
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】改良された融解曲線挙動を持つオリゴヌクレオチド、特に FRETハイブリダイゼー
ションプローブを提供すること。
【解決手段】自身では湾曲できない剛直構造である軸分子ロッドを含むオリゴヌクレオチ
ドを合成するための方法であって、制御孔ガラス粒子を提供する工程、およびホスホルア
ミダイト化学作用により合成する工程を含む、方法ならびに自身では湾曲できない剛直構
造である軸分子ロッドを含むオリゴヌクレオチドであって、該ロッドが 5'末端残基の 5'位
にまたは 3'末端残基の 3'位にリン酸塩部分を介して共有結合されており、プライマー伸長
反応用または核酸増幅反応用のプライマーとして使用でき、ハイブリダイゼーションの温
度依存性がリアルタイムでモニターされるハイブリダイゼーションプローブとして使用で
きるオリゴヌクレオチド。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、
－ 制 御 孔 ガ ラ ス 粒 子 を 提 供 す る 工 程
－ ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 作 用 に よ り 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て
、 該 ロ ッ ド が 5'末 端 残 基 の 5'位 に ま た は 3'末 端 残 基 の 3'位 に リ ン 酸 塩 部 分 を 介 し て 共 有 結
合 さ れ て い る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 、 自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸 分
子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存
性 が リ ア ル タ イ ム に モ ニ タ ー さ れ る 、 使 用 。
【 請 求 項 ６ 】
　 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 化 学 的 に 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 分 野 に 関 す る 。 よ り 正 確 に は 、 本
発 明 は 、 リ ア ル タ イ ム PCRま た は 核 酸 ア レ イ 技 術 い ず れ か に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 化 学 的 に 修 飾 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 供 給 す る
分 野 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ PCR） に よ る DNAの 増 幅 は 分 子 生 物 学 の 基 本 的 な 技 術 で あ る 。 PCR
に よ る 核 酸 分 析 に は 試 料 の 調 製 、 増 幅 お よ び 生 成 物 の 分 析 が 必 要 で あ る 。 こ れ ら の 工 程 は
通 常 は 順 に 行 わ れ る が 、 増 幅 お よ び 分 析 は 同 時 に 行 う こ と が で き る 。 DNA色 素 ま た は 蛍 光
プ ロ ー ブ は 増 幅 前 に PCR混 合 物 に 添 加 し 、 そ れ を 用 い て 、 増 幅 の 間 に PCR産 物 を 分 析 す る こ
と が で き る 。 試 料 の 分 析 は 、 同 一 機 器 内 の 同 一 チ ュ ー ブ 中 で の 増 幅 と 同 時 に 行 わ れ る 。 こ
の 組 合 せ ア プ ロ ー チ は 試 料 の 取 扱 を 減 少 さ せ 、 時 間 を 節 約 し 、 そ し て そ の 後 の 反 応 の た め
の 生 成 物 の 汚 染 の 危 険 性 を 大 い に 低 下 さ せ る 。 と い う の は 、 さ ら な る 分 析 用 に 密 閉 容 器 か
ら 試 料 を 取 り 出 す 必 要 が な い か ら で あ る 。 増 幅 を 生 成 物 の 分 析 と 組 み 合 わ せ る 概 念 は 「 リ
ア ル タ イ ム 」 PCRと し て 知 ら れ る よ う に な っ た 。 例 え ば 、 特 許 文 献 １ 参 照 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCR検 出 様 式
　 キ ネ テ ィ ッ ク リ ア ル タ イ ム PCRに お い て は 、 PCR産 物 の 形 成 は PCRの 各 サ イ ク ル に お い て
モ ニ タ ー さ れ る 。 増 幅 は 、 通 常 、 増 幅 反 応 の 間 に 蛍 光 シ グ ナ ル を 測 定 す る た め の さ ら な る
デ バ イ ス を 有 す る サ ー モ サ イ ク ラ ー で 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 DNA結 合 色 素 の 様 式 ： 二 本 鎖 増 幅 産 物 の 量 は 、 通 常 、 分 析 さ れ る 試 料 に も と も と 存 在 す
る 核 酸 の 量 を 超 え る の で 、 適 切 な 波 長 で 励 起 さ せ る と 、 そ れ ら が 二 本 鎖 DNAに 結 合 し て い
る 場 合 に の み 強 い 蛍 光 を 示 す 二 本 鎖 DNA特 異 的 色 素 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 S
ybrGreenIIの よ う な 、 例 え ば 、 PCR反 応 の 効 率 に 影 響 を 与 え な い 色 素 の み を 用 い る こ と が
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で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 全 て の 他 の 様 式 に は 、 そ の 標 的 核 酸 に 結 合 し た 場 合 に の み 蛍 光
を 発 す る 蛍 光 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 設 計 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 TaqManプ ロ ー ブ ： 一 本 鎖 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は ２ つ の 成 分 で 標 識 さ れ る 。
第 一 の 成 分 を 適 切 な 波 長 の 光 で 励 起 さ せ る と 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 の 原 理 に 従 っ て 、
吸 収 さ れ た エ ネ ル ギ ー は 第 二 の 成 分 、 い わ ゆ る 消 光 剤 、 へ と 移 動 さ せ ら れ る 。 PCR反 応 の
ア ニ ー リ ン グ 工 程 の 間 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 標 的 DNAに 結 合 し 、 そ の 後
の 伸 長 期 の 間 に Taqポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ っ て 分 解 さ れ る 。 そ
の 結 果 、 励 起 さ れ た 蛍 光 成 分 お よ び 消 光 剤 は 互 い に 空 間 的 に 離 さ れ 、 し た が っ て 、 第 一 の
成 分 の 蛍 光 発 光 は 測 定 さ れ 得 る 。 TaqManプ ロ ー ブ ア ッ セ イ は 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 ３ お よ
び 特 許 文 献 ４ に 詳 細 に 開 示 さ れ て い る 。 TaqManハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ お よ び 試
薬 混 合 物 は 特 許 文 献 ５ に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 分 子 ビ ー コ ン （ Beacon） ： こ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 第 一 の 成 分 で 、
お よ び 消 光 剤 で も 標 識 さ れ 、 該 標 識 は 、 好 ま し く は プ ロ ー ブ の 両 末 端 に 位 置 す る 。 プ ロ ー
ブ の 二 次 構 造 の 結 果 と し て 、 両 成 分 は 溶 液 中 で 空 間 的 に 接 近 し て い る 。 標 的 核 酸 へ の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 に 、 適 切 な 波 長 の 光 で の 励 起 の 後 、 第 一 の 成 分 の 蛍 光 発 光 を 測 定
す る こ と が で き る よ う に 、 両 成 分 は 互 い に 離 れ て い る （ 特 許 文 献 ６ ） 。 分 子 ビ ー コ ン を 、
特 異 的 対 立 遺 伝 子 ま た は 多 形 を 同 定 す る た め に 融 解 曲 線 分 析 に 用 い る こ と が で き る （ 後 記
参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ： FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の テ ス ト
様 式 は 、 全 て の 種 類 の ホ モ ジ ニ ア ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に 特 に 有 用 で あ る （
非 特 許 文 献 １ ） 。 そ れ は 、 同 時 に 用 い ら れ 、 増 幅 さ れ た 標 的 核 酸 の 同 じ 鎖 の 隣 接 し て い る
部 位 に 相 補 的 で あ る ２ つ の 一 本 鎖 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 。 双 方 の プ ロ ー ブ は 異 な る 蛍 光 成 分 で 標 識 さ れ る 。 適 切 な 波 長 の 光 で 励 起 さ せ ら れ る と
、 第 一 の 成 分 は 、 両 方 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 検 出 さ れ る べ き 標 的 分 子 の 隣
接 し て い る 位 置 に 結 合 す る と 、 第 二 の 成 分 の 蛍 光 発 光 を 検 出 で き る よ う に 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ
ル ギ ー 移 動 の 原 理 に 従 っ て 、 吸 収 し た エ ネ ル ギ ー を 第 二 の 成 分 に 移 動 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は ヘ ッ ド － テ イ ル 配
置 に て 互 い に 極 め て 接 近 し て 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 通 常 、 第 一 の プ ロ ー ブ の 標 識 さ れ
た 3'末 端 と 第 二 の プ ロ ー ブ の (or)標 識 さ れ た 5'末 端 と の 間 の ギ ャ ッ プ は で き る 限 り 小 さ い
、 即 ち 、 1～ 5塩 基 で あ る 。 こ れ に よ り 、 FRETド ナ ー 化 合 物 と FRETア ク セ プ タ ー 化 合 物 を 極
め て 接 近 さ せ 、 こ れ は 、 典 型 的 に は 、 10～ 100オ ン グ ス ト ロ ー ム で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 の 定 量 的 な 測 定 と し て 、 FRETア ク セ プ タ ー 成 分 の 蛍 光 の 増
加 を モ ニ タ ー す る 代 わ り に FRETド ナ ー 成 分 の 蛍 光 減 少 を モ ニ タ ー す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 に 、 増 幅 さ れ た 標 的 DNAを 検 出 す る た め に FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 様 式
を リ ア ル タ イ ム PCRで 用 い る こ と が で き る 。 リ ア ル タ イ ム PCRの 分 野 で 知 ら れ て い る 全 て の
検 出 様 式 の 中 で 、 FRET-ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 様 式 は 感 度 が 高 く 、 正 確 で あ っ
て 信 頼 性 が あ る こ と が 証 明 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ７ 、 特 許 文 献 ８ 、 特 許 文 献 ９ ） 。 し か し
、 適 切 な FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 配 列 の 設 計 は 、 検 出 す べ き 標 的 核 酸 配 列 の
特 殊 な 特 徴 に よ っ て 時 々 制 限 さ れ る こ と も あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ２ つ の FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い る 代 わ り と し て 、 蛍 光 -標 識 プ ラ イ
マ ー お よ び 一 つ だ け が 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る こ と も 可 能 で あ る
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（ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 こ の 点 に 関 し て は 、 プ ラ イ マ ー が FRETド ナ ー で 標 識 さ れ る か 、 ま た は
FRETア ク セ プ タ ー 化 合 物 で 標 識 さ れ る か を 任 意 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ る と 、 主 と し て 、 FRETド ナ ー /FRETア ク セ プ タ ー の 対 と し て 一 緒 に 作 用 す る
こ と が で き る 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 蛍 光 色 素 の 多 く の 異 な る 対 が 存 在 す る 。 し か し な
が ら 、 本 発 明 に 先 立 っ て は 、 ４ つ の 異 な る FRET対 が 多 重 検 出 ア ッ セ イ で 成 功 し て 用 い ら れ
た こ と を 特 徴 と す る 機 能 的 な 例 は 開 示 さ れ て い な い 。 他 の 理 由 の 中 で は 、 こ れ は 適 切 な 装
置 が な い た め 、 さ ら に は 、 特 異 的 な FRET対 の FRETプ ロ セ ス の 機 能 性 が 、 同 じ 反 応 混 合 物 中
に 存 在 す る 他 の 蛍 光 化 合 物 に よ っ て 妨 害 さ れ る と い う 事 実 に よ る も の で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 PCRお よ び リ ア ル タ イ ム PCR以 外 に 、 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ お よ び 分 子 ビ
ー コ ン が 融 解 曲 線 分 析 で 用 い ら れ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に お い て は 、 標 的 核 酸 は 、 ま ず
、 適 切 な 増 幅 プ ラ イ マ ー と の 典 型 的 な PCR反 応 で 増 幅 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ は 、 増 幅 反 応 の 間 に 既 に 存 在 さ せ る こ と が で き る か 、 あ る い は 引 き 続 い て 添 加 す る
こ と が で き る 。 PCR-反 応 の 完 了 後 、 試 料 の 温 度 は 恒 常 的 に 上 昇 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ が 標 的 DNAに 結 合 し て い る 限 り は 蛍 光 が 検 出 さ れ る 。 融 解 温 度 に お い て は 、 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は そ れ ら の 標 的 か ら 放 出 さ れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル は 直 ち に バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル ま で 低 下 す る 。 こ の 低 下 は 、 蛍 光 減 少 の 最 大 が 観 察 さ れ る 一 次 微 分 値
を 検 出 す る こ と が で き る よ う に 、 適 切 な 蛍 光 対 温 度 -時 間 プ ロ ッ ト で モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し か し な が ら 、 あ る 場 合 に は 、 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 、 ま た は 分 子 ビ ー
コ ン の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 設 計 に 依 存 し て 、 そ の よ う な 温 度 ・ 時 間
プ ロ ッ ト の 一 次 微 分 は 予 測 さ れ た 釣 鐘 形 状 の 曲 線 を 有 し な い が 、 一 次 配 列 分 析 に よ っ て 説
明 す る こ と が で き な い シ ョ ル ダ ー を 含 む 。 現 在 の と こ ろ 、 DNAハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 の 時 間
経 過 の 基 礎 と な る 物 理 化 学 的 プ ロ セ ス は 、 ど の 数 学 モ デ ル に よ っ て も 正 確 に は 予 測 す る こ
と が で き な い 。 し た が っ て 、 実 際 に は 、 当 業 者 は 、 程 度 の 差 は あ る が 理 想 的 な 釣 鐘 型 形 状
の 曲 線 を 有 す る 融 解 曲 線 を 生 じ る こ と が で き る 適 切 な 対 を 同 定 し 、 そ れ を 選 択 す る た め に
は 、 い く つ か の 同 様 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ の 対 を 設 計 し 、 そ れ を テ ス ト す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ の 問 題 を 克 服 す る １ つ の 可 能 性 は 、 特 許 文 献 10に 開 示 さ れ て い る よ う な 、 人 工 的 な ミ
ス マ ッ チ の 導 入 で あ る 。 し か し な が ら 、 あ る 場 合 に は ミ ス マ ッ チ の 導 入 の 結 果 、 特 に 、 同
一 反 応 容 器 中 で い く つ か の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
ジ ョ ン プ ロ ー ブ の い く つ か の 対 を 用 い る 多 重 分 析 の 場 合 に は 、 理 想 的 な 形 状 の 融 解 曲 線 は
得 ら れ な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 6,174,670号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,210,015号 明 細 書
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 5,538,848号 明 細 書
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 5,487,972号 明 細 書
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 5,804,375号 明 細 書
【 特 許 文 献 ６ 】 米 国 特 許 第 5,118,801号 明 細 書
【 特 許 文 献 ７ 】 国 際 公 開 第 97/46707号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ８ 】 国 際 公 開 第 97/46712号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ９ 】 国 際 公 開 第 97/46714号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 １ ０ 】 国 際 公 開 第 97/46711号 パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 １ 】 Matthews,J.A.お よ び Kricka,L.J.,「 Analytical Biochemistry」 1988年
,169巻 ,p.1-25
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Bernard,P.S.ら ,「 Analytical Biochemisrty」 1998年 ,255巻 ,p.101-107
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 当 該 分 野 に お い て は 、 改 良 さ れ た 融 解 曲 線 挙 動 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 特 に FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 提 供 す る 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 要 旨 は 以 下 の 通 り で あ る ：
[１ ]自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成
す る た め の 方 法 で あ っ て 、
－ 制 御 孔 ガ ラ ス 粒 子 を 提 供 す る 工 程
－ ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 作 用 に よ り 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 ；
[２ ]軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト を 提 供 す る こ と に よ り 前 記 軸 分 子 ロ ッ ド が 前
記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 組 み 込 ま れ る 、 [1]記 載 の 方 法 ；
[３ ]軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む 制 御 孔 ガ ラ ス 粒 子 を 提 供 す る こ と に よ り 前 記 軸 分 子 ロ ッ ド が 提 供
さ れ る 、 [１ ]記 載 の 方 法 ；
[４ ]自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ
て 、 該 ロ ッ ド が 5'末 端 残 基 の 5'位 に ま た は 3'末 端 残 基 の 3'位 に リ ン 酸 塩 部 分 を 介 し て 共 有
結 合 さ れ て い る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ；
[５ ][４ ]記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 ；
[６ ][４ ]記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト ；
[７ ]プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 用 の プ ラ イ マ ー ま た は 核 酸 増 幅 反 応 用 の プ ラ イ マ ー と し て の 、 自
身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ
て 、 該 ロ ッ ド が 5'末 端 残 基 に 共 有 結 合 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 使 用 ；
[８ ]ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 、 自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 軸
分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依
存 性 が リ ア ル タ イ ム に モ ニ タ ー さ れ る 、 使 用 ；
[９ ]固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る 、 [４ ]記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ； な ら び に
[１ ０ ]前 記 分 子 ロ ッ ド が 前 記 固 体 支 持 体 と ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 鎖 を 接 続 し て い る 、 [９ ]記
載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 改 良 さ れ た 融 解 曲 線 挙 動 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に FRETハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 提 供 さ れ 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 発 明 の 簡 単 な 説 明
　 こ の 問 題 は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 供 す る こ と に よ っ て 解 決 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 よ り 正 確 に は 、 本 発 明 は 、 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 一 の 態 様 で は 、 分 子 ロ ッ ド は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 第 一 の 部 分 お よ び 第 二 の 部 分 に
結 合 し 、 分 子 ロ ッ ド は 該 鎖 の 第 一 の 部 分 の 3'末 端 残 基 で あ る 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 3'
末 端 を 該 鎖 の 第 二 の 部 分 の 5'末 端 で あ る 第 二 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 5'末 端 を 共 有 結 合 さ せ
る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 二 の 態 様 で は 、 分 子 ロ ッ ド は 5'末 端 残 基 の 5'位 置 ま た は 3'末 端 残 基 の 3'位 置 に 共 有 結
合 す る 。 好 ま し く は 、 分 子 ロ ッ ド (molecvular rod)は リ ン 酸 部 位 を 介 し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 5'ま た は 3'末 端 (ebd)に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 上 記 に 開 示 さ れ て い る よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物
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に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 三 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 上 記 に 開 示 さ れ て い る よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ
ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら な る 局 面 で は 、 本 発 明 は 分 子 ロ ッ ド を 含 む ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 用 の プ
ラ イ マ ー 、 ま た は 核 酸 増 幅 反 応 用 の プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 あ る い は 、 本 発 明 の 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 が 、 例 え ば 、 融 解 曲 線 分 析 を 行 う
こ と に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ せ る こ と
も で き る 。 好 ま し く は 、 そ れ は 、 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 鎖 を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る 分 子 ロ
ッ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 分 子 ロ ッ ド に つ い て の 詳 細
な 概 要 は 、 「 Chem.Rev.」 (Schwabら 、 99(1999)1863-1933) (明 細 書 中 の 本 発 明 の 開 示 に お
い て そ の 内 容 は 参 考 と し て そ の 全 体 が 援 用 さ れ る )に よ っ て 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て は 、 軸 分 子 ロ ッ ド は 、 ロ ッ ド 構 造 に 寄 与 す る 炭 素 原 子 の 各 々 の 相
対 的 位 置 が 相 互 に 対 し て 固 定 さ れ る よ う に 、 二 つ の 分 子 （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
二 つ の 部 分 ） を 結 合 さ せ る リ ン カ ー と し て 定 義 す る こ と が で き る 。 換 言 す る と 、 分 子 ロ ッ
ド は 、 自 身 で は 湾 曲 で き な い 剛 直 構 造 で あ る 。 そ の 結 果 と し て 、 ロ ッ ド 構 造 に 共 有 結 合 し
た 二 つ の 分 子 の 原 子 の 間 の 距 離 は 固 定 さ れ 、 変 え る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ル に 適 合 す る い ず れ の 種 類 の 分
子 ロ ッ ド も 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に 用 い
ら れ る ロ ッ ド は 、 わ ず か 数 個 の 炭 素 原 子 よ り な る 小 さ な 単 純 な 化 学 構 造 で あ る 。 ま た 、 好
ま し い の は 、 好 ま し く は 商 業 的 に 入 手 可 能 な 基 本 的 化 合 物 か ら 出 発 す る 有 機 化 学 の 従 来 の
方 法 に よ っ て 非 常 に 安 価 に か つ 容 易 に 合 成 す る こ と が で き る タ イ プ の 分 子 ロ ッ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 ロ ッ ド は 単 結 合 さ れ た 軸 分 子 ロ ッ ド で あ る 。 定 義 す る と 、 単 結 合 さ
れ た 軸 分 子 ロ ッ ド は 、 ロ ッ ド に よ っ て 接 続 さ れ た 二 つ の 分 子 の 各 々 に 単 一 の 共 有 結 合 に よ
っ て 結 合 し て い る 。 例 え ば 、 分 子 ロ ッ ド は 、 単 純 に 、 エ チ レ ン に よ っ て 連 結 さ れ た 二 つ の
炭 素 原 子 よ り な る 。 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 し な い 単 結 合 さ れ た 分 子 ロ ッ ド に つ い て の 他 の 例
は ビ シ ク ロ ペ ン タ ン 、 ビ シ ク ロ オ ク タ ン (bicyclclooctane)、 ク バ ン 、 ベ ン ゼ ン 、 ナ フ タ
レ ン 、 ア ン ト ラ セ ン 、 ピ レ ン 、 ピ リ ジ ン 、 ま た は ポ ル フ ィ リ ン で あ る 。 ロ ッ ド 構 造 に 共 有
結 合 し た ２ つ の 分 子 の 原 子 の 間 の 距 離 は 固 定 さ れ る け れ ど も 、 単 独 に 連 結 す る 軸 分 子 ロ ッ
ド に よ っ て 連 結 さ れ た 分 子 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 相 互 に 対 し て 相 対 的 に 回 転 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 か な り 好 ま し い 態 様 で は 、 単 結 合 さ れ た 軸 分 子 ロ ッ ド は エ チ レ ン 部 位 あ る い は フ ェ ニ レ
ン 部 位 の い ず れ か を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 別 の か な り 好 ま し い 態 様 で は 、 単 結 合 さ れ た 軸 分 子 ロ ッ ド は 以 下 の 分 子 構 造 を 含 む か 、
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ま た は そ れ か ら な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 代 替 的 な 態 様 で は 、 ロ ッ ド は 二 重 結 合 し た 軸 方 向 ロ 分 子 ロ ッ ド で あ る 。 定 義 す る と 、 二
重 結 合 し た 軸 分 子 ロ ッ ド は 、 ロ ッ ド に よ っ て 連 結 さ れ た ２ つ の 分 子 の 各 々 に ２ つ の 共 有 結
合 に よ っ て 連 結 さ れ て い る 。 二 重 結 合 さ れ た 軸 分 子 ロ ッ ド の 例 は 、 エ テ ネ ン 、 シ ク ロ ブ タ
ン 、 シ ク ロ ヘ キ サ ン 、 お よ び シ ク ロ ヘ キ サ ジ エ ン で あ る 。 二 重 に 連 結 す る 軸 分 子 ロ ッ ド に
よ っ て 連 結 さ れ た 分 子 、 特 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ロ ッ ド 構 造 に 共 有 結 合 さ れ た ２ つ の
分 子 の 原 子 の 間 の 距 離 が 固 定 さ れ て い る と い う 事 実 に 加 え て 、 相 互 に 対 し て 相 対 的 に 回 転
す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 軸 分 子 ロ ッ ド が ポ リ エ チ レ ン な ど の よ う な い く つ か の モ ジ ュ ー ル
か ら 構 成 さ れ て い る 場 合 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 従 っ て 、 用 い る モ ジ ュ ー ル の 数
に 依 存 し て 、 軸 分 子 ロ ッ ド の 長 さ は そ れ に 従 っ て 必 要 に 応 じ て 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 は 、 従 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 化 学 に
従 っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 １ つ の 態 様 で は 分 子 ロ ッ ド は 3'末 端 残 基 の 3'-OH位 置 、 ま た は 3'末 端 残 基 の ３ ’ 位 置 に
共 有 結 合 さ れ る 。 こ の 態 様 で は 、 軸 分 子 ロ ッ ド は 、 三 官 能 性 ス ペ ー サ ー を 含 む 適 切 な CPG(
Controlled Pore Glass(細 孔 性 ガ ラ ス ))を 用 い て 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 3'末 端 に 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 米 国 特 許 第 5,290,925号 に 開 示 さ れ た 化 合
物 お よ び 方 法 に 類 似 し た 分 子 ロ ッ ド を 既 に 担 持 し て い る CPGを 適 用 す る こ と に よ っ て 行 う
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 分 子 ロ ッ ド は 5'末 端 残 基 の 5'-位 置 に 共 有 結 合 さ れ る 。 こ の 他 の 態 様 で
は 、 軸 分 子 ロ ッ ド は 、 適 切 な ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト を 用 い る こ と に よ っ て 、 未 完 成 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 に 連 結 す る こ と が で き る 。 任 意 に 、 ロ ッ ド の 遊 離 末 端 に ア ミ ノ 基 を 導 入
す る こ と が で き 、 こ れ は 、 そ の 後 の 従 来 の ポ ス ト ラ ベ リ ン グ ス ト ラ テ ジ ー の 基 礎 と し て 働
く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト 化 学 方 法 は い ず れ の 当 業 者 に よ っ て も よ く 知 ら れ て い る 。 １ つ の
ヌ ク レ オ シ ド の 3'－ リ ン 酸 基 (phosporous)は 別 の ヌ ク レ オ シ ド の 5'－ ヒ ド ロ キ シ ル 部 分 と
反 応 す る 。 溶 液 中 に 遊 離 さ せ ら れ た 5'－ ジ メ ト キ シ ト リ チ ル 保 護 モ ノ マ ー を 持 つ 各 ホ ス ホ
ル － ア ミ ダ イ ト と 、 不 活 性 な 基 材 に 結 合 し た 伸 長 し て い る 途 中 の 3'反 応 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 間 で 、 反 応 は 3'か ら 5'方 向 に 進 行 す る 。 他 の 方 法 と 比 較 し て 、 固 有 の カ ッ プ リ ン グ
収 率 は 、 通 常 、 98± 0.5％ 程 度 で あ り 、 そ の 結 果 、 容 易 に 精 製 さ れ る 付 加 物 が 得 ら れ る 。
高 い 収 率 の 合 成 を 確 実 と す る 重 要 な 要 因 は キ ャ ッ ピ ン グ 工 程 で あ り 、 こ れ は 、 5'－ ヒ ド ロ
キ シ ル 部 分 に あ る カ ッ プ リ ン グ さ れ て い な い 塩 基 の ア セ チ ル 化 で あ る 。 各 合 成 の 最 後 に 回
収 さ れ た 粗 反 応 混 合 物 は 、 少 量 の 副 産 物 と 共 に 所 望 の 付 加 物 よ り な る 。 こ れ ら の 欠 失 配 列
は １ 塩 基 か ら n-1塩 基 ま で の の サ イ ズ の 範 囲 で あ り 、 nは 所 望 の 産 物 中 の 塩 基 数 で あ る 。 カ
ッ プ リ ン グ の 失 敗 に よ り 形 成 さ れ た 欠 失 配 列 は 、 そ の 後 の 塩 基 付 加 の 前 に 化 学 的 に キ ャ ッ
ピ ン グ さ れ な け れ な ら な い 。 そ う で な け れ ば 、 こ れ ら の 失 敗 し た 配 列 は ホ ス ホ ル － ア ミ ダ
イ ト に 対 し て 全 長 付 加 物 と 競 合 す る で あ ろ う 。 ま た 、 所 望 の 産 物 か ら の (n-1)マ ー の 分 離
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は 、 よ り 短 い 長 さ の 他 の 切 形 配 列 の 分 離 よ り は か な り 挑 戦 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 未 完 成 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 未 完 成 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 の 反 応 性 5'OH基 を 生 じ
さ せ る た め に 、 各 合 成 サ イ ク ル の 後 に 除 去 さ れ な け れ ば な ら な い ジ メ ト キ シ ト リ チ ル (DMT
)基 に よ っ て 保 護 さ れ た 5'-ヒ ド ロ キ シ ル 位 置 を 有 す る 。 生 成 物 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に つ い て は 、 DMT基 は 合 成 の 間 に 除 去 す る こ と が で き (ト リ チ ル オ フ )、 ま た は も し 逆 相 HPL
Cが 選 択 で き る 精 製 方 法 で あ れ ば 残 す こ と が で き る (ト リ チ ル オ ン )。 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 支 持 体 か ら 切 断 さ れ る と 遊 離 3'－ ヒ ド ロ キ シ ル 部 分 が 作 り 出 さ れ 、 従 っ て 、
さ ら な る 脱 保 護 は 必 要 な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 発 明 者 ら は 、 驚 く べ き こ と に 、 内 部 分 子 ロ ッ ド を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
プ ロ ー ブ が 、 融 解 曲 線 分 析 実 験 に お い て 改 変 さ れ た か つ よ り 予 測 可 能 な 挙 動 を 有 す る こ と
を 見 い 出 し た 。 従 っ て 、 本 発 明 の １ つ の 重 要 な 態 様 で は 、 分 子 ロ ッ ド が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 鎖 の 第 一 の 部 分 お よ び 第 二 の 部 分 を 連 結 し 、 分 子 ロ ッ ド が 該 鎖 の 第 一 の 部 分 の 3'末 端 残
基 で あ る 第 一 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 3'末 端 を 該 鎖 の 第 二 の 部 分 の 5'末 端 で あ る 第 二 の ヌ ク
レ オ チ ド 残 基 の 5'末 端 と 共 有 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 内 部 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 り 出 せ る 容 易 な 可 能 性 が 存 在 す る 。 適
切 に 保 護 さ れ た ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 担 持 し て い る 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む 適 切 な ホ ス ホ ル － ア ミ
ダ イ ト を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 次 の 合 成 サ イ ク ル の 間 に 、 別 の デ オ キ シ ヌ ク レ
オ チ ド － ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト と 反 応 す る こ と が で き る よ う に 脱 保 護 で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 フ ェ ニ レ ン ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト の 合 成 の 例 は 図 １ お よ び 実 施 例 １ に 示 さ れ る 。 他 の 分
子 ロ ッ ド ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト は 、 そ れ に 対 応 し て 、 例 え ば 、 反 応 性 基 と し て ２ つ の ヒ ド
ロ キ シ ル 基 を 含 む ロ ッ ド 足 場 か ら 出 発 し て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 適 切 な 長 さ の 内 部 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 作 り 出 す た め に 数
個 の ロ ッ ド を 担 持 し て い る ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト を 次 々 と 未 完 成 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖
に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 で 開 示 さ れ た 軸 分 子 ロ ッ ド を 持 つ 少 な く と も １ つ の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 で 開 示 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む キ ッ ト に
関 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 種 々 の 用 途 に 、 例 え ば 、
プ ラ イ マ ー 伸 長 反 応 用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 核 酸 増 幅 反 応 用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 ま た は
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 １ つ の 態 様 で は 、 軸 分 子 ロ ッ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 お よ び 標 識 部 分 の 間 の 標 識 さ
れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の リ ン カ ー と し て 働 く こ と が で き る 。 そ の 結 果 、 ロ ッ ド の 剛 直 構
造 は 、 標 識 部 分 と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 と の 間 の 部 分 的 な 接 近 を 防 ぐ こ と に な る 。 標 識 が
蛍 光 部 分 で あ る 場 合 、 そ の よ う な 回 避 は か な り 有 利 で あ る 。 と い う の は 、 G残 基 と 蛍 光 部
分 と の 間 の 制 御 で き な い 相 互 作 用 に よ る 望 ま な い 消 光 効 果 が 回 避 さ れ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 別 の 重 要 な 態 様 で は 、 本 発 明 の 内 部 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ る 。 軸 分 子 ロ ッ ド は TaqManプ ロ ー ブ 、 分 子 ビ ー コ
ン の よ う な あ ら ゆ る 種 類 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー ジ ョ ン プ ロ ー ブ の 一 体 化 部 分 で あ っ て よ く 、
ま た 、 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 対 の 一 方 ま た は 双 方 の メ ン バ ー の 一 体 化 部
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分 中 に あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 ブ ロ ッ ト 、 マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト 、 マ イ ク ロ ア レ イ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 、 お よ び 特 に 、 リ ア ル
タ イ ム PCRに 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 対 を 用 い 、 例 え ば 、 融 解 曲 線 分 析 を 行 う こ と に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 が モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCR融 解 曲 線 分 析 は 、 通 常 、 PCR反 応 の 完 了 後 に 行 わ れ る 。 初 期 の 変 性 お よ
び 冷 却 工 程 の 後 に 、 ア ン プ リ コ ン の 温 度 は 恒 常 的 に 上 昇 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ が 標 的 DNAに 結 合 す る 限 り は 、 蛍 光 が 検 出 可 能 で あ る 。 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
プ ロ ー ブ 様 式 の 場 合 に は 、 蛍 光 シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る た め に は 、 双 方 の プ ロ ー ブ は 標 的 核
酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る こ と が 必 要 で あ る 。 融 解 温 度 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
ジ ョ ン プ ロ ー ブ (FRET様 式 の 場 合 に は ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 該 対 の 少 な く
と も １ つ の メ ン バ ー )が そ の 標 的 か ら 遊 離 さ せ ら れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル は 直 ち に バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド レ ベ ル ま で 低 下 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の 低 下 が 、 適 切 な 蛍 光 対 温 度 － 時 間 プ ロ ッ ト で モ ニ タ ー さ れ 、 蛍 光 低 下 の 最 大 が 観 察
さ れ る 一 次 微 分 値 を 決 定 す る こ と が で き る 。 以 下 の 実 施 例 に 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 内
部 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の 特 定 の 態 様 に か な り 有 利 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 軸 分 子 ロ ッ ド の 剛 直 性 質 の た め 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 融 解 特 性 を 実 質 的 に 変 え る こ と
が で き 、 し た が っ て 、 必 要 な 条 件 に 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま ず 、 内 部 分 子 ロ ッ ド の 導 入 の 結 果 、 通 常 は 中 程 度 の 温 度 低 下 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 融 解 温 度 T M の 中 程 度 の シ フ ト が 起 こ り 得 る 。 そ の よ う な 低 下 は 、 特 に 、 複 数 の Tmを 分
析 し 、 相 互 に 区 別 し な け れ ば な ら な い 多 重 融 解 曲 線 ア プ ロ ー チ に 有 利 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 第 二 に 、 内 部 分 子 ロ ッ ド の 導 入 は 、 通 常 、 塩 基 対 合 ミ ス マ ッ チ を 伴 う ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 事 象 と 伴 わ な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 と を 比 較 し た 場 合 に 検 出 す る こ と が で
き る 融 解 温 度 の 差 を 大 き く す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 リ ア ル タ イ ム
PCRに お い て 、 固 体 支 持 体 を 用 い る 態 様 と 同 様 に 、 対 立 遺 伝 子 の 区 別 、 お よ び 単 一 ヌ ク レ
オ チ ド 多 形 分 析 の 解 析 を 有 意 に 改 良 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 第 三 に 、 こ れ ま で に 研 究 し た 全 て の 場 合 に お け る 内 部 分 子 ロ ッ ド の 導 入 の 結 果 、 一 次 微
分 の 温 度 対 時 間 プ ロ ッ ト を 作 成 す る と 、 シ ャ ー プ で 、 ス レ ン ダ ー で 、 か つ 最 適 な 釣 鐘 型 形
状 の 融 解 ピ ー ク が 得 ら れ る 。 こ れ は 、 軸 分 子 ロ ッ ド の 剛 直 な 性 質 に よ っ て 説 明 す る こ と が
で き 、 こ れ は 、 そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 標 的 DNAに 依 然 と し て 完 全
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い る か 、 ま た は 反 応 溶 液 中 で そ の 一 本 鎖 形 態 で 完 全 に 遊 離 し て い る
状 況 を 生 じ さ せ る 。 言 い 換 え る と ： シ ョ ル ダ ー を 持 つ 釣 鐘 形 状 で は な い 融 解 曲 線 を 生 じ る
部 分 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 中 間 体 が 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 第 四 に 、 内 部 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む プ ロ ー ブ の 使 用 の 結 果 、 多 く の 場 合 に 、 ア ッ セ イ 特 異
性 の 改 良 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 最 後 の 局 面 で は 、 本 発 明 の 軸 分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 支 持 体 、 例 え
ば 、 核 酸 マ イ ク ロ ア レ イ に 固 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 そ れ は 、 ヌ ク レ オ チ ド 残
基 の 鎖 を 固 体 支 持 体 に 連 結 す る 分 子 ロ ッ ド で あ る 。 そ の よ う な 用 途 は 非 常 に 有 用 で あ る 。
な ぜ な ら ば 、 ロ ッ ド の 剛 直 構 造 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 自 体 と 固 体 支 持 体 と の 間 の 限 定 さ
れ た 、 規 定 さ れ た 、 制 御 可 能 な 空 間 的 分 離 を 生 じ る か ら で あ る 。 そ の 結 果 、 固 体 支 持 体 へ
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の 接 近 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 固 定 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に つ い て 推 定 さ れ る 立 体 障 害 が 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 核 酸 ア レ イ の 使 用 に つ い て は 、 最 適 化 さ れ た マ ッ チ ／ ミ ス マ ッ チ 区 別 を 達 成 す る こ と が
特 に 重 要 で あ る の で 、 本 発 明 に よ る 内 部 分 子 ロ ッ ド の 導 入 は か な り 有 利 で あ る 。 な ぜ な ら
ば 、 こ れ は 、 塩 基 対 合 ミ ス マ ッ チ を 伴 う ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 と そ れ を 伴 わ な い ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 と を 比 較 し た 場 合 に 、 検 出 可 能 な 融 解 温 度 の 差 を 大 き く す る か
ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 固 体 支 持 体 へ の 分 子 ロ ッ ド の カ ッ プ リ ン グ の 適 切 な 態 様 は 、 実 際 に 使 用 す べ き 固 体 支 持
体 の タ イ プ に 依 存 す る 。 例 え ば 、 ロ ッ ド の ア ミ ノ 基 は ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク の よ う な
表 面 の エ ポ キ シ 基 と 反 応 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ア ル コ キ シ － シ ラ ン 化 ロ ッ ド を ガ
ラ ス 表 面 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と が で き る 。 反 応 性 C-OH基 を 担 持 し て い る 表 面 で は 、 従
来 の ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 化 学 を 用 い て 結 合 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 イ ン サ イ チ ュ 合 成 に よ っ て 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 密 度 を 制 御
す る た め に は 、 第 一 の 工 程 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 に よ っ て 延 長 す る こ と が で
き る (exendable)軸 分 子 ロ ッ ド お よ び 延 長 す る こ と が で き な い 軸 分 子 ロ ッ ド の 混 合 溶 液 と
固 体 支 持 体 と を 反 応 さ せ る 。 次 い で 、 延 長 す る こ と が で き な い ロ ッ ド 化 合 物 の 濃 度 を 補 正
す る こ と に よ っ て 密 度 を 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 、 文 献 、 配 列 表 お よ び 図 面 は 本 発 明 の 理 解 を 助 け る た め に 掲 げ る も の で あ
り 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ る 。 本 発 明 の 精 神 を 逸 脱 す る こ
と な く 、 記 載 さ れ る 手 順 に 変 更 を 加 え る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
実 施 例 １
分 子 ロ ッ ド を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 の 例 と し て 、 内 部 ロ ッ ド を 担 持 し て い る 本 発 明 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 図 1に 示 し た ス ト ラ テ ジ ー に 従 っ て 以 下 の よ う に 合 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 A)4-(p,p'-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -メ チ ル オ キ シ )ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル
　 1時 間 以 内 に 、 300mlの 乾 燥 ピ リ ジ ン 中 の 51.5gの 塩 化 ジ メ ト キ シ ト リ チ ル の 溶 液 を 、 室
温 に て 、 100mlの 乾 燥 ピ リ ジ ン 中 の 20gの 1,4ビ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ベ ン ゼ ン の 溶 液 に 滴 下
し た 。 一 晩 攪 拌 し た 後 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 溶 媒 を 蒸 発 さ せ た 。 残 渣 を 80
0mlの 酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル に 溶 解 さ せ 、 400mlの 水 で 1回 、 次 い で 200mlの 水 で 2回 洗 浄 し た
。 有 機 相 を 分 離 し 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ た 。 濾 過 後 、 ロ ー タ リ ー エ パ ポ レ ー タ ー を
用 い て 、 溶 媒 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 シ リ カ ゲ ル 上 で の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 を 行 っ た 。 こ れ に よ り 、 0.1%
の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る ト ル オ ー ル /酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル /メ タ ノ ー ル の 4:1:1混 合
液 に 10グ ラ ム の 粗 生 成 物 を 溶 解 さ せ た 。 シ リ カ ゲ ル 60(0.063～ 0.200mm)を 充 填 し た 40cm/d
=6.9cmカ ラ ム に 溶 液 を 加 え た 。 0.1%ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る ト ル オ ー ル /酢 酸 エ チ ル
エ ス テ ル /メ タ ノ ー ル の 4:1:1混 合 液 で 生 成 物 を 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 TLC:0.1%ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る ト ル オ ー ル /酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル /メ タ ノ ー ル の 4:
1:1混 合 液 　 Rf:0.56
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 B)ジ イ ソ プ ロ ピ ル -ホ ス ホ ル ア ミ ド 酸 4-[ビ ス -(4-メ ト キ シ -フ ェ ニ ル )-フ ェ ニ ル -メ ト キ
シ ]-ベ ン ジ ル エ ス テ ル ２ -シ ア ノ -エ チ ル エ ス テ ル
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　 室 温 に て 、 ア ル ゴ ン 下 、 0.78グ ラ ム の ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ン モ ニ ウ ム テ ト ラ ゾ ー ル を 、 乾
燥 し た 15mlの 塩 化 メ チ レ ン 中 の 2グ ラ ム の 1-(O-ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )4-
ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -ベ ン ゼ ン の 溶 液 に 添 加 し た 。 10mlの 乾 燥 塩 化 メ チ レ ン 中 の 1.37gの 2-シ
ア ノ エ チ ル -テ ト ラ イ ソ プ ロ ピ ル -ホ ス ホ ル ジ ア ミ ダ イ ト の 溶 液 を 30分 以 内 に 滴 下 に よ り 添
加 し た 。 室 温 に て ２ 時 間 攪 拌 し た 後 、 懸 濁 液 を 濾 過 し た 。 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用
い る こ と に よ っ て 、  濾 液 か ら 溶 媒 を 除 去 し た 。 残 渣 を 50mlの 酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル に 溶 解
さ せ 、 10mlの 5%炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 で 2回 洗 浄 し た 。 有 機 相 を 分 離 し 、 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム で 乾 燥 さ せ た 。 濾 過 後 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 、 溶 媒 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 精 製 は 、 シ リ カ ゲ ル 上 で の カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 行 っ た 。 こ れ に よ り 、 0.
1%ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る 酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル /ヘ キ サ ン の 1:1混 合 液 に 粗 生 成 物 を 溶
解 さ せ た 。 シ リ カ ゲ ル 60(0.063～ 0.200mm)を 充 填 し た l=32cm/d=4.5cmカ ラ ム に 溶 液 を 加 え
た 。 0.1%ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る 酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル /ヘ キ サ ン 1:1混 合 液 で 生 成 物 を
溶 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 TLC:0.1%ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 有 す る 酢 酸 エ チ ル エ ス テ ル /ヘ キ サ ン の 1:1混 合 液 　 Rf:0
.80
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 NMR  1 H(300MHz):1.21t[12H], 2.76t[2H], 3.7m[2H], 3.78s[6H], 3.88m[2H], 4.16s[2H
], 4.75m[2H], 6.91d[4]7.23-7.67m,s[13] NMR 3 1 P(300MHz):149.19
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 化 学 を 用 い る 従 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 に よ っ て 、 得 ら れ た ホ
ス ホ ル ア ミ デ ー ト を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 取 り 込 ん だ 。 上 記 で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 中 の 分 子 ロ ッ ド を 以 下 の 実 施 例 で は 「 フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー 」 と い う 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 ２
プ ロ ト ロ ン ビ ン プ ラ ス ミ ド DNAの リ ア ル タ イ ム 突 然 変 異 分 析
　 本 発 明 の 有 効 性 を 示 す た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ る プ
ロ ト ロ ン ビ ン (G20210A)点 突 然 変 異 の 遺 伝 子 型 決 定 を テ ス ト 系 と し て 選 択 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 野 生 型 お よ び 突 然 変 異 体 プ ロ ト ロ ン ビ ン 配 列 の 部 分 断 片 を 別 々 の pCR T M 2.1プ ラ ス ミ ド ベ
ク タ ー (Invitrogen)に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAの 濃 度 は 分 光 測 定 に よ っ て 見 積
も っ た 。 ヘ テ ロ 接 合 性 DNAを 得 る た め の プ ロ ト ロ ン ビ ン プ ラ ス ミ ド DNA希 釈 物 な ら び に 野 生
型 お よ び 突 然 変 異 体 プ ラ ス ミ ド の 混 合 物 は 、 10mMト リ ス － HCl(pH8.3)中 の MS2 RNA(10ng/
μ l)よ り な る 希 釈 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 PCRは 、 LightCycler機 器 (Roche Molecular Biochemicals)で 行 っ た 。 典 型 的 な PCRア ッ
セ イ は 、 １ つ の 反 応 キ ャ ピ ラ リ ー 中 に お い て 20μ l容 量 に な る よ う 水 で 調 整 し た 、 2μ lの D
NA、 1× 検 出 ミ ッ ク ス 、 1× 反 応 緩 衝 液 、 4mMの 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム お よ び 1.6ユ ニ ッ ト の Taq
ポ リ メ ラ ー ゼ (全 て 、 Roche Diagnostics, Mannheim, Germany製 )よ り な る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 突 然 変 異 分 析 に は 、 LightCycler-DNAマ ス タ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ キ ッ ト (
Roche Molecular Biochemical, カ タ ロ グ 番 号 2015102)か ら の 反 応 緩 衝 液 お よ び 修 飾 さ れ
て い な い Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 プ ロ ト ロ ン ビ ン 用 の 10× 検 出 ミ ッ ク ス は 、 10mMト リ ス -HCl(pH8.3)緩 衝 液 中 の 5μ Mの 各
プ ラ イ マ ー (正 方 向 お よ び 逆 方 向 )、 2μ Mの 突 然 変 異 プ ロ ー ブ (フ ル オ レ セ イ ン -標 識 )、 4μ
Mの ア ン カ ー プ ロ ー ブ (LC Red 640-標 識 )、 0.05%Brij-35よ り な る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 以 下 の プ ラ イ マ ー お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 配 列 を 用 い た ：
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　 プ ロ ト ロ ン ビ ン 正 方 向 プ ラ イ マ ー :
5'CCAATCCCGTGAAAGAATTAT-3'(配 列 番 号 :1)
　 プ ロ ト ロ ン ビ ン 逆 方 向 プ イ マ ー :
5'-AGGTGGTGGATTCTTAAGTC-3'(配 列 番 号 :2)
プ ロ ト ロ ン ビ ン プ ロ ー ブ 1:
5'-LCRed640-CACTTTTATTGGGAACCATAGTTTTAGAAACACAA-リ ン 酸 -3'(配 列 番 号 :3)
プ ロ ト ロ ン ビ ン プ ロ ー ブ ２ :
5'-GCATTGAGGCTCGCTGAGAG-フ ル オ レ セ イ ン -3'(配 列 番 号 :4)
プ ロ ト ロ ン ビ ン プ ロ ー ブ 3:
5'-GCATTGTGGCTCGCTGAGAG-フ ル オ レ セ イ ン -3'(配 列 番 号 :5)
プ ロ ト ロ ン ビ ン プ ロ ー ブ 4:
5'-GCATTGxGGCTCGCTGAGAG-フ ル オ レ セ イ ン -3'(配 列 番 号 :6)
x=フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー
【 ０ ０ ８ １ 】
　 通 常 の PCRサ イ ク ル 条 件 は 30秒 間 の 初 期 の 95 o Cの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 続 い て の 、 45サ
イ ク ル の 0秒 間 の 95 o C、 10秒 間 の 55 o C、 お よ び 5秒 間 の 72 o Cよ り な る も の で あ り 、 30秒 間 の
40 o Cで 終 え た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 各 反 応 に つ い て の 融 解 温 度 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 差 し 引 き (substraction)、 多 項 計 算
方 法 を 用 い る LightCycler解 析 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
実 施 例 ３
プ ロ ト ロ ン ビ ン (G20210A)点 突 然 変 異 の 遺 伝 子 型 決 定 は 、 完 全 マ ッ チ 突 然 変 異 プ ロ ー ブ で
は 可 能 で な い 。
　 1ngの 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ び 突 然 変 異 体 プ ロ ト ロ ン ビ ン DNAの リ ア ル タ イ ム PCRは 実
施 例 1の 設 定 で 行 っ た 。 結 果 を 図 2に 示 す 。 分 か る よ う に 、 完 全 マ ッ チ 突 然 変 異 プ ロ ー ブ で
融 解 曲 線 分 析 を 行 っ た 後 に 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺 伝 子 型 を 正 確 に 決 定 す る こ と は 可 能 で な い
。 な ぜ な ら 、 ホ モ 接 合 野 生 型 お よ び ヘ テ ロ 接 合 遺 伝 子 型 は 正 確 に は 区 別 で き な い か ら で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
実 施 例 ４
人 工 的 な ミ ス マ ッ チ を 持 つ 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン (G20210A)点 突 然
変 異 の 遺 伝 子 型 を 決 定 す る こ と は 可 能 で あ る が 、 完 全 で は な い 。
　 1ngの 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ び 突 然 変 異 体 プ ロ ト ロ ン ビ ン DNAの リ ア ル タ イ ム PCRは 実
施 例 1の 設 定 で 行 っ た 。 結 果 を 図 3に 示 す 。 分 か る よ う に 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺 伝 子 型 の 正 し
い 決 定 は 人 工 的 な ミ ス マ ッ チ を 持 つ 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を 用 い て 原 理 的 に 可 能 で あ る が 、 野
生 型 融 解 ピ ー ク は 依 然 と し て 非 常 に 幅 が 広 く 明 ら か な シ ョ ル ダ ー を 示 す 。 加 え て 、 ヘ テ ロ
接 合 試 料 の 二 つ の 融 解 ピ ー ク の 間 の 最 小 は 高 い シ グ ナ ル レ ベ ル を 有 し 、 従 っ て 、 ピ ー ク 間
の 最 小 お よ び 野 生 型 融 解 ピ ー ク の 最 大 の 間 に は 大 き な 差 は な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 ５
フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー が 挿 入 さ れ て い る 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン (G2021
0A)点 突 然 変 異 の 完 全 な 遺 伝 子 型 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
　 1ngの 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ び 突 然 変 異 体 プ ロ ト ロ ン ビ ン DNAの リ ア ル タ イ ム PCRは 実
施 例 1の 設 定 で 行 っ た 。 結 果 を 図 4に 示 す 。 分 か る よ う に 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 遺 伝 子 型 は 、 フ
ェ ニ レ ン リ ン カ ー が 挿 入 さ れ て い る 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を 用 い て 完 全 に 決 定 す る こ と が で き
る 。 全 て の 融 解 ピ ー ク は 非 常 に シ ャ ー プ で あ っ て 、 シ ョ ル ダ ー は 全 く な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例 ６
異 な る 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を 用 い る プ ロ ト ロ ン ビ ン 突 然 変 異 融 解 ピ ー ク の 融 解 温 度 の シ フ ト
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　 1ngの 突 然 変 異 体 プ ロ ト ロ ン ビ ン DNAの リ ア ル タ イ ム PCRは 、 実 施 例 1の 設 定 で 行 っ た 。 結
果 を 図 5に 示 す 。 分 か る よ う に 、 プ ロ ト ロ ン ビ ン 突 然 変 異 融 解 ピ ー ク の 融 解 温 度 は 、 用 い
た 突 然 変 異 プ ロ ー ブ に 依 存 し て シ フ ト す る 。 以 下 の 表 は 異 な る 融 解 温 度 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 ７
EBVプ ラ ス ミ ド DNAの リ ア ル タ イ ム PCR
　 本 発 明 の 有 効 性 を 示 す た め に 、 し ば し ば EBVと 言 わ れ る エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ ィ ル ス (ヘ
ル ペ ス ウ ィ ル ス フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ っ て 、 最 も 一 般 的 な ヒ ト ウ ィ ル ス の １ つ で あ る
)を 第 二 の テ ス ト 系 と し て 選 択 し た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 EBVの 部 分 的 断 片 を pT3T7プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー (Roche Molecular Biochemicals)に ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAの コ ピ ー 数 は 、 1モ ル が 6× 1023コ ピ ー に 等 し い と 仮 定 し て 分
光 測 定 に よ っ て 見 積 も っ た 。 EBVプ ラ ス ミ ド DNA希 釈 物 は 、 10mMの ト リ ス － HCl(pH8.3)中 の
MS2 RNA(10ng/μ l)よ り な る 希 釈 剤 を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 PCRは LightCycler機 器 (Roche Molecular Biochemicals)で 行 っ た 。 典 型 的 な PCRア ッ セ
イ は 、 １ つ の 反 応 キ ャ ピ ラ リ ー 中 に お い て 20μ l容 量 に な る よ う 水 で 調 整 し た 、 5μ lの DNA
、 1× 検 出 ミ ッ ク ス 、 1× 反 応 緩 衝 液 、 3.5mM塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び 1.6ユ ニ ッ ト の 修 飾
さ れ た Taqポ リ メ ラ ー ゼ (全 て 、 Roche Diagnostics, Mannheim, Germany製 )よ り な る も の
で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 PCRに は 、 LightCycler-Fast Start DNAマ ス タ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ キ ッ
ト (Roche Molecular Biochemical, カ タ ロ グ 番 号 3003248)に よ る 反 応 緩 衝 液 お よ び 修 飾 さ
れ た Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 EBV用 の 10× 検 出 ミ ッ ク ス は 、 10mMト リ ス － HCl(pH8.3)緩 衝 液 中 の 5μ Mの 各 プ ラ イ マ ー (
正 方 向 お よ び 逆 方 向 )、 2μ Mの 各 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ (フ ル オ レ セ イ ン お よ び
LC Red640で 標 識 )、 0.05% Brij-35よ り な る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 以 下 の プ ラ イ マ ー お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 配 列 を 用 い た :
　 EBV正 方 向 プ ラ イ マ ー :
5'-ATGAGGAACGTGAATCTAATGA-3'(配 列 番 号 :7)
　 EBV逆 方 向 プ ラ イ マ ー :
5'-TACAGATAGATGGCACTCTTACCTT-3'(配 列 番 号 :8)
　 EBVプ ロ ー ブ 1:
5'-GGGATTGCAACACGACGGGAATGACG-フ ル オ レ セ イ ン -3'(配 列 番 号 :9)
　 EBVプ ロ ー ブ 2:
5'-LCRed640-GCTCCCTCCCCCTCCCTACTCTC-リ ン 酸 -3'(配 列 番 号 :10)
　 EBVプ ロ ー ブ 3:
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5'-LCRed640-GCTCCCTCCCCCTCxCTACTCTC-リ ン 酸 -3'(配 列 番 号 :11)
x=フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 通 常 の PCRサ イ ク ル 条 件 は 、 10分 間 の 初 期 の 95 o Cの イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 続 い て の 45サ
イ ク ル の 10秒 間 の 95 o C、 15秒 間 の 55 o Cお よ び 15秒 間 の 72 o Cよ り な る も の で あ り 、 30秒 間 の
40 o Cで 終 え た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 各 反 応 に つ い て の 融 解 温 度 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 差 し 引 き (substraction)、 多 項 計 算
方 法 を 用 い る LightCycler分 析 ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 ８
完 全 マ ッ チ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ で は 、 二 重 融 解 ピ ー ク が 生 じ る 。
　 10 4 個 の コ ピ ー の EBVの リ ア ル タ イ ム PCRは 実 施 例 6の 設 定 で 行 っ た 。 結 果 を 図 6に 示 す 。
分 か る よ う に 、 完 全 マ ッ チ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ で の 融 解 曲 線 分 析 を 行 う と 二
重 ピ ー ク が 生 じ 、 予 想 さ れ た 単 一 の 融 解 ピ ー ク は 生 じ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 ９
フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー が 挿 入 さ れ て い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い 、 単 一 融 解
ピ ー ク が 生 じ る 。
　 10 4 個 の コ ピ ー の EBVの リ ア ル タ イ ム PCRは 実 施 例 6の 設 定 で 行 っ た 。 結 果 を 図 7(6)に 示 す
。 分 か る よ う に 、 も し T M を 決 定 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ に フ ェ ニ レ ン リ ン カ
ー が 挿 入 さ れ て い る 場 合 に 、 融 解 曲 線 分 析 を 行 っ た 後 に 予 期 さ れ た 単 一 融 解 ピ ー ク が 生 じ
た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ９ 】
【 図 １ 】 分 子 ロ ッ ド を 含 む ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト の 合 成 　 こ の 図 は 、 従 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 合 成 化 学 に よ っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (oligonucleotidy)に 内 部 に 一 体 化 さ せ る こ
と が で き る 、 本 発 明 の 分 子 ロ ッ ド を 含 む ホ ス ホ ル － ア ミ ダ イ ト の 作 成 の た め の 合 成 ス ト ラ
テ ジ ー を 示 す 。 詳 細 は 実 施 例 1に お い て 説 明 さ れ る 。
【 図 ２ 】 プ ロ ト ロ ン ビ ン の 突 然 変 異 分 析 　 1ngの プ ロ ト ロ ン ビ ン ホ モ 接 合 野 生 型 、 ヘ テ ロ
接 合 お よ び ホ モ 接 合 突 然 変 異 体 プ ラ ス ミ ド DNAを 増 幅 し た 。 突 然 変 異 部 位 を ま た ぐ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ (突 然 変 異 プ ロ ー ブ )は ホ モ 接 合 野 生 型 プ ラ ス ミ ド DNAに 対 し て 1
00%相 同 性 を 有 し た 。
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【 図 ３ 】 人 工 的 な ミ ス マ ッ チ を 含 む プ ロ ト ロ ン ビ ン 突 然 変 異 分 析 　 1ngの プ ロ ト ロ ン ビ ン
ホ モ 接 合 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ び ホ モ 接 合 突 然 変 異 体 プ ラ ス ミ ド DNAを 増 幅 し た 。 突 然
変 異 部 位 を ま た ぐ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ (突 然 変 異 プ ロ ー ブ )は 人 工 的 ミ ス マ ッ
チ を 担 持 し た 。
【 図 ４ 】 挿 入 さ れ た フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー で の プ ロ ト ロ ン ビ ン 突 然 変 異 分 析 　 1ngの プ ロ ト
ロ ン ビ ン ホ モ 接 合 野 生 型 、 ヘ テ ロ 接 合 お よ び ホ モ 接 合 突 然 変 異 体 プ ラ ス ミ ド DNAを 増 幅 し
た 。 突 然 変 異 部 位 を ま た ぐ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ (突 然 変 異 プ ロ ー ブ )は 、 挿 入
さ れ た フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー を 担 持 し て い る も の で あ っ た 。
【 図 ５ 】 プ ロ ト ロ ン ビ ン 突 然 変 異 分 析 ： 修 飾 さ れ た 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を 用 い る 融 解 ピ ー ク
の Ｔ Ｍ シ フ ト 　 1ngの プ ロ ト ロ ン ビ ン ホ モ 接 合 突 然 変 異 体 プ ラ ス ミ ド DNAを 増 幅 し た 。 ３ つ
の 異 な る 突 然 変 異 プ ロ ー ブ を テ ス ト し た ： １ つ は ホ モ 接 合 野 生 型 プ ラ ス ミ ド DNAに 対 し て 1
00%相 同 性 を 持 ち 、 １ つ は 人 工 的 な ミ ス マ ッ チ を 持 ち 、 お よ び １ つ は フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー
が 挿 入 さ れ て い る も の で あ っ た 。
【 図 ６ 】 完 全 マ ッ チ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ で の EBV検 出 　 EBVプ ラ ス ミ ド DNAの 1
0 4 個 の コ ピ ー を 増 幅 し た 。 T M を 決 定 し た LC Red 640標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
は EBVプ ラ ス ミ ド DNAに 対 し て 100%相 同 性 を 示 し た 。
【 図 ７ 】 挿 入 さ れ た フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー を 担 持 し て い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
で の EBV検 出 　 EBVプ ラ ス ミ ド DNAの 10 4 個 の コ ピ ー を 増 幅 し た 。 T M を 決 定 し た LC Red 640標
識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 挿 入 さ れ た フ ェ ニ レ ン リ ン カ ー を 担 持 し て い る も の
で あ っ た 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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