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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
核酸を含むポリメラーゼ阻害剤であって、該核酸の一部は、該核酸の融点またはそれ未満
において二本鎖であり、該核酸が該ポリメラーゼによって伸長され得ないことを除いて、
該核酸の該二本鎖部分が、伸長のためのテンプレートとしてポリメラーゼによって認識さ
れるに十分な長さであり、かつ、該核酸の少なくとも５’末端のヌクレオチドが、該核酸
の融点またはそれ未満において一本鎖である、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項２】
特定のポリメラーゼに特異的でない、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤。
【請求項３】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の阻害活性が該ポ
リメラーゼ阻害剤の核酸配列に依存しない、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項４】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の核酸が、目的の
標的核酸に対するプライマーとして作用し得ない、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項５】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の核酸が、目的の
標的核酸を含む核酸の一部を形成しない、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項６】
核酸から構成される、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤。
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【請求項７】
上記核酸の３’末端のヌクレオチドが、上記ポリメラーゼによる該３’末端のヌクレオチ
ドの伸長を防止するブロック部分を含む、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤。
【請求項８】
上記核酸の融点またはそれ未満において二本鎖である核酸の一部が、それ自身にアニーリ
ングし得る単一の核酸によって形成されている、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤。
【請求項９】
上記核酸の融点またはそれ未満において二本鎖である核酸の一部が、部分的に互いにアニ
ーリングする２つの別々の核酸によって形成される、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害
剤。
【請求項１０】
上記核酸の少なくとも３’末端のヌクレオチドが、該核酸の融点またはそれ未満において
一本鎖である、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤。
【請求項１１】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分がＤＮ
ＡまたはＤＮＡ模倣物を含む、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項１２】
上記核酸がＲＮＡまたはＲＮＡ模倣物を含む、請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤。
【請求項１３】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分がエク
ソヌクレアーゼ分解に耐性である、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項１４】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分の二本
鎖部分の融点が２５℃～８０℃の範囲にある、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項１５】
請求項１に記載のポリメラーゼ阻害剤であって、該ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分の二本
鎖部分が少なくとも１０塩基長である、ポリメラーゼ阻害剤。
【請求項１６】
請求項１～１５のいずれか一項に記載のポリメラーゼ阻害剤の存在下にて核酸増幅反応を
行う工程を含む、核酸ポリメラーゼを阻害する方法。
【請求項１７】
請求項１～１５のいずれか一項に記載のポリメラーゼ阻害剤および核酸増幅反応を行なう
ための１つ以上の追加試薬を含む、核酸ポリメラーゼを阻害するためのキット。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　〔優先権の主張〕
　本出願は、米国特許仮出願第６０／４５９，６７２号に対して優先権を主張するもので
あり、その全体が本明細書中に参考として援用される。
【０００２】
　〔発明の分野〕
　本発明は、核酸ポリメラーゼ活性を阻害する方法および試薬に関するものである。より
具体的には、本発明は、低温において核酸ポリメラーゼによる非特異的核酸の伸長または
増幅を防止する方法および核酸に関するものである。
【０００３】
　〔発明の背景〕
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、核酸を増幅するための多用途かつ強力な技術であ
ることが分かっている。ＰＣＲは、天然のＤＮＡポリメラーゼまたは組換えＤＮＡポリメ
ラーゼが標的核酸を高レベルに再生成する能力を利用する。理論的には、この手順は、単
一コピーのＤＮＡの対数再生成（増幅）を生成する能力を有する。しかしながら、増幅工



(3) JP 4567673 B2 2010.10.20

10

20

30

40

50

程中の多数の要因によってＰＣＲプロセスの感度に障害が生じ、結果的に顕著な感度の低
下が生じる。主要な問題の１つが、一般に「プライマーダイマー」として知られている、
反応中の非特異的産物の発生である。これらの産物が形成すると、これらの産物はプライ
マーおよびデオキシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰｓ）の両方を反応液から除去し
てしまい、これにより、所望の標的の増幅レベルが低下し、同時に反応の感度も低下する
。
【０００４】
　上記の欠損を回避するために、「ホットスタート」ＰＣＲ技術が開発された。ホットス
タート反応は、温度サイクル（ｃｙｃｌｉｎｇ）が開始され増幅が続いて起こる前に、低
く、非特異的な温度においてＰＣＲ反応が起こることを防止することを含む。ホットスタ
ート反応技術は、低温でのポリメラーゼの不活性化、あるいはポリメラーゼ、ヌクレオシ
ド三リン酸、またはＭｇ２＋のような、ＰＣＲ反応に必須の成分を抑制することに基づい
ている。
【０００５】
　初期のホットスタート法においては、反応混合物は、反応に必須の成分を添加する前に
、プライマーのアニーリングＴｍより高い温度で加熱されていた。しかし、この方法は、
煩雑であり、汚染されやすく、そして高スループットの適用には向かない。なぜなら、複
数回添加を行わなければならないからである。また、この方法は、高温において反応液に
試薬を添加しなければならないため、鉱物油オーバーレイの使用を含む。さらに、一旦反
応が始まると、ダイマー阻害はもはや生じない。
【０００６】
　上述した方法と同様の方法がワックスバリア法であり、この方法において、鉱物油は、
高温で液化するワックスと置き換えられる。この方法は、Ｃｈｏｕら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２０（７），ｐ．１７１７（１９９２）に記載されている。反応に
必須の成分を添加する前に反応混合物は加熱および冷却され、これによりワックスが硬化
されてバリアを形成する。反応混合物上のワックスの頂部に限定された成分が添加され、
温度サイクルが開始されるとこのワックスが溶け、これによって、より高密度の水性の限
定された試薬がこの液体ワックスを透過して沈み込み、完全な反応混合物が形成され、そ
の後増幅が続くことを可能にする。不運にも、この技術は、限定された煩雑な加熱－冷却
－試薬の添加を要する。さらに、固体ペレットとして各ウェルにワックスを添加しなけれ
ばならず、従って、この方法は処理能力が非常に低く、かつ自動化され得ない。特定のワ
ックスは、より高い不透明度を有しているため、リアルタイムＰＣＲのための蛍光検出の
使用が制限される。
【０００７】
　別のホットスタート技術は、米国特許第５，３３８，６７１号に記載されているような
、ポリメラーゼタンパク質に対する抗体（Ａｂ）または抗体の混合物とポリメラーゼを複
合体化させることを含む。このＡｂは、ポリメラーゼを低温で不活性化させ、反応物が加
熱されたときに、このＡｂは、変性のために不可逆的に不活性化される。Ａｂ不活性化に
よって、引き続くアニーリング工程および伸長工程中にポリメラーゼが活性化され、ＰＣ
Ｒが生じ得る。この技術にはまたいくつかの制限があり、この制限としては、Ａｂが高価
であり、かつ単一ポリメラーゼに対してのみ特異的であるという事実が含まれる。従って
、新しいＡｂは、各タイプのポリメラーゼと反応させるために単離されなければならない
。この方法はまた、逆転写酵素（ＲＴ）と共に利用され得ない。なぜなら、Ａｂを不活性
化させるに十分な高温はまたＲＴを不活性化させてしまうからである。
【０００８】
　別の方法として、米国特許第６，１８３，９９８号に開示されているような、リジンへ
結合する環状無水物のような化学基を有するポリメラーゼ酵素の化学的修飾が含まれる。
誘導体化はポリメラーゼを不活性化させ、トリスなどの温度感受性緩衝液の存在下におい
てポリメラーゼを高温でインキュベートすると、９５℃でｐＨが大幅に低下する結果とな
る。この高温で生じた酸性条件は、化学的誘導（ｄｅｒｉｖｉｔｉｚａｔｉｏｎ）を逆転
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させ、酵素を活性化する。この技術の欠点として、変性温度において一般に１０分を超え
る長いインキュベーション時間を必要とすることが含まれる。酸感受性蛍光団（ｆｌｕｏ
ｒｏｐｈｏｒｅ）検出化学は、生じるｐＨ変化によって悪影響を受け得る。無水物を不活
性化させるに十分な高温はまたＲＴを不活性化するので、この方法はまた、ＲＴと共に利
用され得ない。さらに、化学的誘導体の逆転は効果的ではなく、酵素の完全な活性が回収
されず、多くの適用に対して酵素濃度を高めることを必要とする。
【０００９】
　マグネシウムを隔離するホットスタート法の１つとして、リン酸を緩衝液に添加して、
ＰＣＲに必要なマグネシウムイオンの沈殿を室温で発生させる方法が挙げられる。Ｂａｒ
ｎｅｓら、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ　１６（３），ｐ．１６７（２００２）、お
よび米国特許第６，４０３，３４１号を参照のこと。反応混合物を９５℃でインキュベー
トすることによって、マグネシウムの沈殿物は再溶解し、マグネシウムイオンはＰＣＲの
高い反応温度において溶解されたままである。この方法において、効果的なマグネシウム
イオンの沈殿は、特定の緩衝液の使用に依存する。また、全てのマグネシウムイオンが沈
殿するわけではないため、ＰＣＲの阻害は十分ではない可能性がある。上述の通り、酸性
条件は、感受性蛍光団または他の部分（例えば、イソベース（ｉｓｏｂａｓｅ））に悪影
響を与える可能性がある。無水物を不活性化させるに十分な高温はＲＴもさらに不活性化
させてしまうため、この方法はまた、ＲＴと共に利用され得ない。
【００１０】
　さらに別のホットスタート技術は、アプタマー、ポリペプチド、または一本鎖核酸に基
づいており、これらは、特定のポリメラーゼに特異的であるとして選択される。アプタマ
ー法には、ポリメラーゼに特異的に結合し、かつ該ポリメラーゼを阻害するＳＥＬＥＸ技
術を用いる、構造化核酸の選択および増幅を含む。これらの技術については、米国特許第
５，６９３，５０２号、同第５，７６３，１７３号、同第５，８７４，５５７号、同第６
，０２０，１３０号、および同第６，１８３，９６７号、ならびにＤａｎｇら、Ｊ　Ｍｏ
ｌ　Ｂｉｏｌ　２６４（２），ｐ．２６８（１９９６）に記載されている。選択は低温で
行われ、高温でアプタマーをインキュベートすることで、特異的な阻害に必要な構造的要
素を変性させる。変性されたアプタマーは、もはやポリメラーゼ活性を阻害し得ず、ＰＣ
Ｒを可能にする。しかしながら、アプタマーは、単一のポリメラーゼまたは密接に関連し
たポリメラーゼにのみ特異的である。従って、新しいアプタマーは、各タイプまたは各フ
ァミリーのポリメラーゼと反応することが必要とされる。また、アプタマーの最適温度条
件は、容易に予測または制御され得ず、アプタマーの阻害活性は、所定の温度で完全に逆
転され得ない。このため、アプタマー／酵素濃度および反応条件を正確に最適化する必要
がある。
【００１１】
　別の技術は、ホットスタートを達成するための、ポリメラーゼＨＳＡ融合タンパク質の
可逆的固相結合が記載されている。Ｎｉｌｓｓｏｎら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２
２（４），ｐ７４４（１９９７）を参照のこと。
【００１２】
　このように、ＰＣＲ反応において非特異的核酸の伸長および／または増幅を阻害または
防止するための簡易化した方法および試薬への必要性が残っている。
【００１３】
　〔発明の概要〕
　本発明は、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤、および核酸増幅反応における該阻害剤の
使用方法を提供する。一実施形態は、核酸配列を含むポリメラーゼ阻害剤を提供し、少な
くともその一部は、この核酸配列の融点またはそれ未満において二本鎖である。いくつか
の実施形態において、この核酸配列の二本鎖部分は、この核酸配列がポリメラーゼによっ
て実質的に伸長され得ないことを除いて、伸長のためのテンプレートとしてポリメラーゼ
によって認識されるに十分な長さである。さらに、いくつかの実施形態において、上記核
酸が二本鎖である場合に、この核酸の３’末端の核酸の少なくとも１つが、この核酸の５
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’末端の核酸の少なくとも１つと対をなす必要はない。
【００１４】
　典型的な実施形態において、ポリメラーゼ阻害剤は、核酸ポリメラーゼまたは核酸ポリ
メラーゼに関連したポリメラーゼファミリーに特異的ではない。同様に、いくつかの実施
形態において、ポリメラーゼ阻害剤の阻害活性は、配列特異的ではない。記載した実施形
態のいくつかにおいて、ポリメラーゼ阻害剤の核酸配列は、目的の標的核酸に対するプラ
イマーとして作用しない。さらに他の実施形態において、ポリメラーゼ阻害剤の核酸配列
は、目的の標的核酸配列を含む核酸の一部を形成しない。さらなる実施形態において、ポ
リメラーゼ阻害剤は、本質的に核酸配列から構成される。なおさらなる実施形態において
、上記核酸配列の少なくとも５’末端の核酸は、この核酸配列の融点またはそれ未満にお
いて一本鎖である。さらなる実施形態において、上記核酸配列の３’末端の核酸は、ポリ
メラーゼによる３’末端の核酸の伸長を防止するブロック部分を含む。なお他の実施形態
において、上記核酸の融点またはそれ未満において二本鎖である核酸の一部は、自身でア
ニーリングし得る単一の核酸配列によって形成されている。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、上記核酸の融点またはそれ未満において二本鎖である核
酸の一部は、少なくとも部分的に互いにアニーリングする２つの別々の核酸配列によって
形成される。本明細書で使用されている場合、別々の核酸配列とは、核酸配列が、核酸の
切れ目なく連続する配列の一部ではないということを意味する。例えば、別々の核酸とし
ては、別個の核酸または２つの核酸配列が挙げられ、この別個の核酸は、物理的に互いに
連結されておらず、この２つの核酸配列は、これらの核酸配列が非核酸スペーサーまたは
連結基（ｌｉｎｋｉｎｇ ｇｒｏｕｐ）によって分離されている限り、この同一の天然の
実体の一部である。さらなる実施形態において、上記核酸配列の少なくとも３’末端の核
酸は、その核酸配列の融点またはそれ未満において一本鎖である。なおさらなる実施形態
において、ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分は、ＤＮＡもしくはＤＮＡ模倣物、またはＲＮ
ＡもしくはＲＮＡ模倣物を含む。いくつかの実施形態において、ポリメラーゼ阻害剤の核
酸部分は、エクソヌクレアーゼ分解に耐性である。なおさらなる実施形態において、ポリ
メラーゼ阻害剤の核酸部分の二本鎖部分の融点は、約２５℃～８０℃の範囲にある。特定
の実施形態において、ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分の二本鎖部分は、少なくとも１０塩
基長である。
【００１６】
　また、核酸ポリメラーゼを阻害する方法が提供される。本方法は、核酸に対するポリメ
ラーゼ阻害剤の何れかを、核酸増幅を被る反応混合物に添加する工程、または、記載され
たポリメラーゼ阻害剤の存在下において核酸増幅反応を行う工程を含む。特定の方法は、
１つ以上のさらなるポリメラーゼ阻害剤を使用する工程をさらに含み、このポリメラーゼ
阻害剤の核酸部分は異なる融点を有する。なおさらなる方法は、この反応混合物に対して
核酸増幅反応を行なう工程を含み、ここで、この反応混合物は、１つ以上の標的核酸が存
在する場合に、核酸増幅を行ない得る。上記方法のいくつかにおいて、ポリメラーゼ阻害
剤は、ポリメラーゼ１単位当たり１×１０Ｅ－１２モル　デコイ～ポリメラーゼ１単位当
たり１×１０Ｅ－１０モル　デコイの割合で存在し、上記核酸増幅反応を通じて低濃度を
維持する。さらなる方法において、ポリメラーゼ阻害剤は、実質的に全てのポリメラーゼ
を阻害する量で存在する。なおさらなる方法は、核酸増幅反応によって生成された任意の
核酸の存在または非存在を検出する工程、および／または、核酸増幅反応において生成さ
れた任意の核酸の量を定量する工程を含む。特定の方法において、ポリメラーゼ阻害剤は
、プライムされた標的核酸によってポリメラーゼ酵素から解離されていない。
【００１７】
　本発明はまた、本発明に係る方法を実施するためのキットを提供する。
【００１８】
　〔図面の簡単な説明〕
　図１Ａおよび１Ｂはヘアピンデコイである。ヘアピンデコイは、自己相補配列を含む単
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一のオリゴヌクレオチドであり、この自己相補配列は、自己ハイブリダイズして、５’伸
長（すなわち尾部）およびポリメラーゼによって伸長不可能な３’末端と部分的に二本鎖
を形成する。
【００１９】
　図２は二重鎖デコイを示す。二重鎖デコイは、相補的配列を含む２つのオリゴヌクレオ
チドをハイブリダイズして、５’伸長（すなわち尾部）およびポリメラーゼによって伸長
不可能な３’末端を用いて部分的に二本鎖を形成することによって、形成される。
【００２０】
　図３および４は、非標準塩基（Ｘ）を各オリゴヌクレオチドプライマーの５’末端に配
置する工程、および直交する非標準塩基（Ｚ）の三リン酸形態を増幅反応へ提供する工程
によって、伸長したプライマーオリゴヌクレオチドの３’末端がさらに伸長することを防
止する技術の例である。
【００２１】
　図５は、１００，０００分子～０．１分子までの範囲の濃度から構成される段階希釈（
ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ｓｅｒｉｅｓ）である。デコイなし（図５Ａ）、５ｕＭのＭＭ３０９
／３１０（図５Ｂ）、５ｕＭのＭＭ３０９／３１１（図５Ｃ）、および５ｕＭのＭＭ３０
９／３１２（図５Ｄ）のデコイの存在下において、標的コントロールはいずれも増幅され
ない。
【００２２】
　図６は、６ＦＡＭについて走査することによって得られたゲルの蛍光画像を介して、Ｍ
ＭＬＶ逆転写酵素の選択的阻害を示す。
【００２３】
　〔詳細な説明〕
　本発明は、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤を提供する。このポリメラーゼ阻害剤は、
所定の温度未満、一般的には非特異的プライミングおよび伸長が生じる温度未満ではポリ
メラーゼ活性を阻害するが、所定の温度を超えると、一般的にはプライマーが標的核酸に
特異的にアニーリングする温度を超えると、ポリメラーゼ活性を可能にする。本明細書中
で使用される場合、「核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤」、またはいくつかの例において
は単純に「ポリメラーゼ阻害剤」は、少なくとも部分的に核酸から構成されるポリメラー
ゼ阻害剤を意味する。いくつかの実施形態において、特に反応混合物の温度が所定の温度
未満である場合は、上記ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分は、少なくとも部分的に二本鎖で
ある。上記核酸の部分的に二本鎖である部分は、ポリメラーゼによって、少なくとも潜在
的に伸長の基質であると認識されるに十分な長さを有している。核酸ベースのポリメラー
ゼ阻害剤は、全体またはほぼ全体が核酸から構成され得る。一方、他の実施形態において
、核酸は、非核酸部分（例えば、タンパク質、保護基、標識など）に連結され得る。核酸
の二本鎖部分は、もし存在するならば、例えば、ヘアピン様構造もしくはステムループ構
造、または、互いにアニーリングした２つ以上の別々のオリゴヌクレオチドを形成するこ
とによって、自身とアニーリングした単一のオリゴヌクレオチドから生じ得る。一般に、
ポリメラーゼ阻害剤は、２つのオリゴヌクレオチドを含む。なぜなら、その溶融する挙動
は、より好適であり、自己アニーリングする単一のオリゴヌクレオチドよりも狭い範囲を
有する、より迅速な変性速度を可能にするからである。従って、核酸ベースのポリメラー
ゼ阻害剤は、２つ以上の個別の実体から構成され得る。この２つ以上の個別の実体は、両
者とも核酸であってもよく、一方が、リガンド（例えば、タンパク質または核酸模倣物）
であってもよく、このリガンドは核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の他の部分と結合する
。核酸の二本鎖部分を形成する別々の２つのオリゴヌクレオチドは、同じ配列または異な
る配列を有し得る。自身でまたは他のオリゴヌクレオチドとアニーリングするオリゴヌク
レオチドを提供することは、当該分野において公知の種々の手段（互いに相補的な核酸部
分を提供すること、または核酸内に回文配列を提供することを含む。）を介して達成され
得る。これらの実施形態のいくつかにおいて、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤は、伸長
された５’尾部および遊離３’末端を有することができる。好ましい長さの範囲は５’尾
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部が７～１６ｂｐであり、５～１６ｂｐの二重鎖領域を、１０、または最もよく機能する
と思われる１０より大きい長さで試験した。
【００２４】
　いくつかの実施形態において、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤またはその一部は、Ｐ
ＣＲ反応における標的核酸に対するプライマーとして二重にもなる。ただし、核酸ベース
の阻害剤のこの二本鎖部分が、伸長のための基質としてポリメラーゼ酵素によって認識さ
れるに十分な長さを有している場合である。本発明の範囲を限定することなく、一般に、
核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の二本鎖部分は、少なくとも１０塩基対長である。しか
し、より短い二本鎖セグメントは、伸長のための基質としてポリメラーゼによって認識さ
れる限りは許容される。他の実施形態において、ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分は、ＰＣ
Ｒ反応における標的核酸のためのプライマーとして機能しない。同様に、核酸ベースのポ
リメラーゼ阻害剤は、一般に、標的核酸の一部を形成しない。核酸ベースのポリメラーゼ
阻害剤の一部がまた標的核酸用のプライマーとして機能する場合、ポリメラーゼ阻害剤は
、自身にアニーリングして短い二本鎖部分のみを形成する単一のオリゴヌクレオチドであ
るべきではない。この短い二本鎖部分は、伸長のための基質であるとは認識されず、核酸
の二本鎖部分が融解されるまでは、標的核酸にアニーリングしないコンフォーメーション
へプライマーを折りたたむように働くのみであり、この二本鎖部分は、わずか５または６
塩基対長である。
【００２５】
　一般に、本発明のポリメラーゼ阻害剤、特に一本鎖核酸の自己アニーリングによって形
成されたポリメラーゼ阻害剤はまた、特定のポリメラーゼ、関連するポリメラーゼファミ
リー、または高度の類似性または配列相同性を共有するポリメラーゼに特異的ではない。
当業者は、生物（そこからポリメラーゼを入手する）、ならびにポリメラーゼの系統発生
的分類、配列類似性、および同一性などの公知の指針を使用して、関連するポリメラーゼ
ファミリー内に含まれるポリメラーゼ酵素を同定することができる。非限定的な例示とし
て、Ｔｈｅｒｍｕｓ科から得たポリメラーゼ酵素（例えば、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｂｒｏｃｋ
ｉａｎｕｓからのＴｂｒポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａｖｕｓからのＴｆｌポリ
メラーゼ、　（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｍａからのＴｍａポリメラーゼ、およ
びＴｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓからのＴｔｈポリメラーゼ）は
、一般に、これらの配列相同性に起因して関連していると考えられている。Ｔｔｈポリメ
ラーゼおよびＴａｑポリメラーゼは、アミノ酸配列レベルにおいて、９３％類似性、８８
％同一性であると報告されている（Ａｂｒａｍｓｏｎ　（１９９５）　ｉｎ　ＰＣＲ　Ｓ
ｔｒａｔｅｇｉｅｓ　（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ））。Ｔｆ
ｌポリメラーゼは、アミノ酸レベルにおいて、Ｔａｑポリメラーゼと９３％類似性、８６
％同一性であると報告されている（米国特許第６，１８３，９６７号）。これとは対照的
に、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｍａからのＴｍａポリメラーゼ、およびＴｈｅｒ
ｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓからのＴｌｉポリメラーゼは、通常は、サーマス
科からのポリメラーゼと密接に関連しているとはみなされていない。Ｔｌｉポリメラーゼ
は、真正細菌酵素とほとんど配列相同性を有していない（Ｉｔｏ　ａｎｄ　Ｂｒａｉｔｈ
ｗａｉｔｅ　（１９９１）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　１９：４０４５）
。Ｔｍａポリメラーゼは、アミノ酸レベルで、Ｔａｑポリメラーゼと６１％類似性、４４
％同一性であると報告されている（Ａｂｒａｍｓｏｎ　（１９９５）　ｉｎ　ＰＣＲ　Ｓ
ｔｒａｔｅｇｉｅｓ　（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）。ポリメ
ラーゼ酵素間の関連性についての別の測定法は、米国特許第５，６９３，５０２号、同第
５，７６３，１７３号、同第５，８７４，５５７号、同第６，０２０，１３０号、および
同第６，１８３，９６７号に記載されている。米国特許第６，１８３，９６７号では、ポ
リメラーゼ酵素間の関連性を、特定のアプタマーファミリーに起因するその阻害によって
測定している。
【００２６】
　さらなる実施形態において、本発明のポリメラーゼ阻害剤および方法は、反応中に達成
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される、より高く、標的核酸により特異的な温度においても低濃度を維持するように設計
され得る。従って、ＰＣＲをブロックすることなく、増幅を通じて、非特異的な相互作用
および伸長を競合し続ける。この実施形態および他の実施形態において、本明細書中に記
載される方法は、異なるＴｍ特性を有する１つ以上（例えば、２、３、４、５、６、７、
８、９、または１０）のポリメラーゼ阻害剤を用いることができ、様々な温度において非
特異的な相互作用の正確な制御および阻害を提供する。異なるポリメラーゼ阻害剤の濃度
は、所望されるように変更されることができる。一般に、低い温度において、より多くの
ポリメラーゼ阻害剤が反応混合物中に存在し、一方、高い温度において、標的核酸の伸長
と競合するためのポリメラーゼ阻害剤がより少なく存在する。
【００２７】
　本発明はまた、核酸増幅反応を受ける反応混合物に、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤
を添加する工程を含む、核酸増幅反応を行う方法を提供する。この反応混合物は、核酸増
幅を行うために必要な成分の全部または一部のみを含むことができる。一般に、核酸増幅
に必要とされる成分としては、緩衝液、マグネシウムイオン、核酸上に取り込まれ得るヌ
クレオチド（例えば、デオキシヌクレオチド）、ポリメラーゼ酵素、および１つ以上のプ
ライマーが挙げられる。当業者は、首尾よいＰＣＲ反応が標的核酸の非存在下では生じな
いが、標的核酸の存在は本方法を行うために必要とされない、ということを認識する。ポ
リメラーゼ阻害剤の存在下においては存在しない、増幅反応に必要な任意の成分は、続い
て反応混合物に添加され得る。いくつかの実施形態において、核酸ベースのポリメラーゼ
阻害剤は、反応混合物中において使用されるポリメラーゼの実質的に全てを阻害するに十
分な量で存在する。核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の最適な濃度は、当業者によって容
易に決定され得る。いくつかの実施形態において、ポリメラーゼ阻害剤は、ポリメラーゼ
１単位当たり１×１０Ｅ－１２モル　デコイ～ポリメラーゼ１単位当たり１×１０Ｅ－１
０モル　デコイの割合で存在する。この場合、単位は、酸不溶性の物質に、反応温度で３
０分当たり１０Ｅ－８モルのｄＮＴＰを、取り込む酵素の量であると規定される。
【００２８】
　本明細書中に記載される方法は、反応混合物において核酸増幅反応を行う工程をさらに
含むことができ、この反応混合物は、１つ以上の標的核酸が存在する場合に核酸増幅を受
けることができ、かつ核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤を含む。本方法のいくつかにおい
て、核酸増幅は、Ｓｔｕｍｐら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　２７（２３）、
ｐ４６４２（１９９９）にて述べられているような直線的な増幅量、または指数関数的な
成長（ｇｒｏｗｔｈ）を達成するために設定され得る。さらに、他の方法において、核酸
増幅は、Ｋａｉｎｚら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２８，ｐ．２７８（２０００）に
開示されているようなヘアピン伸長アッセイではない。いくつかの実施形態において、本
明細書中に記載されている方法は、熱サイクリング条件で行われ、等温条件では行われな
い。標的核酸は、特定の核酸配列を有するかまたは有することが期待されるサンプルから
供給または単離され得る。核酸増幅を行った後、標的核酸の存在または非存在を決定した
り、その量を定量したりすることができる。核酸産物の検出または定量を容易にするため
に、増幅反応で用いられるプライマーの１つ以上を標識化することができる。同様に、任
意の核酸増幅の効率が測定され得る、および／または、核酸増幅反応と同じ成分（ポリメ
ラーゼ阻害剤を除く）を有するコントロール反応と比較されることができる。この様式に
おいて、異なる核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の有効性が測定され得る。
【００２９】
　増幅反応を行う際に、核酸ベースの阻害剤の二本鎖部分は、核酸伸長のための適切な基
質またはテンプレートとしてポリメラーゼによって認識され、これによって、ポリメラー
ゼは、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の二本鎖部分に結合すると考えられている。ポリ
メラーゼは、ポリメラーゼ阻害剤の二本鎖部分に結合するため、ポリメラーゼ阻害剤は、
一般に、非特異的な伸長を防ぐために、ポリメラーゼによって伸長される能力を持つべき
ではない。ポリメラーゼがポリメラーゼ阻害剤を伸長することを防ぐ様式は、特に限定さ
れるものではなく、いくつかの技術によって達成されることができる。このいくつかの方



(9) JP 4567673 B2 2010.10.20

10

20

30

40

50

法としては、核酸の５’伸長にｉｓｏｂａｓｅを含ませる方法、または、核酸の３’末端
を化学的に修飾もしくはキャッピングする方法（例えば、伸長し得ないヌクレオチドまた
はブロッキング部分を用いる）が含まれる。保護基の典型例は、ビオチン、ジデオキシヌ
クレオチド三リン酸（”ｄｄＮＴＰｓ”）（連鎖停止（ｃｈａｉｎ　ｔｅｒｍｉｎａｔｉ
ｎｇ）ｄｄＮＴＰｓとも称される。）、および３’ＯＨにおけるエチレングリコールリン
カーである。他の方法において、オリゴヌクレオチドは、標的配列に相補的でない３’末
端に塩基を加えることによって伸長し得ないように形成されているため、塩基対合せず、
酵素的に伸長され得ない。
【００３０】
　一般に、本発明のポリメラーゼ阻害剤は、核酸の５’末端塩基が、相補的な核酸の３’
末端塩基と対合する場合（例えば、２つの核酸が互いに相補的であるか、または単一の核
酸が３’末端および５’末端において自己相補配列を有する場合）は核酸ではない。この
ような核酸の例は、Ｋａｉｎｚら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２８，ｐ．２７８（２
０００）、および米国特許第５，５６５，３４０号にそれぞれ見出される。
【００３１】
　あるいは、核酸の３’末端は、非標準塩基（例えば、これに限定されないがＡＥＧＩＳ
ＴＭ塩基）を用いて、キャッピングされ得る。種々の増幅システム（例えば、これらに限
定されないが、例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、ＳＤＡ、ＮＡＳＢＡ）は、オリゴヌクレオチド
プライマーの３’水酸基から伸長させる、核酸ポリメラーゼの能力に部分的に依存してい
る。これらの反応の特異性は、これらのオリゴヌクレオチドプライマーの慎重な設計に部
分的に依存するものである。これらの増幅システムを設計する際の１つの重要な要素は、
オリゴヌクレオチドの３’水酸基を伸長して新たな３’配列を生成することである。これ
らの配列は、対象とする増幅産物の場合（図３）または対象としない場合（図４）と同じ
ように予測されることができる。図３および４は、非標準塩基（Ｘ）を各オリゴヌクレオ
チドプライマーの５’末端に配置し、直交する非標準塩基（Ｚ）の三リン酸形態を増幅反
応に提供することによって、伸長されたプライマーオリゴヌクレオチドの３’末端のさら
なる伸長を防ぐ技術の例である。オリゴヌクレオチド伸長産物の３’部分にＺヌクレオシ
ドを配置させることは、このヌクレオチド配列を、増幅反応の条件下におけるさらなる伸
長に抵抗性にすることが意図される。Ｚヌクレオシドは、Ｋ、Ｘ、ｉｓｏＧ、またはｉｓ
ｏＣの中から選択されることができるが、これらに限定されるものではない。Ｚヌクレオ
シドは、ヌクレオシドのリボ形態、デオキシ形態、ジデオキシ形態、またはアシクロ形態
であってもよいが、これに限定されるものではない。
【００３２】
　ポリメラーゼは、ポリメラーゼ阻害剤を伸長させないため、ポリメラーゼ阻害剤に結合
し、そしてポリメラーゼ阻害剤によって分離または捕らえられる。通常のＰＣＲ反応で生
じる加熱の際に、反応混合物の温度は、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の二本鎖部分の
融点（Ｔｍ）より高くなる。この温度上昇の結果、ポリメラーゼ阻害剤の二本鎖部分の変
性、およびポリメラーゼ酵素の放出が生じる。ポリメラーゼ酵素は、放出された後、存在
する、プライムされた任意の標的核酸配列を伸長するというポリメラーゼ反応における通
常の機能を実行し得る。本発明の方法を介して、非特異的核酸の伸長および誤プライミン
グを防止または阻害することによって、存在する任意の標的核酸のより効率的な増幅を可
能にし、より高い忠実度の反応を生じる。従って、本発明の方法は、標準のＰＣＲ技術よ
りも高い感度、および一貫した高度な結果を提供する。
【００３３】
　ＰＣＲ混合物の温度が、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤のＴｍまたはそれ未満に戻っ
たとき、その核酸部分は、少なくとも部分的に再度アニーリングし、ポリメラーゼ酵素を
分離する二本鎖構造を形成する。従って、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤は、反応混合
物の温度に応じて可逆的であり得る。これは、非特異的プライミングおよび伸長が、多く
のホットスタートＰＣＲ技術と同様に、一度目の核酸伸長または増幅の前に防止されるだ
けではなく、特異的標的に依存する伸長のサイクルとサイクルとの間隔においても防止さ
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れる。この様式において、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤は、ポリメラーゼ酵素に対す
るデコイまたは可逆的なシンク（ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ　ｓｉｎｋ）として機能する。こ
のように、ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分の配列は、特に限定されるものではない。すな
わち、阻害は、所望のＴｍ特性を有している限りは配列特異的ではない。
【００３４】
　核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤の二本鎖部分のＴｍは、当業者によって、公知の技術
を用いて設計され得るか、改変され得るか、または算出され得る。好ましくは、ポリメラ
ーゼ阻害剤の二本鎖部分のＴｍは、標的核酸の特異的なプライミングおよびポリメラーゼ
によるその伸長が、非特異的なプライミングおよび伸長より優勢である温度にほぼ等しい
ことが好ましい。一般に、この温度は、所望のデコイ特性に応じて、約２５℃～８０℃の
範囲にある。Ｔｍに影響を及ぼすパラメータとしては、プライマーの長さ、反応物中のプ
ライマー濃度、相対的Ｇ／Ｃ量、特異性、自己相補性、他のプライマーとの相補性、配列
組成、およびプライマーの３’末端配列が挙げられる。よりプライマーが長く、よりＧ／
Ｃ％が高いほど、変性温度およびアニーリング温度が高くなる。プライマーおよびテンプ
レート核酸が変性およびアニーリングする温度はまた、ｐＨ、一価陽イオン濃度、二価陽
イオン、および有機溶剤の存在などを含む反応混合物のストリンジェンシーによっても影
響され得る。
【００３５】
　このストリンジェンシーに影響を与える様々な要素としては、例えば、温度、塩濃度、
プローブ／サンプル相同性、核酸の長さ、および洗浄条件などが挙げられる。ストリンジ
ェンシーは、ハイブリダイゼイション温度の上昇に伴って高くなり、他の全ての要素では
変化しない。ストリンジェンシーが高くなるということは、非特異的なハイブリダイゼイ
ション、すなわち、バックグラウンドノイズが減少する。核酸ハイブリダイゼイションに
ついての「高ストリンジェンシー条件（高ストリンジェントな条件）」および「中程度の
ストリンジェンシー条件（中程度にストリンジェントな条件）」については、Ａｕｓｕｂ
ｅｌらのＣｕｒ　Ｐｒｏｔ　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ，　１９９８、Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，
　ＮＹで説明されている。もちろん、核酸鎖間におけるの様々な相補度（ｄｅｇｒｅｅｓ
　ｏｆ　ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ）を含めるかまたは除外するために、要求され
る検出範囲を達成するために、ハイブリダイゼイション条件のストリンジェンシーが所望
される場合に変更され得るということは、当業者には明白である。同様に、タンパク質お
よび核酸は、両者間の相互作用を増強または干渉する様々な条件の下で相互作用され得る
。
【００３６】
　他の方法と異なり、本発明のポリメラーゼ阻害剤は、このポリメラーゼ阻害剤がプライ
マーとして機能することができるように、例えば３’末端における核酸ベースのポリメラ
ーゼ阻害剤の分解を必要としないかまたは依存しない。このような方法の例は、米国特許
第６，４８２，５９０号および同第６，２７４，３５３号に開示されている。いくつかの
実施形態において、ポリメラーゼは、他の非特異的基質（例えば、プライマーダイマー）
よりも、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤に対してより高い親和性を有する。さらに、い
くつかの実施形態において、本発明に係るポリメラーゼ阻害剤は、単一ポリメラーゼに特
異的ではなく、関連していない、異なる２つ以上のポリメラーゼを阻害するために使用さ
れ得る。このように、本発明は、例えば米国特許第５，６９３，５０２号、同第５，７６
３，１７３号、同第５，８７４，５５７号、同第６，０２０，１３０号、同第６，１８３
，９６７号、およびＤａｎｇらによるＪ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　２６４（２），ｐ．２６８
（１９９６）に開示されているようなＳＥＬＥＸ法を利用して見出された阻害剤を利用し
ない。本発明に係るポリメラーゼ阻害剤はまた、これらの特許に記載されている方法と併
せて使用され得る。
【００３７】
　本発明に係る方法およびキットにおいて使用されるポリメラーゼは、特に限定されるも



(11) JP 4567673 B2 2010.10.20

10

20

30

40

のではなく、任意の適切なポリメラーゼが使用され得る。例えば、これらのポリメラーゼ
は、熱安定性のＤＮＡポリメラーゼである。熱安定性のＤＮＡポリメラーゼのいくつかの
例としては、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｎ末端が欠損
しているＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｓｔｏｆｆｅｌ　フラグメントＤＮＡポ
リメラーゼ、Ｋｌｅｎｔａｑ２３５、およびＫｌｅｎｔａｑ２７８）；Ｔｈｅｒｍｕｓ　
ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　ＤＮＡポリメラーゼ；Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｄｏｔｅｎ
ａｘ　ＤＮＡポリメラーゼ；Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａｖｕｓ　ＤＮＡポリメラーゼ；　Ｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　ＤＮＡポリメラーゼ；およ
び古細菌ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓ
　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｖｅｎｔとも称される）、Ｐｆｕ、Ｐｆｘ、Ｐｗｏ、およびＤｅ
ｅｐ　ＶｅｎｔまたはＤＮＡポリメラーゼの混合物）が挙げられるが、これらに限定され
るものではない。本発明はまた、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤が逆転写酵素によって
認識される場合、様々な逆転写酵素を用いることができる。逆転写酵素のいくつかの例と
しては、トリ骨髄芽球症ウイルス（ＡＭＶ）、モロニーマウス白血病ウイルス（Ｍ－ＭＬ
Ｖ）、改変されたＭ－ＭＬＶ逆転写酵素、およびヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）が挙げ
られるが、これらに限定されるものではない。逆転写酵素によって認識可能なポリメラー
ゼ阻害剤は、デオキシリボ核酸、リボ核酸またはリボ核酸のより安定した模倣物（例えば
２’－Ｏ－メチルヌクレオチド、またはその混合物）のいずれかを含むことができる。リ
ボヌクレオチド、リボヌクレオチド誘導体、またはリボヌクレオチドとデオキシヌクレオ
チドとの混合物に由来するこれらの阻害剤は、逆転写酵素、またはＲＮＡ依存ＤＮＡポリ
メラーゼに特異的であることが期待されている。その全体がデオキシヌクレオチドから構
成される阻害剤は、ＤＮＡポリメラーゼと逆転写酵素との両方を阻害する。リボヌクレオ
チドとリボヌクレオチド誘導体のみに由来する阻害剤は、逆転写酵素のみならずＲＮＡ依
存ＲＮＡポリメラーゼも阻害する。ポリメラーゼは、エラー率は低いことが好ましい。ポ
リメラーゼは、核酸合成を触媒する以外の種々の酵素活性（例えば、エクソヌクレアーゼ
活性）を有することが知られているので、本発明に係るポリメラーゼ阻害剤は、ポリメラ
ーゼのポリメラーゼ活性に指向される。さらに、ポリメラーゼ阻害剤の核酸部分は、例え
ばエクソヌクレアーゼ活性を通じて、変性に対して抵抗性である。
【００３８】
　本明細書中で使用される場合、「核酸」は、一本鎖または二本鎖のＤＮＡまたはＲＮＡ
、およびその任意の化学的修飾物のいずれかを意味する。修飾としては、さらなる電荷、
極性、水素結合、静電相互作用、および、核酸リガンド塩基または核酸リガンド全体への
流動性を取り入れる他の化学基を提供する修飾が挙げられるが、これらに限定されるもの
ではない。これらの修飾としては、２’－位糖修飾、５－位ピリミジン修飾、８－位プリ
ン修飾、環外アミンにおける修飾、４－チオウリジンの置換、５－ブロモまたは５－ヨー
ドウラシルの置換、骨格修飾、メチル化、ｉｓｏｂａｓｅのような特異な塩基対合の組み
合わせが挙げられるが、これらに限定されるものではない。従って、本明細書に記載され
る核酸は、アデニン（Ａ）、シトニン（Ｃ）、グアニン（Ｇ）、チミン（Ｔ）、およびウ
ラシル（Ｕ）といった標準塩基だけでなく、非標準塩基（ＡＥＧＩＳＴＭ）も含む。水素
結合塩基対を形成する非標準塩基は、例えば米国特許第５，４３２，２７２号、同第５，
９６５，３６４号、同第６，００１，９８３号、同第６，０３７，１２０号、および同第
６，１４０，４９６号に記載されている。なお、これらの全てが参考として本明細書中に
援用される。「非標準塩基」とは、Ａ、Ｇ、Ｃ、Ｔ、またはＵ以外の塩基を意味し、この
非標準塩基は、オリゴヌクレオチドへ取り込まれ得、水素結合、または疎水性相互作用、
均質性（ｅｎｔｒｏｐｉｃ）相互作用、もしくはファン　デル　ワールス相互作用によっ
て塩基対合して、相補的塩基と塩基対を形成し得る。これらの塩基の具体的な例としては
、塩基対の組み合わせ（ｉｓｏ－Ｃ／ｉｓｏ－Ｇ、Ｋ／Ｘ、Ｈ／Ｊ、およびＭ／Ｎ）にお
ける以下の塩基：
【００３９】
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【化１】

【００４０】
が挙げられ、
ここで、Ａは、糖またはポリマー骨格の他の部位への結合点であり、Ｒは、Ｈ、または置
換アルキル基もしくは非置換アルキル基である。水素結合を利用する他の非標準塩基が調
製され得ること、および塩基の非水素結合原子において官能基を取り込むことによって、
上記で特定した非標準塩基を修飾できることは、理解されるであろう。図３から９に示さ
れているこれらの非標準塩基を示すために、以下の記号が使用される：Ｘはｉｓｏ－Ｃを
示し、Ｙはｉｓｏ－Ｇを示す。
【００４１】
　これらの非標準塩基対の水素結合は、２または３つの水素結合が、水素結合受容体と、
対合する非標準塩基の水素結合供与体との間に形成される場合、天然の塩基の水素結合に
類似している。天然の塩基とこれらの非標準塩基との相違点の１つは、水素結合受容体お
よび水素結合供与体の数ならびに位置である。例えば、シトシンは、相補的な受容体／供
与体／供与体塩基であるグアニンとの供与体／受容体／受容体塩基であると考えられ得る
。本明細書中に参考として援用される米国特許第６，０３７，１２０号に示されているよ
うに、Ｉｓｏ－Ｃは受容体／受容体／供与体塩基であり、ｉｓｏ－Ｇはその相補的な供与
体／供与体／受容体塩基である。
【００４２】
　オリゴヌクレオチドに使用する他の非標準塩基としては、例えば、Ｒｅｎら、Ｊ．Ａｍ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１８，１６７１（１９９６）、およびＭｃＭｉｎｎら、Ｊ．Ａｍ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２１，１１５８５（１９９９）（これらの両方が本明細書中に参
考として援用される）に記載されているような、ナフタリン誘導体、フェナントレン誘導
体、およびピレン誘導体が挙げられる。これらの塩基は、安定性のために水素結合を用い
ないが、その代わりに、塩基対を形成するために疎水性相互作用、均質性相互作用、また
はファン　デル　ワールス相互作用に依存する。
【００４３】
　本発明に係る核酸はまた、ＲＮＡを模倣する２’Ｏ－メチルヌクレオチドを使用して、
逆転写酵素に特異的なポリメラーゼ阻害剤を提供することができる。
【００４４】
　本明細書中で使用される場合、用語「標的」ＤＮＡまたは「標的」核酸は、ＤＮＡまた
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は核酸サンプルにおいて増幅されるべきポリヌクレオチド物質をいう。用語「非標的」は
、増幅が所望されないポリヌクレオチド物質をいう。サンプル中のＤＮＡ断片は、「標的
」ＤＮＡまたは「非標的」ＤＮＡのいずれかである。本明細書中で使用される場合、用語
「プライマー」は、標準的なＰＣＲ手順におけるプライマーに関連した従来の意味を有す
る。すなわち、ポリヌクレオチドテンプレートにハイブリダイズし得、テンプレート鎖に
相補的であるプライマー伸長産物の合成のための開始点として機能し得るオリゴヌクレオ
チドという意味を有する。
【００４５】
　本明細書中に記載されている任意のオリゴヌクレオチドまたは全てのオリゴヌクレオチ
ドは、標識化され得、多くの目的のために、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドが標識
化されることが望ましい。さらに、ｄＮＴＰが標識化され得る。有益なことに、オリゴヌ
クレオチドが標識化される場合、標識は、オリゴヌクレオチドの３’末端からの伸長が不
可能になるように、オリゴヌクレオチドの３’末端に結合体化され得る。標識化プロトコ
ールの典型例は周知である。例えば、欧州特許出願２９２１２８を参照のこと。
【００４６】
　標識は、増幅産物の直接的、近接的または間接的な検出および／または捕獲のいずれか
を容易にし得る。さらに、２つの部分が単一構造（ｕｎｉｔａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ
）の一部であり、その結果、２つのオリゴヌクレオチド成分のみが増幅反応において利用
される。本明細書中において使用される場合、直接的に検出可能な標識はシグナルを生成
する。このシグナルは、直接的にか、または基質（酵素の場合）、光源（蛍光化合物の場
合）、もしくは光電子増倍管（放射性または化学発光性化合物の場合）のような物質との
相互作用を介して検出することができる。
【００４７】
　直接的な標識の好ましい例としては、放射性同位体標識（例えば、３２Ｐ、３５Ｓ、１
２５Ｉ、３Ｈ、および１４Ｃを取り込んだオリゴヌクレオチドの使用）が挙げられる。オ
リゴヌクレオチドを直接的に標識する１つのアプローチは、末端標識アプローチである。
末端標識アプローチにおいて、Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼを用いて、オリゴヌクレオ
チドの５’末端へと標識を導入する（例えば、Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ，Ｃ．Ｃ．，Ｔｈｅ
　Ｅｎｚｙｍｅｓ，Ｖｏｌ　ＸＩＶ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｐａｒｔ　Ａ，Ｅｄ
．Ｂｏｙｅｒ，Ｐ．Ｄ．，Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ，ｐ２９９（１９８１）を参照のこと）
。あるいは、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼを用いて、供給された一連
のデオキシリボヌクレオチドを、オリゴヌクレオチドの３’末端へ付加することができる
：単一ヌクレオチド標識法もまた使用されることができる（例えば、Ｂｏｌｌｕｍ，Ｆ．
Ｊ．，Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅｓ，Ｖｏｌ．Ｘ，Ｅｄ．Ｂｏｙｅｒ，Ｐ．Ｄ．Ａｃａｄ．Ｐ
ｒｅｓｓ，（１９７４）；Ｙｏｕｓａｆ，Ｓ．Ｉ．ら、Ｇｅｎｅ　２７：３０９（１９８
４）；およびＷａｈｌ，Ｇ．Ｍ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
７６：３６８３－３６８７（１９７９）を参照のこと）。標識化されたｄｄＮＴＰｓ（例
えば、３２ＰｄｄＡＴＰ）もまた利用され得る。
【００４８】
　間接的に検出可能な標識は、それ自体は検出可能なシグナルを生成させないが、間接的
に検出可能な標識が付着しているオリゴヌクレオチドを識別するために用いられ得る。例
えば、間接的な標識を別の標識と組み合わせて使用して、検出可能なシグナルを生成消失
（ｑｕｅｎｃｈ）させることができる（すなわち、間接的な標識は、クエンチャー（ｑｕ
ｅｎｃｈｅｒ）－色素対のクエンチャーであり得る）。このクエンチャー－色素対は、蛍
光団およびクエンチャーから構成されていることが好ましい。適切な蛍光団としては、例
えば、フルオレセイン、カスケードブルー（ｃａｓｃａｄｅ　ｂｌｕｅ）、ヘキサクロロ
－フルオレセイン、テトラクロロ－フルオレセイン、ＴＡＭＲＡ、ＲＯＸ、Ｃｙ３、Ｃｙ
３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、４，４－ジフルオロ－５，７－ジフェニル－４－ボラ－３
ａ，４ａ－ジアザ－ｓ－インダセン－３－プロピオン酸、４，４－ジフルオロ－５，ｐ－
メトキシフェニル－４－ボラ－３ａ，４ａ－ジアザ－ｓ－インダセン－３－プロピオン酸



(14) JP 4567673 B2 2010.10.20

10

20

30

40

50

、４，４－ジフルオロ－５－スチリル－４－ボラ－３ａ，４－アジアザ－Ｓ－インダセン
－プロピオン酸、６－カルボキシル－Ｘ－ローダミン、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチ
ル－６－カルボキシルローダミン、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、エオシン、フルオレセイン、４
，４－ジフルオロ－５，７－ジフェニル－４－ボラ－３ａ，４ａ－ジアザ－ｓ－インダセ
ン－３－プロピオン酸、４，４－ジフルオロ－５，ｐ－エトキシフェニル－４－ボラ－３
ａ，４ａ－ジアザ－ｓ－インダセン－３－プロピオン酸、および４，４－ジフルオロ－５
－スチリル－４－ボラ－３ａ，４ａ－ジアザ－Ｓ－インダセン－プロピオン酸が挙げられ
る。適切なクエンチャーとしては、例えば、ダブシル（Ｄａｂｃｙｌ）、ＱＳＹ７ＴＭ（
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社、Ｅｕｇｅｎｅ，　ＯＲ）などが挙げられる。さら
に、色素もまた、別の色素の放射光を吸収する場合は、クエンチャーとして使用され得る
。
【００４９】
　ビオチン、抗体、酵素、フェリチン、抗原、ハプテンなどは、ｄＮＴＰまたはｄｄＮＴ
Ｐと結合体化される場合に間接的に検出可能な標識のさらなる例を構成する。非放射性の
直接的な標識の好適な例としては、フルオレセイン‐１１‐ｄＵＴＰ（本明細書中に参考
として援用されるＳｉｍｍｏｎｄｓ，　Ａ．Ｃ．ら、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　３７，ｐｐ：
１５２７－１５２８（１９９１）を参照のこと）およびジゴキシゲニン－１１　ｄＵＴＰ
（本明細書中に参考として援用されるＭｕｈｌｅｇｇｅｒ，Ｋ．ら、Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄ
ｅｓ＆Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　８，ｐｐ．１１６１－１１６３（１９８９）を参照のこ
と）が挙げられ、これらは標識として使用され得る。あるいは、非放射的に標識されたオ
リゴヌクレオチド（例えば、ハプテンで標識化されたオリゴヌクレオチド）を使用するこ
ともできる（例えば、Ａｄａｍｓ，Ｃ．Ｗ．，　ＰＣＴ　Ｐａｔｅｎｔ　Ａｐｐｌｎ．Ｗ
Ｏ　９１／１９７２９を参照のこと）。このようなハプテン標識を含む検出スキームは、
ハプテンに対する抗体の利用を含む。なお、この抗体は標識されている。ビオチンは、特
に好適な間接的な標識であり、ビオチニル化された核酸分子の検出は、標識化または不溶
化されたアビジン、ストレプトアビジン、抗ビオチン抗体などを使って達成され得る。ビ
オチニル化された分子はまた、この分子を不溶性のアビジンまたは固定化されたアビジン
と接触させることによって、ビオチニル化されていない分子から容易に分離され得る。
【００５０】
　この観点において、例えば、ビオチン－１１－ｄＵＴＰは、ｄＴＴＰの代わりに利用さ
れ得、またはビオチン－１４－ｄＡＴＰはＤＡＴＰの代わりに利用され得る（本明細書中
に参考として援用されるＬａｎｇｅｒ，Ｐ．Ｒ．ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ
ｃｉ．ＵＳＡ　７８：６６３３－６６３７（１９８１）を一般例として参照のこと）。ビ
オチニル化されたホスホラミダイトもまた使用され得る（本明細書中に参考として援用さ
れるＭｉｓｉｕｒａ，Ｋ．ら、Ｎｕｃｌ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１８：４３４５－４３４
５（１９９０）を参照のこと。）。このようなホスホラミダイトは、オリゴヌクレオチド
部分が合成される間に、その成長するオリゴヌクレオチド部分に沿った所望の部位で、ホ
スホラミダイトが正確に取り込まれることを可能にする。
【００５１】
　化学発光物質もまた、間接的な標識として使用され得る。核酸に直接的に架橋され得る
酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ（「ＨＲＰ」）、アルカリホスファターゼ（
「ＡＰ」）など）を用いてもよい（本明細書中に参考として援用されるＲｅｎｚ，Ｍ．お
よびＫｕｒｚ，Ｃ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１２，ｐｐ．３４３５－３４４４
（１９６４）を参照のこと。）。ＨＲＰの基質であるルミナール、およびＡＰの基質であ
る置換ジオキセタン（ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ　ｄｉｏｘｅｔａｎｅｓ）を、化学発光基
質として使用することができる。ＨＲＰ標識化プロトコールの典型例としては、Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ社（Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｈｅｉｇｈｔｓ，Ｉｌｌ．，ＵＳＡ）から市販されて
いるＥＣＬシステムが挙げられる。
【００５２】
　直接的な標識または間接的な標識の代わりとして、近接的な標識を用いてもよい。近接
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である。典型的には、第１の近接的な標識は、これと対応する第２の近接的な標識と組み
合わせて使用される。
【００５３】
　本発明に係る方法が自動化に容易に役立つものであることは、当業者に理解される。
【００５４】
　本発明に係るオリゴヌクレオチドおよび方法は、単独で、または種々の組み合わせのい
ずれかで、本明細書中に記載されている特徴のいずれかを生成するかまたは実行すること
により実施され得る。あるいは、当業者は、本発明が上述の特徴の１つ以上を特に除外す
る、本発明に係るオリゴヌクレオチドおよび方法のバリエーションもまた含んでいること
を理解する。
【００５５】
　本発明はまた、本明細書中に記載されている方法を実施するためのキットを提供する。
一実施形態において、キットは、本明細書中記載されている方法のいずれかを実施するた
めの指示書を含んで構成されている。この指示書は、印刷された紙や、コンピュータ読み
取り可能な媒体などの有形媒体を介した任意の明確な形態で提供され得る。本発明のキッ
トはまた、本発明の方法の実施を容易にするために、１つ以上の試薬、緩衝液、ハイブリ
ダイゼイション媒体、核酸ベースのポリメラーゼ阻害剤、核酸、プライマー、ヌクレオチ
ド、分子量マーカー、酵素、固体支持体、データベース、コンピュータプログラム、およ
び／またはディスポーザブル実験器具（例えば、多穴プレート）を含み得る。本発明に係
るキットに含まれ得る酵素としては、ＤＮＡポリメラーゼなどが挙げられる。固体支持体
としては、ビーズなどが挙げられる。また、分子量マーカーとしては、結合体化可能なマ
ーカー（例えば、ビオチン、ストレプトアビジンなど）が挙げられる。キットの構成要素
は、所望される場合、同一または別々の容器に梱包され得る。好適なキットの構成要素の
例は、上述の記載中または後述の実施例中に見出され得る。
【００５６】
　〔実施例〕
　〔実施例１：リアルタイムＰＣＲにおけるプライマーダイマー形成に対するデコイの影
響の例証〕
　反応物を以下のように準備した：１ｕｌの１０×ＰＣＲ緩衝液（１００ｍＭのＢＴＰ（
ｐＨ９．１）、４００ｍＭのＫＡｃ、２０ｍＭのＭｇＣｌ２、１ｍｇ／ｍｌのＢＳＡ）、
各１００ｕＭのｄＡＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ（Ｐｒｏｍｅｇａ社）、３ｕＭ
のｄａｂｃｙｌ　ｉＧＴＰ（ＥｒａＧｅｎ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社）、２００ｎＭの
順方向ＰＣＲプライマー　ＣＬ０２５（５’－ＦＡＭ－ＴＸＧＡＴＡＧＣＡＡＣＡＡＴＴ
ＣＡＴＣＴＡＣＡＧＡ）、２００ｎＭの逆方向ＰＣＲプライマー　ＣＬ０２６（５’ＡＴ
ＧＧＧＴＡＧＴＧＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＴＴＴＣ）、１ＵのＫｌｅｎＴａｑ（Ａｂ　ｐｅ
ｐｔｉｄｅｓ社）、および５ｕｌの合成ＤＮＡ標的　ＣＬ０２１（５’ＴＣＡＧＡＴＡＧ
ＣＡＡＣＡＡＴＴＣＡＴＣＴＡＣＡＧＡＣＣＣＡＡＴＴＡＧＣＡＧＴＧＧＡＧＡＡＡＣＡ
ＡＧＡＴＣＡＴＴＣＡＣＴＡＣＣＣＡＴＴＴＣＴＴＡＡＣＴＴＡＴＣＣＣＡＡＧＡＴＡＧ
ＧＡＣＴＴＣＴＧＴＡＣＡ）。段階希釈の濃度は、１００，０００～０．１分子の範囲で
ある。デコイの非存在下（図５Ａ）、５ｕＭのＭＭ３０９／３１０（図５Ｂ）、５ｕＭの
ＭＭ３０９／３１１（図５Ｃ）、および５ｕＭのＭＭ３０９／３１２（図５Ｄ）の存在下
においては、標的コントロールはいずれも増幅されなかった。ＰＣＲ熱サイクリングを、
ｉＣｙｃｌｅｒ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ社）において、次のサイクリング条件を用いて行った：
９４°変性で２分間、ＰＣＲ６０回：光学測定を用いて、９４°で１秒間、５８°で１秒
間；７２°で２０秒。ＰＣＲサイクリングの後、融解解析を行った。サンプルを６０°～
９５°の間で０．５°上昇させる毎に光学測定を用いて加熱した。
【００５７】
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【化２】

【００５８】
　〔実施例２：ＭＭＬＶ逆転写酵素の選択的阻害〕
【００５９】
【化３】

【００６０】
　反応物１－７は、全ての以下を含む：１０ｍＭのＢｉｓ－Ｔｒｉｓ－Ｐｒｏｐａｎｅ（
ｐＨ９．１）、４０ｍＭのＫＣｌ、２ｍＭのＭｇＣｌ２、０．１ｍｇ／ｍｌのＢＳＡ、５
ｍＭのＤＴＴ、１００ｕＭのｄＧＴＰ、１００ｕＭのｄＡＴＰ、１００ｕＭのｄＴＴＰ、
１００ｕＭのｄＣＴＰ、２００ｎＭのＤＭ４３６。反応物中の個々の成分１－７を、以下
の表に示すように調製した。
【００６１】
【表１】

【００６２】
　これらの反応物を４０Ｃで１０分間インキュベートし、次いで、各チューブに１０ｕｌ
のホルムアミドを添加することにより反応を終了させた。得られた混合物を、各５ｕｌの
上記サンプルを、変性ＰＡＧＥ（８％ポリアクリルアミド、７Ｍ尿素、４０％ホルムアミ
ド、０．５×　ＴＢＥ）に供する前に、９５Ｃで２分間インキュベートした。図６は、Ｔ
ｙｐｈｏｏｎＴＭ蛍光スキャナ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ社、Ｓｕｎｎｙ
ｖａｌｅ，ＣＡ）を使用して、６ＦＡＭについて走査することによって得られた、ゲルの
蛍光画像を示す。
【００６３】
　当業者に理解されるように、任意かつ全ての目的のために、特に、記載を提供する観点
において、本明細書中に開示された全ての範囲が、任意かつ全ての部分的範囲および部分
的範囲の組み合わせをも含んでいる。列挙された任意の範囲は、十分に記載されていると
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して容易に理解され得る。そして、同じ範囲が、少なくとも２分の１、３分の１、４分の
１、５分の１、１０分の１などに等しく分割され得る。非限定的な例として、本明細書中
に記載された範囲の各々は、下３分の１、中３分の１、上３分の１というように容易に分
割され得る。当業者に理解されるように、「～まで」、「少なくとも」、「～より大きい
」、「～より少ない」、「～より多い」などの全ての言葉は、記載された数字を含み、上
述したような、引き続いて部分的範囲（ｓｕｂｒａｎｇｅ）に分割され得る範囲をいう。
同様に、本明細書中に開示されている全ての比率はまた、より広範囲の比率の中に含まれ
る全ての部分的な比率（ｓｕｂｒａｔｉｏ）を含む。
【００６４】
　当業者はまた、メンバー（ｍｅｍｂｅｒ）が一般的な様式で一緒にグループ化された場
合に（例えば、Ｍａｒｋｕｓｈグループ）、本発明が、列挙されたグループ（ｇｒｏｕｐ
）全体を全体として含むだけでなく、グループの各メンバーおよび主要グループの潜在的
な準グループ（ｓｕｂｇｒｏｕｐ）もまた含む。従って、本発明は、全ての目的のために
、主要グループまたは属（ｇｅｎｕｓ）のみならず、１つ以上のグループメンバーまたは
種（ｓｐｅｃｉｅｓ）が存在しない主要グループまたは属もまた含む。本発明はまた、特
許請求の範囲における主要グループまたは属から、いずれかのグループメンバーまたは種
の１つ以上を明確に除外することを想定している。
【００６５】
　本明細書中に開示された全ての参考文献が、特に、本明細書に参考として援用される。
【００６６】
　好適な実施形態は例証および記載されているが、好適な実施形態における変更および改
変が、本明細書中で規定されているような幅広い観点から逸脱することなく、当業者に従
ってなされ得ると理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【００６７】
【図１Ａ】図１Ａは、ヘアピンデコイである。ヘアピンデコイは、自己ハイブリダイズし
て、５’伸長（すなわち尾部）およびポリメラーゼによって伸長不可能な３’末端を用い
て部分的に二本鎖を形成する、自己相補的な配列を有する単一のオリゴヌクレオチドであ
る。
【図１Ｂ】図１Ｂは、ヘアピンデコイである。ヘアピンデコイは、自己ハイブリダイズし
て、５’伸長（すなわち尾部）およびポリメラーゼによって伸長不可能な３’末端を用い
て部分的に二本鎖を形成する、自己相補的な配列を有する単一のオリゴヌクレオチドであ
る。
【図２】図２は、二本鎖デコイを示す。二本鎖デコイは、５’伸長（すなわち尾部）およ
びポリメラーゼによって伸長不可能な３’末端を用いて部分的二本鎖を形成する、相補配
列を含む２つのオリゴヌクレオチドをハイブリダイズすることによって、形成される。
【図３】図３は、非標準塩基（Ｘ）を各オリゴヌクレオチドプライマーの５’末端に配置
すること、および直交する非標準塩基（Ｚ）の三リン酸型（ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　
ｆｏｒｍ）を増幅反応へ提供することによって、伸長したプライマーオリゴヌクレオチド
の３’末端がさらに伸長することを防止する技術の例である。
【図４】図４は、非標準塩基（Ｘ）を各オリゴヌクレオチドプライマーの５’末端に配置
すること、および直交する非標準塩基（Ｚ）の三リン酸型（ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ　
ｆｏｒｍ）を増幅反応へ提供することによって、伸長したプライマーオリゴヌクレオチド
の３’末端がさらに伸長することを防止する技術の例である。
【図５】図５は、１００，０００～０．１分子までの範囲の濃度から構成される段階希釈
である。デコイの非存在下（図５Ａ）、５ｕＭのＭＭ３０９／３１０（図５Ｂ）、５ｕＭ
のＭＭ３０９／３１１（図５Ｃ）、および５ｕＭのＭＭ３０９／３１２（図５Ｄ）のデコ
イの存在下において、標的コントロールはいずれも増幅されない。
【図６】図６は、６ＦＡＭについてスキャンすることによって得られたゲルの蛍光イメー
ジを介した、ＭＭＬＶ逆転写酵素の選択的阻害を示す。
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