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(57)【要約】
　本発明は、試料中に存在する核酸配列の同定方法および検出方法に関する。該核酸はＲ
ＮＡあるいはＤＮＡ、またはその両方であってもよい。本発明はさらに、試料中に種々の
微生物が存在するかどうか、またその種が何であるかを判定するための方法に関する。さ
らに、出願人らは、グラム陰性菌のｒＲＮＡ内に存在する１組のオリゴヌクレオチドの核
酸配列を突き止めた。この１組をプールしてまたは組み合わせて使用することで、たとえ
ばハイブリダイゼーション分析等において、グラム陰性菌を大まかな分類として同定する
ことが容易となる。この１組のオリゴヌクレオチドは、グラム陰性菌の大まかな分類に属
する生物の存在を示す配列を検出する一方、グラム陽性菌や真菌または他の微生物等を誤
って同定してしまう可能性はほとんどあるいはまったくない。この分析は、少なくとも１
つの目的ヌクレオチド配列と、少なくとも１つの核酸プローブと、フッ素界面活性剤と、
ヌクレアーゼとを同時にインキュベートすることを含む。この分析はまた、試料中に存在
する標的核酸配列を検出および／または同定するために、または、さらにまた別の特異的
プローブを使用することによって、細菌、真菌または他の微生物を検出するために使用し
てもよい。本発明はさらに、結合分析において、非特異結合を低減させて複合体の形成を
促進する方法に関する。この結合分析は核酸ハイブリダイゼーション分析または免疫測定
であってもよいが、これらに限定されない。本発明はさらに、少なくとも１つの目的とす
る標的（ヌクレオチド配列であってもよい）と、少なくとも１つのプローブ（核酸プロー
ブであってもよい）と、ヌクレアーゼとを使用する検出方法に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法であって、
ａ）少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
ｂ）ｉ）該試料と、
ｉｉ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
ｉｉｉ）目的配列を分解することができるヌクレアーゼと
を、ヌクレアーゼをプローブよりも前またはプローブと同時に試料に加えて混合すること
により混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
ｃ）その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定
すること
を含む方法。
【請求項２】
　試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法であって、
ａ）少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
ｂ）ｉ）該試料と、
ｉｉ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと目的配列を分解するこ
とができるヌクレアーゼとの混合物と
を混合して混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
ｃ）その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定
すること
を含む方法。
【請求項３】
　試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法であって、
ａ）少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
ｂ）ｉ）該試料と、
ｉｉ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
ｉｉｉ）目的配列を分解することができるヌクレアーゼと
を、プローブを選択した時間内に試料に加えて混合することにより混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
ｃ）その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定
すること
を含む方法。
【請求項４】
　前記選択した時間が、ヌクレアーゼを加えた後約０～１５分間であることを特徴とする
、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法であって、
ａ）少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
ｂ）ｉ）該試料と、
ｉｉ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
ｉｉｉ）目的配列を分解することができるヌクレアーゼと
を、目的配列がプローブにハイブリダイズするよりも前に、ヌクレアーゼを試料とプロー
ブとに加えて混合することにより混合物を作製し、選択したパーセンテージでハイブリダ
イズさせ、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
ｃ）その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定
すること
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を含む方法。
【請求項６】
　前記選択したハイブリダイゼーションのパーセンテージが約５～９５％であることを特
徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法であって、
ａ）少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
ｂ）ｉ）該試料と、
ｉｉ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
ｉｉｉ）目的配列を分解することができるヌクレアーゼと、
ｉｖ）少なくとも１つのフッ素界面活性剤と
を混合して混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
ｃ）その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定
すること
を含む方法。
【請求項８】
　前記フッ素界面活性剤が、陰イオンフッ素界面活性剤、陽イオンフッ素界面活性剤、両
性（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃ）フッ素界面活性剤、非イオンフッ素界面活性剤、両性イオン
（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ）フッ素界面活性剤およびそれらの混合物の群から選ばれる
ことを特徴とする、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも１つのフッ素界面活性剤を加えることをさらに含む、請求項１、２、３、５
のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つのフッ素界面活性剤が、陰イオンフッ素界面活性剤、陽イオンフッ
素界面活性剤、両性（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃ）フッ素界面活性剤、非イオンフッ素界面活
性剤、両性イオン（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ）フッ素界面活性剤およびそれらの混合物
からなる群から選ばれることを特徴とする、請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記混合物を作製する前に、前記試料から目的ヌクレオチド配列を抽出することをさら
に含む、請求項１、２、３、５、７のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
　前記ヌクレアーゼが、ＲＮａｓｅ　Ａ、ＲＮａｓｅ　Ｔ１、ＲＮａｓｅ　ＩおよびＳ１
ヌクレアーゼからなる群から選ばれることを特徴とする、請求項１、２、３、５、７のい
ずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　前記複合体が固定化されていることを特徴とする、請求項１、２、３、５、７のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
　前記複合体を洗浄緩衝液で洗浄することをさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記複合体に試薬基質を加えることをさらに含む、請求項１、２、３、５、７のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１６】
　前記プローブがビオチンで標識された捕捉プローブとアルカリホスファターゼで標識さ
れたシグナルプローブとを含むことを特徴とする、請求項１、２、３、５、７のいずれか
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記複合体に試薬基質を加えることをさらに含み、該試薬基質が、アダマンチル－１，
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２－ジオキセタンリン酸、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸／ニトロブル
ーテトラゾリウム、およびパラニトロフェニルリン酸からなる群から選ばれることを特徴
とする、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　ａ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブ、
ｂ）少なくとも１つのフッ素界面活性剤、および
ｃ）目的のヌクレオチド配列を分解することができるヌクレアーゼ
を含むキット。
【請求項１９】
　前記キットの使用説明書をさらに含む、請求項１８に記載のキット。
【請求項２０】
　基質試薬をさらに含む、請求項１８に記載のキット。
【請求項２１】
　試料中に存在する目的とする標的を検出する方法であって、
ａ）目的とする標的を含む可能性のある試料を提供すること、
ｂ）ｉ）該試料と、
ｉｉ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つのプローブと、
ｉｉｉ）少なくとも１つのフッ素界面活性剤と
を混合して混合物を作製し、
これによって目的とする標的とプローブとの複合体を形成させること、および
ｃ）その存在が目的とする標的の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベル
を測定すること
を含む方法。
【請求項２２】
　前記少なくとも１つのフッ素界面活性剤が、陰イオンフッ素界面活性剤、陽イオンフッ
素界面活性剤、両性（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃ）フッ素界面活性剤、非イオンフッ素界面活
性剤、両性イオン（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ）フッ素界面活性剤およびそれらの混合物
からなる群から選ばれることを特徴とする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記目的とする標的が、タンパク質、ペプチド、小型化学分子（ｓｍａｌｌ　ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）、炭水化物、リポ多糖、多糖、および脂質からなる群から
選ばれることを特徴とする、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
　細胞、細胞内小器官、生体分子または化学分子の非特異結合を低減させる方法であって
、
ａ）少なくとも１つのフッ素界面活性剤を緩衝液に加えること、および
ｂ）該細胞、細胞内小器官、生体分子または化学分子を該緩衝液と接触させること
を含み、該少なくとも１つのフッ素界面活性剤の存在によって、該細胞、細胞内小器官、
生体分子または化学分子の、表面へのもしくは相互間の非特異結合が低減することを特徴
とする方法。
【請求項２５】
　前記少なくとも１つのフッ素界面活性剤が、陰イオンフッ素界面活性剤、陽イオンフッ
素界面活性剤、両性（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃ）フッ素界面活性剤、非イオンフッ素界面活
性剤、両性イオン（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ）フッ素界面活性剤およびそれらの混合物
からなる群から選ばれることを特徴とする、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記アプリケーションが、免疫測定、マイクロ流体分析、ベッセル表面の不動態化、お
よび細胞培養からなる群から選ばれることを特徴とする、請求項２４に記載の方法。
【請求項２７】
　ａ）検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブ、
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ｂ）少なくとも１つのフッ素界面活性剤、および
ｃ）目的の配列を分解することができるヌクレアーゼ
を含む、請求項１～１５のいずれかに記載の方法で使用するためのキット。
【請求項２８】
　前記キットの使用説明書をさらに含む、請求項２７に記載のキット。
【請求項２９】
　基質試薬をさらに含む、請求項２７に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００８年１月２４日に出願された米国仮特許出願第６１／０２３，３４８
号に基づく優先権を主張する、２００９年１月２３日に出願された米国特許出願第１２／
３５９，２６３号に基づく優先権を主張するものであり、これらの出願は参照によりその
全体が本出願に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、試料中に存在する目的核酸配列の同定方法および検出方法に関する。該核酸
はＲＮＡあるいはＤＮＡ、またはその両方であってもよい。本発明はさらに、試料中に種
々の微生物が存在するかどうか、またその種が何であるかを判定するための方法に関する
。さらに、出願人らは、グラム陰性菌のリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）内に存在する１組
のオリゴヌクレオチドの核酸配列を突き止めた。この１組をプールしてまたは組み合わせ
て使用することで、たとえばハイブリダイゼーション分析等において、グラム陰性菌を大
まかな分類として同定することが容易となる。この１組のオリゴヌクレオチドは、グラム
陰性菌の大まかな分類に属する生物の存在を示す配列を検出する一方、グラム陽性菌や真
菌または他の微生物等を誤って同定してしまう可能性はほとんどあるいはまったくない。
この分析はまた、試料中に存在する標的核酸配列を検出および／または同定するためだけ
でなく、さらにまた別の特異的プローブを使用することによって、細菌、真菌または他の
微生物を検出するために使用してもよい。
【０００３】
　本発明はさらに、少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列と、検出可能な標識で標識し
た少なくとも１つの核酸プローブと、任意でフッ素界面活性剤とヌクレアーゼとを同時に
インキュベートすることを含む分析に関する。この分析はまた、さらにまた別の特異的プ
ローブを使用することによって、裸のヌクレオチド配列だけでなく、細菌、真菌または他
の微生物を検出するために使用することができ、また試料中に存在する標的核酸配列を検
出および／または同定するために使用してもよい。本発明はさらに、結合分析において、
非特異結合を低減させて複合体の形成を促進する方法に関する。この結合分析は、免疫測
定、マイクロ流体分析、ベッセルの不動態化、細胞培養または核酸ハイブリダイゼーショ
ン分析であってもよいが、これらに限定されない。本発明はさらに、少なくとも１つの目
的とする標的（これはヌクレオチド配列であってもよい）と、少なくとも１つのプローブ
（たとえば核酸プローブ）と、ヌクレアーゼとを使用する検出方法に関する。検出可能な
その他の分子および化合物としては、タンパク質、ペプチド、小型化学分子（ｓｍａｌｌ
　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）、炭水化物、リポ多糖、多糖、脂質等が挙げら
れるが、これらに限定されない。本発明はさらに、このような分析を行うためのキットに
関する。
【背景技術】
【０００４】
　ウイルスを除くあらゆる生物は、各細胞にリボソームを含み、したがってリボソームＲ
ＮＡを含む。リボソームは３つの別個の一本鎖ＲＮＡ分子、すなわち巨大分子と中型分子
と小型分子とを含む。２つの大きいｒＲＮＡ分子は、生物によってその大きさが異なる。
リボソームＲＮＡは直接の遺伝子産物であり、ｒＲＮＡ遺伝子によってコードされる。こ
の遺伝子のＤＮＡ配列は、ｒＲＮＡ分子を合成するためのテンプレートとして使用される
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。ｒＲＮＡサブユニットの各々に対し、別個の遺伝子が存在する。大部分の生物には複数
のｒＲＮＡ遺伝子が存在し、核ｒＲＮＡ遺伝子とミトコンドリアｒＲＮＡ遺伝子との両方
を有する多くの高等生物も、これに含まれる。植物および他の特定の生物は、核ｒＲＮＡ
遺伝子、ミトコンドリアｒＲＮＡ遺伝子および葉緑体ｒＲＮＡ遺伝子を有する。単純化す
るために、これら３つの別個のｒＲＮＡ遺伝子をまとめてｒＲＮＡ遺伝子と呼ぶこととす
る。
【０００５】
　あらゆる生物のあらゆる細胞中に、多数のリボソームが存在する。典型的な細胞では、
トータルＲＮＡの約８５～９０％がｒＲＮＡである。大腸菌等の細菌は、細胞１個当たり
約１０４個のリボソームを含み、一方哺乳動物の肝細胞は、１個当たり約５×１０６個の
リボソームを含む。各リボソームが各ｒＲＮＡサブユニットのうち１つを含むため、細菌
細胞および哺乳細胞は、各ｒＲＮＡサブユニットをそれぞれ１０４個および５×１０６個
含む。
【０００６】
　リボソームＲＮＡ以外のリボ核酸、特にメッセンジャーＲＮＡは、同定、代謝あるいは
病気の状態、またはＲＮＡウイルスやＤＮＡウイルスによる活動性ウイルス感染の有無を
判定する上で非常に有用である。転写産物の同定および発現レベルの測定のうちいずれか
または両方を実施することにより、種々の品質管理分析だけでなく診断法および生命科学
の研究においても多大な恩恵がもたらされる。マイクロＲＮＡ等の、ＲＮＡのさらなる形
態の測定も同様に、診断測定、特にがんにおける測定において、非常に有益であり得る。
【０００７】
　当技術分野でよく知られた方法である核酸ハイブリダイゼーションは、非関連配列が過
剰に存在する状況下においても、極めて少量または大量の特定の核酸配列を特異的に検出
するために使用されてきた。従来技術における核酸ハイブリダイゼーションの使用につい
ては、細胞およびウイルスの遺伝子発現、細胞およびウイルスの分子遺伝学、生物の遺伝
子解析、生物および核酸配列の進化論および分類学、疾患過程における分子機構、ならび
に細胞および生物内のウイルスおよび細菌の検出を含む、特定の目的のための診断法に関
する出版物に多くを見出すことができる。
【０００８】
　おそらく、最も特性決定がなされ、かつ最もよく研究されている遺伝子および遺伝子産
物と言えば、ｒＲＮＡ遺伝子およびｒＲＮＡであろう。従来技術には、生物およびリボソ
ーム遺伝子配列の進化論的・分類学的分類だけでなく、遺伝子解析におけるｒＲＮＡとリ
ボソーム遺伝子とのハイブリダイゼーションの使用が含まれる。遺伝子解析には、たとえ
ば、種々の生物中のリボソームＲＮＡ遺伝子の数、細胞中に存在する複数のリボソームＲ
ＮＡ遺伝子の類似性、ならびに細胞中のｒＲＮＡ合成の速度と程度およびそれらをコント
ロールする要因を判定することが含まれる。進化論的・分類学的研究は、ｒＲＮＡ遺伝子
の塩基配列を、関連する生物および大きく異なる生物からのものと比較することを含むこ
とが多い。
【０００９】
　リボソームＲＮＡ遺伝子のヌクレオチド配列は、大きく異なる生物間においても、その
少なくとも一部は類似していることが知られている。たとえば、大腸菌の細菌性リボソー
ムＲＮＡ遺伝子のＤＮＡは、植物、哺乳動物および種々の細菌種のｒＲＮＡとハイブリダ
イズする。このような他の種とハイブリダイズする大腸菌遺伝子断片は、生物の類似度に
よって異なる。実質的には、あらゆるｒＲＮＡ遺伝子配列が近縁種のｒＲＮＡとハイブリ
ダイズするが、遠縁種のｒＲＮＡとはそれほどハイブリダイズしない。
【００１０】
　特定の生物群のｒＲＮＡに特異的なプローブを利用することによってその群を検出する
際の感度および容易さは、各細胞中に一本鎖の核酸分子として存在する多数の両ｒＲＮＡ
分子によって大いに高められる。しかしながら、このｒＲＮＡは一本鎖の分子ではあるが
、通常とは異なる非常に複雑な二次構造・三次構造をとっているため、特定のセグメント
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にプローブが極めて到達しにくい可能性がある。溶液中で変性させたとしても、このｒＲ
ＮＡがスナップバックしてこのような二次構造・三次構造を再構成しようとする傾向は、
部分的にしか緩和されない。このスナップバックは分子内でのリフォールディングであっ
て拡散律速ではないため、この傾向は急速に生じる。この問題を克服するために、ＲＮＡ
を変性させ、ニトロセルロースもしくはその他の支持体に吸着させる等の技術を使用して
、この変性状態のＲＮＡを固定化してもよく、あるいは標的セグメントの内部相補体より
も融解温度（Ｔｍ）の高いプローブを使用して、リボソーム分子の自己アニールを妨害し
てもよい。
【００１１】
　また、ｒＲＮＡだけでなく、他の種類の細胞核酸に特異的なｒＲＮＡプローブを使用し
、核酸ハイブリダイゼーションすることによって、特定の生物群または細胞群を検出、同
定、または定量してもよい。たとえば、ｒＲＮＡは、約６０００の塩基長を有する前駆体
分子として、細菌である大腸菌内で合成される。次いでこの前駆体分子が処理され、ｒＲ
ＮＡサブユニット（総塩基数約４５００）といくつかの余分なＲＮＡ配列（総塩基数１５
００）とが生成するが、前者はリボソームに取り込まれ、後者は廃棄される。
【００１２】
　よく知られた増幅方法として、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）が挙げられる。ＰＣＲ
では、目的とする特定のヌクレオチド配列における特徴的な断片を、特定のプライマーを
用いて増幅する。このプライマーが標的部位を見つけると、遺伝物質の配列が１００万倍
に増殖する。
【００１３】
　ＰＣＲの過程において、生じたＤＮＡは、複製のテンプレートとして使用される。これ
によって連鎖反応が起こり、ＤＮＡテンプレートが指数関数的に増幅される。ＰＣＲによ
れば、１つのＤＮＡ断片の１～数コピーを利用して数桁の増幅を行い、数百万あるいはそ
れ以上のＤＮＡ断片コピーを得ることができる。ＰＣＲは、多様な遺伝子操作を行うため
に広範囲な変更を行うことができる。
【００１４】
　ＰＣＲアプリケーションでは、ほとんどすべての場合に耐熱性ＤＮＡポリメラーゼを使
用する。その一例として、もともと好熱菌（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）から
単離された酵素であるＴａｑポリメラーゼが挙げられる。このＤＮＡポリメラーゼは、テ
ンプレートとしての一本鎖ＤＮＡおよびＤＮＡ合成の開始に必要なＤＮＡオリゴヌクレオ
チド（ＤＮＡプライマーとも呼ばれる）を使用し、ＤＮＡ構成要素であるヌクレオチドか
ら新たなＤＮＡ鎖を酵素的に構築する。大多数のＰＣＲ法は、温度サイクルを使用してお
り、つまり、あらかじめ定められた一連の温度ステップに従い、ＰＣＲ試料の加熱と冷却
とを交互に繰り返す。これらの温度サイクルステップは、低温でのＤＮＡ合成においてＤ
ＮＡポリメラーゼが標的ＤＮＡを選択的に増幅するためのテンプレートとして使用するＤ
ＮＡ二重らせんの鎖を、高温で物理的に分離（ＤＮＡ融解）するために必要である。ＰＣ
Ｒの選択性は、特定の温度サイクル条件下で増幅を行う標的とするＤＮＡ領域に相補的な
プライマーの使用に起因する。
【００１５】
　ＰＣＲ反応は、通常サイクルと呼ばれる、２０～４０回繰り返される一連の温度変化か
らなる。各サイクルは、一般的には、２～３の別個の温度ステップからなる。最も一般的
なＰＣＲ増幅は、３つの温度ステップを有するサイクルを用いて実施される。温度サイク
ルは、高温（＞９０℃）における一定温度のステップ（ホールドと呼ばれる）で始まるこ
とが多く、次いで最終産物を伸長または短期保存するための１ホールドで終了する。用い
る温度、および各サイクルにおけるそれらの温度の持続時間は、種々のパラメータに依存
する。パラメータとしては、ＤＮＡ合成に用いる酵素、反応における二価イオンおよびｄ
ＮＴＰの濃度、ならびにプライマーの融解温度（Ｔｍ）が挙げられる。
【００１６】
　開始ステップでは、約９４～９６℃（耐熱性の非常に高いポリメラーゼを使用する場合
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は９８℃）まで反応温度を上げ、その温度を１～９分間維持する。このステップを必要と
するのは、ホットスタートＰＣＲによる熱活性化を必要とするＤＮＡポリメラーゼのみで
ある。
【００１７】
　熱変性ステップは通常のサイクルにおける最初のイベントであり、９４～９８℃まで反
応温度を上げ、２０～３０秒間維持することからなる。このステップで、ＤＮＡ鎖の相補
的塩基対間の水素結合が破壊され、ＤＮＡテンプレートおよびプライマーが融解して、Ｄ
ＮＡの一本鎖が生成する。
【００１８】
　次いで、アニーリングステップ反応では、温度を約５０～６５℃に低下させて２０～４
０秒間維持することによって、プライマーをアニーリングさせ一本鎖ＤＮＡテンプレート
を生成する。一般に、アニーリング温度は、使用するプライマーのＴｍよりも約３～５℃
低くする。プライマー配列がテンプレート配列と厳密に一致する場合にのみ、安定したＤ
ＮＡ－ＤＮＡ水素結合が形成される。ポリメラーゼはこのプライマーとテンプレートとの
ハイブリッドに結合し、ＤＮＡ合成を開始する。
【００１９】
　伸長ステップの温度は、使用するＤＮＡポリメラーゼに依存する。たとえば、Ｔａｑポ
リメラーゼの最適活性温度は約７５～８０℃であり、この酵素は一般に７２℃で使用され
る。このステップで、ＤＮＡポリメラーゼは、テンプレートであるＤＮＡ鎖に対して５’
→３’方向に相補的なｄＮＴＰを加えることにより、ｄＮＴＰの５’位のリン酸基と新生
（伸長しつつある）ＤＮＡ鎖の３’位の水酸基とを縮合させ、テンプレートに相補的な新
しいＤＮＡ鎖を合成する。伸長時間は、使用するＤＮＡポリメラーゼ、および増幅するＤ
ＮＡ断片の長さに依存する。ＤＮＡポリメラーゼは、最適温度においては、一般に１００
０塩基／分の速度で重合を行う。最適条件下、すなわち、制限基質や制限試薬による制限
がない条件下では、各伸長ステップにおいて標的ＤＮＡの量は２倍になり、特定のＤＮＡ
断片が指数関数的（幾何学的）に増幅される。
【００２０】
　最後のＰＣＲサイクルの後、残っている一本鎖ＤＮＡを完全に伸長するため、７０～７
４℃で５～１５分間の最終的な伸長を行うこともある。反応物の短期保存のために４～１
５℃の最終ホールドを実施してもよい。
【００２１】
　上記の分析において、たとえば、ＤＮＡ断片を分離するアガロースゲルを使用して、定
性的評価を行ってもよい。最も単純なケースでは、この定性的評価は、プライマーが標的
とする部位が分析試料中に存在するという情報を提供するものである。
【００２２】
　ＰＣＲ技術から発展したまた別の技術として定量的ＰＣＲがあるが、これは、存在する
微生物量と増幅されたＤＮＡ量との相関を確立しようとするものである。さらに、逆転写
酵素ＰＣＲでは、試料中のＲＮＡ種の検出が可能であり、検出されたＲＮＡを利用して、
生きている生物か死んだ生物か、またはフリーのＤＮＡであるかを識別することができる
。しかしながら、偽陽性の発生を防止し、試料中のＲＮＡからの増幅産物のみを生成させ
るため、試料中のＤＮＡは徹底的に除去しなければならない。
【００２３】
　ＰＣＲの長所として、特異性が高いこと、および比較的短時間で実施できることが挙げ
られる。主な短所は、汚染による影響を受けやすく偽陽性が発生しやすいこと、逆転写酵
素ＰＣＲを行われなければ上記した生細胞、死細胞、裸のＤＮＡの識別ができないこと、
および、阻害物質の存在に起因する偽陰性が発生する危険性があることである。これらの
短所の多くは、適切な実験室的手技やプロトコル設計の適用により克服できるが、それに
はコスト、装置、設備条件、時間、および実施に必要な専門知識をかなり増やさなければ
ならないことが想定され得る。
【００２４】
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　蛍光標識したオリゴヌクレオチドを用いたｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションの使
用もまた別の有用な方法であり、これは１９９０年代の初めに開発された。この方法は、
多くの環境試料において成功裏に使用されており、（Ａｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｔ－ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｏｂｉｎｇ　ｏｆ　ｗｈｏｌ
ｅ　ｃｅｌｌｓ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅ，ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ，ａ
ｎｄ　ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ　ｓｔｕｄｉｅｓ　ｉｎ　ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ
，１７２（２）Ｊ．ＢＡＣＴＥＲＩＯＬ．７６２－７７０（１９９０））、一般に「ＦＩ
ＳＨ」（蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション）として知られている。ＦＩＳＨ技
術は、試料中に存在する微生物を特異的に検出するためのツールであり、あらゆる細胞に
存在するリボソームリボ核酸（リボソームＲＮＡ）が、保存性の高い配列と可変（すなわ
ち属特異的さらには種特異的）配列とをいずれも有することを前提としている。相補的な
オリゴヌクレオチドは、これらの配列ドメインに対して生成され、さらに、微生物の種、
属または群の識別を可能にする、検出可能なマーカーで標識されてもよい。ＦＩＳＨ法は
、生物群集の実際のｉｎ　ｓｉｔｕ条件を歪みなく示し、培養も記述もされていない微生
物を同定できる可能性のある方法として、一般に知られている唯一の方法である。
【００２５】
　ＦＩＳＨでは、プローブが分析試料中の細胞に入り込み、細胞内の標的配列に結合する
ため、プローブの標識による細胞の検出が可能となる。ＦＩＳＨはまた、従来の培養では
検出の難しい微生物を同定するために使用されてもよく、これによって多くの試料中の微
生物集団の検出が可能となる。ＦＩＳＨは、培養による検出よりも迅速に微生物を検出す
るために使用されてもよい。
【００２６】
　ＦＩＳＨはさらに、細胞および／または組織を可視化することによって、特定の形態を
同定するために使用されてもよい。阻害物質の存在による偽陰性は、汚染に起因すると考
えられる偽陽性と同程度に排除することができる。
【００２７】
　ここ数年の間に、分子生物学に関する多くの文献が公表されている。これらの文献は、
微生物の培養プロトコル、ｒＲＮＡのような核酸の構造および機能、微生物の同定に関す
る方法、核酸ハイブリダイゼーション技術、および核酸プローブの決定について開示して
いる。
【００２８】
　以下の文献は、細菌および他の微生物を培養し、核酸を抽出するためのプロトコルおよ
び方法に関する。
Ｂｒｉａｎ　Ｗ．Ｂａｉｎｂｒｉｄｇｅ，Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　
ｆｏｒ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｂｉｏｌｏｇｙ：ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　ｐｈａｇｅ
ｓ　ｉｎ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ：Ａ　ＰＲＡＣＴ
ＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ　ｘｖ－ｘｖｉｉ，２１－５４（Ｔ．Ａ．Ｂｒｏｗｎ，ｅｄ
．２０００）；
Ｌａｕｒａ　Ｇ．Ｌｅｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｏｆ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　Ｓｔｒｅａｍ　Ｓｅｄｉｍｅｎｔ
ｓ，６１（３）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．１１４１－１１４３（
１９９５）；
Ｙｕ－Ｌｉ　Ｔｓａｉ＆Ｂｅｔｔｙ　Ｈ．Ｏｌｓｏｎ，Ｒａｐｉｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏ
ｒ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ　ｆｒｏｍ　Ｓｏｉｌ　ａｎｄ
　Ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ，５７（４）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．１
０７０－１０７４（１９９１）；
ＴＥＣＨＮＯＴＥ　３０２　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ（Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．２００２）．
【００２９】
　以下の文献は、リボソームＲＮＡの構造および機能の研究に関する。
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Ｓｅｂａｓｔｉａｎ　Ｂｅｈｒｅｎｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ａｃｃｅｓｓｉ
ｂｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｍａｌｌ－Ｓｕｂｕｎｉｔ　ｒＲＮＡ　ｏｆ　Ｍｅｍｂｅｒｓ　ｏ
ｆ　ｔｈｅ　Ｄｏｍａｉｎｓ　Ｂａｃｔｅｒｉａ，Ａｒｃｈａｅａ，ａｎｄ　Ｅｕｃａｒ
ｙａ　ｔｏ　Ｃｙ３－Ｌａｂｅｌｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｒｏｂｅｓ
，６９（３）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．１７４８－１７５８（２
００３）；
Ｓｏｕｍｉｔｅｓｈ　Ｃｈａｋｒａｖｏｒｔｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ａ　ｄｅｔａｉｌｅｄ　
ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　１６Ｓ　ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＲＮＡ　ｇｅｎｅ　ｓｅｇｍｅ
ｎｔｓ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　ｂａｃｔ
ｅｒｉａ，６９（２）Ｊ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．ＭＥＴＨＯＤＳ　３３０－３３９（２０
０７）；
Ｄａｒｒｅｌｌ　Ｐ．Ｃｈａｎｄｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｖｅｒｓｕ
ｓ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　
１６Ｓ　ｒＲＮＡ　ｏｎ　Ｐｌａｎａｒ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｍｉｃｒｏ
ａｒｒａｙｓ，６９（５）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．２９５０－
２９５８（２００３）；
Ｂｅｒｎｈａｒｄ　Ｍ．Ｆｕｃｈｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｕｎｌａｂｅｌｅｄ　Ｈｅｌｐｅｒ
　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　Ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｔｈｅ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ａ
ｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ　ｔｏ　１６Ｓ　ＲＮＡ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌｙ
　Ｌａｂｅｌｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｒｏｂｅｓ，６６（８）ＡＰＰ
Ｌ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．３６０３－３６０７（２０００）；
Ｄａｎｉｅｌｌｅ　Ａ．Ｍ．Ｋｏｎｉｎｇｓ＆Ｒｏｂｉｎ　Ｒ．Ｇｕｔｅｌｌ，Ａ　ｃｏ
ｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃ　ｆｏｌｄｉｎｇｓ　ｗｉｔｈ　
ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｌｙ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　１６Ｓ　
ａｎｄ　１６Ｓ－ｌｉｋｅ　ｒＲＮＡｓ，１　ＲＮＡ　５５９－５７４（１９９５）；
Ｈａｒｒｙ　Ｆ．Ｎｏｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｓｔｒ
ｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ　ｏｆ　１６Ｓ　ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＲＮＡ
　ｕｓｉｎｇ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｒｏｂｅ
ｓ，８（３＆４）ＰＲＯＣ．ＩＮＴ．ＳＹＭＰ．ＢＩＯＭＯＬ．ＳＴＲＵＣＴ．ＩＮＴＥ
ＲＡＣＴＩＯＮＳ，ＳＵＰＰＬ．Ｊ．ＢＩＯＳＣＩ．７４７－７５５（１９８５）；
Ａｌｅｘ　Ｐｏｚｈｉｔｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｅｓｔｓ　ｏｆ　ｒＲＮＡ　ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｔｏ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｓｕｇｇｅｓｔ　ｔｈａｔ　ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　ｓｐｅｃｉｅｓ　ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ
　ｃａｎｎｏｔ　ｂｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ，３４（９）ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　
ＲＥＳ．ｅ６６（２００６）；
Ｍｉｇｕｅｌ　Ａｎｇｅｌ　Ｒｅｙｅｓ－Ｌｏｐｅｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｉｎｇｅｒｐｒ
ｉｎｔｉｎｇ　ｏｆ　ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ　１６Ｓ　ｒＲＮＡ　ｇｅｎｅｓ　ｕｓｉ
ｎｇ　ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　
ａｎｄ　ｖｉｒｔｕａｌ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，３１（２）ＮＵＣＬＥＩＣ　Ａ
ＣＩＤＳ　ＲＥＳ．７７９－７８９（２００３）；
Ａｃｈｉｍ　Ｓｃｈｍａｌｅｎｂｅｒｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｐｒ
ｉｍｅｒｓ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚｉｎｇ　ｔｏ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ
ａｒｉｌｙ　Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ　Ｒｅｇｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｍａｌｌ－Ｓｕｂ
ｕｎｉｔ　ｒＲＮＡ　Ｇｅｎｅ　ｉｎ　ＰＣＲ－Ｂａｓｅｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ｃｏ
ｍｍｕｎｉｔｙ　Ａｎａｌｙｓｅｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，６
７（８）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．３５５７－３５６３（２００
１）；
Ｓ．－Ｃ．Ｔａｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｒｏｏｍ－Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　Ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔａｒｇｅｔ　ＤＮＡ　ｗｉｔｈ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ　ｉｎ
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　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｇｕａｎｉｄｉｎｅ　Ｔｈｉ
ｏｃｙａｎａｔｅ，３４（６）ＢＩＯＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ　１２６１，１２６２（２０
０３）；
Ｃ．Ｒ．Ｗｏｅｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｍｏｄ
ｅｌ　ｆｏｒ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　１６Ｓ　ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＲＮＡ：ｐｈｙｌｏ
ｇｅｎｅｔｉｃ，ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ａｎｄ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｅｖｉｄｅｎｃｅ，
８（１０）ＮＵＣＬＥＩＣ　ＡＣＩＤＳ　ＲＥＳ．２２７５－２２９３（１９８０）；
Ｌ．　Ｓａｆａｋ　Ｙｉｌｍａｚ＆Ｄａｎｉｅｌ　Ｒ．Ｎｏｇｕｅｒａ，Ｍｅｃｈａｎｉ
ｓｔｉｃ　Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　ｔｈｅ　Ｐｒｏｂｌｅｍ　ｏｆ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎ　Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ　ｉｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　
Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，７０（１２）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩ
ＯＬ．７１２６－７１３９（２００４）；
Ｌ．　Ｓａｆａｋ　Ｙｉｌｍａｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍａｋｉｎｇ　Ａｌｌ　Ｐａｒｔｓ　
ｏｆ　ｔｈｅ　１６Ｓ　ｒＲＮＡ　ｏｆ　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ　Ａｃｃｅ
ｓｓｉｂｌｅ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　ｔｏ　Ｓｉｎｇｌｅ　ＤＮＡ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏ
ｔｉｄｅｓ，７２（１）ＡＰＰＬ．ＥＮＶＩＲＯＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．７３３－７４
４（２００６）．
【００３０】
　以下の文献は、細菌および他の微生物の同定および識別に関する。
Ｓｖｅｎ　Ｋｌａｓｃｈｉｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　ｆｏｒ　Ｄ
ｅｔｅｃｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｒａｍ－Ｐｏｓ
ｉｔｉｖｅ　ａｎｄ　Ｇｒａｍ－Ｎｅｇａｔｉｖｅ　Ｂａｃｔｅｒｉａ，４０（１１）Ｊ
．ＣＬＩＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．４３０４－４３０７（２００２）；
Ｅｌｉｚａｂｅｔｈ　Ｍ．Ｍａｒｌｏｗｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ａｎ　ｒＲＮＡ　Ｐｒｏｂｅ　Ｍａｔｒｉｘ　ｆｏｒ　Ｒａｐｉｄ　Ｉｄｅｎｔｉｆ
ｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂａｃｔｅｒｉａ　ａｎｄ　Ｆｕｎｇｉ　ｆｒｏｍ　Ｒｏｕｔｉ
ｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｕｌｔｕｒｅｓ，４１（１１）Ｊ．ＣＬＩＮ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ
．５１２７－５１３３（２００３）．
【００３１】
　以下の文献は、分子生物学におけるハイブリダイゼーション技術の使用に関する。
Ｆｒａｎｃｏｉｓ　Ｃｏｕｔｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｄｅｔ
ｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ　ＲＮＡ　ｂｙ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，２６５（２０）
Ｊ．ＢＩＯＬ．ＣＨＥＭ．１１６０１－１１６０４（１９９０）；
Ｇａｒｙ　Ｋ．　ＭｃＭａｓｔｅｒ＆Ｇｏｒｄｏｎ　Ｇ．Ｃａｒｍｉｃｈａｅｌ，　Ａｎ
ａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｓｉｎｇｌｅ－　ａｎｄ　ｄｏｕｂｌｅ－ｓｔｒａｎｄｅｄ　ｎｕ
ｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ　ｏｎ　ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ　ａｎｄ　ａｇａｒｏｓ
ｅ　ｇｅｌｓ　ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ｇｌｙｏｘａｌ　ａｎｄ　ａｃｒｉｄｉｎｅ　ｏｒａ
ｎｇｅ，７４（１１）ＰＲＯＣ．ＮＡＴＬ．ＡＣＡＤ．ＳＣＩ．ＵＳＡ　４８３５－４８
３８（１９７７）；
Ｓｏｕｔｈｅｒｎ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ－Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＥＳ　Ｃｅｌｌ　Ｄ
ＮＡ．
【００３２】
　以下の文献は、ＡＲＢソフトウェア（ＡＲＢは樹木を意味するラテン語のａｒｂｏｒに
由来する）を使用した場合の、リボソームＲＮＡプローブのアクセシビリティに関する。
Ｙａｄｈｕ　Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｇｒａｐｈｉｃａｌ　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＲＮＡ　ｐｒｏｂｅ　ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ
　ｄａｔａ　ｕｓｉｎｇ　ＡＲＢ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　ｐａｃｋａｇｅ，６　ＢＭＣ　Ｂ
ＩＯＩＮＦＯＲＭＡＴＩＣＳ　６１（２００５）；
Ｙａｄｈｕ　Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅｑｕｅｎｃ
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ｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｒｏｂｅｓ　
ｗｉｔｈ　ｒｅｓｐｅｃｔ　ｔｏ　ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ　ｓｔｒｕｃｔ
ｕｒｅ　ｏｆ　ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＲＮＡ　ｕｓｉｎｇ　ＡＲＢ　ｓｏｆｔｗａｒｅ　
ｐａｃｋａｇｅ，７　ＢＭＣ　ＢＩＯＩＮＦＯＲＭＡＴＩＣＳ　２４０（２００６）；
Ｙａｄｈｕ　Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ　ｅｎｔｉｔｌｅｄ
　Ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｂｅ　Ａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ
　Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　ＲＮＡ　ｕｓｉｎｇ　ＡＲＢ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ．
【００３３】
　以下の文献は、１６Ｓ　ｒＲＮＡのプローブおよびプライマーに関する。
Ｋ．　Ｇｒｅｉｓｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｂｅｓ
　ｆｏｒ　ｔｈｅ　１６Ｓ　ｒＲＮＡ　Ｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｍｏｓｔ　Ｓｐｅｃｉｅｓ　ｏ
ｆ　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ　Ｂａｃｔｅｒｉａ，Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　Ｂａｃｔｅｒｉａ
　Ｆｏｕｎｄ　ｉｎ　Ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ　Ｆｌｕｉｄ，３２（２）Ｊ．ＣＬＩ
Ｎ．ＭＩＣＲＯＢＩＯＬ．３３５－３５１（１９９４）；
Ｐｈｉｌｉｐ　Ｈｕｇｅｎｈｏｌｔｚ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　Ｅｖａｌ
ｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　１６Ｓ　ｒＲＮＡ－Ｔａｒｇｅｔｅｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔ
ｉｄｅ　Ｐｒｏｂｅｓ　ｆｏｒ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ，１７９　ＭＥＴＨＯＤＳ．ＭＯＬ．ＢＩＯＬ．２９－４２（２００
２）；
Ｃｈｒｉｓｔｏｐｈｅｒ　Ｌａｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｖａｌｉｄａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　１６Ｓ　ｒＲＮＡ　ｐｒｏｂｅｓ　ｔｏ　ｅｎｕｍｅｒａｔｅ　ｍｅｍ
ｂｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｌｅｐｔｕｍ　ｓｕｂｇｒｏｕｐ　
ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｆａｅｃａｌ　ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ，７（７）ＥＮＶＩＲＯＮ．Ｍ
ＩＣＲＯＢＩＯＬ．９３３－９４６（２００５）．
【００３４】
　ヌクレアーゼプロテクションアッセイは、核酸、特にＲＮＡを検出するために使用され
る、また別の方法である。ヌクレアーゼプロテクションアッセイで最も頻繁に使用される
のは、通常、ＤＮＡ基質またはＲＮＡ基質のいずれかに対して特異的に一本鎖のヌクレオ
チド配列を分解するヌクレアーゼである。これらのヌクレアーゼは一般に、それぞれの基
質核酸の二本鎖形態やキメラ二本鎖核酸、すなわちＲＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＤＮＡ、Ｒ
ＮＡ：ＤＮＡからなる二本鎖に対しては、活性が相当低下しているか、あるいはまったく
活性を示さない。特に、リボヌクレアーゼプロテクションアッセイは、転写産物、エキソ
ン／イントロン境界等を含むＲＮＡ種の同定および特性決定を可能にする。リボヌクレア
ーゼプロテクションアッセイは通常、ＲＮＡプローブと標的ＲＮＡとのハイブリダイゼー
ション、およびＲＮａｓｅ（通常ＲＮａｓｅ　Ａ、ＲＮａｓｅ　Ｔ１、ＲＮａｓｅ　Ｉ、
またはこれらのＲＮａｓｅの組み合わせ）の作用による、ハイブリダイズされていないＲ
ＮＡの分解に依存する。反応としては、プローブＲＮＡとその標的ＲＮＡとを混合し、次
いで熱変性、さらにはアニーリングを行うことによって、二本鎖ＲＮＡ複合体を生成する
。このプローブ／標的複合体をＲＮａｓｅで処理し、試料中のハイブリダイズされていな
い断片、ハイブリダイズされていないプローブ、その他のＲＮＡ分子をすべて分解する。
一般に、分解されていないプローブ／標的ＲＮＡ二本鎖断片だけがヌクレアーゼによる分
解を免れ、次いで検出により分析される。
【００３５】
　これらの分野で多くの研究活動が行われているにもかかわらず、動植物および微生物の
様々な組織のような多くの異なる試料からＤＮＡまたはＲＮＡを単離・検出するための方
法は、最先端の実験室、高価な装置、および信頼できる仕事を行うために十分に訓練され
、高度な教育を受けた人員を必要とすることが多い。このような方法はまた、サンガー法
、ＰＣＲ、ｑＲＴ－ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＦＩＳＨ、アレイハイブリダイゼーション等
の、最先端の主観的分析技術を必要とする。
【００３６】
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　さらに、核酸を単離および／または検出するためには、高精製されたトータル核酸、Ｄ
ＮＡまたはＲＮＡと共に、温度条件および時間条件の注意深くかつ正確な管理が必要とさ
れることが多い。全体として考えると、核酸の単離および分析にかかる時間は長く、通常
、開始から終了まで３～６時間を要する。実際、アレイベースの方法では、一晩かけてハ
イブリダイゼーションを行うことも珍しくはない。さらに、洗浄が必要な場合、特にハイ
ブリダイゼーション分析においては、ストリンジェンシーを得るために、一般的には厳密
な温度管理が行われる。
【００３７】
　どのような分析においても、バックグラウンドシグナルおよび非特異的シグナルは擬似
シグナルの一因となり、分析感度に内在的限界を課す可能性がある。そのため、分析にお
けるバックグラウンドシグナルを克服・低減するために、多くの試薬および技術が開発さ
れている。しかし、非特異的発生源から生じるシグナルを低減するためには、さらなる改
良を行う必要性がある。これは、分析系毎に、バックグラウンドシグナルまたは非特異的
シグナルの要因となる特性があり、既存の方法ではこの問題に適切に対処することができ
ないからである。免疫測定や核酸ハイブリダイゼーションのような既存の方法は、バック
グラウンドシグナルおよび／または非特異的シグナルの低減による感度の改善がもたらす
恩恵を受けることができる。
【００３８】
　したがって、使いやすく感度の高い分析だけでなく、改良された単離方法、ハイブリダ
イゼーション試薬、それらの方法のための条件、および核酸プローブとして使用できるオ
リゴヌクレオチドを用いたより使いやすく感度の高い分析もまた必要とされている。さら
に、最先端の機器、高度に精製された核酸、高度な教育を受けた人員を使用しなくてもよ
い分析、およびそのような分析を行うための設備が必要とされている。さらに詳しくは、
研究・診断に用いるプローブおよび分析、ならびに一般的に人および／または動物に接触
し、食品、廃水、医薬品、パーソナルケア製品、および環境において見いだされることの
多い微生物を検出するためのプローブおよび分析が必要とされている。
【発明の概要】
【００３９】
　本発明は、核酸プローブと標的核酸との存在下で少なくとも１つのヌクレアーゼを使用
すると、このプローブと標的核酸とが検出可能なプローブ－標的複合体を容易に形成する
という知見に関する。一方、ヌクレアーゼが存在しない場合には、検出可能なプローブ－
標的複合体は形成されない。この場合の複合体は、ヌクレアーゼの存在下で形成される複
合体よりも相当遅い速度で形成されたり、複合体を形成するために温度と溶媒に関して厳
密に定められた条件を使用することが必要とされることもある。さらに、ある種のフッ素
界面活性剤が、分析成分の非特異結合から生じる（バックグラウンド）シグナルを低減さ
せ得ることがわかった。この低減によって、特に非常に感度の高い分析、たとえば検出方
法として化学発光を使用するもの等において、分析感度を上げることができる。これらの
知見の一方または両方を使用することにより、核酸ハイブリダイゼーション分析を改善す
ることができる。これらの実施形態のうちいくつかについて、以下でより詳細に説明する
。
【００４０】
　本発明は、試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法で
あって、
少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
該試料すなわち該目的配列と、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
目的配列を分解することができるヌクレアーゼと
を、ヌクレアーゼをプローブよりも前またはプローブと同時に試料すなわち目的配列に加
えて混合することにより混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
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その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定する
こと
を含む方法に関する。
【００４１】
　本発明はまた、試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方
法であって、
少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
該試料すなわち該目的配列と、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと目的配列を分解することがで
きるヌクレアーゼとの混合物と
を混合して混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定する
こと
を含む方法に関する。
【００４２】
　本発明はさらに、試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する
方法であって、
少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
該試料すなわち該目的配列と、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
目的配列を分解することができるヌクレアーゼと
を、プローブを選択した時間内に試料すなわち目的配列に加えて混合することにより混合
物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定する
こと
を含む方法に関する。
【００４３】
　本発明はまた、試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方
法であって、
少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
該試料すなわち該目的配列と、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
目的配列を分解することができるヌクレアーゼと
を、目的配列がプローブにハイブリダイズするよりも前に、ヌクレアーゼを試料すなわち
目的配列とプローブとに加えて混合することにより混合物を作製し、選択したパーセンテ
ージでハイブリダイズさせ、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定する
こと
を含む方法に関する。
【００４４】
　本発明は、試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を検出する方法で
あって、
少なくとも１つの目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供すること、
該試料すなわち該目的配列と、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つの核酸プローブと、
目的配列を分解することができるヌクレアーゼと、
少なくとも１つのフッ素界面活性剤と
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を混合して混合物を作製し、
これによって目的配列とプローブとの複合体を形成させること、および
その存在が目的配列の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測定する
こと
を含む方法に関する。
【００４５】
　本発明はまた、試料中に存在する少なくとも１つのヌクレオチド配列を検出するための
キットであって、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つのヌクレオチドプローブ、
フッ素界面活性剤、および
目的のヌクレオチド配列を分解することができるヌクレアーゼ
を含むキットに関する。
【００４６】
　本発明のキットは、使用説明書をさらに含んでもよい。本キットはさらに試薬基質を含
んでもよい。本キットはさらに溶解／抽出緩衝液、および／または洗浄緩衝液を含んでも
よい。さらに、本発明のキットは、試料中に存在する少なくとも１つの目的ヌクレオチド
配列を検出するためのどのような方法に使用してもよい。
【００４７】
　本発明はまた、試料中に存在する目的とする標的を検出する方法であって、
目的とする標的を含む可能性のある試料を提供すること、
該試料すなわち該目的とする標的と、
検出可能な標識で標識した少なくとも１つのプローブと、
少なくとも１つのフッ素界面活性剤と
を混合して混合物を作製し、
これによって目的とする標的とプローブとの複合体を形成させること、および
その存在が目的とする標的の存在を意味する、複合体中の該検出可能な標識のレベルを測
定すること
を含む方法に関する。
　目的とする標的は、タンパク質、ペプチド、小型化学分子（ｓｍａｌｌ　ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）、炭水化物、リポ多糖類、多糖および脂質からなる群から選ば
れてもよい。
【００４８】
　本発明はさらに、アプリケーションにおける非特異結合を低減させる方法であって、
少なくとも１つのフッ素界面活性剤を緩衝液に加えること、および
アプリケーションを実行することを含み、
該少なくとも１つのフッ素界面活性剤の存在によって、表面への非特異結合が低減するこ
とを特徴とする方法に関する。
　上記アプリケーションは、免疫測定、マイクロ流体分析、ベッセル表面の不動態化、細
胞培養または組織培養であってもよいが、これらに限定されない。
【００４９】
　本発明は、試料であるＲＮＡ（ＲＮＡが標的である場合）および少なくとも１つの核酸
プローブの存在下において、酵素であるＲＮａｓｅ　Ａまたは他のヌクレアーゼを同時に
使用することにより、核酸の精製および単離が不要になるという長所を持つ。さらに、試
料としてトータル核酸が使用され、ＤＮＡが標的である場合、非特異結合の低減を補助す
るためにＲＮａｓｅ　Ａを使用してもよい。さらに、プローブがそれぞれの標的へ到達し
やすくなるように、ＲＮａｓｅ　Ａまたは他のヌクレアーゼを使用することは新規である
だけでなく、ＦＩＳＨまたはマイクロアレイ分析等の他のプロトコルに適用することも可
能である。さらに、本発明の分析は、熱やカオトロピック塩等の核酸を変性させる要素（
核酸を単離するために通常必要とされる）も、ＲＮＡを分析する前または分析中における
試料中ＲＮＡの変性も必要としない。ヌクレアーゼとして、ＲＮａｓｅ　Ｔ１、ＲＮａｓ
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ｅ　ＩおよびＳ１ヌクレアーゼを使用してもよい。
【００５０】
　本発明はさらに、試料中に存在する目的ヌクレオチド配列を検出する方法であって、
分析の対象となる目的ヌクレオチド配列を含む可能性のある試料を提供するステップ、
該試料からヌクレオチド配列を抽出するステップ、
抽出した目的ヌクレオチド配列を、少なくとも１つの核酸プローブとともにハイブリダイ
ゼーション条件下でインキュベートし、これによって検出可能な標識で標識された少なく
とも１つの核酸プローブが抽出した目的ヌクレオチド配列にハイブリダイズし、目的物－
プローブ複合体のヌクレオチド配列を形成するステップ、
目的物－プローブ複合体のヌクレオチド配列を洗浄するステップ、
目的物－プローブ複合体のヌクレオチド配列に試薬基質を加えるステップ、および
その検出が目的ヌクレオチド配列の存在を意味する、該検出可能な標識によってハイブリ
ダイゼーションのレベルを測定するステップ
を含む方法に関する。
【００５１】
　本発明の別の実施形態は、グラム陰性菌をグラム陽性菌から識別する方法であって、
分析の対象となる目的核酸配列を含む微生物を含む可能性のある試料を提供するステップ
、
該微生物を溶解するステップ、
該微生物から目的ヌクレオチド配列を抽出するステップ、
抽出した目的ヌクレオチド配列を、少なくとも１つの核酸プローブとともにハイブリダイ
ゼーション条件下でインキュベートし、これによって検出可能な標識で標識された少なく
とも１つの核酸プローブが抽出した目的ヌクレオチド配列にハイブリダイズし、目的物－
プローブ複合体のヌクレオチド配列を形成するステップ、
目的物－プローブ複合体のヌクレオチド配列を洗浄液で洗浄するステップ、
洗浄した目的物－プローブ複合体のヌクレオチド配列に試薬基質を加えるステップ、およ
び
その検出がグラム陰性菌の存在を意味する、該検出可能な標識によってハイブリダイゼー
ションのレベルを測定するステップ
を含む方法に関する。
【００５２】
　本発明はさらに、試料中に存在する核酸を検出する方法であって、
分析の対象となるＲＮＡを含む可能性のある細胞試料を提供するステップ、
該細胞を溶解するステップ、
該細胞からＲＮＡを抽出するステップ、
抽出したＲＮＡを、少なくとも１つの核酸プローブとともにハイブリダイゼーション条件
下でインキュベートし、これによって検出可能な標識で標識された少なくとも１つの核酸
プローブが抽出したＲＮＡにハイブリダイズし、ＲＮＡ－プローブ複合体を形成するステ
ップ、
ＲＮＡ－プローブ複合体を洗浄液で洗浄するステップ、
洗浄したＲＮＡ－プローブ複合体に試薬基質を加えるステップ、および
その検出がＲＮＡの存在を意味し該ＲＮＡにより細胞同定ができる、該検出可能な標識に
よってハイブリダイゼーションのレベルを測定するステップ
を含む方法に関する。
　さらに、この進歩的な分析法により、細菌、真菌または他の微生物等の微生物を検出し
てもよい。
【００５３】
　本発明の別の実施形態は、グラム陰性菌をグラム陽性菌から識別する方法であって、
分析の対象となるＲＮＡを含む微生物を含む可能性のある試料を提供するステップ、
該微生物を溶解するステップ、
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該微生物からＲＮＡを抽出するステップ、
抽出したＲＮＡを、少なくとも１つの核酸プローブとともにハイブリダイゼーション条件
下でインキュベートし、これによって検出可能な標識で標識された少なくとも１つの核酸
プローブが抽出したＲＮＡにハイブリダイズし、ＲＮＡ－プローブ複合体を形成するステ
ップ、
ＲＮＡ－プローブ複合体を洗浄液で洗浄するステップ、
洗浄したＲＮＡ－プローブ複合体に試薬基質を加えるステップ、および
その検出がグラム陰性菌の存在を意味する、該検出可能な標識によってハイブリダイゼー
ションのレベルを測定するステップ
を含む方法に関する。
【００５４】
　本発明はさらに、試料中に存在する微生物を検出する方法であって、
分析の対象となるＤＮＡを含む微生物を含む可能性のある試料を提供するステップ、
該微生物を溶解するステップ、
該微生物からＤＮＡを抽出するステップ、
抽出したＤＮＡを、少なくとも１つの核酸プローブとともにハイブリダイゼーション条件
下でインキュベートし、これによって検出可能な標識で標識された少なくとも１つの核酸
プローブが抽出したＤＮＡにハイブリダイズし、ＤＮＡ－プローブ複合体を形成するステ
ップ、
ＤＮＡ－プローブ複合体を洗浄液で洗浄するステップ、
洗浄したＤＮＡ－プローブ複合体に試薬基質を加えるステップ、および
その検出が微生物の存在を意味する、該検出可能な標識によってハイブリダイゼーション
のレベルを測定するステップ
を含む方法に関する。
【００５５】
　本発明の別の実施形態は、グラム陰性菌をグラム陽性菌から識別する方法であって、
分析の対象となるＤＮＡを含む微生物を含む可能性のある試料を提供するステップ、
該微生物を溶解するステップ、
該微生物からＤＮＡを抽出するステップ、
抽出したＤＮＡを、少なくとも１つの核酸プローブとともにハイブリダイゼーション条件
下でインキュベートし、これによって検出可能な標識で標識された少なくとも１つの核酸
プローブが抽出したＤＮＡにハイブリダイズし、ＤＮＡ－プローブ複合体を形成するステ
ップ、
ＤＮＡ－プローブ複合体を洗浄液で洗浄するステップ、
洗浄したＤＮＡ－プローブ複合体に試薬基質を加えるステップ、および
その検出がグラム陰性菌の存在を意味する、該検出可能な標識によってハイブリダイゼー
ションのレベルを測定するステップ
を含む方法に関する。
【００５６】
　本発明の分析に少なくとも１つのフッ素界面活性剤を使用してもよい。ゾニール（登録
商標）ＦＳＡ等のフッ素界面活性剤を使用することは新規であり、これを使用することに
より試料中の非特異結合および発泡が低減される。さらに、本発明の新規かつ有利な特徴
として、本分析に使用されるプローブおよびそれらの組み合わせ（単一プローブ、デュア
ルプローブおよびトリプルプローブを使用してもよい）、ハイブリダイゼーション時間が
比較的短いこと、ハイブリダイゼーションステップと捕捉ステップとの間で洗浄が不要で
あること、同様の結果が得られるハイブリダイゼーション温度および捕捉温度の範囲が広
いこと（すなわち、約２０～４２℃、または最高約５５℃まで）、および非ストリンジェ
ントな洗浄ステップが挙げられる。
【００５７】
　本発明で使用される少なくとも１つのフッ素界面活性剤は、陰イオンフッ素界面活性剤
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、陽イオンフッ素界面活性剤、両性（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃ）フッ素界面活性剤、非イオ
ンフッ素界面活性剤、両性イオン（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ）フッ素界面活性剤、およ
びそれらの混合物からなる群から選んでよい。上記少なくとも１つのフッ素界面活性剤は
、３－［２－（パーフルオロアルキル）エチルチオ］プロピオン酸のカルボン酸リチウム
塩、リン酸アンモニウムビス［２－（パーフルオロアルキル）エチル］、鎖長が４未満の
パーフルオロアルコール、フルオロ脂肪族リン酸エステルアンモニウム、またはそれらの
混合物であってもよい。
【００５８】
　本発明の方法において、必要に応じ、インキュベートする前に少なくとも１つの目的ヌ
クレオチド配列を試料から抽出してもよい。この抽出は、溶解／抽出緩衝液とともに試料
をインキュベートすることにより行うことができる。
【００５９】
　本発明の方法において、１、２または３つ以上の核酸プローブを使用してもよい。この
プローブは、捕捉プローブおよびシグナルプローブの両方の機能を持つ単一プローブでも
よく、一方が捕捉プローブであり他方がシグナルプローブである２つのプローブであって
もよい。また、捕捉プローブ、シグナルプローブおよびブリッジプローブの３つのプロー
ブを含むプローブ系も考えられる。捕捉プローブおよびシグナルプローブは検出可能な標
識で標識することができ、そこに試薬基質が加えられる。
【００６０】
　捕捉プローブの標識としてビオチンが挙げられ、シグナルプローブの標識としてアルカ
リホスファターゼが挙げられる。アルカリホスファターゼは、アダマンチル－１，２－ジ
オキセタンリン酸、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸／ニトロブルーテト
ラゾリウム、およびパラニトロフェニルリン酸からなる群から選ばれる試薬基質と反応す
る。
【００６１】
　本発明の方法は、液相ハイブリダイゼーションを含んでもよく、次いで所望の核酸が捕
捉され、さらに洗浄が行われる。ハイブリダイゼーションステップは、液相ハイブリダイ
ゼーションまたは固相支持体上でのハイブリダイゼーションのいずれかで実施することが
できる。あるいは、液相ハイブリダイゼーションおよび固相支持体上でのハイブリダイゼ
ーションの両方を利用したハイブリダイゼーション系で実施することもできる。
【００６２】
　本発明の方法は、検出可能な標識によってハイブリダイゼーションレベルを測定する前
に、複合体を固定化すること、非結合物質を除去するために洗浄緩衝液で複合体を洗浄す
ること、および複合体を保持することを含んでもよい。あるいは、複合体を固定化して、
洗浄を省くこともできる。本発明の方法が洗浄ステップを含む場合、洗浄後に試薬基質を
加えることをさらに含んでもよい。
【００６３】
　本発明の方法は、微生物、細菌、ならびに酵母および糸状菌等の真菌を含むがこれらに
限定されない、あらゆるタイプの試料からのＤＮＡおよびＲＮＡの検出に有用である。さ
らに、本発明の方法は、核酸以外の目的とする標的を検出するために使用することもでき
る。たとえば、この方法を、タンパク質、ペプチド、小型化学分子（ｓｍａｌｌ　ｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）、炭水化物、リポ多糖、多糖、および脂質を検出するた
めに使用することができる。また、この方法を、免疫測定、マイクロ流体分析、細胞培養
およびベッセル表面の不動態化等のアプリケーションにおいて、非特異結合を低減させる
ために使用することもできる。
【００６４】
　当業者は、以下の図および詳細な説明を参照することによって、本発明の他の系、方法
、特徴および利点を理解するだろう。このようなさらなる系、方法、特徴および利点はす
べて本明細書に包含され、本発明の範囲内であり、請求項によって保護される。
【００６５】
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　本明細書に組み込まれ、かつ本明細書の一部を構成する添付の図面は、本発明の実施形
態を例証し、詳細な説明とともに本発明の利点および原理を説明するものである。
【図面の簡単な説明】
【００６６】
【図１】大腸菌が有するリボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）の小サブユニットの二次構造を示
す図である。
【発明を実施するための形態】
【００６７】
　用語の説明
【００６８】
　以下の用語は、別途明確に述べられない限り、本明細書中で使用されているような以下
の特定の意味を有する。
【００６９】
　「ヌクレオチド」とは、リン酸基、五炭糖および窒素含有塩基からなる、核酸のサブユ
ニットである。ＲＮＡに存在する五炭糖はリボースである。ＤＮＡに存在する五炭糖は２
－デオキシリボースである。５’－ヌクレオチドは、五炭糖の５’位の炭素に水酸基（－
ＯＨ）を含む。ヌクレオチドには、このようなサブユニットの類似体、特に、リボースの
２’位にメトキシ基（－ＯＭｅ）を有する類似体も含まれる。本明細書中では、「Ｔ」残
基を含むメトキシオリゴヌクレオチドは、リボース部分の２’位にメトキシ基を有し、そ
のヌクレオチドの塩基位置にウラシルを有する。
【００７０】
　「オリゴヌクレオチド」とは、２つ以上のヌクレオチドサブユニットが互いに共有結合
したヌクレオチド重合体である。オリゴヌクレオチドは、通常約１０～１００ヌクレオチ
ド長である。このヌクレオチドサブユニットの糖群は、リボース、デオキシリボース、ま
たはＯＭｅ基等で修飾されたこれらの修飾誘導体であってもよい。このヌクレオチドサブ
ユニットは、リン酸ジエステル結合、修飾結合等の結合、またはオリゴヌクレオチドがそ
の相補的な標的ヌクレオチド配列にハイブリダイズすることを阻害しない非ヌクレオチド
部分によって結合されてもよい。修飾結合は、通常のリン酸ジエステル結合が、ホスホロ
チオエート結合、メチルホスホン酸結合、および中性のペプチド結合のような別の結合と
置き換わったものを含む。さらに、本発明よれば、オリゴヌクレオチドの構成成分は、窒
素含有塩基の類似体でもよい。
【００７１】
　「標的核酸配列」、「標的ヌクレオチド配列」または「標的配列」は、オリゴヌクレオ
チドによってハイブリダイズされる、特定のデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレ
オチド配列である。
【００７２】
　「ヌクレオチドプローブ」とは、標的核酸配列に対して十分に相補的なヌクレオチド配
列を有し、高ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件下で検出可能なハイブリ
ッドであるプローブ：標的の二本鎖を形成することができるヌクレオチドである。ヌクレ
オチドプローブは単離された化学種であり、高ストリンジェンシー条件下でのハイブリダ
イゼーションを阻害しない限り、標的領域外に付加的なヌクレオチドを含んでもよい。本
発明のプローブを使用した検出を容易にするために、プロモーター配列や制限酵素認識部
位、または触媒活性部位のような所望の二次構造・三次構造を付与する配列等の非相補的
配列を使用してもよい。ヌクレオチドプローブは、放射性同位元素、蛍光部分、化学発光
部分、色素産生部分、酵素またはリガンド等の検出可能な部分で任意に標識してもよく、
これらの検出可能な成分によって標的配列へのプローブハイブリダイゼーションを検出ま
たは確認でき、あるいは配列の同定が可能となる。さらに、ヌクレオチドプローブはヌク
レオチド類似体を含んでもよい。ヌクレオチド類似体プローブは、ペプチド核酸（ＰＮＡ
）プローブ、ホスホチオエート含有プローブ、ロックされた核酸（ＬＮＡ）プローブ、お
よび２’－Ｏ－メチル残基含有核酸プローブを含む。ヌクレオチドプローブは、１０～１
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００ヌクレオチド長の範囲であることが好ましい。
【００７３】
　「シグナルプローブ」は、検出可能な標識を含む。シグナルプローブは、目的試料中に
存在する標的核酸内の標的セグメントと選択的にハイブリダイズすることができ、通常１
５～１００、しばしば３０～７０、好ましくは１５～２９の標的核酸内の標的セグメント
と選択的にハイブリダイズできるヌクレオチドで構成される。
【００７４】
　「捕捉プローブ」は、金ナノ粒子、常磁性微粒子、マイクロタイタープレートのウェル
の表面、プラスチック製のチューブ壁、または固体相がたとえば化合物で被覆されている
メンブレン等の固体表面に結合することができる。この被覆する化合物は、たとえば、ア
ビジンまたはストレプトアビジンでよく、この場合、捕捉プローブはビオチン化される。
さらに、捕捉プローブは、目的試料中に存在する標的核酸内の標的セグメントと選択的に
ハイブリダイズすることができ、通常１５～１００、しばしば３０～７０のヌクレオチド
で構成されるが、１５～２９のヌクレオチドで構成されることが好ましい。
【００７５】
　「ブリッジプローブ」は、通常標識されず、目的試料中に存在する標的核酸内の標的セ
グメントと選択的にハイブリダイズすることができる。ブリッジプローブは、通常１５～
１００、しばしば３０～７０のヌクレオチドで構成されるが、１０～２９のヌクレオチド
で構成されることが好ましい。ブリッジプローブは、通常、本分析において使用するＲＮ
ａｓｅ　Ａによる分解から標的ｒＲＮＡのセグメントを保護する。
【００７６】
　さらに、プローブは、捕捉プローブおよびシグナルプローブの両方に属する単一プロー
ブ、一方が捕捉プローブであり他方がシグナルプローブである２つのプローブを含む系、
ならびに捕捉プローブ、シグナルプローブ、およびブリッジプローブの３つのプローブを
含む系を含んでもよい。
【００７７】
　絶対的な識別能、つまり標的核酸に対する特異的結合性を有する必要があるのは、これ
らのプローブのうち１つのみである。すなわち、シグナルプローブ、捕捉プローブのうち
少なくともいずれか１つは、ハイブリダイゼーションにおいて、標的核酸の選択された標
的セグメントに対する識別能を有するべきである。単一プローブ分析では、シグナルプロ
ーブを使用することができる。デュアルプローブ分析では、捕捉プローブおよびシグナル
プローブを使用することができる。トリプルプローブ分析では、シグナルプローブ、捕捉
プローブ、およびブリッジプローブを使用することができる。実際には、シグナルプロー
ブのハイブリダイゼーションセグメントおよび捕捉プローブのハイブリダイゼーションセ
グメントは互いに代用でき、どちらもほぼ同様にグラム陰性菌をグラム陽性菌から識別で
きる。２つ以上のプローブセットを分析で使用する場合、通常、これらは標的核酸の隣接
したセグメントにハイブリダイズする。しかしながら、標的核酸内のそれぞれの標的セグ
メントにこれらのプローブがハイブリダイズするとき、それぞれのプローブの末端と末端
との間に小さな隙間が存在してもよい。この隙間は、通常１０～２０ヌクレオチド長、よ
り一般的には５～１０ヌクレオチド長、好ましくは０～３ヌクレオチド長である。プロー
ブ設計のための手順およびソフトウェアは当技術分野でよく知られており、一般的に使用
されるリソースとして、ＧｅｎＢａｎｋ（登録商標）およびｔｈｅ　Ｅｕｒｏｐｅａｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（ＥＭＢＬ）のような核酸
データベース、ならびにｔｈｅ　Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ　Ｄａｔａｂａｓｅ　Ｐｒｏｊｅｃ
ｔ（ＲＤＰ）およびｔｈｅ　ＡＲＢ　Ｐｒｏｊｅｃｔ（ＡＲＢ）のようなソフトウェアが
挙げられる。
【００７８】
　「検出可能な部分」とは、核酸プローブに付着させたか、もしくはその一部として合成
された分子である。この分子は、一意的に検出可能であるべきであり、この検出によって
プローブを検出することができる。これらの検出可能な成分は、放射性同位元素、蛍光分
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子、化学発光分子、色素産生酵素、ハプテン、または特徴的なオリゴヌクレオチド配列で
あることが多い。
【００７９】
　「ハイブリッド」または「二本鎖」とは、相補塩基間のワトソン・クリック型塩基対合
または非標準塩基対合によって、２本の一本鎖核酸配列から形成された複合体である。
【００８０】
　「ハイブリダイゼーション」とは、２本の核酸相補鎖が結合して、二本鎖構造（「ハイ
ブリッド」すなわち「二本鎖」）を形成することである。
【００８１】
　「相補性」とは、ＤＮＡまたはＲＮＡの一本鎖上の塩基配列が、ワトソン・クリック型
塩基対間の水素結合によって、ＤＮＡ：ＤＮＡ、ＲＮＡ：ＲＮＡ、またはＤＮＡ：ＲＮＡ
のハイブリッドすなわち二本鎖を形成する可能性を有する特性である。アデニン（Ａ）は
通常チミン（Ｔ）またはウラシル（Ｕ）に相補的であり、グアニン（Ｇ）は通常シトシン
（Ｃ）に相補的である。
【００８２】
　「ミスマッチ」とは、ハイブリッド内に存在する、標準的なワトソン・クリック型水素
結合を形成しない２つのヌクレオチドからなるあらゆる対合である。さらに、以下の説明
では、ミスマッチは、ハイブリッドのうち１本の鎖において挿入または欠失が起こった結
果、対をなさなくなったヌクレオチドをも含む。
【００８３】
　「ストリンジェンシー」は、ハイブリダイゼーションおよびそれに続く処理ステップに
おける、温度および溶媒組成を説明するために使用される。高ストリンジェンシー条件下
では、相補性の高い核酸ハイブリッドだけが形成され、十分な相補性がなければハイブリ
ッドは形成されない。したがって、分析条件におけるストリンジェンシーによって、ハイ
ブリッドを形成する２本の核酸鎖間で必要とされる相補性の度合いが決まる。ストリンジ
ェンシー条件は、標的核酸との結合で形成されるハイブリッドの安定性と、非標的核酸と
の結合で形成されるハイブリッドの安定性との差が最大になるように選択される。典型的
なストリンジェンシー条件は、以下の実施例で提示される。
【００８４】
　「プローブの特異性」とは、標的配列と非標的配列とを識別するプローブの能力特性で
ある。
【００８５】
　「細菌」は、主要な三界のうちの１つと考えられている、真正細菌系統群に属する。
【００８６】
　「Ｔｍ」とは、プローブの５０％がハイブリダイズされた状態からハイブリダイズされ
ていない状態に変化する温度である。
【００８７】
　「抽出されたＲＮＡ」とは、Ａ２６０／Ａ２８０比が１．８未満のＲＮＡである。
【００８８】
　「抽出されたＤＮＡ」とは、Ａ２６０／Ａ２８０比が１．８未満のＤＮＡである。
【００８９】
　「トータル核酸」とは、Ａ２６０／Ａ２８０比が１．８未満のトータル核酸である。精
製された状態では、上記３種の核酸それぞれのＡ２６０／Ａ２８０比は、少なくとも１．
８、通常１．８～２．２である。
【００９０】
　当業者は、本発明と実質的に同一であるプローブが、本明細書記載の配列とは異なって
いる場合もあり、それでもなお同一の標的核酸配列とハイブリダイズすることを理解する
だろう。記載の核酸配列との差異は、その配列内に存在する記載の配列と同一の塩基のパ
ーセンテージで表してもよく、またそのプローブと標的配列との間で完全に相補的な塩基
のパーセンテージで表してもよい。これらのパーセンテージが１００～８０％、または１
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０ヌクレオチド標的配列中の０～２塩基がミスマッチである場合、本発明のプローブは実
質的に核酸配列に相当する。一実施形態においては、このパーセンテージは１００～８５
％である。別の実施形態においては、このパーセンテージは９０～１００％である。また
別の実施形態においては、このパーセンテージは９５～１００％である。
【００９１】
　「十分に相補的」または「実質的に相補的」とは、高ストリンジェンシーのハイブリダ
イゼーション条件下で、検出できる安定なハイブリッドを形成するに足る、十分な量の隣
接した相補的ヌクレオチドを核酸が有することである。
【００９２】
　「核酸ハイブリッド」または「プローブ：標的二本鎖」とは、水素結合による二本鎖構
造であり、好ましくは１０～１００ヌクレオチド長、より好ましくは１４～５０ヌクレオ
チド長である。この構造は、化学発光検出、生物発光検出、蛍光検出、オートラジオグラ
フィー、電気化学分析、ゲル電気泳動等の手段を用いた検出において十分に安定である。
このようなハイブリッドは、ＲＮＡ：ＲＮＡ、ＲＮＡ：ＤＮＡ、またはＤＮＡ：ＤＮＡか
らなる二本鎖分子、およびＰＮＡ等の類似体を含む。
【００９３】
　「選択的にハイブリダイズする」とは、適切なストリンジェンシーのハイブリダイゼー
ション条件下において、オリゴヌクレオチドプローブが標的核酸とハイブリダイズし、安
定したプローブ：非標的ハイブリッド（他の生物に由来する非標的核酸の存在を示す）を
形成することなく、安定したプローブ：標的ハイブリッド（標的核酸の存在を示す）を形
成することである。このように、プローブが非標的核酸と比べて十分に多くの標的核酸と
ハイブリダイズすることにより、当業者は、たとえば、腸内細菌科のようなグラム陰性菌
の存在を正確に検出し、それらの存在と他の生物の存在とを正確に識別することができる
。選択的ハイブリダイゼーションは、当技術分野で公知の技術を用いて測定してもよく、
その技術は本明細書に記載されている。たとえば、本発明のオリゴヌクレオチドプローブ
は、カンジダ・アルビカンス（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）（酵母の一種）の核酸とのハイブ
リダイゼーションと比較して、腸内細菌科細菌の核酸を約５０～７，０００倍選択的にハ
イブリダイズする。当業者は、特定の状況に応じて、具体的なストリンジェンシー条件ま
たはその範囲を決定することができるだろう。すなわち、ストリンジェンシーは、実施す
る分析法、核酸のソース、使用するプローブ等に基づいて決定することができるが、これ
らの制限を受けない。
【００９４】
　腸内細菌科の「標的核酸配列領域」とは、他の種の核酸中には存在しないが、腸内細菌
科細菌の核酸中に存在する核酸配列またはそれに相補的な配列である。標的を増幅するこ
とによって、標的配列に相補的なヌクレオチド配列を有する核酸を作製してもよい。
【００９５】
　「少なくとも１つの核酸プローブ」とは、１つ以上の核酸プローブである。この核酸は
、ＲＮＡ、ＤＮＡ、またはＰＮＡ等のヌクレオチド類似体であってもよい。
【００９６】
　「同時に」とは、すべての分析成分を同時にインキュベートすることである。より具体
的には、すべての成分は反応ベッセルに同時に加えられ、これによって必要とされる成分
すべてが反応全体にわたって存在することになる。
【００９７】
　ＲＮＡ一本鎖は通常高いコピー数となり、ある種のウイルスを除いては生細胞の代用と
なるため、ＤＮＡへのハイブリダイゼーションよりも、ＲＮＡ、特にｒＲＮＡへのハイブ
リダイゼーションが好ましい。ｒＲＮＡは一本鎖の分子ではあるが、通常とは異なる二次
構造・三次構造をとっているため、プローブが特定のセグメントに到達することは極めて
困難である。微生物を検出する分析においてｒＲＮＡをうまく使用するためには、二次構
造・三次構造を破壊しなければならないが、ハイブリダイゼーションが起こる程度にとど
めなければならない。ｒＲＮＡを溶液中で変性させたとしても、スナップバックして二次
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構造・三次構造を再構成しようとする傾向を示す可能性がある。このスナップバックは、
拡散律速ではない、分子内のリフォールディングにより急速に生じる。さらに、ｒＲＮＡ
分子が広範囲に分解されていないことを確認しなければならない。とは言うものの、ｒＲ
ＮＡは、その配列情報の濃さおよび幅広さ、ならびに生細胞内に存在することおよびその
豊富さに起因して、生物の識別を可能にする潜在能力を持つため、格好の標的となる。
【００９８】
　驚くべきことにかつ予想外に、出願人らは、本発明を使用する技術者が微生物の検出分
析および／または同定分析を簡単に手早く実施できる分析条件およびプロトコルを発見し
た。この条件は、フッ素界面活性剤等の試薬を使用することを含む。フッ素界面活性剤、
すなわちフッ素で処理された界面活性剤は、類似の炭化水素系界面活性剤と比べて、水の
表面張力をより効果的に低下させるフッ化炭素系界面活性剤である。本明細書において、
フッ素界面活性剤は、分子内のフッ化炭素単位、フッ化炭素エンティティ、フッ化炭素基
またはフッ化炭素セグメント部分に、全体として６つ以上のフッ素を有してもよい。
【００９９】
　フッ素界面活性剤としては、デュポン社製のゾニール界面活性剤が挙げられるが、これ
に限定されない。この化合物はフッ素界面活性剤類および単量体類に属する。ゾニールＦ
ＳＡは、３－［２－（パーフルオロアルキル）エチルチオ］プロピオン酸のカルボン酸リ
チウム塩であり、ＲｆＣＨ２ＣＨ２ＳＣＨ２ＣＨ２ＣＯＯＬｉで表される。ゾニールＦＳ
Ｅは、上記ゾニールＦＳＡと同様の特性を持つ別の好適なフッ素界面活性剤であり、リン
酸アンモニウムビス［２－（パーフルオロアルキル）エチル］として知られており、（Ｒ

ｆＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｘＰＯ（ＯＮＨ４）ｙ（ＯＣＨ２ＣＨ２ＯＨ）３－ｘ－ｙで表される
。さらに、（ＲｆＣＨ２ＣＨ２Ｏ）Ｐ（Ｏ）（ＯＮＨ４）２および（ＲｆＣＨ２ＣＨ２Ｏ
）２Ｐ（Ｏ）（ＯＮＨ４）の混合物である、フッ素界面活性剤のゾニールＦＳＰも本発明
の分析に有用である。ゾニールを含む洗浄剤を使用すると、バックグラウンドシグナルが
著しく低減され、技術者は、より明瞭で、かつ曖昧でない結果を得ることができる。さら
に、ゾニール界面活性剤を使用することにより、分析中の試料の発泡も低減できる。他の
有用なフッ素界面活性剤シリーズとして、セイミケミカル社製のサーフロン（登録商標）
シリーズ、インペリアル・ケミカル・インダストリーズ製のＡｔｓｕｒｆ（登録商標）シ
リーズ、オムノバ・ソリューションズ製の鎖長が４未満のパーフルオロアルコールである
、ＰｏｌｙＦｏｘ（登録商標）シリーズ、Ｍａｓｏｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ製のＭａｓｕｒｆ（登録商標）シリーズ等が挙げられる。
【０１００】
　一般に、フッ素界面活性剤は、アルキル基、アリール基、およびアルキル基で置換され
たアリール基を有し、全フッ素置換されたセグメントを含むフッ素界面活性剤から選ぶこ
とができ、これらのフッ素界面活性剤は他の官能基も含むことができる。これらの官能基
には、第一級、第二級、第三級、および第四級の、またはそれらの機能を有する、リン酸
基、カルボン酸基およびアミン基が含まれるが、これらに限定されない。さらに、フッ素
界面活性剤は、陰イオン性、陽イオン性、両性（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃ）、非イオン性、
および両性イオン性（ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ）等の、フッ素界面活性剤の公知である
主要な分類から選ぶことができる。本発明の分析で使用される可能性のあるフッ素界面活
性剤として、具体的には、３－［２－（パーフルオロアルキル）エチルチオ］プロピオン
酸のカルボン酸リチウム塩、リン酸アンモニウムビス［２－（パーフルオロアルキル）エ
チル］、鎖長が４未満のパーフルオロアルコール、フルオロ脂肪族リン酸エステルアンモ
ニウム、およびそれらの混合物が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０１】
　特に、反応種が、反応ｐＨにおいて正味の負電荷を有する被検体および活性試薬を含む
場合、陰イオンフッ素界面活性剤が有用である。このような正味の負電荷には、ハイブリ
ダイゼーション反応において核酸プローブおよび試料である核酸のリン酸塩主鎖によって
生じるものが含まれる。ハイブリダイゼーション分析は、タンパク質相互作用を利用する
ことも多い。たとえば、ストレプトアビジン／ビオチンまたはアビジン／ビオチンの相互
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作用を利用する場合、使用されるこれらのタンパク質が正電荷を有する可能性があり、こ
れらのタンパク質と核酸との間で電荷相互作用を起こして、非特異結合を生じることがあ
る。以下の実施例において説明されるように、陰イオンフッ素界面活性剤を使用すること
によってこのような相互作用を低減することができる。
【０１０２】
　重要なことには、フッ素界面活性剤を使用することによる有益な効果は、反応ｐＨにお
いて主要な反応種が正味の正電荷を持つ、タンパク質に基づいた分析にも適用できる。た
とえば、液相または固相の免疫測定において、核酸の代わりに、抗体等の反応成分を使用
することができる。この場合、陽イオンフッ素界面活性剤を使用することにより、上記の
ような非特異相互作用およびバックグラウンドシグナルを低減することができる。核酸ハ
イブリダイゼーション分析およびタンパク質に基づいた分析の両方において、バックグラ
ウンドおよび非特異結合を低減するために、陽イオン性、陰イオン性、および非イオン性
のフッ素界面活性剤を使用することができ、特に、ポリスチレン、ポリカーボネート、ガ
ラス、シリカ、酸化鉄、金属（たとえば、金）およびメンブレン（たとえば、硝酸セルロ
ース、ＰＶＤＦ、酢酸セルロース等を含むメンブレン）等の表面とともにこれらを用いる
ことができる。当業者は、分析成分として使用される有用なフッ素界面活性剤の望ましい
物理的特性を正しく理解するだろう。このような物理的特性として、たとえば、所望の濃
度におけるフッ素界面活性剤の水溶性、および他の分析成分を不活性化しないような、活
性を有する生物学的成分（たとえば、抗体や酵素）との適合性が挙げられる。
【０１０３】
　しかしながら、当業者が容易に判断できるように、フッ素界面活性剤を用いてプロテア
ーゼやヌクレアーゼ等の、いくつかの分析成分を不活性化することが望ましい場合がある
。フッ素界面活性剤の種類および濃度は、分析に使用するｐＨ、塩類、緩衝剤、追加する
洗浄剤、および他の分析成分に依存する。フッ素界面活性剤の濃度の有効範囲は、通常１
～０．０００１％である。場合によっては、たとえばメンブレンまたは他の固体表面を不
動態化するために、フッ素界面活性剤を有機溶媒または水／有機溶液（たとえば、ＤＭＳ
Ｏやエタノール）に溶解してもよく、当業者は所望の適切な溶媒条件を正しく理解するだ
ろう。フッ素界面活性剤は、分析のいくつかの時点で加えることができる。一実施形態で
は、フッ素界面活性剤を、他の成分（たとえば、ブロッキング剤としての成分、またはブ
ロッキング剤とともに使用される成分）を混ぜ合わせる前に加えることができる。別の実
施形態では、フッ素界面活性剤を、インキュベーションステップまたはハイブリダイゼー
ションステップにおいて加えることができる。また別の実施形態では、フッ素界面活性剤
を洗浄ステップにおいて加えることができる。
【０１０４】
　さらに、驚くべきことに、少量のＲＮａｓｅを使用することによって、ＲＮＡと核酸プ
ローブとをより良くより完全にハイブリダイズさせることができる。ＲＮａｓｅを使用す
ることによって、広範囲に構造を分解することなくＲＮＡの二次構造・三次構造を破壊す
ることができ、これによってハイブリダイズが可能となる。最終的には大部分のｒＲＮＡ
が分解されてもよいが、この分解が試験結果に著しい影響を与えるものであってはならな
い。他のヌクレアーゼを使用してもよく、たとえば非特異的ヌクレアーゼおよびＤＮａｓ
ｅが挙げられるが、これらに限定されない。さらに、驚くべきことに、出願人らは、単一
の分析用ベッセルを使用して、この進歩的な分析を実施できる可能性が高いことを発見し
た。
【０１０５】
　上記ヌクレアーゼは、複合体中の目的配列もプローブも実質的に分解しないヌクレアー
ゼである。反応ベッセルには、試料すなわち少なくとも１つの目的配列、検出可能な標識
で標識された少なくとも１つのプローブ、およびヌクレアーゼを含む分析成分が加えられ
る。ヌクレアーゼを加えるタイミングは、他の反応成分との比較で言えば、目的配列およ
びプローブを加える前またはそれと同時であってよい。一実施形態では、ヌクレアーゼは
目的配列およびプローブと同時に加えられる。
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【０１０６】
　プローブを加える前に、あまりにも早くヌクレアーゼを加えると、分析の対象となる試
料中に存在する標的配列の分解が起こることがあるため、ハイブリダイゼーション反応混
合物へヌクレアーゼを加えるタイミングは重要である。目的標的配列を含む可能性のある
試料にヌクレアーゼを加えてから１つ以上の本分析の核酸プローブを加える場合、ヌクレ
アーゼを加えた直後から２、３分以内に、プローブを加えることが好ましい。ヌクレアー
ゼを加えることができる時間として選択されるのは、たとえば、約０～６０分、約１～３
０分、約１～１５分、約０～５分、または約０～２分である。これらの時間範囲は、プロ
ーブを加えた後にヌクレアーゼを加えるまでの時間を示し、ヌクレアーゼが活性を持つ温
度またはその近辺の温度でヌクレアーゼが加えられる場合において重要になり得る。この
温度は、中温性生物由来のヌクレアーゼの場合、約２０～５０℃であり得る。室温よりも
かなり高い温度でしか活性を持たない高温性ヌクレアーゼの一部は、室温以下では活性を
ほとんどまたはまったく示さない可能性があるが、ハイブリダイゼーション温度では適切
な活性を持つため、プローブを加えるタイミングはそれほど重要ではない。
【０１０７】
　ヌクレアーゼを加える別の態様として、ヌクレアーゼが活性を持たない条件下において
任意の順で反応成分を加えることも可能である。この例では、他の分析成分の必要な機能
を損なわずにヌクレアーゼを活性化するため、後から条件を変更することができる。たと
えば、ヌクレアーゼが通常不活性である約４℃の反応温度において、各成分を加える場合
、すべての成分をほぼ同時に加えることができる。これに引き続き、分析温度をハイブリ
ダイゼーションに適した温度まで上げることによって、ヌクレアーゼが本来の完全な活性
を取り戻し、ハイブリダイゼーション反応を進ませることができる。
【０１０８】
　条件を変更することによりヌクレアーゼの不活性化または活性化を容易に行うための別
の実施形態として、金属イオンの添加が挙げられる。金属イオン（たとえば、カルシウム
イオンまたは亜鉛イオン）は、本分析で使用されるどのようなヌクレアーゼをも阻害する
。金属イオンおよびヌクレアーゼを考慮に入れた適切な濃度において、ヌクレアーゼに作
用させるためこれらの金属イオンを緩衝液に加え、これによって可逆的にヌクレアーゼを
不活性化する。本分析のハイブリダイゼーションのための成分は、１つ以上の核酸を含む
可能性のある試料、１つ以上の核酸プローブ、および可逆的に不活性化されたヌクレアー
ゼを含む。ハイブリダイゼーション成分を構築した後、使用した金属イオンのキレート化
剤を加えることによってヌクレアーゼを活性化する。たとえば、ヌクレアーゼを阻害する
ためにカルシウムイオンの塩化物を使用する場合、カルシウムをキレート化して実質的に
ヌクレアーゼへの阻害作用をなくすために、ＥＤＴＡまたはＥＧＴＡを使用することがで
きる。カルシウムがキレート化されることによって、ヌクレアーゼが実質的にその完全な
活性を取り戻し、これによってプローブと標的である可能性のあるものとのハイブリダイ
ゼーション反応が容易となる。選択的かつ可逆的にヌクレアーゼを不活性化するこれらの
方法によって、反応成分を構築することが容易となる。ハイスループットな処理を行う状
況においてしばしばそうであるように、多数（たとえば、９６、３８４、または１５３６
等）の試料を分析する必要がある場合にこれらの方法はとりわけ有用である。温度を利用
する実施形態およびキレート化を利用する実施形態は、それぞれを単独で使用することも
併用することもでき、あるいは本分析で使用されるヌクレアーゼを選択的かつ可逆的に阻
害する他の組み合わせも使用することができる。
【０１０９】
　ヌクレアーゼを選択的かつ可逆的に阻害する利点は、複数の分析試料におけるハイブリ
ダイゼーション反応を同時に開始できることである。すべての試料においてヌクレアーゼ
をほぼ同時に活性化することができ、これによって本発明の分析の定量結果または定性結
果を向上させることができる。これに対して、個々に構築された複数の反応系では、成分
添加後のインキュベーション時間が最初に処理をした試料と最後に処理をした試料とで実
質的に異なってくる。
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【０１１０】
　本発明の分析は、液相ハイブリダイゼーションを含んでもよく、次いで所望の核酸が捕
捉され、さらに洗浄ステップが実施される。これらのステップを含む場合、生物を検出す
る分析の大部分とは対照的に、初めのハイブリダイゼーション後および捕捉後の両方にお
いて洗浄ステップが必要となる。しかしながら、本発明のハイブリダイゼーションステッ
プは、液相ハイブリダイゼーション、固相支持体を用いたハイブリダイゼーション、およ
び液相ハイブリダイゼーションと固相支持体上でのハイブリダイゼーションとを両方用い
るハイブリダイゼーション系のいずれでも行うことができる。
【０１１１】
　洗浄ステップが使用される場合、洗浄後の試料に試薬基質を加えることによって検出分
析を行うことができる。一実施例において、１つの核酸プローブを使用する場合、該核酸
プローブの一端をビオチンで、他端をアルカリホスファターゼで標識することができる。
２つのプローブを使用する場合、第１プローブすなわち捕捉プローブをビオチンで標識す
ることができ、第２プローブすなわちシグナルプローブをアルカリホスファターゼで標識
することができる。３つのプローブを使用する系では、シグナルプローブおよび捕捉プロ
ーブを標識することができるが、通常ブリッジプローブは標識しない。アルカリホスファ
ターゼをシグナルプローブの標識として使用する場合、試薬基質を、アダマンチル－１，
２－ジオキセタンリン酸、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸／ニトロブル
ーテトラゾリウム、およびパラニトロフェニルリン酸からなる群から選んでよい。一般に
、少なくとも２つの核酸プローブを使用する場合、各プローブの濃度は実質的に同一であ
る。
【０１１２】
　標的核酸は多数のソースから単離または調製することができる。一実施形態では、細菌
またはウイルスのような微生物から核酸を単離することができる。さらに、多細胞生物か
らの核酸も標的核酸として使用することができる。あるいは、裸の核酸を本発明に使用す
ることもできる。
【０１１３】
　標的核酸を細胞またはウイルスから単離する必要がある場合、使用可能な核酸単離プロ
トコルが多数存在する。これらのプロトコルは、溶解／抽出緩衝液を使用した細胞の溶解
やウイルスエンベロープおよび外被の破壊を含む場合がある。核酸は、さらにフェノール
抽出やエタノール沈澱を含む様々な技術によって精製することができる。これらは核酸単
離の簡単な例にすぎず、他のプロトコルも当技術分野でよく知られている。（たとえば、
「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ－Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」を
参照。）
【０１１４】
　核酸が単離または他の方法により得られた後、この試料の脱塩が必要となる場合がある
。よく知られている方法の１つとして、ＮＡＰカラムの使用が挙げられる。核酸試料を脱
塩するには、試料をＮＡＰカラムにアプライし、一連のチューブへ溶出する。試料がカラ
ムを通過したら、エタノール沈澱を使用してさらに精製する。当業者は、核酸試料を脱塩
するための他のプロトコルをさらに知っているかもしれない。
【０１１５】
　凝集物または沈殿が核酸試料に存在する場合、種々のよく知られたプロトコルを使用し
てこれらを除去することができる。たとえば、核酸試料を、メンブレン濾過、遠心分離等
にかけることもできる。当業者は、試料およびそのソースに応じて、微粒子／凝集物を除
去する最も効果的な方法を決定することができるだろう。
【０１１６】
　標的核酸は、ニトロセルロースや、ガラス製またはプラスチック製の顕微鏡用スライド
等の表面に固定化することができる。一実施形態において、ＲＮＡが標的であり、かつそ
のＲＮＡを完全に保つことが適切に考慮されている場合、標的核酸は、ホルマリン固定さ
れたパラフィン包埋組織もしくは細胞、またはエタノール固定後に透過処理をした細胞等
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の固定化された細胞内に含まれる。ハイブリダイゼーションは、ヌクレアーゼの存在下に
おいてプローブ－標的二本鎖が形成できる適切な条件下で実施され、検出可能な標識の性
質およびその検出に必要とされる条件を考慮に入れた適切な方法によってシグナルが検出
される。さらに、プローブ、標的、耐熱性シグナルプローブおよび捕捉プローブ、ならび
に耐熱性ヌクレアーゼを混合し、反応混合物中のヌクレオチド配列を変性できる温度に短
時間さらしてもよい。次いで、プローブおよび標的ヌクレオチドがハイブリダイズして安
定で識別可能な二本鎖を形成することができかつヌクレアーゼが活性を有する温度にまで
混合物を冷却することができる。ヌクレアーゼは、高温性または耐熱性であることが好ま
しく、ヌクレアーゼがＲＮａｓｅ　Ａである場合には、ハイブリダイゼーション温度にお
いてヌクレアーゼがリフォールディングし完全に活性化することができる。標的がＲＮＡ
である場合、ＲＮＡが広範囲にまたはその最小限が分解するように、高温にさらす時間は
５分未満であるべきである。適温は約８５～９５℃である。
【０１１７】
　出願人らは、多種類の試料からのＤＮＡおよびＲＮＡを検出するために本発明を広く応
用できることを認識しているが、本発明の特徴を最適化するため、リボソームＲＮＡ（ｒ
ＲＮＡ）の小サブユニット（ＳＳＵ）を使用して本発明を評価した。具体的には、細菌お
よび真菌からのＳＳＵ　ｒＲＮＡを本分析の開発で使用した。
【０１１８】
　十分な設備を有する分子生物学実験室における経験を積んだスタッフによる実験レベル
から、実際の製造条件に分析をスケールアップする際、場合によっては、ＰＣＲ阻害剤、
高レベルのヌクレアーゼ、および分析を阻害する可能性のある他のものが著しい障害とな
りうる。さらに、ｒＲＮＡの二次構造は、その配列相同性によって、種間を適切に識別す
るプローブの設計が困難となるため、難題となり得る。さらに、リボソームＲＮＡが形成
する強固な二次構造・三次構造によって、核酸プローブとのハイブリダイゼーションが困
難となり得る。従って、出願人らは、現在の技術と比べて本発明が卓越していることおよ
び新規であることを実証するためにＳＳＵ　ｒＲＮＡを使用した。
【０１１９】
　必要に応じてジルコニア／シリカビーズを使用して微生物の溶解を行うと、ＲＮＡへの
到達が容易になり、ハイブリダイゼーションが起こりやすくなる。溶解は緩衝液系を必要
とする場合があり、この緩衝系は、３－（Ｎ－モノホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰ
Ｓ）、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、ＳＤＳ、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）、
シリコーンポリマー系消泡剤、および水希釈可能な活性シリコーン（すなわち、水溶液系
で発泡を抑制するように設計されたもの）で構成されてもよい。溶解／抽出緩衝液の組成
および濃度は最適化することができる。たとえば、溶解／抽出緩衝液は、約１００～３０
０ｍＭ　ＭＯＰＳ、約１０～３０ｍＭ　ＥＤＴＡ、約１～３％ＳＤＳ、約５～１５ｍＭ　
ＤＴＴ、約０．５～１．５％シリコーンポリマー系消泡剤、および約０．５～１．５％　
活性シリコーンを３０％含有する水分散可能なエマルジョン（すなわち、水溶液系で発泡
を抑制するように設計されたもの）で構成されてもよい。あるいは、この溶解／抽出緩衝
液は、約１５０～２５０ｍＭ　ＭＯＰＳ、約１５～２５ｍＭ　ＥＤＴＡ、約１．５～２．
５％ＳＤＳ、約７．５～１２．５ｍＭ　ＤＴＴ、約０．７５～１．２５％シリコーンポリ
マー系消泡剤、および約０．７５～１．２５％　活性シリコーンを３０％含有する水希釈
可能なエマルジョン（すなわち、水溶液系で発泡を抑制するように設計されたもの）で構
成されてもよい。具体的には、この溶解／抽出緩衝液は、約２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、約２
０ｍＭ　ＥＤＴＡ、約２％ＳＤＳ、約１０ｍＭ　ＤＴＴ、約１％シリコーンポリマー系消
泡剤、および約１％　活性シリコーンを３０％含有する水希釈可能なエマルジョン（すな
わち、水溶液系で発泡を抑制するように設計されたもの）で構成されてもよい。溶解後、
抽出したＲＮＡから細胞残屑を取り除くために、シリンジフィルタユニットを用いて試料
を個々に濾過することができる。試料は、ゲル排除クロマトグラフィー、スピンカラム、
および当技術分野で公知の他の方法等の技術を用いて濾過および脱塩することができる。
【０１２０】
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　次いで、抽出したＲＮＡを、ハイブリダイゼーション条件下で核酸プローブとヌクレア
ーゼとともに同時にインキュベートする。具体的には、本発明は少なくとも１つのプロー
ブを使用する。一実施形態では、本発明は単一プローブを使用し、これはシグナルプロー
ブでもよい。別の実施形態では、本発明は、シグナルプローブおよび捕捉プローブの２つ
のプローブを使用する。さらなる実施形態では、本発明は、捕捉プローブ、ブリッジプロ
ーブおよびシグナルプローブの３つのプローブを使用する。これらのプローブはそれぞれ
１６ヌクレオチド以下の標的核酸配列に相補的な配列を持っており、プローブの組み合わ
せで構成されてもよい。たとえば、１つ以上のシグナルプローブを組み合わせて、すなわ
ちプールして使用してもよい。別の例では、１つ以上の捕捉プローブを組み合わせて、す
なわちプールして使用してもよい。このように組み合わせたプローブ、すなわちプローブ
セットを使用すると、１つ以上の目的配列を検出することができる。
【０１２１】
　捕捉プローブおよびシグナルプローブの両方が使用され、これらのプローブが、同一の
ＳＳＵ　ｒＲＮＡ種上のそれぞれの標的とハイブリダイズする場合、一本鎖ＲＮＡ上にあ
るこれらの標的間に余分な空間が存在することがある。このとき、もしブリッジプローブ
が適所になければ、ＲＮａｓｅがこの介在配列を切断して、捕捉プローブとシグナルプロ
ーブとが別個のＲＮＡ－プローブ複合体に分かれてしまい、検知ステップにおいて検出が
できなくなることが予測される。しかしながら、驚くべきことに、ブリッジプローブを使
用しない例であっても、このような、検出ができなくなる状況は発生しない。本発明では
、予測に反し、ＲＮＡの２つのセグメント間がＲＮａｓｅの作用によって切断されること
はない。したがって、これらのＲＮＡセグメントは互いから分割されず、捕捉プローブお
よびシグナルプローブが縦に並んだ外観が保たれる。
【０１２２】
　ＲＮａｓｅは、少なくとも１つの核酸プローブとともに、抽出したＲＮＡのインキュベ
ーション中に加えられる。これによって、ＲＮＡは破壊されるが、ハイブリダイズが可能
な程度でとどまる。加えるＲＮａｓｅが多すぎれば、ＲＮＡは完全に分解される。インキ
ュベーション中に加えてもよいＲＮａｓｅの量は、約１０～４０ｎｇ、あるいは約１５～
２５ｎｇである。反応混合物に加えるＲＮａｓｅの量は、約２５ｎｇであってもよい。
【０１２３】
　ハイブリダイゼーション分析で使用されるヌクレアーゼの有用濃度は、約１．０－１２

～２．０ユニット、または約０．００２～０．１６ユニットであり得る。たとえば、ハイ
ブリダイゼーション反応量１５０μｌに対して、ＲＮａｓｅ　Ａの濃度または量は、約０
．０１～１μｇ、好ましくは約１～８０ｎｇ、特に約４～４０ｎｇの範囲である。品質の
高いすなわちより純粋なＲＮａｓｅ　Ａは、この酵素活性の典型的な分析に基づくと、純
粋な酵素１マイクログラム当たり２ユニットの範囲において特異的な活性を持っている。
当業者は、ヌクレアーゼのこのような濃度が、分析に使用されるヌクレアーゼまたはヌク
レアーゼの組み合わせだけでなく、反応量、標的およびプローブヌクレオチド濃度、分析
時間、および温度に依存することを認識するだろう。
【０１２４】
　単一塩基のみが異なるような非常に相同性の高い標的配列同士を識別する場合、実質的
により高い濃度の１つのヌクレアーゼまたは複数のヌクレアーゼが必要とされる。このよ
うな単一塩基を識別可能なヌクレアーゼの濃度範囲は、通常上記の濃度範囲よりも２～１
０００倍高い。しかしながら、ほとんどの場合、非常に相同性の高い標的を識別するため
に必要な濃度は２～１００倍である。また、本発明の分析で使用される核酸プローブによ
って、標的配列とそれと相同な非標的配列とを単一塩基の差で識別するためには、鎖切断
モチーフに対してより広い特異性を持つ複数のヌクレアーゼが必要とされることもある。
たとえば、アルカリホスファターゼで標識されたシグナルプローブとビオチン化された捕
捉プローブとを使用する場合、反応温度約２０～５０℃におけるＲＮａｓｅ　Ａの最適な
濃度として、約１～１２０ｎｇが挙げられる。当業者は、異なる反応量およびプローブ濃
度等により条件の最適化が必要となること、および本明細書の開示によりそのような条件
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は容易に決定できることを認識するだろう。
【０１２５】
　ＲＮａｓｅとして、ウシの膵臓由来のＲＮａｓｅ　Ａ、またはそれと同等の、一本鎖Ｒ
ＮＡには作用するが二本鎖ＲＮＡやＲＮＡ－ＤＮＡハイブリッドには作用しない、その他
のＲＮａｓｅが好適である。ＲＮａｓｅ　Ａは、一本鎖ＲＮＡのピリミジン残基の３’リ
ン酸結合を特異的に切断し、ピリミジン３’リン酸、および末端ピリミジン３’リン酸を
持つオリゴヌクレオチドを生じる。この酵素は、活性化に補因子および二価陽イオンを必
要としない。一般に、ＲＮａｓｅ　Ａを、
ａ）ＲＮＡまたはＤＮＡマッピングにおける、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドからのハイブ
リダイズされていないＲＮＡ領域の切断、
ｂ）ＤＮＡミニプレップに混入したＲＮＡの除去、
ｃ）組み換えタンパク質の調製、
ｄ）リボヌクレアーゼプロテクションアッセイ、
ｅ）プラスミドおよびゲノムＤＮＡ単離、および
ｆ）ＤＮＡまたはＲＮＡ中の単一塩基変異のマッピング
等のアプリケーションに使用してもよい。
【０１２６】
　別のヌクレアーゼとして、ＲＮａｓｅ　Ｔ１が好ましい。ＲＮａｓｅ　Ｔ１は、たとえ
ば、アスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）から単離すること
ができ、一本鎖ＲＮＡのＧ残基を特異的に分解するエンドリボヌクレアーゼである。ＲＮ
ａｓｅ　Ｔ１は、３’－グアニン残基と、隣接するヌクレオチドの５’－ＯＨ残基との間
のリン酸ジエステル結合を切断し、これらに対応する中間体である２’，３’－環状リン
酸を形成する。この反応による産物は、３’－ＧＭＰおよび末端３’－ＧＭＰを持つオリ
ゴヌクレオチドである。ＲＮａｓｅ　Ｔ１は、活性化に金属イオンを必要としない。
【０１２７】
　ＲＮａｓｅ　Ｔ１も種々のアプリケーションに使用してよい。ＲＮａｓｅ　Ｔ１を、
ａ）ＤＮＡ調製物からのＲＮＡの除去、およびＲＮＡの塩基配列決定、
ｂ）リボヌクレアーゼプロテクションアッセイ、
ｃ）ＲＮａｓｅ　Ａとの併用、
ｄ）組み換えタンパク質調製物からのＲＮＡの除去、および
ｅ）「Ｇ－ｌｅｓｓ　ｃａｓｓｅｔｔｅ」を含むＤＮＡテンプレートからインビトロで合
成されたＲＮＡ転写レベルの測定
に使用してもよい。
　ＲＮａｓｅ　Ｔ１の阻害剤として、金属イオンとモノヌクレオチドが挙げられる。ＲＮ
ａｓｅ　Ｔ１の特異的阻害剤として、グアニリル－２’，５’－グアノシンが挙げられる
。
【０１２８】
　本発明で使用してもよい第３のＲＮａｓｅとして、ＲＮａｓｅ　Ｉが挙げられる。ＲＮ
ａｓｅ　Ｉは大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）から単離してもよい。シトシ
ンとウリジンの後ろだけを切断するＲＮａｓｅ　Ａとは異なり、ＲＮａｓｅ　Ｉは、あら
ゆるジヌクレオチド間を切断することによって、２’，３’－環状モノリン酸中間体を経
由させて、一本鎖ＲＮＡをヌクレオシド３’－モノリン酸に分解する。さらに、この酵素
は、７０℃で１５分間加熱することにより完全に不活性化されるため、後に続く多数の処
理を行う前にこの酵素を除去する必要はない。
【０１２９】
　ＲＮａｓｅ　Ｉを
ａ）ＤＮＡ調製物からのＲＮＡ除去、および、
ｂ）ＲＮＡ：ＲＮＡおよびＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド内に存在する単一塩基対のミスマ
ッチを検出するための、ＲＮａｓｅプロテクションアッセイ
等のアプリケーションに使用してもよい。



(30) JP 2011-510630 A 2011.4.7

10

20

30

40

50

【０１３０】
　さらに、当業者は、分析で使用するＲＮａｓｅの量を様々な基準に応じて最適化しても
よいことを理解するだろう。たとえば、当業者は、分析で使用するＲＮａｓｅの最適な量
を決定し、分析量、存在する標的物質の量、分析反応時間、および分析反応温度等の特定
の変量を考慮して、この量を修正することができるだろう。
【０１３１】
　本発明中で使用してもよい別の酵素として、Ｓ１ヌクレアーゼが挙げられる。具体的に
は、Ｓ１ヌクレアーゼは、一本鎖のＤＮＡおよびＲＮＡをエンドヌクレアーゼ的に分解し
、５’位をホスホリル基で終端された産物を生成する。二本鎖の核酸（ＤＮＡ：ＤＮＡ、
ＤＮＡ：ＲＮＡまたはＲＮＡ：ＲＮＡ）は、この酵素の濃度が非常に高い場合を除き、こ
の酵素による分解に対して耐性を示す。Ｓ１ヌクレアーゼを、二本鎖ＤＮＡからの一本鎖
末端の除去、一本鎖ＤＮＡの選択的開裂、およびＲＮＡの転写マッピングに使用してもよ
い。
【０１３２】
　ヌクレアーゼプロテクションアッセイ（ＮＰＡ）は、細胞から抽出されたヘテロＲＮＡ
試料中に存在する個々のＲＮＡ分子を同定するための、生化学および遺伝学で使用される
検査手技である。この技術によれば、総濃度が低くても、配列が既知である１つ以上のＲ
ＮＡ分子を同定することができる。ＮＰＡでは最初に、抽出したＲＮＡを、その配列すな
わち目的配列に相補的なアンチセンスＲＮＡまたはＤＮＡプローブと混合し、これらの相
補鎖をハイブリダイズさせ、二本鎖のＲＮＡ（またはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド）を形
成させる。次いで、二本鎖のＲＮＡに対し活性を示さず一本鎖ＲＮＡのみを特異的に切断
するリボヌクレアーゼを混合物に作用させる。反応が終わりに近づくと、感受性のＲＮＡ
領域が、非常に短いオリゴマーまたは個々のヌクレオチドに分解される。残存したＲＮＡ
断片は、添加したアンチセンス鎖に相補的なものであり、したがって目的配列を含む。プ
ローブがＤＮＡ分子である場合はＳ１ヌクレアーゼを使用し、プローブがＲＮＡである場
合は一本鎖に特異的なリボヌクレアーゼのいずれを使用してもよい。残存したプローブ－
ＲＮＡ相補体が検出される。ヌクレアーゼプロテクションアッセイは、イントロンならび
に転写遺伝子領域の５’末端および３’末端をマッピングするために使用される。もとの
細胞抽出物に存在する標的ＲＮＡの量についての定量的結果を得ることができ、標的がメ
ッセンジャーＲＮＡである場合、この定量的結果は細胞の遺伝子の転写レベルを表す。
【０１３３】
　本発明で使用されるヌクレアーゼは、試料中の目的ヌクレオチド配列を分解できる。し
かしながら、目的ヌクレオチド配列が反応中に形成される複合体に結び付けられていない
、すなわち、その複合体中に含まれていない場合、ヌクレアーゼによりこの目的ヌクレオ
チド配列が分解される可能性がある。目的ヌクレオチド配列および核酸プローブを含む複
合体が形成されると、ヌクレアーゼが目的配列やプローブを分解する可能性は低い。
【０１３４】
　ハイブリダイゼーション条件として、液相ハイブリダイゼーションまたは固相支持体を
用いたハイブリダイゼーションで使用される条件を使用することができる。あるいは、ハ
イブリダイゼーション条件として、液相ハイブリダイゼーションで使用する成分および固
相支持体を用いたハイブリダイゼーションで使用する成分の両方を使用することもできる
。
【０１３５】
　ハイブリダイゼーション反応では、緩衝液（ＭＯＰＳ、塩化ナトリウム、塩化マグネシ
ウム、ツウィーン（登録商標）２０、アジ化ナトリウム、およびカルボン酸リチウムを含
む陰イオンフッ素界面活性剤）、プローブ１（配列番号：１、表２参照）および、プロー
ブ２（配列番号：２、表２参照）を使用することができる。プローブの使用量は、１プロ
ーブ当たり、約１～１００ｐｍｏｌ、約２～５０ｐｍｏｌ、または５ｐｍｏｌであってよ
い。プローブ成分の量は、分析終了時の全体量に依存する。通常、分析の対象となる標的
核酸に対し実質的に過剰量のプローブを使用する。これらのプローブは、通常、互いに等
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モル量で使用される。場合によっては、これらのプローブが互いに異なるモル比であると
有利なこともある。たとえば、２つのプローブを用いたハイブリダイゼーションにおいて
、捕捉プローブがシグナルプローブよりも高い濃度であると有利な場合がある一方、他の
状況においては、この逆の割合でプローブを使用すると好ましい場合もある。
【０１３６】
　ハイブリダイゼーション緩衝液、プローブおよびＲＮａｓｅ　Ａを混合してからインキ
ュベートする。ハイブリダイゼーション反応および分析全体は環境温度または高温のいず
れで行ってもよい。ハイブリダイゼーションは約２０～５５℃の温度範囲で行うことがで
きる。ハイブリダイゼーション反応を約３１℃または約４２℃で行ってもよい。
【０１３７】
　ハイブリダイゼーション緩衝液を、特定の濃度の様々な成分で構成してもよい。たとえ
ば、ハイブリダイゼーション緩衝液を、約１００～３００ｍＭ　ＭＯＰＳ、約１～３Ｍ塩
化ナトリウム、約０．０１～０．１％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、約０．００５～０．０
１５％アジ化ナトリウム、および約０．１～０．３％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡ（カルボ
ン酸リチウムを含む陰イオンフッ素界面活性剤）で構成してもよい。ハイブリダイゼーシ
ョン緩衝液のｐＨは、約６～８、約６．５～約７．５、または約６．９であってもよい。
上記ハイブリダイゼーション緩衝液を、約１５０～２５０ｍＭ　ＭＯＰＳ、約１．５～３
．５Ｍ塩化ナトリウム、約０．０２～０．０７％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、約０．００
７～０．０１２％アジ化ナトリウム、および約０．１５～０．２５％（ｖ／ｖ）ゾニール
ＦＳＡ（カルボン酸リチウムを含む陰イオンフッ素界面活性剤）で構成してもよい。上記
ハイブリダイゼーション緩衝液を、約２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、３Ｍ塩化ナトリウム、約０
．０５％（ｖ／ｖ）ツィーン２０、約０．０１％アジ化ナトリウム、約０．２％（ｖ／ｖ
）ゾニールＦＳＡ（カルボン酸リチウムを含む陰イオンフッ素界面活性剤）で構成し、約
ｐＨ６．９としてもよい。上記の補助成分を含む、トリス緩衝食塩水等の他の緩衝液も、
同様の効果を伴って使用することができ、このような緩衝液は当技術分野においてよく知
られている。緩衝液は、検出を妨げたり他の分析成分を不活性化する成分を含んではなら
ない。たとえば、ＳＤＳはアルカリホスファターゼを不活性化するため、アルカリホスフ
ァターゼで標識したプローブを使用するハイブリダイゼーションでは使用してはならない
。
【０１３８】
　本発明で使用するために評価された好適なハイブリダイゼーション緩衝液として、以下
のものが挙げられる。
【０１３９】
　ＴＭＡＣ［３Ｍ　ＴＭＡＣ、５０ｍＭ　ＭＯＰＳ、０．１％ツウィーン２０、０．００
６７％アジ化Ｎａ］；
【０１４０】
　ＴＢＳ［０．１Ｍトリス、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０５％ツウィーン２０、０．０
１％アジ化Ｎａ］；
【０１４１】
　ＭＯＰＳ／マンノース［５０ｍＭ　ＭＯＰＳ、２００ｍＭマンノース、１５０ｍＭ　Ｎ
ａＣｌ、０．０１％ツウィーン２０］；
【０１４２】
　３Ｍ　ＴＭＡＣ、ＴＥ（３．３ｍＭトリス、０．３３ｍＭ　ＥＤＴＡ）、０．１％ＳＤ
Ｓ；
【０１４３】
　０．２Ｍ　ＴＥＡＣ、ＴＥ（３．３ｍＭトリス、０．３３ｍＭ　ＥＤＴＡ）、０．１％
ＳＤＳ；
【０１４４】
　ＳＳＣ（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸Ｎａ）、０．０５％ツウィーン
２０；
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【０１４５】
　ＳＳＣ（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸Ｎａ）、０．０５％ツウィーン
２０、１％高分子量ＰＥＧ；
【０１４６】
　ＳＳＣ（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸Ｎａ）、０．０５％ツウィーン
２０、１％低分子量ＰＥＧ；
【０１４７】
　ＳＳＣ（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍクエン酸Ｎａ）、０．０５％ツウィーン
２０、１０ｍＭ　Ｄ－マンノース；
【０１４８】
　０．２Ｍ　ＴＥＡＣ；
【０１４９】
　１Ｍ　ＴＥＡＣ；
【０１５０】
　３Ｍ　ＴＭＡＣ；
【０１５１】
　ＳＳＣ（０．９Ｍ　ＮａＣｌ、０．０９Ｍクエン酸Ｎａ）、０．１％ＳＤＳ；および
【０１５２】
１×ＰＣＲ緩衝液（プロメガ社製、ｃａｔ＃Ｍ８９０１）、５ｍＭ塩化マグネシウム。
【０１５３】
　上記の緩衝液のいずれを使用しても、それぞれのＳＳＵ　ｒＲＮＡを識別するように設
計されたプローブを用いて、異なる標的生物を適切に検出かつ識別することができた。一
実施形態として、実施例１で使用されるハイブリダイゼーション緩衝液が好ましい。ハイ
ブリダイゼーション緩衝液は、２×濃縮で調製しておき、その後、実施例９で使用されて
いるような、ハイブリダイゼーション緩衝液の１×作業濃度に希釈することができる。
【０１５４】
　ヌクレアーゼとハイブリダイゼーション成分とを組み合わせる別の実施形態は、試料中
に標的ヌクレオチド酸配列が存在する場合に、その配列と少なくとも１つの標識された核
酸プローブとがどのぐらいハイブリダイズしたかという程度に関するものである。たとえ
ば、ヌクレアーゼは、プローブ：標的ハイブリダイゼーション複合体またはハイブリダイ
ゼーションのパーセンテージが、約０～９５％、約５～９５％、約５％～７５％、約１５
～６５％、または約１５～５０％進んだ後に加えられる。あるいは、このハイブリダイゼ
ーションのパーセンテージは約４０～９５％である。当業者は、このハイブリダイゼーシ
ョンの程度を利用して、ヌクレアーゼとハイブリダイゼーション反応の他の成分とを組み
合わせる適切な時点を決定できることを認識するだろう。
【０１５５】
　フッ素界面活性剤はゾニールＦＳＡでもよく、これを使用することによってハイブリダ
イゼーションにおける非特異結合と試料の発泡との両方を低減できる。核酸プローブはハ
イブリダイゼーション前に希釈緩衝液で希釈するが、この希釈緩衝液はトリス、塩化ナト
リウム、塩化マグネシウムおよびアジ化ナトリウムで構成されてもよい。
【０１５６】
　ハイブリダイゼーションは液相で行うことができる。しかしながら、捕捉プローブを捕
捉するのではなく、固相に固定化してもよい。プローブを固定化する方法は当技術分野で
よく知られている。好適な固相：捕捉プローブの実施形態として、１０ナノメートル～１
ミクロンのナノ粒子が挙げられ、このサイズの粒子を用いることによって、液相で行った
場合と非常によく似た反応およびハイブリダイゼーション動態を得ることができる。捕捉
プローブを結合するのに適した粒子は、量子ドット、常磁性粒子、蛍光として検出できる
ビーズ、または金が挙げられる。一実施形態では、マイクロタイタープレート、個々のチ
ューブ、またはチューブストリップの壁もしくはウェルに捕捉プローブを付着させる。別
の実施形態では、固相はニトロセルロース等のメンブレンである。別の実施形態では、捕
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捉プローブはフローストリップ等に固定化される。
【０１５７】
　特に、２つまたは３つのプローブを用いた実施形態では、固定化された捕捉プローブを
用いて単一のチューブ内でハイブリダイゼーションを行うことができる。単一のチューブ
内においてハイブリダイゼーションおよびヌクレアーゼによる分解を行い、次いで非結合
種を除去するために洗浄し、さらに標的プローブセット複合体中のシグナルプローブを検
出する。実施例において説明されるように、ハイブリダイゼーションを１本のチューブ内
で行い、さらに捕捉および検出を行うため別個のチューブに移してもよい。さらに、単一
のプローブを使用した別の実施形態では、標識された単一の蛍光プローブと、プローブの
標的核酸を含むまたは含む可能性のある試料と、ヌクレアーゼとを合わせ、次いで変性を
起こし、ハイブリダイズされたプローブ：標的二本鎖を蛍光偏光法によって検出する。
【０１５８】
　本分析で使用されるシグナルプローブ、捕捉プローブおよびブリッジプローブを、約０
．７５～１．７５ｐｍｏｌ／μｌ、または約１～１．５ｐｍｏｌ／μｌに希釈してもよい
。これらのプローブを、ＡＰ（アルカリホスファターゼ）希釈緩衝液で約１．２５ｐｍｏ
ｌ／μｌに希釈することもできる。ＡＰ希釈緩衝液を、約５０～１５０ｍＭトリス、約５
０～１５０ｍＭ塩化ナトリウム、約１～１０ｍＭ塩化マグネシウム、および約０．００１
～０．０２％アジ化ナトリウムで構成してもよい。ＡＰ希釈緩衝液のｐＨは、約８～１０
、約８．５～９．５、または約９．０であってよい。ＡＰ希釈緩衝液を、約７５～１２５
ｍＭトリス、約７５～１２５ｍＭ塩化ナトリウム、約２．５～７．５ｍＭ塩化マグネシウ
ム、および約０．００７５～０．０１５％のアジ化ナトリウムで構成してもよい。さらに
、ＡＰ希釈緩衝液を、約１００ｍＭトリス、約１００ｍＭ塩化ナトリウム、約５ｍＭ塩化
マグネシウム、および約０．０１％アジ化ナトリウムで構成し、ｐＨ約９．０としてもよ
い。
【０１５９】
　本発明の分析で使用されるプローブは、本分析で使用されるヌクレアーゼまたはヌクレ
アーゼの組み合わせに対して耐性または不活性であるべきである。本分析においてＲＮａ
ｓｅを使用する場合、プローブはＤＮＡ組成物であってもよく、本分析においてＳ１ヌク
レアーゼを使用する場合、プローブはＲＮＡであってもよい。当業者は、本分析でＲＮａ
ｓｅが使用されているにもかかわらずプローブがＲＮＡで構成されている場合、プローブ
が２’－Ｏ－メチルリボヌクレオチド等の修飾ヌクレオチドで構成されるようにするなど
、ヌクレオチド配列プローブの主鎖に修飾を加えて、ヌクレアーゼに対する耐性を持たせ
ることができることを熟知しているだろう。同様に、ＤＮＡ標的またはＲＮＡ標的を対象
とするプローブの主鎖のヌクレオチド結合は、ホスホチオエート、ペプチド結合（たとえ
ば、ＰＮＡ）、またはモノホリノ基で構成することができる。このヌクレオチド配列の長
さは、１０～１００ヌクレオチド、１２～３０ヌクレオチド、または１２～２５ヌクレオ
チドであり得る。
【０１６０】
　当業者は、プローブの長さおよびヌクレオチド組成がハイブリダイゼーション温度に影
響を及ぼすことを認識かつ理解することができる。さらに、この組成と長さは、選択され
た標的ヌクレオチド配列とのハイブリダイゼーションの特異性、および非標的ヌクレオチ
ド配列との交差反応の可能性に影響を及ぼす。このことは、標的が類似した生物や相同な
遺伝子からの相同配列であり、微細なセグメントの変化（たとえば、がんのｐ５３遺伝子
のＳＮＰ）を検出するように、あるいは異なる生物のリボソームＲＮＡの小／大ユニット
を識別するように本分析を設計する場合に特に当てはまる。このような場合、標的配列と
プローブとのハイブリダイゼーションを最大限にし、かつ非標的配列とのあらゆる交差反
応を最小限にするため、プローブを短くすべきであり、その長さは通常１２～１８ヌクレ
オチド長である。
【０１６１】
　別の実施形態では、標的配列とハイブリダイズすることができる単一プローブを、放射
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性物質である３２Ｐおよび３３Ｐ、ならびにテトラメチルローダミンおよびＣｙ３等の蛍
光標識等の検出可能な標識で標識する。一実施形態では、プローブは検出可能な標識を有
する単一プローブである。別の実施形態中では、試料中に存在する可能性のある複数の標
的配列を検出できるように、別々に検出できかつ別々に識別可能な標識が付着したプロー
ブを複数使用する。たとえば、遺伝子内のＳＮＰの存在を検出するために、一方のプロー
ブが標的遺伝子の野生型対立遺伝子を検出するためにＣｙ３で標識され、他方のプローブ
が変異型対立遺伝子を標的とする、２つのプローブを使用してもよい。さらに、別々に検
出可能かつ識別可能な標識を有する多数のプローブを調製することができ、この場合は、
このようなプローブを用いたマルチプレックスアッセイで使用される標識を識別する方法
の性能によってのみ制限される。重要なことには、断片解析法によって複数のプローブと
それぞれの標的とのハイブリダイゼーションを検出する場合、複数のプローブ：標的二本
鎖を識別するための追加手段として、形成された二本鎖のサイズを利用することができる
。
【０１６２】
　既に述べたように、標的核酸を検出するために使用されるプローブは、捕捉プローブお
よびそれと組となるシグナルプローブのセットで構成することができる。一実施形態では
、捕捉プローブとシグナルプローブとの１ペアを、試料中に存在する他のヌクレオチド配
列から標的ヌクレオチド配列を検出するために調製する。別の実施形態では、単一のシグ
ナルプローブについて上述したことを考慮に入れると、試料中に存在する複数の標的ヌク
レオチド配列を検出するために、別々に検出可能かつ識別可能な複数のシグナルプローブ
を有する、捕捉プローブおよびシグナルプローブのペアを複数組使用することができる。
【０１６３】
　同様に、プローブセットの一実施形態では、試料中に存在する標的ヌクレオチド配列を
検出するように設計したプローブセットは、捕捉プローブ、ブリッジプローブ、およびシ
グナルプローブのセットで構成することができる。デュアルプローブについて上述したよ
うに、単一のシグナルプローブついて上述したことを考慮に入れると、トリプルプローブ
を使用する別の実施形態では、試料中に存在する複数の標的ヌクレオチド配列を検出する
ために、それぞれが別々に検出可能かつ識別可能なシグナルプローブを有する、試料中の
複数の標的ヌクレオチド配列を検出するように設計されたトリプルプローブセットを複数
組使用する。
【０１６４】
　分析の対象となる試料中の標的ヌクレオチド配列の予測される濃度に対し、実質的に過
剰量のプローブを使用することが好ましく、プローブと標的の比率は、通常１０：１～１
０００：１である。当業者によって理解されるように、バックグラウンドまたは非特異結
合に起因すると考えられるシグナルを最小限にすることができる場合、標的に対するプロ
ーブの比率をより高くすることができる。さらに、標的に対するプローブの比率をより低
くすることもできる。しかしながら、この場合、ハイブリダイズするのに必要な時間は実
質的に増加する。
【０１６５】
　本分析で複数のプローブを使用する場合、これらのプローブの濃度が同様、またはほぼ
同一、すなわち１：１であることが好ましい。別の実施形態では、複数の上記デュアルプ
ローブセットまたはトリプルプローブセットが本分析に使用され、それぞれのシグナルプ
ローブは共通の捕捉プローブを持つが、これらのシグナルプローブが別々に検出可能かつ
識別可能であることによって、試料中の異なる標的ヌクレオチド配列の識別が可能となる
。さらに別の実施形態では、それぞれのシグナルプローブが試料中に存在する異なる標的
ヌクレオチド配列を識別することができ、これらと組をなす、捕捉プローブとブリッジプ
ローブとが同一の配列を有してもよい。
【０１６６】
　プローブは、液相または凍結乾燥状態で提供されてもよい。さらに、プローブを凍結乾
燥する場合、再形成した際にヌクレアーゼおよびプローブが本分析に適切な濃度となるよ
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う、ヌクレアーゼをプローブとともに凍結乾燥してもよい。
【０１６７】
　プローブ末端、すなわちスペーサーは、当技術分野で公知であり、上述されている。別
の実施形態では、プローブ末端すなわちスペーサーは、ジップコード（ｚｉｐ　ｃｏｄｅ
）またはバーコード配列で構成されている。表面（たとえば、アレイ）、または蛍光とし
て検出できるビーズ（たとえば、ルミネックス社（テキサス州オースティン）やＰｏｌｙ
Ａｎ　Ｇｍｂｈ（ドイツ、ベルリン）から入手可能なビーズ）に固定化されたジップコー
ドまたはバーコードの相補的配列と、プローブ：標的複合体が有するジップコード末端ま
たはバーコード末端とが対応することによって、プローブ：標的複合体を捕捉することが
できる。
【０１６８】
　進歩的な本分析で使用してもよい核酸プローブには種々のものがある。これらのプロー
ブは、プローブの５’または３’末端のどちらかに付加されたスペーサーを有してもよく
、ハイブリダイゼーション中のステアリン酸による阻害を低減するために、これらのスペ
ーサーを使用してもよい。このようなスペーサーは、ポリエチレングリコールスペーサー
、アルキル鎖、または同種のヌクレオチドが７～１０個連なったポリＴ鎖等であってよい
。ポリエチレングリコールスペーサーおよびアルキル鎖スペーサーを、ビオチンとともに
使用してよい。これらのプローブは、化学発光標識、生物発光標識、放射性標識、蛍光標
識、酵素標識および色素体標識からなる群から選ばれる検出可能な部分で標識される。こ
れらのプローブは、配列番号：１～４を含む特定のオリゴヌクレオチドを含んでもよい。
【０１６９】
　化学発光標識は、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）
、アデニル酸キナーゼ（ＡＫ）、ルミノールおよびルシフェラーゼ／ルシフェリンの組み
合わせからなる群から選ばれてもよい。化学発光標識および生物発光標識は、化学発光反
応および生物発光反応によって最終的に検出される前駆体でもよい。試薬基質の添加に際
して、これらの検出可能な標識は特徴的な挙動を示し、特定の微生物の検出を可能にする
。Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ（登録商標）Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ等のルミノメータ
ーを使用して、これらの特徴的な挙動を検出してもよい。
【０１７０】
　化学発光標識または生物発光標識で標識したプローブを使用する場合、試薬基質は、ル
シフェラーゼ／ルシフェリン／アデノシン二リン酸（ＡＤＰ）の組み合わせ、ルシフェラ
ーゼ／ルシフェリンの組み合わせ、およびＡＴＰからなる群から選ばれる。さらに、アル
カリホスファターゼとＬｕｍｉｇｅｎ社によって提供されているＬｕｍｉ－Ｐｈｏｓ５３
０、Ｌｕｍｉ－Ｐｈｏｓ４８０、Ｌｕｍｉ－Ｐｈｏｓ　Ｐｌｕｓ等の１,２－ジオキセタ
ン化合物やロシュ社（インディアナ州インディアナポリス）によって提供されている類似
の基質を含むリン酸化された潜在化学発光基質との組み合わせ、および西洋ワサビペルオ
キシダーゼやルミノールを使用することができる。アダマンチル－１，２－ジオキセタン
リン酸やその同等物は、アルカリホスファターゼの直接基質であり、Ａｔｔｏｇｌｏｗ（
登録商標）ＡＰ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　４５０ＬＢ（Ｍｉｃｈｉｇａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓ
ｔｉｃｓ社、アメリカ、ミシガン州ロイヤルオーク）等の商品名で販売されている。シグ
ナルを生成する酵素としてアルカリホスファターゼを使用する利点として、ＢＣＩＰ／Ｎ
ＢＴ（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸／ニトロブルーテトラゾリウム）
等の肉眼で見えるものや、パラニトロフェニルリン酸等の化学発光の基質としては適度の
感度を有するものに基質を変更することによって、広範囲な望ましい分析感度を選択する
ことができることが挙げられる。
【０１７１】
　別の実施形態では、本分析の緩衝液および個々の成分は、試薬を添加および組み合わせ
る際の視覚的な指標として使うことができる色素または他の着色剤を含んでもよく、これ
によって確実かつ適切に試薬を構築し、混合し、これらのｐＨの調整をすることができる
。好適な着色剤として、米国食品医薬品局が承認した７種のＦＤ＆Ｃ着色剤が挙げられる



(36) JP 2011-510630 A 2011.4.7

10

20

30

40

50

。
（ＦＤ＆Ｃ青色１号－ブリリアントブルーＦＣＦ、Ｅ１３３（青色系）、
ＦＤ＆Ｃ青色２号－インジゴチン、Ｅ１３２（紺青色系）、
ＦＤ＆Ｃ緑色３号－ファストグリーンＦＣＦ、Ｅ１４３（青みがかった緑色系）、
ＦＤ＆Ｃ赤色４０号－アルラレッドＡＣ、Ｅ１２９（赤色系）、
ＦＤ＆Ｃ赤色３号－エリスロシン、Ｅ１２７（桃色系）、
ＦＤ＆Ｃ黄色５号－タートラジン、Ｅ１０２（黄色系）、および
ＦＤ＆Ｃ黄色６号－サンセットイエローＦＣＦ、Ｅ１１０（橙色系）。）
視覚的指標として使用するのに適切な濃度は、所望の着色度および視覚化に対する適合性
に依存することが多く、通常、色素の濃度は０．００１～０．１重量％である。色素を様
々に組み合わせることによって、可視スペクトルの大部分に及ぶ多様な色が得られ、それ
らは個々の試薬に加えたときに他と難なく識別することができる色となる。さらに、試薬
を混合することによって色素も混合され、識別可能な異なる色となる。このような色の変
化は、成分の添加が正しく行われていること、また数種類の試薬の混合が行われる場合に
はその順序が適切であることを示す視覚的な指標となる。
【０１７２】
　目的とする核酸配列および／または微生物を検出および同定するキットを調製してもよ
く、このキットは、検出可能な標識で標識された少なくとも１つのヌクレオチドプローブ
、フッ素界面活性剤、および目的配列を分解できるヌクレアーゼを含んでもよい。別の実
施例では、試薬基質、溶解／抽出緩衝液、ハイブリダイゼーション緩衝液、および／また
は洗浄緩衝液を含んでもよい。さらに、微生物を溶解するのに有用なジルコニア／シリカ
ビーズをキットに含んでもよい。上述したような分析に常磁性ビーズを使用する場合、こ
のようなビーズをキットに含んでもよい。このような常磁性ビーズは、ＲＮＡに結合する
プローブで標識されてもよく、ＲＮＡと結合する追加の１つまたは複数のプローブを使用
して検出を行う。リポソームで被包された発光試薬を使用してもよく、検出可能なシグナ
ルをさらに大きく増幅することができる。
【０１７３】
　キットは、抽出された目的ヌクレオチド配列のクリーンアップ用カラムおよび分析チュ
ーブをさらに含んでもよい。分析チューブを、検出分析に有用な化合物（たとえば、スト
レプトアビジン）でコーティングしてもよい。
【０１７４】
　本発明の検出分析は、様々な試料中に存在する、細菌、真菌または他の微生物等の微生
物を検出するために使用してもよい。さらに、本発明の検出分析は、試料中に存在する目
的核酸配列を検出するために使用してもよい。このような試料として、食品、環境試料、
臨床試料、水、飲料、液体ソープ、日焼け止め、化粧品、練り歯磨き、柔軟仕上げ剤、洗
浄剤、化粧水、およびパーソナルケア製品（ＰＣＰ）が挙げられる。さらに、本分析によ
って、グラム陰性菌とグラム陽性菌とを識別することができる。グラム陰性菌に特異的な
プローブを使用した場合、この種の細菌のみが陽性を示すため、大多数のグラム陽性菌は
検出されない。
【０１７５】
　さらに、本検出分析の産物をＰＣＲおよびＲＴ－ＰＣＲ等の追加分析で使用してもよい
。これらの分析は、核酸配列を増幅するために使用できる。増幅することにより、検出は
簡便かつ再現性の高いものとなる。ＰＣＲまたはＲＴ－ＰＣＲを用いることにより、分析
の感度を増加させるだけでなく、産物を定量することが可能となる。
【０１７６】
　本発明は、さらに、タンパク質、ペプチド、小型化学分子（ｓｍａｌｌ　ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）、炭水化物、リポ多糖、多糖、脂質等の、目的とする標的の検
出分析に関する。これらに適切なプローブは、検出可能な標識で標識することができる。
たとえば、抗原を、放射性標識、化学発光標識、生物発光標識、蛍光標識または電気化学
標識で標識することができ、それによって対応する抗体による検出が可能となる。
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【０１７７】
　さらに、多くのアプリケーションにおいて、非特異結合や不要な結合を低減するために
、フッ素界面活性剤を使用することができる。上述したように、少なくとも１つのフッ素
界面活性剤を、緩衝液または他の液体に加えてアプリケーションを実施すれば、非特異結
合は低減する。さらに、フッ素界面活性剤は、多くの材料の表面へのまたは相互間の接着
または結合を防ぐ。たとえば、本発明は、細胞、細胞内小器官、生体分子または化学分子
の非特異結合を低減させる方法であって、少なくとも１つのフッ素界面活性剤を緩衝液に
加えること、および該細胞、細胞内小器官、生体分子または化学分子を該緩衝液と接触さ
せることを含み、該少なくとも１つのフッ素界面活性剤の存在によって、該細胞、細胞内
小器官、生体分子または化学分子の、表面へのまたは相互間の非特異結合が低減すること
を特徴とする方法に関する場合もある。この方法は、細胞、タンパク質、ペプチド、核酸
、小型化学分子（ｓｍａｌｌ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｌｅｃｕｌｅ）、炭水化物、リポ
多糖類、多糖、および脂質に使用されるが、これらに限定されない。この方法は、非常に
有益な効果を示し、より簡便であり、より再現性のよい結果をもたらす。
【０１７８】
　どの薬剤または物質が、非特異結合を低減または実質的に低減することができるのかを
判断する場合、特定の所望の性質として以下のものが含まれるが、これらに限定されない
。
・非特異性の疎水性結合、イオン結合、および共有結合を含む、表面への分析成分の非特
異結合（ＮＳＢ）の抑制
・反応ベッセルや反応容器の表面、またはメンブレン等の他の表面と分析成分または試料
成分との間の非特異性相互作用の抑制
・特に、プロテインＡ、プロテインＧ、アビジン、ストレプトアビジン、核酸、グリコシ
ル基、脂肪酸、脂質、炭水化物等の分析成分と、抗体との間で交差反応性がないこと
・固定化および／または乾燥に付随して相転移とともに起こりうるタンパク質変性による
影響の最小化
・一般に冷蔵保存または凍結保存される希釈用試薬に使用するタンパク質または他の分子
の安定化
・（ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼの）夾雑酵素活性がまったくないか、ま
たはほとんどないこと
・分析中に酵素活性が存在する場合、その抑制
・固定化された分析成分が破壊されていないこと、または目的の生体分子または特定のタ
ンパク質の検出が阻害されていないこと
・感染性因子を含まないこと
・再現性のあるパフォーマンス
【０１７９】
　本明細書に記載のフッ素界面活性剤は、本明細書の記載により例証されるような特性を
有し、本開示の実施形態および実施例で説明されるような形態で使用される。
【０１８０】
　本発明を、以下の実施例でさらに詳細に説明するが、これらに限定されない。通常の方
法および上述されかつ以下で例証されるキットを考慮に入れたうえで、当業者は、本発明
の範囲内である様々な選択肢を容易に決定することができるだろう。
【実施例】
【０１８１】
　実施例１
　微生物保存培養株の増殖および調製
　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ（登
録商標）、アメリカ、バージニア州マナッサス）から入手した既知の微生物を使用して、
下流分析に適した核酸を得るために使用される溶解プロトコルを試験した。
【０１８２】
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【表１】

【０１８３】
　アスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ、ＡＴＣＣ　１６４０
４）を除くこれらの微生物をすべて、保存微生物株に添付された供給者の推奨に従い原培
養から増殖させた。増殖後、適切な培地中で密集成長させた各微生物５ｍｌに８０％グリ
セロールを１．８７５ｍｌ加えて、各微生物の３０％グリセロールストックを調製した。
次いで、各微生物のグリセロールストックを、ガスケット付スクリューキャップを有する
２ｍｌポリプロピレン製滅菌チューブに配分してそれぞれ５００μｌの分割試料とし、菌
株別保存用グリセロールストックの１セットを得た。これらの菌株別保存用グリセロール
ストックは、使用するまで－８０℃で保存した。
【０１８４】
　アスペルギルス・ニガー（ＡＴＣＣ　１６４０４）を除き、各微生物の核酸を単離する
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ための作業用グリセロールストックを以下のように調製した。滅菌した１５０ｍｌ　Ｓｔ
ｅｒｉｌｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｃｏｎｔａｉｎｅｒ（Ｃｅｌｓｉｓ社（イリノイ州シ
カゴ）：部品番号１２８０２００、Ｇｒｅｉｎｅｒ　Ｂｉｏ－Ｏｎｅ社（ノースカロライ
ナ州モンロー）等）のそれぞれに、レシチンとポリソルベート８０（ツウィーン８０）（
ベクトンディッキンソン・アンド・カンパニー、アメリカ、メリーランド州スパークス）
とを含むＤｉｆｃｏ（登録商標）Ｌｅｔｈｅｅｎ　Ｂｒｏｔｈ　１００ｍｌを入れ、ここ
へ微生物ごとの保存用グリセロールストック１本を加えた。上記の容器はそれぞれ、微生
物を植菌した後しっかりと蓋を閉じ、Ｃ２５　Ｉｎｃｕｂａｔｏｒ　Ｓｈａｋｅｒ（登録
商標）（Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社、アメリカ、ニュージャ
ージー州エジソン）等のインキュベータシェーカー上にて、２００ｒｐｍ、３１℃で２４
時間インキュベートした。８０％グリセロール３７．５ｍｌおよび密集成長させた各微生
物１００ｍｌを使用して作業用グリセロールストックを調製し、これらの作業用グリセロ
ールストックを、ガスケット付スクリューキャップを有する２ｍｌポリプロピレン製滅菌
チューブに配分して１４００μｌの分割試料とした。これらの作業用グリセロールストッ
クを、使用するまで－２０℃で保存した。
【０１８５】
　アスペルギルス・ニガー（ＡＴＣＣ　１６４０４）は、その成長特性により以下のよう
に増殖させ、菌株別グリセロールストックおよび作業用グリセロールストックを得た。ア
スペルギルス・ニガーの３０％グリセロールストックを以下のように調製した。滅菌脱イ
オン（ＤＩ）水６ｍｌをアスペルギルス・ニガー（ＡＴＣＣ　１６４０４）の胞子株に加
え、次いで１５ｍｌ組織培養用円錐形チューブ（フィッシャー・サイエンティフィック社
、ペンシルバニア州ピッツバーグ）に移し、蓋をしっかりと閉め、振盪せずに室温で一晩
インキュベートした。インキュベーション後、８０％グリセロールを２．２５ｍｌ加え、
インキュベートした胞子の３０％グリセロール溶液を得た。このインキュベートした胞子
の３０％グリセロール溶液を、紫外（ＵＶ）光下で処理した０．５ｍｌフラットキャップ
チューブに配分して５０μｌの分割試料とした。分割試料の一部は、作業用グリセロール
ストックチューブを得るためのものとして、使用時まで－２０℃で保存し、残りの分割試
料チューブは、菌株保存用グリセロールストックとして、使用時まで－８０℃で保存した
。
【０１８６】
　核酸単離用の菌種別培養
　表１の各微生物の作業用グリセロールストック１本を解凍し、Ｌｅｔｈｅｅｎ　Ｂｒｏ
ｔｈ　１００ｍｌを入れたそれぞれ別の滅菌済み１５０ｍｌ容器へ移した。各微生物を、
Ｃ２５　Ｉｎｃｕｂａｔｏｒ　Ｓｈａｋｅｒ等のインキュベータシェーカー上にて２００
ｒｐｍ、３１℃で２４時間培養した。各微生物の増殖量は、メーカー推奨のプロトコルに
従い、Ｃｅｌｓｉｓ　Ｒａｐｉｓｃｒｅｅｎ（登録商標）Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｃｅｌｓｉｓ
社、アメリカ、イリノイ州シカゴ）等のＡＴＰ用発光分析を使用して、Ｃｅｌｓｉｓ　Ａ
ｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ等のルミノメーターで解析することにより測定し
た。表１に列記した微生物の培養物をＲａｐｉｓｃｒｅｅｎで測定した結果はそれぞれ陽
性であり、核酸単離用の微生物が十分量増殖されたことが示された。
【０１８７】
　一晩培養物の溶解
　一晩培養した各微生物５００μｌを、それぞれ別の溶解チューブに加えた。各溶解チュ
ーブ（１．５ｍｌ円錐形・スクリューキャップ付き）は、溶解／抽出緩衝液５００μｌお
よび０．５ｍｍのジルコニア／シリカビーズ１ｇを含んでいた。この溶解／抽出緩衝液は
、２００ｍＭ　３－（Ｎ－モノホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）；２０ｍＭエチ
レンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）；２％ＳＤＳ；１０ｍＭジチオスレイトール（ＤＴＴ）
；１％シリコーンポリマー系消泡剤（Ａｎｔｉｆｏａｍ　Ａ等（シグマアルドリッチ社）
）；１％　活性シリコーンを３０％含有する水希釈可能なエマルジョン（水溶液系で発泡
を抑制するように設計されたもの）（Ａｎｔｉｆｏａｍ　Ｙ－３０等（シグマアルドリッ
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チ社））；および１００μＭ　Ａｌｕｍｉｏｎ（登録商標）（シグマアルドリッチ社）と
して販売されているオーリントリカルボン酸（または、アンモニウム塩等のその塩）で構
成されていた。
【０１８８】
　上記の一晩培養物５００μｌを含む溶解チューブを、Ｄｅｌｕｘｅ　ＰｕｌｓｅＶｏｒ
ｔｅｘ（登録商標）Ｍｉｘｅｒ（フィッシャー・サイエンティフィック社）等のパルシン
グボルテックスミキサーにセットし、３０００ｒｐｍ、３０秒間と休止、１０秒間とから
なる工程を１０分間繰り返すようにプログラムしたパルス設定を用いてボルテックスした
。
【０１８９】
　濾過およびカラム脱塩
　ボルテックスした後、Ｌｕｅｒ－Ｌｏｋ（登録商標）Ｔｉｐ（ベクトンディッキンソン
・アンド・カンパニー、アメリカ、メリーランド州スパークス）等のロックチップで３ｍ
ｌシリンジに取り付けられた、アクロディスク（登録商標）シリンジフィルタ（Ｐａｌｌ
　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、アメリカ、ミシガン州アナーバー）等の０．８／０．２μｍ
のシリンジフィルタを有するそれぞれ別のシリンジフィルタユニットに溶解した各試料を
移して濾過し、Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅ（１２×７５ｍｍ、ポリ
スチレン製）に注いだ。各試料につき、全量約７００～８００μｌの濾液がキュベットに
回収された。１ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ６．４）であらかじめ平衡化した、ｉｌｌ
ｕｓｔｒａ　Ｎａｐ（登録商標）－５　ｃｏｌｕｍｎ（ＧＥヘルスケア社、アメリカ、ニ
ュージャージー州ピスカタウェイ）等の架橋デキストランゲルビーズＤＮＡグレードカラ
ムに各試料の濾液５００μｌをロードした。濾液をカラムにロードすると同時にカラムか
ら溶出した５００μｌの緩衝液は、廃液として排出した。カラムから濾液を溶出するため
に、１ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ６．４）１ｍｌを使用した。核酸を含む溶出液１ｍ
ｌを、Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅに回収した。
【０１９０】
　ゲル電気泳動
　上記各試料から回収した１ｍｌのカラム溶出液中にｒＲＮＡが存在することを確認する
ため、ゲル電気泳動を使用した。各試料の溶出液５００μｌを、マイクロコン（登録商標
）３０（ミリポア株式会社、アメリカ、マサチューセッツ州ベッドフォード）等の遠心式
フィルタユニットを使用して、１４，０００ｇで２５分間遠心および１，０００ｇで１分
間逆回転して濃縮し、濃縮した試料溶出液を回収した。ＦｌａｓｈＧｅｌ（登録商標）Ｒ
ＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅ（ロンザ社、アメリカ、メイン州ロックランド）等の１．２％ア
ガロースゲル上で電気泳動するために、濃縮溶出液の分割試料２．５μｌと、ＭＯＰＳ緩
衝液（ロンザ社）中に、ホルムアルデヒド、ホルムアミド、および追跡用色素を含むＦｏ
ｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μｌとを使用して試料を調
製した。０．５～９ｋｂのＲＮＡ断片（ロンザ社）を含むＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｍ
ａｒｋｅｒ　１μｌおよびＦｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　４
μｌをサイズマーカーとして使用した。上記の調製した試料を６５℃で５分間変性させ、
次いでこれらの試料をＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅのそれぞれ別のウェ
ルにロードし、２２５ボルトで８分間電気泳動した。ゲルメーカー推奨のプロトコルに従
い、ＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅを約２０分間染色した。ＦｌａｓｈＧ
ｅｌ　ＲＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅを、ハイパフォーマンス紫外線トランスイルミネーター
にセットし、画像をＫｏｄａｋ　Ｇｅｌ　Ｌｏｇｉｃ　１００（登録商標）カメラ（コダ
ック社、アメリカ、ニューヨーク州ロチェスター）等のゲルを撮影するために設計された
イメージングシステムを用いて取り込んだ。残りの試料５００μｌは、検出分析において
使用するまで－２０℃で保存した。
【０１９１】
　結果
　ゲル写真においてｒＲＮＡバンドが適切なサイズおよび相対強度で観察されたこと、お
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よびそれらの外観より、ゲノムＤＮＡが存在することだけでなく結果が陽性であることが
示された。この結果から、上記の培養、溶解および核酸単離に使用した方法により、解析
用のｒＲＮＡおよびゲノムＤＮＡを十分な量で得られることが示された。
【０１９２】
　パーソナルケア製品に存在する微生物汚染の検出
　上記の方法の有用性を評価するために、代表的なパーソナルケア製品（ＰＣＰ）の１セ
ットを、見いだされることの多い５種の微生物で人為的に汚染させ、これらを試験した。
人為的に汚染させるために使用した微生物は、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌ
ｉ）ＡＴＣＣ　８７３９、枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＡＴＣＣ　６
６３３、セパシア菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ　ｃｅｐａｃｉａ）ＡＴＣＣ　２５４１
６、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）ＡＴＣＣ　９０２７、お
よび表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）ＡＴＣ
Ｃ　１２２２８であった。パーソナルケア製品の非汚染培養物およびモデル汚染培養物は
、以下のように調製した。５種の微生物それぞれにつき、上述した作業用グリセロールス
トック1本を新たに解凍して使用することにより、培養物を構築した。５種の微生物に対
しそれぞれ３つの培養系を、１５０ｍｌ　Ｇｒｅｉｎｅｒ社製容器中で以下のものと混合
することによって調製した：１００ｍｌのＬｅｔｈｅｅｎ　Ｂｒｏｔｈのみ；１％（ｗ／
ｖ）のシャンプー（ダヴ（登録商標）２ｉｎ１モイスチャーシャンプー・アンド・コンデ
ィショナー（ユニリーバ社、アメリカ、コネチカット州トランブル））を含むＬｅｔｈｅ
ｅｎ　Ｂｒｏｔｈ（１ｇのシャンプーおよび９９ｍｌのＬｅｔｈｅｅｎ　Ｂｒｏｔｈ）；
または１％（ｗ／ｖ）の日焼け止め（バナナボート（登録商標）サンクスリーンＳＰＦ８
（Ｓｕｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、アメリカ、フロ
リダ州デルレイビーチ））を含むＤｉｆｃｏ　ＴＡＴブロス（ベクトンディッキンソン・
アンド・カンパニー）等のトリプトン－アゾレクチン－ツウィーン　ブロス（１ｇの日焼
け止めおよび１ｇのツウィーン８０＋９８ｍｌのＴＡＴブロス）。これらの培養系を、Ｃ
２５　Ｉｎｃｕｂａｔｏｒ　Ｓｈａｋｅｒ上にて２００ｒｐｍ、３１℃で２４時間インキ
ュベートした。増殖を測定するために、２４時間培養した微生物５０μｌを、メーカーに
よるプロトコルに従いＲａｐｉＳｃｒｅｅｎ分析を利用しＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ
機器を用いて、ｄｕｐｌｉｃａｔｅで分析した。
【０１９３】
　核酸は上述の方法を使用して培養物から単離した。Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃ
ｕｖｅｔｔｅに回収されたカラム溶出液１ｍｌを、それぞれ培養するため、２×５００μ
ｌの分割試料に分けた。溶出液の分割試料のうちの１つはｒＲＮＡの存在を電気泳動で確
認するため濃縮した。電気泳動の結果、すべての培養物が核酸、特にｒＲＮＡの存在を示
した。もう一方の分割試料は、下記の検出分析で使用した。
【０１９４】
　検出分析
　上記のモデル微生物汚染培養から単離した核酸を、以下の方法によって分析した。簡潔
に説明すれば、この方法は、培養物から単離した核酸をグラム陰性菌を検出するように設
計された１組のプローブでハイブリダイズすることと、次いで標的ｒＲＮＡとプローブと
がハイブリダイズすることによって形成された複合体を固相に捕捉することとからなって
いた。複合体を捕捉した後、非結合反応成分を洗浄によって除去した。固相に結合した複
合体を好適な検出方法によって検出した。
【０１９５】
　ハイブリダイゼーションおよび捕捉
　各ハイブリダイゼーション反応を行うため、薄壁のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）用
１２連２００μｌチューブストリップ（フィッシャー・サイエンティフィック社）に、モ
デル微生物汚染培養物からそれぞれ単離した核酸６０．５μｌに加えて、下記のハイブリ
ダイゼーション混合物８９．５μｌを仕込んだ。各ハイブリダイゼーション反応において
、ハイブリダイゼーション混合物は、ハイブリダイゼーション緩衝液７５μｌ［２００ｍ
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Ｍ　ＭＯＰＳ、３Ｍ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％
アジ化ナトリウム、および０．２％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡ（陰イオン性のカルボン酸
リチウムフッ素界面活性剤）で構成され、ｐＨ６．９であるもの］；プローブ１（配列番
号：１、表２参照）５μｌ；プローブ２（配列番号：２、表２参照）５μｌ；プローブ３
（配列番号：３、表２参照）２μｌ；およびＲＮａｓｅ　Ａ（ＲＰＡグレード）２．５μ
ｌ（滅菌ＤＩ水で新しく１０ｎｇ／μｌに希釈したもの）で構成されていた。上記のプロ
ーブは、事前にＡＰ希釈緩衝液［１００ｍＭトリス、１００ｍＭ塩化ナトリウム、５ｍＭ
塩化マグネシウム、および０．０１％アジ化ナトリウムで構成され、ｐＨ９．０であるも
の］で１．２５ｐｍｏｌ／μｌに希釈したものであった。単離した核酸の残りの４３９．
５μｌは、－８０℃で保存した。さらに、２種のコントロールも分析した。ネガティブコ
ントロールは水６０．５μｌからなっており、ポジティブコントロールは水５９．５μｌ
に加えプローブ４（配列番号：４、表２参照）１μｌからなっていた。ハイブリダイゼー
ション混合物と、核酸またはコントロールとを含むチューブをＰＴＣ－２００サーモサイ
クラー（バイオ・ラッド社、アメリカ、カリフォルニア州ハーキュリーズ）等のサーモサ
イクラーにセットし、４２℃で３０分間処理した。次いで、チューブをサーモサイクラー
から取り外し、各チューブの内容物を、ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ（登録商標）Ｂｌｏｃｋｉ
ｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｐｉｅｒｃｅ社）等のブロッキング緩衝液を含む、Ｒｅａｃｔｉ－
Ｂｉｎｄ（登録商標）Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄｉ
ｎｇ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　Ｃｌｅａｒ　８－ｗｅｌｌ　Ｓｔｒｉｐｓ（Ｐｉｅｒｃｅ社、
アメリカ、イリノイ州ロックフォード）等のストレプトアビジンがコーティングされたポ
リスチレン製８ウェルプレートのそれぞれ別のウェルに移した。このプレートを室温で３
０分間インキュベートしてハイブリダイゼーションを行い、プレートに捕捉させた。次い
で、それぞれのウェルを洗浄緩衝液２５０μｌ［１００ｍＭトリス、１５０ｍＭ塩化ナト
リウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０
．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ７．２であるもの］で洗浄し、１分間
超音波攪拌した。次いで、実質的にすべての液体を除去するため、プレートを軽くはじい
てウェルの内容物を廃棄した。洗浄緩衝液２５０μｌを用いて１分間の超音波攪拌を行う
上記洗浄工程を、５回繰り返した。超音波攪拌は、Ｍｏｄｅｌ　８４０　Ｊｅｗｅｌｒｙ
　Ｃｌｅａｎｅｒ（Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｃｏｒｐ．、アメリカ、マサ
チューセッツ州ホイットマン）等のジュエリークリーナーの中に、間に合わせで作製した
浮遊するラックを水の浮力を利用して浮かせ、そのラックにチューブを立てて行った。
【０１９６】
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【表２】

【０１９７】
　基質のインキュベーション
　次いで、以下のように、基質を用いて洗浄したウェルを処理した。最終の洗浄後、リン
酸ジナトリウム３－（４－メトキシスピロ［１，２－ジオキセタン－３，２’－（５’－
クロロ）トリシクロ［３．３．１．１３，７］デカン］－４－イル）フェニル（ＣＳＰＤ
（登録商標）基質）（ロシュ・ダイアグノスティックス社、アメリカ、インディアナ州イ
ンディアナポリス）２００μｌを各ウェルに加えた。アルミホイルで遮光しながら、各ウ
ェルの基質を室温で２０分間インキュベートした。基質のインキュベーションが終了した
後、インキュベートした基質２００μｌをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔ
ｅへ移した。このキュベットをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ
にセットした。このルミノメーターを、インジェクター不使用、測定時間：１０秒、ｚｅ
ｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、および相対発光量（ＲＬＵ）のキャリブレーションファク
ター：０．６のパラメータで操作した。ＲＬＵは任意の値に対する相対発光量を表し、こ
の機器によって検出される放射光の単位である。
　検出分析の結果
【０１９８】
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【表３】

【０１９９】
　ネガティブコントロールの平均ＲＬＵの２倍値を陰性結果のカットオフとして設定した
（カットオフＲＬＵ９０２）。グラム陰性菌を植菌したモデル微生物汚染培養では、培養
物の平均ＲＬＵはいずれもネガティブコントロールの平均ＲＬＵの２倍値以上を示し、結
果はすべて陽性であった。グラム陽性菌を植菌したモデル微生物汚染培養では、培養物の
平均ＲＬＵはいずれもネガティブコントロールの平均ＲＬＵの２倍値未満を示し、結果は
すべて陰性であった。この検出分析では、ブロスのみで増殖させた場合のみならず、代表
的なパーソナルケア製品を含むブロスで増殖させた場合にも、グラム陰性菌とグラム陽性
菌とが識別された。
【０２００】
　驚いたことに、ＲＮａｓｅを使用することによって、試験したリボソームＲＮＡを変性
させずとも、プローブと試験した非変性リボソームＲＮＡとの間でハイブリダイゼーショ
ンが十分に生じた。すなわち、カオトロピック試薬を使用することも、リボソームＲＮＡ
を変性させるために十分に加熱することも、プローブとリボソームＲＮＡとをハイブリダ
イズするためには必要でなかった。上記と実質的に同一の条件下において、ＲＮａｓｅ　
Ａを添加しなかった場合、試験したリボソームＲＮＡはネガティブコントロールと実質的
に同一のシグナルを示した。さらにそして予想外に、ブリッジプローブ（上記表２の配列
２（配列番号：２））を添加せずにリボソームＲＮＡを試験すると、グラム陰性菌のシグ
ナル低下は約２０％にとどまり、ネガティブコントロールと近い数値を有するグラム陽性
菌では数値に影響は見られなかった。ブリッジプローブを添加せずとも、リボソームＲＮ
Ａを対象とする上記と同一組の捕捉プローブおよびシグナルプローブを用いると、グラム
陰性菌とグラム陽性菌とが適切に識別された。さらに、超音波攪拌を行わずに処理した試
料と比較すると、温和な超音波攪拌をすることによって、コントロールおよび試料である
リボソームＲＮＡから得られるシグナルの再現性が改善されたことが認められた。
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【０２０１】
　実施例１と実質的に同じ方法を使用して、代表的なパーソナルケア製品（ＰＣＰ）のよ
り幅広い１セットを、見いだされることの多い以下の５種の微生物で人為的に汚染させた
：大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＡＴＣＣ　８７３９、枯草菌（Ｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）ＡＴＣＣ　６６３３、セパシア菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒ
ｉａ　ｃｅｐａｃｉａ）ＡＴＣＣ　２５４１６、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅ
ｒｕｇｉｎｏｓａ）ＡＴＣＣ　９０２７、および黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）ＡＴＣＣ　６５３８。パーソナルケア製品の非汚染培養物およ
びモデル汚染培養物は、１５０ｍｌ　Ｇｒｅｉｎｅｒ社製容器中で、１００ｍｌのＬｅｔ
ｈｅｅｎ　Ｂｒｏｔｈのみ；または以下の製品１ｇを含む１００ｍｌのＬｅｔｈｅｅｎ　
Ｂｒｏｔｈを混合して調製した。
・ボディウォッシュ（ダヴ　ビューティーボディウォッシュ（ユニリーバ社、アメリカ、
コネチカット州トランブル））
・日焼け止め（バナナボート　サンスクリーンＳＰＦ８（Ｓｕｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔ
ｉｃａｌｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、アメリカ、フロリダ州デルレイビーチ））
・鎮咳薬（ヴイックス４４Ｃｕｓｔｏｍ　Ｃａｒｅ（プロクター・アンド・ギャンブル社
、アメリカ、オハイオ州シンシナティ））
・マスカラ（ロレアルＶｏｌｕｍｉｎｏｕｓ（ロレアルアメリカ社、アメリカ、ニューヨ
ーク州ニューヨーク））
・練り歯磨き（コルゲートＣａｖｉｔｙ　Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ（コルゲート・パーモリ
ーブ社、アメリカ、ニューヨーク州ニューヨーク））
・柔軟材（Ｓｕａｖｉｔｅｌ　Ｆｉｅｌｄ　Ｆｌｏｗｅｒｓ（コルゲート・パーモリーブ
社、アメリカ、ニューヨーク州ニューヨーク））
・マルチ表面洗浄剤（Ｍｒ　Ｃｌｅａｎ　Ｓｕｍｍｅｒ　Ｃｉｔｒｕｓ（プロクター・ア
ンド・ギャンブル社、アメリカ、オハイオ州シンシナティ））
・マグネシアミルク（Ｐｈｉｌｉｐｓ（バイエルヘルスケア社、アメリカ、ニュージャー
ジー州モリスタウン））
・オートミールバストリートメント（Ａｖｅｅｎｏ（ジョンソン・アンド・ジョンソン社
、アメリカ、ニュージャージー州スキルマン））
【０２０２】
　コントロールおよび上記製品を添加したブロスに、上記５種の微生物をそれぞれ植菌し
た。その際、植菌した試料それぞれに含まれる成長可能な微生物細胞数が１００未満とな
るように、定量的微生物製剤（Ｑｕａｎｔｉｃｕｌｔ（登録商標）（Ｒｅｍｅｌ社、アメ
リカ、カンザス州レネクサ））を使用した。試料を、インキュベータシェーカーにて２０
０ｒｐｍ、３０～３２℃で２４時間インキュベートした。
【０２０３】
　各微生物の増殖量は、メーカー推奨のプロトコルに従い、Ｃｅｌｓｉｓ　Ｒａｐｉｓｃ
ｒｅｅｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ（Ｃｅｌｓｉｓ社、アメリカ、イリノイ州シカゴ）等
のＡＴＰ用発光分析、およびＣｅｌｓｉｓ　ＡＫｕＳｃｒｅｅｎ（登録商標）Ｒｅａｇｅ
ｎｔ　Ｋｉｔ（Ｃｅｌｓｉｓ社、アメリカ、イリノイ州シカゴ）等の標識酵素アデニル酸
キナーゼ（ＡＫ）用発光分析を使用し、Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍ
ｅｔｅｒ等のルミノメーターで解析して測定した。植菌した試料をＲａｐｉｓｃｒｅｅｎ
およびＡＫｕＳｃｒｅｅｎで測定した結果は、それぞれ陽性であり、核酸単離用の微生物
が十分量増殖されたことが示された。１つの例外を除き、植菌しなかった試料の結果はそ
れぞれ陰性であり、意図されたものではない汚染が存在しなかったことが示された。この
例外とはオートミールバストリートメントであり、成長可能な胞子を含んでいたことが判
明した。
【０２０４】
　保存用緩衝液を除去するために、脱塩用スピンカラム（ＢｉｏＶｅｎｔｕｒｅｓ社）を
、以下のようにして準備した。脱塩用スピンカラムの底のつまみをねじり取り、上部のス
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クリューキャップを４分の１回転させてから、回収用チューブであるＣｅｌｓｉｓ　Ａｄ
ｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅ（５５ｍｍ×１２ｍｍのポリスチレン製チューブ）へ仕込ん
だ。次いで、このカラム－チューブアセンブリをそれぞれ１，０００ｇで１分間遠心分離
した。回収チューブは不用なものとして廃棄し、遠心分離したスピンカラムをそれぞれ、
新しいＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅに移して、スピンカラム－チュー
ブアセンブリを作製した。パルスボルテックスすることにより得られた細胞溶解物各１０
０μｌを、それぞれに対して準備した別個のスピンカラム－チューブアセンブリに移し、
ｄｕｐｌｉｃａｔｅで各溶解物の脱塩を行った。アプライした溶解物を含む各アセンブリ
を１０００ｇで２分間遠心分離し、カラム濾液をアセンブリのチューブ部分に回収した。
アプライした各溶解物より、それぞれの回収チューブに、～１００μｌの濾液が得られた
。
【０２０５】
　各ハイブリダイゼーション反応を行うため、薄壁の３．５ｍｌポリプロピレン製チュー
ブ（Ｓｉｍｐｏｒｔ社）に、上記の植菌した試料および植菌しなかった試料からそれぞれ
単離した核酸７５μｌに加えて、下記のハイブリダイゼーション混合物７５μｌを仕込ん
だ。各ハイブリダイゼーション反応において、ハイブリダイゼーション混合物は、ハイブ
リダイゼーション緩衝液７５μｌ［２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、３Ｍ塩化ナトリウム、０．０
５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０．２％（ｖ／ｖ
）ゾニールＦＳＡ（陰イオン性のカルボン酸リチウムフッ素界面活性剤）で構成され、ｐ
Ｈ６．９であるもの］；プローブ１（配列番号：１、表２参照）５μｌ；プローブ２（配
列番号：２、表２参照）５μｌ；プローブ３（配列番号：３、表２参照）２μｌ；および
ＲＮａｓｅ　Ａ（ＲＰＡグレード）２．５μｌ（滅菌ＤＩ水で新しく１０ｎｇ／μｌに希
釈したもの）で構成されていた。上記のプローブは、事前にＡＰ希釈緩衝液［１００ｍＭ
トリス、１００ｍＭ塩化ナトリウム、５ｍＭ塩化マグネシウム、および０．０１％アジ化
ナトリウムで構成され、ｐＨ９．０であるもの］で１．２５ｐｍｏｌ／μｌに希釈したも
のであった。
【０２０６】
　さらに、２種のコントロールも分析した。ネガティブコントロールはハイブリダイゼー
ション混合物７５μｌおよび１ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ６．４）７５μｌからなっ
ており、ポジティブコントロールはハイブリダイゼーション混合物７５μｌ、１ｍＭクエ
ン酸ナトリウム（ｐＨ６．４）７５μｌ、およびプローブ４（配列番号：４、表２参照）
１μｌからなっていた。ハイブリダイゼーション混合物と、核酸またはコントロールとを
含むチューブを、加熱ブロック（Ｔｒｏｅｍｎｅｒ社、アメリカ、ニュージャージー州ソ
ロフェア）にセットし、４２℃で３０分間処理した。
【０２０７】
　次いで、各チューブの内容物を、ストレプトアビジンがコーティングされたそれぞれ別
々のポリスチレン製チューブ（Ｍｉｃｒｏｃｏａｔ社、ドイツ、ベルンリート）に移し、
４２℃で３０分間さらにインキュベートして捕捉させた。次いで、各ウェルを洗浄緩衝液
１ｍｌ［１００ｍＭトリス、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィー
ン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成
され、ｐＨ７．２であるもの］を用いて、すべてのチューブをボルテックスしながら洗浄
した。次いで、実質的にすべての液体を除去するため、チューブを軽くはじいてチューブ
の内容物を廃棄し、上記の洗浄工程をさらに３回繰り返した。
【０２０８】
　次いで、洗浄したチューブを、基質を用いて以下のように処理した。最終の洗浄後、化
学発光基質（ＳＡＰ１１１３（Ｍｉｃｈｉｇａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社、アメリカ
、ミシガン州ロイヤルオーク））２００μｌをすべてのチューブに加え、直ちにＣｅｌｓ
ｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒにセットした。このルミノメーターを、
インジェクター不使用、測定時間：１０秒、ｚｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、および相
対発光量（ＲＬＵ）のキャリブレーションファクター：０．６のパラメータで操作した。
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ＲＬＵは任意の値に対する相対発光量を表し、この機器によって検出される放射光の単位
である。
【０２０９】
　先の例と同様に、グラム陰性菌を植菌したモデル微生物汚染培養では、培養物の平均Ｒ
ＬＵが概してネガティブコントロールの平均ＲＬＵの２倍以上を示し、結果は陽性であっ
た。グラム陽性菌を植菌したモデル微生物汚染培養では、培養物の平均ＲＬＵが概してネ
ガティブコントロールの平均ＲＬＵの２倍未満を示し、結果は陰性であった。
【０２１０】
　実施例２
　実施例１における結果のＰＣＲによる検証
　実施例１における検出分析で得た結果（表３参照）を確認するために、検証方法として
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅を行った。ＰＣＲ増幅は、グラム陰性菌に特異的な
２種のプライマーを使用して、実施例１のモデル微生物汚染培養から単離した核酸それぞ
れに対して行った。使用したフォワードプライマーおよびリバースプライマーの配列は、
それぞれ５’－ＣＣＧ　ＣＡＧ　ＡＡＧ　ＡＡＧ　ＣＡＣ　ＣＧＧ　Ｃ－３’（配列番号
：５）および５’－ＴＧＴ　ＲＴＧ　ＡＡＧ　ＡＡＧ　ＧＹＣ　Ｔ－３’（配列番号：６
）からなっており、どちらもＩＤＴ社より入手した。Ｒはプリン（アデニンまたはグアニ
ン）と定義される。Ｙはピリミジン（チミンまたはシトシン）と定義される。
【０２１１】
　実施例１のモデル微生物汚染培養から単離した核酸を凍結したものそれぞれを－８０℃
から取り出して解凍し、次いで滅菌脱イオン水で１：１００に希釈しテンプレートとして
使用した。１５種の凍結した核酸のＰＣＲ増幅をｄｕｐｌｉｃａｔｅで行った。２０μｌ
の反応物を調製するため、ＰＣＲ反応成分を以下のようにして構築した。ＰＣＲ反応成分
は、１０×（１０％）ＰＣＲ緩衝液２μｌ（ＡＢＩ社、アメリカ、カリフォルニア州フォ
スターシティ）［２ｍＭ塩化マグネシウム、２％ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、５
ｍＭジチオスレイトール（ＤＴＴ）、および２００μＭ　ｄＮＴＰ］；Ｔａｑ　ＤＮＡポ
リメラーゼ０．１２５μｌ（５Ｕ／μｌのＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇｏｌｄ（登録商標）（ア
プライドバイオシステムズ社、アメリカ、カリフォルニア州フォスターシティ））；アセ
トニトリルを２％含有する０．１×トリス－ＥＤＴＡ（ＴＥ）０．２μｌに１００ｐｍｏ
ｌ／μｌで含まれるリバースプライマー（配列番号：６）（１０ｐｍｏｌ）；アセトニト
リルを２％含有する０．１×ＴＥ０．２μｌに１００ｐｍｏｌ／μｌで含まれるフォワー
ドプライマー（配列番号：５）（１０ｐｍｏｌ）；および全体が２０μｌになるように加
えられた滅菌ＤＩ水からなっていた。これらのＰＣＲ成分を、２．０ｍｌチューブ中で混
合して穏やかに混ぜた。このＰＣＲ混合物を、９６ウェルＰＣＲプレート（Ｍｕｌｔｉｐ
ｌａｔｅ（登録商標）、バイオ・ラッド社、アメリカ、カリフォルニア州ハーキュリーズ
）の３０ウェルそれぞれに２０μｌずつ分配した。１：１００に希釈したテンプレート核
酸１μｌを適切なウェルへ加えた。Ｍｉｃｒｏｓｅａｌ（登録商標）フィルム（バイオ・
ラッド社）等のフィルムシールを、ＰＣＲプレートを密閉するために使用した。ＰＴＣ－
２００サーマルサイクラー（バイオ・ラッド社）を用いて、変性９５℃１２分→９５℃３
０秒、６０℃２０秒、および７２℃４０秒を３０サイクル→最終伸長７２℃６分→ホール
ド４℃でＰＣＲを行った。プログラム終了後、各反応物２μｌを、ＮｕＳｉｅｖｅ（登録
商標）３：１　Ｐｌｕｓ　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ（Ｃａｍｂｒｅｘ社（アメリカ、メイ
ン州ロックランド））等の標準的な融点を有する高解像度２０ウェル４％アガロースゲル
上にて、２００ボルトで２５分間ゲル電気泳動を行うことによって解析した。アガロース
ゲルをハイパフォーマンス紫外線トランスイルミネーターにセットし、画像をＫｏｄａｋ
　Ｇｅｌ　Ｌｏｇｉｃ　１００カメラで取り込んだ。ＰＣＲ産物のサイズは、ＢｉｏＭａ
ｒｋｅｒ（登録商標）Ｍ１Ａ（ＢｉｏＶｅｎｔｕｒｅｓ社）等のＤＮＡサイズマーカーを
使用して推定した。
【０２１２】
　結果
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　グラム陰性菌である大腸菌および緑膿菌は、それぞれのＰＣＲ反応において陽性であっ
た。グラム陰性菌であるセパシア菌のＰＣＲ増幅において、Ｌｅｔｈｅｅｎ　Ｂｒｏｔｈ
／１％シャンプーおよびＴＡＴブロス／１％日焼け止めではかなり弱い陽性であったが、
Ｌｅｔｈｅｅｎ　Ｂｒｏｔｈのみではバンドは認められなかった。グラム陽性菌である枯
草菌および表皮ブドウ球菌のＰＣＲ増幅は、それぞれのＰＣＲ反応において陰性であった
。各グラム陽性菌の陰性結果が正確であったことを確認するために、ＰＣＲをさらに７サ
イクル行った。残った各反応物１８μｌを含むＰＣＲプレートを、ＰＴＣ－２００サーモ
サイクラーにセットし、Ｍｉｃｒｏｓｅａｌフィルムで密閉した。ＰＣＲ増幅をさらに７
サイクル実施し、合計３７ＰＣＲサイクルとなった。プログラム終了後、各ＰＣＲ反応物
２μｌを上述したゲル電気泳動によって解析した。
【０２１３】
　３７サイクルを実施後、グラム陰性菌である大腸菌、緑膿菌およびセパシア菌は、４％
ＮｕＳｉｅｖｅ　３：１　Ｐｌｕｓ　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ上に明るいバンドを示し、
ＰＣＲ陽性であった。グラム陽性菌である枯草菌および表皮ブドウ球菌はいずれも４％Ｎ
ｕＳｉｅｖｅ　３：１　Ｐｌｕｓ　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ上でバンドを示さなかった。
【０２１４】
　これらの結果によって、核酸を単離するため、また、ＰＣＲで使用するのに適したゲノ
ムＤＮＡを提供するために、実施例１の方法を使用してもよいことが実証された。これら
の結果によって、さらに、グラム陰性菌に特異的なプライマーが、グラム陰性菌とグラム
陽性菌とを識別することが実証された。さらに、上述したような溶解プロトコルより単離
したＤＮＡは、ＰＣＲに適していることが実証された。
【０２１５】
　実施例３
　実施例１に関して、出願人らが驚いたことには、ハイブリダイゼーション緩衝液および
洗浄緩衝液に使用したゾニールＦＳＡ界面活性剤が、出願人らが実験的に評価した従来の
非特異的ブロッキング剤、すなわちウシ血清アルブミンならびにツウィーン２０、Ｓｕｐ
ｅｒＢｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ、デンハルト液、および種々のポリエ
チレングリコール等の洗浄剤等と比較して、非特異バックグラウンドシグナルに対して優
れた低減力を示すことが認められた。上記の従来のブロッキング剤はすべて、一般に認め
られている文献に記載の方法に従った濃度において使用され、実施例１で使用したゾニー
ルＦＳＡによって得られたバックグラウンドと比較して、許容できない高いバックグラウ
ンドを生じた。出願人らは、ハイブリダイゼーションプロトコルにおいて従来の洗浄剤ま
たは界面活性剤を使用した場合、ボルテックスおよび／または振盪によって著しい発泡お
よび妨害が生じたことを認めた。この発泡は、ハイブリダイゼーションおよび／または洗
浄において使用される緩衝液の完全な除去を妨げるものである。さらに、出願人らが驚い
たことには、実施例１において述べたように、ゾニールＦＳＡ界面活性剤を用いると、ツ
ウィーン２０が存在していても、強くボルテックスしたときに発泡がほとんど生じないだ
けでなく、振盪によっていくらか発泡しても速やかに消散することを見いだした。従って
、ゾニールＦＳＡ界面活性剤を使用すると非特異的バックグラウンドが低減され、発泡に
よる妨害を実質的に除去することで緩衝液をより完全に除去できることから、実施例１に
従いゾニールＦＳＡ界面活性剤を使用した。
【０２１６】
　実施例４
　ＲＮａｓｅ　Ａ
　ハイブリダイゼーションに使用するＲＮａｓｅ　Ａの最適量を決定するため実験を行っ
た。滅菌ＤＩ水を用いて、１μｇ／μｌ、２００ｎｇ／μｌ、４０ｎｇ／μｌ、８ｎｇ／
μｌおよび１．６ｎｇ／μｌからなるＲＮａｓｅ　Ａ（ＲＰＡグレード）の希釈系列を作
製した。各反応おいて、ハイブリダイゼーション混合物は、ハイブリダイゼーション緩衝
液７５μｌ［２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、３Ｍ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィ
ーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０．２％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構



(49) JP 2011-510630 A 2011.4.7

10

20

30

40

50

成され、ｐＨ６．９であるもの］；１００ｎｇ／μｌの大腸菌ｒＲＮＡ１０μｌ；プロー
ブ１（配列番号：１）５μｌ；１：１００希釈のＡＰシグナルプローブ２μｌ（ＡＰ保存
緩衝液［３Ｍ塩化ナトリウム、３０ｍＭトリス、１ｍＭ塩化マグネシウムおよび０．１ｍ
Ｍ塩化亜鉛］中の２５０ｐｍｏｌ／μｌのアルカリホスファターゼと共役させ、ＡＰ希釈
緩衝液［１００ｍＭトリス、１００ｍＭ塩化ナトリウム、５ｍＭ塩化マグネシウム、０．
０１％アジ化ナトリウム、およびゾニールＦＳＡ０．１５μｌで構成され、ｐＨ９．０で
あるもの］で希釈した、５’－ＣＧＧ　ＴＧＣ　ＴＴＣ　ＴＴＣ　ＴＧＣ　ＧＴＴ　ＴＴ
Ｔ　ＴＴＴ　ＴＴ－３’（配列番号：３））；プローブ２（配列番号：２）５μｌ；およ
びハイブリダイゼーション混合物量が１４９μｌになるように加えた滅菌ＤＩ水５１．９
μｌからなる成分で構成されていた。すべてのＲＮａｓｅ　Ａ希釈物に対して、それぞれ
ｄｕｐｌｉｃａｔｅで反応を実施し、合計１０の反応を実施した。ハイブリダイゼーショ
ン混合物を、Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｈｉ
ｇｈ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　Ｃｌｅａｒ　８－ｗｅｌｌ　Ｓｔｒｉｐｓ　
ｗｉｔｈ　ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒの１０ウェルに加え
た（１ウェル当たりハイブリダイゼーション混合物１４９μｌ）。希釈したＲＮａｓｅ　
Ａ　１μｌをそれぞれ２つのウェル（ｄｕｐｌｉｃａｔｅ）に加えた。ストリップを３１
℃の水浴に３０分間浸した。次いで、それぞれの反応物を洗浄緩衝液２５０μｌ［１００
ｍＭトリス、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０
１％アジ化ナトリウム、および０．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ７．
２であるもの］で洗浄した。次いで、実質的にすべての液体を除去するため、ストリップ
を軽くはじいて洗浄緩衝液を廃棄した。各洗浄において洗浄緩衝液２５０μｌを用い、上
記洗浄工程を５回繰り返した。Ａｔｔｏｇｌｏｗ　ＡＰ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　４５０Ｌ
ＢをＡＰ希釈緩衝液で１：１０に希釈し、希釈したこの基質２００μｌを各ウェルに加え
、遮光しながら室温で２０分間インキュベートした。次いで、この基質２００μｌをＣｅ
ｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅに移した。これらのキュベットをＣｅｌｓｉ
ｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒにセットした。このルミノメーターを、イ
ンジェクター不使用、測定時間：１０秒、ｚｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、およびＲＬ
Ｕのキャリブレーションファクター：０．６のパラメータで操作した。
【０２１７】
　上記のパラメータにおいて、１０～４０ｎｇのＲＮａｓｅ　Ａが最適であるという結果
が示された。
【０２１８】
　実施例５
　１ｍＭクエン酸ナトリウムで平衡化したｉｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－５　Ｃｏｌｕｍｎ
と平衡化していないｉｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－５　Ｃｏｌｕｍｎとの比較
　実施例１で述べたように、１ｍＭクエン酸ナトリウム（ｐＨ６．４）であらかじめ平衡
化したｉｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－ｃｏｌｕｍｎを用いて、溶解物の精製を行った。最終
的なキット構成を容易に製造および構築するため、出願人らは、カラムの平衡化を前もっ
てしない方が好ましいと考える。
【０２１９】
　あらかじめ平衡化したｉｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－５　ｃｏｌｕｍｎと平衡化していな
いｉｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－５　ｃｏｌｕｍｎとの比較を行った。濾過プロセスにおい
て、平衡化したｉｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－５　ｃｏｌｕｍｎおよび平衡化していないｉ
ｌｌｕｓｔｒａ　Ｎａｐ－５　ｃｏｌｕｍｎｓの両方を使用したことを除いては、先に実
施例１で述べた方法と同様に溶解および濾過を行った。実施例１に記載した検出分析を使
用して試料を解析した。
【０２２０】
　陽性結果のＲＬＵは、ネガティブコントロールの平均ＲＬＵの２倍を超えると考えられ
た。グラム陰性菌である、マルトフィリア菌（Ｓ．ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）、ラルスト
ニア・ピッケティ（Ｒ．ｐｉｃｋｅｔｔｉｉ）およびセレウス菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ）は
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すべて陽性であった。一方、グラム陽性菌であるセレウス菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ）は陰性
であった。平衡化していないカラムを用いた試料のＲＬＵはすべてわずかに低かったが、
カラムを平衡化するように変更を加えなければならないほど低くはなかった。ｉｌｌｕｓ
ｔｒａ　Ｎａｐ－５　ｃｏｌｕｍｎ、または０．１５％Ｋａｔｈｏｎ（登録商標）ＣＧ／
ＩＣＰ　Ｂｉｏｃｉｄｅ等の広域スペクトルを有する殺生物剤溶液を含む水性懸濁液で調
製された、これと同等のカラムは、核酸のクリーンアップに適している。
【０２２１】
　実施例６
　ストレプトアビジンコーティングキュベットとＰｉｅｒｃｅ社製のハイブリダイゼーシ
ョン複合体捕捉用ストレプトアビジンコーティングウェルとの比較
　バックグラウンドに対してシグナルおよび比率を増加することができるかを判断するた
めに、Ｐｉｅｒｃｅ社製Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏａｔ
ｅｄ　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　Ｃｌｅａｒ　８－ｗｅｌｌ　Ｓｔ
ｒｉｐｓ　ｗｉｔｈ　ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒとストレ
プトアビジンコーティングキュベットとの比較を行った。
【０２２２】
　実施例１による試料調製、溶解および濾過で概説したステップに従って、Ｌｅｔｈｅｅ
ｎ　Ｂｒｏｔｈ中で増殖させた大腸菌、セパシア菌、枯草菌、および表皮ブドウ球菌から
新たに単離した核酸を調製した。
【０２２３】
　各ハイブリダイゼーション反応において、ハイブリダイゼーション混合物は、ハイブリ
ダイゼーション緩衝液７５μｌ［２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、１ｍＭ塩化マグネシウム、３Ｍ
塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、
０．２％ゾニールＦＳＡ、および２５ｎｇ／７５μｌのＲＮａｓｅ　Ａ（ＲＰＡグレード
）で構成され、ｐＨ６．９であるもの］；プローブ１とプローブ２との混合物（それぞれ
、配列番号：１および配列番号：２）（それぞれ１ｐｍｏｌ／μｌの濃度のプローブ１お
よびプローブ２を事前に組み合わせたもの）５μｌ；およびＡＰ保存緩衝液［３Ｍ塩化ナ
トリウム、３０ｍＭトリス、１ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜鉛、および０．
０５％アジ化ナトリウム］に含まれる１．２５ｐｍｏｌ／μｌプローブ３（配列番号：３
、表２参照）２μｌからなる成分で構築されていた。
【０２２４】
　ハイブリダイゼーション反応において、単離した核酸試料６８μｌに加えて、ハイブリ
ダイゼーション混合物８２μｌをポリプロピレン製キュベットに仕込んだ。さらに、２種
のコントロールも分析した。ネガティブコントロールは水６８μｌからなり、ポジティブ
コントロールは水６７μｌに加えプローブ４（配列番号：４）１μｌからなっていた。ハ
イブリダイゼーション混合物と試料またはコントロールとを含むポリプロピレン製キュベ
ットを、Ｉｓｏｔｅｍｐ　Ｍｏｄｕｌａｒ　Ｂｌｏｃｋ　Ｄｒｙ－Ｂａｔｈ　Ｉｎｃｕｂ
ａｔｏｒ（フィッシャー・サイエンティフィック社）等のモジュラーブロックを使用した
ドライバスインキュベータにセットし、４２℃で３０分間インキュベートした。次いで、
キュベットをドライバスインキュベータから取り外し、Ｐｉｅｒｃｅ社製Ｒｅａｃｔｉ－
Ｂｉｎｄ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃａ
ｐａｃｉｔｙ　Ｃｌｅａｒ　８－ｗｅｌｌ　Ｓｔｒｉｐｓ　ｗｉｔｈ　ＳｕｐｅｒＢｌｏ
ｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒまたはストレプトアビジンコーティングキュベッ
トに試料を移した。キュベットおよびウェルのサイズが異なる場合、下記のように異なる
方法で処理を行う必要がある。
【０２２５】
　Ｐｉｅｒｃｅ社製Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ
　大腸菌、セパシア菌、枯草菌および表皮ブドウ球菌を、それぞれｄｕｐｌｉｃａｔｅで
、Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｈｉｇｈ　Ｂｉ
ｎｄｉｎｇ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　Ｃｌｅａｒ　８－ｗｅｌｌ　Ｓｔｒｉｐｓ　ｗｉｔｈ　
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ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒの別個のウェルに移し、室温で
３０分間インキュベートしてハイブリダイゼーションを行い、ウェルに捕捉させた。次い
で、それぞれのウェルを洗浄緩衝液２５０μｌ［１００ｍＭトリス、１５０ｍＭ塩化ナト
リウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０
．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ７．２であるもの］で洗浄した。次い
で、実質的にすべての液体を除去するため、プレートを軽くはじいてウェルの内容物を廃
棄した。各洗浄において洗浄緩衝液２５０μｌを用い、上記洗浄工程を５回繰り返した。
最後の洗浄液を廃棄した後、ＡＰ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ２００μｌを各ウェルに加えた。
アルミホイルで遮光しながら、各ウェルの基質を室温で２０分間インキュベートした。基
質のインキュベーションが終了した後、基質２００μｌをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ
　Ｃｕｖｅｔｔｅへ移し、Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒにセ
ットした。
【０２２６】
　ストレプトアビジンコーティングキュベット
　大腸菌、セパシア菌、枯草菌および表皮ブドウ球菌を、それぞれｄｕｐｌｉｃａｔｅで
、別個のストレプトアビジンコーティングキュベットに移し、室温で３０分間インキュベ
ートしてハイブリダイゼーションを行い、キュベットに捕捉させた。次いで、それぞれの
ウェルに洗浄緩衝液２．０ｍｌ［１００ｍＭトリス、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、０．０
５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０．１％（ｖ／ｖ
）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ７．２であるもの］を加え、キュベットに蓋をして転
倒混和することにより洗浄した。次いで、実質的にすべての液体を除去するため、キュベ
ットを軽くはじいてキュベット内の内容物を廃棄した。各洗浄において洗浄緩衝液２．０
ｍｌを用い、上記洗浄工程を５回繰り返した。最終の洗浄後、キュベットをペーパータオ
ル上で逆さにして水分を吸い取らせた。次いで、ＡＰ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ２００μｌを
各キュベットに加えた。アルミホイルで遮光しながら、各キュベットの基質を室温で２０
分間インキュベートした。
【０２２７】
　結果
　Ｐｉｅｒｃｅ社製ウェルまたはＣｅｌｓｉｓ社製キュベットで作製した試料を含む各キ
ュベットをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒにセットした。この
ルミノメーターを、インジェクター不使用、測定時間：１０秒、ｚｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕ
ｔｏｆｆ、およびＲＬＵのキャリブレーションファクター：０．６のパラメータで操作し
た。
【０２２８】
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【表４】

【０２２９】
　同じ比率計算方法を使用して、Ｐｉｅｒｃｅ社製Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ　Ｓｔｒｅｐ
ｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｗｅｌｌｓと比較すると、ストレプトアビジンコーティ
ングキュベットでは、グラム陰性菌のＲＬＵシグナルが増加し、かつネガティブコントロ
ールのＲＬＵシグナルに対するグラム陰性菌のＲＬＵシグナルの比率が増加した。Ｐｉｅ
ｒｃｅ社製ウェルでの大腸菌の比率と比較して、Ｃｅｌｓｉｓ社製キュベットでの大腸菌
の比率は８．６倍増加した。セパシア菌の比率は４．０倍増加した。グラム陽性菌である
、枯草菌および表皮ブドウ球菌のＲＬＵは、いずれの捕捉方法においてもネガティブコン
トロールの平均ＲＬＵの２倍未満であり、試験結果は陰性であった。
【０２３０】
　実施例７
　ストレプトアビジンコーティングキュベットにおける４２℃での捕捉と室温での捕捉と
の比較
　この実施例は、環境温度から４２℃に捕捉温度を増加させた結果を比較することによっ
て分析シグナルの差異を評価することを目的としたものである。
【０２３１】
　実施例１に従って、大腸菌および枯草菌の－８０℃で保存した単離核酸を調製し、分析
に使用した。
【０２３２】
　各ハイブリダイゼーション反応において、ハイブリダイゼーション混合物は、ハイブリ
ダイゼーション緩衝液７５μｌ［２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、１ｍＭ塩化マグネシウム、３Ｍ
塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、
および０．２％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ６．９であるもの］；２５ｎ
ｇ／７５μｌのＲＮａｓｅ　Ａ（ＲＰＡグレード）；プローブ１とプローブ２との混合物
（それぞれ１ｐｍｏｌ／μｌの濃度のプローブ１（配列番号：１）およびプローブ２（配
列番号：２）（表２参照）を事前に組み合わせたもの）５μｌ；およびＡＰ保存緩衝液［
３Ｍ塩化ナトリウム、３０ｍＭトリス、１ｍＭ塩化マグネシウム、０．１ｍＭ塩化亜鉛、
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および０．０５％アジ化ナトリウム］で１．２５ｐｍｏｌ／μｌに希釈したプローブ３（
配列番号：３（表２参照））２μｌからなる成分で構築されていた。
【０２３３】
　ハイブリダイゼーション
　大腸菌については４つのキュベット（ｆｏｕｒ　ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ）で反応を行い
、それ以外はすべて各々２つのキュベット（ｄｕｐｌｉｃａｔｅ）で反応を行った。各ハ
イブリダイゼーション反応において、単離した核酸試料７５μｌに加えて、ハイブリダイ
ゼーション混合物８２μｌをポリプロピレン製キュベットに仕込んだ。さらに、２種のコ
ントロールも分析した。ネガティブコントロールは水７５μｌからなり、ポジティブコン
トロールは水７５μｌに加えてプローブ４（配列番号：４）１μｌからなっていた。ハイ
ブリダイゼーション混合物と試料またはコントロールとを含むポリプロピレン製キュベッ
トを、モジュラーブロックを使用したドライバスインキュベータにセットし、４２℃で３
０分間インキュベートした。次いで、キュベットをドライバスインキュベータから取り外
し、試料をストレプトアビジンコーティングキュベットに移した。大腸菌試料のうちの２
つは室温で３０分間インキュベートし、その他の反応はドライバスインキュベータにおい
て４２℃で３０分間インキュベートして、ハイブリダイゼーションを行いキュベットに捕
捉させた。次いで、それぞれのウェルを洗浄緩衝液１．０ｍｌ［１００ｍＭトリス、１５
０ｍＭ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ化ナトリ
ウム、および０．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ７．２であるもの］で
洗浄し、各洗浄につき１０秒間ボルテックスした。次いで、実質的にすべての液体を除去
するため、キュベットを軽くはじいてキュベットの内容物を廃棄した。各洗浄において洗
浄緩衝液１．０ｍｌを用い、上記洗浄工程を３回繰り返した。次いで、ＡＰ　Ｓｕｂｓｔ
ｒａｔｅ２００μｌを各キュベットに加えた。アルミホイルで遮光しながら、各キュベッ
トの基質を室温で２０分間インキュベートした。
【０２３４】
　結果
　これらのＣｅｌｓｉｓ社製キュベットをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏ
ｍｅｔｅｒにセットした。このルミノメーターを、インジェクター不使用、測定時間：１
０秒、ｚｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、およびＲＬＵのキャリブレーションファクター
：０．６のパラメータで操作した。
【０２３５】
【表５】

【０２３６】
　驚いたことに、４２℃で捕捉させた大腸菌試料のＲＬＵは、室温で捕捉させた試料のＲ
ＬＵよりも３５％高かった。
【０２３７】
　実施例８
　グラム陰性菌とグラム陽性菌との識別モデルとしてのハイブリダイゼーション
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　変性ＤＮＡすなわち一本鎖ＤＮＡを表すテンプレートとして合成一本鎖ＤＮＡを使用し
、以下の実験を行った。５種のＤＮＡテンプレートを、大部分の腸内細菌科グラム陰性菌
の標的部位を代表する合成ＤＮＡオリゴマーに加えて、バシラス属、スタヒロコッカス属
、ストレプトコッカス属またはリステリア属の細菌の標的部位を代表するように設計した
。
【０２３８】
　各反応につき、ハイブリダイゼーション混合物は、プローブ１（配列番号：１）５μｌ
；ＡＰ保存緩衝液［３Ｍ塩化ナトリウム、３０ｍＭトリス、１ｍＭ塩化マグネシウム、０
．１ｍＭ塩化亜鉛、および０．０５％アジ化ナトリウム］中の２５０ｐｍｏｌ／μｌのア
ルカリホスファターゼと共役させ、ＡＰ希釈緩衝液［１００ｍＭトリス、１００ｍＭ塩化
ナトリウム、５ｍＭ塩化マグネシウム、および０．０１％アジ化ナトリウムで構成され、
ｐＨ９．０であるもの］で１：１００に希釈したＡＰシグナルプローブ２μｌ（５’－Ｃ
ＧＧ　ＴＧＣ　ＴＴＣ　ＴＴＣ　ＴＧＣ　ＧＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴＴ　ＴＴ－３’（配列番
号：３））；２５０ｎｇ／μｌのＲＮａｓｅ　Ａ　１μｌ；ハイブリダイゼーション緩衝
液７５μｌ［２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、３Ｍ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィ
ーン２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構
成され、ｐＨ６．９であるもの］；およびハイブリダイゼーション混合物量が１４９μｌ
になるように加えた滅菌ＤＩ水６６μｌからなる成分で構築されていた。ハイブリダイゼ
ーション混合物を、Ｐｉｅｒｃｅ社製Ｒｅａｃｔｉ－Ｂｉｎｄ　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉ
ｎ　Ｃｏａｔｅｄ　Ｈｉｇｈ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｃａｐａｃｉｔｙ　Ｃｌｅａｒ　８－ｗ
ｅｌｌ　Ｓｔｒｉｐｓ　ｗｉｔｈ　ＳｕｐｅｒＢｌｏｃｋ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｂｕｆｆ
ｅｒの２４ウェルに加えた（１ウェル当たりハイブリダイゼーション混合物１４９μｌ）
。標的またはコントロール当たり４つの反応を実施できるように、５種の合成ＤＮＡ標的
および１つのネガティブコントロールを各ウェルに加えた。１反応当たり、０．５ｐｍｏ
ｌ／μｌの各標的を１μｌ使用した。滅菌ＤＩ水（１μｌ）をネガティブコントロールと
して使用した。１２ウェル（各標的およびネガティブコントロールそれぞれのｄｕｐｌｉ
ｃａｔｅ）を、３１℃の水浴に３０分間浸した（表６－水参照）。その他の１２ウェル（
各標的およびネガティブコントロールそれぞれのｄｕｐｌｉｃａｔｅ）は、３１℃のイン
キュベータ（Ｍｏｄｅｌ　Ｎｏ．１２０、Ｌａｂ－Ｌｉｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ社
、イリノイ州メルローズパーク）にセットし、３０分間インキュベートした（表６－イン
キュベータ参照）。次いで、それぞれのウェルを洗浄緩衝液２５０μｌ［１００ｍＭトリ
ス、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２０、０．０１％アジ
化ナトリウム、および０．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成され、ｐＨ７．２である
もの］で洗浄した。次いで、実質的にすべての液体を除去するため、プレートを軽くはじ
いて洗浄液を廃棄した。各洗浄において洗浄緩衝液２５０μｌを用い、上記洗浄工程を５
回繰り返した。最後の洗浄液を廃棄した後、ＡＰ希釈緩衝液で１：１０に希釈したＡｔｔ
ｏｇｌｏｗ　ＡＰ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　４５０ＬＢ　２００μｌを各ウェルに加え、ア
ルミホイルで遮光しながら各ウェルの基質を室温で２０分間インキュベートした。基質の
インキュベーションが終了した後、ピペットで基質２００μｌをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａ
ｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅへ移した。これらのキュベットをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ
　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒにセットした。このルミノメーターを、インジェクター不使用
、測定時間：１０秒、ｚｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、およびＲＬＵのキャリブレーシ
ョンファクター：０．６のパラメータで操作した。基質は過剰なバックグラウンドを有し
ていたので、洗浄緩衝液２５０μｌでウェルをさらに２回洗浄し、別の基質を使用した。
２回目の測定では、ＣＳＰＤ基質２００μｌを各ウェルに加えた。アルミホイルで遮光し
ながら、この基質を室温で２０分間インキュベートした。基質のインキュベーションが終
了した後、ピペットで基質２００μｌをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅ
へ移した。これらのキュベットをＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅ
ｒにセットした。このルミノメーターを、インジェクター不使用、測定時間：１０秒、ｚ
ｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、およびＲＬＵのキャリブレーションファクター：０．６
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のパラメータで操作した。代表的なＤＮＡセグメントを使用すると、プローブはグラム陽
性菌よりもグラム陰性菌の標的部位に特異性を示す。
【０２３９】
【表６】

【０２４０】
【表７】

【０２４１】
　実施例９
　核酸単離用の菌種別培養
　上記の表１および実施例１に記載されているような、以下の菌種別培養物を、核酸を単
離するためにＬｅｔｈｅｅｎ培地で増殖させた：大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草菌（Ｂ．
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、セパシア菌（Ｂ．ｃｅｐａｃｉａ）、表皮ブドウ球菌（Ｓ．ｅｐｉ
ｄｅｒｍｉｄｉｓ）、セレウス菌（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ）、ラルストニア・ピッケティ（Ｒ
．ｐｉｃｋｅｔｔｉｉ）、エンテロコッカス・ガリナラム（Ｅ．ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）
、カンジダ・アルビカンス（Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ）、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ
．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、緑膿菌（Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、シュードモナス・フ
ルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）、シュードモナス・プチダ（Ｐ．ｐｕｔ
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ｉｄａ）、エンテロコッカス・フェシウム（Ｅ．ｆａｅｃｉｕｍ）、コクリア・リゾフィ
ラ（Ｋ．ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ）、およびマルトフィリア菌（Ｓ．ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉ
ａ）。
【０２４２】
　一晩培養物の溶解
　一晩培養した上記の各培養物３ｍｌを、それぞれ別の３．５ｍｌ、５５ｍｍ×１２ｍｍ
のポリスチレン製滅菌チューブ（Ｓａｒｓｔｅｄｔ社）に配分し、２，０００ｇで３分間
遠心分離して、各培養細胞のペレットを作製した。上澄みをデカントして廃棄した。各ペ
レットに、溶解／抽出緩衝液５００μｌを加えて穏やかにボルテックスし、各ペレットを
再懸濁した。次いで、これらのペレットを、０．５ｍｍの乾燥ジルコニア／シリカビーズ
０．５ｇ（ＢｉｏＳｐｅｃ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ社、オクラホマ州バートルズヴィル）を含
むそれぞれ別の１．５ｍｌ　ｓｋｉｒｔｅｄ　ｃｏｎｉｃａｌ　ｔｕｂｅ（Ｓｉｍｐｏｒ
ｔ社）に移した。上記で使用した溶解／抽出緩衝液は、１００ｍＭ　３－（Ｎ－モノホリ
ノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）；１０ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）；
１％ＳＤＳ；５ｍＭジチオスレイトール（ＤＴＴ）；シリコーンポリマー系消泡剤として
代表的な、０．５％Ａｎｔｉｆｏａｍ　Ａ（シグマアルドリッチ社）；水溶液系で発泡を
抑制するように設計された水分散可能な消泡剤として代表的な、０．５％　活性シリコー
ンを３０％含有するエマルジョンであるＡｎｔｉｆｏａｍ　Ｙ－３０（シグマアルドリッ
チ社）；およびＡｌｕｍｉｏｎ（シグマアルドリッチ社）として販売されている、５０μ
Ｍオーリントリカルボン酸（または、アンモニウム塩等のそれらの塩）で構成され、これ
らを混合した最終ｐＨは７．０であった。
【０２４３】
　次いで、溶解チューブを、Ｄｅｌｕｘｅ　ＰｕｌｓｅＶｏｒｔｅｘ　Ｍｉｘｅｒ（フィ
ッシャー・サイエンティフィック社）にセットし、３０００ｒｐｍ、３０秒間と休止、１
０秒間とからなる工程を１０分間繰り返すようにプログラムしたパルス設定でボルテック
スした。溶解に続いて、溶解物を含むチューブを脱塩するために残しておいた。
【０２４４】
　脱塩と濾過
　保存用緩衝液を除去するために、脱塩用スピンカラム（ＢｉｏＶｅｎｔｕｒｅｓ社）を
、以下のようにして準備した。脱塩用スピンカラムの底のつまみをねじり取り、上部のス
クリューキャップを４分の１回転させてから、回収用チューブであるＣｅｌｓｉｓ　Ａｄ
ｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅ（５５ｍｍ×１２ｍｍのポリスチレン製チューブ）へ仕込ん
だ。次いで、このカラム－チューブアセンブリをそれぞれ１，０００ｇで１分間遠心分離
した。回収チューブは不用なものとして廃棄し、遠心分離したスピンカラムをそれぞれ、
新しいＣｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｃｕｖｅｔｔｅに移して、スピンカラム－チュー
ブアセンブリを作製した。
【０２４５】
　パルスボルテックスすることにより得られた細胞溶解物各１００μｌを、それぞれに対
して準備した別個のスピンカラム－チューブアセンブリに移し、ｄｕｐｌｉｃａｔｅで各
溶解物の脱塩を行った。アプライした溶解物含む各アセンブリを１０００ｇで２分間遠心
分離し、カラム濾液をアセンブリのチューブ部分に回収した。アプライした各溶解物より
、それぞれの回収チューブに、～１００μｌの濾液が得られた。次いで、各溶解物の核酸
をゲル電気泳動で評価し、各濾液７５μｌを下記のハイブリダイゼーション反応および検
出反応で使用した。
【０２４６】
　ゲル電気泳動
　上記各試料から回収した１００μｌのカラム濾液中にｒＲＮＡが存在することを確認す
るため、ゲル電気泳動を使用した。濾液の分割試料４μｌおよびＦｏｒｍａｌｄｅｈｙｄ
ｅ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　１μｌ（ロンザ社）を使用して、ＦｌａｓｈＧｅｌ　
ＲＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅ（ロンザ社、アメリカ、メイン州ロックランド）等の１．２％
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アガロースゲル上で電気泳動するために試料を調製した。０．５～９ｋｂ（０．５，１，
１．５，２，２．５，３，４，５，６，および９ｋｂ）のＲＮＡ断片（ロンザ社）を含む
ＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ　１μｌおよびＦｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ　Ｓ
ａｍｐｌｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　４μｌをサイズマーカーとして使用した。上記の調製した試
料を６５℃で５分間変性させ、次いでこれらの試料をＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｃａｓ
ｓｅｔｔｅのそれぞれ別のウェルにロードし、２２５ボルトで８分間電気泳動した。ゲル
メーカー推奨のプロトコルに従い、ＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅを約２
０分間染色した。ＦｌａｓｈＧｅｌ　ＲＮＡ　Ｃａｓｓｅｔｔｅを、ハイパフォーマンス
紫外線トランスイルミネーターにセットし、画像をＫｏｄａｋ　Ｇｅｌ　Ｌｏｇｉｃ　１
００カメラ（コダック社、アメリカ、ニューヨーク州ロチェスター）を用いて取り込んだ
。
【０２４７】
　電気泳動解析の結果
　ゲル写真においてｒＲＮＡバンドが適切なサイズおよび相対強度で観察されたこと、お
よびそれらの外観より、ゲノムＤＮＡが存在することだけでなく結果が陽性であることが
示された。この電気泳動の結果から、上記の培養、溶解および核酸単離に使用した方法に
より、十分な量のｒＲＮＡおよび解析をするのに十分な品質のゲノムＤＮＡが得られるこ
とが示された。
【０２４８】
　検出分析
　上記の菌種別培養からの単離した核酸を、本開示記載のハイブリダイゼーションを行う
ことと、他の微生物の中からグラム陰性菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡを選択的に識別および検出
するように設計された１組のプローブセットを用いて固相に捕捉することとからなる方法
によって分析した。
【０２４９】
　ハイブリダイゼーションと捕捉
　各ハイブリダイゼーション反応を行うため、凍結乾燥された２つのプローブ（Ｃｅｌｓ
ｉｓ社）各５ｐｍｏｌ（Ａ２６０に基づく）を含むハイブリダイゼーションチューブにお
いて、上記の溶解およびスピンカラムで精製された菌種別培養から得られた各濾液７５μ
ｌとハイブリダイゼーション緩衝液７５μｌとを混合した。これらの２つのプローブのう
ち、一方はビオチン化されたＤＮＡオリゴヌクレオチド・捕捉プローブからなり、他方は
アルカリホスファターゼで標識されたＤＮＡオリゴヌクレオチド・シグナルプローブから
なっていた。本開示の記載に従い、これらの２つのプローブはグラム陰性菌の１６Ｓ　ｒ
ＲＮＡセグメントにハイブリダイズするように設計された。ハイブリダイゼーション緩衝
液は、２００ｍＭ　ＭＯＰＳ、３Ｍ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン２
０、０．０１％アジ化ナトリウム、０．２％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡ（陰イオン性のカ
ルボン酸リチウムフッ素界面活性剤）、１ｍＭ塩化マグネシウム、および２５ｎｇのＲＮ
ａｓｅ　Ａ（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ社、アメリカ、ニュージ
ャージー州レークウッド）で構成され、最終ｐＨは７．５であった。上記で使用したＲＮ
ａｓｅは、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳに溶解した１ｍｇ／ｍｌのＲＮａｓｅ　Ａ、２０ｍＭ塩
化ナトリウム、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．１％トリトン－Ｘ、および５０％グリセロールか
らなり、ｐＨ６．９である保存溶液から得た。本実施例において使用した、グラム陰性菌
を検出するための２つのプローブは、表２に列記された捕捉プローブおよびシグナルプロ
ーブとは異なる配列を持つものであった。本分析のパフォーマンスをモニターするために
、１ｍＭクエン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．４）７５μｌからなるネガティブコントロ
ールとポジティブコントロールとを使用した。このポジティブコントロールは、１ｍＭク
エン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．４）７５μｌと、ハイブリダイゼーションチューブ中
に存在する凍結乾燥された２つのプローブに相補的であり、かつこれらのプローブの標的
であるグラム陰性菌に存在する１６Ｓ　ｒＲＮＡのセグメントに完全に対応するＤＮＡオ
リゴヌクレオチド２．５ｐｍｏｌとからなっていた。ハイブリダイゼーション緩衝液と、
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培養物を溶解・濾過したものまたはコントロールとを含むハイブリダイゼーションチュー
ブを、Ｉｓｏｔｅｍｐ　Ｍｏｄｕｌａｒ　Ｂｌｏｃｋ　Ｄｒｙ－Ｂａｔｈ　Ｉｎｃｕｂａ
ｔｏｒ（フィッシャー・サイエンティフィック社）にセットし、４２℃で３０分間インキ
ュベートした。次いで、各ハイブリダイゼーションチューブをドライバスインキュベータ
から取り外し、各ハイブリダイゼーション混合物をそれぞれに対応する別々のストレプト
アビジンコーティング捕捉キュベット（Ｃｅｌｓｉｓ社製）に移した。次いで、これらの
捕捉キュベットを、モジュラーブロックを使用したドライバスインキュベータにセットし
４２℃で３０分間インキュベートした。インキュベートした各捕捉キュベットを３回洗浄
した。１００ｍＭトリス、１５０ｍＭ塩化ナトリウム、０．０５％（ｖ／ｖ）ツウィーン
２０、０．０１％アジ化ナトリウム、および０．１％（ｖ／ｖ）ゾニールＦＳＡで構成さ
れ、ｐＨ７．２である洗浄緩衝液１ｍｌを用いて１０秒間ボルテックスして、各キュベッ
トを洗浄した。次いで、実質的にすべての洗浄液を除去するため、キュベットを軽くはじ
いて最終洗浄による内容物を廃棄した。次いで、アルカリホスファターゼの基質である、
ＡＰ　ＳＵＢＳＴＲＡＴＥ（Ｍｉｃｈｉｇａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社、ミシガン州
ロイヤルオーク）２００μｌを各キュベットに加えた。次いで、基質を含むキュベットを
、Ｃｅｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒで速やかに解析した。
【０２５０】
　解析と結果
　解析するために、基質を含むＣｅｌｓｉｓ社製のストレプトアビジンキュベットをＣｅ
ｌｓｉｓ　Ａｄｖａｎｃｅ　Ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒにセットした。このルミノメーター
を、インジェクター不使用、測定時間：１０秒、ｚｅｒｏ　ｃａｌ　ｃｕｔｏｆｆ、およ
びＲＬＵ（相対発光量）のキャリブレーションファクター：０．６のパラメータで操作し
た。処理した細胞培養およびコントロールに対して、ルミノメーターから得られた結果を
表に示した。各試料において二重測定した測定値（ＲＬＵ１およびＲＬＵ２）、およびそ
れらの平均値（ＡＶＧ　ＲＬＵ）を以下の表８に示す。
【０２５１】
【表８】
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【０２５２】
　陰性結果のカットオフを５０００ＲＬＵ以下として設定すると、グラム陰性菌の検出を
示す陽性のカットオフは５００１ＲＬＵ以上と考えられた。グラム陰性菌を植菌した菌種
別培養では、培養物の平均ＲＬＵはいずれも５００１ＲＬＵより大きく、結果はすべて陽
性であった。非グラム陰性菌を植菌した菌種別培養では、培養物の平均ＲＬＵはいずれも
５０００ＲＬＵより小さく、結果はすべて陰性であった。グラム陰性菌から得られた溶解
物のみが陽性の結果を示した。
【０２５３】
　追加プローブセットの凍結乾燥の評価
　黄色ブドウ球菌検出用の凍結乾燥された１組のプローブセットを含むハイブリダイゼー
ションチューブを提供するために、他の微生物から黄色ブドウ球菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡを
選択的に識別および検出するように設計された、ビオチン化されたＤＮＡオリゴヌクレオ
チド・捕捉プローブおよびアルカリホスファターゼで標識されたＤＮＡオリゴヌクレオチ
ド・シグナルプローブからなる１組のプローブを、ポリプロピレン製チューブ（Ｃｅｌｓ
ｉｓ社）に、チューブ１本当たりそれぞれ５ｐｍｏｌ入れて凍結乾燥した。同様に、上記
のグラム陰性プロテオバクテリアまたは真菌をそれぞれ検出できるハイブリダイゼーショ
ンチューブを提供するために、グラム陰性プロテオバクテリアに属する微生物または真菌
を検出するそれぞれのプローブセットから各プローブを５ｐｍｏｌ使用して、凍結乾燥さ
れたプローブを含むハイブリダイゼーションチューブを調製した。
【０２５４】
　大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、セパシア菌（Ｂ．ｃｅｐ
ａｃｉａ）、表皮ブドウ球菌（Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、セレウス菌（Ｂ．ｃｅｒ
ｅｕｓ）、ラルストニア・ピッケティ（Ｒ．ｐｉｃｋｅｔｔｉｉ）、エンテロコッカス・
ガリナラム（Ｅ．ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃ．ａｌｂｉｃａ
ｎｓ）、サッカロミセス・セレビシエ（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）、緑膿菌（Ｐ．ａｅ
ｒｕｇｉｎｏｓａ）、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ
）、シュードモナス・プチダ（Ｐ．ｐｕｔｉｄａ）、エンテロコッカス・フェシウム（Ｅ
．ｆａｅｃｉｕｍ）、コクリア・リゾフィラ（Ｋ．ｒｈｉｚｏｐｈｉｌａ）、およびマル
トフィリア菌（Ｓ．ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）の溶解物を、実施例９に記載した溶解物の
一晩培養および脱塩・濾過で概説したステップに従って調製した。グラム陰性プロテオバ
クテリア、黄色ブドウ球菌および真菌に対し、上記実施例９の溶解物、ネガティブコント
ロールおよびポジティブコントロールを使用し、実施例９に記載の方法によって反応およ
び解析を行った。
【０２５５】
　黄色ブドウ球菌のポジティブコントロールが５００１を超えるＲＬＵを有したことおよ
び陰性結果を示す微生物がすべて５０００以下のＲＬＵを示したことより、解析された微
生物からの黄色ブドウ球菌のポジティブコントロールの識別が達成された。次いで、実施
例９の方法において実質的に説明したように、単離した黄色ブドウ球菌１６Ｓ　ｒＲＮＡ
核酸は、５００１を超えるＲＬＵを有し、陽性の結果を示すことが判明した。
【０２５６】
　カンジダ・アルビカンスおよびサッカロミセス・セレビシエが５００１を超えるＲＬＵ
を有したことおよび陰性結果を示す微生物がすべて５０００以下のＲＬＵを示したことよ
り、他の解析された微生物からのカンジダ・アルビカンスおよびサッカロミセス・セレビ
シエの識別が達成された。
【０２５７】
　この結果より、これらのプローブセットは、凍結乾燥した後、交差反応または非特異結
合を引き起こすことなく、かつそれぞれの生物を検出する機能性および有用性を損なうこ
となく、反応において使用できることが示された。
【０２５８】
　実施例１０
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　実施例９と実質的に同じ方法を使用して、グラム陰性菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡにハイブリ
ダイズするように設計されたプローブ、黄色ブドウ球菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡにハイブリダ
イズするように設計されたプローブ、および真菌の１８Ｓ　ｒＲＮＡにハイブリダイズす
るように設計されたプローブを、１つのハイブリダイゼーション反応で組み合わせ、これ
らのプローブが互いに干渉せずに、または偽性の非特異シグナルおよび妨害シグナルを生
じることなく、標的微生物を選択的に識別できるかどうかを判断するために実験を行った
。
【０２５９】
　溶解と濾過
　大腸菌、表皮ブドウ球菌、黄色ブドウ球菌およびカンジダ・アルビカンスの溶解物を、
実施例９に記載した溶解物の一晩培養および脱塩・濾過で概説したステップに実質的に従
って調製した。
【０２６０】
　３つのプローブセットを組み合わせた反応
　各溶解物、ネガティブコントロールおよびポジティブコントロールのそれぞれに対して
、３つの異なるプローブセットの組み合わせを含む反応物をｄｕｐｌｉｃａｔｅでポリプ
ロピレン製チューブに構築した。この反応物は、実施例９に述べられているようなハイブ
リダイゼーション緩衝液７５μｌからなっており、このハイブリダイゼーション緩衝液は
、ビオチン化されたＤＮＡオリゴヌクレオチド・捕捉プローブ５ｐｍｏｌおよびグラム陰
性菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡにハイブリダイズするように設計されかつアルカリホスファター
ゼで標識されたＤＮＡオリゴヌクレオチド・シグナルプローブ５ｐｍｏｌ；ビオチン化さ
れたＤＮＡオリゴヌクレオチド・捕捉プローブ５ｐｍｏｌおよび黄色ブドウ球菌の１６Ｓ
　ｒＲＮＡにハイブリダイズするように設計されかつアルカリホスファターゼで標識され
たＤＮＡオリゴヌクレオチド・シグナルプローブ５ｐｍｏｌ；ならびにビオチン化された
ＤＮＡオリゴヌクレオチド・捕捉プローブ５ｐｍｏｌおよびカンジダ・アルビカンス、ア
スペルギルス・ニガー、およびサッカロミセス・セレビシエまたは類似の真菌に共通の１
８Ｓ　ｒＲＮＡの相同セグメントにハイブリダイズするように設計されかつアルカリホス
ファターゼで標識されたＤＮＡオリゴヌクレオチド・シグナルプローブ５ｐｍｏｌを含ん
でいた。各溶解物の反応において、溶解物７５μｌを、ハイブリダイゼーション緩衝液お
よび３つのプローブセットを含むハイブリダイゼーションチューブに加えた。ネガティブ
コントロールは、１ｍＭクエン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．４）７５μｌからなってい
た。ポジティブコントロールは、１ｍＭクエン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ６．４）７５μ
ｌ、および３つの合成ＤＮＡオリゴヌクレオチド標的から実質的になっていた。この３つ
の合成ＤＮＡオリゴヌクレオチド標的は、グラム陰性プロテオバクテリア微生物（以下、
グラム陰性菌と呼ぶ）の１６Ｓ　ｒＲＮＡにハイブリダイズするように設計された捕捉プ
ローブおよびシグナルプローブに相補的であり、かつこれらのプローブの標的である、グ
ラム陰性菌に存在する１６Ｓ　ｒＲＮＡのセグメントに完全に対応するＤＮＡオリゴヌク
レオチド；黄色ブドウ球菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡにハイブリダイズするように設計された捕
捉プローブおよびシグナルプローブに相補的であり、かつこれらのプローブの標的である
、黄色ブドウ球菌に存在する１６Ｓ　ｒＲＮＡのセグメントに完全に対応するＤＮＡオリ
ゴヌクレオチド；ならびにカンジダ・アルビカンス、アスペルギルス・ニガーおよびサッ
カロミセス・セレビシエまたは類似の真菌（以下、真菌と呼ぶ）に共通の１８Ｓ　ｒＲＮ
Ａの相同セグメントに完全に対応するＤＮＡオリゴヌクレオチドからなっており、それぞ
れ０．５ｐｍｏｌずつ含まれていた。
【０２６１】
　個々のプローブセットの反応
　ビオチン化された捕捉プローブ５ｐｍｏｌとアルカリホスファターゼで標識されたシグ
ナルプローブ５ｐｍｏｌとを含むハイブリダイゼーション緩衝液７５μｌ、ならびに以下
の表９に示す標的微生物それぞれに対応する培養物からの溶解物７５μｌを使用して、上
記で３つのプローブセットを組み合わせる際に使用された、グラム陰性プロテオバクテリ
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セットを含む反応物を、ポリプロピレン製チューブにｄｕｐｌｉｃａｔｅで調製した。
【０２６２】
　ハイブリダイゼーションと捕捉
　ハイブリダイゼーション緩衝液、プローブ、および溶解物またはコントロールを含むハ
イブリダイゼーションチューブを、インキュベートおよび洗浄し、記載の方法にて解析す
るため調製した。
【０２６３】
　実施例１１
　結果
【０２６４】
【表９】

　陰性結果のカットオフを５０００ＲＬＵ以下として設定すると、グラム陰性プロテオバ
クテリア微生物、黄色ブドウ球菌、または真菌の検出を示す陽性のカットオフは５００１
ＲＬＵ以上であると考えられた。同一の反応において、３つのプローブセットすべてを組
み合わせると、グラム陽性菌である表皮ブドウ球菌のＲＬＵは陰性であった。３つのプロ
ーブセットを組み合わせても、大腸菌、黄色ブドウ球菌およびカンジダ・アルビカンスの
ＲＬＵはすべて陽性のままであった。これらのデータより、グラム陰性プロテオバクテリ
ア微生物もしくは黄色ブドウ球菌の１６Ｓ　ｒＲＮＡ、または真菌の１８Ｓ　ｒＲＮＡに
ハイブリダイズするように設計されたプローブを同一の反応において組み合わせることが
でき、かつバックグラウンドシグナルを著しく増加することなく、それぞれの標的に対す
る特異性を維持できることが示された。
【０２６５】
　本発明の種々の実施形態を上述したが、これらは一例として挙げられているのみであり
、これらに限定されないと理解されるべきである。したがって、本発明の幅広さおよび範
囲は、好例である上記の実施形態のいずれにもよっても限定されず、以下の請求項および
それらと同等のものによってのみ定義される。
【０２６６】
　本発明について十分に述べられたことから、当業者は、本発明の範囲またはそのいかな
る実施例にも影響を及ぼすことなく、同等の広範な条件、処方および他のパラメータ内で
本発明の方法を実施できることを理解するだろう。本明細書で引用された特許、特許出願
および刊行物はすべて、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

技术领域本发明涉及用于鉴定和检测样品中存在的核酸序列的方法。核酸可以是RNA或DNA，或两者。本发明进一步涉及用于确定
样品中是否存在各种微生物以及该物种是什么的方法。此外，申请人已经发现了一组存在于革兰氏阴性菌的rRNA的寡核苷酸的核
酸序列。使用这套用或联合池，例如，在杂交分析，例如，很容易识别革兰氏阴性菌作为一个粗略的分类。这组寡核苷酸，而检测
指示属于革兰氏阴性菌的粗分类的生物体的存在下的序列，可能会错误地识别革兰氏阳性细菌或真菌或其它微生物如小或完全没
有。该分析涉及同时孵育至少一种目的核苷酸序列，至少一种核酸探针，含氟表面活性剂和核酸酶。该分析还可用于检测细菌，真
菌或其他微生物，用于检测和/或鉴定样品中存在的靶核酸序列，或甚至通过使用另一种特异性探针可以用。本发明进一步涉及在结
合测定中减少非特异性结合和促进复合物形成的方法。该结合测定可以是，但不限于，核酸杂交分析或免疫测定。
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