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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号６、配列番号７、配列番号６の相補体及び配列番号７の相補体からなる群から
選択される核酸を含むＣＫ１９標的配列を検出するための組成物。
【請求項２】
　核酸が配列番号６及び配列番号７からなる群から選択される請求の範囲第１項に記載の
組成物。
【請求項３】
　更に蛍光標識及び蛍光消光剤を含む請求の範囲第２項に記載の組成物。
【請求項４】
　（ａ）核酸増幅試薬、請求の範囲第１項に記載の組成物及び標的配列を含有すると疑わ
れる試験サンプルからなる反応混合物を形成するステップ及び（ｂ）前記混合物を増幅条
件にかけて、前記標的配列に相補的な核酸配列の少なくとも１コピーを作製するステップ
を含むＣＫ１９標的配列の増幅方法。
【請求項５】
　（ａ）請求の範囲第１項に記載の組成物及び（ｂ）増幅試薬を含むＣＫ１９標的配列の
増幅用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は腫瘍学に関する。特に、本発明は試験サンプル中のガンを検出するためのオリ
ゴヌクレオチドに関する。
【背景技術】
【０００２】
　造血系中に上皮細胞が存在するとガンが限局域から身体の他の部分に広まる（転移とし
ても公知）ことが研究により示唆されている。この知見は、転移がガンの特定段階の兆候
であり、ガン患者の適正な治療に関する決定は病気の段階の適正な特徴付けに大いに依存
しているので重要である。特に、限局性ガンを有する患者の治療はガンの転移段階で患者
に与えられる治療とも大きく異なり得る。
【０００３】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のような核酸増幅反応の出現にともなって、造血系中
に存在する上皮細胞はタンパク質レベルの代わりに核酸レベルで検出され得る。よって、
交差反応性抗体に関わる問題が解消される。更に、核酸増幅反応は一般的な抗体ベースア
ッセイ方法よりも非常に高感度であることは公知である。血液流中の上皮細胞を検出する
ための増幅ベースアッセイは転移癌の初期段階を検出するために免疫細胞学的アッセイ法
に比して非常に有利である。
【０００４】
　造血系中の上皮細胞を検出するために使用されているＰＣＲベースアッセイは文献に報
告されている。これらのアッセイの多くは、上皮細胞上に存在するタンパク質であるサイ
トケラチン１９（ＣＫ１９）をコードする核配配列を標的としている。しかしながら、（
ＣＫ１９の遺伝子に非常によく似た核酸配列を含む）多くの擬似遺伝子がヒトゲノム中に
存在している。よって、ＣＫ１９標的配列を検出するための増幅アッセイを開発する際に
当面する１つの問題は、非常に関連している擬似遺伝子を増幅も検出もしないが、ＣＫ１
９遺伝子由来の配列を増幅し、検出するアッセイを設計することである。
【０００５】
　更に、増幅プライマー配列がコンピューターによる非常に関連している配列の比較に基
づいて選択され得ることは公知である。理論的には、この方法で選択される配列は核酸増
幅原理に従って使用したときに特定標的配列のコピーを効率的に生産するはずである。上
記方法で選択した配列の理論的効率にかかわらず、前記配列が許容できる量の増幅産物を
生成しないことはしばしば確かである。しかしながら、この現象は解明できていない。従
って、プライマーは当初コンピュータープログラムを用いてスクリーニングされ得るが、
効率は前記プライマーが実際使用されるまで十分に決定できない。
【０００６】
　別の問題は、増幅産物を検出するために微粒子捕捉検出手順を用いるＰＣＲアッセイを
設計することである。具体的には、微粒子を用いて検出される増幅標的配列は、微粒子に
捕捉された増幅産物が別の増幅産物の捕捉を干渉しないように十分に短くなければならな
い。従って、微粒子を用いて増幅産物を検出するように選択するアッセイでは適当な標的
配列の選択に関して制限が加わることとなる。特に、選択標的配列は比較的に短い配列に
制限される。
【０００７】
　米国特許第６，２０３，９９２号明細書は、ＣＫ１９標的配列を検出するためのＰＣＲ
ベース方法を開示している。しかしながら、米国特許’９９２号明細書に開示されている
方法はサンプル中に存在するＣＫ１９レベルを正確に定量する望ましい能力を有さない。
【０００８】
　従って、ＣＫ１９標的配列を検出するために核酸増幅原理に従って使用され得、高度の
定量を与える改良方法及び配列が当業界で要望されている。
【発明の開示】
【０００９】
　本発明は、サイトケラチン１９（ＣＫ１９）を特異的に且つ高感度で検出するために使
用され得る核酸配列を提供する。特に、本発明で使用されるプライマー配列は配列番号２
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及び配列番号３と称される。本明細書中配列番号４で同定される配列を含むプローブはサ
ンプル中のＣＫ１９レベルを有効に定量するために使用され得る。上記した配列の組合せ
は、末梢血中のＣＫ１９を検出すべく増幅反応を実施し、病気の転移段階のガン細胞また
はガンを循環させるための他の試薬と一緒にキット中に提供され得る。
【００１０】
　本明細書中配列番号１と称されるＣＫ１９標的配列は、核酸増幅試薬及びＣＫ９標的配
列を含有する試験サンプルからなる反応混合物を形成することにより増幅され得る。適当
なＣＫ１９増幅手段を使用し得る。増幅配列の長さが２００ヌクレオチド未満であること
が好ましい。好ましくは、ＣＫ１９標的を配列番号２及び３を含むプライマーセットを用
いるＰＣＲにより増幅する。
【００１１】
　増幅後、増幅標的配列が検出され得る。例えば、増幅標的配列にハイブリダイズしてプ
ローブ／産物ハイブリッドを形成するために配列番号４と称される配列を含むプローブま
たはその組合せを使用し得る。その後、プローブ／産物ハイブリッドは適当な技術を用い
て検出され得る。この技術には微粒子捕捉技術が含まれるが、これに限定されない。場合
により、プライマーまたはプローブを増幅標的配列を捕捉／検出し、よって試験サンプル
中の標的配列の存在を示すために標識してもよい。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　本発明は、試験サンプル中のＣＫ１９標的配列を増幅し、検出するための試薬、方法及
びキットを提供する。特に、
【００１３】
【化１】

であるＣＫ１９標的配列を増幅するための増幅プライマーとして５’ＣＣＧＣＧＡＣＴＡ
Ｃ　ＡＧＣＣＡＣＴＡＣＴ　ＡＣＡＣ３’（配列番号２）及び５’ＧＡＧＣＣＴＧＴＴＣ
　ＣＧＴＣＴＣＡＡＡ３’（配列番号３）が使用され得る。しかしながら、ＤＮＡを増幅
するための当業界で公知の他の適当な方法、例えばローリングサークル増幅、ＴＭＡ、Ｎ
ＡＳＢＡ、リガーゼ連鎖反応等も使用し得る。これらのプライマーが微粒子捕捉／検出方
法にかけられ得る増幅産物を特異的且つ高感度で生成することが知見された。
【００１４】
　増幅ＤＮＡは、増幅ＣＫ１９　ＤＮＡを含む試験サンプルにおいてＣＫ１９が特異的に
検出されるように以下の２１ヌクレオチド、すなわち５’ＧＴＧＣＣＡＣＣＡＴ　ＴＧＡ
ＧＡＡＣＴＣＣ　ＡＧＧＡ３’（配列番号４）の少なくとも１５、より好ましくは少なく
とも２０、更に好ましくは２４全部を有するプローブを用いて検出される。
【００１５】
　より好ましくは、増幅ＤＮＡは配列
【００１６】

【化２】

の少なくとも１５、より好ましくは少なくとも２４、更に好ましくは２９全部を有するプ
ローブを用いて検出される。より好ましい実施態様では、プローブは、蛍光物質に加えて
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分子ビーコンプローブが増幅標的ＣＫ１９に結合しないときに比較して分子ビーコンプロ
ーブが該標的に結合したときに蛍光物質の放出を検出可能に変化させる部分を含む分子ビ
ーコンプローブである。
【００１７】
　更に好ましい実施態様では、プローブは配列
【００１８】
【化３】

を有する分子ビーコンプローブである。明白にするために、この配列は
【００１９】
【化４】

（ここで、太字配列はＣＫ１９標的配列とハイブリダイズし得、オリゴヌクレオチドの各
末端の２つの配列は互いに相補的である）で表される得る。
【００２０】
　等しく好ましい実施態様では、プローブは配列
【００２１】
【化５】

を有する分子ビーコンプローブである。明白にするために、この配列は
【００２２】
【化６】

（ここで、太字配列はＣＫ１９標的配列とハイブリダイズし得、オリゴヌクレオチドの各
末端の２つの配列は互いに相補的である）で表される得る。
【００２３】
　また、本発明は、配列番号１～３以外の上記したオリゴヌクレオチドに相補的であるオ
リゴヌクレオチドをも提供する。ＣＫ１９標的に対するオリゴヌクレオチドの特異性が実
質的に低下しない限り、前記オリゴヌクレオチドの適当な修飾または誘導化も本発明にお
いて使用され得ることは自明である。
【００２４】
　１つの特定実施態様では、プローブはフルオレセイン及び消光剤からなる分子ビーコン
プローブである。適当な消光剤が使用され得るが、この中にはＤａｂｃｙｌ、Ｄａｂｓｙ
ｌ、Ｄａｒｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ等が含まれるが、これらに限定されない。
【００２５】
　プローブの長さは、好ましくは１４０ヌクレオチド未満、より好ましくは７０ヌクレオ
チド未満、更に好ましくは５０ヌクレオチド未満、特に好ましくは３５ヌクレオチド未満
である。
【００２６】
　本発明のプローブ配列は特異性を保証し、増幅産物を検出するために使用され得る。
【００２７】
　特にプローブが分子ビーコンの場合、この分子ビーコンを信号対雑音比が約３以上、よ
り好ましくは約４以上、更に好ましくは約５以上であるようにプライマーを用いるアッセ
イにおいて使用することが好ましい。本発明では、標的配列の存在下でプローブにより直
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接または間接的に発生した信号をポリＡヌクレオチドの存在下でプローブにより直接また
は間接的に発生した信号で割る。従って、プローブが分子ビーコンプローブの場合、用語
「信号対雑音比」はアンプリコンの存在下でのビーコンの生蛍光信号をネガティブコント
ロール（ポリＡのみ）の存在下での同一ビーコンの生蛍光信号で割った値を意味する。更
に、信号対雑音比は、最低の検出可能量よりも有意に高いが、発生信号を消光する（すな
わち、“フック”効果を誘導する）ほど高くない量の標的を用いて通常の条件下で適当数
サイクルにかけた後測定される。下記実施例では、４５回の熱サイクル反応にかけた後信
号を測定する。明白にするために、バックグラウンド信号の補正または減算は信号対雑音
比を計算する際に含める部分でない。
【００２８】
　本明細書中に開示されているプライマー及びプローブ配列は、デオキシリボ核酸（ＤＮ
Ａ）、リボ核酸（ＲＮＡ）、または非帯電核酸アナログのような核酸アナログから構成さ
れ得る。前記アナログには、国際特許出願公開第９２／２０７０２号パンフレットに開示
されているペプチド核酸（ＰＮＡ）及び米国特許第５，１８５，４４４号明細書、同第５
０３４，５０６号明細書及び同第５，１４２，０４７号明細書に記載されているモルホリ
ノアナログが含まれるが、これらに限定されない。前記配列は、現在利用可能な各種技術
を用いてルーチンに合成され得る。例えば、ＤＮＡ配列は慣用のヌクレオチドホスホラミ
ダイト化学及びＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（カリフォルニア州フ
ォスターシティー）、ＤｕＰｏｎｔ（デラウェア州ウィルミントン）またはＭｉｌｌｉｇ
ｅｎ（マサチューセッツ州ベッドフォード）から市販されている機器を用いて合成され得
る。また、所望ならば、配列を米国特許第５，４６４，７４６号明細書、同第５，４２４
，４１４号明細書及び同第４，９４８，８８２号明細書に記載されているような当業界で
公知の方法を用いて標識してもよい。しかしながら、プライマーとして使用する配列は少
なくとも該配列の３’末端にＤＮＡを含んでいなければならず、完全にＤＮＡからなるこ
とが好ましいことを理解されたい。
【００２９】
　本明細書中、「標的配列」は検出及び／または増幅されるか或いは本明細書に記載の配
列の１つに相補的である核酸配列を意味する。標的配列は時々一本鎖と称されているが、
当業者は標的配列が実際には二本鎖であり得ることを認識している。
【００３０】
　本明細書中、「試験サンプル」は標的配列を含有すると疑われるものを意味する。試験
サンプルは血液、気管支胞洗浄液、唾液、咽頭スワブ、眼房液、脳脊髄液、汗、喀痰、尿
、乳、腹水、粘液、滑液、腹膜液、羊水、組織（例えば、心組織）等のような生物学的ソ
ース、発酵ブロス、細胞培養液、化学反応混合物等に由来され得る。試験サンプルは（ｉ
）ソースから入手したものをそのまま直接、または（ｉｉ）サンプルの特性を修飾すべく
前処理後に使用され得る。よって、試験サンプルは使用前に、例えば血液からの血漿の調
製、細胞の破壊、固体物質からの液体の調製、粘性流体の希釈、液体の濾過、液体の蒸留
、液体の濃縮、干渉成分の不活化、試薬の添加、核酸の精製等により予備処理され得る。
最も一般的には、試験サンプルは末梢血である。
【００３１】
　配列番号２及び３は、標的配列を増幅させるために当業界で公知の増幅手順に従って増
幅プライマーとして使用され得る。好ましくは、本明細書に記載されている配列が米国特
許第４，６８３，１９５号明細書及び同第４，６８３，２０２号明細書に記載されている
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の原理に従って使用される。当業者が理解しているよう
に、標的配列がＲＮＡの場合には標的配列の増幅の際に逆転写ステップを含めなければな
らない。逆転写活性を有する酵素、例えばＴａｑポリメラーゼはＲＮＡ鋳型からＤＮＡ配
列を合成し得る活性に関して公知である。逆転写ＰＣＲ（ＲＴ　ＰＣＲ）は当業界で公知
であり、米国特許第５，３１０，６５２号明細書及び同第５，３２２，７７０号明細書に
記載されている。
【００３２】
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　従って、本発明の増幅方法は、通常（ａ）核酸増幅試薬、少なくとも１つの増幅プライ
マー（すなわち、配列番号２または３）及び標的配列を含有すると疑われる試験サンプル
からなる反応混合物を形成するステップ及び（ｂ）前記混合物を増幅条件にかけて、標的
配列に相補的な核酸配列の少なくとも１コピーを作製するステップを含む。当業界で公知
のように上記方法のステップ（ｂ）は反応混合物を熱サイクルにかけることにより複数回
繰り返されることを理解されたい。
【００３３】
　上記したように、反応混合物は“核酸増幅試薬”を含む。この試薬には公知の試薬が含
まれ、ポリメラーゼ活性（及び、所要により逆転写酵素活性）を有する酵素；酵素コファ
クター、例えばマグネシウムやマンガン；塩；ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（
ＮＡＤ）；及びデオキシヌクレオチドトリホスフェート（ｄＮＴＰ）、例えばデオキシア
デニントリホスフェート、デオキシグアニントリホスフェート、デオキシシトシントリホ
スフェート及びデオキシチミントリホスフェートが含まれるが、これらに限定されない。
【００３４】
　「増幅条件」は、通常プライマー配列の標的配列へのハイブリダイズまたはアニーリン
グ及びその後のプライマー配列の伸長を促進させる条件として定義される。前記アニーリ
ングが十分に予測可能な方法で複数のパラメーター（例えば、温度、イオン強度、配列の
長さ、相補性及び配列のＧ：Ｃ含量）に依存することは当業界で公知である。例えば、相
補性核酸配列の環境の温度を下げるとアニーリングが促進される。所与の組の配列の場合
、溶融温度Ｔｍは幾つかの公知の方法により推定される。典型的には、診断用途では、溶
融温度に近い（すなわち、１０℃の範囲内）ハイブリダイゼーション温度を使用する。小
カチオンはホスホジエステル骨格上の負電荷を打ち消すことにより二重鎖の形成を安定化
させる傾向にあるので、イオン強度、すなわち“塩”濃度は溶融温度に影響を与える。典
型的な塩濃度はカチオンの種類及び原子価に依存するが、これは当業者に容易に理解され
る。また、Ｇ：Ｃ対には３水素結合が関与し、Ａ：Ｔ対にはたった２水素結合しか関与し
ないことと長い配列は配列を一緒に保持するのにより多くの水素結合を有しているので、
高Ｇ：Ｃ含量及びより長い配列長さが二重鎖形成を安定化させることも公知である。よっ
て、高Ｇ：Ｃ含量及びより長い配列長さは溶融温度を上げることによりハイブリダイゼー
ション条件に影響を与える。
【００３５】
　所与の診断用途のために配列を選択したら、Ｇ：Ｃ含量及び長さは公知であり、ハイブ
リダイゼーション条件が関わるものを正確に決定する際に明らかにされ得る。イオン強度
は通常酵素活性に対して最適化されるので、変更するように残ったパラメーターは温度だ
けである。通常、ハイブリダイゼーション温度はプライマーまたはプローブのＴｍまたは
その近くの温度で選択される。よって、特定のプライマー、プローブまたはプライマー－
プローブ組のための適当なハイブリダイゼーション条件は当業者により十分得られる。
【００３６】
　上記したように作製される増幅産物は適当な方法及び本発明のプローブを用いたＣＫ１
９標的配列の増幅中または増幅後に検出され得る。よって、増幅ＣＫ１９標的配列は、（
ａ）プローブ及び標的配列に対して相補的な核酸配列からなるハイブリッドを形成するよ
うに標的配列に相補的な核酸に対して少なくとも１つの本発明のハイブリダイゼーション
プローブをハイブリダイズするステップ及び（ｂ）前記ハイブリッドを試験サンプル中の
標的配列の存在の指標として検出するステップを含む方法により検出され得る。
【００３７】
　上記したように形成したハイブリッドは、該ハイブリッドを分離及び／または検出する
ために使用され得る標識を用いて検出され得る。
【００３８】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、検出可能な特性を有する分子または部分（“標識”）
を含み得る。標識は放射性同位元素、蛍光基、化学発光基、酵素、コロイド粒子、蛍光微
粒子等のように直接検出され得る。または、標識は特異的結合メンバーのように間接的に
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検出され得る。直接検出可能な標識は標識を検出し得るように追加の成分、例えば基質、
トリガー試薬、光等を必要とすることがあると理解されたい。間接的に検出可能な標識を
使用するときには、この標識は通常“コンジュゲート”と一緒に使用される。コンジュゲ
ートは通常直接検出可能な標識に結合またはカップリングさせた特異的結合メンバーであ
る。コンジュゲートを合成するためのカップリング化学は当業界で公知であり、例えば特
異的結合メンバーの特異的結合性または標識の検出可能性を低下させない化学的手段及び
／または物理的手段を含み得る。本明細書中、「特異的結合メンバー」は結合対（すなわ
ち、分子の１つが例えば化学的または物理的手段により他の分子に特異的に結合している
２つの異なる分子）のメンバーである。抗原－抗体特異的結合対以外の他の特異的結合対
には、アビジン－ビオチン；ハプテン－ハプテンに対して特異的な抗体；相補的ヌクレオ
チド配列；酵素ファクターまたは基質－酵素；等が含まれるが、これらに限定されない。
【００３９】
　別の実施態様によれば、ハイブリッドを検出するために特異的結合メンバーと直接検出
可能な標識の組合せが使用され得る。例えば、特異的結合メンバーは、特異的結合メンバ
ーで標識したプライマーを用いてハイブリッド中に導入され得る。直接検出可能な標識は
、直接検出可能な標識で標識したプローブを用いてハイブリッド中に導入され得る。よっ
て、ハイブリッドは特異的結合メンバーを用いて微粒子に固定化され、プローブ上の標識
により直接検出され得る。他の検出構成も当業者の選択事項であると理解されたい。
【００４０】
　プローブが当初増幅混合物の一部である１つの好ましい実施態様によれば、プローブ配
列がプライマー配列よりも低い溶融温度を有し、反応混合物を増幅条件に置いたときに標
的配列またはその相補体のコピーがプローブのＴｍよりも高い温度で生ずるようにプライ
マー、プローブ及び増幅条件を選択することが好ましい。前記コピーを合成したら、変性
し、混合物を冷却して、プローブと標的またはその相補体のコピー間でハイブリッドが形
成できる。変性温度からプローブが一本鎖コピーに結合する温度に低下させる速度が非常
に速い（例えば、８～１５分）ことが好ましく、ポリメラーゼ活性を有する酵素がプライ
マー伸長のために活性である温度範囲を通ることが特に好ましい。このように迅速に冷却
することは、プライマー／コピー配列ハイブリダイゼーション及び伸長よりもむしろコピ
ー配列／プローブハイブリダイゼーションにとって好ましい。
【００４１】
　本発明を更に説明するために下記実施例を提示する。これらの実施例は本発明の範囲を
限定するものと解釈すべきでない。
【実施例】
【００４２】
　下記実施例は、本発明のプローブを用いるサイトケラセン１９（ＣＫ１９）の検出を示
す。より具体的には、本実施例では、本発明の分子ビーコンプローブがサンプル中に存在
するＣＫ１９標的配列を検出し、その量を定量し得るＰＣＲアッセイにおいてうまく働く
ことを立証する。更に、実施例では、驚くことに本発明の分子ビーコンプローブが該分子
ビーコンに類似の大きさ及び構成を有する別の分子ビーコンよりも優れていることを立証
する。
【００４３】
　下記実施例では、配列番号２及び配列番号３をＣＫ１９標的配列に特異的な増幅プライ
マーとして使用する。分子ビーコンが標的配列に結合したとき検出可能に強い信号を発す
るように、各分子ビーコンの５’末端をフルオレセインで、３’末端を適当な蛍光消光剤
（配列番号６及び７に対してはｄａｂｃｙｌ、配列番号８に対してはＢｌａｃｋ　Ｈｏｌ
ｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ（ＢＨＱ））で標識した。
【００４４】
　可変量のＣＫ１９　ＲＮＡを含有する試験サンプルに対してＰＣＲを次のように実施し
た。前記サンプルに逆転写試薬を添加した後、４８℃で４５分間インキュベートして、Ｃ
Ｋ１９　ＲＮＡを逆転写した。次に、９４℃で２分間インキュベートして、逆転写酵素を
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不活化した。次に、増幅試薬の存在下で反応物を９４℃×１５秒間、５８℃×２０秒間の
サイクルに４５回かけた。増幅後、反応物を６８℃で２０秒間、その後３５℃で３０秒間
インキュベートした。この間にビーコンの蛍光を検出した。
【００４５】
　本発明の分子ビーコン
【００４６】
【化７】

及び比較の分子ビーコン
【００４７】
【化８】

について信号対雑音比（Ｓ／Ｎ）を計算した。配列番号６を有するビーコンの信号対雑音
比は５．２であったのに対して、配列番号８を有するビーコンの信号対雑音比は２．６で
あった。
【００４８】
　同様の実験で、配列番号７を有するビーコンは配列番号６を有するビーコンと類似であ
った。
【００４９】
　本明細書中に引用した特許明細書、特許出願明細書及び特許出願公開明細書を含めた文
献はすべて援用により本明細書に含まれるとする。
【００５０】
　本発明を好ましい実施態様を強調して記載してきたが、好ましい実施態様に変更を加え
得ること及び本発明は本明細書中に具体的に記載されている以外の方法で実施され得るこ
とは当業者に自明である。従って、本発明には請求の範囲に規定される発明の趣旨及び範
囲内に含まれるすべての修飾が含まれる。
【配列表】
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