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(57)【要約】
　サンプル中の4つ又はそれ以上のヒトアデノウイルス（HAdV）血清型を簡便かつ迅速に
検出し同定するための方法、キット、プライマー及びオリゴヌクレオチドプローブが提供
される。特異的プライマーを用いた核酸増幅反応後、血清型特異的オリゴヌクレオチドプ
ローブを使用して、サンプル中に存在するHAdVを検出するだけでなく、サンプル中に存在
するHAdV血清型間を識別し、特に、臨床的に意義のある血清型HAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、
HAdV-14、及びHAdV-21間並びに／又はHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6間を識別する
。これらのプライマー及びオリゴヌクレオチドプローブの組み合わせにより、迅速かつ簡
便なHAdVの血清型決定が可能となる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルがヒトアデノウイルス-3（HAdV-3）、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21
のうち1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定する方法であって、前記サンプルは核酸
を含んでなり、前記方法は以下：
　a）第一プライマー対及び第二プライマー対を使用してサンプル中の核酸を増幅するス
テップであって、第一プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第一領域を増
幅するように設計され、かつ、第二プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の
第二領域を増幅するように設計されており、HAdV-3、HAdV-4、HAdV-14、又はHAdV-21のう
ち少なくとも1つが試験サンプル中に存在する場合、第一増幅産物が生成され、HAdV-7が
サンプル中に存在する場合、第二増幅産物が生成される、前記ステップ；
　b）前記増幅ステップ中に生成された第一又は第二増幅産物を、ハイブリダイズ条件下
で、第一オリゴヌクレオチドプローブ、第二オリゴヌクレオチドプローブ、第三オリゴヌ
クレオチドプローブ、第四オリゴヌクレオチドプローブ、及び第五オリゴヌクレオチドプ
ローブとインキュベートするステップであって、第一オリゴヌクレオチドプローブは固有
の第一タグ配列を含んでなり、かつ、HAdV-3に特異的であり、第二オリゴヌクレオチドプ
ローブは固有の第二タグ配列を含んでなり、かつ、HAdV-4に特異的であり、第三オリゴヌ
クレオチドプローブは固有の第三タグ配列を含んでなり、かつ、HAdV-7に特異的であり、
第四オリゴヌクレオチドプローブは固有の第四タグ配列を含んでなり、かつ、HAdV-14に
特異的であり、そして第五オリゴヌクレオチドプローブは固有の第五タグ配列を含んでな
り、かつ、HAdV-21に特異的である、前記ステップ；
　c）ポリメラーゼ及び4種のデオキシリボヌクレオチド三リン酸の存在下で、第一又は第
二増幅産物にハイブリダイズしたオリゴヌクレオチドプローブを伸長して１つ又はそれ以
上の伸長産物を形成するステップであって、少なくとも1種のデオキシリボヌクレオチド
三リン酸は第一の標識を含んでなる、前記ステップ；
　d）変性条件下で伸長産物を第一又は第二増幅産物から分離するステップ；
　e）ハイブリダイズ条件下で伸長産物を固相支持体とインキュベートするステップであ
って、固相支持体は第一オリゴヌクレオチドプローブ中の固有の第一タグ配列に相補的な
認識配列を有する固有の第一捕捉オリゴヌクレオチド、第二オリゴヌクレオチドプローブ
中の固有の第二タグ配列に相補的な認識配列を有する固有の第二捕捉オリゴヌクレオチド
、第三オリゴヌクレオチドプローブ中の固有の第三タグ配列に相補的な認識配列を有する
固有の第三捕捉オリゴヌクレオチド、第四オリゴヌクレオチドプローブ中の固有の第四タ
グ配列に相補的な認識配列を有する固有の第四捕捉オリゴヌクレオチド、及び第五オリゴ
ヌクレオチドプローブ中の固有の第五タグ配列に相補的な認識配列を有する固有の第五捕
捉オリゴヌクレオチドを含んでなる、前記ステップ；及び
　f）固相支持体を分析してサンプルがHAdV-3血清型、HAdV-4血清型、HAdV-7血清型、HAd
V-14血清型、又はHAdV-21血清型のうち1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定するステ
ップであって、
　サンプルがHAdV-3を含有する場合、固有の第一捕捉オリゴヌクレオチドは1つ又はそれ
以上の伸長産物中の固有の第一タグ配列とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-3血清型の存在を示し；
　サンプルがHAdV-4を含有する場合、固有の第二捕捉オリゴヌクレオチドは1つ又はそれ
以上の伸長産物中の固有の第二タグ配列とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-4血清型の存在を示し；
　サンプルがHAdV-7を含有する場合、固有の第三捕捉オリゴヌクレオチドは1つ又はそれ
以上の伸長産物中の固有の第三タグ配列とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-7血清型の存在を示し；
　サンプルがHAdV-14を含有する場合、固有の第四捕捉オリゴヌクレオチドは1つ又はそれ
以上の伸長産物中の固有の第四タグ配列とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-14血清型の存在を示し；及び
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　サンプルがHAdV-21を含有する場合、固有の第五捕捉オリゴヌクレオチドは1つ又はそれ
以上の伸長産物中の固有の第五タグ配列とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-21血清型の存在を示す、
前記ステップ
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記固相支持体はミクロスフェアのアレイを含んでなり、ここでミクロスフェアのアレ
イは、固有の第一捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第一ミクロスフェア、固有の第二
捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第二ミクロスフェア、固有の第三捕捉オリゴヌクレ
オチドを含んでなる第三ミクロスフェア、固有の第四捕捉オリゴヌクレオチドを含んでな
る第四ミクロスフェア、及び固有の第五捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第五ミクロ
スフェアを含み、かつ、第一、第二、第三、第四、及び第五ミクロスフェアはそれぞれ異
なる蛍光色素又は蛍光染料を含んでなる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第一の標識はビオチンであり、かつ、前記方法は、伸長産物を固相支持体とインキ
ュベートするステップの後に、アビジン又はストレプトアビジンを添加するステップをさ
らに含み、ここでアビジン又はストレプトアビジンは第二の標識を含んでなる、請求項１
又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記第二の標識は蛍光染料である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記検出ステップにおいて、サンプルがHAdV-3血清型、HAdV-4血清型、HAdV-7血清型、
HAdV-14血清型、又はHAdV-21血清型のうち1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定する
ために、ミクロスフェアのアレイをフローサイトメトリーによって分析する、請求項２～
４のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６】
　前記ヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第一領域は、配列番号1のヌクレオチド1003
～1604にほぼ対応し、かつ、前記ヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第二領域は、配列
番号1のヌクレオチド383～614にほぼ対応する、請求項１～５のいずれか1項に記載の方法
。
【請求項７】
　サンプル中のHAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21のうち1つ又はそれ以上
を同定するためのキットであって、前記キットは以下：
　a）第一プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第一領域を増幅するよう
に設計され、かつ、第二プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第二領域を
増幅するように設計されている、第一及び第二プライマー対、並びに
　b）第一オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-3に特異的であり、第二オリゴヌクレオチ
ドプローブはHAdV-4に特異的であり、第三オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-7に特異的
であり、第四オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-14に特異的であり、かつ、第五オリゴ
ヌクレオチドプローブはHAdV-21に特異的である、第一、第二、第三、第四、及び第五オ
リゴヌクレオチドプローブ
を含む、前記キット。
【請求項８】
　前記ヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第一領域は、配列番号1のヌクレオチド1003
～1604にほぼ対応し、かつ、前記ヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第二領域は、配列
番号1のヌクレオチド383～614にほぼ対応する、請求項７に記載のキット。
【請求項９】
　前記第一プライマー対のヌクレオチド配列は、CTGATGTACTACAACAGCACTGGCAACATGGG（配
列番号2）及びCGGTGGTGGTTAAATGGATTCACATTGTCC（配列番号3）であり、かつ、前記第二プ
ライマーセットのヌクレオチド配列は、CGCCCAATACATCTCAGTGG（配列番号4）及びACTCCAA
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CTTGAGGCTCTGG（配列番号5）である、請求項７又は８に記載のキット。
【請求項１０】
　前記第一、第二、第三、第四、及び第五オリゴヌクレオチドプローブはそれぞれ約20～
25ヌクレオチド、少なくとも約36％のG/C含量、及び約50℃～56℃の融解温度を有する、
請求項７～９のいずれか1項に記載のキット。
【請求項１１】
　前記第一オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッション番号AY599834（バー
ジョンAY599834.1 GI:57115749）を有するHAdV-3のヘキソン遺伝子のヌクレオチド2,616
～2,638に対応するHAdV-3ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリンジェント条件下でハ
イブリダイズし、前記第二オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッション番号A
Y599837（バージョンAY599837.1 GI:57115887）のHAdV-4のヘキソン遺伝子のヌクレオチ
ド19,382～19,405に対応するHAdV-4ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリンジェント条
件下でハイブリダイズし、前記第三オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッシ
ョン番号AY594255（バージョンAY594255.1 GI:51173294）のHAdV-7のヘキソン遺伝子のヌ
クレオチド399～421に対応するHAdV-7ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリンジェント
条件下でハイブリダイズし、前記第四オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッ
ション番号AY803294（バージョンAY803294.1 GI:57115621）のHAdV-14のヘキソン遺伝子
のヌクレオチド19,541～19,565に対応するHAdV-14ヘキソン遺伝子の領域の相補体にスト
リンジェント条件下でハイブリダイズし、かつ前記第五オリゴヌクレオチドプローブは、
GenBankアクセッション番号AY008279（バージョンAY008279.1 GI:13919592）のHAdV-21の
ヘキソン遺伝子のヌクレオチド1,299～1,318に対応するHAdV-21ヘキソン遺伝子の領域の
相補体にストリンジェント条件下でハイブリダイズする、請求項７～１０のいずれか1項
に記載のキット。
【請求項１２】
　前記第一オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列はGTTAAAACCGATGACACTAATGG
（配列番号6）であり、前記第二オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列はGGTGT
GGGATTGACAGACACTTAC（配列番号7）であり、前記第三オリゴヌクレオチドプローブのヌク
レオチド配列はGTGGATAGTTACAACGGGAGAAG（配列番号8）であり、前記第四オリゴヌクレオ
チドプローブのヌクレオチド配列はAGACCAAGCTTGGAAAGATGTAAAT（配列番号9）であり、か
つ前記第五オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列はGGGTGCAGATTGGAAAGAGC（配
列番号10）である、請求項７～１１のいずれか1項に記載のキット。
【請求項１３】
　約20～25ヌクレオチド長の単離されたオリゴヌクレオチドであって、オリゴヌクレオチ
ドのヌクレオチド配列は以下：
　（a）GTTAAAACCGATGACACTAATGG（配列番号6）、
　（b）GGTGTGGGATTGACAGACACTTAC（配列番号7）、
　（c）GTGGATAGTTACAACGGGAGAAG（配列番号8）、
　（d）AGACCAAGCTTGGAAAGATGTAAAT（配列番号9）、
　（e）GGGTGCAGATTGGAAAGAGC（配列番号10）、
　（f）CGCCCAATACATCTCAGTGG（配列番号4）、
　（g）ACTCCAACTTGAGGCTCTGG（配列番号5）、又は
　（f）(a)、(b)、(c)、(d)、若しくは(e)のいずれか1つの相補体
から選択される、前記単離されたオリゴヌクレオチド。
【請求項１４】
　標識をさらに含んでなる、請求項１３に記載の単離されたオリゴヌクレオチド。
【請求項１５】
　前記オリゴヌクレオチドのヌクレオチド配列は以下：
（a）CGCCCAATACATCTCAGTGG（配列番号4）、又は
（b）ACTCCAACTTGAGGCTCTGG（配列番号5）
である、請求項１３に記載の単離されたオリゴヌクレオチド。
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【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
特許に係る政府の権利
　本発明は、部分的に、USAMRAAによって与えられたW81XWH-06-C-0414の下における政府
支援によって行われた。政府は本発明において一部の権利を有する。
【０００２】
関連出願の相互参照
　本出願は、2009年12月23日に出願された米国仮特許出願第61/289,458号の利益を主張し
、その出願日に基づくものであり、その全開示は参照により本明細書に援用されるものと
する。
【０００３】
背景
　ヒトアデノウイルス（HAdV）は、上下気道疾患、尿路感染症、結膜炎、及び胃腸炎をは
じめとして、ヒトに広範囲にわたる疾患を引き起こすことが知られている（10、12）。型
特異的血清中和（type-specific serum neutralization）に基づき51の異なるHAdV血清型
があり、それらは赤血球凝集反応特性、発ガン特性、及び系統学的特性に基づき6種（A、
B、C、D、E、及びF）に分類される（3、4、9、24、25）。
【０００４】
　成人集団に呼吸器疾患を引き起こすことが知られている最も一般的な血清型は、3、4、
7、11、14及び21である（11、14、15）。これらは全て、高発病率の局所的に深刻な大発
生を引き起こしうる。これらの型の大発生は、一般市民ではめったに報告されないが、特
に血清型4、及びより少ないものの血清型7については、軍事訓練キャンプで基本的に絶え
ることがない。一部の最近の研究により、特に免疫不全患者において、特定の血清型がよ
り重大な疾患を引き起こすことが示されている（7、8、11、14、17）。種Cの血清型（1、
2、5、及び6）は主に子供に見られる（20）。軍隊は、以前、訓練キャンプでの大発生と
最もよく関連がある2つの血清型、HAdV-4及び-7に対する組織的ワクチン接種を確立し、
それはアデノウイルス誘導性ARDを95％～99％減少させた（10）。これらのワクチンの製
造は1996年に終わったが、類似の代替ワクチンは、現在、承認の最終段階にある。
【０００５】
　ウイルス毒性並びにワクチン及び抗ウイルス効果を評価するために、血清型及び経時的
な血清型における突然変異を同定できることは重要である。血清型の同定は、伝統的には
、細胞培養中のウイルス単離（4）、その後の中和試験、抗体試験及び／又は免疫蛍光法
による抗原検出によって行われた。これらの技術は時間がかかり、労力を要し、そして不
正確な定型化（stereotyping）結果をもたらしうるかなりの相互交差反応を受ける（6、8
、21）。使用されている別の技術は、完全なゲノム基質を生成させるための大規模ウイル
ス培養に依存する全ゲノム制限酵素分析（REA、すなわちゲノムタイピング）である（2、
3）。
【０００６】
　最近では、PCRベースの検出及び識別法が開発されている（1、11、22、23）。これらの
技術はより速く、マルチプレックス（multiplex）アッセイで使用すると共感染をも検出
することができ（1、11、19、23）、それ故、分析に要する費用、労力及びサンプル量を
低減させる。これらのPCR法はサンプル中のHAdVの迅速な検出を可能にするが、HAdV血清
型間を識別するために、典型的にはさらなる配列決定解析、制限酵素解析、及び／又は系
統解析を必要とし、それ故、血清型同定をかなり遅らせる。
【０００７】
　例えば、Xuらは6つのHAdV種A～Fを同定するためのマルチプレックスPCRを開発した（23
）。Xuらはファイバー遺伝子から6対のプライマーを設計し、それぞれのプライマー対は
、HAdV種内で保存されているが種間で異なる固有のサイズのアンプリコンをもたらした。
それ故、XuらのプライマーはHAdV種間を識別することが可能であったが、HAdV血清型間を
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識別することはできなかった。Guらは、広範なHAdV血清型を定量的に検出するためのマル
チプレックスリアルタイムPCRアッセイを開発した（7）。HAdVヘキソン遺伝子から設計さ
れた5つのプライマー（縮重位置を含む63プライマー配列）及び7つのプローブを使用して
、Guらは種A、B、C、及びEに由来する全ての血清型、並びに種Dに由来する8つの血清型を
検出することができた。しかし、Guらが使用したプライマー及びプローブは、HAdV血清型
間を識別することはできず、それ故、サンプル中にどのHAdV血清型が存在しうるか同定す
るために使用することはできない。同様に、Wongらは種A、B、C、D、及びEのそれぞれ由
来のHAdVを検出することが可能なマルチプレックスリアルタイムPCRアッセイを開発した
（20）。しかし、Wongらのプライマー及びプローブはHAdV血清型間を識別することはでき
なかった。むしろWongらは、HAdV血清型を決定するために、別個のシークエンシング反応
及び系統解析を使用した。Chmielewiczらは、HAdVのDPol遺伝子（DNAポリメラーゼ）中の
高度に保存された21ヌクレオチド領域を同定し、この配列を使用して、PCRベースの検出
アッセイに使用するための5つのプライマー及び2つのプローブを設計した（4）。プライ
マー及びプローブのこの組み合わせは、全ての公知のHAdV血清型を検出することが可能で
あった。蛍光融解曲線分析と組み合わせて、Chmielewiczらは増幅されたウイルスを6種の
うちの1種に迅速に分類した。しかし、Xuら、Guら及びWongらのPCRアッセイと同様に、Ch
mielewiczらのプライマー及びプローブの組み合わせは異なるHAdV血清型間を識別するよ
うに設計されていなかった。
【０００８】
　ヘキソン遺伝子に由来するプライマーを使用するリアルタイムPCRも全51血清型の包括
的検出（識別ではないが）のために存在する（5、12）。7つの超可変ループ（主要抗原決
定基）をコードするヘキソン遺伝子中の領域の配列解析は、全51血清型を同定し、かつ識
別することができるが（12、16）、配列解析は時間がかかり、シークエンシング装置及び
／又は試薬の使用を必要とする。
【０００９】
　Xu及びErdmanは、HAdV-3、HAdV-7、及びHAdV-21を検出し同定するためのマルチプレッ
クスPCRアッセイを設計した（22）。Xu及びErdmanは、HAdV-3、HAdV-7、及びHAdV-21血清
型のそれぞれについてヘキソン遺伝子の超可変領域に由来するプライマー対を設計した。
HAdV-3、HAdV-7、及びHAdV-21サンプルをマルチプレックスPCR反応にかけた後、エチジウ
ムブロマイド染色を用いてアガロースゲル上のサイズによってアンプリコンを識別した。
しかし、Xu及びErdmanによって設計されたアッセイは、3つの特定のHAdV血清型のみを検
出し同定することに限定される。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　適時な血清型同定は、有益な疫学的情報を提供し、治療（抗ウイルス）及び予防（ワク
チン接種）策に大いに寄与する。残念ながら、従来の血清型同定は長々とした過程であり
、数日又はそれ以上かかることが多い。HAdV血清型の検出、及び一部の場合には最大3つ
の異なるHAdV血清型の識別に利用可能な数多くのアッセイがあるが、臨床的に意義のある
HAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21並びに／又はHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、
及びHAdV-6を含む、目的とする4つ又はそれ以上の任意のHAdV血清型を簡便かつ迅速に検
出し同定することができる利用可能なアッセイは今のところ存在しない。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
概要
　本開示は、4つ又はそれ以上のHAdV血清型を簡便かつ迅速に検出し同定するための方法
及びキットを提供する。一実施形態において、前記方法及びキットは、サンプルが少なく
ともHAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14及びHAdV-21のうち1つ又はそれ以上を含有するか
どうか決定するために設計される。別の実施形態において、前記方法及びキットは、サン
プルが少なくともHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6のうち1つ又はそれ以上を含有す
るかどうか決定するために設計される。さらに別の実施形態において、前記方法及びキッ
トは、サンプルが少なくともHAdV-1、HAdV-2、HAdV-3、HAdV-4、HAdV-5、HAdV-6、HAdV-7
、HAdV-14及びHAdV-21のうち1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定するために設計さ
れる。目的とする他のHAdV血清型は、本明細書に開示される方法及びキットを使用して検
出し同定することができる。
【００１３】
　特定の実施形態において、本開示は、サンプルがHAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、
及びHAdV-21のうち1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定する方法であって、前記サン
プルは核酸を含んでなり、前記方法は以下：
　a）第一プライマー対及び第二プライマー対を使用してサンプル中の核酸を増幅するス
テップであって、第一プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第一領域を増
幅するように設計され、かつ、第二プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の
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第二領域を増幅するように設計されており、HAdV-3、HAdV-4、HAdV-14、又はHAdV-21の少
なくとも1つが試験サンプル中に存在する場合、第一増幅産物が生成され、HAdV-7がサン
プル中に存在する場合、第二増幅産物が生成される、前記ステップ；
　b）前記増幅ステップ中に生成された前記第一又は第二増幅産物のいずれかを、ハイブ
リダイズ条件下で、第一オリゴヌクレオチドプローブ（場合により第一タグ配列を含んで
なる）、第二オリゴヌクレオチドプローブ（場合により第二タグ配列を含んでなる）、第
三オリゴヌクレオチドプローブ（場合により第三タグ配列を含んでなる）、第四オリゴヌ
クレオチドプローブ（場合により第四タグ配列を含んでなる）、及び第五オリゴヌクレオ
チドプローブ（場合により第五タグ配列を含んでなる）とインキュベートするステップで
あって、第一オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-3に特異的であり、第二オリゴヌクレオ
チドプローブはHAdV-4に特異的であり、第三オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-7に特異
的であり、第四オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-14に特異的であり、そして第五オリ
ゴヌクレオチドプローブはHAdV-21に特異的である、前記ステップ；及び
　c）前記第一及び／又は第二増幅産物の存在を検出するステップであって、
　サンプルがHAdV-3を含有する場合、第一オリゴヌクレオチドプローブは第一プライマー
セットによって生成された第一増幅産物とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-3血清型の存在を示し；
　サンプルがHAdV-4を含有する場合、第二オリゴヌクレオチドプローブは第一プライマー
セットによって生成された第一増幅産物とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-4血清型の存在を示し；
　サンプルがHAdV-7を含有する場合、第三オリゴヌクレオチドプローブは第二プライマー
セットによって生成された第二増幅産物とハイブリダイズし、それにより、サンプル中の
HAdV-7血清型の存在を示し；
　サンプルがHAdV-14を含有する場合、第四オリゴヌクレオチドプローブは第一プライマ
ーセットによって生成された第一増幅産物とハイブリダイズし、それにより、サンプル中
のHAdV-14血清型の存在を示し；及び
　サンプルがHAdV-21を含有する場合、第五オリゴヌクレオチドプローブは第一プライマ
ーセットによって生成された第一増幅産物とハイブリダイズし、それにより、サンプル中
のHAdV-21血清型の存在を示す、
前記ステップ
を含む、前記方法を提供する。
【００１４】
　一実施形態において、1つ又はそれ以上の増幅産物が同時に検出される。
【００１５】
　オリゴヌクレオチドプローブがタグ配列を含んでなる場合、前記方法は、前記インキュ
ベートステップの後に以下：
　a）ポリメラーゼ及び4種のデオキシリボヌクレオチド三リン酸の存在下で、第一又は第
二増幅産物にハイブリダイズしたいずれかのオリゴヌクレオチドプローブを伸長して伸長
産物を形成するステップ；
　b）変性条件下で伸長産物を第一又は第二増幅産物から分離するステップ；
　c）ハイブリダイズ条件下で伸長産物を固相支持体とインキュベートするステップであ
って、固相支持体は第一オリゴヌクレオチドプローブ中の第一タグ配列に相補的な認識配
列を有する第一捕捉オリゴヌクレオチド、第二オリゴヌクレオチドプローブ中の第二タグ
配列に相補的な認識配列を有する第二捕捉オリゴヌクレオチド、第三オリゴヌクレオチド
プローブ中の第三タグ配列に相補的な認識配列を有する第三捕捉オリゴヌクレオチド、第
四オリゴヌクレオチドプローブ中の第四タグ配列に相補的な認識配列を有する第四捕捉オ
リゴヌクレオチド、及び第五オリゴヌクレオチドプローブ中の第五タグ配列に相補的な認
識配列を有する第五捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる、前記ステップ
をさらに含む。
【００１６】
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　代わりに、タグ配列を含むのではなく、第一、第二、第三、第四、及び第五オリゴヌク
レオチドプローブはそれぞれ異なる標識を含んでなる。それ故、一実施形態において、オ
リゴヌクレオチドプローブはそれぞれ異なる蛍光染料を含んでなり、それにより、単一反
応において目的とする各HAdVを検出し互いに識別することが可能となる。
【００１７】
　一実施形態において、検出ステップは、固相支持体を分析してサンプルがHAdV-3血清型
、HAdV-4血清型、HAdV-7血清型、HAdV-14血清型、又はHAdV-21血清型のうち1つ又はそれ
以上を含有するかどうか決定するステップを含む。
【００１８】
　別の実施形態において、固相支持体は、ミクロスフェアのアレイを含んでなり、ここで
ミクロスフェアのアレイは、第一捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第一ミクロスフェ
ア、第二捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第二ミクロスフェア、第三捕捉オリゴヌク
レオチドを含んでなる第三ミクロスフェア、第四捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第
四ミクロスフェア、及び第五捕捉オリゴヌクレオチドを含んでなる第五ミクロスフェアを
含んでなり、かつ、第一、第二、第三、第四、及び第五ミクロスフェアはそれぞれ異なる
蛍光色素又は蛍光染料を含んでなる。
【００１９】
　別の実施形態において、伸長ステップにおけるデオキシリボヌクレオチド三リン酸の少
なくとも1種は標識、例えばビオチンを含んでなる。伸長産物を標識するためにビオチン
を使用する場合、前記方法は、伸長産物を固相支持体とインキュベートするステップの後
に、アビジン又はストレプトアビジンを添加するステップをさらに含み、ここでアビジン
又はストレプトアビジンは第二の標識、例えば蛍光染料を含んでなる。
【００２０】
　検出ステップにおいて、サンプルがHAdV-3血清型、HAdV-4血清型、HAdV-7血清型、HAdV
-14血清型、又はHAdV-21血清型のうち1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定するため
に、ミクロスフェアのアレイをフローサイトメトリーによって分析してもよい。
【００２１】
　上に記載の方法は、HAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6に特異的なオリゴヌクレオチ
ドプローブ、例えば本明細書に記載されるものを使用することによって、サンプルがHAdV
-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6の1つ又はそれ以上を含有するかどうか決定するために
使用することもできる。これらの血清型は、小児及び免疫不全患者におけるアデノウイル
ス感染症と最もよく関連している。これらのプローブは、単一反応でHAdV-1、-2、-3、-4
、-5、-6、-7、-14、及び-21のうち1つ又はそれ以上の存在を同時に同定するために、HAd
V-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21に対するプローブと共に使用することがで
きる。代わりに、サンプル中のHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、又はHAdV-6のうち1つ又はそれ
以上を同時に同定するために、上に記載の第一プライマー対のみを使用する本明細書に記
載の方法において、HAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6に特異的なオリゴヌクレオチド
プローブを使用することができる。
【００２２】
　別の態様は、サンプル中の少なくとも4つ又は少なくとも5つのHAdV血清型のうち1つ又
はそれ以上を同定するためのキットに関する。一実施形態において、そのHAdV血清型は、
HAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6を含む。別の実施形態において、そのHAdV血清型は
、HAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21を含む。さらに別の実施形態において
、そのHAdV血清型は、HAdV-1、HAdV-2、HAdV-3、HAdV-4、HAdV-5、HAdV-6、HAdV-7、HAdV
-14及びHAdV-21を含む。
【００２３】
　一実施形態において、HAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21のうち1つ又は
それ以上を同定するためのキットは、以下：
　a）第一プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第一領域を増幅するよう
に設計され、かつ、第二プライマー対はヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の第二領域を
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増幅するように設計されている、第一及び第二プライマー対、並びに
　b）第一オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-3に特異的であり、第二オリゴヌクレオチ
ドプローブはHAdV-4に特異的であり、第三オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-7に特異的
であり、第四オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-14に特異的であり、かつ第五オリゴヌ
クレオチドプローブはHAdV-21に特異的である、第一、第二、第三、第四、及び第五オリ
ゴヌクレオチドプローブ
を含む。
【００２４】
　前記キット（及び本明細書に記載の前記方法）の一実施形態において、ヒトアデノウイ
ルスヘキソン遺伝子の第一領域は、GenBankアクセッション番号AY008279（配列番号1）の
HAdV-21のヘキソン遺伝子のヌクレオチド1003～1604にほぼ対応し、かつ、ヒトアデノウ
イルスヘキソン遺伝子の第二領域は、GenBankアクセッション番号AY008279（配列番号1）
のHAdV-21のヘキソン遺伝子のヌクレオチド383～614にほぼ対応する。
【００２５】
　別の実施形態において、第一プライマー対のヌクレオチド配列は、CTGATGTACTACAACAGC
ACTGGCAACATGGG（配列番号2）及びCGGTGGTGGTTAAATGGATTCACATTGTCC（配列番号3）であり
、かつ、第二プライマー対のヌクレオチド配列は、CGCCCAATACATCTCAGTGG（配列番号4）
及びACTCCAACTTGAGGCTCTGG（配列番号5）である。
【００２６】
　別の実施形態において、第一、第二、第三、第四、及び第五オリゴヌクレオチドプロー
ブはそれぞれ約20～25ヌクレオチド、少なくとも約36％のG/C含量、及び約50℃～56℃の
融解温度（Tm）を有する。
【００２７】
　別の実施形態において、第一オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッション
番号AY599834（バージョンAY599834.1 GI:57115749）のHAdV-3のヘキソン遺伝子のヌクレ
オチド2,616～2,638に対応するHAdV-3ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリンジェント
条件下でハイブリダイズし、第二オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッショ
ン番号AY599837（バージョンAY599837.1 GI:57115887）のHAdV-4のヘキソン遺伝子のヌク
レオチド19,382～19,405に対応するHAdV-4ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリンジェ
ント条件下でハイブリダイズし、第三オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッ
ション番号AY594255（バージョンAY594255.1 GI:51173294）のHAdV-7のヘキソン遺伝子の
ヌクレオチド399～421に対応するHAdV-7ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリンジェン
ト条件下でハイブリダイズし、第四オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッシ
ョン番号AY803294（バージョンAY803294.1 GI:57115621）のHAdV-14のヘキソン遺伝子の
ヌクレオチド19,541～19,565に対応するHAdV-14ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリ
ンジェント条件下でハイブリダイズし、かつ第五オリゴヌクレオチドプローブは、GenBan
kアクセッション番号AY008279（バージョンAY008279.1 GI:13919592）のHAdV-21のヘキソ
ン遺伝子のヌクレオチド1,299～1,318に対応するHAdV-21ヘキソン遺伝子の領域の相補体
にストリンジェント条件下でハイブリダイズする。
【００２８】
　さらに別の実施形態において、HAdV-3に特異的な第一オリゴヌクレオチドプローブのヌ
クレオチド配列は、GTTAAAACCGATGACACTAATGG（配列番号6）であり、HAdV-4に特異的な第
二オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列は、GGTGTGGGATTGACAGACACTTAC（配列
番号7）であり、HAdV-7に特異的な第三オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列
は、GTGGATAGTTACAACGGGAGAAG（配列番号8）であり、HAdV-14に特異的な第四オリゴヌク
レオチドプローブのヌクレオチド配列は、AGACCAAGCTTGGAAAGATGTAAAT（配列番号9）であ
り、かつHAdV-21に特異的な第五オリゴヌクレオチドのヌクレオチド配列は、GGGTGCAGATT
GGAAAGAGC（配列番号10）である。
【００２９】
　別の態様において、HAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6のうち1つ又はそれ以上を同
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定するためのキットは、以下：
　a）GenBankアクセッション番号AY008279（配列番号1）のHAdV-21のヘキソン遺伝子のヌ
クレオチド1003～1604にほぼ対応するヒトアデノウイルスヘキソン遺伝子の領域を増幅す
るように設計されている、プライマー対、及び
　b）第一オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-1に特異的であり、第二オリゴヌクレオチ
ドプローブはHAdV-2に特異的であり、第三オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-5に特異的
であり、かつ第四オリゴヌクレオチドプローブはHAdV-6に特異的である、第一、第二、第
三、及び第四オリゴヌクレオチドプローブ
を含む。
【００３０】
　一実施形態において、第一プライマー対のヌクレオチド配列は、CTGATGTACTACAACAGCAC
TGGCAACATGGG（配列番号2）及びCGGTGGTGGTTAAATGGATTCACATTGTCC（配列番号3）である。
【００３１】
　別の実施形態において、第一、第二、第三、第四、及び第五オリゴヌクレオチドプロー
ブはそれぞれ約20～25ヌクレオチド、少なくとも約40％のG/C含量、及び約50℃～56℃の
融解温度（Tm）を有する。
【００３２】
　別の実施形態において、第一オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアクセッション
番号AF534906（バージョンAF534906.1 GI:33330439）を有するHAdV-1のヘキソン遺伝子の
ヌクレオチド20,188～20,208に対応するHAdV-1ヘキソン遺伝子の領域の相補体にストリン
ジェント条件下でハイブリダイズし、第二オリゴヌクレオチドプローブは、GenBankアク
セッション番号AC_000007（バージョンAC_000007.1 GI:56160492）を有するHAdV-2のヘキ
ソン遺伝子のヌクレオチド8,369～8,388に対応するHAdV-2ヘキソン遺伝子の領域の相補体
にストリンジェント条件下でハイブリダイズし、第三オリゴヌクレオチドプローブは、Ge
nBankアクセッション番号BK000408（バージョンBK000408.1 GI:33694637）を有するHAdV-
5のヘキソン遺伝子のヌクレオチド20,123～20,147に対応するHAdV-5ヘキソン遺伝子の領
域の相補体にストリンジェント条件下でハイブリダイズし、かつ第四オリゴヌクレオチド
プローブは、GenBankアクセッション番号AB330087（バージョンAB330087.1 GI190356534
）を有するHAdV-6のヘキソン遺伝子のヌクレオチド1,321～1,339に対応するHAdV-6ヘキソ
ン遺伝子の領域の相補体にストリンジェント条件下でハイブリダイズする。
【００３３】
　さらに別の実施形態において、HAdV-1に特異的な第一オリゴヌクレオチドプローブのヌ
クレオチド配列は、CAAACGGAAACGGTAATCCTC（配列番号11）であり、HAdV-2に特異的な第
二オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列は、CTAATGGCAATGGCTCAGGC（配列番号
12）であり、HAdV-5に特異的な第三オリゴヌクレオチドプローブのヌクレオチド配列は、
AAGGTAAAACCTAAAACAGGTCAGG（配列番号13）であり、かつHAdV-6に特異的な第四オリゴヌ
クレオチドプローブのヌクレオチド配列は、GCTGCTAACGGGGACCAAG（配列番号14）である
。
【００３４】
　これらのキットのプライマー及びプローブは、本明細書に記載の方法において使用する
こともできる。
【００３５】
　別の態様は単離されたオリゴヌクレオチドに関する。一実施形態において、単離された
オリゴヌクレオチドは、約20～25ヌクレオチド長であり、以下：
　（a）GTTAAAACCGATGACACTAATGG（配列番号6）、
　（b）GGTGTGGGATTGACAGACACTTAC（配列番号7）、
　（c）GTGGATAGTTACAACGGGAGAAG（配列番号8）、
　（d）AGACCAAGCTTGGAAAGATGTAAAT（配列番号9）、
　（e）GGGTGCAGATTGGAAAGAGC（配列番号10）、
　（f）CAAACGGAAACGGTAATCCTC（配列番号11）、
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　（g）CTAATGGCAATGGCTCAGGC（配列番号12）、
　（h）AAGGTAAAACCTAAAACAGGTCAGG（配列番号13）、
　（i）GCTGCTAACGGGGACCAAG（配列番号14）、
　（j）AACAAGCGAGTGGTGGCTC（配列番号15）、
　（k）CGCCCAATACATCTCAGTGG（配列番号4）、
　（l）ACTCCAACTTGAGGCTCTGG（配列番号5）、又は
　（m）(a)、(b)、(c)、(d)、(e)、(f)、(g)、(h)、(i)、若しくは(j)のいずれか1つの相
補体
から選択されるヌクレオチド配列を有する。
【００３６】
　単離されたオリゴヌクレオチドは、場合により標識を含んでなる。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
詳細な説明
　様々な例示的実施形態について詳細に記載する。以下の詳細な説明は、本発明の一部の
実施形態、特徴、及び態様の詳細のより完全な理解を読者に与えるために提供されると理
解すべきであり、本発明の範囲を限定するものと解釈すべきではない。
【００３８】
1. 定義
　本発明がより容易に理解されるように、一部の用語を最初に定義する。さらなる定義は
詳細な説明全体に記載されている。
【００３９】
　本明細書で用いる場合、「核酸」、「ヌクレオチド配列」又は「核酸配列」は、ヌクレ
オチド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、又はそれらのフラグメントを指し、天
然分子又は合成分子を指す。これらの語句はまた、一本鎖又は二本鎖でありうる、そして
センス鎖又はアンチセンス鎖を表しうる、ゲノム又は合成由来のDNA又はRNA、あるいは任
意のDNA様又はRNA様物質を指す。DNA配列に関する「RNA同等物」は、窒素含有塩基チミン
の全出現がウラシルに置き換えられ、かつ糖骨格がデオキシリボースの代わりにリボース
で構成されることを除いて、参照DNA配列と同じヌクレオチドの直鎖配列で構成される。R
NAを本明細書に記載の方法に使用してよく、及び／又は本明細書に記載の方法における使
用のために逆転写によってcDNAに変換してもよい。逆転写の方法は当技術分野で周知であ
る。例えばManiatisら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d, Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, 第16-54頁（1989）を参照のこと。
【００４０】
　本明細書で用いる場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、デオキシリボヌクレオチド、
リボヌクレオチド又はそれらの組み合わせから構成される短い重合体を指す。オリゴヌク
レオチドは、一般に約10、11、12、13、14又は15～約150ヌクレオチド（nt）長であり、
好ましくは約10、11、12、13、14又は15～約70nt、より好ましくは約18～約30nt長である
。
【００４１】
　用語「捕捉オリゴヌクレオチド」は、核酸認識配列を有し、かつ固相表面に結合して前
記認識配列に相補的な核酸「タグ配列」を有するオリゴヌクレオチドプローブとハイブリ
ダイズし、それにより、固相表面上に該オリゴヌクレオチドプローブを捕捉するオリゴヌ
クレオチドを指す。各血清型特異的オリゴヌクレオチドプローブは、それ自体の固有のタ
グ配列を有する。
【００４２】
　用語「相補体」、「相補的」又は「相補性」は、核酸配列に関して本明細書で用いる場
合、標準的ワトソン・クリック型対合則を指す。一方の配列の5'末端が他方の3'末端と対
合するような核酸配列の相補体は逆平行関係にある。例えば、配列5'-A-G-T-3'は、配列3
'-T-C-A-5'に対して相補的である。天然核酸に通常見られない特定の塩基を、本明細書に
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記載の核酸に含んでもよく；これらとしては、例えば、イノシン、7-デアザグアニン、ロ
ックド核酸（LNA）、及びペプチド核酸（PNA）がある。相補性は完全である必要はなく；
安定な二重鎖は、ミスマッチ塩基対、縮重又は不適合塩基を含有しうる。核酸技術分野の
当業者は、例えば、オリゴヌクレオチドの長さ、オリゴヌクレオチドの塩基組成及び配列
、イオン強度並びに不適合塩基対の出現率をはじめとする数多くの変数を経験的に考慮し
て、二重鎖の安定性を決定することができる。相補体配列は、DNA配列又はその相補体配
列に相補的なRNAの配列でもありうるし、cDNAでもありうる。用語「相補的」は、本明細
書で用いる場合、2つの配列が特異的にハイブリダイズする（以下に定義する）ことを意
味する。当業者であれば、相補的配列が全長に渡ってハイブリダイズする必要はないこと
を理解するであろう。
【００４３】
　「特異的ハイブリダイゼーション」、「特異的にハイブリダイズする」又は「に特異的
な」とは、2つの核酸配列が高度の相補性を有することを示すものである。標的核酸に特
異的なオリゴヌクレオチド（例えばプローブ又はプライマー）は、標的核酸（例えば、目
的とする特定のHAdV血清型のヘキソン遺伝子）に適切な条件下でハイブリダイズし、目的
としない核酸（例えば、目的とするHAdV血清型以外のHAdV血清型のヘキソン遺伝子）には
同じ条件下で実質的にハイブリダイズしない。特異的ハイブリダイゼーション複合体がア
ニーリング許容条件下で形成し、続く洗浄ステップ後、ハイブリダイズしたままである。
核酸配列のアニーリングのための許容条件は、当業者によって日常的に決定することがで
き、例えば、約6XSSCの存在下の65℃で生じうる。ハイブリダイゼーションのストリンジ
ェンシーは、一部には、洗浄ステップを行う温度で表しうる。そのような温度は、典型的
には、規定のイオン強度及びpHにおける特定配列に対する熱融点（Tm）より約5℃～20℃
低く選択される。Tmは、標的配列の50％が完全にマッチするプローブにハイブリダイズす
る（規定のイオン強度及びpHにおける）温度である。Tmを計算するための式及び核酸ハイ
ブリダイゼーションのための条件は当技術分野で公知である。
【００４４】
　本明細書で用いる場合、増幅のための「プライマー」は、標的ヌクレオチド配列に相補
的なオリゴヌクレオチドであり、DNA又はRNAポリメラーゼの存在下でプライマーの3'末端
にヌクレオチドの付加をもたらす。プライマーの3'ヌクレオチドは、一般に、最適な発現
及び増幅のために、対応するヌクレオチド位置において標的配列と同一であるべきである
。用語「プライマー」は、本明細書で用いる場合、合成しうるあらゆる形態のプライマー
を含み、例えばペプチド核酸プライマー、ロックド核酸プライマー、ホスホロチオエート
修飾プライマー、標識プライマーなどがある。本明細書で用いる場合、「フォワードプラ
イマー」はdsDNAのアンチセンス鎖に相補的なプライマーである。「リバースプライマー
」はdsDNAのセンス鎖に相補的である。プライマーは、典型的には、約10～約100ヌクレオ
チド長、好ましくは約12～約30ヌクレオチド長、最も好ましくは約15～約25ヌクレオチド
長である。最適なハイブリダイゼーション又はポリメラーゼ連鎖反応増幅のための標準的
な長さはない。特定のプライマー適用のための最適長は、例えばH. Erlich, PCR Technol
ogy, Principles and Application for DNA Amplification (1989)に記載の方法で、当業
者が容易に決定しうる。
【００４５】
　用語「単離された」は、核酸配列との関連で用いる場合、その天然環境で核酸に通常付
随する成分を実質的に含まない核酸を指す。例えば、単離された核酸は、それが由来する
細胞若しくは組織源からの細胞性物質及び／又は他の核酸を実質的に含まない。当業者は
、単離された核酸を得るための核酸単離方法を容易に用いることができる。
【００４６】
2. 核酸の増幅
　本明細書に記載の方法の一態様において、HAdV核酸は核酸を含有する生物学的サンプル
から増幅される。核酸サンプル又は単離された核酸は、当業者に公知の様々な方法によっ
て増幅しうる。核酸（DNA又はRNA）は、当業者に周知のいずれかの方法によってサンプル
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から単離してよい。必要ならば、サンプルを集め、又は遠心などによって濃縮してもよい
。サンプルが細胞を含有する場合、サンプルの細胞は、例えば酵素、熱界面活性剤、超音
波処理又はそれらの組み合わせを用いた処理によって、溶解に供してもよい。溶解処理は
、核酸増幅反応を用いて検出するのに十分な量のDNAをサンプルから得るために行われる
。
【００４７】
　DNA抽出の様々な方法がDNAを単離するために好適である。好適な方法としてはフェノー
ル及びクロロホルム抽出がある。Maniatisら, Molecular Cloning, A Laboratory Manual
, 2d, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 第16-54頁 (1989)を参照のこと。多数の
市販のキットも好適なDNAをもたらし、以下に限定されるものではないが、QIAampTM mini
 bloodキット、Agencourt GenfindTM、Roche社のCobas(登録商標)又はEppendorf社のPhas
e Lock Gel(登録商標)を用いるフェノール：クロロホルム抽出が挙げられる。
【００４８】
　好ましくは、PCRを用いて目的とする核酸を増幅する。簡単に述べると、PCRでは、標的
配列の相対する相補鎖上の領域に相補的な2つのプライマー配列を準備する。過剰なデオ
キシヌクレオチド三リン酸（dNTPs）をDNAポリメラーゼ、例えばTaqポリメラーゼととも
に反応混合物に添加する。サンプル中に標的核酸が存在する場合、プライマーはその配列
に結合し、ポリメラーゼがヌクレオチドを付加することによって標的配列に沿ってプライ
マーの伸長を引き起こす。反応混合物の温度を上昇及び低下させることによって、伸長さ
れたプライマーはそのマーカーから解離して反応産物を形成し、過剰なプライマーはマー
カー及び反応産物に結合して、その工程が繰り返され、それによって増幅産物を生成する
。サイクルパラメーターは伸長される増幅産物の長さに応じて変えることができる。
【００４９】
3. 核酸
　本開示はさらに、本明細書に記載の方法で使用することができるプライマー及びオリゴ
ヌクレオチドプローブに対応する単離された核酸を提供する。核酸はDNA又はRNAを含んで
よく、全体的に又は部分的に合成されても又は組換え体であってもよい。本明細書に記載
されるヌクレオチド配列への言及は、文脈上他の意味に解すべき場合を除き、特定の配列
を有するDNA分子を含み、TをUに置き換えた特定の配列を有するRNA分子を含む。
【００５０】
4. 固相支持体
　特定の実施形態において、方法は少なくとも部分的に、固相支持体を用いて実施される
。様々な異なる支持体を使用することができる。一部の実施形態において、固相支持体は
単一固相支持体、例えばチップ若しくはウエハー、又はチューブ、コーン若しくは他の物
の内表面若しくは外表面である。一部の実施形態において、オリゴヌクレオチドプローブ
又は捕捉オリゴヌクレオチドは、二次元アレイを生成するために固相支持体上の規定の位
置に固定してよい。固相支持体は、安定性、寸法、形、及び表面の滑らかさなどの所望の
特性の最適な組み合わせを提供するように好適な材料から製造する。好ましい材料は、核
酸ハイブリダイゼーションを阻害せず、多量の核酸の非特異的結合を受けない。好適な材
料としては、生物学的又は非生物学的、有機又は無機材料がある。例えば、アレイは、好
適なプラスチック又はポリマー、シリコン、ガラス、セラミック又は金属から製造するこ
とができ、固体、樹脂、ゲル、硬質フィルム、又は柔軟膜の形態で提供することができる
。好適なポリマーとしては、例えばポリスチレン、ポリ(アルキル)メタクリレート、ポリ
(ビニルベンゾフェノン)、ポリカーボネート、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリアミ
ド、フッ化ポリビニリデンなどが挙げられる。好ましい材料としては、ポリスチレン、ガ
ラス、及びシリカがある。特定の実施形態において、固相支持体は、フィルムベースの二
次元マイクロアレイ、例えばAutoGenomics社（カールスバッド、カリフォルニア）から入
手可能なBioFilmChipTMである。
【００５１】
　固相支持体の寸法は、所望の領域数及びアッセイ対象の配列数などの因子に基づいて決
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定される。例として、固相支持体は、長さ約0.5cm～約7.5cm、幅約0.5cm～約7.5cmの面積
で提供することができる。固相支持体は、他の支持体、例えば顕微鏡のスライドガラス（
例えば約7.5cm×約2.5cmの寸法を有する）の上に単独又は複数で配置することもできる。
固相支持体の寸法は特定の適用に容易に適合させることができる。
【００５２】
　一部の実施形態において、固相支持体は、ミクロスフェア、ビーズ又は粒子とも称され
る粒子状の支持体である。特定の実施形態において、粒子はオリゴヌクレオチドプローブ
又は捕捉オリゴヌクレオチドに直接結合している。典型的には、粒子は、他の群の粒子か
らそれらの粒子を区別又は分離するために使用することができる特定の特徴、例えば色、
蛍光周波数（fluorescence frequency）、密度、サイズ、又は形状を各群内の粒子が有す
る群を形成する。好ましくは、粒子は、例えばフローサイトメトリーなどの技術を用いて
分離することができる。
【００５３】
　粒子は、ほぼ全ての不溶性又は固体物質から製造することができる。例えば、粒子は、
シリカゲル、ガラス、ナイロン、樹脂、セファデックス（Sephadex）TM、セファロース（
Sepharose）TM、セルロース、磁性材料、金属（例えば鋼鉄、金、銀、アルミニウム、銅
、若しくは合金）又は金属被覆材料、プラスチック材料（例えばポリエチレン、ポリプロ
ピレン、ポリアミド、ポリエステル、フッ化ポリビニリデン（PVDF））など、並びにそれ
らの組み合わせから製造することができる。好適なマイクロビーズの例は、例えば米国特
許第5,736,330号、同第6,046,807号、及び同第6,057,107号に記載され、それらは全て参
照により全体が本明細書に援用されるものとする。好適な粒子の例は、例えばLuminex社
、オースチン、テキサスから入手可能である。
【００５４】
　特定の実施形態において、支持体（二次元アレイであれ又は微粒子状支持体であれ）は
、本明細書に記載の目的を達成するのに十分安定な方法で支持体の表面にオリゴヌクレオ
チドプローブ又は捕捉オリゴヌクレオチドを結合するか、又はさもなくば保持することが
可能である。そのような結合としては、例えば、支持体とオリゴヌクレオチドプローブ若
しくは捕捉オリゴヌクレオチドとの共有結合、イオン結合、配位結合、水素結合、若しく
はファンデルワールス結合の形成、又は正若しくは負に帯電した支持体への引力が挙げら
れる。オリゴヌクレオチドプローブ又は捕捉オリゴヌクレオチドは、固相支持体表面に直
接又はリンカーを介して結合する。一実施形態において、オリゴヌクレオチドプローブ又
は捕捉オリゴヌクレオチドを、支持体表面、オリゴヌクレオチドプローブ／捕捉オリゴヌ
クレオチド、若しくは両者に、1つ若しくはそれ以上の反応基を提供することによって、
又は支持体表面、オリゴヌクレオチドプローブ／捕捉オリゴヌクレオチド、若しくは両者
を1つ若しくはそれ以上の反応基で誘導体化することによって、支持体表面に直接結合さ
せる。一実施形態において、共有結合のために周知の化学架橋剤を使用してもよい。例え
ば、アミノ標識されたプライマーを、カルボキシル化された固相支持体にN-(3-ジメチル
アミノプロピル)-N'-エチルカルボジイミド塩酸塩（EDAC）を用いて共有結合させること
ができる。別の例では、LuminexTM粒子の表面を、例えばカルボキシレート、マレイミド
、若しくはヒドラジド官能基、又はアビジンによって修飾することができ、ガラス表面を
（DNAとシッフ塩基アルデヒド－アミン結合を形成するために）例えばシラン又はアルデ
ヒドで処理することができる。一部の実施形態において、支持体又は（例えば支持体上の
被覆として）支持体上に配置される物質は、オリゴヌクレオチドプローブ又は捕捉オリゴ
ヌクレオチド上の反応性官能基と結合しうる反応性官能基を含む。例えば、支持体は、オ
リゴヌクレオチドプローブ又は捕捉オリゴヌクレオチドを結合するための部位を提供する
ために、官能化されるか（例えば、反応的に官能化される金属若しくはポリマー表面）又
は官能基を有することができる（例えば未反応の官能基を持つポリマー）。
【００５５】
　他の実施形態において、支持体を、結合剤、例えばストレプトアビジン、抗体、抗原、
酵素、酵素補助因子若しくは阻害剤、ホルモン、又はホルモン受容体で部分的に又は完全
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に被覆することができる。結合剤は典型的には、共有結合又は非共有結合を介して別の分
子又は巨大分子に対する高いアフィニティを有する生物学的又は合成分子である。オリゴ
ヌクレオチドプローブ又は捕捉オリゴヌクレオチドは、結合剤（例えばビオチン、抗原、
抗体、酵素補助因子若しくは阻害剤、酵素、ホルモン受容体、又はホルモン）の相補体と
結合している。次いで、支持体上にオリゴヌクレオチドプローブ又は捕捉オリゴヌクレオ
チドを保持するために、オリゴヌクレオチドプローブ又は捕捉オリゴヌクレオチドを結合
剤と接触させる。本明細書に記載のシステム及び方法において、他の公知の結合技術を容
易に採用し使用することができる。
【００５６】
　一実施形態において、固相支持体は検出可能な特徴によって一意的に区別されるミクロ
スフェアを含む。ミクロスフェアは、微粒子、ビーズ、ポリスチレンビーズ、ミクロビー
ズ、ラテックス粒子、ラテックスビーズ、蛍光ビーズ、蛍光粒子、着色粒子及び着色ビー
ズと別称される。ミクロスフェアは分子反応の媒体として機能する。フローサイトメトリ
ーで使用するミクロスフェアは、オースチン、テキサスのLuminex社などの製造業者から
得てよい。例示的なミクロスフェア及びその製造方法は、例えば米国特許第6,268,222号
及び同第6,632,526号に見られ、その全体が参照により本明細書に援用されるものとする
。
【００５７】
　ミクロスフェアはポリスチレン、セルロース、又は他の適切な材料から構成されうる。
特定の実施形態において、ミクロスフェアは様々な量の蛍光染料で染色される。好ましく
は、その染料は同じ又は重複する励起スペクトルを有するが、識別可能な発光スペクトル
を有する。ミクロスフェアに使用しうる蛍光染料としては、発光波長550nm～900nmを有す
るシアニン色素類がある。これらの染料はメチン基を含有してよく、その数は染料のスペ
クトル特性に影響する。ピリジン類であるモノメチン色素類は典型的には青色から青緑色
の蛍光発光を有するが、キノリン類は緑色から黄緑色の蛍光発光を有する。トリメチン色
素類似体は赤色波長にかなりシフトしており、ペンタメチン色素類はより一層シフトして
おり、赤外蛍光発光を示すことが多い（例えば米国特許第5,760,201号を参照のこと）。
しかし、有機溶媒に可溶性のあらゆる染料を使用することができる。
【００５８】
　各ミクロスフェアの分類パラメーターとしては、有利には、1種、2種、3種、4種又はそ
れ以上の標準的蛍光色素又は蛍光染料が挙げられる。1種又はそれ以上の蛍光色素は、い
ずれかの標準的方法、例えば共有結合又は吸着によるミクロスフェア表面への結合によっ
て、各ミクロスフェアに付加されるか、又は組み込まれる。代わりに、不飽和アルデヒド
又はアクリレートなどのモノマーをフルオレセインイソチオシアネート（FITC）などの蛍
光染料の存在下で、結果として得られる反応混合物中で重合させる共重合方法によって色
素を付加してもよい。
【００５９】
　ミクロスフェアに1種又はそれ以上の色素を組み込む別の方法としては、ミクロスフェ
アの一部を、例えばミクロスフェアを膨張させる有機溶媒に添加することが挙げられる。
次いで、例えば油溶性又は疎水性色素を前記ミクロスフェアの一部に添加し、それにより
各ミクロスフェアに浸透させる。得られた組み合わせをインキュベートした後、例えばア
ルコール又は水性溶液を前記組み合わせに添加し、有機溶媒を除去する。ミクロスフェア
は収縮し、色素を内側に保持する。ミクロスフェア中の各蛍光色素は、場合により、付加
的又は代替的分類パラメーターとして機能する。
【００６０】
　各ミクロスフェアは固有の捕捉オリゴヌクレオチドに割り当てられ、単一反応において
多くの異なるプローブの分析を可能にする。単一反応後、粒子を読み取り系に供給するこ
とによって、粒子IDを決定して、粒子タイプを同定し、レポーターシグナルも検出する。
読み取り系には複数の励起光源、例えばレーザー又は調整された波長と光強度を有する他
のデバイス、例えばLED、SLD、励起フィルターを有する広帯域源などが含まれる。光源は
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様々なレポーターを励起し、関連するシグナルを1つ又はそれ以上の検出器に供給する。
所定の検出器が所定の時間に単一アッセイ結合標識に関連するシグナルを受容するように
、発光フィルター及び波長識別器が含まれる。
【００６１】
5. 捕捉オリゴヌクレオチド及びタグオリゴヌクレオチド
　一実施形態において、各オリゴヌクレオチドプローブは、固相支持体（例えばミクロス
フェア又は二次元アレイ）に結合した捕捉オリゴヌクレオチド中の固有の核酸認識配列に
相補的な固有のタグ核酸配列を有する。従って、捕捉オリゴヌクレオチドは、相補的タグ
配列を有するオリゴヌクレオチドプローブをハイブリダイゼーションによって捕捉するこ
とができる認識配列を含んでなる。捕捉オリゴヌクレオチドの認識配列とオリゴヌクレオ
チドプローブのタグ配列のハイブリダイゼーションは、結果的に、オリゴヌクレオチドプ
ローブの固相支持体への結合をもたらす。従って、特定の捕捉オリゴヌクレオチドの認識
配列とその相補的タグ配列は、単一の特定のHAdV血清型に関連する。
【００６２】
　認識配列及びタグ配列は、典型的には少なくとも6ヌクレオチドを含み、一部の場合に
は、少なくとも8、10、15、若しくは20又はそれ以上のヌクレオチドを含む。捕捉オリゴ
ヌクレオチドは、典型的には、捕捉オリゴヌクレオチドの固相支持体への結合を可能にす
る官能基、又は固相支持体上に配置する若しくは固相支持体から伸びる官能基も含む。官
能基はポリマー骨格に直接結合させることができ、又はヌクレオチド配列中の塩基に結合
させることができる。代わりとして、捕捉オリゴヌクレオチドは上述のように架橋を促進
するための架橋部分を含むことができ、又は表面に静電的に保持されることが可能である
。捕捉オリゴヌクレオチドは、例えば固相合成、DNA複製、逆転写、制限酵素消化、ラン
オフ転写などをはじめとする様々な技術によって形成することができる。市販の捕捉及び
リンカー配列セットがTagItTM（Luminex、オースチン、テキサス）及びZipCodeTM（Celer
a、ロックビル、メリーランド）によって提供される。
【００６３】
　一実施形態において、結合した捕捉オリゴヌクレオチドを有する固相支持体は、容器、
例えばバイアル、チューブ、又はウェルに入れられる。オリゴヌクレオチドプローブを増
幅反応産物とインキュベートした後、伸長ステップが続き、伸長産物をハイブリダイゼー
ション条件下で容器に添加する。伸長ステップは、場合により、例えば検出可能な標識を
含むデオキシリボヌクレオチド三リン酸を使用することによって、伸長産物に検出可能な
標識を組み込むステップを含む。次いで、支持体の群を調べて、どの支持体がそれに結合
した伸長産物を有するか決定する。場合により、支持体を洗浄して、交差ハイブリダイゼ
ーションの影響を低下させることができる。1回又はそれ以上の洗浄を同じ又は異なるレ
ベルのストリンジェンシーで行うことができる。別の選択的代替法として、支持体及び捕
捉オリゴヌクレオチドと接触させる前に、伸長産物を含有する溶液を、例えばサイズ排除
クロマトグラフィ、示差沈殿（differential precipitation）、スピンカラム、又はフィ
ルターカラムにかけ、伸長されていないオリゴヌクレオチドプローブを除去するか、又は
伸長産物と同じサイズではない他の物質を除去することができる。
【００６４】
6. 標的特異的プライマー伸長（TSPE）
　一実施形態において、核酸増幅反応の後、増幅産物、すなわちアンプリコンを変性させ
、目的とするHAdV血清型に特異的なオリゴヌクレオチドプローブとハイブリダイゼーショ
ン条件下で接触させる。オリゴヌクレオチドプローブは、固相支持体に結合しても、又は
溶液中で遊離していてもよい。ポリメラーゼの存在下で、オリゴヌクレオチドプローブは
プライマーとして機能し、ポリメラーゼはオリゴヌクレオチドプローブの3'末端へのヌク
レオチドの付加を触媒する。従って、TSPE反応には、伸長されるプライマー（すなわちHA
dV特異的オリゴヌクレオチドプローブ）、鋳型（すなわち増幅反応産物の鎖の一方）、ポ
リメラーゼ、及び4種のデオキシリボヌクレオチド三リン酸（dATP、dGTP、dTTP、及びdCT
P）が含まれる。好ましくは、デオキシリボヌクレオチド三リン酸の少なくとも1種は標識
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を含んでなる。こうして、TSPE反応から生成された全ての伸長産物は標識を含んでなり、
伸長産物の検出を促進する。
【００６５】
7. フローサイトメトリーによるHAdV血清型の検出
　一実施形態において、増幅及び／又は伸長反応の反応産物を分析するためにフローサイ
トメトリーを使用する。フローサイトメトリーは、粒子結合標識から遊離標識を分離する
必要なく、個々の粒子の高感度かつ定量的な蛍光測定が可能である。分析速度は非常に速
く（1秒あたり数百～数千個の粒子）、かつ複数の蛍光及び光散乱シグナル（light scatt
er signal）を同時に検出することができる。
【００６６】
　一部の実施形態において、前記方法は、粒子タイプを形成するための固有の捕捉オリゴ
ヌクレオチドと結合している、特定の検出可能な特徴を有するコード化された（encoded
）粒子又はミクロスフェアを使用する。次いで、複数セットの粒子タイプをプールし、粒
子タイプのアリコートをアッセイ容器へ移す。伸長反応由来の標識された反応産物のサン
プルを各容器に供給する。ハイブリダイゼーション後、コード化された粒子及び標識され
た反応産物は、ミクロスフェアのアイデンティティ及び標識された反応産物のアイデンテ
ィティの両方を決定することができるフローサイトメトリーを使用して検出することがで
きる。コンピュータを使用して、粒子ID特性から生成されるシグナル及び標識された反応
産物から生成されるシグナルを特定のHAdV血清型と結び付けてもよい。
【００６７】
　供給される各ミクロスフェア製品について、読み取り系は、粒子ID、及び標識された反
応産物の有無を決定する。各粒子IDは、相補的タグ配列を有するオリゴヌクレオチドプロ
ーブ又はそれに由来する伸長産物をハイブリダイゼーションによって捕捉することができ
る固有の認識配列を含む捕捉オリゴヌクレオチドと関連する。この情報を使用して、サン
プルをアッセイして、HAdVを含有するかどうか決定し、含有する場合、サンプル中に存在
する1つ又はそれ以上のHAdV血清型のアイデンティティを同時に決定することができる。
【００６８】
8. 二次元アレイスキャンニングを使用したHAdV血清型の検出
　本発明の一実施形態において、固相支持体は二次元マイクロアレイ又はバイオチップで
ある。オリゴヌクレオチドプローブ又は固有の捕捉オリゴヌクレオチドを既定の位置でア
レイ上に固定化する。一部の実施形態において、オリゴヌクレオチドプローブをアレイ上
で伸ばし、又は伸長してよい。他の実施形態において、オリゴヌクレオチドプローブを、
アレイへのハイブリダイゼーション前、ハイブリダイゼーション後又はハイブリダイゼー
ション中に伸ばし、又は伸長する。アレイ上の各アドレスは、単一HAdV血清型に特異的な
捕捉オリゴヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドプローブに関連する。この情報を使用し
て、サンプル中の1つ又はそれ以上のHAdV血清型のアイデンティティを同時に決定するこ
とができる。
【００６９】
　一実施形態において、本発明のマイクロアレイは、フィルムベースのマイクロアレイ、
例えばAutoGenomics社（カールスバッド、カリフォルニア）から入手可能なBioFilmChipT
Mを含む。これらのバイオチップは、基質と結合したマトリックス層を含み、このマトリ
ックス層は複数の既定位置において複数のオリゴヌクレオチドを含む。アナライトの「既
定位置」という用語は、チップ上の登録マーカーに対する少なくとも2つの座標によって
位置指定可能なチップ上のアナライトの特定の位置を指し、アナライト及び／又はプロー
ブによるチップの実質的に完全な被覆を特に除外する。従って、好ましい複数の既定位置
は、複数列を形成する基質の複数行を有する配列を含む。
【００７０】
　一部の実施形態において、マトリックス層は、基質の自己蛍光、入射光吸収（incident
-light-absorption）、荷電効果、及び／又は表面不均一性を低減させる多機能性マトリ
ックス層であってよく、予定されるバイオチップは、さらなるマトリックス層を含んでも
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よい。このマイクロアレイは、AutoGenomics社（カールスバッド、カリフォルニア）から
も入手可能なInfinitiTM分析器などのプラットフォームで使用してもよい。他の好適なア
プローチとしては、様々な供給源から市販されているマイクロアレイ技術、例えばAffyme
trix社（サンタクララ、カリフォルニア）から入手可能なマイクロアレイ製品、例えばAf
fymetrix GeneChip(登録商標)アレイがある。
【００７１】
9. シングルプレックス（Singleplex）及びマルチプレックス（Multiplex）アッセイ
　少なくとも1種のオリゴヌクレオチドプローブが、目的とする各HAdV血清型について提
供される。一態様において、1種のみのオリゴヌクレオチドプローブが、目的とする各HAd
V血清型について提供される。一部の実施形態において、オリゴヌクレオチドプローブは
増幅反応産物とシングルプレックス形式でインキュベートされ、すなわち各オリゴヌクレ
オチドプローブは別個の反応容器中に提供される。他の実施形態において、オリゴヌクレ
オチドプローブは増幅反応産物とマルチプレックス形式で、すなわち同じ反応容器中でイ
ンキュベートされる。これらの実施形態の変形には、目的とする一部のオリゴヌクレオチ
ドプローブが1つの反応容器中に提供され、目的とする他のオリゴヌクレオチドプローブ
が別個の反応容器中に提供される反応がある。同様に、一態様において、本明細書に記載
の方法は、マルチプレックス形式で、すなわち同じ反応容器中で、2対のプライマーを使
用する複数標的の同時増幅のために設計される。
【００７２】
10. 標識
　本明細書に記載される方法及び構成で使用される標識は、任意の検出可能成分、例えば
蛍光化合物でありうる。例示的蛍光化合物としては、4-アセトアミド-4'-イソチオシアナ
トスチルベン-2,2'-ジスルホン酸、アクリジン及び誘導体（アクリジン、アクリジンイソ
チオシアネート)、Alexa Fluor(登録商標)350、Alexa Fluor(登録商標)488、Alexa Fluor
(登録商標)546、Alexa Fluor(登録商標)555、Alexa Fluor(登録商標)568、Alexa Fluor(
登録商標)594、Alexa Fluor(登録商標)647（Molecular Probes）、5-(2'-アミノエチル)
アミノナフタレン-1-スルホン酸（EDANS）、4-アミノ-N-[3-ビニルスルホニル)フェニル]
ナフタルイミド-3,5 ジスルホン酸（ルシファーイエローVS）、N-(4-アニリノ-1-ナフチ
ル)マレイミド、アントラニルアミド、Black Hole QuencherTM（BHQTM）色素（biosearch
 Technologies）、BODIPY(登録商標)R-6G、BOPIPY(登録商標)530/550、BODIPY(登録商標)
FL、ブリリアントイエロー、クマリン及び誘導体（クマリン、7-アミノ-4-メチルクマリ
ン（AMC、クマリン120）、7-アミノ-4-トリフルオロメチルクマリン（7-amino-4-trifluo
romethylcouluarin、クマリン151））、Cy2(登録商標)、Cy3(登録商標)、Cy3.5(登録商標
)、Cy5(登録商標)、Cy5.5(登録商標)、シアノシン（cyanosine）、4',6-ジアミジノ-2-フ
ェニルインドール（4',6-diaminidino-2-phenylindole、DAPI）、5',5''-ジブロモピロガ
ロール-スルホンフタレイン (ブロモピロガロールレッド)、7-ジエチルアミノ-3-(4'-イ
ソチオシアナトフェニル)-4-メチルクマリン、ジエチレントリアミンペンタアセテート、
4,4'-ジイソチオシアナトジヒドロ-スチルベン-2,2'-ジスルホン酸、4,4'-ジイソチオシ
アナトスチルベン-2,2'-ジスルホン酸、5-[ジメチルアミノ]ナフタレン-1-スルホニルク
ロリド（DNS、ダンシルクロリド）、4-(4'-ジメチルアミノフェニルアゾ)安息香酸（DABC
YL）、4-ジメチルアミノフェニルアゾフェニル-4'-イソチオシアネート（DABITC）、Ecli
pseTM（Epoch Biosciences Inc.）、エオシン及び誘導体 (コシン(cosin)、エオシンイソ
チオシアネート)、エリスロシン及び誘導体（エリスロシンB、エリスロシンイソチオシア
ネート）、エチジウム、フルオレセイン及び誘導体（5-カルボキシフルオレセイン（FAM
）、5-(4,6-ジクロロトリアジン-2-イル)アミノフルオレセイン（DTAF）、2',7'-ジメト
キシ-4'5'-ジクロロ-6-カルボキシフルオレセイン（JOE）、フルオレセイン、フルオレセ
インイソチオシアネート（FITC）、ヘキサクロロ-6-カルボキシフルオレセイン（HEX）、
QFITC（XRITC）、テトラクロロフルオレセイン（TET））、フルオレスカミン、IR144、IR
1446、マラカイトグリーンイソチオシアネート、4-メチルウンベリフェロン、オルトクレ
ゾールフタレイン、ニトロチロシン、パラローズアニリン、フェノールレッド、B-フィコ



(21) JP 2013-515483 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

エリトリン、R-フィコエリトリン、o-フタルジアルデヒド、オレゴングリーン.RTM.、ヨ
ウ化プロピジウム、ピレン及び誘導体（ピレン、ピレン酪酸、1-ピレン酪酸スクシンイミ
ジル）、QSY(登録商標)7、QSY(登録商標)9、QSY(登録商標)21、QSY(登録商標)35（Molecu
lar Probes）、Reactive Red 4（Cibacron(登録商標) Brilliant Red 3B-A）、ローダミ
ン及び誘導体（6-カルボキシ-X-ローダミン（ROX）、6-カルボキシローダミン（R6G）、
リサミンローダミンBスルホニルクロリド、ローダミン（Rhod）、ローダミンB、ローダミ
ン123、ローダミングリーン、ローダミンXイソチオシアネート、スルホローダミンB、ス
ルホローダミン101、スルホローダミン101（Texas Red）のスルホニルクロリド誘導体）
、N,N,N',N'-テトラメチル-6-カルボキシローダミン（TAMRA）、テトラメチルローダミン
、テトラメチルローダミンイソチオシアナート（TRITC）、リボフラビン、ロゾール酸、
テルビウムキレート誘導体がある。
【００７３】
　検出可能成分は、生物発光化合物（例えばルシフェラーゼ、緑色蛍光タンパク質（GFP
）、黄色蛍光タンパク質など)；検出可能な反応産物を生成する酵素（例えば西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、アルカリホスファターゼ、
若しくはグルコースオキシダーゼなど)；又は放射性標識（例えば3H、14C、15N、35S、90

Y、99Tc、111In、125I、若しくは131I）であってもよい。
【００７４】
11. キット
　本明細書に記載のHAdVオリゴヌクレオチドプローブ及び／又はプライマーは、例えば、
本明細書に記載の方法を実施するのに有用なキットの形式で供給しうる。例えば、キット
は、他の試薬と組み合わせてパッケージングされて、本明細書に記載のプライマー又はオ
リゴヌクレオチドプローブのいずれか又は全てを含みうる。一般に、目的とするHAdV血清
型の全ての同定をもたらすのに必要な数のプローブ及び／又はプライマーを含むことが望
ましい。オリゴヌクレオチドプローブは、異種又は同種形式でアッセイを行うことを可能
にするようにパッケージングすることができる。オリゴヌクレオチドプローブは、標識化
すること若しくは支持体に結合させることができ、又はオリゴヌクレオチドプローブにプ
ローブ若しくはプライマーを次いで標識化すること若しくは支持体に結合させることを可
能にする基を付与することが可能である。
【００７５】
　一実施形態において、キットは、HAdVヘキソン遺伝子の異なる領域を増幅するための2
対のプライマー及び／又は目的とする各HAdV血清型に対する単一のオリゴヌクレオチドプ
ローブを含む。従って、一実施形態において、キットは、HAdVヘキソン遺伝子の異なる領
域を増幅するための2対のプライマー、並びに／又はHAdV-3、HAdV-4、HAdV-7、HAdV-14、
及びHAdV-21のそれぞれに特異的な5種のオリゴヌクレオチドプローブを含む。別の実施形
態において、キットは、HAdVヘキソン遺伝子のある領域に対する1対のプライマー、並び
に／又はHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6のそれぞれに特異的な4種のオリゴヌクレ
オチドプローブを含む。さらに別の実施形態において、キットは、HAdVヘキソン遺伝子の
異なる領域を増幅するための2対のプライマー、並びに／又はHAdV-1、HAdV-2、HAdV-3、H
AdV-4、HAdV-5、HAdV-6、HAdV-7、HAdV-14、及びHAdV-21のそれぞれに特異的な9種のオリ
ゴヌクレオチドプローブを含む。
【００７６】
　他の実施形態において、固相支持体、例えば二次元アレイ又はミクロスフェアは、適切
な、かつ別個の容器中で提供してよい。他のキットの実施形態は、核酸増幅反応を行うた
めのバッファー及び／又は成分（例えばポリメラーゼ、dNTPsなど）を含む。
【００７７】
　別段の定めがない限り、本明細書中で用いるあらゆる技術用語及び科学用語は当業者に
よって通常理解されるのと同じ意味を有する。本明細書に記載されるものと類似した又は
同等の方法及び材料を本発明の実施又は試験に使用することができるが、好適な方法及び
材料を以下に記載する。本明細書に記載されるあらゆる刊行物、特許出願、特許、及びそ
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の他の引用文献は、それらの全体が参照により援用されるものとする。相容れない場合に
は、定義を含め、本明細書が優先する。さらに、材料、方法、及び実施例は例示的なもの
にすぎず、限定的なものではない。
【実施例】
【００７８】
[実施例１]
血清型3、4、7、14、及び21を検出し同定するための迅速かつ高感度のHAdVマルチプレッ
クスアッセイ
サンプル収集及び初期同定
　HAdV血清型3、4、7、11、14及び21であると以前に同定された105個の臨床試料が、ワー
クユニット60805の下、軍健康調査センター（Armed Forces Health Surveillance Center
（AFHSC））/世界新興感染症監視及び応答システム部門（Division of Global Emerging 
Infections Surveillance and Response System、GEIS）からの支援を受け、IRBプロトコ
ール（NHRC.1999.0002）の下、海軍健康研究センター（Naval Health Research Center）
によって提供された。NHRC熱性呼吸器疾患監視システムを介して登録された同意した被験
体に対する試験対象患者基準には、呼吸器症状と38℃以上の発熱を有する医療的ケアにつ
いて報告する軍隊入隊者が含まれた。サンプルには、ウイルス輸送培地（Viral Transpor
t Medium、VTM）(Copan Diagnostics社、マリエータ、CA）に懸濁され、次いで-80℃で凍
結され、検査のためドライアイス上で輸送された口腔咽頭スワブが含まれた。HAdV血清型
3、4、7、14及び21の存在が、PCRによってそれぞれ10、19、10、19及び20において検出さ
れ、並びに／又はサンプルは、以前記載されたように（10）マイクロ中和アッセイ、PCR
、又は両方法を用いてNHRCで初めに同定された。これらのサンプルを米国病理医協会（CA
P）公認の診断用プロトコールの下で収集し、保存し、輸送した。
【００７９】
ウイルス株及び分離株
　本実施例で使用するHAdV分離株は、WRAIRのウイルス疾患部門由来の株バンクの一部で
あり、以前記載されたように（26、27）A549細胞を使用して増殖させた。以下のHAdV株を
使用した：HAdV-1（Adenoid 71）、HAdV-2（Adenoid 6）、HAdV-3（GB）、HAdV-4（RI-67
）、HAdV-5（Adenoid 75）、HAdV-6（Tonsil 99）、HAdV-7a（S-1058）、HAdV-7（Gomen
）、HAdV9（Hick）、HAdV-11（Slobitski）、HAdV-14（DeWit）、HAdV-16（CH76）、HAdV
-17、HAdV-21（128）、HAdV-31（1315/63）、HAdV-34（Compton）、HAdV-35（Holden）及
びHAdV-40（Dugan）。GB、RI-67、S-1058、Gomen、DeWit及び128HAdV株由来の培養物を21
日間チューブ培養中で力価測定（titrate）し、力価を50％組織培養感染量（TCID50）で
表した。
【００８０】
　他の一般的呼吸器病原体をZeptometrix社のRespiratory Validation Panel NATrolTM（
Zeptometrix、バッファロー、NY）を使用して得た。このパネルは、コロナOC43、コロナS
ARS、A型インフルエンザH1N1及びH3N2、B型インフルエンザ、パラインフルエンザ2型及び
3型、アデノウイルス7a、メタニューモウイルス、A型及びB型呼吸器合胞体ウイルス(RSV)
、エンテロウイルス並びにリノウイルスを含む。
【００８１】
DNA抽出
　口腔咽頭スワブ及び培養した分離株をWRAIRのウイルス疾患部門でBSL-2条件下で処理し
た。DNAを、製造業者の推奨に従って、MinElute(登録商標)Virus Spinキット（Qiagen、
バレンシア、CA）を使用して単離した。サンプル及び溶出量は200μlであった。サンプル
抽出物を-70℃で保存した。各抽出物からの核酸の存在及び質をxTAG(登録商標)Respirato
ry Viral Panel（Luminex、オースチン、TX）を使用して確認した。
【００８２】
プライマー及びプローブ設計
　分子マルチプレックスアッセイでは、感度低下の懸念がある。各標的に対するプライマ
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ー及びプローブは、二量体及び／又は標的配列との部分的結合を形成することによって互
いに干渉する可能性がある。これはプライマー及びプローブ設計並びに標的間の配列多様
性によって最小限にすることができる。目的とする標的を増幅及び同定するのに必要なプ
ライマー及びプローブの数を最小限にするように、このアッセイを設計した。
【００８３】
　PCRプライマー及びオリゴヌクレオチドプローブ設計について、目的とする血清型由来
の8個のヘキソン遺伝子配列（GenBankアクセッション番号AY599834、AY599836、AY599837
、AY594255、AF065066、AY495969、AY803294及びAY008279）をDNAStar(登録商標)、Laser
gene 8.0ソフトウェアによってアライメントした。ヘキソン遺伝子の605塩基対領域を増
幅するために、以前記載されたプライマー対を使用した（16）。プライマー対のヌクレオ
チド配列は以下の通りである：
　HVR7'フォワード：CTGATGTACTACAACAGCACTGGCAACATGGG（配列番号2）；及び
　HVR7'リバース：CGGTGGTGGTTAAATGGATTCACATTGTCC（配列番号3）。
【００８４】
　HVR7'フォワードプライマー及びHVR7'リバースプライマーは、以下の配列のGenBankア
クセッション番号AY008279（バージョンAY008279.1 GI:13919592）を有するHAdV-21ヘキ
ソン遺伝子（2850塩基対）のそれぞれヌクレオチド1003～1033及び1575～1604に対応する
。　
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【００８５】
　血清型特異的オリゴヌクレオチドプローブのセットを以下のように血清型3、4、14及び
21に特異的に結合するように設計した：
　HAdV-3：GTTAAAACCGATGACACTAATGG（配列番号6）；
　HAdV-4：GGTGTGGGATTGACAGACACTTAC（配列番号7）；
　HAdV-14：AGACCAAGCTTGGAAAGATGTAAAT（配列番号9）；及び
　HAdV-21：GGGTGCAGATTGGAAAGAGC（配列番号10）。
【００８６】
　プローブは、約50℃～56℃の融解温度（Tm）を有するように優先的に選択した。
【００８７】
　HAdV-3特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AY599834（バージョンAY599834.
1 GI:57115749）を有するHAdV-3株GBの35,345塩基対のゲノム配列のヌクレオチド2,616～
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【００８８】
　HAdV-4特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AY599837（バージョンAY599837.
1 GI:57115887）を有するHAdV-4株NHRC 3の35,964塩基対のゲノム配列のヌクレオチド19,
382～19,405に対応し、この35,964塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものと
する。
【００８９】
　HAdV-14特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AY803294（バージョンAY803294
.1 GI:57115621）を有するHAdV-14株de Witの34,764塩基対のゲノム配列のヌクレオチド1
9,541～19,565に対応し、この34,764塩基対配列は参照により本明細書に援用されるもの
とする。
【００９０】
　HAdV-21特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AY008279（バージョンAY008279
.1 GI:13919592）を有する2,850塩基対のHAdV-21ヘキソン遺伝子のヌクレオチド1,299～1
,318に対応し、この2,850塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものとする。
【００９１】
　HAdV-7の場合、HVR7'プライマーを使用した初期の実験で、HAdV-7に対して設計したい
くつかのプローブがHAdV-3と交差反応性を示したため（データ示さず）、別個のPCRプラ
イマー対が必要であった。望ましくない交差反応性を回避するため、HAdV-7から253塩基
対アンプリコンを増幅するための第二プライマーセットを設計した：
　HAdV-7フォワード：CGCCCAATACATCTCAGTGG（配列番号4)；及び
　HAdV-7リバース：ACTCCAACTTGAGGCTCTGG（配列番号5）。
【００９２】
　HAdV-7フォワードプライマー及びHAdV-7リバースプライマーは、GenBankアクセッショ
ン番号AY594255（バージョンAY593255.1 GI:51173294）を有するHAdV-7株Gomenの35,306
塩基対ゲノム配列の、それぞれヌクレオチド383～402及び595～614に対応し、この35,306
塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものとする。
【００９３】
　HAdV-7プライマーに基づき、配列：GTGGATAGTTACAACGGGAGAAG（配列番号8）を有する、
HAdV-7に特異的なオリゴヌクレオチドプローブを設計した。HAdV-7プローブは、HAdV-3と
（又は検査対象の他のHAdV血清型のいずれとも）交差反応性を示さず、GenBankアクセッ
ション番号AY594255（バージョンAY594255.1 GI:51173294）を有するHAdV-7株Gomenの35,
306塩基対のゲノム配列のヌクレオチド399～421に対応し、この35,306塩基対配列は参照
により本明細書に援用されるものとする。
【００９４】
　従って、第一プライマーセットは、ヘキソン遺伝子において血清型3、4、14及び21に対
する標的配列を増幅し、第二プライマー対は、ヘキソン遺伝子の異なる領域内で血清型7
に対する標的配列を増幅する。
【００９５】
　HAdV血清型特異的オリゴヌクレオチドプローブの長さ、Tm、及びGC含量を表１に提供す
る。
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【表１】

【００９６】
PCR増幅
　マルチプレックスPCR反応を、マルチプレックスPCRキット（Qiagen、バレンシア、CA）
を使用して行った。反応には、12.5μlの2×マスターミックスバッファー、2 pmolの各プ
ライマー、Sigma Genosys社（ザ・ウッドランズ、TX)（計4種類のプライマー、すなわちH
VR7'フォワード、HVR7'リバース、HAdV-7フォワード、及びHAdV-7リバース）、5μlのサ
ンプル及び最終容量25μlとするための6.7μlの水が含まれた。次いで、得られた混合物
を以下の条件を用いて熱サイクルにかけた：95℃15分で初期サイクル、次いで94℃30秒、
52℃1.5分、72℃1分で35サイクル、そして72℃10分で最終インキュベーション。
【００９７】
　次いで、残存dNTPs及びプライマーを除去するため、PCR産物を3.125μlのエビアルカリ
ホスファターゼ及び2.5μlのエキソヌクレアーゼで37℃30分間、次いで、99℃30秒間処理
した。
【００９８】
標的特異的プライマー伸長（TSPE）
　反応には、2μlの10×Qiagen PCRバッファー、0.5μlの50mM MgCl2、0.15μlの5U/μl 
Tspポリメラーゼ(Invitrogen)、0.1μlの1mM dATP（Invitrogen、カールスバッド、CA）
、0.1μlの1mM dGTP（Invitrogen）、0.1μlの1mM dTTP（Invitrogen）、0.25μlの4mM 
ビオチン-dCTP（Invitrogen）、0.125μlのHAdV-3特異的プローブ、0.125μl（1μM）のH
AdV-4特異的プローブ、0.125μl（1μM）のHAdV-7特異的プローブ、0.125μl（1μM）のH
AdV-14特異的プローブ、及び0.125μl（1μM）のHAdV-21特異的プローブ、5μl ExoSAP-I
T(登録商標)（USB、クリーブランド、オハイオ）処理PCR産物並びに最終容量20μlとする
ための11.2μlの水が含まれた。次いで、得られた混合物を以下の条件を用いて熱サイク
ルにかけた：95℃2分で初期サイクル、次いで94℃30秒、55℃1分、74℃2分で40サイクル
。TSPE反応では、オリゴヌクレオチドプローブはプライマーとして機能し、ポリメラーゼ
の存在下でその3'末端へのヌクレオチドの付加を促進し、結果的に伸長すなわちTSPE産物
の生成をもたらす。この反応によって示されるように、このアッセイのために設計された
HAdVオリゴヌクレオチドプローブは、1.25mM MgCl2での55℃と少なくとも同程度にストリ
ンジェントなハイブリダイズ条件下で血清型特異性を保持する。
【００９９】
ハイブリダイゼーション及びLuminex分析
　ビオチン化TSPE産物を96ウェルプレートのウェル中で流体マイクロビーズアレイにハイ
ブリダイズさせ、ストレプトアビジン－フィコエリトリンコンジュゲートを使用して検出
した。ミクロスフェア混合物は5種のミクロスフェアからなり、それぞれは異なる蛍光染
料混合物を含有し、かつ、それぞれは、5種のプローブのそれぞれに組み込まれる固有の
タグオリゴヌクレオチド配列に相補的な固有の捕捉オリゴヌクレオチド配列と結合してい
る。12.5μlのTSPE産物及び12.5μlの水を25μlのミクロスフェア混合物（1セットあたり
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した。ハイブリダイゼーション後、プレートを2,250×gで3分間遠心し、上清を除去した
。1×Tm（0.1M Tris-HCL、pH 8.0、0.2M NaCl、0.08％ Triton X-100）中の2μg/mlのス
トレプトアビジン－フィコエリトリンを各ウェルに添加した。プレートを暗所で37℃にお
いて15分間インキュベートした。ミクロスフェアに結合したTSPE産物を37℃においてLumi
nex 200で分析した。ミクロスフェアに結合したTSPE産物をストレプトアビジン－フィコ
エリトリンコンジュゲートで検出し、各ビーズについて生成されるシグナルをLuminexに
よって分析し、MFI単位として表した。最大バックグラウンドMFIシグナルの3倍より大き
いシグナルを陽性判定（positive call）とした。
【０１００】
分析の特異性及び感度
　マルチプレックスアッセイの特異性を、三重に、18の異なるHAdV血清型が含まれる31の
異なる病原体を二重に試験することによって調べた。このアッセイ設計では、本出願人ら
は、TSPE間の交差反応性なく、対応する血清型の存在下のみでTSPEシグナルを観察した。
結果は、アッセイが、様々な血清型間の交差反応性なくHAdV3、4、7、7a、14、及び21を
正確に検出し同定できたことを示す（表２）。アッセイの性能をさらに試験するため、複
数の標的の存在を組み合わせて試験した（表２）。
【０１０１】
　いったんアッセイ特異性を決定したら、検出された血清型それぞれについて検出限界を
決定した。以前力価測定した血清型3、4、7、14、及び21の株由来の培養物の5、10倍連続
希釈物を二重に試験することによって、これを行った。各希釈物のTCID50を元の未希釈培
養物の力価に基づいて計算した。TSPEがウイルスの存在を検出することができた最も低い
希釈物が表２に示される。
【０１０２】
　このアッセイ設計では、本発明者らは、TSPE間の交差反応性なく、対応する血清型の存
在下のみでTSPEシグナルを観察した。アッセイを、単一反応物中の2つのHAdV血清型の組
み合わせを用いてさらに試験した。アッセイは反応物中に存在する2つの血清型を同定す
ることができた（表２）。
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【表２】

【０１０３】
臨床サンプルの評価
　臨床試料を用いてアッセイの性能を評価するために、本発明者らは、HAdVを含有するこ
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とがわかっている104個の呼吸器系サンプルを試験した。サンプル中に存在するHAdVの血
清型もわかっていた。これらのサンプルを3回の独立した実施（run）で盲検試験した。
【０１０４】
　試験される104個の臨床サンプルに基づき、試験対象の異なる血清型に対する感度は、
表３に示されるように、Ad3、Ad4、Ad7、Ad14及びAd21についてそれぞれ90％、95％、100
％、100％及び85％であった。
【表３】

【０１０５】
矛盾する試料の分析
　NHRCでのPCR／微小中和によって得られた当初の判定と比較すると、計5個の矛盾が観察
された。3つのHAdV-21及び1つのHAdV-3サンプルは本発明者らのアッセイでは陰性と判定
されたが、1つの陰性試料は本発明者らのアッセイではHAdV-4に対して陽性と出た。これ
ら5つの矛盾する試料をLuminex RVPキットによって試験したところ、1つのHAdV-21試料を
除いて全てでHAdVが検出され、これはサンプルのうち少なくとも1つは真に陰性でありう
ることを示した。
【０１０６】
　本発明者らは、血清型21に対するオリゴヌクレオチドプローブが最も低い感度（4.6 x 
105 TCID50）を示すことを観察したが、このことは、少なくとも部分的には、これらの偽
陰性を説明しうる。これらの矛盾にも関わらず、結果は、まとめて見ると、このマルチプ
レックスHAdVアッセイが臨床状況で診断用ツールとして有用であることを示す。血清型21
の場合、HAdV-21オリゴヌクレオチドプローブをさらに改良することが可能かもしれない
が、臨床試料で観察された性能は、それが依然として診断用ツールとしての可能性を有す
ることを示す。
【０１０７】
共感染
　本発明者らの研究では、2つのサンプルが共感染していることが見出された：一方はHAd
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的PCR検査によって1つのHAdV血清型のみ（HAdV-14又はHAdV-7）によって感染されている
と判定されており、これは、本アッセイが標準的PCR検査と比べて感度が増加しているこ
とを示す。Voraら（19）による以前の研究は、HAdV-4又はHAdV-7と組み合わせたより高い
共感染率を示した。それらは2つの最も一般的なARD関連血清型であるため（19）、これは
驚くべきことではなく、本発明者らのマルチプレックスアッセイが共感染サンプルを正確
に検出したことを示す。特に免疫学的方法に基づく場合は、一方の血清型、通常はより高
力価の血清型が反応で優勢であることが多いため、典型的には共感染は検出がより難しい
。しかし、本発明者らのマルチプレックスアッセイは、共感染を検出することが可能であ
り、非優勢血清型を検出するのに十分に高感度である。共感染は、アデノウイルス株が組
み換わり、新たな変異株を形成しうる機会を提供するため、興味深い。本明細書に記載の
方法は、単一アッセイで共感染を検出することができる。
【０１０８】
　現在、利用可能な大部分の分子的技術は、単一反応内で複数のHAdV血清型を検出し、か
つHAdVが属する種をも同定しうるが、それらは検出対象のHAdVの特定の血清型を同定する
ように設計されておらず、従って、HAdV血清型間を識別するためのさらなるシークエンシ
ング反応、制限酵素反応、及び／又は系統解析を必要とする。本アッセイは、臨床的に意
義のあるものを含む複数の血清型を検出することができるだけでなく、単一反応でどの血
清型が存在するか同定することができる。様々な他の一般的呼吸器系ウイルス及びアデノ
ウイルス血清型でチャレンジした場合、交差反応性は検出されなかった。
【０１０９】
　軍隊入隊者集団におけるワクチンプログラムの再導入により、様々なベースキャンプに
おいてARD大発生の優勢な原因として異なる血清型が出現するかもしれないという恐れが
ある。血清型優勢度におけるシフトを迅速に同定できることは、ワクチン有効性のより確
かな評価を可能にする。過去の研究は、HAdV-7予防接種後に血清中のHAdV-3及びHAdV-14
に対する中和抗体価の上昇があることを示している（10、18）。従って、本明細書に記載
の方法は、軍隊患者の間で見られる最も一般的なHAdV血清型の5つ（HAdV-3、-4、-7、-14
及び-21）を適時に検出及び同定するための簡単なアッセイを提供する。
【０１１０】
[実施例２]
HAdV-1、-2、-5、及び-6の同定
　実施例１に記載されたアッセイは、単一反応で最大5つのHAdVの同定を可能とし、目的
とするさらなる血清型を含むように拡張することができる。例えば、小児及び免疫不全患
者はグループCのHAdV血清型の感染を起こしやすい。表４に記載されるように、血清型特
異的オリゴヌクレオチドプローブのセットをグループCの血清型、HAdV-1、HAdV-2、HAdV-
5、及びHAdV-6に特異的に結合するように設計した。これらのオリゴヌクレオチドプロー
ブは、実施例１で使用されるプライマーと共に機能するように設計した。予備的実験は、
これらのオリゴヌクレオチドプローブが、目的とする血清型に特異的にハイブリダイズし
（HAdVに対するプローブはいくらかの交差反応性を示した）、かつ、HAdV-3、HAdV-4、HA
dV-7、HAdV-14、及びHAdV-21に対するプローブと共に使用して、単一反応においてHAdV-1
、-2、-3、-4、-5、-6、-7、-14、及び-21の1つ又はそれ以上の存在を同時に同定できる
ことを示す。代わりに、サンプル中のHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、又はHAdV-6の1つ又はそ
れ以上を同時に同定するために、HVR7'フォワード及びHRV7'リバースプライマーのみを使
用する本明細書に記載の方法においてHAdV-1、HAdV-2、HAdV-5、及びHAdV-6に特異的なオ
リゴヌクレオチドプローブを使用することができる。HAdV-1に対するオリゴヌクレオチド
プローブはいくらかの交差反応性を示し、交差反応性を除去するように最適化されている
。
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【表４】

【０１１１】
　プローブは、約50℃～56℃の融解温度（Tm）を有するように優先的に選択した。
【０１１２】
　HAdV-1特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AF534906（バージョンAF534906.
1 GI:33330439）を有するHAdV-1株の36,001塩基対のゲノム配列のヌクレオチド20,188～2
0,208に対応し、この36,001塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものとする。
【０１１３】
　HAdV-2特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AC_000007（バージョンAC_00000
7.1 GI:56160492）を有するHAdV-2株の35,937塩基対のゲノム配列のヌクレオチド8,369～
8,388に対応し、この35,937塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものとする。
【０１１４】
　HAdV-5特異的プローブは、GenBankアクセッション番号BK000408（バージョンBK000408.
1 GI:33694637）を有するHAdV-5株の35,938塩基対のゲノム配列のヌクレオチド20,123～2
0,147に対応し、この35,938塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものとする。
【０１１５】
　HAdV-6特異的プローブは、GenBankアクセッション番号AB330087（バージョンAB330087.
1 GI:190356534）を有する2892塩基対のHAdV-6ヘキソン遺伝子のヌクレオチド1,321～1,3
39に対応し、この2892塩基対配列は参照により本明細書に援用されるものとする。
【０１１６】
　加えて、グループC血清型、HAdV-1、-2、-5、及び-6に特異的にハイブリダイズするよ
うにユニバーサルオリゴヌクレオチドプローブを設計した。このユニバーサルプローブの
配列はAACAAGCGAGTGGTGGCTC（配列番号15）である。
【０１１７】
　本明細書に引用した全ての特許、特許出願及び公開された引用文献は、参照によりその
全体が本明細書に援用されるものとする。本発明はその好ましい実施形態に関して特に示
され、記載されているが、当業者であれば、特許請求の範囲に包含される発明の範囲から
逸脱することなく、形式及び詳細においてそこに様々な変更を為しうることを理解するで
あろう。
【０１１８】
引用文献
　以下の引用文献は本明細書に引用され、本発明の分野において一般的な情報を提供し、
本明細書で議論されるアッセイ及びその他の詳細を提供する。以下の引用文献は参照によ
りその全体が本明細書に援用されるものとする。
【０１１９】
1. Adhikary, A. K., T. Inada, U. Banik, J. Numaga, and N. Okabe. 2004. Identific
ation of subgenus C adenoviruses by fiber-based multiplex PCR. J Clin Microbiol 
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