗浄した。イメージを共焦点レーザスキ
ャナーＡｘｏｎ　ＧｅｎｅＰｉｘ４３００Ａ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ，ＵＳ
Ａ）を用いて５－μｍピクセル解像度にスキャニングして獲得した。蛍光強度を定量的な
マイクロアレイ分析ソフトウェアであるＧｅｎｅＰｉｘ　ｐｒｏ７．０ソフトウェア（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ，ＵＳＡ）を用いて分析した。蛍光強度を周辺バックグ
ラウンドを除去した後、スポット－中央値で表現した。再現性を試験するために、スポッ
トを３つずつスポッティングした。蛍光強度は、３つのスポットの平均値で表わした。
【０２８６】
　図６Ａ及び図６Ｂに示されたように、ＣＴＯの濃度が減少するにつれて、ターゲットの
存在下で蛍光強度は確実に増加した。
【０２８７】
　本発明の望ましい具現例を詳しく記述したところ、本発明の原理による変形及び修正が
可能であるということは、当業者に明白であり、本発明の範囲は、添付の請求項とその均
等物とによって定義される。
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【図１Ａ】 【図１Ｂ】

【図２】 【図３】
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【図４】 【図５Ａ】

【図５Ｂ】

【図６Ａ】

【図６Ｂ】
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【配列表】
2016524902000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成28年1月8日(2016.1.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイ
ゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出
する方法：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、アップストリームオリゴヌクレオチド及びプロービ
ング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であ
って；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイ
ブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ＰＴＯのアップストリームに位置し
；
　（ｂ）前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素に前記
段階（ａ）の結果物を接触させる段階であって；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドまたはその延長鎖は、前記５’ヌクレアーゼ
活性を有する酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような前記切断は、前記ＰＴＯ
の５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み；
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能な
シグナルを提供し；及び
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　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
　前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【請求項２】
　前記段階（ｅ）は、前記延長鎖が一本鎖状態で前記ＩＯとのハイブリダイゼーションに
有利な条件下で実施され、これにより、前記延長鎖及び前記ＣＴＯ間の前記延長二量体の
形成による前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションの抑制が防止されること
を特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記条件は、前記段階（ｅ）で前記一本鎖状態の延長鎖の数を増加させることを特徴と
する請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記段階（ｅ）で前記一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる前記条件は、前記延長鎖及
び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーション前に前記延長二量体を変性させることを特徴とす
る請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記段階（ｅ）で前記一本鎖状態の延長鎖の数を増加させる前記条件は、前記延長鎖及
び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーション前に前記ＣＴＯを除去することを特徴とする請求
項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記段階（ｅ）で前記一本鎖形態の延長鎖の数を増加させる前記条件は、ＰＴＯのＣＴ
Ｏに対するｍｏｌ比が１超で前記ＰＴＯ及び前記ＣＴＯを使うことを特徴とする請求項３
に記載の方法。
【請求項７】
　前記ＰＴＯのＣＴＯに対するｍｏｌ比は、１．２以上であることを特徴とする請求項６
に記載の方法。
【請求項８】
　前記段階（ｅ）は、前記延長鎖と前記ＩＯとのハイブリダイゼーション競争力を、前記
ＣＴＯと前記延長鎖とのハイブリダイゼーション競争力よりも向上させる条件下で実施さ
れることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記延長鎖と前記ＩＯとのハイブリダイゼーション競争力を、前記ＣＴＯと前記延長鎖
とのハイブリダイゼーション競争力よりも向上させる前記条件は、前記延長鎖及び前記Ｉ
Ｏ間のハイブリッドのＴｍ値及び前記ＣＴＯ及び前記延長鎖間のハイブリッドのＴｍ値を
調節することを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記ＩＯは、（ｉ）前記延長配列の全部または一部、及び（ｉｉ）前記延長鎖内の前記
断片の一部に相補的な配列を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記延長鎖に含まれた前記標識は、（ｉ）前記ＰＴＯから放出された前記断片に結合さ
れた単一標識、（ｉｉ）前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される標識、または（ｉｉ
ｉ）前記断片に結合された前記単一標識及び前記延長反応の間に前記延長鎖に挿入される
前記標識の組合せであることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記標識は、前記延長鎖に挿入される標識であり、
　前記ＣＴＯのテンプレーティング部位は、第１非天然塩基を含むヌクレオチドを含み、
　前記段階（ｄ）の前記延長反応は、標識及び前記第１非天然塩基に対して特異的結合親
和性を有する第２非天然塩基を含むヌクレオチドの存在下で実施され、これにより、前記
延長鎖に前記標識が挿入されることを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記標識は、前記断片に結合された前記単一標識及び前記延長反応の間に前記延長鎖に
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挿入される前記標識の組合せであり、前記単一標識及び前記挿入された標識は、受容体及
び供与体の対を含む相互作用的二重標識であることを特徴とする請求項１１に記載の方法
。
【請求項１４】
　前記段階（ｅ）の前記ハイブリダイゼーションは、インターカレーティング染料の存在
下で実施され、前記延長鎖に含まれた前記標識は、前記インターカレーティング染料から
のシグナルを受ける受容体であり、前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリッドに挿入され
たインターカレーティング染料からのシグナルは、前記受容体に転移され、前記受容体は
、検出可能なシグナルを提供することを特徴とする請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ＰＴＯ、前記ＣＴＯ及び／または前記ＩＯは、その延長が防止されるように、その
３’末端がブロッキングされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記シグナルを検出するための前記段階（ｆ）は、一定温度範囲で前記延長鎖及び前記
ＩＯ間のハイブリッドをメルティングするか、または前記ハイブリッドをメルティングし
、ハイブリダイズさせる過程で、前記固相基質上に提供されるシグナルを検出することで
実施されることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記方法は、反復サイクルの間に変性を含み、前記段階（ａ）～（ｆ）の全部または一
部を繰り返す段階をさらに含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記段階（ａ）～（ｆ）は、１つの反応容器または個別反応容器で実施されることを特
徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記方法は、少なくとも２種のターゲット核酸配列を検出するために実施され；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、少なくとも２種のオリゴヌクレオチドを
含み、前記ＰＴＯは、少なくとも２種のＰＴＯを含み、前記ＣＴＯは、少なくとも２種の
ＣＴＯを含み、前記ＩＯは、少なくとも２種のＩＯを含むことを特徴とする請求項１に記
載の方法。
【請求項２０】
　前記ターゲット核酸配列は、ヌクレオチド変異を含むことを特徴とする請求項１に記載
の方法。
【請求項２１】
　前記方法は、ダウンストリームプライマーの存在下で実施されることを特徴とする請求
項１から２０のいずれかに記載の方法。
【請求項２２】
　次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイ
ゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出
する方法：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、アップストリームプライマー及びダウンストリーム
プライマーを含むプライマー対及びプロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド
（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記アップストリームプライマー及び前記ダウンストリームプライマーのそれぞれは、
前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　前記ＰＴＯは、前記アップストリームプライマー及び前記ダウンストリームプライマー
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の間に位置し；
　前記ＰＴＯは、その延長が防止されるように、その３’末端がブロッキングされており
；
　（ｂ）前記プライマーの延長及び前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアー
ゼ活性を有する鋳型－依存的核酸重合酵素に前記段階（ａ）の結果物を接触させる段階で
あって；
　前記ＰＴＯが、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされれば、前記アップストリ
ームプライマーは延長され、前記延長鎖は、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依
存的核酸重合酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような前記切断は、前記ＰＴＯ
の５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌクレオチド配列
を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み、
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖及び前記ＩＯ間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能な
シグナルを提供し；及び
　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
　前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【請求項２３】
　次の段階を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイ
ゼーション（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出
する方法：
　（ａ）前記ターゲット核酸配列を、プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチ
ド（ＰＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　（ｂ）前記ＰＴＯの切断のための条件下で、５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素に前記
段階（ａ）の結果物を接触させる段階であって；
　前記ＰＴＯは、前記５’ヌクレアーゼ活性を有する酵素によって切断され、このような
前記切断は、前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－タギング部位の一部を含む断
片を放出し；
　（ｃ）前記ＰＴＯから放出された前記断片を、キャプチャリング・アンド・テンプレー
ティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）とハイブリダイズさせる段階であって；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
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タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　（ｄ）前記段階（ｃ）の結果物及び鋳型－依存的核酸重合酵素を用いて延長反応を実施
する段階であって；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み、
　（ｅ）前記延長鎖を、固相基質上に固定された固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）とハ
イブリダイズさせる段階であって；
　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖と前記ＩＯとの間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能
なシグナルを提供し；及び
　（ｆ）前記延長鎖の存在を示す前記シグナルを検出する段階であって；
　前記延長鎖の存在は、前記ターゲット核酸配列の存在を示す。
【請求項２４】
　次を含むＰＴＯの切断及び延長－依存的固定化オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーシ
ョン（ＰＣＥ－ＩＨ）分析によって固相で核酸試料内のターゲット核酸配列を検出するた
めのキット：
　（ａ）アップストリームオリゴヌクレオチド；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ターゲット核酸配列に相補的なハイ
ブリダイジングヌクレオチド配列を含み；
　（ｂ）プロービング・アンド・タギングオリゴヌクレオチド（ＰＴＯ）；
　前記ＰＴＯは、（ｉ）前記ターゲット核酸配列に相補的なハイブリダイジングヌクレオ
チド配列を含む３’－ターゲッティング部位、及び（ｉｉ）前記ターゲット核酸配列に非
相補的なヌクレオチド配列を含む５’－タギング部位を含み；
　前記３’－ターゲッティング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされ、
前記５’－タギング部位は、前記ターゲット核酸配列にハイブリダイズされず；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドは、前記ＰＴＯのアップストリームに位置し
；
　前記アップストリームオリゴヌクレオチドまたはその延長鎖は、５’ヌクレアーゼ活性
を有する酵素による前記ＰＴＯの切断を誘導し、このような切断は、前記ＰＴＯの５’－
タギング部位及び５’－タギング部位の一部を含む断片を放出し；
　（ｃ）キャプチャリング・アンド・テンプレーティングオリゴヌクレオチド（ＣＴＯ）
；
　前記ＣＴＯは、３’→５’方向に（ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位または５’－
タギング部位の一部に相補的なヌクレオチド配列を含むキャプチャリング部位、及び（ｉ
ｉ）前記ＰＴＯの５’－タギング部位及び３’－ターゲッティング部位に非相補的なヌク
レオチド配列を含むテンプレーティング部位を含み；
　前記ＰＴＯから放出された前記断片は、前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリ
ダイズされ；
　前記ＣＴＯのキャプチャリング部位にハイブリダイズされた前記断片は、延長されて前
記ＣＴＯのテンプレーティング部位に相補的な延長配列を含む延長鎖を生成し、延長二量
体を形成し；
　前記延長鎖は、標識を含み；及び
　（ｄ）固定化オリゴヌクレオチド（ＩＯ）；
　前記ＩＯは、固相基質上に固定化されており；
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　前記ＩＯは、前記延長鎖に相補的な配列を含み；
　前記延長鎖と前記ＩＯとの間のハイブリダイゼーションは、前記固相基質上に検出可能
なシグナルを提供する。
【請求項２５】
　ＰＴＯのＣＴＯに対するｍｏｌ比が１超で前記ＰＴＯ及びＣＴＯを含むことを特徴とす
る請求項２４に記載のキット。
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