
(57)【要約】

【課題】　プライミングサイトにSNPが存在する場合で

も、アレルの違いでPCR増幅量が変動しない、より汎用

的なSNP解析法を提供すること。

【解決手段】　少なくとも１つの変異部位を含む標的核

酸上の特定領域に対して、前記特定領域に相補的にハイ

ブリダイズし、かつ前記変異部位の予測されるいずれの

配列に対しても非相補な配列を有するオリゴヌクレオチ

ドを用意し、前記オリゴヌクレオチドを前記標的核酸に

ハイブリダイズさせ、相補鎖合成反応を行うことを特徴

とする核酸増幅方法、及び前記核酸増幅方法を利用した

一塩基多型の解析方法。

【選択図】　図４
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も １ つ の 変 異 部 位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特 定 領 域 に 対 し て 、 前 記 特 定 領 域 に 相 補
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な
配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 し 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 前 記 標 的 核 酸 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 相 補 鎖 合 成 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 核 酸 増 幅 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 に ４ ５ ～ ５ ５ ℃ の 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 核 酸 に ４ ７ ～ ５ ２ ℃ の 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 が 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の ３ ’ 末 端 か ら ３ ～ １ ５ 塩 基 目 に 配 置 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 非 相 補 な 配 列 が 、 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 塩 基 又 は
ス ペ ー サ ー で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 の 長 さ が １ ７ ～
２ ８ 塩 基 長 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅 産 物 の 量 を 解
析 す る こ と に よ り 、 前 記 標 的 核 酸 上 に 存 在 す る 前 記 変 異 と は 異 な る 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン
グ を 行 う 方 法 で あ っ て 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩
基 が 、 前 記 一 塩 基 多 型 に 対 応 す る よ う に 設 計 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 一 塩 基 多 型 の 解
析 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ が 、 以 下 の 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載
の 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 ：
前 記 相 補 鎖 合 成 反 応 に よ っ て 生 じ る ピ ロ リ ン 酸 を ATPに 変 換 し ；
得 ら れ る ATPと 酵 素 を 利 用 し て 発 光 反 応 を 行 わ せ ； そ し て
前 記 発 光 反 応 で 生 じ る 発 光 量 か ら 増 幅 産 物 の 量 を 解 析 し 、 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を 行 う
。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 増 幅 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅 産 物 を 鋳 型 と
し て 、 前 記 標 的 核 酸 上 に 存 在 す る 前 記 変 異 と は 異 な る 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を 行 う こ と
を 特 徴 と す る 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 そ の ３ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が 前 記 一 塩 基 多 型 部 位 に 対 応 す る よ う に 設
計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 前 記 増 幅 産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 相 補 鎖 合 成
反 応 を 行 い 、 得 ら れ る 増 幅 産 物 の 量 を 解 析 す る こ と に よ り 前 記 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を
行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ が 、 以 下 の 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ０ に 記
載 の 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 ：
前 記 相 補 鎖 合 成 反 応 に よ っ て 生 じ る ピ ロ リ ン 酸 を ATPに 変 換 し ；
得 ら れ る ATPと 酵 素 を 利 用 し て 発 光 反 応 を 行 わ せ ； そ し て
前 記 発 光 反 応 で 生 じ る 発 光 量 か ら 増 幅 産 物 の 量 を 解 析 し 、 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を 行 う
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。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が 、 さ ら に 標 的 核 酸 上 の プ ロ ー ブ 設 定 領 域 に 存 在 す る
前 記 一 塩 基 多 型 と は 異 な る 変 異 に 対 し て 、 当 該 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し
て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ ～ １ １
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 少 な く と も １ つ の 変 異 部 位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特 定 領 域 に 対 し 、 前 記 特 定 領 域 に 相 補 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配
列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ を 含 む 、 核 酸 増 幅 用 又 は 一 塩 基 多
型 解 析 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 一 塩 基 多 型 と 該 一 塩 基 多 型 と は 異 な る 少 な く と も １ つ の 変 異 部 位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特
定 領 域 に 対 し 、 前 記 特 定 領 域 に 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ
る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ の ３ ’
末 端 又 は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が 前 記 一 塩 基 多 型 部 位 に 対 応 す る よ う に 設 計 さ れ た オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 一 塩 基 多 型 解 析 用 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 核 酸 増 幅 方 法 及 び こ れ を 利 用 し た 一 塩 基 多 型 の 解 析 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は
、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 存 在 す る 多 型 の 影 響 を 受 け る こ と な く 核 酸 を 増 幅 す る 方 法 、 該 核
酸 増 幅 方 法 を 利 用 し た 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 、 及 び そ れ ら の 方 法 に 用 い ら れ る キ ッ ト に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト ゲ ノ ム 全 配 列 解 読 プ ロ ジ ェ ク ト の 終 了 宣 言 が 2003年 4月 に な さ れ 、 ヒ ト の 基 本 設 計
図 で あ る ゲ ノ ム 配 列 情 報 が 利 用 可 能 に な っ た 。 今 後 は ゲ ノ ム 配 列 情 報 を 活 用 し て 、 疾 患 研
究 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 発 現 や 遺 伝 疫 学 的 な ア プ ロ ー チ を 用 い た 疾 患 関 連 遺 伝 子 多 型 の 探 索
が 急 速 に 進 ん で い く も の と 考 え ら れ る 。 遺 伝 子 多 型 に は 、 SNP（ 1個 の 塩 基 が 他 の 塩 基 に 置
き 換 わ っ て い る も の ） や VNTR（ 繰 り 返 し 単 位 が 数 塩 基 か ら 数 十 塩 基 の も の ） 、 マ イ ク ロ サ
テ ラ イ ト 多 型 （ 繰 り 返 し 単 位 が 2～ 4塩 基 の も の ） 、 さ ら に 塩 基 の 欠 失 や 挿 入 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 な か で も SNPは 遺 伝 子 多 型 全 体 の 90％ 以 上 を 占 め る た め 、 疾 病 素 因 や 投 薬 時 の 薬 物 耐 性
や 薬 物 効 力 の 推 測 に 有 用 な 情 報 を 得 る こ と が で き る と 考 え ら れ て い る 。 SNPは 1,500塩 基 に
１ 個 程 度 と 高 頻 度 に 存 在 す る こ と に 加 え て 、 ア レ ル （ 特 定 遺 伝 子 の 塩 基 型 の こ と で 、 SNP
で は 特 定 配 列 位 置 で の 配 列 多 様 性 を 意 味 す る ） の 種 類 が 少 な い （ ほ と ん ど が 二 種 類 の 塩 基
配 列 ） た め タ イ ピ ン グ が 容 易 で あ る 。 有 効 な SNPを 探 索 す る た め に は 、 多 検 体 ・ 多 種 類 の S
NPを 高 速 で 解 析 す る 技 術 が 必 要 で あ り 、 現 在 ま で に ハ イ ス ル ー プ ッ ト を 目 指 し た 多 く の SN
P解 析 手 法 が 開 発 さ れ 、 実 用 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 発 明 者 ら も 、 す で に 疾 病 と の 因 果 関 係 が 明 ら か に さ れ て い る 有 用 な SNPを 個 々 の 検 体 で
解 析 す る こ と に 適 し た 手 法 と し て 、 日 本 国 の 政 府 関 連 機 関 で あ る エ ネ ル ギ ー ・ 産 業 技 術 総
合 開 発 機 構 （ NEDO） の 委 託 研 究 に お い て BAMPER（ Bioluminometric Assay coupled with M
odified Primer Extension Reactions） 法 の 原 理 を 確 立 し （ 非 特 許 文 献 １ 参 照 ） 、 実 用 化
に 向 け た 研 究 を 行 っ て い る 。 BAMPER法 は 生 物 発 光 を 利 用 し た SNP解 析 技 術 で あ る 。 す な わ
ち 、 SNPア レ ル （ 塩 基 型 ） に 対 応 す る 2種 類 の プ ロ ー ブ を 用 い て 伸 長 反 応 を 行 う と 、 SNPの
塩 基 型 に 一 致 す る プ ロ ー ブ を 用 い た 場 合 に の み 伸 長 反 応 が 進 行 す る 。 BAMPER法 で は 、 そ の
際 に 生 成 す る ピ ロ リ ン 酸 を ATPに 変 換 し 、 ル シ フ ェ リ ン ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 で 発 光 さ せ
、 こ の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 数 分 間 で SNPの 塩 基 型 を 判 定 す る こ と が で き る 。 BAMPE
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R法 は 、 試 薬 を 加 え る だ け の シ ン プ ル な 反 応 系 と 、 簡 単 な 光 学 系 の 発 光 測 定 装 置 で SNP解 析
が で き る た め 、 臨 床 現 場 か ら 一 般 の 研 究 室 ま で 広 く 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 BAMPER法 を 含 む 多 く の SNP解 析 法 で は 、 ゲ ノ ム か ら 検 査 し た い SNPを 含 む 領 域 を PCRで 増
幅 し た も の を 試 料 と し て 用 い る 。 そ し て 、 こ の PCR産 物 か ら DNAシ ー ケ ン シ ン グ で SNP型 を
判 定 し た り 、 あ る い は 標 的 SNPの 配 列 位 置 が 3’ 末 端 に 一 致 す る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー
（ プ ロ ー ブ ） に よ る 相 補 鎖 伸 長 反 応 （ 相 補 鎖 合 成 反 応 ） を 行 い 、 相 補 鎖 合 成 産 物 の 有 無 を
電 気 泳 動 で 解 析 し て SNP型 の 判 定 を 行 う （ 特 許 文 献 １ 参 照 ） か 、 BAMPER法 の よ う に 生 物 発
光 に よ り SNP型 の 判 定 を 行 う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ う し た ゲ ノ ム あ る い は PCR産 物 を 鋳 型 と し た PCRや 相 補 鎖 合 成 反 応 で は 、 特 定 の DNA配
列 か ら な る プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に プ ラ イ マ ー （ プ ロ ー ブ ） が 相 補 的 に 結 合 す る こ と で 、 増
幅 や 相 補 鎖 合 成 反 応 が 進 行 す る 。 し か し 、 こ の と き ゲ ノ ム は 一 対 か ら な る こ と に 起 因 す る
問 題 が 発 生 す る 。 す な わ ち 、 多 型 を 形 成 す る よ う な 生 殖 で 増 え る 生 物 （ す な わ ち 単 為 生 殖
で は な い ） は 、 部 分 的 に 異 な る ア レ ル か ら な る 一 対 の ゲ ノ ム を 持 つ 。 そ の た め 、 こ う し た
部 分 的 に 配 列 が 異 な る 部 位 （ そ の う ち の 90％ が SNPで あ る と 言 わ れ て い る 。 ） を プ ラ イ ミ
ン グ サ イ ト に 選 ぶ と 、 プ ラ イ マ ー （ プ ロ ー ブ ） に 完 全 相 補 な ア レ ル は 適 切 に 増 幅 さ れ る が
、 プ ラ イ マ ー （ プ ロ ー ブ ） と 部 分 的 に 異 な る 他 方 の ア レ ル の 増 幅 量 は 少 な く な る 。 こ れ は
、 一 般 に 17～ 28塩 基 か ら な る プ ラ イ マ ー （ プ ロ ー ブ ） で は １ 塩 基 異 な る だ け で ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 低 下 す る た め で あ る 。 わ ず か １ 塩 基 の 違 い で も ゲ ノ ム の プ ラ イ ミ ン グ
サ イ ト の ホ ー ル デ ィ ン グ は 異 な る 上 、 プ ラ イ マ ー （ プ ロ ー ブ ） が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 後 の
安 定 度 も 低 く な る た め 、 反 応 条 件 に よ っ て は 、 ゲ ノ ム 対 の う ち 片 方 の ア レ ル の み が 優 先 的
に 増 幅 さ れ る こ と が 起 こ り う る 。 こ う し て 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 存 在 す る 他 の SNPの 一
方 の ア レ ル が 優 先 的 に 増 幅 さ れ る と 、 解 析 対 象 で あ る SNPの ア レ ル を 正 確 に 判 定 す る こ と
が で き な く な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ に 対 し 、 一 般 的 に は 、 SNPを 含 ま な い 領 域 を プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 選 ぶ と い う 解 決
法 が あ る 。 し か し な が ら 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト の 設 定 に あ た っ て は 、 実 際 に は 自 己 ホ ー ル
デ ィ ン グ や プ ラ イ マ ー 対 の Ｔ mを そ ろ え な け れ ば な ら な い 等 の 制 約 が あ る た め 、 困 難 が 多
い 。 ま た 、 遺 伝 子 に よ っ て は SNPが 多 数 に 存 在 す る も の も あ り 、 SNP部 位 を 含 ま な い よ う に
プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト を 設 定 す る こ と が 出 来 な い ケ ー ス も あ る 。 そ の た め 、 SNPを 含 ま な い
領 域 を プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 選 ぶ こ と は 、 汎 用 的 な 解 決 法 と は い え な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 プ ラ イ マ ー と し て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 時 に 両 者 の ア レ ル に 相 補 と な る よ う
に 2種 の 塩 基 を 混 合 し て 合 成 し た り 、 あ ら か じ め 完 全 相 補 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 2種 合 成
し て 混 合 し て 用 い る 解 決 法 も あ る 。 こ の 場 合 、 配 列 が 異 な る 2種 の プ ラ イ マ ー を 競 合 的 に
反 応 さ せ る こ と に な る が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お け る 熱 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー を 完 全
に そ ろ え る こ と は 難 し い た め 、 基 本 的 に 対 象 SNPの ア レ ル の 量 比 の 決 定 を 原 理 と す る SNP判
定 に と っ て 誤 差 要 因 と な り う る 。 こ う し た 問 題 は SNP判 定 に 限 ら ず 、 プ ラ イ マ ー (プ ロ ー ブ
)を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 伸 長 反 応 （ 相 補 鎖 合 成 反 応 ） を 行 わ せ る DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 一
般 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 方 、 特 開 平 11-276179号 及 び 特 開 10-75786号 に は 、 種 別 鑑 定 や 分 類 の た め に 用 い ら れ
る 、 任 意 の 塩 基 （ N） を 含 む プ ラ イ マ ー 配 列 が 開 示 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 及 び ３ ） 。 し
か し な が ら 、 こ れ ら は 特 定 さ れ な い 塩 基 を 任 意 塩 基 （ N） と し て 記 載 し た プ ラ イ マ ー で あ
っ て 、 予 測 さ れ る 配 列 の い ず れ に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 用 い る こ と を 意 図 し た も の で は
な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 02-042999号 公 報 （ 特 許 番 号 第 2853864号 ）
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 11-276179号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 10-75786号 公 報
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Guo-hua Zhou， et al., Nucleic Acid research, 29, e93 (2001)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 問 題 点 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に SNPが 存
在 す る 場 合 で も 、 ア レ ル の 違 い で PCR増 幅 量 が 変 動 し な い 、 よ り 汎 用 的 な SNP解 析 法 を 提 供
す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 発 明 者 ら は 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト 中 の SNPの 2種 の ア レ ル の い ず れ に も 同 じ よ う に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー で は な く 、 SNP部 分 に は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い よ う な プ ラ イ マ ー
を 用 い る こ と で プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト 中 に 存 在 す る SNPの 影 響 を 排 除 す る こ と を 考 え た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 変 異 部 位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特 定 領 域 に 対 し て
、 前 記 特 定 領 域 に 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配
列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 意 し 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 前 記 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 相 補 鎖 合 成 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 核 酸
増 幅 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 前 記 核 酸 増 幅 方 法 に お い て 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 標 的 核 酸 に ４ ５ ～ ５ ５ ℃ の 温 度
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が 好 ま し く 、 特 に ４ ７ ～ ５ ２ ℃ の 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る こ と が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 は 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 中 に お い て 、 そ の ３ ’ 末 端 か ら ３ ～ １ ５ 塩 基 目 に 配 置 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 前 記 非 相 補 な 配 列 は 、 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 塩 基 の ほ
か 、 塩 基 と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い ス ペ ー サ ー で あ っ て も よ い 。 な お 、 前 記 塩 基 に は 天 然
の 塩 基 の ほ か 修 飾 塩 基 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い て 、 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 の 長 さ は 通 常 １
７ 塩 基 以 上 、 好 ま し く は １ ７ ～ ２ ８ 塩 基 長 程 度 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 は 、 標 的 一 塩 基 多 型 の 近 傍 、 特 に 標 的 一 塩 基
多 型 の ３ ’ 側 に 存 在 す る 他 の 変 異 の 影 響 を 排 除 す る た め に 有 用 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明
は 、 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅 産 物 の 量 を 解 析 す る こ と に よ り 、 前 記 標
的 核 酸 上 に 存 在 す る 前 記 変 異 と は 異 な る 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を 行 う こ と を 特 徴 と す る
一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 又
は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が 、 解 析 対 象 で あ る 一 塩 基 多 型 に 対 応 す る よ う に 設 計 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 前 記 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 に お い て 、 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ は 、 た と え ば 以 下 の 工 程
を 含 む 生 物 発 光 を 利 用 し た 方 法 （ BAMPER法 ： 前 掲 ） に よ っ て 行 わ れ る 。
１ ） 前 記 相 補 鎖 合 成 反 応 に よ っ て 生 じ る ピ ロ リ ン 酸 を ATPに 変 換 し ；
２ ） 得 ら れ る ATPと 酵 素 を 利 用 し て 発 光 反 応 を 行 わ せ ； そ し て
３ ） 前 記 発 光 反 応 で 生 じ る 発 光 量 か ら 増 幅 産 物 の 量 を 解 析 し 、 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を
行 う 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 な 態 様 に お い て 、 前 記 核 酸 増 幅 方 法 は 、 一 塩 基 多 型 解 析 の 試 料 調 製 と し て 行 わ れ る 、
当 該 一 塩 基 多 型 を 含 む 核 酸 断 片 の PCR増 幅 に お い て 、 そ の プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 標 的 一 塩
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基 多 型 と は 異 な る 変 異 が 存 在 す る 場 合 に 有 用 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の
核 酸 増 幅 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 増 幅 産 物 を 鋳 型 と し て 、 前 記 標 的 核 酸 上 に 存 在 す る 前 記 変
異 と は 異 な る 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を 行 う こ と を 特 徴 と す る 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 方 法 で は 、 そ の ３ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が 前 記 一 塩 基 多 型 部 位 に 対
応 す る よ う に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 前 記 増 幅 産 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ て 相 補 鎖 合 成 反 応 を 行 い 、 得 ら れ る 増 幅 産 物 の 量 を 解 析 す る こ と に よ り 前 記 一 塩 基 多 型
の タ イ ピ ン グ を 行 う 。 前 記 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ は 、 た と え ば 前 述 し た BAMPER法 に よ っ
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 さ ら に 標 的 核 酸 上 の プ ロ ー ブ
設 定 領 域 に 存 在 す る 前 記 一 塩 基 多 型 と は 異 な る 変 異 に 対 し て 、 当 該 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る
い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ う し た 構 造
を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い れ ば 、 プ ロ ー ブ 設 定 領 域 に 存 在 す る 他 の 変 異 （ 一 塩 基 多 型 等 ） の
影 響 を 排 除 し て 、 正 確 な 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 し た 核 酸 増 幅 方 法 や 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 に 用 い ら れ る キ ッ ト を 提
供 す る 。 前 記 キ ッ ト は 、 少 な く と も １ つ の 変 異 部 位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特 定 領 域 に 対 し 、
前 記 特 定 領 域 に 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列
に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 あ る い は 前 記 キ ッ ト は 、 一 塩 基 多 型 と 該 一 塩 基 多 型 と は 異 な る 少 な く と も １ つ の 変 異 部
位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特 定 領 域 に 対 し 、 前 記 特 定 領 域 に 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ
前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ っ て 、 そ の ３ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が 前 記 一 塩 基 多 型 部 位 に 対 応
す る よ う に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 相 補 鎖 合 成 反 応 に お い て 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ
ト に 一 塩 基 多 型 等 の 変 異 が 存 在 し て も 、 そ の 影 響 を 受 け る こ と な く 相 補 鎖 合 成 反 応 を 行 う
こ と が で き る 。 し た が っ て 、 相 補 鎖 合 成 反 応 に お い て 、 一 方 の ア レ ル に 由 来 す る 核 酸 断 片
だ け が 優 先 的 に 増 幅 さ れ 、 他 方 の ア レ ル に 由 来 す る 核 酸 断 片 が 少 な く な る 現 象 を 防 止 し て
、 各 ア レ ル に 由 来 す る 核 酸 断 片 を 本 来 の 量 比 を 維 持 し た ま ま 標 的 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 の 方 法 を 利 用 す れ ば 、 標 的 SNP近 傍 に 存 在 す る 他 の SNPの 影 響 を 受 け る こ と な
く 、 当 該 標 的 SNPの タ イ ピ ン グ を 正 確 に 行 う こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 以 下 、 図 面 を 参 照 し な が ら 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
１ ． 核 酸 増 幅 方 法
　 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の 変 異 部 位 を 含 む 標 的 核 酸 上 の 特 定 領 域 に 対
し て 、 前 記 特 定 領 域 に 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 前 記 変 異 部 位 の 予 測 さ れ る い ず れ
の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ ）
に よ る 核 酸 合 成 反 応 を 利 用 し た 核 酸 増 幅 方 法 で あ る 。 な お 、 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
と は 、 本 発 明 で 導 入 さ れ る 特 定 の 非 相 補 な 配 列 以 外 は 特 定 領 域 に 対 し て 相 補 的 な 塩 基 配 列
を 有 す る こ と と 同 義 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト （ プ ラ イ マ ー も し く は
プ ロ ー ブ 設 定 領 域 ） に 一 塩 基 多 型 等 の 変 異 が 存 在 す る 場 合 で も 、 当 該 変 異 の 影 響 を 受 け る
こ と な く 、 鋳 型 核 酸 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 こ う し た 本 発 明 の 効 果 を 、 図 ２ ～ 図 ４ を 用
い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 図 ２ の 配 列 11は 、 Welner Helicase Gene の 一 部 で あ る 。 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ に 先
立 っ て 、 解 析 対 象 で あ る 標 的 SNP18を 含 む ゲ ノ ム 領 域 を 予 め プ ラ イ マ ー 12と プ ラ イ マ ー 13
で PCR増 幅 す る と す る 。 図 ２ に 示 さ れ る よ う に 、 プ ラ イ マ ー 13が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ゲ ノ
ム 配 列 上 の プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に は 他 の SNPは 存 在 し な い 。 し か し 、 プ ラ イ マ ー 12が ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に は 標 的 SNPと は 異 な る 他 の SNP14（ SNP14は Y、 す な わ
ち Cと Tの ア レ ル を 有 す る ） が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ３ に 示 す よ う に 、 SNP14が C/Tヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト で あ る ゲ ノ ム を 通 常 の プ ラ イ マ ー 12と
13を 用 い て PCR増 幅 す る と 、 SNP14部 位 の 配 列 が 異 な る 2対 の ゲ ノ ム （ 11-1と 11-1’ 及 び 11-
2と 11-2’ ） に 対 し 、 プ ラ イ マ ー 12と 13が 共 通 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 プ ラ イ マ ー 13が ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 に は SNPが 存 在 し な い た め 、 プ ラ イ マ ー 13は 11-1’ と 11-2’ に 対 し
、 熱 力 学 的 に 同 じ 結 合 乗 数 （ 一 般 的 に は Ｔ m： メ ル テ ィ ン グ 温 度 ） で 結 合 す る 。 し か し 、
プ ラ イ マ ー 12が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 に は SNP14-1と SNP14-2が 存 在 し 、 プ ラ イ マ ー 12は
SNP14-2に 対 し て 非 相 補 と な る 。 そ の た め 、 プ ラ イ マ ー 12は 11-1よ り も 11-2に 対 し て 結 合
の 熱 力 学 的 安 定 性 が 低 下 し 、 SNP14-2を 有 す る ア レ ル の PCR産 物 量 31-2は 、 SNP14-1を 有 す
る ア レ ル の PCR産 物 量 31-1よ り も 少 な く な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 も ち ろ ん 、 こ れ は PCRの 最 初 の 反 応 で 生 じ る 問 題 で あ っ て 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト の 塩 基
が 14-3の よ う に プ ラ イ マ ー 配 列 に 相 補 な 形 に 置 換 さ れ る 2回 目 以 降 の 反 応 で は 生 じ な い 。
一 般 に 、 こ う し た SNPが プ ラ イ マ ー の 3’ 末 端 か ら 2塩 基 以 内 に あ る と 非 相 補 な ア レ ル の 増
幅 産 物 が 相 補 な ア レ ル の 10％ 以 下 に 低 下 す る （ 配 列 に も よ る が ） こ と が 経 験 的 に 知 ら れ て
い る 。 SNP位 置 が プ ラ イ マ ー の 3’ 末 端 か ら 11塩 基 離 れ て い る 図 ２ の ケ ー ス で は 、 プ ラ イ ミ
ン グ サ イ ト が ATリ ッ チ な 配 列 の た め 、 非 相 補 な ア レ ル の 増 幅 産 物 が 完 全 相 補 な ア レ ル の 60
％ 程 度 ま で 低 下 す る 。 増 幅 率 の 違 い は プ ラ イ マ ー の ア ニ ー ル 温 度 や 塩 強 度 に も 強 く 依 存 す
る が 、 上 述 の 熱 力 学 的 安 定 性 か ら 、 鋳 型 DNAに 対 し て 非 相 補 塩 基 の 存 在 す る プ ラ イ マ ー は
完 全 相 補 な プ ラ イ マ ー に 比 べ て 、 得 ら れ る 増 幅 産 物 量 が 一 般 に 低 下 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ４ に 示 す よ う に 、 本 発 明 で は 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 存 在 す る SNP14-1及 び 14-2の い
ず れ の 配 列 に 対 し て も 非 相 補 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ 又 は プ ロ ー
ブ ） 12-1を 用 い て 核 酸 合 成 反 応 を 行 う 。 プ ラ イ マ ー 12-1は SNP14-1と も SNP14-2と も 非 相 補
で あ り 、 熱 力 学 的 に 同 じ 結 合 乗 数 で 結 合 す る 。 そ の た め 、 PCR反 応 は プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト
に 存 在 す る SNPの 影 響 を 受 け ず 、 結 果 と し て PCR産 物 量 41と 42は ほ ぼ 等 量 と な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
２ ． 一 塩 基 多 型 （ SNP） の 解 析
　 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 は 、 た と え ば 、 SNP解 析 に 先 立 っ て 行 う 当 該 SNPを 含 む 核 酸 断 片 の
PCR増 幅 に お い て 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 存 在 す る 他 の SNPの 影 響 を 排 除 す る た め に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 は 、 標 的 SNPの 近 傍 、 特 に 標 的 SNPの 3’ 側 に 存 在 す る 他 の S
NPの 影 響 を 排 除 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 SNP解 析 に 先 立 っ て 行 う 当 該 SNPを 含 む 核 酸 断 片 の PCR増 幅 に お い て 、 プ ラ イ ミ
ン グ サ イ ト に 存 在 す る 他 の SNPの 影 響 を 排 除 し 、 か つ 、 標 的 SNPの 近 傍 、 特 に 標 的 SNPの 3’
側 に 存 在 す る 他 の SNPの 影 響 を 排 除 す る 場 合 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
３ ． 相 補 鎖 合 成 反 応 の 最 適 条 件
　 以 下 、 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 、 又 は 一 塩 基 多 型 の 解 析 方 法 に お け る 相 補 鎖 合 成 反 応 の 最
適 条 件 に つ い て 説 明 す る 。
（ １ ） ア ニ ー ル 温 度
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ ） は 、 鋳 型 核 酸 に 非 相 補 な 配 列
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（ ミ ス マ ッ チ ） の 導 入 に よ り Ｔ m値 が 低 下 し 、 そ の た め PCR産 物 量 が 減 少 す る こ と が 考 え ら
れ る 。 こ の 問 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 の 核 酸 増 幅 方 法 で は 鋳 型 核 酸 と オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド （ プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 通 常 よ り も 低 い 温 度 、 す
な わ ち ４ ５ ～ ５ ５ ℃ で 行 う こ と が 好 ま し く 、 ４ ７ ～ ５ ２ ℃ で 行 う こ と が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ ２ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 長
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ ） へ の 鋳 型 非 相 補 な 配 列 （ ミ ス マ ッ チ ）
の 導 入 は 、 当 該 プ ラ イ マ ー の Ｔ m値 を 下 げ る た め 、 導 入 さ れ る ミ ス マ ッ チ が あ ま り 多 く な
る と 鋳 型 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 効 率 が 下 が っ て し ま う 。 基 本 的 に は 、 ミ ス マ ッ チ の
導 入 は １ ０ 塩 基 に １ 個 程 度 が 望 ま し く 、 ２ ８ 塩 基 長 の プ ラ イ マ ー で あ れ ば 、 ２ ヶ 所 程 度 ま
で の 導 入 が 好 ま し い 。 も し 、 近 傍 に SNPが 集 中 し 、 ミ ス マ ッ チ を 多 数 導 入 し な け れ ば な ら
な い 場 合 に は 、 ミ ス マ ッ チ が １ つ 増 え る ご と に 、 完 全 相 補 な プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ 長 に 対
し て ５ ’ 側 を １ ～ ３ 塩 基 ほ ど 長 く す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 内 に ミ ス マ ッ チ が １ つ 又 は ２ つ 程 度 で あ れ ば 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 鋳 型 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 の 長 さ は 通 常 １ ７ 塩 基 長 、 特 に １ ７ ～ ２ ８ 塩 基
長 程 度 が 好 ま し い 。 こ こ で 、 「 鋳 型 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 領 域 の 長 さ 」 と は 、 プ ラ イ
マ ー （ 又 は プ ロ ー ブ ） に 、 鋳 型 核 酸 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 配 列 が 含 ま れ る 場 合 、 そ
の 配 列 は 前 記 塩 基 長 に は 含 ま な い こ と を 意 味 す る 。 た と え ば 、 LAMP法 の F1プ ラ イ マ ー の よ
う に 、 鋳 型 相 補 的 な F1c配 列 に 鋳 型 非 相 補 な F2配 列 が 付 加 し た プ ラ イ マ ー （ F1c+F2） で は
、 F1部 分 の 配 列 が １ ７ ～ ２ ８ 塩 基 長 と い う こ と に な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ ３ ） 非 相 補 配 列 （ ミ ス マ ッ チ ） の 導 入 位 置
　 ミ ス マ ッ チ の 導 入 位 置 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 プ ラ イ マ ー （ 又 は プ ロ ー ブ ） の ３ ’ 末 端
か ら ３ ～ １ ５ 目 に 導 入 さ れ る こ と が 、 本 発 明 の 目 的 上 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ ４ ） 非 相 補 配 列 （ ミ ス マ ッ チ ） の 種 類
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ プ ラ イ マ ー 又 は プ ロ ー ブ ） に 導 入 さ れ る ミ ス マ ッ チ は 、
鋳 型 核 酸 の 変 異 部 位 の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き な い 構 造 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 そ
の よ う な ミ ス マ ッ チ と し て は 、 ゲ ノ ム 中 の ４ 種 類 の 塩 基 の う ち 、 変 異 部 位 の 配 列 （ 塩 基 ）
の い ず れ と も 非 相 補 な 塩 基 を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 該 当 す る プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト
中 の SNPが Aと Gの ア レ ル で あ る 場 合 は ミ ス マ ッ チ と し て T又 は Cを 用 い る こ と が で き る 。 前
記 塩 基 は 修 飾 塩 基 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 あ る い は 、 変 異 部 位 の 配 列 （ 塩 基 ） と 有 効 な 水 素 結 合 を 形 成 し な い 構 造 体 を ス ペ ー サ ー
と し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 に か か る ス ペ ー サ ー と は 、 対 応 す る 鋳 型 配 列 （ 塩 基 ） と 有 効
な 水 素 結 合 を 形 成 せ ず 、 単 に 隣 接 す る 塩 基 間 を 連 結 す る た め の 構 造 体 を 意 味 す る 。 し た が
っ て 、 １ つ の 配 列 と な り 得 る 。 前 記 ス ペ ー サ ー は 天 然 の も の で も 、 非 天 然 の も の で あ っ て
も よ い 。 具 体 的 に は 、 図 １ に 示 す よ う な 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 の 間 が 側 鎖 の 無 い グ リ セ
ル 基 で あ る 構 造 体 や 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 の 間 が 塩 基 の 無 い リ ボ ー ス あ る い は ２ － デ オ
キ シ リ ボ ー ス で あ る 構 造 体 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ ５ ） 相 補 鎖 合 成 反 応
　 本 発 明 の 相 補 鎖 合 成 反 応 は 、 PCRに 限 定 さ れ ず 、 ICAN法 、 LAMP法 、 LCR法 、 NASBA法 、 ASP
-PCR法 等 、 公 知 の い ず れ の 核 酸 合 成 方 法 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 ICAN法 で は RNA/DNAキ
メ ラ プ ラ イ マ ー が 用 い ら れ る が 、 ミ ス マ ッ チ の 導 入 に よ り 標 的 SNP以 外 の 変 異 の 影 響 を 排
除 す る と い う 本 発 明 の 原 理 は 適 用 で き る 。 LAMP法 に お い て も 、 前 述 の と お り 、 F1プ ラ イ マ
ー 中 の 鋳 型 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る F1c領 域 の 構 造 に 本 発 明 の 原 理 を 適 用 す る こ と に よ
り 同 様 の 効 果 を 得 る こ と が で き る 。 NASBA法 に お い て も 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 導 入 に 本 発
明 の 原 理 を 応 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
（ ６ ） 一 塩 基 多 型 （ SNP） の タ イ ピ ン グ
　 SNPの タ イ ピ ン グ は 、 ３ ’ 末 端 又 は ３ ’ 末 端 か ら ２ 番 目 の 塩 基 が 標 的 SNPに 対 応 す る よ う
に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ か ら の 相 補 鎖 合 成 産 物 （ 増 幅 産 物 ） の 量 を 、 電 気 泳 動 法 や 生 物 発 光
（ BAMPER法 ） を 利 用 し て 測 定 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 タ イ ピ ン グ の 詳 細 に つ い て は 、
後 述 の 実 施 例 や 前 掲 の 文 献 （ Guo-hua Zhou， et al., Nucleic Acid research, 29, e93 (
2001)） を 参 照 さ れ た い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 用 い て 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に 限
定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
機 材 及 び 試 薬 ：
　 以 下 の す べ て の 実 施 例 で 使 用 し た 機 材 と 試 薬 を 説 明 す る 。 伸 長 反 応 用 の 温 調 器 に は サ ー
マ ル サ イ ク ラ ー で あ る DNA Engine Tetrad (MJ RESEARCH)を 使 用 し た 。 PCR産 物 の 確 認 に は
マ イ ク ロ チ ッ プ 電 気 泳 動 解 析 シ ス テ ム SV1210（ 日 立 電 子 エ ン ジ ニ ア リ ン グ ） を 使 用 し た 。
オ リ ゴ 合 成 は シ グ マ ジ ェ ノ シ ス に 委 託 し た 。 DNAポ リ メ ラ ー ゼ は ア マ シ ャ ム バ イ オ テ ッ ク
社 製 、 そ の 他 の 試 薬 は 一 般 的 な 市 販 品 を 使 用 し た 。 ゲ ノ ム は ボ ラ ン テ ィ ア よ り 提 供 さ れ た
血 液 か ら 精 製 を し た も の を 用 い た 。 実 験 手 法 は 、 特 に 記 載 し な い 限 り 、 Cold Spring Harb
or Laboratory Pressの Molecular Cloning (Second edition)　 1989出 版 に 従 っ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
PCR条 件 ：
　 PCR反 応 条 件 は 次 の と お り で あ る 。 96ウ ェ ル  PCRプ レ ー ト に 1× 10 - 2 0  mol/μ lに 調 製 し
た ゲ ノ ム 試 料 1μ lを 加 え 、 氷 上 に 置 く 。 2.5 ユ ニ ッ ト /μ lの  Taq.DNA ポ リ メ ラ ー ゼ （ QIA
GEN社 ） を 0.2 μ l、 2.5 mMの dNTPsを 4μ l、 25 pmol/μ lの プ ラ イ マ ー 組 を 各 0.8μ lを 混 合
す る 。 各 ウ ェ ル あ た り 100μ lと な る よ う に 滅 菌 水 で 調 製 す る 。 上 記 各 容 量 は 同 じ 比 率 で 変
更 す る こ と が 可 能 で 、 た と え ば PCRは 50μ lス ケ ー ル で も よ い 。 ウ ェ ル を 粘 着 シ ー ト で シ ー
リ ン グ し 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に セ ッ ト す る 。 ゲ ノ ム を 変 性 さ せ る た め 、 94℃ で 2分 間 加
熱 し た 後 、 94℃ で 30秒 間 、 57℃ で 30０ 秒 間 、 72℃ で 1分 間 の サ ー マ ル サ イ ク ル を 35～ 40回
繰 り 返 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
PCR産 物 の 電 気 泳 動 解 析 ：
　 PCR産 物 量 の 測 定 は 、 マ イ ク ロ チ ッ プ 電 気 泳 動 解 析 シ ス テ ム SV1210（ 日 立 電 子 エ ン ジ ニ
ア リ ン グ ） に よ り 解 析 し た 。 試 薬 キ ッ ト は i-SDNA12キ ッ ト （ 日 立 電 子 エ ン ジ ニ ア リ ン グ 製
） を 使 用 し た 。 こ の シ ス テ ム は 、 解 析 範 囲 が 10-500bpで 内 部 標 準 マ ー カ の 塩 基 長 と 量 か ら
目 的 PCR産 物 の 長 さ と 量 を 自 動 的 に 算 出 で き る 。 す べ て の 実 施 例 に お い て 、 マ ニ ュ ア ル に
従 い 、 PCR反 応 液 1μ lを 解 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
実 施 例 １ ：
　 一 塩 基 多 型 （ SNP） の タ イ ピ ン グ の 試 料 と し て 、 標 的 SNP近 傍 領 域 を PCR増 幅 す る 際 に 、
当 該 PCRの プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に 別 な SNPが 存 在 す る 場 合 に 本 発 明 を 適 用 し た ケ ー ス に つ い
て 図 ２ ～ ８ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ２ に 示 さ れ る 配 列 11（ 配 列 番 号 １ ） は 、 標 的 SNP18を 含 む 鋳 型 ゲ ノ ム の 部 分 配 列 （ こ
こ で は 、 セ ン ス 鎖 の 配 列 を 5’ 末 端 側 か ら 3’ 末 端 側 の 方 向 に 記 載 ） で あ り 、 こ の 領 域 を 含
む 配 列 は NCBIの デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/） の ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ
ー AC009563（ Welner Helicase Gene） か ら 得 る こ と が で き る 。 SNP18の タ イ ピ ン グ の 試 料
と し て 、 ま ず プ ラ イ マ ー 12（ 配 列 番 号 ２ ） と プ ラ イ マ ー 13（ 配 列 番 号 ３ ） を 用 い て 、 標 的
SNP18を 含 む ゲ ノ ム 配 列 領 域 を PCR増 幅 す る 。 し か し な が ら 、 プ ラ イ マ ー 12の 配 列 に 対 応 す
る プ ラ イ ミ ン グ 領 域 に は 標 的 SNP18と は 別 の SNP14が 存 在 す る 。 SNP14の 塩 基 は Y、 す な わ ち
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塩 基 Cと 塩 基 Tの 2つ の ア レ ル が 存 在 し 、 こ の SNP部 位 の 個 体 の 遺 伝 子 型 と し て は 、 T/Tホ モ
ザ イ ゴ ー ト 、 C/Cホ モ ザ イ ゴ ー ト 、 及 び T/Cへ テ ロ ザ イ ゴ ー ト の 3種 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ １ ） 通 常 の プ ラ イ マ ー に よ る SNP領 域 の 増 幅 （ 図 ３ 及 び 図 ５ 参 照 ）
　 ま ず 、 鋳 型 の SNP14に 対 応 す る 塩 基 が Cの ア レ ル に 対 応 し た プ ラ イ マ ー 12と プ ラ イ マ ー 13
で PCRを 行 う 場 合 に つ い て 説 明 す る 。 鋳 型 と な る ゲ ノ ム 遺 伝 子 は 、 SNP14の 塩 基 が C(相 補 鎖
で は G)、 あ る い は T(相 補 鎖 で は A)で あ る こ と を あ ら か じ め 確 認 し た ヒ ト ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 使
用 し 、 PCR条 件 は 上 記 に 従 う も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ５ に 示 さ れ る 2つ の 配 列 11-2と 11-3は 、 そ れ ぞ れ 前 記 SNP14の 塩 基 が Cで あ る 遺 伝 子 と T
で あ る 遺 伝 子 に つ い て 、 配 列 11の 相 補 鎖 （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） の 一 部 を 示 し た も の で あ る 。
相 補 鎖 配 列 11-2で は 、 SNP14に 対 応 す る 配 列 14-1は Gで あ る た め 、 プ ラ イ マ ー 12は 12-1の よ
う に 完 全 に 相 補 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 し か し 、 相 補 鎖 配 列 11-3で は 、 SNP14に 対 応 す る
配 列 14-1は Aで あ る た め 、 プ ラ イ マ ー 12は 12-2の よ う に 鋳 型 に 対 し SNP14-2の 部 位 が 非 相 補
と な る 。 こ の た め 12-2の 状 態 は 12-1の 状 態 に 比 べ 熱 力 学 的 な 安 定 性 が 低 下 す る 。 結 果 と し
て 、 PCR産 物 を 電 気 泳 動 で 解 析 す る と 12-2の 状 態 で 得 ら れ る サ ン プ ル の 産 物 ピ ー ク 52の 量
は 12-1の 完 全 相 補 な 状 態 で 得 ら れ る 産 物 ピ ー ク 51の 量 の 1/2程 度 だ っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の よ う な PCR産 物 を 鋳 型 と し て SNP18の SNP解 析 を 行 う と 、 正 確 な SNP判 定 を す る こ と は
で き な い 。 図 ３ を 参 照 し な が ら 、 た と え ば SNP14が T/Cヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト で あ る ケ ー ス を 考
え て み る 。 図 ３ に 示 す よ う 、 一 方 の ア レ ル （ 11-1と 11‐ 1’ ） で は SNP14（ 14-1） の 塩 基 は
C（ 相 補 鎖 側 は G） で SNP18の 塩 基 は T（ 相 補 鎖 側 は A） で あ る 。 他 方 の ア レ ル （ 11-2と 11-2
’ ） で は SNP14（ 14-2） の 塩 基 は T（ 相 補 鎖 側 は A） で SNP18の 塩 基 は T（ 相 補 鎖 側 は A） で あ
る 。 図 ５ の 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 こ の ゲ ノ ム で プ ラ イ マ ー 12と 13を 用 い た PCR反 応 を
行 う と 、 SNP14の 塩 基 が Cで あ る 一 方 の ア レ ル で は 、 他 方 の ア レ ル よ り も 多 く の 増 幅 産 物 が
得 ら れ る 。 PCR反 応 は 、 １ 対 の ゲ ノ ム を そ れ ぞ れ 分 け て 増 幅 し て い な い た め 、 両 者 の 増 幅
産 物 を 区 別 す る こ と は で き な い 。 し た が っ て 、 一 方 の ア レ ル の み 優 先 的 に 増 幅 さ れ る 状 態
で SNP18を 測 定 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ ２ ） 本 発 明 の プ ラ イ マ ー に よ る SNP領 域 の 増 幅
　 次 に 、 SNP14が T/Cヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト で あ る ゲ ノ ム に つ い て 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い
て PCR反 応 で 増 幅 す る 場 合 を 図 ４ 及 び 図 ６ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 ４ に 示 す よ う に 、 プ ラ イ マ ー 12-1は 、 標 的 ゲ ノ ム の SNP部 位 14-1と 14-2に 対 し て い ず
れ も 非 相 補 と な る 塩 基 A： ア デ ニ ン （ 14-5） を 使 用 し て い る 。 塩 基 14-5は 、 ゲ ノ ム 側 の SNP
部 位 14-1と 14-2の い ず れ と も ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き な い も の で あ れ ば よ い た め 、 塩 基 Aの 代
り に 図 １ に 示 す ス ペ ー サ ー を 用 い て も よ い 。 本 発 明 の プ ラ イ マ ー は 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト
に SNPが 存 在 す る 場 合 で も 標 的 ゲ ノ ム に 熱 力 学 的 に 一 定 量 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き
る 。 そ の 結 果 、 図 ４ の 41と 42に 示 す よ う に 、 い ず れ の ア レ ル も 同 じ 割 合 で 増 幅 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 ６ に 本 発 明 の プ ラ イ マ ー 61-1及 び 61-2（ と も に 、 配 列 番 号 ４ ） を 用 い た PCR増 幅 の 例
を 示 す 。 プ ラ イ マ ー 61-1及 び 61-2は 、 SNP部 位 14-1に 対 応 す る 配 列 62の 位 置 に 図 １ に 示 す
構 造 体 1（ R 1 ＝ H、 R 2 =H） の ス ペ ー サ ー （ こ こ で は ＃ で 表 す ） を 配 置 し て 構 成 さ れ て い る 。
プ ラ イ マ ー 61-1及 び 61-2は 、 い ず れ も 鋳 型 の SNP14-1と SNP14-2に 対 し て 非 相 補 で あ る た め
安 定 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と は で き な い が 、 そ の 熱 力 学 的 な 安 定 性 は 等 価 で あ る 。 結 果
と し て 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー 61-1及 び 61-2を 用 い た 時 の PCR産 物 を 電 気 泳 動 で 解 析 す る と
、 そ れ ぞ れ 同 程 度 の 産 物 ピ ー ク 63と 65が 得 ら れ た 。 す な わ ち 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い
て PCR反 応 を 行 え ば 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に SNPが 存 在 し て も 、 SNP部 位 の 塩 基 が 異 な る ア
レ ル を 同 じ よ う に 増 幅 で き る こ と が 確 認 さ れ た 。
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【 ０ ０ ５ ３ 】
（ ３ ） ア ニ ー ル 温 度 の 調 整
　 一 般 に 非 相 補 な 配 列 を プ ラ イ マ ー 内 に 挿 入 す る と 、 ア ニ ー ル 温 度 が 下 が り PCR産 物 の 量
が 減 る 問 題 が 新 た に 生 じ る 。 こ の 問 題 は 、 プ ラ イ マ ー と 鋳 型 ゲ ノ ム の ア ニ ー ル 温 度 を 低 く
す る こ と に よ り 解 決 で き る 。 実 際 、 図 ５ や 図 ６ の PCR反 応 は ア ニ ー ル 温 度 を 55℃ で 行 っ て
い る た め 、 図 ６ の 電 気 泳 動 分 離 に よ る PCR産 物 ピ ー ク 63と 65は 、 図 ５ の 増 幅 が 少 な い 方 の
増 幅 産 物 ピ ー ク 52と ほ ぼ 等 し い 値 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 図 ７ に 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー を 用 い た PCR反 応 を ア ニ ー ル 温 度 50℃ で 行 っ た 結 果 を 示 す
。 ア ニ ー ル 温 度 以 外 の 条 件 は 図 ６ の PCR反 応 と 全 く 同 じ で あ る 。 図 ７ の PCR産 物 ピ ー ク 63-1
と 65-1か ら 、 ア ニ ー ル 温 度 を 5℃ 低 く す る こ と で 、 よ り 多 く の PCR産 物 が 得 ら れ る こ と が 確
認 で き た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 す な わ ち 、 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト に SNPが 存 在 す る 場 合 で あ っ て も 、 プ ラ イ マ ー 配 列 中 の S
NPに 対 応 す る 塩 基 を 当 該 SNP部 位 の 塩 基 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 非 相 補 な 塩 基 あ る い は ス
ペ ー サ ー で 置 換 し た プ ラ イ マ ー を 用 い 、 か つ ア ニ ー ル 温 度 を 通 常 の ア ニ ー ル 温 度 よ り 5～ 1
0℃ 程 度 低 く す る こ と に よ り 、 当 該 プ ラ イ ミ ン グ サ イ ト 内 の SNPの 影 響 を 受 け ず に 、 し か も
増 幅 産 物 の 量 を 減 ら す こ と な く PCRを 行 え る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ ４ ） SNPタ イ ピ ン グ
　 最 後 に 、 上 記 （ １ ） 及 び （ ２ ） の PCR産 物 を 用 い た 標 的 SNP18の 判 定 結 果 を 示 す 。 ま ず 、
PCR反 応 時 の プ ラ イ マ ー や dNTPsを 除 去 す る た め 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G100を 用 い た ゲ ル 濾 過 （
又 は 限 外 濾 過 膜 で も よ い ） に よ り PCR産 物 を 精 製 し た 。 な お 、 PCR産 物 は 酵 素 的 な ク リ ー ン
ア ッ プ に よ り 精 製 し て も よ く 、 そ の 場 合 は 以 下 の 手 順 で 行 え ば よ い 。 PCR反 応 後 の 溶 液 5μ
lに 1 unit/μ lの 濃 度 の shrimp alkaline phosphataseを 0.7μ l、 10 unit/μ lの exonuclea
se Iを 0.06μ l、 10× PCR buffer（ Amersham Pharmacia社 製 品 ） を 0.3 μ l、 滅 菌 水 3.94μ
lを 混 合 す る 。 37℃ で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト に よ る 酵 素 分 解 反 応 を 行 っ た 後 、 80℃ で 15分
間 加 熱 に よ り 先 の 酵 素 を 失 活 さ せ る 。 な お 、 こ の 酵 素 的 な ク リ ー ン ア ッ プ の 後 に 、 セ フ ァ
デ ッ ク ス G25か G50に よ る ゲ ル 濾 過 や 限 外 ろ 過 を 行 え ば さ ら に 精 製 度 を 上 げ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 の よ う に し て 精 製 し た PCR産 物 に SNP判 定 用 プ ロ ー ブ （ 配 列 番 号 ５ ） を ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ て 相 補 鎖 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 図 ２ の よ う に 、 こ の と き プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が ち ょ う
ど SNP18の 位 置 に 来 る よ う に プ ロ ー ブ 19を 設 計 す る 。 プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が DNA鎖 11の SNP18
の 配 列 に 相 補 で あ れ ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 相 補 鎖 合 成 反 応 が 起 き る 。 相 補 で な け れ ば
相 補 鎖 合 成 反 応 は 起 き な い か 、 起 き た と し て も 少 な い 量 し か 相 補 鎖 合 成 さ れ な い 。 た と え
ば 、 SNP18の 塩 基 が Cで あ る 場 合 、 プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が Gの プ ロ ー ブ で は 相 補 鎖 合 成 が 起 き
る が 、 末 端 が Aの プ ロ ー ブ で は 相 補 鎖 合 成 反 応 が 起 き 難 い 。 反 対 に 、 SNP18の 配 列 が Tで あ
る 場 合 は 、 プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が Aの プ ロ ー ブ で は 相 補 鎖 合 成 が 起 き る が 、 末 端 が Gの プ ロ
ー ブ で は 相 補 鎖 合 成 反 応 が 起 き 難 い 。 こ の た め 3’ 末 端 が Aと Gの プ ロ ー ブ で 別 々 に 伸 長 反
応 が 起 き る か ど う か を 調 べ る こ と で SNP18の タ イ プ を 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 図 ２ の よ う に 、 こ の と き プ ロ ー ブ の ３ ’ 末 端 が ち ょ う ど Ｓ Ｎ Ｐ 18の 位 置 に 来 る よ う に プ
ロ ー ブ 19を 設 計 す る 。 プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が DNA鎖 11の Ｓ Ｎ Ｐ 18の 配 列 に 相 補 で あ れ ば DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 相 補 鎖 合 成 反 応 が 起 き る 。 相 補 で な け れ ば 相 補 鎖 合 成 反 応 は 起 き な い
か 、 起 き た と し て も 少 な い 量 し か 相 補 鎖 合 成 さ れ な い 。 た と え ば 、 SNP18の 配 列 が Cで あ る
な ら 、 プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が Gの と き の み 相 補 鎖 合 成 が 起 き る が 、 末 端 が Aの プ ロ ー ブ で は
相 補 鎖 合 成 反 応 が お き づ ら い 。 反 対 に 、 SNP18の 配 列 が Tで あ る 場 合 は 、 プ ロ ー ブ の 3’ 末
端 が Aの と き の み 相 補 鎖 合 成 が 起 き る が 、 末 端 が Gの プ ロ ー ブ で は 相 補 鎖 合 成 反 応 が お き づ
ら い 。 こ の た め 3’ 末 端 が Aと Gの プ ロ ー ブ で 別 々 に 伸 長 反 応 が 起 き る か ど う か を 調 べ る こ
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と で SNP18が ど ち ら の タ イ プ で あ る か を 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 伸 長 反 応 は 、 相 補 鎖 合 成 時 に 生 成 す る ピ ロ リ ン 酸 を 酵 素 （ ピ ル ビ ン 酸 オ ル ト ホ ス ホ ジ キ
ナ ー ゼ ） で ATPに 変 換 し 、 こ の ATP量 を ル シ フ ェ リ ン /ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 系 に よ り 定 量 す る
こ と に よ っ て も 検 出 で き る 。 こ の 場 合 の 具 体 的 操 作 を 示 す 。 ま ず 、 上 記 の よ う に 相 補 鎖 合
成 反 応 液 を 酵 素 ク リ ー ン ア ッ プ し た 後 、 4℃ ま で 冷 却 し て お く 。 こ の 反 応 液 を 96ウ ェ ル  PC
Rプ レ ー ト （ 白 色 ） に 2μ l分 注 す る 。 プ ロ ー ブ 19（ 5 pmol/μ l） を 1μ l添 加 す る 。 あ ら か
じ め 5 unit/μ l の Taq.DNA ポ リ メ ラ ー ゼ 0.0275 μ lと 、 5 mM dNTPs 0.04 μ lを 混 合 し 、
 1.0μ lと な る よ う に 滅 菌 水 で 調 製 し た 溶 液 を 1.0μ l加 え る 。 ミ ネ ラ ル オ イ ル を 4 μ l重 層
す る 。 94℃ 10秒 間 と 55℃ 10秒 間 の サ イ ク ル を 5回 行 っ た 後 、 25℃ ま で 冷 却 す る 。 あ ら か じ
め 25℃ に し て お い た 発 光 試 薬 （ ピ ロ リ ン 酸 を ATPに 変 換 し 、 ATPを ル シ フ ェ リ ン と ル シ フ ェ
ラ ー ゼ を 使 用 し て 検 出 す る 生 物 発 光 検 出 キ ッ ト （ キ ッ コ ー マ ン 株 式 会 社 ） ） を 10μ lず つ
加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 混 合 し 、 ル ミ ノ メ ー タ ー で 検 出 す る 。 こ れ に よ り 伸 長 反 応 が
起 き た か ど う か を ピ ロ リ ン 酸 の 量 に 依 存 す る 発 光 強 度 と し て 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 図 ８ に 、 通 常 の プ ラ イ マ ー 12-1と 13を 用 い て 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 鋳 型 と し た 場 合 の SN
P18の 解 析 結 果 81と 、 プ ラ イ マ ー 内 の SNP対 応 部 位 を 予 測 さ れ る SNP14-1と 14-2と は い ず れ
も 非 相 補 な ス ペ ー サ ー 62で 置 換 し た 本 発 明 の プ ラ イ マ ー 61-1（ 又 は 61-2） と 13を 用 い て 得
ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 鋳 型 と し た 場 合 の SNP18の 解 析 結 果 82を 示 す 。 通 常 の プ ラ イ マ ー 12-1
と 13を 用 い た 場 合 、 鋳 型 ア レ ル の SNP14の 塩 基 に よ り 増 幅 産 物 の 量 が 異 な る た め 、 T/Cヘ テ
ロ ザ イ ゴ ー ト の グ ル ー プ の 分 散 が 大 き く 、 T/Tホ モ ザ イ ゴ ー ト や C/Cホ モ ザ イ ゴ ー ト の グ ル
ー プ と の 境 界 が 明 確 で は な い （ 図 ８ の 解 析 結 果 81） 。 一 方 、 本 発 明 の プ ラ イ マ ー で PCRを
行 い 、 そ の PCR増 幅 産 物 を 試 料 と し て 用 い た 場 合 の SNP解 析 結 果 82で は T/Cヘ テ ロ ザ イ ゴ ー
ト の グ ル ー プ 、 T/Tホ モ ザ イ ゴ ー ト や C/Cホ モ ザ イ ゴ ー ト の グ ル ー プ 間 の 境 界 が 明 確 で あ り
、 判 定 精 度 99.7％ 以 上 （ 6σ 以 上 ） が 確 保 で き て い た （ 図 ８ の 解 析 結 果 82） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 は PCRを 用 い た 増 幅 の 一 例 で あ る が 、 NASBA法 や ロ ー リ ン グ サ イ ク ル 法 、 な ど 、 鋳 型
に 相 補 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー （ プ ロ ー ブ ） を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 相 補 鎖 合 成
反 応 を 行 わ せ る 増 幅 法 に も 広 く 適 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 ２ ：
　 特 定 の 位 置 の 一 塩 基 多 型 の タ イ ピ ン グ に お け る 相 補 鎖 伸 長 反 応 に お い て 、 プ ロ ー ブ が ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 鋳 型 DNAに 他 の 標 的 SNPと は 別 の SNPが 存 在 す る 場 合 に 本 発 明 を 用 い た ケ
ー ス に つ い て 図 ９ を 用 い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 ９ に 示 さ れ る CYP1A1遺 伝 子 の 配 列 91（ 配 列 番 号 ６ ） は 、 標 的 SNP92を 含 む 鋳 型 ゲ ノ ム
の 部 分 配 列 （ こ こ で は 、 セ ン ス 鎖 の 配 列 を 5’ 末 端 側 か ら 3’ 末 端 側 の 方 向 に 記 載 ） で あ り
、 こ の 部 分 を 含 む 一 般 的 な ゲ ノ ム 領 域 の 配 列 は NCBIの デ ー タ ベ ー ス （ http://www.ncbi.nl
m.nih.gov/） の ア ク セ ッ シ ョ ン ナ ン バ ー X02612か ら 得 る こ と が で き る 。 SNP92の 塩 基 は Y、
す な わ ち 塩 基 Aと 塩 基 Gの 2つ の ア レ ル が 存 在 す る 。 標 的 の SNP92の 近 傍 に は 他 の SNP93と 94
が 存 在 す る 。 SNP93の 塩 基 は M、 す な わ ち 、 塩 基 Aと 塩 基 Cの 2つ の ア レ ル が 存 在 す る 。 ま た
、 SNP94の 塩 基 は S、 す な わ ち 、 塩 基 Gと 塩 基 Cの 2つ の ア レ ル が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま ず 、 実 施 例 １ と 同 様 に SNP92を は さ む 一 対 の プ ラ イ マ ー 99-1（ 配 列 番 号 ７ ） と 99-2（
配 列 番 号 ８ ） を 用 い て PCRを 行 い 、 標 的 SNP92を 含 む ゲ ノ ム 配 列 領 域 91を 増 幅 し た 。 次 い で
実 施 例 １ に 記 載 し た 方 法 に 従 い 、 酵 素 的 な ク リ ー ン ア ッ プ に よ り PCR産 物 を 精 製 し た 。 次
い で 、 精 製 し た PCR産 物 に 、 SNP判 定 用 プ ロ ー ブ 95（ 配 列 番 号 ９ ） を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て
相 補 鎖 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 プ ロ ー ブ 95の 3’ 末 端 96は 、 SNP92の 位 置 に 対 応 す る 。 し た が っ
て 、 プ ロ ー ブ 85は 、 3’ 末 端 96の 塩 基 が Cの プ ロ ー ブ と Tの プ ロ ー ブ の 2種 類 を 用 意 し た 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 が DNA鎖 91の SNP92の 配 列 に 相 補 で あ る 場 合 は DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る
相 補 鎖 合 成 反 応 が 起 き る 。 一 方 、 非 相 補 な 場 合 は 相 補 鎖 合 成 反 応 は 起 き な い か 、 起 き た と
し て も 少 な い 量 で あ る 。 し た が っ て 、 3’ 末 端 が Cと Tの 2種 類 の プ ロ ー ブ で 別 々 に 伸 長 反 応
が 起 き る か ど う か を 調 べ る こ と に よ り 、 SNP92が ど ち ら の タ イ プ で あ る か を 知 る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 伸 長 反 応 が 起 き た か ど う か は 、 実 施 例 １ に 記 載 し た 方 法 に 従 い 、 相 補 鎖 合 成 時 に 生 成 す
る ピ ロ リ ン 酸 を ピ ル ビ ン 酸 オ ル ト ホ ス ホ ジ キ ナ ー ゼ で ATPに 変 換 し 、 こ の ATP量 を ル シ フ ェ
リ ン /ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 系 に よ り 定 量 し た 。 し か し 、 こ の 標 的 SNPの タ イ ピ ン グ に お い て 、
プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 鋳 型 DNA側 に 他 の SNP94（ Gか C） が 存 在 す る こ と で 問 題 が 生
じ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 図 ９ に 示 す よ う に 、 SNP94は 解 析 対 象 で あ る 標 的 SNP92か ら 4塩 基 下 流 に 位 置 し 、 プ ロ ー
ブ の 3’ 末 端 か ら 5塩 基 目 に 位 置 す る こ と に な る 。 こ の た め 、 SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 配
列 97が SNP94と 非 相 補 な 場 合 （ た と え ば SNP94が Gで 対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が Gで あ る 場 合
） 、 プ ロ ー ブ 末 端 96が 標 的 SNP92に 相 補 で あ っ て も 、 当 該 プ ロ ー ブ に よ る 伸 長 反 応 は プ ロ
ー ブ 配 列 97の 非 相 補 性 に よ り 50～ 70％ 程 度 低 下 す る （ 図 １ ０ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 、 SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が SNP94と 非 相 補 な 場 合 （ た と え ば SNP94が Gで 対
応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が Gで あ る 場 合 ） で 、 か つ プ ロ ー ブ 末 端 96も 標 的 SNP92に 非 相 補 な ケ
ー ス で は 、 当 該 プ ロ ー ブ に よ る 伸 長 反 応 産 物 は 両 者 が 完 全 相 補 な 場 合 の 10％ 以 下 に 低 下 す
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 方 、 SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が SNP94と 相 補 な 場 合 （ た と え ば SNP94が Cで 対 応
す る プ ロ ー ブ 配 列 97が Gで あ る 場 合 ） で 、 か つ プ ロ ー ブ 末 端 96も 標 的 SNP92に 相 補 な 場 合 は
、 当 然 の こ と な が ら 信 号 強 度 は 100％ と な る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 し か し 、 SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が SNP94と 相 補 な 場 合 （ た と え ば SNP94が Cで 対
応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が Gで あ る 場 合 ） で 、 プ ロ ー ブ 末 端 96が 標 的 SNP92に 非 相 補 な ケ ー ス
で は 、 当 該 プ ロ ー ブ に よ る 伸 長 反 応 産 物 は 両 者 が 完 全 相 補 な 場 合 の 10％ 以 下 に 低 下 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の た め 、 SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が SNP94と 非 相 補 な ケ ー ス で は 、 SNP96が 相
補 で ホ モ ザ イ ゴ ー ト の 場 合 を ヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト と 誤 認 す る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 SNP96が
実 際 は ヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト で あ る に も か か わ ら ず 、 一 方 の 信 号 強 度 が 低 く 出 る た め に ホ モ ザ
イ ゴ ー ト と 誤 る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら に 本 ケ ー ス に お け る 実 際 の 遺 伝 子 多 型 頻 度 は 不 明 で あ る が 、 近 傍 に 存 在 す る SNPは
連 鎖 し て い る 場 合 が 多 く 、 す な わ ち SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97が メ ジ ャ ー ア レ ル と
す る と 、 非 相 補 と な る マ イ ナ ー ア レ ル と は 非 相 補 と な る が 、 こ の と き 、 SNP96の い ず れ か
の ア レ ル が 挙 動 を 同 じ く し 、 す な わ ち 片 方 の ア レ ル が 見 か け 上 検 出 さ れ な く な る 可 能 性 も
あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り 、 上 記 い ず れ の ケ ー ス に つ い て も 正 確 に SNPの 多
型 判 定 が で き る 。 こ れ を 図 ９ と 図 １ ０ を 用 い て 説 明 す る 。 な お 、 図 ９ に 示 す ゲ ノ ム 配 列 の
SNP92が Aの 時 に SNP94は Cで あ り 、 SNP92が Gの と き SNP97は Gに な る 頻 度 が 高 い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 た と え ば 、 図 ９ で ゲ ノ ム 中 の 92が Aの 時 に 94は Cと す る 、 92が Gの と き 97は Gに な る 頻 度 が
高 い と す る 。 図 １ ０ の 横 軸 は 、 上 段 が SNP92が と り う る ア レ ル の 可 能 性 92’ （ 左 か ら A/Aホ
モ ザ イ ゴ ー ト 、 A/Gヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト 、 G/Gホ モ ザ イ ゴ ー ト ） で あ り 、 中 段 は SNP92と リ ン
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ク し て い る SNP94が と り う る ア レ ル の 可 能 性 94’ （ 左 か ら C/Cホ モ ザ イ ゴ ー ト 、 C/Gヘ テ ロ
ザ イ ゴ ー ト 、 G/Gホ モ ザ イ ゴ ー ト ） で あ る 。 な お か つ 各 多 型 に お い て 使 用 し た プ ロ ー ブ の 3
’ 末 端 配 列 を 96’ 、 97’ と し て あ ら わ し た 。 縦 軸 は 得 ら れ た 発 光 信 号 強 度 を 表 す 。 こ こ で
た と え ば 通 常 の プ ロ ー ブ で な ん ら 対 策 を 講 じ な い も の で 、 94の SNPの メ ジ ャ ー ア レ ル に 相
補 な 97を Gと し て プ ロ ー ブ を 作 成 し た と し よ う 。 プ ロ ー ブ 中 の 97の 配 列 が Gで ゲ ノ ム 中 の 94
が Gの 場 合 は 前 記 し た と お り 信 号 強 度 が 低 く 出 る 傾 向 に あ る 。 92の 配 列 Aと Gに 対 応 す る プ
ロ ー ブ の ３ ’ 末 端 96の 塩 基 型 が Tと Cの プ ロ ー ブ で SNP解 析 を 行 う と (図 １ ０ の 190-1で は プ
ロ ー ブ 3’ 末 端 配 列 を 193に 記 載 )、 本 来 A/Gヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト で あ る べ き 例 192で は プ ロ ー
ブ の 塩 基 型 Cに 対 す る 信 号 が 低 め に 出 る 。 92（ 191） の 配 列 が Gの と き 、 94の 配 列 は Gと な る
が 、 プ ロ ー ブ 中 の 97配 列 に は Gし か 用 い て い な い の で こ こ が 非 相 補 と な り 、 十 分 な プ ロ ー
ブ 伸 長 反 応 が 起 き づ ら く な っ て い る た め で あ る 。 こ れ を 回 避 す る た め に 、 本 発 明 の プ ロ ー
ブ 中 の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 当 該 一 塩 基 多 型 に 対 応 す る 塩 基 が 、 鋳 型 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 中 に あ る 一 塩 基 多 型 の す べ て の 配 列 に 対 し て 非 相 補 な 塩 基 で 構 成 さ れ る 構 造 と し た
と き の 例 と し て 、 プ ロ ー ブ 中 の SNP94に 対 応 す る 配 列 97を Cで も Gで も な い Tに し た と き の 結
果 を 190-2に 示 す 。 A/Aホ モ ザ イ ゴ ー ト で あ る 194、 A/Gヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト で あ る 195、 ホ モ
ザ イ ゴ ー ト で あ る べ き 196と も に 正 し い 結 果 を 得 る こ と が で き て い た 。 ま た 、 図 １ 記 載 の
１ （ こ こ で は ＃ で 表 す ； R 1 =H， R 2 =H） あ る い は ５ の 構 造 （ こ こ で は ＆ で 表 す ； R 3 =H， R 4 =H
） の よ う に SNP94に 対 応 す る プ ロ ー ブ 部 分 97を ス ペ ー サ ー に 置 き 換 え た 場 合 の 結 果 を そ れ
ぞ れ 190-3、 190-4に 示 す 。 い ず れ の ケ ー ス で も 正 し い 結 果 が 得 ら れ て い た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 を 適 応 す れ ば 、 プ ロ ー ブ 中 に 他 の SNP部 位 が か か る 場 合 で し か も そ れ が ３ ’ 末 端
近 傍 で あ っ て も 正 確 に 対 象 SNPの 判 定 が 可 能 で あ る と い う メ リ ッ ト が あ る 。 こ の よ う に 本
発 明 で は 、 あ ら か じ め 分 か っ た 位 置 に 一 塩 基 多 型 が 存 在 す る 配 列 に 対 し 自 在 に プ ロ ー ブ を
設 計 す る こ と が で き 、 特 に ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 相 補 鎖 合 成 反 応 を 行 う 際 に 該 当 す る 一 塩
基 多 型 に よ る プ ロ ー ブ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 安 定 性 の 差 を 考 慮 す る こ と 無 く プ ロ ー ブ
を 設 計 で き る メ リ ッ ト が あ る 。 こ こ で も 実 施 例 １ と 同 様 に ア ニ ー ル 温 度 を 従 来 の 通 常 よ り
も 5～ 10℃ 程 度 低 め に す る こ と で 、 両 プ ロ ー ブ 間 の 反 応 効 率 を 均 一 に す る こ と も 可 能 で あ
っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
実 施 例 ３ ：
　 実 施 例 ２ で プ ラ イ マ ー 99-1と 99-2を 用 い て PCRに よ り 増 幅 さ せ た DNA断 片 91 中 に 存 在 す
る SNP96を 検 出 す る 方 法 と し て 、 蛍 光 標 識 を し た プ ロ ー ブ を 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 プ
ロ ー ブ の デ ザ イ ン や ハ イ ブ リ 条 件 、 伸 長 反 応 条 件 は 95と ま っ た く 同 じ で あ る が 、 3’ 末 端
に 来 る べ き 2種 類 の SNPに 対 応 し て 、 5’ 末 端 に 2色 の 蛍 光 標 識 が な さ れ て い る 。 Ｓ Ｎ Ｐ 92が
Aの と き に は プ ロ ー ブ 95の 5’ 末 端 を 570nmの 発 光 波 長 を 持 つ Cy3で 、 92が Gの と き に は 95の 5
’ 末 端 を 649nmの 発 光 波 長 を 持 つ Cy5で 標 識 し た も の を Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に ハ イ ブ リ さ せ て 、 波 長
を 検 出 す る こ と に よ り Ｓ Ｎ Ｐ 型 の 判 定 を 行 っ た と こ ろ い ず れ の ケ ー ス で も 正 し い 結 果 が 得
ら れ て い た 。 こ こ で は 波 長 が 違 う 2種 の 蛍 光 体 を 用 い て 同 時 に 検 出 を 行 っ て い る が 、 1種 類
の 蛍 光 体 で Ｓ Ｎ Ｐ 型 を 別 々 に 測 定 し て も よ い 。 発 売 さ れ て い る 蛍 光 体 は 多 く の 種 類 が 知 ら
れ て お り 、 使 用 す る 測 定 装 置 の 特 性 に よ っ て 使 用 者 が 任 意 の 蛍 光 体 を 選 ぶ こ と も で き る 。
ま た 実 施 例 １ と 同 様 に ア ニ ー ル 温 度 を 従 来 の 通 常 よ り も 5～ 10℃ 程 度 低 め に す る こ と で 、
両 プ ロ ー ブ 間 の 反 応 効 率 を 均 一 に す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 ４ ：
　 実 施 例 ２ で 用 い た プ ラ イ マ ー 99-1と プ ロ ー ブ 95を 組 み 合 わ せ て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と も 可 能
で あ る 。 Ｓ Ｎ Ｐ 92を 検 出 す る プ ロ ー ブ 95は 実 施 例 ２ と 同 様 に 2種 類 使 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ る Ｄ
Ｎ Ａ 増 幅 を 行 う 。 96が 92に 完 全 に マ ッ チ し て い る と き の み に 増 幅 が 起 こ り 、 増 幅 産 物 の 有
無 を 電 気 泳 動 に よ り 確 認 す る こ と に よ り 簡 単 に Ｓ Ｎ Ｐ 型 の 判 定 を 行 う こ と が で き る 。 こ こ
で も 実 施 例 １ と 同 様 に ア ニ ー ル 温 度 を 従 来 の 通 常 よ り も 5～ 10℃ 程 度 低 め に す る こ と で 、
両 プ ロ ー ブ 間 の 反 応 効 率 を 均 一 に す る こ と も 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
実 施 例 ５ ：
　 実 施 例 ３ で 用 い た 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 固 層 表 面 上 に 固 定 し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ と し て 用
い る こ と も 可 能 で あ る 。 た だ し プ ロ ー ブ の 98の 位 置 の 塩 基 を 本 来 の Aか ら Tに 変 え て あ る 。
こ れ は 、 比 較 的 低 温 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ を 行 う こ と を 考 慮 し 、 プ ロ ー ブ の 高 次 構 造 を 壊 す た
め で あ る 。 試 料 と し て 91記 載 の ゲ ノ ム で 92と 94の SNP配 列 が す べ て の 組 み 合 わ せ で 得 ら れ
る 信 号 強 度 を 比 べ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 50℃ 、 0.2M NaCl・ 10ｍ M Tris-HCｌ
ｐ H7.5で お こ な う 。 実 施 例 ２ と 同 様 に 実 際 の 遺 伝 子 多 型 頻 度 は 不 明 で あ る が 距 離 の 離 れ て
い な い SNPの 場 合 で は 両 者 の 塩 基 タ イ プ が リ ン ク し て い る ケ ー ス が 多 く 、 す な わ ち SNP94に
対 応 す る プ ロ ー ブ 配 列 97を メ ジ ャ ー ア レ ル で あ る ほ う に 設 定 す る と 、 94の マ イ ナ ー ア レ ル
と は 非 相 補 と な る が 、 こ の と き 、 SNP96の い ず れ か の ア レ ル が 挙 動 を 同 じ く し 、 す な わ ち
片 方 の ア レ ル だ け が 見 か け 上 検 出 さ れ な く な る 可 能 性 も 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ を 用 い る こ と
に よ り 回 避 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 般 的 な プ ロ ー ブ を 用 い る と SNP92と SNP94の 配 列 （ 塩 基 ） に 依 存 す る 形 で 完 全 相 補 、 1
塩 基 非 相 補 2種 、 2塩 基 非 相 補 の ケ ー ス が 存 在 し 、 信 号 強 度 が こ の 順 に 低 下 し 、 2塩 基 非 相
補 で は 完 全 相 補 の 場 合 に 比 べ て 信 号 強 度 が 40％ 程 度 ま で 低 下 す る こ と に な る 。 こ れ に 対 し
、 本 発 明 を 適 用 し た ケ ー ス で は 、 い ず れ も 信 号 強 度 の 違 い は 相 対 的 に 8％ の 誤 差 内 に 抑 え
ら れ 、 SNP判 定 結 果 に お い て 標 的 SNP近 傍 の 他 の SNPの 影 響 を 排 除 で き る こ と が 確 認 さ れ た
。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 標 的 核 酸 上 に 存 在 す る 変 異 に 影 響 さ れ る こ と な く 相 補 鎖 合 成 反
応 （ 核 酸 増 幅 ） を 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 標 的 核 酸 上 の プ ラ イ ミ ン グ
サ イ ト に SNPが 存 在 す る 場 合 の 核 酸 断 片 増 幅 や 、 標 的 SNP近 傍 に 他 の SNPが 存 在 す る 場 合 の S
NPタ イ ピ ン グ に 好 適 に 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ス ペ ー サ ー の 例 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 実 施 例 １ の 標 的 SNP近 傍 領 域 の 配 列 （ AC009563の 一 部 ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 従 来 の 方 法 に よ る PCR増 幅 の 説 明 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る PCR増 幅 の 説 明 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 従 来 の 方 法 に よ る PCR増 幅 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る PCR増 幅 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る PCR増 幅 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 本 発 明 の 方 法 に よ る 520検 体 の SNP判 定 結 果 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 相 補 鎖 合 成 反 応 に よ る SNP判 定 の 説 明 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 相 補 鎖 合 成 反 応 に よ る SNP判 定 結 果 を 示 す 。 190-1は 従 来 の 方 法 に よ
る SNP判 定 結 果 、 190-2、 190-3、 190-4は 本 発 明 の 方 法 に よ る SNP判 定 結 果 で あ る 。
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ８ ２ 】
1、 5： ス ペ ー サ ー
2～ 4： ス ペ ー サ ー の 部 分 構 造
11： 標 的 SNP近 傍 領 域 の 配 列 （ AC009563の 一 部 ）
11-1、 11-2： 配 列 11の 相 補 鎖 の 部 分 配 列
11-1’ 、 11-2’ ： 配 列 11の 部 分 配 列
12、 12-1、 12-2、 13： プ ラ イ マ ー
14、 14-1、 14-2、 14-3、 14-4：  SNP又 は 当 該 SNPに 対 応 す る 配 列
16： プ ラ イ マ ー 伸 長 方 向
17： プ ラ イ マ ー 伸 長 方 向
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18、 18-1、 18-2： 標 的 SNP又 は 当 該 SNPに 対 応 す る 配 列
19： SNPタ イ ピ ン グ 用 プ ロ ー ブ
31-1、 31-2：  PCR増 幅 産 物 （ 通 常 の 方 法 ）
41、 42： PCR増 幅 産 物 （ 本 発 明 の 方 法 ）
51、 52： PCR増 幅 産 物 の 電 気 泳 動 ピ ー ク （ 本 発 明 の 方 法 ）
61-1、 61-2： 本 発 明 の プ ラ イ マ ー
62、 64： SNP14に 対 応 す る 配 列
63、 63-1、 65、 65-1：  PCR増 幅 産 物 の 電 気 泳 動 ピ ー ク （ 本 発 明 の 方 法 ）
81、 82： SNP解 析 結 果
91： 標 的 SNP近 傍 領 域 の 配 列 （ X02612の 一 部 ）
92： 標 的 SNP
92’ ： SNP92が と り う る ア レ ル
93、 94： 標 的 SNP近 傍 の SNP
94’ ： SNP94が と り う る ア レ ル
95： SNPタ イ ピ ン グ 用 プ ロ ー ブ
96： 標 的 SNPに 対 応 す る 配 列
97： SNP94に 対 応 す る 配 列
96’ 、 97’ ： プ ロ ー ブ の 3’ 末 端 配 列
98： ミ ス マ ッ チ 導 入 部 位
99-1、 99-2： プ ラ イ マ ー
190-1：  SNP解 析 結 果 （ 通 常 の 方 法 ）
190-2、 190-3、 190-4：  SNP解 析 結 果 （ 本 発 明 の 方 法 ）
191～ 196： 信 号 強 度
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
配 列 番 号 １ － SNP（ 図 ２ 中 SNP14で 示 さ れ る ）
　 　 　 　 　 － SNP
　 　 　 　 　 － SNP（ 図 ２ 中 SNP18で 示 さ れ る ）
配 列 番 号 ２ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ プ ラ イ マ ー ）
配 列 番 号 ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ プ ラ イ マ ー ）
配 列 番 号 ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ 本 発 明 の プ ラ イ マ ー ）
　 　 　 　 　 － A又 は Gと 結 合 で き な い 塩 基 又 は ス ペ ー サ ー
配 列 番 号 ５ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ プ ロ ー ブ ）
配 列 番 号 ６ － SNP（ 図 ９ 中 SNP93で 示 さ れ る ）
　 　 　 　 　 － SNP（ 図 ９ 中 SNP92で 示 さ れ る ）
　 　 　 　 　 － SNP（ 図 ９ 中 SNP94で 示 さ れ る ）
配 列 番 号 ７ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ プ ラ イ マ ー ）
配 列 番 号 ８ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ プ ラ イ マ ー ）
配 列 番 号 ９ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 DNA（ 本 発 明 の プ ロ ー ブ ）
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

(18) JP 2005-328758 A 2005.12.2



【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 配 列 表 】
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