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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的核酸を検出するための方法であって、
　　　　ａ）標的核酸に検出体を組み込むことであって、前記検出体はフルオロフォア又
は消光剤に共役されたオリゴヌクレオチドであり、前記組み込みは、
　（１）ライゲーション、又は、
　（２）（ｉ）３’末端に標的特異的配列、（ｉｉ）５’末端に阻害剤と相補的な普遍的
核酸配列、及び（ｉｉｉ）フルオロフォア又は消光剤を含むプライマーを用いたＰＣＲ、
によって行われ、
　　　　ｂ）反応物に前記標的核酸にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプローブを
添加することと、
　　　　ｃ）前記反応物に阻害剤を添加することであって、前記阻害剤は、前記組み込ま
れた検出体とハイブリダイズするものであり、前記阻害剤は、前記検出体がフルオロフォ
アに共役されている場合は、消光剤に共役されたオリゴヌクレオチドであり、前記検出体
が消光剤に共役されている場合は、フルオロフォアに共役されたオリゴヌクレオチドであ
り、
　　　　ｄ）前記オリゴヌクレオチドプローブが前記標的核酸にハイブリダイズした場合
は、前記阻害剤を置換するポリメラーゼによる鎖置換反応を行うことと、
　　　　ｅ）前記検出体と阻害剤がハイブリダイズするとフルオロフォアの信号が消光剤
によって消光されることにより、前記標的核酸の存在の指標として前記オリゴヌクレオチ
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ドプローブの前記阻害剤との干渉を検出し、それにより標的核酸を検出することと、を含
む、方法。
【請求項２】
　前記標的核酸が一本鎖核酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記標的核酸内の単一ヌクレオチドが検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記標的核酸内のヌクレオチドの短配列が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記標的核酸全体が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記標的核酸内の変異が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記標的核酸内の突然変異が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記標的核酸内の多型が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記検出体がフルオロフォアに共役される、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記阻害剤が消光剤に共役される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記検出体が消光剤に共役される、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記阻害剤がフルオロフォアに共役される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記検出体がエピトープに共役される、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記阻害剤がエピトープに共役される、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　１つを超える標的核酸が検出される、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記方法が乳剤内で行われる、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記乳剤がマイクロ流体デバイス内にある、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１～１７のいずれか一項に記載の方法を実施するための、前記検出体、前記オリ
ゴヌクレオチドプローブ、及び前記阻害剤を含むキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願および参照による組み込み
　本出願は、２０１０年１２月７日に出願された米国仮出願第６１／４２０，７４７号の
優先権を主張する。
【０００２】
　前記出願、ならびにそこに引用されたまたはそれらの審査手続き時に引用された全ての
文献（「出願引用文献（ａｐｐｌｎ　ｃｉｔｅｄ　ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ）」）、および出
願引用文献において引用もしくは参照された全ての文献、ならびに本明細書において引用
もしくは参照された全ての文献（「本明細書引用文献（ｈｅｒｅｉｎ　ｃｉｔｅｄ　ｄｏ
ｃｕｍｅｎｔｓ）」）、ならびに本明細書引用文献において引用もしくは参照された全て
の文献は、本明細書において言及された任意の製品に関するあらゆる製造業者の指示書、
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説明書、製品仕様書、および製品添付シートまたは本明細書に参照により組み込まれた任
意の文献と一緒に、参照により本明細書に組み込まれ、かつ本発明の実践において使用す
ることができる。より具体的には、それぞれの個々の文献があたかも参照により組み込ま
れることが具体的かつ個別に示された様に、全ての参照文献は同程度に参照により組み込
まれる。
【０００３】
　本発明は、バイオテクノロジーの技術分野におけるものである。より具体的には、本発
明は、分子生物学の技術分野におけるものである。
【０００４】
　連邦政府の補助金に関する説明
　本発明は、一部、国立衛生研究所補助金番号１Ｒ４３ＨＧ００５１４４－０１により支
援された。連邦政府は、本発明に対してある権利を有し得る。
【背景技術】
【０００５】
　分子生物学内のほとんどのプロセスでは、特定の事象の発生を検出する能力を考慮に入
れる反応を有することが重要である。例えば、伸長プライマー上への１つ、または多くの
ヌクレオチドの組み込み等の事象が、単一ヌクレオチド多型の存在を示し得る。１つ以上
のヌクレオチドの組み込み等の事象の発生時に、検出のための機構は、反応物に組み込ま
れ得るか、あるいは、後続反応において、事象の発生を信号で伝える手段を提供するため
に使用され得る。
【０００６】
　単一ジ－デオキシヌクレオチドを組み込む、検出のための染料を含有（または検出のた
めの手段として質量を使用）し得る単一塩基鎖伸長は、核酸の照合および検出の両方の機
構を含む反応の一例である。単一ヌクレオチド伸長を検出するための最も簡単な方法の１
つは、蛍光発光による、例えば、蛍光標識されたヌクレオチドまたはＦＲＥＴ（蛍光共鳴
エネルギー移動）信号を用いることによるものである。しかしながら、単一塩基鎖伸長は
、蛍光標識されたヌクレオチドおよび／またはプローブの使用を必要とするため、費用が
かかる。さらに、このプローブおよびヌクレオチドの両方の濃度は、作業を行う反応に対
して高くなくてはならず、これは高いバックグラウンド信号をもたらす。それ故に、複数
の厳密な洗浄ステップは、非ハイブリダイズまたは非結合材料を除去するために使用しな
ければならず、ほとんどの適用、特に小型反応槽を用いるときには実用的ではない。
【０００７】
　蛍光ベースの検出の別の用途は、蛍光標識された分子（フルオロフォア）および消光剤
の利用である。上記のように、複数の分子と共に作業を行うとき、蛍光分子の濃度は、信
号において問題がある場合がある。
【０００８】
　この問題に対する１つの解決法は、二本鎖の蛍光消光剤プローブの使用である。そのよ
うなアッセイは、しばしば、プローブの長さ、標的ＤＮＡの長さ、または酵素反応等の特
定のパラメータに対して最適化される。ほとんどのフルオロフォア－消光剤対アッセイは
、厳格な温度制御下で短ＤＮＡ鎖またはアンプリコン（＜２００ｂｐ）に対してのみ有効
である（例えば、Ｈｏｌｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅ
ｃｉｆｉｃ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　ｃｈａｉｎ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｄｕｃｔ　
ｂｙ　ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　ｔｈｅ　５’→３’　ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ａｃｔｉｖ
ｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ　ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ”
，ＰＮＡＳ（１９９１）ｖｏｌ．８８，ｐｐ．７２７６－７２８０、Ｐｉａｔｅｋ，ｅｔ
　ａｌ．，“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｅａｃｏｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ
　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｄｒｕｇ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｉｎ　Ｍｙｃｏｂａ
ｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ”，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ（１９９
８）ｖｏｌ．１６，ｎｏ．４，ｐｐ．３５９－３６３、Ｕｄｖａｒｄｉ，ｅｔ　ａｌ．，
“Ｅｌｅｖｅｎ　ｇｏｌｄｅｎ　ｒｕｌｅｓ　ｏｆ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ＲＴ－
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ＰＣＲ”，Ｔｈｅ　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ（２００８）ｖｏｌ．２０，ｐｐ．１７３６－
１７３７、Ｖｅｔ　ａｌ．，“Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃ
ｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙｓ”，Ｉｎ：Ｐ．Ｈｅｒｄｅｗｉｊｎ，ｅｄ．
２００４．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａ
ｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ，ｖｏｌ．２８８）．Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ：Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎ
ｃ．，ｐｐ．２７３－２９０、“Ｔｏｐ　Ｔｅｎ　Ｐｉｔｆａｌｌｓ　ｉｎ　Ｑｕａｎｔ
ｉｔａｔｉｖｅ　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ／Ｐｒｏｂｅ　Ｄｅｓｉｇ
ｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ”，Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ＴｅｃｈＮｏｔｅｓ（
２０１１）ｖｏｌ．１３，ｎｏ．４（ｗｗｗ．ａｍｂｉｏｎ．ｃｏｍ／ｔｅｃｈｌｉｂ／
ｔｎ／１３４／１３．ｈｔｍｌ）、“ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ　Ｄｅｓｉｇｎ　Ｇｕｉｄｅ
ｌｉｎｅｓ”，ＰＲＥＭＩＥＲＢｉｏｓｏｆｔ（２０１１）（ｗｗｗ．ｐｒｅｍｉｅｒｂ
ｉｏｓｏｆｔ．ｃｏｍ／ｔｅｃｈ_ｎｏｔｅｓ／ＰＣＲ_Ｐｒｉｍｅｒ_Ｄｅｓｉｇｎ．ｈ
ｔｍｌ）。
【０００９】
　したがって、以下の発明によって提供される、様々な核酸プローブの長さ、標的核酸の
長さ、温度条件、またはＤＮＡポリメラーゼを用いて特定の核酸配列の存在または不在を
検出するための信頼性のあり、効率がよく、費用効率が高い方法が必要である。
【００１０】
　本出願におけるいずれの文献の引用または特定も、このような文献が本発明の先行技術
として利用可能であることを承認するものとして解釈されるべきではない。
【発明の概要】
【００１１】
　本発明は、一般に、特定の核酸配列の存在または不在を検出するための方法に関する。
本発明による一方法は、標的核酸に検出体を組み込むことと、反応物にオリゴヌクレオチ
ドプローブ、ポリメラーゼ酵素、および阻害剤を添加することと、特定の標的核酸配列の
存在の指標としてオリゴヌクレオチドプローブの阻害剤との干渉を検出することと、に関
する。干渉の欠如は、特定の標的核酸配列の不在の指標である。
【００１２】
　本発明はまた、乳剤内の核酸試料中の標的核酸配列を検出するための方法に関する。本
方法は、標的核酸に検出体を組み込むことと、反応物にオリゴヌクレオチドプローブ、ポ
リメラーゼ酵素、および阻害剤を添加することと、特定の標的核酸配列の存在の指標とし
てオリゴヌクレオチドプローブの阻害剤との干渉を検出することと、に関し、この反応は
、乳剤内で行われる。干渉の欠如は、特定の標的核酸配列の不在の指標である。
【００１３】
　本発明はまた、マイクロ流体デバイス内の核酸試料中の標的核酸を検出するための方法
に関する。本方法は、標的核酸に検出体を組み込むことと、反応物にオリゴヌクレオチド
プローブ、ポリメラーゼ酵素、および阻害剤を添加することと、特定の標的核酸配列の存
在の指標としてオリゴヌクレオチドプローブの阻害剤との干渉を検出することと、に関し
、この反応は、マイクロ流体デバイスで行われる。干渉の欠如は、特定の標的核酸配列の
不在の指標である。
【００１４】
　本発明はまた、核酸試料中の標的核酸配列を検出するための方法のための試薬を含むキ
ットに関する。このキットは、特定の標的核酸配列の存在の指標としてオリゴヌクレオチ
ドプローブの阻害剤との干渉を検出するための試薬と一緒に、標的核酸への組み込みのた
めの検出体、反応物へのオリゴヌクレオチドプローブ、ポリメラーゼ酵素、および阻害剤
を含んでよい。このキットは、本発明の方法を実施するための試薬をさらに含んでよい。
【００１５】
　したがって、従来知られている任意の製品、その製品の作製プロセス、またはその製品
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の使用方法も本発明内に包含しないことが本発明の目的であり、したがって、本出願者は
、従来知られている任意の製品、プロセス、または方法の権利を留保し、本明細書によっ
て、これらの権利の放棄を開示するものである。本発明が米国特許商標局（ＵＳＰＴＯ）
（３５　合衆国法典Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１２、第１段落）またはヨーロッパ特許庁（ＥＰＯ
）（ＥＰＣ８３条）の明細書および実施可能要件を満たさない、本発明の範囲内で任意の
製品、またはその製品の作製プロセス、またはその製品の使用方法を包含することを意図
せず、したがって、本出願者は、前述の任意の製品、その製品の作製プロセス、またはそ
の製品の使用方法の権利を留保し、本明細書によって、これらの権利の放棄を開示するも
のであることをさらに留意されたい。
【００１６】
　本開示ならびに特に特許請求の範囲および／または段落において、「含む（ｃｏｍｐｒ
ｉｓｅｓ）」、「含んだ（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ）」、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎ
ｇ）」等の用語は、米国特許法による意味を有することができ、例えば、「含む（ｉｎｃ
ｌｕｄｅｓ）」、「含んだ（ｉｎｃｌｕｄｅｄ）」、「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
）」等を意味することができ、「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅ
ｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」および「本質的に～からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｓ　ｅｓｓｅｎ
ｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」等の用語は、米国特許法に帰する意味を有することができ、例え
ば、明確に言及されていない要素が許容されるが、従来技術中に見られるかまたは本発明
の基本的もしくは新規な特徴に影響を及ぼす要素は排除されることに留意されたい。
【００１７】
　これらおよび他の実施形態は、以下の発明を実施するための形態に開示されるか、また
はそれから明白であり、それによって包含される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
　以下の発明を実施するための形態は、例証のために示されるが、単に記載される特定の
実施形態に本発明を限定することを意図せず、添付の図面と共に最良に理解され得る。
【００１９】
【図１】標的核酸を検出するために使用される反応を示す概略図であり、この検出体をフ
ルオロフォアに共役し、阻害剤を消光剤に共役する。図１Ａは、ＤＮＡ重合のためのプラ
イマーとして機能する標的核酸に適合するオリゴヌクレオチドプローブを示す。得られた
二本鎖ＤＮＡは、検出体上の阻害剤に対する結合部位を遮断し、蛍光信号をもたらす。図
１Ｂは、標的核酸に適合しないオリゴヌクレオチドプローブを示す。したがって、阻害剤
は、検出体と結合し、蛍光信号を消光する。Ｆは、蛍光標識（即ち、検出体－フルオロフ
ォア共役体）であり、Ｑは消光剤（即ち、阻害剤－消光剤共役体）である。
【図２】標的核酸を検出するために使用される反応を示す概略図であり、この検出体を消
光剤に共役し、阻害剤をフルオロフォアに共役する。
【図３】検出体上のフルオロフォアおよび阻害剤上の消光剤の様々な位置を示す概略図で
ある。
【図４】検出体上の消光剤および阻害剤上のフルオロフォアの様々な位置を示す概略図で
ある。
【図５】検出体上の第１のフルオロフォアおよび阻害剤上の第２のフルオロフォアの様々
な位置を示す概略図である。
【図６】阻害剤をビオチンに共役し、西洋ワサビペルオキシダーゼ化学発光アッセイが読
み出し機構として使用される例を示す概略図である。
【図７】検出体がフルオロフォアを備え得、阻害剤をビオチンに共役する（「阻害剤－ビ
オチン共役体」）例を示す概略図である。
【図８】ヌクレオチドが実施例１で使用されるオリゴヌクレオチドプローブに適合するお
よび不適合する位置の実例を示す。
【図９】実施例１の７つの反応物に対してマイクロプレートリーダーを用いて、適合プロ
ーブまたは６つの不適合プローブのうちの１つのいずれかを含む試料について測定された
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蛍光発光を示す。
【図１０】実施例２に記載される、ＴＮＮＴ２遺伝子の２つの異なる対立遺伝子間で区別
するためにプローブを用いてヘテロ接合体患者およびホモ接合体患者からの試料において
測定された蛍光発光を示す。
【図１１】実施例３の標的核酸を分析するために使用されるそれぞれのプローブ適合タイ
プおよびプローブ不適合タイプに対する平均蛍光発光および標準偏差を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明は、一般に、本明細書中では「標的核酸」と称される、特定の核酸配列の存在ま
たは不在を検出するための方法に関する。標的核酸は、ヒトまたは動物から得られた後、
クエリーされる核酸試料であり、これには、ゲノムＤＮＡ、ＰＣＲアンプリコン、ｃＤＮ
Ａ等が含まれるが、これらに限定されない。標的核酸は、二本鎖であっても、一本鎖であ
ってもよい。一例では、一本鎖標的核酸はＤＮＡである。一実施形態では、二本鎖標的核
酸は、まず、一本鎖標的核酸に変換される。なお別の実施形態では、ＰＣＲは、検出前に
標的核酸上で実施される。本実施形態の一態様では、ＰＣＲ産物は、続いて、一本鎖形態
に変換される。二本鎖核酸を一本鎖核酸に変換するための方法は、当該技術分野で公知で
あり、例えば、Ｍｉｔｓｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，“Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌａｍｂｄａ　ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ　
ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｅｎｄｓ　ｏｆ　ＤＮＡ”，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ（
１９９９）ｖｏｌ．２７，ｎｏ．１５，ｐｐ．３０５７－３０６３、Ｓａｎｃｈｅｚ，ｅ
ｔ　ａｌ．，“Ｌｉｎｅａｒ－Ａｆｔｅｒ－Ｔｈｅ－Ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ（ＬＡＴＥ
）－ＰＣＲ：Ａｎ　ａｄｖａｎｃｅｄ　ｍｅｔｈｏｄ　ｏｆ　ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ　Ｐ
ＣＲ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｕｓｅｓ　ｉｎ　ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　ｒｅａｌ－ｔｉｍ
ｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ”，ＰＮＡＳ（２００４）ｖｏｌ．１０１，ｎｏ．７，ｐｐ．１９
３３－１９３８、Ｃｈｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，“Ａｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ　ＰＣＲ”，Ｉ
ｎ：Ｄ．Ｐａｒｋ，ｅｄ．２０１１．ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏｌ．６８７）．Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ：
Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，ｐｐ．２３１－２４３に記載されている。
【００２１】
　本発明の方法は、標的核酸内の核酸配列の存在または不在を検出するために使用され得
る。一実施形態では、標的核酸配列内の単一ヌクレオチドが検出される。本実施形態の一
態様では、特定の遺伝子座が、特定の核酸配列変異の存在または不在を検出するためにク
エリーされ得る。「変異」は、関連したポリヌクレオチドの間でのヌクレオチド配列の差
異である。差異は、関連したポリヌクレオチドの配列と比較して、１つのポリヌクレオチ
ドの配列からの１つ以上のヌクレオチドの欠失、１つ以上のヌクレオチドの付加、または
別のヌクレオチドに代わる１つのヌクレオチドの置換であり得る。「突然変異」、「多型
」、および「変異」という用語は、本明細書では交換可能に使用される。本明細書で使用
される、単数形「変異」という用語は、複数の変異、即ち、同じポリヌクレオチド中の２
つ以上のヌクレオチドの付加、欠失、および／または置換を含むと解釈されるものとする
。「点突然変異」とは、別のヌクレオチドに代わる１つのヌクレオチドの単一置換を指す
。
【００２２】
　例えば、特定の遺伝子座は、単一ヌクレオチド多型の存在または不在を検出するために
クエリーされ得る。「単一ヌクレオチド多型」または「ＳＮＰ」とは、単一ヌクレオチド
の差異により別のポリヌクレオチドとは異なるポリヌクレオチドのヌクレオチド配列の変
異を指す。ＳＮＰには、例えば、ポリヌクレオチドの全配列中で、１つのＡを１つのＣ、
Ｇ、もしくはＴに置換、１つのＣを１つのＧ、Ｔ、もしくはＣに置換することが含まれる
が、これらに限定されない。さらに、特定の核酸配列中で、１つを超えるＳＮＰを有する
ことが可能である。例えば、核酸配列中で、１つの位置で、Ｇは、Ａで置換することがで
き、別の位置では、ＣはＴ等で置換することができる。
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【００２３】
　別例では、特定の遺伝子座は、単一ヌクレオチド突然変異の存在または不在を検出する
ためにクエリーされ得る。別の実施形態では、複数のヌクレオチド標的（例えば、２つ以
上のヌクレオチド）が、同じ反応内で検出される。本実施形態の一態様では、標的核酸配
列内の短核酸配列が検出される。一例では、核酸プローブは、約６～８ヌクレオチド長と
同じくらい短い。本実施形態の別の態様では、短い核酸プローブの完全相補体は、標的核
酸の全配列を決定するために連続して使用することができる。例えば、短い核酸プローブ
の完全相補体は、一連の全ての４０９６の可能な六量体であり得る。したがって、標的核
酸は、特定の標的長さの制限のない、本発明の方法を用いて検出され得る。
【００２４】
　本発明の方法は、標的核酸に組み込まれる検出体の使用をさらに含み得る。検出体は、
この反応の阻害剤のための結合部位として機能する標的核酸に組み込まれるオリゴヌクレ
オチドである。一実施形態では、検出体は、アダプターライゲーションによって標的核酸
に組み込まれる。本実施形態の一例では、アダプターは、互いに類似している２つのオリ
ゴヌクレオチドである。本例では、アダプターは、標的核酸に検出体を付着する。別の実
施形態では、検出体は、ＰＣＲプライマーを用いて核酸試料に組み込まれる。本実施形態
の一例では、ＰＣＲプライマーには、標的特異的配列（プライマーの３’末端上）、下流
ステップにおいて阻害剤をハイブリダイズするように設計される普遍的核酸配列（プライ
マーの５’末端上）、および検出体が含まれる。任意の実施形態では、検出体は、標的核
酸配列に組み込まれ、標的核酸配列の５’に配向される。
【００２５】
　一実施形態では、検出体が、フルオロフォアに共役される。フルオロフォアは、特定の
波長の光からのエネルギーを吸収し、次いで、特定のフルオロフォアに対して別の特定の
波長特性の蛍光発光としてこのエネルギーを発する能力を有する分子である。この様式で
は、フルオロフォアは、標的核酸の存在または不在を示す最終アッセイ読み出しを促進す
る。特定のフルオロフォアの使用は、本発明では重要ではない。フルオロフォアは、当該
技術分野で公知であり、例えば、Ｍａｒｒａｓ，“Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｆｌｕｏ
ｒｏｐｈｏｒｅ　ａｎｄ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ　Ｐａｉｒｓ　ｆｏｒ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｔ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂｅｓ”，Ｉｎ
：Ｖ．Ｄｉｄｅｎｋｏ，ｅｄ．２００６．Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｔｒ
ａｎｓｆｅｒ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ：Ｄｅｓｉｇｎｓ　ａｎｄ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，ｖｏ
ｌ．３３５）．Ｎｅｗ　Ｊｅｒｓｅｙ：Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ　Ｉｎｃ．，ｐｐ．３
－１６によって記載されている。本発明で使用することができるフルオロフォアの例とし
ては、Ｍａｒｒａｓ　２００６によって記載されるものおよび本明細書で以下にさらに記
載されるものが挙げられるが、これらに限定されない。検出体に関連するフルオロフォア
の特定の位置は、本発明では重要ではない。フルオロフォアは、検出体の５’末端、３’
末端、またはその内部のいずれかの場所を含む、検出体に沿っていかなる場所に付着させ
てもよい。
【００２６】
　本発明の方法は、阻害剤の使用をさらに含んでよい。この阻害剤は、検出体に類似して
いるオリゴヌクレオチドであり、検出体とハイブリダイズする。阻害剤は、オリゴヌクレ
オチドプローブが標的核酸に適合する場合のみ、信号が検出可能であるように機能する。
検出体への阻害剤のハイブリダイゼーションは、標準反応緩衝液、例えば、ＤＮＡポリメ
ラーゼ反応緩衝液中で生じ、それによって、検出体および阻害剤は、適切な温度で、緩衝
液中で混合される。一例では、反応物は、３０秒間９５℃まで加熱され、次いで、阻害剤
のアニール温度を下回る５℃まで冷却され得る。
【００２７】
　一実施形態では、阻害剤が、消光剤に共役される。消光剤は、第１のフルオロフォアか
ら第２のフルオロフォアまたは非蛍光発光分子にエネルギーを移動させることによって蛍
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光発光の強度を減少させる、即ち、消光させるように機能する分子である。特定の消光剤
の使用は、本発明では重要ではない。消光剤は、当該技術分野で公知であり、例えば、Ｍ
ａｒｒａｓ　２００６によって記載されている。本発明で使用することができる消光剤の
例としては、Ｍａｒｒａｓ　２００６によって記載されるものおよび本明細書で以下にさ
らに記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない。阻害剤に関連する消光剤の
特定の位置は、本発明では重要ではない。消光剤は、阻害剤の５’末端、３’末端、また
は阻害剤の内部のいずれかの場所を含む、阻害剤に沿っていかなる場所に付着させてもよ
い。
【００２８】
　代替的な実施形態では、検出体が、消光剤に共役される。特定の消光剤の使用は、本発
明では重要ではない。本発明で使用することができる消光剤の例としては、Ｍａｒｒａｓ
　２００６によって記載されるものおよび本明細書で以下にさらに記載されるものが挙げ
られるが、これらに限定されない。検出体に関連する消光剤の特定の位置は、本発明では
重要ではない。消光剤は、検出体の５’末端、３’末端、検出体の内部のいずれかの場所
を含む、検出体に沿っていかなる場所に付着させてもよい。
【００２９】
　代替的な実施形態では、阻害剤が、フルオロフォアに共役される。特定のフルオロフォ
アの使用は、本発明では重要ではない。本発明で使用することができるフルオロフォアの
例としては、Ｍａｒｒａｓ　２００６によって記載されるものおよび本明細書で以下にさ
らに記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない。阻害剤に関連するフルオロ
フォアの位置は、本発明では重要ではない。フルオロフォアは、阻害剤の５’末端、３’
末端、または阻害剤の内部のいずれかの場所を含む、阻害剤に沿っていかなる場所に付着
させてもよい。
【００３０】
　本発明の方法の別の実施形態では、阻害剤が、ビオチンに共役される（「阻害剤－ビオ
チン共役体」）。阻害剤－ビオチン共役体は、様々な製造供給元（例えば、Ｉｎｔｅｇｒ
ａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｒｏｆｉｎｓ　ＭＷＧ　
Ｏｐｅｒｏｎ，Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ，ＴｒｉＬｉｎｋ　ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ，Ｉｎｃ．）から商業的に得ることができる。市販の精製キットの例には、Ａｇｅｎｃ
ｏｕｒｔ（登録商標）－ＡＭＰｕｒｅ（登録商標）ＸＰ（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅ
ｒ，Ｉｎｃ．）およびＱＩＡｑｕｉｃｋ　９６　ＰＣＲ精製キット（Ｑｉａｇｅｎ）が含
まれる。阻害剤に関連するビオチンの特定の位置は、本発明では重要ではない。ビオチン
は、阻害剤の５’末端、３’末端、または阻害剤の内部のいずれかの場所を含む、阻害剤
に沿っていかなる場所に付着させてもよい。
【００３１】
　本発明の方法の別の実施形態では、検出体または阻害剤がそれぞれ、反応物からの検出
体または阻害剤の単離を促進する分子に共役される。この単離を促進する分子は、例えば
、エピトープであり得、これは抗体と反応させることが可能なもの全てである。このエピ
トープは、例えば、抗原、ペプチド、またはタンパク質であり得る。一例では、このエピ
トープはビオチンである。
【００３２】
　本発明の方法の別の実施形態では、検出体または阻害剤がそれぞれ、反応物内の検出体
または阻害剤の検出を促進する分子に共役される。この検出を促進する分子は、例えば、
エピトープであり得る。このエピトープは、例えば、抗原、ペプチド、またはタンパク質
であり得る。一例では、このエピトープはビオチンである。別例では、エピトープは、化
学発光アッセイを用いて、例えば、ＨＲＰ酵素に共役させた第２の抗体を用いることによ
って検出することができるペプチドである。
【００３３】
　検出体または阻害剤をビオチンに共役させた上記の実施形態では、この共役は、ビオチ
ン共役プライマー（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ
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．，Ｏｐｅｒｏｎ，ＥｕｒｏｇｅｎｔｅｃおよびＴｒｉＬｉｎｋ　ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．から市販）を用いる検出体または阻害剤のＰＣＲ増幅によって達成
することができる。ＨＲＰ酵素に共役させた抗体を用いてエピトープが検出される上記の
実施形態では、共役キットは、Ｓｏｌｕｌｉｎｋから商業的に入手してもよいし、または
抗体－ＨＲＰ酵素共役体は、製造供給元、例えばＥｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）から直接注文し
てもよい。
【００３４】
　本発明の方法の一実施形態では、検出体がフルオロフォアに共役されるとき、阻害剤が
消光剤に共役される。本発明の方法の別の実施形態では、検出体が消光剤に共役されると
き、阻害剤がフルオロフォアに共役される。検出体と阻害剤または阻害剤と検出体との間
でのエネルギー移動効率はそれぞれ、選択されたフルオロフォア－消光剤対に特異的であ
り、したがって、Ｍａｒｒａｓ　２００６および本明細書で以下に記載されている公知の
製造供給元によって提供される文献の製品によって記載されるように、最適化されるべき
である。
【００３５】
　本発明の方法の別の実施形態では、検出体が第１のフルオロフォアに共役され、阻害剤
が第２のフルオロフォアに共役され、したがって、第１のフルオロフォアからの放射は、
エネルギー移動によって第２のフルオロフォアを励起し、移動エネルギーが、第２のフル
オロフォアの蛍光発光特性として放射される。この消光現象は、当該技術分野で公知であ
り、例えば、Ｍａｒｒａｓ　２００６によって記載されている。フルオロフォア－フルオ
ロフォア対はまた、当該技術分野で公知であり、例えば、Ｍａｒｒａｓ　２００６によっ
て記載されている。本発明で使用することができるフルオロフォア－フルオロフォア対の
例としては、Ｍａｒｒａｓ　２００６によって記載されるものおよび本明細書で以下にさ
らに記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない。検出体に関連する第１のフ
ルオロフォアの特定の位置および阻害剤に関連する第２のフルオロフォアの特定の位置は
、本発明では重要ではない。第１のフルオロフォアは、検出体の５’末端、３’末端、ま
たは検出体の内部のいずれかの場所を含む、検出体に沿っていかなる場所に付着させても
よい。第２のフルオロフォアは、阻害剤の５’末端、３’末端、または阻害剤に沿って内
部のいずれかの場所を含む、阻害剤のいかなる場所に付着させてもよい。検出体と阻害剤
との間のエネルギー移動効率は、選択されたフルオロフォア－フルオロフォア対に特異的
であり、したがって、最適化されるべきである。
【００３６】
　フルオロフォアおよび消光剤のフルオロフォア－消光剤対または第１のフルオロフォア
および第２のフルオロフォアのフルオロフォア－フルオロフォア対（単独かつ集合的に「
ＦＲＥＴ対（複数可）」と称する）は、その距離（「ＦＲＥＴ距離」）が特定のＦＲＥＴ
対の効率の良いエネルギー移動距離を超えて減少しない限り、互いに関連していかなる場
所でも設置され得る。ＦＲＥＴ距離の重要性は、当該技術分野で公知であり、例えば、Ｍ
ａｒｒａｓ　２００６によって記載されている。検出体と阻害剤との間のエネルギー移動
効率は、選択されたＦＲＥＴ対に特異的であり、したがって、最適化されるべきである。
【００３７】
　図３で示されるように、互いのＦＲＥＴ距離内である限り、フルオロフォアは、検出体
上のいかなる場所でも設置することができ、消光剤は、阻害剤上のいかなる場所でも設置
することができる。あるいは、図４で示されるように、互いのＦＲＥＴ距離内である限り
、消光剤は、検出体上のいかなる場所でも設置することができ、フルオロフォアは、阻害
剤上のいかなる場所でも設置することができる。したがって、このフルオロフォアおよび
消光剤は、反応を生じさせる互いに許容されるＦＲＥＴ距離内でなければならない。この
ＦＲＥＴ距離は、選択されたフルオロフォア－消光剤対に対して特定され、それぞれのフ
ルオロフォアおよび消光剤は、隣接ヌクレオチド上、１０個の別個のヌクレオチド、また
は数百個の別個のヌクレオチドであり得、これは選択された特定のＦＲＥＴ対によって異
なる。
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【００３８】
　一例では、フルオロフォアは、検出体の５’末端上にあり、消光剤は、阻害剤の３’末
端上にある。別例では、消光剤は、検出体の５’末端上にあり、フルオロフォアは、阻害
剤の３’末端上にある。
【００３９】
　図５で示されるように、互いのＦＲＥＴ距離内である限り、第１のフルオロフォアは、
検出体上のいかなる場所でも設置することができ、第２のフルオロフォアは、阻害剤上の
いかなる場所でも設置することができる。したがって、第１のフルオロフォアおよび第２
のフルオロフォアは、反応を生じさせる互いに許容される距離内でなければならない。こ
のＦＲＥＴ距離は、フルオロフォア－フルオロフォア対に対して特定され、それぞれのフ
ルオロフォアは、隣接ヌクレオチド上、１０個の別個のヌクレオチド、または数百個の別
個のヌクレオチドであり得、これは選択された特定のＦＲＥＴ対によって異なる。
【００４０】
　一例では、検出体が、その５’末端上のＦＡＭフルオロフォアに共役され、阻害剤が、
ＦＡＭフルオロフォアから約１５ｎｔ離れて位置付けられたＴＡＭＲＡフルオロフォアに
共役される。
【００４１】
　特定のフルオロフォア－消光剤対またはフルオロフォア－フルオロフォア対の選択は重
要ではない。本発明に使用することができるフルオロフォアの種類の例としては、隣接プ
ローブ（例えば、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（登録商標）から入手可能なＬｉｇｈｔＣ
ｙｃｌｅｒ（登録商標）ハイブリダイゼーションプローブ）、５’－ヌクレアーゼプロー
ブ（またはＰＲＥＭＩＥＲ　Ｂｉｏｓｏｆｔから入手可能なＴａｑＭａｎ（登録商標）プ
ローブ））、副溝結合（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（登録商標）から入手可
能なＴａｑｍａｎ（登録商標）ＭＧＢプローブ）プローブ、分子指標プローブ、Ｓｃｏｒ
ｐｉｏｎｓ（登録商標）プライマー（ＰＲＥＭＩＥＲ　ＢｉｏｓｏｆｔおよびＢｉｏｓｅ
ａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓから入手可能）、ならびに鎖置換プローブ（または
陰陽プローブ）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４２】
　本発明に使用され得る特定のフルオロフォアの例としては、フルオレセインおよびその
誘導体（例えば、フルオレセインイソチアネート（ＦＩＴＣ）、カルボキシフルオレセイ
ン（ＦＡＭ）、テトラクロロフルオレセイン（ＴＥＴ）、２’，７’－ジフルオロフルオ
レセイン（Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（登録商標）４８８）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ
（登録商標）５１４カルボン酸、およびクロロおよびメトキシ置換によるフルオレセイン
（ＪＯＥおよび６－ＪＯＥ））；ローダミン誘導体（例えば、テトラメチルローダミン（
ＴＡＭＲＡ）、テトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）、テトラメチ
ルローダミン（ＴＭＲ）、カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ
（スルホニルクロリドおよびスルホローダミンの異性体混合物；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（
商標））およびＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ－Ｘ（フルオロフォアとその反応基との間でさらに７
個の原子のアミノヘキサノイルスペーサー（「Ｘ」）を含む、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄスクシ
ンイミジルエステル；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標））、およびローダミンＸ）；シアニ
ン（Ｃｙ）染料（例えば、Ｃｙ３、Ｃｙ５、およびＣｙ５．５）およびシアニン誘導体（
例えば、インドカルボシアニン（Ｑｕａｓａｒ（登録商標）５７０、Ｑｕａｓａｒ（登録
商標）６７０、およびＱｕａｓａｒ（登録商標）７０５）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（
登録商標）イソチオシアネート、およびエオシンイソチオシアネート（ＥＩＴＣ））；Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミジル１－ピレンブチレート（ＰＹＢ）；Ｎ－ヒドロキシスクシ
ンイミジル１－ピレンスルホネート（ＰＹＳ）；（５－（２’－アミノエチル）アミノナ
フタレン（ＥＤＡＮＳ）；ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）Ｇｏｌｄ　５４０、ＣＡＬ　
Ｆｌｕｏｒ（登録商標）Ｏｒａｎｇｅ　５６０、Ｆｌｕｏｒ（登録商標）Ｒｅｄ　５９０
、ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）Ｒｅｄ　６１０、およびＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ（登録商
標）Ｒｅｄ　６３５（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．から入
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手可能な特許フルオロフォア）；ＶＩＣ（登録商標）；ＨＥＸ（登録商標）（６－異性体
ホスホラミジド）；ならびにＮＥＤ（登録商標）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【００４３】
　本発明に使用され得る特定の消光剤の例としては、Ｂｌａｃｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃ
ｈｅｒ（登録商標）染料（ＢＨＱ（登録商標）－１、ＢＨＱ（登録商標）－２、ＢＨＱ（
登録商標）－３）；ｐ－（ジメチルアミノフェニルアゾ）安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）；Ｄ
ｅｅｐ　Ｄａｒｋ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ　ＤＤＱ－Ｉ（Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）；エオシン
（２’，４’，５’，７’－テトラブロモフルオレセイン）；Ｅｃｌｉｐｓｅ（登録商標
）Ｄａｒｋ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ（Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ）；Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録
商標）Ｑｕｅｎｃｈｅｒｓ、例えばＩｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱおよびＩｏｗ
ａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＲＱ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｉｅｓ，Ｉｎｃ．）；ＱＳＹ－７、ＱＳＹ－９、およびＱＳＹ－２１（Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（登録商標））が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４４】
　本発明に使用され得る特定のフルオロフォア－消光剤対の例としては、フルオレセイン
／ＤＡＢＣＹＬ、ＥＤＡＮＳ／ＤＡＢＣＹＬ、ＣＡＬ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）Ｇｏｌｄ
　５４０／ＢＨＱ（登録商標）－１、Ｃｙ３／ＢＨＱ－１、ＦＡＭ／ＢＨＱ（登録商標）
－１、ＴＥＴ／ＢＨＱ（登録商標）－１、ＪＯＥ／ＢＨＱ（登録商標）－１、ＨＥＸ／Ｂ
ＨＱ（登録商標）－１、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（登録商標）／ＢＨＱ－１、Ｃｙ３／
ＢＨＱ（登録商標）－２、Ｃｙ５／ＢＨＱ－２、ＲＯＸ／ＢＨＱ（登録商標）－２、ＴＡ
ＭＲＡ／ＢＨＱ－２、Ｃｙ５／ＢＨＱ（登録商標）－３、およびＣｙ５．５／ＢＨＱ（登
録商標）－３が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４５】
　本発明に使用され得る特定のフルオロフォア－フルオロフォア対の例としては、ＦＡＭ
／ＴＡＭＲＡ、ＦＩＴＣ／ＴＡＭＲＡ、ＦＩＴＣ／ローダミンＸ、ＰＹＳ／ＦＩＴＣ、Ｆ
ＩＴＣ／ＥＩＴＣ、ＦＩＴＣ／ＰＹＢ、ＦＩＴＣ／Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、およびＦＩＴＣ
／ＴＲＩＴＣが挙げられるが、これらに限定されない。
【００４６】
　本発明の方法は、標的核酸中の配列（「クエリー配列」）に対する適合を探すクエリー
分子として機能するオリゴヌクレオチドプローブの使用をさらに含んでよい。オリゴヌク
レオチドプローブが標的核酸に適合する場合、それにハイブリダイズし、核酸ポリメラー
ゼ鎖伸長のためのプライマーとしての機能を果たす。伸長が進行すると、検出体から阻害
剤を移動させる。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸に適合しない場合、標的核酸に
ハイブリダイズせず、鎖伸長は生じず、阻害剤が検出体に付着したままである。
【００４７】
　本発明の方法は、ポリメラーゼ酵素の使用をさらに含んでよい。これは、鎖置換能力を
有する任意の酵素であり得る。市販のポリメラーゼ酵素の例としては、Ｋｌｅｎｏｗ断片
（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（登録商標）Ｉｎｃ．）、Ｔａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼ（ＱＩＡＧＥＮ）、９°Ｎ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａ
ｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（登録商標）Ｉｎｃ．）、Ｄｅｅｐ　Ｖｅｎｔ（商標）ＤＮＡポリ
メラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（登録商標）Ｉｎｃ．）、Ｍａｎｔ
ａ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（登録商標））、Ｂｓｔ　ＤＮＡポリメ
ラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（登録商標）Ｉｎｃ．）、およびｐｈ
ｉ２９　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（登録商標）Ｉ
ｎｃ．）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４８】
　本発明の方法の一実施形態では、検出体が、フルオロフォアに共役され、阻害剤が、消
光剤に共役される。この例では、検出体は、標的核酸に組み込まれ、続いて、オリゴヌク
レオチドプローブ、ポリメラーゼ、および阻害剤を反応物に添加する。フルオロフォアは
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、阻害剤が検出体と結合し、消光剤によって蛍光信号を消光するまで蛍光発光を放射する
。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸中での適合を見出す場合（図１Ａで示される）
、ポリメラーゼは、阻害剤に達し、検出体から阻害剤を移動させるまでプローブを伸長す
る。結果として、消光剤は、もはやフルオロフォアによって放射された蛍光発光を消光せ
ず、比較的強い蛍光信号が放射される。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸中での適
合を見出さない場合（図１Ｂで示される）、阻害剤は、定位置にとどまり、消光剤は、フ
ルオロフォアによって放射された蛍光発光を消光し続け、連続した比較的低い蛍光信号を
得る。
【００４９】
　本発明の方法の別の実施形態では、検出体が、消光剤に共役され、阻害剤が、フルオロ
フォアに共役される。この例では、検出体は、標的核酸に組み込まれ、続いて、オリゴヌ
クレオチドプローブ、ポリメラーゼ、および阻害剤を反応物に添加する。阻害剤は検出体
と結合し、フルオロフォアによって放射された蛍光発光は、検出体の消光剤によって消光
される。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸中での適合を見出す場合、ポリメラーゼ
は、阻害剤に達し、検出体から阻害剤を移動させるまでプローブを伸長する（図２Ａで示
される）。結果として、消光剤は、もはやフルオロフォアによって放射された蛍光発光を
消光せず、比較的強い蛍光信号が放射される。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸中
の適合を見出さない場合（図２Ｂで示される）、阻害剤は、定位置にとどまり、消光剤は
、フルオロフォアによって放射された蛍光発光を消光し続け、連続した比較的低い蛍光信
号を得る。
【００５０】
　本実施形態の別の態様では、検出体が、第１のフルオロフォアに共役され、阻害剤が、
第２のフルオロフォアに共役される。この例では、検出体は、標的核酸に組み込まれ、続
いて、反応物にオリゴヌクレオチドプローブ、ポリメラーゼ、および阻害剤を添加する。
阻害剤は検出体と結合し、第１のフルオロフォアによって放射された蛍光発光として放射
されたエネルギーは、第２のフルオロフォアに移動され、第２のフルオロフォアの蛍光発
光特性として放射される。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸中での適合を見出す場
合、ポリメラーゼは、阻害剤に達し、検出体から阻害剤を移動させるまでプローブを伸長
する。結果として、第２のフルオロフォアは、もはや第１のフルオロフォアから移動した
エネルギーを有さず、したがって、もはや蛍光発光を放射しない。したがって、放射され
た蛍光発光は、もはや第２のフルオロフォアの特性を示さず、再び、第１のフルオロフォ
アの特性を示す。オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸中での適合を見出さない場合、
阻害剤は、定位置にとどまり、放射された蛍光発光は、第２のフルオロフォアの特性を示
し続ける。
【００５１】
　本発明の方法の別の実施形態では、図７で示されるように、検出体をフルオロフォアに
共役し、阻害剤をビオチンに共役する（「阻害剤－ビオチン共役体」）。この例では、検
出体は、標的核酸に組み込まれ、続いて、反応物にオリゴヌクレオチドプローブ、ポリメ
ラーゼ、および阻害剤－ビオチン共役体を添加する。オリゴヌクレオチドプローブが標的
核酸中での適合を見出す場合、ポリメラーゼは、阻害剤－ビオチン共役体に達し、検出体
から阻害剤－ビオチン共役体を移動させるまでプローブを伸長する。オリゴヌクレオチド
プローブが標的核酸中での適合を見出さない場合、阻害剤－ビオチン共役体は、定位置に
とどまる。反応が完了した後、阻害剤－ビオチン共役体は、ストレプトアビジン基質、例
えばストレプトアビジンビーズ（例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｓｏｌｕｌｉｎｋ、Ｔ
ｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ等の様々な製造供給元から容易に入手可能）を用いて
反応物から抽出することができ、これは阻害剤－ビオチン共役体のビオチンと結合する。
プローブ不適合の場合、阻害剤－ビオチン共役体は、プローブによって検出体から移動さ
れず、ストレプトアビジンビーズは、反応物から検出体－阻害剤－ビオチン共役体対を抽
出する。プローブ適合の場合、阻害剤－ビオチン共役体は、プローブによって移動され、
ストレプトアビジンビーズは、非結合阻害剤－ビオチン共役体を抽出する。抽出された試
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料から放射された蛍光信号は、検出体－阻害剤－ビオチン共役体対の存在を示し、したが
って、プローブ不適合、即ち、標的核酸配列の不在を示す。抽出された試料から放射され
た比較的低い蛍光信号は、検出体の不在を示し、したがって、プローブ適合、即ち、標的
核酸配列の存在を示す。
【００５２】
　本発明の方法の別の実施形態では、阻害剤は、エピトープ、例えば抗原、ペプチド、ま
たはタンパク質に共役され得る（「阻害剤－エピトープ共役体」）。この例では、検出体
は、前述のように標的核酸に組み込まれ、続いて、反応物にオリゴヌクレオチドプローブ
、ポリメラーゼ、および阻害剤－エピトープ共役体を添加する。オリゴヌクレオチドプロ
ーブが標的核酸中での適合を見出す場合、ポリメラーゼは、阻害剤－エピトープ共役体に
達し、検出体から阻害剤－エピトープ共役体を移動させるまでプローブを伸長する。オリ
ゴヌクレオチドプローブが標的核酸中での適合を見出さない場合、阻害剤－エピトープ共
役体は、検出体上の定位置にとどまる。反応が完了した後、標的核酸は、反応物から任意
の非適合プローブおよび任意の非結合阻害剤－エピトープ共役体を除去するために精製す
ることができる。精製後、標的核酸は、エピトープに対して特異的な抗体と反応させる。
抗体が、検出システム、例えば、蛍光標識されたタンパク質に共役されるか、または西洋
ワサビペルオキシダーゼ（「ＨＲＰ」）アッセイ（ＨＲＰ化学発光アッセイは、例えば、
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｃｅｌｌ　Ｓｉ
ｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）、お
よびＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ等の様々な製造供給元から市販されて
いる）を用いて検出される。エピトープ信号の検出は、検出体に結合された阻害剤－エピ
トープ共役体の存在を示し、したがって、プローブ不適合、即ち、標的核酸配列を示す。
比較的低いエピトープ信号は、阻害剤－エピトープ共役体が検出体に結合されないことを
示し、したがって、プローブ適合、即ち、標的核酸配列の存在を示す。
【００５３】
　図６は、阻害剤をエピトープに共役し、阻害剤－エピトープ共役体がエピトープとして
ビオチンを含み得る一例を示す。この例では、上述のように反応を進行させ、精製後、標
的核酸は、アッセイ中に残留するビオチンの量を定量化することによって、標的核酸に結
合された阻害剤の存在について試験される。例えば、残留するビオチンは、前述のように
、化学発光アッセイにおいて、抗ビオチンのＨＲＰ結合抗体を用いることによって検出さ
れ得る。
【００５４】
　次いで、特定の標的核酸配列と関連する、本明細書では「データ」と称される本発明の
検出方法の結果は、アクセス可能なデータベース中に保存されてもよく、標的核酸配列と
関連する特定のヒトもしくは動物からの他のデータ、または他のヒトもしくは動物からの
データと関連しても、関連しなくてもよい。得られたデータは、他のデータベースと統合
されるもしくは関連する、および／または交差適合することができるデータベース中に保
存してもよい。
【００５５】
　本発明の方法およびキットは、ネットワークインターフェースとさらに関連させてもよ
い。「ネットワークインターフェース」という用語は、データにアクセスする、データを
預ける、データを合わせる、データを分析する、データを検索する、データを送信する、
またはデータを保存することができる任意の人物またはコンピュータシステムを含むよう
に本明細書に定義される。この用語は、データを分析する人物、分析に使用される電子機
器およびソフトウェアシステム、データ分析を保存するデータベース、およびデータを保
存することができる任意の記憶媒体であるように広範囲に定義される。ネットワークイン
ターフェースの限定されない例としては、人、自動化実験装置、コンピュータおよびコン
ピュータネットワーク、ならびにディスク、ハードドライブ、またはメモリチップ等であ
るが、これらに限定されないデータ記憶装置が挙げられる。
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【００５６】
　本発明の方法およびキットは、乳剤内の核酸試料中の標的核酸配列を検出するためにさ
らに提供され得る。本明細書で使用される「乳剤」は、少なくとも２つの非混和性、また
は部分的に非混和性の液体の安定した混合物である。一般に、非混和性液体は、２つの異
なる相に分離される傾向がある。したがって、界面活性剤は、少なくとも２つの非混和性
、または部分的に非混和性の液体間の表面張力を低下させることによって乳剤を安定させ
る、および／あるいはインターフェースを安定させるために添加してもよい。例えば、本
発明の方法およびキットに従って乳剤は、フッ化炭素油、シリコン油、または炭化水素油
等の非混和性油中の複数の水性液滴を含み得、この液滴粒度は、直径約０．５～５０００
ミクロンに及ぶ。本明細書で使用される「液滴」は、例えば、円筒状、球状、および楕円
、ならびに扁平、延伸、または不規則な形状等であるが、これらに限定されない、あらゆ
る形状を有する連続相内の単離された水性または脂溶性相を意味する。
【００５７】
　本発明およびその利点は詳細に記載されているが、添付の特許請求の範囲に定義される
ように、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、様々な変更、置換、および変形
が行われ得ることが理解されよう。
【００５８】
　本発明は、例証目的のためにのみ提示されるもので、多少なりとも本発明を限定するこ
とは意図されない、以下の実施例においてさらに説明されよう。
実施例
実施例１
【００５９】
　本実施例では、ＦＡＭフルオロフォアで共役され、標的核酸に組み込まれる検出体が、
Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ　ＦＱ消光剤（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）、Ｍａｎｔａ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（登録
商標））、ｄＮＴＰ、適切な緩衝液（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（登録商標）からのＤＮＡポ
リメラーゼと共に供給される）、ならびに図８に示される、８ヌクレオチド長プローブに
沿って標的核酸への完全適合または６つの異なる位置のうちの１つの位置で単一の位置不
適合のいずれかを有する短いオリゴヌクレオチドプローブと共役される阻害剤の存在下で
、３４℃で１０分間、アッセイが行われた。
【００６０】
　蛍光発光が、７つの反応物に対してマイクロプレートリーダーを用いて測定された。図
９に示されるように、適合プローブを含む試料中の蛍光発光は、不適合プローブを含む試
料中のものよりも２～５倍高かった。
実施例２
【００６１】
　本実施例では、一連のオリゴヌクレオチドプローブが患者試料中の２つの異なる対立遺
伝子間で区別するために使用された、アッセイが行われた。ＴＮＮＴ２遺伝子は、まず、
Ａ／Ｇ　ＳＮＰに対してヘテロ接合体であった１人の患者およびホモ接合体（Ｇ）であっ
た別の患者からのゲノムＤＮＡを用いて、ＰＣＲ増幅した（エクソン４～５、４７７ｂｐ
）。ＰＣＲプライマー（前向き）のうちの１つが、ＦＡＭフルオロフォア（Ｉｎｔｅｇｒ
ａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）で標識された。ＰＣＲ試料を
、一本鎖ＤＮＡに変換し、Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱ消光剤（Ｉｎｔｅｇｒ
ａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）、Ｍａｎｔａ　ＤＮＡポリメ
ラーゼ（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（登録商標））、ｄＮＴＰ、適切な緩衝液（Ｅｎｚｙｍａ
ｔｉｃｓ（登録商標）からの酵素と共に供給される）、ならびにＳＮＰ対立遺伝子（対立
遺伝子１）に適合、「ＷＴ」対立遺伝子（対立遺伝子２）に適合した、あるいは標的（即
ち、六量体プローブのライブラリーからランダムに選択された）に適合しなかった短いプ
ローブに共役させた阻害剤と混合した。それぞれの試料の蛍光発光は、３４℃で３０分間
インキュベーションした後、測定された。図１０で示されるように、比較的高い蛍光発光
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が、ヘテロ接合体患者については対立遺伝子１および２の両方に適合するプローブで見ら
れるが、ホモ接合体患者については対立遺伝子２のみで見られ、比較的に低い蛍光発光は
また、全ての不適合プローブに見られる。
実施例３
【００６２】
　本実施例では、ＦＡＭフルオロフォア（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）に共役させた検出体を含む１９１ｂｐの一本鎖ＤＮＡアンプリ
コンを、３４℃で３０分間インキュベートし、次いで、Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標
）ＦＱ消光剤（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．）
、Ｍａｎｔａ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（登録商標））、ｄＮＴＰ、
適切な緩衝液（Ｅｎｚｙｍａｔｉｃｓ（登録商標）からの酵素と共に供給される）、なら
びに標的（１８個のプローブ）を完全に適合するか、または不適合（６個のプローブ）の
いずれかであった２４個の短いプローブ（６～８ヌクレオチド長）に共役させた阻害剤と
混合した。２４個の混合物のそれぞれが、ピコリットルサイズの液滴に乳化され、その後
、蛍光発光は、乳化された数千の滴において検出された（１７００滴が、平均してそれぞ
れのプローブにおいて測定された）。それぞれのプローブタイプの平均蛍光発光および標
準偏差を図１１に示す。不適合プローブ（陰性）は全て、低い蛍光発光を有し、全ての適
合プローブ（陽性）は、高い蛍光発光を有する（棒＝標準偏差）。
【００６３】
　したがって、本発明の好ましい実施形態を詳細に説明してきたが、上記の段落によって
定義される本発明が、本発明の精神または範囲から逸脱することなく、それらの多くの明
らかな変形が可能である場合に、上の説明に記載される特定の詳細を限定するものではな
いことが理解されよう。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９】 【図１０】
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