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(57)【要約】
　本発明は、触媒核酸酵素に対する核酸基質と、この基質の利用方法と、に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリヌクレオチド基質が、配列Ｎ１－Ｎ２－Ｎ３－Ｎ４－Ｎ５－Ｎ６－Ｎ７－Ｎ８－ｒ
Ｒ－ｒＹ－Ｎ９－Ｎ１０－Ｎ１１－Ｎ１２－Ｎ１３－Ｎ１４－Ｎ１５

（式中、
　ｒＲは、プリンリボヌクレオチドであり、
　ｒＹは、ピリミジンリボヌクレオチドであり、
　Ｎ１～Ｎ１５のそれぞれは、ヌクレオチドであり、
　Ｎ５～Ｎ１３のうち６個以上は、シトシンヌクレオチドであり、かつ
　Ｎ９～Ｎ１５のうち３個未満は、グアニンヌクレオチドがある）
を含む、触媒核酸酵素に対する単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２】
　前記ポリヌクレオチド基質が、配列番号２５～２７、２９～３０、３３、７２～９０、
または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構
成される、請求項１に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３】
　Ｎ５～Ｎ１３のうち７個以上または８個以上がシトシンヌクレオチドである、請求項１
または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項４】
　Ｎ５～Ｎ１３のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２９、７３、７６～８０、８２～８３、８５～９０、または１７２
～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請
求項３に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項５】
　Ｎ５～Ｎ１３のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、８０、８３、または８７のいずれか１つにより定義される
配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項３に記載の単離されたポリヌクレオチ
ド基質。
【請求項６】
　Ｎ４～Ｎ１３のうち７個以上または８個以上がシトシンヌクレオチドである、請求項１
または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項７】
　Ｎ４～Ｎ１３のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２７、２９、７３、７６～８３、８５～９０、または１７２～１７
５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項６
に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項８】
　Ｎ４～Ｎ１３のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、７９～８０、８２～８３、８７、８８、または９０のいず
れか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項６に記載の
単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項９】
　Ｎ４～Ｎ１２のうち６個以上、７個以上、または８個以上がシトシンヌクレオチドであ
る、請求項１または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１０】
　Ｎ４～Ｎ１２のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２７、２９、７３、７６、７７、７９～８３、８５～８８、９０、
または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構
成される、請求項９に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１１】
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　Ｎ４～Ｎ１２のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、８０、８３、８７、または８８のいずれか１つにより定義
される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項９に記載の単離されたポリヌク
レオチド基質。
【請求項１２】
　Ｎ５～Ｎ１２のうち６個以上、７個以上、または８個以上がシトシンヌクレオチドであ
る、請求項１または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１３】
　Ｎ５～Ｎ１２のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２９、７３、７６、７７、８０、８３、８５～８８、または１７２
～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請
求項１２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１４】
　Ｎ５～Ｎ１２のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、８０、８３、または８７のいずれか１つにより定義される
配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項１２に記載の単離されたポリヌクレオ
チド基質。
【請求項１５】
　Ｎ１、Ｎ２、Ｎ８、および／またはＮ９のいずれか１つ以上がシトシンヌクレオチドで
ある、請求項１～１４のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１６】
　Ｎ８およびＮ９が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド基質が、
配列番号２５～２６、２９～３０、７２～９０、または１７２～１７５のいずれか１つに
より定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項１５に記載の単離され
たポリヌクレオチド基質。
【請求項１７】
　Ｎ９～Ｎ１５のうち２個、１個、または０個が、グアニンヌクレオチドである、請求項
１～１６のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１８】
　Ｎ９～Ｎ１５のうち１または０個が、グアニンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌク
レオチド基質が、配列番号２５～２７、２９～３０、３３、７２～８０、８２～９０、ま
たは１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成
される、請求項１７に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１９】
　Ｎ９～Ｎ１５のうち０個が、グアニンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号２５、２６、３０、７２、７５、７７～８０、８４～８５、または８９
のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項１７
に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２０】
　Ｎ１～Ｎ１５のうち１０個超、１１個超、１２個超、または１３個超がピリミジンヌク
レオチドである、請求項１～１９のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基
質。
【請求項２１】
　Ｎ１～Ｎ１５のうち１１個、１２個、または１２個超が、ピリミジンヌクレオチドであ
り、かつ前記ポリヌクレオチド基質が、いずれか１つの配列番号２５～２７、２９、３３
、７３～９０、または１７３～１７５により定義される配列を含むかまたはその配列で構
成される、請求項２０に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２２】
　Ｎ１～Ｎ１５のうち１３個または１４個が、ピリミジンヌクレオチドであり、かつ前記
ポリヌクレオチド基質が、いずれか１つの配列番号７５、７７～８０、８２～８５、また
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は８８～８９により定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項２０ま
たは請求項２１に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２３】
　Ｎ１～Ｎ１４のうち８個超、９個超、１０個超または１１個がシトシンヌクレオチドで
ある、請求項１～２２のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２４】
　Ｎ１～Ｎ１４のうち１０個または１１個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポ
リヌクレオチド基質が、いずれか１つの配列番号３３、７６～８０、８２～８３、８５、
８７、８８、または８９により定義された配列を含むかまたはその配列で構成される、請
求項２３に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２５】
　Ｎ１～Ｎ１４のうち１１個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチ
ド基質が、いずれか１つの配列番号７７～７９により定義される配列を含むかまたはその
配列で構成される、請求項２３または請求項２４に記載の単離されたポリヌクレオチド基
質。
【請求項２６】
　前記ポリヌクレオチド基質を検出するための検出可能標識をさらに含む、請求項１～２
５のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２７】
　検出可能部分とクエンチャー部分とをさらに含み、前記検出可能部分により提供される
検出可能作用が、前記触媒核酸酵素による前記ポリヌクレオチド基質の修飾により増大ま
たは低減される、請求項１～２５のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基
質。
【請求項２８】
　前記プリンリボヌクレオチドがグアニンを含む、請求項１～２７のいずれか一項に記載
の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２９】
　前記ピリミジンリボヌクレオチドがウラシルを含む、請求項１～２８のいずれか一項に
記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３０】
　前記触媒核酸酵素に結合する前記基質の部分が、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５
０℃～６０℃、５２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７
０℃～７６℃、７０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６
８℃、７０℃、７２℃、または７６℃の融解温度（Ｔｍ）を有する、請求項１～２９のい
ずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３１】
　前記触媒核酸酵素が、
　（ａ）多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）、ここで、前記部分は、前記ＭＮＡザイムの少
なくとも１つの基質アームに結合する、または
　（ｂ）ＤＮＡザイム
である、請求項１～３０のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３２】
　（ａ）２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムを提供することと、ただし、少なく
とも第１のオリゴヌクレオチドパートザイムおよび第２のオリゴヌクレオチドパートザイ
ムは、前記標的の存在下で自己集合して少なくとも第１の触媒活性多成分核酸酵素（ＭＮ
Ａザイム）を形成する、
　（ｂ）請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質を提供
することと、前記ポリヌクレオチド基質は、前記第１のＭＮＡザイムによる修飾が可能で
あり、前記ＭＮＡザイムによる前記ポリヌクレオチド基質の修飾は、検出可能作用を提供
する、
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　（ｃ）（１）前記少なくとも第１のＭＮＡザイムの自己集合と、
　　（２）前記少なくとも第１のＭＮＡザイムの触媒活性と、
を可能にする条件下で、前記２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムと前記標的を推
定上含有するサンプルとを接触させることと、
　（ｄ）前記検出可能作用を検出することと、
を含む、少なくとも１つの標的の存在を検出する方法。
【請求項３３】
　前記標的が核酸である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記核酸が、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮＡ、ＲＮＡ、メチル化ＲＮＡ、
マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｔＲ
ＮＡ、ｓｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他の非コードＲＮＡ、リボソーム
ＲＮＡ、それらの誘導体、アンプリコン、またはそれらの任意の組合せからなる群から選
択される、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記核酸が増幅される、請求項３３または請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ループ媒介等
温増幅（ＬＡＭＰ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、自
己保持配列複製（３ＳＲ）、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）、または逆転写ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）の１つ以上を含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムが、
　配列番号９および配列番号１０、配列番号１１および配列番号１２、配列番号１３およ
び配列番号１４、配列番号１６および配列番号１４、配列番号１７および配列番号１８、
配列番号４０および配列番号４１、配列番号４２および配列番号４３、配列番号４４およ
び配列番号４５、配列番号４６および配列番号４５、配列番号４７および配列番号６３、
配列番号４８および配列番号４９、配列番号５０および配列番号５１、配列番号５２およ
び配列番号５１、配列番号３８および配列番号５５、配列番号５６および配列番号５７、
配列番号５８および配列番号５９、配列番号６０および配列番号６１、配列番号６２およ
び配列番号６３、配列番号６４および配列番号６５、配列番号６６および配列番号６７、
配列番号６２および配列番号６８、配列番号６９および配列番号７０、配列番号４６およ
び配列番号５５、配列番号４６および配列番号５９、配列番号３８および配列番号４５、
配列番号５８および配列番号４５、配列番号６２および配列番号４５、配列番号４６およ
び配列番号６３、配列番号７１および配列番号６８、配列番号９８および配列番号９９、
配列番号１００および配列番号１０３、配列番号１０４および配列番号１０５、配列番号
１０６および配列番号１０７、配列番号１０８および配列番号１０９、配列番号１１０お
よび配列番号１１１、配列番号１１２および配列番号１１３、配列番号１１６および配列
番号１１７、配列番号１１８および配列番号１１９、配列番号１２０および配列番号１２
１、配列番号１２２および配列番号１１９、配列番号１５５および配列番号１５６、配列
番号１５７および配列番号１５８、配列番号１５９および配列番号１６０、配列番号１６
８および配列番号１６９、配列番号１７０および配列番号１７６、配列番号１７９および
配列番号１８０、配列番号１８１および配列番号１８２、配列番号１８３および配列番号
１８４、または配列番号１８５および配列番号１８６
により定義されるそれぞれの配列を含む、請求項３２～３６のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項３８】
　前記ポリヌクレオチド基質が、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５０℃～６０℃、５
２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７０℃～７６℃、７
０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６８℃、７０℃、７
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２℃、または７６℃の温度で前記ＭＮＡザイムの基質アームにハイブリダイズする、請求
項３２～３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記方法が、
　異なる標的の存在下で自己集合して第２の触媒活性ＭＮＡザイムを形成可能な２つ以上
の追加のオリゴヌクレオチドパートザイムと、
　少なくとも１つの追加のポリヌクレオチド基質と、
を提供することをさらに含み、
　前記追加のポリヌクレオチド基質が、前記異なる標的の存在下で前記第２のＭＮＡザイ
ムによる修飾が可能である、
請求項３２～３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記追加のポリヌクレオチド基質が前記第１のＭＮＡザイムによる修飾が可能でない、
請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　パート（ｄ）での前記検出が、蛍光分光法、表面プラズモン共鳴法、質量分析法、ＮＭ
Ｒ法、電子スピン共鳴法、偏光蛍光分光法、円二色性法、免疫アッセイ法、クロマトグラ
フィー法、放射測定法、電気化学的方法、測光法、シンチグラフィー法、電子的方法、Ｕ
Ｖ、可視光、もしくは赤外の分光法、酵素法、またはそれらの任意の組合せの使用を含む
、請求項３２～４０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　パート（ｄ）での前記検出が蛍光分光法の使用を含む、請求項３２～４１のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項４３】
　パート（ｄ）での前記検出がＦＲＥＴ検出可能作用の検出を含む、請求項３２～４２の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　触媒核酸酵素に対する基質としての、請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離され
たポリヌクレオチド基質の使用。
【請求項４５】
　前記触媒核酸酵素が、多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）であり、前記ＭＮＡザイムが、
少なくとも２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムを含み、少なくとも第１のオリゴ
ヌクレオチドパートザイムおよび第２のオリゴヌクレオチドパートザイムが、ＭＮＡザイ
ム集合促進剤の存在下で自己集合して触媒活性多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）を形成し
、前記少なくとも第１および前記第２のオリゴヌクレオチドパートザイムのそれぞれは、
基質アーム部分と、触媒コア部分と、センサーアーム部分と、を含み、
　自己集合すると、前記第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムのセンサーア
ーム部分が、ＭＮＡザイムのセンサーアームとして作用し、第１および第２のオリゴヌク
レオチドパートザイムの基質アーム部分が、ＭＮＡザイムの基質アームとして作用し、第
１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムの触媒コア部分が、ＭＮＡザイムの触媒
コアとして作用し、
　前記ＭＮＡザイムのセンサーアームが、第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザ
イムを近接して維持してそれらのそれぞれの触媒コア部分の会合によりＭＮＡザイムの触
媒コアを形成するように、前記ＭＮＡザイム集合促進剤と相互作用し、前記触媒コアが、
前記ポリヌクレオチド基質の修飾が可能であり、前記ＭＮＡザイムの前記基質アームが、
前記ＭＮＡザイムの前記触媒コアが前記ポリヌクレオチド基質を修飾できるように、前記
ポリヌクレオチド基質に結合する、
請求項４４に記載の使用。
【請求項４６】
　それぞれの前記オリゴヌクレオチドパートザイムの触媒コア部分がＤＮＡまたはそのア
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ナログを含む、請求項４５に記載の使用。
【請求項４７】
　前記集合促進剤が、同定、検出、または定量される標的である、請求項４５または請求
項４６に記載の使用。
【請求項４８】
　前記ポリヌクレオチド基質が、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５０℃～６０℃、５
２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７０℃～７６℃、７
０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６８℃、７０℃、７
２℃、または７６℃の温度で前記触媒核酸酵素にハイブリダイズする、請求項４４～４７
のいずれか一項に記載の使用。
【請求項４９】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質を含むキット
。
【請求項５０】
　前記ポリヌクレオチド基質の触媒修飾が可能な触媒核酸酵素をさらに含む、請求項４９
に記載のキット。
【請求項５１】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質と、少なくと
も１つの標的の検出が可能な多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）を集合するように設計され
た複数のオリゴヌクレオチドパートザイムと、を含み、前記ＭＮＡザイムが前記ポリヌク
レオチド基質の触媒修飾が可能である、キット。
【請求項５２】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド基質に結合された固体担体を
含む集合体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照による組込み
　本出願は、２０１１年９月９日出願の豪州仮特許出願第２０１１９０３６８６号（その
全内容が相互参照により本明細書に組み込まれる）に基づく優先権を主張する。
【０００２】
　本発明は、一般的には、核酸酵素の分野に関する。より特定的には、本発明は、核酸酵
素の基質およびこの基質の利用方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　過去２０年間、酵素活性または触媒活性を有する多種多様な核酸分子が発見されてきた
。ＲＮＡ酵素（「リボザイム」）は、天然に存在するが、標的ＲＮＡ基質を特異的に認識
および修飾するように工学操作することが可能である。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ進化技術により
、「デオキシリボザイム」、「ＤＮＡ酵素」、または「ＤＮＡザイム」として参照される
ことが多いデオキシリボ核酸を含めて、多くのより触媒性の核酸の発見および開発が促進
されてきた。核酸の切断、核酸のライゲーション、ポルフィリンのメタル化、および炭素
－炭素結合、エステル結合、またはアミド結合の形成を含めて、広範にわたる反応系を触
媒する能力を有するｉｎ　ｖｉｔｒｏ進化したＤＮＡザイムおよび／またはリボザイムが
発見されてきた。
【０００４】
　特定的には、ワトソン・クリック塩基対合によりハイブリダイズした後に識別可能な核
酸配列を特異的に切断するＤＮＡザイムおよびリボザイムが特徴付けられてきた。ＤＮＡ
ザイムは、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子のいずれかを切断可能である。また、リボザイム
は、ＲＮＡ標的配列およびＤＮＡ標的配列の両方を切断可能である。「１０－２３」およ
び「８－１７」ＤＮＡザイムは、核酸基質の特異的ＲＮＡホスホジエステル結合を切断し



(8) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

て、２’，３’－環状リン酸を有する反応産物と５’－ヒドロキシル基を有する反応産物
とを形成可能である。２’，３’－環状リン酸産物と５’－ヒドロキシル産物とをライゲ
ート可能なデオキシリボザイム（ＤＮＡザイム）の例としては、「７Ｚ８１」および「７
Ｚ４８」リガーゼが挙げられる。
【０００５】
　より最近になって、ＭＮＡザイム集合促進剤（たとえば、検出される標的分子）の存在
下で２つ以上のオリゴヌクレオチド成分（本明細書では「パートザイム」としても参照さ
れる）から自己集合する能力を有する多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）が記載されてきた
。
【０００６】
　触媒核酸の汎用性により、多種多様な適用でその使用が促進されてきた。触媒核酸をう
まく使用する鍵となる要素は、適切な基質を修飾するその能力である。一般的には、基質
は、触媒核酸のハイブリダイジングアームに実質的に相補的であり、特異的な配列または
配列モチーフを触媒作用部位に含有する。所与の触媒核酸とその基質との相互作用の性質
は、酵素がいかに効率的にその基質に結合しかつ／またはその基質を触媒修飾するかを決
定する因子であるので、触媒核酸を利用するいずれの系を設計するうえでも、基本的要件
である。
【０００７】
　触媒核酸は、核酸、タンパク質、および小分子の検出でｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断用途を有
する。この用途では、多くの場合、標的またはシグナルのいずれかを増幅して、対象のア
ナライトのロバスト検出に十分なシグナルを発生することが必要である。
【０００８】
　触媒核酸を利用する方法は、触媒活性によりバックグラウンドノイズを上回る効果的な
識別を可能にする十分な速度で修飾される基質を必要とする。異なる方法では、異なる反
応温度の使用が必要となりうるので、所要の温度で効率的に修飾（たとえば切断）される
基質の必要性が存在する。ＭＮＡザイムおよびＤＮＡザイムを利用するような方法では、
単一反応で多くの標的を同時に多重分析することが可能であるが、多重化して複数の標的
を区別する能力は、好適な一連の基質、通常、標的１つあたり少なくとも１つの基質の存
在に依存する。高効率で修飾（たとえば切断）される当技術分野で公知の基質の数は、現
在のところ、多数の多重化を行うには不十分である。
【０００９】
　当技術分野ですでに公知のＤＮＡザイムおよびＭＮＡザイムの基質は、可能性のある複
数の基質をスクリーニングして最も効率的に切断されるものを経験的に決定することによ
り誘導された。多くの場合、このスクリーニングは、全長ｍＲＮＡ内の理論上可能性のあ
る切断部位を切断することを目標とした多数のＤＮＡザイムを用いて行われた。このスク
リーニングは、通常、生理学的条件下（温度ならびにイオン強度、組成、および緩衝液の
ｐＨ）で行われた。これには、生理学的条件でｍＲＮＡの切断配列を効率的に見いだすこ
とへの偏りが存在する。なぜなら、そのような研究は、ｉｎ　ｖｉｖｏでＲＮＡ発現の阻
害剤としてＤＮＡザイムを治療に使用することに重点がおかれていたからである。そのよ
うな研究は、多数の推定基質を経験的に測定してより効率的に切断される少数の基質を見
いだすべく、一連の労力のかかるプロトコルを提供する（たとえば、Ｃａｉｒｎｓ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９９　Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈ　１７：４８０－４８６を参照されたい）
。これらの研究は、効率的に切断される基質を選択するための限られた一群の設計ガイド
ラインをもたらし、多くの場合、ＤＮＡザイムは容易に調整可能でありｍＲＮＡはそうで
はないので、基質ではなくＤＮＡザイムの設計に重点をおいたガイドラインをもたらした
。これらの研究から作成された１つの共通したガイドラインでは、基質の切断部位のＲ－
Ｙリボヌクレオチドモチーフの正確な配列が重要であり、切断効率は、次の順：ＧＵ≧Ａ
Ｕ＞ＧＣ＞＞＞ＡＣである。
【００１０】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ条件下での全長ｍＲＮＡの切断効率は、細胞環境内での切断効率の絶
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対的尺度ではない。なぜなら、後者には、リボ核タンパク質およびｉｎ　ｖｉｔｒｏで容
易に模倣できない他の交絡因子が含まれるからである。
【００１１】
　ＤＮＡザイムおよびＭＮＡザイムにより生理学的条件下で効率的に切断されうる長いｍ
ＲＮＡ分子内の部位を選択するうえで、過去に作成された設計ガイドラインが役立つこと
もあるが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断用途での有用性に十分な効率でどの基質が切断されるか
を予測する能力は、限られている。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断用途では、当技術分野に存在す
る限られた基質設計ガイドラインを確立するために一般的にスクリーニングおよび使用さ
れる生理学的条件とは非常に異なる条件が必要になることもある。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断用途に好適な条件でＭＮＡザイムまたはＤＮＡザイムにより基質
が効率的に切断されるかをより強い確信をもって予測する、基質配列に対する一群のガイ
ドラインまたは配列モチーフの必要性が存在する。また、触媒核酸機能の改善を促進する
性質を備えた触媒核酸基質の必要性も存在する。これらの性質としては、たとえば、一連
の条件にわたり触媒核酸機能の改善を促進する能力および／または多重反応系で同時に検
出可能な標的の数を拡大する能力が挙げられうる。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　効率的な基質配列を一貫して生成する配列モチーフまたは一群の設計ガイドラインを確
立すべく多くの試みがなされてきたが、これまでのところ、効果的な配列または一群のガ
イドラインは、特定されていない。本発明は、新しい効率的に切断される基質の開発を促
進した一連の原理を提供する。したがって、本発明は、触媒核酸機能を促進する性質を備
えた触媒核酸酵素基質を提供することにより、当技術分野に存在する必要性に対処する。
【００１４】
　第１の態様では、本発明は、触媒核酸酵素に対する単離されたポリヌクレオチド基質を
提供する。前記ポリヌクレオチド基質は、配列Ｎ１－Ｎ２－Ｎ３－Ｎ４－Ｎ５－Ｎ６－Ｎ

７－Ｎ８－ｒＲ－ｒＹ－Ｎ９－Ｎ１０－Ｎ１１－Ｎ１２－Ｎ１３－Ｎ１４－Ｎ１５

（式中、
　ｒＲは、プリンリボヌクレオチドであり、
　ｒＹは、ピリミジンリボヌクレオチドであり、
　Ｎ１～Ｎ１５のそれぞれは、ヌクレオチドであり、
　Ｎ５～Ｎ１３のうち６個以上は、シトシンヌクレオチドであり、かつ
　Ｎ９～Ｎ１５のうち３個未満は、グアニンヌクレオチドがある）
を含む。
【００１５】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２５～２７、２９～
３０、３３、７２～９０、または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を
含むかまたはその配列で構成される。
【００１６】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ５～Ｎ１３のうち７個以上または８個以上は、シトシ
ンヌクレオチドである。
【００１７】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ５～Ｎ１３のうち７個以上は、シトシンヌクレオチド
であり、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２９、７３、７６～８０、８２～８３、８５
～９０、または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその
配列で構成される。
【００１８】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ５～Ｎ１３のうち８個以上は、シトシンヌクレオチド
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であり、ポリヌクレオチド基質は、配列番号７６、７７、８０、８３、または８７のいず
れか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される。
【００１９】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ４～Ｎ１３のうち７個以上または８個以上は、シトシ
ンヌクレオチドである。
【００２０】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ４～Ｎ１３のうち７個以上は、シトシンヌクレオチド
であり、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２７、２９、７３、７６～８３、８５～９０
、または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含む。
【００２１】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ４～Ｎ１３のうち８個は、シトシンヌクレオチドであ
り、ポリヌクレオチド基質は、配列番号７６、７７、７９～８０、８２～８３、８７、８
８、または９０のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成され
る。
【００２２】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ４～Ｎ１２のうち６個以上、７個以上、または８個以
上は、シトシンヌクレオチドである。
【００２３】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ４～Ｎ１２のうち７個以上は、シトシンヌクレオチド
であり、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２７、２９、７３、７６、７７、７９～８３
、８５～８８、９０、または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含む
かまたはその配列で構成される。
【００２４】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ４～Ｎ１２のうち８個は、シトシンヌクレオチドであ
り、ポリヌクレオチド基質は、配列番号７６、７７、８０、８３、８７、または８８のい
ずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される。
【００２５】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ５～Ｎ１２のうち６個以上、７個以上、または８個以
上は、シトシンヌクレオチドである。
【００２６】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ５～Ｎ１２のうち７個以上は、シトシンヌクレオチド
であり、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２９、７３、７６、７７、８０、８３、８５
～８８、または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその
配列で構成される。
【００２７】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ５～Ｎ１２のうち８個は、シトシンヌクレオチドであ
り、ポリヌクレオチド基質は、配列番号７６、７７、８０、８３、または８７のいずれか
１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される。
【００２８】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ８、および／またはＮ９のいずれか１つ
以上は、シトシンヌクレオチドである。
【００２９】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ８およびＮ９は、シトシンヌクレオチドであり、ポリ
ヌクレオチド基質は、配列番号２５～２６、２９～３０、７２～９０、または１７２～１
７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される。
【００３０】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ９～Ｎ１５のうち２個、１個、または０個は、グアニ
ンヌクレオチドである。
【００３１】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ９～Ｎ１５のうち１個または０個は、グアニンヌクレ
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オチドであり、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２５～２７、２９～３０、３３、７２
～８０、８２～９０、または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含む
かまたはその配列で構成される。
【００３２】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ９～Ｎ１５はいずれも、グアニンヌクレオチドではな
く、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２５、２６、３０、３３、７２、７５、７７～８
０、８４～８５、または８９のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配
列で構成される。
【００３３】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５のうち１０個超、１１個超、１２個超、ま
たは１３個超は、ピリミジンヌクレオチドである。
【００３４】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５のうち１１個、１２個、または１２超は、
ピリミジンヌクレオチドであり、ポリヌクレオチド基質は、いずれか１つの配列番号２５
～２７、２９、３３、７３～９０、または１７３～１７５により定義される配列を含むか
またはその配列で構成される。
【００３５】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５のうち１３個または１４個は、ピリミジン
ヌクレオチドであり、ポリヌクレオチド基質は、いずれか１つの配列番号７５、７７～８
０、８２～８５、または８８～８９により定義される配列を含むかまたはその配列で構成
される。
【００３６】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１４のうち８個超、９個超、１０個超、または
１１個は、シトシンヌクレオチドである。
【００３７】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１４のうち１０個または１１個は、シトシンヌ
クレオチドであり、ポリヌクレオチド基質は、いずれか１つの配列番号３３、７６～８０
、８２～８３、８５、８７、８８、または８９により定義される配列を含むかまたはその
配列で構成される。
【００３８】
　第１の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１４のうち１１個は、シトシンヌクレオチドで
あり、ポリヌクレオチド基質は、いずれか１つの配列番号７７～７９により定義される配
列を含むかまたはその配列で構成される。
【００３９】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、ポリヌクレオチド基質を検出
するための検出可能標識をさらに含む。
【００４０】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、検出可能部分とクエンチャー
部分とをさらに含み、検出可能部分により提供される検出可能作用は、前記触媒核酸酵素
によるポリヌクレオチド基質の修飾により増大または低減される。
【００４１】
　第１の態様の一実施形態では、プリンリボヌクレオチドは、グアニンを含む。
【００４２】
　第１の態様の一実施形態では、ピリミジンリボヌクレオチドは、ウラシルを含む。
【００４３】
　第１の態様の一実施形態では、前記触媒核酸酵素に結合するポリヌクレオチド基質の部
分は、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５０℃～６０℃、５２℃～５８℃、６６℃～７
６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７０℃～７６℃、７０℃～７５℃、７２℃～７
６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６８℃、７０℃、７２℃、または７６℃の融解
温度（Ｔｍ）を有する。



(12) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

【００４４】
　第１の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、
　（ｉ）多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）、ここで、前記部分は、前記ＭＮＡザイムの少
なくとも１つの基質アームに結合する、または
　（ｉｉ）ＤＮＡザイム
である。
【００４５】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、ＭＮＡザイムによる触媒修飾
が可能である。
【００４６】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、ＤＮＡザイムによる触媒修飾
が可能である。
【００４７】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、蛍光分光法、表面プラズモン
共鳴法、質量分析法、ＮＭＲ法、電子スピン共鳴法、偏光蛍光分光法、円二色性法、免疫
アッセイ法、クロマトグラフィー法、放射測定法、電気化学的方法、測光法、シンチグラ
フィー法、電子的方法、ＵＶ、可視光、もしくは赤外の分光法、酵素法、またはそれらの
任意の組合せによる検出で検出可能な標識を含む。
【００４８】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、蛍光分光法による検出で検出
可能な標識を含む。
【００４９】
　第１の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、蛍光共鳴エネルギー移動（Ｆ
ＲＥＴ）分光法による検出で検出可能な標識を含む。
【００５０】
　第２の態様では、本発明は、触媒核酸酵素に対する単離されたポリヌクレオチド基質を
提供する。前記ポリヌクレオチド基質は、配列番号２８により定義される配列を含むかま
たはその配列で構成される。
【００５１】
　第２の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、一対のオリゴヌクレオチドパートザイ
ムを含むＭＮＡザイムであり、前記対は、配列番号１５および８、配列番号９３および９
４、または配列番号１１４および１１５を含むかまたはそれらの配列で構成される。
【００５２】
　第２の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、配列番号１３８により定義される配列
を含むまたはその配列で構成されるＤＮＡザイムである。
【００５３】
　第３の態様では、本発明は、
　（ａ）２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムを提供することと、ただし、少なく
とも第１のオリゴヌクレオチドパートザイムおよび第２のオリゴヌクレオチドパートザイ
ムは、前記標的の存在下で自己集合して少なくとも第１の触媒活性多成分核酸酵素（ＭＮ
Ａザイム）を形成する、
　（ｂ）第１または第２の態様の単離されたポリヌクレオチド基質を提供することと、た
だし、前記ポリヌクレオチド基質は、前記第１のＭＮＡザイムによる修飾が可能であり、
前記ＭＮＡザイムによる前記ポリヌクレオチド基質の修飾は、検出可能作用を提供する、
　（ｃ）（１）前記少なくとも第１のＭＮＡザイムの自己集合と、
　　（２）前記少なくとも第１のＭＮＡザイムの触媒活性と、
を可能にする条件下で、前記２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムと前記標的を推
定上含有するサンプルとを接触させることと、
　（ｄ）前記検出可能作用を検出することと、
を含む、少なくとも１つの標的の存在を検出する方法を提供する。
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【００５４】
　第３の態様の一実施形態では、標的は、ＭＮＡザイム集合促進剤である。
【００５５】
　第３の態様の一実施形態では、標的は、核酸である。
【００５６】
　第３の態様の一実施形態では、標的は、塩基対相補性により前記ＭＮＡザイムの１つ以
上のセンサーアームにハイブリダイズする核酸である。
【００５７】
　第３の態様の一実施形態では、核酸は、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮＡ、
ＲＮＡ、メチル化ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍＲＮ
Ａ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｔＲＮＡ、ｓｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他の非
コードＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、それらの誘導体、アンプリコン、またはそれらの任意
の組合せからなる群から選択される。
【００５８】
　第３の態様の一実施形態では、核酸は、増幅される。
【００５９】
　第３の態様の一実施形態では、増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換増幅
（ＳＤＡ）、ループ媒介等温増幅（ＬＡＭＰ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、転
写媒介増幅（ＴＭＡ）、自己保持配列複製（３ＳＲ）、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ
）、または逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）のうち１つ以上を含む。
【００６０】
　第３の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、５０℃～９０℃、５０℃～６
５℃、５０℃～６０℃、５２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７
０℃、７０℃～７６℃、７０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６
６℃、６８℃、７０℃、７２℃、または７６℃の温度で前記ＭＮＡザイムの基質アームに
ハイブリダイズする。
【００６１】
　第３の態様の一実施形態では、本方法は、
　（ａ）異なる標的の存在下で自己集合して第２の触媒活性ＭＮＡザイムを形成可能な２
つ以上の追加のオリゴヌクレオチドパートザイムと、
　（ｂ）少なくとも１つの追加のポリヌクレオチド基質と、
を提供することをさらに含む。ただし、前記追加のポリヌクレオチド基質は、前記異なる
標的の存在下で前記第２のＭＮＡザイムによる修飾が可能である。
【００６２】
　第３の態様の一実施形態では、追加のポリヌクレオチド基質は、前記第１のＭＮＡザイ
ムによる修飾が可能でない。
【００６３】
　第３の態様の一実施形態では、パート（ｄ）での検出は、蛍光分光法、表面プラズモン
共鳴法、質量分析法、ＮＭＲ法、電子スピン共鳴法、偏光蛍光分光法、円二色性法、免疫
アッセイ法、クロマトグラフィー法、放射測定法、電気化学的方法、測光法、シンチグラ
フィー法、電子的方法、ＵＶ、可視光、もしくは赤外の分光法、酵素法、またはそれらの
任意の組合せの使用を含む。
【００６４】
　第３の態様の一実施形態では、パート（ｄ）での検出は、蛍光分光法の使用を含む。
【００６５】
　第３の態様の一実施形態では、パート（ｄ）での検出は、ＦＲＥＴ検出可能作用の検出
を含む。
【００６６】
　第３の態様の一実施形態では、前記ＭＮＡザイムの触媒コアは、ＤＮＡまたはそのアナ
ログを含む。
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【００６７】
　第４の態様では、本発明は、触媒核酸酵素に対する基質として第１または第２の態様の
単離されたポリヌクレオチド基質の使用を提供する。
【００６８】
　第４の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）であ
り、
　前記ＭＮＡザイムは、少なくとも２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムを含み、
少なくとも第１のオリゴヌクレオチドパートザイムおよび第２のオリゴヌクレオチドパー
トザイムは、ＭＮＡザイム集合促進剤の存在下で自己集合して触媒活性多成分核酸酵素（
ＭＮＡザイム）を形成し、前記少なくとも第１および前記第２のオリゴヌクレオチドパー
トザイムのそれぞれは、基質アーム部分と、触媒コア部分と、センサーアーム部分と、を
含み、
　自己集合すると、前記第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムのセンサーア
ーム部分は、ＭＮＡザイムのセンサーアームとして作用し、第１および第２のオリゴヌク
レオチドパートザイムの基質アーム部分は、ＭＮＡザイムの基質アームとして作用し、第
１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムの触媒コア部分は、ＭＮＡザイムの触媒
コアとして作用し、
　ＭＮＡザイムのセンサーアームは、第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイム
を近接して維持してそれらのそれぞれの触媒コア部分の会合によりＭＮＡザイムの触媒コ
アを形成するように、前記ＭＮＡザイム集合促進剤と相互作用し、前記触媒コアは、前記
ポリヌクレオチド基質の修飾が可能であり、前記ＭＮＡザイムの前記基質アームは、前記
ＭＮＡザイムの前記触媒コアが前記ポリヌクレオチド基質を修飾できるように、前記ポリ
ヌクレオチド基質に結合する。
【００６９】
　第３または第４の態様の一実施形態では、それぞれの前記オリゴヌクレオチドパートザ
イムの触媒コア部分は、ＤＮＡまたはそのアナログを含む。
【００７０】
　第４の態様の一実施形態では、集合促進剤は、同定、検出、または定量される標的であ
る。
【００７１】
　第３または第４の態様の一実施形態では、第１および第２のオリゴヌクレオチドパート
ザイムは、配列番号９および配列番号１０、配列番号１１および配列番号１２、配列番号
１３および配列番号１４、配列番号１６および配列番号１４、配列番号１７および配列番
号１８、配列番号４０および配列番号４１、配列番号４２および配列番号４３、配列番号
４４および配列番号４５、配列番号４６および配列番号４５、配列番号４７および配列番
号６３、配列番号４８および配列番号４９、配列番号５０および配列番号５１、配列番号
５２および配列番号５１、配列番号３８および配列番号５５、配列番号５６および配列番
号５７、配列番号５８および配列番号５９、配列番号６０および配列番号６１、配列番号
６２および配列番号６３、配列番号６４および配列番号６５、配列番号６６および配列番
号６７、配列番号６２および配列番号６８、配列番号６９および配列番号７０、配列番号
４６および配列番号５５、配列番号４６および配列番号５９、配列番号３８および配列番
号４５、配列番号５８および配列番号４５、配列番号６２および配列番号４５、配列番号
４６および配列番号６３、配列番号７１および配列番号６８、配列番号９８および配列番
号９９、配列番号１００および配列番号１０３、配列番号１０４および配列番号１０５、
配列番号１０６および配列番号１０７、配列番号１０８および配列番号１０９、配列番号
１１０および配列番号１１１、配列番号１１２および配列番号１１３、配列番号１１６お
よび配列番号１１７、配列番号１１８および配列番号１１９、配列番号１２０および配列
番号１２１、配列番号１２２および配列番号１１９、配列番号１５５および配列番号１５
６、配列番号１５７および配列番号１５８、配列番号１５９および配列番号１６０、配列
番号１６８および配列番号１６９、配列番号１７９および配列番号１８０、配列番号１８
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１および配列番号１８２、配列番号１８３および配列番号１８４、または配列番号１８５
および配列番号１８６により定義されるそれぞれの配列を含む。
【００７２】
　第３または第４の態様の一実施形態では、前記オリゴヌクレオチド基質ならびに前記第
１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムは、表６、８、１０、１３、１６、２０
、２２、および／または２４に示される配列の組合せにより定義される。
【００７３】
　第４の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、ＤＮＡザイムであり、ＤＮＡザイムお
よびオリゴヌクレオチド基質は、表１５に示される配列の組合せにより定義される。
【００７４】
　第４の態様の一実施形態では、標的は、塩基対相補性により前記ＭＮＡザイムの１つ以
上のセンサーアームにハイブリダイズする核酸である。
【００７５】
　第４の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、５０℃～９０℃、５０℃～６
５℃、５０℃～６０℃、５２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７
０℃、７０℃～７６℃、７０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６
６℃、６８℃、７０℃、７２℃、または７６℃の温度で前記触媒核酸酵素にハイブリダイ
ズする。
【００７６】
　第５の態様では、本発明は、第１または第２の態様の単離されたポリヌクレオチド基質
を含むキットを提供する。
【００７７】
　第５の態様の一実施形態では、キットは、前記ポリヌクレオチド基質の触媒修飾が可能
な触媒核酸酵素をさらに含む。
【００７８】
　第５の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）であ
る。
【００７９】
　第６の態様では、本発明は、第１または第２の態様の単離されたポリヌクレオチド基質
と、少なくとも１つの標的の検出が可能な多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）を集合するよ
うに設計された複数のオリゴヌクレオチドパートザイムと、を含むキットを提供する。た
だし、前記ＭＮＡザイムは、ポリヌクレオチド基質の触媒修飾が可能である。
【００８０】
　第６の態様の一実施形態では、前記オリゴヌクレオチド基質および前記複数のオリゴヌ
クレオチドパートザイムは、表６、８、１０、１３、１６、２０、２２、および／または
２４に示される配列の組合せにより定義される。
【００８１】
　第７の態様では、本発明は、第１または第２の態様のポリヌクレオチド基質に結合され
た固体担体を含む集合体を提供する。
【００８２】
　第１または第３～第７の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５のうちいずれか１個以上
は、デオキシリボヌクレオチドである。
【００８３】
　第１または第３～第７の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５のうちいずれか１個以上
は、リボヌクレオチドである。
【００８４】
　第１または第３～第７の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５はすべて、デオキシリボ
ヌクレオチドである。
【００８５】
　第１または第３～第７の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５はすべて、リボヌクレオ
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チドである。
【００８６】
　第１または第３～第７の態様の一実施形態では、Ｎ１～Ｎ１５は、デオキシリボヌクレ
オチドとリボヌクレオチドとの混合物を含む。
【００８７】
　第７の態様の一実施形態では、集合体は、複数の異なるポリヌクレオチド基質に結合さ
れた複数の異なる固体担体を含む。
【００８８】
　第１、第２、第４、または第５の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、ＤＮＡザイ
ムである。
【００８９】
　第１、第２、第４、または第５の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、リボザイム
である。
【００９０】
　第１、第２、第４、または第５の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、多成分核酸
酵素（ＭＮＡザイム）である。
【００９１】
　以上の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、切断によるポリヌクレオチド基質の修
飾が可能である。
【００９２】
　第１、第２、または第５の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、第１および第２の
オリゴヌクレオチドパートザイムを含むＭＮＡザイムであり、前記オリゴヌクレオチド基
質および前記第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムは、表６、８、１０、１
３、１６、２０、２２、および／または２４に示される配列の組合せにより定義される。
【００９３】
　第１、第２、または第５の態様の一実施形態では、触媒核酸酵素は、ＤＮＡザイムであ
り、ＤＮＡザイムおよびオリゴヌクレオチド基質は、表１５に示される配列の組合せによ
り定義される。
【００９４】
　第１、第２、または第５の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、相補的塩
基対合により前記触媒核酸酵素にハイブリダイズすることが可能である。
【００９５】
　第４の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、相補的塩基対合により前記触
媒核酸酵素にハイブリダイズする。
【００９６】
　第３および第４の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、相補的塩基対合に
より前記ＭＮＡザイムにハイブリダイズする。
【００９７】
　第１、第２、第５、および第６の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質ポリヌ
クレオチド基質は、相補的塩基対合により前記ＭＮＡザイムにハイブリダイズすることが
可能である。
【００９８】
　以上の態様の一実施形態では、単離されたポリヌクレオチド基質の部分は、前記ＭＮＡ
ザイムの少なくとも１つの基質アームに結合する。
【００９９】
　以上の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、１つ超の異なるタイプの触媒
核酸酵素による結合および触媒修飾が可能なユニバーサル基質である。
【０１００】
　以上の態様の一実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、１つ超の異なるタイプの多成
分核酸酵素（ＭＮＡザイム）による結合および触媒修飾が可能なユニバーサル基質である
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。
【０１０１】
　以上の態様の一実施形態では、前記オリゴヌクレオチドパートザイム、集合促進剤、ま
たは基質の少なくとも１つは、ＤＮＡまたはそのアナログを含む。
【０１０２】
　第３および第６の態様の一実施形態では、修飾は、ＭＮＡザイムによるポリヌクレオチ
ド基質の切断である。
【０１０３】
　次に、単なる例にすぎないが、添付の図面を参照しながら、本発明の好ましい実施形態
を説明する。
【図面の簡単な説明】
【０１０４】
【図１】図１は、多成分核酸（ＭＮＡザイム）の例示的設計を示す図である。例示的開示
によれば、ＭＮＡザイムは、２つのオリゴヌクレオチド成分（パートザイムＡおよびパー
トザイムＢ）を含み、これらは、集合促進剤の存在下で自己集合する。集合促進剤の存在
下で２つのパートザイムが集合した時、基質の修飾（たとえば切断またはライゲーション
）が可能な触媒活性ＭＮＡザイムを形成する。二成分パートザイムは、（ｉ）集合促進剤
に結合するセンサーアームと、（ｉｉ）基質に結合する基質アームと、（ｉｉｉ）部分的
触媒コア配列と、を有する。集合促進剤分子（たとえば標的核酸配列）の存在は、変調に
適したきわめて特異的な方式でパートザイム成分の集合を誘導する「入力」シグナルを提
供する。いくつかの実施形態では、集合促進剤は、たとえば、試験サンプル中に存在する
標的核酸配列でありうる。他の実施形態では、集合促進剤は、たとえば、検出可能な要素
またはイベントの存在下でパートザイム成分の自己集合を誘導するように環境中に組み込
まれた合成オリゴヌクレオチドでありうる。集合ＭＮＡザイムによる基質の修飾により、
検出および／または定量されうる「検出可能作用」を提供可能である。たとえば、基質を
フルオロフォア（Ｆ）およびクエンチャー（Ｑ）で二重標識した場合、この「レポーター
基質」が活性ＭＮＡザイムにより切断されると、フルオロフォアとクエンチャーとが分離
され、それに付随して蛍光の増加がもたらされる。
【図２】図２は、ＭＮＡザイムを用いた標的検出方法の例示的用途を示すフロー図を提供
する。ＭＮＡザイムは、（１）直接的検出、（２）標的増幅中または標的増幅後のいずれ
かで、たとえば、ＰＣＲ、ＳＤＡ、ＬＡＭＰ、ＲＣＡ、ＴＭＡ、３ＳＲ、またはＮＡＳＢ
Ａにより産生されたアンプリコンの検出、および（３）シグナル増幅カスケードの開始に
使用可能である。
【図３】図３は、例示的ＭＮＡザイムの描画図および担体にテザー連結された基質を切断
するＭＮＡザイムを用いた標的検出方法を提供する。この実施形態では、ＭＮＡザイムは
、集合促進剤（標的）の存在下でのみ形成される。ＭＮＡザイムがフルオロフォアとクエ
ンチャーとの間のテザー連結基質を切断した時、シグナルが発生される。ここに示される
ように、フルオロフォアＦとクエンチャーＱとの間で切断すると、蛍光増加が得られる。
一般的には、本方法は、切断が起こった後でフルオロフォアＦまたはクエンチャーＱのい
ずれかが担体に装着された状態を維持しうるように設計されうる。パネル（ｉ）：示され
た担体は、それにテザー連結された１つの基質タイプ（基質１）のみを有する。パネル（
ｉｉ）：異なる位置でテザー連結された複数の基質タイプが存在しうる。各基質は、特異
的ＭＮＡザイム集合促進剤分子の存在下で形成されるＭＮＡザイムによってのみ切断可能
であり、ここでは、標的１および２は、それぞれ、ＭＮＡザイム１および２の自己集合を
促進する。したがって、この例では、標的１の存在下でＭＮＡザイム１のみが自己集合し
て基質１のみを切断する。同様に、標的２の存在下でＭＮＡザイム２のみが自己集合して
基質２のみを切断する。表面上に基質を配置することによりシグナルを局在化することが
可能であるので、異なる集合促進剤の特異的検出が可能になる。パネル（ｉｉ）の例示的
アッセイは、２つの識別可能な基質配列を必要とする。
【図４】図４は、ＭＮＡザイム集合促進剤成分として触媒修飾基質産物を使用する例示的
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アッセイを示している。この戦略では、開始ＭＮＡザイム（Ｍｔ）は、標的（Ｔ）の存在
下で形成される。開始ＭＮＡザイム（Ｍｔ）は、第１の基質（Ｓ１）を切断して第１の集
合促進剤成分（Ｓ１ｆ）を形成し、これは、第１のカスケードＭＮＡザイム（カスケード
ＭＮＡザイムＭｃ１）の形成を誘導する。この例では、第１のカスケードＭＮＡザイム（
Ｍｃ１）は、２つのパートザイムと、Ｆ１、Ｆ２、およびＳ１ｆと称される３つの集合促
進剤成分と、を含む。Ｍｃ１は、追加の基質（Ｓ２）を切断可能であるので、追加の集合
促進剤成分（Ｓ２ｆ）を遊離し、これは、第２のカスケードＭＮＡザイム（カスケードＭ
ＮＡザイムＭｃ２）の形成を誘導する。この例では、第２のカスケードＭＮＡザイム（Ｍ
ｃ２）は、２つのパートザイムと、Ｆ３、Ｆ４、およびＳ２ｆと称される３つの集合促進
剤成分と、を含む。次いで、Ｍｃ２は、第１の基質（Ｓ１）をさらに切断可能であるので
、第１の集合促進剤成分（Ｓ１ｆ）がさらに形成される。これは、さらなる第１のカスケ
ードＭＮＡザイム（Ｍｃ１）の形成をもたらすことにより、増幅カスケードを形成する。
この例示的アッセイは、２つの識別可能な基質配列を必要とする。
【図５】図５は、ヒトＴＦＲＣ遺伝子の検出のために一連の異なるユニバーサル基質を用
いてＭＮＡザイムｑＰＣＲにより生成されたＣｔ値を示すグラフを提供する。反応に使用
したユニバーサル基質が何であるかは、ｘ軸上に示される（ここで、「２」はＳｕｂ２を
意味し、「３」はＳｕｂ３を意味し、以下同様である）。すべての反応に対して同一のプ
ライマーセットおよびゲノムＤＮＡを使用した。また、パートザイムはすべて、同一の標
的センサー領域および触媒ドメインを有していた。反応間で唯一の異なる点は、パートザ
イムの基質センサーアームおよび蛍光標識ユニバーサル基質であった。したがって、反応
間のＣｔ値の差は、ユニバーサル基質の切断効率に相関付けられる。より低いＣｔ値は、
より少ないサイクル数で蛍光の閾値レベルに達することを示すので、より効率的に切断さ
れるユニバーサル基質であることを示す。
【図６】図６は、等温方式で一連のユニバーサル基質のＭＮＡザイム媒介切断から得られ
るシグナル対ノイズ比を示すグラフを提供する。標的は、合成オリゴヌクレオチドであっ
た。シグナル対ノイズ比は、一連の反応温度で切断反応中に収集された規格化蛍光データ
から計算した。反応に使用したユニバーサル基質が何であるかは、ｘ軸上に示される（こ
こで、「２」はＳｕｂ２を意味し、「３」はＳｕｂ３を意味し、以下同様である）。図６
（ｉ）では、異なる棒のデータは、異なる反応温度（凡例に５２℃、５４℃、５６℃、お
よび５８℃で示される）での結果を意味する。図６（ｉ）は、ｙ軸上にシグナル対ノイズ
比を示す。図６（ｉｉ）は、試験したすべての４つの温度からのシグナル対ノイズ比の平
均の標準偏差を示し、異なるシリーズの基質は、異なるシェーディングの棒により示され
る。
【図７】図７は、一連のヒト遺伝子の検出のために一連の異なるユニバーサル基質を用い
てＭＮＡザイムｑＰＣＲにより生成された線形増幅プロットを示すグラフを提供する。基
質と標的との各組合せをａ）５２℃またはｂ）５８℃のアニーリング温度で試験した。各
遺伝子を用いて試験したユニバーサル基質は、各プロットの左上に位置する記号により示
されており、（ｉ）ＣＹＰ２Ｃ９を用いてＳｕｂ３およびＳｕｂ６１、（ｉｉ）ＴＰ５３
を用いてＳｕｂ６、Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７４、およびＳｕｂ７９、（ｉｉｉ）Ｂ２Ｍを用
いてＳｕｂ６０、Ｓｕｂ６１、およびＳｕｂ７９、（ｉｖ）ＨＭＢＳを用いてＳｕｂ４９
およびＳｕｂ７５、（ｖ）ＴＦＲＣを用いてＳｕｂ２、Ｓｕｂ７２、およびＳｕｂ８０、
ならびに（ｉｖ）ＲＰＬ１３ａを用いてＳｕｂ５５、Ｓｕｂ８０、およびＳｕｂ８８であ
った。それぞれ異なる遺伝子を用いたすべての反応に対して同一のプライマーセットおよ
びゲノムＤＮＡを使用した。また、すべてのパートザイムは、特定の遺伝子にマッチした
同一の触媒ドメインおよび標的センサー領域を有していた。反応間で唯一の異なる点は、
パートザイムの基質センサーアームおよび蛍光標識ユニバーサル基質であった。したがっ
て、同一の遺伝子に対する反応間の増幅プロットの形状およびＣｔ値の差は、ユニバーサ
ル基質の切断効率に相関付けられる。より急勾配の曲線およびより早期のＣｔ値は、より
少ないサイクル数で閾値蛍光に達することを示すので、より効率的に切断されるユニバー
サル基質であることを示す。
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【図８】図８は、等温方式で一連のユニバーサル基質のＤＮＡザイム媒介切断から得られ
るシグナル対ノイズ比を示すグラフを提供する。シグナル対ノイズ比は、一連の反応温度
で切断反応中に収集された規格化蛍光データから計算した。反応に使用したユニバーサル
基質が何であるかは、ｘ軸上に示される（ここで、「２」はＳｕｂ２を意味し、「３」は
Ｓｕｂ３を意味し、以下同様である）。図８（ｉ）では、異なる棒のデータは、異なる反
応温度（凡例に５０℃～６０℃で示される）での結果を意味し、ｙ軸上にシグナル対ノイ
ズ比が示される。図８（ｉｉ）では、データの棒は、試験したすべての６つの温度からの
シグナル対ノイズ比の平均の標準偏差を意味し、異なるシリーズの基質は、異なるシェー
ディングの棒により示される。
【図９】図９は、ヒトＲＰＬ１３ａ遺伝子の検出のためにサブセットのパートザイム（基
質センサーアームがＳｕｂ４４、Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ７２、およびＳｕｂ７４に相補的に
なるように設計された）を用いて非特異的切断活性を調べるべく一連の異なるユニバーサ
ル基質（Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７２、およびＳｕｂ
７４）を用いて行われたＭＮＡザイムｑＰＣＲからの線形増幅プロットを示すグラフを提
供する。他の基質に十分な相補性で結合するように設計されたパートザイム対を用いて各
ユニバーサル基質を個別に試験し、シグナルが検出可能であるかを調べた。（ｉ）Ｓｕｂ
７２、（ｉｉ）Ｓｕｂ７４、（ｉｉｉ）Ｓｕｂ５５、および（ｉｖ）Ｓｕｂ４４に相補的
なパートザイムをすべての基質で試験した。パネル（ａ）では、表の下端の行は、実験で
パートザイムが十分な相補性を呈する基質を示す。表の他の行は、各実験で試験した他の
基質の配列のアライメントを示し、下端の基質と他の基質との配列差は、灰色および下線
付きの文字により示される。パネル（ｂ）では、線形増幅プロットが示される。サイクル
数（ｘ軸）に対して規格化蛍光（ｙ軸）がプロットされる。増幅曲線が各基質に対応する
ことを示すために、個々の増幅曲線には、プロットの右側に表示が付されている。閾値蛍
光は、ｘ軸の上の水平実線により示される。閾値蛍光を超えて増大するシグナルは、ユニ
バーサル基質の切断を示す。
【図１０】図１０は、等温方式で他の基質に十分な相補性で結合するように設計されたＤ
ＮＡザイムを用いて各ユニバーサル基質のＤＮＡザイム媒介切断から得られるシグナル対
ノイズ比を個別に示すグラフを提供する。規格化シグナル対ノイズ比は、（ｉ）５２℃ま
たは（ｉｉ）５８℃の反応温度で収集された規格化蛍光データから計算した。反応に使用
したユニバーサル基質が何であるかは、ｘ軸上に示される。異なる棒のデータは、凡例に
示される各ＤＮＡザイムでの切断結果を意味し、ｙ軸上にシグナル対ノイズ比が示される
。
【図１１】図１１は、２つの多重ＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応、すなわち、シリーズ１の基
質（Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、Ｓｕｂ４、Ｓｕｂ６、およびＳｕｂ７）を用いた多重方式１と
、シリーズ２および３の基質（Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７９、およ
びＳｕｂ８０）を用いた多重方式２と、に対して、５２℃（パネル（ｉ））または５８℃
（パネル（ｉｉ））のいずれかで増幅により生成された指数関数的増幅プロットを示して
いる。両方の多重方式により、単一の反応槽内でヒト遺伝子ＴＦＲＣ、ＨＰＲＴ、ＴＰ５
３、ＲＰＬ１３ａ、およびＣＹＰ２Ｃ９を測定した。２つの多重方式で測定されるそれぞ
れの異なる遺伝子に対して、両方の温度でかつすべてのユニバーサル基質で同一のプライ
マーセットおよびゲノムＤＮＡを使用した。また、すべてのパートザイムは、特定の遺伝
子にマッチした同一の触媒ドメインおよび標的センサー領域を有していた。反応間の唯一
の差は、パートザイムの基質センサーアームおよび蛍光標識ユニバーサル基質であった。
各遺伝子を用いて試験したユニバーサル基質は、各プロットの左上に示される。２つの異
なるＤＮＡ濃度、すなわち、１００ｎｇ（左側の×印および○印のプロット）および３９
１ｐｇ（右側の×印および○印のプロット）で、２つの多重方式間の直接比較を可能にす
るために、多重方式１（×印）および多重方式２（○印）の増幅プロットを重ね合わせた
。増幅プロットの形状の差は、ユニバーサル基質の切断効率に相関付けられた。より急勾
配の曲線およびより早期のＣｔ値は、より少ないサイクル数で閾値蛍光に達することを示
すので、より効率的に切断されるユニバーサル基質であることを示す。
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【発明を実施するための形態】
【０１０５】
定義
　本明細書では、以下に示される意味を有するものとする特定の用語が用いられる。
【０１０６】
　本明細書で用いられる場合、単数形の「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」は、文脈上
明らかに異なる場合を除いて、複数形の参照語を包含する。たとえば、「ａ　ｐｏｌｙｎ
ｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（ポリヌクレオチド基質）」という用語は、複
数のポリヌクレオチド基質をも包含する。
【０１０７】
　「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（～を含む）」という用語は、「必ずしも～のみを含むという
わけではなく、主に～を含む」ということを意味する。さらに、「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ
（～を含む）」という単語の変化形、たとえば、「ｃｏｍｐｒｉｓｅ（～を含む）」や「
ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ（～を含む）」などは、変化形に対応する意味を有する。
【０１０８】
　挙げられた数値に関して本明細書での「約」という用語の使用は、挙げられた１つおよ
び複数の数値が挙げられた値の±１０パーセント以内にあるものを包含する。
【０１０９】
　数値の範囲を参照する場合の本明細書での「～」という用語の使用は、範囲の各端点の
数値を包含する。たとえば、１０ヌクレオチド長～２０ヌクレオチド長のポリヌクレオチ
ドは、１０ヌクレオチド長のポリヌクレオチドと２０ヌクレオチド長のポリヌクレオチド
とを包含する。
【０１１０】
　「ポリヌクレオチド」および「核酸」という用語は、本明細書では同義的に用いられ、
デオキシリボヌクレオチド塩基および／もしくはリボヌクレオチド塩基の一本鎖もしくは
二本鎖のポリマー、および／またはそれらのアナログ、誘導体、変異体、断片、もしくは
組合せを意味し、限定されるものではないが、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、メチル化ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｔ
ＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｔＲＮＡ、ｓｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他
の非コードＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、それらの誘導体、それらのアンプリコン、または
それらの任意の組合せを包含する。限定されるものではないが、例として、核酸源は、合
成源、哺乳動物源、ヒト源、動物源、植物源、菌類源、細菌源、ウイルス源、古細菌源、
またはそれらの任意の組合せからなる群から選択されうる。
【０１１１】
　「オリゴヌクレオチド」という用語は、典型的には、ＤＮＡ分子もしくはＤＮＡ含有核
酸分子、またはＲＮＡ分子もしくはＲＮＡ含有分子、またはそれらの組合せのセグメント
を意味する。したがって、オリゴヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチド塩基および
／もしくはリボヌクレオチド塩基、あるいは／またはそれらのアナログ、誘導体、変異体
、断片、もしくは組合せを含むかまたはそれらで構成されうるし、限定されるものではな
いが、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮＡ、ＲＮＡ、メチル化ＲＮＡ、マイクロ
ＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｔＲＮＡ、ｓ
ｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他の非コードＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、
それらの誘導体、それらのアンプリコン、またはそれらの任意の組合せを包含しうる。オ
リゴヌクレオチドの例としては、核酸標的、基質、たとえば、切断活性、リガーゼ活性、
または他の酵素活性を有するＤＮＡザイムまたはＭＮＡザイムにより修飾可能なもの、プ
ライマー、たとえば、ＰＣＲなどの方法によるｉｎ　ｖｉｔｒｏ標的増幅に使用されるも
の、およびＭＮＡザイムの成分、たとえば、限定されるものではないが、パートザイム、
ならびに集合促進剤が挙げられる。
【０１１２】
　「ピリミジンヌクレオチド」という用語は、限定されるものではないが、シトシン、チ
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ミン、およびウラシルをはじめとするピリミジン塩基を含む任意のヌクレオチドを包含す
る。ピリミジンヌクレオチドは、リボース糖分子（つまり「ピリミジンリボヌクレオチド
」）またはデオキシリボース糖分子（つまり「ピリミジンデオキシリボヌクレオチド」）
を含みうる。
【０１１３】
　「プリンヌクレオチド」という用語は、限定されるものではないが、アデニンおよびグ
アニンをはじめとするプリン塩基を含む任意のヌクレオチドを包含する。プリンヌクレオ
チドは、リボース糖分子（つまり「プリンリボヌクレオチド」）またはデオキシリボース
糖分子（つまり「プリンデオキシリボヌクレオチド」）を含みうる。
【０１１４】
　「核酸酵素」、「触媒核酸」、「触媒活性を有する核酸」、および「触媒核酸酵素」と
いう用語は、本明細書では同義的に用いられ、少なくとも１つの基質に結合して少なくと
も１つの基質の修飾（たとえばライゲーションまたは切断）を触媒しうる、ＤＮＡ分子ま
たはＤＮＡ含有の分子もしくは複合体、あるいはＲＮＡ分子またはＲＮＡ含有の分子もし
くは複合体、あるいはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドの分子または複合体であるそれらの組
合せを意味するものとする。触媒核酸中のヌクレオチド残基は、塩基Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ、お
よびＵ、さらにはそれらの誘導体およびアナログを含みうる。以上の用語は、少なくとも
１つの基質を認識して少なくとも１つ基質の修飾（たとえばライゲーションまたは切断）
を触媒しうる、単一のＤＮＡ分子もしくはＤＮＡ含有分子（当技術分野では、「ＤＮＡ酵
素」、「デオキシリボザイム」、もしくは「ＤＮＡザイム」としても知られる）、または
ＲＮＡ分子もしくはＲＮＡ含有分子（当技術分野では、「ＲＮＡ酵素」もしくは「リボザ
イム」としても知られる）、またはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド分子であるそれらの組合
せを含みうる単分子核酸酵素を包含する。以上の用語は、少なくとも１つの基質を認識し
て少なくとも１つ基質の修飾（たとえばライゲーションまたは切断）を触媒しうる、ＤＮ
Ａ複合体もしくはＤＮＡ含有複合体、またはＲＮＡ複合体もしくはＲＮＡ含有複合体、ま
たはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド複合体であるそれらの組合せを含む核酸酵素を包含する
。「核酸酵素」、「触媒核酸」、「触媒活性を有する核酸」、および「触媒核酸酵素」と
いう用語は、それらの意味の範囲内にＭＮＡザイムを包含する。
【０１１５】
　本明細書で用いられる「ＭＮＡザイム」および「多成分核酸酵素」という用語は、同一
の意味を有し、ＭＮＡザイム集合促進剤（たとえば標的）の存在下でのみ基質の触媒修飾
が可能な活性核酸酵素を形成する２つ以上のオリゴヌクレオチド配列（たとえばパートザ
イム）を意味する。ＭＮＡザイムは、基質の切断、基質のライゲーション、および１つま
たは複数の基質の他の酵素修飾をはじめとするある範囲内の反応を触媒可能である。切断
活性を有するパートザイムＡとパートザイムＢとを含む例示的ＭＮＡザイムを図１に示す
。エンドヌクレアーゼ活性または切断活性を有するＭＮＡザイムはまた、「ＭＮＡザイム
クリーバー」としても知られる。図１を参照して、パートザイムＡおよびＢは、それぞれ
、ワトソン・クリック塩基対合により集合促進剤（たとえば、標的のＤＮＡ配列またはＲ
ＮＡ配列）に結合する。パートザイムＡおよびＢのセンサーアームが集合促進剤上で互い
に近接してハイブリダイズした時のみ、ＭＮＡザイムが形成される。ＭＮＡザイムの基質
アームは、基質に結合し、その修飾（たとえば切断）は、パートザイムＡおよびＢの触媒
ドメインの相互作用により形成されるＭＮＡザイムの触媒コアにより触媒される。ＤＮＡ
／ＲＮＡキメラレポーター基質の切断を図に示す。ＭＮＡザイムは、フルオロフォアとク
エンチャーとの色素対間で基質を切断するので、シグナルを発生する。「多成分核酸酵素
」および「ＭＮＡザイム」という用語は、２つの分子を含むバイパータイト構造、または
３つの核酸分子を含むトリパータイト構造、または他のマルチパータイト構造、たとえば
、４つ以上の核酸分子により形成されるものを包含する。
【０１１６】
　本明細書で用いられる「ＭＮＡザイム」および「多成分核酸酵素」という用語が、ＰＣ
Ｔ国際公開第２００７／０４１７７４号パンフレット、国際公開第２００８／０４００９
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５号パンフレット、国際公開第２００８／１２２０８４号パンフレット、または関連する
米国特許出願公開第２００７－０２３１８１０号明細書、同第２０１０－０１３６５３６
号明細書、および同第２０１１－０１４３３３８号明細書（これらの各文献の内容は、そ
の全体が参照により本明細書に組み込まれる）のいずれか１つ以上に開示されるものを含
めて、すべての公知のＭＮＡザイムおよび修飾ＭＮＡザイムを包含することは、理解され
よう。「ＭＮＡザイム」および「多成分核酸酵素」という用語に包含されるＭＮＡザイム
および修飾ＭＮＡザイムの例としては、切断触媒活性を有するＭＮＡザイム（本明細書に
例示される）、１つ以上の集合阻害剤を含む脱集合ＭＮＡザイムまたは部分集合ＭＮＡザ
イム、１つ以上のアプタマーを含むＭＮＡザイム（「アプタＭＮＡザイム」）、１つ以上
のトランケートセンサーアームと任意選択で１つ以上の安定化オリゴヌクレオチドとを含
むＭＮＡザイム、１つ以上の活性阻害剤を含むＭＮＡザイム、多成分核酸不活性プロ酵素
（ＭＮＡｉ）、およびリガーゼ触媒活性を有するＭＮＡザイム（「ＭＮＡザイムリガーゼ
」）が挙げられるが、これらに限定されるものではなく、これらは、それぞれ、国際公開
第２００７／０４１７７４号パンフレット、国際公開第２００８／０４００９５号パンフ
レット、国際公開第２００８／１２２０８４号パンフレット、米国特許出願公開第２００
７－０２３１８１０号明細書、米国特許出願公開第２０１０－０１３６５３６号明細書、
および／または米国特許出願公開第２０１１－０１４３３３８号明細書の１つ以上に詳細
に記載されている。
【０１１７】
　本明細書で用いられる場合、「パートザイム」、「成分パートザイム」、「パートザイ
ム成分」、「成分オリゴヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド成分」、および「オリゴ
ヌクレオチドパートザイム」という用語は、ＤＮＡ含有またはＲＮＡ含有またはＤＮＡ－
ＲＮＡ含有のオリゴヌクレオチドであって、その２つ以上が、本明細書に定義されるＭＮ
Ａザイム集合促進剤の存在下でのみ、一緒になって「ＭＮＡザイム」を形成可能なものを
意味する。特定の好ましい実施形態では、１つ以上、好ましくは少なくとも２つの成分パ
ートザイムは、３つの領域またはドメイン、すなわち、修飾を触媒する触媒コアの部分を
形成する「触媒」ドメインと、集合促進剤に会合および／または結合しうる「センサーア
ーム」ドメインと、基質に会合および／または結合しうる「基質アーム」ドメインと、を
含みうる。これらの領域またはドメインの説明図を図１に示す。パートザイムは、限定さ
れるものではないが、アプタマーをはじめとする少なくとも１つの追加成分を含みうる。
本明細書では、「アプタパートザイム」として参照される。パートザイムは、限定される
ものではないが、トランケートセンサーアームを有するパートザイム成分、および集合促
進剤または基質のいずれかと相互作用することによるＭＮＡザイム構造を安定化する安定
化アーム成分を含めて、複数の成分を含みうる。
【０１１８】
　本明細書で用いられる「集合促進剤分子」、「集合促進剤」、「ＭＮＡザイム集合促進
剤分子」、および「ＭＮＡザイム集合促進剤」という用語は、ＭＮＡザイムのセンサーア
ームとの相互作用により成分パートザイムの自己集合を促進して触媒活性ＭＮＡザイムを
形成可能な要素を意味する。本明細書で用いられる場合、集合促進剤は、切断活性、リガ
ーゼ活性、または他の酵素活性を有するＭＮＡザイムの集合体を促進しうる。好ましい実
施形態では、集合促進剤は、ＭＮＡザイムの自己集合に必要とされる。集合促進剤は、１
つの分子を含みうるか、または１つ以上のオリゴヌクレオチド「パートザイム」のセンサ
ーアームに対合もしくは結合しうる２つ以上の「集合促進剤成分」を含みうる。集合促進
剤は、標的でありうる。標的は、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮＡ、ＲＮＡ、
メチル化ＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓｎ
ｏＲＮＡ、ｓｔＲＮＡ、ｓｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他の非コードＲ
ＮＡ、リボソームＲＮＡ、それらの誘導体、アンプリコン、またはそれらの任意の組合せ
からなる群から選択される核酸でありうる。核酸は、増幅されうる。増幅は、ポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換増幅、ループ媒介等温増幅、ローリングサークル増幅、転
写媒介増幅、自己保持配列複製、リガーゼ連鎖反応、核酸配列ベース増幅、または逆転写
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ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）の１つ以上を含みうる。
【０１１９】
　「集合促進剤成分」は、活性ＭＮＡザイムの集合の制御または不活性ＭＮＡザイム成分
から活性ＭＮＡザイムへの遷移の促進に使用可能な分子である。
【０１２０】
　本明細書で用いられる「標的」という用語は、追加の増幅工程および／またはカスケー
ドを用いてまたは用いずに、ＭＮＡザイムなどの特定の核酸酵素を使用する方法により、
検出、同定、または定量される対象となる任意の天然または合成の要素、成分、またはア
ナライトを包含する。したがって、標的は、高感度の検出、同定、および／または定量の
方法が望まれる、最も広範囲の検出可能な要素、成分、またはアナライトを含む。いくつ
かの例示的標的としては、核酸、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、糖タンパク質、
脂質、リポタンパク質、生物体、細胞、ウイルス、細菌、古細菌、酵母、菌類、抗体、代
謝物、病原体、毒素、汚染物質、毒物、小分子、ポリマー、金属イオン、金属塩、プリオ
ン、またはそれらの任意の誘導体、部分、もしくは組合せが挙げられるが、これらに限定
されるものではない。他の標的もまた、ここで使用されると考えられる。また、標的が集
合促進剤または集合促進剤成分でありうることは、理解されよう。
【０１２１】
　「検出可能作用」とは、基質の修飾が起こった指標として検出または定量が可能な作用
のことである。作用の大きさは、集合促進剤（たとえば標的）などの入力の量の指標とな
りうる。検出可能作用は、蛍光分光法、表面プラズモン共鳴法、質量分析法、ＮＭＲ法、
電子スピン共鳴法、偏光蛍光分光法、円二色性法、免疫アッセイ法、クロマトグラフィー
法、放射測定法、測光法、シンチグラフィー法、電子的方法、ＵＶ、可視光、もしくは赤
外の分光法、酵素法、またはそれらの任意の組合せを含めて、さまざまな方法により検出
されうる。
【０１２２】
　本明細書で用いられる「ポリヌクレオチド基質」および「基質」という用語は、触媒核
酸酵素をはじめとする酵素による認識、作用、または修飾が可能な、デオキシリボヌクレ
オチド塩基もしくはリボヌクレオチド塩基の任意の一本鎖もしくは二本鎖のポリマー、ま
たはそれらのアナログ、誘導体、変異体、断片、もしくは組合せを包含し、限定されるも
のではないが、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮＡ、ＲＮＡ、メチル化ＲＮＡ、
マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｔＲ
ＮＡ、ｓｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他の非コードＲＮＡ、リボソーム
ＲＮＡ、それらの誘導体、それらのアンプリコン、またはそれらの任意の組合せ（デオキ
シリボヌクレオチド塩基とリボヌクレオチド塩基との混合ポリマーを含む）を包含する。
「ポリヌクレオチド基質」または「基質」は、限定されるものではないが、切断またはラ
イゲーションを含めて、種々の酵素活性により修飾されうる。「ポリヌクレオチド基質」
または「基質」の修飾は、酵素の触媒活性をモニターすべく「検出可能作用」を提供しう
る。
【０１２３】
　本明細書で用いられる「レポーター基質」とは、触媒反応に関連する基質の消失または
産物の出現のいずれかの測定を促進するようにとくに適合化された基質のことである。
レポーター基質は、溶解状態で遊離しうるか、またはたとえば、表面もしくは他の分子に
結合（または「テザー連結」）されうる。レポーター基質は、たとえば、フルオロフォア
（クエンチャーなどの１つ以上の追加成分を含むかまたは含まない）、放射性標識、ビオ
チン（たとえばビオチン化）、または化学発光標識を含めて、多種多様な手段のいずれか
により標識可能である。
【０１２４】
　本明細書で用いられる場合、「ジェネリック基質」または「ユニバーサル基質」とは、
それぞれ異なる集合促進剤を認識可能な複数のＭＮＡザイムにより認識されて触媒作用を
受ける基質たとえばレポーター基質のことである。そのような基質の使用は、すべてユニ
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バーサル基質を認識する構造的に関連付けられたＭＮＡザイムを用いて多種多様な集合促
進剤の検出、同定、または定量を行う個別のアッセイの開発を促進する。これらのユニバ
ーサル基質は、それぞれ独立して、１つ以上の標識で標識可能である。好ましい実施形態
では、独立して検出可能な標識を用いて１つ以上のユニバーサル基質を標識することによ
り、ＭＮＡザイムを用いてさまざまな集合促進剤を独立してまたは同時に検出するのに便
利な系の作製が可能になる。いくつかの実施形態では、ＭＮＡザイムリガーゼまたはＤＮ
Ａザイムリガーゼを用いて、ＭＮＡザイムにより切断された基質を再構成することにより
、再使用することが可能である。いくつかの実施形態では、ＭＮＡザイムにより切断また
はライゲートされた基質を、追加のＭＮＡザイムまたはＤＮＡザイムの成分または変調剤
としてさらに使用することが可能である。
【０１２５】
　いくつかの実施形態では、「ユニバーサル基質」を固体担体の異なる位置にテザー連結
して、基質アレイを提供しうる。そのような実施形態では、テザー連結ユニバーサル基質
はすべて、同一のフルオロフォアで標識されうる。特定の場合には、特異的ＭＮＡザイム
集合促進剤分子の存在下で形成されたＭＮＡザイムによってのみ、各ユニバーサル基質を
切断することが可能であり、表面上に基質を配置することによりシグナルを局在化させる
ことが可能であるので、異なる集合促進剤の特異的検出が可能になる。
【０１２６】
　「産物」という用語は、基質の酵素修飾の結果として産生される１つまたは複数の新し
い分子を意味する。本明細書で用いられる場合、「切断産物」という用語は、酵素により
切断活性またはエンドヌクレアーゼ活性の結果として産生される新しい分子を意味する。
「ライゲーション産物」という用語は、酵素により基質のライゲーションの結果として産
生される新しい分子を意味する。
【０１２７】
　本明細書で用いられる場合、本発明に係るポリヌクレオチド基質に関連する「融解温度
」および「Ｔｍ」という用語の使用は、とくに別段の指示がないかぎり、ウォーレス則す
なわちＴｍ＝２℃（Ａ＋Ｔ）＋４℃（Ｇ＋Ｃ）を用いて計算される融解温度（Ｔｍ）を意
味すると理解されるものとする（Ｗａｌｌａｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７９）Ｎｕｃｌ
．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．６（１１）：３５４３－３５５８を参照されたい）。
【０１２８】
　本明細書で用いられる場合、「塩基」という用語は、塩基が装着されたリボヌクレオチ
ドまたはデオキシリボヌクレオチドをすべて包含すると理解されるものとする。
【０１２９】
略号
　ここではおよび本明細書全体を通じて、以下の略号が用いられる。
　ＭＮＡザイム：多成分核酸酵素またはマルチパータイト核酸酵素、
　ＤＮＡザイム：デオキシリボ核酸酵素、
　リボザイム：リボ核酸酵素、
　パートザイム：オリゴヌクレオチドを含有する部分酵素、
　ＰＣＲ：ポリメラーゼ連鎖反応、
　ｑＰＣＲ：リアルタイム定量ＰＣＲ、
　ＮＦ－Ｈ２Ｏ：ヌクレアーゼフリー水、
　ＬＮＡ：ロックド核酸、
　Ｆ：フルオロフォア、
　Ｑ：クエンチャー、
　Ｎ＝Ａ、Ｃ、Ｔ／Ｕ、Ｇ、またはそれらの任意のアナログ、
　Ｎ’＝Ｎに相補的なまたはＮに塩基対合可能な任意のヌクレオチド、
　（Ｎ）ｘ：任意の数のＮ、
　（Ｎ’）ｘ：任意の数のＮ’、
　Ｗ：ＡまたはＴ、
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　Ｒ：Ａ、Ｇ、またはＡＡ、
　ｒＮ：任意のリボヌクレオチド、
　（ｒＮ）ｘ：任意の数のｒＮ、
　ｒＲ：ＡまたはＧのリボヌクレオチド、
　ｒＹ：ＣまたはＵのリボヌクレオチド、
　Ｍ：ＡまたはＣ、
　Ｈ：Ａ、Ｃ、またはＴ／Ｕ、
　Ｄ：Ｇ、Ａ、またはＴ／Ｕ、
　ＪＯＥまたは６－ＪＯＥ：６－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメ
トキシフルオレセイン、
　ＦＡＭまたは６－ＦＡＭ：６－カルボキシフルオレセイン、
　ＢＨＱ１：Ｂｌａｃｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ（登録商標）１
　ＢＨＱ２：Ｂｌａｃｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ（登録商標）２
　ＩＢ：Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱ
　ＩＢＲ：Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＲＱ
　ｓｈＲＮＡ：低分子ヘアピンＲＮＡ
　ｓｉＲＮＡ：低分子干渉ＲＮＡ
　ｍＲＮＡ：メッセンジャーＲＮＡ
　ｔＲＮＡ：トランスファーＲＮＡ
　ｓｎｏＲＮＡ：低分子核小体ＲＮＡ
　ｓｔＲＮＡ：低分子一時的ＲＮＡ
　ｓｍＲＮＡ：低分子変調ＲＮＡ
　プレマイクロＲＮＡ：前駆体ｍｉｃｒｏＲＮＡ
　プリマイクロＲＮＡ：初期マイクロＲＮＡ
　ＵＶ：紫外
【０１３０】
例示的実施形態の詳細な説明
　最初に、本明細書に提供される図面および実施例は、本発明およびその種々の実施形態
を限定するものではなく例示するものであることを理解すべきである。
【０１３１】
触媒核酸機能の改善を促進する性質を備えた触媒核酸基質の必要性が存在する。特定的に
は、同一のまたは識別可能な標的特異性を有するさまざまなＭＮＡザイムによる触媒修飾
の能力が増大された新しいユニバーサル基質ファミリーが提供されれば、ＭＮＡザイムお
よびＤＮＡザイムを含む多くの用途にかなり有益であろう。たとえば、これらの基質ファ
ミリーは、ＭＮＡザイムを含む多重アッセイの効率および／または確度を増大させるうえ
で有利であろう。追加されるユニバーサル基質は、基質を固体担体にテザー連結すること
により基質アレイを作製する用途にとくに有用である。
【０１３２】
　本発明は、高温で改善された性能を有して広い温度範囲にわたり効率的に触媒修飾（た
とえば切断）される可能性がより高いユニバーサルオリゴヌクレオチド基質を産生するた
めの一群のガイドラインを提供する。これらのガイドラインは、限定されるものではない
が、（ｉ）２個の中心リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩基中に７個以上のシトシン
ヌクレオチド、（ｉｉ）２個の中心リボヌクレオチドに直接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ

９）がシトシンである、（ｉｉｉ）オリゴヌクレオチド基質の全ピリミジン含有率が６４
％超である、（ｉｖ）オリゴヌクレオチド基質の全Ｔｍが６６℃以上であり、核酸酵素に
よるオリゴヌクレオチド基質の触媒修飾（たとえば切断）の反応温度が５０℃超であれば
適用可能である、および／または（ｖ）２個の中心リボヌクレオチドを取り囲む１０個の
塩基中に少数個（たとえば、３、２、１、または０個）のグアニンヌクレオチド、のいず
れか１つ以上を含む。
【０１３３】
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　これらのガイドラインの開発により、触媒核酸機能を拡張する特徴を有する触媒核酸酵
素基質の開発が促進された。触媒修飾される部分に近接する特定の特異的ヌクレオチドの
存在により、所与の核酸酵素の標的となる基質内のヌクレオチドの触媒修飾を促進可能で
あることが確認された。
【０１３４】
　したがって、本発明の特定の態様は、触媒核酸酵素に対するポリヌクレオチド基質に関
する。ポリヌクレオチド基質は、基質を標的とする核酸酵素により触媒修飾されるヌクレ
オチドの５’側（すなわち上流側）および／または３’側（すなわち下流側）に一連のピ
リミジンヌクレオチドを含みうる。ピリミジンヌクレオチドは、シトシンヌクレオチドで
ありうる。
【０１３５】
　本発明の他の態様は、核酸酵素（たとえば、ＤＮＡザイム、リボザイム、またはＭＮＡ
ザイム）に対する基質としての本明細書に記載のポリヌクレオチド基質の使用に関する。
特定の実施形態では、基質は、ＭＮＡザイムに対する基質として使用される。特定の実施
形態では、基質は、ＤＮＡザイムに対する基質として使用される。
【０１３６】
　本発明のさらなる態様は、標的分子を検出する方法に関する。この方法は、検出可能作
用を提供するように本明細書に記載のポリヌクレオチド基質を修飾することを含む。特定
の実施形態では、この方法は、標的の検出が可能なＭＮＡザイムを用いてポリヌクレオチ
ド基質を修飾することを含む。
【０１３７】
　本発明のさらなる態様は、本明細書に記載の１つ以上のポリヌクレオチド基質を含むキ
ットに関する。キットは、基質の触媒修飾が可能な核酸酵素を含みうる。特定の実施形態
では、核酸酵素は、ＭＮＡザイムでありうる。
【０１３８】
１．触媒核酸酵素基質
　本発明は、触媒核酸酵素に対するポリヌクレオチド基質を提供する。本発明はまた、同
一のまたは識別可能な標的特異性を有するさまざまな核酸（たとえばＭＮＡザイム）によ
る触媒修飾の能力が増大されたメンバーを含む基質ファミリーを提供する。
【０１３９】
　ポリヌクレオチド基質は、触媒核酸酵素により修飾可能な少なくとも１つの配列モチー
フを含む。本発明に係るポリヌクレオチド基質を修飾しうる触媒核酸酵素の特定のタイプ
に関して、限定条件は存在しない。配列モチーフは、少なくとも１つのＤＮＡヌクレオチ
ド、少なくとも１つのＲＮＡヌクレオチド、ＤＮＡヌクレオチドの少なくとも１つのアナ
ログ、およびＲＮＡヌクレオチドの少なくとも１つのアナログのいずれか１つ以上を含み
うる。
【０１４０】
　好適な配列モチーフの例としては、ＤＮＡザイム（たとえば、１０－２３ＤＮＡザイム
、８－１７ＤＮＡザイム、「７Ｚ８１」、「７Ｚ４８」、および「７Ｑ１０」ＤＮＡザイ
ムリガーゼ、「ＵＶ１Ｃ」チミン二量体光転換ＤＮＡザイム、「ＤＡＢ２２」炭素－炭素
結合形成ＤＮＡザイム、およびそれらの誘導体）、リボザイム（たとえば、ハンマーヘッ
ドリボザイム、ホモ二量体リボザイム、ヘテロ二量体リボザイム、およびそれらの誘導体
）、およびＭＮＡザイム（たとえば、ＰＣＴ国際公開第２００７／０４１７７４号パンフ
レット、国際公開第２００８／０４００９５号パンフレット、および国際公開第２００８
／１２２０８４号パンフレット、ならびに関連する米国特許出願公開第２００７－０２３
１８１０号明細書、同第２０１０－０１３６５３６号明細書、および同第２０１１－０１
４３３３８号明細書（それぞれその全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載の
ＭＮＡザイムを参照されたい）により認識および修飾されるものが挙げられるが、これら
に限定されるものではない。
【０１４１】



(27) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

　好適な配列モチーフの例としては、以下の表１に明記されるものが挙げられるが、これ
らに限定されるものではない。
【０１４２】
【表１】

【０１４３】
　触媒核酸は、触媒コアを形成する領域の特定の修飾のみが許容されることが示されてい
る（Ｐｅｒｒｅａｕｌｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０　Ｎａｔｕｒｅ　３４４（６２６６）
：５６５－７．、Ｐｅｒｒｅａｕｌｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ　３０（１６）：４０２０－５、Ｚａｂｏｒｏｗｓｋａ　ｅｔ　ａｌ．，２００２　
Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ．２７７（４３）：２４０６１７－２２、Ｃｒｕｚ　ｅｔ　ａｌ
．，２００４　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．Ｊａｎ；１１（１）：５７－６、Ｓｉｌｖｅｒｍａ
ｎ，２００４　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ．Ｊａｎ；１１（１）：７－８）。ＤＮＡザイムの触
媒活性に関与する配列の例を表２に列挙する。
【０１４４】
【表２】

【０１４５】
　ポリヌクレオチド基質は、複数の配列モチーフを含みうる。モチーフは、一タイプの触
媒核酸酵素により認識および修飾されうる。他の選択肢として、異なるタイプの触媒核酸
酵素により、基質内の異なる配列モチーフが認識および修飾されうる。
【０１４６】
　以上に述べたように、本発明に係るポリヌクレオチド基質は、触媒核酸酵素による修飾
が可能な少なくとも１つの配列モチーフを含む。いくつかの実施形態では、配列モチーフ
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に近接するヌクレオチドは、ピリミジンヌクレオチドである。たとえば、配列モチーフに
先行および／または後続する（すなわち続く）１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０個、またはそれ以上のヌクレオチドは、ピリミジンヌクレオチドでありうる。ピリミジ
ンヌクレオチドのいずれか１つ以上は、シトシンヌクレオチドでありうる。
【０１４７】
　他の実施形態では、１つ以上のピリミジンヌクレオチドが、配列モチーフに直接（すな
わち連続配列で）先行および／または後続する（すなわち続く）。たとえば、１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０個、またはそれ以上のピリミジンヌクレオチドの配列が
、配列モチーフに直接先行および／または後続しうる。ピリミジンヌクレオチドのいずれ
か１つ以上は、シトシンヌクレオチドでありうる。
【０１４８】
　さらなる実施形態では、配列モチーフの５’側（すなわち上流側）の１０個のヌクレオ
チド内および／または３’側（すなわち下流側）の１０個のヌクレオチド内の１、２、３
、４、５、６、７、８、９、もしくは１０個、またはそれ以上のヌクレオチドは、ピリミ
ジンヌクレオチドである。ピリミジンヌクレオチドのいずれか１つ以上は、シトシンヌク
レオチドでありうる。
【０１４９】
　そのほかのさらなる実施形態では、ポリヌクレオチド基質の９個超、１０個超、または
１１個超のヌクレオチドは、シトシンヌクレオチドでありうる。たとえば、基質は、１０
、１１、１２、１３、１４、１５個、または１５個超のヌクレオチドを含みうるかまたは
これらのヌクレオチドで構成されうるし、これらのヌクレオチドのうち９、１０、１１個
、または１１個超は、シトシンヌクレオチドでありうる。
【０１５０】
　追加としてまたは他の選択肢として、ポリヌクレオチド基質の５個未満、４個未満、３
個未満、または２個未満のヌクレオチドは、グアニンヌクレオチドでありうる。たとえば
、基質は、１０、１１、１２、１３、１４、１５個、または１５個超のヌクレオチドを含
みうるかまたはこれらのヌクレオチドで構成されうるし、これらのヌクレオチドのうち３
、２、１、または０個は、グアニンヌクレオチドでありうる。
【０１５１】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質の長さに関して、特定の限定条件は存在しない。た
とえば、基質は、１００、７５、５０、４０、３０、２５、２４、２３、２２、２１、２
０、１９、１８、１７、１６、１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、６、
または５ヌクレオチド長よりも短くてもよい。たとえば、基質は、５～３０、１０～１５
、１０および２０、１０～２５、１０～３０、１６～２３、１６～２１、１６～１８、１
８～２１、１８～２３、または２１～２３ヌクレオチド長でありうる。
【０１５２】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質は、ウォーレス則すなわちＴｍ＝２℃（Ａ＋Ｔ）＋
４℃（Ｇ＋Ｃ）を用いて計算される特異的融解温度（Ｔｍ）を有するように設計されうる
（Ｗａｌｌａｃｅ　ｅｔ　ａｌ．，（１９７９）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．６（１
１）：３５４３－３５５８を参照されたい）。特定の実施形態では、基質は、ＭＮＡザイ
ムにより認識および触媒修飾されうるし、ＭＮＡザイムのパートザイム基質アームが結合
する塩基のＴｍは、約５２℃～約７６℃、約５５℃～約７５℃、約６０℃～約７０℃、約
６５℃～約７０℃、約６４℃～６８℃、または６４℃～７０℃でありうる（ウォーレス則
を用いて計算した場合）。
【０１５３】
　他の実施形態では、基質は、ＭＮＡザイムまたはＤＮＡザイムにより認識および触媒修
飾されうるし、ＭＮＡザイムのパートザイム基質アームが結合する塩基のＴｍは、６８℃
～９０℃の、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７０℃～７６℃、７０
℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６８℃、７０℃、７２
℃、または７６℃でありうる。
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【０１５４】
　限定されるものではなく単なる例として、本発明に係るポリヌクレオチド基質は、配列
番号２５～２７、２９～３０、７２～９０、または１７２～１７５のいずれか１つ以上で
定義される配列を含みうる。特定の実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２
５～２７、２９～３０、７２～９０、または１７２～１７５のいずれか１つ以上で定義さ
れる配列で構成されうる。
【０１５５】
　いくつかの実施形態では、本発明に係るポリヌクレオチド基質は、配列番号２８により
定義される配列を含みうる。他の実施形態では、ポリヌクレオチド基質は、配列番号２８
により定義される配列で構成されうる。
【０１５６】
　いくつかの実施形態では、本発明に係るポリヌクレオチド基質は、２つのオリゴヌクレ
オチドパートザイムを含むＭＮＡザイムによる触媒修飾が可能である。ポリヌクレオチド
基質およびオリゴヌクレオチドパートザイムの配列は、表６、８、１０、１３、１６、２
０、２２、および／または２４に示される３つの配列（配列番号により示される）のいず
れかの特異的組合せでありうる。
【０１５７】
　他の実施形態では、本発明のポリヌクレオチド基質は、ＤＮＡザイムによる触媒修飾が
可能である。ポリヌクレオチド基質およびＤＮＡザイムの配列は、表１５に示される配列
（配列番号により示される）のいずれかの特異的対でありうる。
【０１５８】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質は、１つ以上の置換、たとえば、アナログ、誘導体
、修飾または改変された塩基、リボヌクレオチドなど、糖またはリン酸骨格の改変、当業
者に周知の種々の欠失、挿入、置換、複製、もしくは他の修飾、またはこれらの任意の組
合せを含有しうる。
【０１５９】
　付加または置換の例としては、ＬＮＡホスホロアミダイト、４－アセチルシチジン、５
－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウリジン、２’－Ｏ－メチルシチジン、５－カルボ
キシメチルアミノメチルチオウリジン、ジヒドロウリジン、２’－Ｏ－メチルプソイドウ
リジン、βＤ－ガラクトシルクエオシン、２’－Ｏ－メチルグアノシン、イノシン、Ｎ６
－イソペンテニルアデノシン、１－メチルアデノシン、１－メチルプソイドウリジン、１
－メチルグアノシン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアノシン、２－メチルア
デノシン、２－メチルグアノシン、３－メチルシチジン、５－メチルシチジン、Ｎ６－メ
チルアデノシン、７－メチルグアノシン、５－メチルアミノメチルウリジン、５－メトキ
シアミノメチル－２－チオウリジン、βＤ－マンノシルメチルウリジン、５－メトキシカ
ルボニルメチルウリジン、５－メトキシウリジン、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニ
ルアデノシン、Ｎ－（９－β－リボフラノシル－２－メチルチオプリン－６－イル）（カ
ルバモイル）トレオニン、Ｎ－（９－β－リボフラノシルプリン－６－イル）（Ｎ－メチ
ル－カルバモイル）トレオニン、ウリジン－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウリジン－
５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、プソイドウリジン、クエオシン、２－チオシ
チジン、５－メチル－２－チオウリジン、２－チオウリジン、４－チオウリジン、５－メ
チルウリジン、Ｎ－（９－β－Ｄ－リボフラノシルプリン－６－イル）（カルバモイル）
トレオニン、２’－Ｏ－メチル－５－メチルウリジン、２’－Ｏ－メチルウリジン、ワイ
ブトシン、３－（３－アミノ－３－カルボキシプロピル）ウリジン、βＤ－アラビノシル
ウリジン、およびβＤ－アラビノシルチミジンが挙げられるが、これらに限定されるもの
ではない。
【０１６０】
　誘導体の例としては、一体化して産生された（たとえば組換え手段により）または合成
後に付加された（たとえば化学的手段により）任意の融合分子を含めて、機能的に等価な
核酸またはヌクレオチドが挙げられるが、これらに限定されるものではない。そのような



(30) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

融合体は、ＲＮＡまたはＤＮＡが付加された、あるいはポリペプチド（たとえば、ピュー
ロマイシンもしくは他のポリペプチド）、小分子（たとえば、ソラレン）、マイクロ担体
もしくはナノ担体、または抗体にコンジュゲートされた、本発明に係るオリゴヌクレオチ
ドを含みうる。
【０１６１】
　アナログの例としては、ＤＮＡもしくはＲＮＡの分子もしくは残基に関連付けられる、
またはＤＮＡもしくはＲＮＡの残基もしくはそれらのアナログと水素結合を形成可能であ
りうる（すなわち、ＤＮＡもしくはＲＮＡの残基もしくはそれらのアナログにアニールし
て塩基対を形成可能である）、物理構造を有する化合物が挙げられるが、これらに限定さ
れるものではない。ただし、前記化合物が「アナログ」という用語の範囲内に包含される
うえで、そのような結合は、それほど必要とされない。そのようなアナログは、構造的に
関連付けられるリボヌクレオチド残基またはデオキシリボヌクレオチド残基と異なる化学
的および生物学的性質を有しうる。メチル化、ヨウ素化、臭素化、または、ビオチン化さ
れた残基は、アナログの例である。デオキシイノシン、Ｃ－５－イミダゾールデオキシウ
リジン、３－（アミノプロピニル）－７－デアザ－ｄＡＴＰ、２’－Ｏ－メチルＲＮＡ、
２’Ｏ－メチルキャップを含めて、ヌクレオチドアナログを含有する活性ＤＮＡザイムが
記載されてきた。他のアナログもまた、ＤＮＡザイムおよびＭＮＡザイムの触媒活性に適
合可能でありうる。触媒活性を有する核酸の改変、たとえば、１つの塩基による他の塩基
の置換、アナログによる塩基の置換、または糖成分もしくはホスホジエステル骨格の改変
は、当業者には容易でありうる。たとえば、改変は、合成中に行いうるか、または合成後
に特異的塩基の修飾により行いうる。塩基変化や塩基アナログなどの改変を組み込む触媒
核酸の経験的試験により、触媒活性に及ぼす改変配列または特異的アナログを影響の評価
することが可能である。塩基Ａ、Ｃ、Ｇ、Ｔ、およびＵのアナログは、当技術分野で公知
であり、サブセットは、表３に列挙される。
【０１６２】
【表３】
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【０１６３】
【表４】

【０１６４】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質には、標識核酸、ナノ粒子、マイクロ粒子、タンパ
ク質、抗体、ＲＮＡ、ＤＮＡ、核酸アナログ、タンパク質、糖タンパク質、リポタンパク
質、ペプチド核酸、ロックド核酸、ペプチド－核酸キメラ、それらの任意の組合せなどの
追加の要素を組み込みうる。ナノ粒子は、金ナノ粒子でありうる。
【０１６５】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質は、触媒核酸酵素により触媒修飾されうる。可能性
のある触媒修飾の例としては、核酸切断、核酸ライゲーション、核酸リン酸化、核酸キャ
ッピング、アミノ酸アデニル化、補因子合成、ＲＮＡ重合、鋳型指向重合、ＲＮＡ－タン
パク質コンジュゲーション、アルドール反応、アルコール酸化、アルデヒド還元、プリン
およびピリミジンのヌクレオチド合成、アルキル化、アミド合成、尿素合成、ペプチド結
合形成、ペプチジルＲＮＡ合成、アシル転移、アミノアシル化、カーボネート加水分解、
ホスホロチオエートアルキル化、ポルフィリンメタル化、炭素－炭素結合形成、Ｐｄナノ
粒子形成、ビフェニル異性化、エステル結合形成アミド結合形成、ＤＮＡ脱グリコシル化
、チミン二量体光転換、およびホスホロアミデート切断が挙げられるが、これらに限定さ
れるものではない。
【０１６６】
　特定の用途では、本発明に係るポリヌクレオチド基質の触媒修飾から生じる産物を検出
することが望ましいこともある。これは、当技術分野で公知の任意の数の標準的技術を用
いて達成可能である。
【０１６７】
　たとえば、基質は、検出可能部分とクエンチャー部分とを含みうる。この場合、触媒核
酸により前記基質が修飾されると、前記検出可能部分により提供される検出可能作用は、
増大または低減される。検出可能作用は、蛍光分光法、表面プラズモン共鳴法、質量分析
法、ＮＭＲ法、電子スピン共鳴法、偏光蛍光分光法、円二色性法、免疫アッセイ法、クロ



(32) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

マトグラフィー法、放射測定法、電気化学的方法、測光法、シンチグラフィー法、電子的
方法、ＵＶ、可視光、もしくは赤外の分光法、酵素法、またはそれらの任意の組合せによ
り検出されうる。
【０１６８】
　追加としてまたは他の選択肢として、本発明に係るポリヌクレオチド基質の触媒修飾か
ら生じる産物は、サイズ法（たとえば、標準的電気泳動法による）、核酸配列決定法、蛍
光共鳴エネルギー移動法、化学発光法、電位差測定法、質量分析法、プラズモン共鳴法、
比色法、旋光測定法、フローサイトメトリー法、走査測定法、およびＤＮＡ配列決定法、
またはそれらの任意の組合せに基づいて検出されうる。
【０１６９】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質の触媒修飾から生じる核酸産物は、検出を支援する
ために、たとえば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などの技術を用いて増幅されうる。
【０１７０】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質は、酵素により修飾される基質と異なる標的を検出
するように設計された触媒核酸酵素（たとえばＭＮＡザイム）により認識および修飾され
うる。したがって、本発明に係るポリヌクレオチド基質は、それぞれ異なる標的を認識可
能な複数の触媒核酸酵素（たとえば複数のＭＮＡザイム）により認識されて触媒作用を受
ける「ジェネリック」基質または「ユニバーサル」基質でありうる。そのような基質の使
用は、ユニバーサル基質を認識する触媒核酸酵素を用いて多種多様な標的の検出、同定、
または定量を行う個別のアッセイの開発を促進しうる。ユニバーサル基質は、それぞれ独
立して、１つ以上の標識で標識される。特定の実施形態では、独立して検出可能な標識を
用いて１つ以上のユニバーサル基質を標識することにより、ＭＮＡザイムを用いてさまざ
まな標的を独立してまたは同時に検出することが可能である。たとえば、一連のユニバー
サル基質を多重反応に使用して、複数の標的を同時に検出することが可能である。
【０１７１】
　本発明に係るポリヌクレオチド基質は、種々の用途（たとえば、酵素カスケードまたは
任意の他のシグナル伝達カスケード）に使用される不溶性または固体の担体に結合、装着
、またはテザー連結された状態で、提供されうる。担体は、不溶性材料でありうるか、ま
たは基質を保持して反応混合物のバルク中を自由に移動しないようにするマトリックスで
ありうる。そのような担体は、核酸標的を含めて基質の固定化または局在化を行う当技術
分野で公知である。マイクロアッセイに使用するのに便利なビーズさらには反応条件に適
合可能な他の材料を含めて、さまざまな形態の多種多様なマトリックス、ポリマーなどか
ら担体を選択することが可能であることは、当業者であればわかるであろう。特定の好ま
しい実施形態では、担体は、プラスチック材料、たとえば、プラスチックのビーズもしく
はウエハまたは特定のアッセイが行われるウェルもしくはチューブのプラスチック材料で
ありうる。特定の実施形態では、担体は、マイクロ担体またはナノ担体でありうる。触媒
核酸（たとえばＭＮＡザイム）により基質が修飾（たとえば切断）された後、修飾基質の
一部分は、担体に装着された状態を維持し、一方、他方の部分は、遊離されて、装着され
た状態を維持する部分から離れて、反応混合物のバルク中を移動するように、担体への基
質の装着を設計しうる。
【０１７２】
２．例示的方法
　本発明に係るポリヌクレオチド基質は、基質を認識／修飾する触媒核酸を利用する任意
の数の潜在用途に使用されうる。
【０１７３】
　たとえば、基質は、ＤＮＡザイム（たとえば、１０－２３ＤＮＡザイム、８－１７ＤＮ
Ａザイム、「７Ｚ８１」、「７Ｚ４８」、および「７Ｑ１０」ＤＮＡザイムリガーゼ、「
ＵＶ１Ｃ」チミン二量体光転換ＤＮＡザイム、「ＤＡＢ２２」炭素－炭素結合形成ＤＮＡ
ザイム、ならびにそれらの誘導体））、リボザイム（たとえば、ハンマーヘッドリボザイ
ム、ホモ二量体リボザイム、ヘテロ二量体リボザイム、およびそれらの誘導体）、および
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／またはＭＮＡザイムを必要とする用途で使用されうる。
【０１７４】
　本発明の特定の実施形態では、基質は、ＭＮＡザイムに対する基質として使用されうる
。ＭＮＡザイムの特徴およびＭＮＡザイムを用いる種々の用途は、ＰＣＴ国際公開第２０
０７／０４１７７４号パンフレット、国際公開第２００８／０４００９５号パンフレット
、および国際公開第２００８／１２２０８４号パンフレット、ならびに関連する米国特許
出願公開第２００７－０２３１８１０号明細書、同第２０１０－０１３６５３６号明細書
、および同第２０１１－０１４３３３８号明細書（これらの各文献の内容は、その全体が
参照により本明細書に組み込まれる）に詳細に記載されている。
【０１７５】
　ＭＮＡザイムは、本明細書ではパートザイムとしても参照される２つ以上のオリゴヌク
レオチド成分から自己集合可能である。パートザイムオリゴヌクレオチドは、ＭＮＡザイ
ム自己集合促進剤の存在下で自己集合してＭＮＡザイムを形成する。したがって、ＭＮＡ
ザイムは触媒活性核酸酵素である。いくつかの実施形態では、ＭＮＡザイムの存在は、検
出可能であり、標的が集合促進剤を含む場合、標的の存在下でのみＭＮＡザイムが形成さ
れるので、標的の存在の指標となる。
【０１７６】
　好ましい実施形態では、ＭＮＡザイム構造は、１つ以上のＤＮＡザイムおよび／または
リボザイムをベースとする。より好ましいのは、特定のＤＮＡザイム構造をベースとする
ＭＮＡザイム構造である。現時点で好ましい構造は、１０－２３および８－１７ＤＮＡザ
イムを含むＤＮＡザイムをベースとする。種々の実施形態では、ＭＮＡザイムは、リボヌ
クレオチド塩基およびデオキシリボヌクレオチド塩基の一方または両方を含む。より好ま
しい実施形態では、ＭＮＡザイム構造は、少なくとも部分的には、ＤＮＡザイムの構造を
ベースとする。他の好ましい実施形態では、ＭＮＡザイムは、少なくともいくつかのデオ
キシリボヌクレオチド塩基またはそのアナログを含む。より好ましい実施形態では、ＭＮ
Ａザイムの触媒コアは、１つ以上のデオキシリボヌクレオチド塩基またはそのアナログを
含む。さらにより好ましい実施形態では、１つ以上のデオキシリボヌクレオチド塩基また
はそのアナログは、基質の触媒作用に関与する。他の実施形態では、触媒コア中の少なく
とも１つのデオキシリボヌクレオチド塩基またはそのアナログは、触媒活性を改善する。
さらに他の実施形態では、デオキシリボヌクレオチド塩基が存在しない同等のＭＮＡザイ
ムと対比して、測定可能な速度で触媒作用を起こすために、ＭＮＡザイムの触媒コア中の
少なくとも１つデオキシリボヌクレオチド塩基またはそのアナログに課される厳密な要件
が存在する。
【０１７７】
　ＭＮＡザイムは、１つ以上の置換、たとえば、アナログ、誘導体、修飾または改変され
た塩基、リボヌクレオチドなど、糖またはリン酸骨格の改変、当業者に周知の種々の欠失
、挿入、置換、複製、もしくは他の修飾、またはこれらの任意の組合せを含有しうる。そ
のような修飾、置換、欠失、挿入などは、分子が触媒活性を維持するように、センサーア
ームおよび／または基質アームおよび／または触媒コア部分で行いうる。基質または集合
促進剤に結合するアームに対する置換および修飾は、十分に許容されうるし、実際上、さ
まざまな基質／集合促進剤に対して分子の調整を可能にする基礎となる。たとえば、セン
サーアームの修飾は、さまざまな集合促進剤に対する調整を可能にするであろう。一方、
基質アームの修飾は、さまざまな基質に対する調整を可能にするであろう。
【０１７８】
　ＭＮＡザイムは、デオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドのいずれか一方さ
らには両方を含みうる。少なくとも１つ、より好ましくはすべてデオキシリボヌクレオチ
ド成分オリゴヌクレオチドを含むＭＮＡザイムが好ましい。同様に好ましいのは、ＭＮＡ
ザイムの触媒コア内に少なくとも１つのデオキシリボヌクレオチド塩基またはそのアナロ
グを含むＭＮＡザイムである。さらにより好ましいのは、そのような塩基が触媒活性に必
要とされる実施形態である。
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【０１７９】
　また、ＭＮＡザイムの集合および脱集合は、マイクロ環境を変化させることにより制御
されうる。そのような変化の例としては、温度、二価カチオンのタイプおよび濃度、塩濃
度、ｐＨ、添加剤、ならびに活性ＭＮＡザイムの集合および／または活性に不可欠な重要
成分の存在または不在が挙げられるが、これらに限定されるものではない。したがって、
脱集合または部分集合されたＭＮＡザイムは、マイクロ環境を変調することにより集合促
進剤の存在下で触媒活性ＭＮＡザイムに集合するのを阻止しうるので、「分子スイッチ」
を提供しうる。
【０１８０】
　ＭＮＡザイム構造の基本的な例を図１に示す。示された構造は、パートザイムＡとパー
トザイムＢとを含み、そのセンサーアーム（ｉ）は、ＭＮＡザイム集合促進剤分子、たと
えば、標的のＤＮＡまたはＲＮＡと塩基対合している。パートザイムＡおよびＢは、集合
促進剤と相互作用することにより、部分触媒コア（ｉｉｉ）をごく近接した状態にして、
単一の触媒コアを形成している。ＭＮＡザイムの基質アーム（ｉｉ）は、ここではレポー
ター基質として示された基質と相互作用している。したがって、ＭＮＡザイムは、自己集
合しており、このプロセスは、ＭＮＡザイム集合促進剤分子の存在により促進される。集
合促進剤の不在下では、ＭＮＡザイムは形成されない。本発明に係るポリヌクレオチド基
質の修飾（この場合は切断）は、ＭＮＡザイムの触媒コアによりＭＮＡザイム修飾部位（
たとえば、×印（Ｘ）により表された基質内の切断部位）で触媒される。この特定の実施
形態のポリヌクレオチド基質は、検出可能シグナルたとえばフルオロフォアＦを有する検
出可能部分と、クエンチャーＱの作用により検出可能シグナルＦに対してクエンチング作
用を有するクエンチャー部分Ｑと、を含む。ＭＮＡザイム切断部位が切断されると、所望
により容易に検出および定量が可能な検出可能シグナル（ここでは蛍光）が実質的に増加
する。
【０１８１】
　図１はさらに、いくつかの実施形態では集合促進剤を含む標的を検出するためにＭＮＡ
ザイムを使用する基本的方法の例を示すものとして理解することが可能である。より特定
的には、それぞれ基質アーム部分（ｉｉ）と触媒コア部分（ｉｉｉ）とセンサーアーム部
分（ｉ）とを含むパートザイムＡおよびパートザイムＢが図１に示される。標的の存在下
では、パートザイムＡおよびパートザイムＢのセンサーアーム部分は、ハイブリダイズし
始めて、標的たとえばＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列の相補的部分と塩基対合することが可
能である。このようにして標的に接触すると、ＭＮＡザイムは、自己集合して、基質アー
ムにより結合された基質を修飾可能な触媒コアを形成する。好ましくは、ＭＮＡザイムの
存在は、その触媒活性の検出または測定により検出される。このように集合されたＭＮＡ
ザイムの基質アームは、基質アーム上の相補的配列と基質との相互作用により本発明に係
るポリヌクレオチド基質に結合可能である。基質がそのように基質アームに結合すると、
触媒コアは、基質の修飾（たとえば切断）を促進することが可能であり、その結果、直接
的または間接的に測定または検出を行うことが可能になる。
【０１８２】
　ＭＮＡザイム触媒の活性前、活性中、または活性後、本明細書に記載の方法が標的の増
幅を必要としうることは、当業者であればわかるであろう。そのような標的増幅は、検出
、同定、または定量される対象となる標的の量が、他の方法では検出できない可能性のあ
るシグナルを提供するような量である場合、本発明の実施形態で特定の用途に役立つ。そ
のような増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ループ媒介
等温増幅（ＬＡＭＰ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、
自己保持配列複製（３ＳＲ）、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）、または逆転写ポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）の１つ以上を含みうる。
【０１８３】
　図２は、ＭＮＡザイムを用いた標的検出方法の例示的用途を提供する。戦略１は、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、およびタンパク質を含む標的の検出に適合化されたＭＮＡザイムを例示する
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。以上に記載したように（図１の説明を参照されたい）、標的および基質の両方に対する
認識配列を有する２つの個別のオリゴヌクレオチドを含むＭＮＡザイムは、オリゴヌクレ
オチドが標的を認識してそれに結合した時に形成される。基質たとえばレポーター基質は
、ＭＮＡザイムの触媒作用により修飾されて、直接（戦略１）、標的増幅中もしくは標的
増幅後（戦略２）、またはシグナルカスケード（戦略３）のいずれかで、検出可能シグナ
ルの発生を引き起こす。いくつかの実施形態では、標的およびシグナルの増幅は両方とも
、同時にまたは逐次的に行われる。
【０１８４】
　図２に示される戦略２は、核酸標的のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの増幅中または増幅後にアン
プリコンの蓄積をモニターするように適合化されたＭＮＡザイムの使用を例示している。
核酸配列のｉｎ　ｖｉｔｒｏ増幅技術は、当技術分野で公知である。こうしたものとして
は、ＤＮＡポリメラーゼにより媒介される技術、たとえば、ポリメラーゼ連鎖反応（「Ｐ
ＣＲ」）（たとえば、米国特許第４，６８３，２０２号明細書、米国特許第４，６８３，
１９５号明細書、米国特許第４，８００，１５９号明細書、米国特許第４，９６５，１８
８号明細書、米国特許第５，１７６，９９５号明細書を参照されたい）、鎖置換増幅（「
ＳＤＡ」）、ローリングサークル増幅（「ＲＣＡ」）、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ）、およびループ媒介等温増幅（「ＬＡＭＰ」）が挙げられる。他の標的増幅
技術は、ＲＮＡポリメラーゼにより媒介されるものであり、たとえば、転写媒介増幅（「
ＴＭＡ」）、自己保持配列複製（「３ＳＲ」）、核酸配列複製ベース増幅（「ＮＡＳＢＡ
」）である。ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＳＤＡ、ＲＣＡ、およびＬＡＭＰにより産生される
増幅産物（「アンプリコン」）は、ＤＮＡを含み、一方、ＴＭＡ、３ＳＲ、およびＮＡＳ
ＢＡでは、ＲＮＡアンプリコンが産生される。
【０１８５】
　図２に示される戦略２をさらに参照して、本発明に係るポリヌクレオチド基質を認識お
よび修飾するＭＮＡザイムは、たとえば以上に挙げたＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＳＤＡ、Ｒ
ＣＡ、ＬＡＭＰ、ＴＭＡ、３ＳＲ、およびＮＡＳＢＡをはじめとする標的増幅方法と組み
合わせて、使用可能である。非対称プライマー比または対称プライマー比のいずれかを用
いてＰＣＲにより産生されたアンプリコンの蓄積は、ＭＮＡザイムを用いてモニター可能
である。本明細書の実施例１、２、４、６、８、および９では、本発明に係る種々のポリ
ヌクレオチド基質を触媒修飾するＭＮＡザイムを利用してリアルタイムでＰＣＲアンプリ
コンが検出されることを実証する。
【０１８６】
　再度、図２に示される戦略２を参照して、標的核酸は、その核酸（すなわちＤＮＡまた
はＲＮＡ）を増幅するための手順に従って増幅されうる。好ましくは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
増幅の標準的方法が使用される。増幅中に産生されるアンプリコンは、ＭＮＡザイムに対
する標的集合促進剤として役立ちうる。ＭＮＡザイムによる本発明に係るポリヌクレオチ
ド基質の修飾により検出可能になるＭＮＡザイム活性は、標的の存在の指標となる。標的
核酸の増幅とＭＮＡザイムの集合および触媒活性との両方を可能にする条件下で単一の槽
内でこの性質のアッセイを実施可能であることは、当業者であればわかるであろう。追加
としてまたは他の選択肢として、増幅反応終了時または増幅反応中にサンプルを取り出す
ことにより、標的核酸増幅に続いてまたは全体を通じた時間点で、実施可能である。
【０１８７】
　図２の戦略３は、シグナルカスケードの使用によりシグナルの増幅を開始するためにＭ
ＮＡザイムを使用する方法の概要を示している。本明細書の実施例３では、シグナルカス
ケードを開始するために使用可能な、本発明に係る種々のポリヌクレオチド基質を触媒修
飾するＭＮＡザイムを利用して、標的の等温直接検出が行われることを実証する。
【０１８８】
　標的増幅と触媒核酸活性とを組み合わせた方法またはプロトコルが、特異的反応条件（
たとえば、本明細書の実施例１、２、４、６、８、および９に記載のもの）を必要としう
ることは、当業者であればわかるであろう。好ましくは、反応条件は、ポリメラーゼ活性
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（増幅用）および基質の触媒核酸修飾（検出用）の両方に適合可能であるである。ＰＣＲ
中などに高温で同時に触媒活性およびポリメラーゼ活性を得るための条件を決定するプロ
トコルは、ＤＮＡザイムに関して記載されてきた。ＤＮＡザイムアーム長、緩衝液、温度
、二価イオン濃度、および添加剤作用をはじめとする因子の影響は、当技術分野で公知で
ある。ＤＮＡ酵素は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ増幅戦略と組み合わせて使用するのに適している
。たとえば、それは、増幅中に高温への暴露により不可逆的に変性されない。
【０１８９】
　特定の実施形態では、ＭＮＡザイムによる認識および修飾が可能な本発明に係るポリヌ
クレオチド基質は、不溶性または固体の担体に結合、装着、またはテザー連結されうる。
たとえば、図３のパネル（ｉ）を参照して、ＭＮＡザイムと、担体に固定された本発明に
係るポリヌクレオチド基質と、を用いて標的を検出する例示的方法が示されている。この
実施形態では、基質は、好ましくは、検出可能シグナルたとえばフルオロフォアを含む検
出可能部分と、検出可能シグナルを減少または排除するクエンチャー部分と、を有すると
ともに、たとえば基質が修飾されるまで（たとえば切断により）、基質の検出可能部分お
よびクエンチャー部分がごく近接した状態を維持する、基質である。基質は、担体に装着
される。好ましくは、担体は、不溶性材料であるか、または基質を保持して反応混合物の
バルク中を自由に移動しないようにするマトリックスである。ＭＮＡザイムにより基質が
修飾（たとえば切断）された後、検出可能部分またはクエンチャー部分の一方（ただし、
両方ではない）は、担体に装着された状態を維持し、他方は、遊離されて、装着された状
態を維持する部分から離れて、反応混合物のバルク中を移動するように、担体への基質の
装着を設計しうる。したがって、切断の実施例では、クエンチャー部分および検出可能部
分が切断後に分離されるにつれて、検出可能シグナルは、大幅に増大する。図３のパネル
（ｉ）に示される実施形態では、フルオロフォアを含有する検出可能部分は、切断後、装
着された状態を維持する。これは、担体上へのシグナルの局在化を可能にするという利点
を有するが、特定の場合には、フルオロフォア／ｓは、溶解状態で放出されうる。たとえ
ば、ライゲーションが行われるさらなる実施形態では、クエンチャーは、フルオロフォア
にライゲートされて、検出可能シグナルを低減しうる。
【０１９０】
　特定の実施形態では、基質アレイを提供するために、複数のユニバーサル基質を固体担
体中の異なる位置にテザー連結しうる。図３のパネル（ｉｉ）を参照して、２つの基質を
固体表面上の規定位置に装着しうる。各ユニバーサル基質は、特異的ＭＮＡザイム集合促
進剤分子（たとえば、標的１または標的２）の存在下で形成されたＭＮＡザイムによって
のみ切断可能であり、シグナルは、表面上に基質を配置することにより局在化可能である
ので（位置１または位置２）、さまざまな集合促進剤の特異的検出が可能になる。そのよ
うな実施形態では、テザー連結ユニバーサル基質はすべて、同一のフルオロフォアで標識
されうる。他の実施形態では、テザー連結ユニバーサル基質は、さまざまなフルオロフォ
アで標識されうる。図３（ｉｉ）に示される戦略は、固体表面上の規定位置に装着された
多種多様なユニバーサル基質を有するユニバーサル基質アレイを形成するように拡張可能
である。そのような実施形態では、アレイに使用するために利用可能なユニバーサル基質
の数を増大させることにより、より複雑なアレイの形成を可能にするという利点を提供し
うる。ユニバーサル基質のそのようなユニバーサルアレイは、標的アナライトの高多重化
分析に使用するのに有用でありうる。本発明は、触媒活性機能を拡張しうるという特徴を
有する追加のユニバーサル基質を提供する。これは、ＭＮＡザイムを用いて一層複雑な分
析を行えるように能力を改善するのに有用と思われる。
【０１９１】
　特定の実施形態では、本発明に係るポリヌクレオチド基質は、ＭＮＡザイムにより認識
および修飾されて、第２の異なるＭＮＡザイム用の集合促進剤、集合促進剤成分、または
パートザイムを提供しうる。
【０１９２】
　図４を参照して、開始ＭＮＡザイム（Ｍｔ）は、標的（Ｔ）の存在下で形成されうる。
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開始ＭＮＡザイム（Ｍｔ）は、本発明に係る（第１の）ポリヌクレオチド基質（Ｓ１）を
切断して、第１の集合促進剤成分（Ｓ１ｆ）を形成し、これは、第１のカスケードＭＮＡ
ザイム（カスケードＭＮＡザイムＭｃ１）の形成を誘導する。この例では、第１のカスケ
ードＭＮＡザイム（Ｍｃ１）は、２つのパートザイムと、Ｆ１、Ｆ２、およびＳ１ｆと称
される３つの集合促進剤成分と、を含む。Ｍｃ１は、追加の基質（Ｓ２）を切断可能であ
るので、追加の集合促進剤成分（Ｓ２ｆ）を遊離し、これは、第２のカスケードＭＮＡザ
イム（カスケードＭＮＡザイムＭｃ２）の形成を誘導する。この例では、第２のカスケー
ドＭＮＡザイム（Ｍｃ２）は、２つのパートザイムと、Ｆ３、Ｆ４、およびＳ２ｆと称さ
れる３つの集合促進剤成分と、を含む。次いで、Ｍｃ２は、第１の基質（Ｓ１）をさらに
切断可能であるので、第１の集合促進剤成分（Ｓ１ｆ）がさらに形成される。これは、さ
らなる第１のカスケードＭＮＡザイム（Ｍｃ１）の形成をもたらすことにより、増幅カス
ケードを形成する。活性ＭＮＡザイム集合を促進するために３つの集合促進剤成分が必要
とされることが図４に示されていることは、当業者であればわかるであろう。多かれ少な
かれ、類似のスキーマで集合促進剤成分を利用可能である。
【０１９３】
　標的の検出、同定、および／もしくは定量、ならびに／または触媒核酸（たとえば、Ｍ
ＮＡザイムまたはＤＮＡザイム）による本発明に係るポリヌクレオチド基質の認識および
触媒修飾を最適化するために、さまざまな実験パラメーターを用いて本明細書に記載の方
法を最適化しうることは、当業者であれば容易に理解されよう。最適化される特定の実験
パラメーターおよびそのような最適化のレベルは、利用される特定の方法ならびに関与す
る特定の標的および／または基質に依存するであろう。そのようなパラメーターとしては
、時間、温度、塩、洗浄剤、カチオン、および限定されるものではないがジメチルスルホ
キシド（ＤＭＳＯ）をはじめとする他の試薬の濃度、ならびに核酸の長さ、相補性、ＧＣ
含有率、および融点（Ｔｍ）が挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０１９４】
　いくつかの実施形態では、たとえば、配列変異の検出および／またはメチル化ＤＮＡの
検出を必要とする方法では、それぞれ配列変異またはメチル化ヌクレオチドを含むまたは
含まない標的核酸へのＭＮＡザイム成分核酸の結合を識別するために、好ましくは、本方
法が行われる温度を含めて、実験パラメーターを最適化しうる。そのような方法が行われ
うる温度は、約２０℃～約９６℃、約２０℃～約７５℃、２０℃～約６０℃、または約２
０～約５５℃の範囲内でありうる。
【０１９５】
　いくつかの実施形態では、ＭＮＡザイムおよびＤＮＡザイムの使用方法を実施するため
の最適化反応を本明細書に提供する。そのような最適化反応では、触媒活性は、非最適化
反応によりも最大１０、２０、または３０％増大される。より好ましい反応条件では、触
媒活性は、少なくとも３５％または４０％、好ましくは最大５０％改善される。さらによ
り好ましい実施形態では、最適化反応は、触媒活性を５０％超、最大６６％、７５％、さ
らには１００％増大させる。さらにより好ましい実施形態では、完全最適化反応方法は、
１００、２００、さらには３００％以上の触媒活性の増加を提供するであろう。他の好ま
しい反応条件では、非最適化反応条件で実施された方法よりも触媒活性を最大１，０００
％以上改善することが可能である。本明細書に提供される方法の最適化にきわめて好まし
い反応条件は、特定の二価カチオンの組込みである。ほとんどの核酸酵素の触媒活性は、
二価カチオンの濃度により濃度依存的な影響を受けうる。好ましい最適化反応は、Ｂａ２

＋、Ｓｒ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｎｉ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋、および
Ｐｂ２＋の１つ以上に対して、最適化される。
【０１９６】
　いくつかの実施形態では、核酸酵素（たとえば、ＭＮＡザイムまたはＤＮＡザイム）を
用いたアッセイで本発明に係るポリヌクレオチド基質を使用することにより、同一の条件
下で同一のアッセイで公知の基質を用いて得られる検出可能作用を上回って、酵素による
基質の触媒修飾から生じる検出可能作用を増大させうる（たとえば、蛍光シグナルの増加
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または減少）。たとえば、検出可能作用は、公知の基質と比較して、２％超、３％超、４
％超、５％超、６％超、７％、８％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、
１５％、２０％、２５％、３０％、４０％、または５０％超増大されうる。
特定の実施形態では、検出可能作用は、蛍光シグナルである。
【０１９７】
　いくつかの実施形態では、本発明に係る方法は、２つのオリゴヌクレオチドパートザイ
ムを含むＭＮＡザイムと組み合わせて、ＭＮＡザイムに対するポリヌクレオチド基質を使
用することを必要とする。ポリヌクレオチド基質およびオリゴヌクレオチドパートザイム
の配列は、表６、８、１０、１３、１６、２０、２２、および／または２４に示される３
つの配列（配列番号により示される）のいずれかの特異的組合せでありうる。
【０１９８】
　いくつかの実施形態では、本発明に係る方法は、ＤＮＡザイムと組み合わせてポリヌク
レオチド基質を使用することを必要とする。ポリヌクレオチド基質およびＤＮＡザイムの
配列は、表１５に示される配列（配列番号により示される）のいずれかの特異的対であり
うる。
【０１９９】
３．キット
　また、本発明に係る１つ以上のポリヌクレオチド基質を含むキットも、本明細書に提供
される。
【０２００】
　キットは、本明細書に開示される方法を実施するための追加の試薬を含みうる。たとえ
ば、キットは、基質の認識および修飾が可能な１つ以上の触媒核酸を含みうる。好適な触
媒核酸の例としては、ＤＮＡザイム（たとえば、１０－２３ＤＮＡザイム、８－１７ＤＮ
Ａザイム、「７Ｚ８１」、「７Ｚ４８」および「７Ｑ１０」ＤＮＡザイムリガーゼ、「Ｕ
Ｖ１Ｃ」チミン二量体光転換ＤＮＡザイム、「ＤＡＢ２２」炭素－炭素結合形成ＤＮＡザ
イム、ならびにそれらの誘導体）、リボザイム（たとえば、ハンマーヘッドリボザイム、
ホモ二量体リボザイム、ヘテロ二量体リボザイム、およびそれらの誘導体）、およびＭＮ
Ａザイムが挙げられるが、これらに限定されるものではない。
【０２０１】
　本発明に係るキットは、「区画化」キットでありうる。区画化キットは、個別の容器、
たとえば、小さいガラス容器、プラスチック製容器、またはプラスチックもしくは紙のス
トリップなどに試薬が提供される任意のキットを包含する。そのような容器は、サンプル
および試薬の相互汚染を回避しつつ、一方の区画から他方の区画への試薬の効率的な移動
を可能しうるし、かつ／または一方の区画から他方の区画への各容器の作用剤または溶液
の定量的添加を可能にしうる。また、そのようなキットは、試験されるサンプルを収容す
る容器、アッセイで使用される試薬を含有する容器、洗浄試薬を含有する容器、および検
出試薬を含有する容器を含みうる。
【０２０２】
　特定の実施形態では、キットは、本発明に係る１つ以上のポリヌクレオチド基質と、標
的の存在下でポリヌクレオチド基質の認識および触媒修飾が可能なＭＮＡザイムを集合す
るように設計された複数のオリゴヌクレオチドパートザイムと、を含む。標的は、オリゴ
ヌクレオチドパートザイムの集合を引き起こす集合促進剤として作用して、ポリヌクレオ
チド基質の認識および修飾が可能な触媒活性ＭＮＡザイムをもたらしうる。
【０２０３】
　いくつかの実施形態では、キットは、本発明に係るポリヌクレオチド基質と、２つのオ
リゴヌクレオチドパートザイムを含むＭＮＡザイムと、を含む。ポリヌクレオチド基質お
よびオリゴヌクレオチドパートザイムの配列は、表６、８、１０、１３、１６、２０、２
２、および／または２４に示される３つの配列（配列番号により示される）のいずれかの
特異的組合せでありうる。
【０２０４】
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　他の実施形態では、キットは、本発明に係るポリヌクレオチド基質とＤＮＡザイムとを
含む。ポリヌクレオチド基質およびＤＮＡザイムの配列は、表１５に示される配列（配列
番号により示される）のいずれかの特異的対でありうる。
【０２０５】
　個々のオリゴヌクレオチドパートザイムは、同一の容器内に存在しうる。他の選択肢と
して、個々のオリゴヌクレオチドパートザイムは、個別の容器内に存在しうる。カスケー
ド反応の一部として成分を産生しうるので、必ずしも、所与の方法で使用することが意図
されるすべてのＭＮＡザイムに対してすべての成分をキットに提供する必要があるとは限
らないことは、理解されよう。
【０２０６】
　また、他の実施形態では、追加の触媒核酸、たとえば、切断活性またはリガーゼ活性の
いずれかを有する触媒核酸に対する成分は、本発明に係るキットの一部を形成しうる。さ
らに他の実施形態では、本発明のキットは、ＤＮＡザイムまたはその成分を含みうる。
【０２０７】
　本発明に係るキットは、所望の方法を行うためにキット成分を使用するための説明書を
含みうる。
【０２０８】
　本発明に係るキットおよび方法は、限定されるものではないが、リアルタイムＰＣＲ機
を含めて、自動分析装置および系と組み合わせて使用可能である。
【０２０９】
　本発明に係るキットは、たとえば、オリゴヌクレオチドプライマー、緩衝液、マグネシ
ウムイオン、ポリメラーゼ酵素などを含めて、標的増幅反応（たとえばＰＣＲ）を行なう
ための追加の試薬を含みうる。
【０２１０】
　本発明に係るキットは、１つ以上の固体担体と本発明に係る１つ以上のポリヌクレオチ
ド基質とを含む１つ以上の集合体を含みうる。１つ以上の固体担体を１つ以上のポリヌク
レオチド基質に結合しうる。特定の実施形態では、キットは、複数の異なる固体担体を含
む１つ以上の集合体を含みうる。複数の異なる固体担体を本発明に係る複数の異なるポリ
ヌクレオチド基質に結合させうる。
【実施例】
【０２１１】
　以下の実施例では、ユニバーサル基質を効率的に切断する１０－２３ＤＮＡザイムベー
スのＭＮＡザイムおよび１０－２３ＤＮＡザイムの能力を試験した。試験したユニバーサ
ル基質は、当技術分野ですでに公知のものいくつか（表４）、および本発明の設計ガイド
ラインのすべてまたはサブセットのいずれかに従って設計された新規な基質（表５）を含
んでいた。これらの実施例では、一連の条件での効率的な切断により示唆されるように、
本発明の設計ガイドラインのすべてまたはサブセットに従って設計されたユニバーサル基
質のロバスト性を実証する。
【０２１２】
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【０２１３】
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【表６】

【０２１４】
実施例１：　５２℃のアニーリング温度でのリアルタイム定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）におけ
るＭＮＡザイムと組み合わせたユニバーサル基質の使用。
　ＭＮＡザイムｑＰＣＲとして参照されるＰＣＲなどのｖｉｔｒｏ標的増幅方法を用いて
リアルタイムで標的核酸の増幅をモニターするために、ＭＮＡザイムを使用することが可
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能である。さらに、フルオロフォアとクエンチャーとの対で標識されたＭＮＡザイム基質
を用いたｑＰＣＲ中のリアルタイムモニタリングでは、反応の対数期にわたり任意のレベ
ルの蛍光の閾値ラインを配置して、Ｃｔ（サイクル閾値）として知られうる値を生成可能
な曲線が作成される。より低いＣｔ値を生じる反応は、そのような反応がより速く閾値サ
イクルに達するので、特異的基質のより効率的な切断の指標となる。この実施例では、増
幅および検出は、ＰＣＲ増幅およびＭＮＡザイム媒介検出が単一のチューブ内で同時に行
われる一工程プロセスで実施される。発生されたＣｔ値により測定される、閾値蛍光に達
するのに要する時間量は、ユニバーサル基質の配列による影響を受けることもある。
【０２１５】
　この実施例では、シリーズ１（Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、Ｓｕｂ６、およびＳｕｂ７、表４
参照）のすでに公知のユニバーサル基質と、本発明の対象であるシリーズ２（Ｓｕｂ４４
、Ｓｕｂ４５、Ｓｕｂ４６、Ｓｕｂ４９、Ｓｕｂ５５、およびＳｕｂ６０、表５参照）の
新しい改善されたユニバーサル基質と、を比較して、シリーズ２の基質が、シリーズ１の
基質に対して、リアルタイムＰＣＲで同一の、より高い、またはより低い活性レベルを有
するかを決定する。リアルタイムＰＣＲ中に個々の基質を含有する各反応で得られたＣｔ
により、活性レベルを決定した。
【０２１６】
１．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　すでに公知のユニバーサル基質（表４）および新規なユニバーサル基質（表５）の切断
効率をリアルタイムで測定すべく行った実験では、パートザイムオリゴヌクレオチドＡお
よびＢはすべて、ヒトＲＰＬＰＯ遺伝子の同一の配列に相補的なセンサーアームを用いて
設計した。ＡおよびＢのパートザイムの配列は、以下では５’→３’方向に列挙されてい
る。下線付き塩基は、それらのマッチ基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌ
クレオチドの３’リン酸化を表す。
　配列番号１　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／２－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＴ
Ｔ
　配列番号２　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／２－Ｐ：：
　ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣ
　配列番号３　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／３－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＴＧ
　配列番号４　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／３－Ｐ：：
　ＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣ
　配列番号５　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／６－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号６　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／６－Ｐ：：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣ
　配列番号７　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／７－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＣＣＡＴＧＴＴ
ＡＡ
　配列番号８　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／７－Ｐ：：
　ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴ
ＴＣ
　配列番号９　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／４４－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＴ
Ｇ
　配列番号１０　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／４４－Ｐ：：
　ＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴ
ＴＣ
　配列番号１１　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／４５－Ｐ：



(43) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＡＣＣＣＧＴ
　配列番号１２　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／４５－Ｐ：：
　ＴＴＣＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴ
ＴＣ
　配列番号１３　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／４６－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号１４　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／４６－Ｐ：：
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴＴＣ
　配列番号１５　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／４９－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＣＣＡＡＧＴＴ
ＴＡ
　配列番号１６　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／５５－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号１７　パートザイムＡ　ＲＰＬＰＯＡ／６０－Ｐ：
　ＣＡＡＡＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＧＴＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＴＴＧＧＣ
　配列番号１８　パートザイムＢ　ＲＰＬＰＯＢ／６０－Ｐ：：
　ＧＴＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＧＴＧＧＡＧＡＣＧＧＡＴＴＡＣＡＣＣＴＴ
Ｃ
【０２１７】
１．２．　レポーター基質
　この実施例で試験したレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されてい
る。小文字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。本実施例では、Ｓｕｂ
６０以外の基質は、５’末端を６－ＦＡＭ部分で、３’末端をクエンチャー部分で、末端
標識した。クエンチャー分子は、Ｂｌａｃｋ　Ｈｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ１（以下の基
質名では「Ｂ」により表される）またはＩｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱ（以下の
基質名では「ＩＢ」により表される）のいずれかであった。Ｓｕｂ６０は、５’末端をク
エンチャー部分で、３’末端をＦＡＭ部分で、末端標識した（ＦＡＭ蛍光をクエンチする
ことが知られている「Ｇ」である５’末端塩基に基づく）。基質の切断は、４５０～４９
０ｎｍの励起（ＣＦＸ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ励起波長領域）を用いて５１
０～５３０ｎｍ（ＣＦＸ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ発光波長範囲）でモニター
した。
　配列番号２１　Ｓｕｂ２－ＦＩＢ：
　ＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＧＧＧＣＡ
　配列番号２２　Ｓｕｂ３－ＦＢ：
　ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣｇｕＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
　配列番号２３　Ｓｕｂ６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号２４　Ｓｕｂ７－ＦＢ：
　ＴＴＡＡＣＡＴＧＧＣＡＣｇｕＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＡ
　配列番号２５　Ｓｕｂ４４－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＧＴＣＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡ
　配列番号２６　Ｓｕｂ４５－ＦＩＢ：
　ＡＣＧＧＧＴＣＣＣｇｕＣＴＣＣＴＴＴＧＧＡＡ
　配列番号２７　Ｓｕｂ４６－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号２８　Ｓｕｂ４９－ＦＢ：
　ＴＡＡＡＣＴＴＧＧＣＴＣｇｕＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＡ
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号３０　Ｓｕｂ６０－ＩＢＦ：



(44) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

　ＧＣＣＡＡＣＣＡＣｇｕＣＣＡＡＣＡＣＧＡＣ
【０２１８】
１．３．　ＲＰＬＰＯ増幅用のＰＣＲプライマー
　この実施例のための標的ＰＣＲアンプリコンは、以下に列挙したオリゴヌクレオチドＰ
ＣＲプライマーを用いて、ヒトゲノムＤＮＡのｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ＰＣＲ増幅により、産
生した。プライマー配列は、５’→３’方向に書かれている。
　配列番号３１　フォワードプライマー　５ＲＰＬＰＯ：
　ＣＣＣＡＴＴＣＴＡＴＣＡＴＣＡＡＣＧＧＧＴＡ
　配列番号３２　リバースプライマー　３ＲＰＬＰＯ：
　ＧＣＣＣＡＣＴＧＴＧＧＴＣＣＴＧＧＴＧ
【０２１９】
１．４．　標的配列
　この実施例のための標的配列は、Ｋ５６２細胞から抽出したヒトゲノムＤＮＡのｉｎ　
ｖｉｔｒｏ　ＰＣＲ増幅により産生したＲＰＬＰＯ遺伝子のＰＣＲアンプリコンであった
。
【０２２０】
１．５．　反応成分：　標的配列の増幅および検出
　標的配列のリアルタイムＰＣＲ増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。
反応はすべて、ＣＦＸ９６　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）で行った。サイクルパラメーターは、９５℃で１０分間、９５
℃で１５秒間と６０℃で３０秒間とを１０サイクル（後者の温度に対しては１サイクルあ
たり－１℃）、９５℃で１５秒間と５２℃で６０秒間とを４０サイクル（５２℃の工程で
データを収集した）であった。表６のように、基質およびその関連パートザイムを用いて
反応を構成した。反応条件の各セットは、二重試験方式で行われ、８０ｎＭの５ＲＰＬＰ
Ｏおよび４００ｎＭの３ＲＰＬＰＯ、各２００ｎＭのパートザイムＡおよびパートザイム
Ｂ、２００ｎＭの基質、８ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、１０単位のＲｉ
ｂｏＳａｆｅ　ＲＮアーゼ阻害剤（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉ
ｏｌｉｎｅ）、２単位のＩｍｍｏｌａｓｅ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、およびゲノムＤＮＡ鋳型
（５０ｎｇ）または無ＤＮＡ標的（ヌクレアーゼフリーＨ２Ｏ（ＮＦ－Ｈ２Ｏ））のいず
れかを含有していた。個別の反応を構成して、そのマッチパートザイムにより各基質を試
験した。同一のＰＣＲプライマーをすべての反応に使用した。また、パートザイムはすべ
て、同一の標的感知部分を有していた。したがって、反応効率に差があれば、基質の切断
効率の差に帰属しうるであろう。
【０２２１】
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【表７】

【０２２２】
１．６．　結果：　標的の増幅およびレポーター基質の切断
　ヒトゲノムＤＮＡを含有するそれぞれ異なる基質の各ＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応では、
ヒトゲノムＤＮＡからのＲＰＬＰＯのリアルタイム検出で経時的に蛍光の増加を示した。
すべての基質で、無ＤＮＡ標的対照の蛍光は、ＤＮＡ標的含有反応よりも少なかった。こ
のことから、標的含有反応で生じた蛍光の増加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合
の後でユニバーサル基質の１つが切断されたことに起因することが実証される。
【０２２３】
　シリーズ１および２の基質はすべて、表７に示されているように、閾値を通過してＣｔ
値を生成した。シリーズ１の基質は、１６．９（Ｓｕｂ６）～１８．４（Ｓｕｂ３および
Ｓｕｂ７）の範囲内のＣｔ値を有し、シリーズ２の基質は、１７．１（Ｓｕｂ５５）～１
９．２（Ｓｕｂ４５）の範囲内のＣｔ値を有していた。このことから、シリーズ２の基質
は、きわめて活性であり、試験した反応条件下でシリーズ１の基質と同等であることが示
唆される。これらの結果から、平均して、最大の効率（すなわち最小のＣｔ）で切断され
た基質は、基質中のリボヌクレオチドを取り囲む８個の塩基（表７の下線部）中により多
くのピリミジンを有するものであったことが実証される。
【０２２４】
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【表８】

【０２２５】
実施例２：　５８℃のアニーリング温度におけるＭＮＡザイムｑＰＣＲと組み合わせたユ
ニバーサル基質の使用。
　ＰＣＲなどのｖｉｔｒｏ標的増幅方法を用いてリアルタイムで標的核酸の増幅をモニタ
ーするために、ＭＮＡザイムを使用することが可能である。さらに、フルオロフォアとク
エンチャーとの対で標識されたＭＮＡザイム基質を用いたｑＰＣＲ中のリアルタイムモニ
タリングでは、反応の対数期にわたり任意のレベルの蛍光の閾値ラインを配置して、Ｃｔ
（サイクル閾値）として知られうる値を生成可能な曲線が作成される。より低いＣｔ値を
生じる反応は、そのような反応がより速く閾値サイクルに達するので、特異的基質のより
効率的な切断の指標となる。この実施例では、増幅および検出は、ＰＣＲ増幅およびＭＮ
Ａザイム媒介検出が単一のチューブ内で同時に行われる一工程プロセスで実施される。他
の反応条件がすべての同一である場合、Ｃｔ値は、ユニバーサル基質の配列による影響を
受けることもある。当技術分野で使用されるＭＮＡザイムｑＰＣＲのアニーリング／検出
温度は、５０～５４℃である。この温度は、当技術分野で公知のユニバーサル基質が、効
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率的に切断される温度に課される限定条件を有し、シリーズ１のユニバーサル基質では５
４℃が上限であるという事実により決定された。より高い温度でアニールするプライマー
およびパートザイムを設計するうえでより大きい柔軟が可能になるように、より高い温度
で切断されるユニバーサル基質の必要性が存在する。プライマーおよびパートザイムに対
するこの設計柔軟性は、特異的検出のためにより高い反応温度ひいてはより高いＴｍを有
するパートザイムおよびプライマーを必要とする、配列中に高パーセントのＧ塩基および
Ｃ塩基を有する対象の遺伝子標的など、多くの用途にきわめて有益でありうる。
【０２２６】
　シリーズ１および２の基質の性能に基づく基質の切断効率についての研究は、第３ラウ
ンドの基質設計を支援するガイドラインの開発につながり、結果的に、シリーズ３の基質
をもたらす。これらのガイドラインは、限定されるものではないが、（ｉ）リボヌクレオ
チドを取り囲む１０個の塩基（Ｎ４～Ｎ１３）中に７個以上のシトシンヌクレオチド、（
ｉｉ）リボヌクレオチドに直接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ９）がシトシンである、（ｉ
ｉｉ）基質の全含有率が＞６４％ピリミジンを有する、および（ｉｖ）オリゴヌクレオチ
ドの全Ｔｍが６６℃以上である（後者のガイドラインは、基質切断の反応温度が５０℃超
である場合のみ適用可能である）を含んでいた。
【０２２７】
　この実施例では、シリーズ１のユニバーサル基質（Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、およびＳｕｂ
６）と、シリーズ２のユニバーサル基質（Ｓｕｂ４４、サブ４５、Ｓｕｂ４６、Ｓｕｂ６
０Ｔ、およびＳｕｂ５５）およびシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７
２、Ｓｕｂ７３、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７７、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、Ｓｕ
ｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、
Ｓｕｂ８９、およびＳｕｂ９０）と、を比較して、５８℃のリアルタイムＰＣＲですべて
の基質の切断効率を比較することにより、設計ガイドラインが、高温でのＭＮＡザイムｑ
ＰＣＲへの適用可能性が高いユニバーサル基質を生成することを確証する。切断効率レベ
ルは、さまざまなユニバーサル基質を含有する反応に対してＣｔ値を測定することにより
決定した。
【０２２８】
２．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　シリーズ１、２、および３のユニバーサル基質の切断効率をリアルタイムで測定すべく
行った実験では、パートザイムオリゴヌクレオチドＡおよびＢはすべて、ヒトＴＦＲＣ遺
伝子の同一の配列に相補的なセンサーアームを用いて設計した。ＡおよびＢのパートザイ
ムの配列は、以下では５’→３’方向に列挙されている。下線付き塩基は、それらのマッ
チユニバーサル基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌクレオチドの３’リン
酸化を表す。
　配列番号３４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／２－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＴＴ
　配列番号３５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／２－Ｐ：
　ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号３６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／３－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＴＧ
　配列番号３７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／３－Ｐ：
　ＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号３８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号３９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／６－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号４０　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４４－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＴＧ
　配列番号４１　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４４－Ｐ：
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　ＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号４２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＡＣＣＣＧＴ
　配列番号４３　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４５－Ｐ：
　ＴＴＣＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号４４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４６－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号４５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４６－Ｐ：
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号４６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号４８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６０－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＴＴＧＧＣ
　配列番号４９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／６０－Ｐ：
　ＧＴＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号５０　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６１－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧ
　配列番号５１　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／６１－Ｐ：
　ＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号５２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＣＧＡＧＡ
　配列番号５５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７２－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号５６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７３－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＣＧＣＣＡ
　配列番号５７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７３－Ｐ：
　ＣＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号５８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７４－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴ
　配列番号５９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７４－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６０　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡ
　配列番号６１　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７５－Ｐ：
　ＴＡＧＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７７－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧ
　配列番号６３　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７７－Ｐ：
　ＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７９－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
　配列番号６５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７９－Ｐ：
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　ＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号６６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／８０－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴ
　配列番号６７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８０－Ｐ：
　ＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６８　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８２－Ｐ：
　ＴＧＧＡＣＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６９　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／８３－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＣＧＧＡ
　配列番号７０　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８３－Ｐ：
　ＧＴＴＧＣＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号７１　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／９０－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＴＣＧＡＧ
【０２２９】
２．２．　レポーター基質
　この実施例のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小文
字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。本実施例では、基質は、５’末
端を６－ＦＡＭ部分（以下の基質名では「Ｆ」により表される）で、３’末端をＩｏｗａ
　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱクエンチャー部分（以下の基質名で「ＩＢ」により表され
る）で、末端標識した。Ｓｕｂ６０の配列は、５’末端に「Ｔ」を含むように修飾するこ
とにより、６－ＦＡＭで５’末端標識できるようにした。パートザイムＡの基質結合配列
には変更を加えなかったので、切断効率は、５’末端に追加の「Ｔ」が欠如している実施
例１のＳｕｂ６０配列と同等である。基質の切断は、４５０～４９０ｎｍの励起（ＣＦＸ
９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ励起波長領域）を用いて５１０～５３０ｎｍ（ＣＦ
Ｘ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ発光波長範囲）でモニターした。
　配列番号２１　Ｓｕｂ２－ＦＩＢ：
　ＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＧＧＧＣＡ
　配列番号２２　Ｓｕｂ３－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣｇｕＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
　配列番号２３　Ｓｕｂ６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号２５　Ｓｕｂ４４－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＧＴＣＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡ
　配列番号２６　Ｓｕｂ４５－ＦＩＢ：
　ＡＣＧＧＧＴＣＣＣｇｕＣＴＣＣＴＴＴＧＧＡＡ
　配列番号２７　Ｓｕｂ４６－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号７２　Ｓｕｂ６０Ｔ－ＦＩＢ：
　ＴＧＣＣＡＡＣＣＡＣｇｕＣＣＡＡＣＡＣＧＡＣ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７４　Ｓｕｂ６５－ＦＩＢ：
　ＴＣＴＣＧＡＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７５　Ｓｕｂ７２－ＦＩＢ：
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　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７６　Ｓｕｂ７３－ＦＩＢ：
　ＴＧＧＣＧＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＧＴＧ
　配列番号７７　Ｓｕｂ７４－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７８　Ｓｕｂ７５－ＦＩＢ：
　ＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＣＣＡＣＴＡ
　配列番号７９　Ｓｕｂ７７－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
　配列番号８０　Ｓｕｂ７９－ＦＩＢ：
　ＴＣＣＴＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣ
　配列番号８１　Ｓｕｂ８０－ＦＩＢ：
　ＡＡＣＣＧＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣ
　配列番号８２　Ｓｕｂ８２－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＧＴＣＣＡ
　配列番号８３　Ｓｕｂ８３－ＦＩＢ：
　ＴＣＣＧＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＧＣＡＡＣ
　配列番号８４　Ｓｕｂ８４－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８５　Ｓｕｂ８５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８６　Ｓｕｂ８６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８７　Ｓｕｂ８７－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８８　Ｓｕｂ８８－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８９　Ｓｕｂ８９－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
　配列番号９０　Ｓｕｂ９０－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＧＴＣＣＡ
【０２３０】
２．３．　標的配列およびＴＦＲＣ増幅用のＰＣＲプライマー
　この実施例の標的配列は、以下に列挙したオリゴヌクレオチドＰＣＲプライマーを用い
て、ＩＭ９細胞系から抽出されたヒトゲノムＤＮＡ（Ｐｒｏｍｅｇａ）のｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ増幅により産生された、ＴＦＲＣ遺伝子のＰＣＲアンプリコンであった。プライマー配
列中のボールド体の配列は、遺伝子標的に対するプライマーの特異性に影響を及ぼすこと
のなくプライマーのＴｍを増大させるユニバーサルタグ（Ｕ１またはＵ２）に対応する。
このタグは、ＰＣＲ反応の増幅効率を改善する。プライマー配列は、５’→３’方向に列
挙されている。
　配列番号９１　フォワードプライマー　５ＴＦＲＣ＿Ｕ１：
　ＧＣＴＡＡＡＡＣＡＡＴＡＡＣＴＣＡＧＡＡＣＴＴＡＣＧ
　配列番号９２　リバースプライマー　３ＴＦＲＣ＿Ｕ２：
　ＣＡＧＣＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＴＡＣＣＡＴＣＣＴＡ
【０２３１】
２．４．　反応成分：　標的配列の増幅および定量
　標的配列のリアルタイムＰＣＲ増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。
反応はすべて、ＣＦＸ９６　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）で行った。表８のように、基質およびその関連パートザイムを
用いて反応を構成した。サイクルパラメーターは、９５℃で２分間、９５℃で１５秒間と
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５８℃で６０秒間とを５０サイクル（５８℃の工程でデータを収集した）。反応条件の各
セットは、二重試験方式で行われ、４０ｎＭの５ＴＦＲＣ＿Ｕ１、２００ｎＭの３ＴＦＲ
Ｃ＿Ｕ２、各２００ｎＭのパートザイムＡおよびパートザイムＢ、２００ｎＭの基質、８
ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、１０単位のＲｉｂｏＳａｆｅ　ＲＮアーゼ
阻害剤（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、２単位のＭ
ｙＴａｑＨＳ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、およびゲノムＤＮＡ鋳型
（５０ｎｇ）または無標的（ＮＦ－Ｈ２Ｏ）のいずれかを含有していた。
【０２３２】
【表９】

【０２３３】
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【表１０】

【０２３４】
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２．５．　結果：　標的の増幅およびレポーター基質の切断
　ヒトゲノムＤＮＡを含有する各ＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応では、ヒトゲノムＤＮＡから
のＴＦＲＣのリアルタイム検出で経時的に蛍光の増加を示した。すべての反応で、無ＤＮ
Ａ標的対照の蛍光は、ＤＮＡ標的含有反応よりも少なかった。このことから、標的含有反
応で生じた蛍光の増加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合の後でユニバーサルレポ
ーター基質の１つが切断されたことに起因することが実証される。
【０２３５】
　各ユニバーサル基質のＣｔ値の比較により（図５および表９）、シリーズ１の基質（Ｓ
ｕｂ２、Ｓｕｂ３、およびＳｕｂ６）およびシリーズ２の基質（Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ４５
、Ｓｕｂ４６、およびＳｕｂ６０Ｔ）はすべて、Ｃｔ値＞２７を有し、一方、試験した他
のシリーズ２およびすべてのシリーズ３の基質（Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、
Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７３、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７７、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８
０、Ｓｕｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕ
ｂ８８、Ｓｕｂ８９、およびＳｕｂ９０）は、２７未満のＣｔ値であることが示される。
このことから、試験した後者のシリーズ２のユニバーサル基質およびすべてのシリーズ３
のユニバーサル基質は、ＭＮＡザイムｑＰＣＲでこれまで可能であったよりも高いアニー
リング／検出温度でＭＮＡザイム切断反応の効率の増大を示したことが示唆される。この
改善された切断効率により、現時点で、これまで可能であったよりも高い温度でＭＮＡザ
イムｑＰＣＲを用いた標的の効率的かつロバストな検出が可能である。また、これにより
、より高い温度が増幅に必要とされるＤＮＡポリメラーゼ処方を用いた場合に有益である
ことが実証されうる。
【０２３６】
　注目に値するのは、これらの効率的に切断される基質のヌクレオチド配列の性質および
基質のリボヌクレオチドに対する特異的ヌクレオチドの近接性が重要なことである。これ
らの特徴は、高温で効率的に切断される可能性がより高いユニバーサル基質をもたらす一
群のガイドラインの根底をなす。これらの設計ガイドラインは、限定されるものではない
が、（ｉ）リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩基（Ｎ４～Ｎ１３）中に７個以上のシ
トシンヌクレオチド、（ｉｉ）リボヌクレオチドに直接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ９）
がシトシンである、（ｉｉｉ）基質の全含有率が＞６４％ピリミジンを有する、（ｉｖ）
オリゴヌクレオチドの全Ｔｍが６６℃以上である（後者のガイドラインは、基質切断の反
応温度が５０℃超である場合のみ適用可能である）（表９）を含む（すべてが必要である
とは限らないこともありうる）。それに加えて、リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩
基中の少数個（たとえば、３、２、１、または０個）のグアニンヌクレオチドもまた、有
益であることが観測された。
【０２３７】
　５８℃のアニーリング温度でＣｔ＜２７を有していた図５のユニバーサル基質はすべて
、これらの設計ガイドラインの３つ以上を満たした（表９）。
【０２３８】
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【０２３９】
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【表１２】

【０２４０】
実施例３：　核酸標的の直接検出方式でＭＮＡザイムと組み合わせたユニバーサル基質の
使用。
　シリーズ１および２の基質の性能に基づく基質の切断効率についての研究は、第３ラウ
ンドのシリーズ３の基質設計を支援するガイドラインの開発につながる。これらのガイド
ラインは、限定されるものではないが、（ｉ）リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩基
（Ｎ４～Ｎ１３）中に７個以上のシトシンヌクレオチド、（ｉｉ）リボヌクレオチドに直
接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ９）がシトシンである、（ｉｉｉ）基質の全含有率が＞６
４％ピリミジンを有する、および（ｉｖ）オリゴヌクレオチドの全Ｔｍが６６℃以上であ
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る（後者のガイドラインは、基質切断の反応温度が５０℃超である場合のみ適用可能であ
る）を含んでいた。
【０２４１】
　いかなる標的増幅も用いることなく等温反応で標的核酸を直接検出するために、ＭＮＡ
ザイムを使用することが可能である。この直接標的検出方法を用いて、基質の切断効率を
評価することが可能である。一連の温度で遺伝子ＴＦＲＣの直接検出と組み合わせた時の
一連のユニバーサル基質の切断効率を試験するように、パートザイムを設計した。この実
施例では、すでに公知のシリーズ１のユニバーサル基質（Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、およびＳ
ｕｂ６）と、シリーズ２のユニバーサル基質（Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ４５、Ｓｕｂ４６、Ｓ
ｕｂ４９、Ｓｕｂ５５、およびＳｕｂ６０Ｔ）およびシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１、Ｓ
ｕｂ６５、Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７３、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７７、Ｓｕｂ７９
、Ｓｕｂ８０、Ｓｕｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ
８７、Ｓｕｂ８８、Ｓｕｂ８９、およびＳｕｂ９０）と、を比較して、シリーズ１および
２の基質の分析から導かれた設計ガイドラインが、シリーズ１および２の基質と同一のま
たはそれよりも高い活性レベルで切断されるシリーズ３の基質の開発に有用であるかを決
定する。５２、５４、５６、および５８℃の温度範囲にわたり１０分後のシグナル対ノイ
ズ比を計算することにより（鋳型含有「試験」反応および無鋳型対照反応の結果から）、
切断効率レベルを決定した。また、この温度範囲にわたるシグナル対ノイズ比の標準偏差
を温度に関する基質のロバスト性の尺度として計算した。
【０２４２】
３．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　直接標的検出を用いてシリーズ１、２、および３のユニバーサル基質の切断効率を測定
すべく行った実験では、パートザイムオリゴヌクレオチドＡおよびＢはすべて、ヒトＴＦ
ＲＣ遺伝子の同一の配列に相補的なセンサーアームを用いて設計した。ＡおよびＢのパー
トザイムの配列は、以下では５’→３’方向に列挙されている。下線付き塩基は、基質に
ハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌクレオチドの３’リン酸化を表す。
　配列番号３４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／２－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＴＴ
　配列番号３５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／２－Ｐ：
　ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号３６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／３－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＴＧ
　配列番号３７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／３－Ｐ：
　ＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号３８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号３９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／６－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号４０　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４４－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＴＧ
　配列番号４１　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４４－Ｐ：
　ＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号４２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＡＣＣＣＧＴ
　配列番号４３　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４５－Ｐ：
　ＴＴＣＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号４４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４６－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
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　配列番号４５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４６－Ｐ：
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号９３　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／４９－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＣＣＡＡＧＴＴＴ
Ａ
　配列番号９４　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／４９－Ｐ：
　ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号４６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号４８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６０－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＴＴＧＧＣ
　配列番号４９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／６０－Ｐ：
　ＧＴＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号５０　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６１－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧ
　配列番号５１　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／６１－Ｐ：
　ＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号５２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／６５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＣＧＡＧＡ
　配列番号５５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７２－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号５６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７３－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＣＧＣＣＡ
　配列番号５７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７３－Ｐ：
　ＣＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号５８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７４－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴ
　配列番号５９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７４－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６０　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡ
　配列番号６１　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７５－Ｐ：
　ＴＡＧＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７７－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧ
　配列番号６３　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７７－Ｐ：
　ＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７９－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
　配列番号６５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７９－Ｐ：
　ＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡ
ＣＴ
　配列番号６６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／８０－Ｐ：
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　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴ
　配列番号６７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８０－Ｐ：
　ＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６８　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８２－Ｐ：
　ＴＧＧＡＣＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６９　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／８３－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＣＧＧＡ
　配列番号７０　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８３－Ｐ：
　ＧＴＴＧＣＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号７１　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／９０－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＴＣＧＡＧ
【０２４３】
３．２．　レポーター基質
　この実施例のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小文
字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。本実施例では、基質は、５’末
端を６－ＦＡＭ部分（以下の基質名では「Ｆ」により表される）で、３’末端をＩｏｗａ
　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱクエンチャー部分（以下の基質名で「ＩＢ」により表され
る）で、末端標識した。基質の切断は、４５０～４９０ｎｍの励起（ＣＦＸ９６（Ｂｉｏ
Ｒａｄ）に基づくＦＡＭ励起波長領域）を用いて５１０～５３０ｎｍ（ＣＦＸ９６（Ｂｉ
ｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ発光波長範囲）でモニターした。
　配列番号２１　Ｓｕｂ２－ＦＩＢ：
　ＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＧＧＧＣＡ
　配列番号２２　Ｓｕｂ３－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣｇｕＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
　配列番号２３　Ｓｕｂ６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号２５　Ｓｕｂ４４－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＧＴＣＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡ
　配列番号２６　Ｓｕｂ４５－ＦＩＢ：
　ＡＣＧＧＧＴＣＣＣｇｕＣＴＣＣＴＴＴＧＧＡＡ
　配列番号２７　Ｓｕｂ４６－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号２８　Ｓｕｂ４９－ＦＢ：
　ＴＡＡＡＣＴＴＧＧＣＴＣｇｕＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＡ
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号７２　Ｓｕｂ６０Ｔ－ＦＩＢ：
　ＴＧＣＣＡＡＣＣＡＣｇｕＣＣＡＡＣＡＣＧＡＣ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７４　Ｓｕｂ６５－ＦＩＢ：
　ＴＣＴＣＧＡＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７５　Ｓｕｂ７２－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７６　Ｓｕｂ７３－ＦＩＢ：
　ＴＧＧＣＧＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＧＴＧ
　配列番号７７　Ｓｕｂ７４－ＦＩＢ：
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　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７８　Ｓｕｂ７５－ＦＩＢ：
　ＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＣＣＡＣＴＡ
　配列番号７９　Ｓｕｂ７７－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
　配列番号８０　Ｓｕｂ７９－ＦＩＢ：
　ＴＣＣＴＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣ
　配列番号８１　Ｓｕｂ８０－ＦＩＢ：
　ＡＡＣＣＧＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣ
　配列番号８２　Ｓｕｂ８２－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＧＴＣＣＡ
　配列番号８３　Ｓｕｂ８３－ＦＩＢ：
　ＴＣＣＧＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＧＣＡＡＣ
　配列番号８４　Ｓｕｂ８４－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８５　Ｓｕｂ８５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８６　Ｓｕｂ８６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８７　Ｓｕｂ８７－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８８　Ｓｕｂ８８－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８９　Ｓｕｂ８９－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
　配列番号９０　Ｓｕｂ９０－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＧＴＣＣＡ
【０２４４】
３．３．　標的配列
　この実施例の標的配列は、以下の５’→３’方向の配列を有する合成オリゴヌクレオチ
ドＡＦ－ＴＦＲＣであった。この標的配列は、ＴＦＲＣ遺伝子のセクションと同一の配列
を有する。
　配列番号９５　集合促進剤　ＡＦ－ＴＦＲＣ：
　ＡＧＴＣＴＧＴＴＴＴＣＣＡＧＴＣＡＧＡＧＧＧＡＣＡＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＡＴＡＴ
ＴＣＣ
【０２４５】
３．４．　反応成分：　標的配列の直接等温検出
　触媒活性ＭＮＡザイムによるレポーター基質の切断により引き起こされる蛍光シグナル
の増加により、標的配列の検出を測定した。すべての反応の全体積は、２５μＬであり、
すべての反応をＣＦＸ９６（商標）Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ（ＢｉｏＲａｄ）で行い、パートザイムと基質との各組合せ（表１０）を
５２℃、５４℃、５６℃、５８℃、および６０℃で試験した。各反応の蛍光は、最初の５
０サイクルでは１秒後に読み取るようにプログラムし、その後、その次の５０サイクルで
は２５秒後に読み取るようにプログラムした。すべての反応は、１×ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、１０ｍＭのＭｇＣｌ２、０．２μＭのパート
ザイムＡおよびＢ、ならびに０．２μＭの基質を含有していた（表１０のように組み合わ
せて試験した）。各反応は、１０ｎＭ標的配列（ＡＦ－ＴＦＲＣ）または無鋳型対照（Ｎ
Ｆ－Ｈ２Ｏ）のいずれかを用いた「試験」として二重試験方式で行った。
【０２４６】
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【表１４】

【０２４８】



(62) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

３．５．　結果：　標的配列の直接等温検出
　各ユニバーサル基質を用いた各反応は、合成鋳型ＡＦ－ＴＦＲＣ（ＴＦＲＣ遺伝子の部
分に対応する標的配列）を含有する反応で経時的に蛍光の増加を示した。すべての基質で
、無鋳型対照の蛍光は、標的配列含有反応よりも少なかった。このことから、標的含有反
応で生じた蛍光の増加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合の後でユニバーサルレポ
ーター基質が切断されたことに起因することが実証される。
【０２４９】
　各反応に対して、最初の読みで対をなす無鋳型反応で得られた値で各データ点を割り算
することにより、ＣＦＸ９６から得られた生の蛍光データ点を規格化した。次いで、これ
規格化データを用いて、試験データ点を無鋳型データ点で割り算することにより、約１０
分間の時点でシグナル対ノイズ値を計算した。この計算を各反応温度で各基質に対して行
った。シグナル対ノイズ値は、基質の切断効率の尺度を提供し（図６（ｉ））、高いシグ
ナル対ノイズは、効率的な切断を示す。また、温度範囲にわたり各基質に対してシグナル
対ノイズ比の標準偏差を計算してプロットすることにより、試験温度範囲にわたり一貫し
て高い活性を有する基質を決定した（図６（ｉｉ））。この標準偏差の低い値は、温度間
のシグナル対ノイズレベルの最小限の変化を示唆する。このことから、これら基質は温度
に対してロバストであることが示唆される。
【０２５０】
　温度範囲にわたる各基質に対するシグナル対ノイズ比の分析（図６（ｉ））から、シリ
ーズ１の基質（Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、およびＳｕｂ６）は、より低い測定温度でより高い
シグナル対ノイズを有していたことが示される。しかしながら、これらの基質の切断効率
は、反応温度を５８℃に上昇させた場合、劇的に低下した。シリーズ２の基質のサブセッ
ト（Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ４５、Ｓｕｂ４６、およびＳｕｂ６０Ｔ）に対して、類似のパタ
ーンが見られた。シリーズ２の基質Ｓｕｂ４９は、より低い温度で不十分な性能を示し、
より高い温度でわずかに改良されたが、全体的に他の基質よりも低いシグナル対ノイズを
有していた。シリーズ２の基質Ｓｕｂ６０Ｔは、温度の増加に伴ってシグナル対ノイズの
低下を示し、全体的により低い温度で他のシリーズ１および２の基質の大多数よりも低い
シグナル対ノイズを示した。他のシリーズ２の基質（Ｓｕｂ５５）およびシリーズ３の基
質のサブセット（Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、Ｓｕ
ｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、
Ｓｕｂ８９、およびＳｕｂ９０）は、高い蛍光レベルを呈したので、試験したすべての温
度にわたり効率的に切断された。シリーズ３の基質Ｓｕｂ７３、Ｓｕｂ７５、およびＳｕ
ｂ７７は、試験した温度にわたりほぼ同一のシグナル対ノイズ値を呈したが、全シグナル
対ノイズレベルは低かった。これらの３つの基質はすべて、ＭＮＡザイムｑＰＣＲで試験
した時、比較的低いＣｔ値を有する好結果を与えた（実施例２参照）。実施例２および３
のこれらの基質のデータの比較から、５２～５８℃の範囲内の一定温度を用いた場合、こ
れらの基質の代謝回転はより低いので、切断効率に影響を及ぼすことが示唆されうる。こ
の低下した基質の代謝回転は、切断産物の「オフ」速度に関連付けられうる。実施例２で
は、ＰＣＲの熱サイクルプロファイルの一部として温度を９０℃超に上昇させた時、切断
産物は、少なくとも１サイクルに１回、パートザイム基質アームから解離するであろう。
【０２５１】
　全体的に、設計ガイドラインに合致する基質（表９）は、これらガイドラインから外れ
る基質よりも試験した温度範囲にわたり高いシグナル対ノイズ比を示した（図６（ｉ））
。より特定的には、Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７４、Ｓ
ｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、Ｓｕｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６
、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、Ｓｕｂ８９、およびＳｕｂ９０を用いた反応は、試験したす
べての温度で高いシグナル対ノイズ値を呈したことから、温度範囲にわたりロバストな基
質であることが実証される。この改善は、各基質に対して温度にわたりシグナル対ノイズ
比から標準偏差を計算した時、さらに明白であった（図６（ｉｉ））。シグナル対ノイズ
の絶対値と組み合わせたこの変動測定から、試験した温度範囲にわたり、シリーズ２の基
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質Ｓｕｂ５５ならびにシリーズ３の基質Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７
９、Ｓｕｂ８０、Ｓｕｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７　Ｓｕ
ｂ８８、Ｓｕｂ８９、およびＳｕｂ９０は、広い温度範囲にわたりほとんど変動がない高
いシグナル対ノイズ比を有していたことが示唆される。４つの設計ガイドラインのうち３
つだけに一致する３つのシリーズ３の基質Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７２、およびＳｕｂ８４が
存在した。これらのうち２つのＳｕｂ７２およびＳｕｂ８４は、表９に明記される設計ガ
イドラインの４つすべてに一致するシリーズ３の基質よりも、シグナル対ノイズがわずか
に大きい標準偏差を有していた。
【０２５２】
　３つ以上の温度で１．６未満のシグナル対ノイズ値を有していた基質（Ｓｕｂ６０、Ｓ
ｕｂ７３、Ｓｕｂ７５、およびＳｕｂ７７）は、試験した温度範囲に対してロバストでな
いと考えられた。
【０２５３】
　これらのデータから、これらの設計ガイドライン（表９）の４つすべてを満たせば、一
般的には、温度範囲にわたり効率的かつロバストに切断される基質が得られるであろうと
思われる。
【０２５４】
　シリーズ２および３のうち最も奏功し基質の配列を調べることにより、これらの基質が
共通した特徴を共有することが示される。試験した温度にわたりシグナル対ノイズ比の変
動がほとんどない基質（図６（ｉ）および（ｉｉ））は、一般的には、塩基Ｎ４～Ｎ１３
内に７個以上のシトシンヌクレオチドを含有していた。このことから、コア領域、すなわ
ち、リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩基は、基質活性にかなり影響を及ぼすことが
示唆される。それに加えて、リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩基中の少数個（たと
えば、３、２、１、または０個）のグアニンヌクレオチドもまた、有益であることが観測
された。
【０２５５】
実施例４：　５２℃および５８℃のアニーリング温度でＭＮＡザイムｑＰＣＲと組み合わ
せたユニバーサル基質の使用。
　ＰＣＲなどのｖｉｔｒｏ標的増幅方法を用いてリアルタイムで標的核酸の増幅をモニタ
ーするために、ＭＮＡザイムを使用することが可能である。さらに、フルオロフォアとク
エンチャーとの対で標識されたＭＮＡザイム基質を用いてｑＰＣＲ時にリアルタイムモニ
ターすることにより、Ｃｔ値およびスティープネス（反応速度）により反応効率を示唆し
うる曲線が作成される。この実施例では、増幅および検出は、ＰＣＲ増幅およびＭＮＡザ
イム媒介検出が単一のチューブ内で同時に行われる一工程プロセスで実施される。５２℃
や５８℃（データを収集する温度）などのさまざまなアニーリング温度でのシグナル生成
速度（反応曲線のＣｔおよびスティープネスにより測定される）は、ユニバーサル基質の
配列により影響を受けることもがある。
【０２５６】
　当技術分野で使用されるＭＮＡザイムｑＰＣＲのアニーリング／検出温度は、５０～５
４℃である。この温度は、当技術分野で公知のユニバーサル基質が、効率的に切断される
温度に課される限定条件を有し、シリーズ１のユニバーサル基質では５４℃が上限である
という事実により決定された。より高い温度でアニールするプライマーおよびパートザイ
ムを設計するうえでより大きい柔軟が可能になるように、より高い温度で切断されるユニ
バーサル基質の必要性が存在する。プライマーおよびパートザイムに対するこの設計柔軟
性は、特異的検出のためにより高いＴｍを有するパートザイムおよびプライマーを必要と
する、配列中に高パーセントのＧ塩基およびＣ塩基を有する対象の遺伝子標的など、多く
の用途にきわめて有益であろう。５２～５８℃の温度範囲で効率的に切断される基質が存
在すれば、ユニバーサル基質の有用性は、大幅に増大されるであろう。
【０２５７】
　この実施例では、表１１にまとめられている一連の遺伝子を標的とするように、シリー
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ズ１、２、および３のユニバーサル基質に対応するパートザイムを設計した。本明細書に
記載されるように、任意の遺伝子配列もしくは遺伝子転写物または任意の他の核酸増幅産
物を標的として使用可能であることは、当業者であればわかるであろう。ｑＰＣＲにおい
て５２℃および５８℃のアニーリング温度で、パートザイムとその関連ユニバーサル基質
との各組合せを試験した。この比較から得られる結果から、シリーズ１、２、および３の
基質が、さまざまな遺伝子を標的として、リアルタイムＰＣＲにおいてさまざまなアニー
リング温度で、同一の、より高い、またはより低い切断効率レベルを可能にするか、を決
定する。切断効率レベルは、さまざまなユニバーサル基質を含有する反応に対して、Ｃｔ
値を測定することにより、および反応曲線のスティープネスを調べることにより、決定し
た。
【０２５８】
【表１５】

【０２５９】
４．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　リアルタイムＰＣＲでユニバーサル基質の切断効率を測定すべく行った実験では、ヒト
ＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、Ｂ２Ｍ、ＨＭＢＳ、ＲＰＬ１３ａ、またはＴＦＲＣ遺伝子に相
補的なセンサーアームを用いて、パートザイムオリゴヌクレオチドＡおよびＢを設計した
。ＡおよびＢのパートザイムの配列は、以下では５’→３’方向に列挙されている。下線
付き塩基は、基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌクレオチドの３’リン酸
化を表す。
　配列番号９６　パートザイムＡ　ＣＹＰ２Ｃ９Ａ／３－Ｐ：
　ＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＣＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＴＧ
　配列番号９７　パートザイムＢ　ＣＹＰ２Ｃ９Ｂ／３－Ｐ：
　ＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＣ
　配列番号９８　パートザイムＡ　ＣＹＰ２Ｃ９Ａ／６１－Ｐ：
　ＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧ
　配列番号９９　パートザイムＢ　ＣＹＰ２Ｃ９Ｂ／６１－Ｐ：
　ＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＣ
　配列番号１００　パートザイムＡ　ＴＰ５３Ａ／６－Ｐ：
　ＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号１０１　パートザイムＢ　ＴＰ５３Ｂ／６－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧＧ
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　配列番号１０３　パートザイムＢ　ＴＰ５３Ｂ／７２－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧＧ
　配列番号１０４　パートザイムＡ　ＴＰ５３Ａ／７４－Ｐ：
　ＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴ
　配列番号１０５　パートザイムＢ　ＴＰ５３Ｂ／７４－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧＧ
　配列番号１０６　パートザイムＡ　ＴＰ５３Ａ／７９－Ｐ：
　ＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
　配列番号１０７　パートザイムＢ　ＴＰ５３Ｂ／７９－Ｐ：
　ＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧ
Ｇ
　配列番号１０８　パートザイムＡ　Ｂ２ＭＡ／６０－Ｐ：
　ＡＴＴＣＡＧＧＴＴＴＡＣＴＣＡＣＧＴＣＡＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＴＴＧＧＣ
　配列番号１０９　パートザイムＢ　Ｂ２ＭＢ／６０－Ｐ：
　ＧＴＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣＡ
ＡＡ
　配列番号１１０　パートザイムＡ　Ｂ２ＭＡ／６１－Ｐ
　ＡＴＴＣＡＧＧＴＴＴＡＣＴＣＡＣＧＴＣＡＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧ
　配列番号１１１　パートザイムＢ　Ｂ２ＭＢ／６１－Ｐ
　ＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣＡ
ＡＡ
　配列番号１１２　パートザイムＡ　Ｂ２ＭＡ／７９－Ｐ
　ＡＴＴＣＡＧＧＴＴＴＡＣＴＣＡＣＧＴＣＡＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
　配列番号１１３　パートザイムＢ　Ｂ２ＭＢ／７９－Ｐ
　ＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣ
ＡＡＡ
　配列番号１１４　パートザイムＡ　ＨＭＢＳＡ／４９－Ｐ：
　ＧＣＣＡＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡＣＧＧＣＡＡＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＣＣＡＡＧＴＴＴＡ
　配列番号１１５　パートザイムＢ　ＨＭＢＳＢ／４９－Ｐ：
　ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＴＧＣＧＧＣＴＧＣＡＡＣＧＧＣＧＧＴＧ
　配列番号１１６　パートザイムＡ　ＨＭＢＳＡ／７５－Ｐ：
　ＧＣＣＡＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡＣＧＧＣＡＡＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡ
　配列番号１１７　パートザイムＢ　ＨＭＢＳＢ／７５－Ｐ：
　ＴＡＧＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＴＧＣＧＧＣＴＧＣＡＡＣＧＧＣＧＧＴＧ
　配列番号３４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／２－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＴＴ
　配列番号３５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／２－Ｐ：
　ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号３８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７２－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号５５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７２－Ｐ：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号６６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／８０－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴ
　配列番号６７　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／８０－Ｐ：
　ＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号１１８　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／５５－Ｐ
　ＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
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　配列番号１１９　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／５５－Ｐ
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
　配列番号１２０　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／８０－Ｐ
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴ
　配列番号１２１　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／８０－Ｐ
　ＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
　配列番号１２２　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／８８－Ｐ
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧ
【０２６０】
４．２．　レポーター基質
　本実施例では、基質は、５’末端をフルオロフォアで標識し、３’末端をクエンチャー
部分で標識した。表１２は、基質－フルオロフォア／クエンチャーの組合せを示している
。いくつかの基質は、１つ超の特定のフルオロフォア／クエンチャーの組合せで試験した
。種々の発光波長および励起波長で基質の切断をモニターした（表１２）。
【０２６１】
【表１６】

【０２６２】
　この実施例で試験したレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されてい
る。小文字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。
　配列番号２１　Ｓｕｂ２：
　ＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＧＧＧＣＡ
　配列番号２２　Ｓｕｂ３：
　ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣｇｕＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
　配列番号２３　Ｓｕｂ６：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号２８　Ｓｕｂ４９：
　ＴＡＡＡＣＴＴＧＧＣＴＣｇｕＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＡ
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　配列番号２９　Ｓｕｂ５５：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号３０　Ｓｕｂ６０：
　ＧＣＣＡＡＣＣＡＣｇｕＣＣＡＡＣＡＣＧＡＣ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７５　Ｓｕｂ７２：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７７　Ｓｕｂ７４：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７８　Ｓｕｂ７５：
　ＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＣＣＡＣＴＡ
　配列番号８０　Ｓｕｂ７９：
　ＴＣＣＴＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣ
　配列番号８１　Ｓｕｂ８０：
　ＡＡＣＣＧＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣ
　配列番号８８　Ｓｕｂ８８：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
【０２６３】
４．３．　標的配列ならびにＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、Ｂ２Ｍ、ＨＭＢＳ、ＴＦＲＣ、お
よびＲＰＬ１３ａ遺伝子の増幅用のＰＣＲプライマー
　ＩＭ９細胞系から抽出したヒトゲノムＤＮＡ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を標的遺伝子のｉｎ　
ｖｉｔｒｏ増幅用の鋳型として使用した。以下に列挙したオリゴヌクレオチドＰＣＲプラ
イマーを用いてｑＰＣＲによりアンプリコンを産生した。プライマー配列は、５’→３’
方向に列挙されている。プライマー配列中のボールド体の配列は、遺伝子標的に対するプ
ライマーの特異性に影響を及ぼすことのなくプライマーのＴｍを増大させるユニバーサル
タグ（Ｕ１、Ｕ２、またはＵ３）に対応する。このタグは、ＰＣＲ反応の増幅効率を改善
する。
　配列番号９１　フォワードプライマー　５ＴＦＲＣ＿Ｕ１
　ＧＣＴＡＡＡＡＣＡＡＴＡＡＣＴＣＡＧＡＡＣＴＴＡＣＧ
　配列番号９２　リバースプライマー　３ＴＦＲＣ＿Ｕ２
　ＣＡＧＣＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＴＡＣＣＡＴＣＣＴＡ
　配列番号１２３　フォワードプライマー　５Ｂ２Ｍ＿Ｕ１
　ＧＣＴＡＡＴＣＴＴＴＴＣＣＣＧＡＴＡＴＴＣＣＴＣＡＧ
　配列番号１２４　リバースプライマー　３Ｂ２Ｍ＿Ｕ２
　ＣＡＧＣＣＣＡＧＡＣＡＣＡＴＡＧＣＡＡＴＴＣＡＧ
　配列番号１２５　フォワードプライマー　５ＴＰ５３＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＣＴＴＡＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＣＴＴＣＴＣ
　配列番号１２６　リバースプライマー　３ＴＰ５３＿Ｕ２
　ＣＡＧＣＴＣＴＧＴＧＣＧＣＣＧＧＴＣＴＣＴＣ
　配列番号１２７　フォワードプライマー　５ＲＰＬ１３ａ＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＡＧＣＴＣＡ
　配列番号１２８　リバースプライマー　３ＲＰＬ１３ａ＿Ｕ２
　ＣＡＧＧＡＧＧＡＡＴＴＡＡＣＡＧＴＣＴＴＴＡＴＴＧＧ
　配列番号１２９　フォワードプライマー　５ＣＹＰ２Ｃ９＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＣＣＴＣＡＴＧＡＣＧＣＴＧＣＧＧＡＡ
　配列番号１３０　リバースプライマー　３ＣＹＰ２Ｃ９＿Ｕ２
　ＣＡＧＡＴＡＴＧＧＡＧＴＡＧＧＧＴＣＡＣＣＣＡ
　配列番号１３１　フォワードプライマー　５ＨＭＢＳ＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＡＣＣＣＡＣＡＣＡＣＡＧＣＣＴＡＣＴＴＴＣ
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　配列番号１３２　リバースプライマー　３ＨＭＢＳ＿Ｕ２
　ＣＡＧＡＧＣＣＣＡＡＡＧＴＧＴＧＣＴＧＧＴＣＡ
【０２６４】
４．４．　反応成分：　標的配列の増幅および定量
　標的配列のリアルタイムＰＣＲ増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。
反応はすべて、ＣＦＸ９６　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）で行った。表１３のように、基質およびその関連パートザイム
を用いて反応を構成した。サイクルパラメーターは、
　１）９５℃で２分間、９５℃で１５秒間と５２℃で６０秒間とを５０サイクル（５２℃
の工程でデータを収集した）、または
　２）９５℃で２分間、９５℃で１５秒間と５８℃で６０秒間とを５０サイクル（５８℃
の工程でデータを収集した）
のいずれかであった。
【０２６５】
　反応条件の各セットは、二重試験方式で行われ、４０ｎＭのフォワードプライマー、２
００ｎＭのリバースプライマー、各２００ｎＭのパートザイムＡおよびパートザイムＢ、
２００ｎＭの基質、８ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、１０単位のＲｉｂｏ
Ｓａｆｅ　ＲＮアーゼ阻害剤（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌ
ｉｎｅ）、２単位のＭｙＴａｑＨＳ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、お
よびゲノムＤＮＡ鋳型（１００ｎｇ）または無標的（ＮＦ－Ｈ２Ｏ）のいずれかを含有し
ていた。
【０２６６】
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【表１７】

【０２６７】
４．５．　結果：　標的の増幅およびレポーター基質の切断
　ヒトゲノムＤＮＡを含有する各ＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応は、５２℃および５８℃の両
方のアニーリング温度で、遺伝子ＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、Ｂ２Ｍ、ＨＭＢＳ、ＲＰＬ１
３ａ、およびＴＦＲＣのリアルタイム検出で、経時的な蛍光の増加を示した（図７）。す
べてのユニバーサル基質で、無ＤＮＡ標的対照の蛍光は、ＤＮＡ標的含有反応よりも少な
かった。このことから、標的含有反応で生じた蛍光の増加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標
的依存集合の後でユニバーサルレポーター基質の１つが切断されたことに起因することが
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実証される。
【０２６８】
　ＣＹＰ２Ｃ９およびＴＰ５３遺伝子のＭＮＡザイムｑＰＣＲ検出の結果から、試験した
ユニバーサル基質はすべて、５２℃で等価な性能を呈することが示され、基質間のＣｔ差
は０．５未満であり、増幅曲線の傾きは類似していた（表１４ならびにそれぞれ図７（ｉ
）ａおよび（ｉｉ）ａ）。より高い５８℃の温度では、試験したシリーズ１の基質（Ｓｕ
ｂ３およびＳｕｂ６）は、試験したシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ
７４、およびＳｕｂ７９）よりも劣った性能を呈し、基質間のＣｔ差は１超であり、Ｓｕ
ｂ３およびＳｕｂ６は、増幅曲線の傾きがより緩やかであったことから、より低い効率の
反応であることが示唆される（表１４およびそれぞれ図７（ｉ）ｂおよび（ｉｉ）ｂ）。
これらのデータから、これらのシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７４
、およびＳｕｂ７９）の改善された設計は、５８℃でより効率的な切断をもたらし、高温
でのこの改善された性能は、より低温でのこれらの基質の効率的切断を阻害しないことが
示される。
【０２６９】
　Ｂ２ＭおよびＨＭＢＳ遺伝子のＭＮＡザイムｑＰＣＲ検出の結果から、試験したユニバ
ーサル基質はすべて、５２℃で等価な性能を呈することが示され、基質間のＣｔ差はわず
か約０．５であり、増幅曲線の傾きは類似していた（表１４ならびにそれぞれ図７（ｉｉ
ｉ）ａおよび（ｉｖ）ａ）。より高い５８℃の温度では、試験したシリーズ２の基質（Ｓ
ｕｂ６０およびＳｕｂ４９）は、試験したシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１およびＳｕｂ７
５およびＳｕｂ７９）よりも劣った性能を呈し、基質間のＣｔ差は１超であり、Ｓｕｂ６
０およびＳｕｂ４９は、増幅曲線の傾きがより緩やかであったことから、より低い効率の
反応であることが示唆される（表１４およびそれぞれ図７（ｉｉｉ）ｂおよび（ｉｖ）ｂ
）。これらのデータから、これらのシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ７５、および
Ｓｕｂ７９）の改善された設計は、５８℃でより効率的な切断をもたらし、高温でのこの
改善された性能は、より低温での基質の効率的切断を阻害しないことが示される。シリー
ズ２の基質と対比してシリーズ３の基質の５８℃でのより良好な性能は、シリーズ３の基
質が、高活性基質の設計ガイドラインすべてを満たし、シリーズ２の基質がそうではない
という事実に起因しうる（表９参照）。
【０２７０】
　ＴＦＲＣ遺伝子のＭＮＡザイムｑＰＣＲ検出の結果から、試験したユニバーサル基質は
すべて、５２℃で等価な性能を呈することが示され、基質間のＣｔ差はわずか約０．５で
あり、増幅曲線の傾きは類似していた（表１４および図７（ｖ）ａ）。５８℃では、試験
したシリーズ３の基質（Ｓｕｂ７２およびＳｕｂ８０）は両方とも、シリーズ１の基質（
Ｓｕｂ２）よりも良好な性能を呈し、基質間のＣｔ差は１超であり、Ｓｕｂ２は、増幅曲
線の傾きがより緩やかであったことから、より低い効率の反応であることが示唆される（
表１４および図７（ｖ）ｂ）。５８℃では、シリーズ３の基質Ｓｕｂ８０は、シリーズ３
の基質Ｓｕｂ７２よりも良好な性能を呈し、基質間のＣｔ差は１超であった。Ｓｕｂ８０
は、高活性基質の設計ガイドラインすべてを満たし、Ｓｕｂ７２は、そうではない（表９
参照）。
【０２７１】
　ＲＰＬ１３ａ遺伝子のＭＮＡザイムｑＰＣＲ検出の結果から、５２℃では、シリーズ２
の基質Ｓｕｂ５５およびシリーズ３の基質Ｓｕｂ８８は、シリーズ３の基質Ｓｕｂ８０よ
りも良好にあることが示された（表１４および図７（ｖｉ）ａ）。５８℃では、シリーズ
３の基質Ｓｕｂ８０およびシリーズ２のＳｕｂ５５は、同一の性能を呈し、これらの基質
は両方とも、シリーズ３の基質Ｓｕｂ８８よりも良好な性能であった（表１４および図７
（ｖｉ）ｂ）。シリーズ２の基質Ｓｕｂ５５は、高活性基質の設計ガイドラインの全部を
すべて満たすので（表９参照）、良好な性能を呈することが期待されよう。シリーズ３の
Ｓｕｂ８８もまた、高活性基質の設計ガイドラインのすべてを満たすが（表９）、Ｓｕｂ
５５と同様な性能を示さなかった。全体的に、設計ガイドラインは、ＭＮＡザイムｑＰＣ
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【０２７２】
　全体的に、一連の異なる標的配列を用いて、シリーズ１、２、および３の基質は、５２
℃で行ったＭＮＡザイムｑＰＣＲと同等の性能を呈した。５８℃では、シリーズ３の基質
は、以上で説明したように高活性基質の設計ガイドラインのすべてにあてはまるシリーズ
２の基質Ｓｕｂ５５を除いて、シリーズ１および２の基質を上回る性能を呈した。これら
のデータから、設計ガイドラインは、一般的には、ｑＰＣＲに使用される熱サイクルプロ
トコルに関連する温度範囲でロバストであるかつ効率的に切断される基質をもたらすこと
が示される。
【０２７３】
　表１４に（＾）により示されたシリーズ３の基質のいくつかが、非常に高いＴｍを有す
るため、より低温では切断された基質の代謝回転が不十分になる可能性があり、したがっ
て、たとえ活性が他の基質と同等であったとしても、最終蛍光値がより低くなることは、
注目に値する。
【０２７４】
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【表１８】

【０２７５】
実施例５：　ＤＮＡザイムと組み合わせたユニバーサル基質の使用
　１０－２３ＤＮＡザイムは、基質配列に直接結合してそれを修飾可能な単分子構造であ
る。１０－２３ＤＮＡザイムは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断用途に有用である。触媒領域の類
似性に起因して、１０－２３ＤＮＡザイムは、１０－２３ＤＮＡザイムベースのＭＮＡザ
イムにより切断可能な基質に結合してそれを切断することが可能である。ＭＮＡザイムと
異なり、ＤＮＡザイムは、活性コアを形成するための標的配列を必要としないので、１０
－２３ＤＮＡザイムによる基質の結合および後続の切断は、標的配列により影響されず、
分離した触媒コアを利用しない。シリーズ１のユニバーサル基質（Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、
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およびＳｕｂ６）、シリーズ２のユニバーサル基質（Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ４５、Ｓｕｂ４
９、Ｓｕｂ５５、およびＳｕｂ６０Ｔ）、およびシリーズ３の基質（Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ
７２、Ｓｕｂ７３、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７７、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、Ｓ
ｕｂ８４、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、およびＳｕｂ８９）を切
断するマッチ１０－２３ＤＮＡザイムの能力を測定することにより、本発明の設計ガイド
ラインが、温度範囲にわたり高活性を有してロバストに１０－２３ＤＮＡザイムにより切
断可能な基質の開発をもたらすかを決定した。
【０２７６】
５．１．　１０－２３ＤＮＡザイムオリゴヌクレオチド
　以上に記載されたならびに表４および５に列挙された基質に相補的なセンサーアームを
用いて、一連の１０－２３ＤＮＡザイムを設計した。ＤＮＡザイムの配列は、以下では５
’→３’方向に列挙されており、下線付き塩基は、基質にハイブリダイズし、イタリック
体の塩基は、触媒コアを形成する。以下のいくつかのＤＮＡザイム配列は、まさしく５’
および３’末端に追加のＧを含有する（たとえば、Ｄｚ５５）。これらの追加された塩基
は、基質にハイブリダイズせず、ＤＮＡザイムが基質を切断する効率に影響を及ぼさない
。
　配列番号１３３　ＤＮＡザイム　Ｄｚ２
　ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＴＴ
　配列番号１３４　ＤＮＡザイム　Ｄｚ３
　ＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＴＧ
　配列番号１３５　ＤＮＡザイム　Ｄｚ６
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号１３６　ＤＮＡザイム　Ｄｚ４４
　ＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＴＧ
　配列番号１３７　ＤＮＡザイム　Ｄｚ４５
　ＴＴＣＣＡＡＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＡＣＣＣＧＴ
　配列番号１３８　ＤＮＡザイム　Ｄｚ４９
　ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＣＣＡＡＧＴＴＴＡ
　配列番号１３９　ＤＮＡザイム　Ｄｚ５５
　ＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ
　配列番号１４０　ＤＮＡザイム　Ｄｚ６０
　ＧＴＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＧＴＴＧＧＣ
　配列番号１４１　ＤＮＡザイム　Ｄｚ６１
　ＧＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧＧ
　配列番号１４２　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７２
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴＧ
　配列番号１４３　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７３
　ＧＣＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＣＧＣＣＡＧ
　配列番号１４４　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７４
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧ
　配列番号１４５　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７５
　ＧＴＡＧＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡＧ
　配列番号１４６　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７７
　ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧＧ
　配列番号１４７　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７９
　ＧＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＧ
　配列番号１４８　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８０
　ＧＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴＧＧ
　配列番号１４９　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８４
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ



(74) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

　配列番号１５０　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８５
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ
　配列番号１５１　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８６
　ＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴＧ
　配列番号１５２　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８７
　ＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧ
　配列番号１５３　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８８
　ＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧＧ
　配列番号１５４　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８９
　ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ
【０２７７】
５．２．　レポーター基質
　本実施例では、基質は、５’末端を６－ＦＡＭ部分（以下の基質名では「Ｆ」により表
される）で、３’末端をＩｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱクエンチャー部分（以下
の基質名で「ＩＢ」により表される）で、末端標識した。基質の切断は、４５０～４９０
ｎｍの励起（ＣＦＸ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ励起波長領域）を用いて５１０
～５３０ｎｍ（ＣＦＸ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ発光波長範囲）でモニターし
た。この実施例のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小
文字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。
　配列番号２１　Ｓｕｂ２－ＦＩＢ：
　ＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＧＧＧＣＡ
　配列番号２２　Ｓｕｂ３－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣｇｕＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
　配列番号２３　Ｓｕｂ６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号２５　Ｓｕｂ４４－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＧＴＣＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡ
　配列番号２６　Ｓｕｂ４５－ＦＩＢ：
　ＡＣＧＧＧＴＣＣＣｇｕＣＴＣＣＴＴＴＧＧＡＡ
　配列番号２８　Ｓｕｂ４９－ＦＢ：
　ＴＡＡＡＣＴＴＧＧＣＴＣｇｕＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＡ
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号７２　Ｓｕｂ６０Ｔ－ＦＩＢ：
　ＴＧＣＣＡＡＣＣＡＣｇｕＣＣＡＡＣＡＣＧＡＣ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７５　Ｓｕｂ７２－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７６　Ｓｕｂ７３－ＦＢ：
　ＴＧＧＣＧＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＧＴＧ
　配列番号７７　Ｓｕｂ７４－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７８　Ｓｕｂ７５－ＦＩＢ：
　ＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＣＣＡＣＴＡ
　配列番号７９　Ｓｕｂ７７－ＦＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
　配列番号８０　Ｓｕｂ７９－ＦＩＢ：
　ＴＣＣＴＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣ
　配列番号８１　Ｓｕｂ８０－ＦＩＢ：
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　ＡＡＣＣＧＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣ
　配列番号８４　Ｓｕｂ８４－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８５　Ｓｕｂ８５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８６　Ｓｕｂ８６－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８７　Ｓｕｂ８７－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８８　Ｓｕｂ８８－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号８９　Ｓｕｂ８９－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
【０２７８】
５．３．　反応成分：　５０℃～６０℃の温度でのＤＮＡザイムによる基質の切断
　マッチＤＮＡザイムによる結合および後続の切断により引き起こされる蛍光シグナルの
増加により、基質の切断を測定した。マッチＤＮＡザイムによる各基質の切断を測定すべ
く、個別の反応を構成した（表１５のようなオリゴヌクレオチド）。反応は、２５μＬの
全体積中に１×ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、１０ｍＭ
のＭｇＣｌ２、２００ｎＭの基質、およびＮＦ－Ｈ２Ｏを含有するものであった。各反応
は、「試験」（１ｎＭ　ＤＮＡザイム添加）反応または「対照」（ＮＦ－Ｈ２Ｏ添加）反
応のいずれかとして二重試験方式で行った。反応は、５０、５２、５４、５６、５８、お
よび６０℃で、ＣＦＸ９６（商標）Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
Ｓｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）を用いて行った。各反応の蛍光は、最初の５０サイクルで
は１秒後に読み取るようにプログラムし、その後、その次の５０サイクルでは２５秒後に
読み取るようにプログラムした。
【０２７９】
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【表１９】

【０２８０】
５．５．　結果：　種々の温度でのＤＮＡザイムによる基質の切断
　マッチ基質と共にＤＮＡザイムを含有する各試験反応は、経時的に蛍光の増加を示した
。水のみの対照反応（ＤＮＡザイム無添加）の蛍光の増加はなかった。このことから、Ｄ
ＮＡザイム含有反応で生じた蛍光の増加は、ＤＮＡザイムによる結合および後続のレポー
ター基質の触媒切断によるものであることが実証される。
【０２８１】
　各基質データセット（試験反応および対照反応）で、生の蛍光データ点をＥｘｃｅｌ（
Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ）にエクスポートし、二重試験値を平均し、次いで、規格化した。規
格化は、各平均データ点を同一の基質を含有する反応の最初の読取り時の無ＤＮＡザイム
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反応の平均値で割り算することにより行った（たとえば、Ｓｕｂ６１の試験反応の平均デ
ータをＳｕｂ６１の無ＤＮＡザイム対照反応の１サイクル目の平均蛍光で割り算し、Ｓｕ
ｂ６１の無ＤＮＡザイム対照反応の平均データをＳｕｂ６１の無ＤＮＡザイム対照反応の
１サイクル目の平均蛍光で割り算した）。次いで、これら規格化データを用いて、１０分
間の時点での試験反応の規格化蛍光を１０分間の時点での無ＤＮＡザイム反応の規格化蛍
光で割り算することにより、反応開始の約１０分間後のシグナル対ノイズ比を計算した。
シグナル対ノイズのこの計算は、ＤＮＡザイムと基質との各組合せに対して試験した各温
度で行った。次いで、種々の温度でそのマッチＤＮＡザイムによる各基質の切断効率を比
較するために、シグナル対ノイズ値を棒グラフ上にプロットした（図８（ｉ））。温度範
囲にわたり各基質のシグナル対ノイズ比の標準偏差も計算してプロットし、試験した温度
範囲にわたり一貫性のあるシグナル対ノイズを有する基質を決定した（図８（ｉｉ））。
このことから、これら基質は温度に対してロバストであることが示唆される。
【０２８２】
　実験誤差に起因して、５４℃でのＳｕｂ２のデータまたは５８℃でのＳｕｂ７９のデー
タは存在しないが、これがデータの全体的解釈に及ぼす影響はきわめて少ない。
【０２８３】
　各基質に対するシグナル対ノイズ比の分析（図８（ｉ））から、シリーズ１の基質（Ｓ
ｕｂ２、Ｓｕｂ３、およびＳｕｂ６）は、より低い測定温度で、より高いシグナル対ノイ
ズを有していたことが示される。しかしながら、これらの基質の切断効率は、反応温度を
上昇させた場合、劇的に低下した。シリーズ２の基質のサブセット（Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ
４５、Ｓｕｂ４９、およびＳｕｂ６０Ｔ）に対して、類似のパターンが見られた。他のシ
リーズ２の基質（Ｓｕｂ５５）および試験したシリーズ３の基質の大多数（Ｓｕｂ６１、
Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８
５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、およびＳｕｂ８９）は、試験したすべての温
度にわたり高いシグナル対ノイズを呈した。シリーズ３の基質Ｓｕｂ７３およびＳｕｂ７
７は、試験したすべての温度で一様に低いシグナル対ノイズを有していたことから、新し
い設計ガイドラインは、ロバストな基質の良好な設計可能性を提供するが（本出願では８
３％の成功率）、これらのガイドラインブトを満たしても、一部のＭＮＡザイムおよび／
またはＤＮＡザイムの診断用途に適さない配列が、依然としていくつか存在することが示
唆される。また、Ｓｕｂ７３およびＳｕｂ７７の結果から、ｑＰＣＲ用途でロバストであ
りＭＮＡザイムにより効率的に切断される基質の検出に関して、可能性のある基質配列の
大量スクリーニングにＤＮＡザイムを利用してＭＮＡザイム診断用途に好適なものを見い
だす方法は、見落としを生じる可能性があり、その逆も同様であることが明らかである（
図５のＭＮＡザイムｑＰＣＲにおけるＳｕｂ７３およびＳｕｂ７７の利用の成功例につい
ては、実施例２を参照されたい）。
【０２８４】
　全体的に、設計ガイドラインのすべてを満たす基質の大多数（表９）は、これらのガイ
ドラインの１つ以上にあてはまらない基質よりも、試験した温度範囲にわたり大きいシグ
ナル対ノイズ比を示した（図８（ｉ））。より特定的には、Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６１、Ｓ
ｕｂ７２、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、Ｓｕｂ８４、Ｓｕｂ８５
、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、およびＳｕｂ８９を用いた反応は、試験したす
べての温度で高いシグナル対ノイズ値を呈したことから、これらは、温度範囲にわたりロ
バストな基質であるであることが実証される。この改善は、各基質に対して温度にわたり
シグナル対ノイズ比から標準偏差を計算した時、さらに明白であった（図８（ｉｉ））。
この変動測定では、試験した温度範囲にわたり、シリーズ２の基質Ｓｕｂ５５ならびにシ
リーズ３の基質Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ７２　Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ
８０、Ｓｕｂ８２、Ｓｕｂ８３、Ｓｕｂ８５、Ｓｕｂ８６、Ｓｕｂ８７、Ｓｕｂ８８、お
よびＳｕｂ８９は、試験した温度範囲にわたり類似のシグナル対ノイズを有することが示
されたので、広い温度範囲にわたりロバストな基質であることが実証される。Ｓｕｂ６０
Ｔ、Ｓｕｂ７３、およびＳｕｂ７７は、温度範囲にわたりシグナル対ノイズの標準偏差が
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小さいことが実証されるが、絶対的なシグナル対ノイズがすべての温度で非常に低いので
、本出願ではこれらの基質がロバストな基質から除外されることに留意されたい。
【０２８５】
実施例６：　ＭＮＡザイムｑＰＣＲを用いたユニバーサル基質の非特異的切断に関する試
験。
　ＭＮＡザイムは、ＰＣＲのような、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ標的増幅方法を用いて、標的核酸
の増幅をリアルタイムで観察するのに使われ得る。増幅と検出はＰＣＲ増幅およびＭＮＡ
ザイム媒介検出が単一のチューブ内で同時に行われる一工程プロセスで実施される。個々
の標的に特異的な標的センサーアームを有するパートザイムを用いて、単一の反応槽内で
複数の標的を増幅および検出することが可能である。第１の標的を検出するためのパート
ザイムは、第１の基質に結合してそれを切断し、第２の標的を検出するためのパートザイ
ムは、第２の基質に結合してそれを切断するであろう。標的の検出を特異的なものとする
ために、反応ミックス中の任意の他の基質を切断するように設計されたパートザイムによ
る基質の非特異的切断を存在させることはできない。
【０２８６】
　ＭＮＡザイムパートザイムの基質センサーアームと反応時に存在する他の基質との相補
度は、結合の特異性に影響を及ぼす。リボヌクレオチドに最も近い塩基の十分な相補性は
、特異的切断により重要である。効率的に切断されるユニバーサル基質の形成の設計ガイ
ドラインは、ユニバーサル基質の配列組成に関する制約を含む。すなわち、リボヌクレオ
チド（Ｎ４～Ｎ１３）を取り囲む１０個の塩基中７個以上はシトシンヌクレオチドであり
、リボヌクレオチドに直接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ９）はシトシンであり、基質の全
含有率は＞６４％ピリミジンを有する。これらの制約は、リボヌクレオチドの近くの基質
の配列の類似性をもたらす可能性があり、とくに、一連のユニバーサル基質が単一の反応
ミックス中にそれらの関連パートザイムと共に存在する多重方式では、部分的にマッチし
たパートザイムによるユニバーサル基質の非特異的切断を引き起こす可能性がある。基質
が、第２の基質を特異的に切断するように設計された部分的にマッチしたパートザイムに
より非特異的に切断される場合、その特定の組合せの基質は、多重方式で使用するのに好
適ではない可能性がある。
【０２８７】
　この実施例では、Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ７２、およびＳｕｂ７４に会合する
パートザイムによる非特異的切断活性に関して、ユニバーサル基質Ｓｕｂ４４、Ｓｕｂ５
５、Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ６５、Ｓｕｂ７２、およびＳｕｂ７４を試験した。これは、他の
基質に十分な相補性で結合するように設計されたパートザイム対を用いて各ユニバーサル
基質を個別に試験して、シグナルがＭＮＡザイムｑＰＣＲ方式で検出されるかを調べるこ
とを含んでいた。それぞれの基質が３つの塩基のみ異なることから、Ｓｕｂ７２およびＳ
ｕｂ７４のパートザイムをこの試験に選択した（図９（ｉ）ａおよび（ｉｉ）ａ）。リボ
ヌクレオチドの周りの中心領域（Ｎ４～Ｎ１３）が非常に類似していることから、Ｓｕｂ
５５のパートザイムを選択してＳｕｂ６１およびＳｕｂ６５により試験した（図９（ｉｉ
ｉ）ａ）。他の基質にそれほど類似していないことから、Ｓｕｂ４４のパートザイムを対
照として選択した（図９（ｉｖ）ａ）。
【０２８８】
６．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　非相補的パートザイムによる非特異的切断に関して試験すべく行った実験では、ヒトＲ
ＰＬ１３ａ遺伝子に相補的な標的センサーアームと以上で考察したユニバーサル基質のそ
れぞれに相補的な基質センサーアームとを有するパートザイムオリゴヌクレオチドＡおよ
びＢを設計した。ＡおよびＢのパートザイムの配列は、以下では５’→３’方向に列挙さ
れている。下線付き塩基は、基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌクレオチ
ドの３’リン酸化を表す。
　配列番号１５５　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／４４－Ｐ：
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＣＴ
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Ｇ
　配列番号１５６　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／４４－Ｐ：：
　ＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣ
Ｔ
　配列番号１１８　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／５５－Ｐ
　ＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号１１９　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／５５－Ｐ
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
　配列番号１５７　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／７２－Ｐ：
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号１５８　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／７２－Ｐ：：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
　配列番号１５９　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／７４－Ｐ：
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴ
　配列番号１６０　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／７４－Ｐ：：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
【０２８９】
６．２．　レポーター基質
　本実施例では、基質は、５’末端を６－ＦＡＭ部分（以下の基質名では「Ｆ」により表
される）で、３’末端をＩｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱクエンチャー部分（以下
の基質名で「ＩＢ」により表される）で、末端標識した。４８５ｎｍ（ＦＡＭ励起波長）
の励起を用いて５３０ｎｍ（ＦＡＭ発光波長）で基質の切断をモニターした。この実施例
のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小文字の塩基はＲ
ＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。
　配列番号２５　Ｓｕｂ４４－ＦＢ：
　ＣＡＧＧＴＣＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＡＴＡＧＴＧＡ
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－ＦＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１－ＦＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７４　Ｓｕｂ６５－ＦＢ：
　ＴＣＴＣＧＡＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７５　Ｓｕｂ７２－ＦＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７７　Ｓｕｂ７４－ＦＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
【０２９０】
６．３．　標的配列およびＲＰＬ１３ａ増幅用のＰＣＲプライマー
　この実施例の標的配列は、以下に列挙したオリゴヌクレオチドＰＣＲプライマーを用い
て、ＩＭ９細胞系から抽出されたヒトゲノムＤＮＡ（Ｐｒｏｍｅｇａ）のｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ　ＰＣＲ増幅により産生された、ＲＰＬ１３ａ遺伝子のＰＣＲアンプリコンであった。
この実施例のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。
　配列番号１６１　フォワードプライマー　５ＲＰＬ１３ａ：
　ＡＣＣＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＡＧＣＴＣＡ
　配列番号１６２　リバースプライマー　３ＲＰＬ１３ａ：
　ＧＡＧＧＡＡＴＴＡＡＣＡＧＴＣＴＴＴＡＴＴＧＧ
【０２９１】
６．４．　反応成分：　増幅およびユニバーサル基質の特異的および非特異的な切断の測
定
　標的配列のリアルタイムＰＣＲ増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。
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すべての反応をＭｘ３００５Ｐ　ＱＰＣＲシステム（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）で行った。
サイクルパラメーターは、９５℃で２分間、９５℃で１５秒間と５２℃で６０秒間とを４
０サイクル（５２℃でデータを収集した）。表１６の基質およびパートザイムを用いて反
応を構成した。反応条件の各セットは、二重試験方式で試験され、４０ｎＭの５ＲＰＬ１
３ａおよび２００ｎＭの３ＲＰＬ１３ａ、２００ｎＭのパートザイムＡ、２００ｎＭのパ
ートザイムＢ、２００ｎＭの基質、８ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、１０
単位、ＲＮａｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）
、２単位のＭｙＴａｑＨＳ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、およびゲノ
ムＤＮＡ鋳型（５０ｎｇ）または無標的（ＮＦ－Ｈ２Ｏ）のいずれかを含有していた。
【０２９２】
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【０２９３】
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【表２１】

【０２９４】
６．５．　結果：　ＭＮＡザイムによる特異的切断および潜在的非特異的切断の測定
　ユニバーサル基質に十分に相補的な基質センサーアームを有するパートザイムと共にゲ
ノムＤＮＡおよびユニバーサル基質を含有するすべての反応で、蛍光の増加が見られた（
すなわち、特異的切断を試験する反応）。無ＤＮＡ標的対照の蛍光は、特異的切断を試験
する反応での蛍光よりも少なかったことから、特異的切断を試験する反応での蛍光の増加
は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合の後で十分に相補的なユニバーサルレポーター
基質が切断されたことに起因することが実証される。
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【０２９５】
　交差反応性を試験するいずれの反応でも、蛍光の増加はなかった（図９（ｉ）ｂ～（ｉ
ｖ）ｂ）。このことから、これらの近縁のユニバーサル基質を切断するように設計された
パートザイムは、十分な相補性を有する基質のみを切断したことが実証される。これらの
データから、これらのユニバーサル基質は、多重ＭＮＡザイムｑＰＣＲアッセイに適合す
ることが示される。
【０２９６】
実施例７：　ＤＮＡザイムによるユニバーサル基質の非特異的切断に関する試験
　１０－２３ＤＮＡザイムは、基質配列に直接結合してそれを修飾可能な単分子構造であ
る。ＭＮＡザイムと異なり、１０－２３ＤＮＡザイムは、活性コアを形成するための標的
配列を必要としないので、１０－２３ＤＮＡザイムによる基質の結合および後続の切断は
、標的配列により影響されず、分離した触媒コアを有していない。
【０２９７】
　ＤＮＡザイムのセンサーアームと基質との相補度は、結合の特異性に影響を及ぼす。リ
ボヌクレオチドに最も近い塩基の十分な相補性は、特異的切断により重要である。効率的
に切断されるユニバーサル基質の形成の設計ガイドラインは、ユニバーサル基質の配列組
成に関する制約を含む。すなわち、リボヌクレオチド（Ｎ４～Ｎ１３）を取り囲む１０個
の塩基中７個以上はシトシンヌクレオチドであり、リボヌクレオチドに直接隣接した塩基
（Ｎ８およびＮ９）はシトシンであり、基質の全含有率は＞６４％ピリミジンを有する。
これらの制約は、リボヌクレオチドの近くの基質の配列の類似性をもたらす可能性があり
、とくに、一連のユニバーサル基質が単一の反応ミックス中にそれらの関連ＤＮＡザイム
と共に存在する多重方式では、部分的にマッチしたＤＮＡザイムによるユニバーサル基質
の非特異的切断を引き起こす可能性がある。基質が、第２の基質を特異的に切断するよう
に設計された部分的にマッチしたＤＮＡザイムにより非特異的に切断される場合、その特
定の組合せの基質は、多重方式で使用するのに好適ではない可能性がある。
【０２９８】
　この実施例では、非特異的切断活性に関して、ユニバーサル基質Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６
１、Ｓｕｂ７２、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７９、Ｓｕｂ８０、およびＳｕｂ８、
ならびにそれらの関連１０－２３ＤＮＡザイムを試験した。これは、すべての他の基質に
十分な相補性で結合するように設計されたＤＮＡザイムを用いてすべてのユニバーサル基
質を個別に試験して、シグナルが等温検出方式で検出されうるかを調べることを含んでい
た。基質の異なる領域に類似の配列を有することから、これらの基質を試験するように選
択した。
【０２９９】
７．１．　１０－２３ＤＮＡザイムオリゴヌクレオチド
　非相補的ＤＮＡザイムによる非特異的切断を試験すべく行った実験で使用した１０－２
３ＤＮＡザイムは、以下では５’→３’方向に列挙されており、下線付き塩基は、基質に
ハイブリダイズし、イタリック体の塩基は、触媒コアを形成する。以下のいくつかのＤＮ
Ａザイム配列は、まさしく５’および３’末端に追加のＧを含有する。これらの追加され
た塩基は、基質配列にハイブリダイズせず、ＤＮＡザイムが基質を切断する効率に影響を
及ぼさない。
　配列番号１３９　ＤＮＡザイム　Ｄｚ５５
　ＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ
　配列番号１４１　ＤＮＡザイム　Ｄｚ６１
　ＧＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧＧ
　配列番号１４２　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７２
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴＧ
　配列番号１４４　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７４
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴＧ
　配列番号１４５　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７５



(84) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

　ＧＴＡＧＴＧＧＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＧＧＴＣＡＧ
　配列番号１４７　ＤＮＡザイム　Ｄｚ７９
　ＧＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡＧ
　配列番号１４８　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８０
　ＧＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴＧＧ
　配列番号１５０　ＤＮＡザイム　Ｄｚ８５
　ＧＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ
【０３００】
７．２．　レポーター基質
　本実施例では、基質は、５’末端を６－ＦＡＭ部分（以下の基質名では「Ｆ」により表
される）で、３’末端をＩｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱクエンチャー部分（以下
の基質名で「ＩＢ」により表される）で、末端標識した。基質の切断は、４５０～４９０
ｎｍの励起（ＣＦＸ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ励起波長領域）を用いて５１０
～５３０ｎｍ（ＣＦＸ９６（ＢｉｏＲａｄ）に基づくＦＡＭ発光波長範囲）でモニターし
た。この実施例のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小
文字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７５　Ｓｕｂ７２－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７７　Ｓｕｂ７４－ＦＩＢ：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号７８　Ｓｕｂ７５－ＦＩＢ：
　ＴＧＡＣＣＣＴＣＣＴＣｇｕＣＴＣＣＣＣＡＣＴＡ
　配列番号８０　Ｓｕｂ７９－ＦＩＢ：
　ＴＣＣＴＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣ
　配列番号８１　Ｓｕｂ８０－ＦＩＢ：
　ＡＡＣＣＧＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣ
　配列番号８５　Ｓｕｂ８５－ＦＩＢ：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
【０３０１】
７．３．　反応成分：　５２℃および５８℃でのＤＮＡザイムによるユニバーサル基質の
特異的切断および潜在的非特異的切断の測定
　ＤＮＡザイムによる基質の結合および後続の修飾により引き起こされる蛍光シグナルを
モニターすることにより、ユニバーサル基質の切断を測定した。ＤＮＡザイムによるユニ
バーサル基質の切断は、フルオロフォアとクエンチャーとの分離を引き起こして蛍光の増
加をもたらすであろう。表１７にまとめられている反応はすべて、２５μＬの全体積中に
１×ＰＣＲ緩衝液ＩＩ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、１０ｍＭのＭｇＣｌ

２、２００ｎＭの基質、およびＮＦ－Ｈ２Ｏを含有するものであった。各反応は、「試験
」（１０ｎＭ　ＤＮＡザイム添加）反応または「対照」（ＮＦ－Ｈ２Ｏ添加）反応のいず
れかとして二重試験方式で行った。反応は、５２および５８℃で、ＣＦＸ９６（商標）Ｒ
ｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ）を用い
て行った。各反応の蛍光は、最初の５０サイクルでは１秒後に読み取るようにプログラム
し、その後、その次の５０サイクルでは２５秒後に読み取るようにプログラムした。
【０３０２】
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【表２２】

【０３０３】
７．５．　結果：　ＤＮＡザイムによる特異的切断および潜在的非特異的切断の測定ＤＮ
Ａザイム
　ＤＮＡザイムとその十分に相補的な基質とを含有する各「試験」反応では、蛍光の増加
が見られた。ＤＮＡザイムを含有していなかったいずれの反応（ＤＮＡザイム無添加）で
も、蛍光の増加はなかった。このことから、ＤＮＡザイム含有「試験」反応で生じた蛍光
の増加は、ＤＮＡザイムによる結合および後続のレポーター基質の触媒切断によるもので
あることが実証される。
【０３０４】
　各基質データセット（試験反応および対照反応）で、生の蛍光データ点をＥｘｃｅｌ（
Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ）にエクスポートし、二重試験値を平均し、次いで、規格化した。
規格化は、各平均データ点を同一の基質を含有する反応の最初の読取り後の無ＤＮＡザイ
ム反応の平均値で割り算することにより行った（たとえば、Ｓｕｂ６１の試験反応の平均
データをＳｕｂ６１の無ＤＮＡザイム反応の１サイクル目の平均蛍光（最初の８秒間後）
で割り算し、Ｓｕｂ６１の無ＤＮＡザイム対照反応の平均蛍光を無ＤＮＡザイム対照反応
の１サイクル目の平均蛍光で割り算した）。次いで、これらの規格化データを用いて、１
０分間の時点での試験規格化蛍光を１０分間の時点での無ＤＮＡザイム規格化蛍光で割り
算することにより、１０分間の時点でのシグナル対ノイズ比を計算した。このシグナル対
ノイズの計算は、各温度で行った。次いで、シグナル対ノイズ比を棒グラフ上にプロット
して、試験した種々の温度で各ＤＮＡザイムによる各ユニバーサル基質の切断効率を比較
した（図１０（ｉ）および（ｉｉ））。
【０３０５】
　基質と非相補的ＤＮＡザイムとの種々の組合せを有するいくつかの反応は、対をなす無
ＤＮＡザイム対照反応と比較して蛍光レベルのわずかな上昇を示した。このシグナルは、
経時的に増加しなかったので、非相補的ＤＮＡザイムによるユニバーサル基質の切断の指
標とならない。この水平バックグラウンド蛍光を示す検出プロットはすべて、１．２未満
のシグナル対ノイズを有していた。したがって、１．２超のシグナル対ノイズを示すいず
れの反応も、（ｉ）ユニバーサル基質の切断の指標となるか（特異的もしくは非特異的の
いずれか）、または（ｉｉ）基質と非相補的ＤＮＡザイムとの特定の組合せが、多重方式
の場合、特異的切断から識別可能でないバックグラウンドノイズレベルを生じることの指
標となるか、のいずれかであるとみなされた。
【０３０６】
　ユニバーサル基質とその十分にマッチしたＤＮＡザイムとの組合せはすべて、試験した
両方の温度で高いシグナル対ノイズ比（１．２の閾値を超える）を示した（図１０（ｉ）
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【０３０７】
　いずれの温度でも、いかなる非相補的ＤＮＡザイムによるユニバーサル基質Ｓｕｂ６１
、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７５、Ｓｕｂ７９、およびＳｕｂ８０の非特異的切断も、なかった
（図１０（ｉ）および（ｉｉ））。
【０３０８】
　５２℃では、いくつかのユニバーサル基質は、基質に十分にマッチしなかったＤＮＡザ
イムにより切断された（この場合、切断は、以上に記載の１．２の閾値を超えるシグナル
対ノイズ比として定義される）。非特異的切断を示す組合せは、Ｄｚ５５により非特異的
に切断されたＳｕｂ８５、Ｄｚ７４およびＤｚ８５により非特異的に切断されたＳｕｂ７
２、およびＤｚ８５により非特異的に切断されたＳｕｂ５５であった（図１０（ｉ））。
【０３０９】
　Ｓｕｂ５５とＤｚ８５とは４塩基のみ異なるので、Ｄｚ８５によるＳｕｂ５５の非特異
的切断が予想されうる。Ｓｕｂ５５とＤｚ８５とのアライメントから、４塩基のミスマッ
チは、リボヌクレオチドに近接するクリティカル領域から離れて３’基質アームの遠位端
にあることが示される（表１８）。さらに、４塩基の１つは、Ａ／ＴおよびＧ／Ｃマッチ
よりも弱いとはいえ、いくらかの親和性で結合することが当技術分野で公知のＧ／Ｔミス
マッチである。Ｓｕｂ８５とＤｚ５５とは５塩基のみ異なり、この５塩基ミスマッチは、
リボヌクレオチドに近接するクリティカル領域から離れて３’基質アームの遠位端に見い
だされるので、Ｄｚ５５によるＳｕｂ８５の非特異的切断もまた、予想されうる（表１８
）。しかしながら、以上の逆のシナリオとは異なり、Ｇ／Ｔミスマッチは存在しないので
、Ｓｕｂ８５は、Ｓｕｂ５５とＤｚ８５との逆の組合せと同程度に効率的に切断されるこ
とはないと思われる。Ｓｕｂ７２とＳｕｂ７４とは３塩基のみ異なるので、Ｄｚ７４によ
るＳｕｂ７２の非特異的切断が予想されうる。Ｓｕｂ７２とＤｚ７４とのアライメントか
ら、リボヌクレオチドに最も近い２つのミスマッチは、Ｇ／Ｔミスマッチであることが示
される（表１８）。このことはまた、なぜＳｕｂ７４がＤｚ７２により切断されないかを
説明する。つまり、２つのミスマッチはＣ／Ａであり、これはリボヌクレオチドの非常に
近くに存在し、ＤＮＡザイムによる基質の切断を無効にするのに十分である（表１８）。
表１８の配列のアライメントにより、Ｄｚ８５によるＳｕｂ７２の非特異的切断を説明す
ることが可能である。これは、ミスマッチ塩基が主にＧ／Ｔであることを示すので、Ｄｚ
８５をＳｕｂ７２に結合させてそれを切断するであろう。この場合も、Ｄｚ７２がＳｕｂ
８５を非特異的に切断するという逆の状況は予想されないであろう。なぜなら、関連ミス
マッチが、より不安定性のＣ／Ａミスマッチになるので、おそらく、ＤＮＡザイムと基質
との十分に強い結合を引き起こして切断することはないであろう。
【０３１０】
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【表２３】

【０３１１】
　反応温度を５８℃に上昇させたところ、オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーション
のよりストリンジェントな条件が形成され、５２℃で見られた非特異的切断はほとんどす
べての消失した（図１０（ｉｉ））。５８℃で非特異的切断を示したユニバーサル基質と
ＤＮＡザイムとの唯一の組合せは、Ｄｚ８５によるＳｕｂ５５の非特異的切断であった。
Ｓｕｂ５５およびＤｚ８５は４塩基のみ異なり、この４塩基ミスマッチは、リボヌクレオ
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チドに近接するクリティカル領域から離れて基質アームの遠位端に見いだされ、ミスマッ
チの１つはＧ／Ｔであることから、この非特異性は、予想されうる（表１８）。Ｓｕｂ７
２とＳｕｂ７４とは３塩基のみ異なるだけであるが、この３塩基ミスマッチは、リボヌク
レオチドの近くのクリティカル領域に生じるので、特異性にはきわめて重大であり、オリ
ゴヌクレオチドの結合に対してよりストリンジェントな条件を形成するより高い温度では
、さらに不安定化するであろう。
【０３１２】
　これらの結果から、設計ガイドラインは、１０－２３ＤＮＡザイムを必要とする用途の
温度範囲で効果的に多重化可能なユニバーサル基質を生成することが実証される。基質の
いくつかの組合せに十分な結合ストリンジェンシーを提供するように、ただし、全体的に
、ガイドラインが、多重化可能な基質のセットを生成するように、反応温度のいくらかの
最適化の必要性が存在する。基質およびＤＮＡザイム結合アームの長さを調整することに
より、より低いおよびより高い温度でよりストリンジェントな結合を形成することが可能
であることは、当業者であれば理解しうる。
【０３１３】
実施例８：　５２℃または５８℃のアニーリング温度を用いて多重反応で５つの異なる核
酸標的の定量を行う多重ＭＮＡザイムｑＰＣＲと組み合わせたユニバーサル基質の使用。
　ｑＰＣＲなどのｉｎ　ｖｉｔｒｏ標的増幅方法を用いて、リアルタイムで複数の標的を
同時に増幅および検出することが可能である。さらに、複数のユニークＭＮＡザイムを含
む１つの多重化反応により、リアルタイムで標的の増幅を同時にモニターすることが可能
である。１つの標的に特異的なセンサーアームと、一連のユニバーサル基質のユニークメ
ンバーに特異的な基質アームと、を用いて、各ＭＮＡザイムを設計することが可能である
。一連のユニバーサル基質のそれぞれが異なるフルオロフォアで標識されるのであれば、
各標的を個別に検出することが可能である。複数の標的の増幅および検出は、ＰＣＲ増幅
およびＭＮＡザイム媒介検出が単一のチューブ内で同時に行われる一工程プロセスで実施
される。リアルタイムモニタリングでは、曲線の形状（スティープネスおよびプラトーに
達する速度）により反応効率を表しうる増幅曲線を作成する。
【０３１４】
　当技術分野で使用されるＭＮＡザイムｑＰＣＲのアニーリング／検出温度は、５０～５
４℃である。この温度は、当技術分野で公知のユニバーサル基質が、効率的に切断される
温度に課される限定条件を有し、シリーズ１のユニバーサル基質の効率的な切断では５４
℃が上限であるという事実により決定された。多重反応での組合せおよびより高い温度で
の効率的切断が可能な一群のユニバーサル基質の必要性が存在する。これにより、より高
い温度でアニールするプライマーおよびパートザイムを設計したりＧ／Ｃリッチ鋳型を標
的としたりうえでの柔軟性を高めることが可能になるだけでなく、標準的アニーリング／
検出温度が６０～６５℃の範囲内であるＴａｑＭａｎ（登録商標）など当技術分野で周知
の他のリアルタイム化学を併用してＭＮＡザイムｑＰＣＲ検出を多重化することも可能に
なる。より広範な温度で良好に一緒に機能する基質が存在すれば、ユニバーサル基質の有
用性は、大幅に増大させるであろう。
【０３１５】
　この実施例では、２つの多重反応を行った。それらは、両方とも、５つの異なる標的、
すなわち、ヒトＴＦＲＣ、ＨＰＲＴ、ＴＰ５３、ＲＰＬ１３ａ、およびＣＹＰ２Ｃ９遺伝
子を検出するように設計されたＭＮＡザイムを含むものであった。多重方式１では、シリ
ーズ１のユニバーサル基質Ｓｕｂ２、Ｓｕｂ３、Ｓｕｂ４、Ｓｕｂ６、およびＳｕｂ７の
１つを切断するように各標的ＭＮＡザイムを設計し、多重方式２では、改善されたシリー
ズ２または３のユニバーサル基質Ｓｕｂ５５、Ｓｕｂ６１、Ｓｕｂ７４、Ｓｕｂ７９、お
よびＳｕｂ８０の１つを切断するように各標的ＭＮＡザイムを設計した。本方法に従って
任意の個数の標的を使用可能であり、当業者により任意の標的を検出するように適切なパ
ートザイムを設計可能であることは、わかるであろう。
【０３１６】
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　２つの多重反応を比較して曲線の形状（スティープネスおよびプラトーに達する速度）
を調べることにより、ユニバーサル基質の各セットの切断効率を決定した。この実施例で
は、すべての基質に有利な５２℃の温度およびシリーズ１の基質で効率的な範囲を外れた
５８℃の温度で、増幅および検出を比較する。
【０３１７】
８．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　各標的に対するパートザイムＡおよびＢの配列を５’→３’方向に以下に列挙する。各
標的に対して、最初のシリーズ１のユニバーサル基質の１つおよびシリーズ３からの新規
な改善された基質の１つと共に使用するように、パートザイムを設計した。次の配列では
、下線付き塩基は、基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌクレオチドの３’
リン酸化を表す。
　配列番号１５７　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／６－Ｐ
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＣＧＴＧＡＴ
　配列番号１６３　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／６－Ｐ
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
　配列番号１２０　パートザイムＡ　ＲＰＬ１３ａＡ／８０－Ｐ
　ＡＡＴＴＧＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＣＧＧＴＴ
　配列番号１２１　パートザイムＢ　ＲＰＬ１３ａＢ／８０－Ｐ
　ＧＧＴＴＣＡＣＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＴＣＡＡＧＡＣＣＣＡＣＧＧＡＣＴＣＣＴ
　配列番号９６　パートザイムＡ　ＣＹＰ２Ｃ９Ａ／３－Ｐ
　ＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＣＧＡＧＧＴＴＧＴＧＣＴＧ
　配列番号９７　パートザイムＢ　ＣＹＰ２Ｃ９Ｂ／３－Ｐ
　ＣＧＧＴＴＧＧＴＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＣ
　配列番号９８　パートザイムＡ　ＣＹＰ２Ｃ９Ａ／６１－Ｐ
　ＧＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＴＧＡＧＧＡＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＴＣＧＡＧ
　配列番号９９　パートザイムＢ　ＣＹＰ２Ｃ９Ｂ／６１－Ｐ
　ＴＧＧＣＧＴＧＧＡＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＧＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＣ
　配列番号１６４　パートザイムＡ　ＴＰ５３Ａ／４－Ｐ
　ＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＣＧＣＣＡＴＧ
　配列番号１６５　パートザイムＢ　ＴＰ５３Ｂ／４－Ｐ
　ＴＡＣＴＴＣＴＣＣＣＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧ
Ｇ
　配列番号１０６　パートザイムＡ　ＴＰ５３Ａ／７９－Ｐ：
　ＧＡＣＧＧＡＡＣＡＧＣＴＴＴＧＡＧＧＴＧＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＡＧＧＡ
　配列番号１０７　パートザイムＢ　ＴＰ５３Ｂ／７９－Ｐ：：
　ＧＧＴＴＧＡＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＧＴＧＴＴＴＧＴＧＣＣＴＧＴＣＣＴＧ
Ｇ
　配列番号３４　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／２－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣＴＴ
　配列番号３５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／２－Ｐ：：
　ＴＧＣＣＣＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号５８　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７４－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＧＧＡＧＴＧＡＴ
　配列番号５９　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７４－Ｐ：：
　ＣＴＧＧＧＡＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号１６６　パートザイムＡ　ＨＰＲＴＡ／７つのＰ
　ＣＴＧＡＡＴＡＧＡＡＡＴＡＧＴＧＡＴＡＧＡＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＴＧＣＣＡＴＧＴ
ＴＡＡ
　配列番号１６７　パートザイムＢ　ＨＰＲＴＢ／７つのＰ
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　ＴＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＴＴＣＣＴＡＴＧＡＣＴＧＴＡＧＡＴ
ＴＴＴＡ
　配列番号１６８　パートザイムＡ　ＨＰＲＴＡ／５５のＰ
　ＣＴＧＡＡＴＡＧＡＡＡＴＡＧＴＧＡＴＡＧＡＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧ
Ｔ
　配列番号１６９　パートザイムＢ　ＨＰＲＴＢ／５５のＰ
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＡＴＴＣＣＴＡＴＧＡＣＴＧＴＡＧＡＴＴＴ
ＴＡ
【０３１８】
８．２．　レポーター基質
　この実施例では、各多重方式で、５つの異なるユニバーサル基質を１つの反応チャンバ
ー内で一緒に使用した。各多重方式で、各ユニバーサル基質を５つの異なるフルオロフォ
アの１つで標識した。本実施例では、基質は、５’末端をフルオロフォアで標識し、３’
末端をクエンチャー部分で標識した（表１９）。種々の発光波長および励起波長で基質の
切断をモニターした（表１９）。
【０３１９】
【表２４】

【０３２０】
　この実施例で試験したレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されてい
る。小文字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。
　配列番号２１　Ｓｕｂ２－Ｑ７０５Ｂ２：
　ＡＡＧＧＴＴＴＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＧＧＧＣＡ
　配列番号２２　Ｓｕｂ３－ＦＩＢ：
　ＣＡＧＣＡＣＡＡＣＣｇｕＣＡＣＣＡＡＣＣＧ
　配列番号２３　Ｓｕｂ６－Ｑ６７０Ｂ２：
　ＡＴＣＡＣＧＣＣＴＣｇｕＴＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号２４　Ｓｕｂ７－ＪＢ：
　ＴＴＡＡＣＡＴＧＧＣＡＣｇｕＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＡ
　配列番号１７１　Ｓｕｂ４－ＴＲＢ２：
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　ＣＡＴＧＧＣＧＣＡＣｇｕＴＧＧＧＡＧＡＡＧＴＡ
　配列番号７３　Ｓｕｂ６１－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＧＡＣＣＣＣｇｕＣＴＣＣＡＣＧＣＣＡ
　配列番号７７　Ｓｕｂ－７４Ｑ７０５Ｂ２：
　ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＣＣＣＡＧ
　配列番号８０　Ｓｕｂ－７９ＴＲＩＢＲ：
　ＴＣＣＴＣＴＣＣＣＣｇｕＣＣＣＣＴＴＣＡＡＣＣ
　配列番号８１　Ｓｕｂ－８０Ｑ６７０Ｂ２：
　ＡＡＣＣＧＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＧＴＧＡＡＣＣ
　配列番号２９　Ｓｕｂ－５５ＨＩＢ：
【０３２１】
８．３　標的配列ならびにＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、ＨＰＲＴ、ＴＦＲＣ、およびＲＰＬ
１３ａ遺伝子の増幅用のＰＣＲプライマー
　ＩＭ９細胞系から抽出されたヒトＤＮＡ（Ｐｒｏｍｅｇａ）のｉｎ　ｖｉｔｒｏ増幅に
より、５つの遺伝子すべてに対して標的ＰＣＲアンプリコンを作製した。以下に５’→３
’方向に列挙したオリゴヌクレオチドＰＣＲプライマーを用いて、アンプリコンを作製し
た。ボールド体の配列は、遺伝子標的に対するプライマーの特異性に影響を及ぼすことの
なくプライマーのＴｍを増大させるユニバーサルタグ（Ｕ１、Ｕ２、またはＵ３）に対応
する。このタグは、ＰＣＲ反応の増幅効率を改善する。
　配列番号９１　フォワードプライマー　５ＴＦＲＣ＿Ｕ１
　ＧＣＴＡＡＡＡＣＡＡＴＡＡＣＴＣＡＧＡＡＣＴＴＡＣＧ
　配列番号９２　リバースプライマー　３ＴＦＲＣ＿Ｕ２
　ＣＡＧＣＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＴＡＣＣＡＴＣＣＴＡ
　配列番号１２５　フォワードプライマー　５ＴＰ５３＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＣＴＴＡＣＴＧＣＣＴＣＴＴＧＣＴＴＣＴＣ
　配列番号１２６　リバースプライマー　３ＴＰ５３＿Ｕ２
　ＣＡＧＣＴＣＴＧＴＧＣＧＣＣＧＧＴＣＴＣＴＣ
　配列番号１２７　フォワードプライマー　５ＲＰＬ１３ａ＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＡＣＡＧＣＴＣＡ
　配列番号１２８　リバースプライマー　３ＲＰＬ１３ａ＿Ｕ２
　ＣＡＧＧＡＧＧＡＡＴＴＡＡＣＡＧＴＣＴＴＴＡＴＴＧＧ
　配列番号１２９　フォワードプライマー　５ＣＹＰ２Ｃ９＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＣＣＴＣＡＴＧＡＣＧＣＴＧＣＧＧＡＡ
　配列番号１３０　リバースプライマー　３ＣＹＰ２Ｃ９＿Ｕ２
　ＣＡＧＡＴＡＴＧＧＡＧＴＡＧＧＧＴＣＡＣＣＣＡ
　配列番号１７６　フォワードプライマー　５ＨＰＲＴ＿Ｕ３
　ＣＴＡＡＣＴＴＴＧＣＴＧＡＣＣＴＧＣＴＧＧＡＴＴＡ
　配列番号１７７　リバースプライマー　３ＨＰＲＴ＿Ｕ２
　ＣＡＧＣＡＡＴＡＧＣＴＣＴＴＣＡＧＴＣＴＧＡＴＡＡ
【０３２２】
８．４．　反応成分：　多重ＭＮＡザイムｑＰＣＲ方式での標的配列の増幅および検出
　標的配列のリアルタイムＰＣＲ増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。
反応はすべて、ＣＦＸ９６　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）で行った。サイクルパラメーターは、１）９５℃で２分間、９
５℃で１５秒間と５２℃で６０秒間とを４０サイクル、または２）９５℃で２分間の、９
５℃で１５秒間と５８℃で６０秒間とを４０サイクルのいずれかであった。５２℃または
５８℃の工程のいずれかで、蛍光データを収集した。各多重反応は、二重試験方式で行わ
れ、１０ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、１０単位のＲｉｂｏｓａｆｅ　Ｒ
Ｎアーゼ阻害剤（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、２
単位のＭｙＴａｑＨＳ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）を含んでいた。パートザイム、プライマー、お



(92) JP 2014-531203 A 2014.11.27

10

20

30

40

50

よび基質が何であるか、ならびにそれらのそれぞれの濃度は、表２０に列挙されている。
反応は、ＤＮＡ鋳型（１００ｎｇもしくは３９１ｐｇ）または無標的対照（ＮＦ－Ｈ２０
）のいずれかを含有していた。
【０３２３】
　表２０のように、プライマー、基質、およびそれらの関連パートザイムを用いて、多重
反応を構成した（多重方式１または多重方式２）。同一のＰＣＲプライマーを両方の多重
反応に使用した。また、パートザイムはすべて、同一の標的感知部分を有していた。した
がって、同一の標的を検出する反応の効率に差があれば、基質の切断効率の差に帰属しう
るであろう。
【０３２４】
【表２５】

【０３２５】
８．５．　結果：　多重ＭＮＡザイムｑＰＣＲ方式での標的の増幅およびレポーター基質
の切断
　ヒトゲノムＤＮＡを含有する各多重反応は、遺伝子ＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、ＨＰＲＴ
、ＲＰＬ１３ａ、およびＴＦＲＣのリアルタイム検出で経時的に蛍光の増加を示した。す
べての反応で、無ＤＮＡ標的対照の蛍光は、ＤＮＡ標的含有反応よりも少なかった。この
ことから、標的含有反応で生じた蛍光の増加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合の
後でユニバーサル基質の１つが切断されたことに起因することが実証される。
【０３２６】
　５２℃でのＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、ＨＰＲＴ、ＲＰＬ１３ａ、およびＴＦＲＣ遺伝子
の増幅プロットでは、新しい改善されたシリーズ２および３のユニバーサル基質を使用し
た多重方式２（図１１（ｉ））は、急勾配の曲線を有し、シリーズ１のユニバーサル基質
を使用した多重方式１（図１１（ｉ））で観測されたよりも速くプラトーに達することが
実証された。５２℃ではＳｕｂ７４と対比してＳｕｂ２を用いたＴＦＲＣの検出の増幅プ
ロットにごくわずかな差が存在した。シリーズ２および３の基質と対比してシリーズ１を
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用いた多重方式１の増幅プロットはすべて、これらの標的の検出分野で容易に許容可能な
十分に良好な品質であることは、当業者であればわかるであろう。
【０３２７】
　５８℃でのＣＹＰ２Ｃ９、ＴＰ５３、ＨＰＲＴ、ＲＰＬ１３ａ、およびＴＦＲＣ遺伝子
の増幅プロットでは、新しい改善されたシリーズ２および３のユニバーサル基質を使用し
た多重方式２（図１１（ｉｉ））は、かなり急勾配の曲線を有し、シリーズ１のユニバー
サル基質を使用した多重方式１（図１１（ｉｉ））で観測されたよりも実質的に速くプラ
トーに達することが実証された。多重方式１でＳｕｂ２、Ｓｕｂ３、Ｓｕｂ６、およびＳ
ｕｂ７を用いて作成された増幅曲線は、標的のロバストな検出に十分な品質でない可能性
があり、従って、一般的には、当技術分野で許容できない可能性がある。
【０３２８】
　全体的に、新しいシリーズ２および３の基質は、ＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応で現在使用
されている温度で多重データの改善された品質ひいてはロバスト性を示し、これまで可能
であったよりもかなり高い温度で多重検出を可能にする。新しい設計ガイドラインは、Ｍ
ＮＡザイムｑＰＣＲに現在使用されている温度で多重化能を拡張する、かつより高い反応
温度でロバストなデータを生成する、ユニバーサル基質の設計可能性を増大させる。
【０３２９】
実施例９：　リアルタイムＰＣＲでＭＮＡザイムを用いて種々の温度で機能するように設
計されたユニバーサル基質の使用。
　設計ガイドラインの新規なセットを用いて、１０－２３ＤＮＡザイムまたは１０－２３
ＤＮＡザイムベースのＭＮＡザイムと併用すべく、高活性基質の新しいシリーズを発明し
た。
【０３３０】
　ＭＮＡザイムを調節して、種々の温度で基質の切断またはライゲーションにより検出可
能作用を生成することが可能である。反応温度を変化させることにより、ＭＮＡザイムま
たはＤＮＡザイムの触媒活性の効率およびストリンジェンシーを操作することが可能であ
る。触媒活性の効率およびストリンジェンシーを最適化する他の方法は、基質、マッチパ
ートザイム、またはマッチＤＮＡザイムのＴｍおよび／または長さを修飾することである
。基質配列の５’および／または３’末端にヌクレオチドを付加することにより、基質の
Ｔｍを増大させることが可能である。これらの変更を設計ガイドライン内に行なうことが
可能である。この拡張のために選択されるヌクレオチドもまた、Ｔｍに影響を及ぼしうる
。３’または５’末端への追加のＧまたはＣ塩基の付加は、追加のＡまたはＴ塩基の付加
よりもＴｍに大きい影響を及ぼすであろう。同様に、３’または５’末端からヌクレオチ
ドを除去することにより、基質のＴｍを低減することが可能である。ＭＮＡザイムパート
ザイムおよびＤＮＡザイムをトランケートまたは伸長して基質配列にマッチさせることが
可能である。
【０３３１】
　この実施例では、シリーズ２の基質Ｓｕｂ５５の長さおよび塩基組成を修飾して、さま
ざまなＴｍを有する一連の誘導体基質を作製した（表２１）。修飾は、５’および３’末
端のそれぞれから１～３個のヌクレオチドを除去することにより基質をトランケートする
こと、５’および３’末端の両方にヌクレオチドを付加することにより基質を伸長するこ
と、を含んでいた。５’および３’末端に追加のＡまたはＣヌクレオチドのいずれかを有
する基質を設計することにより、この拡張を行うべく異なるヌクレオチドを付加する作用
も、試験した。次いで、得られた基質をＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応で試験して、基質の誘
導体の設計柔軟性および一連の温度でのそれらの有用性を評価した。ＰＣＲ増幅およびＭ
ＮＡザイム媒介検出は、ＰＣＲ増幅およびＭＮＡザイム媒介検出が単一のチューブ内で同
時に行われる一工程プロセスで行った。いくつかのアニーリング温度で得られたＣｔ値に
より、基質の切断効率を測定することが可能である。より低いＣｔ値を生じる反応は、そ
のような反応がより速く閾値サイクルに達するので、特異的基質のより効率的な切断の指
標となる。
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【０３３２】
【表２６】

【０３３３】
９．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　表２１に記載のＳｕｂ５５およびその誘導体の触媒活性の速度を測定するために行った
実験では、ヒトＴＦＲＣ遺伝子に相補的標的センサーアームを用いてパートザイムオリゴ
ヌクレオチドＡおよびＢを設計した。ＡおよびＢのパートザイムの配列は、以下では５’
→３’方向に列挙されている。下線付き塩基は、基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は
、オリゴヌクレオチドの３’リン酸化を表す。
　配列番号１７９　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５５（１８）－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧ
　配列番号１８０　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／５５（１８）－Ｐ：
　ＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号１８１　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５５（１６）－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣ
　配列番号１８２　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／５５（１６）－Ｐ：
　ＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
　配列番号１８３　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５５（２３Ａ）－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＴ
　配列番号１８４　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／５５（２３Ａ）－Ｐ：
　ＴＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号１８５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＡ／５５（２３Ｃ）－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴＧ
　配列番号１８６　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／５５（２３Ｃ）－Ｐ：
　ＧＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
　配列番号４６　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５５－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＴＧＣＧＧＴ
　配列番号４５　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／５５－Ｐ：
　ＧＡＧＣＴＧＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣＴ
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【０３３４】
９．２．　レポーター基質
　本実施例では、５’末端をＱｕａｓａｒ６７０部分で、３’末端をＢＨＱ２部分で、末
端標識した。６３５ｎｍ（Ｑｕａｓａｒ６７０励起波長）の励起を用いて６６５ｎｍ（Ｑ
ｕａｓａｒ６７０発光波長）で基質の切断をモニターした。この実施例で試験したレポー
ター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小文字の塩基はＲＮＡを表
し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。
　配列番号２９　Ｓｕｂ５５－Ｑ６７０Ｂ２：
　ＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣ
　配列番号１７２　Ｓｕｂ５５（１６）－Ｑ６７０Ｂ２：
　ＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣ
　配列番号１７３　Ｓｕｂ５５（１８）－Ｑ６７０Ｂ２：
　ＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴ
　配列番号１７４　Ｓｕｂ５５（２３Ａ）－Ｑ６７０Ｂ２：
　ＡＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣＡ
　配列番号１７５　Ｓｕｂ５５（２３Ｃ）－Ｑ６７０Ｂ２：
　ＣＡＣＣＧＣＡＣＣＴＣｇｕＣＣＣＣＡＧＣＴＣＣ
【０３３５】
９．３．　標的配列およびＴＦＲＣ増幅用のＰＣＲプライマー
　この実施例の標的配列は、以下に列挙したオリゴヌクレオチドＰＣＲプライマーを用い
て、ＩＭ９細胞系から抽出されたヒトゲノムＤＮＡ（Ｐｒｏｍｅｇａ）のｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ増幅により産生されたＰＣＲアンプリコンであった。プライマー配列は、５’→３’方
向に列挙されている。
　配列番号１８７　フォワードプライマー　５ＴＦＲＣ：
　ＡＡＣＡＡＴＡＡＣＴＣＡＧＡＡＣＴＴＡＣＧ
　配列番号１８８　リバースプライマー　３ＴＦＲＣ：
　ＣＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＴＡＣＣＡＴＣＣＴＡ
【０３３６】
９．４．　反応成分：　標的配列の増幅および検出
　標的配列のリアルタイム増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。すべて
の反応をＭｘ３００５Ｐ　ＱＰＣＲシステム（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ／Ａｇｉｌｅｎｔ）
で行った。サイクルパラメーターは、アニーリング温度により変化させ（次のように下線
を付す）、以下のいずれかであった。
　１）９５℃で１０分間、９５℃で１５秒間と５５℃で３０秒間とを５サイクル、９５℃
で１５秒間と５０℃で６０秒間とを５０サイクル、または
　２）９５℃で１０分間、９５℃で１５秒間と５５℃で３０秒間とを５サイクル、９５℃
で１５秒間と５２℃で６０秒間とを５０サイクル、または
　３）９５℃で１０分間、９５℃で１５秒間と５５℃で３０秒間とを５サイクル、９５℃
で１５秒間と５５℃で６０秒間とを５０サイクル、または
　４）９５℃で１０分間、９５℃で１５秒間と５５℃で３０秒間とを５サイクル、９５℃
で１５秒間と６０℃で６０秒間とを５０サイクル。
すべての蛍光データをアニーリング温度で収集した。表２２のように、基質およびその関
連パートザイムを用いて反応を構成した。反応条件の各セットは、二重試験方式で行われ
、４０ｎＭの５ＴＦＲＣ、２００ｎＭの３ＴＦＲＣ、各２００ｎＭのパートザイムＡおよ
びパートザイムＢ、２００ｎＭの基質、８ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、
１０単位のＲｎａｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌｉｎ
ｅ）、１単位のＩｍｍｏｌａｓｅ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、およびゲノムＤＮＡ鋳型（１００
ｎｇ）または無標的（ＮＦ－Ｈ２Ｏ）のいずれかを含有していた。個別の反応を構成して
、そのマッチパートザイムにより各基質を試験した。同一のＰＣＲプライマーをすべての
反応に使用した。また、パートザイムはすべて、同一の標的感知部分を有していた。した
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がって、種々の温度で、反応効率に差があれば、基質の切断効率の差に帰属しうるであろ
う。
【０３３７】
【表２７】

【０３３８】
９．５．　結果：　標的の増幅およびレポーター基質の切断
　ヒトゲノムＤＮＡを含有する各反応は、Ｓｕｂ５５および種々の誘導体を用いたＴＦＲ
Ｃ遺伝子のリアルタイム検出で経時的に蛍光の増加を示した。無ＤＮＡ標的対照の蛍光は
、ＤＮＡ標的含有反応よりも少なかった。このことから、標的含有反応で生じた蛍光の増
加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合の後でユニバーサル基質の１つが切断された
ことに起因することが実証される。
【０３３９】
　Ｃｔにより測定された反応効率は、反応温度（アニーリング／切断温度）の適合性およ
び反応に使用される基質のＴｍに依存した。種々のＳｕｂ５５誘導体は、異なる長さおよ
びヌクレオチド組成を有するので、異なる融解温度（Ｔｍ）を有し、したがって、試験し
た種々のアニーリング温度（５０、５２、５５および６０℃）で異なる性能を呈すると予
想される。表２３の結果は、異なる反応温度での各基質のＣｔを示している。ボールド体
のＣｔ値は、指定の温度で最も効率的な性能を呈した基質を表す。
【０３４０】
　より低温では、より短い基質（Ｓｕｂ５５（１８））がより良好な性能を呈した（低い
Ｃｔ値を有していた）。アニーリング温度を上昇させると、増大された長さしたがって増
大されたＴｍを有する基質が最適な性能を呈した。当業者であれば、５’および／もしく
は３’末端の基質アームの延長または短縮により、ならびに／または基質の５’および３
’末端のヌクレオチド組成の変化により、選択された反応温度で効率的に切断可能な基質
の誘導体を作製することが可能である。
【０３４１】
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【表２８】

【０３４２】
実施例１０：　５８℃のアニーリング温度におけるＭＮＡザイムｑＰＣＲと組み合わせた
ユニバーサル基質の使用。
　ＰＣＲなどのｖｉｔｒｏ標的増幅方法を用いてリアルタイムで標的核酸の増幅をモニタ
ーするために、ＭＮＡザイムを使用することが可能である。さらに、フルオロフォアとク
エンチャーとの対で標識されたＭＮＡザイム基質を用いたｑＰＣＲ中のリアルタイムモニ
タリングでは、反応の対数期にわたり任意のレベルの蛍光の閾値ラインを配置して、Ｃｔ
（サイクル閾値）として知られうる値を生成可能な曲線が作成される。より低いＣｔ値を
生じる反応は、そのような反応がより速く閾値サイクルに達するので、特異的基質のより
効率的な切断の指標となる。この実施例では、増幅および検出は、ＰＣＲ増幅およびＭＮ
Ａザイム媒介検出が単一のチューブ内で同時に行われる一工程プロセスで実施される。他
の反応条件がすべての同一である場合、Ｃｔ値は、ユニバーサル基質の配列による影響を
受けることもある。当技術分野で使用されるＭＮＡザイムｑＰＣＲのアニーリング／検出
温度は、５０～５４℃である。この温度は、当技術分野で公知のユニバーサル基質が、効
率的に切断される温度に課される限定条件を有し、シリーズ１のユニバーサル基質では５
４℃が上限であるという事実により決定された。より高い温度でアニールするプライマー
およびパートザイムを設計するうえでより大きい柔軟が可能になるように、より高い温度
で切断されるユニバーサル基質の必要性が存在する。プライマーおよびパートザイムに対
するこの設計柔軟性は、特異的検出のためにより高い反応温度ひいてはより高いＴｍを有
するパートザイムおよびプライマーを必要とする、配列中に高パーセントのＧ塩基および
Ｃ塩基を有する対象の遺伝子標的など、多くの用途にきわめて有益でありうる。
【０３４３】
　シリーズ１および２の基質の性能に基づく基質の切断効率についての研究は、第３ラウ
ンドの基質設計を支援するガイドラインの開発につながり、結果的に、シリーズ３の基質
をもたらす。これらのガイドラインは、限定されるものではないが、（ｉ）リボヌクレオ
チドを取り囲む１０個の塩基（Ｎ４～Ｎ１３）中に７個以上のシトシンヌクレオチド、（
ｉｉ）リボヌクレオチドに直接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ９）がシトシンである、（ｉ
ｉｉ）基質の全含有率が＞６４％ピリミジンを有する、および（ｉｖ）オリゴヌクレオチ
ドの全Ｔｍが６６℃以上である（後者のガイドラインは、基質切断の反応温度が５０℃超
である場合のみ適用可能である）、を含んでいた。
【０３４４】
　この実施例では、シリーズ２のユニバーサル基質Ｓｕｂ５９をシリーズ３の基質Ｓｕｂ
７７と比較して、５８℃でのリアルタイムＰＣＲの切断効率を比較することにより、設計
ガイドラインが、高温でのＭＮＡザイムｑＰＣＲへの高い適用可能性を有するユニバーサ
ル基質を生成することを確証する。切断効率レベルは、さまざまなユニバーサル基質を含
有する反応に対してＣｔ値を測定することにより決定した。
【０３４５】
１０．１．　パートザイムオリゴヌクレオチド
　シリーズ２およびシリーズ３のユニバーサル基質の切断効率をリアルタイムで測定すべ
く行った実験では、パートザイムオリゴヌクレオチドＡおよびＢはすべて、ヒトＴＦＲＣ
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イムの配列は、以下では５’→３’方向に列挙されている。下線付き塩基は、それらのマ
ッチユニバーサル基質にハイブリダイズする。「－Ｐ」は、オリゴヌクレオチドの３’リ
ン酸化を表す。
　配列番号４７　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／５９－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＡＧＧＧＡＧＧＡＧＧ
　配列番号６２　パートザイムＡ　ＴＦＲＣＡ／７７－Ｐ：
　ＧＧＡＡＴＡＴＧＧＡＡＧＧＡＧＡＣＴＧＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＡＧ
　配列番号６３　パートザイムＢ　ＴＦＲＣＢ／７７－Ｐ：
　ＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＡＧＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＧＧＡＡＡＡＣＡＧＡＣ
Ｔ
【０３４６】
１０．２．　レポーター基質
　この実施例のレポーター基質は、以下では５’→３’方向の配列で示されている。小文
字の塩基はＲＮＡを表し、大文字の塩基はＤＮＡを表す。本実施例では、基質は、５’末
端を６－ＦＡＭ部分（以下の基質名では「Ｆ」により表される）で、３’末端をＩｏｗａ
　Ｂｌａｃｋ（登録商標）ＦＱクエンチャー部分（以下の基質名で「ＩＢ」により表され
る）で、末端標識した。基質の切断は、４８５ｎｍの励起（Ｍｘ３００５Ｐ（Ｓｔｒａｔ
ａｇｅｎｅ）に基づくＦＡＭ励起波長領域）を用いて５３０ｎｍ（Ｍｘ３００５Ｐ（Ｓｔ
ｒａｔａｇｅｎｅ）に基づくＦＡＭ発光波長範囲）でモニターした。
　配列番号３３　Ｓｕｂ５９－ＦＩＢ：
　ＣＣＴＣＣＴＣＣＣＴｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
　配列番号７９　Ｓｕｂ７７－ＦＩＢ：
　ＣＴＣＣＴＣＣＣＴＣｇｕＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴ
【０３４７】
１０．３．　標的配列およびＴＦＲＣ増幅用のＰＣＲプライマー
　この実施例の標的配列は、以下に列挙したオリゴヌクレオチドＰＣＲプライマーを用い
て、ＩＭ９細胞系（Ｐｒｏｍｅｇａ）から抽出されたヒトゲノムＤＮＡのｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ増幅により産生された、ＴＦＲＣ遺伝子のＰＣＲアンプリコンであった。プライマー配
列は、５’→３’方向に列挙されている。
　配列番号１８７　フォワードプライマー　５ＴＦＲＣ：
　ＡＡＣＡＡＴＡＡＣＴＣＡＧＡＡＣＴＴＡＣＧ
　配列番号１８８　リバースプライマー　３ＴＦＲＣ：
　ＣＴＴＴＣＴＧＡＧＧＴＴＡＣＣＡＴＣＣＴＡ
【０３４８】
１０．４．　反応成分：　標的配列の増幅および定量
　標的配列のリアルタイムＰＣＲ増幅および検出は、２５μＬの全反応空間内で行った。
すべての反応をＭｘ３００５Ｐ　ＱＰＣＲシステム（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）で行った。
表２４のように、基質およびその関連パートザイムを用いて反応を構成した。サイクルパ
ラメーターは、９５℃で２分間、９５℃で１５秒間と５８℃で６０秒間とを４０サイクル
（５８℃の工程でデータを収集した）。反応条件の各セットは、二重試験方式で行われ、
４０ｎＭの５ＴＦＲＣ、２００ｎＭの３ＴＦＲＣ、各２００ｎＭのパートザイムＡおよび
パートザイムＢ、２００ｎＭの基質、８ｍＭのＭｇＣｌ２、２００μＭの各ｄＮＴＰ、１
０単位のＲＮａｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ）、１×Ｉｍｍｏｂｕｆｆｅｒ（Ｂｉｏｌｉｎｅ
）、２単位のＭｙＴａｑＨＳ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ（Ｂｉｏｌｉｎｅ）、およびゲ
ノムＤＮＡ鋳型（５０ｎｇ）または無標的（ＮＦ－Ｈ２Ｏ）のいずれかを含有していた。
【０３４９】
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【０３５０】
１０．５．　結果：　標的の増幅およびレポーター基質の切断
　ヒトゲノムＤＮＡを含有する各ＭＮＡザイムｑＰＣＲ反応では、ヒトゲノムＤＮＡから
のＴＦＲＣのリアルタイム検出で経時的に蛍光の増加を示した。すべての反応で、無ＤＮ
Ａ標的対照の蛍光は、ＤＮＡ標的含有反応よりも少なかった。このことから、標的含有反
応で生じた蛍光の増加は、触媒活性ＭＮＡザイムの標的依存集合の後でユニバーサルレポ
ーター基質の１つが切断されたことに起因することが実証される。
【０３５１】
　シリーズ２の基質Ｓｕｂ５９を用いた反応は、２８．５の平均Ｃｔ値を示し、一方、シ
リーズ３の基質Ｓｕｂ７７を用いた反応は、２６．５の平均Ｃｔ値を示した。
【０３５２】
　Ｓｕｂ５９およびＳｕｂ７７は、同一のＴｍおよび％Ｃ／Ｔを有するが、中心領域Ｎ４
～Ｎ１３中のシトシンの数およびＮ８の組成が異なることは、注目に値する。リボヌクレ
オチドを取り囲む中心領域では、Ｓｕｂ７７は、位置Ｎ８にシトシンを有しており、これ
は、より低いＣｔ値（２６．５）により示唆されるように、Ｓｕｂ５９よりも改善された
切断効率をもたらすように思われる。Ｓｕｂ５９は、位置Ｎ８にチミンを含有し、５’ア
ームの遠位端に付加されたシトシンを有しており、これは、切断反応の減少ひいてはより
高いＣｔ値（２８．５）をもたらす。
【０３５３】
　注目に値するのは、効率的に切断される基質のヌクレオチド配列の性質および基質のリ
ボヌクレオチドに対する特異的ヌクレオチドの近接性が重要なことである。これらの特徴
は、高温で効率的に切断される可能性がより高いユニバーサル基質をもたらす一群のガイ
ドラインの根底をなす。これらの設計ガイドラインは、限定されるものではないが、（ｉ
）リボヌクレオチドを取り囲む１０個の塩基（Ｎ４～Ｎ１３）中に７個以上のシトシンヌ
クレオチド、（ｉｉ）リボヌクレオチドに直接隣接した塩基（Ｎ８およびＮ９）がシトシ
ンである、（ｉｉｉ）基質の全含有率が＞６４％ピリミジンを有する、（ｉｖ）オリゴヌ
クレオチドの全Ｔｍが６６℃以上である（後者のガイドラインは、基質切断の反応温度が
５０℃超である場合のみ適用可能である）を含む（すべてが必要であるとは限らないこと
もありうる）（表２５）。シリーズ３の基質Ｓｕｂ７７のＣｔ値がより早期にあるので、
この基質は、これらの設計ガイドラインのすべてを満たすと予想され、一方、Ｓｕｂ５９
は、これらの設計ガイドラインの２つのみを満たす（表２５）。
【０３５４】
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【手続補正書】
【提出日】平成25年7月3日(2013.7.3)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリヌクレオチド基質が、配列Ｎ１－Ｎ２－Ｎ３－Ｎ４－Ｎ５－Ｎ６－Ｎ７－Ｎ８－ｒ
Ｒ－ｒＹ－Ｎ９－Ｎ１０－Ｎ１１－Ｎ１２－Ｎ１３－Ｎ１４－Ｎ１５

（式中、
　ｒＲは、プリンリボヌクレオチドであり、
　ｒＹは、ピリミジンリボヌクレオチドであり、
　Ｎ１～Ｎ１５のそれぞれは、ヌクレオチドであり、
　Ｎ５～Ｎ１３のうち６個以上は、シトシンヌクレオチドであり、かつ
　Ｎ９～Ｎ１５のうち３個未満は、グアニンヌクレオチドがある）
を含む、触媒核酸酵素に対する単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２】
　前記ポリヌクレオチド基質が、配列番号２５～２７、２９～３０、３３、７２～９０、
または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構
成される、請求項１に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３】
　Ｎ５～Ｎ１３のうち７個以上または８個以上がシトシンヌクレオチドである、請求項１
または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項４】
　Ｎ５～Ｎ１３のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２９、７３、７６～８０、８２～８３、８５～９０、または１７２
～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請
求項３に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項５】
　Ｎ５～Ｎ１３のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、８０、８３、または８７のいずれか１つにより定義される
配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項３に記載の単離されたポリヌクレオチ
ド基質。
【請求項６】
　Ｎ４～Ｎ１３のうち７個以上または８個以上がシトシンヌクレオチドである、請求項１
または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項７】
　Ｎ４～Ｎ１３のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２７、２９、７３、７６～８３、８５～９０、または１７２～１７
５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項６
に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項８】
　Ｎ４～Ｎ１３のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、７９～８０、８２～８３、８７、８８、または９０のいず
れか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項６に記載の
単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項９】
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　Ｎ４～Ｎ１２のうち６個以上、７個以上、または８個以上がシトシンヌクレオチドであ
る、請求項１または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１０】
　Ｎ４～Ｎ１２のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２７、２９、７３、７６、７７、７９～８３、８５～８８、９０、
または１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構
成される、請求項９に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１１】
　Ｎ４～Ｎ１２のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、８０、８３、８７、または８８のいずれか１つにより定義
される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項９に記載の単離されたポリヌク
レオチド基質。
【請求項１２】
　Ｎ５～Ｎ１２のうち６個以上、７個以上、または８個以上がシトシンヌクレオチドであ
る、請求項１または請求項２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１３】
　Ｎ５～Ｎ１２のうち７個以上が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオ
チド基質が、配列番号２９、７３、７６、７７、８０、８３、８５～８８、または１７２
～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請
求項１２に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１４】
　Ｎ５～Ｎ１２のうち８個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号７６、７７、８０、８３、または８７のいずれか１つにより定義される
配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項１２に記載の単離されたポリヌクレオ
チド基質。
【請求項１５】
　Ｎ１、Ｎ２、Ｎ８、および／またはＮ９のいずれか１つ以上がシトシンヌクレオチドで
ある、請求項１～１４のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１６】
　Ｎ８およびＮ９が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド基質が、
配列番号２５～２６、２９～３０、７２～９０、または１７２～１７５のいずれか１つに
より定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項１５に記載の単離され
たポリヌクレオチド基質。
【請求項１７】
　Ｎ９～Ｎ１５のうち２個、１個、または０個が、グアニンヌクレオチドである、請求項
１～１６のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１８】
　Ｎ９～Ｎ１５のうち１または０個が、グアニンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌク
レオチド基質が、配列番号２５～２７、２９～３０、３３、７２～８０、８２～９０、ま
たは１７２～１７５のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成
される、請求項１７に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項１９】
　Ｎ９～Ｎ１５のうち０個が、グアニンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチド
基質が、配列番号２５、２６、３０、７２、７５、７７～８０、８４～８５、または８９
のいずれか１つにより定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項１７
に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２０】
　Ｎ１～Ｎ１５のうち１０個超、１１個超、１２個超、または１３個超がピリミジンヌク
レオチドである、請求項１～１９のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基
質。
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【請求項２１】
　Ｎ１～Ｎ１５のうち１１個、１２個、または１２個超が、ピリミジンヌクレオチドであ
り、かつ前記ポリヌクレオチド基質が、いずれか１つの配列番号２５～２７、２９、３３
、７３～９０、または１７３～１７５により定義される配列を含むかまたはその配列で構
成される、請求項２０に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２２】
　Ｎ１～Ｎ１５のうち１３個または１４個が、ピリミジンヌクレオチドであり、かつ前記
ポリヌクレオチド基質が、いずれか１つの配列番号７５、７７～８０、８２～８５、また
は８８～８９により定義される配列を含むかまたはその配列で構成される、請求項２０ま
たは請求項２１に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２３】
　Ｎ１～Ｎ１４のうち８個超、９個超、１０個超または１１個がシトシンヌクレオチドで
ある、請求項１～２２のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２４】
　Ｎ１～Ｎ１４のうち１０個または１１個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポ
リヌクレオチド基質が、いずれか１つの配列番号３３、７６～８０、８２～８３、８５、
８７、８８、または８９により定義された配列を含むかまたはその配列で構成される、請
求項２３に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２５】
　Ｎ１～Ｎ１４のうち１１個が、シトシンヌクレオチドであり、かつ前記ポリヌクレオチ
ド基質が、いずれか１つの配列番号７７～７９により定義される配列を含むかまたはその
配列で構成される、請求項２３または請求項２４に記載の単離されたポリヌクレオチド基
質。
【請求項２６】
　前記ポリヌクレオチド基質を検出するための検出可能標識をさらに含む、請求項１～２
５のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２７】
　検出可能部分とクエンチャー部分とをさらに含み、前記検出可能部分により提供される
検出可能作用が、前記触媒核酸酵素による前記ポリヌクレオチド基質の修飾により増大ま
たは低減される、請求項１～２５のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基
質。
【請求項２８】
　前記プリンリボヌクレオチドがグアニンを含む、請求項１～２７のいずれか一項に記載
の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項２９】
　前記ピリミジンリボヌクレオチドがウラシルを含む、請求項１～２８のいずれか一項に
記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３０】
　前記触媒核酸酵素に結合する前記基質の部分が、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５
０℃～６０℃、５２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７
０℃～７６℃、７０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６
８℃、７０℃、７２℃、または７６℃の融解温度（Ｔｍ）を有する、請求項１～２９のい
ずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３１】
　前記触媒核酸酵素が、
　（ａ）多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）、ここで、前記部分は、前記ＭＮＡザイムの少
なくとも１つの基質アームに結合する、または
　（ｂ）ＤＮＡザイム
である、請求項１～３０のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質。
【請求項３２】
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　（ａ）２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムを提供することと、ただし、少なく
とも第１のオリゴヌクレオチドパートザイムおよび第２のオリゴヌクレオチドパートザイ
ムは、前記標的の存在下で自己集合して少なくとも第１の触媒活性多成分核酸酵素（ＭＮ
Ａザイム）を形成する、
　（ｂ）請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質を提供
することと、前記ポリヌクレオチド基質は、前記第１のＭＮＡザイムによる修飾が可能で
あり、前記ＭＮＡザイムによる前記ポリヌクレオチド基質の修飾は、検出可能作用を提供
する、
　（ｃ）（１）前記少なくとも第１のＭＮＡザイムの自己集合と、
　　（２）前記少なくとも第１のＭＮＡザイムの触媒活性と、
を可能にする条件下で、前記２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムと前記標的を推
定上含有するサンプルとを接触させることと、
　（ｄ）前記検出可能作用を検出することと、
を含む、少なくとも１つの標的の存在を検出する方法。
【請求項３３】
　前記標的が核酸である、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記核酸が、ＤＮＡ、メチル化ＤＮＡ、アルキル化ＤＮＡ、ＲＮＡ、メチル化ＲＮＡ、
マイクロＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｔＲ
ＮＡ、ｓｍＲＮＡ、プレもしくはプリマイクロＲＮＡ、他の非コードＲＮＡ、リボソーム
ＲＮＡ、それらの誘導体、アンプリコン、またはそれらの任意の組合せからなる群から選
択される、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記核酸が増幅される、請求項３３または請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、ループ媒介等
温増幅（ＬＡＭＰ）、ローリングサークル増幅（ＲＣＡ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、自
己保持配列複製（３ＳＲ）、核酸配列ベース増幅（ＮＡＳＢＡ）、または逆転写ポリメラ
ーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）の１つ以上を含む、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムが、
　配列番号９および配列番号１０、配列番号１１および配列番号１２、配列番号１３およ
び配列番号１４、配列番号１６および配列番号１４、配列番号１７および配列番号１８、
配列番号４０および配列番号４１、配列番号４２および配列番号４３、配列番号４４およ
び配列番号４５、配列番号４６および配列番号４５、配列番号４７および配列番号６３、
配列番号４８および配列番号４９、配列番号５０および配列番号５１、配列番号５２およ
び配列番号５１、配列番号３８および配列番号５５、配列番号５６および配列番号５７、
配列番号５８および配列番号５９、配列番号６０および配列番号６１、配列番号６２およ
び配列番号６３、配列番号６４および配列番号６５、配列番号６６および配列番号６７、
配列番号６２および配列番号６８、配列番号６９および配列番号７０、配列番号４６およ
び配列番号５５、配列番号４６および配列番号５９、配列番号３８および配列番号４５、
配列番号５８および配列番号４５、配列番号６２および配列番号４５、配列番号４６およ
び配列番号６３、配列番号７１および配列番号６８、配列番号９８および配列番号９９、
配列番号１００および配列番号１０３、配列番号１０４および配列番号１０５、配列番号
１０６および配列番号１０７、配列番号１０８および配列番号１０９、配列番号１１０お
よび配列番号１１１、配列番号１１２および配列番号１１３、配列番号１１６および配列
番号１１７、配列番号１１８および配列番号１１９、配列番号１２０および配列番号１２
１、配列番号１２２および配列番号１１９、配列番号１５５および配列番号１５６、配列
番号１５７および配列番号１５８、配列番号１５９および配列番号１６０、配列番号１６
８および配列番号１６９、配列番号１７９および配列番号１８０、配列番号１８１および
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配列番号１８２、配列番号１８３および配列番号１８４、または配列番号１８５および配
列番号１８６
により定義されるそれぞれの配列を含む、請求項３２～３６のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項３８】
　前記ポリヌクレオチド基質が、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５０℃～６０℃、５
２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７０℃～７６℃、７
０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６８℃、７０℃、７
２℃、または７６℃の温度で前記ＭＮＡザイムの基質アームにハイブリダイズする、請求
項３２～３７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記方法が、
　異なる標的の存在下で自己集合して第２の触媒活性ＭＮＡザイムを形成可能な２つ以上
の追加のオリゴヌクレオチドパートザイムと、
　少なくとも１つの追加のポリヌクレオチド基質と、
を提供することをさらに含み、
　前記追加のポリヌクレオチド基質が、前記異なる標的の存在下で前記第２のＭＮＡザイ
ムによる修飾が可能である、
請求項３２～３８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記追加のポリヌクレオチド基質が前記第１のＭＮＡザイムによる修飾が可能でない、
請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　パート（ｄ）での前記検出が、蛍光分光法、表面プラズモン共鳴法、質量分析法、ＮＭ
Ｒ法、電子スピン共鳴法、偏光蛍光分光法、円二色性法、免疫アッセイ法、クロマトグラ
フィー法、放射測定法、電気化学的方法、測光法、シンチグラフィー法、電子的方法、Ｕ
Ｖ、可視光、もしくは赤外の分光法、酵素法、またはそれらの任意の組合せの使用を含む
、請求項３２～４０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　パート（ｄ）での前記検出が蛍光分光法の使用を含む、請求項３２～４１のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項４３】
　パート（ｄ）での前記検出がＦＲＥＴ検出可能作用の検出を含む、請求項３２～４２の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項４４】
　触媒核酸酵素に対する基質としての、請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離され
たポリヌクレオチド基質の使用。
【請求項４５】
　前記触媒核酸酵素が、多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）であり、前記ＭＮＡザイムが、
少なくとも２つ以上のオリゴヌクレオチドパートザイムを含み、少なくとも第１のオリゴ
ヌクレオチドパートザイムおよび第２のオリゴヌクレオチドパートザイムが、ＭＮＡザイ
ム集合促進剤の存在下で自己集合して触媒活性多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）を形成し
、前記少なくとも第１および前記第２のオリゴヌクレオチドパートザイムのそれぞれは、
基質アーム部分と、触媒コア部分と、センサーアーム部分と、を含み、
　自己集合すると、前記第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムのセンサーア
ーム部分が、ＭＮＡザイムのセンサーアームとして作用し、第１および第２のオリゴヌク
レオチドパートザイムの基質アーム部分が、ＭＮＡザイムの基質アームとして作用し、第
１および第２のオリゴヌクレオチドパートザイムの触媒コア部分が、ＭＮＡザイムの触媒
コアとして作用し、
　前記ＭＮＡザイムのセンサーアームが、第１および第２のオリゴヌクレオチドパートザ
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イムを近接して維持してそれらのそれぞれの触媒コア部分の会合によりＭＮＡザイムの触
媒コアを形成するように、前記ＭＮＡザイム集合促進剤と相互作用し、前記触媒コアが、
前記ポリヌクレオチド基質の修飾が可能であり、前記ＭＮＡザイムの前記基質アームが、
前記ＭＮＡザイムの前記触媒コアが前記ポリヌクレオチド基質を修飾できるように、前記
ポリヌクレオチド基質に結合する、
請求項４４に記載の使用。
【請求項４６】
　それぞれの前記オリゴヌクレオチドパートザイムの触媒コア部分がＤＮＡまたはそのア
ナログを含む、請求項４５に記載の使用。
【請求項４７】
　前記集合促進剤が、同定、検出、または定量される標的である、請求項４５または請求
項４６に記載の使用。
【請求項４８】
　前記ポリヌクレオチド基質が、５０℃～９０℃、５０℃～６５℃、５０℃～６０℃、５
２℃～５８℃、６６℃～７６℃、６８℃～７６℃、６４℃～７０℃、７０℃～７６℃、７
０℃～７５℃、７２℃～７６℃、５２℃、５８℃、６４℃、６６℃、６８℃、７０℃、７
２℃、または７６℃の温度で前記触媒核酸酵素にハイブリダイズする、請求項４４～４７
のいずれか一項に記載の使用。
【請求項４９】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質を含むキット
。
【請求項５０】
　前記ポリヌクレオチド基質の触媒修飾が可能な触媒核酸酵素をさらに含む、請求項４９
に記載のキット。
【請求項５１】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載の単離されたポリヌクレオチド基質と、少なくと
も１つの標的の検出が可能な多成分核酸酵素（ＭＮＡザイム）を集合するように設計され
た複数のオリゴヌクレオチドパートザイムと、を含み、前記ＭＮＡザイムが前記ポリヌク
レオチド基質の触媒修飾が可能である、キット。
【請求項５２】
　請求項１～３１のいずれか一項に記載のポリヌクレオチド基質に結合された固体担体を
含む集合体。
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