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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による増幅におけるキャリーオーバー汚染を減
少する方法であって：
ａ．　前記核酸を含有する試料溶液を提供する段階；
ｂ．　少なくとも１つの脱塩基部位を伴うＤＮＡを産生するために、ＤＮＡグリコシラー
ゼ活性を有する酵素の存在下で前記核酸を増幅する段階；
ｃ．　脱塩基ＤＮＡの分解を促進する少なくとも１つの試薬を提供する段階であって、こ
こで前記試薬がポリアミンである、段階；
ｄ．　少なくとも１つの脱塩基部位を伴う前記ＤＮＡの分解をひき起こすのに適した条件
において前記試料溶液をインキュベートする段階、
を含む方法。
【請求項２】
　前記ＤＮＡグリコシラーゼ活性がウラシル－Ｎ－ＤＮＡグリコシラーゼ活性である、請
求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ポリアミンが挿入ポリアミンである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ポリアミンがスペルミジン、スペルミン、トリエチレンテトラミン、およびトリメ
チレンジアミンからなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
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【請求項５】
　核酸のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による増幅におけるキャリーオーバー汚染を防
止するための反応混合物であって、
　核酸の増幅に有用な試薬であって、ここで前記試薬が、１つ以上のオリゴヌクレオチド
プライマー、核酸ポリメラーゼ、緩衝液、塩、ならびにｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰお
よび１つ以上のｄＴＴＰとｄＵＴＰとを含むヌクレオシド三リン酸を含む、試薬、
　少なくとも１つの脱塩基部位を伴うＤＮＡを産生するのに適切な試薬、および
　脱塩基ＤＮＡの分解を促進する試薬を含み、
　ここで前記少なくとも１つの脱塩基部位を伴うＤＮＡを産生するのに適切な試薬がウラ
シル－Ｎ－ＤＮＡグリコシラーゼ活性を有し、そして前記脱塩基ＤＮＡの分解を促進する
試薬がポリアミンである、反応混合物。
【請求項６】
　前記少なくとも１つの脱塩基部位を伴うＤＮＡを産生するのに適した試薬が酵素である
、請求項５に記載の反応混合物。
【請求項７】
　核酸のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による増幅におけるキャリーオーバー汚染を防
止する方法を実施するためのキットであって、
ａ）　ＤＮＡグリコシラーゼ活性を有する試薬、
ｂ）　脱塩基ＤＮＡを分解することができる試薬であって、ここで前記試薬がポリアミン
である試薬、及び
ｃ）　核酸の増幅に有用な試薬であって、ここで前記試薬が１つ以上のオリゴヌクレオチ
ドプライマー、核酸ポリメラーゼ、緩衝液、塩、ならびにｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ
及び１つ以上のｄＴＴＰとｄＵＴＰとを含むヌクレオシド三リン酸を含む、試薬、
を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般に、核酸増幅方法そしてより具体的には核酸増幅中のキャリーオーバー汚
染の制御に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、標的核酸配列の単一のコピーといったわずかなコ
ピーの特異的増幅をも可能にする。ＰＣＲの高い感度および特異性は、少量の標的核酸を
検出しなければならない診断、科学捜査その他の利用分野においてきわめて高い価値をも
つものであることが証明された。残念なことに、ＰＣＲ検定の高い感度自体が、この検定
を汚染や偽陽性結果をもたらしやすいものにしている。科学捜査や疾病スクリーニング（
例えばＨＩＶ検査）においては、偽陽性結果は深刻な帰結をもたらし得る。
【０００３】
　偽陽性結果の最も一般的な原因は、先行する検定からのＰＣＲ産物（単位複製配列）が
後続するＰＣＲ検査を汚染する「キャリーオーバー汚染」である。汚染物質は、検査技師
、計器またさらにはエアロゾルを介して伝染しうる。標的核酸が不在である「陰性」試料
においては、汚染物質は偽陽性結果を作り出す。標的核酸が存在する「陽性」試料におい
ては、汚染物質は真の標的と共増幅される。かかる共増幅は、真の標的の正確な量を決定
しなければならない定量検定の結果を歪曲し得る。
【０００４】
　キャリーオーバー汚染を防止する一般的かつ有効的な方法は、ウラシルＤＮＡグリコシ
ラーゼ、具体的にはＵＮＧ（ＥＣ３．２．２．３）の使用を含む。これらの酵素は、１本
鎖または２本鎖ＤＮＡの中に存在するウラシルを認識し、ウラシル塩基とデオキシリボー
スの間のＮ－グリコシド結合を開裂させ、１つの脱塩基部位を残す。例えば米国特許第６
，７１３，２９４号を参照のこと。「ＵＤＧ」または「ＵＮＧ」と略されるウラシル－Ｄ
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ＮＡグリコシラーゼは、ミトコンドリアＵＮＧ１、核ＵＮＧ２、ＳＭＵＧ１（１本鎖選択
的ウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ）、ＴＤＧ（ＴＵ不整合ＤＮＡグリコシラーゼ）、Ｍ
ＢＤ４（メチル結合ドメインを伴うウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ）およびその他の真
核および原核生物酵素を含む（Krakan H. E. ら「ＤＮＡ中のウラシル：その発生、帰結
そして修復」、Oncogene（２００２年）第２１号、８９３５～９２３２頁を参照のこと）
。
【０００５】
　ウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼは、なかでもシトシンからウラシルへの脱アミノ化に
よりひき起こされるＧからＡへの遷移突然変異を防止するＤＮＡ修復酵素である。シトシ
ン（Ｃ）がウラシル（Ｕ）へと脱アミノ化され、ＤＮＡが複製を受ける場合、Ａは、Ｇが
先にＣと反対側に位置設定された場合、Ｕと反対側に取込まれることになる。ウラシル塩
基が複製に先立ちグリコシラーゼにより切除される場合、脱塩基部位は、エンドヌクレア
ーゼおよびＤＮＡポリメラーゼ活性が関与する短パッチまたは長パッチＤＮＡ修復経路に
よって修復される。ＤＮＡ損傷修復に加えて、ＤＮＡグリコシラーゼ活性は、抗体親和性
成熟中の免疫グロブリンクラススイッチおよび体細胞超変異を含めた体細胞変異において
１つの役割を果たす。Bransteitter Rら、「高親和性イソ型スイッチ抗体を産生させるた
めには、第１のＡＩＤ（活性化誘発型シチジンデアミナーゼ）が必要である」、J. Bio. 
Chem.（２００７年）第２８１号、１６８３３～１６８３６頁。
【０００６】
　増幅反応におけるキャリーオーバー汚染の制御のために最適化されたウラシル－Ｎ－Ｄ
ＮＡグリコシラーゼ（ＵＮＧ）の調製は、例えば米国特許第６，１８７，５７５号に開示
されている。キャリーオーバー汚染を防止するためＵＮＧの使用も同様に、記述されてき
た。Longoら「ポリメラーゼ連鎖反応におけるキャリーオーバー汚染を制御するためのウ
ラシル－Ｎ－ＤＮＡグリコシラーゼの使用」（１９９０年）Gene、第９３号、１２５～１
２８頁を参照のこと。ＵＮＧを用いた最先端のキャリーオーバー汚染制御方法は、米国特
許第６，２８７，８２３号および６，５１８，０２６号および米国特許公開第２００３/
００７７６３７号に記述されている。
【０００７】
　一般に、この方法には２つのステップが関与する。第１に、潜在的なキャリーオーバー
汚染物質である単位複製配列がウラシルを含有するように、ＰＣＲ検定にはｄＵＴＰが含
まれなくてはならない。この方法には、増幅反応においてｄＴＴＰの一部分または全てに
ｄＵＴＰを置換させることが関与する。代替的には（または付加的に）、増幅プライマの
中に１つ以上のウラシルを取り込んでもよい。しかしながら、プライマ中のウラシルが過
度に５’末端に近い場合、この方法は後続する増幅を予防する上でさほど効率が良くない
という点に留意すべきである。ｄＵＴＰの使用は、ＰＣＲ検定と干渉しない。ウラシル含
有単位複製配列が生成された後、チミンの代わりにウラシルが存在するにもかかわらず、
標準的方法によりそれを検出し分析することができる。
【０００８】
　次に、後続するＰＣＲに対しウラシル－Ｎ－ＤＮＡグリコシラーゼが添加される。都合
の良いことに、ＵＮＧは、ＰＣＲの全ての構成要素を含有する標準的反応混合物の中で活
性である。こうして、集合させたＰＣＲ反応さらにはまたＰＣＲマスターミックスに対し
てＵＮＧを加えることが可能となる。温度サイクリングの開始前に、ＰＣＲマスターミッ
クスの状況下でＵＮＧ活性に最適な温度（約５０℃）またはＵＮＧが活性である温度範囲
内でインキュベートされる。先行する反応からのウラシル含有汚染物質が存在する場合、
ＵＮＧはウラシルを開裂させ脱塩基部位を残す。脱塩基部位をもつＤＮＡは、高いｐＨ条
件下で高温で不安定であるものとして知られている。温度サイクリングが開始した時点で
、このようなＤＮＡは分解させられる。高温はまた、ＵＮＧ酵素を不活性化し、ウラシル
を含有する新しいＤＮＡ単位複製配列を生成させる。
【０００９】
　ＵＮＧを用いた処理の後、脱塩基ＤＮＡは脱塩基部位において効率良く開裂されなくて
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はならない。脱塩基ＤＮＡは、開裂されないかぎり、後続する増幅においてポリメラーゼ
のための鋳型となる。例えば、ＴａｑＤＮＡポリメラーゼは、欠如した塩基と反対側にア
デノシンを取込むことにより、脱塩基部位を迂回することが知られている。ポリメラーゼ
による一回の迂回により、後続する増幅のための１つの完全な鋳型が生成される（Sikors
ky, J. A.ら「ＤＮＡ損傷がＴａｑポリメラーゼの忠実度およびＰＣＲ増幅の効率を低減
させる」、Biochem. Biophys. Res. Commun. （２００７年）第３５５号、４３１～４３
７頁またはKobayashi, Aら「鋳型としての天然の脱塩基部位およびトランス損傷性Ｔａｑ
ＤＮＡポリメラーゼを含有するＤＮＡを利用する新規のＰＣＲ媒介型突然変異生成」、J.
 Biotech.（２００５年）第１１６号、２２７～２３２頁を参照のこと）。従って、脱塩
基部位において効率良くＤＮＡを開裂させる能力が、ＵＮＧベースのキャリーオーバー汚
染防止方法の全体的成功にとって不可欠である。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明には、ＤＮＡグリコシラーゼを用いた改良型キャリーオーバー汚染制御方法が関
与する。発明者らは、キャリーオーバー汚染物質の除去に成功する上での制限因子が、脱
塩基ＤＮＡの効率の良い分解にあるということを見極めた。制限的なステップが脱塩基Ｄ
ＮＡを生成するための酵素消化にあるというのが、一般に認められている見解である。脱
塩基ＤＮＡの非酵素的分解という後続ステップは単純で効率が良く、改善を必要としない
と考えられていた。汚染制御方法を改善するための以前の研究努力は、インキュベーショ
ン時間を増大させるためにより多くのグリコシラーゼ酵素を添加することに焦点をあてる
ものであった。発明者らは、一般に認められた見解とは異なり、酵素ステップが極めて効
率の良いものであることを発見した。それと同時に非酵素分解ステップは効率が悪く、か
くして確率の高い持続的汚染源である。汚染物質がＰＣＲの初期サイクル中の分解を免れ
た場合、それはポリメラーゼによってコピーされ、もはや除去され得ない。
【００１１】
　発明者らは、試料内で脱塩基ＤＮＡを分解させるかまたはその分解を容易にする作用物
質を提供することにより、汚染制御を劇的に改善させることができる、ということを発見
した。かかる作用物質のうち最も有用なものは、後続する増幅と相容性ある作用物質であ
る。一部の例では、試料はポリアミンと接触させられる。一部の実施形態では、ポリアミ
ンは、スペルミジン、スペルミンまたは挿入ミンである。高温および高ｐＨでは、ポリア
ミンは、ＰＣＲを阻害することなく脱塩基ＤＮＡの分解を著しく改善させる。その他の実
施形態においては、試料は酵素と接触させられ、これが脱塩基ＤＮＡの主鎖の開裂の触媒
となる。これらのおよびそれに類似する作用物質を用いた組成物および方法が開示されて
いる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】増大する濃度のスペルミンの不在下または存在下における、脱塩基部位を有する
オリゴヌクレオチドの分解産物のＨＰＬＣクロマトグラムを示している。図１Ａは５０℃
での分解を示す。図１Ｂは５０℃での分解とそれに続く９５℃での２分間の熱スパイク（
heat spike）を示す。
【図２】スペルミンの不在下または存在下におけるさまざまな量のＤＮＡおよびＲＮＡ標
的の増幅の結果を示す。図２Ａは、１００μＭのスペルミンを伴うまたはそれを伴わない
さまざまな数のＨＣＶＤＮＡ投入コピーの増幅を示す。図２Ｂは、５０μＭのスペルミン
の存在下におけるさまざまな数のＨＣＶＲＮＡ投入コピーの増幅を示す。
【図３】ｄＵＴＰ単独またはｄＵＴＰとｄＴＴＰの組合せを用いた標的配列の増幅結果を
示す。
【図４】増大する量のＵＮＧを用いた前処理後の増幅の結果を示す。
【図５】ＵＮＧを用いた前処理を伴うまたは伴わないｄＵおよびｄＵ／ｄＴ含有配列の増
幅の結果を示す。
【図６】スペルミンの存在下におけるＵＮＧを用いた前処理後の増幅結果を示す。
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【図７】さまざまな温度でのＵＮＧを用いた前処理後の増幅結果を示す。
【００１３】
　定義
　本開示をより容易に理解するためには以下の定義が有益となるであろう。
【００１４】
　本明細書で使用されている「ポリアミン」という用語は、２つ以上のアミノ基を有する
有機化合物またはかかる化合物の塩を意味する。ポリアミンには、限定されることなく、
ジアミン、トリアミン、テトラアミンそして具体的にはスペルミジン、スペルミン、プト
レッシン、グアニジンおよびジエチレントリアミンが含まれる。
【００１５】
　本明細書で使用される「単位複製配列」という用語は、例えばＰＣＲなどによる鋳型の
増幅によって産生されたＤＮＡ分子の集団を意味する。
【００１６】
　本明細書で使用される「標的配列」という用語は、試料中に存在する可能性のある特に
注目の核酸配列を意味する。
【００１７】
　本明細書で使用される「脱塩基ＤＮＡ」または「脱塩基部位を伴うＤＮＡ」という用語
は、時として「脱塩基部位」と呼ばれる少なくとも１つの脱塩基ヌクレオチドを含有する
、１本鎖または２本鎖のＤＮＡ分子を意味する。「脱塩基ヌクレオチド」は、デオキシリ
ボースの１’位内の１塩基が欠如しているヌクレオチドである。
【００１８】
　本明細書で使用される「ＡＰエンドヌクレアーゼ」または「ＡＰリアーゼ」という用語
は、核酸のリン－ジエステル主鎖を切断することのできる酵素を意味する。この用語は脱
塩基部位から５’と脱塩基部位から３’の両方のところで主鎖を切断することのできる酵
素を含んでいる。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明には、ＤＮＡグリコシラーゼ活性を有する酵素を用いた核酸増幅反応のキャリー
オーバー汚染を制御するかまたは削減する改良型の方法が関与する。一例として、本発明
はＤＮＡグリコシラーゼまたはウラシルＤＮＡグリコシラーゼを使用する。該方法は一般
に普通でない塩基を含有する単位複製配列を生成することから始まる。一例として、本発
明は、ウラシルを使用する。これは、ｄＵＴＰの存在下で核酸増幅を実施すること、増幅
プライマ内にデオキシウリジンを取込むことまたはＤＮＡ中のシトシンを脱アミノ化する
ことにより達成されてよい。第１の増幅反応がウラシルで単位複製配列を生成した後、後
続するあらゆる増幅反応は、例えばＵＮＧ酵素といった、ウラシルＤＮＡグリコシラーゼ
活性を有する酵素で前処理される。先行する増幅からの汚染性単位複製配列が存在する場
合には、ＵＮＧはかかる単位複製配列中のウラシルを開裂し、脱塩基部位を生成する。
【００２０】
　ウラシルとＵＮＧは汚染を制御するために最も一般的に使用されているが、同じ要領で
機能する代替的な酵素／基質系が利用可能であることに留意されたい。当該技術分野にお
いては、特異的なＤＮＡ修復酵素がＤＮＡからのさまざまな非天然塩基を認識し切除し、
脱塩基部位を残すということが公知である。ポリメラーゼが非天然塩基を潜在的に汚染性
の単位複製配列の中に取込む能力を有するかぎり、かかる非天然塩基と特異的酵素の組合
せを用いてキャリーオーバー汚染を制御することができ、また代替的には、非天然塩基の
存在という結果をもたらすような形で潜在的に汚染性の単位複製配列を処理することがで
きる。かかる酵素／基質対の例としては、ＭｕｔＹまたはＭｕｔＭと８－オキソグアノシ
ン、ｈＯＧＧ１と８－オキソグアノシン、ヒトＭＢＤ４とウリジン、E. coli Endo VIII
とチミジングリコール、またはその他の酸化ピリミジンおよび、例えば Hitomiら、（２
００７年）、DNA Repair、第６号、４１０～４２３頁の中で記述されているその他の類似
の対が含まれる。
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【００２１】
　従来の方法に従うと、ＵＮＧを用いたインキュベーションの後、次のステップは反応混
合物を熱サイクルに付すことである。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）またはライゲーシ
ョン連鎖反応（ＬＣＲ）といったような増幅反応には、初期加熱または「変性ステップ」
が関与する。この初期加熱ステップは、脱塩基ＤＮＡが高ｐＨ条件下で高温で不安定であ
ることが公知であることから、脱塩基ＤＮＡの分解を達成するために充分であると考えら
れた。この方法が滅菌を達成できなかった場合には、医師（praticien）らはＵＮＧを用
いた酵素ステップの失敗を疑った。酵素は反応条件に敏感であることが一般に知られてい
る。最適な条件からわずかでも逸脱した時点で、酵素はその活性の多くまたは全てを失い
得る。従って、１つの方法が失敗した場合、まず疑われるのは酵素であることが多い。一
方、非酵素的化学反応はより堅牢であると考えられている。例えば、Kleiboeker（「逆転
写ＰＣＲにおける単位複製配列ＤＮＡ分解およびＲＮＡ増幅に対するウラシル－ＤＮＡグ
リコシラーゼの効果の定量的検出」、Virology Gournal （２００５年）２；２９））は
、さまざまな鋳型を除去することによる結果不良を報告している。効率を改善するため、
Kleiboekerは、ＵＮＧの量、インキュベーション時間を増大させ、インキュベーション温
度を上昇させることを教示している。しかしながら、ＵＮＧが過度の量で存在するとＰＣ
Ｒにとって不利であることは公知である。ＵＮＧは最終的に熱により不活性化されるが、
熱サイクル中長時間にわたり実質的活性を保持する。ＰＣＲのアニーリングステップ中に
温度が周期的に５０℃という最適温度に近づくにつれて、ＵＮＧは部分的に活性になり、
ウラシルを含有する新たに生成された単位複製配列を消化し始める。従って、つねにより
大量のＵＮＧを付加し続ける必要はない。
【００２２】
　驚くべきことに、発明者らは、ＵＮＧが滅菌方法の失敗の原因でないということを発見
した。予想とは異なり、滅菌方法における制限因子は酵素ステップではなく、後続するス
トランド開裂ステップである。ＨＰＬＣによりＵＮＧ方法の中間体を分析したところ、発
明者らは、ＵＮＧがＤＮＡ中のウラシルの９５％超を脱塩基部位に転換させることを突き
とめた。しかしながら、結果として得た脱塩基ＤＮＡのわずか６％しか５０℃で開裂され
ず、わずか約１０％だけが９５℃で開裂される。従って、発明者らは、脱塩基ＤＮＡの分
解を容易にする作用物質の添加が関与するＵＮＧ滅菌方法の有用な改善を開発した。特に
有用な改善には、後続する増幅反応と干渉しないこのような作用物質のタイプが関与して
いる。
【００２３】
　１つの実施形態においては、このような脱塩基ＤＮＡ分解を容易にする作用物質はポリ
アミンである。一般に、ポリアミンは、最小限、各末端に１つずつの２つのアミノ基を含
む直鎖炭化水素分子である。一部の直鎖ポリアミンは、非直鎖または環式部分で置換され
る。末端アミノ基に加えて、一部のポリアミンは同様に、連鎖中に１つ以上の内部アミノ
基をも有する。一部の実施形態においては、ポリアミンは、隣接するアミノ基が３つの炭
素によって互いから分離されている構造を有している。多数のポリアミンの比較分析によ
り、この構造が、脱塩基部位の最適な開裂を可能にすることが明らかになった。Steullet
ら、「挿入ミンによるＤＮＡ中の脱塩基部位の開裂」、Bioorg. Medic. Chem. １９９９
年（７）、２５３１～２５４０頁を参照のこと。この法則は、ポリアミン内の原子総数お
よびアミノ基総数と無関係に当てはまる。有用なポリアミンの例としては、以下のものが
含まれる：
スペルミジン、（ＮＨ2）（ＣＨ2）3（ＮＨ）（ＣＨ2）4（ＮＨ2）；
スペルミジン、（ＮＨ2）（ＣＨ2）3（ＮＨ）（ＣＨ2）4（ＮＨ）（ＣＨ2）3（ＮＨ2）；
および
トリメチレンジアミン、（ＮＨ2）（ＣＨ2）3（ＮＨ2）。
【００２４】
　好ましくは、本発明に従うと、ポリアミンのうちの１つ以上のものが反応に加えられ、
結果として濃度は０．０１ｍＭ～１ｍＭとなる。
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【００２５】
　一部の実施形態においては、ポリアミンは挿入アミン（intercalator amine)である。
この群のポリアミンは、核酸内の塩基対または塩基の間に挿入する能力をもつ挿入部分を
有する。ポリアミン上の挿入部分の例としては、アレーンおよびポリアレーン、例えばナ
フタレンおよびアントラキノンが含まれる。一部の実施形態においては、挿入部分自体は
、１つ以上のポリアミン側鎖で置換されてもよい。挿入ミンは、直鎖アミンよりも脱塩基
核酸の分解に関してより効率の良いものであることが多い。特定の理論により束縛される
ことはないものの、この効果が、ポリアミン分子の活性部分をその標的脱塩基部位に近づ
けるインタカレーションに起因する確率が高いということが示唆されてよい。
【００２６】
　ポリアミンは、核酸が関与するさまざまな酵素反応の効率を改善するものとして公知で
ある。例えば、１つ以上のポリアミン（エチレンジアミン、トリメチレンジアミン、スペ
ルミジンおよびスペルミン）が、血液および植物または動物の組織といったような不純な
試料を用いたＰＣＲ増幅の効率を時として改善するということが発見された（日本特許出
願第１１１１３５７３号、日本特許出願第２００１００８６８０号、日本特許出願第８０
０９９９７号および日本特許出願第６２７７０６１号の英語要約書を参照のこと）。一般
に、さまざまなポリアミンが、酵素反応を補助するそれらの能力に関して非常に類似して
いることが発見された。米国特許第６，４１３，７４７号「ポリアミンの添加による核酸
増幅の増強」は、各々がＰＣＲの効率を増大させることのできた９個の異なるポリアミン
の使用を開示している。もう１つのグループは、ポリアミンが、冷凍オオムギ種子から抽
出されたＤＮＡを用いてＰＣＲの特異性を低減させる一方で効率を増大させることを発見
した。Ahokas H. およびM. J. Erkkila「ポリアミン、スペルミンおよびスペルミジンに
よるＰＣＲ増幅の干渉」（１９９３年）、PCR Methods Appl. 第３号、６５～６８頁を参
照のこと。このグループは、０．６ｍＭから０．８ｍＭまで反応中のポリアミンの濃度を
増大させた結果として、同じ鋳型－プライマ組合せから４つの付加的なＰＣＲ産物が結果
として得られる、ということを発見した。
【００２７】
　特定の理論により束縛されることはないものの、既存のデータを合わせて考慮すると、
ポリアミンが損傷を受けたＤＮＡの増幅を改善することがわかる。ポリアミンが、脱塩基
部位といったようなＤＮＡ損傷部位を迂回するポリメラーゼの能力を増強させることが可
能である。この論理に従うと、同じ要領でポリアミンは、ＰＣＲ中に分解される前に、Ｕ
ＮＧ消化を受けた汚染物質の増幅を可能にするということが予想される。かくして、ポリ
アミンは、キャリーオーバー汚染を防止するＵＮＧベースの方法に対抗するものであり、
この方法と併用されるべきではないという結論が下されると考えられる。ところが反対に
、ポリアミンは脱塩基部位におけるＤＮＡの分解を増強することによりＵＮＧベースの汚
染制御を実際に改善させるということが発見された。本発明に従うと、脱塩基ＤＮＡの分
解を容易にする試薬例えばポリアミンを含む試料溶液が、好ましくは少なくとも１つの脱
塩基部位をもつそれぞれのＤＮＡの分解をひき起こすのに適した条件で、より好ましくは
３０℃～９５℃の間の範囲内の温度でインキュベートされる。
【００２８】
　キャリーオーバー汚染物質の除去の成功は、除去すべき単位複製配列の塩基組成に関係
することがわかる。コピーすべきストランドのデオキシアデノシン含有量が低いと、ｄＵ
ＴＰの存在下で作られる増幅産物中のデオキシウリジン含有量も低くなる。従って、ＵＮ
Ｇ処理の後、かかる増幅産物は最も少ない脱塩基部位を有し、それが受ける主鎖の破断は
最小になる。さらに、ウリジンが単位複製配列の２つのストランドの間に非対称的に分布
している場合、ウリジンに乏しいストランドは滅菌手順を生き延び、汚染性単位複製配列
全体の存続を確保するかもしれない、ということが理解される。以下の実施例では、異な
る数および割合のチミジンをもつ標的が使用された。表１に示されている通り、標的スト
ランドのｄＴ（ｄＵ）含有量は１５％～３５％の範囲であった。以下で記述する実施例の
ためには、標的配列２が選択された。この標的配列は、２本鎖形態で最小のチミジン絶対
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数（６６）ならびに１本鎖（順方向ストランド）での最低の絶対および相対チミジン含有
量を有している。
【００２９】
　表１
　さまざまな標的配列のｄＴ（ｄＵ）含有量
【表１】

【００３０】
　全てのチミジンをウラシルで置き換えることで、単位複製配列上のＵＮＧの最大活性が
確保されるものの、チミジンおよびウラシルの混合物で単位複製配列を生成することが望
ましいかもしれない。これは、当該技術分野において公知の数多くのＤＮＡポリメラーゼ
にとって基質としてのｄＵＴＰの好適性が低いためである。以下の実施例で示される通り
、ｄＵＴＰのみの存在下における増幅は一般に、ｄＵＴＰとｄＴＴＰの両方の存在下にお
ける増幅よりも効率が低い。効率の差は、異なる標的配列の間でそして反応混合物中のｄ
ＴＴＰおよびｄＵＴＰの量と共に変動しうるということが理解される。従って、一部の標
的配列については、反応混合物に対しさまざまな量のｄＴＴＰを加えることが推奨される
かもしれない。一部の実施形態においては、増幅反応中のｄＴＴＰ対ｄＵＴＰのモル比は
１：１０である。一部の実施形態においては、ｄＵＴＰの濃度は、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰお
よびｄＧＴＰのものよりも高い。１つの実施例においては、増幅反応中のヌクレオチド濃
度は、０．３ｍＭの各ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄＧＴＰ、０．５ｍＭのｄＵＴＰそして
０．０５ｍＭのｄＴＴＰであってよい。
【００３１】
　その他の実施例においては、脱塩基ＤＮＡの分解を容易にする作用物質は、エンドヌク
レアーゼＩＶ、エキソヌクレアーゼＩＩＩまたはＡＰリアーゼといったような酵素である
。
【００３２】
　キット
　本発明は同様に、本発明の方法を利用するのに有用なキットをも提供する。これらのキ
ットは、本明細書で記述されている１つ以上の試薬、ＤＮＡグリコシラーゼ活性を有する
試薬および、脱塩基ＤＮＡを分解する能力をもつ試薬を含む。任意にはこれらのキットは
、文書のまた電子的使用説明書を含むことができる。
【００３３】
　一部の実施例においては、キットは、脱塩基ＤＮＡの非酵素分解を助けるのに適したポ
リアミンを含むと思われる。その他の実施例においては、キットは脱塩基ＤＮＡを分解す
る能力をもつ酵素を含むと考えられる。キット内のその他の試薬には、核酸の増幅にとっ
て有用な試薬が含まれていてよい。これらの試薬は、限定されることなく、１つ以上のオ
リゴヌクレオチドプライマ、核酸ポリメラーゼ、緩衝液、塩およびヌクレオシド三リン酸
およびウラシル－Ｎ－ＤＮＡグリコシラーゼ活性といったようなＤＮＡグリコシラーゼ活
性をもつ酵素を含む。ヌクレオシド三リン酸にはｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄ
ＵＴＰとｄＴＴＰのうちの１つ以上のものが含まれる。ｄＵＴＰの代りに、もう１つの適
切な従来のものでないヌクレオシド三リン酸を加えてもよい。従来のものでないもう１つ
の適切なヌクレオシド三リン酸が使用される場合、従来のヌクレオシド三リン酸の組成を
それに応じて改変してよい。キット内の付加的な試薬は、増幅された核酸の検出のために
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有用な試薬であり得る。これらの試薬には、限定されることなく、１つ以上の標識された
プローブ例えば放射性標識または螢光標識されたプローブ、Taq ManTMプローブおよびそ
の他のリアルタイムＰＣＲプローブが含まれる。
【００３４】
　反応混合物
　本発明は同様に、反応混合物も提供している。標準的な反応混合物は、核酸の増幅のた
めに使用される構成要素そして脱塩基ＤＮＡの生成および分解を容易にするための１つ以
上の試薬を含む。一部の実施形態においては、反応混合物は、核酸の検出のために用いら
れる試薬を含有する。一部の実施形態においては、反応混合物は、さらなるキャリーオー
バー汚染を防止するのに用いられる試薬を含有する。例示的反応混合物は、１つ以上のオ
リゴヌクレオチドプライマ、核酸ポリメラーゼ、緩衝液、塩、ヌクレオシド三リン酸、お
よびウラシル－Ｎ－ＤＮＡグリコシラーゼ活性といったＤＮＡグリコシラーゼ活性をもつ
酵素を含む。一部の実施形態においては、反応混合物はさらにポリアミンを含有する。一
部の実施形態においては、反応混合物はさらに、脱塩基ＤＮＡを開裂させる能力をもつ酵
素を含有する。一部の実施形態では、反応混合物はさらに１つ以上の標識されたプローブ
を含有する。
【００３５】
　本発明の範囲には、キャリーオーバー汚染を受ける可能性のあるあらゆる増幅方法が含
まれる。これらの増幅方法には、限定されることなく、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
、リアルタイムＰＣＲ、エンドポイントＰＣＲ、非対称ＰＣＲおよびライゲーション連鎖
反応（ＬＣＲ）が含まれる。
【実施例】
【００３６】
　以下の実施例は本発明の方法を例示している。
【００３７】
　実施例１
　脱塩基部位を有するオリゴヌクレオチドの分解に対するスペルミンの効果
　５’－ＴＴＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＣＵＴＧＡＴＧＴＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－３’
という配列番号１のデオキシウラシル含有ＤＮＡオリゴヌクレオチドを、モックＲＴ－Ｐ
ＣＲマスターミックス溶液１０μＬと１００μＭ溶液の１０μＬアリコートとを組合せる
ことによって調製した溶液中でインキュベートした。モックマスターミックス溶液は、５
０ｍＭのトリシン（ｐＨ８．３）、９０ｍＭの酢酸カリウム、各２００μＭずつのｄＡＴ
Ｐ、ｄＣＴＰおよびｄＧＴＰ、４００μＭのｄＵＴＰ、４ｍＭの酢酸マンガン、５％のＤ
ＭＳＯそして５％のグリセロールを含有していた。さらに、反応混合物は、２．５μＬの
水または適切な濃度のスペルミン溶液、および４単位／μＬのＵＮＧ２μＬを含有してい
た。インキュベーションは５０℃で３０分間であり、２分間９５℃でのさらなる熱スパイ
クを伴うかまたは伴っていなかった。エレクトロスプレーイオン源を伴うAgilent １１０
０ＭＳＤ検出システムを用いてＨＰＬＣ－ＭＳによって反応を分析した。質量分析法（Ｍ
Ｓ）データ（図示せず）は、全ての条件下でウラシルの除去が（検出方法の限界に至るま
で）完全であったことを明らかに示した。ＨＰＬＣ結果は、図１Ａおよび１Ｂに示されて
いる。図１Ａは、１００μＭ、１ｍＭおよび１０ｍＭのスペルミンの存在下で５０℃での
分解を示している。１００μＭで、全長オリゴヌクレオチドがなおも検出可能である。図
１Ｂは、同じく１００μＭ、１ｍＭおよび１０ｍＭのスペルミンの存在下で９５℃に対し
て２分間曝露した後の分解を示す。９５℃では、１００μＭでさえ全長オリゴヌクレオチ
ドはもはや検出不可能である。結果は、スペルミンの量の増加に伴い全長オリゴヌクレオ
チドはより効果的にフラグメントへと分解されているということを示している。温度が高
くなると、より低いスペルミン濃度で効果が達成される。ただし、結果が示すように、よ
り高い温度だけでは脱塩基ＤＮＡの分解をひき起こすには不充分である。
【００３８】
　実施例２
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　スペルミンの存在下におけるＤＮＡおよびＲＮＡの増幅
　ＤＮＡについては、２４１ｂｐのＤＮＡ鋳型を増幅するためにポリメラーゼ連鎖反応を
実施した（標的５、２本鎖ＤＮＡについて２０％のｄＴ）。反応混合物は、４０単位のＺ
Ｏ５ＤＮＡポリメラーゼ、５０ｍＭのトリシン（ｐＨ８．３）、９０ｍＭの酢酸カリウム
、各２００μＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄＧＴＰ、４００μＭのｄＵＴＰ、０．１μ
Ｍの各々の上流側および下流側プライマ、４ｍＭの酢酸マンガン、５％のＤＭＳＯ、およ
び５％のグリセロール、２μＭのＳＹＴＯ－１６挿入染料そして任意には１００μＭのス
ペルミンを含有していた。Roche Light Cycler 480計器内で、５分間５０℃（ＵＮＧステ
ップ）、１５秒９４℃（変性）および４０秒５９℃（アニーリングおよび伸張）のサイク
ル２回、９１℃（変性）および５９℃で４０秒（アニーリングおよび伸張）の４８サイク
ルという温度プロファイルを用いて、増幅を実施した。それぞれ励起と発光について４８
３ｎｍ／５３３ｎｍのフィルタ組合せを用いて、最後の４８サイクルのアニール／伸張ス
テップ中に、螢光データを収集した。結果は、図２Ａと表２Ａに示されている。実線のク
ラスタは、トリプリケートで行なわれたスペルミン無しの増幅反応を表わしている。結果
は、増幅がスペルミンによって著しく阻害されないことを例示している。
【００３９】
　表２Ａ
　スペルミンの存在下または不在下におけるＤＮＡ（Ｃｔ値）のＰＣＲ増幅
【表２】

【００４０】
　ＲＮＡについては、標的５に相当するＲＮＡのコピー０～１０6個を増幅するために、
逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＴ－ＰＣＲ）を実施した。反応混合物および温度プロフ
ァイルは、逆転写酵素が添加され、初期ＵＮＧステップの後に反応を３０分間６６℃でイ
ンキュベートした（逆転写）という点を除き、ＤＮＡ鋳型の場合と同じであった。結果は
、図２Ｂおよび表２Ｂに示されている。図２Ａの場合と同様に、実線のクラスタは、トリ
プリケートで実施されたスペルミン無しの増幅反応を表わす。破線のクラスタは、トリプ
リケートで行なわれた、スペルミンの存在下における増幅反応を表わす。結果は、ＲＴ－
ＰＣＲがスペルミンによって著しく阻害されないことを示している。
【００４１】
　表２Ｂ
　１００μＭのスペルミンの存在下または存在下におけるＲＮＡ標的のコピー１０、１０
4または１０6個の増幅（平均Ｃｔ値）

【表３】

【００４２】
　実施例３
　ｄＵＴＰ単独またはｄＵＴＰとｄＴＴＰの組合せの存在下における増幅効率
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　１４１－ｎｔＲＮＡ鋳型のコピーを１００，０００個増幅するために、逆転写ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を実施した（表１からの標的２）。この標的は、非常に低
いｄＵ含有量を有している。対応する２本鎖ＤＮＡは２３％のｄＴ（表１）を有する。ｄ
ＴＴＰおよびｄＵＴＰの両方の存在下で増幅が行なわれた場合、ＤＮＡ単位複製配列のｄ
Ｕ含有量はさらに一層低くなる。反応混合物は、０．５Ｍのベタイン、ｐＨ６．３；６８
ｍＭの酢酸カリウム、ｐＨ７．０；２．８％のグリセロール；３ｍＭの酢酸マンガン、ｐ
Ｈ６．１；０．０７％のアジ化ナトリウム；５％のＤＭＳＯ；５０ｍＭのトリシン、ｐＨ
８．３；各０．３ｍＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄＧＴＰ；０．５ｍＭのｄＵＴＰ；そ
して指示のある場合には０．０５ｍＭのｄＴＴＰ；４０単位のＺＯ５ＤＮＡポリメラーゼ
；０．２μＭのアプタマー、各０．２μＭの順方向および逆方向プライマおよび０．１μ
Ｍのプローブを含んでいた。温度プロファイルは、３０秒間９４℃、３０分間５８℃（逆
転写）、１５秒９５℃および２１秒５９℃のサイクル５回、さらに１５秒９１℃および３
３秒５２℃のサイクル５２回とそれに続く５分７２℃と最後の２分４０℃であった。結果
は、図３と表３に示されている。この実験中、ｄＵＴＰの存在下における増幅は、ｄＵＴ
ＰとｄＴＴＰの両方の存在下における増幅とほぼ同じ位の効率を示す。
【００４３】
　表３
　ｄＵＴＰ単独またはｄＵＴＰとｄＴＴＰの混合物の存在下における標的２のコピー１０
０，０００個の増幅（Ｃｔ値）
【表４】

【００４４】
　実施例４
　ｄＴ（ｄＵ）の乏しい単位複製配列に対するＵＮＧの濃度増加の効果
　この実施例では、増幅用標的として、実施例３で記述された通り、０．５ｍＭのｄＵＴ
Ｐおよび０．０５ｍＭのＴＴＰを含有するヌクレオチド混合物を用いて生成した標的２の
単位複製配列を使用した（合計ｄＵ＋Ｔ２３％）。ＱＩＡＱＵＩＣＫ（登録商標）ＰＣＲ
精製キット（Quiagen, Valencia, CA）を用いて単位複製配列を精製し、分光光度法によ
り定量化した。COBAS Ampli Prep計器（Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA）で
処理した。健康なドナー由来のヒト血漿中にスパイクさせた単位複製配列の１０００また
は１０，０００個のコピーで、増幅を実施した。増大する量のＵＮＧの存在下または不在
下において反応を実施した。指示された量のＵＮＧを添加したという点を除いて実施例３
で記述されたプライマおよび標的配列、試薬および温度プロファイルを用いて、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ増幅を実施した。２分間５０℃（ＵＮＧステップ）、３０秒間９４℃、３０分間５８
℃（ＲＴステップ）；１５秒９５℃（変性）と２１秒５９℃（アニーリングおよび伸張）
のサイクル５回、１５秒９１℃（変性）と３３秒５２℃（アニーリングおよび伸張）のサ
イクル５５回という温度プロファイルを用いて、COBAS Taq Man（登録商標）計器の中で
増幅と検出を実施した。結果は、図４と表４の中で示されている。図４および下表４のデ
ータが示す通り、ｄＵの乏しい単位複製配列は６０単位／１００μＬのＵＮＧ（推奨され
た量の６倍）を用いた処理さえも切り抜けた。
【００４５】
　表４
　増大する量のＵＮＧを用いた前処理後におけるｄＴ（ｄＵ）の乏しい単位複製配列の１
０，０００個のコピーの増幅
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【表５】

【００４６】
　実施例５
　ＵＮＧを用いた前処理の後におけるｄＵおよびｄＴの両方を含有する配列の増幅
　この実施例では、実施例４で記述した通りにＵＮＧを用いた前処理およびリアルタイム
ＲＴ－ＰＣＲ増幅を実施した。結果は図５および表５に示されている。結果は、ｄＴおよ
びｄＵの両方を伴う単位複製配列が、ｄＵのみを含有する単位複製配列に比べてより持続
する、つまり除去がより困難である、ということを実証している。
【００４７】
　表５
　ＵＮＧを用いた前処理を伴うおよび伴わないｄＵおよびｄＴ＋ｄＵ含有配列の増幅
【表６】

【００４８】
　実施例６
　スペルミンの存在下におけるＵＮＧを用いた前処理後の増幅
　この実施例では、増幅反応混合物が１００μＭのスペルミンも含有していたという点を
除いて、実施例４で記述した通りにＵＮＧを用いた前処理の後に、ｄＴおよびｄＵの両方
を含有する標的を増幅した。結果は図６と表６に示されている。表５に比べて、データは
、汚染の制御についての１０００倍以上の改善を示している。
【００４９】
　表６
　１００μＭのスペルミンの存在下におけるＵＮＧを用いた前処理後のｄＴ＋ｄＵ含有配
列の増幅
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【表７】

【００５０】
　実施例７
　スペルミンの存在下におけるさまざまな温度におけるＵＮＧを用いた前処理後の増幅
　この実施例では、ＵＮＧを用いた前処理が４５℃かまたは５０℃で実施されるという点
を除いて、実施例６で記述されている通りに、ｄＴおよびｄＵを含有する標的の増幅を実
施した。対照反応は、ＵＮＧもスペルミンも全く含有していなかった。テスト反応は、Ｕ
ＮＧとスペルミンの両方を含有していた。結果は図７および表７に示されている。この実
施例では、方法は、４５℃よりも５０℃の場合により、優れた成果を示している。
【００５１】
　表７
　５０℃および４５℃でＵＮＧを用いた前処理後のｄＴおよびｄＵ含有配列の増幅
【表８】

【００５２】
　本発明について具体的実施例を参考にして詳細に記述してきたが、当業者にとっては、
本発明の範囲内でさまざまな修正を加えることができるということは明白である。かくし
て、本発明の範囲は、本明細書中で記述されている実施例のいずれによっても限定されず
、以下で提示されるクレームによってのみ限定されるべきである。
【００５３】
　配列番号１：
　人工的配列
　５’－ＴＴＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＣＵＴＧＡＴＧＴＣＣＣＣＣＣＡＣＴ－３’
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