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(54)【発明の名称】 ポリヌクレオチド増幅方法

(57)【要約】
酵素ベースのポリヌクレオチド増幅反応により得られる
結果を改善するのに有用な方法。より具体的には、本発
明は（１）低レベルの被分析体ポリヌクレオチドを用い
て開始した反応においてすら、生成アンプリコン量が増
幅前の被分析体量を反映するように鋳型特異的生成物の
増幅を促進する；（２）生物検体処理を容易に、これに
より後続の増幅反応において生成するアンプリコン量が
検体からの被分析体ポリヌクレオチド単離効率に実質的
に非依存性であるようにする；（３）増幅反応において
生成する被分析体アンプリコンの量を制御するために有
用である。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチドを定量する

ための、下記の工程を含む方法：

  未知量の被分析体ポリヌクレオチドを含有する被験試料を入手し；

  予め定めた量の被験試料を予め定めた量の擬似ターゲットと混和し；

  ポリヌクレオチド増幅反応において、擬似ターゲットと被験試料に含有される

被分析体ポリヌクレオチドがあればそれを共増幅して増幅生成物集合体を調製し

、該集合体は被験試料が被分析体ポリヌクレオチドを含有する場合は被分析体ア

ンプリコンと擬似ターゲットアンプリコンの両方を含み；そして

  擬似ターゲットアンプリコンの量と関係なく被分析体アンプリコンを定量し、

これにより被分析体アンプリコンの量は被験試料に含有されていた被分析体ポリ

ヌクレオチドの未知量と用量依存関係にある。

    【請求項２】  さらに、擬似ターゲットアンプリコンを検出する工程を含む

、請求項１に記載の方法。

    【請求項３】  定量工程が、共増幅工程からの増幅生成物集合体を、被分析

体アンプリコンに特異的であるが擬似ターゲットアンプリコンには特異的でない

標識プローブとハイブリダイズさせ、次いで被分析体アンプリコンを特異的にハ

イブリダイズした標識プローブがあればそれを検出することを含む、請求項１に

記載の方法。

    【請求項４】  共増幅工程のポリヌクレオチド増幅反応が、転写仲介増幅反

応、ＮＡＳＢＡ反応およびポリメラーゼ連鎖反応よりなる群から選択される、請

求項３に記載の方法。

    【請求項５】  ポリヌクレオチド増幅反応が転写仲介増幅反応である、請求

項４に記載の方法。

    【請求項６】  入手工程が、まず生物検体を採集し、次いでそれに含有され

る核酸を放出させて、未知量の被分析体ポリヌクレオチドを含有する被験試料を

得ることを含む、請求項４または５に記載の方法。

    【請求項７】  共増幅工程の前にさらに、被分析体ポリヌクレオチドを固体

支持体に捕獲する工程を含む、請求項６に記載の方法。
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    【請求項８】  固体支持体が合成ポリヌクレオチドで誘導体化したビーズで

ある、請求項７に記載の方法。

    【請求項９】  混和工程における擬似ターゲットの予め定めた量が１．０×

１０3～２×１０8分子である、請求項７に記載の方法。

    【請求項１０】  混和工程における擬似ターゲットの予め定めた量が１．０

×１０4～２×１０8分子である、請求項９に記載の方法。

    【請求項１１】  混和工程における擬似ターゲットの予め定めた量が１．０

×１０5～２×１０8分子である、請求項１０に記載の方法。

    【請求項１２】  生物検体が血液試料または血漿試料であり、核酸がウイル

ス核酸を含む、請求項６に記載の方法。

    【請求項１３】  被分析体ポリヌクレオチドがＨＩＶウイルス粒子（ｖｉｒ

ｉｏｎ）から放出される、請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  混和工程における擬似ターゲットの予め定めた量が１×１

０3～２×１０8分子である、請求項６に記載の方法。

    【請求項１５】  混和工程における擬似ターゲットの予め定めた量が１×１

０4～２×１０8分子である、請求項１４に記載の方法。

    【請求項１６】  混和工程における擬似ターゲットの予め定めた量が１×１

０5～２×１０8分子である、請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】  混和工程の後であって共増幅工程の前に、さらに、被分析

体ポリヌクレオチドおよび擬似ターゲットを単離する工程を含む、請求項５に記

載の方法。

    【請求項１８】  擬似ターゲットの予め定めた量が１×１０3～２×１０8分

子である、請求項５に記載の方法。

    【請求項１９】  擬似ターゲットの予め定めた量が１×１０4～２×１０8分

子である、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２０】  擬似ターゲットの予め定めた量が１×１０5～２×１０8分

子である、請求項１９に記載の方法。

    【請求項２１】  標識プローブがアクリジニウムエステルで標識されている

、請求項３に記載の方法。
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    【請求項２２】  定量工程が、被分析体アンプリコンと特異的にハイブリダ

イズしたアクリジニウムエステル標識プローブをルミノメトリーにより測定する

ことを含む、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２３】  被分析体ポリヌクレオチドがウイルスポリヌクレオチドで

ある、請求項６に記載の方法。

    【請求項２４】  さらに、増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の

被分析体アンプリコン量を関連づける標準曲線を参照する工程を含む、請求項１

に記載の方法。

    【請求項２５】  さらに、増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の

被分析体アンプリコン量を関連づける標準曲線を参照する工程を含む、請求項５

に記載の方法。

    【請求項２６】  さらに、増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の

被分析体アンプリコン量を関連づける標準曲線を参照する工程を含む、請求項２

２に記載の方法。

    【請求項２７】  転写仲介増幅反応に、配列番号：１および配列番号：２の

配列を有する一対のオリゴヌクレオチドプライマーセットを使用する、請求項５

に記載の方法。

    【請求項２８】  擬似ターゲットが、配列番号：４および配列番号：９より

なる群から選択されるポリヌクレオチド配列を有する、請求項２７に記載の方法

。

    【請求項２９】  増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の被分析体

アンプリコン量を関連づけるための、下記の工程を含む方法：

  複数の対照試料を入手し、対照試料はそれぞれ予め定めた異なる量の被分析体

ポリヌクレオチドを含有し；

  複数の対照試料をそれぞれ予め定めた一定量の擬似ターゲットと混和して、複

数の混合対照試料を調製し；

  複数の増幅反応において、擬似ターゲットと複数の混合対照試料それぞれに存

在する被分析体ポリヌクレオチドの両方を共増幅して、擬似ターゲットアンプリ

コンおよび被分析体アンプリコンを含有する増幅生成物集合体を調製し；
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  増幅生成物集合体中に存在する擬似ターゲットアンプリコンの量と関係なく、

複数の増幅反応それぞれについての被分析体アンプリコンを定量し；そして

  予め定めた異なる被分析体ポリヌクレオチド量を複数の増幅反応それぞれにお

いて生成した定量された被分析体アンプリコン量に対してプロットした標準曲線

を作成し、これにより複数の対照試料中の増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量

と複数の増幅反応で合成された増幅後の被分析体アンプリコン量を関連づける。

    【請求項３０】  さらに、擬似ターゲットアンプリコンを検出する工程を含

む、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３１】  被分析体ポリヌクレオチドがウイルスポリヌクレオチドで

ある、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３２】  ウイルスポリヌクレオチドがＨＩＶポリヌクレオチドであ

る、請求項３１に記載の方法。

    【請求項３３】  擬似ターゲットの予め定めた一定量が１×１０3～２×１

０8分子である、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３４】  擬似ターゲットの予め定めた一定量が１×１０4～２×１

０8分子である、請求項３３に記載の方法。

    【請求項３５】  擬似ターゲットの予め定めた一定量が１×１０5～２×１

０8分子である、請求項３４に記載の方法。

    【請求項３６】  共増幅工程における複数の増幅反応が、複数の転写仲介増

幅反応、複数のＮＡＳＢＡ反応および複数のＰＣＲ反応よりなる群から選択され

る、請求項２９に記載の方法。

    【請求項３７】  共増幅工程における複数の増幅反応が複数の転写仲介増幅

反応である、請求項３６に記載の方法。

    【請求項３８】  定量工程が、共増幅工程からの増幅生成物集合体を、被分

析体アンプリコンに特異的であるが擬似ターゲットアンプリコンには特異的でな

い標識プローブとハイブリダイズさせ、次いで被分析体アンプリコンと特異的に

ハイブリダイズした標識プローブがあればそれを定量検出することを含む、請求

項３６または３７に記載の方法。

    【請求項３９】  標識プローブがアクリジニウムエステルで標識されている
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、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４０】  共増幅工程の前にさらに、被分析体ポリヌクレオチドを固

体支持体に捕獲する工程を含む、請求項３８に記載の方法。

    【請求項４１】  生物試料が被分析体ポリヌクレオチドを含有するかを判定

するための、下記の工程を含む方法：

  被分析体ポリヌクレオチドの存在について検査する生物試料を入手し；

  生物試料を擬似ターゲットと混和して混合試料を調製し；

  混合試料から核酸を単離し、これにより擬似ターゲットおよび生物試料中に存

在する被分析体ポリヌクレオチドがあればそれを含む分子集合体が得られ；

  ポリヌクレオチド増幅反応を実施し、分子集合体に含有される擬似ターゲット

と被分析体ポリヌクレオチドがあればそれを共増幅して増幅生成物を調製し、こ

れにより擬似ターゲットアンプリコンが形成され、かつ分子集合体が被分析体ポ

リヌクレオチドを含有する場合は被分析体アンプリコンが形成され；

  増幅生成物中において、擬似ターゲットアンプリコンを検出せずに被分析体ア

ンプリコンがあればそれを検出し；そして

  増幅生成物中に被分析体アンプリコンが検出された場合は、生物試料が該被分

析体ポリヌクレオチドを含有すると判定する。

    【請求項４２】  増幅反応が、転写仲介増幅反応、ＮＡＳＢＡ反応およびＰ

ＣＲ反応よりなる群から選択される、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４３】  増幅反応が転写仲介増幅反応である、請求項４２に記載の

方法。

    【請求項４４】  入手工程が採血を含む、請求項４３に記載の方法。

    【請求項４５】  検出工程が、まず被分析体アンプリコンに対する結合特異

性を有する標識ポリヌクレオチドプローブをハイブリダイズさせ、次いで標識ポ

リヌクレオチドプローブと被分析体アンプリコンの特異的結合度を測定すること

を含む、請求項４２または４３に記載の方法。

    【請求項４６】  単離工程が、擬似ターゲットおよび被分析体ポリヌクレオ

チドを固体支持体に固定化することを含む、請求項４５に記載の方法。

    【請求項４７】  検出工程がルミノメトリーによる検出を含む、請求項４５



(7) 特表２００３－５１００２０

に記載の方法。

    【請求項４８】  被分析体ポリヌクレオチドがＨＩＶウイルス粒子に由来す

る、請求項４７に記載の方法。

    【請求項４９】  擬似ターゲットが、配列番号：４および配列番号：９より

なる群から選択される配列を有する、請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  被分析体ポリヌクレオチドが被験試料中に予め定めた値よ

り多量存在するか、少量存在するかを判定するための、下記の工程を含む方法：

  被分析体ポリヌクレオチドの存在について分析する被験試料を入手し；

  被験試料をある量の擬似ターゲットと混和し；

  ポリヌクレオチド増幅反応において、擬似ターゲットと被験試料に含有される

被分析体ポリヌクレオチドがあればそれを共増幅して擬似ターゲットアンプリコ

ンおよび被分析体アンプリコンを含む増幅生成物を調製し、被分析体アンプリコ

ンは被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチドの量に対し用量依存性の量

で存在し；そして

  該量の擬似ターゲットと予め定めた値に対応する量の被分析体ポリヌクレオチ

ドの共増幅により発生する信号強度に対応する検出閾値を有するように目盛定め

した検出系を用いて被分析体アンプリコンを定量検出し、その際、検出閾値より

高い信号または低い信号の検出は被分析体ポリヌクレオチドが被験試料中に予め

定めた値よりそれぞれ多量または少量存在することを示す。

    【請求項５１】  被分析体ポリヌクレオチドを鋳型として用いてポリヌクレ

オチド増幅反応を実施するための、下記を含むキット：

  擬似ターゲット；

  擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドを共増幅するための、少なくとも

一対のオリゴヌクレオチドプライマー；

  ポリヌクレオチド増幅反応を実施するための試薬であって、デオキシヌクレオ

チド三リン酸およびＤＮＡ重合酵素を含む試薬；ならびに

  まず増幅反応を実施し、次いで増幅反応において生成した被分析体アンプリコ

ンのみを検出するための指示を含む印刷した説明書。

    【請求項５２】  さらに、増幅反応において生成した被分析体アンプリコン
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があればそれを検出するための標識プローブを含む、請求項５１に記載のキット

。

    【請求項５３】  試薬がさらに、ヌクレオチド三リン酸およびＲＮＡ重合酵

素を含む、請求項５１に記載のキット。

    【請求項５４】  ＤＮＡ重合酵素が逆転写酵素である、請求項５３に記載の

キット。

    【請求項５５】  逆転写酵素により供給されるもの以外にＲＮａｓｅ  Ｈを

使用しない、請求項５４に記載のキット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  発明の分野

  本発明は、分子遺伝学研究室で普通に行われるポリヌクレオチド増幅反応の精

度および定量能を改善するのに有用な方法および組成物に関する。

      【０００２】

  発明の背景

  ポリヌクレオチド増幅のための酵素ベースの方法は、現在では診断、環境およ

び法医学検査のための確立された手段である。臨床検査室でのＤＮＡプローブ診

断薬の市場は、現在では年間数億ドルとなっている。臨床診断－プローブビジネ

スは、活発な市場開拓の主な領域であるウイルススクリーニングおよびウイルス

負荷測定に伴って生長すると予測される。この技術の商業的価値のため、改良さ

れた増幅法の探査および開発に多大な努力が払われてきた（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  

Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  Ｎｅｗｓ，１７：６（１９９７）参照）。

      【０００３】

  被分析体ポリヌクレオチド増幅のために最近開発された方法は、当初のポリメ

ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プロトコルに基づく方法に対する有用な代替法を提供

する。１方法によれば、代わりにガラス、プラスチック、半導体チップまたはフ

ァイバーオプティックスアレイにより作製された固相支持体上でＤＮＡ増幅反応

を実施する。標識したターゲットＤＮＡを固体支持体上でオリゴヌクレオチドプ

ライマー対間の分子橋として合成し、したがって増幅生成物は固体表面に結合し

たままである。ＵＳＰ５，３９９，４９１には、ターゲットポリヌクレオチドを

実質的に一定の温度、イオン強度およびｐＨの条件下で自触媒増幅させる別法が

開示されている。転写仲介増幅（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ  Ｍｅｄｉａｔｅ

ｄ  Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＴＭＡ）と呼ばれるこの方法では、ターゲッ

ト配列の多重ＲＮＡコピーを合成できる。将来出現すると思われる新たな方法に

より、ポリヌクレオチド増幅法により対処できる適用範囲は拡大し続けるであろ

う。

      【０００４】
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  定量増幅アッセイ法は、鋳型の単離および増幅効率の標準化を含めて、操作の

あらゆる観点に厳しい要求を課する一連のアッセイ法のひとつである。増幅反応

に関与する内標準を用いる方法は反応効率を基準化するためのものであるが、反

応に装入される被分析体ポリヌクレオチドレベルの変動を評価することはできな

い。被分析体ポリヌクレオチドと構成性発現するハウスキーピング遺伝子に由来

する対照ポリヌクレオチドとを同時増幅する関連方法も、増幅反応の実施に複数

のプライマーセットが必要であるため完璧ではない。

      【０００５】

  定量ＰＣＲ増幅に際して内標準の使用に基づく方法の一例がＵＳＰ５，２１９

，７２７に開示されている。この特許に開示される方法によれば、内標準を増幅

反応に含有させてターゲットポリヌクレオチドと同様な効率で増幅するように設

計する。内標準として使用するための構成性発現遺伝子生成物を共増幅する方法

と同様に、ＵＳＰ５，２１９，７２７に開示された方法は被分析体ポリヌクレオ

チドを定量するために内標準由来のアンプリコンを検出および増幅することを必

要とする。したがって、内標準を検出および定量しなければならない場合、被分

析体ポリヌクレオチドの定量のためにさらに数工程が必要である。

      【０００６】

  通常のＰＣＲ法およびＴＭＡ法では増幅ポリヌクレオチド（”アンプリコン（

ａｍｐｌｉｃｏｎ）”）が溶液中に自由な分子として合成されるという事実は、

被分析体検出の不正確さのもうひとつの原因である。これらのアンプリコンは試

料間で移動しやすく、汚染反応で偽陽性結果をもたらす可能性がある。キャリー

オーバーＤＮＡ鋳型による汚染が原因となる偽陽性結果を減らすための標準的注

意事項には、分注器具を紫外線照射すること、使い捨てガラス器具やプラスチッ

ク器具を使用すること、増幅反応実施用の隔離された研究室や研究室領域を使用

すること、エーロゾル発生を避けることが含まれる。ＰＣＲ生成物が後続反応で

再増幅し得ないことを保証するための周到な方法のひとつは、前のＰＣＲ増幅か

らの生成物を分解する特殊な試薬を用いる一連の工程を伴う。しかしこの方法は

若干複雑であり、まずＰＣＲ混合物中のｄＴＴＰをｄＵＴＰに置換し、次いで後

続ＰＣＲ混合物すべてをＰＣＲ増幅前にウラシルＮ－グリコシラーゼ（ＵＮＧ）



(11) 特表２００３－５１００２０

酵素で前処理する。こうしてウラシル残基をＵＮＧで切除し、生成した無塩基ポ

リヌクレオチドを分解することにより、前のＰＣＲ増幅の生成物を除去する（Ｌ

ｏｎｇｏ，ｅｔ  ａｌ．，Ｇｅｎｅ，９３：１２５（１９９０））。これらの方

法が高処理能アッセイ法とならないのは明らかである。

      【０００７】

  したがって、ポリヌクレオチド増幅法の精度を高めるのに使用できる技術が絶

えず求められている。さらに、陽性キャリーオーバー汚染により生じる偽陽性結

果を減らすために使用できる技術が求められている。本発明はこれらの要望に応

じるものである。

      【０００８】

  発明の概要

  本発明の第１態様は、被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチドを定量

するための方法に関する。本方法は、下記の工程を含む：（１）未知量の被分析

体ポリヌクレオチドを含有する被験試料を入手し；（２）予め定めた量のこの被

験試料を予め定めた量の擬似ターゲットと混和し；（３）ポリヌクレオチド増幅

反応において、被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットを共増幅して、試料

が被分析体ポリヌクレオチドを含有する場合は被分析体アンプリコンと擬似ター

ゲットアンプリコンの両方を含む増幅生成物集合体を調製し；そして（４）反応

において生成した擬似ターゲットアンプリコンの量に関する情報に依存せずに被

分析体アンプリコンを定量し、これにより被分析体アンプリコンの量は当初の被

験試料中に存在していた被分析体ポリヌクレオチドの未知量と用量依存関係にあ

る。所望により、擬似ターゲットアンプリコンを検出する工程を追加してもよい

。この任意工程は、たとえば増幅反応に対する陽性対照として役立ちうる。本発

明の特定の好ましい態様において、定量工程は、まず共増幅工程からの増幅生成

物集合体を、被分析体アンプリコンに特異的であるが擬似ターゲットアンプリコ

ンには特異的でない標識プローブとハイブリダイズさせ、次いで被分析体アンプ

リコンと特異的にハイブリダイズした標識プローブがあればそれを検出すること

を含む。もちろん、被分析体アンプリコン特異的プローブはそれに相補的な被分

析体ポリヌクレオチドまたは核酸鎖に結合しうるプローブであってもよいことを
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理解すべきである。他の態様において、共増幅工程のポリヌクレオチド増幅反応

は、転写仲介増幅反応（ＴＭＡ）、ＮＡＳＢＡ反応およびポリメラーゼ連鎖反応

のいずれであってもよく、ＴＭＡ反応が本発明のきわめて好ましい態様である。

用いる増幅反応のタイプに関係なく、入手工程は、まず生物検体を採集し、次い

で検体に含有される核酸を放出させて、未知量の被分析体ポリヌクレオチドを含

有する被験試料を得ることを伴ってもよい。あらゆるタイプの増幅反応について

、混和工程における擬似ターゲットの量は好ましくは１×１０3～２×１０8分子

、より好ましくは１×１０4～２×１０8分子、さらに好ましくは１×１０5～２

×１０8分子である。所望により、共増幅工程の前に被分析体ポリヌクレオチド

を固体支持体に捕獲する追加工程を含むことができる。追加の捕獲工程を用いる

本発明方法の態様において、混和工程に用いる擬似ターゲットの量は好ましくは

１×１０3～２×１０8分子、より好ましくは１×１０4～２×１０8分子、さらに

好ましくは１×１０5～２×１０8分子である。固体支持体の例は、合成ポリヌク

レオチドで誘導体化したビーズである。本方法に使用する生物検体は血液試料ま

たは血漿試料であってもよく、検体に含有される核酸にはウイルス核酸を含める

ことができる。本発明の１態様において、本方法に使用する被分析体ポリヌクレ

オチドはＨＩＶウイルス粒子（ｖｉｒｉｏｎ）から放出される核酸である。本発

明方法に用いるポリヌクレオチド増幅反応がＴＭＡ反応である場合、本方法には

、混和工程の後であって共増幅工程の前に、被分析体ポリヌクレオチドおよび擬

似ターゲットを単離する追加工程が含まれてもよい。転写仲介増幅反応を用いる

本発明方法の態様において、本反応に用いる擬似ターゲットの量は好ましくは１

×１０3～２×１０8分子、より好ましくは１×１０4～２×１０8分子、さらに好

ましくは１×１０5～２×１０8分子である。定量検出工程が被分析体アンプリコ

ンに特異的な標識プローブのハイブリダイゼーションを伴う場合、標識プローブ

をアクリジニウムエステルで標識することができ、この場合、定量検出工程はル

ミノメトリーの実施を伴うことができる。入手工程が生物検体を採集してそれに

含有される核酸を放出させることを伴う本発明の態様において、被分析体ポリヌ

クレオチドはウイルスポリヌクレオチドであってもよい。一般に本発明は、増幅

前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の被分析体アンプリコン量を関連づけ
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る標準曲線を参照する追加工程を含むことができる。標準曲線を参照するこの工

程は、アクリジニウムエステルで標識したプローブのハイブリダイゼーションを

測定するためにルミノメトリーを用いる場合、または増幅反応が特に転写仲介増

幅反応である場合にも適用できる。転写仲介増幅反応を用いるさらに他の好まし

い態様においては、配列番号：１および配列番号：２の配列を有する一対のオリ

ゴヌクレオチドプライマーセットを反応の実施に使用することができ、擬似ター

ゲットは、配列番号：４および配列番号：９よりなる群から選択されるポリヌク

レオチド配列をもつことができる。

      【０００９】

  本発明の他の態様は、増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の被分析

体アンプリコン量を関連づけるための方法に関する。本方法は下記の工程を含む

：（１）予め定めた異なる量の被分析体ポリヌクレオチドを含有する複数の対照

試料を入手し；（２）複数の対照試料をそれぞれ一定量の擬似ターゲットと混和

して、複数の混合試料を調製し；（３）複数の増幅反応において、擬似ターゲッ

トと複数の混合試料それぞれに存在する被分析体ポリヌクレオチドの両方を共増

幅して増幅生成物を調製し、増幅生成物は、複数の混合試料それぞれについての

擬似ターゲットアンプリコンおよび被分析体ポリヌクレオチドを含有していた複

数の混合試料それぞれについての被分析体アンプリコンを含有し；（４）増幅生

成物集合体中に存在する擬似ターゲットアンプリコンの量と関係なく、複数の増

幅反応それぞれについて被分析体アンプリコンを定量し；そして（５）予め定め

た異なる被分析体ポリヌクレオチド量を複数の増幅反応それぞれについての定量

された被分析体アンプリコン量に対してプロットした標準曲線を作成し、これに

より複数の対照試料それぞれに存在していた増幅前の被分析体ポリヌクレオチド

の量とそれぞれの増幅反応で合成された増幅後の被分析体アンプリコン量を関連

づける。所望により、擬似ターゲットアンプリコンを検出する工程を追加しても

よい。この任意工程は、たとえば増幅反応の陽性対照として役立つ。好ましい態

様において、被分析体ポリヌクレオチドはウイルスポリヌクレオチド、たとえば

ＨＩＶポリヌクレオチドである。一般に、予め定めた一定の擬似ターゲット量は

好ましくは１×１０3～２×１０8分子、より好ましくは１×１０4～２×１０8分
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子、さらに好ましくは１×１０5～２×１０8分子である。本発明の他の態様によ

れば、共増幅工程における複数の増幅反応は、複数の転写仲介増幅反応、複数の

ＮＡＳＢＡ反応および複数のＰＣＲ反応のいずれかであってよい。一連のきわめ

て好ましい態様において、共増幅工程における増幅反応は複数の転写仲介増幅反

応である。用いる増幅反応のタイプに関係なく、定量工程は、共増幅工程からの

増幅生成物をまず被分析体アンプリコンに特異的であるが擬似ターゲットアンプ

リコンには特異的でない標識プローブとハイブリダイズさせ、次いで特異的にハ

イブリダイズした標識プローブがあればそれを定量検出することを伴うことがで

きる。ある場合には、標識プローブをアクリジニウムエステルで標識する。増幅

工程が被分析体アンプリコン特異的な標識プローブとのハイブリダイゼーション

を伴うさらに他の好ましい態様においては、共増幅工程の前に被分析体ポリヌク

レオチドを固体支持体に捕獲する追加工程があってもよい。

      【００１０】

  本発明のさらに他の態様は、被分析体ポリヌクレオチド鋳型を用いてポリヌク

レオチド増幅反応を実施するためのキットに関する。キットの例は下記を含むこ

とができる：擬似ターゲット；擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドを共

増幅するための、少なくとも一対のオリゴヌクレオチドプライマー；ポリヌクレ

オチド増幅反応を実施するための試薬であって、デオキシヌクレオチド三リン酸

およびＤＮＡ重合酵素を含む試薬；ならびにまず増幅反応を実施し、次いで増幅

反応において生成した被分析体アンプリコンのみを検出するための指示を含む印

刷した説明書。１態様において本発明のキットは、増幅反応において生成した被

分析体アンプリコンを検出するための標識プローブを含むことができる。他の態

様によれば、本発明のキットはさらに、ヌクレオチド三リン酸およびＲＮＡ重合

酵素を含む。キットに含まれるＤＮＡ重合酵素は逆転写酵素であってもよい。き

わめて好ましい態様においては、逆転写酵素により供給されるもの以外にＲＮａ

ｓｅ  Ｈをキットに使用しない。

      【００１１】

  さらに他の本発明の態様は、生物試料が被分析体ポリヌクレオチドを含有する

かを判定するための定量方法に関する。この方法は下記の工程を含む：（１）被
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分析体ポリヌクレオチドの存在について検査する生物試料を入手し；（２）生物

試料を擬似ターゲットと混和して混合試料を調製し；（３）混合試料から核酸を

単離し、これにより擬似ターゲットおよび生物試料中に存在する被分析体ポリヌ

クレオチドがあればそれを含む分子集合体が得られ；（４）ポリヌクレオチド増

幅反応を実施し、分子集合体に含有される擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレ

オチドがあればそれを共増幅して増幅生成物を調製し、これにより擬似ターゲッ

トアンプリコンが形成され、かつ分子集合体が被分析体ポリヌクレオチドを含有

する場合は被分析体アンプリコンが形成され；（５）増幅生成物中において、擬

似ターゲットアンプリコンを検出せずに被分析体アンプリコンがあればそれを検

出し；そして（６）増幅生成物中に被分析体アンプリコンが検出された場合は、

生物試料が被分析体ポリヌクレオチドを含有すると判定する。ある態様において

、増幅反応は転写仲介増幅反応、ＮＡＳＢＡ反応およびＰＣＲ反応のいずれかで

ある。あるきわめて好ましい態様において、増幅反は転写仲介増幅反応である。

転写仲介増幅反応を用いる場合、入手工程は採血を含むことができる。用いる増

幅反応のタイプに関係なく、検出工程は、まず被分析体アンプリコンに対する結

合特異性を有する標識ポリヌクレオチドプローブをハイブリダイズさせ、次いで

標識ポリヌクレオチドプローブの特異的結合度を測定することを伴ってもよい。

検出工程が被分析体アンプリコン特異的な標識プローブとのハイブリダイゼーシ

ョンを伴う場合、単離工程は擬似ターゲットおよび被分析体ポリヌクレオチドを

固体支持体に固定化することを伴ってもよい。他の好ましい態様によれば、検出

工程はルミノメトリーによる検出を含む。さらに他の好ましい態様において、被

分析体ポリヌクレオチドはＨＩＶウイルス粒子に由来する。この場合、擬似ター

ゲットは配列番号：４または配列番号：９のいずれかの配列をもつことができる

。

      【００１２】

    定義

  本明細書中で用いる下記の用語は、特に別途記載しない限り下記の意味をもつ

：

  ”ポリヌクレオチド”は、別途記載しない限りＲＮＡまたはＤＮＡである。
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      【００１３】

  ”オリゴヌクレオチド”は、１０～１００ヌクレオチド、より好ましくは１０

～５０ヌクレオチドの長さをもつポリヌクレオチド分子である。通常、オリゴヌ

クレオチドは化学的方法で合成され、別途記載しない限り一本鎖である。オリゴ

ヌクレオチドは検出可能な標識で標識されていてもよい。

      【００１４】

  ”アンプリコン”は増幅反応において生成したポリヌクレオチド生成物である

。

  ”被分析体アンプリコン”は、被分析体ポリヌクレオチドをポリヌクレオチド

コピーまたは増幅生成物の合成の鋳型として用いる増幅反応のポリヌクレオチド

生成物である。

      【００１５】

  ”被分析体ポリヌクレオチド”は、ＴＭＡプロトコルなどの核酸増幅プロセス

で複製すべきターゲットポリヌクレオチドであるが、擬似ターゲットポリヌクレ

オチドとは構造的に識別できる。これら２ポリヌクレオチドは、たとえば制限酵

素開裂部位の存否またはハイブリダイゼーションプローブが識別できる内部配列

差により識別できる。

      【００１６】

  ”ターゲットポリヌクレオチド”は、複製すべきターゲット配列をもち、一本

鎖または二本鎖であってよく、ターゲット配列のほかに配列を含むことができ、

これらの追加配列は増幅されなくてもよい。

      【００１７】

  ”ターゲット配列”は、ターゲットポリヌクレオチドの増幅すべき特定のヌク

レオチド配列を表す。ターゲット配列には、増幅反応に有用なオリゴヌクレオチ

ドプライマーがＤＮＡポリメラーゼによる延長の前にハイブリダイズしうる複合

体形成性配列も含まれる。ターゲットポリヌクレオチドが当初一本鎖である場合

、”ターゲット配列”という用語はターゲットポリヌクレオチドに相補的な配列

をも表す。ターゲットポリヌクレオチドが当初二本鎖である場合、”ターゲット

配列”という用語は互いに相補的な（＋）および（－）鎖の両方を表す。
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      【００１８】

  ”擬似ターゲット”は、単一の増幅反応で被分析体ポリヌクレオチドと共増幅

しうるポリヌクレオチドである。擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドは

同一のオリゴヌクレオチドプライマーセットを用いて増幅できる。しかし、擬似

ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドは独立したプライマーセットを用いて増

幅させることもできる。擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドは同一分子

ではなく、したがって。擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドは互いに識

別できる。

      【００１９】

  ”擬似ターゲットアンプリコン”は、擬似ターゲットをポリヌクレオチドコピ

ーまたは増幅生成物の合成の鋳型として用いる増幅反応のポリヌクレオチド生成

物である。

      【００２０】

  ”ポリヌクレオチド増幅反応”は、ターゲットポリヌクレオチド数を増加させ

るための鋳型依存性インビトロ酵素触媒反応である。

  本発明に関して”定量的に検出する”または”定量する”とは、ポリヌクレオ

チドまたはアンプリコン生成度を測定するプロセスを表す。

      【００２１】

  ”標識プローブ”は、検出可能な部分を含み、かつ相補的な一本鎖ターゲット

核酸配列と結合して二本鎖ハイブリッドを形成しうるヌクレオチドポリマーであ

る。この用語には、天然ヌクレオチドの類似体も含まれ、特にリボースの２’位

にメトキシ基をもつ類似体（ＯＭｅ）が含まれる。検出可能な部分はプローブ末

端（１以上）に結合していてもよく、プローブ配列内部に位置していてもよい。

一般に標識プローブは、約１０～約１００ヌクレオチドの長さであるが、１００

ヌクレオチドより長いか、または１０ヌクレオチドより短くてもよい。

      【００２２】

  ”検出可能な部分”は、標識プローブに結合しているか、あるいはその一部と

して合成されてもよい分子である。この分子は特異的に検出されなければならず

、結果的にプローブを検出できる。これらの検出可能な部分は、しばしば放射性
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同位体、化学発光分子、酵素、ハプテン、またはユニークオリゴヌクレオチド配

列である。

      【００２３】

  ”被分析体アンプリコンに特異的な標識プローブ”は、被分析体ポリヌクレオ

チドを増幅生成物合成の鋳型として用いる増幅反応で合成されたポリヌクレオチ

ド生成物に相補的なポリヌクレオチド配列を有する標識プローブである。アンプ

リコンは増幅反応において生成するポリヌクレオチド生成物であるので、被分析

体アンプリコンに特異的な標識プローブは反応において生成するいずれのポリヌ

クレオチド鎖に対しても相補的となりうる。したがって、被分析体ポリヌクレオ

チドがターゲット配列を含む一本鎖分子である場合、かつ増幅反応においてター

ゲット配列のコピーおよびその相補配列が生成する場合、被分析体アンプリコン

に特異的な標識プローブはターゲット配列またはその相補配列に相補的となりう

る。

      【００２４】

  本明細書中で用いる”共増幅”は、ポリヌクレオチド増幅反応において１より

多いターゲットポリヌクレオチド種が増幅されるプロセスを表す。たとえば”被

分析体ポリヌクレオチドおよび擬似ターゲットを共増幅させる”は、これら２ポ

リヌクレオチド種を同時に増幅させて、それぞれ被分析体アンプリコンと擬似タ

ーゲットアンプリコンを形成するプロセスを表すものとする。

      【００２５】

  本明細書中で用いる、被分析体ポリヌクレオチドを含有する、または含有する

可能性がある試料を”入手する”とは、ヒトなどの生物対象から得ること、また

は業者などの試薬貯蔵所から入手することを意味する。動物またはヒトから試料

を入手する場合、当業者に周知の適切な任意数の手段を用いてもよいことは理解

されるであろう。たとえば血液試料を入手する場合、血管穿刺による採血により

得るか、あるいは法医学試料として得られる可能性もある。

      【００２６】

  本明細書中で用いる”擬似ターゲットアンプリコンの量と関係なく”という句

は、増幅系内の他のパラメーターに関して決定を行うために、増幅反応で合成さ



(19) 特表２００３－５１００２０

れた擬似ターゲットアンプリコンの量に関する量的情報が必要ないことを意味す

る。たとえば、増幅系内で合成された被分析体アンプリコンの量またはその量の

アンプリコンを形成した被分析体ポリヌクレオチドの量は、本明細書に開示する

方法によれば、同じ反応での擬似ターゲットアンプリコンの形成に関する量的情

報なしに測定できる。実際に、本明細書に記載する定量法の達成のために擬似タ

ーゲットアンプリコンを検出する必要すらない。本発明は、増幅前の被分析体ポ

リヌクレオチド量と増幅後の被分析体アンプリコン量を関連づけるための方法を

も提供する。この関係は、増幅反応で被分析体アンプリコンと共増幅した擬似タ

ーゲットアンプリコンの量に依存することなく、あるいはそれを知らなくても確

立できる。したがって、実験操作で擬似ターゲットアンプリコンを検出または定

量したとしても、増幅前の被分析体ポリヌクレオチド量と増幅後の対応する被分

析体アンプリコン量を関連づける際に、その情報を採用する必要はない。

      【００２７】

  本明細書中で用いる”標準曲線”は、増幅前のポリヌクレオチド量と増幅後の

対応するアンプリコン量を関連づける表示である。たとえば標準曲線は装入鋳型

分子の既知数をｘ軸、アンプリコン生成物のＲＬＵ値またはｐｍｏｌをｙ軸にプ

ロットしたグラフであってもよい。標準曲線は一般に、既知数のポリヌクレオチ

ド鋳型を含む対照ポリヌクレオチド標準を用いて作成される。標準曲線は電子形

態で記憶させておくか、またはグラフで表示することができる。

      【００２８】

  ”生物検体”は、生物由来の材料の試料である。

  好ましい態様の詳細な説明

  本明細書には、擬似ターゲットを含むポリヌクレオチド増幅反応は、合成され

る被分析体アンプリコンの量に関して精度が改善されるという利点をもつことを

開示する。さらに、擬似ターゲットを反応に含有させ、次いで合成された被分析

体アンプリコンの量を定量測定することにより、定性増幅反応を定量アッセイに

変換できる。検体から核酸を単離する効率に関係なく、後続の増幅反応において

予め定めた比率の擬似ターゲットアンプリコンと被分析体アンプリコンの生成を

保証するという利点をもつ新規な検体処理方法をも開示する。この方法によれば
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、検体から核酸を単離する前に、擬似ターゲットを生物検体に添加する。擬似タ

ーゲット増幅を利用して定性方式で実施され、被験試料中の被分析体ポリヌクレ

オチドの量についての準定量情報を提供するアッセイ法をも記載する。

      【００２９】

    序論と概説

  本発明を開発するに至った所見は、標準ＴＭＡ反応に固有の特性に関するもの

であった。より具体的には、きわめて低い量のターゲットポリヌクレオチドのみ

を用いて反応を開始した場合、非特異的増幅生成物の酵素合成が実質的割合を占

めることが認められた。電気泳動により視覚化すると、非特異的増幅生成物は広

いサイズ範囲にわたってスミアとして現われた。この結果を図１に示す。

      【００３０】

  重要な点は、ターゲットポリヌクレオチド鋳型の使用量を漸増させて実施した

ＴＭＡ反応で非特異的生成物の相対割合が漸減することが認められた点である。

この結果も図１に示される。高濃度のターゲットポリヌクレオチドを用いて開始

した反応ほど、多量の特異的生成物が形成され、非特異的生成物は少量にすぎな

かった。この逆関係から、反応開始時に反応混合物中に増幅可能な鋳型を含有さ

せることにより非特異的反応生成物の形成を抑制しうると推測した。

      【００３１】

  特定の理論に拘束されたくはないが、この逆関係はＴＭＡ反応のような自己触

媒反応に特に顕著となる可能性があった。この反応の性質は、早期に中断しない

限り利用可能な反応体の供給が枯渇してそれ以上の合成が起き得ない終末点まで

進行するものだからである。ターゲットポリヌクレオチドの不存在下で無制限に

進行するＴＭＡ反応は、反応体が枯渇してそれ以上の合成が起きない時点まで非

特異的生成物を生成するであろう。無制限に実施したＰＣＲ反応も、反応体が枯

渇してアンプリコン生成が止む時点まで進行し、同様に非特異的生成物を生成す

る可能性がある（たとえばＤ．Ｐｅｒｓｉｎｇ，Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ  Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ；Ｃｈ  ３，ｐ．５８（１９９３）参

照）。

      【００３２】
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  本明細書に開示する方法は常法により実施されるので、核酸分子集団中におけ

る被分析体ポリヌクレオチドの存在を指示するために被分析体アンプリコンの検

出を利用する。たとえばヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）ウイルス粒子の血清中

濃度をモニターするための方法は、ＨＩＶゲノムの一部を増幅し、次いでその増

幅生成物を検出および定量することを伴う。その方法がさらに擬似ターゲットの

増幅を含む場合、擬似ターゲットアンプリコンの検出は任意工程であり、アッセ

イの達成に必要ではない。擬似ターゲットアンプリコンの検出は、増幅反応が起

きたことを指示する陽性対照操作として利用できる（すなわち内部増幅対照）。

しかし、増幅反応で合成された被分析体アンプリコンの量、すなわちその被分析

体アンプリコン量の形成をもたらした被分析体ポリヌクレオチド鋳型の量の定量

解析は、増幅反応で合成された擬似ターゲットアンプリコンの量を知ることには

依存しない。したがって、本明細書に開示する方法によれば、増幅反応で合成さ

れた擬似ターゲットアンプリコンの量に関係なく被分析体アンプリコンを定量で

きる。本明細書に開示する方法の重大な特色は、被分析体アンプリコンを擬似タ

ーゲットアンプリコンから識別できなければならないことである。より具体的に

は、擬似アンプリコンをも検出することなく、被分析体アンプリコンを検出でき

なければならない。好ましい態様において、被分析体アンプリコンと擬似ターゲ

ットは少なくとも１つのハイブリダイゼーションプローブに異なる状態で結合し

、したがって２つのアンプリコン種を独立して検出できる。

      【００３３】

  増幅プロトコルを用いる臨床操作に特に関連のある１つの点は、異なる生物検

体からのポリヌクレオチド鋳型採集の変動性に関係する。たとえば異なる組織か

ら採集したあるポリヌクレオチドの分子数が、試料サイズの変動性や異なる試料

取扱い方法の複雑さのため変動することは、一般にみられる。核酸はガラス、プ

ラスチックおよびクロマトグラフィー媒体（たとえば架橋ポリアクリルアミドお

よびデキストラン）に非特異的に結合して、その後の処理中に試料回収効率を低

下させる可能性がある。さらに、生物検体から回収したＲＮＡは、化学的または

酵素による加水分解の結果、種々の程度に分解している可能性がある。酵素によ

る加水分解は高濃度のリボヌクレアーゼを含有する生物試料においては特に著し
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い。

      【００３４】

    定量ポリヌクレオチド増幅アッセイ

  擬似ターゲットをポリヌクレオチド増幅反応に取り込ませると、試料間の増幅

変動性を少なくすることができるだけでなく、十分に最適化された定性アッセイ

ですら定量アッセイに変換することもできる。特異的増幅生成物のみを合成する

ポリヌクレオチド増幅系の場合（ターゲット非特異的生成物は形成されないこと

を意味する）、当初のターゲットポリヌクレオチドから増幅される最終生成物の

量は、反応に含有されていたターゲットポリヌクレオチドの出発量に関係なく一

定であろう。これは、反応体の１つが反応停止に十分なほど枯渇する時点まで進

行する自己触媒型増幅反応、たとえばＴＭＡ反応の場合に当てはまる。この状況

で合成される生成物の全量は、大部分は反応に含まれる反応体の初期濃度により

決まる。そのような最適化ポリヌクレオチド増幅系は、反応体の１つの濃度が制

限となる時点まで反応を実施する場合には、定性的ではあるが定量的ではない。

これは、反応中に生成する最終生成物の量がポリヌクレオチドターゲットの出発

量ではなく出発反応体濃度に依存するからである。

      【００３５】

  ＴＭＡなどの増幅反応に擬似ターゲットを含有させる場合、好ましくは擬似タ

ーゲットはターゲットポリヌクレオチドと比較して高いコピー数で存在するであ

ろう。増幅反応は、ターゲットポリヌクレオチドおよび擬似ターゲットから増幅

する生成物の量が反応体の１つが枯渇するのに十分な量に達した時点で停止する

。擬似ターゲットは通常は優勢増幅種であろうから、ターゲットポリヌクレオチ

ドの増幅度はターゲットポリヌクレオチドの出発量ではなく擬似ターゲットの出

発量により決まる。したがって、増幅反応における擬似ターゲットの量を制御す

ることにより、ターゲットポリヌクレオチドの増幅度を反応におけるターゲット

ポリヌクレオチドの出発量に関係なく制御できる。反応体濃度を一定に維持すれ

ば増幅生成物の総量は一定であるが、反応中に生成する被分析体アンプリコンの

量は擬似ターゲットの出発濃度に対する被分析体ポリヌクレオチドの出発割合を

実質的に反映する。ターゲットポリヌクレオチドは予め定めた程度に増幅するの
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で、こうしてポリヌクレオチド増幅アッセイを定量アッセイにすることができる

。これを図２～４に模式的に示す。

      【００３６】

  一般に、擬似ターゲットポリヌクレオチドを反応に含有させることにより定性

ポリヌクレオチド増幅反応を定量反応に変換する方法は、ＰＣＲ、ＮＡＳＢＡ（

核酸配列ベース増幅）、ＳＤＡ（標準置換増幅）、ならびに自己複製型ポリヌク

レオチド分子および複製酵素（ＭＤＶ－１  ＲＮＡおよびＱ－ベータ酵素など）

を用いる増幅方法を含めたすべての既知ポリヌクレオチド増幅系に適用できる。

これらの各種増幅方法を実施するための方法は、それぞれＵＳＰ４，９６５，１

８８；ＥＰ  Ａ０  ５２５  ８８２；ＵＳＰ５，４５５，１６６；ＵＳＰ５，４

７２，８４０；およびＬｉｚａｒｄｉ  ｅｔ  ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ，６：１１９７（１９８８）中にみられる。

      【００３７】

    擬似ターゲットを含む増幅反応の定量態様

  ポリヌクレオチド増幅は指数的プロセスであり、反応速度に影響する変数のい

ずれかがわずかに異なっても被分析体特異的アンプリコンの収量が著しく異なる

ことは、核酸検査の分野で認識されている。本明細書には、増幅反応において生

成した非特異的増幅生成物がアンプリコン生成物の総量に著しく関与し、被分析

体特異的増幅生成物に用いられるはずの反応体を消費する可能性があるという新

規所見を提示する。増幅生成物のプールに対する非特異的生成物の関与は、非特

異的増幅生成物量のわずかな変化が被分析体アンプリコン生成量に強い影響を及

ぼす可能性をもつのに十分なほど著しい。したがって、増幅反応で形成される非

特異的生成物の量を減らすと被分析体アンプリコン生成の精度が改善され、定性

増幅アッセイが定量アッセイに変換されるという利点のあることが、本発明の開

発に際して見いだされた。

      【００３８】

  非特異的生成物の形成を減らすための好ましい方法は、擬似ターゲットを増幅

反応に含有させ、次いでこの反応で合成された被分析体アンプリコンを定量検出

することを伴う。こうして被分析体アンプリコンの生成を、増幅反応開始時に存
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在する被分析体ポリヌクレオチドの量と用量依存的に関連づけることができる。

さらに本発明方法によれば、被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチド数

を定量するために擬似ターゲットアンプリコンを検出する必要がない。

      【００３９】

  したがって本明細書には、内標準に由来する増幅生成物の検出によらない被分

析体ポリヌクレオチドの定量方法が開示される。この方法の開発は、被分析体ア

ンプリコン生成の変動性の原因となる問題の根源を認識し、増幅反応に擬似ター

ゲットを含有させてこれを制御することにより可能となった。擬似ターゲットは

増幅反応の鋳型として作用するが、被分析体ポリヌクレオチドの定量のために擬

似ターゲットアンプリコンの検出は必要ない。アンプリコン合成に必要な反応体

に対して被分析体ポリヌクレオチドと競合する鋳型を反応に添加することにより

増幅反応の精度が改善されるというのは直観に反するが、以下に提示する結果が

この方法の有用性を明らかに証明する。同様に、本明細書に開示する方法は、増

幅はされるが検出または定量の必要はない鋳型ポリヌクレオチドを系に導入する

ことにより、通常は変動性の高い非特異的増幅生成物の生成を制御する方法を提

供する。

      【００４０】

    増幅反応の精度および定量能の改善の原理

  図３ａ～３ｂは、擬似ターゲットが定性的ポリヌクレオチド増幅反応を定量ア

ッセイに変換しうる様子を示す。図３ａは、最適化反応によりターゲット被分析

体（ＴＡ）ポリヌクレオチドを鋳型として用いて反応体プール（図中に八角形で

表す）を特異的増幅生成物（ＳＰ）に変換する様子を示す。擬似ターゲットの不

存在下では反応において生成する被分析体アンプリコンの量はターゲット被分析

体ポリヌクレオチドの出発濃度に対して定量関係にはないので、アッセイは定性

的である。被分析体ポリヌクレオチドの出発レベルが多量であっても少量であっ

ても、反応において合成される被分析体アンプリコンの量には変化しない。反応

において生成する可能性のある被分析体アンプリコンの量は、被分析体ポリヌク

レオチドの出発レベではなく出発反応体プールにより決まる。したがって、反応

体が枯渇する時点まで増幅反応を実施すると、一定量のアンプリコンが生成する
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。逆に、図３ｂは、擬似ターゲットの存在下で実施した増幅反応により、並行す

る反応が擬似ターゲットを含有する場合、出発被分析体ポリヌクレオチドの量に

比例して被分析体特異的生成物が合成される様子を示す。より具体的には、ポリ

ヌクレオチド増幅反応に擬似ターゲットが含有される場合、被分析体アンプリコ

ンの最終量は反応において鋳型として作用する被分析体ポリヌクレオチドの出発

レベルと用量依存関係にある。したがって、反応における被分析体ポリヌクレオ

チドの出発レベルについての情報を得るためには、被分析体アンプリコン（擬似

ターゲットアンプリコンではなく）のみを定量すればよい。このポリヌクレオチ

ド定量方法は、被分析体アンプリコン以外のアンプリコンを検出する必要性、ま

たは異なるアンプリコン種の識別のために異なるプローブ用いる必要性がないと

いう利点をもつ。したがって、被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットの両

方を増幅するために同一対のオリゴヌクレオチドプライマーセットを使用できる

。これら２種類の増幅反応生成物は、被分析体特異的ハイブリダイゼーションプ

ローブを用いて識別できるからである。

      【００４１】

  図４ａ～４ｄは、２つの競合する増幅反応が同時に起きた場合に、被分析体ア

ンプリコン合成が被分析体ポリヌクレオチドの出発レベルを広範囲にわたって定

量的に反映する様子を示す。図４ａは、非特異的生成物の形成がない状態で起き

る理想化した増幅反応について予想される結果を示す。被分析体ポリヌクレオチ

ドのすべての装入レベルで一定レベルの被分析体アンプリコン形成が予想される

。この例は図３ａに示した反応を反映する。図４ｂは、低レベルの非特異的増幅

生成物を自然生成する増幅反応について予想される結果を示す。きわめて低いレ

ベルの装入被分析体ポリヌクレオチドにおいてのみ、狭い範囲の用量依存性があ

る。図４ｃは、高レベルの非特異的増幅生成物を自然生成する増幅反応について

予想される結果を示す。この例では、任意レベルの被分析体ポリヌクレオチドに

おいて実施した増幅反応で、グラフのＹ軸上に示すある範囲に入る量のアンプリ

コンが生成する。非特異的生成物の形成が関与する程度により、図４ｂと４ｃに

示す結果が区別される。被分析体ポリヌクレオチドの装入レベルと被分析体アン

プリコン合成に関連する線が幅広いのは、被分析体アンプリコン形成の精度が低



(26) 特表２００３－５１００２０

いことを反映し、非特異的増幅生成物の自然形成の変動性が高いという事実に起

因する。図４ｄは、擬似ターゲットを含有する理想化した増幅反応について予想

される結果を示す。反応において生成する被分析体アンプリコンの量は、広範な

被分析体ポリヌクレオチド装入レベルにわたって改善された精度および用量依存

関係を共に示す。この例は図３ｂに示した理想化した反応を反映する。

      【００４２】

  このように、本発明方法に従って実施した増幅反応の精度と定量性の観点は、

被分析体と被分析体でないポリヌクレオチドが共増幅し、反応体に対して競合す

る、競合反応の存在および制御性により相関性をもつ。第２の増幅反応が反応体

に対して被分析体特異的反応と競合する場合、動的範囲が改善される。典型的反

応が１００μｌの容量をもつとして、増幅反応に反応当たり１×１０3～２×１

０8分子のレベルで擬似ターゲットを含有させることにより第２反応の制御性を

高めると、被分析体アンプリコン合成量の精度が改善される。

      【００４３】

    標準曲線の使用－増幅前被分析体ポリヌクレオチドの定量

  擬似ターゲットを含有する増幅反応は、反応に装入した被分析体ポリヌクレオ

チド数と合成された被分析体アンプリコンの数の間に定量関係を示すという利点

をもつので、被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチドの数を標準曲線に

より判定できる。より具体的には、一定量の擬似ターゲットおよび既知量の被分

析体ポリヌクレオチドを含有する複数の増幅反応を、未知数の被分析体ポリヌク

レオチドを含有する被験試料を用いて行う増幅反応と並行して実施することがで

きる。あるいは、分析操作を実施する度に曲線を作成する必要がないように、予

め標準曲線を作成しておくこともできる。予め作成したそのような曲線を、試験

機の記憶デバイスに電子的に蓄積しておくこともできる。好ましい増幅反応には

、転写仲介増幅反応、ＮＡＳＢＡ反応およびポリメラーゼ連鎖反応が含まれる。

転写仲介増幅反応がきわめて好ましい。擬似ターゲットの使用量は各反応につい

て同一であり、好ましくは反応当たり１０3～２×１０8、１０4～２×１０8、１

０5～２×１０8、または１０7～２×１０8の擬似ターゲット分子である。擬似タ

ーゲットを含有する反応は、本明細書に記載する方法に従って実施でき、各反応
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で合成される被分析体アンプリコンの数は標準的なハイブリダイゼーション法お

よび検出法により定量される。増幅前の被験試料中の被分析体ポリヌクレオチド

を定量するために擬似ターゲットアンプリコンを検出する必要はないが、所望に

より擬似ターゲットアンプリコンの検出を増幅反応達成の確認に用いることもで

きる。この方法では擬似ターゲットアンプリコンが内部増幅対照として作用する

。次いで、第１軸上に増幅前の被分析体ポリヌクレオチド標準の量、第２軸上に

対応する増幅後の被分析体アンプリコンの量をもつ標準曲線を作成する。次いで

、被験反応について測定した増幅後の被分析体アンプリコンの量を、標準曲線の

増幅後軸上に配置する。他方の軸上の対応する数値が、被験反応に存在していた

被分析体ポリヌクレオチドの増幅前の量を表す。こうして、標準曲線を参照する

ことにより、より具体的には被験試料について得られた定量結果と標準曲線を比

較することにより、被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチドの分子数を

判定できる。これは当業者に周知の方法である。

      【００４４】

  本明細書に記載する方法は、被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレオチド

を定量するために容易に使用できる。実際に、既知数の被分析体ポリヌクレオチ

ド標準を用いて擬似ターゲットを含有する複数の対照増幅反応を開始し、かつ未

知数の被分析体ポリヌクレオチド分子を用いて擬似ターゲットを含有する被験反

応を開始すると、各反応の被分析体アンプリコン数の定量により被験試料中に存

在していたはずの被分析体ポリヌクレオチド分子数を判定することができる。た

とえば５００、１，０００および１，５００分子の被分析体ポリヌクレオチド標

準を含有する標準反応が被分析体特異的プローブベースのハイブリダイゼーショ

ン操作によりそれぞれ１×、２×および３×の被分析体アンプリコン信号を発し

、かつ被験試料が１．５×に対応する被分析体アンプリコン信号を発した場合、

被験試料は７５０の被分析体ポリヌクレオチド分子を含有していたにちがいない

。この例では、５００～１，５００分子の被分析体ポリヌクレオチド標準から生

成するアンプリコンが発する信号間に直線関係がある。標準増幅反応に装入した

被分析体ポリヌクレオチド分子数とアンプリコン特異的信号強度の関係は、グラ

フを用いて確立するのが簡便である。被験試料中に存在する被分析体ポリヌクレ
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オチド分子数の判定は、測定した被分析体アンプリコン信号強度に対応する被分

析体ポリヌクレオチド分子数を標準グラフから容易に判定できる。これは、ポリ

ヌクレオチド増幅反応に被分析体ポリヌクレオチド標準を擬似ターゲットと共に

用いて、被験試料に含有されていた増幅前の被分析体ポリヌクレオチドを定量す

る方法を説明する。

      【００４５】

    有用な擬似ターゲットポリヌクレオチドの構造特性

  本明細書に開示する方法に用いる擬似ターゲットポリヌクレオチドの設計には

下記の情報を採用できる。この情報があれば、検出および定量すべき任意数の被

分析体ポリヌクレオチドに対応する有用な擬似ターゲットを作製できる。擬似タ

ーゲットをポリヌクレオチド増幅操作に関して使用できる用途例には下記のもの

が含まれるが、これらに限定されない：（１）細菌性またはウイルス性病原体の

検出；（２）疾病プロセスの指示体として定量が役立つ場合のポリヌクレオチド

定量；および（３）法医学分析、環境検査および食品検査を含めた他の多数の用

途。

      【００４６】

  本発明の好ましい１態様において、擬似ターゲットおよび被分析体ポリヌクレ

オチドは同一セットの２種類のオリゴヌクレオチドプライマーを用いて増幅でき

る。この例においては、擬似ターゲット上に相補的結合部位をもつ単一オリゴヌ

クレオチドプライマーが被分析体ポリヌクレオチド上にも相補的結合部位をもつ

。

      【００４７】

  他の好ましい態様において、増幅反応に際して鋳型として作用する擬似ターゲ

ットおよび被分析体ポリヌクレオチドは実質的に同様な効率で増幅する。したが

って、増幅をＴＭＡ、ＰＣＲ、または他の何らかの方法、たとえばＳＤＡ（標準

置換増幅）、もしくは自己複製性ポリヌクレオチド分子および複製酵素（ＭＤＶ

－１  ＲＮＡおよびＱ－ベータ酵素など）を用いる方法のいずれにより実施して

も、擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドは同様な増幅効率をもつことが

好ましい。



(29) 特表２００３－５１００２０

      【００４８】

  擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチド鋳型が同様な増幅効率をもつこと

を保証するための１方法では、２鋳型は近似するが、操作中に増幅される配列全

体においては同一でないポリヌクレオチド配列を示す必要がある。たとえば、被

分析体ポリヌクレオチド配列の内部の部分を乱すことにより擬似ターゲットポリ

ヌクレオチドを作製でき、その際、乱された配列は被分析体ポリヌクレオチド特

異的プローブによりハイブリダイズする分子の部分として作用する部分の被分析

体ポリヌクレオチドに対応する。擬似ターゲットポリヌクレオチドの長さは、本

明細書に開示する方法の実施操作にとって重大ではない。

      【００４９】

  擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドが単一反応で共増幅できること、

および得られる２つのアンプリコン種を独立して検出できることが必須である。

より具体的には、擬似ターゲット増幅生成物と被分析体ポリヌクレオチド増幅生

成物が互いに異なる配列をもち、したがって、長さ、検出プローブとハイブリダ

イズする能力その他の方法により識別できることが必須である。増幅反応におい

て増幅したポリヌクレオチド鋳型は、通常は増幅反応の実施に用いるプライマー

結合部位と相同または相補的な領域間に挿入された実質数のヌクレオチド塩基を

含むであろうから、これらの挿入配列は選択したハイブリダイゼーションプロー

ブがここに結合しうる領域として作用することができる。ハイブリダイゼーショ

ンプローブおよび検出プローブの選択に有用な基準は、当業者に周知であろう。

本発明に関して有用なプローブには、標識ポリヌクレオチド、および後続の増幅

反応においてプライマーとして有用なオリゴヌクレオチドが含まれる。

      【００５０】

  被分析体ポリヌクレオチドを生物検体から単離する前の時点で、たとえば試料

処理の補助として検体に擬似ターゲットを添加する場合、擬似ターゲットおよび

被分析体ポリヌクレオチドを同じ試料処理操作により検体から回収できることが

重要である。たとえば、ＤＮＡを変性させ、ＲＮＡを加水分解するような強アル

カリ性条件下で被分析体ポリヌクレオチドを回収できる場合、擬似ターゲットも

同じ条件下で構造的に無傷の分子として回収できなければならない。たとえばア
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ルカリ性緩衝液条件を用いて、添加した擬似ターゲットポリヌクレオチドの存在

下で被分析体ポリヌクレオチドを単離する場合は、被分析体も擬似ターゲットも

ＲＮＡ分子ではない。これはこの単離操作中に分解するであろう。同様に、擬似

ターゲットおよび被分析体ポリヌクレオチドをたとえばエタノールなどのアルコ

ール類の添加により沈殿させる場合、擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチ

ドは実質的に同様な効率で沈殿しなければならない。

      【００５１】

    擬似ターゲット配列と被分析体ポリヌクレオチド配列の関係

  擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドを同一セットの２種類のオリゴヌ

クレオチドプライマーを用いて共増幅できることが好ましいが、必須でないこと

は明らかである。より具体的には、一対の被分析体特異的プライマーセットを用

いて被分析体ポリヌクレオチドを検出するための定性ポリヌクレオチド増幅アッ

セイを、さらに擬似ターゲット、および擬似ターゲット増幅のためのプライマー

セットを反応に含有させることにより、定量アッセイに変換できる。本発明方法

の１態様においては、被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットを同一の２種

類のプライマーにより共増幅させる。

      【００５２】

  ”普遍（ｕｎｉｖｅｒｓａｌ）擬似ターゲット”および擬似ターゲット特異的

プライマーセットを用いて定量増幅反応を実施することもできる。本発明方法の

１態様においては、普遍擬似ターゲットの増幅に用いるプライマーは被分析体ポ

リヌクレオチドの増幅に用いるプライマーと同一であってもよい。普遍擬似ター

ゲットは被分析体ポリヌクレオチドと構造関係がある必要はなく、被分析体ポリ

ヌクレオチドと同様な増幅効率で共増幅する必要もない。低い、または高い出発

レベルの被分析体ポリヌクレオチドを用いて実施した増幅反応で、増幅反応開始

時に存在する被分析体ポリヌクレオチドの出発量に依存性の様式で被分析体アン

プリコンが合成されるであろう。この方法を用いると、２種類以上の増幅反応を

被分析体アンプリコンの生成について評価でき、被分析体アンプリコンレベルは

各試料中の被分析体ポリヌクレオチドの出発レベルに用量依存関係にある。

      【００５３】
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  被分析体ポリヌクレオチドに関連のない擬似ターゲットおよびそれに付随する

プライマーを用いても良好な結果を達成できるが、同一のプライマーセットによ

り被分析体ポリヌクレオチドと共増幅する擬似ターゲットを用いることが好まし

い。この好ましい方法は、増幅反応にアンプリコン合成のための供給源として用

いる試薬プールの組成の多様性が少なくなるという利点をもつ。本発明を説明す

るために本明細書に提示した具体例では、共通のオリゴヌクレオチドプライマー

セットを用いて共増幅する擬似ターゲットおよび被分析体ポリヌクレオチド例を

用いる。

      【００５４】

    増幅反応に含有させる擬似ターゲット量の選択

  一般にポリヌクレオチド増幅反応に擬似ターゲットを含有させることにより得

られる利点は、きわめて広範な擬似ターゲット濃度にわたって得られる。より具

体的には、ＴＭＡ反応などの増幅反応に１×１０3～２×１０8分子の量で擬似タ

ーゲットを含有させると、（１）より高い増幅精度、（２）陽性キャリーオーバ

ーの可能性の低下、および（３）ターゲット回収変動性の基準化が達成される。

これらについてはすべて本明細書に開示されている。実施上の制限内で、増幅反

応における擬似ターゲットの出発レベルが高いほど、上記３つのパラメーターが

より改善されるであろう。

      【００５５】

  通常は被分析体アンプリコンの合成に使用できないヌクレオチド三リン酸反応

体を用いても擬似ターゲットアンプリコンが合成されるので、増幅反応に擬似タ

ーゲットが存在すると被分析体アンプリコン合成が低下するであろう。これが、

限定された反応体プールから被分析体アンプリコンと擬似ターゲットアンプリコ

ンの両方が合成される理由である。したがって、擬似ターゲットの出発レベルが

漸増すると、増幅反応において生成する被分析体アンプリコン量が漸減する。こ

のため、増幅反応における擬似ターゲットの出発濃度の上限は、実際には被分析

体アンプリコンの検出に用いる方法の感度に依存する。

      【００５６】

  増幅反応に含有させることができ、かつ検出に適したレベルの被分析体アンプ
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リコンを生成する擬似アンプリコンの上限量または上限濃度は、ルーティン実験

できわめて容易に決定できる。この場合も、反応体枯渇時点まで実施した増幅反

応における擬似ターゲットのレベルが高いほど反応において生成する被分析体ア

ンプリコン量が低くなることは、当業者に自明であろう。これは、増幅反応にお

いて擬似ターゲットアンプリコンが被分析体アンプリコンの犠牲において合成さ

れるからである。したがって、きわめて高いレベルの擬似ターゲットを含有する

増幅反応では、生成する被分析体アンプリコンのレベルは低くなる。被分析体ア

ンプリコン検出のための高感度アッセイ法は、これら低レベルの被分析体アンプ

リコンの検出に特に有用である。これに対し、陽性の検出信号を得るために多量

の被分析体アンプリコンを必要とする低感度アッセイ法は、多量の被分析体アン

プリコンの検出には有用であろう。これはごく低い出発レベルの擬似ターゲット

を含有し、かつ高レベルの被分析体アンプリコンを生成する増幅反応から得られ

る。このように、増幅反応の実施に使用できる擬似ターゲット量の上限は、増幅

反応自体ではなく、被分析体アンプリコン検出のために最終的に採用するアッセ

イの感度に依存する。

      【００５７】

  ＴＭＡ反応などの反応では擬似ターゲット装入レベルが高いほど非特異的増幅

生成物が少ないというのは一般に当てはまるので、増幅反応に含有される擬似タ

ーゲットの量は好ましくは可能な限り高くすべきであるということになる。後記

実施例に開示した最高擬似ターゲットレベルは、１００μｌの反応物中、２×１

０8分子であった。もちろん、被分析体アンプリコンの検出に用いる検出系は、

出発試料中に被分析体ポリヌクレオチドが存在し、したがって増幅反応において

被分析体アンプリコンが合成される場合は、陽性信号を発するのに十分な感度を

もたなければならない。実際には、ある範囲の擬似ターゲット濃度を試験し、被

分析体アンプリコンに対する与えられた感度をもつ検出系を用いる被分析体アン

プリコン検出性により測定して、良好な結果が増幅反応において得られる最適量

を判定することができる。通常は、被分析体ポリヌクレオチドを含有する増幅反

応および含有しない増幅反応についてそれぞれ予想される結果を指示するために

、陽性および陰性対照がこの操作に含まれる。
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      【００５８】

  増幅反応の実施のために選択する擬似ターゲットの量は、増幅の規模、反応に

おける被分析体ポリヌクレオチドの出発数、および被分析体アンプリコンを検出

するために用いる検出系の感度により影響される可能性がある。標準的ＴＭＡ反

応は、一般に出発ポリヌクレオチドレベルを１０12～１０13倍増幅する。ポリヌ

クレオチド検出系の一例は、ハイブリダイゼーションアッセイにおいて約６×１

０7分子を検出できる。増幅反応において鋳型供給源として作用する試料中の被

分析体ポリヌクレオチド１００分子を検出するためには、約６×１０5倍（約６

×１０7を１００で割ったもの）の増幅を達成する必要があろう。被分析体ポリ

ヌクレオチド１００分子を少なくとも６×１０5倍増幅するためには、増幅反応

には１×１０7を超える擬似ターゲット分子が含まれてはならない。これは、６

×１０12（前記１０12～１０13倍の範囲内の一例）を１×１０7で割ると、６×

１０5倍となるからである。含有される擬似ターゲット数が多いほど、増幅倍率

は許容できる６×１０5の数値より低下するであろう。代わりに１×１０9倍にま

で達するＰＣＲプロトコルを用いると、増幅反応における擬似ターゲットの最大

許容量は１×１０9を６×１０5で割ったもの、すなわち１．７×１０3分子とな

る。したがって下記のことが明らかである：（１）本明細書に開示する方法の実

施には広範な擬似ターゲット濃度を採用できる；（２）増幅プロトコルにおいて

検査する試料中の被分析体ポリヌクレオチド数が未知である場合、擬似ターゲッ

トの最適量を経験的に判定できる。

      【００５９】

  増幅反応の実施に採用できる好ましい擬似ターゲット量は、典型的反応を１０

０μｌの容量で実施する場合、一般に反応当たり１０3～１０9分子である。たと

えばＨＩＶ感染ヒトから採取した血清試料中のＨＩＶポリヌクレオチドを検出す

るためのアッセイは、反応当たり１０3～２×１０8、１０4～２×１０8、１０5

～２×１０8、または１０7～２×１０8分子の擬似ターゲットを用いて実施でき

る。きわめて好ましい態様において、増幅反応はＴＭＡ反応であり、これらの擬

似ターゲット量を用いて実施した増幅反応において生成した被分析体アンプリコ

ンの検出にはＨＰＡ（”均質保護アッセイ”）法を採用する。後記実施例に示す
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ように、広範な擬似ターゲット濃度を試験し、良好な結果が得られることが示さ

れた。

      【００６０】

    本発明のポリヌクレオチド増幅方法を実施するためのキット

  本明細書に記載するポリヌクレオチド増幅方法の実施に有用なキットは、下記

のものを含む：（１）擬似ターゲット；（２）擬似ターゲットと被分析体ポリヌ

クレオチドを共増幅するための、少なくとも一対のオリゴヌクレオチドプライマ

ー；（３）ポリヌクレオチド増幅反応を実施するための試薬；ならびに（４）増

幅反応を実施し、反応において生成した被分析体アンプリコンのみを検出するた

めの指示を含む印刷した説明書。所望により、キットは被分析体アンプリコンを

検出するための標識プローブを含むことができる。キットと共に含まれる試薬は

、デオキシヌクレオチド三リン酸およびＤＮＡ重合酵素を含み、逆転写酵素であ

ってもよい。ヌクレオチド三リン酸およびＲＮＡ重合酵素は、キットに含まれて

もよい任意試薬である。

      【００６１】

  この背景において、本発明の３つの具体的態様を以下に詳述する。

    Ｉ．被分析体ポリヌクレオチド増幅の感度向上

  増幅方法は、定量および定性のいずれも、痕跡量の特異的ターゲットポリヌク

レオチドですら検出および測定するための有力な手段となる。しかし異なる反応

間で均一な増幅効率を得るのが困難なことは、増幅度の変動性が精確な定量およ

び少量のターゲットを検出する可能性の妨害となることを意味する。本発明者は

、非特異的生成物の形成を最小限に抑え、被分析体アンプリコン合成量の精度を

高め、かつ定量増幅反応の実施しやすさを最大限に高めることができる方法の開

発を試みた。

      【００６２】

  増幅度の変動性は、一部は酵素による非特異的反応生成物の合成に起因すると

思われる。これらの非特異的生成物の形成は、増幅鋳型として作用するターゲッ

トポリヌクレオチドがきわめて低い出発レベルで反応に含まれるにすぎない場合

に、最も顕著であった。ターゲットポリヌクレオチドレベルが高いほど、非特異
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的生成物の形成は少なくなり、反応の全生成物のうちごく小さな割合になる。し

たがって本発明の目的は、反応混合物中の被分析体ポリヌクレオチドの出発レベ

ルがきわめて低い場合ですら、高いターゲットポリヌクレオチド濃度に特徴的な

反応条件を模倣することであった。より具体的には、図２に示すように、非特異

的生成物の形成を最小限に抑える好ましい反応条件を模倣することが望ましい。

      【００６３】

  被分析体ポリヌクレオチドと共増幅する擬似ターゲットポリヌクレオチドを補

給した増幅反応により、これらの目的を達成するために望ましい反応条件が得ら

れた。これにより増幅反応は、増幅反応における真の被分析体レベルが低い場合

ですら、高レベルの被分析体が存在するかのような挙動を示した。後記の実験結

果が示すように、１０5コピーを超える擬似ターゲットポリヌクレオチドの添加

により、相対光単位（ＲＬＵ）の変動係数（ＣＶ％）の改善により測定した増幅

精度が改善された。ここでＲＬＵはハイブリダイズしたプローブの量の測定可能

な指標である。これに関してＣＶ％は、データコレクションについての標準偏差

（ＳＤ）をそのコレクションについての正味平均で割り、次いでその商を１００

倍することにより計算した統計値である。低いＣＶ％値はデータのばらつきが少

ないことを反映し、実験精度がより高いことの指標と受け取れる。したがって本

明細書に記載する方法は、被分析体ポリヌクレオチド増幅の精度を改善し、一方

では規模の変動する非特異的反応生成物の形成を少なくする手段を提供する。

      【００６４】

  本明細書に開示する方法はさらに、被分析体ポリヌクレオチドが擬似ターゲッ

トのコピー数より低いコピー数で存在する限り、被分析体ポリヌクレオチドの出

発レベルに関係なくポリヌクレオチド増幅反応の結果を基準化する機序を提供す

る。後記に例示する方法では、被分析体ポリヌクレオチドが１０1～１０5分子の

出発レベルで一連の増幅反応混合物中に存在し、一方では擬似ターゲットがすべ

ての混合物中に１０6分子のレベルで存在した。これは、すべての増幅反応が実

質的に１０6のポリヌクレオチド鋳型から開始したことを意味する。鋳型の総数

に対する被分析体ポリヌクレオチドの寄与は、いずれの混合物においてもきわめ

て低かったからである。したがって、被分析体ポリヌクレオチド数は広く変動し
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たにもかかわらず、すべての増幅反応がほぼ１０6の鋳型を含有するかのような

挙動を示した。これにより、実際の被分析体レベルに関係なく、増幅反応は１０

6の鋳型ポリヌクレオチドに基準化された。

      【００６５】

    ＩＩ．アンプリコン生成の制御

  さらに、高い装入レベルのターゲットポリヌクレオチドの定量を不正確にする

可能性のある被分析体アンプリコンの”過剰生成”に伴う障害を克服するために

、擬似ターゲットを使用しうることが見いだされた。増幅反応において過剰量の

アンプリコンが生成し、検出プローブを飽和するまでハイブリダイズさせること

によりこれらのアンプリコンを定量すると、必然的にアッセイの検出工程で多量

の検出プローブが消費される。逆に、低レベルのアンプリコンが生成する場合、

検出工程の実施に必要な検出プローブは少なくなるであろう。増幅反応において

生成するアンプリコンの量を少なくすることの他の利点は、アンプリコンの検出

に用いる検出装置という他の観点に関係する。ルミノメトリーなどの検出手段は

しばしば直線的応答範囲をもち、これを高い信号レベルで飽和させることができ

るので、検出工程で発せられる信号は検出装置の直線応答範囲内に含まれる。こ

のように、アンプリコン合成を制御しうることは後続の検出工程に関して有益で

ある。

      【００６６】

  増幅反応において生成する被分析体アンプリコンの量は、増幅反応に擬似ター

ゲットを含有させてアンプリコン合成に対しターゲットポリヌクレオチドと競合

させることにより制御できる。擬似ターゲットが存在する場合、増幅反応混合物

中の反応体は被分析体アンプリコンと擬似ターゲットアンプリコンの両方の合成

に用いられるであろう。試薬が消費されるまで増幅反応が進行し、かつ被分析体

アンプリコンを犠牲にしてより多数の擬似ターゲットアンプリコンが生成すれば

、増幅反応における擬似ターゲットの出発量の増加により被分析体アンプリコン

の相対割合を低下させることができる。増幅反応に含有させるのに適切な擬似タ

ーゲットレベルは、ルーティン実験程度で判定できる。

      【００６７】



(37) 特表２００３－５１００２０

  ＴＭＡ反応などのポリヌクレオチド増幅反応における被分析体アンプリコン生

成を少なくするための別法は、準最適条件で反応を実施するもの、たとえばＵＳ

Ｐ５，７０５，３６５および５，７１０，０２９に記載される方法である。この

別法は、検出すべき異なる被分析体を”脱最適化”するために異なる条件を必要

とするので、前記方法より望ましくないことがある。これに対し、擬似ターゲッ

トを含有させることにより反応において生成する被分析体アンプリコン量を少な

くすると、すべての反応を最適条件下で実施できる。

      【００６８】

  このように、増幅反応に擬似ターゲットを含有させると、高レベルのターゲッ

トとより高いレベルの擬似ターゲットを競合させることにより、定量増幅反応を

”調整”する手段が得られる。

      【００６９】

    ＩＩＩ．添加した擬似ターゲットの存在下での検体処理

  多くの定量アッセイについて、異なる生物試料からターゲットポリヌクレオチ

ドを均一に回収することはきわめて重要である。たとえば血漿中ＨＩＶウイルス

粒子濃度を測定するためのアッセイ法は、ターゲットポリヌクレオチド回収精度

が低いと、血漿中ウイルス粒子濃度の推定が不正確になりやすい。本明細書には

、被分析体ポリヌクレオチドレベルの変動性に比較的耐容性である別法を記載す

る。

      【００７０】

  本発明の１態様は、増幅反応において鋳型として作用するポリヌクレオチドの

定量的回収を試みるのではなく、検体処理工程でのターゲットポリヌクレオチド

回収の変動性を基準化する方法に関する。この方法によれば、擬似ターゲット増

幅が真のターゲット増幅と競合するのに十分なほど高い場合、かつ擬似ターゲッ

トと被分析体ポリヌクレオチドが同様な増幅効率で共増幅する場合、ターゲット

ポリヌクレオチド増幅生成物の最終量を容易に制御できる。この範囲で、被分析

体アンプリコンの量は擬似ターゲットの装入レベルに反比例する。たとえば擬似

ターゲットの装入レベルをＸ倍高めると、被分析体アンプリコンは１／Ｘに減少

する。検体処理工程中に擬似ターゲットが存在する場合、擬似ターゲットと真の
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ターゲットは同様な効率で回収される。したがって被分析体ポリヌクレオチドの

回収効率がＫ％であれば、擬似ターゲットもＫ％の効率で回収される。

      【００７１】

  他の点で等しい条件下では、反応により生成するアンプリコンの量は比較的一

定である。したがって擬似ターゲットを添加すると、反応成分は非特異的アンプ

リコン形成から外れ、反応において生成するアンプリコンはすべて効率的に擬似

ターゲットアンプリコンであるか、または被分析体ポリヌクレオチドの増幅生成

物の被分析体アンプリコンであることが保証される。擬似ターゲットアンプリコ

ンおよび被分析体アンプリコンは、増幅反応開始時の擬似ターゲットと被分析体

ポリヌクレオチドの比率と等しい比率で生成する。

      【００７２】

  被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットを同時に単離し、次いで増幅反応

に添加して反応体が枯渇するまで進行させると、生成する被分析体アンプリコン

と擬似ターゲットアンプリコンの相対割合は生物検体から単離した試料中の被分

析体と擬似ターゲットの相対割合と等しいであろう。これは、検体処理における

ポリヌクレオチド回収効率に関係なく、増幅反応で合成された被分析体アンプリ

コンの量は１００％の被分析体ポリヌクレオチドおよび擬似ターゲットが検体処

理工程で回収された場合に合成されたであろう量と同一であることを意味する。

したがって、後続の増幅のためにポリヌクレオチドを単離する処理の時点で生物

検体に擬似ターゲットを添加することにより、後続の増幅工程におけるターゲッ

ト回収効率は基準化される。

      【００７３】

    擬似ターゲットを含有する増幅反応

  後記実施例で用いたＴＭＡ反応の実施には２つの好都合な方式を採用できる。

第１方式では、すべての材料がすべての時点で液体である。たとえば試薬、鋳型

および酵素の溶液を反応器内で混和し、増幅を進行させる。これは、ターゲット

ポリヌクレオチドが精製または準精製状態で得られる場合に最も好都合である。

第２方式では、ＴＭＡ反応で増幅すべきポリヌクレオチド鋳型をまず固相（たと

えばビーズ）上に採集し、固相と鋳型を含むこの複合体を増幅反応における他の
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試薬と混和する。有用な固相には、ニトロセルロース、ナイロン、ガラス、被覆

磁性粒子、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、および誘導体化したポリマー、

たとえばエポキシ樹脂が含まれるが、これらに限定されない。この第２方式は、

入手できる鋳型ポリヌクレオチドの量が限定される場合に特に好都合である。少

量のポリヌクレオチド試料の操作をより多量の、より取扱いやすいビーズの懸濁

液の操作に置き換えることが容易であるのは、当業者に自明であろう。さらに、

ビーズは鋳型精製工程の１成分であってもよい。たとえばオリゴ（ｄＴ）ポリヌ

クレオチドを配置したビーズを細胞溶解物と混合すると、ポリ（Ａ）+ｍＲＮＡ

がビーズに固定化される。次いで、ビーズおよび固定化ｍＲＮＡを含有するこの

複合体を試薬および酵素と混和すると、ビーズに結合したＲＮＡを増幅のための

鋳型として用いてＴＭＡ反応を実施できる。この場合、ビーズを反応器に直接添

加できる。オリゴ（ｄＴ）ポリヌクレオチドの代わりに、配列の異なるポリヌク

レオチドをビーズに固定化すると、ポリヌクレオチド集合体から相補的被分析体

ポリヌクレオチドまたは擬似ターゲットを捕獲するためにその異なる配列を使用

できる。特定のポリヌクレオチドを固体支持体に固定化するこの方法は、特定の

ポリヌクレオチドをポリヌクレオチドの複合体混合物から単離する手段を提供で

きる。ポリヌクレオチドを単離するための他の方法は、標準法、たとえばフェノ

ールとクロロホルムの混合物などの有機試薬による抽出を伴うものであり、所望

によりアルコール沈殿工程を含む。

      【００７４】

  後記実施例は、擬似ターゲットの存在により、オリゴ（ｄＴ）誘導体化磁性ビ

ーズを含むＴＭＡ反応におけるアンプリコン生成の変動性が低下することを証明

した。この変動性の低下は、増幅”精度”の向上と表現することもできる。より

具体的には、後記の結果は、実質的に同一量の出発鋳型ポリヌクレオチドを用い

て実施した異なる反応が試料間変動性の低下した再現性の高い結果を与える利点

をもつことを証明する。

      【００７５】

  本発明に関しては増幅ポリヌクレオチド検出のための多様な方法を採用できる

が、ＵＳＰ５，６３９，６０４（その開示内容を本明細書に援用する）に開示さ
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れる”ハイブリダイゼーション保護アッセイ（ＨＰＡ）”が特に有用な方法であ

る。１態様においてＨＰＡ検出法は、増幅ポリヌクレオチドと化学発光性アクリ

ジニウムエステルで標識した相補的ポリヌクレオチドプローブとのハイブリダイ

ゼーションを伴う。二重らせん構造とハイブリダイズした場合、アクリジニウム

エステルは緩和な加水分解条件下での分解から保護される。ハイブリダイズして

いないプローブ中のアクリジニウムエステルはそのような分解を受けやすく、適

宜な化学処理で選択的に分解される。分解していないアクリジニウムエステル量

の測定により、相補的ポリヌクレオチドとハイブリダイズしたプローブの量が指

示される。この測定工程は、過酸化水素を混合物に添加し、後続の塩基触媒－化

学発光反応において発する光の量を測定することを伴う。アンプリコン合成を定

量するＨＰＡ法は、除去しなければ高レベルのバックグラウンドハイブリダイゼ

ーションを生じるハイブリダイズしていない過剰のプローブを除去するための時

間のかかる冗長な工程を必要としないので、好ましい。しかしアンプリコンを検

出および定量するための他の方法、たとえば放射性、蛍光性もしくは酵素標識プ

ローブを用いる方法、または分離法を採用する他の検出法（固相支持体方式、Ｈ

ＰＬＣおよび電気泳動を含むが、これらに限定されない）を本発明の実施に用い

ても、同様に良好な結果が得られる。実際に、アンプリコンの検出に用いる方法

が下記の方法で得られる結果の質に影響を与えるとは考えられない。

      【００７６】

    好ましい被分析体ポリヌクレオチド

  本明細書に記載するように、擬似ターゲットを用いる定量法は被分析体ポリヌ

クレオチドの由来に関係なく増幅反応を実施するために利用である。好ましい被

分析体ポリヌクレオチドには、ウイルス、細菌、真菌および原虫を含めた病原性

微生物に由来する核酸が含まれる。ウイルス由来のきわめて好ましい被分析体ポ

リヌクレオチドの例は、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２）

、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）およびＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）である。本明

細書に開示する方法で定量できる細菌、真菌および原虫に由来する好ましい被分

析体ポリヌクレオチドにはリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）が含まれる。被分析体

ポリヌクレオチド源としてきわめて好ましい細菌の例には、下記のものが含まれ
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る：クラミジア・トラコマチス（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ  ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ

）（細胞内偏性生物であるグラム陰性菌）、カンピロバクター属（Ｃａｍｐｙｌ

ｏｂａｃｔｅｒ）のメンバー（カンピロバクター・ジェジュニ（Ｃ．ｊｅｊｕｎ

ｉ）、カンピロバクター・コリ（Ｃ．ｃｏｌｉ）、カンピロバクター・ラリディ

ス（Ｃ．ｌａｒｉｄｉｓ））、エンテロコッカス属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ

）のメンバー（エンテロコッカス・アビウム（Ｅ．ａｖｉｕｍ）、エンテロコッ

カス・カセリフラブス（Ｅ．ｃａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓ）、エンテロコッカス

・デュランス（Ｅ．ｄｕｒａｎｓ）、エンテロコッカス・フェーカリス（Ｅ．ｆ

ａｅｃａｌｉｓ）、エンテロコッカス・フェシウム（Ｅ．ｆａｅｃｉｕｍ）、エ

ンテロコッカス・ガリナラム（Ｅ．ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）、エンテロコッカス

・ハイレ（Ｅ．ｈｉｒａｅ）、エンテロコッカス・ムンチイ（Ｅ．ｍｕｎｄｔｉ

ｉ）、エンテロコッカス・シュードアビウム（Ｅ．ｐｓｅｕｄｏａｖｉｕｍ）、

エンテロコッカス・マロドラタス（Ｅ．ｍａｌｏｄｏｒａｔｕｓ）およびエンテ

ロコッカス・ラフィノーサス（Ｅ．ｒａｆｉｎｏｓｕｓ））、ヘモフィルス・イ

ンフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ  ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、リステリア

・モノサイトゲネス（Ｌｙｓｔｅｒｉａ  ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）、淋菌

（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ  ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐ

ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ）、Ｂ群ストレプトコッカス属（Ｓｔｒｅ

ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）菌、肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ  ｐｎｅ

ｕｍｏｎｉａｅ）、結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｔｕｂｅｒｃｕｌｏ

ｓｉｓ）、マイコバクテリウム・アビウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ａｖ

ｉｕｍ）、マイコバクテリウム・イントラセルラーレ（Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌ

ｕｌａｒｅ）、マイコバクテリウム・ゴルドネ（Ｍ．ｇｏｒｄｏｎａｅ）、マイ

コバクテリウム・カンサシイ（Ｍ．ｋａｎｓａｓｉｉ）。被分析体ポリヌクレオ

チド源としてきわめて好ましい真菌の例には、下記のものが含まれる：ブラスト

セス・デルマチジス（Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｅｓ  ｄｅｒｍａｔｉｄｉｓ）、カン

ジダ属（Ｃａｎｄｉｄａ）のメンバー（カンジダ・アルビカンス（Ｃ．ａｌｂｉ

ｃａｎｓ）、カンジダ・グラブラタ（Ｃ．ｇｌａｂｒａｔａ）、カンジダ・パラ

プシローシス（Ｃ．ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ）、カンジダ・ダイバーサス（Ｃ
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．ｄｉｖｅｒｓｕｓ）、カンジダ・トロピカリス（Ｃ．ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）

、カンジダ・ギリエルモンディ（Ｃ．ｇｕｉｌｌｉｅｒｍｏｎｄｉｉ）、カンジ

ダ・デュブリニエンシス（Ｃ．ｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓ））、ヒストプラスマ

・カプスラーツム（Ｈｉｓｔｏｐｌａｓｍａ  ｃａｐｓｕｌａｔｕｍ）、コクシ

ディオイデス・イミチス（Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ  ｉｍｍｉｔｉｓ）。被分

析体ポリヌクレオチド源としてきわめて好ましい原虫の例には、血液性および組

織性原虫、たとえばプラスモジウム属（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ）のメンバー（四

日熱マラリア原虫（Ｐ．ｍａｌａｒｉａｅ）、熱帯熱マラリア原虫（Ｐ．ｆａｌ

ｃｉｐａｒｕｍ）、三日熱マラリア原虫（Ｐ．ｖｉｖａｘ））、ならびに消化管

に感染する原虫、たとえばランブル鞭毛虫（Ｇｕａｒｄｉａ  ｌａｍｂｌｉａ）

およびクリプトスポリジウム・パルバム（Ｃｒｙｐｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ  ｐ

ａｒｖｕｍ）が含まれる。

      【００７７】

  本発明方法は、ヒト由来の核酸、たとえば癌を含めた疾病状態で過剰発現また

は過少発現するｍＲＮＡの定量にも利用できる。胸部腺癌および卵巣腺癌におい

てコピー数の増加した状態で存在する遺伝子の一例はＨＥＲ－２／ｎｅｕ癌遺伝

子であり、これは上皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）と共通なある特色をもつチロ

シンキナーゼをコードする。ＵＳＰ４，９６８，６０３には、増加したＨＥＲ－

２／ｎｅｕ遺伝子またはＨＥＲ－２／ｎｅｕ  ｍＲＮＡのコピー数測定が癌性疾

病状態の判定のための手段として有用であると記載されている。たとえば、本明

細書に記載する方法を定量核酸増幅プロトコルに利用し、これにより細胞のＨＥ

Ｒ－２／ｎｅｕポリヌクレオチド含量を測定することができる。

      【００７８】

  実際に、本明細書に記載するポリヌクレオチド増幅法は多数の核酸ターゲット

に広範囲に適用でき、被験試料中のいずれか任意の被分析体ポリヌクレオチドの

増幅方法にまで容易に拡張される。

      【００７９】

  本明細書に記載するものと類似または均等な他の材料および方法を本発明方法

の実施または試験に使用できるが、好ましい方法および材料を以下に記載する。
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種々の核酸の操作および処理を実施するために使用できる方法についての全般的

参考は、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍ

ａｎｕａｌ（Ｓａｍｂｒｏｏｋら編，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  

Ｌａｂ社，１９８９）およびＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ａｕｓｕｂｅｌら編，Ｇｒｅｅｎ  Ｐｕｂｌ

ｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉ

ｅｎｃｅ，１９８７）中にみられる。ＴＭＡ反応を実施するための方法は、ＵＳ

Ｐ５，３９９，４９１に開示されている。ＴＭＡ反応プロトコルの改善、たとえ

ばＵＳＰ５，７８６，１８３に開示されている方法は、本発明の目的に関して転

写仲介増幅の範囲に含まれる。アクリジニウムエステル標識プローブの調製およ

び使用のための方法は、ＡｒｎｏｌｄによりＵＳＰ５，６３９，６０４に挙げら

れている。これら３特許の開示内容を本明細書に援用する。本発明に至った実験

および結果について以下に記載する。

      【００８０】

  実施例１には、擬似ターゲットを含有するポリヌクレオチド増幅反応がアンプ

リコン生成の変動性を低下させることを証明した方法を記載する。

  実施例１

  擬似ターゲットアンプリコンはＴＭＡにおいて生成するアンプリコン量の変動

性を低下させる

  ＨＩＶ  ｐｏｌ転写体のセグメントに特異的なプライマーを用いて、一連のＴ

ＭＡ反応物を調製した。すべての反応を８回反復実施した。各反応に、１０ｍＭ

のＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）および１ｍＭのＥＤＴＡよりなる検体緩衝液中に希

釈した、完全ＨＩＶゲノムのＲＮＡ転写体６０コピーを含有する５０μｌを装入

した。プラスミドＢＨ１０を鋳型として用いてＲＮＡ転写体を合成した。この操

作では、このＢＨ１０  ＲＮＡを被分析体ポリヌクレオチドの一例として用いた

。ＢＨ１０  ＲＮＡのポリヌクレオチド配列は配列番号：３の配列により示され

る。反応には、反応番号：４のＩＡＣ－Ａｓｃｒ擬似ターゲットＲＮＡ  ０、１

０5、１０6または１０7コピーをも含有させた。これに下記のものを含有する増

幅試薬２５μｌを添加した：
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下記配列のＴ７Ａ（－）４１９０プライマー１０ｐｍｏｌ：

      【００８１】

【化１】

      【００８２】

（配列番号：１）；

下記配列の同（＋）４１０８プライマー１０ｐｍｏｌ：

      【００８３】

【化２】

      【００８４】

（配列番号：２）；

１６０ｍＭのトリス緩衝液（ｐＨ７．５）；各１６ｍＭのＡＴＰ、ＣＴＰ、ＧＴ

ＰおよびＵＴＰ；各４ｍＭのｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰ；１

０ｍＭのＭｇＣｌ2；７０ｍＭのＫＣｌ；２０％のグリセロール；０．６ｍＭの

酢酸亜鉛；ならびに２０％ポリビニルピロリドン。次いで試料に２００μｌの鉱

油を積層し、まず６５℃で１０分間インキュベートしてプライマー－ターゲット

をアニーリングさせ、次いで４２℃で５分間インキュベートした。次いで各反応

に下記のものを含有する２５μｌアリコートの酵素混合物を添加した：２，００

０ＧＰ単位のＭＭＬＶ逆転写酵素；２，０００ＧＰ単位のＴ７  ＲＮＡポリメラ

ーゼ；１４０ｍＭのトリス緩衝液（ｐＨ８．０）；１００ｍＭのＮ－アセチルシ

ステイン（還元剤）；２０％のグリセロール；７０ｍＭのＫＣｌ；７０ｍＭのト

レハロース；８ｍＭのＨＥＰＥＳ；１．０４ｍＭのＥＤＴＡ；１０％のＴＲＩＴ

ＯＮ  Ｘ－１０２および０．０１％のフェノールレッド。１ＧＰ単位の逆転写酵

素は、ＲＮＡ鋳型から３７℃、１５分で５．７５ｆｍｏｌのｃＤＮＡを合成する

酵素量に相当する。１ＧＰ単位のＲＮＡポリメラーゼは、プロモーター配列を含
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む二本鎖ＤＮＡ鋳型から３７℃、２０分で５ｆｍｏｌのＲＮＡ転写体を合成する

酵素量と定義される。反応物を４２℃でさらに６０分間インキュベートした。次

いで１００μｌの反応混合物試料を、等容量のＨＩＶ特異的ＡＥ（＋）４１３４

プローブと混和した。このプローブは標識としてのアクリジニウムエステル部分

を保有し、下記の配列をもつ：

      【００８５】

【化３】

      【００８６】

（配列番号：５）。

この標識ポリヌクレオチドプローブは、本質的にＵＳＰ５，６３９，６０４に開

示される方法に従って調製および使用され、１００ｍＭのコハク酸リチウム緩衝

液（ｐＨ４．７）、２％（ｗ／ｖ）のラウリル硫酸リチウム、１．２Ｍの塩化リ

チウム、１５ｍＭのアルドリチオール－２（ａｒｄｒｉｔｈｉｏｌ－２）、２０

ｍＭのＥＤＴＡ、２０ｍＭのＥＧＴＡおよび３％のエタノールを含有する溶液に

分散された。ハイブリダイゼーション反応を促進するイオン強度は実質的にすべ

て、最終ハイブリダイゼーション溶液中の６００ｍＭの塩化リチウム成分および

１％のラウリル硫酸リチウム成分により供給された。重要なことは、ＡＥ（＋）

４１３４プローブの配列は相補的塩基対合により被分析体アンプリコンとのみハ

イブリダイズでき、擬似ターゲットアンプリコンとはハイブリダイズできないこ

とである。混合物を６０℃で１５分間ハイブリダイズした後、６００ｍＭのホウ

酸ナトリウム（ｐＨ８．５）および１％のＴＲＩＴＯＮ  Ｘ－１００を含有する

選択試薬３００μｌを添加し、混合物を６０℃でインキュベートして、ハイブリ

ダイズしていないプローブを不活性化した。最後に、混合物を室温に冷却し、ル

ミノメーターに装入し、化学発光反応で発せられた光を測定することにより（Ｒ

ＬＵで）被分析体アンプリコンを定量した。検出試薬Ｉは、０．００１Ｎ硝酸中

に過酸化水素溶液を含有していた。検出試薬ＩＩは、１Ｎ  ＮａＯＨ溶液を含有

していた。発光を促進するために、各反応試験管にまず検出試薬Ｉ、次いで検出
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試薬ＩＩを注入した。被分析体アンプリコンの検出および定量に用いたプローブ

は下記のものであった：擬似ターゲットを装入していない反応は１００ｆｍｏｌ

の標識ＡＥ（＋）４１３４プローブ（配列番号：５）および３．９ｐｍｏｌの非

標識２’－メトキシリボヌクレオチド（２’ＯＭｅ）（＋）４１３４を用いて調

べられた；１０5コピーの擬似ターゲットを含有する反応は１００ｆｍｏｌの標

識プローブおよび３．９ｐｍｏｌの非標識２’ＯＭｅ（＋）４１３４を用いて調

べられた；１０6コピーの擬似ターゲットを含有する反応は１００ｆｍｏｌの標

識プローブおよび０．２ｐｍｏｌの非標識２’ＯＭｅ（＋）４１３４を用いて調

べられた；１０7コピーの擬似ターゲットを含有する反応は１００ｆｍｏｌの標

識プローブのみを用いて調べられた。２’ＯＭｅはＲＮＡ中のリボースの２’位

のヒドロキシ部分をメトキシ部分で置換したものである。（＋）４１３４ポリヌ

クレオチドはＡＥ（＋）４１３４ポリヌクレオチドと同一塩基配列をもつが、Ｎ

－アクリジニウムエステル標識をもたないことを留意すべきである。直線的検出

範囲でルミノメトリーの読みを容易にするために、異なるプローブ比活性を用い

た。

      【００８７】

  表１に提示する結果は、擬似ターゲットを含有する増幅反応が試料コレクショ

ン間の変動性が低い、より均一な結果を与えるという利点をもつことを示す。表

１には、各反応に含有されていたＩＡＣ－Ａｓｃｒ擬似ターゲットおよびＢＨ１

０  ＲＮＡ被分析体ポリヌクレオチドのコピー数を示す。反応からの発光を表す

粗データ（ＲＬＵで）、および陰性対照反応において測定したバックグラウンド

発光を差し引いて補正した正味発光をも示す。”均一比活性に補正”と表示した

欄は、すべてのＨＰＡアッセイが同一比活性のプローブを用いて実施された場合

に得られるであろう正味ＲＬＵ値を示す。異なる反応を直接比較できるように、

この数値を分析に含めた。一定の反応条件についてのすべての測定値の正味平均

値も、標準偏差（ＳＤ）および変動係数（ＣＶ％）の計算値と共に示す。この表

の最後の欄は、ＣＶ％値が反応中における擬似ターゲットのコピー数増加と共に

低下したことを示す。この結果は、異なる反応において生成したアンプリコン量

の変動性が擬似ターゲット量の増加に伴って低下したことを定量的に示す。
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      【００８８】

【表１】

      【００８９】

  実施例２には、アンプリコン生成の精度の向上が擬似ターゲットを含有する反

応の一般的特色であることを証明するために用いた方法を記載する。より具体的
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には、下記の操作によりＩＡＣ－Ｂｓｃｒと呼ばれる第２例の擬似ターゲットも

ＴＭＡ反応の一例においてアンプリコン生成の変動性を低下させた。

      【００９０】

  実施例２

  ＴＭＡによる被分析体アンプリコン生成の変動性低下は擬似ターゲットを含有

する反応の一般的特色である

  検体緩衝液（１ｍＭのＥＤＴＡ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ）中に希釈した６０分

子のＢＨ１０  ＲＮＡを含有する３０μｌを、一連の反応試験管に添加した。検

体緩衝液中に０、１０5、１０6、１０7または１０6のＩＡＣ－Ｂｓｃｒ擬似ター

ゲットＲＮＡ分子（配列番号：９）を含有する２０μｌを適宜な試験管に添加し

た。ボルテックス撹拌後、各試験管に実施例１に記載した増幅試薬２５μｌアリ

コートを装入した。ただしＴ７Ａ（－）４１９０および（＋）４１０８プライマ

ーを１０ｐｍｏｌではなく、それぞれ５ｐｍｏｌの濃度で用いた。次いで、蒸発

を防ぐために２００μｌの油を各試験管の液体内容物に積層した。試験管を６５

℃で１０分間、次いで４２℃で５分間インキュベートした。次いで各試験管に実

施例１に記載した酵素試薬２５μｌアリコートを添加した。すべての試験管の内

容物を混合し、反応物を４２℃で１時間インキュベートした。反応期間が終了し

た時点ですべての試料を標準ＨＰＡにより分析した。したがって、１００μｌの

標識２’－メトキシＡＥ（＋）４１３４プローブ溶液を各試験管に添加した。異

なる量のＩＡＣ－Ｂｓｃｒ擬似ターゲットを用いて試料中に生成した被分析体ア

ンプリコンの検出のために、異なる比活性のプローブを用いた。これにより、検

出操作における発光の読みが、被分析体アンプリコンの定量に用いたルミノメー

ターの直線範囲に確実に入るようにした。被分析体アンプリコンの検出および定

量に用いたプローブは下記のものであった：擬似ターゲットを装入していない反

応は１００ｆｍｏｌの標識２’ＯＭｅ（＋）４１３４および２０．０ｐｍｏｌの

非標識プローブを用いて調べられた；１０5コピーの擬似ターゲットを含有する

反応は１００ｆｍｏｌの標識プローブおよび３．０ｐｍｏｌの非標識プローブを

用いて調べられた；１０6コピーの擬似ターゲットを含有する反応は１００ｆｍ

ｏｌの標識プローブおよび０．４ｐｍｏｌの非標識プローブを用いて調べられた
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；１０7または１０8コピーの擬似ターゲットを含有する反応は１００ｆｍｏｌの

標識プローブのみを用いて調べられた。増幅生成物とプローブの混合物を６０℃

で１５分間インキュベートし、選択試薬３００μｌと混合し、次いで６０℃でさ

らに１０分間インキュベートした。混合物を室温に冷却し、検出試薬ＩおよびＩ

Ｉを添加した後、化学発光を読み取った。

      【００９１】

  表２に示す結果から、擬似ターゲットを含有する増幅反応は試料の読みのコレ

クション間で変動性が少なく、より均一な量の被分析体アンプリコンを有利に生

成することが確認された。表２には、各レベルの装入擬似ターゲットについて実

施した８回の反復増幅反応それぞれに含有されていたＩＡＣ－Ｂｓｃｒ擬似ター

ゲットおよびＢＨ１０  ＲＮＡ被分析体ポリヌクレオチドのコピー数を示す。す

べてのＨＰＡ反応からの平均正味発光の読みを表す結果も示される。擬似ターゲ

ットを含有するがモデル被分析体ポリヌクレオチドを含有しない反応について測

定したバックグラウンド発光値を差し引いて、正味結果を求めた。プローブとハ

イブリダイズした異なるＨＰＡ反応の生成物を異なる比活性のプローブと直接比

較できるように、各反応条件について生成した被分析体アンプリコンの平均量（

”アンプリコン”）を示した。その反応条件についてのすべてのルミノメトリー

測定値について計算した標準偏差（ＳＤ）および変動係数（ＣＶ％）の値も示す

。この結果から、擬似ターゲットを含有する反応において合成された被分析体ア

ンプリコンの量は擬似ターゲットを含有しない反応の場合より高い精度で生成し

たことが確認された。より具体的には、１×１０5を超える擬似ターゲット分子

を用いて実施した反応では、擬似ターゲットの不存在下で実施した反応から得ら

れたデータセットについて得たＣＶ％値より低いＣＶ％値が得られた。実際に、

本発明のデータセットでは少なくとも１０6分子の擬似ターゲットを用いて実施

した反応についての統計的”ｐ”値は０．０５未満であった。これにより、擬似

ターゲットが存在する場合は異なる反応において生成するアンプリコン量の変動

性が低下することが定量的に確認された。

      【００９２】

【表２】
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      【００９３】

  実施例３には、誘導体化した磁性ビーズの存在下でも増幅精度が向上するかを

調べるために用いた方法を記載する。この方法では、合成”ターゲット捕獲用ポ

リヌクレオチド”を含有する検体の標準処理方法に従ってビーズを処理した。

      【００９４】

  実施例３

  処理した磁性ビーズの存在下で実施した反応について改善されたアンプリコン

合成の精度

  １００μｌのターゲット捕獲試薬を等容量のＨＩＶ血清陰性血漿と混和した。

ターゲット捕獲試薬は下記のものを含有していた：１７％のラウリル硫酸リチウ

ム；１９０ｍＭのコハク酸；２５０ｍＭの水酸化リチウム；３ｍＭのＥＤＴＡ；

３ｍＭのＥＧＴＡ；下記配列のデオキシ（－）３７３７捕獲プローブ３．５ｎＭ

：

      【００９５】

【化４】

      【００９６】

（配列番号：６）；

および下記配列の２’－メトキシ（－）４２５８  Ａ３０捕獲プローブ３．５ｎ
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Ｍ：

      【００９７】

【化５】

      【００９８】

（配列番号：７）。

混合物を６０℃で２０分間インキュベートし、次いでオリゴ（ｄＴ）（Ｎｏｖａ

ｇｅｎ；ワイオミング州マディソン）で誘導体化した磁性ビーズ１２０μｇを含

有するビーズ懸濁液２０μｌと混和した。次いで反応物を１５分かけて室温に冷

却し、捕獲プローブと固定化オリゴ（ｄＴ）をハイブリダイズさせた。磁性ホル

ダー内に１５分間配置することによりビーズを容器側壁に集め、上清を吸引した

。洗浄液１ｍｌアリコートを用いてビーズを３回洗浄し、実施例１に記載したＴ

ＭＡ反応に用いた。ただし１００コピーのＢＨ１０  ＲＮＡ、および０、１０3

、１０4または１０5コピーのＩＡＣ－Ａｓｃｒ擬似ターゲットを用いた。１００

ｆｍｏｌの標識ＡＥ（＋）４１３４プローブおよび２００ｆｍｏｌの非標識（＋

）４１３４を用いて、前記方法に従ってＨＰＡを実施した。

      【００９９】

  表３に示した結果から、擬似ターゲットを含有する増幅反応はより均一な被分

析体アンプリコンを生成する利点をもつことが確認された。より具体的には、各

レベルの装入擬似ターゲットについて実施した８回の反復増幅反応に基づくこれ

らの結果からも、擬似ターゲットの存在量を漸増させて実施した試験についてＣ

Ｖ％が低下したことを示した。明らかに、１０4コピーより高いレベルの擬似タ

ーゲットが被分析体アンプリコン合成の精度を統計的に有意に改善した。

      【０１００】

【表３】
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      【０１０１】

  下記の実施例に示す結果から、擬似ターゲットを含有し、固定化支持体に捕獲

した被分析体ポリヌクレオチドを用いたＴＭＡ反応が、増幅反応で合成した被分

析体アンプリコンの量に関して精度の向上を示したことが確認された。実施例３

に記載した方法は固相捕獲基質の存在がＴＭＡ反応に不都合な影響を与えないこ

とを証明するが、下記の方法は本発明に従って診断検査を実施する様式とさらに

密接に関連する。より具体的には、下記の実施例に用いた方法では捕獲されたＨ

ＩＶ  ＲＮＡを増幅鋳型として使用した。増幅精度を個別に試験しうるように、

これらの方法におけるターゲット回収率の不一致により生じる変動性を基準化し

た。より具体的には、標準的な検体処理プロトコルに従ってＨＩＶ  ＲＮＡをま

ず磁性ビーズ上に採取し、次いでプールし、そしてすべての増幅反応を等量のＨ

ＩＶ  ＲＮＡにより開始できるように個々の試験管に再分配し、ただし異なる量

の擬似ターゲットを用いた。

      【０１０２】

  実施例４には、擬似ターゲットおよび固体支持体に捕獲した被分析体ポリヌク

レオチド鋳型を用いて実施したＴＭＡ反応が増幅反応におけるアンプリコン生成

の精度を向上させることを証明するために用いた方法を記載する。

      【０１０３】

  実施例４

  擬似ターゲットは捕獲された被分析体ポリヌクレオチドを鋳型として用いる増

幅反応の精度を向上させる
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  血清陰性血漿中に希釈したターゲット捕獲試薬およびＨＩＶウイルス粒子の懸

濁液１００μｌアリコート（０または２００コピー当量のＨＩＶ  ＲＮＡを血漿

１００μｌ中に含有）を、個々の試験管内で混和した。ターゲット捕獲試薬は下

記の試薬を記載濃度で含有していた：３ｍＭのＥＤＴＡ二ナトリウム；３ｍＭの

ＥＧＴＡ；１７％のラウリル硫酸リチウム；１９０ｍＭのコハク酸（最終ｐＨ５

．１に調整）；２５０ｍＭの水酸化リチウム；３．５ｎＭのデオキシＨＩＶ（－

）３８３７（配列番号：６）；および３．５ｎＭの２’－メトキシＨＩＶ（－）

４２５８  Ａ３０（配列番号：７）。試料を６０℃で２０分間インキュベートし

てウイルス粒子からＨＩＶ  ＲＮＡを遊離させ、すべてのポリヌクレオチドを変

性させ、捕獲プローブをターゲットｐｏｌ配列とハイブリダイズさせた。次いで

オリゴ（ｄＴ）で誘導体化したビーズ１２０μｇを含有するオリゴ（ｄＴ）ビー

ズ懸濁液２０μｌアリコートを各反応試験管に添加した。十分に混合した後、試

料を１５分かけて室温に冷却し、捕獲プローブのオリゴ（ｄＡ）テイルとビーズ

固定化オリゴ（ｄＴ）をハイブリダイズさせた。これにより被分析体ポリヌクレ

オチドは架橋性ポリヌクレオチドにより磁性ビーズに結合した。試験管を磁性ラ

ックに５分間乗せてビーズを各試験管の内面に集めることにより、ビーズおよび

それに固定化されたポリヌクレオチドを血漿および遊離ポリヌクレオチドから単

離した。上清を吸引し、単離したビーズを１ｍｌアリコートの洗浄試薬（０．１

％のＳＤＳ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）、１５０ｍＭのＮａＣｌ）で

３回洗浄し、各工程間でビーズを磁気単離した。次いでビーズを４０μｌの検体

緩衝液（１ｍＭのＥＤＴＡ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ）と混和し、混合し、プール

した。次いで、プールしたビーズ懸濁液４０μｌアリコートを、すべての試料が

実質的に等量のビーズ捕獲被分析体ポリヌクレオチドを含有するように、新たな

反応試験管に分配した。検体緩衝液（１ｍＭのＥＤＴＡ、１０ｍＭのＨＥＰＥＳ

）に希釈した１０μｌアリコートの擬似ターゲットを適宜な試験管に分配した。

各アリコートは０、２×１０6、２×１０7または２×１０8分子のＩＡＣ－Ａｓ

ｃｒまたはＩＡＣ－Ｂｓｃｒ擬似ターゲットＲＮＡを含有していた。前記実施例

２の記載に従ってＴＭＡ増幅反応を実施した。”付加物促進型加水分解”（ＡＰ

Ｈ）と呼ばれるＨＰＡ法の変法を用いて被分析体アンプリコンを検出した。増幅
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反応後、各試験管に１００μｌアリコートのアクリジニウム標識２’ＯＭｅ（＋

）４１３４プローブを装入した。異なる量の擬似ターゲット（ＩＡＣ－Ａｓｃｒ

またはＩＡＣ－Ｂｓｃｒ）を用いて実施した増幅反応がルミノメトリーについて

直線応答範囲に入る読みを与えるように、異なる比活性をもつプローブをこの操

作に用いた。これらの異なる比活性は、標識プローブと非標識プローブの混合に

より達成された。被分析体アンプリコンの検出および定量に用いたプローブは下

記のものであった：擬似ターゲットを装入していない反応は１．０ｐｍｏｌの標

識２’ＯＭｅ（＋）４１３４および１００．０ｐｍｏｌの非標識プローブを用い

て調べられた；１０6、１０7または１０8コピーの擬似ターゲットを含有する反

応は１．０ｐｍｏｌの標識プローブおよび１．０ｐｍｏｌの非標識プローブを用

いて調べられた。反応物を６０℃で１５分間インキュベートし、メタ亜ヒ酸ナト

リウムを含有する選択試薬３００μｌと混合し、６０℃で２０分間インキュベー

トした。混合物を室温に冷却し、検出試薬ＩおよびＩＩを添加した後、化学発光

を読み取った。

      【０１０４】

  表４および５の結果から、擬似ターゲットを含有する増幅反応は試料の読みの

コレクション間で変動性が少なく、より均一な量の被分析体アンプリコンを生成

する利点をもつことが確認された。これらの表は、０または２００  ＲＮＡ当量

のＨＩＶウイルス粒子（株ＨＩＶ  ＩＩＩｂ）を被分析体ポリヌクレオチドとし

て用い、７中１の擬似ターゲット条件で各反応を開始したことを示す。第１条件

は、擬似ターゲットの不存在下で反応を実施した陰性対照である。残りの条件は

、ＩＡＣ－Ａｓｃｒ（表４）またはＩＡＣ－Ｂｓｃｒ（表５）擬似ターゲットを

３種類の量のいずれかで用いた。両表にまとめたデータは、各レベルの装入擬似

ターゲットについて８回の反復実験結果を示す。擬似ターゲットを含有するがモ

デル被分析体ポリヌクレオチドを含有しない反応において生じたバックグラウン

ド発光値を差し引いて、正味結果を求めた。予想どおり、これらの結果は反応中

の擬似ターゲット数が増加するのに伴って反応において生成するアンプリコン量

が減少することを明らかに示した。擬似ターゲットを含有するすべての増幅反応

において、より均一な量の被分析体アンプリコンが生成した。より具体的には、
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擬似ターゲットの不存在下で実施した陰性対照と比較して、擬似ターゲットを含

有する反応から得られたすべてのデータセットにおいてＣＶ％値が低かった。こ

れらの結果は、反応に擬似ターゲットを含有させることにより、増幅反応におい

て生成する被分析体アンプリコン量の精度を向上させることができるという結論

を支持した。２種類の異なる擬似ターゲットが同様に良好な結果を与えたという

結果は、精度の向上が特定の配列の擬似ターゲットによるものではないことを示

した。これらの結果からさらに、固体支持体（たとえば磁性ビーズ）に捕獲した

被分析体ポリヌクレオチドを増幅反応の鋳型として用いる反応に擬似ターゲット

を含有させることにより、増幅反応において生成する被分析体アンプリコン量の

精度を向上させうることが示された。

      【０１０５】

【表４】

      【０１０６】

【表５】

      【０１０７】
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  増幅反応を擬似ターゲットの存在下で実施することのさらに他の利点は、装入

する被分析体ポリヌクレオチドが生物試料から定量的収率未満で回収された場合

に、生成アンプリコン量を基準化することに関連する。図５に示すこの利点の原

理は、前記に述べた。下記実施例は、生物試料からの被分析体ポリヌクレオチド

回収量が実質的に異なる状態をモデル化するために採用された。より具体的には

、試験した条件は回収率１００％から２５％までに相当した。被分析体ポリヌク

レオチド回収効率のこのような差は、フェノール抽出法、エタノール沈殿法、検

体採集の難易度もしくは抽出条件、または実験中のこぼれによる試料損失による

回収率変動などの理由で生じうる。それぞれの場合、被分析体ポリヌクレオチド

の回収量は定量的収率より低い。

      【０１０８】

  下記のように、３種類の異なる条件下で増幅反応を実施することにより、被分

析体ポリヌクレオチド回収効率の変動性をモデル化した。第１条件下では、３種

類の異なる量の装入被分析体ポリヌクレオチドを用い、擬似ターゲットを用いず

に反応を実施した。第２条件は、同じく３種類の異なる量の装入被分析体ポリヌ

クレオチドおよび一定量の擬似ターゲットを用いて反応を実施した。最後に、第

３の反応条件では、同じく３種類の異なる量の装入被分析体ポリヌクレオチドを

用い、その際、被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットの量の比率が一定で

あった。この第３条件が、被分析体を含有する生物試料に、試料から核酸を単離

する前の時点で擬似ターゲットを添加した際に得られる例を表すことは明らかで

あろう。この状態で、処理工程中の試料の一部が失われると被分析体ポリヌクレ

オチドと擬似ターゲットの両方が等しい％で失われ、これら２種の比率は一定の

ままである。下記の結果から明らかなように、一定比率の擬似ターゲットと被分

析体ポリヌクレオチドを含有する増幅反応では被分析体アンプリコンの合成が向

上する。したがって、被分析体ポリヌクレオチドの装入数が限られている反応で

すら、鋳型の出発数がより多いかのような挙動を示す。

      【０１０９】

  下記の実施例で得られた結果は、核酸の単離前の検体に擬似ターゲットを添加

することを含む改良された生物検体処理方法の原理を示す。増幅反応において生
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成する被分析体アンプリコンレベルを基準化する１方法は、まず生物検体に擬似

ターゲットを添加し、次いで検体からポリヌクレオチドを単離した後、こうして

単離したポリヌクレオチドを用いて増幅反応を実施することを伴う。

      【０１１０】

  実施例５には、異なる量の被分析体ポリヌクレオチドを用いて開始する増幅反

応を示すために採用した方法を記載する。より具体的には、被分析体ポリヌクレ

オチドが”１００％”、”５０％”および”２５％”の値となるように反応を実

施した。

      【０１１１】

  実施例５

  異なる量の被分析体ポリヌクレオチドを用いて開始した増幅反応におけるアン

プリコン合成の基準化

  実施例１の方法に従い、下記の点を変更して増幅反応物を調製した。第１に、

８回ではなく１０回の反復試験反応物を調製した。第２に、反応に用いたプライ

マー量を各１０ｐｍｏｌではなく各５ｐｍｏｌに減らした。第３に、２０％ポリ

ビニルピロリドンの代わりに１０％トレハロースを用いた。第４に、被分析体ポ

リヌクレオチドおよび擬似ターゲットの量は表６に示すとおりであった。本発明

方法においては、この表に示すポリヌクレオチド混合物をまず混和し、次いで反

応混合物中の他の試薬と混合し、最後に２種類のポリメラーゼ酵素と混合してＴ

ＭＡ反応を開始した。

      【０１１２】

【表６】
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      【０１１３】

  増幅反応が終了した時点で、すべての反応混合物を前記実施例４に記載したＡ

ＰＨプロトコルに従って検査し、被分析体アンプリコンを検出および定量した。

異なる量の擬似ターゲット（ＩＡＣ－ＡｓｃｒまたはＩＡＣ－Ｂｓｃｒ）を用い

て実施した増幅反応がルミノメトリーについて直線応答範囲に入る読みを与える

ように、異なる比活性をもつＡＥ標識した配列ＣＣＡＣＡＡＴＴＴＴＡＡＡＡＧ

ＡＡＡＡＧＧＧ（配列番号：８）のＨＩＶ（＋）４１３４プローブをこの操作に

用いた。この場合もこれらの異なる比活性は、異なる量の標識プローブと非標識

プローブの混合により達成された。被分析体アンプリコンの検出および定量に用

いたプローブは下記のものであった：擬似ターゲットを装入していない反応は１

．３ｐｍｏｌの標識プローブおよび４００ｐｍｏｌの非標識プローブを用いて調

べられた；１．５×１０6、３×１０6または６×１０6コピーの擬似ターゲット

を含有する反応は１．３ｐｍｏｌの標識プローブおよび８．７ｐｍｏｌの非標識

プローブを用いて調べられた。

      【０１１４】

  表７～９および図６に示す定量結果は、擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレ

オチドの比率を一定に維持した反応では、異なる装入量の被分析体ポリヌクレオ
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チドから合成した被分析体アンプリコンの量の差が実質的に小さかったことを明

らかに示す。結果はすべて、各装入レベルの被分析体ポリヌクレオチド鋳型につ

いて１０回の反復実験に基づいた。図６に、１００％の装入被分析体ポリヌクレ

オチドを２０００コピーのＢＨ１０  ＲＮＡにより表す。擬似ターゲットの不存

在下では、被分析体ポリヌクレオチド装入レベルの低下に伴う被分析体アンプリ

コン量を表す直線の傾きは、これらの鋳型数が２０００から５００に低下するの

に伴って急激に下降している。一定レベルの擬似ターゲットを含有する実験にお

いても同様な結果が得られた。したがって、低い装入レベルの被分析体ポリヌク

レオチドを含む試料に擬似ターゲットを添加するだけの方法は、合成される被分

析体アンプリコン量の増加に実質的に影響を与えなかった。しかし一定モル比の

擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドを用いて実施した増幅反応では、異

なる装入量の被分析体ポリヌクレオチドから合成された被分析体アンプリコン量

の差が小さかった。たとえばこの図に示す結果は、５００コピーの装入ＢＨ１０

  ＲＮＡでは被分析体アンプリコンの収率（ＲＬＵで測定）が２０００コピーの

鋳型を用いて得た数値の約６８％であり、一方、擬似ターゲットの不存在下、ま

たは擬似ターゲットを一定に維持した場合に得られた対応する結果は約２２％で

あったことを示す。一定比率の擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチドを用

いて増幅反応を実施すると、増幅反応で合成される被分析体アンプリコンの量が

基準化される傾向を示した。この比率は、装入レベルおよび目的とする定量精度

に応じて若干変更することもできる。磁性ビーズおよび捕獲試薬の存在下で反応

を実施した場合も、実施例３および４に記載するように明らかに実質的に類似の

結果が得られた。さらに表７～９に示すデータは、増幅反応に擬似ターゲットを

含有させることにより増幅反応の精度が向上したことを示す。

      【０１１５】

【表７】
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      【０１１６】

【表８】

      【０１１７】

【表９】

      【０１１８】
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  下記の実施例は、増幅反応への擬似ターゲットの装入により反応において生成

するアンプリコンの量を制御できることを示すために実施した実験を記載する。

前記のように、反応において生成するアンプリコンの量を減らすことにより下記

の利点が得られる：（１）陽性キャリーオーバー汚染の可能性が少なくなる；（

２）標識プローブをより効率的に使用できる；（３）ルミノメーターなどの検出

装置の直線範囲内に入るように信号強度を”調整”するために利用できる。この

第２点に関して、反応において生成する生成物アンプリコン数の減少により、プ

ローブ過剰となるのに十分な量のきわめて高い比活性のプローブの使用が可能に

なる。ハイブリダイゼーションプローブの比活性がプローブ分子当たりの検出可

能な標識量を表すことは、当業者に自明であろう。高比活性プローブは、少量の

相補的ポリヌクレオチドを検出するために有用である。プローブの調製に経費が

かかる場合、あるいは特殊な取扱いおよび廃棄対策を必要とする放射性標識で標

識する場合、プローブ過剰条件で定量ハイブリダイゼーションを実施する必要が

ある高比活性プローブを多量に使用するのは望ましくない。したがって、増幅反

応において生成する被分析体アンプリコンの量を減らすと、アンプリコン検出に

使用するプローブを効率的に利用できる利点がある。

      【０１１９】

  実施例６には、増幅反応において生成する被分析体アンプリコン量の制御に擬

似ターゲットを使用できることを示すために用いた方法を記載する。

  実施例６

  被分析体アンプリコンの生成を制御するための擬似ターゲットの使用

  １００μｌのターゲット捕獲試薬（１７％のラウリル硫酸リチウム；１９０ｍ

Ｍのコハク酸；２５０ｍＭの水酸化リチウム；３ｍＭのＥＤＴＡ；３ｍＭのＥＧ

ＴＡ；３．５ｎＭの２’－メトキシ（－）３８３７捕獲プローブ（配列番号：６

）；および３．５ｎＭの２’－メトキシ（－）４２５８  Ａ３０捕獲プローブ（

配列番号：７））を、ＨＩＶ血清陰性血漿中に希釈したＨＩＶウイルス粒子１０

０μｌと混和した。試料はＨＩＶ  ＲＮＡ  ０；２００；２，０００；２０，０

００；２００，０００；２，０００，０００  ＲＮＡ当量／血漿ｍｌを含有して

いた。混合物を６０℃で２０分間インキュベートして、捕獲プローブをターゲッ
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トポリヌクレオチド中に存在するｐｏｌ遺伝子配列とハイブリダイズさせ、次い

で２０μｌのオリゴ（ｄＴ）ビーズ懸濁液（オリゴ（ｄＴ）ビーズ１２０μｇ／

２０μｌ）と混和した。十分に混合した後、試料を１５分かけて室温に冷却し、

捕獲プローブのオリゴ（ｄＡ）とビーズ固定化オリゴ（ｄＴ）をハイブリダイズ

させた。これによりｐｏｌ遺伝子配列と磁性ビーズが結合した。磁性ラックによ

りビーズを試験管の側面に集め、上清を吸引した。ビーズを容量１ｍｌの洗浄試

薬（０．１％のＳＤＳ；１０ｍＭのＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．５）；１５０ｍＭのＮ

ａＣｌ）で３回洗浄した。擬似ターゲットを添加しなかった試験管に、５０μｌ

アリコートの検体緩衝液（１０ｍＭのＨＥＰＥＳ；１ｍＭのＥＤＴＡ）を添加し

た。擬似ターゲットを添加した試験管には、検体緩衝液中に希釈した擬似ターゲ

ット５０μｌアリコートを添加した。混合後、各試料に下記のものを含有する増

幅試薬２５μｌアリコートを添加した：５ｐｍｏｌのＴ７Ａ（－）４１９０プラ

イマー；５ｐｍｏｌの同（＋）４１０８プライマー；１６０ｍＭのトリス緩衝液

（ｐＨ７．５）；各１６ｍＭのＡＴＰ、ＣＴＰ、ＧＴＰおよびＵＴＰ；各４ｍＭ

のｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰおよびｄＴＴＰ；１００ｍＭのＭｇＣｌ2；７

０ｍＭのＫＣｌ；２０％のグリセロール；０．６ｍＭの酢酸亜鉛；ならびに１０

％トレハロース。試料に２００μｌの鉱油を積層し、次いで４２℃で１０分間イ

ンキュベートした。下記のものを含有する２５μｌアリコートの酵素試薬を添加

して増幅反応を開始した：２０００ＧＰ単位のＭＭＬＶ逆転写酵素；２０００Ｇ

Ｐ単位のＴ７  ＲＮＡポリメラーゼ；１４０ｍＭのトリス緩衝液（ｐＨ８．０）

；１００ｍＭのＮ－アセチルシステイン（還元剤）；２０％のグリセロール；７

０ｍＭのＫＣｌ；８０ｍＭのトレハロース；８ｍＭのＨＥＰＥＳ；１．０４ｍＭ

のＥＤＴＡ；１０％のＴＲＩＴＯＮ  Ｘ－１０２および０．０１％のフェノール

レッド。すべての反応体を混合し、４２℃で１時間インキュベートした。

      【０１２０】

  反応期間が終了した時点で、前記ＡＰＨ法により被分析体アンプリコンを定量

した。１００μｌアリコートのアクリジニウム標識プローブＡＥ（＋）４１３４

ｂを各試料に添加した。擬似ターゲットを含有する反応に相当する試料に１．３

ｐｍｏｌの標識プローブおよび３８．７ｐｍｏｌの非標識プローブを添加し、一
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方、擬似ターゲットを含有しない反応に相当する試料には１．３ｐｍｏｌの標識

プローブおよび４００ｐｍｏｌの非標識プローブを添加した。混合物を６０℃で

１５分間インキュベートし、次いでメタ亜ヒ酸ナトリウムを含有するＡＰＨ選択

試薬３００μｌと混合した。反応混合物を６０℃で２０分間インキュベートし、

次いで室温に冷却した。検出試薬ＩおよびＩＩを添加した後、化学発光を読み取

った。

      【０１２１】

  本発明の実験に用いたルミノメーターの直線検出範囲内に入る結果を与える条

件を確認するために、ある範囲の比活性を用いてルーティンＡＰＨ操作を実施す

る予備実験を行った。信号強度と信号発生物質量が直線関係または指数関係にあ

る範囲をもつ検出装置はルミノメーターまたはＸ線フィルムなど多数あることは

、当業者に自明であろう。この範囲より上では、この対応性が維持されない。し

たがって、そのような直線範囲を判定することは当業者が容易になしうる。

      【０１２２】

  本発明方法で被分析体アンプリコンの検出に用いたプローブ混合物は下記のも

のであった：擬似ターゲットの不存在下で実施する反応については１．３ｐｍｏ

ｌの標識プローブおよび４００ｐｍｏｌの非標識プローブからなる４０１．３ｐ

ｍｏｌのプローブ；擬似ターゲットを含有する反応については１．３ｐｍｏｌの

標識プローブおよび３８．７ｐｍｏｌの非標識プローブからなる４０ｐｍｏｌの

プローブ。アッセイ結果を基準化するために、光強度の読み（ＲＬＵで測定）を

、平均正味ＲＬＵ値に換算係数を掛けることにより、ハイブリダイゼーション工

程におけるアンプリコンのｐｍｏｌに換算した。この換算係数は、並行反応にお

いて既知量のターゲットポリヌクレオチドと過剰量の標識プローブをハイブリダ

イズし、次いでこの既知量のターゲットが発する光出力を測定することにより決

定された。これにより、光出力とプローブにハイブリダイズしたアンプリコンの

量との相関が得られた。

      【０１２３】

  表１０および１１ならびに図７に示す結果は、増幅反応に擬似ターゲットが存

在しても被分析体ポリヌクレオチド装入量と増幅反応において生成した被分析体
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アンプリコン量との相関は損なわれないことを示した。結果はすべて、操作に用

いた装入ＨＩＶ  ＩＩＩｂ  ＲＮＡの各装入レベルについて５回の反復実験に基

づいた。図７に示した対数プロットは、反応に装入したＨＩＶ  ＩＩＩｂ  ＲＮ

Ａ当量と生成した被分析体アンプリコン量の強い関係を明らかに示す。増幅反応

が擬似ターゲットをさらに含有する場合もこれと同じ強い直線関係が支配するこ

とは明らかである。擬似ターゲット含有反応において生成した被分析体アンプリ

コンを表す線についてみられた下方シフトは、擬似ターゲットを含有しない反応

と比較して少ない分子が生成したことを示す。たとえば表１０に示す結果は、２

００，０００  ＨＩＶ  ＲＮＡ当量を含有する反応において約５２０ｐｍｏｌの

被分析体アンプリコンが生成し、擬似ターゲットを反応に含有させるとこの数値

が約１０倍低下したことを示す。このように、反応に擬似ターゲットを含有させ

ることにより、増幅反応において生成する被分析体アンプリコン数は減少した。

      【０１２４】

【表１０】

      【０１２５】

【表１１】
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      【０１２６】

  定性方式アッセイ

  以上の記載は定量アッセイに関するが、擬似ターゲットを増幅反応に使用する

他の有用な方法は、被験試料中の被分析体ポリヌクレオチドの存否についての情

報を提供する定性アッセイに関する。定性試験は、被験試料中に被分析体ポリヌ

クレオチドが特定範囲のレベルで存在するか否かを指示するためにも利用できる

。これらのアッセイ法は、たとえば薬物療法に対する患者の反応をモニターする

ために利用できる。たとえば血液性ウイルスに感染した患者は薬物療法により血

漿力価が変化する可能性がある。医師は、擬似ターゲット増幅を採用した定性ア

ッセイにより、その閾値に関して患者のウイルス力価の増大または低下をモニタ

ーすることができる。定性試験方式は信号の検出を伴うだけであり、診断アッセ

イ法の末端利用者が必ずしも信号の定量または標準曲線の作成および使用を行う

必要はないことを理解すべきである。

      【０１２７】

  本発明のある好ましい態様においては、生物試料が被分析体ポリヌクレオチド

を含有するかを指示するために定性アッセイを行う。本発明の他の好ましい態様

においては、定性結果のみ（すなわち結果は陽性か陰性か）が得られるが、試料

中の被分析体ポリヌクレオチドについて準定量情報も得ることができる。
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      【０１２８】

  被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットを共増幅する定性アッセイは、特

定の検出閾値をもつ検出プロトコルと組み合わせた場合に特に有用である。これ

らの閾値は、ハイブリダイゼーションプローブの比活性を調整するか、あるいは

ある数値未満では陰性結果を特定し、または特定の数値より上では陽性結果を特

定するように検出装置を目盛定めすることにより操作できる。たとえばある閾値

レベルより大きいＲＬＵ値については陽性結果を指示するようにルミノメーター

を設定できる。あるいは、あるレベルの被分析体アンプリコンがその装置の検出

限界より上または下で検出可能な信号を発するように、増幅反応に含有させる擬

似ターゲット量を増減してもよい。たとえば診断アッセイのための増幅反応に装

入する擬似ターゲット量は、目的範囲に入る検出信号を発するようにルーティン

実験で調節または”調整”できる。

      【０１２９】

  前記方法で被分析体ポリヌクレオチドと擬似ターゲットを共増幅する場合、反

応において合成される被分析体アンプリコン量はもちろん反応に装入した被分析

体ポリヌクレオチドの量に関連する。ハイブリダイゼーション信号の大きさは前

記方法のいずれかにより調整でき、擬似ターゲットを含有する増幅反応は精度向

上を特色とする利点をもち、かつあるレベルの装入被分析体ポリヌクレオチドが

検査機器の検出閾値より上または下のハイブリダイゼーション信号を発するよう

に診断反応を調整できるので、定量情報をも提供する定性アッセイ法を得ること

ができる。

      【０１３０】

  下記の実施例は、陽性または陰性の結果のみを示す定性アッセイ法を用いて被

験試料中の被分析体ポリヌクレオチド量についての準定量情報を得る方法を示す

。例示にすぎないが、ＨＩＶポリヌクレオチドを被分析体ポリヌクレオチドとし

て用い、示した力価範囲は前記の実施例に示した結果に基づく。もちろん他の被

分析体ポリヌクレオチドおよび異なる閾値範囲もこの定性試験方式に使用できる

。ルミノメトリーによる検出の代わりに蛍光その他の光学的または電気化学的検

出法も採用できる。擬似ターゲットを生物試料と混和した後に核酸を分離するか
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、あるいは予め単離した被分析体ポリヌクレオチドを共増幅前に単に混和するこ

とができる。この実施例において、検出系は検出装置（ルミノメーター）、この

検出装置で検出できる標識したハイブリダイゼーションプローブを含む。前記の

記載によれば、標識プローブの比活性、および共増幅工程に含有される擬似ター

ゲット量は両方とも、検出系の検出閾値を制御するために操作できる変数である

ことは明らかである。

      【０１３１】

  実施例７には、擬似ターゲットを含有する増幅反応を増幅前の被分析体ポリヌ

クレオチド量についての準定量情報を得るための定性アッセイに利用する方法を

記載する。

      【０１３２】

  実施例７

  定性アッセイ方式

  ＨＩＶ感染患者を治療する医師は、薬物療法プロトコルの有効性をモニターす

ることを望む。医師は、特に患者の血漿力価が高い出発レベルから約２００  Ｒ

ＮＡ当量／血漿１００μｌ未満に相当する低いレベルにまで低下した時点を知り

たいと望む。

      【０１３３】

  患者から薬物療法開始前と後の第１および第２血漿試料を得る。本質的には実

施例６に記載した増幅反応用に試料を調製および使用する。各１００μｌアリコ

ートの血漿試料を１００μｌアリコートのターゲット捕獲試薬と混合し、混合物

をインキュベートし、オリゴ（ｄＴ）ビーズ懸濁液と混和し、再び混合し、次い

で室温に冷却する。ビーズを採集して洗浄し、検体緩衝液中に希釈した２×１０

6コピーの擬似ターゲットを含有する５０μｌアリコートと混和する。混合後、

各試料にプライマーおよびヌクレオチド反応体を含有する増幅試薬２５μｌアリ

コートを添加する。試料に２００μｌの鉱油を積層し、次いで４２℃で１０分間

インキュベートする。２０００ＧＰ単位のＭＭＬＶ逆転写酵素および２０００Ｇ

Ｐ単位のＴ７  ＲＮＡポリメラーゼを緩衝液に含有する２５μｌアリコートの酵

素試薬を添加して増幅反応を開始する。すべての反応体を混合し、４２℃で１時
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間インキュベートする。増幅した試料について次いでＡＰＨ検出操作を実施する

。アクリジニウム標識プローブＡＥ（＋）４１３４ｂの溶液を各試料に添加する

。各試料に１．３ｐｍｏｌの標識プローブおよび３８．７ｐｍｏｌの非標識プロ

ーブを添加する。その際、各プローブは標準ＨＩＶアンプリコンには特異的であ

るが擬似ターゲットには特異的でない。これらの量のプローブは、被分析体アン

プリコンを定量検出する飽和ハイブリダイゼーション量である。混合物を６０℃

で１５分間インキュベートし、次いでメタ亜ヒ酸ナトリウムを含有するＡＰＨ選

択試薬３００μｌと混合する。反応混合物を６０℃で２０分間インキュベートし

、次いで室温に冷却する。検出試薬ＩおよびＩＩを添加した後、１０，０００以

上のＲＬＵ値について陽性結果を指示し、１０，０００未満のＲＬＵ値について

陰性結果を指示するようにプログラミングしたルミノメーターを用いて化学発光

を読み取る。処理前の血漿試料は陽性結果を与え、これにより少なくとも約２０

０  ＲＮＡ当量のレベルが指示される。これに対し処理後の血漿試料は陰性結果

を与え、これにより１００μｌの試料中２００  ＲＮＡ当量未満のレベルが指示

される。医師はその薬物療法がウイルス負荷の低下に有効であると判断する。

      【０１３４】

  本発明をその多数の具体例および態様に関して記載した。もちろん、以上の詳

細な記述を考慮すると本発明の多数の異なる態様が当業者に自明であろう。した

がって本発明の真の範囲は特許請求の範囲に基づいて判断すべきである。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  異なる量の装入ターゲットポリヌクレオチド鋳型を用いて合成したＴＭＡ反応

生成物を電気泳動により分離したものを模式的に示す。”Ｎｅｇ”と表示した列

は装入鋳型を含有しなかった反応を表す。残りの列は装入ターゲットポリヌクレ

オチド量を漸増させて実施した反応を表す。ゲル上においてターゲットポリヌク

レオチド由来の特異的増幅生成物の位置を矢印で示した。

    【図２】

  図２ａ～２ｃは、ＴＭＡについて３つの異なる反応条件を模式的に示す。他の

変量、たとえば酵素、プライマーおよびＮＴＰ濃度を一定に維持すると、低い被

分析体ポリヌクレオチド装入レベル条件下では（図２ａ）、反応生成物の主要部
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分は鋳型非依存性の非特異的生成物（ＮＰ）であり、被分析体アンプリコンまた

は特異的生成物（ＳＰ）は全反応生成物の副成分であるにすぎない。高い被分析

体ポリヌクレオチド装入レベル条件下では（図２ｂ）、被分析体アンプリコン（

ＳＰ）が全反応生成物の主要部分であり、鋳型非依存性の非特異的生成物（ＮＰ

）は副成分である。装入被分析体ポリヌクレオチドレベルは低いが擬似ターゲッ

トレベルは高い条件下では（図２ｃ）、擬似ターゲット特異的生成物（ＰＴＳＰ

）形成は非特異的生成物の犠牲においてなされる。

    【図３】

  図３ａ～３ｂは、非特異的増幅生成物を生成しない理想化した反応において擬

似ターゲットの含有が定性アッセイを定量アッセイに変換する様子を模式的に示

す。図３ａは、低い、または高い出発レベルの被分析体ポリヌクレオチド（ＴＡ

）が反応体（Ｒ）を同様な量の被分析体特異的生成物（ＳＰ）に変換するための

鋳型として作用する様子を示す。図３ｂは、低い、または高い出発レベルの被分

析体ポリヌクレオチドを含む増幅反応に擬似ターゲット（ＰｓＴ）を含有させる

と、反応で合成された被分析体特異的生成物のレベルと鋳型の装入レベルとの間

に定量関係が得られることを示す。この図は、擬似ターゲットが擬似ターゲット

特異的生成物（ＰＴＳＰ）合成反応の鋳型として作用し、一方、被分析体ポリヌ

クレオチドは被分析体特異的生成物合成の鋳型として作用することを示す。

    【図４】

  図４ａ～４ｄは、反応に擬似ターゲットを含有させるとポリヌクレオチド増幅

反応の動的範囲および精度が改善される様子を説明する理想化したグラフである

。図４ａは、被分析体特異的アンプリコンのみを生成する理想化した増幅反応に

ついて予想される結果を示す。図４ｂは、被分析体ポリヌクレオチドと無関係な

低レベルの非特異的増幅生成物を自然に生成する増幅反応について予想される結

果を示す。図４ｃは、被分析体ポリヌクレオチドと無関係な高レベルの非特異的

増幅生成物を自然に生成する増幅反応について予想される結果を示す。図４ｄは

、擬似ターゲットを含有する反応について予想される理想化した結果を示す。

    【図５】

  被分析体ポリヌクレオチドおよび擬似ターゲットを含有するポリヌクレオチド
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集合体の回収効率が変動しても、増幅反応によって同様な量のアンプリコンを得

るのが可能であることを示す模式図である。被分析体ポリヌクレオチドと擬似タ

ーゲットを図の上方に一定の出発比率で示す。増幅反応に装入されるポリヌクレ

オチド試料が１００％であっても５０％であっても、アンプリコン生成物の最終

量は同様である。

    【図６】

  異なる量の被分析体ポリヌクレオチドを装入した増幅反応において、擬似ター

ゲットを用いるとアンプリコン合成を基準化しうることを示す線グラフである。

グラフに示した３つの状態は、擬似ターゲットなし（黒菱形）；一定量の擬似タ

ーゲット（黒四角）；一定比率の擬似ターゲットと被分析体ポリヌクレオチド（

白四角）である。

    【図７】

  擬似ターゲットを用いると被分析体アンプリコンの生成を制御しうることを示

す線グラフである。グラフに示した２つの状態は、擬似ターゲットなし（黒丸）

；反応当たり２×１０6コピーの擬似ターゲット（黒四角）である。
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【図１】

【図２ａ】
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【図２ｂ】

【図２ｃ】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【国際調査報告】
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