
(57)【要約】

本発明は、HIV、C型肝炎、B型肝炎（HBV）、パルボウイ

ルスB19等の与えられた病原体の変異体を単一の検出プ

ローブの使用により診断的に検出するための方法を提供

する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 存 在 を 決 定 す る プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 法 に お い て 、
以 下 の 工 程 を 含 む 前 記 方 法 ：
（ ａ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 と 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 を 行 う の に
適 し た 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 ；
（ ｂ ） タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 を 鋳 型 と し て 用 い て リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 伸 長 し て 、 リ バ ー ス
プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 と 結 合 し た リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 構 成 す る ；
（ ｃ ） 前 記 鋳 型 由 来 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 変 性 さ せ る 工 程 ；
（ ｄ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 以 下 の も の と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 ：
（ ｉ ） 存 在 す る 場 合 に は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 と 相 補 的 な 核 酸 分 子 ； 又 は
（ ii） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 ；
（ ｅ ） 存 在 す る 場 合 に は 、 相 補 的 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 又 は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を
鋳 型 と し て 用 い て フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 伸 長 す る 工 程 、 こ こ で フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸
長 産 物 と 結 合 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 構 成 す る ；
（ ｆ ） 前 記 鋳 型 由 来 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 変 性 さ せ る 工 程 ；
（ ｇ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 ；
（ ｈ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 鋳 型 と し て 用 い て リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 伸 長 し て
、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
伸 長 産 物 と 結 合 し た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 構 成 す る
；
（ ｉ ） 前 記 鋳 型 由 来 の 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 変 性 さ せ る 工 程 ；
（ ｊ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 ；
（ ｋ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 鋳 型 と し て 用 い て フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー を 伸 長 し て
、 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 を 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー 伸 長 産 物 と 結 合 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を
構 成 す る ；
（ ｌ ） 前 記 鋳 型 由 来 の 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 変 性 さ せ る 工 程 ；
（ ｍ ） 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を そ れ
ぞ れ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 用 の 鋳 型 と し て 用 い て 、 検 出 可 能 な 量 の
追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 産 生 す る
の に 十 分 な 回 数 、 工 程 （ ｇ ） か ら （ ｌ ） を 繰 り 返 す 工 程 ； 及 び
（ ｎ ） 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 存
在 を 検 出 す る 工 程 ；
こ こ で 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 の も の と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し ：
（ ｉ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端
の ヌ ク レ オ チ ド ； 又 は
（ ii） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端
の ヌ ク レ オ チ ド と は ヌ ク レ オ チ ド の ギ ャ ッ プ で 離 れ た ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 前 記 ギ ャ ッ プ
は 高 く 保 存 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 配 列 を 含 む ； 及 び
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド は 以 下 の も の と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ：
（ ｉ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端 の ヌ
ク レ オ チ ド ； 又 は
（ ii） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端 の ヌ
ク レ オ チ ド と は ヌ ク レ オ チ ド の ギ ャ ッ プ で 離 れ た ヌ ク レ オ チ ド 、 こ こ で 前 記 ギ ャ ッ プ は 高
く 保 存 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 配 列 を 含 む 。
【 請 求 項 ２ 】
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 が 変 異 体 配 列 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
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プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 が ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 が ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ウ イ ル ス が ヒ ト 免 疫 不 全 症 ウ イ ル ス （ HIV） で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ウ イ ル ス が C型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HCV） 又 は B型 肝 炎 ウ イ ル ス （ HBV） で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ギ ャ ッ プ が ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 高 く 保 存 さ れ た 領 域 を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ギ ャ ッ プ が 約 1～ 約 5個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ギ ャ ッ プ が 約 2個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
工 程 （ ｄ ） （ ｉ ） の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 と 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 が タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の
cDNAと し て 単 独 に 与 え ら れ る 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 存 在 を 検
出 す る 工 程 が 以 下 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 ：
（ Ａ ） 自 己 変 性 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー ブ を 用 意 す る 工 程 、 こ こ で 前 記 プ ロ ー ブ は 以 下 の も の
を 含 む ：
（ ｉ ） 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る こ と が で き る レ ポ ー タ ー 部 分 に 付 着 し た 第 1核 酸 配
列 ；
（ ii） （ ａ ） 第 1核 酸 配 列 に 相 補 的 で あ り 、
（ ｂ ） 第 1核 酸 配 列 と 第 2核 酸 配 列 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に レ ポ ー タ ー 部 分 の シ
グ ナ ル を 変 性 す る こ と が で き る 相 互 作 用 部 分 に 付 着 し た 第 2核 酸 配 列 ； 及 び
（ iii） 第 1核 酸 配 列 と 第 2核 酸 配 列 を 繋 ぐ プ ロ ー ブ 配 列 、 こ こ で 前 記 プ ロ ー ブ 配 列 は 以 下
の も の の い ず れ か を 含 む ：
（ ａ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
（ ｂ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 及 び
（ Ｂ ） 前 記 増 幅 産 物 を 前 記 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程 ；
こ こ で 、 前 記 プ ロ ー ブ の プ ロ ー ブ 配 列 は 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 第 1及 び 第 2核 酸 配 列 は 変 性 し 、
そ れ に よ っ て レ ポ ー タ ー 部 分 に よ り シ グ ナ ル を 発 生 し 、
レ ポ ー タ ー 部 分 に よ っ て 発 生 し た シ グ ナ ル は タ ー ゲ ッ ト 分 子 の 存 在 を 示 す 。
【 請 求 項 １ ２ 】
プ ロ ー ブ 配 列 が 以 下 の い ず れ か の も の を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 ：
（ ａ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 た だ し リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー に 相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 含 ま な い ； 又 は
（ ｂ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 た だ し フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ
ー に 相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 含 ま な い 。
【 請 求 項 １ ３ 】
プ ロ ー ブ 配 列 が 以 下 の い ず れ か の も の を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 ：
（ ａ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に
相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
（ ｂ ） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー に
相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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前 記 プ ロ ー ブ に よ っ て 発 生 し た 検 出 可 能 な シ グ ナ ル の レ ベ ル が サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 核
酸 分 子 の 量 に 比 例 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
約 60～ 約 95％ の 前 記 プ ロ ー ブ 配 列 が 以 下 の い ず れ か の も の を 含 む 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方
法 ：
（ ｉ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
（ ii） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 プ ロ ー ブ 配 列 が リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 場 合 に 、
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の モ ル 比 が 約 1:5～ 約 1:20の 範 囲 で あ る か 、
又 は
前 記 プ ロ ー ブ 配 列 が フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 場 合 に
、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の モ ル 比 が 約 1:5～ 約 1:20の 範 囲 で あ る 、
請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 プ ロ ー ブ 配 列 が 約 10～ 約 30個 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 プ ロ ー ブ 配 列 が 約 18～ 約 24個 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 発 光 シ グ ナ ル で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
発 光 シ グ ナ ル が 蛍 光 シ グ ナ ル で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
発 光 シ グ ナ ル が 化 学 発 光 シ グ ナ ル で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
レ ポ ー タ ー 部 分 が 自 己 変 性 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー ブ の 5'末 端 又 は 3'末 端 で 付 着 す る 、 請 求 項
１ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
相 互 作 用 部 分 が 自 己 変 性 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー ブ の 5'末 端 又 は 3'末 端 で 付 着 す る 、 請 求 項 １
１ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
レ ポ ー タ ー 部 分 が フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
フ ル オ ロ フ ォ ア が キ サ ン テ ン 染 料 、 シ ア ニ ン 染 料 、 ダ ン シ ル 誘 導 体 、 EDANS、 ク マ リ ン 、
ル シ フ ァ ー イ エ ロ ー 、 BODIPY、 Cy3、 Cy5、 Cy7、 　 　 　 　 　 　 テ キ サ ス レ ッ ド 、 エ リ ト ロ
シ ン 、 ナ フ チ ル ア ミ ン 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 又 は そ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 、 請 求 項 ２ ４
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
キ サ ン テ ン 染 料 が フ ル オ レ セ イ ン 又 は ロ ー ダ ミ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
フ ル オ レ セ イ ン が 5-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ 5-FAM） 、 6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン
（ 6-FAM） 、 2',4',1,4,-テ ト ラ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン （ TET） 、 2',4',5',7'
,1,4-ヘ キ サ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン （ HEX） 、 エ オ シ ン 、 カ ル シ ウ ム グ リ ー ン 、 及 び NEDか
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
ロ ー ダ ミ ン が テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ TAMRA） 、 テ ト ラ プ ロ パ ノ -6-カ ル
ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ ROX） 、 2',7'ジ メ ト キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （
JOE） 、 及 び テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
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相 互 作 用 部 分 が ク エ ン チ ャ ー で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ク エ ン チ ャ ー が DABCYL、 ア ン ト ロ キ ノ ン 、 ニ ト ロ チ ア ゾ ー ル 、 ニ ト ロ イ ミ ダ ゾ ー ル 又 は マ
ラ カ イ ト グ リ ー ン で あ る 、 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
DABCYLが DABSYL、 DABMI又 は メ チ ル レ ッ ド で あ る 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
相 互 作 用 部 分 が フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
増 幅 産 物 が 終 点 分 析 に よ り 測 定 及 び 定 量 化 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
増 幅 産 物 が 実 時 間 分 析 に よ り 測 定 及 び 定 量 化 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
増 幅 産 物 が 一 連 の 閾 値 サ イ ク ル 測 定 か ら 導 か れ る 標 準 曲 線 を 用 い て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 検 出 用 キ ッ ト で あ っ て 、 前 記 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は 変
異 体 配 列 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 、 以 下 の も の を 含 む 前 記 キ ッ ト ：
（ ｉ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に 有 用 な 一 組 の プ ラ イ マ ー ；
（ ii） プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 を 行 う た め の 試 薬 ； 及 び
（ iii） プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 存 在 を 検 出 す る 自 己 変 性 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー ブ 、 こ こ で 前
記 プ ロ ー ブ は 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 す る こ と が で き る レ ポ ー タ ー 部 分 に 付 着 し た 第 1
核 酸 配 列 、 レ ポ ー タ ー 部 分 の シ グ ナ ル を 変 性 す る こ と が で き る 相 互 作 用 部 分 に 付 着 し た 第
2核 酸 配 列 、 並 び に 第 1及 び 第 2核 酸 配 列 を 繋 ぐ プ ロ ー ブ 配 列 を 含 む 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 出 願 は 2001年 4月 17日 に 提 出 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/284,334号 の 利 益 を 要 求 し 、 そ れ は
参 照 よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

密 接 に 関 連 し て い る 遺 伝 的 変 異 体 の 検 出 は 、 分 析 診 断 の 重 要 な 課 題 で あ る 。 例 え ば 、 ウ イ
ル ス 及 び バ ク テ リ ア の よ う な 病 原 体 は 、 一 般 に し ば し ば 変 異 し て 、 前 記 遺 伝 的 変 異 体 を 形
成 す る 。
例 え ば 、 異 な る 起 源 を 持 っ て い る ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV-1)の 核 酸 配 列 は 、 互 い に 異
な っ て い る 。 異 な る タ イ プ の HIV-1は い く つ か の グ ル ー プ 及 び サ ブ タ イ プ に 分 け ら れ る 。
主 要 な グ ル ー プ Mは 10個 の 現 在 明 ら か に さ れ て い る サ ブ タ イ プ か ら 構 成 さ れ 、 前 記 サ ブ タ
イ プ は サ ブ タ イ プ A～ H、 J及 び Kと 呼 ば れ る 。 M-グ ル ー プ ・ ウ イ ル ス に 加 え て 、 他 の ２ つ の
グ ル ー プ 、 Nと Oは 、 明 ら か に さ れ て い る （ Simonら 、 1998, Nature Med, 4:1032-1037） 。
HIV-1複 製 機 構 の 誤 り が ち な 性 質 の た め に 、 グ ル ー プ 及 び サ ブ タ イ プ 内 に 、 新 し い ウ イ ル
ス の 種 は 連 続 的 に 発 生 し て い る 。
同 様 に 、 C型 肝 炎 ウ イ ル ス (HCV)は 、 同 種 の RNA個 体 群 と し て 存 在 し な い 。 単 一 の 感 染 し た
個 体 内 で さ え 、 多 く の 異 種 ウ イ ル ス ゲ ノ ム （ 準 種 （ quasispecies） ） が 共 存 す る か も し れ
な い 。 さ ら に 、 HCVの 多 数 の 遺 伝 子 型 は 、 異 な る 地 域 か ら 単 離 し た ウ イ ル ス 変 異 体 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 分 析 に 基 づ い て 明 ら か に さ れ た 。 1か ら 6ま で 数 に よ っ て 分 類 さ れ た 6つ の 主
な HCV遺 伝 子 型 が 現 在 あ る 。 遺 伝 子 型 は 、 サ ブ タ イ プ に 従 っ て さ ら に 細 分 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
種 内 の 病 原 体 の 前 記 遺 伝 的 変 異 の た め に 、 信 頼 で き る 結 果 を 提 供 す る 診 断 テ ス ト の 範 囲 は
か な り 制 限 さ れ る 。 サ ン プ ル 中 の 病 原 体 を 検 出 す る た め に 現 在 利 用 で き る 大 抵 の 検 出 方 法
は 、 病 原 体 の 抗 原 、 病 原 体 誘 発 抗 体 、 又 は 病 原 体 固 有 酵 素 、 例 え ば 固 有 の HIV逆 転 写 酵 素
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の 検 出 の い ず れ か を 基 礎 と す る 。 不 便 な こ と に 加 え て 、 前 記 方 法 は 、 し ば し ば あ ま り 敏 感
で な い 。 例 え ば 、 献 血 者 の HIV-1感 染 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 血 液 銀 行 で 現 在 実 施 さ
れ て い る 方 法 は 、 ウ イ ル ス 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 の 検 出 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ま だ ウ イ ル ス
に 対 す る 診 断 抗 体 を 発 生 し て い な い 感 染 者 の 急 性 期 の 早 い 段 階 で 個 体 を 検 出 で き な い 。
核 酸 配 列 の 検 出 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 敏 感 で 、 簡 便 で あ る 。 し か し 、 こ れ ら の
検 査 は 、 必 ず し も 密 接 に 関 連 し た 遺 伝 的 変 異 体 の 検 出 に と っ て 信 頼 で き る と は 限 ら な い 。
現 在 利 用 で き る 核 酸 配 列 に 基 づ く 検 出 方 法 の １ つ は 、 分 子 ビ ー コ ン を 利 用 す る （ Tyagi an
d Kramer、 1996, Nat. Biotechnol., 14(3):303-308） 。 分 子 ビ ー コ ン は 、 基 部 -ル ー プ （
stem-loop） 構 造 を 有 す る 一 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で あ る （ 図 １ 参 照 ） 。 分 子
の ル ー プ 部 分 は タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 に 相 補 的 な プ ロ ー ブ 配 列 で あ る 。 基 部 は 、 プ ロ ー ブ 配
列 の 末 端 で 相 補 的 な ア ー ム 配 列 の ア ニ ー リ ン グ に よ っ て 形 成 さ れ る 。 蛍 光 性 部 分 は 一 つ の
ア ー ム の 末 端 に 付 着 し 、 ク エ ン チ ン グ 部 分 は も う 一 つ の ア ー ム の 末 端 に 付 着 し て い る 。 基
部 の ア ー ム の 互 い へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は こ れ ら 二 つ の 部 分 を 極 め て 接 近 し た 状 態
に 保 ち 、 フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 が エ ネ ル ギ ー 移 動 に よ っ て ク エ ン チ さ れ る （ 図 １ ａ ） 。 ビ
ー コ ン の 相 補 的 DNAタ ー ゲ ッ ト の 存 在 下 で 、 前 記 ル ー プ 構 造 は 前 記 タ ー ゲ ッ ト と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 基 部 の ア ー ム が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま 残 ら な い よ う に す る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア
と ク エ ン チ ャ ー は 物 理 的 に 離 さ れ て 、 蛍 光 が 得 ら れ る （ 図 １ ｂ ） 。
分 子 ビ ー コ ン は リ ア ル タ イ ム 定 量 的 PCRの た め に 現 在 使 用 さ れ る 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 通 常
長 さ が 200塩 基 対 未 満 で 、 DNAの 特 定 の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。
そ の ル ー プ が 増 幅 さ れ た DNA鎖 の １ つ の 短 い （ 20～ 25b.p.） 領 域 に 相 補 的 で あ る よ う に 、
ビ ー コ ン は 一 般 的 に デ ザ イ ン さ れ る 。 前 記 増 幅 さ れ た DNA鎖 の 相 補 的 な 領 域 は 前 記 鎖 の 一
部 で あ り 、 前 記 プ ラ イ マ ー に 加 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
分 子 ビ ー コ ン は 極 め て 配 列 特 異 的 で あ る 。 実 際 、 こ の 技 術 の 原 理 的 用 途 の 一 つ は 、 近 年 、
対 立 遺 伝 子 の 識 別 又 は “ 分 子 の 遺 伝 形 質 を 決 め る （ genotyping） ” た め に あ る 。 分 子 ビ ー
コ ン の 配 列 変 異 に 対 す る 感 受 性 は 、 単 一 の ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も 与 え ら れ た タ ー ゲ ッ ト
配 列 に お け る 多 形 の 識 別 を 与 え る （ Tyagiら 、 1998, Nat. Biotechnol., 16(1):49-53; Ko
strikisら 、 1998, Science, 279:5354:1228-9; Marrasら 、 1999, Genet. Anal., 14(5-6)
151-6; Tappら 、 2000, Biotechniques, 28(4):732-8） 。
現 在 ま で 、 配 列 変 異 に 対 す る こ の 感 受 性 は 、 ウ イ ル ス 感 染 の 診 断 へ の 分 子 ビ ー コ ン 技 術 の
適 用 を 厳 し く 制 限 し て い る 。 分 子 ビ ー コ ン は 、 DNA又 は RNAタ ー ゲ ッ ト の 変 異 体 配 列 を 効 率
的 に 検 出 す る こ と が で き な い 。 例 え ば 、 HIV株 Aか ら の PCR産 物 を 認 識 す る た め に デ ザ イ ン
さ れ た ビ ー コ ン は 、 HIV株 Bか ら の PCR産 物 を 認 識 す る こ と が で き な い （ 図 ２ 参 照 ） 。
こ の よ う に 、 前 記 技 術 は 、 ウ イ ル ス の す べ て の 異 な る 遺 伝 子 型 の 検 出 を 可 能 に す る た め に
、 い く つ か の 異 な る ビ ー コ ン を 必 要 と す る で あ ろ う 。 す な わ ち 、 HIV-1の ゲ ノ ム の あ る 保
存 性 の 高 い 領 域 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い て も 、 い く つ か の 異 な る ビ ー コ ン が こ の ウ イ
ル ス の す べ て の 知 ら れ て い る サ ブ タ イ プ を 検 出 す る た め に 必 要 と さ れ る 可 能 性 が 高 い 。 さ
ら に 、 い く つ か の 異 な る ビ ー コ ン を 使 用 し て も 、 明 ら か に さ れ て い な い HIV-1の そ の 他 の
変 異 体 は 検 出 さ れ な い か も し れ な い 。
こ の よ う に 、 前 記 技 術 は 、 病 原 体 の す べ て の 関 連 し た 遺 伝 的 変 異 体 の 検 出 の た め に 便 利 な
又 は 効 率 的 な 診 断 ア ッ セ イ を 提 供 し な い 。
非 常 に 密 接 な 遺 伝 的 変 異 体 を 検 出 す る こ と が で き る 敏 感 で 、 便 利 な 核 酸 に 基 づ く ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ の 差 し 迫 っ た 必 要 性 が 存 在 す る 。 す な わ ち 、 直 接 汚 染 さ れ た 血 に お い て 、
ウ イ ル ス 、 バ ク テ リ ア 及 び そ の 他 の 病 原 体 を 検 出 す る こ と が で き る ア ッ セ イ が 必 要 で あ る
。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 病 原 体 感 染 の 急 性 期 の 早 い 段 階 、 例 え ば 個 体 が ウ イ ル ス に 対 す
る 診 断 抗 体 を 発 生 す る 前 に 、 個 体 か ら 血 又 は 血 漿 単 位 を 検 出 す る た め に 必 要 と さ れ る 。
従 っ て 、 、 本 発 明 の 目 的 の １ つ は 、 特 定 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 多 数 の 変 異 体 の 検 出 に 便
利 で 、 効 率 的 な 診 断 ア ッ セ イ を 提 供 す る こ と に よ っ て 従 来 技 術 に お け る 上 記 制 限 を 克 服 す
る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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こ れ ら と そ の 他 の 目 的 は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ る よ う 、 HIV、 C型 肝 炎 、 B型 肝 炎 （ H
BV） 、 パ ル ボ ウ ィ ル ス B19と い っ た 与 え ら れ た 病 原 体 の 変 異 体 を 、 単 一 の 検 出 プ ロ ー ブ の
使 用 、 す な わ ち ユ ニ バ ー サ ル マ ル チ 変 異 体 検 出 シ ス テ ム に よ っ て 、 診 断 上 検 出 す る 方 法 を
提 供 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 単 一 の 検 出 プ ロ ー ブ は 分 子
ビ ー コ ン で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】

本 発 明 は 、 単 一 の 検 出 プ ロ ー ブ の 使 用 に よ り 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の
存 在 を 決 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
前 記 方 法 は 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 に よ る タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 増 幅 を 含 み 、 前 記 反 応
の プ ラ イ マ ー は 、 以 下 に 記 載 さ れ る よ う に 、 フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 含 む 一
組 の “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” プ ラ イ マ ー で あ る （ 図 ３ 及 び ４ 参 照 ） 。
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は 、 そ の 全 配 列 又 は 部 分 配 列 が プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 プ ラ イ マ ー を
作 製 す る た め に よ く 知 ら れ て い る 核 酸 分 子 で あ る 。 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 又 は 二
本 鎖 で あ っ て も よ い 。
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は 相 同 性 の 高 い 配 列 の フ ァ ミ リ ー と し て 存 在 す る 。 フ ァ ミ リ ー 内 の こ
れ ら の 異 な る 配 列 は 変 異 体 と し て 参 照 さ れ る 。 変 異 体 の 起 源 は 、 例 え ば 遺 伝 子 変 異 及 び 遺
伝 子 多 形 を 含 む 。
変 異 体 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 核 酸 分 子 と し て は 、 例 え ば ウ イ ル ス と バ ク テ リ ア が 挙
げ ら れ る 。 ウ イ ル ス の 例 と し て は 、 HIV、 HCV、 HBV及 び ヒ ト パ ル ボ ウ ィ ル ス B19が 挙 げ ら れ
る 。 バ ク テ リ ア の 例 と し て は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 （ S. pneunaoniae） 、
髄 膜 炎 菌 （ N. meningitidis） 、 淋 菌 （ N. gonorrhoeae） 、 結 核 菌 （ M. Tuberculosis） 及
び ボ レ リ ア 属 （ Borrelia） 種 （ ラ イ ム 病 ） が 挙 げ ら れ る 。
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 が 検 出 さ れ 得 る 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 任 意 の 体 液 、 細 胞 又 は 細 胞 片 で
あ る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル の 例 と し て は 、 血 、 血 清 、 精 液 、 粘 液 又 は そ の 他 の 滲 出 液 が 挙 げ
ら れ る 。
本 発 明 は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 又 は 前 記 分 子 の 小 領 域 の 増 幅 を も た ら す 任 意 の タ イ プ の プ
ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 で 使 用 で き る 。 増 幅 反 応 は 、 例 え ば 定 量 的 PCR等 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連
鎖 反 応 （ PCR） 、 ス ト ラ ン ド 置 換 増 幅 （ SDA） 、 転 写 媒 介 増 幅 （ TMA） 、 及 び 核 酸 配 列 に 基
づ く 増 幅 （ NASBA） が 挙 げ ら れ る 。 NASBAは RNAを 増 幅 す る 。 NASBAは EP-A-0 329 822に 記 載
さ れ る 。
従 来 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 増 幅 方 法 は 、 当 該 技 術 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 実 行 す る の に 適 し た 条 件 は 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 、 第 4,683,2
02号 及 び 第 4,965,188号 に 記 載 さ れ て い る 。 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー （ ノ ー ウ ォ ー ク 、 コ ネ チ
カ ッ ト ） の よ う な 商 業 上 の ベ ン ダ ー は 、 PCR試 薬 を 市 場 に 出 し 、 PCRプ ロ ト コ ル を 公 表 す る
。 PCR増 幅 反 応 混 合 物 は 、 増 幅 反 応 を 実 行 す る の に 必 要 な 試 薬 を 含 む 。 一 般 的 に 、 前 記 混
合 物 は 、 好 適 な 緩 衝 剤 中 に 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 5'三 リ ン 酸
（ dNTP's） 、 及 び 2価 の 金 属 陽 イ オ ン の よ う な 重 合 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
DNA又 は RNAタ ー ゲ ッ ト 配 列 の い ず れ か は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 増 幅 で き る 。 ウ イ ル ス の
ゲ ノ ム の 核 酸 の よ う な RNAタ ー ゲ ッ ト の PCR増 幅 の 場 合 、 第 一 工 程 は 、 タ ー ゲ ッ ト 配 列 の DN
Aコ ピ ー （ cDNA） の 合 成 で あ る 。 逆 転 写 は 、 別 々 の 工 程 と し て 、 又 は 好 ま し く は 、 複 合 逆
転 写 -ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） で 実 行 で き る 。 RNAの RT-PCR増 幅 は 、 当 該 技 術 に お
い て よ く 知 ら れ 、 米 国 特 許 第 5,322,770号 及 び 及 び 5,310,652号 ;Myers and Gelfand, 1991
, Biochemistry 30(31):7661-7666;米 国 特 許 第 5,527,669号 ;Youngら 、 1993, J. Clin. Mi
crobiol. 31(4):882-886;及 び Youngら 、 1995, J. Clin. Microbiol. 33(3):654-657に 記
載 さ れ て い る 。
プ ラ イ マ ー は 前 記 PCR反 応 混 合 物 に も 含 ま れ る 。 プ ラ イ マ ー は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り
、 鋳 型 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と き に 、 増 幅 反 応 中 に 合 成 開 始 点 と し て の 機 能 を 果
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た す こ と が で き る 。 鋳 型 核 酸 は 最 初 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 で あ り 、 増 幅 産 物 は 前 記 分 子 か
ら 産 生 さ れ る 。
本 発 明 の プ ラ イ マ ー の 長 さ は 重 要 で は な い 。 一 般 的 に 、 プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 約 15～ 55個
の ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 よ り 一 般 的 に は 約 20～ 45個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 一 般 的 に
は 約 25～ 35個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー は 、 プ ラ イ マ ー と そ の 鋳 型
の 間 に 許 容 で き る ミ ス マ ッ チ の 数 を 最 大 限 に す る 相 対 的 な 長 さ （ ＞ 30塩 基 ） で あ る と 考 え
ら れ る 。 プ ラ イ マ ー 対 は 、 同 じ 長 さ で あ る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は
29個 の ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ て い て も よ く 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 22個 の ヌ ク レ オ チ ド
で 構 成 さ れ て い て も よ い 。
前 記 プ ラ イ マ ー は 天 然 又 は 合 成 で あ っ て も よ い 。 PCRに つ い て 、 前 記 プ ラ イ マ ー は 、 好 ま
し く は 一 本 鎖 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 相 補 的 な 塩 基 の 対 形 成 の 結 果 、 2つ の 一 本 鎖 核 酸 に よ っ て 二
重 構 造 の 形 成 を 参 照 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 完 全 に 相 補 的 で あ る 核 酸 ス ト ラ ン
ド 間 で 、 又 は ミ ス マ ッ チ の よ り 少 な い 領 域 を 含 む “ 実 質 的 に 相 補 的 で あ る ” 核 酸 ス ト ラ ン
ド 、 す な わ ち 変 異 体 間 で 起 こ り 得 る 。 ミ ス マ ッ チ の 許 容 さ れ る 程 度 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 条 件 の 適 切 な 調 整 に よ っ て 調 整 で き る 。 完 全 に 相 補 的 で あ る 核 酸 ス ト ラ ン ド が ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 条 件 は 、 “ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ” 又 は “ 配 列
-特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 ” と 呼 ば れ る 。 実 質 的 に 相 補 的 な 配 列 の 安 定 な 二 重
鎖 は 、 よ り 少 な い ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 達 成 で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
プ ラ イ マ ー が プ ラ イ マ ー と 鋳 型 の 間 の ミ ス マ ッ チ を 許 容 す る こ と が で き る よ う に 、 本 発 明
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 す な わ ち ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が セ ッ ト さ れ 、 そ れ に よ っ
て す べ て の 遺 伝 的 変 異 体 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 条 件 は 、 プ
ラ イ マ ー と 鋳 型 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が プ ラ イ マ ー と 鋳 型 と の 間 に 最 大 20％ の
塩 基 対 の ミ ス マ ッ チ を 生 じ る よ う に セ ッ ト さ れ る 。
当 該 技 術 に よ っ て 与 え ら れ る ガ イ ダ ン ス に 従 っ て 、 核 酸 技 術 の 当 業 者 は 、 経 験 的 に 多 く の
変 数 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ 及 び 塩 基 対 濃 度 、 イ オ ン 強 度 、 ミ ス マ ッ チ し た 塩
基 対 の 発 生 率 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ニ ー リ ン グ で 選 ば れ た 温 度 を 考 慮 し て 適 し た ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 決 め る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Sambrookら 、 1989, Molecula
r Cloning--A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, コ ー ル ド ス プ リ ン
グ 港 , ニ ュ ー ヨ ー ク ;Wetmur、 1991, Critical Reviews in Biochem. And Mol. Biol. 26(
3/4):227-259;Ausubelら （ 編 集 ） 、 1995, Current Protocols in Molecular Biology, (J
ohn Wiley & Sons, Inc., ニ ュ ー ヨ ー ク ) at Unit 2.10;及 び 米 国 特 許 第 5,789,550号 ） 。
本 発 明 の プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 の サ イ ク ル の 詳 細 な 記 述 は 以 下 の 通 り で あ る 。 記 載 さ れ
る 特 定 の 反 応 は PCRで あ る 。 し か し 、 そ の 他 の タ イ プ の プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 は 、 本 発
明 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 。
図 １ ０ は 、 本 発 明 の 増 幅 反 応 の 段 階 的 な 例 を 与 え る 。 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は Tで 表 さ れ る
。 タ ー ゲ ッ ト 配 列 内 の Xは 可 能 性 が あ る 変 異 の サ イ ト を 表 す 。
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 分 子 と し て 、 又 は 二 本 鎖 分 子 の 一 部 と し て 存 在 す る こ と が
で き る 。 図 １ ０ で 説 明 さ れ た 例 に お い て 、 前 記 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 は 二 本 鎖 で あ る 。 TCは
、 Tに 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 を 表 す 。
従 来 の PCRで の よ う に 、 増 幅 反 応 の 各 サ イ ク ル に お い て 、 サ ン プ ル に お け る 任 意 の 二 本 鎖
核 酸 分 子 は 、 変 性 に よ っ て 一 本 鎖 化 さ れ る 。 次 い で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 プ ラ イ
マ ー と タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 間 に 生 じ る 。 図 １ ０ （ ａ ） は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ RP） と
タ ー ゲ ッ ト 核 酸 配 列 （ T） の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
図 １ ０ （ ｂ ） に 示 さ れ る よ う に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 鋳 型 と し て タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子
を 用 い て 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 （ RPA） を 形 成 す る た め に 広 げ ら れ る 。 リ バ ー ス
プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 （ RPA） は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 （ RPE） と 結 合 し た リ バ ー ス
プ ラ イ マ ー （ RP） を 含 む 。 こ の 明 細 書 の 目 的 の た め に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 は 、
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リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に 加 え ら れ る 核 酸 セ グ メ ン ト で あ る 。
図 １ ０ （ ｂ ） を 見 て も 分 か る よ う に 、 タ ー ゲ ッ ト 配 列 に 含 ま れ る 変 異 （ X） の 一 部 は 、 RPA
に 現 れ な い 。 特 異 的 に 、 RPで 構 成 さ れ て い る RPAの 一 部 分 は 、 変 異 を 含 ま な い 。
図 １ ０ （ ｃ ） に 示 さ れ る よ う に 、 工 程 （ ｂ ） で 形 成 さ れ た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 は
、 そ の 鋳 型 か ら 変 性 さ れ る 。
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ FP） は 、 （ ｉ ） 存 在 す る 場 合 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 （ TC） に 相 補
的 で あ る 核 酸 分 子 ； 又 は （ ii） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 （ RPA） の い ず れ か と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 。 図 １ ０ （ ｄ ） は 前 者 の 実 施 態 様 を 説 明 す る 。 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 に 相 補 的
で あ る 核 酸 分 子 は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 が 二 本 鎖 分 子 の 一 部 で あ っ た 場 合 、 存 在 す る で あ
ろ う 。
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 鋳 型 と し て 相 補 的 で あ る 核 酸 分 子 （ TC） 又 は リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー 増 幅 産 物 （ RPA） を 用 い て 、 広 げ ら れ る 。 図 １ ０ （ ｅ ） は 前 者 の 実 施 態 様 を 説 明 す る 。
図 １ ０ （ ｅ ） に 示 さ れ る よ う に 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産
物 （ FPA） を 形 成 す る た め に 、 広 げ ら れ る 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 （ FPA） は 、 フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 （ FPE） と 結 合 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ FP） を 含 む 。 こ
の 明 細 書 の 目 的 の た め に 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー に 加
え ら れ る 核 酸 セ グ メ ン ト で あ る 。
図 １ ０ （ ｅ ） に 示 さ れ る よ う に 、 タ ー ゲ ッ ト 配 列 と 比 較 し た 場 合 、 タ ー ゲ ッ ト 配 列 に 含 ま
れ る 変 異 （ X） の 一 部 は 、 FPAに 現 れ な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
特 異 的 に 、 FPで 構 成 さ れ て い る FPAの 一 部 分 は 変 異 を 含 ま な い 。
図 １ ０ （ ｆ ） に 示 さ れ る よ う に 、 図 １ ０ （ ｅ ） で 形 成 さ れ る フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産
物 は そ の 鋳 型 か ら 変 性 さ れ る 。
図 １ ０ （ ｇ ） に 示 さ れ る よ う に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は FPAの FPE部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 。
図 １ ０ （ ｈ ） に 示 さ れ る よ う に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 鋳 型 と し て FPAの FP部 分 を 用 い
て 、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 （ ARPA） を 形 成 す る た め に 伸 長 さ れ 、 追 加 の リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 （ ARPE） と 結 合 し た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は ARPAを 構 成 す る 。
図 １ ０ （ ｉ ） に 示 さ れ る よ う に 、 ARPA産 物 は そ の 鋳 型 か ら 変 性 さ れ る 。
図 １ ０ （ ｊ ） に 示 さ れ る よ う に 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は RPAの RPE部 分 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 。
図 １ ０ （ ｋ ） に 示 さ れ る よ う に 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 鋳 型 と し て RPAの RP部 分 を 用
い て 、 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 形 成 す る た め に 伸 長 さ れ 、 追 加 の フ ォ ワ ー
ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 と 結 合 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は AFPAを 構 成 す る 。
図 １ ０ （ ｌ ） に 示 さ れ る よ う に 、 AFPA産 物 は そ の 鋳 型 か ら 変 性 さ れ る 。
リ バ ー ス 及 び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の た め に 鋳 型 と し て 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産
物 及 び 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 用 い て 、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産
物 及 び ／ 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 検 出 可 能 な 量 を 産 生 す る の に 十 分 な
回 数 、 工 程 （ ｇ ） か ら （ ｌ ） は 繰 り 返 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 工 程 は 、 自 動 サ イ ク リ ン
グ 装 置 を 用 い て 繰 り 返 し 行 わ れ る 。 十 分 な 回 数 は 、 少 な く と も 約 10回 、 好 ま し く は 少 な く
と も 約 20回 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 30回 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 40回 で あ る
。
【 ０ ０ １ １ 】
プ ラ イ マ ー が あ る 方 法 で 増 幅 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と き に 、 本 発 明 者 ら は 利 点 を 発 見
し 、 発 明 者 は そ れ を “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” と 呼 ぶ 。
図 １ ０ （ ｇ ） を 見 て も 分 か る よ う に 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 及 び 追 加 の フ ォ ワ ー
ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 配 列 は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド が フ ォ ワ ー
ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 。
同 じ よ う に 、 図 １ ０ （ ｊ ） を 見 て も 分 か る よ う に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 及 び 追 加
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の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 配 列 は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド
が リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端 の ヌ ク レ
オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 。
図 １ ０ は た だ 1つ の 変 異 体 の プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 を 説 明 す る 。 上 で 示 し た よ う に 、 病
原 体 の フ ァ ミ リ ー の す べ て の 変 異 体 は 、 発 明 の 方 法 に よ っ て 増 幅 で き る 。
ど ち ら の 変 異 体 か ら そ れ ら が 産 生 さ れ た か に か か わ ら ず 、 追 加 の 増 幅 産 物 は 同 一 で あ る 。
こ の よ う に 、 図 １ ０ に 示 さ れ る 例 に お い て 、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 は 、 追 加
の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 と 直 接 結 合 し た リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 配 列 を 有 す る 。 追 加
の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 は 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と 相 補 的 で あ る （ フ ォ ワ ー ド プ
ラ イ マ ー 補 体 ） 。 図 １ ０ （ ｈ ） 参 照 の こ と 。
同 じ よ う に 、 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 は 、 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長
産 物 に 直 接 に 結 合 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 配 列 を 有 す る 。 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ
ー 伸 長 産 物 は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と 相 補 的 で あ る （ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 補 体 ） 。 図 １ ０
（ ｋ ） を 参 照 の こ と 。
従 っ て 、 す べ て の 追 加 の プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー 補 体 、 又 は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 補 体 と フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の い ず れ か の 組 み 合 わ せ
で あ る 配 列 を 有 す る 。 リ バ ー ス 及 び フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー す べ て が 同 じ 配 列 を 有 す る た め
に 、 す べ て の 追 加 の プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 は 同 じ 配 列 を 有 す る 。 つ ま り 、 す べ て の 可 能 な 変
異 は 排 除 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 及 び 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
増 幅 産 物 の 配 列 は 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド が 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ
ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド か ら ヌ ク レ
オ チ ド の ギ ャ ッ プ に よ っ て 隔 て ら れ た ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 。 同
様 に 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 及 び 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 配 列 は 、 フ
ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド が 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 又 は 追 加 の
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド か ら ヌ ク レ オ チ ド の ギ ャ ッ プ に よ っ
て 隔 て ら れ た ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る も の で あ る 。
両 方 の 場 合 に お い て 、 ギ ャ ッ プ は 保 存 性 の 高 い こ と が 知 ら れ た 配 列 を 含 む 。 ウ イ ル ス 及 び
バ ク テ リ ア の ゲ ノ ム の 保 存 性 の 高 い 領 域 は 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 HCVの 公 表 さ れ た 配 列
に お い て 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 5'非 翻 訳 領 域 に お け る 核 酸 の 短 い 広 が り は 、 HCV遺 伝 子 型 間
で 高 く 保 存 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る （ Okamotoら 、 J. Gen. Virol., 1991, 2697-27
04; Smithら 、 J. Gen. Virol., 1995, 76:1749-1761; Simmondsら 、 J. Gen. Virol., 199
3, 74:2391-2399） 。
ギ ャ ッ プ は 、 好 ま し く は 5個 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 ギ ャ ッ プ が 2～ 5個 の ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 場 合 、 1又 は 2個 の ヌ ク レ オ チ ド は ミ ス マ ッ チ で あ っ て も よ く 、 プ ロ ー ブ 配 列 と ま
だ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 ギ ャ ッ プ が 1個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 、 こ の ヌ
ク レ オ チ ド は ミ ス マ ッ チ で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 い か な る ミ ス マ ッ チ も な い 。
一 旦 増 幅 反 応 が 完 了 す る と 、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ
ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 存 在 は 、 当 該 技 術 に お い て 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る 。
好 ま し く は 、 検 出 の 方 法 は 、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ
ラ イ マ ー 増 幅 産 物 の 核 酸 配 列 の 検 出 に 基 づ く 。 こ の よ う な 方 法 で 使 わ れ る 検 出 プ ロ ー ブ は
、 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 増 幅 産 物 は 同 一 で あ る た め 、 た だ 1つ の
検 出 プ ロ ー ブ が す べ て の 増 幅 産 物 を 正 確 に 検 出 す る た め に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に 、 増 幅 産 物 の 同 定 は 、 検 出 に と っ て 必 須 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 に 使 わ れ る
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 与 え る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 使
用 は 、 偶 然 に よ く 似 た 非 タ ー ゲ ッ ト 配 列 に 由 来 す る 偽 陽 性 の 可 能 性 を 減 少 さ せ る こ と に よ
っ て よ り 正 確 な 結 果 を も た ら す 。
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検 出 プ ロ ー ブ は 、 DNA、 RNA、 又 は そ の 組 み 合 わ せ で あ っ て も よ い 。 修 正 さ れ た ヌ ク レ オ チ
ド と し て は 、 例 え ば ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 、 ニ ト ロ ピ ロ ー ル -ベ ー ス の ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は
2'-O-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 核 酸 又 は 修 正 さ れ た 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ シ
ド は 、 通 常 の 方 法 で 、 す な わ ち リ ン 酸 リ ン ケ ー ジ に よ り 連 結 し て も よ い 。 あ る い は 、 ヌ ク
レ オ シ ド は 、 修 正 さ れ た リ ン ケ ー ジ 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト に よ り 連 結 し て も よ い 。
一 の 実 施 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 増 幅 産 物 に お け る 結 合 を 越 え て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 。 す な わ ち 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 AFPAの FP配 列 と AFPE配 列 の 両 方 の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し 、 又 は プ ロ ー ブ 配 列 は 、 ARPAの RP配 列 及 び ARPE配 列 の 両 方 の 一 部 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 。
こ の 実 施 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 1つ の プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 及 び も う 1つ の プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 よ
り 詳 細 に は 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 （ ｉ ） フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は （ ii） リ
バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ
る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か を 含 む 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 プ ラ イ マ ー の 全 体
又 は 一 部 の 配 列 の い ず れ か と 、 も う 1つ の プ ラ イ マ ー の 補 体 を 含 む こ と が で き る 。
プ ロ ー ブ 配 列 は 、 1つ の プ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と も う 1つ の プ ラ イ マ ー の 補 体 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 等 し い 部 分 で 構 成 さ れ て い て も よ い 。 こ の よ う な 場 合 、 プ ロ ー ブ 配 列 は
、 増 幅 産 物 に “ 対 称 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ ” す る （ 図 ５ Ａ （ Ｉ ） 参 照 ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
好 ま し く は 、 改 善 さ れ た 感 受 性 の た め に 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 増 幅 産 物 に “ 非 対 称 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ” よ う に デ ザ イ ン で き る 。 特 に 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 1つ の プ ラ イ マ ー の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と も う 1つ の プ ラ イ マ ー の 補 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 等 し く な い 部 分 で 構 成 で
き る （ 図 ５ Ａ （ II-IV） 参 照 ） 。 例 え ば 、 約 60％ か ら 約 99％ の プ ロ ー ブ 配 列 は 1つ の プ ラ イ
マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 プ ロ ー ブ 配 列 の 残 り （ 例 え ば 、 約 1％ ～ 約 40％ ） は 、 も
う 1つ の プ ラ イ マ ー の 補 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 1つ の プ ラ イ マ ー
の 配 列 と 一 致 す る プ ロ ー ブ 配 列 の 割 合 は 、 約 80％ か ら 約 97％ で あ る 。
追 加 の 増 幅 産 物 の 配 列 が も う 1つ の プ ラ イ マ ー の 補 体 の セ グ メ ン ト に 直 接 隣 接 し た 1つ の プ
ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト を 含 む 場 合 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 追 加 の 増 幅 産 物 の す べ て 、 又 は 一 部
に 正 確 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に デ ザ イ ン で き る 。
追 加 の 増 幅 産 物 が 介 在 ギ ャ ッ プ を 含 む 場 合 、 ギ ャ ッ プ は 、 プ ロ ー ブ 配 列 が ギ ャ ッ プ と 完 全
に 相 補 的 で あ る よ う に デ ザ イ ン で き る よ う に 、 好 ま し く は 知 ら れ た 配 列 で あ る 。 し か し 、
プ ロ ー ブ 配 列 は 、 上 述 の よ う に 、 ギ ャ ッ プ に お け る い く ら か の ミ ス マ ッ チ 残 基 を 含 む 追 加
の 増 幅 産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 。
連 結 部 を ま た が っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 代 わ り に 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 ま た プ ラ イ マ ー に 相
補 的 で あ る 追 加 の 増 幅 産 物 の セ グ メ ン ト で の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 。 従 っ て 、 こ の 実 施
態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 以 下 の い ず れ か を 含 む ： フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン
ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 か つ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 で は な い ； 又 は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 か つ フ ォ ワ
ー ド プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ る セ グ メ ン ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で は な い 。
本 発 明 の プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 の 一 の 実 施 態 様 に お い て 、 等 し い 濃 度 の フ ォ ワ ー ド プ ラ
イ マ ー と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 。 こ の 実 施 態 様 に お い て 、 濃 度 は 対 称 で あ る と
い わ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の “ 非 対 称 濃 度 ” が 使 用
さ れ る 。 特 に 、 改 善 さ れ た 感 受 性 の た め に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が プ ロ ー ブ 配 列 の 一 部 を 構
成 す る プ ラ イ マ ー は 、 も う １ つ の プ ラ イ マ ー と 比 較 し て サ ン プ ル 中 に よ り 低 い 濃 度 で 与 え
ら れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 が 追 加 の 増 幅 産 物 と “ 非 対 称 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ” 場 合 、 又 は プ
ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ る 追 加 の 増 幅 産 物 の セ グ メ ン ト で の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 プ
ラ イ マ ー の “ 非 対 称 濃 度 ” は 特 に 好 ま し い 。
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例 え ば 、 プ ロ ー ブ 配 列 が フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ グ メ ン ト を 含 む 場
合 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の モ ル 比 （ FP:RP） は 約 1:5か ら 約 1:20で
あ る 。 同 様 に 、 プ ロ ー ブ 配 列 が リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の セ グ メ ン ト を 含
む 場 合 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の モ ル 比 （ RP:FP） は 、 約 1:5か ら 約
1:20で あ り 、 好 ま し く は 約 1:6か ら 約 1:15で あ り 、 最 も 好 ま し く は 約 1:10で あ る 。
増 幅 反 応 が 生 体 サ ン プ ル で 十 分 な 回 数 起 こ っ た 後 、 検 出 プ ロ ー ブ を サ ン プ ル と 接 触 さ せ る
。 検 出 プ ロ ー ブ の プ ロ ー ブ 配 列 は 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る か も し れ な い ど ん な 追 加 の 増 幅
産 物 と も ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 プ ロ ー ブ 配 列 が フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ 単 独 に 、 又 は さ ら に リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 補 体 の セ グ メ ン ト の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む ）  場 合 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 同 様 に 、 プ ロ ー ブ 配 列 が リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の セ グ メ ン ト の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む （ 単 独 に 、 又 は さ ら に フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 補 体 の セ グ メ ン ト の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 む ） 場 合 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 検 出 プ ロ ー ブ は 自 己 改 変 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー ブ で あ る 。 こ の
プ ロ ー ブ は 、 第 1核 酸 配 列 ； 第 1核 酸 配 列 に 相 補 的 で あ る 第 2核 酸 配 列 ； 及 び 第 1核 酸 配 列 を
第 2核 酸 配 列 と 連 結 す る プ ロ ー ブ 配 列 を 含 む 。 第 1核 酸 配 列 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生
す る こ と が で き る レ ポ ー タ ー 部 分 と 結 合 す る 。 レ ポ ー タ ー 部 分 及 び 相 互 作 用 部 分 が 互 い に
十 分 に 近 接 し て い る 場 合 、 第 2核 酸 配 列 は 、 レ ポ ー タ ー 部 分 に よ っ て 発 生 し た シ グ ナ ル を
変 え る こ と が で き る 相 互 作 用 部 分 と 結 合 す る 。 例 え ば 、 第 1及 び 第 2核 酸 配 列 が 互 い に “ ク
ロ ー ズ ド コ ン ホ メ ー シ ョ ン ” と し て 知 ら れ て い る ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 レ ポ ー タ ー 部
分 は 相 互 作 用 部 分 と 近 接 さ れ る 。 従 っ て 、 シ グ ナ ル は 改 変 さ れ る 。 シ グ ナ ル を 改 変 す る こ
と は 、 低 減 、 す な わ ち ク エ ン チ ン グ ； 増 加 ； 又 は シ グ ナ ル の 強 度 又 は 波 長 の よ う な シ グ ナ
ル を 変 え る 別 の 方 法 を 含 む 。 シ グ ナ ル を ク エ ン チ ン グ す る こ と は シ グ ナ ル を 低 減 又 は 取 り
除 く こ と を 含 む 。
レ ポ ー タ ー 及 び 相 互 作 用 部 分 は 、 追 加 の 増 幅 産 物 の 検 出 の た め に レ ポ ー タ ー 部 分 に よ っ て
発 生 し た シ グ ナ ル の 相 互 作 用 部 分 に よ る 改 変 を 与 え る 検 出 プ ロ ー ブ の 任 意 の 点 で 結 合 で き
る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 レ ポ ー タ ー 部 分 及 び 相 互 作 用 部 分 は 、 自 己 改 変 シ グ ナ ル
発 生 プ ロ ー ブ の 末 端 に 結 合 さ れ る 。
追 加 の 増 幅 産 物 が な い 場 合 、 検 出 プ ロ ー ブ は ク ロ ー ズ ド コ ン ホ メ ー シ ョ ン に あ る 。 レ ポ ー
タ ー 及 び 相 互 作 用 部 分 は 互 い に 近 接 し て い る 。 従 っ て 、 シ グ ナ ル は 改 変 さ れ る 。
追 加 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 又 は 追 加 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 増 幅 産 物 を 有 す る プ
ロ ー ブ 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 検 出 プ ロ ー ブ の 第 1及 び 第 2核 酸 配 列 は 変 性
す る 。 こ の こ と は 、 “ オ ー プ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン ” と し て 知 ら れ て い る 。
変 性 に よ り 、 相 互 作 用 部 分 は 、 シ グ ナ ル を 変 え る た め に 、 も は や レ ポ ー タ ー 部 分 と 十 分 に
近 接 し て い な い 。 変 え ら れ た シ グ ナ ル と 不 変 の シ グ ナ ル の 間 の 違 い が 検 出 さ れ る 。 相 互 作
用 部 分 が シ グ ナ ル を ク エ ン チ す る と き 、 例 え ば 不 変 シ グ ナ ル が 増 え ； 又 は ク エ ン チ ン グ が
完 全 で あ る 場 合 、 シ グ ナ ル は 生 成 さ れ る 。
第 1及 び 第 2核 酸 の 間 で 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ す な わ ち プ ロ ー ブ の 茎 ） の 強
度 は 、 完 全 な 機 能 を 達 成 す る ル ー チ ン 実 験 に よ っ て 調 節 で き る 。 例 え ば 、 強 度 は ヌ ク レ オ
チ ド の 長 さ の 関 数 で あ る 。 第 1及 び 第 2核 酸 配 列 の 長 さ は 、 約 3～ 15の 範 囲 が 好 ま し く 、 よ
り 好 ま し く は 約 4～ 7ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 長 さ に 加 え て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 強 度
は G-C含 有 量 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 、 及 び ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ を 不 安 定 化 す る
こ と を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 低 減 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
プ ロ ー ブ 配 列 の 長 さ は 重 要 で は な い 。 し か し 、 長 さ は 、 追 加 の 増 幅 産 物 と 効 果 的 に 結 合 で
き な い ほ ど 短 く は で き な い 。 さ ら に 、 長 さ は 、 プ ロ ー ブ 配 列 が 産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ
る に も か か わ ら ず レ ポ ー タ ー 部 分 と 相 互 作 用 部 分 を 分 離 で き な い ほ ど 長 く で き な い 。 好 ま
し く は 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 約 10～ 約 30の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 よ り 好 ま し く は 約 18～ 約 24の
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ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 約 19～ 約 22の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 プ ロ ー ブ は 溶 液 中 で は
遊 離 す る こ と が で き 、 又 は 固 体 表 面 に 拘 束 す る こ と が で き る 。
検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ る 検 出 プ ロ ー ブ の ど ん な 濃 度 も 、 本 方 法 で 使 用 で き る 。 例 え ば
、 検 出 プ ロ ー ブ の 濃 度 は プ ラ イ マ ー の 1つ 、 又 は 両 方 と ほ ぼ 同 じ 濃 度 で サ ン プ ル に 与 え ら
れ る 。
好 ま し く は 、 検 出 プ ロ ー ブ の 濃 度 は プ ラ イ マ ー の 濃 度 よ り も 多 い 。 こ の よ う に 、 検 出 プ ロ
ー ブ は 、 核 酸 配 列 が プ ロ ー ブ 配 列 の 一 部 で あ る プ ラ イ マ ー と 追 加 の 増 幅 産 物 の た め の 検 出
プ ロ ー ブ の 間 で の 競 争 で 有 利 で あ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 が 増 幅 産 物 に “ 非 対 称 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る ” か あ る い は 上 述 の よ う に プ ラ イ マ ー に 相 補 的 で あ る 追 加 の 増 幅 産 物 の 一 部 分 に の
み ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 検 出 プ ロ ー ブ の 濃 度 の こ の 増 加 は 特 に 好 ま し い 。 例 え ば 、 検
出 プ ロ ー ブ は 、 核 酸 配 列 が プ ロ ー ブ 配 列 の 一 部 で な い プ ラ イ マ ー の 濃 度 の 約 1.3～ 約 5倍 、
よ り 好 ま し く は 約 1.5～ 約 3倍 、 最 も 好 ま し く は 約 2培 で あ る 濃 度 で 提 供 さ れ る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 例 え ば 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー の 少 な く と
も 65％ の 配 列 で 作 製 さ れ 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 濃 度 約 10分 の 1
よ り も 少 な い 濃 度 で 提 供 さ れ 、 検 出 プ ロ ー ブ は リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 2倍 の 濃 度 で 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
レ ポ ー タ ー 部 分 に よ っ て 生 成 さ れ た 不 変 シ グ ナ ル は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 が サ ン プ ル に 存
在 す る 指 標 で あ る 。 プ ロ ー ブ に よ っ て 生 成 さ れ た 検 出 可 能 な 不 変 シ グ ナ ル の レ ベ ル は 、 サ
ン プ ル 中 の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 量 に 比 例 す る 。
検 出 プ ロ ー ブ の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は 、 例 え ば 、 発 光 シ グ ナ ル 、 色 染 料 シ グ ナ ル 、 又 は 放
射 性 シ グ ナ ル 等 の 任 意 の 種 類 の シ グ ナ ル で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 検
出 可 能 な シ グ ナ ル は 発 光 シ グ ナ ル で あ る 。 発 光 シ グ ナ ル は 蛍 光 シ グ ナ ル 又 は 化 学 発 光 シ グ
ナ ル で あ っ て も よ い 。
一 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の レ ポ ー タ ー 及 び 相 互 作 用 部 分 は 、 “ FRET” 対 を 構 成 す る
（ Selvin, P.R., “ Fluorescence Resonance Energy Transfer” , Methods in Enzymolog
y 246: 300-335 (1995).） 。 FRET対 は シ グ ナ ル 発 生 を エ ネ ル ギ ー 移 動 に 頼 る 。 レ ポ ー タ ー
部 分 は 、 第 1波 長 の エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 第 2の 、 よ り 長 い 波 長 を 放 出 す る 。 相 互 作 用 部 分
は 、 相 互 作 用 部 分 の ス ペ ク ト ル が 放 射 ス ペ ク ト ル と 重 な る 程 度 ま で 放 出 し た エ ネ ル ギ ー の
一 部 又 は ほ と ん ど を 吸 収 す る 。 相 互 作 用 部 分 が ク エ ン チ ャ ー で あ る 場 合 、 ク エ ン チ ャ ー は
熱 と し て エ ネ ル ギ ー を 放 出 す る 。 相 互 作 用 部 分 が フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 場 合 、 相 互 作 用 部
分 は 、 第 3の 、 さ ら に 長 い 波 長 で 再 放 出 す る 。 FRET対 相 互 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 相 互 作 用
部 分 の 吸 収 ス ペ ク ト ル が レ ポ ー タ ー 部 分 の 放 射 ス ペ ク ト ル と 重 な る こ と を 要 求 す る 。 FRET
相 互 作 用 の 効 率 は 、 そ の 重 な り と 正 比 例 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 レ ポ ー タ ー 部 分 と 相 互 作 用 部 分 は 、 非 FRET対 で あ る 。 特 に 、 相 互
作 用 部 分 は 、 レ ポ ー タ ー 部 分 の 放 射 ス ペ ク ト ル と 重 な る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る 必 要 は な
い 。 す な わ ち 、 相 互 作 用 部 分 の 吸 収 波 長 は 、 レ ポ ー タ ー の 励 起 最 大 波 長 と 放 射 波 長 よ り も
短 く て も よ い 。 非 FRET対 は 米 国 特 許 第 6,150,097号 に 記 載 さ れ 、 そ れ は 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 込 ま れ る も の と す る 。 非 FRET対 の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は 、 発 光 に お け る 変 化 に 代
わ る も の と し て 、 吸 収 ス ペ ク ト ル の 変 化 で あ っ て も よ い 。
好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 検 出 プ ロ ー ブ の レ ポ ー タ ー 部 分 は 、 フ ル オ ロ フ ォ
ア で あ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 キ サ ン テ ン 染 料 、 シ ア ニ ン 染 料 、 ダ ン シ ル 誘 導 体 、 EDANS
、 3-フ ェ ニ ル -7-イ ソ シ ア ナ ト ク マ リ ン （ isocyanatocoumarin） の よ う な ク マ リ ン 、 ル シ
フ ァ ー イ エ ロ ー 、 BODIPY、 Cy3、 Cy5、 Cy7、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 エ リ ト ロ シ ン 、 ナ フ チ ル ア
ミ ン 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 ALEXA蛍 光 色 素 、 9-イ ソ チ オ シ ア ナ ト ア ク リ ジ ン （ isothiocyan
atoacridine） 及 び ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ の よ う な ア ク リ ジ ン 類 、 N-(p-(2-ベ ン ゾ キ サ ゾ リ
ル )フ ェ ニ ル )マ レ イ ミ ド 、 ベ ン ゾ キ サ ジ ア ゾ ー ル 類 、 ス チ ル ベ ン 類 及 び ピ レ ン 類 で あ っ て
も よ い 。
キ サ ン テ ン 染 料 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 又 は ロ ー ダ ミ ン で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 フ ル オ
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レ セ イ ン は 、 5-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ 5-FAM） ； 6-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン （ 6-F
AM） ； 2',4',1,4,-テ ト ラ ク ロ ロ フ ル オ レ セ イ ン （ TET） ； 2',4',5',7',1,4-ヘ キ サ ク ロ ロ
フ ル オ レ セ イ ン （ HEX） ； エ オ シ ン ； カ ル シ ウ ム グ リ ー ン ： フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア
ネ ー ト （ FITC） ； 又 は NEDで あ る 。 好 ま し く は 、 ロ ー ダ ミ ン 染 料 は 、 テ ト ラ メ チ ル -6-カ ル
ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ TAMRA） ； テ ト ラ プ ロ パ ノ -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ ROX） ； 2',7'ジ
メ ト キ シ -4',5'-ジ ク ロ ロ -6-カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン （ JOE） 又 は テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン
（ TMR） で あ る 。 多 く の 適 し た 形 態 の こ れ ら の 化 合 物 は 、 結 合 部 位 と し て 、 又 は オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド と の 結 合 の 機 能 の 結 合 と し て 使 用 で き る そ の キ サ ン テ ン 環 に 様 々 な 置 換 基 を 有
す る も の と し て 市 販 さ れ て い る 。
ま た 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は ナ フ チ ル ア ミ ン 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 ナ フ チ ル ア ミ ン 化 合 物 は
ア ル フ ァ 又 は ベ ー タ 位 に ア ミ ノ 基 を 有 す る 。 こ の よ う な ナ フ チ ル ア ミ ノ 化 合 物 と し て は 、
1-ジ メ チ ル ア ミ ノ ナ フ チ ル -5-ス ル ホ ネ ー ト 、 1-ア ニ リ ノ -8-ナ フ タ レ ン ス ル ホ ネ ー ト 及 び
2-p-ト ル イ ジ ニ ル -6-ナ フ タ リ ン ス ル ホ ネ ー ト が 挙 げ ら れ る 。
ま た 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は 組 み 合 わ せ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ っ て も よ い 。 組 み 合 わ せ フ ル オ ロ
フ ォ ア の 例 は 、 例 え ば Leeら (1997), Nucleic Acids Research 25:2816に 記 載 さ れ た フ ル
オ レ セ イ ン -ロ ー ダ ミ ン ダ イ マ ー で あ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 可 視 ス ペ ク ト ル 内 で 、 又 は
可 視 ス ペ ク ト ル の 外 側 、 例 え ば 紫 外 線 又 は 赤 外 線 の 範 囲 で 吸 収 及 び 放 射 す る よ う に 選 ん で
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 さ れ る 検 出 プ ロ ー ブ の 相 互 作 用 部 分 は ク エ ン チ ャ ー で あ
る 。 ク エ ン チ ャ ー は 、 DABCYL、 ア ン ト ロ キ ノ ン 、 ニ ト ロ チ ア ゾ ー ル 、 ニ ト ロ イ ミ ダ ゾ ー ル
又 は マ ラ カ イ ト グ リ ー ン で あ っ て も よ い 。 ま た 、 DABSYL、 DABMI又 は メ チ ル レ ッ ド の よ う
な DABCYLの 変 異 体 も 適 し て い る 。 ま た 、 米 国 特 許 第 6,080,868号 に 開 示 さ れ る 非 対 称 シ ア
ニ ン 染 料 化 合 物 は 、 ク エ ン チ ン グ 部 分 と し て 使 用 で き 、 そ れ は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み
込 ま れ る も の と す る 。
さ ら に ま た 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は ク エ ン チ ャ ー と し て 使 用 で き る 。 例 え ば 、 プ ロ ー ブ が オ ー
プ ン コ ン ホ メ ー シ ョ ン で あ る 場 合 に 検 出 範 囲 で 蛍 光 を 発 し な い フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 他 の 特
定 の フ ル オ ロ フ ォ ア に 接 近 す る 場 合 に 蛍 光 を ク エ ン チ で き る 。
自 己 改 変 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー ブ の 例 は 、 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ で あ る 。 分 子 ビ ー コ ン プ ロ
ー ブ の ル ー プ は 、 上 述 の よ う に プ ロ ー ブ 配 列 と 一 致 す る 。 “ ア ー ム ” と 呼 ば れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 上 述 の よ う に 第 1及 び 第 2ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 一 致 す る 。 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー
ブ は 、 米 国 特 許 第 5,925,517号 ;PCT出 願 WO95/13399;PCT出 願 WO97/39008;及 び Tyagi and Kr
amer (1996) Nature Biotechnology 14:303に 記 載 さ れ 、 そ れ ら は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に
組 み 込 ま れ る も の と す る 。
さ ら に 、 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ は 、 増 幅 産 物 の 検 出 を 可 能 に す る ど ん な 様 式 で 修 正 し て も
よ い 。 修 正 さ れ た プ ロ ー ブ と し て は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 6,037,130号 に 記 載 さ れ る “ 波 長
シ フ ト ” 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ が 挙 げ ら れ 、 そ れ は 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る も
の と す る 。 特 に 、 こ れ ら の 修 正 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 基 本 的 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ 構 造 、 す
な わ ち ル ー プ ； 茎 デ ュ ー プ レ ッ ク ス ； 一 端 の ク エ ン チ ャ ー ； 及 び も う 一 方 の 端 に ク エ ン チ
ャ ー と は 逆 の レ ポ ー タ ー 部 分 、 一 般 的 に は フ ル オ ロ フ ォ ア を 有 す る 。 レ ポ ー タ ー は “ ハ ー
ベ ス タ ー レ ポ ー タ ー ” と も 呼 ば れ る 。 プ ロ ー ブ の 修 正 は 、 プ ロ ー ブ が  “ ハ ー ベ ス タ ー レ
ポ ー タ ー ” の 後 に い く つ か の ヌ ク レ オ チ ド の 延 長 を 含 む こ と で あ る 。 延 長 は 、 “ エ ミ ッ タ
レ ポ ー タ ー ” 、 一 般 的 に は 他 の フ ル オ ロ フ ォ ア と 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド で 終 結 す る 。 タ ー
ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 存 在 下 で 、 ク エ ン チ ャ ー は レ ポ ー タ ー か ら 分 離 す る 。 こ の オ ー プ ン コ ン
ホ メ ー シ ョ ン に お い て 、 “ ハ ー ベ ス タ ー レ ポ ー タ ー ” は 励 起 源 か ら エ ネ ル ギ ー を 吸 収 す る
が 、 エ ネ ル ギ ー の 有 意 な 部 分 を 、 い く つ か の 構 成 に お い て は 大 部 分 の エ ネ ル ギ ー を “ エ ミ
ッ タ レ ポ ー タ ー ” に 移 し 、 前 記 エ ミ ッ タ レ ポ ー タ ー は 移 さ れ た エ ネ ル ギ ー を 受 け 取 り 、 そ
の 特 徴 で あ る よ り 長 い 波 長 で 放 射 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
別 の 実 施 態 様 に お い て 、 検 出 プ ロ ー ブ は 、 追 加 の 増 幅 産 物 の 隣 接 領 域 に 相 補 的 で あ る 1対
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の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む （ Cardulloら 、 (1988), Proc. Nat'l. Acad. Sci. 
85:8790-8794及 び Hellerら 、 EP 00 70685） 。 1つ の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の
5'末 端 に レ ポ ー タ ー 部 分 を 含 み 、 も う 1つ の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 3'末 端
に 相 互 作 用 部 分 を 含 む 。 プ ロ ー ブ が タ ー ゲ ッ ト 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 、 2つ の 部
分 は 互 い に 接 近 す る 。 サ ン プ ル が 適 切 な 振 動 数 の 光 に よ っ て 刺 激 さ れ る 場 合 、 蛍 光 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー は 1つ の 部 分 か ら も う 1つ の 部 分 に 移 動 し 、 前 記 部 分 か ら ス ペ ク ト ル 応 答 に お け る
測 定 可 能 な 変 化 を 生 じ 、 そ の 結 果 タ ー ゲ ッ ト の 存 在 を 示 唆 す る 。
更 に 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 検 出 プ ロ ー ブ は 一 対 の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
前 記 1対 は お 互 い に 相 補 的 で あ る 。 ま た 、 前 記 1対 の 1つ は タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 配 列 を 有
し 、 前 記 1対 の も う 1つ は タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 配 列 を 有 す る （ Morrison and
 Stols, "Sensitive Fluorescence-Based Thermodynamic and Kinetic Measurements of 
DNA Hybridization in Solution", Biochemistry 32: 309-3104 (1993)及 び Morrison EP 
0 232 967 A2,、 1986年 1月 10日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 番 号 第 817,841号 の 優 先 権 主 張 ） 。
プ ロ ー ブ の 各 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 3'末 端 と 結 合 し た レ ポ ー タ ー 部 分 及 び
そ の 5'末 端 と 結 合 し た 相 互 作 用 部 分 を 含 む 。 プ ロ ー ブ の 2つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 互 い
に ア ニ ー ル さ れ る 場 合 、 そ れ ぞ れ の レ ポ ー タ ー 部 分 は も う 一 方 の 相 互 作 用 部 分 へ 近 づ く 。
こ の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お け る プ ロ ー ブ に よ り 、 レ ポ ー タ ー が 適 切 な 波 長 の 光 に よ っ て 刺
激 さ れ る 場 合 、 シ グ ナ ル は 相 互 作 用 の 部 分 に よ っ て 変 え ら れ 、 好 ま し く は ク エ ン チ さ れ る
。 し か し 、 ど ち ら か の プ ロ ー ブ 分 子 が タ ー ゲ ッ ト と 結 合 し た 場 合 、 プ ロ ー ブ の 相 補 的 で あ
る オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 変 性 効 果 は 存 在 し な い 。 こ の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お い て
、 シ グ ナ ル は 生 成 す る 。 タ ー ゲ ッ ト 結 合 コ ン ホ メ ー シ ョ ン に お け る 場 合 、 プ ロ ー ブ の オ リ
ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド が 長 す ぎ て FRETに よ っ て 自 己 ク エ ン チ で き な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
検 出 プ ロ ー ブ に よ っ て 発 生 す る シ グ ナ ル は 、 信 頼 性 の あ る 検 出 及 び 測 定 を 提 供 す る 当 該 技
術 に お い て ど の よ う な 公 知 の 方 法 に よ っ て も 検 出 及 び 測 定 で き る 。
例 え ば 、 ABI-7700（ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム 社 製 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー 、 CA） を シ グ ナ
ル 放 射 、 一 般 的 に は 蛍 光 放 射 を 測 定 す る た め に 改 造 す る 。 ABI-7700は 、 96ウ エ ル 増 幅 反 応
チ ュ ー ブ 配 列 で 各 ウ エ ル と 連 結 し た 光 フ ァ イ バ ー を 使 用 す る 。 装 置 は 、 レ ポ ー タ ー 部 分 を
励 起 す る た め に レ ー ザ ー を 具 備 し 、 増 幅 の 際 に 連 続 監 視 に よ り 各 チ ュ ー ブ か ら シ グ ナ ル 強
度 、 一 般 的 に は 蛍 光 ス ペ ク ト ル 強 度 を 測 定 で き る 。
追 加 の 増 幅 産 物 は 、 エ ン ド ポ イ ン ト 及 び リ ア ル タ イ ム 測 定 に よ っ て 定 量 化 で き る 。 エ ン ド
ポ イ ン ト モ ー ド に お い て 、 シ グ ナ ル 測 定 は 増 幅 反 応 が 完 了 し た 後 、 例 え ば 増 幅 反 応 の す べ
て 又 は 実 質 的 に す べ て の サ イ ク ル が 完 了 し た 後 行 わ れ る 。 リ ア ル タ イ ム モ ー ド に お い て 、
シ グ ナ ル 測 定 は 増 幅 反 応 の 間 複 数 回 、 例 え ば 増 幅 反 応 の 各 熱 サ イ ク ル 後 行 わ れ る 。 タ ー ゲ
ッ ト 核 酸 分 子 の 最 初 の 量 の 定 量 的 測 定 、 例 え ば サ ン プ ル 中 に 存 在 す る ウ イ ル ス の 又 は バ ク
テ リ ア の 核 酸 の コ ピ ー 数 が 要 求 さ れ る 場 合 、 リ ア ル タ イ ム モ ー ド が 好 ま し い 。
増 幅 前 の 検 査 サ ン プ ル に 存 在 す る タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 絶 対 量 は 、 標 準 曲 線 を 用 い て 決 定
で き る 。 例 え ば 、 標 準 曲 線 は 、 一 連 の 平 行 の プ ラ イ マ ー 伸 長 連 鎖 反 応 か ら 得 ら れ る 結 果 か
ら 作 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 平 行 反 応 は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 と 同 様 で あ る 既 知 の
量 の 核 酸 分 子 を 含 む 一 連 の 標 準 サ ン プ ル で 行 わ れ る 。 異 な る 既 知 の 量 の 一 連 の 約 5～ 約 20
の 標 準 サ ン プ ル が 用 い ら れ る 。 平 行 の 伸 長 反 応 は 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 伸 長 反 応 で 使 用
さ れ る も の と 同 じ 反 応 条 件 及 び 試 薬 を 使 用 す る 。
各 平 行 の 反 応 に お い て 、 ベ ー ス ラ イ ン シ グ ナ ル 強 度 と 比 較 し た シ グ ナ ル 強 度 の 増 加 （ デ ル
タ Rn） は 、 各 増 幅 サ イ ク ル の ア ニ ー ル 温 度 で 測 定 さ れ る 。 ベ ー ス ラ イ ン 値 は 追 加 の 増 幅 産
物 の 形 成 前 に 検 出 さ れ る シ グ ナ ル の 大 き さ で あ る 。 し き い 値 （ Ct） は 各 反 応 で 計 算 さ れ る
。 Ctは 、 発 生 し た シ グ ナ ル 強 度 が ベ ー ス ラ イ ン シ グ ナ ル 強 度 か ら 区 別 で き る 増 幅 サ イ ク ル
数 で あ る 。 各 標 準 サ ン プ ル に お け る 核 酸 の 開 始 量 は 、 そ の 対 応 す る Ct値 に 対 し て プ ロ ッ ト
で き る 。 こ の プ ロ ッ ト は 標 準 の 曲 線 で あ る 。
一 般 に 、 し き い 値 は 、 ベ ー ス ラ イ ン 値 と 統 計 的 に 異 な る の に 十 分 に 高 く な け れ ば な ら な い
が 、 増 幅 反 応 と 関 連 し た 飽 和 現 象 で 得 ら れ る シ グ ナ ル よ り も 低 く な け れ ば な ら な い 。 一 般
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的 に は 、 し き い 値 は 、 平 均 ベ ー ス ラ イ ン シ グ ナ ル 強 度 よ り も 約 10標 準 偏 差 大 き く 設 定 さ れ
る （ 例 え ば 、 Heidら 、 Genome Research 6:986-994 (1996)参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
ま た 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 を 含 む サ ン プ ル の Ct値 は 計 算 さ れ る 。 こ の Ct値 は 標 準 曲 線 に 対
し て プ ロ ッ ト で き る 。 検 査 サ ン プ ル で タ ー ゲ ッ ト 核 酸 分 子 の 量 は 、 標 準 曲 線 を 用 い て 外 挿
に よ り 定 量 化 で き る 。 図 ９ は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 載 さ れ た “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose）
” PCRプ ラ イ マ ー 及 び 反 応 条 件 を 用 い た PCRタ ー ゲ ッ ト の こ の 定 量 方 法 （ HCV RNAの 場 合 ）
を 示 す 。
検 出 装 置 、 例 え ば ABI 7700で 用 意 さ れ る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 増 幅 の 過 程 中 シ グ ナ ル 強 度 を 記
録 で き る 。 こ れ ら の 記 録 さ れ た 値 は 、 継 続 す る 形 態 で シ グ ナ ル 強 度 の 増 加 を 計 算 す る た め
に 使 用 し て も よ い 。 ABI 7700装 置 は 一 般 的 に 蛍 光 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ る が 、 Ct
値 は 、 蛍 光 測 定 か ら 決 定 さ れ る 必 要 が な い 。 Ct値 は 、 多 様 な 異 な る タ イ プ の シ グ ナ ル の 測
定 か ら 決 定 で き る で あ ろ う 。
本 発 明 は 、 ま た キ ッ ト で あ る 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 有 用 な 構 成 要 素 を 含 む 多 重 容
器 （ multicontainer） ユ ニ ッ ト に 関 す る 。 キ ッ ト は 、 特 定 の 病 原 体 の 変 異 体 の 増 幅 の た め
に 1組 の 向 か い 合 う （ nose-to-nose） プ ラ イ マ ー 及 び 上 述 の 自 己 改 変 シ グ ナ ル 発 生 プ ロ ー
ブ の よ う な プ ロ ー ブ を 含 む 。 い く つ か の 場 合 に は 、 プ ロ ー ブ は 適 切 な 支 持 膜 に 固 定 さ れ る
。 キ ッ ト の 他 の 任 意 要 素 と し て は 、 例 え ば プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 合 成 を 触 媒 す る 物 質 、 基
質 ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 、 増 幅 及 び ／ 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の た め の 適 切 な 緩
衝 剤 、 検 査 サ ン プ ル に お け る 鋳 型 分 子 の 定 量 を 与 え る た め の 核 酸 参 照 標 準 、 及 び 本 発 明 の
方 法 を 行 う た め の 装 置 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】

以 下 に 示 さ れ る 本 発 明 の 実 施 例 は 、 説 明 す る こ と の み を 目 的 と し て 与 え ら れ 、 本 発 明 の 範
囲 を 制 限 す る も の で は な い 。 実 施 例 に 従 う 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ る 範 囲 内 の 多 く の 本
発 明 の 実 施 態 様 は 、 前 述 の 詳 細 な 説 明 及 び 以 下 の 実 施 例 を 読 む 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ
ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

比 較 は 、 主 な HCV遺 伝 子 型 と サ ブ タ イ プ の た め の プ ロ ト タ イ プ で あ る 8つ の HCV系 の 核 酸 ベ
ー ス 検 出 の た め の 3つ の 異 な る 方 法 で 行 わ れ た 。 使 用 し た 4つ の 検 出 方 法 は 、 （ Ａ ） 本 発 明
の 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ビ ー コ ン RT-PCR、 （ Ｂ ） 従 来 の ビ ー コ ン RT-PCR、 及 び （ Ｃ
） COBAS AMPLICOR HCVモ ニ タ ー 検 査 バ ー ジ ョ ン 2.0（ COBAS HCM-2; Roche Diagnostic Sys
tems Inc, Branchburg, NJ） 。 RT-PCRベ ー ス ア ッ セ イ で あ る COBAS HCM-2は 、 メ ー カ ー の
取 扱 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。 従 来 の ビ ー コ ン RT-PCR及 び “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ”
ビ ー コ ン RT-PCRは 、 以 下 の よ う に 行 っ た 。
PCRプ ラ イ マ ー を HCVゲ ノ ム の RNAの 5'非 翻 訳 領 域 の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン
し た 。 ゲ ノ ム の こ の 領 域 の 核 酸 配 列 は 、 HCV遺 伝 子 型 と サ ブ タ イ プ の 間 に 比 較 的 高 く 保 存
さ れ る 。
ビ ー コ ン PCRの た め の 従 来 の プ ラ イ マ ー を HCV-Hの 公 表 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 66～ 166に 一 致
す る DNAの 101b.p.セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン し た [Inchauspeら 、 Proc Natl Ac
ad Sci (USA), 88:10292-10296, 1991; Genbank M67463]。 2つ の 従 来 の RT-PCRプ ラ イ マ ー
の 間 の 介 在 ギ ャ ッ プ は 、 長 さ が 61b.p.で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： 5'-ACGCAGAAAGCGTCTAGCCA-3'（ 配 列 番 号 １ ） ；
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： 5'-GTACTCACCGGTTCCGCAGA-3'（ 配 列 番 号 ２ ） 。
本 発 明 の “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PCRの た め の プ ラ イ マ ー は 、 2つ の プ ラ イ マ
ー の 間 に 介 在 ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ が な い よ う に デ ザ イ ン し た 。 増 幅 さ れ た 領 域 は 、 HCV-
Hの 公 表 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 83～ 133に 一 致 す る 51b.p.セ グ メ ン ト で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 以
下 の 通 り で あ る ：
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： 5'-CCATGGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGC-3'（ 配 列 番 号 ３ ） ；
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リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： 5'-CCCGGGAGGGGGGGTCCTGGAG-3'（ 配 列 番 号 ４ ） 。
従 来 の PCRと “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCRの 両 方 に つ い て 、 PCR産 物 検 出 で 使 用 す
る 分 子 ビ ー コ ン は 、 5'-FAM-ccgggcTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTgcccgg-DABCYL-3'（ 配 列 番 号
５ ） で あ っ た 。 茎 核 酸 は 小 文 字 で 示 さ れ 、 プ ロ ー ブ ル ー プ 核 酸 （ HCV-H配 列 の ヌ ク レ オ チ
ド 91～ 113と 一 致 す る ） は 、 大 文 字 で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
相 補 的 DNAは 、 従 来 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 又 は 上 述 の 向 か い 合 う （ nose-to-nose） リ バ
ー ス プ ラ イ マ ー の い ず れ か を 使 用 す る 抽 出 し た 血 漿 RNAか ら 逆 転 写 さ れ た 。 各 20ulの 反 応
は 、 2.5uMの リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 1ユ ニ ッ ト の MoMuLV逆 転 写 酵 素 （ GIBCO BRL, Grand Isl
and, NY） 、 1× 逆 転 写 酵 素 バ ッ フ ァ ー （ GIBCO BRL） 、 5mMの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ DTT）
、 0.06ユ ニ ッ ト の RNasin（ Promega, Madison, WI） 、 及 び 0.5mMの dNTP、 す な わ ち dATP、 d
TTP、 dCTP及 び dGTP（ Pharmacia, Piscataway, NJ） を 含 む 。 反 応 は 、 45分 間 42℃ で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 逆 転 写 酵 素 を 2分 間 95℃ で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ
て 不 活 性 化 し た 。
PCR増 幅 及 び 検 出 の た め に 、 逆 転 写 の 産 物 を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ “ 向 か い 合 う （ nose-
to-nose） ” PCRの た め に 0.1μ M及 び 従 来 の PCRの た め に 1μ M） 、 1μ Mの リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー 、 1.25ユ ニ ッ ト の AmpliTaq Goldポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems, Foster City, CA
） 、 1× AmpliTaq Gold Buffer II（ Applied Biosystems） 、 2mMの MgCl 2 、 0.2mMの dNTPs、
及 び 10ngの 分 子 ビ ー コ ン を 含 む 50μ Mの 最 終 容 積 の 反 応 混 合 物 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 PCR
増 幅 は 、 以 下 の サ イ ク リ ン グ パ ラ メ ー タ を 用 い て Applied Biosystems 7700 Sequence Det
ectorで 行 っ た ： 10分 間 95℃ （ 酵 素 活 性 化 ） 、 続 い て 44サ イ ク ル ［ 95℃ 、 30秒 （ 変 性 ） ； 6
0℃ 、 1分 （ ア ニ ー リ ン グ ） ； 72℃ （ 伸 長 ） ］ 。 分 子 ビ ー コ ン の 相 対 的 蛍 光 は 、 ア ニ ー リ ン
グ 温 度 で 測 定 し た 。 HCV鋳 型 分 子 の 定 量 化 は 、 各 RT-PCR実 験 で RNA標 準 曲 線 の 算 入 に よ り 求
め た 。 標 準 曲 線 は 、 1ug/mlの イ ー ス ト tRNA（ Ambion, Austin, TX） に 希 釈 し た 10、 25、 50
、 10 2 、 10 3 、 10 4 、 10 5 又 は 10 6 の 分 子 の 合 成 HCV RNA転 写 物 を 用 い て 作 成 し た 。
表 １ は 、 HCVの 8つ の 菌 株 の 検 出 の た め の 3つ の 異 な る 方 法 の 比 較 を 示 す 。 前 記 菌 株 は HCVの
主 遺 伝 子 型 と サ ブ タ イ プ の た め の プ ロ ト タ イ プ で あ る 。 本 発 明 の 向 か い 合 う （ nose-to-no
se） ビ ー コ ン ア ッ セ イ （ Ａ ） は 8つ の す べ て の 遺 伝 子 型 ／ サ ブ タ イ プ を 検 出 す る が 、 従 来
の ビ ー コ ン PCR（ Ｂ ） は 、 遺 伝 子 型 ４ ａ と ５ ａ を 検 出 す る こ と が で き な い 。
COBAS-HCM-2ア ッ セ イ の 結 果 は 、 国 際 単 位 （ I.U.） で 示 さ れ る 。 種 々 の 変 換 因 子 が 提 案 さ
れ て い る が （ Saldanhaら 、 Vox Sang, 1999; 76(3):149-158; Cuijpersら 、 2001;81(1):12
-20） 、 I.U.と HCV RNAコ ピ ー 数 の 間 の 正 確 な 関 係 は 、 特 に １ ａ 及 び １ ｂ 以 外 の HCV遺 伝 子
型 に つ い て 検 討 中 で あ る 。 こ の た め 、 Roche Diagnostic Systemsは 、 COBAS-HCM-2ア ッ セ
イ で 得 ら れ た 結 果 に つ い て 変 換 因 子 を 現 在 示 唆 し な い 。 従 っ て 、 分 析 の た め に 、 I.U.及 び
RNAコ ピ ー 数 が 同 等 で あ る と 仮 定 さ れ る 。 COBAS-HCM-2ア ッ セ イ と 比 較 す る と 、 向 か い 合 う
（ nose-to-nose） ビ ー コ ン RT-PCRア ッ セ イ は 遺 伝 子 型 １ ａ 、 １ ｂ 、 ２ ｂ 及 び ６ ａ と 同 等 で
あ る か 、 又 は わ ず か に 敏 感 で あ る が 、 遺 伝 子 型 ４ ａ に つ い て 1log（ 10倍 ） 敏 感 で あ り 、 遺
伝 子 型 ２ ａ 及 び ５ ａ に つ い て 0.5log（ 3.2倍 ） 敏 感 で あ り 、 遺 伝 子 型 ３ ａ に つ い て 0.3log
（ 2培 ） 敏 感 で あ る 。 2つ の ア ッ セ イ の 相 対 的 感 受 性 を 比 較 す る 統 計 分 析 を 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ２ ８ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ２ ９ 】
1. 検 査 し た サ ン プ ル は 、 各 プ ロ ト タ イ プ HCV株 で 感 染 し た チ ン パ ン ジ ー 由 来 の 血 漿 で あ る
:H株 ［ Inchauspeら 、 Proc Natl Acad Sci (USA), 88:10292-10296, 1991; Genbank M6746
3］ 、 HC-J4/91［ Okamotoら 、 Virology, 190:894-899, 1992; Genbank D10750］ 、 HC-J6［
Okamotoら 、 J Gen Virol, 72:2697-2704, 1991; Genbank D00944］ 、 HC-J8［ Okamotoら 、
Virology, 188:331-341, 1992; Genbank D10988］ 、 S52［ Bukhら 、 Proc Natl Acad Sci (
USA) 89:4942-4946, 1992; Genbank M84837］ 、 ED43［ Chamberlainら 、 78:1341-1347, 19
97; Genbank Y11604］ 、 SA13［ Bukhら 、 J Infect Dis, 178:1193-1197; Genbank AF06449
0］ 、 HK6a［ Adamsら 、 Bichem Biophys Res Commun, 234:393-396, 1997;Genbank Y12083
］ 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ０ ３ １ 】
1.結 果 は （ n） 反 復 ア ッ セ イ の 平 均 +/-標 準 偏 差 で 表 さ れ る 。 COBAS HCM-2ア ッ セ イ の 結 果
は 、 国 際 単 位 （ I.U.） で 表 さ れ る 。
2.2つ の ア ッ セ イ の 感 受 性 の 差 は 、 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ビ ー コ ン PCRに よ っ て 得 ら
れ た 値 と Roche Monitorア ッ セ イ に よ っ て 得 ら れ た 値 と の 算 術 比 と し て 計 算 さ れ る 。 両 側 P
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値 を GraphPad InStatソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

本 発 明 の “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCRを 用 い て ICBS HCVマ ス タ ー パ ネ ル か ら 患 者
血 漿 サ ン プ ル の サ ブ セ ッ ト を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 連 続 し て 伸 長 さ れ る 前 記 パ ネ ル は 、 In
ternational Consortium for Blood Safety（ ICBS） と 共 同 し て 疾 病 管 理 セ ン タ ー （ CDC）
に よ っ て 編 集 さ れ る 。 前 記 パ ネ ル は 、 種 々 の 地 理 上 の 領 域 か ら 集 め ら れ た 血 漿 サ ン プ ル か
ら 構 成 さ れ る 。 す べ て の サ ン プ ル は 、 HCV抗 体 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 CDC及 び Visi
ble Genetics Inc.（ VGI） の 2つ の 独 立 し た 検 査 室 で 遺 伝 子 型 分 析 さ れ る 。
エ ジ プ ト 、 ベ ト ナ ム 及 び イ ン ド ネ シ ア で 集 め ら れ た 血 漿 サ ン プ ル を 含 む 合 計 192の サ ン プ
ル は 、 CDCに よ っ て 提 供 さ れ た 。 こ れ ら の う ち で 、 CDC、 VGI又 は 両 方 に よ っ て 得 ら れ た PCR
-遺 伝 子 型 デ ー タ に 基 づ い て HCV RNAに 関 し て 明 確 に 陽 性 の も の と し て 、 134が リ ス ト ア ッ
プ さ れ た 。 5つ の サ ン プ ル は 、 不 確 か な 又 は 矛 盾 す る PCR-遺 伝 子 型 デ ー タ を 有 す る も の と
し て リ ス ト ア ッ プ さ れ た 。 53の サ ン プ ル は 、 遺 伝 子 型 で な い も の と し て リ ス ト ア ッ プ さ れ
た （ す な わ ち 、 HCV RNAに 対 し て 陰 性 ） 。
RNAが 結 合 し 、 96ウ エ ル プ レ ー ト 型 の PVDF膜 か ら 抽 出 さ れ る ロ ボ ッ ト 抽 出 手 段 を 用 い て 、
総 RNAを 70μ lの 新 た に 解 凍 し た 血 漿 か ら 抽 出 し た （ Lee and Prince, 2001, Transfusion;
 41:483-487） 。 総 RNAを 50μ lの 量 の ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い 水 で 得 た 。 次 い で 、 こ の 10
μ l（ 14μ lの 血 漿 と 等 価 で あ る ） を 、 上 述 の 向 か い 合 う （ nose-to-nose） プ ラ イ マ ー （ 配
列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ ） 及 び 分 子 ビ ー コ ン （ 配 列 番 号 ５ ） を 用 い て 逆 転 写 及 び PCRに 供
し た 。
パ ネ ル に 存 在 す る 134の 明 確 に HCV-陽 性 の サ ン プ ル に つ い て の RT-PCRの 結 果 を 示 す 。 “ 向
か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCRは 、 す べ て の 遺 伝 子 型 由 来 の HCV単 離 物 の 大 部 分 を 首 尾 よ
く 検 出 し た 。 遺 伝 子 型 ア ッ セ イ で HCV RNAに 関 し て 陽 性 で な い 53の サ ン プ ル の う ち で 、 1つ
の サ ン プ ル の み が 弱 い 陽 性 PCRシ グ ナ ル を 与 え た （ 10 3 . 1 RNA分 子 /ml） 。
約 700コ ピ ー /ml（ 9.9コ ピ ー /14ul血 漿 ） 未 満 の ウ イ ル ス 負 荷 を 有 す る サ ン プ ル は 、 上 述 の
ロ ボ ッ ト 抽 出 と “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PCRの 組 み 合 わ せ を 使 用 し て も 検 出 さ
れ な い で あ ろ う 。 表 ２ に 示 さ れ る 結 果 は 、 本 発 明 が “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” プ ラ
イ マ ー と 分 子 ビ ー コ ン の 1つ の セ ッ ト で 種 々 の HCV遺 伝 子 型 の 検 出 を 与 え る こ と を 明 確 に 示
す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 ４ 】
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様 々 な HCV遺 伝 子 型 に 感 染 し た 個 体 由 来 の 血 漿 サ ン プ ル の ス ク リ ー ニ ン グ



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
***混 ざ っ て い る 感 染 を 示 す 遺 伝 子 型 分 析 又 は 未 だ に 不 確 定 の 分 類 が 別 々 に リ ス ト ア ッ プ
さ れ て い る サ ン プ ル 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

図 ６ ａ は 、 4つ の 異 な る HIV変 異 体 、 グ ル ー プ M（ メ ジ ャ ー ） サ ブ タ イ プ Bの す べ て （ HIV/RT
-1、 HIV/RT10、 HIV-38-1及 び HIV/38/3） の V3領 域 及 び フ ラ ン キ ン グ 配 列 に 相 当 す る プ ロ ウ
イ ル ス DNA配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 V3領 域 は 、 HIVゲ ノ ム の 最 も 高 く 変 化 し や す い セ
グ メ ン ト で あ る 。 分 子 ビ ー コ ン は 、 変 異 体 HIV/RT-1と 全 く 同 一 の プ ロ ー ブ -ル ー プ 構 造 で
デ ザ イ ン さ れ た （ 示 さ れ た V3配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 76-97） 。 こ の プ ロ ー ブ 配 列 は 、 変 異 体 H
IV/RT-10、 HIV/38-1及 び HIV/38-3と 1、 3又 は 4つ の ミ ス マ ッ チ を そ れ ぞ れ 有 す る （ 図 ６ ａ
） 。
“ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCRの た め の PCRプ ラ イ マ ー は 、 以 下 の よ う に デ ザ イ ン さ
れ た 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 5'-acaatacaagaaaaaggataactatgggac-3'） （ 配 列 番 号 ６ ）
は 図 ６ ａ に 示 さ れ る HIV/RT-1の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 65-94と 一 致 す る 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ
マ ー は 、 NBFと し て 知 ら れ て い る 。 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5'tttctcctgttgtataaagtactctcc
ccg-3'） （ 配 列 番 号 ７ ） は 同 じ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 95-124と 一 致 す る 。 リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー は 、 NBRと し て 知 ら れ て い る 。
従 来 の PCRの た め の プ ラ イ マ ー は 、 177b.p.の PCR産 物 を 産 生 す る よ う に 以 下 の よ う に デ ザ
イ ン さ れ た 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 5'taatagtacagctgaatgaatctg-3'） （ 配 列 番 号 ８ ）
は 図 ６ ａ に 示 さ れ る HIV/RT-1の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 14-37と 一 致 す る 。 リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー （ 5'gttttaaagtgttattccatgc-3'） （ 配 列 番 号 ９ ） は 同 じ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 168-190と
一 致 す る 。
図 ６ ａ で 示 さ れ る 4つ の 各 HIV変 異 体 の 検 出 の た め に 向 か い 合 う （ nose-to-nose） PCRで 従
来 の ビ ー コ ン PCRの 能 力 を 比 べ る た め に 実 験 の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 PCR反 応 は 、 HIV/RT-1、
HIV/RT-10、 HIV/38-1又 は HIV/38-3の 10 6 の 鋳 型 分 子 、 図 ６ ｂ に 示 さ れ る 分 子 ビ ー コ ン 、 及
び 上 述 の 従 来 又 は 向 か い 合 う （ nose-to-nose） プ ラ イ マ ー の い ず れ か を 含 ん で い た 。 コ ン
ト ロ ー ル PCR反 応 は 鋳 型 が な い か 、 又 は 150ngの ヒ ト の ゲ ノ ム の DNAを 含 ん で い た 。 以 下 の
サ イ ク ル パ ラ メ ー タ を 用 い て 、 増 幅 を Perkin Elmer 7700で 行 っ た :95℃ で 10分 間 、 続 い て
95℃ で 30秒 間 （ 変 性 ） 、 50℃ で 1分 間 （ ア ニ ー リ ン グ ） 及 び 72℃ で 30秒 間 （ 伸 長 ） を 40サ
イ ク ル 。 分 子 ビ ー コ ン の 蛍 光 は 、 50℃ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 測 定 し た 。 次 い で 、 蛍 光 を PC
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HIV-1グ ル ー プ Mサ ブ タ イ プ B変 異 体 の 検 出 の た め の 向 か い 合 う PCR（ nose-to-nose） と 従 来
の PCRと の 比 較



Rサ イ ク ル 数 に 対 し て グ ラ フ に プ ロ ッ ト し た 。 PCR増 幅 /検 出 の 効 率 は “ し き い サ イ ク ル ”
、 す な わ ち ポ ジ テ ィ ブ 蛍 光 シ グ ナ ル を 生 じ る の に 必 要 な 最 低 PCRサ イ ク ル 数 に よ っ て 決 め
ら れ る 。
図 ７ ａ に 示 す よ う に 、 後 者 の 場 合 に 得 ら れ る 蛍 光 の ピ ー ク ・ レ ベ ル が 正 確 に 一 致 す る 鋳 型
の も の の 約 2分 の 1で あ っ た が 、 従 来 の ビ ー コ ン PCR技 術 は 、 同 じ し き い サ イ ク ル （ サ イ ク
ル 23） で HIV/RT-1（ ビ ー コ ン と 正 確 に 一 致 す る ） 及 び HIV/RT-10（ １ つ の ミ ス マ ッ チ ） の
両 方 を 検 出 す る こ と が で き た 。 ゲ ル 分 析 （ 図 ８ ） で 示 さ れ る よ う に 、 PCR産 物 が 4つ の す べ
て の 変 異 体 か ら 産 生 さ れ た 事 実 に も か か わ ら ず 、 従 来 の ビ ー コ ン PCR技 術 は HIV/38-1（ 3つ
の ミ ス マ ッ チ ） 又 は HIV/38-3（ 4つ の ミ ス マ ッ チ ） の い ず れ も 検 出 で き な か っ た 。
対 照 的 に 、 向 か い 合 う （ nose-to-nose） PCR技 術 は 、 類 似 の し き い サ イ ク ル で 4つ の す べ て
の HIV変 異 体 （ 0、 1、 3又 は 4つ の ミ ス マ ッ チ ） を 検 出 す る こ と が で き た （ 図 ７ ｂ ） 。 重 要
な こ と に は 、 い か な る シ グ ナ ル も 、 鋳 型 を 含 ま な い 、 又 は 150ngの ヒ ト ゲ ノ ム DNAを 含 む 反
応 管 で 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】

PCRプ ラ イ マ ー は HIV-1ゲ ノ ム RNAの gag遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ
、 HIV-1グ ル ー プ Mの 異 な る サ ブ タ イ プ 間 で 比 較 的 よ く 保 存 さ れ て い る 。 こ の 相 対 的 な 保 存
に も か か わ ら ず 、 個 々 の HIV-1サ ブ タ イ プ は 、 ゲ ノ ム の こ の 領 域 内 に 20％ ま で の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 多 様 性 を 示 す （ Robertonら 、 1999: Human Retroviruses and AIDS 1999, pp 492
-505, Editors Kuikenら 、 ロ ス ア ラ モ ス 国 立 研 究 所 、 ロ ス ア ラ モ ス 、 ニ ュ ー メ キ シ コ ） 。
ビ ー コ ン PCRの た め の 従 来 の プ ラ イ マ ー は 、 サ ブ タ イ プ B HIV-1単 離 HXB2の 公 開 配 列 の ヌ ク
レ オ チ ド 1478～ 1571に 対 応 す る RNAの 94b.p.セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て
い た ［ ラ ト ナ ー ら 、 1985, Nature, 313(6000):277-284; Genbank K03455］ 。 2つ の 従 来 の
RT-PCRプ ラ イ マ ー の 間 の 介 在 ギ ャ ッ プ は 53b.p.で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー :5'-AACCAAGGGGAAGTGACATA-3'（ 配 列 番 号 １ ０ ） ；
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー :5'-ATTTCTCCTACTGGGATAGGT-3'（ 配 列 番 号 １ １ ） 。
本 発 明 の “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PCRの た め の プ ラ イ マ ー は 、 HIV-1 HXB2の 公
開 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 1502～ 1558に 対 応 す る 57b.p.セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン
さ れ た 。 2つ の プ ラ イ マ ー の 間 に 介 在 ギ ャ ッ プ は 存 在 し な い 。 プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で
あ る ：
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： 5'-GAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAAATAG-3'（ 配 列 番 号 １ ２ ） ；
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー :5'-GGATAGGTGGATTATTTGTCATCCATC-3'（ 配 列 番 号 １ ３ ） 。
従 来 及 び “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCRの 両 方 に つ い て 、 PCR産 物 の 検 出 に 使 用 し た
分 子 ビ ー コ ン は 5'-FAM-cgcctTACCCTTCAGGAACAAATAGaggcg-DABCYL-3'（ 配 列 番 号 １ ４ ） で
あ っ た 。 茎 核 酸 は 小 文 字 で 示 さ れ 、 プ ロ ー ブ ル ー プ 核 酸 （ HIV-1 HXB2配 列 の ヌ ク レ オ チ ド
1512～ 1530と 一 致 す る ） は 大 文 字 で 示 さ れ る 。
HIV-1サ ブ タ イ プ A、 B、 C、 D、 F及 び G由 来 の ウ イ ル ス 単 離 物 は 、 AIDS Research and Refer
ence Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIHか ら 細 胞 を 含 ま な い 培 養 上 清 と し
て 得 ら れ た 。 RNAは 、 140ulの 新 た に 解 凍 し た 培 養 上 清 か ら 抽 出 し た 。 相 補 DNAは 、 従 来 の
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー 、 又 は 上 述 の 向 か い 合 う （ nose-to-nose） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の い ず
れ か を 用 い て 抽 出 し た RNAか ら 逆 転 写 さ れ た 。 cDNA合 成 及 び PCR増 幅 の 両 方 に つ い て の 反 応
条 件 は 、 HCVに つ い て 上 述 の も の と 本 質 的 に 同 じ で あ っ た 。 す べ て の ア ッ セ イ は 3通 の 行 っ
た 。 HIV鋳 型 分 子 の 定 量 化 は 、 各 RT-PCR実 験 で RNA標 準 曲 線 の 算 入 に よ っ て 達 成 さ れ た 。 標
準 曲 線 は 、 1μ g/mlの イ ー ス ト tRNA（ Ambion、 オ ー ス テ ィ ン 、 TX） に 希 釈 さ れ た 1、 10、 10
2 、 10 3 、 10 4 、 10 5 又 は 10 6 分 子 の HIV-1 RNAを 用 い て 作 成 さ れ た 。
HIV-1サ ブ タ イ プ の 検 出 の た め の 従 来 の RT-PCR及 び “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PC
Rの 比 較 を 表 ３ に 示 す 。 本 発 明 の “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” ア ッ セ イ （ Ａ ） は 、 検
査 し た 6つ の HIV-1サ ブ タ イ プ の す べ て を 検 出 し た が 、 従 来 の ア ッ セ イ は サ ブ タ イ プ A、 D及
び Gを 検 出 で き な か っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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HIV-1グ ル ー プ Mの 異 な る サ ブ タ イ プ の 検 出
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1.検 査 サ ン プ ル は 、 AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS,
 NIAID, NIHか ら 細 胞 を 含 ま な い 培 養 上 清 と し て 得 ら れ た ウ イ ル ス 単 離 物 で あ っ た 。
2.単 離 物 は 、 UNAIDS Network for HIV Isolation and Characterization、 及 び DAIDS, NI
AIDか ら 得 た 。
3.Abimikuら 、 1994, AIDS Res Hum Retroviruses, 10(11):1581-1583。
【 ０ ０ ３ ７ 】

HIV-1グ ル ー プ O（ ア ウ ト ラ イ ア ー ） 由 来 の ウ イ ル ス 単 離 物 は HIV-1グ ル ー プ M（ メ ジ ャ ー ）
の メ ン バ ー 由 来 の マ ー ク 配 列 変 異 体 を 示 す 。 グ ル ー プ Oウ イ ル ス は ア フ リ カ の 一 部 で 主 に
流 行 し て い る が 、 ア フ リ カ の 外 の 血 液 銀 行 に よ っ て 集 め ら れ た サ ン プ ル の 中 の 頻 度 は 、 増
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HIV-1グ ル ー プ M及 び HIV-1グ ル ー プ O変 異 体 の 両 方 を 同 時 に 検 出 す る 方 法 の 適 応



加 し て い る よ う で あ る （ Jaffe and Schochetman, 1998, Infect Dis Clim North Am; 12(
1):39-46; Couturierら , 2000, AIDS;14(3):289-296; Fed Regist, 1997, Sept 23;62(18
4):49695） 。 本 発 明 は 、 “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” プ ラ イ マ ー 及 び 分 子 ビ ー コ ン の
1つ の セ ッ ト を 用 い て 、 グ ル ー プ M及 び グ ル ー プ Oの 両 方 の メ ン バ ー の 検 出 を 可 能 に す る 。
本 発 明 の “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PCRの た め の プ ラ イ マ ー は 、 HIV-1ゲ ノ ム RNA
の pol遺 伝 子 の 64b.p.セ グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 、 HIV-1 HXB2の 公 開 配 列
の ヌ ク レ オ チ ド 4750～ 4813と 一 致 し て い る 。 2つ の プ ラ イ マ ー の 間 の 介 在 ギ ャ ッ プ は 存 在
し な い 。 プ ラ イ マ ー は 以 下 の 通 り で あ る ：
フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： 5'-CAGCAGTACAAATGGCAGTATTCATTCACAATTT-3'（ 配 列 番 号 １ ５ ） ；
リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： 5'-CTGTATCCCCCAATCCCCCCTTTTCTTTTA-3'（ 配 列 番 号 １ ６ ） 。
PCR産 物 検 出 で 使 用 し た 分 子 ビ ー コ ン は 、 5'-FAM-cgcacgGCAGTATTCATTCACCAATTTTcgtgcg-D
ABCYL-3'（ 配 列 番 号 １ ７ ） で あ っ た 。 茎 核 酸 は 小 文 字 で 示 さ れ 、 プ ロ ー ブ ル ー プ 核 酸 は 大
文 字 で 示 さ れ る 。
次 い で 、 新 し い プ ラ イ マ ー 及 び ビ ー コ ン は 、 HIV-1グ ル ー プ M（ サ ブ タ イ プ A、 B、 C、 D、 F
及 び G） 及 び グ ル ー プ O由 来 の ウ イ ル ス 単 離 物 を 増 幅 及 び 検 出 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ 、
AIDS Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID/NIHか ら の 細
胞 を 含 ま な い 培 養 上 清 と し て 得 ら れ た 。 RNA抽 出 の 前 に 、 す べ て の 細 胞 上 清 は 、 リ ン 酸 緩
衝 食 塩 水 （ PBS） で 1000倍 に 希 釈 さ れ た 。 RNA抽 出 は 、 以 下 の 単 離 物 を 除 い て は 、 上 述 の よ
う に 希 釈 上 清 で 実 質 的 に 行 わ れ 、 す べ て の RNAサ ン プ ル は RNaseを 含 ま な い DNase（ Ambion
、 オ ー ス テ ィ ン 、 TX） で 処 理 さ れ て プ ロ ウ イ ル ス DNAの 汚 染 の 除 去 を 確 実 に す る 。 相 補 DNA
は 、 上 述 の 向 か い 合 う （ nose-to-nose） リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ ６ ） を 用 い て 抽
出 RNAか ら 逆 転 写 さ れ た 。 cDNA合 成 及 び PCR増 幅 の 両 方 の た め の 反 応 条 件 は 、 上 述 の も の と
本 質 的 に 同 じ で あ っ た 。 HIV-1鋳 型 分 子 の 定 量 化 は 、 各 RT-PCR実 験 に お け る RNA標 準 曲 線 の
算 入 に よ っ て 達 成 さ れ た 。
表 ４ は 、 本 発 明 の pol領 域 “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” プ ラ イ マ ー を 用 い る RT-PCRの
結 果 、 及 び COBAS AMPLICOR HIV-1 Monitor Assay Version 1.0（ Roche Diagnostics, Bra
nchburg, NJ） と の 比 較 を 示 す 。 “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PCRア ッ セ イ は 、 COB
AS AMPLICOR HIV-1 Monitor Assay（ 1.0） と 同 じ （ グ ル ー プ M、 サ ブ タ イ プ B及 び C） 又 は
よ り 高 い （ グ ル ー プ M、 サ ブ タ イ プ A、 D及 び F） 感 受 性 で 、 検 査 さ れ た す べ て の グ ル ー プ M
及 び グ ル ー プ O単 離 物 を 検 出 で き た 。 後 者 の ア ッ セ イ は 、 検 査 さ れ た グ ル ー プ Oウ イ ル ス 単
離 物 の い ず れ も 検 出 で き ず 、 ま た グ ル ー プ Mサ ブ タ イ プ Gも 検 出 で き な か っ た 。 こ れ ら の デ
ー タ は 、 COBAS AMPLICOR HIV-1 Monitor Assay（ 1.0） 又 は も そ の 改 良 バ ー ジ ョ ン （ 1.5）
の い ず れ も グ ル ー プ Oウ イ ル ス を 検 出 で き な い と い う 最 近 の 報 告 （ Yangら 、 Transfusion, 
2001; 41:643-651） と 一 致 し て い る 。 対 照 的 に 、 本 発 明 は 、 “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose
） ” プ ラ イ マ ー 及 び 分 子 ビ ー コ ン の 1つ の セ ッ ト で す べ て の ウ イ ル ス 単 離 物 の 検 出 を 可 能
に す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
【 表 ６ 】
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1. RNA抽 出 の 前 に 、 す べ て の 細 胞 を 含 ま な い 上 清 を PBS（ “ 向 か い 合 う ” RT-PCRに つ い て
） 又 は 普 通 の ヒ ト の 血 漿 （ COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Version 1.0に つ い て ） の い ず
れ か で 1000倍 に 希 釈 し た 。 2. ウ イ ル ス 単 離 物 は 表 ３ に 記 載 さ れ る ； 単 離 物 L20571, Gurtl
er LGら , 1994, J Virol, 68:1581； 単 離 物 Y14496, Loussert-Ajaka Iら , J Virol 69:56
40, 1995。 3. “ 向 か い 合 う ” PCR又 は RT-PCRは 、 ま た 観 測 さ れ た シ グ ナ ル が ウ イ ル ス 増 幅
に よ る も の で あ り 、 ヒ ト の 核 酸 を 汚 染 す る も の の 増 幅 に よ る も の で は な い こ と を 証 明 す る
た め に 100ngの ヒ ト の DNA又 は RNAで 行 っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
【 図 １ 】 分 子 ビ ー コ ン の グ ラ フ ィ カ ル な 例 で あ る 。 適 切 な ア ニ ー ル 温 度 で 、 ビ ー コ ン は :
（ Ａ ） 相 補 的 タ ー ゲ ッ ト 配 列 の 非 存 在 下 で 、 レ ポ ー タ ー 部 分 （ ○ ） の 発 光 を ク エ ン チ す る
ク エ ン チ ン グ 部 分 （ □ ） を 生 じ る 基 部 ル ー プ 構 造 を 形 成 し ； 又 は （ Ｂ ） 相 補 的 タ ー ゲ ッ ト
の 存 在 下 で 、 レ ポ ー タ ー が そ の シ グ ナ ル を 出 す こ と を 可 能 に す る タ ー ゲ ッ ト と 結 合 す る 。
【 図 ２ 】 分 子 ビ ー コ ン を 利 用 し た 従 来 の PCRで あ る 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 ウ イ ル ス RNAの セ
グ メ ン ト を 増 幅 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 そ の プ ロ ー ブ ル ー プ が 2つ の PCRプ ラ イ マ
ー に 内 在 的 で あ る PCR産 物 の セ グ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に 、 分 子 ビ ー コ ン は デ
ザ イ ン さ れ る 。 ビ ー コ ン は 、 ウ イ ル ス の 菌 種 Ａ の PCR産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る が 、 タ
ー ゲ ッ ト 配 列 （ 小 文 字 で 示 さ れ る ） に お け る ミ ス マ ッ チ の た め に ウ イ ル ス の 菌 種 Ｂ の PCR
産 物 を 検 出 す る こ と が で き な い 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 原 理 の 1つ の グ ラ フ ィ カ ル な 例 で あ る 。 （ ａ ） リ バ ー ス 及 び フ ォ ワ ー ド P
CRプ ラ イ マ ー （ ＞ 30b.p.） は 、 タ ー ゲ ッ ト RNA（ 又 は DNA） 及 び そ の 相 補 的 DNA鎖 に 直 接 “
向 か い 合 っ て （ nose-to-nose） ” ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 、 そ の 結 果 産 生
し た PCR産 物 は 介 在 配 列 を 持 た な い 。 分 子 ビ ー コ ン の タ ー ゲ ッ ト -特 異 的 ル ー プ は 、 プ ラ イ
マ ー の 1つ の ジ ャ ン ク シ ョ ン 及 び そ の 他 の プ ラ イ マ ー の 補 体 に よ っ て 生 じ る DNA配 列 に ハ イ
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ブ リ ダ イ ズ す る よ う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 PCRプ ラ イ マ ー は 、 ミ ス マ ッ チ 残 基 （ “ Ｘ ”
で 示 さ れ る ） を 有 す る タ ー ゲ ッ ト 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 点 線 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン を 示 す 。 （ ｂ ） す べ て の 鋳 型 か ら 増 幅 さ れ た PCR産 物 の DNA配 列 は 、 プ ラ イ マ ー の 1つ
と そ の 他 の プ ラ イ マ ー の 補 体 の 組 み 合 わ せ た 配 列 と 一 致 す る 。 こ の よ う に 、 分 子 ビ ー コ ン
は 、 す べ て の 鋳 型 か ら 産 生 さ れ る PCR産 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 方 法 の 例 で あ る 。 “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” プ ラ イ マ ー 及 び 1つ
の プ ラ イ マ ー と も う 1つ の プ ラ イ マ ー の 補 体 の ジ ャ ン ク シ ョ ン に よ っ て 作 ら れ る 配 列 を 認
識 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 分 子 ビ ー コ ン を 用 い る HIVの 異 な る サ ブ タ イ プ の 増 幅 で あ る
。 HIV変 異 体 の 配 列 と プ ラ イ マ ー 又 は ビ ー コ ン ル ー プ の い ず れ か と の 間 の ミ ス マ ッ チ は 、
小 文 字 の ボ ー ル ド 体 で 示 さ れ る 。
【 図 ５ 】 プ ラ イ マ ー の 位 置 の 変 異 の 例 で あ る 。 （ Ａ ） ビ ー コ ン ル ー プ は 、 （ Ｉ ） に 示 さ れ
る 2個 の PCRプ ラ イ マ ー に よ っ て 等 し く 作 ら れ る 増 幅 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に デ ザ
イ ン で き る 。 あ る い は 、 ビ ー コ ン は 、 （ II） ～ （ IV） に 示 さ れ る フ ォ ワ ー ド 又 は リ バ ー ス
プ ラ イ マ ー の い ず れ か に よ っ て 主 と し て 作 ら れ る 増 幅 配 列 に “ 非 対 称 に ” ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る よ う に デ ザ イ ン で き る 。 （ Ｂ ） 別 の 変 異 に お い て 、 フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ
ー は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 保 存 性 の 高 い 領 域 と 一 致 す る ヌ ク レ オ チ ド ギ ャ ッ プ に よ っ て 分 離
さ れ る 。
【 図 ６ 】 従 来 の PCR及 び “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCRの 両 方 に つ い て 分 子 ビ ー コ ン
及 び プ ラ イ マ ー の 位 置 を 示 す HIVの 4つ の 変 異 体 の V3ル ー プ 及 び フ ラ ン キ ン グ 領 域 の DNA配
列 ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。 （ ａ ） HIV/RT-1の タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 鎖 は 、 3つ の そ の 他
の ウ イ ル ス 変 異 体 、 HIV/RT-10、 HIV-38-1及 び HIV/38-3の タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ 鎖 と 並
べ ら れ る 。 HIV/RT-1の 配 列 及 び 分 子 ビ ー コ ン と の ミ ス マ ッ チ は 、 下 部 ケ ー ス に お い て ボ ー
ル ド 体 で 示 さ れ る 。 従 来 の PCRに つ い て フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 相 対 的 な 位
置 は 、 そ れ ぞ れ 点 線 （ ‥ ‥ ‥ ） 及 び 破 線 （ -----） で 示 さ れ る 。 向 か い 合 う （ nose-to-nos
e） PCRに つ い て フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 相 対 的 な 位 置 は 、 そ れ ぞ れ 二 重 線 （
＝ ） 及 び 実 線 （ － ） で 示 さ れ る 。 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ の 位 置 は 、 配 列 上 に 示 さ れ る 。 す べ て
の プ ラ イ マ ー 及 び ビ ー コ ン プ ロ ー ブ 配 列 は 、 HIV/RT-1の 配 列 か ら 誘 導 さ れ る 。 （ ｂ ） 分 子
ビ ー コ ン の 構 造 で あ る 。 プ ロ ー ブ ル ー プ は 大 文 字 で 示 さ れ 、 相 補 的 な 基 部 ヌ ク レ オ チ ド は
小 文 字 で 示 さ れ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア FAMは 5'末 端 と 結 合 し 、 ク エ ン チ ャ ー DABCYLは 3'末 端
と 結 合 す る 。
【 図 ７ 】 従 来 の PCR及 び 向 か い 合 う （ nose-to-nose） PCRの 実 時 間 定 量 PCR法 の 比 較 で あ る
。 （ ａ ） 従 来 の PCR法 又 は （ ｂ ） “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” PCR法 を 用 い る 4つ の 異
な る HIV変 異 体 の 実 時 間 定 量 PCRで あ る 。 10 6 の コ ピ ー を 含 む PCR反 応 、 HIV/RT-1（ ● ） 、 HI
V/RT-10（ ○ ） 、 HIV/38-1（ ▼ ） 、 HIV/38-3（ □ ） 、 鋳 型 を 含 ま い （ ＋ ） 又 は 150ngの ヒ ト
DNA（ ｘ ） 。
【 図 ８ 】 従 来 の PCRに よ り 産 生 さ れ る 産 物 の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 分 析 で あ る 。 ゲ ル は 、 従 来 の P
CR法 に よ り HIV/RT-1、 HIV/RT-10、 HIV/38-1、 及 び HIV/38-3か ら 産 生 さ れ る PCR産 物 を 示 す
。 レ ー ン １ :50bpラ ダ ー 、 レ ー ン ２ :鋳 型 を 含 ま な い 、 レ ー ン ３ :HIV/RT-1、 レ ー ン ４ :HIV/
RT-10、 レ ー ン ５ :HIV/38-1、 レ ー ン ６ :HIV/38-3。
【 図 ９ 】 分 子 ビ ー コ ン を 用 い た 産 物 検 出 で “ 向 か い 合 う （ nose-to-nose） ” RT-PCRを 用 い
た HCV RNAの 定 量 化 の た め の 標 準 曲 線 の 例 で あ る 。 （ ａ ） HCV RNAに つ い て “ 向 か い 合 う （
nose-to-nose） ” RT-PCRを 、 RT-PCR反 応 当 り の 0、 10、 25、 50、 100、 10 3 、 10 4 、 10 5 又 は 1
0 6 の 合 成 HCV RNA分 子 の 入 力 に よ り 実 施 し た 。 蛍 光 の 変 化 （ デ ル タ Rn） は 、 ABI7700配 列 検
出 器 に お い て 各 PCRサ イ ク ル に つ い て ア ニ ー リ ン グ 温 度 で 測 定 し た 。 し き い 値 （ Ct） は 、
機 器 に 付 属 の ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 計 算 し た 。 （ ｂ ） 各 標 準 サ ン プ ル の RNAコ ピ ー 数 は 、
そ の Ct値 に 対 し て プ ロ ッ ト し た （ ● ） 。 未 知 の 検 査 サ ン プ ル の Ct値 （ ○ ） は 、 標 準 曲 線 に
対 し て プ ロ ッ ト し 、 RNAコ ピ ー 数 は Ｘ 軸 か ら 外 挿 さ れ る 。
【 図 １ ０ 】 本 発 明 の 増 幅 反 応 の 段 階 的 な 例 で あ る 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ ０ － １ 】 【 図 １ ０ － ２ 】

【 図 １ ０ － ３ 】

(30) JP 2004-532027 A 2004.10.21



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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