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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
対象とする核酸を検出するための組成物において、
ａ．対象核酸上の第一の核酸標的にハイブリダイズし、第一の核酸標的配列に結合してい
ないときにはステム－ループ構造を形成し、共鳴エネルギー転移供与体部分と、クエンチ
ャー部分であって、該供与体部分と該クエンチャー部分との相互作用を検出して、第一の
核酸プローブのステム－ループ構造のものと非ステム－ループ構造のものを区別できるよ
うにする、クエンチャー部分と、を備える第一の核酸プローブと、
ｂ．対象核酸上の第二の核酸標的にハイブリダイズし、第二の核酸標的配列に結合してい
ないときにはステム－ループ構造を形成し、共鳴エネルギー転移受容体部分と、クエンチ
ャー部分であって、該受容体部分と該クエンチャー部分との相互作用を検出して、第二の
核酸プローブのステム－ループ構造のものと非ステム－ループ構造のものを区別できるよ
うにする、クエンチャー部分と、を備える第二の核酸プローブと、
を含む組成物であって、第一の核酸プローブの供与体部分と第二の核酸プローブの受容体
部分との相互作用から生じる共鳴エネルギー転移シグナルを検出して、第一の核酸プロー
ブと第二の核酸プローブの両方が対象核酸にハイブリダイズすることを判定できるように
するために、対象核酸上の第一の核酸標的配列と第二の核酸標的配列がいくつかのヌクレ
オチドによって隔てられており、第一の核酸プローブのステムの、一方の腕部及び／又は
第二の核酸プローブのステムの、一方の腕部が、ステム－ループ形成と核酸標的配列への
ハイブリダイゼーションの両方に関与する、組成物。
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【請求項２】
　共鳴エネルギー転移シグナルが蛍光共鳴エネルギー転移によるものである、請求項１に
記載の組成物。
【請求項３】
　共鳴エネルギー転移シグナルが蛍光共鳴エネルギー転移によるものであり、供与体部分
が６－Ｆａｍフルオロフォアである、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
　共鳴エネルギー転移シグナルが蛍光共鳴エネルギー転移によるものであり、受容体部分
がＣｙ－３、ＲＯＸまたはテキサスレッドである、請求項１又は３に記載の組成物。
【請求項５】
　共鳴エネルギー転移シグナルが発光共鳴エネルギー転移によるものである、請求項１に
記載の組成物。
【請求項６】
　共鳴エネルギー転移シグナルが発光共鳴エネルギー転移によるものであり、供与体部分
がランタニドキレーター分子である、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　共鳴エネルギー転移シグナルが発光共鳴エネルギー転移によるものであり、供与体部分
がユーロピウムまたはテルビウムである、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　共鳴エネルギー転移シグナルが発光共鳴エネルギー転移によるものであり、供与体部分
が、ＤＴＰＡ（ジエチレントリアミン五酢酸）－シトシン、ＤＴＰＡ－ｃｓ１２４、ＢＣ
ＰＤＡ（４，７－ビス（クロロスルフォフェニル）－１，１０－フェナントロリンー２，
９－ジカルボン酸）、ＢＨＨＣＴ（（１，１，１，２，２，３，３－ヘプタフルオロ－４
，６－ヘキサンジオン－６－イル）クロロスルホ－ｏ-テルフェニル）、イソシアナト－
ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）、及びクワンタム・ダイ（Ｑｕａｎｔｕｍ　Ｄｙｅ
）から選択されたランタニドキレーター分子である、請求項１に記載の組成物。
【請求項９】
　供与体部分がランタニドキレートであり、受容体部分が有機性色素、Ｃｙ３、Ｃｙ５、
ＲＯＸもしくはテキサスレッド、またはフィコビリプロテインである、請求項１、７、及
び８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１０】
　受容体部分が、赤色フィコエリトリン（ＲＰＥ）、青色フィコエリトリン（ＢＲＰＥ）
、またはアロフィコシアニン（ＡＰＣ）から選択されたフィコビリタンパク質である、請
求項１～３及び５～８のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１１】
　第一または第二の核酸プローブが５から５０ヌクレオチドを含む、請求項１～１０のい
ずれか１項に記載の組成物。
【請求項１２】
　第一または第二の核酸プローブが１０から４０ヌクレオチドを含む、請求項１～１０の
いずれか１項に記載の組成物。
【請求項１３】
　第一または第二の核酸プローブが１５から３０ヌクレオチドを含む、請求項１～１０の
いずれか１項に記載の組成物。
【請求項１４】
　第一または第二の核酸プローブが２０から２５ヌクレオチドを含む、請求項１～１０の
いずれか１項に記載の組成物。
【請求項１５】
　第一または第二の核酸プローブが２’－Ｏ－メチルヌクレオチドのバックボーンを含む
、請求項１～１４のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１６】
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　第一の核酸標的配列及び第二の核酸標的配列が１から２０ヌクレオチドによって隔てら
れている、請求項１～１５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１７】
　第一の核酸標的配列及び第二の核酸標的配列が２から１０ヌクレオチドによって隔てら
れている、請求項１～１５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１８】
第一の核酸標的配列及び第二の核酸標的配列が３から７ヌクレオチドによって隔てられて
いる、請求項１～１５のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項１９】
　第二の核酸プローブが複数の受容体部分を含む、請求項１～１８のいずれか１項に記載
の組成物。
【請求項２０】
　請求項１～１９のいずれか１項に記載の組成物を、インビトロで対象とする核酸を含む
と推定される試料と混合すること、及び、共鳴エネルギー転移シグナルを検出して、試料
中の対象核酸の有無を判定することを含む、対象核酸を検出する方法。
【請求項２１】
　試料が生細胞を含む、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　対象核酸が、対照核酸と比べると遺伝子の点変異、欠失または挿入を含む、請求項２０
又は２１に記載の方法。
【請求項２３】
　対象核酸が検出されたことが、試料中に癌が存在することを示す、請求項２０又は２１
に記載の方法。
【請求項２４】
　対象核酸が、Ｋ－ｒａｓ、サバイビン、ｐ５３、ｐ１６、ＤＰＣ４、及びＢＲＣＡ２を
含む、請求項２０又は２１に記載の方法。
【請求項２５】
　対象核酸が検出されたことが、外的刺激に応答して対象核酸の発現パターンが変化した
ことを示す、請求項２０～２４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２６】
　検出を１光子または多光子顕微鏡、時間分解蛍光顕微鏡、または蛍光内視鏡によって実
施する、請求項２０～２５のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願との相互参照）
　本発明は、２００１年６月２５日に出願された米国特許仮出願第６０/３００，６７２
号、及び２００１年７月３日に出願された米国特許仮出願第６０/３０３，２５８号の優
先権の利益を主張するものであり、これらの内容全体は参照として本明細書に組み入れら
れる。
【０００２】
（技術分野）
　本発明は、一般的にｍＲＮＡなどの標的核酸の検出に係わる。より具体的には、本発明
は、疾患に随伴する標的核酸の検出法において、共鳴エネルギー転移を利用して偽陽性シ
グナルを顕著に低下させる二重分子ビーコン法に係わる。
【０００３】
（背景技術）
　生細胞における遺伝子発現レベルをリアルタイムで監視及び定量できれば、さまざまな
条件において特異的ｍＲＮＡの生産、時間的及び空間的なプロセッシング、局在化、及び
移動に関する重要な情報を得ることが出来る。この新しいタイプの情報は、生物学研究に
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大変革をもたらす可能性があり、また、医療診断及び治療に応用できる可能性がある。リ
アルタイムＲＴ－ＰＣＲ、ノーザンブロッティング、発現配列タグ（ＥＳＴ）、網羅的遺
伝子発現解析法（ＳＡＧＥ）、及びＤＮＡマイクロアレイ法など、遺伝子発現の解析及び
定量化に現在利用可能な技術は、インビトロの研究においては強力なツールであるが、生
細胞における遺伝子発現を定量化することはできない。生細胞において、高い特異性をも
って標的ｍＲＮＡを認識し、その認識結果を、高いシグナル対バックグランド比率で測定
可能なシグナルに即座に変換できる分子プローブを開発する明確な必要がある。
【０００４】
　定量的な方法で使用することができ、蛍光をクエンチされた核酸プローブの一種である
、これらのプローブは、標的を認識（すなわちハイブリダイゼーション）すると、理想的
な条件下では２００よりも大きなシグナル増強能力をもって蛍光を発する。構造的には、
それらは、一方の末端にレポーターフルオロフォアと反対側の末端にダーククエンチャー
（ｄａｒｋ　ｑｕｅｎｃｈｅｒ）をもつ二重標識オリゴヌクレオチドである（Ｔｙａｇｉ
及びＫｒａｍｅｒ，１９９６）。それらは、標的が存在しないと、フルオロフォアがクエ
ンチャーのすぐ近くに来るステム－ループ型ヘアピン構造をアニールして形成する２つの
短い自己相補性セグメントの間の中央に置かれた標的特異的プローブ配列を持つように設
計されている。この構造をとるとき、分子ビーコンは「ダーク」状態にある（Ｂｅｒｎａ
ｃｃｈｉ及びＭｅｌｙ，２００１）。このヘアピンは、相補的な標的にハイブリダイズす
ると開き、フルオロフォアとクエンチャーを物理的に分離する。この構造をとると、分子
ビーコンは「ブライト」状態になる。ダーク状態からブライト状態に遷移すると、結合プ
ローブと未結合プローブを区別することが可能になり、標的認識を蛍光シグナルに変換す
る（Ｍａｔｓｕｏ，１９９８;Ｌｉｕら，２００２）。
【０００５】
　蛍光インサイチューハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）（Ｆｅｍｉｎｏら、１９９８
）で使用されるとき、直鎖状蛍光プローブは、結合状態でも未結合状態でも「ブライト」
になる。ハイブリダイゼーション後の陽性シグナルを検出するためには、未結合プローブ
を洗浄により除去しなければならないが、このことが、生細胞における遺伝子検出にこの
方法を応用できなくしている。理論上、分子ビーコンは洗浄工程を必要としないため、生
細胞に直接使用することができるはずである（Ｍａｔｓｕｏ，１９９８;Ｓｏｋｏｌら，
１９９８）。しかし、分子ビーコンと一定の細胞内因子との間における相互作用が、標的
のハイブリダイゼーションがなくても蛍光を生じさせ、偽陽性シグナルをもたらすことも
ありうる（Ｍｉｔｃｈｅｌｌ，２００１）。従来の分子ビーコンによる方法を用いては、
細胞内ヌクレアーゼによるプローブの分解や、ヘアピンのステム構造を解くＤＮＡ結合タ
ンパク質との相互作用など、クエンチャーからレポーターを空間的に隔離する別の事象と
、標的のハイブリダイゼーションから生じる蛍光シグナルとを区別することはできない（
Ｌｉら、２０００；Ｄｉｒｋｓら、２００１；Ｍｏｌｅｎａａｒら、２００１；Ｆａｎｇ
ら、２０００）。
【０００６】
　それぞれ供与体フルオロフォア及び受容体フルオロフォアによって標識された２種類の
直鎖状オリゴヌクレオチドが、ＤＮＡハイブリダイゼーション、ＤＮＡ二次構造、及びＲ
ＮＡ合成についてのＦＲＥＴに基づく研究で使用された（Ｃａｒｄｕｌｌｏら、１９８８
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ及びＳｔｏｌｓ、１９９３；Ｓｉｘｏｕら、１９９４；Ｓｅｉ－Ｉｉ
ｄａら、２０００；Ｔｓｕｊｉら、２０００；Ｔｓｕｊｉら、２００１）が、このような
プローブを用いた細胞内遺伝子検出法の感度は、未結合プローブ及び細胞の自己蛍光によ
る強度のバックグランドに妨げられる。
【０００７】
　分子ビーコンは、ユニークな標的認識を行い、またシグナル伝達能力があるため、定量
的ＰＣＲ（Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ及びＫｉｎｚｌｅｒ、１９９９；Ｃｈｅｎ及びＭｕｌｃ
ｈａｎｄａｎｉ、２０００）、タンパク質－ＤＮＡ相互作用（Ｆａｎｇら、２０００；Ｌ
ｉら、２０００）、多重遺伝子解析（Ｍａｒｒａｓら、１９９９；ｄｅＢａａｒら、２０
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０１）、及び生細胞におけるｍＲＮＡの検出（Ｍａｔｓｕｏ１９８８；Ｓｏｋｏｌら、１
９９８；Ｍｏｌｅｎａａｒ２００１）など多くの生化学的及び生物学的アッセイ法におい
て応用されてきた。しかし、タンパク質－ビーコン相互作用、及びヌクレアーゼ誘導にか
かるビーコン分解によって偽陽性シグナルが生じるため、インビボにおける応用法の感度
は顕著に制限される（Ｍｉｔｃｈｅｌｌ，２００１）。分子ビーコンの熱力学的及び動力
学的性質は、複雑な方式でその構造及び配列に依存する（Ｂｏｎｎｅｔら、１９９９；Ｋ
ｕｈｎら、２００２）。さらに、標的検出におけるシグナル対バックグランドの比率は、
設計（ステム及びプローブの長さと配列）だけでなく、オリゴヌクレオチドの合成法及び
精製法（Ｇｏｄｄａｒｄら、２０００；Ｂｏｎｎｅｔら、１９９８）、及び用いられるア
ッセイ条件にも依存する。
【０００８】
　したがって、当技術分野においては、高度の特異性と感度を示す核酸の検出を向上させ
るための改良された組成物及び方法を提供してほしいという強い要望がある。さらに、イ
ンビボにおける遺伝子転写を検出するために使用できる組成物及び方法が必要とされてい
る。外的刺激に対する応答における遺伝子発現レベルの変化を観察するため、または、潜
在的または実際の病状を示す遺伝子異常を検出するための改良された組成物及び方法が必
要とされている。
【０００９】
（発明の要約）
　本発明は、対象となる核酸上の第一の核酸標的配列にハイブリダイズし、第一の核酸標
的配列に結合しないときにはステム－ループ構造を形成して共鳴エネルギー転移の供与体
部分を組み込む第一の核酸プローブを含む、対象となる核酸を検出するための組成物を提
供する。さらに、本発明の本実施形態は、対象となる核酸上の第二の核酸標的配列にハイ
ブリダイズし、第二の核酸標的配列に結合しないときにはステム－ループ構造を形成して
共鳴エネルギー転移の受容体部分を組み込む第二の核酸プローブを提供する。本発明は、
第一の核酸プローブの供与体部分と第二の核酸プローブの受容体部分との相互作用から生
じる共鳴エネルギー転移シグナルを検出して、第一の核酸プローブと第二の核酸プローブ
が共に対象となる核酸にハイブリダイズしたことを判定できるようにするため、第一の核
酸標的配列及び第二の核酸標的配列を対象となる核酸上で何個かのヌクレオチドによって
隔てられていることを条件とする。
【００１０】
　従って、本発明では、試料中の目的となる対象核酸を検出するための代替的組成物及び
方法を提供する。特に好適な実施形態において、蛍光性または発光性の共鳴エネルギー転
移部分は、例えばｍＲＮＡなどの対象核酸上で観察可能な相互作用を生じることができる
ほど近接しているもの同士がハイブリダイズするヘアピン型ステム－ループ分子ビーコン
プローブ上に提供される。こうして、本発明は、迅速、特異的、かつ感度の高いハイブリ
ダイゼーション検出であって、インビボで有利に使用することができる検出を行うための
エネルギー転移シグナルを提供する。これらのプローブは、標的核酸のハイブリダイゼー
ション法、及び、癌などの病気と関連する遺伝子発現及び遺伝子変異の存在の同定法にお
いて役立つ。
【００１１】
　このように、本発明の目的は、より感度が高く、特異的かつ迅速な核酸検出を行うため
に使用される、改良された組成物及び方法を提供することである。
【００１２】
本発明のさらなる目的は、例えば候補治療薬などの外部刺激に対する反応に伴う遺伝子発
現を検出するための改良法を提供することである。
【００１３】
本発明のさらなる目的は、病状に関連した遺伝子発現など、遺伝子発現を検出するための
改良法を提供することである。
【００１４】
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　本発明の別の目的は、このような組成物及び方法をインビボで使用するために提供する
ことである。
【００１５】
　以下の実施形態の開示の詳細な記載及び添付の請求の範囲を概観すれば、本発明のこれ
ら及びその他の目的、特徴及び利点が明確になる。
【００１６】
（発明の詳細な説明）
　本発明は、以下の本発明の好適な実施形態についての詳細な説明、及びそこに含まれる
実施例を参照することによって容易に理解することができる。本発明の化合物、組成物、
及び方法を開示・説明する前に、本発明は、特定の核酸プローブ、特定の核酸標的、特定
の細胞型、特定の条件、または特定の方法などに限定されず、当然ながら、さまざまに変
えることができるものであって、数多くの改変及び変更が当業者には明らかであると理解
されるべきである。また、本明細書で使用する用語は、各実施形態を説明するためだけの
ものであり、制限的なものではないと解さるべきである。明細書及び請求の範囲において
、「一つの」は、それが使用される文脈によっては一つ以上を意味することがある。した
がって、例えば、「一つの核酸プローブ」というときには、一個以上の核酸プローブを利
用しうることを意味することがある。
【００１７】
　本発明の目的によれば、本明細書において具体化され、広範に説明されているように、
一つの態様において、対象とする核酸上の第一の核酸標的配列にハイブリダイズし、第一
の核酸標的配列に結合しないときにはステム－ループ構造を形成して共鳴エネルギー転移
の供与体部分を組み込む第一の核酸プローブを含む、対象となる核酸を検出するための組
成物を提供する。さらに、本発明の本実施形態は、対象となる核酸上の第二の核酸標的配
列にハイブリダイズし、第二の核酸標的配列に結合しないときにはステム－ループ構造を
形成して共鳴エネルギー転移の受容体部分を組み込む第二の核酸プローブを提供する。本
発明は、第一の核酸プローブの供与体部分と第二の核酸プローブの受容体部分との相互作
用から生じる共鳴エネルギー転移シグナルを検出して、第一の核酸プローブと第二の核酸
プローブが共に対象となる核酸にハイブリダイズしたことを判定できるようにするため、
第一の核酸標的配列及び第二の核酸標的配列を対象となる核酸上で何個かのヌクレオチド
によって隔てられていることを条件とする。好ましくは、共鳴エネルギー転移は蛍光性ま
たは発光性のシグナルである。
【００１８】
　代替的な実施形態において、本発明は、対象とする核酸上の第一の核酸標的配列にハイ
ブリダイズして、発光性の共鳴エネルギー転移ランタニドキレート供与体部分を組み込む
第一の核酸プローブ、及び、対象とする核酸上の第二の核酸標的配列にハイブリダイズし
て、有機性の共鳴エネルギー転移受容体部分を取り込む第二の核酸プローブであって、第
一の核酸プローブのランタニドキレート供与体部分と第二の核酸プローブの受容体部分と
の間の相互作用から生じる発光性の共鳴エネルギー転移シグナルを検出して、第一の核酸
プローブと第二の核酸プローブが共に対象となる核酸にハイブリダイズしたことを判定で
きるようにする核酸プローブを提供する。本発明の一定の実施形態において、第一の核酸
プローブまたは第二の核酸プローブは、それぞれ、第一または第二の標的配列にハイブリ
ダイズしていないときには直鎖状またはランダムコイル状である。本発明の別の実施形態
において、第一の核酸プローブまたは第二の核酸プローブは、それぞれ、第一または第二
の標的配列にハイブリダイズしていないときにはステム－ループ構造を形成する。
【００１９】
　本発明の一定の好適な実施形態において、第一の核酸プローブは、さらにクエンチャー
部分を取り込み、第一の核酸プローブの供与体部分とクエンチャー部分の間の相互作用を
検出して、ステム－ループ構造及び非ステム－ループ構造の中にある第一の核酸プローブ
を区別できるようにする。同様に、別の実施形態において、第二の核酸プローブが、さら
にクエンチャー部分を取り込み、第二の核酸プローブの受容体部分とクエンチャー部分の
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間の相互作用を検出して、ステム－ループ構造及び非ステム－ループ構造の中にある第二
の核酸プローブを区別できるようにする。核酸プローブ上のクエンチャー部分を利用する
実施形態において、本発明は、クエンチャー部分を、例えば、ｄａｂｃｙｌクエンチャー
、ブラックホール・クエンチャー、アイオワブラック・クエンチャー、または、供与体ま
たは受容体部分の共鳴エネルギー転移波長発光を変化させることが当技術分野においてよ
く知られている他の部分から選択することができることを条件とする。
【００２０】
　一定の他の実施形態において、第一の核酸プローブは共鳴エネルギー転移部分対をさら
に取り込み、第一の核酸プローブ上にある供与体部分と受容体部分の間の相互作用によっ
て生じる共鳴エネルギー転移シグナルを検出して、ステム－ループ構造及び非ステム－ル
ープ構造の中にある第一の核酸プローブを区別できるようにする。同様に、他の実施形態
は、第二の核酸プローブは共鳴エネルギー転移部分対をさらに取り込み、第二の核酸プロ
ーブ上にある供与体部分と受容体部分の間の相互作用によって生じる共鳴エネルギー転移
シグナルを検出して、ステム－ループ構造及び非ステム－ループ構造の中にある第二の核
酸プローブを区別できるようにすることを条件とする。
【００２１】
　さまざまな実施形態において、第一の核酸標的配列及び第二の核酸標的配列は、１個か
ら２０個のヌクレオチドによって隔てられているか、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４または１５個のヌクレオチドによって隔てられている。後
述するように、隔離ヌクレオチドの好適な数は、使用される共鳴エネルギー転移源によっ
てさまざまなであるから、当業者は、本開示を考慮して日常的に決めることができる。
【００２２】
好適な実施形態において、共鳴エネルギーシグナルは、蛍光性共鳴エネルギー転移（ＦＲ
ＥＴ）または発光性共鳴エネルギー転移（ＬＲＥＴ）によるものである。共鳴エネルギー
転移シグナルが蛍光性共鳴エネルギー転移によるものである実施形態では、供与体部分は
、例えば６－Ｆａｍフルオロフォアでもよい。共鳴エネルギー転移シグナルが蛍光性共鳴
エネルギー転移によるものである実施形態では、受容体部分はＣｙ－３、ＲＯＸまたはテ
キサスレッドでもよい。本発明において有用なＦＲＥＴの供与体及び受容体部分のさらに
別の例は下に提示してある。
【００２３】
　別の実施形態において、共鳴エネルギーシグナルは発光性共鳴エネルギー転移（ＬＲＥ
Ｔ）によるものであり、供与体部分がランタニドキレートである。共鳴エネルギーシグナ
ルがＬＲＥＴによるものである好適な実施形態のいくつかにおいて、供与体部分はユーロ
ピウムまたはテルビウムでもよい。その上、共鳴エネルギーシグナルがＬＲＥＴによるも
のである実施形態において、供与体部分が、ＤＴＰＡ－シトシン、ＤＴＰＡ－ｃｓ１２４
、ＢＣＰＤＡ、ＢＨＨＣＴ、イソシアナト－ＥＤＴＡ、クワンタム・ダイ、またはＷ１０
２４などのランタニドキレートでもよく、受容体部分はＣｙ－３、ＲＯＸまたはテキサス
レッドでもよい。いくつかの実施形態では、ランタニドキレートの効果的な共鳴エネルギ
ー転移の範囲によっては、複数の受容体部分を用いることができる。供与体部分はランタ
ニドキレートでもよく、受容体部分はフィコビリタンパク質でもよい。一定の実施形態に
おいて、フィコビリタンパク質は、赤色フィコエリトリン（ＲＰＥ）、青色フィコエリト
リン（ＢＰＥ）、またはアロフィコシアニン（ＡＰＣ）である。本発明において有用なＬ
ＲＥＴ供与体部分及び受容体部分のさらに別の例が下に記載されている。
【００２４】
　一定の実施形態において、本発明は、第一または第二の核酸プローブがそれぞれ、５か
ら５０ヌクレオチド、１０から４０ヌクレオチド、または１５、１６、１７、１８、１９
、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３０個のヌクレ
オチドを含むことを規定している。別の好適な実施形態において、核酸プローブは、多く
の代替的または合成のヌクレオチドのうち、後述する２’－Ｏ－メチルヌクレオチドバッ
クボーンを含む。さらに、本発明は、第一及び／または第二の核酸プローブの一方の末端
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が、ステム－ループ形成及び標的核酸へのハイブリダイゼーションの両方に関与すること
を規定している。このような実施形態が、本明細書においてステム共有型分子ビーコン、
またはプローブと呼ばれ、特に実施例２においてさらに詳しく説明する。
【００２５】
　さらなる実施形態において、本発明は、対象とする核酸を検出する方法であって、本明
細書に記載された組成物を、対象とする核酸を含むと推定される試料と混合する工程、及
び示差的共鳴エネルギー転移シグナルによってハイブリダイゼーションを検出して、イン
ビトロまたはインビボで試料中に対象とする核酸が存在するかしないか、及び／またはそ
の発現レベルを判定する工程を含んでなる方法を提供する。いくつかの好適な実施形態に
おいて、この方法をインビボで実施することができる。従って、本方法の好適な実施形態
において、試料は生細胞を含む。本発明は、本方法が、身体から採取された生組織及び細
胞、または本来の部位に留まっている生組織及び細胞を含む試料を用いて実施できること
を規定している。
【００２６】
　さらに、本発明の方法は、核酸標的の発現レベルの変化、すなわちＲＮＡ転写物の変化
を検出して、例えば、薬剤分子、ホルモン、成長因子、温度、剪断流、または微小重力な
どの外部刺激に対する用量依存的細胞応答の結果として観察することができるようにする
ことを含む。さらに、本発明は、組成物を用いて、すなわち蛍光または発光によって、組
織及び細胞における遺伝子発現の位置と相対量を可視化することができる。
【００２７】
　診断的または予後診断的な検出法において、対象とする核酸は、天然または対照となる
核酸に対する遺伝子の点変異、欠失、または挿入を含みうる。このようなスクリーニング
法によって、ある種の癌のような遺伝子関連疾患が試料中に存在することを示す対象核酸
の検出が可能になる。当技術分野には、病状の指標となる遺伝子変異のよく知られた例が
多く存在する。この方法は、Ｋ－ｒａｓ、サバイビン、ｐ５３、ｐ１６、ＤＰＣ４、また
はＢＲＣＡ２を含む核酸を検出することを含む。さらに、本方法を用いて、疾患または症
状の診断または予後診断以外の目的で、生物から生産される対象核酸の量を検出すること
もできる。本発明の共鳴エネルギー転移検出法は、下で詳述するように、１光子または多
光子顕微鏡、時間分解蛍光顕微鏡、または蛍光内視鏡を用いて実施することができる。
【００２８】
　さらに、本発明は、本明細書記載の核酸プローブ組成物、必要な試薬、及び検出法を実
施するための説明書を含んでなる、対象核酸を検出するためのキットを提供する。これに
対する代替的組成物、方法、及びキットについては、実施例によってさらに詳しく説明す
るが、さらに別のものも、本開示内容から当業者には明らかである。
【００２９】
　本発明の一つの実施形態は、例えば、２種類の分子ビーコンが目的とする同一の標的核
酸にハイブリダイズしたときに直接相互作用する結果としてＦＲＥＴまたはＬＲＥＴによ
って生じる蛍光シグナルなどの共鳴エネルギー転移を測定する組成物及び方法を提供する
。この方法は、生細胞における遺伝子検出及び定量化において、偽陽性シグナルを劇的に
低下させることができる。図１または図１１に示すように、この方法は、一方が供与体フ
ルオロフォアを有し、もう一方が受容体フルオロフォアを有する一対の分子ビーコンを利
用する。分子ビーコンが、それぞれのフルオロフォアをＦＲＥＴにとって最適な配置に位
置するようにして、１個の核酸標的上で互いに近接するもの同士でハイブリダイズするよ
うに、プローブ配列を選択する（Ｍｅｒｇｎｙら、１９９４；Ｓｉｘｏｕら、１９９４）
。受容体フルオロフォアからの発光は、ＦＲＥＴを利用した検出アッセイ法において陽性
シグナルとして働く。
【００３０】
　受容体フルオロフォア及び供与体フルオロフォアが十分に適合すれば、受容体を殆どま
たは全く励起できない波長で供与体の励起が行われ、そのため、両分子ビーコンが同一の
標的核酸にハイブリダイズしてＦＲＥＴが起きるときにだけ受容体の励起が起きる。タン
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パク質相互作用によって分解または開裂される分子ビーコンは、非クエンチフルオロフォ
アの存在をもたらすが、これらの分子種から発光する蛍光は、供与体／受容体のＦＲＥＴ
対から得られるシグナルとはその性質が異なるため、バックグランドと真の陽性シグナル
をより簡単に区別できるようになっている。このように、直接的な単一分子蛍光ではなく
ＦＲＥＴを検出することによって、核酸プローブ／標的結合現象を偽陽性から区別するこ
とができる。
【００３１】
　２種類の直鎖状オリゴヌクレオチドプローブを供与体及び受容体フルオロフォアで事前
に標識するのとは対照的に、分子ビーコンのステム－ループヘアピン構造は、特異性を高
めるだけでなく、さらにバックグランド蛍光も低下させるため、対立遺伝子の変異型また
は点変異を検出したいときに特に役立つ（Ｂｏｎｎｅｔら、１９９９；Ｔｓｏｕｒｋａｓ
ら、２００２ａ）。
【００３２】
　供与体としてランタニドキレートを有するオリゴヌクレオチドプローブ、及び受容体（
レポーター）部分として伝統的な有機性フルオロフォアをもつ分子ビーコンを採用するこ
とによって、二重エネルギー転移分子ビーコンの別の実施形態及び本発明の方法からのさ
らなる恩恵を実現することができる。蛍光寿命がほぼ１０ｎｓである有機性フルオロフォ
アに対し、ランタニドキレートは、１ｍｓよりも大きな発光寿命を有することがある（Ｓ
ｕｅｄａら、２０００；Ｅｖａｎｇｅｌｉｓｔａら、１９８８）。ランタニドキレートの
長寿命発光をもたらすメカニズムは複雑で、芳香族リガンドの三重状態から生じるエネル
ギー転移が関係している。具体的には、励起が起きると、リガンドは励起されて単一分子
状態になり、その後、三重分子状態へと系間遷移を行い、他方で、エネルギーは、水分子
によって消されるか、ランタニドイオンに転移される。そして、ランタニドイオンが基底
状態に戻るにつれて、それから蛍光が発される（Ｌｅｍｍｅｔｙｉｎｅｎら、２０００）
。このような蛍光発光は、単分子－単分子遷移からは生じないため、供与体としてランタ
ニドキレートを使用すると、発光共鳴エネルギー転移（ＬＲＥＴ）がもたらされる。この
ように、パルス励起法及び時間分解技術を用いることによって、有機性色素からのバック
グランド発光、散乱、及び自己蛍光が減衰した後に選択的に発光を記録することが可能に
なる（Ｙｕａｎら、１９９８；Ｌｏｐｅｚら、１９９３）。この長時間ドメインに残って
いる唯一のシグナルは、ランタニドキレートからの発光、及びＬＲＥＴに関与した受容体
フルオロフォアからの発光である。この場合、ランタニドキレートの発光ピークが狭いた
め、一定の波長におけるバックグランド発光はゼロに近くなり、非常に大きなシグナル対
バックグランド比率をもたらす。ＬＲＥＴ対における供与体プローブは、単純な直鎖状プ
ローブでもよい、すなわち、クエンチャー構造もヘアピン構造も必要ではない。
【００３３】
　さらに、本発明は、ステムの一方の腕部がヘアピン形成と標的ハイブリダイゼーション
の両方に関与する、ここで「ステム共有型」分子ビーコンと呼ばれる、分子ビーコンの設
計変異型を提供する。これに対して、従来型の分子ビーコンは、ループ配列が標的に相補
的で、一方、ステム配列が自己相補的であるが、標的配列とは無関係であるように設計さ
れている。この新しい設計は、特に、２プローブ蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）ア
ッセイ法において、従来の分子ビーコン設計よりも一定の優位性がある（Ｃａｒｄｕｌｌ
ｏら、１９９８；Ｓｅｉ－Ｉｉｄａら、２０００；Ｔｓｕｊｉら、２０００；Ｔｓｕｊｉ
ら、２００１；Ｔｓｏｕｒｋａｓ及びＢａｏ２００１）。本発明は、ステム共有型及び従
来型の分子ビーコン両方の熱力学的及び動力学的特性を提供し、それらの系統的な比較を
行う。特に、本明細書の記載は、プローブ及びステムの長さで測定される、プローブ／標
的二本鎖の形成によるエンタルピー及びエントロピーの変化を定量化する。さらに、本明
細書において、融解挙動、特異性、及びハイブリダイゼーションの形成速度が、分子ビー
コンのステムの長さに依存するという研究が提示されているため、当業者は、各条件の具
体的な目的に適合するようにさまざまな実施形態を創作・利用することができる。
【００３４】
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　本発明の核酸プローブは、供与体部分と受容体部分の間における共鳴エネルギー転移の
原理を利用している。好適な実施形態において、共鳴エネルギー転移は蛍光共鳴エネルギ
ー転移（ＦＲＥＴ）であり、ここで第一及び第二のプローブが、それぞれ、供与体及び受
容体部分によって標識されており、ここで、供与体部分はフルオロフォアであり、受容体
部分はフルオロフォアであってもよい。そうすることによって、第一及び第二のプローブ
がそれぞれ、同一の核酸対象物上にある第一及び第二の標的配列にハイブリダイズしたと
きに、供与体部分が発する蛍光エネルギーが受容体部分によって吸収されるようになる。
本発明の一つの実施形態において、受容体部分は、供与体から吸収したエネルギーを別の
波長で放出するフルオロフォアであり、次に、受容体からの発光を測定して、ハイブリダ
イゼーション反応の進行を測定することができる。
【００３５】
　好適な実施形態において、プローブは、供与体部分か受容体部分のどちらかを含み、ま
た、選択的には、プローブがステム－ループ構造をとるとき（すなわちハイブリダイズし
ないとき）、クエンチャーが供与体または受容体の蛍光を低下させるよう、クエンチャー
部分を含むヘアピン型のステム－ループ構造（当技術分野において、しばしば分子ビーコ
ンと称される）を採る。本実施形態において、プローブは、標的核酸にハイブリダイズす
ると、その構造が変化してクエンチ効果が失われ、供与体または受容体から生じた蛍光が
検出可能になる。
【００３６】
　代替的な実施形態において、本発明は、プローブが標的核酸にハイブリダイズすると共
鳴エネルギー転移が減少するヘアピン型ステム－ループ構造を形成する核酸プローブを提
供する。このような実施形態において、第一のプローブ上にあるクエンチャー部分は等価
部分（ｒｅｃｉｐｒｏｃａｔｉｎｇ　ｍｏｉｅｔｙ）で置換されて共鳴エネルギー転移対
を形成し、ヘアピン型ステム－ループ構造と非ステム－ループ構造の間で共鳴エネルギー
転移の違いが検出可能になる。あるいは、第二のプローブ上にあるクエンチャー部分が等
価部分で置換されて共鳴エネルギー転移対を形成し、ヘアピン型ステム－ループ構造と非
ステム－ループ構造の間で共鳴エネルギー転移の違いが検出可能になる。このような実施
形態において、第三の共鳴エネルギー転移部分対が二重プローブによって、第一のプロー
ブ上に供与体部分を、また、第二のプローブ上に受容体部分を形成し、それによって、供
与体と受容体の相互作用による共鳴エネルギー転移シグナルを測定して、対象核酸上の両
プローブのハイブリダイゼーション反応の進行を算定することができるようにする。
【００３７】
　別の実施形態において、本発明は、核酸プローブがハイブリダイズしたときに共鳴エネ
ルギー転移を生じさせるために、核酸プローブの一方が直鎖状（非ステム－ループ型）で
あり、プローブが、ランタニドキレーターの供与体部分と有機受容体部分によって別々に
標識されていることを条件とする。さらに別の実施形態において、本発明は、このような
直鎖状プライマー対のそれぞれ一方がランタニド供与体で標識され、他方が有機受容体部
分で標識されているものを使用する。
【００３８】
　本発明の一つの態様は、標的核酸（例えばＤＮＡまたはｍＲＮＡ）を同定するためのハ
イブリダイゼーション用プローブとして使用するのに十分な核酸に関する。本明細書にお
いて、「核酸」という語は、ＤＮＡ分子（例えばｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）及びＲＮ
Ａ分子（例えばｍＲＮＡ）、及び、核酸類似化合物を用いて作成されたＤＮＡまたはＲＮ
Ａの類似化合物を含むものである。本明細書では、「相補的な」核酸は、例えばハイブリ
ダイズできることなど、相補性があることによって得られる所望の性質が失われない限り
、完全に相補的でも不完全に相補的でもよい。
【００３９】
　本発明の核酸は、実質的に単離されているか、または未精製でもよい。「単離された」
核酸または「精製された」核酸とは、核酸の本来の由来源には存在する別の核酸分子から
実質的に分離されている核酸である。好適には、「単離された」核酸は、その核酸が由来
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する生物のゲノムＤＮＡの中で、その核酸に本来隣接している配列（すなわち、核酸の５
’末端及び３’末端に位置する配列）を実質的に含まない。その上、「単離された」核酸
分子は、他の細胞性物質、または、組換え技術で生産されるときには培養培地を、または
、化学合成されるときには化学物質の前駆物質または他の化学物質を実質的に含まない。
（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９、分子クロニーング：実験マニュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）第２版、コール
ドスプリングハーバー研究所、コールドスプリングハーバー研究所プレス、ニューヨーク
州コールドスプリングハーバーを参照のこと）。
【００４０】
　プローブは、一般的に、実質的に精製された核酸を含む。核酸は、一般的に、標的核酸
配列の少なくとも約５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、
１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３
０、３５、４０、４５または５０個の連続したヌクレオチドにハイブリダイズする塩基配
列の領域を含む。標的核酸は、標的核酸配列の一つのセンス鎖、アンチセンス鎖、または
それらの天然の変異配列でもよい。好適には、核酸標的はｍＲＮＡである。
【００４１】
塩基配列に基づくプローブを用いて、同一または相同なタンパク質をコードする転写物ま
たはゲノム配列を検出または増幅することができる。別の実施形態において、さらに、こ
のプローブは、それに付着した標識基を含む。例えば、この標識基は、放射性同位元素、
酵素、または酵素の補助因子などである。このようなプローブは、例えば、標的核酸のｍ
ＲＮＡレベルを検出、またはｍＲＮＡをコードする遺伝子が変異または欠失しているか否
かを判定するなどして、タンパク質をコードする核酸のレベルを細胞試料において測定す
ることによって、特定のタンパク質を発現する細胞を同定するためのゲノムマーカー検査
用キットの一部として使用することができる。
【００４２】
　さらに別の好適な実施形態において、本発明の単離された核酸分子は、例えば厳しい条
件下で、目的の標的核酸配列にハイブリダイズする核酸プローブ配列を含む。これらのハ
イブリダイゼーション条件は、約６０℃、ｐＨ７で約０．０２モルの塩濃度を有する溶液
で洗浄することを含む。本明細書において、「厳しい条件下でハイブリダイズする」とい
う語は、一般的には、互いに６０％以上相同な塩基配列が互いにハイブリダイズしたまま
でいるハイブリダイゼーションと洗浄の条件を表現するものである。好適には、この条件
は、少なくとも約６５％、より好適には少なくとも７０％、及びさらにより好適には少な
くとも約７５％以上互いに相同な配列が、一般的には、互いにハイブリダイズしたままで
いるような条件である。このようなストリンジェント条件は当業者に既知であり、分子生
物学最新プロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｂｉｏｌｏｇｙ）、ジョン・ワイリー・アンド・サンズ社（ＪｏｈｎＷｉｌｅｙ&Ｓｏ
ｎｓ）、ニューヨーク（１９８９）６．３．１－６．３．６に記載されている。厳しい条
件の好適で非制限的な例は、約４５℃で６×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳ
Ｃ）においてハイブリダイゼーションし、その後５０－６５℃で０．２×ＳＳＣ、０．１
％ＳＤＳにより洗浄することである。本明細書において、「天然の」核酸分子とは、自然
に存在する塩基配列（例えば天然タンパク質をコードする）を有するＲＮＡ分子またはＤ
ＮＡ分子である。
【００４３】
　本発明の核酸プローブは、所望の標的核酸に依然ハイブリダイズできる限り、ＤＮＡも
しくはＲＮＡ、またはそのキメラ混合物もしくは誘導体もしくは修飾物でもよい。核酸配
列は、共鳴エネルギー転移部分によって標識される以外に、所望の増幅反応を開始させる
か、場合によっては遮断用オリゴヌクレオチドとして機能する限り、塩基部分、糖部分、
またはリン酸バックボーンを改変することができ、また、別の付加基または標識を含むこ
ともできる。
【００４４】
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　例えば、本発明の核酸プローブは、天然のヌクレオチド、または、分子の生物学的安定
性を増すよう、もしくは、相補的な核酸同士が形成する二本鎖の物理的安定性を増すよう
に設計された、さまざまに改変されたヌクレオチドを用いて化学的に合成することができ
、例えば、ホスホロチオエート誘導化合物及びアクリジン置換ヌクレオチドを使用するこ
とができる。核酸プローブを生成するために使用できる修飾核酸の分類の好適な例は２’
－Ｏ－メチルヌクレオチドである。核酸プローブを生成するために使用できる修飾核酸の
さらなる例には、例えば、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラ
シル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－
(カルボキシヒドロキシルメチル)ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－２－チ
オウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、ベータ－
Ｄ－ガラクトシルキュエオシン（ｇａｌａｃｔｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、
Ｎ６－イソペンテニルアデノシン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－
ジメチルグアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５
－メチルシトシン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラ
シル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、ベータ－Ｄ－マンノシルキュエオ
シン（ｍａｎｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル
、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデノシン、ウラシル
－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン(ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ)、シュードウリ
ジン、キュエオシン（ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウ
ラシル、２－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オ
キシ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラ
シル、３－(３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロリル)ウラシル、(ａｃｐ３)ｗ、及
び２，６－ジアミノプリンなどがある。
【００４５】
　別の実施形態において、本発明の核酸プローブは、アラビノース、２－フルオロアラビ
ノース、キシルロース、及びヘキソースなどがあるが、これらに限定されないグループか
ら選択された、少なくとも一個の修飾された糖部分を含む。さらに別の実施形態において
、本発明の核酸プローブは、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホルアミ
ドチオエート、ホスホルアミデート、ホスホルジアミデート、メチルホスホネート、アル
キルホスホトリエステル、及びホルムアセタール（ｆｏｒｍａｃｅｔａｌ）、またはそれ
らの類似化合物よりなるグループから選択される、少なくとも一個の修飾されたリン酸バ
ックボーンを含む。上記したように、修飾ヌクレオチドの好適な例は２’－Ｏ－メチルヌ
クレオチドである。
【００４６】
　本発明の核酸プローブは、当技術分野において既知の常法によって、例えば、自動ＤＮ
Ａ合成装置（バイオサーチ社（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ）、アプライド・バイオシステムズ社
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）などから購入することができるもの）を用い
て合成することができる。例としては、Ｓｔｅｉｎらの方法（１９８８、Ｎｕｃｌ．Ａｃ
ｉｄｓＲｅｓ．１６：３２０９）によってホスホロチオエートオリゴヌクレオチドを合成
することができ、微細孔性ガラスポリマー支持体（Ｓａｒｉｎら、１９８８、Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８５：７４４８－７４５１）などを使用して、メチ
ルホスホネートオリゴヌクレオチドを調製することができる。
【００４７】
　所望のオリゴヌクレオチドが合成されたら、その上でそれが合成された固体支持体から
切断して、当技術分野において既知の方法により処理して、存在する保護基をすべて除去
する。そして、抽出法及びゲル精製法など、当技術分野において既知の方法によってオリ
ゴヌクレオチドを精製する。オリゴヌクレオチドの濃度及び精製度は、アクリルアミドゲ
ルで分離してあるオリゴヌクレオチドを検査することによって、または、分光光度計で２
６０ｎｍにおける光学濃度を測定することによって判定することができる。
【００４８】
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　本発明の核酸プローブは、化学合成の過程で供与体部分及び受容体部分で標識するか、
当技術分野において既知の方法によって、合成後に付着させることができる。具体的な実
施形態において、以下の供与体及び受容体の組み合わせを用いる。すなわち、例えばテル
ビウムキレートまたはランタニドキレートなど、発光性ランタニドキレートを供与体とし
て使用し、フルオレセイン、ローダミン、またはＣＹ－５などの有機性色素を受容体とし
て使用する。好適には、テルビウムを供与体として使用し、ローダミンかＣＹ－５を受容
体として使用する。または、ユーロピウムを供与体として使用し、ＣＹ－５を受容体とし
て使用する。別の具体的な実施形態において、供与体は蛍光性で、例えばフルオレセイン
、ローダミン、またはＣＹ－５などである。また、受容体は発光性で、例えばランタニド
キレートである。さらに別の実施形態において、エネルギー供与体は発光性であり、例え
ば、ランタニドキレートである。そして、エネルギー受容体は、非蛍光性でもよい。
【００４９】
　別の具体的な実施形態において、供与体部分はフルオロフォアである。別の具体的な実
施形態において、供与体及び受容体部分ともフルオロフォアである。ＦＲＥＴ対において
供与体または受容体として選択することのできる適当な部分を以下に示す。
【００５０】
４－アセトアミド－４’－イソチオシアナトスチルベン－２，２’ジスルホン酸アクリジ
ン及び誘導化合物：
アクリジン
アクリジンイソチオシアネート
５－(２’－アミノエチル)アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ）
４－アミノ－Ｎ－[３－ビニルスルホニル]フェニル]ナフタルイミド－３，５ジスルホネ
ート（ルシファーイエローＶＳ（Ｌｕｃｉｆｅｒ　ＹｅｌｌｏｗＶＳ））
Ｎ－(４－アニリノ－１－ナフチル)マレイミド
アントラニルアミド
ブリリアントイエロー
クマリン及び誘導化合物
クマリン
７－アミノ－４－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０）
７－アミノ－４－トリフルオロメチルクマリン（クマリン１５１）
シアノシン（ｃｙａｎｏｓｉｎｅ）
４’－６－ジアミニジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）
５’，５”－ジブロモピロガロール－スルホフタレイン（ブロモピロガロールレッド）
７－ジエチルアミノ－３－(４’－イソチオシアナトフェニル)－４－メチルクマリン
ジエチレントリアミンペンタアセテート
４－(４’－ジイソチオシアナトジヒドロ－スチルベン－２，２’－ジスルホン酸
４，４’－ジイソチオシアナトスチルベン－２，２’－ジスルホン酸
５－[ジメチルアミノ]ナフタレン－１－スルホニルクロリド（ＤＮＳ、塩化ダンシル）
４－(４’－ジメチルアミノフェニルアゾ)安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）
４－ジメチルアミノフェニルアゾフェニル－４’－イソチオシアネート（ＤＡＢＩＴＣ）
エオシン及び誘導化合物
エオシン
エオシンイソチオシアネート
エリスロシン及び誘導化合物
エリスロシンＢ
エリスロシンイソチオシアネート
エチジウム
フルオレセイン及び誘導化合物
５－カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）
５－(４，６－ジクロロトリアジン－２－イル)アミノフルオレセイン（ＤＴＡＦ）
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２’７’－ジメトキシ－４’５’－ジクロロ－６－カルボキシフルオレセイン（ＪＯＥ）
フルオレセイン
フルオレセインイソチオシアネート
ＱＦＩＴＣ（ＸＲＩＴＣ）
フルオレスカミン
ＩＲ１４４
ＩＲ１４４６
マラカイトグリーンイソチオシアネート
４－メチルウンベリフェロン
オルトクレゾールフタレイン
ニトロチロシン
パラローザニリン
フェノールレッド
Ｂ－フィコエリトリン
ｏ－フタルジアルデヒド
ピレン及び誘導化合物
ピレン
ピレン酪酸
スクシンイミジル１－ピレン酪酸
リアクティブレッド４（登録商標チバクロン・ブリリアントレッド３Ｂ－Ａ（Ｃｉｂａｃ
ｒｏｎ　Ｂｒｉｌｌｉａｎｔ　Ｒｅｄ３Ｂ－Ａ）
ローダミン及び誘導化合物
６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）
６－カルボキシローダミン（Ｒ６Ｇ）
リッサミン（ｌｉｓｓａｍｉｎｅ）ローダミンＢ塩化スルホニル
ローダミン（Ｒｈｏｄ）
ローダミンＢ
ローダミン１２３
ローダミンＸイソチオシアネート
スルホローダミンＢ
スルホローダミン１０１
スルホローダミン１０１の塩化スルホニル誘導体（テキサスレッド）
Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ”－テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡ）
テトラメチルローダミン
テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）
リボフラビン
ロゾール酸（ｒｏｓｏｌｉｃ　ａｃｉｄ）
テルビウムキレート誘導体
　当業者は、どのフルオロフォアが適当な供与体－受容体ＦＲＥＴ対を作るかを、分光測
定法の技術を用いて容易に判定することができる。例えば、ＦＡＭ（５２５ｎｍの発光最
大値を有する）は、ＦＲＥＴ対において、ＴＡＭＲＡ、ＲＯＸ、及びＲ６Ｇ（これらはす
べて５１４ｎｍの励起最大値を有する）に適した供与体である。アミノ修飾因子Ｃ６ｄＴ
（グレン・リサーチ社（Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）の使用によって、修飾されたＴ塩
基が所定の位置に導入され、Ｊｕら（１９９５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ９２：４３４７－４３５１）に記載されているようにして、一級アミノ基が、修
飾されたＴ塩基上に取り込まれるように、プローブを合成過程で好適に改変することがで
きる。これらの改変は、引き続いて蛍光色素を本発明の核酸プローブの所定位置に取り込
むために利用することができる。
【００５１】
　供与体部分と受容体部分の間の最適な距離は、供与体部分の発光が受容体部分によって
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最大に吸収される距離である。この最適な距離は、使用する具体的な部分によって異なる
が、当業者は、既知の技術を用いて簡単に決定することができる。受容体部分が、検出す
べきエネルギーを放出するフルオロフォアであることが望ましいというエネルギー転移に
ついては、供与体フルオロフォアと受容体フルオロフォアが標的核酸にハイブリダイズし
たときに、好適には最大３０ヌクレオチドまで、より好適には１－２０ヌクレオチド、さ
らにより好適には２から１０ヌクレオチド、そして、より好適には３、４、５、６、７、
８及び９ヌクレオチドの距離を置いて離れている。受容体部分が、供与体部分の発光をク
エンチすることが望ましいエネルギー転移については、供与体部分と受容体部分が、好適
には１０、９、８、７．６、５、４、３、２または１ヌクレオチドよりも短い距離（例え
ば、対向鎖上にある、二本鎖構造の相補的的ヌクレオチド）を置いて離れているが、５ヌ
クレオチドの距離（らせん一巻き分）も使用するのに好都合である。
【００５２】
　さらに別の実施形態において、本発明の核酸プローブは、３２Ｐ、３５Ｓ、３Ｈなどの
放射性標識、アルカリホスファターゼまたはホースラディッシュペルオキシダーゼなど、
特定の化学反応が行われると検出可能なシグナルを発生させる酵素マーカーなど、当技術
分野において既知の別の検出用マーカーによってさらに標識することができる。このよう
な酵素マーカーは、好適には、増幅工程の変性段階を生き延びるよう熱安定的である。ま
た、核酸プローブは、ハプテン、または、標識されたアビジン分子が結合できるビオチン
、もしくは標識された抗ジゴキシゲニン抗体が結合できるジゴキシゲニンに共有結合した
ヌクレオチドを取り込むことによって間接的に標識することもできる。核酸プローブは、
化学合成の過程で補助的に標識するか、当技術分野において既知の方法によって合成した
後、補助的標識を結合させることもできる。
【００５３】
　本発明の核酸プローブは、核酸検出、またはプライマーとして、もしくは三重増幅の場
合には、増幅核酸産物を検出または測定するためのブロッキング用オリゴヌクレオチドと
して増幅反応に使用することができ、それによって、３’プライマーの配列に相補的な標
的核酸を試料の中で検出または測定する。したがって、本発明の核酸プローブは、ある配
列が、ウイルス、バクテリア、寄生生物、及び真菌類を含むがこれらに限定されない、例
えばヒトの疾患などの感染病原体の配列（例えばゲノム配列）に相補的であるという診断
法に使用することができ、それによって、患者からの核酸試料中に感染因子が存在するこ
とを診断する。標的核酸はゲノムまたはｃＤＮＡまたはｍＲＮＡまたは合成、ヒトまたは
動物のもの、または微生物のもの、その他でもよい。
【００５４】
　一つの実施形態において、本発明者らは、定常状態で、または薬剤候補の投与に応答し
て、目的とするタンパク質転写物の拡張する役割のインビボにおける変化を迅速で特異的
かつ感度のよいアッセイ法によって検出することができる、創薬のための有用なスクリー
ニング手段を提供する。病気または障害の診断または予後診断において利用できる別の実
施形態において、標的配列は天然または野生型のヒトのゲノムまたはＲＮＡまたはｃＤＮ
Ａ配列であって、その変異が、ヒトの病気または障害の存在に関係する配列であるか、ま
たは、標的配列が変異配列であってもよい。このような実施形態において、選択的に、同
一の試料について、それぞれ天然の配列または変異配列を増幅するさまざまなプローブセ
ットによって増幅反応を反復することができる。例として、この変異は、１個以上のヌク
レオチドの挿入、置換及び／または欠失、または転座でもよい。
【００５５】
（実施例）
（実施例１）
（二重核酸プローブ）
　オリゴヌクレオチド合成　通常のホスホルアミダイト化学合成法を用いて、アプライド
バイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）３９４型自動ＤＮＡ合成装
置（カリフォルニア州フォスターシティー）でオリゴヌクレオチドのプローブ及び標的を



(16) JP 4537053 B2 2010.9.1

10

20

30

合成した。逆相（ＲＰ）＋イオン交換（ＩＥ）二重高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬ
Ｃ）を用いて、ウォーターズ（Ｗａｔｅｒｓ）６００Ｅ型ＨＰＬＣ装置（ミリポア社（Ｍ
ｉｌｌｉｐｏｒｅ）マサチューセッツ州ミルフォード（Ｍｉｌｆｏｒｄ，ＭＡ））で分子
ビーコンを精製した。ＲＰ－ＨＰＬＣ精製のために、オリゴヌクレオチドをハミルトン（
Ｈａｍｉｌｔｏｎ）ＰＲＰ－１カラムにかけ、０．１Ｍトリエチル－酢酸アンモニウム（
ＴＥＡＡ）ｐＨ７．２での５％から５０％までの直線的アセトニトリル濃度勾配を用いて
４０分間溶出した。このオリゴヌクレオチドを、商標ソース（Ｓｏｕｒｃｅ）カラム（ア
マーシャム・ファルマシアバイオテック社（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈ）、ニュージャージー州ピスカタウェイ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ））
を用いたＩＥ－ＨＰＬＣによってさらに精製し、０．１ＭトリスｐＨ８．０での０％から
５０％までの直線的な１ＭＬｉＣｌ濃度勾配を用いて４０分間溶出した。ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動を用いて未修飾の（標的）オリゴヌクレオチドを精製した。すべてのオ
リゴヌクレオチドは、インテグレイティッドＤＮＡテクノロジーズ株式会社（Ｉｎｔｅｇ
ｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｉｎｃ．）(アイオワ州コーラルビ
ル)で合成された。
【００５６】
　プローブ及び標的の設計　すべてのオリゴヌクレオチドプローブは、図２に示すように
、ヒトＧＡＰＤＨ遺伝子に対してアンチセンス方向に相補的になるよう設計された。具体
的には、ｄａｂｃｙｌクエンチャーを供与体分子ビーコンの５’末端に付着させ、６－Ｆ
ａｍフルオロフォアを３’末端に付着させ、ｄａｂｃｙｌクエンチャーを受容体分子ビー
コンの３’末端に付着させ、シアニン３（Ｃｙ３）、６－カルボキシローダミン（ＲＯＸ
）またはテキサスレッドのフルオロフォアを５’末端に付着させた。ステム配列は、ヘア
ピン形成と標的ハイブリダイゼーションの両方に関与するよう設計した（Ｔｓｏｕｒｋａ
ｓら、２００２ｂ）。このビーコン設計は、供与体フルオロフォアと受容体フルオロフォ
アの間の相対的距離を固定するのに有利で、エネルギー転移効果を高めるよう選択された
。供与体ビーコン及び受容体ビーコンともに、プローブ長１８塩基、ステム長５塩基にな
るよう設計された。プローブ長は、標的に相補的な分子ビーコンの部位と定義される。野
生型ＧＡＰＤＨの合成標的は、供与体色素と受容体色素との間に４塩基のギャップを有す
る。表１に示すように、グアニン残基を除去するか、１個または２個のチミン残基を付加
して、ギャップの間隔を３、５及び６塩基に調節した。
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【表１】

【００５７】
(１)ＭＢ＝分子ビーコン。小文字＝ステムドメインを作出するため付加された塩基。大文
字＝プローブ－標的がハイブリダイズするドメイン。太大文字＝ステム形成と標的結合の
両方に関与する塩基。
【００５８】
(２)下線部＝ＭＢ標的結合ドメインに相補的な１８塩基の配列。ｎ＝４塩基の野生型ギャ
ップサイズ
　ランタニドキレート合成　１８塩基のプローブ長をもつ直鎖状オリゴヌクレオチドの３
’末端を、増感剤ｃｓ１２４（Ｃｏｏｐｅｒ及びＳａｍｍｅｓ、２０００）に共有結合し
たジエチレントリアミンペンタ酢酸（ＤＴＰＡ）キレートで標識した。表１に示すように
、この直鎖状プローブの配列は、ヒトＧＡＰＤＨ遺伝子の第７エキソンに特異的な供与体
分子ビーコンのプローブドメインと一致していた。
【００５９】
　まず、ＤＴＰＡ（５００ｍｇ、１．４μモル）を３０ｍＬのＤＭＦ及び１ｍＬのトリエ
チルアミンに溶解してランタニドキレートを調製した。次に、４ｍＬのＤＭＦに溶解した
Ｃｓ１２４（２４０ｍｇ，１．４μモル）を３０分間一滴ずつ加えて混合した。この混合
液に、５ｍＬ（７５μモル）のエチレンジアミン（ＥＤＡ）を加えて、室温で２時間撹拌
した。そして、この混合液を冷蔵庫で一晩保存した。僅かに灰色がかった白色の沈殿が形
成されたので、さらに遠心分離した。このＤＭＦ上清を除去して、ペレットをイソプロパ
ノールで数回洗浄してから、エーテルで洗浄すると、微細な白色粉末が得られたので、そ
れを真空下で２時間乾燥させた。この粉末を水で再懸濁して、ハミルトンＰＲＰ－１カラ
ムを用いてＲＰ－ＨＰＬＣ精製した。この試料を０．１Ｍ　ＴＥＡＡ，ｐＨ７．２中０％
から３０％までの直線的アセトニトリル濃度勾配を用いて、１０ｍＬ/分の流速で２０分
間にわたって溶出した。第一のピークを集めて、ＤＴＰＡ－ｃｓ１２４生成物を乾燥して
、０．１Ｍのホウ酸緩衝液、ｐＨ８．５において１５ｍＭの濃度に再構築した。
【００６０】
　ジスクシンイミジルスベリン酸（１．８４ｍｇ，５μモル；ピアスケミカル（Ｐｉｅｒ
ｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ））を１００μＬのＤＭＳＯに溶かして、３’アミンをもつ、０
．１μモルのオリゴヌクレオチド１００μＬのＤＭＳＯに溶かしたものを加えた。この混
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合液を４０℃で２時間インキュベートした。そして、このオリゴヌクレオチドをアセトン
沈殿させて、１００μＬの０．１Ｍのホウ酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ８．５の中で再構築
した。ホウ酸緩衝液中の１５ｍＭのＤＴＰＡ－ｃｓ１２４－ＥＤＡ生成物５０μＬをオリ
ゴヌクレオチド溶液に加えて、一晩混合した。逆相（ＲＰ）ＨＰＬＣを用いて、オリゴヌ
クレオチド－ＤＴＰＡ－ｃｓ１２４－ＥＤＡ結合体を精製した。このオリゴヌクレオチド
をＰＲＰ－１カラムにかけ、０．１ＭＴＥＡＡ，ｐＨ７．２中５％から５０％までの直線
的アセトニトリル濃度勾配を用いて４０分間にわたって溶出した。回収したピークを凍結
乾燥し、ｄＨ２Ｏの中で５μＭに再構築した。そして、ＰＢＳに溶解したＴｂＣｌ３（テ
ルビウム）を、１０：１のモル比で試料に加え、室温で３０分間インキュベートした。ユ
ーロピウムキレートを以下のプロトコールに従って合成した。
【００６１】
　ハイブリダイゼーション及び検出のアッセイ法　ハイブリダイゼーション実験は、５０
ピコモルの供与体ビーコン、５０ピコモルの受容体ビーコン、及び５０ピコモルの相補的
標的を用いて、全量１００μＬ（０．５μＭ）で行った。全ての実験を、マイクロプレー
トとの非特異的相互作用を阻止するために１％ウシアルブミン血清を添加した、１０ｍＭ
ＫＣｌ、５ｍＭＭｇＣｌ２、及び１０ｍＭトリス－Ｃｌ、ｐＨ７．５を含むＨＢ緩衝液中
３７℃で行った。試料は、混合してから、蛍光光度を測定する前に３７℃で２０分間置い
て平衡させた。サファイア（Ｓａｆｉｒｅ）マイクロプレート蛍光光度計（テカン社（Ｔ
ｅｃａｎ）、スイス国チューリッヒ）を用いて供与体ビーコンを励起し、得られた発光（
５００ｎｍから６００ｎｍ）をＦＲＥＴ測定法で検出した。供与体分子及び受容体分子の
間で最大のＦＲＥＴとなる波長を決定するための励起波長は３９５ｎｍから４９５ｎｍと
さまざまであった。二光子実験場面では、Ｆａｍ及びＣｙ３で標識された直鎖状オリゴヌ
クレオチドの励起スペクトルが得られた。７００ｎｍから８７５ｎｍの波長で試料を励起
するよう波長可変レーザーを調整した。超高感度で低ノイズのアバランシェ・フォトダイ
オードを用いて、Ｆａｍ試料からは５０５ｎｍから５５５ｎｍの間の蛍光発光を検出し、
Ｃｙ３試料からは５９０ｎｍから６５０ｎｍの間の発光を検出した。
【００６２】
　ＬＲＥＴ測定を行なうためには、３２５ｎｍの波長でテルビウム及びユーロピウムの供
与体プローブを励起し、テルビウム供与体によるアッセイ法では５００ｎｍから６５０ｎ
ｍの発光を記録し、ユーロピウム供与体を含むアッセイ法では５５０ｎｍから７５０ｎｍ
の発光を記録した。発光検出には、１ｍｓの集積時間と５０μｓの遅延時間があった。本
実験で使用された有機性及びランタニド性色素の最大励起波長と発光波長を表２にまとめ
た。
【表２】

【００６３】
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　有機性色素対のＦＲＥＴ　同一の標的オリゴヌクレオチドにハイブリダイズした分子ビ
ーコン対によって発生したシグナルを、偽陽性現象によって生じるシグナルから区別する
ことができるか否かを判定するために一連の溶液相アッセイ法を行った。有機性色素対に
ついては、同一の分子ビーコン（すなわち蛍光供与体色素を有する分子ビーコン）を、３
種類の受容体（レポーター）ビーコンを用いて、バックグランドシグナルと陽性（ＦＲＥ
Ｔ）シグナルの程度を調べた。ここで、「バックグランド」とは、標的不在下で一方また
は双方のビーコンから、または標的存在下でどちらか一方のビーコンのみから検出される
蛍光と定義される。したがって、バックグランドは、ＦＲＥＴ現象がないときに、同一の
標的に供与体と受容体のビーコンが同時にハイブリダイズすることによって検出される蛍
光発光を意味する。蛍光励起が供与体フルオロフォアにとって最適な波長λｅに制限され
、シグナル検出が受容体（レポーター）フルオロフォアにとって最適な波長λｄに制限さ
れるときには、両ビーコンが同一の標的にハイブリダイズしてＦＲＥＴが生じない限り、
蛍光シグナルは低いはずである。しかし、有機性フルオロフォアからの蛍光は広範な波長
で生じるため、λｄでの供与体からの蛍光発光、及びλｅにおける直接励起によって受容
体から生じる蛍光発光がバックグランドに寄与する可能性がある。「陽性シグナル」は、
両ビーコンが同一の標的に結合したときに検出されるＦＲＥＴ誘導蛍光であり、再び、励
起を波長λｅに制限し、検出を波長λｄに制限するものと定義される。
【００６４】
　表１に示すように、供与体分子ビーコンの３’末端を６－Ｆａｍで標識し、受容体分子
ビーコンの５’末端をＣｙ３、ＲＯＸまたはテキサスレッドで標識した。供与体及び受容
体の分子ビーコンの配列は、ヒトＧＡＰＤＨ遺伝子の第６エキソンと第７エキソンの中に
ある隣接部位に相補的になるように選択し、野生型標的を使用するときには、供与体フル
オロフォアと受容体フルオロフォアが４塩基離れるような位置に置いた。それぞれの供与
体／受容体ビーコン対によって４種類のアッセイ法を行った。（１）供与体及び受容体の
ビーコンがともに、標的不在下において、図３の曲線ａとして示されている典型的な発光
スペクトル（すなわち、波長の関数としての蛍光強度）を有する（スペクトルａ）；（２
）標的存在下においてのみ供与体ビーコンが、図３の曲線ｂとして示されている典型的な
発光スペクトルを有する（スペクトルｂ）；（３）標的存在下においてのみ受容体ビーコ
ンが、図３の曲線ｃとして示されている典型的な発光スペクトルを有する（スペクトルｃ
）；及び（４）供与体及び受容体のビーコンがともに、標的存在下において、図３の曲線
ｄとして示されている典型的な発光スペクトルを有する（スペクトルｄ）。アッセイ法（
２）及び（３）では、ヌクレアーゼ分解、変性、または非特異的タンパク質相互作用の結
果、ほとんどの分子ビーコンが開いて（以下「分解された」ビーコンと総称する）、制限
的な偽陽性シナリオを促進する。
【００６５】
　二重ＦＲＥＴ分子ビーコンを使用する利点を例示し、さまざまな受容体分子ビーコンの
効率を比較するために、いくつかのシグナル対バックグランド比率を計算した。図３に示
されているように、第一は、供与体分子ビーコン（ｄＭＢ）に関して上で定義されている
発光スペクトルｂのピーク蛍光強度の、同一波長における発光スペクトルａの蛍光強度に
対する比率Ｓ：ＢｄＭＢである。スペクトルａは、溶液中では供与体及び受容体の両ビー
コンによって発生するが、図３の曲線ｃから明らかなように、対応する波長における受容
体ビーコンの発光はほとんどゼロであるため、蛍光シグナルはほとんど供与体ビーコンに
よるものである。したがって、Ｓ：ＢｄＭＢは、従来の単一分子ビーコンアッセイ法のシ
グナル対バックグランドの比率を表す。第二は、ＦＲＥＴによる受容体分子ビーコン（ａ
ＭＢ）の発光スペクトルｄのピーク蛍光強度の、同一波長における発光スペクトルａの蛍
光強度に対する比率Ｓ：ＢａＭＢである。明らかに、Ｓ：ＢａＭＢは、分解されたビーコ
ンを含まない、二重ＦＲＥＴ分子ビーコンアッセイ法のシグナル対バックグランドの比率
を表している。第三のものであるＳ：Ｂｄｅｇは、ＦＲＥＴによる発光スペクトルｄのピ
ーク蛍光強度の、同一波長における発光スペクトルｂまたはｃの蛍光強度に対する比率と
定義され、どちらも高い。Ｓ：Ｂｄｅｇは、供与体分子ビーコン及び受容体分子ビーコン
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のほとんどが分解されつつあるという限定的な場合に関する、二重ＦＲＥＴ分子ビーコン
アッセイ法のシグナル対バックグランドの比率を表している。ここでは、細胞当たり１×
１０５個までの分子ビーコンでは、蛍光画像化アッセイ法において、同じ空間に位置する
（すなわち、直径０．２μｍで厚さ１μｍの円柱内にある）供与体と受容体の分子ビーコ
ンがともに分解している確率は低い。このことは、ビーコンのバックボーンを化学修飾す
ると分子ビーコンの僅かな画分（＜５０％）だけが細胞内環境において分解されることを
考えると、特に当を得ている。上記したシグナル対バックグランドの比率はすべて、供与
体の励起波長によって変化することは言及しておく価値がある。
【００６６】
　図４ａに示すように、Ｃｙ３標識された受容体ビーコンによるＦＲＥＴアッセイ法のＳ
：ＢａＭＢは、調べた励起波長の全範囲にわたって、供与体ビーコンのみのＳ：ＢｄＭＢ

とほぼ同じであった。励起波長λを増加させたとき、どちらのパラメータも２０と２５の
間にあって大きくは変化しなかった。しかし、二重ＦＲＥＴ分子ビーコンは、分解された
ビーコンのシグナルと比較すると、２倍から３倍強いシグナルを発生させた。すなわち、
Ｓ：Ｎｄｅｇの値は２－３である。一方、従来の分子ビーコンは、分解されたプローブと
ハイブリダイズしたプローブによるシグナルを区別することができない。分子ビーコン／
標的が結合したときのシグナル増強は、カチオン濃度と温度によって大きく影響される。
今回の場合には、アッセイ温度が３７℃とステム融解温度に近かったせいで、Ｓ：Ｎｄｅ

ｇは比較的小さかった。
【００６７】
　ＲＯＸフルオロフォアを受容体色素として使用したときには、図４ｂに示されているよ
うに、低い励起波長λ（例えば、３９５ｎｍから４２５ｎｍ）において、Ｓ：ＢａＭＢが
おおよそ１０で、Ｓ：ＢｄＭＢのほぼ半分であると認められた。しかし、λを増加させる
と、Ｓ：ＢａＭＢも増加した。実際、λが４６０ｎｍよりも大きくなると、Ｓ：ＢａＭＢ

はＳ：ＢｄＭＢよりも高くなり、約３０という値に達した。このことは、Ｆａｍ－ＲＯＸ
ＦＲＥＴ対をもつ二重ＦＲＥＴ分子ビーコンが、ビーコン分解という問題が存在しなくて
も、従来の分子ビーコンよりも効率よく働くことを示している。Ｓ：Ｂｄｅｇの値も、λ
が増加するにつれて増加し、λ＝４５５ｎｍで５に近い値に達し、４５５ｎｍから４９５
ｎｍの波長では４から５の間にとどまっていた。
【００６８】
　テキサスレッドで標識した受容体ビーコンは、検討した３種類の受容体色素の中で最も
効率がよいことがわかった。λを３９５ｎｍから４２５ｎｍに増加させると、Ｓ：ＢａＭ

Ｂの値も１０からほぼ５０まで増加した。さらに、図４ｃに示されているように、λを４
５５ｎｍから４７５ｎｍに増加させると、Ｓ：Ｂｄｅｇの値は～２から１０を超えるまで
増加して、λ＞４７５ｎｍでは約１０のままであった。従って、供与体及び受容体の分子
ビーコンがともに標的に結合して生じるシグナルは、偽陽性シグナルの１０倍は明るいこ
とがある。Ｆａｍ－テキサスレッドＦＲＥＴ対を用いて生成されるスペクトルの例を図５
に示す。
【００６９】
　シグナル対バックグランドの比率が増加し、結合している分子ビーコンと分解された分
子ビーコンとを区別できるため、二重ＦＲＥＴ分子ビーコンの効率は、ＦＲＥＴ分子ビー
コン以外のものよりは優れているが、受容体ビーコンのピーク蛍光強度は、一般的に、Ｆ
ａｍ標識された供与体ビーコンのピーク蛍光強度よりも低かった。特に、最適なシグナル
対バックグランド比率が得られる波長において、Ｆａｍ－テキサスレッドＦＲＥＴ対では
、受容体のピークシグナル強度が、Ｆａｍ－供与体のみによって発光されるピークシグナ
ル強度の僅か約４０％であり、Ｆａｍ－ＲＯＸＦＲＥＴ対については僅か約２５％であっ
て、最終的な感度を制限することが可能である。
【００７０】
　供与体フルオロフォアと受容体フルオロフォアの間での蛍光共鳴エネルギー転移の効率
Ｅは、以下の式に従って変化する。
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【数１】

【００７１】
　式中、Ｒは供与体色素と受容体色素の間の距離であり、Ｒ０はフェルスター（Ｆｏｒｓ
ｔｅｒ）エネルギー転移距離またはＥ＝０．５のときの距離である。一般的なフルオロフ
ォアでは、Ｒ０＝１～５ｎｍである。方程式（１）は、供与体ビーコンと受容体ビーコン
の間のギャップ（すなわち塩基数）を短く保つよう示唆している。しかし、ギャップが余
りに小さいと、フルオロフォア間で立体干渉が起きる可能性があり、供与体と受容体の間
に好ましくない別の相互作用（基底状態クエンチなど）が起きるかもしれない。ギャップ
の大きさは、フルオロフォアの相対的方向性に影響を与え、また、エネルギー転移効率に
影響を与えるかもしれない。８塩基というギャップの大きさが、一本鎖ランダムコイル状
構造におけるエネルギー転移にとって最適であると認められた（Ｊｕら、１９９５；Ｈｕ
ｎｇら、１９９７）。さらに、塩基組成が蛍光効率に影響を与えうる。グアニン塩基に付
着したフルオレセイン色素を混ぜると、ピーク蛍光強度が３０％も減少することがある（
Ｍ．Ｂｅｈｌｋｅ、未発表の観察結果）。設計パラメータを最適化するために、供与体ビ
ーコンと受容体ビーコンが３、４、５及び６塩基離れている標的を使用して、ハイブリダ
イゼーション実験を行った。プローブ結合領域に最も近接したヌクレオチドは、各標的配
列について同一であった。供与体ビーコンと受容体ビーコンの距離を３から６塩基に増加
させると、図７に描かれた曲線に示されるように、ＦＲＥＴシグナル強度が僅かに増加し
た。この傾向は、調べた受容体フルオロフォアにとってすべて同じであった。
【００７２】
　ランタニド色素のＬＲＥＴ　ＦＲＥＴアッセイ法に使用した従来からの有機性色素は、
供与体／受容体励起及び発行スペクトルの重複に伴う問題による制約を受ける。シグナル
対バックグランドの比率を劇的に向上させるため、本発明者は、ランタニドキレートのシ
ャープな発光ピークと長い寿命期間を利用している（Ｌｉ及びＳｅｌｖｉｎ、１９９７；
ＣｏｏｐｅｒとＳａｍｍｅｓ、２０００）。具体的には、ランタニド供与体がＦａｍ供与
体に代わり、時間分解分光法を用いるよう検出システムを修正した。ランタニド供与体は
、テルビウムキレートＤＴＰＡ－ｃｓ１２４で３’末端を標識された直鎖状オリゴヌクレ
オチドプローブであった（表１）。前と同じように、Ｃｙ３、ＲＯＸまたはテキサスレッ
ドのフルオロフォアによるビーコンなどを含む、同じ一連の受容体分子ビーコンを試験し
た。ランタニド供与体の使用によって、表２に示されているように、短波長による励起が
可能になる。
【００７３】
　ランタニド供与体によるＬＲＥＴ実験の結果を図８ａ、ｂに示す。図８ａの曲線（１）
に示されているように、３２５ｎｍでの励起で、テルビウムキレート標識された供与体プ
ローブは、Ｃｙ３標識された受容体ビーコンに結合すると、蛍光強度がゼロ近くなる谷間
に隔てられたいくつかの鋭い発光ピークを示すが、一方、標識にハイブリダイズした受容
体分子ビーコンだけからの蛍光発光は、曲線（２）に示されているように非常に低かった
。供与体プローブがテルビウム－キレートに、受容体分子ビーコンが標的に結合すると、
曲線（３）に示されているようにＬＲＥＴによる受容体の増感された発光が見られる。図
８ａの挿入図によって明らかに示されているように、ランタニド供与体からのバックグラ
ンドがほぼゼロである発光波長において、非常に高いシグナル対バックグランド比率が観
察された。Ｃｙ３標識した受容体ビーコンでは、最適な検出波長はほぼ５７３ｎｍであっ
た。テルビウムを供与体として、またＲＯＸを受容体として用いる二重ＬＲＥＴプローブ
アッセイ法において３２５ｎｍの励起によって得られた時間分解発光スペクトルが示され
ている図８ｂにおいても、同様の特徴が示されている。ここでも、一定の波長においてシ
グナル対バックグランドの比率が無限大に近づくことは非常に明確である。図８ｂの挿入
図から明らかなように、ＲＯＸ標識した受容体ビーコンでは、最適な検出波長はほぼ６１
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４ｎｍであった。エネルギー転移による蛍光発光は非常に低いが、それにも関わらず、こ
れらの結果は、二重のエネルギー転移分子ビーコンをもつランタニド供与体を利用する可
能性がかなり高いことを示唆している。
【００７４】
　ＬＲＥＴ上における供与体プローブと受容体プローブの間のギャップが小さいときに有
害な効果をもたらす可能性があるか否かを決めるために、テルビウム標識した供与体と、
Ｃｙ３またはＲＯＸで標識した受容体ビーコンの間隔を３から９塩基まで変えてみた。調
べたギャップ間隔、すなわち３、４、５、６及び９塩基の間隔では、検出された蛍光強度
は影響を受けず、シグナルのレベルは同じようであった（データ未提示）。このことは、
両方のプローブが比較的狭い間隔で標的にハイブリダイズしたときの有害効果の可能性は
無視できることを示唆している。方程式（１）を用いると、ギャップの間隔を３から９塩
基まで変えても、テルビウム／Ｃｙ３ＬＲＥＴ対に関するフェルスター距離Ｒ０が大きい
（６．１２ｎｍ）ため、エネルギー転移距離エネルギー転移効率は大して変化しないこと
が簡単に明らかになる（Ｓｅｌｖｉｎ、２００２）。例えば、方程式（１）におけるＲを
１ｎｍ（約３塩基）から２ｎｍ（約６塩基）及び３ｎｍ（約９塩基）に増加させたとき、
エネルギー転移効率Ｅは、それぞれ僅か０．１２％及び１．３７％減少しただけであった
。
【００７５】
　ランタニド色素によって示される発光ピークが狭く、また、時間分解蛍光検出法を使用
するせいで、受容体分子ビーコンにクエンチャー分子を含ませる必要はないが、それでも
、ビーコンのステム－ループヘアピン構造は有益であろう。しかし、点変異の検出が含ま
れないときには、同様の効率を維持しつつ費用を節約できる可能性があるため、オリゴヌ
クレオチドプローブの直鎖状ＬＲＥＴ対を使用するのは魅力的である。この概念を示すた
めに、ユーロピウムキレートで３’末端を標識された供与体オリゴヌクレオチドプローブ
、及び、Ｃｙ５フルオロフォアで５’末端を標識された受容体オリゴヌクレオチドプロー
ブを合成し、溶液内ハイブリダイゼーションと時間分解発光検出アッセイ法を行った。得
られた発光スペクトルを図９に示す。テルビウム－キレート供与体を用いて３２５ｎｍの
励起で得られた結果同様、標的に結合したユーロピウム供与体の発光スペクトルは、曲線
（１）で示されているように、５５０ｎｍから７５０ｎｍの範囲内でいくつかのピークを
示した。プローブ／標的ハイブリダイゼーションによるＣｙ５－標識受容体プローブの蛍
光発光は、ここでもほぼゼロであった（曲線（２））。供与体プローブと受容体プローブ
がともに同一の標的にハイブリダイズすると、曲線（３）で示されているように、ＬＲＥ
Ｔによる受容体の増感発光が起こった。明らかに、一定の波長（６７０ｎｍなど）におい
て、分解された供与体プローブと受容体プローブによるバックグランドシグナルが非常に
低くなり、高いシグナル対バックグランド比率がもたらされる。本実験で使用されたＤＴ
ＰＡ－ｃｓ１２４キレートを用いると、テルビウム供与体を有するＬＲＥＴプローブ対の
方が、ユーロピウム供与体及びＣｙ５受容体をもつＬＲＥＴプローブ対よりも効率がよい
。
【００７６】
　従来型の分子ビーコンは、理論的には、生細胞におけるｍＲＮＡ転写物を検出すること
ができるが、細胞内環境における条件が、遺伝子発現の細胞イメージング法における有用
性を制約することがある。特に、標的ｍＲＮＡに結合した分子ビーコンは、ヌクレアーゼ
によって分解されたもの、または、タンパク質との相互作用によって不安定化したものか
ら区別することができない。そこで、本発明者らは、分子ビーコンの長所と２プローブ共
鳴エネルギー転移法の長所とを組み合わせた二重分子ビーコン法を報告する。従来型の時
間分解蛍光分光法研究は、以前の方法よりもバックグランドに対して優れたシグナルによ
って、二重ＦＲＥＴ分子ビーコン対が結合ビーコンと分解されたビーコンとを区別できる
ことを示している。さらに、供与体色素としてランタニドキレートを用いると、一定の波
長でのシグナル対バックグランド比率を非常に高くすることができる。
【００７７】
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　これらの特徴は、プローブの分解及びＤＮＡ結合タンパク質との相互作用によって生じ
る偽陽性シグナルを、プローブ／標的結合から得られる「真の」シグナルから区別しなけ
ればならない、生細胞における遺伝子発現の検出及び定量化において特に重要である。発
明者らは、一光子または多光子の顕微鏡、時間分解蛍光顕微鏡、及び蛍光内視鏡を用いて
生細胞、組織、さらには動物における遺伝子発現を研究室及び臨床で研究するときに、二
重エネルギー転移分子ビーコン法が広範に応用されることを想定している。例えば、可能
性としては悪性腫瘍の早期検出及び診断を行うための簡単かつ効果的な臨床ツールとして
、この方法を生細胞における発癌遺伝子及び腫瘍抑制遺伝子の発現を特異的かつ高感度に
検出するために用いることが有望である。
【００７８】
　二重ＬＲＥＴ分子ビーコンを遺伝子の検出及び定量に用いるとき、使用することのでき
るキレートの例は、ＤＴＰＡ－ｃｓ１２４、ＢＣＰＤＡ（４，７－ビス(クロロスルフォ
フェニル)－１，１０－フェナントロリン－２，９－ジカルボン酸）及びＢＨＨＣＴ（４
，４－ビス(１，１，１，２，２，３，３－ヘプタフルオロ－４，６－ヘキサンジオン－
６－イル)－クロロスルフォ－ｏ－テルフェニルなどである（Ｅｖａｎｇｅｌｉｓｔａら
、１９８８；Ｌｏｐｅｚら、１９９３；Ｙｕａｎら、１９９８；Ｓｕｅｄａら、２０００
；Ｃｏｏｐｅｒ及びＳａｍｍｅｓ、２０００）。
【００７９】
　別の改良法は、一光子励起ではなく二光子励起を利用することである。今までのところ
、実施された二重ＦＲＥＴビーコン／標的ハイブリダイゼーションアッセイ法はすべて一
光子励起源に基づいていた（キセノンフラッシュランプ（Ｘｅｎｏｎ　Ｆｌａｓｈｌａｍ
ｐ）。しかし、ＦＲＥＴ用の有機の供与体分子及び受容体分子の励起発光スペクトルが重
複するため、受容体も直接的に励起することなしに供与体を励起することはしばしば困難
である。例えば、図１０ａに示されているように、供与体Ｆａｍ分子の最大励起は約５０
０ｎｍで生じるが、同じ波長で、受容体Ｃｙ３分子もその最大値の２５％まで励起される
。このため、受容体ビーコンがヌクレアーゼによって分解されて、ｄａｂｃｙｌクエンチ
ャーから分離すると、励起されて偽陽性シグナルを生じる。理想的には、遊離した受容体
フルオロフォアが、励起源により最小限に励起されるようになっていて、励起されるのが
、供与体と受容体のビーコンがともに同一の標的に結合したときにＦＲＥＴによって生じ
たものであるというものである。
【００８０】
　受容体フルオロフォアの直接的励起を最小化する方法の一つは、二光子励起源を使用す
ることである。フルオロフォアの二光子励起断面は、必ずしも、一光子励起スペクトルと
同じ傾向をたどるわけではない。例えば、図１０ｂに示すように、一光子励起を用いると
き、Ｃｙ３の最大励起はＦａｍよりも高い波長で起きるが、二光子励起によって、Ｃｙ３
フルオロフォアは実際により低い波長で励起される。さらに、供与体Ｆａｍ分子を約７９
０ｎｍで最大限に励起しても、Ｃｙ３受容体はその最大値の約４％励起されるだけである
。これだけで、一光子励起に比べて、Ｃｙ３受容体の直接励起を６倍よりも多く低下させ
る。また、二光子励起には、光退色を低下させ、散乱によるバックグランド蛍光を低下さ
せ、また、一光子励起よりも生体組織の深部まで貫通できるという利点もある。このよう
に、二光子励起は、二重ＦＲＥＴ分子ビーコン研究における強力な研究法となる可能性が
ある。
【００８１】
（実施例２）
ステム共有型核酸プローブ
　オリゴヌクレオチド合成　通常のホスホルアミダイト化学合成法を用いて、アプライド
バイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）３９４型自動ＤＮＡ合成装
置（カリフォルニア州フォスターシティー）でオリゴヌクレオチドのプローブ及び標的を
合成した。逆相（ＲＰ）＋イオン交換（ＩＥ）２段階高速液体クロマトグラフィー（ＨＰ
ＬＣ）を用いて、ウォーターズ（Ｗａｔｅｒｓ）６００Ｅ型ＨＰＬＣ装置（ミリポア社（
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Ｐ－ＨＰＬＣ精製のために、オリゴヌクレオチドをハミルトン（Ｈａｍｉｌｔｏｎ）ＰＲ
Ｐ－１カラムにかけ、０．１Ｍトリエチル－酢酸アンモニウム（ＴＥＡＡ）ｐＨ７．２で
の５％から５０％までの直線的アセトニトリル濃度勾配を用いて４０分間溶出した。この
オリゴヌクレオチドを、商標ソース（Ｓｏｕｒｃｅ）カラム（アマーシャム・ファルマシ
アバイオテック社（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）、ニュー
ジャージー州ピスカタウェイ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ））を用いたＩＥ－ＨＰＬＣ
によってさらに精製し、０．１ＭトリスｐＨ８．０での０％から５０％までの直線的な１
ＭＬｉＣｌ濃度勾配を用いて４０分間溶出した。ポリアクリルアミドゲル電気泳動を用い
て未修飾の（標的）オリゴヌクレオチドを精製した。すべてのオリゴヌクレオチドは、イ
ンテグレイティッドＤＮＡテクノロジーズ株式会社（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）(アイオワ州コーラルビル（Ｃｏｒａｌｖｉｌｌｅ
，ＩＡ）)で合成された。
【００８２】
　分子ビーコン設計　２種類の分子ビーコンを設計・合成した。すなわち、どちらも、ヒ
トＧＡＰＤＨ遺伝子の第６エキソンに対してアンチセンス方向に相補的な標的特異的プロ
ーブ配列、５’末端にＣｙ３フルオロフォア、及び３’末端にｄａｂｃｙｌクエンチャー
を含む。図１１ａに示されているように、一種類は、標的特異的プローブドメインが、ス
テムを形成する２本の相補的腕部の間の中央部に位置しており、これらの腕部の配列が標
的配列とは無関係であるという点で、分子ビーコンの従来の設計に従っている。他方、図
１１ｂに示すように、ステム共有型分子ビーコンは、標的配列に相補的なステム腕部をも
つように設計された。どちらの場合も、プローブ長Ｌｐは、標的に相補的な分子ビーコン
上の部位と定義され、ステム長Ｌｓは、各相補的腕部の塩基数である。すべての分子ビー
コンは、Ｌｐ＝１９塩基であった（表３参照）。従来型分子ビーコンは、Ｌｓ＝４、５及
び７塩基のものを合成した。図１２ａに示すように、ステム共有型分子ビーコン配列には
制約があるため、６塩基のステムは合成できない。すなわち、ステム共有型分子ビーコン
の５’末端は標的配列を相補しなければならず、３’－ステムは、単に５’－ステム配列
を相補するように作製されねばならないため、６塩基のステムを構成する腕部配列の一部
は予め決まっているのである。これは、意図せずにステムにおける余計な塩基対を生じさ
せてしまう。ステム共有型分子ビーコンのステム配列は、ステムの一方の腕部が標的を相
補するように設計されているため、調節することはできないことに留意すべきである。こ
の制限は、プローブ１８塩基及びステム長４塩基の分子ビーコンついて図１２ｂに示され
ているように、しばしば、ステム／プローブの一定の長さの組み合わせを排除する。５種
類の標的オリゴヌクレオチドも合成された。表３に示すように、そのうち１種類は野生型
で、４種類はさまざまな位置にミスマッチをもつ。
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【表３】

【００８３】
　平衡解析　標的存在下での分子ビーコンは、１）標的との二本鎖、２）ステム－ループ
ヘアピン、及び３）ランダムコイル状構造という３種類の相で存在すると考えられる。標
的存在下及び不在下で分子ビーコンの熱変性プロフィールを解析して、これらの相間の遷
移を表す解離定数を決定した（Ｂｏｎｎｅｔら、１９９９）。５℃から９５℃の温度で、
０から２０μＭの標的存在下において２００ｎＭの分子ビーコンを含む５０μＬの溶液の
蛍光強度を記録することによって変性プロフィールを得た。具体的には、ハイブリダイゼ
ーション溶液の温度を９５℃にして、１℃ずつ低下させて５℃にした。そして、温度を１
℃ずつ上昇させて９５℃に戻して溶液が平衡に達して、履歴現象が起きなかったことを確
認した。温度変化分ごとに１０分間同じ温度を保ち、最後の３０秒間で蛍光を測定した。
各試験溶液の蛍光強度を調整して、全部の温度で蛍光の固有のばらつきを補正した。１０
ｍＭトリス、５０ｍＭＫＣｌ、及び５ｍＭＭｇＣｌ２を含むハイブリダイゼーション緩衝
液中で各熱変性アッセイを行った。
【００８４】
　各分子ビーコンの熱変性プロフィール表す蛍光強度データ及び分子ビーコン－標的二本
鎖を用いて、Ｂｏｎｎｅｔら、１９９９に記載されている各解離定数を決定した。具体的
には、すべてのビーコン－標的対、及び標的不在下でのすべての分子ビーコンについて、
ビーコンの第１相（標的結合している）と第２相（閉じたビーコン）の間の遷移を特徴づ
ける解離定数Ｋ１２を得た。さらに、解離定数Ｋ１２を用いて、各ビーコン－標的二本鎖
に関連したエンタルピーの変化（ΔＨ１２）とエントロピーの変化（ΔＳ１２）を測定し
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た。熱力学パラメータについて計算した誤差は、９５％信頼区間を有意とした。
【００８５】
分子ビーコンの特異性　標的に結合した分子ビーコン分率αを、温度の関数として、各分
子ビーコン－標的対について計算した。すべての計算には、各分子ビーコン－標的二本鎖
に関する熱変性プロフィールから得た熱力学パラメータ、エンタルピーの変化ΔＨ１２及
びエントロピーの変化ΔＳ１２を利用した。
【数２】

【００８６】
　各分子ビーコン－標的対についてＢ０＝２００ｎＭの分子ビーコン、及びＴ０＝４００
ｎＭの標的を含む試料に対する温度の関数としてαの値を計算した。融解温度θｍは、分
子ビーコンの半分が標的に結合する温度、すなわちα＝０．５と定義されている。
【００８７】
　動力学的解析　ＳＦＡ－２０迅速キネティックス・ストップトフロー補助装置及び温度
/開始調節装置（ＳＦＡ－１２）付きのＳＰＥＸフルオロログ－２分光光度計を用いて、
分子ビーコン－標的結合の反応速度を測定した。具体的には、２５０ｎＭの分子ビーコン
及び２．５μＭの標的を含む迅速に混合された溶液から発光される蛍光の強度を、各分子
ビーコン－標的対について長時間にわたって記録した。ハイブリダイゼーション反応は、
二次反応速度式に従うものと仮定された。
【数３】

【００８８】
式中、[Ｂ]、[Ｔ]及び[Ｄ]は、それぞれ、未結合の分子ビーコン、未結合標的、及び分子
ビーコン－標的二本鎖の濃度であり、ｋ１は、分子ビーコン－標的ハイブリダイゼーショ
ンの形成速度値、また、ｋ２はオフレート値である。方程式３の正確な解は、
【数４】

【００８９】
また、Ｋ１２＝ｋ２／ｋ１は上記の解離定数である。分子ビーコン－標的二本鎖の濃度は
、所定の如何なる時点でも未知であるため、以下のように仮定される。

【数５】

【００９０】
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ここで、Ｆ(ｔ)は時間ｔにおける蛍光強度、Ｆ０は初期蛍光強度、及びＦｅｑはｔ→∞の
ときの蛍光強度である。蛍光測定結果に基づいて形成速度ｋ１を得るために、２種類の曲
線適合スキームを用いた。第一のスキームは、方程式４の対数式
【数６】

【００９１】
に対する直線を、ｋ１に等しい傾きに適合させることによって最小二乗法を利用した。ま
たは、非直線的最小二乗法を用いて、方程式４から直接ｋ１の値を決定した。これら２つ
の方法を用いて得られた結果を比較した。
【００９２】
　温度解析　ステム共有型分子ビーコンの働きが、従来型の分子ビーコンの働きとどのよ
うにことなるのかをよりよく理解するために、これら２つのタイプの分子ビーコンの熱力
学的パラメータを得て比較した。特に、標的結合構造とステム－ループ構造の間の相遷移
を表すエンタルピー及びエントロピーの変化ΔＨ１２及びΔＳ１２を、従来型とステム共
有型の分子ビーコンについて、ファント・ホッフプロットを用いて決定した。図１３に示
すように、これらのプロットは、縦軸に示されたＲｌｎ(Ｔ０－０．５Ｂ０)によって決定
すると、融解温度の逆数１/θｍを示す。融解温度では、
【数７】

【００９３】
が成り立つため、図１３の各曲線の適合直線の傾きがエンタルピーの変化ΔＨ１２を表し
、ｙ切片がエントロピーの変化ΔＳ１２を表す。一般的に、ステム共有型分子ビーコンは
、より高い融解温度を有する。すなわち、従来型の分子ビーコンよりもより安定したプロ
ーブ/標的二本鎖を形成する。分子ビーコン－標的の組み合わせでテストしたものすべて
についてのエンタルピー及びエントロピーの変化を表４にまとめた。
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【表４】

【００９４】
　プローブ／標的ハイブリダイゼーションの調節に関係する独立変数の数を最少にするた
め、分子ビーコンはすべて同じプローブ配列を持つよう設計した。さらに、５塩基のステ
ム長及び１９塩基のプローブ長をもつ分子ビーコンについては、従来型の分子ビーコンの
ステム配列は、ステムが、エネルギー的にステム共有型分子ビーコンのステム配列と同じ
になるものを選んだ。隣接近似法（ｎｅａｒｅｓｔ　ｎｅｉｇｈｂｏｒ　ａｐｐｒｏｘｉ
ｍａｔｉｏｎ）を用いて自由エネルギーの変化を計算した（Ｚｕｃｋｅｒ２０００）。
【００９５】
　従来型及びステム共有型の分子ビーコンにおける熱力学的挙動の違いは、隣接腕部が互
いに相互作用することができることに関連して理解することができる。ステム共有型分子
ビーコンでは、ステムの一部（一方の腕部）が標的に結合すると、その相補的腕部とは相
互作用しにくくなり、より安定したプローブ／標的二本鎖ができる。これに対して、従来
型分子ビーコンの腕部は標的に結合しないため、熱エネルギーに動かされて互いに相互作
用する可能性がより高く、標的から解離して閉じた分子ビーコンを形成する傾向が高くな
る。当然のことながら、分子ビーコンのステムの長さは、標的存在下でのステム共有型及
び従来型の分子ビーコンの平衡状態に影響を与えた。図１４に示すように、ステムの長さ
が４から６塩基に増加すると、従来型の分子ビーコンはより簡単に標的から解離すること
が分かった。全く同じような傾向がステム共有型分子ビーコンにも見られた（データ未提
示）。このことは、ステムが長くなるほど、分子ビーコンにとってハイブリダイゼーショ
ンは有利でなくなって行くことを示している。
【００９６】
　ミスマッチによる従来型及びステム共有型の分子ビーコンの標的からの解離を抑制する
エンタルピー及びエントロピーの変化も測定した（表４参照）。ステム共有型分子ビーコ
ンが、調査した標的分子のそれぞれと、より安定した二本鎖を形成したことがわかった。
しかし、図１５に示されているように、標的オリゴヌクレオチドに点変異が存在するとき
は、どちらのタイプの分子ビーコンもより簡単にそれらの標的から解離した。変化の程度
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は、ミスマッチの数とその位置によって決まる。野生型標的に比べて、プローブ結合ドメ
インの中央近くにある点変異（標的Ｂ）は、プローブ結合ドメインの末端近くにある変異
（標的Ａ）よりも分子ビーコンの解離に与える影響が大きいことが分かった。予想通り、
標的上の２つの点変異（標的Ｃ及びＤ）は、１個の点変異をもつものよりも、標的からの
分子ビーコンの解離に甚大な影響を与えた。
【００９７】
　融解温度　プローブ－標的二本鎖の安定性に与える分子ビーコンの構造の影響をさらに
解明するために、図６に示すように、１９塩基のプローブ長及び４から７塩基のステム長
をもつ従来型及びステム共有型の分子ビーコンについて、融解温度θｍを比較した。それ
ぞれのステム長を考慮すると、従来型分子ビーコンのほうがステム共有型分子ビーコンよ
りも融解温度が低いことが分かったが、どちらのタイプの分子ビーコンも同様の傾向を示
した。具体的には、ステムの長さが増加するにつれて融解温度も次第に高くなった。実際
、１９塩基のプローブ長及び７塩基以上のステム長をもつ従来型分子ビーコンの融解温度
は極めて低いと考えられる。これは、ステムの遊離した長い腕部によって、結合した分子
ビーコンは非常に簡単に標的から解離して、低温でも安定したヘアピン構造を形成する。
【００９８】
　分子ビーコンの特異性　二本鎖状態の分子ビーコンの分率αを温度の関数として示す融
解曲線を、各分子ビーコン及びプローブ－標的対について得た。図１７ａに示すように、
ビーコン／野生型標的二本鎖及びビーコン／変異標的二本鎖における融解温度θｍ（すな
わち、α＝０．５のときの温度）の違いは、従来型分子ビーコンにおける方が、対応する
ステム共有型分子ビーコンに比べて僅かに大きいことが分かった。さらに、野生型標的と
変異型標的に結合している分子ビーコンの分率の違いである、温度の関数としてのαＷＴ

－α標的Ｂは、従来型及びステム共有型の分子ビーコンで同じであると認められた。ただ
し、図１５ｂに示されているように、αＷＴ－α標的Ｂの最大値は前者においてより高い
。また、従来型分子ビーコンの方が、ステム共有型分子ビーコンに比べて僅かに広範な温
度範囲にわたってαＷＴ－α標的Ｂ＞０という値を維持すると認められた。しかし、ここ
でもその差は非常に小さい。これは、従来型の分子ビーコンの方が、ステム共有型分子ビ
ーコンよりもほんの僅かに高い特異性を示しうることを示唆している。
【００９９】
　また、ステムの長さが分子ビーコンの特異性に与える影響も、従来型及びステム共有型
の分子ビーコンで同様であることが分かった。具体的には、ステム長が増加するにつれて
単分子反応と二分子ハイブリダイゼーションの間で競合が亢進して結合状態と未結合状態
の間の遷移が広くなることを、図１８の曲線が示している。この結果、より広い温度範囲
にわたって標的を区別する能力が向上するが、野生型標的に結合しているビーコンと変異
型標的に結合しているビーコンの分率の差は小さくなる。
【０１００】
　動力学的解析　野生型標的にハイブリダイズするステム共有型及び従来型の分子ビーコ
ンの形成速度をステム長の関数として図１９ａに示す。ステム共有型の分子ビーコンでは
、ステム長が４から５塩基に増加すると、その形成速度が５倍低下し、ステム長を５から
７塩基に増加すると、さらに３倍低下した。これに対し、従来型分子ビーコンの形成速度
は、ステム長が４から５塩基に増加しても僅かにしか低下しなかった。興味深いことに、
ステム長が５塩基以上になると、ステム共有型及び従来型の分子ビーコンは、因数で２未
満しか違わない形成速度を有する。しかし、４塩基のステムを有するステム共有型分子ビ
ーコンは、対応する従来型分子ビーコンよりも４倍速く野生型標的にハイブリダイズした
。このハイブリダイゼーション速度の大きな違いは、ヘアピン構造の安定性における変異
に起因する可能性がもっとも高い。さらに例示するために、標的不在下での従来型及びス
テム共有型の分子ビーコンの解離定数Ｋ２３を図１９ｂに示す。面白いことに、ビーコン
のハイブリダイゼーションの形成速度とステム－ループ構造の安定性の間には明確な相関
関係があるように見える。これは、Ｋ２３が分子ビーコンのヘアピン構造（第２相）から
ランダムコイル構造（第３相）に遷移することを表していることから理解可能であり、Ｋ
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２３が大きくなるにつれて分子ビーコンが開き易くなることを意味している。
【０１０１】
　分子ビーコンは、結合及び未結合の状態を区別することができ、または、直鎖状プロー
ブよりも特異性が向上しているため、均質な一本鎖核酸の検出アッセイ法の多くにとって
非常に役立つ道具となっている。しかし、さまざまな応用法について分子ビーコンの効率
を最適化するには、その構造と機能の関係を理解する必要がある。ここでは、レポーター
色素の最も近くにあるステム－腕部がヘアピン形成と標的ハイブリダイゼーションの両方
に関与するという分子ビーコンの新しい設計、すなわち、ステム共有型分子ビーコンにつ
いて説明する。ステムが標的配列と無関係で、そのためプローブ－標的二本鎖の回りを自
由に回転することができる従来型分子ビーコンとは対照的に、この新しい設計では、標的
に結合すると分子ビーコンがフルオロフォアの固定を助けるが、これは、２種類の分子ビ
ーコンを蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）アッセイ法で使用するときに望ましいこと
である（ＴｓｏｕｒｋａｓとＢａｏ２００１）。具体的には、図１１ｂに図示されている
ように、フルオロフォアが結合したステム－腕部の回転運動が制限されるため、ステム共
有型分子ビーコンによって、一方のビーコン上にある供与体色素と、もう一方のビーコン
上にある受容体色素との距離をより好適に調節できる。ステム共有型及び従来型の分子ビ
ーコンの設計と応用を促進し、それらの間の違いを明らかにするために、発明者らは、こ
れらの分子ビーコンが相補的な標的及びミスマッチ標的とのハイブリダイゼーションを制
御する熱力学的及び動力学的パラメータの系統だった研究を行った。
【０１０２】
　一般的に、ステム共有型分子ビーコンと比べて、従来型分子ビーコンは、より安定性の
低い二本鎖を一本鎖核酸標的と形成するが、野生型と変異型の標的を区別する能力が僅か
に向上していることが認められた。二本鎖の安定性の違いは、分子ビーコンが標的分子に
ハイブリダイズした後に２本のステム形成腕部の間の温度駆動型相互作用により説明する
ことができる。直鎖状オリゴヌクレオチドプローブとは異なり、分子ビーコンは、標的に
結合した構造及びステム－ループヘアピンという２種類の安定した構造を採ることができ
る。これら２種類の安定した状態は互いに競合してより優れた特異性を生じさせる。従来
型分子ビーコンの両腕部に備わっている余計な自由度は、温度の変動に動かされて、これ
らの腕部が互いに出会う確率を高め、高い確率をもって分子ビーコンを標的から解離させ
ることができる。また、この安定性の低下は、プローブ－標的二本鎖の結合状態と未結合
状態と間の自由エネルギーの違いが小さくなることと関連している。従って、プローブ及
び標的の間のミスマッチによる自由エネルギーの変化は、従来型の分子ビーコンのステム
－ループヘアピン構造への選好性に大きく影響し、野生型と変異型の標的を区別する能力
を改善する結果をもたらす。しかし、このような改良は取るに足りないものと認められる
。
【０１０３】
　プローブ長及び配列がどのようなものであっても、分子ビーコンのハイブリダイゼーシ
ョン速度は、それが従来型またはステム共有型いずれの構造で設計されているかに関わり
なく、主にステムの長さと配列によって決まると考えられる。分子ビーコンの両タイプと
も、温度の変動によって引き起こされたステム－ループ構造の開裂を表す解離定数Ｋ２３

が同じようなときには、同じようなハイブリダイゼーション速度を示した。従来型及びス
テム共有型の分子ビーコンにおいてＫ２３の差が大きくなると、ハイブリダイゼーション
の形成速度の違いも大きくなった。
【０１０４】
　従来型及びステム共有型の分子ビーコンの挙動における上記の違い以外にも、従来型の
分子ビーコンでは、ステム長の選択はプローブ長とは無関係であるが、ステム共有型の分
子ビーコンの設計においては、ステム長とプローブ長の組み合わせに対する一定の制限が
ある。このことは、本研究で実証された、熱力学的及び動力学的性質がプローブ長とステ
ム長に依存するということとともに、具体的に応用するために分子ビーコンを設計すると
きに考慮されなければならない。
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【０１０５】
（実施例３）
（Ｋ－ｒａｓ及びサバイビンの検出）
　発癌遺伝子及び癌抑制遺伝子の遺伝的変化、ならびに、細胞に増殖優位性及び転移能力
を与える遺伝子発現異常によって癌細胞が発生することが十分に確認されている。癌の診
断及び治療の初期段階において決定的なステップは、遺伝子の変化による癌細胞を検出す
ることである。重要な例は膵臓癌であり、米国では５番目に致命的な癌である。膵臓癌と
診断された患者の１２％だけが一年間生存することができ、５年間の全体的な生存率は約
３～５％である。膵臓癌の予後の悪さの主な理由は、これらの癌のほとんどを早期に発見
できないことにある。ＣＴ－スキャン法及び内視鏡的逆行性胆道膵菅造影法（ＥＲＣＰ）
など最近の臨床診断法は、大きさ２ｃｍ未満の膵臓癌を検出するには感度が低い。過去数
十年にわたる広範な生物医学研究努力にも関わらず、９０％を超える膵臓癌患者が、診断
時までに既に局所における転移及び／または遠隔転移を起こしていて、治療が手遅れにな
ることもしばしばである。従って、腫瘍の大きさではなく、分子マーカーによる初期段階
で膵臓癌を検出することが重要である。
【０１０６】
　癌の早期検出を達成するための新しい方法は、癌細胞に存在して正常細胞には存在しな
いｍＲＮＡ転写物を検出することによって癌細胞を同定する方法である。ここでは、本発
明の二重ＦＲＥＴ分子ビーコンであって、癌細胞を早期検出するためのものを示す。
【０１０７】
Ｋ－ｒａｓは、ヒトの癌でもっとも頻繁に変異する遺伝子の一つである。Ｇタンパク質フ
ァミリーの一員であるＫ－ｒａｓは、細胞表面からの成長促進シグナルの伝達に関与して
いる。Ｋ－ｒａｓの点変異が、膵臓癌の８０～１００％で、結腸癌の４０～６０％で、肺
腺癌の２５～５０％で発見されていて、変異型Ｋ－ｒａｓが、膵臓癌を検出するための高
感度マーカーであることを示唆している。さらに、Ｋ－ｒａｓの変異は、ほぼ例外なく３
つのホットスポット（１２、１３及び６１番目のコドン）で起きる。それらのほとんどが
１２番目のコドンに集中しているので、分子ビーコンの設計が容易になる。Ｋ－ｒａｓの
変異は、膵臓癌発生の非常に早い時期に起きるので、Ｋ－ｒａｓの変異を標的とするアッ
セイ法によって、膵臓癌の早期検出をもたらすかもしれない。膵臓癌に関係する別の発癌
遺伝子及び癌抑制遺伝子は、ｐ５３、ｐ１６、ＭＡＤＨ４、ＤＰＣ４、ＢＲＣＡ２、ＭＫ
Ｋ４、ＳＴＫ１１、ＴＧＦＢＲ１及びＴＧＦＢＲ２などである。
【０１０８】
　アポトーシスタンパク質（ＩＡＰｓ）のインヒビターの一つであるサバイビンが、いく
つかのタイプの癌にとって優れた腫瘍マーカーとなることを最近になって示唆する証拠が
増えている。サバイビンは、胎児の発生過程で正常に発現されるが、正常な成人の組織で
は発現されていない。しかし、高レベルのサバイビンが多くのヒト癌タイプ及び形質転換
された細胞で検出される。特に、最近の実験で、免疫組織化学法、免疫ブロッティング、
及びＲＴ－ＰＣＲアッセイ法によって、膵菅細胞腺癌の７７％（２６例のうち２０例）で
サバイビンが存在することが示されている。また、この研究の結果は、膵臓癌細胞におい
て悪性細胞に移行する初期段階においてサバイビンの発現が生じることを示唆した。しか
し、５人の健常な人、１２人の慢性膵炎患者から採取した膵臓組織においてはサバイビン
の発現は検出されず、腫瘍細胞周辺の炎症細胞にも見られなかった。正常な膵臓、慢性膵
炎患者の膵臓組織、及び他の正常組織でサバイビンの発現が見られなかったことは、膵臓
癌細胞を検出するための理想的な分子マーカーになるということである。分子ビーコンは
、多くの発癌遺伝子及び癌抑制遺伝子の変異を標的するよう設計することができるが、こ
こに提示する実験においては、膵臓細胞におけるＫ－ｒａｓ変異とサバイビンの発現を検
出することに絞ることにする。
【０１０９】
　Ｋ－ｒａｓ変異は、ＤＮＡ精製及び変異濃縮ＰＣＲの後一本鎖ＤＮＡ高次構造多型法（
ＳＳＣＰ）、制限酵素断片長多型法（ＲＥＬＰ）またはアリル特異的オリゴデオキシヌク
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レオチドハイブリダイゼーション法（ＡＳＯＨ）を行うことによって、膵臓癌患者の血液
、膵液、及び膵臓組織試料で検出できることが示されている。ＰＣＲによるＫ－ｒａｓ変
異の同定は、かなり感度の高い分子的手法であるが、ＰＣＲを行うための手順及びその後
のアッセイに非常に時間がかかり、臨床的な方法とすることは難しい。さらに、末梢血ま
たは膵液のみからのＤＮＡでＫ－ｒａｓ変異を同定するのは、Ｋ－ｒａｓ変異の細胞起源
を決定するための特異性を欠くため膵臓癌の診断をする上では不十分である。膵臓癌を検
出するより良い方法は、本発明の核酸プローブを使用して、癌細胞におけるＫ－ｒａｓ変
異を直接検出する方法である。前記核酸プローブを利用して、肺癌から単離したＤＮＡ試
料のＰＣＲ産物でＫ－ｒａｓ変異を検出することが報告されており、その特異性も確認さ
れている。しかし、今までのところ、元の癌細胞で変異型Ｋ－ｒａｓのｍＲＮＡを検出す
るために核酸プローブを使用することは報告されていない。分子ビーコン法を用いること
の利点の一つは、癌のさまざまな分子マーカーについて、このような核酸プローブの混合
液を細胞の中に送達できることである。
【０１１０】
　細胞の中でＫ－ｒａｓ変異を検出する上で重要な問題は、シグナルタンパク質として、
Ｋ－ｒａｓのｍＲＮＡの発現レベルは、癌細胞においてさえもあまり高くないかもしれな
いことである（細胞当たり＜１，０００コピー）。さらに、Ｋ－ｒａｓ及びサバイビンｍ
ＲＮＡの二次構造が、本発明の核酸プローブと標的の結合に影響する可能性がある。従っ
て、高い検出特異性と感度を実現できるよう、分子ビーコンの設計とビーコンの送達条件
を最適化するのが好適である。本発明の核酸プローブ法と高感度蛍光顕微鏡とを普通に組
み合わせることによって、細胞当たり１０コピーしかないｍＲＮＡも検出できるようにな
る可能性がある。
【０１１１】
　さらに、本発明の核酸プローブの間におけるプローブ－標的のハイブリダイゼーション
及びエネルギー転移を調べるために、二重ＦＲＥＴ分子ビーコンを設計および合成した。
具体的には、ヒトＧＡＰＤＨｍＲＮＡを標的するよう分子ビーコンを設計した。供与体プ
ローブは、３’末端は６－ＦＡＭ供与体フルオロフォア（Ｄ）、５’末端はＤａｂｃｙｌ
クエンチャー（Ｑ）を用いて合成した。同様に、受容体プローブを、５’末端にＣｙ３受
容体フルオロフォア（Ａ）、３’末端にＤａｂｃｙｌクエンチャー（Ｑ）を用いて合成し
た（下の表５を参照）。供与体及び受容体のビーコンは、標的配列の一部に相補的になっ
ているものを選択する。このため、ループ部位は長さ１３塩基である。ＧＡＰＤＨＩＶＴ
ＲＮＡの第６エキソン／第７エキソン連結部を模倣する合成標的を設計して、同一の標的
にハイブリダイズする２つのビーコンの間のギャップがそれぞれ３、４、５または６塩基
になるようにする。ここで、４塩基のギャップは野生型と同じである。本発明の核酸プロ
ーブはすべて、インテグレイティッドＤＮＡテクノロジーズ株式会社(ＩＤＴ社)で合成さ
れた。
【０１１２】
　上記に例示したように、分子相互作用の熱力学及び結合速度が、本発明の核酸プローブ
の設計の基礎にある。ステム－ループ構造の維持とプローブ－標的二本鎖の形成との自由
エネルギーの違いが、ハイブリダイゼーションの主な原動力である。本発明の核酸プロー
ブは、溶液中で、ヘアピン、ランダムコイル、及びプローブ－標的二本鎖という３種類の
異なった相を持ちうる。これらの相の相対的割合は、プローブの構造、プローブと標的の
濃度、溶液の化学的性質、プローブと標的の配列、及び温度に依存して変わる。例えば、
ステムが長すぎると、ステム－ループプローブがハイブリダイゼーションに際して開くの
は難しくなろう。他方、ステムが短かすぎると、プローブのほとんどの画分が、ブラウン
力によって開いてしまうかもしれない。同様に、ステムの長さに対して、長いプローブは
解離定数を小さくする可能性があるが、しかし、一塩基のミスマッチによる相対的自由エ
ネルギーの変化は小さいため、特異性も低くなってしまう可能性がある。
【０１１３】
　プローブの構造と機能の関係をさらに確認するために、例えば、Ｋ－ｒａｓの１２番目
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のさまざまなコドン変異を標的するための、表５に示されているような一連の二重ＦＲＥ
Ｔプローブを通常通り設計・合成した。供与体ビーコン及び受容体ビーコンの各対につき
、供与体ビーコンが、ＧＧＴ－ＧＡＴ転位（ＧｌｙからＡｓｐ）、またはＧＧＴ－ＧＴＴ
（ＧｌｙからＶａｌ）、ＧＧＴ－ＣＧＴ（ＧｌｙからＡｒｇ）、ＧＧＴ－ＴＧＴ（Ｇｌｙ
からＣｙｓ）というトランスバージョンなど、膵臓癌で最も一般的なＫ－ｒａｓ点変異の
一つを含む。同一の受容体ビーコンを、さまざまな変異配列を有する供与体ビーコンのす
べてと用いることもできる。一例として、本発明の核酸プローブの具体的なビーコン設計
は、プローブ長２１ヌクレオチド、ステム長４ヌクレオチド、また、同一の標的に結合し
た供与体ビーコンと受容体ビーコンの間のギャップサイズが４ヌクレオチドである。１）
プローブの長さを１７、１９及び２１塩基に、２)ステムの長さを４及び５塩基に、３）
標的ｍＲＮＡに沿った供与体ビーコンと受容体ビーコンの間のギャップサイズを４及び５
塩基に変えることによって、ハイブリダイゼーション速度及び特異性に対するビーコン構
造の効果を常法によって調べることが出来る。異なったパラメータの組み合わせについて
、上記した動力学的及び熱力学的モデリングを行って、実験データの解析法を確立する。

【表５】

【０１１４】
　検出感度をさらに上げるために、例えば、膵臓癌では発現されるが、健常な組織では発
現されない、サバイビンなど第二腫瘍マーカーを標的とする、本発明の核酸プローブを合
成することができる。
【０１１５】
　Ｋ－ｒａｓ点変異を標的とする分子ビーコンの特異性を示すために、本発明の供与体核
酸プローブを、さまざまなプローブ／標的濃度で、野生型Ｋ－ｒａｓｍＲＮＡ標的、対応
する変異Ｋ－ｒａｓｍＲＮＡ標的、及びサバイビン標的のそれぞれと混合して溶液内ハイ
ブリダイゼーション実験を行う。熱変性プロフィールを作成し、対応する遷移温度が得ら
れた。検出感度は、プローブ及び標的の初期濃度に依存するため、この実験の結果は、検
出特異性を明らかにするだけでなく、ビーコン送達条件を最適化するための指針も提供す
る。さらに、本発明の設計による各核酸プローブ、及び各標的タイプを用いて、ハイブリ
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ダイゼーションの動力学的速度に関するストップトフロー実験を行う。これは、特異性と
ハイブリダイゼーション速度の最良の可能な組み合わせをもつ核酸プローブの最適な構造
を選択するのに役立つ。
【０１１６】
　ｍＲＮＡの二次構造によって生じる可能性のある問題に取り組むため、プローブ長の３
倍から４倍の長さをもつ合成標的を溶液内実験で使用する。本発明の核酸プローブをさら
に利用するため、サバイビン及び変異型Ｋ－ｒａｓの全ＲＮＡを、それらを保持している
ことが分かっている膵臓癌細胞から単離し、増幅し、溶液内ハイブリダイゼーションアッ
セイ法を行って、本発明の核酸プローブとこれらのｍＲＮＡとの結合の度合いを測定する
。
【０１１７】
　上記したように、細胞内環境においては、細胞質ヌクレアーゼによって核酸プローブが
分解される可能性がある。この問題に取り組むため、本発明は、２’－Ｏ－メチルＯＤＮ
などの構造修飾によって合成されるプローブを提供する。メチル化されたプローブ／標的
二本鎖は、ＤＮＡ－プローブ／標的二本鎖よりも安定しており、本発明のメチル化核酸プ
ローブは、ＤＮＡプローブよりも速くＲＮＡ標的にハイブリダイズする。初代ヒト皮膚線
維芽（ＨＤＦ）細胞に送達した後、ランダムなＤＮＡ配列をもつ未修飾の分子ビーコンの
蛍光シグナルと、同じ配列をもつ本発明のメチル化核酸プローブの蛍光シグナルを、時間
をかけて観察して、これらのプローブが細胞内環境でどの位活性をもつことができるかを
判定する。
【０１１８】
　膵臓癌細胞においてＫ－ｒａｓ変異型を検出する分子ビーコン法の特異性を判断するた
めに、Ｋ－ｒａｓの第１２コドンの４種類の変異（ＧＧＴ－ＧＡＴ、ＧＧＴ－ＧＴＴ、Ｇ
ＧＴ－ＣＧＴ及びＧＧＴ－ＴＧＴ）を標的として、本発明の核酸プローブを合成する。送
達、ハイブリダイゼーション、及びイメージングのアッセイ法は、対応する変異型Ｋ－ｒ
ａｓｍＲＮＡをもつＰａｎｃ－１（ＧＧＴからＧＡＴ）、Ｃａｐａｎ－１（ＧＧＴからＧ
ＴＴ）、ＰＳＮ－１（ＧＧＴからＣＧＴ）、及びＭｉａｐａｃａ－２（ＧＧＴからＴＧＴ
）などの膵臓癌細胞系用いて行う。また、「野生型」Ｋ－ｒａｓｍＲＮＡを有する対照と
して、膵臓細胞系ＢＸＰＣ－３も使用する。
【０１１９】
　予備実験によって、Ｐａｎｃ－１細胞系におけるＫ－ｒａｓの第１２コドン変異ＧＧＴ
－ＧＡＴを確認したことが示されている。対応する膵臓癌細胞系における他の３種類の変
異（ＧＧＴ－ＧＴＴ、ＧＧＴ－ＣＧＴ及びＧＧＴ－ＴＧＴ）についても、Ｋ－ｒａｓの第
１エキソン配列のＰＣＲ増幅を用い、その後ＤＮＡ配列決定によって更なる確認を行う。
各細胞系におけるＫ－ｒａｓｍＲＮＡの濃度も、リアルタイムＰＣＲを用いて定量化する
ものとする。パイロット実験の過程で、本発明の核酸に関する送達、ハイブリダイゼーシ
ョン及び緩衝液の条件を、Ｐａｎｃ－１細胞系における変異型Ｋ－ｒａｓｍＲＮＡ（ＧＧ
ＴからＧＡＴへの変異）を標的として最適化されている。上記したように、本発明は、Ｏ
ｐｔｉ－ＭＥＭ１培地（ＧＩＢＣＯ）において１５０ｎＭのプローブで、３７℃で３０か
ら６０分間インキュベートするという、このタイプのプローブについての好適な条件を提
供する。さまざまな変異型Ｋ－ｒａｓｍＲＮＡを標的とする本発明の核酸プローブにとっ
て最適な送達及びハイブリダイゼーションの条件は、同定すべき対象によって変化するこ
とが予想される。各特異的Ｋ－ｒａｓ変異体のために設計された本発明の核酸プローブを
、最適な送達条件を用いて、少なくとも４種類の細胞系とインキュベートするが、これら
の細胞系には、特異的Ｋ－ｒａｓ変異、「野生型」Ｋ－ｒａｓ細胞系ＢＸＰＣ－３、及び
、その他に、さまざまなＫ－ｒａｓ変異を有する２つの細胞系が含まれる。共焦点顕微鏡
を用いて細胞内のＦＲＥＴ誘導蛍光シグナルを画像化することができる。対応するＫ－ｒ
ａｓ変異体を発現する細胞系だけで強い蛍光シグナルが観察され、ＢＸＰＣ－３及び他の
細胞系では観察されなければ、本発明のプローブ検出法の特異性が確認される。
【０１２０】
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　さまざまなレベルのサバイビン遺伝子を発現する膵臓癌細胞系と、対照として正常なヒ
ト線維芽細胞を用いて同様のアッセイ法を常法通りに行い、サバイビンを標的とする本発
明の核酸プローブの特異性を調べる。例えば、ＲＴ－ＰＣＲ及びノーザンブロッティング
を用いて、膵臓細胞系Ｍｉａｐａｃａ－２におけるサバイビン発現のレベルが高く、ＢＸ
ＰＣ－３ではずっと低いが、ＨＤＦでは、発現レベルはほぼゼロであることが分かる。サ
バイビンプローブのプローブ配列を表６に示す。アッセイの工程は、上記したところと同
じである。さまざまなレベルのサバイビンｍＲＮＡを発現する癌細胞系及び正常細胞系Ｈ
ＤＦを、本発明のサバイビン核酸プローブとインキュベートし、共焦点顕微鏡を用いて、
得られた蛍光を画像化する。
【表６】

【０１２１】
　膵臓癌細胞検出の特異性の関する重要な問題は、Ｋ－ｒａｓの第１２コドン変異とサバ
イビンはどちらも結腸直腸癌及び肺癌でも発現されているという点である。膵管に由来す
る癌細胞の検出に対する高い特異性を確保するために、サバイビンとＫ－ｒａｓ変異を標
的とする本発明の核酸プローブを用いることに加えて、キモトリプシノーゲン遺伝子に対
する第三のプローブ対であって膵臓特異的なものを合成することも可能である。供与体及
び受容体の設計例は、それぞれ、
【化１】

【０１２２】
　この本発明の核酸プローブ対は、膵臓癌、肺癌、及び大腸癌の細胞系の中、及び正常な
ヒト線維芽細胞系ＨＤＦの中にも送達し、得られる蛍光画像を記録する。これによって、
膵管だけに由来する細胞のみを確実に検出できるようになる。細胞を用いる検出アッセイ
法はすべて３７℃で行う。ランタニド色素を用いた本発明の核酸プローブにより検出特異
性を判断するアッセイ法は、Ｓａｆｉｒｅ単色光分光読取装置（テカン社（Ｔｅｃａｎ）
）を用いて行う。
【０１２３】
　膵臓癌細胞の検出において、プローブを利用する方法の感度を判定するために、膵臓癌
細胞と正常細胞とを１：１，０００（すなわち１，０００個の正常細胞中１個の癌細胞）
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、１：１０，０００、１：１００，０００、及び１：１，０００，０００の割合で混合し
、この混合液を、特異的な癌細胞系のために設計した二重ＦＲＥＴ分子ビーコンとともに
最適化された条件（プローブ濃度と時間）でインキュベートする。細胞をガラス製のカバ
ーグラス上に置いた後、共焦点顕微鏡を用いて、癌細胞の中でハイブリダイズした本発明
の核酸プローブのＦＲＥＴ誘導による蛍光画像が得られる。さらに、ＦＡＣＳ　Ｖａｎｔ
ａｇｅ　ＳＥ細胞選別装置（ベクトン－ディキンソン社（Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ）を用いて、懸濁液になった混合細胞の中にある癌細胞を選び出す。細胞選別装置は
、１：１００，０００の選別感度をもち、４８８ｎｍ、５４７ｎｍ及びＵＶという３種類
の励起波長をもつ。適当なフィルターを用いると、細胞中にある二重ＦＲＥＴプローブに
よる蛍光発光を検出できる。サバイビン、Ｋ－ｒａｓ及びキモトリプシノーゲンを検出す
るための二重ＦＲＥＴプローブ対を、それぞれ、３５３ｎｍ、４８８ｎｍ及び５４７ｎｍ
のレーザーで励起する。細胞及び分解された本発明の核酸プローブの自己蛍光によるバッ
クグランドの影響が最小限になるよう、検出法における蛍光強度の閾値を選択する。本実
験において、癌細胞としては膵臓癌細胞系であるＰａｎｃ－１、Ｃａｐａｎ－１、ＰＳＮ
－１及びＭｉａｐａｃａ－２を用い、ヒト皮膚線維芽（ＨＤＦ）細胞を正常細胞として用
いる。
【０１２４】
一般的に試料中には非常に少数の癌細胞しか存在しないので、癌細胞の中でハイブリダイ
ズした分子ビーコンの画像を得るにあたって、超高感度蛍光測定値を得ることが重要であ
る。ＦＡＣＳＶａｎｔａｇｅフローサイトメーター（細胞選別装置）は非常に検出感度が
高く、５色を解析及び選別することができ、励起波長の幅が広く、また、重複励起の分離
に対するクロスビームレーザ補償（ｃｒｏｓｓ　ｂｅａｍ　ｌａｓｅｒ　ｃｏｍｐｅｎｓ
ａｔｉｏｎ）を行うため、この装置を使用する。また、画像解析は、ＦＲＥＴ蛍光測定の
結果を増強するために行う。現在のところ、ツァイス（Ｚｅｉｓｓ）共焦点顕微鏡及びＦ
ＡＣＳ細胞選別装置は、時間分解ＦＲＥＴによる画像化能力を持っていないため、本実施
例では、検出感度の画像化アッセイ法を行うにあたって、ＦＲＥＴ用の有機性色素対を有
する本発明の核酸プローブのみを使用する。
【０１２５】
　本実施例は、特に危険性の高い患者における膵臓癌の早期診断をもたらすことのできる
本発明の二重ＦＲＥＴ核酸プローブを用いて、膵管細胞でサバイビン及び変異型Ｋ－ｒａ
ｓのｍＲＮＡなどの腫瘍マーカーの合理的な検出に基づいている。本実施例は、本発明に
係る新規の二重ＦＲＥＴ分子ビーコン法が、高い感度、特異性、シグナル対ノイズ比率、
及び効率を有する、膵臓癌を早期に検出するための簡単な臨床法となりうることを示して
いる。このことは、臨床試料を使用する後続の翻訳研究によってさらに明らかになる。同
じ方法論をごく普通に拡張して、他の癌の検出及び診断、及び他の生物医学的課題を解決
することに関連して生細胞における遺伝子発現研究に及ぼすことが可能である。
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ｌａｔｅ　ｏｆ　ｔｅｒｂｉｕｍ　ａｎｄ　ｅｕｒｏｐｉｕｍ：ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ　
ｔｏ　ＤＮＡ　ａｎｄ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ）
」、．Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ．Ｃｈｅｍ．８：１２７－１３２．
Ｌｉｕ，Ｊ．，Ｐ．Ｆｅｌｄｍａｎ及びＴ．Ｄ．Ｃｈｕｎｇ．２００２．「分子ビーコン
を使用したインビトロ転写のリアルタイム観察法（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｍｏｎｉｔｏｒ
ｉｎｇ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ｕｓｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ）」、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．３００：４０－４５．
Ｌｅｍｍｅｔｙｉｎｅｎ，Ｈ．，Ｅ．Ｖｕｏｒｉｍａａ，Ａ．Ｊｕｔｉｌａ，Ｖ．Ｍ．Ｍ
ｕｋｋａｌａ，Ｈ．Ｔａｋａｌｏ及びＪ．Ｋａｎｋａｒｅ．２０００．「リガンドから、
溶液及び固形フィルム中のランタニド（ＩＩＩ）イオンへのエネルギー転移のメカニズム
の時間分解研究（Ａ　ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｃ
ｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ｆｒｏｍ　ａ　ｌｉｇ
ａｎｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｉａｎｔｈａｎｉｄｅ(ＩＩＩ)ｉｏｎ　ｉｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｓ　ａｎｄ　ｓｏｌｉｄ　ｆｉｌｍｓ　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ）」、１５：３４１－
３５０．
Ｌｏｐｅｚ，Ｅ．，Ｃ．Ｃｈｙｐｒｅ，Ｂ，Ａｌｐｈａ，　ａｎｄ　Ｇ．Ｍａｔｈｉｓ．
１９９３．「固体支持体に固定されたポリメラーゼ連鎖反応産物を時間分解蛍光検出する
ためのユーロピウム（ＩＩＩ）トリスビピリミジンクリプテート標識（Ｅｕｒｏｐｉｕｍ
(ＩＩＩ)　ｔｒｉｓｂｉｐｙｒｉｄｉｎｅ　ｃｒｙｐｔａｔｅ　ｌａｂｅｌ　ｆｏｒ　ｔ
ｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐ
ｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔｓ　ｆｉｘｅｄ　
ｏｎ　ａ　ｓｏｌｉｄ　ｓｕｐｐｏｒｔ．）」、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．３９：１９６－２
０１．
Ｍａｒｒａｓ，Ｓ．Ａ．，Ｋｒａｍｅｒ，Ｆ．Ｒ．　ａｎｄ　Ｔｙａｇｉ，Ｓ．(１９９
９)「分子ビーコンを用いた単一ヌクレオチド変異の多重検出法（Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ
ｓ　ｕｓｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ）」、Ｇｅｎｅｔ．Ａｎａ１．，
１４，１５１－１５６ｂ．８．
Ｍａｔｓｕｏ，Ｔ．１９９８．「生細胞における塩基性線維芽細胞成長因子のメッセンジ
ャーＲＮＡのインサイチューにおける可視化（Ｉｎ　ｓｉｔｕ　ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉ
ｏｎ　ｏｆ　ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ　ＲＮＡ　ｆｏｒ　ｂａｓｉｃ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ
　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ）」，Ｂｉｏｃｈｅｍ
．Ｂｒｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ１３７９：１７８－１８４．
Ｍｅｒｇｎｙ，Ｊ．Ｌ．，Ａ．Ｓ．Ｂｏｕｔｏｒｉｎｅ，Ｔ．Ｇａｒｅｓｔｉｅｒ，Ｆ．
Ｂｅｌｌｏｃ，Ｍ．Ｒｏｕｇｅｅ，Ｎ．Ｖ，Ｂｕｌｙｃｈｅｖ，Ａ．Ａ．
Ｋｏｓｈｋｉｎ，Ｊ．Ｂｏｕｒｓｏｎ，Ａ．Ｖ．Ｌｅｂｅｄｅｖ，ａｎｄＢ．Ｖａｌｅｕ
ｒ．１９９４．「核酸の構造及び配列に関するプローブとしての蛍光エネルギー転移（Ｆ
ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ　ａｓ　ａ　ｐｒｏｂｅ　ｆ
ｏｒ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ａｎｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
）」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２：９２０－９２８．
Ｍｉｔｃｈｅｌｌ，Ｐ．２００１，「細胞イメージングにスポットライトを当てる（Ｔｕ
ｒｎｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｐｏｔｌｉｇｈｔ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｉｍａｇｉｎｇ）
」、Ｎａｔ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１９：１０１３－１０１７．
Ｍｏｌｅｎａａｒ，Ｃ．，Ｓ．Ａ．Ｍａｒｒａｓ，Ｊ．Ｃ．Ｓｌａｔｓ，Ｊ．Ｃ．Ｔｒｕ
ｆｆｅｒｔ，Ｍ．Ｌｅｍａｉｔｒｅ，Ａ，Ｋ．Ｒａａｐ，Ｒ．Ｗ．Ｄｉｒｋｓ，ａｎｄ　
Ｈ．Ｊ．Ｔａｎｋｅ，２００１．「生細胞においてＲＮＡを可視化するための直鎖状２’
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Ｏ－メチルＲＮＡプローブ（Ｌｉｎｅａｒ　２’Ｏ－Ｍｅｔｈｙｌ　ＲＮＡ　ｐｒｏｂｅ
ｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＲＮＡ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ
　Ｃｅｌｌｓ）」、Ｎｕｃｔｅｉｃ　ＡｃｉｄｓＲｅｓ．，２９：Ｅ８９－９．
Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｌ．Ｅ．，ａｎｄ　Ｌ．Ｍ．Ｓｔｏ１ｓ．１９９３．「溶液内でＤＮ
Ａハイブリダイゼーションを測定する、蛍光を利用した高感度の熱力学的及び動力学的測
定法（Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ－ｂａｓｅｄ　ｔｈｅｒｍｏｄｙ
ｎａｍｉｃ　ａｎｄ　ｋｉｎｅｔｉｃ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）」、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３
２：３０９５－３１０４．
Ｒａｔｉｌａｉｎｅｎ，Ｔ，Ｈｏｌｍｅｎ，Ａ．，Ｔｕｉｔｅ，Ｅ．，Ｈａａｉｍａ，Ｇ
．，Ｃｈｒｉｓｔｅｎｓｅｎ，Ｌ．，Ｎｉｅｌｓｅｎ，Ｐ．Ｅ．　ａｎｄ　Ｎｏｒｄｅｎ
，Ｂ，１９９８，「ペプチド核酸のハイブリダイゼーション（Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏ
ｎ　ｏｆ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ）」、．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，３７：１２３３１－１２３４２．
Ｓｅｉ－Ｉｉｄａ，Ｙ．，Ｈ．Ｋｏｓｈｉｍｏｔｏ，Ｓ．Ｋｏｎｄｏ，ａｎｄ．Ａ．．Ｔ
ｓｕｊｉ．２０００「蛍光共鳴エネルギー転移を用いたインビトロにおける転写的ＲＮＡ
合成のリアルタイム観察法（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　ｉｎ　
ｖｉｔｒｏ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ　ＲＮＡ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｕｓｉｎ
ｇ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ
）」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｉｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２８：Ｅ５９．
Ｓｉｘｏｕ，Ｓ．，Ｆ．Ｃ．Ｓｚｏｋａ，Ｊｒ．，Ｇ．Ａ．Ｇｒｅｅｎ，Ｂ．Ｇｉｕｓｔ
ｉ，Ｇ．Ｚｏｎ，ａｎｄＤ．Ｊ．Ｃｈｉｎ．１９９４．「蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲ
ＥＴ）によって検出される細胞内オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション（Ｉｎｔｒ
ａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　
ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｅｎｅｒｇ
ｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ(ＦＲＥＴ)）」、ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ．２２：６６２
－６６８．
Ｓｏｋｏｌ，Ｄ．Ｌ．，Ｘ．Ｚｈａｎｇ，Ｐ．Ｌｕ，　ａｎｄ　Ａ．Ｍ．Ｇｅｗｉｒｔｚ
．１９９８．「生細胞におけるＤＮＡ．ＲＮＡハイブリダイゼーションのリアルタイム検
出（Ｒｅａｌ　ｔｉｍｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ．ＲＮＡ　ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ）」、Ｐｒｏｃ，Ｎａｔｌ，Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ９５：１１５３８－１１５４３．
Ｓｕｅｄａ，Ｓ．，Ｊ，Ｙｕａｎ，　ａｎｄ　Ｋ．Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ．２０００．「ユ
ーロピウム発光を用いた均質的ＤＮＡハイブリダイゼーションアッセイ法（Ｈｏｍｏｇｅ
ｎｅｏｕｓ　ＤＮＡ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ｅ
ｕｒｏｐｉｕｍ　ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）」、Ｂ
ｉｏｃｏｎｊｕｇ，Ｃｈｅｍ．１１：８２７－８３１．
Ｔｓｏｕｒｋａｓ，Ａ．，Ｍ．Ｂｅｈｌｋｅ，　Ｓ．Ｒｏｓｅ，　ａｎｄ　Ｇ．Ｂａｏ．
２００２ａ．「分子ビーコンのハイブリダイゼーション速度と熱力学（Ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓ　ｏｆ　ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ）」、ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ　ｔｏ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ
ｌ　Ｊ．
Ｔｓｏｕｒｋａｓ，Ａ．，Ｍ．Ｂｅｈｌｋｅ，　ａｎｄ　Ｇ．Ｂａｏ．２００２ｂ．「ス
テム共有型及び従来型の分子ビーコンの構造－機能の関係（Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｆｕｎ
ｃｔｉｏｎ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ　ｏｆ　ｓｈａｒｅｄ－ｓｔｅｍ　ａｎｄ　ｃ
ｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ）」、Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．
Ｔｓｏｕｒｋａｓ，Ａ．　ａｎｄ　Ｂａｏ，Ｇ．２００１．「ＦＲＥＴ増感分子ビーコン
を用いたｍＲＮＡ転写物の検出（Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｍＲＮＡ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ
ｓ　ｕｓｉｎｇ　ＦＲＥＴ－ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ）
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」、２００１　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，講演集　ＡＳＭ
ＥＢＥＤ－Ｖｏｌ．５０，ｐｐ．１６９－１７０．
Ｔｓｕｊｉ，Ａ．，Ｙ．Ｓａｔｏ，Ｍ．Ｈｉｒａｎｏ，Ｔ．Ｓｕｇａ，Ｈ．Ｋｏｓｈｉｍ
ｏｔｏ，Ｔ．Ｔａｇｕｃｈｉ，ａｎｄ　Ｓ．Ｏｈｓｕｋａ２００１．
「生細胞におけるハイブリダイゼーションを観察するための、蛍光共鳴エネルギー転移を
利用した時間分解蛍光測定法（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　ｏｆ　ａ　ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏ
ｌｖｅｄ　ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｏｂｓｅｒｖｉｎｇ　ｈ
ｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｆｌｕｏｒ
ｅｓｃｅｎｃｅ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｅｎｅｒｇｙ　ｔｒａｎｓｆｅｒ）」、Ｂｉｏｐ
ｈｙｓＪ．８１：５０１－５１５．
Ｔｓｕｊｉ，Ａ．，Ｈ．Ｋｏｓｈｉｍｏｔｏ，Ｙ．Ｓａｔｏ，Ｍ．Ｈｉｒａｎａ，Ｙ，Ｓ
ｅｉ－Ｔｉｄａ，Ｓ．Ｋｏｎｄｏ，ａｎｄＫ．Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ．２０００．
「蛍光顕微鏡下で、単一の生細胞において特異的メッセンジャーＲＮＡを直接観察する方
法（Ｄｉｒｅｃｔ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｍｅｓｓｅｎｇ
ｅｒ　ＲＮＡ　ｉｎ　ａ　ｓｉｎｇｌｅ　ｌｉｖｉｎｇ　ｃｅ１１　ｕｎｄｅｒ　ａ　ｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）」ＢｉｏｐｈｙｓＪ．７８：３２６０－
３２７４．
Ｔｙａｇｉ，Ｓ．ａｎｄＦ．Ｒ．Ｋｒａｍｅｒ．１９９６．「分子ビーコン：ハイブリダ
イゼーションすると蛍光を発するプローブ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎｓ：ｐｒ
ｏｂｅｓ　ｔｈａｔ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ　ｕｐｏｎ　ｈｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）」、
Ｎａｔ．Ｂｉｔｅｃｈｎｏｌ．１４：３０３－３０８．
Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ，Ｂ．　ａｎｄ　Ｋｉｎｚｌｅｒ，ＫＷ．１９９９．「デジタル式
ＰＣＲ（Ｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲ）」、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＺＩ，
ＳＡ，９６，９２３６－９２４１．
Ｙｕａｎ，Ｊ．，Ｋ．Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，　ａｎｄ　Ｈ．Ｋｉｍｕｒａ．１９９８，「
時間分解蛍光免疫アッセイ法のための、タンパク質に共有結合することができる新規のテ
トラデンテートベータ－ジケトネート－ユーロピウムキレート（Ａ　ｎｅｗ　ｔｅｔｒａ
ｄｅｎｔａｔｅ　ｂｅｔａ－ｄｉｋｅｔｏｎａｔｅ－ｅｕｒｏｐｉｕｍ　ｃｈｅｌａｔｅ
　ｔｈａｔ　ｃａｎ　ｂｅ　ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　ｂｏｕｎｄ　ｔｏ　ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ　ｆｏｒ　ｔｉｍｅ－ｒｅｓｏｌｖｅｄ　ｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）」、
Ａｎａｌ．Ｃｈｅｗ．７０：５９６－６０１．
Ｚｕｋｅｒ，Ｍ．２０００．「核酸の二次構造の計算法（Ｃａｌｃｕｌａｔｉｎｇ　ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）」、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ
ｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．１０：３０３－３１０．
　本出願を通して、さまざまな刊行物が参照されている。これらの刊行物すべての開示内
容、及びそれらの刊行物の中で引用されている参考文献の開示内容は、本発明が属する従
来技術の状態をより完全に説明するため、その全体を参照として本出願に組み入れる。発
明の範囲と精神を逸脱することなく、本発明にさまざまな改変及び変更を加えることがで
きることは、当業者にとって明らかである。本明細書で開示されている発明の詳細な説明
及び実施内容に鑑みれば、本発明の他の実施形態は当業者にとって明らかである。発明の
詳細な説明及び実施例は単に例示するためのものである。当業者は、通常の実験だけを用
いて、本明細書に記載されている発明の具体的実施形態と等価のものを数多く認識し、ま
たは確認することができる。このような等価物も、以下の請求の範囲に含まれるものとす
る。
【図面の簡単な説明】
【０１２７】
【図１】同一のｍＲＮＡ標的上の隣接する領域への供与体及び受容体分子ビーコンのハイ
ブリダイゼーションによってＦＲＥＴが生じることを示す。ＦＲＥＴを検出することで、
プローブ／標的の結合による蛍光シグナルと、ビーコンの分解及び非特異的相互作用によ
って生じる蛍光シグナルとを区別することができる。図中、Ｑ、Ｄ及びＡという文字は、
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それぞれ、クエンチャー、供与体色素分子、及び受容体色素分子を表す。
【図２】供与体及び受容体の分子ビーコン間に４塩基の間隔を置いたアッセイ系の、合成
標的にハイブリダイズしたときの概略図を示す。本例では、両ビーコンとも１９塩基長の
プローブと５塩基長のステムを有する。下線部は、ビーコンに相補的な標的の３８塩基の
配列を示す。各ビーコンにとって、ステムの一方の腕部がプローブの一部となっていて、
その結果、ハイブリダイズすると色素分子の移動が制限されることに留意されたい。
【図３】二重ＦＲＥＴ分子ビーコンの典型的な発光スペクトルを示す。３種類のシグナル
対バックグランドの比率が示されている：Ｓ：ＢｄＭＢは、標的存在下での従来の分子ビ
ーコンの蛍光の増強を表す。Ｓ：ＢａＭＢは、受容体の増感発光によって生じる蛍光の増
加を示す。Ｓ：Ｎｄｅｇは、偽陽性シグナルに対する受容体の増感発光によって生じるシ
グナルの比率である。
【図４】（４ａ）Ｆａｍ－Ｃｙ３ＦＲＥＴ対、（４ｂ）Ｆａｍ－ＲＯＸＦＲＥＴ対、及び
（４ｃ）Ｆａｍ－テキサスレッドＦＲＥＴ対をもつ二重ＦＲＥＴ分子ビーコンに関するシ
グナル対ノイズの比率を示す。エラーバーは、３、４、５または６塩基によって隔てられ
ている二重ＦＲＥＴ分子ビーコンについて計算された最小値と最大値を示す。
【図５】Ｆａｍ－テキサスレッドＦＲＥＴ対をもつ二重ＦＲＥＴ分子ビーコンの発光スペ
クトルを示す。図に記載された試料は４７５ｎｍで励起された。
【図６】Ｆａｍ供与体とＣｙ３、ＲＯＸまたはテキサスレッド受容体をもつ分子ビーコン
ＦＲＥＴによる受容体の標準化されたピーク発光を示す。すべての強度を、標的に結合し
たＦａｍ標識供与体ビーコンのピーク強度に対して標準化した。
【図７】Ｆａｍ供与体とテキサスレッド受容体をもつ二重ＦＲＥＴ分子ビーコンについて
、供与体ビーコンと受容体ビーコンの間に置いた間隔が受容体色素の蛍光発光に与える効
果を示す。３、４、５または６塩基によって供与体と受容体が隔てられている４種類の標
的を調べた。
【図８】供与体としてテルビウムキレートを、また、受容体としてＣｙ３（図８ａ）及び
受容体としてＲＯＸ（図８ｂ）を用いた２プローブ検出アッセイ法で得られた時間分解発
光スペクトルを示す。すべての試料を３２５ｎｍで励起した。
【図９】ユーロピウム標識オリゴヌクレオチドを供与体プローブとし、Ｃｙ５－標識オリ
ゴヌクレオチドを受容体プローブとして利用した２プローブ検出アッセイ法によって生じ
た時間分解発光スペクトルを示す。
【図１０】６－Ｆａｍ－標識されＣｙ３標識されたオリゴヌクレオチドの１光子（図１０
ａ）及び２光子（図１０ｂ）の励起スペクトルを示す。
【図１１】図１１ａと図１１ｂは別の分子ビーコン設計を示す。図１１ａは、従来の分子
ビーコンが、標的配列とは別のステム配列を有することを示している。図１１ｂは、ステ
ムの一方の腕部が、ヘアピン形成と標的ハイブリダイゼーションの両方に関わるように、
ステムを共有する分子ビーコンが設計されていることを示す。
【図１２】図１２ａと図１２ｂは一定のステム/プローブの組み合わせをもつステム共有
型分子ビーコンの設計上の制約の例を示す。図１２ａは、意図せずに余計な塩基（丸で囲
ったもの）がステム形成に加わってしまった、１９塩基のプローブ長及び６塩基のステム
長をもつ分子ビーコンの設計を示す。図１２ａは、意図せずに標的とのハイブリダイゼー
ションに加わってしまった、１８塩基のプローブ長及び４塩基のステム長をもつ分子ビー
コンの設計を示す。（丸で囲ったもの）
【図１３】プローブと標的の初期濃度によって測定した、ステム共有型及び従来型の分子
ビーコンの融解温度の比較結果を示す。データを直線に適合させることによって、分子ビ
ーコンの標的結合構造とステム－ループ構造との間の相転移を特徴付ける、エンタルピー
（適合させた直線の傾き）及びエントロピー（ｙ－切片）の変化が得られた。
【図１４】従来型分子ビーコンについて、標的結合構造とステム－ループ構造との間の相
転移を特徴付ける、エンタルピー（適合させた直線の傾き）及びエントロピー（ｙ－切片
）の変化の測定結果を示す。同様の傾向が、ステム共有型分子ビーコンにも見られた。
【図１５】野生型及び変異型の標的と相互作用するステム共有型分子ビーコン（図１５ａ
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）及び従来型分子ビーコン（図１５ｂ）について、標的結合構造とステム－ループ構造と
の間の相転移を特徴付ける、エンタルピー（適合させた直線の傾き）及びエントロピー（
ｙ－切片）の変化の測定結果を示す。
【図１６】野生型標的存在下における従来型分子ビーコンとステム共有型分子ビーコンと
の関数として融解温度を比較した結果を示す。
【図１７】図１７ａおよび図１７ｂは１９塩基のプローブ及び６塩基のステムをもつ従来
型分子ビーコンとステム共有型分子ビーコンの融解挙動を示す。図１７ａは、野生型（実
線）及び変異型（点線）存在下における従来型分子ビーコンとステム共有型分子ビーコン
の融解曲線を示す。図１７ｂは、野生型及び変異型の標的に結合した従来型分子ビーコン
とステム共有型分子ビーコンの画分における違いを示す。
【図１８】ステム長４、５、及び６塩基のステム共有型分子ビーコンについて、野生型及
び変異型の標的に結合したビーコン画分の違いを示す。同じ傾向が、従来型分子ビーコン
にも見られる。
【図１９】１９塩基のプローブ長を持ち、さまざまなステム長をもつ分子ビーコンについ
て、図１９ａ標的とのオンレート（ｏｎ－ｒａｔｅ）ハイブリダイゼーション及び図１９
ｂ標的不在下での解離定数（すなわち、ステム－ループヘアピン型とランダムコイル型の
ビーコン間での遷移）に関する従来型とステム共有型分子ビーコンの比較結果を示す。
【配列表】
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