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(57)【要約】
　非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドを用いてサンプル
中の標的核酸を検出及び定量する改良法を記載する。方
法は、１つ以上のプライマー、１つ以上の非伸長ヘルパ
ーオリゴヌクレオチド、及び１つ以上のプローブを含む
増幅試薬と、サンプル中の核酸とを接触させることを含
む。非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、１つ以上の
プライマーの標的核酸接近を容易にし、増大させ、その
結果、アンプリコン産生がより多く蓄積され、それによ
り、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、例えば、ＨＣＶ遺伝
子型５の増幅アッセイを含む増幅アッセイの効率及び感
度を増大させる。キット、製品、及び反応混合物も提供
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中の標的核酸を検出及び／又は定量するための方法であって：
（ａ）前記サンプル中の核酸を増幅試薬と接触させ、ここで前記増幅試薬は、
　少なくとも、ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
　少なくとも、ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
　少なくとも１つのアンプリコンを生成するための、標的核酸に対して特異的な少なくと
も１つの順方向プライマー、もしくは前記標的核酸に対して特異的な少なくとも１つの逆
方向プライマー、又はその組み合わせ；
　（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的核酸
部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーの活性を増強
する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
　前記アンプリコンに対して特異的な少なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくと
も１つのＤＮＡ結合色素
を含み；
（ｂ）前記核酸を前記増幅試薬と、増幅反応が起こるために充分な期間及び条件下でイン
キュベートし；そして
（ｃ）前記アンプリコンを前記少なくとも１つの検出可能なプローブ又は前記少なくとも
１つのＤＮＡ結合色素で検出すること
を含む、方法。
【請求項２】
　前記標的核酸が微生物性核酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記微生物性核酸が細菌性核酸又はウイルス性核酸である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ウイルス性核酸が、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）、西ナイル熱ウイルス（Ｗ
ＮＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）、Ｂ型肝炎ウイ
ルス（ＨＢＶ）、又はＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の核酸である、請求項３に記載の方法
。
【請求項５】
　前記ウイルス性核酸がＨＣＶの核酸である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが前記少なくとも１つの非伸
長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む、請求項１～５のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記ポリ（Ａ）配列が４～１２ヌクレオチド長である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが配列番号５の配列、又はそ
の相補配列を含む、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含む
、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが、配列番号２及び３からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含む、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項
１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
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　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；前記少なくとも１つの逆方向プライマーが、配列番号２及び３からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含み；そして前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の
配列、又はその相補配列を含む、請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　サンプル中のＨＣＶ核酸を検出及び／又は定量化する方法であって：
（ａ）前記サンプル中の核酸を増幅試薬と接触させ、
　少なくとも、ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
　少なくともヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
　少なくとも１つのアンプリコンを生成するための、前記標的核酸に対して特異的な少な
くとも１つの順方向プライマー、もしくは前記標的核酸に対して特異的な少なくとも１つ
の逆方向プライマー、又はその組み合わせ；
　（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的核酸
部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーの活性を増強
する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
　前記アンプリコンに対して特異的な少なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくと
も１つのＤＮＡ結合色素
を含み、
（ｂ）前記核酸を前記増幅試薬とともに、増幅反応が起こるために充分な期間及び条件下
でインキュベートし、
（ｃ）前記少なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくとも１つのＤＮＡ結合色素で
前記アンプリコンを検出すること
を含む、方法。
【請求項１４】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、前記少なくとも１つの非
伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む、請求項１３に記載
の方法。
【請求項１５】
　前記ポリ（Ａ）配列が４～１２ヌクレオチド長である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが配列番号５の配列、又はそ
の相補配列を含む、請求項１３～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含む
、請求項１３～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが、配列番号２及び３からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含む、請求項１３～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項
１３～１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；前記少なくとも１つの逆方向プライマーが配列番号２及び／もしくは３、又はその相補
配列からなる群から選択される配列を含み；そして前記少なくとも１つのプローブが配列
番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項１３～１９のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項２１】
　増幅試薬を含むサンプルにおいて標的核酸を増幅し、検出及び／又は定量化するための
キットであって、前記増幅試薬が：
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（ａ）ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
（ｂ）ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
（ｃ）前記標的核酸に対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマーもしくは少なく
とも１つの逆方向プライマー、又はその組み合わせ；
（ｄ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的
核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つのプライマーの活性を増強
する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
（ｅ）前記標的核酸に対する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色素
を含む、キット。
【請求項２２】
　前記標的核酸が微生物性核酸である、請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　前記微生物性核酸が細菌性核酸又はウイルス性核酸である、請求項２２に記載のキット
。
【請求項２４】
　前記ウイルス性核酸が、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＩＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、又はＨＣＶの核酸
である、請求項２３に記載のキット。
【請求項２５】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、前記少なくとも１つの非
伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む、請求項２１～２４
のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２６】
　前記ポリ（Ａ）配列が４～１２ヌクレオチド長である、請求項２１～２５のいずれか１
項に記載のキット。
【請求項２７】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、配列番号５の配列、又は
その相補配列を含む、請求項１～２６のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２８】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含む
、請求項２１～２７のいずれか１項に記載のキット。
【請求項２９】
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが、配列番号２及び３からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含む、請求項２１～２８のいずれか１項に記載のキット。
【請求項３０】
　前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項
２１～２９のいずれか１項に記載のキット。
【請求項３１】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；前記少なくとも１つの逆方向プライマーが配列番号２及び３からなる群から選択される
配列、又はその相補配列を含み；そして前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配
列、又はその相補配列を含む、請求項２１～３０のいずれか１項に記載のキット。
【請求項３２】
　増幅試薬を含むサンプル中の標的核酸を増幅し、検出及び／又は定量するために有効な
反応混合物であって：
（ａ）サンプル；
（ｂ）ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
（ｃ）ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
（ｄ）標的核酸、又はその組み合わせに対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマ
ー又は少なくとも１つの逆方向プライマー；
（ｅ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的
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核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーの活性を
増強する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
（ｆ）前記標的核酸に対する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色素
を含む、反応混合物。
【請求項３３】
　前記標的核酸が微生物性核酸である、請求項３２に記載の反応混合物。
【請求項３４】
　前記微生物性核酸が細菌性核酸又はウイルス性核酸である、請求項３３に記載の反応混
合物。
【請求項３５】
　前記ウイルス性核酸が、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＩＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、又はＨＣＶの核酸
である、請求項３４に記載の反応混合物。
【請求項３６】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、前記少なくとも１つの非
伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む、請求項３２～３５
のいずれか１項に記載の反応混合物。
【請求項３７】
　前記ポリ（Ａ）配列が４～１２ヌクレオチド長である、請求項３２～３６のいずれか１
項に記載の反応混合物。
【請求項３８】
　前記ポリ（Ａ）配列が約８ヌクレオチド長である、請求項３２～３７のいずれか１項に
記載の反応混合物。
【請求項３９】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、配列番号５の配列、又は
その相補配列を含む、請求項３２～３８のいずれか１項に記載の反応混合物。
【請求項４０】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含む
、請求項３２～３９のいずれか１項に記載の反応混合物。
【請求項４１】
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが、配列番号２及び３からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含む、請求項３２～４０のいずれか１項に記載の反応混合物
。
【請求項４２】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む
、請求項３２～４１のいずれか１項に記載の反応混合物。
【請求項４３】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；前記少なくとも１つの逆方向プライマーが配列番号２及び３からなる群から選択される
配列、又はその相補配列を含み；そして前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配
列、又はその相補配列を含む、請求項３２～４２のいずれか１項に記載の反応混合物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本開示は、インビトロ診断法の分野に関する。この分野の中で、本発明は、サンプル（
例えば、生体又は非生体サンプル）中に存在し得る標的核酸の検出のための改良法に関す
る。特に、本発明は、プライマーの活性を増強する非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドを
活用する標的核酸の検出及び定量に関する。プライマーの活性を増強することによって、
非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは増幅効率を改善し、その結果、アンプリコン産生は
より大きく増大される。したがって、改善によって、さらに効率的でさらに高感度の検出
及び定量方法が可能になる。本発明はさらに、サンプル中に存在し得る検出及び定量標的
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核酸用の非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、プライマー、及びプローブを含む反応混合
物及びキットを提供する。本発明は、例えば、サンプル中のウイルス性又は細菌性核酸の
検出及び定量に有用である。
【背景技術】
【０００２】
　分子診断法の分野において、核酸の増幅及び検出／定量は非常に重大かつ重要なもので
ある。核酸増幅及び検出のための診断適用の例は、微生物性核酸の検出及び増幅のためで
ある。そのような微生物性核酸は、細菌性核酸及び／又はウイルス性核酸を含み得る。増
幅及び検出／定量技術は、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）もしくは西ナイル熱ウイル
ス（ＷＮＶ）などのウイルス性核酸標的、又はヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ａ型肝
炎ウイルス（ＨＡＶ）、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、もしくはＣ型肝炎ウイルス（ＨＣ
Ｖ）の存在についての献血の定期的なスクリーニングに好適である。増幅及び検出／定量
技術はまた、細菌性核酸標的又は腫瘍マーカーなどの分析にも好適である。
【０００３】
　核酸標的の増幅（及び検出／定量）のための最も有名で広く使用されている方法はポリ
メラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）である。他の増幅技術としては、リガーゼ連鎖反応、ポリメ
ラーゼリガーゼ連鎖反応、Ｇａｐ－ＬＣＲ、修復連鎖反応、３ＳＲ、ＮＡＳＢＡ、鎖置換
増幅（ＳＤＡ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ）、及びＱβ－増幅が挙げられる。
【０００４】
　ＰＣＲに基づく分析の自動化システムは、同じ反応容器内でのＰＣＲプロセスの間に生
成物増幅のリアルタイム検出を利用することが多い。そのような方法のカギは、レポータ
ー基又は標識を保有する修飾オリゴヌクレオチドの使用である。ＰＣＲはポリメラーゼ酵
素を利用する（米国特許第４，６８３，１９５号明細書及び同第４，６８３，２０２号明
細書）。関連する重大な改善は、例えば、ＣＯＢＡＳ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商
標）に関する商業的アッセイで用いられるような加水分解（ｈｙｄｒｏｌｉｚａｔｉｏｎ
）又は５’－ヌクレアーゼプローブとして知られるレポーター基又は標識を保有する修飾
オリゴヌクレオチドを利用するＰＣＲの間の増幅産物のリアルタイム検出である（米国特
許第５，２１０，０１５号明細書及び同第５，４８７，９７２号明細書）。他の改良され
た増幅及び検出法は、分子ビーコン技術（国際公開第９５／１３３９９号パンフレット）
、又は小溝結合剤（ＭＧＢ）部分を含むオリゴヌクレオチドを利用する方法として知られ
ている（国際公開第０３／０６２４４５号パンフレット及び国際公開第２００６／１３５
７６５号パンフレット）。さらに、これらのプライマーの少なくとも１つの５’末端で高
いＧＣ含有量を有する、付加オリゴヌクレオチドを含むプライマーの使用は、増幅効率に
おいて改善を示すことが知られている（Ｌｉｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　７：３８９－３９８（１９９７）；国際公開第０１／９４６３８号パンフレッ
ト；及び米国特許出願公開第２００４／０１１０１８２号明細書）。約１２～４０サイク
ルのＰＣＲ後の増幅産物の最終量は、例えば、ＧＧＡＣ単位が非修飾プライマーについて
よりも５’末端に付加されたプライマーについての方が著しく高い。
【０００５】
　Ａｆｏｎｉｎａ，　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　４３（３）：１－３
（２００７）；国際公開第２００６／１３５７６５号パンフレットは、リアルタイムＰＣ
Ｒ蛍光シグナルの増加と、それによって、５’末端でランダムに散乱した短いアデニン及
びチミンリッチなフラップを有するプライマー及び小溝結合剤（ＭＧＢ）蛍光ハイブリダ
イゼーションプローブを使用することで改善された増幅効率が得られることを記載してい
る。
【０００６】
　同様に、Ｂａｂｉｅｌ，　ｅｔ　ａｌ．（米国特許出願公開第２０１４／０１１３２７
９号明細書）は、ポリＮのプライマーへの付加が、どのように望ましくない高分子量生成
物の形成の減少又は抑制をもたらし、それによって偽陰性又は偽陽性結果を回避すること
ができるかを記載している。
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【０００７】
　したがって、当該技術分野では既存の方法に対する改善が常に必要とされている。例え
ば、核酸標的の簡単かつ信頼できる検出及び定量のための方法を提供することが当該技術
分野で必要とされている。特に、ＤＮＡ増幅及び検出／定量の効率を改善することが必要
とされている。
【発明の概要】
【０００８】
　本開示の特定の実施形態は、サンプル（例えば、生体又は非生体サンプル）中の標的核
酸の増幅、検出、及び定量のための新規方法及び使用に関する。例えば、本開示の特定の
実施形態は、単一の試験管又は反応容器中でのリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣ
Ｒ）によるウイルス（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶ）
などの微生物の単一又は多重検出及び定量に関する。改善は、ＰＣＲなどの増幅反応にお
ける非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの使用に基づく。非伸長ヘルパーオリゴヌクレオ
チドは（伸長）プライマーによって媒介される増幅を促進し増強する点でヘルパーオリゴ
ヌクレオチド又はヘルパープライマーの一種として作用すると考えられている。さらに、
非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在は、標的核酸の標的領域の二次構造のギブズ自
由エネルギーを減少又は低下させると考えられている。場合によって、非伸長ヘルパーオ
リゴヌクレオチドは標的核酸のプライマー結合領域の二次構造のギブズ自由エネルギーを
減少／低下させると考えられている。非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、１つ以上の
プライマーと同じ領域内でアニーリングすることができる。しかしながら、１つ以上のプ
ライマーとは対照的に、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは伸長しない。すなわち、非
伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは伸長してアンプリコンを生成することはない。伸長す
るかわりに、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、伸長してアンプリコンを生成する１
つ又は複数のプライマーの標的接近可能性を促進し増大させる。すなわち、伸長プライマ
ーと同様に、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは標的核酸にアニーリングするが、伸長
プライマーとは違って、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは伸長しない。オリゴヌクレ
オチドが伸長するのを防止する方法は数多くあり、それらは当業者には周知であろう。例
えば、ポリ（Ａ）配列をオリゴヌクレオチドの３’末端に付加することで、伸長が防止さ
れる。さらに、ポリ（Ａ）配列は標的核酸のどの部分にもアニーリングする可能性が低く
、それによって非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドと標的核酸とに間の相互作用を不安定
化させ、次にこれによって二次構造が開かれ、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの（伸
長）プライマーでの置換を可能にすると考えられる。さらに、３’－ＯＨ基をリン酸基で
置換（すなわち、リン酸化）することによっても、伸長が防止される。非伸長ヘルパーオ
リゴヌクレオチドは、標的核酸のプライマー結合領域における二次構造のギブズ自由エネ
ルギーを減少させ、それによって伸長する１つ以上のプライマーの接近可能性を改善する
ことによって、増幅を支援すると考えられる（図２及び４を参照）。この結果、ＰＣＲ増
幅が改善され、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの非存在下よりも多くのＰＣＲ産物（
すなわち、アンプリコン）が非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下で蓄積する（図
１及び３を参照のこと）。すなわち、ＰＣＲアッセイの全効率が非伸長ヘルパーオリゴヌ
クレオチドによって改善及び／又は増強される。ＰＣＲアッセイの効率が改善されるため
、少量（すなわち、低コピー数）の出発物質であっても、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオ
チドの存在下では成功裏に増幅することが可能である。したがって、非伸長ヘルパーオリ
ゴヌクレオチドはまた、アッセイの感度を増大させる。
【０００９】
　実施形態は、増幅ステップとハイブリダイジングステップとを含み得る少なくとも１回
の循環ステップを実施することを含む、標的核酸の検出及び定量方法を含む。さらに、実
施形態は、プライマー、プローブ、及び１つ以上の非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、
ならびに単一の反応容器又はチューブ中での標的核酸の検出及び定量のために設計された
キットを含む。
【００１０】
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　本開示はまた、個体からの生体サンプル中の標的核酸の存在又は非存在を検出する方法
も提供する。これらの方法は、血液スクリーニング及び診断検査において使用するために
、血漿中の標的核酸の存在又は非存在を検出するために用いることができる。さらに、尿
及び他のサンプルタイプを評価して標的核酸を検出及び／又は定量するために当業者は同
試験を使用することができる。そのような方法は、概して、少なくとも１つの循環ステッ
プを実施することを含み、そのステップは、増幅ステップと色素結合ステップとを含む。
典型的には、増幅ステップは、サンプルを複数対のオリゴヌクレオチドプライマーと接触
と、この場合は、１つ以上の非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドと接触させて、核酸分子
がサンプル中に存在する場合は１つ以上の増幅産物を産生することを含み、色素結合ステ
ップは、増幅産物を二本鎖ＤＮＡ結合色素と接触させることを含む。そのような方法はま
た、二本鎖ＤＮＡ結合色素の増幅産物への結合の存在又は非存在を検出することも含み、
結合の存在は、サンプル中に標的核酸が存在することを示し、結合の非存在は、サンプル
中に標的核酸が存在しないことを示す。代表的な二本鎖ＤＮＡ結合色素は臭化エチジウム
である。他の核酸結合色素としては、ＤＡＰＩ、Ｈｏｅｃｈｓｔ色素、ＰｉｃｏＧｒｅｅ
ｎ（登録商標）、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ（登録商標）、ＯｌｉＧｒｅｅｎ（登録商標）、な
らびにシアニン色素、例えばＹＯ－ＹＯ（登録商標）及びＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅ
ｎが挙げられる。加えて、そのような方法はまた、増幅産物と二本鎖ＤＮＡ結合色素との
間の融解温度を決定することを含み得、融解温度は核酸の有無を確認する。
【００１１】
　さらなる実施形態において、１つ以上の標的核酸を検出及び／又は定量するためのキッ
トが提供される。キットは、標的核酸の増幅について特異的な１セット以上のプライマー
；１つ以上の非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び増幅産物の検出について特異的な
１つ以上の検出可能なオリゴヌクレオチドプローブを含み得る。
【００１２】
　一態様において、キットは、ドナー及び対応するアクセプター部分、例えば別の蛍光部
分もしくは暗消光剤（ｄａｒｋ　ｑｕｅｎｃｈｅｒ）ですでに標識されたプローブを含み
得るか、又はプローブを標識するための蛍光体部分（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｉｃ　ｍｏｉ
ｅｔｙ）を含み得る。キットはまた、ヌクレオシド三リン酸、核酸ポリメラーゼ、及び核
酸ポリメラーゼの機能に必要な緩衝液も含み得る。キットはまた、添付文書、ならびにプ
ライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、プローブ、及び蛍光体部分を使用してサ
ンプル中の増幅産物／標的核酸の有無を検出するための説明書も含み得る。
【００１３】
　別に定義しない限りは、本明細書に使用される全ての技術用語及び科学用語は、本発明
が属する技術分野の技術者によりそれらが通常理解されるものと同じ意味を有する。本明
細書に記載したものと類似又は同等の方法及び材料を、本発明の実践又は試験において使
用することができるが、好適な方法及び材料は、以下に説明される。
【００１４】
　本発明の１つ以上の実施形態の詳細を添付の図面及び以下の説明で記載する。本発明の
他の特徴、目的、及び利点は、図面及び詳細な説明ならびに特許請求の範囲から明らかに
なるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】プライマー、プローブ、及び非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドならびに（ＨＣ
Ｖの）標的核酸について特異的なプローブを示す実験のリアルタイムＰＣＲ成長曲線を示
す。
【図２】非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下での（ＨＣＶ）標的領域の予想され
る二次構造を示し、この二次構造は－１０７．２ｋｃａｌ／ｍｏｌのΔＧを示す。
【図３】プライマー、プローブ、及び非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドならびに（ＨＣ
Ｖの）標的核酸について特異的なプローブを示す実験のリアルタイムＰＣＲ成長曲線を示
す。
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【図４】非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下での（ＨＣＶ）標的領域の予想され
る二次構造を示し、この二次構造は－９８．６ｋｃａｌ／ｍｏｌのΔＧを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明は、アンプリコンを生成するためのプライマー対、アンプリコンに対して特異的
な検出可能なプローブ、及び非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドを少なくとも含むサンプ
ル（例えば、生体サンプル）中に存在し得る核酸標的を増幅、検出及び定量するための新
規及び改良された方法及び使用に関する。改善は、特に、増幅（すなわち、アンプリコン
の生成）が非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下で増強され増大するという事実に
基づく。すなわち、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、伸長する１つ以上のプライマ
ーの活性及び効率を増強し改善し、それによってＰＣＲ反応の効率を改善し増大させる。
これには、アッセイの感度を増大させる効果がある。本発明は、微生物性核酸（例えば、
ウイルス性又は細菌性核酸）の増幅、及び検出／定量を含むが、これに限定されない任意
の数の用途のために使用できる。本発明で使用するためのウイルスの例としては、ＨＰＶ
、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶが挙げられる。
【００１７】
　核酸増幅による微生物（例えば、ウイルス又は細菌）感染の診断は、感染を迅速に、正
確に、確実に、特異的に、そして感度良く検出及び／又は定量するための方法を提供する
。非生体又は生体サンプル中の微生物性核酸を検出及び／又は定量するためのリアルタイ
ム逆転写酵素ＰＣＲアッセイを本明細書中で記載する。標的核酸（例えば、ウイルス性又
は細菌性核酸のような微生物性核酸）を検出及び／又は定量するためのプライマー及びプ
ローブを、そのようなプライマー及びプローブを含む製品又はキットと同様に提供する。
他の方法と比べて標的核酸の検出用のリアルタイムＰＣＲの増大した特異性及び感度、な
らびにサンプル封じ込め及びリアルタイム検出及び増幅産物の定量を含むリアルタイムＰ
ＣＲの改善された特徴により、臨床検査室における微生物感染（例えば、ウイルス又は細
菌感染）の通例の診断のためのこの技術の実施が可能になる。さらに、この技術は、血液
スクリーニングのため、ならびに予後のためにも用いることができる。そのような検出ア
ッセイはまた、平行して、他の標的核酸（例えば、他の微生物性核酸、又は同じ微生物の
他の／異なる遺伝子型）の検出のための他のアッセイと多重化することもできる。
【００１８】
　本開示は、一例として、例えばＴａｑＭａｎ（登録商標）検出技術を使用してＨＣＶを
特異的に同定するために、オリゴヌクレオチドプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレ
オチド、及びＨＣＶゲノムとハイブリダイズする蛍光標識された加水分解プローブを含む
。
【００１９】
　「プライマー」又は「伸長プライマー」という語は、本明細書中で用いられる場合、当
業者には公知であり、オリゴマー化合物、主にオリゴヌクレオチドを指すが、テンプレー
ト依存性ＤＮＡポリメラーゼによるＤＮＡ合成を「プライミング」することができる、す
なわち、例えばオリゴヌクレオチドの３’末端が遊離３’－ＯＨ基を提供する修飾オリゴ
ヌクレオチドも指し、この場合、さらなる「ヌクレオチド」をテンプレート依存性ＤＮＡ
ポリメラーゼにより結合させて、３’から５’へのホスホジエステル結合を確立し、それ
によってデオキシヌクレオシド三リン酸が使用され、それによってピロホスフェートが放
出される。
【００２０】
　具体的には、開示された方法は、１対以上のプライマーを使用してサンプルから核酸分
子遺伝子標的の１つ以上の部分を増幅することを含む、少なくとも１つの循環ステップを
実施することを含み得る。「プライマー」又は「伸長プライマー」は、本明細書中で用い
る場合、サンプル中の標的領域で見出される核酸配列に特異的にアニーリングし、各々の
増幅産物を産生する適切な条件下でそれからＤＮＡ合成を開始するオリゴヌクレオチドプ
ライマーを指す。増幅産物は、標的核酸に特異的な１つ以上の検出可能なプローブに対し
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て相補的である核酸配列を含まなければならない。「プローブ」又は「検出可能なプロー
ブ」は、本明細書中で使用する場合、サンプル中の標的領域において見出される核酸配列
に特異的にアニーリングするオリゴヌクレオチドプローブを指す。各循環ステップは、増
幅ステップ、ハイブリダイゼーションステップ、及び検出ステップを含み、ここでは、サ
ンプルを、サンプルの標的領域中の標的核酸の存在又は非存在を検出するための１つ以上
の検出可能なプローブと接触させる。
【００２１】
　本明細書中で用いられる場合、「増幅する」という語は、テンプレート核酸分子（例え
ば、ウイルス又は細菌などの微生物由来の核酸分子）の一方又は両方の鎖に対して相補的
である核酸分子を合成するプロセスを指す。核酸分子の増幅は、典型的にはテンプレート
核酸を変性させ、プライマーをプライマーの融解温度よりも低い温度でテンプレート核酸
にアニーリングし、そしてプライマーから酵素により伸長させて、増幅産物を生成するこ
とを含む。増幅は、典型的にはデオキシリボヌクレオシド三リン酸、ＤＮＡポリメラーゼ
酵素（例えば、Ｐｌａｔｉｎｕｍ（登録商標）Ｔａｑ）ならびにポリメラーゼ酵素の最適
活性のために適切な緩衝液及び／又は補助因子（例えば、ＭｇＣｌ2及び／又はＫＣｌ）
の存在を必要とする。
【００２２】
　「ハイブリダイズする」という語は、１つ以上のプローブを増幅産物にアニーリングす
ることを指す。「ハイブリダイゼーション条件」は、典型的には、プローブの融解温度よ
りも低いが、プローブの非特異的ハイブリダイゼーションを回避する温度を含む。
【００２３】
　「５’から３’へのヌクレアーゼ活性」という語は、典型的には核酸鎖合成に関連し、
それによってヌクレオチドが核酸鎖の５’末端から除去される核酸ポリメラーゼの活性を
指す。
【００２４】
　「熱安定性ポリメラーゼ」という語は、加熱安定性であるポリメラーゼ酵素を指し、す
なわち、この酵素は、テンプレートに対して相補性であるプライマー伸長産物の形成を触
媒し、二本鎖テンプレート核酸の変性を行うために必要な時間、高温に付した場合、不可
逆的に変性しない。概して、合成は各プライマーの３’末端で開始され、テンプレート鎖
に沿って５’から３’の方向で進行する。熱安定性ポリメラーゼは、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆ
ｌａｖｕｓ、Ｔ．ｒｕｂｅｒ、Ｔ．ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ、Ｔ．ａｑｕａｔｉｃｕｓ
、Ｔ．ｌａｃｔｅｕｓ、Ｔ．ｒｕｂｅｎｓ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ、及びＭｅｔｈａｎｏｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｅｒｖｉｄｕｓから単離されて
いる。それにもかかわらず、熱安定性でないポリメラーゼも、必要に応じてこの酵素が補
充されるならば、ＰＣＲアッセイで使用することができる。
【００２５】
　「その補体」という語は、所与の核酸と同じ長さであり、かつ厳密に相補的である核酸
を指す。
【００２６】
　「伸長（ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ）」又は「伸長（ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ）」という語は、
核酸に関して用いられる場合、さらなるヌクレオチド（又は他の類似の分子）が核酸中に
組み込まれる場合を指す。例えば、核酸は、典型的には核酸の３’末端でヌクレオチドを
付加するポリメラーゼなどのヌクレオチドを組み入れる生体触媒によって任意選択的に伸
長される。
【００２７】
　２以上の核酸配列に関連した「同一の」又は％「同一性」という語は、最大一致につい
て比較し整列させた場合、例えば、当業者が利用可能な配列比較アルゴリズムの１つを用
いるか又は目視検査によって測定して、同じであるか又は特定のパーセンテージの同じヌ
クレオチドを有する２以上の配列又は部分配列を指す。％配列同一性及び配列類似性を決
定するために適した例示的アルゴリズムは、例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．　
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（１９９０）　“Ｂａｓｉｃ　ｌｏｃａｌ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｓｅａｒｃｈ　ｔｏｏ
ｌ”　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２１５：４０３－４１０，　Ｇｉｓｈ　ｅｔ　ａｌ
．　（１９９３）　“Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｄｉ
ｎｇ　ｒｅｇｉｏｎｓ　ｂｙ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ　ｓｅａｒｃｈ
”　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．　３：２６６－２７２，　Ｍａｄｄｅｎ　ｅｔ　ａｌ．
　（１９９６）　“Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ＢＬＡＳＴ　ｓ
ｅｒｖｅｒ”　Ｍｅｔｈ．　Ｅｎｚｙｍｏｌ．　２６６：１３１－１４１，　Ａｌｔｓｃ
ｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　“Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ　ａｎｄ　ＰＳＩ－
ＢＬＡＳＴ：　ａ　ｎｅｗ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄａｔａｂ
ａｓｅ　ｓｅａｒｃｈ　ｐｒｏｇｒａｍｓ”　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．　
２５：３３８９－３４０２，　ａｎｄ　Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（１９９７）　“Ｐ
ｏｗｅｒＢＬＡＳＴ：　Ａ　ｎｅｗ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ＢＬＡＳＴ　ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎ　ｆｏｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ　ｏｒ　ａｕｔｏｍａｔｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ
　ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ”　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．　７：
６４９－６５６で記載されているＢＬＡＳＴプログラムである。
【００２８】
　オリゴヌクレオチドの関連での「修飾ヌクレオチド」は、オリゴヌクレオチドに対して
所望の性質を提供する異なるヌクレオチドによってオリゴヌクレオチド配列の少なくとも
１つのヌクレオチドが置換されている変更を指す。本明細書中で記載するオリゴヌクレオ
チドにおいて置換できる例示的修飾ヌクレオチドとしては、例えば、ｔ－ブチルベンジル
、ホスフェート、Ｃ５－メチル－ｄＣ、Ｃ５－エチル－ｄＣ、Ｃ５－メチル－ｄＵ、Ｃ５
－エチル－ｄＵ、２，６－ジアミノプリン、Ｃ５－プロピニル－ｄＣ、Ｃ５－プロピニル
－ｄＵ、Ｃ７－プロピニル－ｄＡ、Ｃ７－プロピニル－ｄＧ、Ｃ５－プロパルギルアミノ
－ｄＣ、Ｃ５－プロパルギルアミノ－ｄＵ、Ｃ７－プロパルギルアミノ－ｄＡ、Ｃ７－プ
ロパルギルアミノ－ｄＧ、７－デアザ－２－デオキシキサントシン、ピラゾロピリミジン
類似体、プソイド－ｄＵ、ニトロピロール、ニトロインドール、２’－０－メチルリボ－
Ｕ、２’－０－メチルリボ－Ｃ、Ｎ４－エチル－ｄＣ、Ｎ６－メチル－ｄＡ、５－プロピ
ニルｄＵ、５－プロピニルｄＣ、及び同種のものが挙げられる。オリゴヌクレオチドで置
換することができる多くの他の修飾ヌクレオチドは本明細書中で言及されるか、又はそう
でなければ当該技術分野で公知である。特定の実施形態において、修飾ヌクレオチド置換
は、対応する非修飾オリゴヌクレオチドの融解温度に対してオリゴヌクレオチドの融解温
度（Ｔｍ）を修飾する。さらに説明すると、特定の修飾ヌクレオチド置換は、非特異的核
酸増幅を減少させる（例えば、プライマーダイマー形成又は同種のものを最小限に抑える
）ことができ、いくつかの実施形態では、意図する標的アンプリコン、及び／又は同種の
ものの収率を増大させることができる。これらの種類の核酸修飾の例は、例えば、米国特
許第６，００１，６１１号明細書で記載されている。他の修飾ヌクレオチド置換は、オリ
ゴヌクレオチドの安定性を変更し得るか、又は他の所望の特徴を提供し得る。
【００２９】
　標的核酸の検出
　本開示は、標的核酸配列の一部を増幅することにより、サンプル中の標的核酸を検出及
び定量するための方法を提供する。一例として、ＨＣＶ核酸配列の一部を増幅することに
よってサンプル中のＨＣＶを検出し定量するための方法が提供される。具体的には、ＨＣ
Ｖ核酸分子標的を増幅し、検出／定量するためのプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌク
レオチド、及びプローブが本開示の実施形態によって提供される。
【００３０】
　ＨＣＶの増幅、検出、及び定量のために、プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオ
チド、及びプローブを提供する。本明細書中で例示されるもの以外のＨＣＶ核酸も、サン
プル中のＨＣＶを検出するために使用することができる。例えば、機能的変異体は、常法
を使用して当業者によって特異性及び／又は感度について評価され得る。代表的な機能的
変異体は、例えば、本明細書中で開示するＨＣＶ核酸中に１つ以上の欠失、挿入、及び／
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又は置換を含み得る。
【００３１】
　さらに具体的には、オリゴヌクレオチドの実施形態は、各々、配列番号１～５から選択
される配列を有する核酸、実質的に同一の変異体であって、配列番号１～５のうちの１つ
又は配列番号１～５の補体に対して少なくとも例えば８０％、９０％、又は９５％の配列
同一性を有する変異体、及び変異体を含む。順方向プライマー、逆方向プライマー、及び
検出可能なプローブ（配列番号１～４）は、商業的に入手可能なＨＣＶ遺伝子型判定アッ
セイ（ｃｏｂａｓ（登録商標）４８００システムとともに使用するためのｃｏｂａｓ（登
録商標）ＨＣＶ　ＧＴ、Ｒｏｃｈｅ）から得られるものである。
【００３２】
【表１】

【００３３】
　一実施形態において、ＨＣＶを含むことが疑われる生体サンプル中のＨＣＶを検出する
ために上述のＨＣＶプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブのセ
ットを使用する（表１）。プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプロー
ブのセットは、配列番号１～５の核酸配列を含むか又は配列番号１～５の核酸配列からな
る、ＨＣＶ核酸配列に対して特異的なプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、
及びプローブを含み得るか又はこれらからなり得る。別の実施形態において、ＨＣＶ標的
に対するプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブは、配列番号１
～５のプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブのいずれかの機能
的に活性な変異体を含むか又はそれらからなる。
【００３４】
　配列番号１～５のプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及び／又はプロー
ブのいずれかの機能的に活性な変異体は、開示された方法においてプライマー、非伸長ヘ
ルパーオリゴヌクレオチド、及び／又はプローブを使用することによって同定することが
できる。配列番号１～５のいずれかのプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、
及び／又はプローブの機能的に活性な変異体は、配列番号１～５の各配列と比較した場合
に、記載した方法又はキットにおいて同様又はより高い特異性及び感度を提供するプライ
マー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及び／又はプローブに関する。
【００３５】
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　変異体は、例えば、配列番号１～５の各配列の５’末端及び／又は３’末端での１つ以
上のヌクレオチド付加、欠失又は置換によって配列番号１～５の配列とは異なり得る。上
記で詳述した様に、プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及び／又はプロー
ブを化学的に修飾することができ、すなわち、プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレ
オチド、及び／又はプローブは、修飾ヌクレオチド又は非ヌクレオチド化合物を含んでも
よい。プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及び／又はプローブは、したが
って、修飾オリゴヌクレオチドである。「修飾ヌクレオチド」（又は「ヌクレオチド類似
体」）は、ある修飾によって天然の「ヌクレオチド」とは異なるが、それでも塩基もしく
は塩基様化合物、ペントフラノシル糖もしくはペントフラノシル糖様化合物、ホスフェー
ト部分もしくはホスフェート様部分、又はそれらの組み合わせからなる。例えば、「標識
」を「ヌクレオチド」の塩基部分と結合させ、それによって「修飾ヌクレオチド」を得る
ことができる。「ヌクレオチド」中の天然の塩基はまた、例えば、７－デアザプリンによ
って置換することもでき、それによっても「修飾ヌクレオチド」が同様に得られる。「修
飾ヌクレオチド」又は「ヌクレオチド類似体」という用語は、本願では交換可能に用いら
れる。「修飾ヌクレオシド」（又は「ヌクレオシド類似体」）は、「修飾ヌクレオチド」
（又は「ヌクレオチド類似体」）について上記で概要を記載したように、ある修飾によっ
て天然のヌクレオシドとは異なる。
【００３６】
　標的領域に対応する核酸分子を増幅する修飾オリゴヌクレオチド及びオリゴヌクレオチ
ド類似体を含むオリゴヌクレオチド。例えば、標的の別の部分に対応するオリゴヌクレオ
チドは、例えば、ＯＬＩＧＯ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｉｎｓｉｇｈｔｓ
　Ｉｎｃ．、コロラド州カスケード）などのコンピュータプログラムを用いて設計するこ
とができる。増幅プライマーとして使用されるオリゴヌクレオチドを設計する際に重要な
特徴としては、限定されるものではないが、（例えば、電気泳動による）検出を容易にす
るために適切なサイズの増幅産物、プライマー対のメンバーについて類似の融解温度、及
び各プライマーの長さ（すなわち、プライマーは、配列特異性を伴ってアニーリングする
ために、そして合成を開始するために充分な長さである必要があるが、オリゴヌクレオチ
ド合成中に忠実度が減少するほど長くない）が挙げられる。典型的には、オリゴヌクレオ
チドプライマーは、８～５０ヌクレオチド長（例えば、８、１０、１２、１４、１６、１
８、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４、３６、３８、４０、４２、４４
、４６、４８、又は５０ヌクレオチド長）である。
【００３７】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、「ヘルパーオリゴヌクレオチド」又は「非伸長ヘルパ
ーオリゴヌクレオチド」を含む。場合によって、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、
標的核酸内の部分に、部分的にアニーリングするであろう。非伸長ヘルパーオリゴヌクレ
オチドは、伸長プライマー又はプライマーの標的核酸への接近を容易にすると考えられる
ので、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、伸長プライマーがアニーリングするのと同
じ場所又はその近くに作用することができる。したがって、場合によっては、非伸長ヘル
パーオリゴヌクレオチドは、伸長プライマーとして標的核酸内の同じ領域に、部分的又は
全体として、アニーリングする。すなわち、場合によっては、非伸長ヘルパーオリゴヌク
レオチド及び伸長プライマーは、標的核酸内で、部分的又は全体として、同じ部分にアニ
ーリングする。したがって、場合によっては、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド及び伸
長プライマーは、同じ配列を、部分的又は全体として共有していてもよい。非伸長ヘルパ
ーオリゴヌクレオチドは、標的核酸の二次構造のギブズ自由エネルギーを低下させると考
えられる。これは次に、１つ以上の伸長プライマーの標的へのアニーリングを容易にし、
これによって次にＤＮＡポリメラーゼによる伸長（すなわち、核酸合成）が開始される。
したがって、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド
【００３８】
　ヘルパーオリゴヌクレオチド自体が伸長するのを防止するために、任意の数の修飾をヘ
ルパーオリゴヌクレオチドに対して行うことができる。そのような修飾は当業者には周知
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であろう。そのような修飾の例としては、ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端へのポ
リ（Ａ）ヌクレオチドの付加、及び／又は３’－ＯＨ基のリン酸基での置換（すなわち、
リン酸化）が挙げられる。ポリ（Ａ）配列（標的核酸にアニーリングしにくいもの）の付
加が非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドと標的核酸との間の相互作用を不安定化し、それ
によって二次構造が開かれ、これによって標的核酸領域の（伸長）プライマーへの接近が
容易になると考えられる。
【００３９】
　プライマーのセットに加えて、方法は、標的核酸の存在又は非存在を検出するために１
つ以上のプローブを使用することができる。「プローブ」という語は、所定のあらかじめ
決められたストリンジェンシーでそれらを特異的に（すなわち、優先的に）「標的核酸」
とハイブリダイズさせる特異的ヌクレオチド配列を設計又は選択によって含む、合成的又
は生物学的に産生された核酸（ＤＮＡ又はＲＮＡ）を指す。「プローブ」は、標的核酸を
検出することを意味する、「検出プローブ」と称する場合もある。
【００４０】
　いくつかの実施形態において、プローブは少なくとも１つの蛍光標識で標識することが
できる。一実施形態において、プローブは、ドナー蛍光部分、例えば蛍光色素、及び対応
するアクセプター部分、例えばクエンチャーで標識することができる。一実施形態におい
て、プローブは、蛍光部分を含むか又は蛍光部分からなり、核酸配列は配列番号４を含む
か又は配列番号４からなる。
【００４１】
　プローブとして使用するオリゴヌクレオチドの設計は、プライマーの設計と同様に実施
することができる。実施形態は、増幅産物の検出のために単一のプローブ又は一対のプロ
ーブを使用することができる。実施形態に応じて、プローブの使用は、少なくとも１つの
標識及び／又は少なくとも１つのクエンチャー部分を含み得る。プライマーと同様に、プ
ローブは通常、類似した融解温度を有し、各プローブの長さは、配列特異的ハイブリダイ
ゼーションが起こるために充分でなければならないが、合成中に忠実度が低下するほど長
くはない。オリゴヌクレオチドプローブは、概して、１５～４０（例えば、１６、１８、
２０、２１、２２、２３、２４、又は２５）ヌクレオチド長である。
【００４２】
　構築物は、各々が１つのプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプロー
ブ核酸分子を含むベクターを含み得る。例えば、構築物は、各々が微生物標的プライマー
、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブ核酸分子（例えば、ＨＣＶについて
は配列番号１、２、３、４、及び５）のうちの１つを含むベクターを含み得る。構築物は
、例えば、対照テンプレート核酸分子として使用することができる。使用に適したベクタ
ーは、商業的に入手可能である、及び／又は当該技術分野で通例の組換え核酸技術的方法
によって産生される。核酸分子は、例えば、化学合成、標的領域からの直接クローニング
、又は核酸増幅によって得ることができる。
【００４３】
　当該方法における使用に適した構築物は、典型的には、所望の構築物及び／又は形質転
換体を選択するための選択マーカー（例えば、抗生物質耐性遺伝子）をコードする配列、
及び複製起点を含む。ベクター系の選択は、通常、限定されるものではないが、宿主細胞
の選択、複製効率、選択可能性、誘導能、及び回収の容易さを含むいくつかの要因に依存
する。
【００４４】
　標的核酸分子を含む構築物は、宿主細胞中で増殖させることができる。本明細書中で用
いられる場合、宿主細胞という語は、原核生物及び真核生物、例えば酵母、植物及び動物
細胞を含むことを意味する。原核生物宿主は、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔ
ｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ、及びＢａｃｉｌｌｕ
ｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓを含み得る。真核生物宿主としては、酵母、例えばＳ．ｃｅｒｅｖ
ｉｓｉａｅ、Ｓ．ｐｏｍｂｅ、Ｐｉｃｈｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ、哺乳動物細胞、例えば
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ＣＯＳ細胞又はチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、昆虫細胞、ならびに植物細
胞、例えばＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ及びＮｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂ
ａｃｕｍが挙げられる。構築物は、当業者に通常知られている技術のいずれかを用いて宿
主細胞に導入することができる。例えば、リン酸カルシウム沈澱、電気穿孔、熱ショック
、リポフェクション、マイクロインジェクション、及びウイルス媒介核酸移行が、核酸を
宿主細胞に導入するための通常の方法である。加えて、裸のＤＮＡを細胞に直接送達する
ことができる（例えば、米国特許第５，５８０，８５９号明細書及び同第５，５８９，４
６６号明細書を参照のこと）。
【００４５】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）
　米国特許第４，６８３，２０２号明細書、同第４，６８３，１９５号明細書、同第４，
８００，１５９号明細書、及び同第４，９６５，１８８号明細書は、従来型ＰＣＲ技術を
開示している。ＰＣＲは、典型的には、選択された核酸テンプレート（例えば、ＤＮＡ又
はＲＮＡ）と結合する２つのオリゴヌクレオチドプライマーを用いる。これら２つのオリ
ゴヌクレオチドプライマーは、典型的には順方向プライマー及び逆方向プライマーである
。いくつかの実施形態において有用なプライマーには、記載したＨＣＶ核酸配列（例えば
、配列番号１、２、及び３）内の核酸合成の開始点として作用することができるオリゴヌ
クレオチドが含まれる。プライマーは、従来法により制限消化から生成することができる
か、又は合成的に産生することができる。プライマーは、増幅において最大効率のために
は一本鎖であることが好ましいが、プライマーは二本鎖であり得る。二本鎖プライマーを
まず変性させ、すなわち、処理して鎖を分離させる。二本鎖核酸を変性させる一方法は、
加熱することによる。
【００４６】
　テンプレート核酸が二本鎖である場合、２本の鎖を分離する必要があり、その後、ＰＣ
Ｒにおいてテンプレートとして使用することができる。鎖分離は、物理的、化学的又は酵
素的手段を含む任意の好適な変性法によって達成することができる。核酸鎖を分離する一
方法は、主に変性されるまで（例えば、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％又は９
５％を超える変性）核酸を加熱することを含む。テンプレート核酸を変性するために必要
な加熱条件は、例えば、緩衝液塩濃度ならびに変性される核酸の長さ及びヌクレオチド組
成に依存するが、典型的には、約９０℃～約１０５℃の範囲で、温度及び核酸の長さなど
の反応の特徴に依存する時間である。変性は、約３０秒～４分（例えば、１分空２分３０
秒、又は１．５分）実施される。
【００４７】
　二本鎖テンプレート核酸が熱により変性される場合、各プライマーのその標的配列への
アニーリングを促進する温度まで反応混合物を冷却させる。アニーリングの温度は、通常
、約３５℃～約６５℃（例えば、約４０℃～約６０℃；約４５℃～約５０℃）である。ア
ニーリング時間は、約１０秒～約１分（例えば、約２０秒～約５０秒；約３０秒～約４０
秒）であり得る。反応混合物を次に、ポリメラーゼの活性が促進又は最適化される温度、
すなわち、アニーリングされたプライマーから伸長が起こって、テンプレート核酸に対し
て相補的な産物が生成するために充分な温度に調節する。温度は、核酸テンプレートにア
ニーリングされる各プライマーから伸長産物を合成するために充分でなければならないが
、その相補的テンプレートから伸長産物を変性させるほど高くてはならない（例えば、伸
長温度は、概して、約４０℃～約８０℃の範囲（例えば、約５０℃～約７０℃；約６０℃
である）。伸長時間は、約１０秒～約５分（例えば、約３０秒～約４分；約１分～約３分
；約１分３０秒～約２分）であり得る。
【００４８】
　レトロウイルス又はＲＮＡウイルス（例えば、ＨＣＶならびに他のフラビウイルス）の
ゲノムは、リボ核酸、すなわち、ＲＮＡから構成される。そのような場合、テンプレート
核酸であるＲＮＡは、まず、逆転写酵素の作用により相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）に転写され
なければならない。逆転写酵素は、ＲＮＡテンプレートと、ＲＮＡの３’末端に対して相
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補的な短いプライマーとを使用して、第一鎖ｃＤＮＡの合成を行い、これを次にポリメラ
ーゼ連鎖反応のテンプレートとして直接使用することができる。
【００４９】
　ＰＣＲアッセイは、ＲＮＡ又はＤＮＡ（ｃＤＮＡ）などの標的核酸を用いることができ
る。テンプレート核酸は、精製する必要がなく、ヒト細胞中に含まれる微生物標的核酸な
どの複雑な混合物の小部分であり得る。ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及び
ＨＩＶなどのウイルス由来などの微生物性核酸分子を、Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ：　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ　（Ｐｅｒｓｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ．　（ｅｄｓ），　１９９３，　Ａｍｅ
ｒｉｃａｎ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｗａｓｈｉｎｇｔ
ｏｎ　Ｄ．Ｃ．）に記載されているものなどの通例の技術によって生体サンプルから抽出
することができる。核酸は、プラスミドなどの任意の数の供給源、あるいは細菌、酵母、
ウイルス、オルガネラ、又は高等生物、例えば植物もしくは動物を含む天然源から得るこ
とができる。
【００５０】
　プライマー伸長を誘導する反応条件下でオリゴヌクレオチドプライマー（例えば、ＨＣ
Ｖについては配列番号１～３）をＰＣＲ試薬と組み合わせる。例えば、鎖伸長反応は概し
て、５０ｍＭのＫＣｌ、１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、１５ｍＭのＭｇＣ
ｌ2、０．００１％（ｗ／ｖ）のゼラチン、０．５～１．０μｇの変性テンプレートＤＮ
Ａ、５０ピコモルの各オリゴヌクレオチドプライマー、２．５ＵのＴａｑポリメラーゼ、
及び１０％のＤＭＳＯ）を含む。反応は、通常、各々１５０～３２０μＭのｄＡＴＰ、ｄ
ＣＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＧＴＰ、又は１つ以上のそれらの類似体を含む。
【００５１】
　新たに合成された鎖は、反応のその後のステップで用いることができる二本鎖分子を形
成する。鎖分離、アニーリング、及び伸長のステップを、標的核酸分子に対応する増幅産
物の所望の量を産生するために必要な回数繰り返すことができる。反応における限定因子
は、反応に存在するプライマー、熱安定性酵素、及びヌクレオシド三リン酸の量である。
循環ステップ（すなわち、変性、アニーリング、及び伸長）は、好ましくは少なくとも１
回繰り返される。検出での使用について、循環ステップの数は、例えば、サンプルの性質
に基づく。サンプルが核酸の複雑な混合物である場合、検出のために充分な標的配列を増
幅するためにより多くの循環ステップが必要となるであろう。概して、循環ステップは少
なくとも約２０回繰り返されるが、４０、６０、又はさらには１００回も繰り返すことが
できる。
【００５２】
　蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）
　ＦＲＥＴ技術（例えば、米国特許第４，９９６，１４３号明細書、同第５，５６５，３
２２号明細書、同第５，８４９，４８９号明細書、及び同第６，１６２，６０３号明細書
を参照のこと）は、ドナー蛍光部分及び対応するアクセプター蛍光部分が互いにある距離
以内に位置する場合、エネルギー移動は、２つの蛍光部分間で起こり、これは可視化する
ことができるか又は他の方法で検出及び／もしくは定量することができるという概念に基
づく。ドナーが好適な波長を有する光放射によって励起される場合、ドナーは典型的には
エネルギーをアクセプターに移動させる。アクセプターは、典型的には、異なる波長を有
する光放射の形態で移動されたエネルギーを再放射する。あるシステムにおいて、非蛍光
エネルギーは、実質的に非蛍光ドナー部分を含む生体分子によってドナーとアクセプター
部分との間で移動させることができる（例えば、米国特許第７，７４１，４６７号明細書
を参照のこと）。
【００５３】
　一例では、オリゴヌクレオチドプローブは、ドナー蛍光部分（例えば、ＦＡＭ）及び対
応するクエンチャー（例えば、ＢｌａｃｋＨｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒｓ（商標）（ＢＨ
Ｑ）（例えば、ＢＨＱ２））を含むことができ、これは蛍光性であってもなくてもよく、
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移動されたエネルギーを光以外の形態で消散させる。プローブがインタクトである場合、
エネルギー移動は、典型的にはドナーとアクセプター部分との間で起こり、ドナー蛍光部
分からの蛍光発光がアクセプター部分で消光される。ポリメラーゼ連鎖反応の伸長ステッ
プの間、増幅産物に結合したプローブは、例えばＴａｑポリメラーゼの５’から３’への
ヌクレアーゼ活性によって切断されて、ドナー蛍光部分の蛍光発光はもはや消光されない
。この目的のための例示的プローブは、例えば米国特許第５，２１０，０１５号明細書、
同第５，９９４，０５６明細書、及び同第６，１７１，７８５号明細書で記載されている
。通常使用されるドナー－アクセプター対には、ＦＡＭ－ＴＡＭＲＡ対が含まれる。通常
使用されるクエンチャーはＤＡＢＣＹＬ及びＴＡＭＲＡである。通常使用される暗消光剤
には、ＢｌａｃｋＨｏｌｅ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒｓ（商標）（ＢＨＱ）（例えば、ＢＨＱ２
）、（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　Ｉｎｃ．、カリフォルニア州
ノバト）、Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃｋ（商標）、（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈ
．，　Ｉｎｃ．アイオワ州コーラルビル）、ＢｌａｃｋＢｅｒｒｙ（商標）Ｑｕｅｎｃｈ
ｅｒ６５０（ＢＢＱ－６５０）、（Ｂｅｒｒｙ　＆　Ａｓｓｏｃ．、ミシガン州デクスタ
ー）が含まれる。
【００５４】
　別の例において、２つのオリゴヌクレオチドプローブは、各々、蛍光部分を含み、標的
核酸配列に対するオリゴヌクレオチドプローブの相補性によって決定される特定の位置で
増幅産物とハイブリダイズすることができる。適切な位置での増幅産物核酸とのオリゴヌ
クレオチドプローブのハイブリダイゼーションにより、ＦＲＥＴシグナルが生じる。ハイ
ブリダイゼーション温度は、約１０秒～約１分間で約３５℃から約６５℃まで及び得る。
【００５５】
　蛍光分析は、例えば、光子計数落射蛍光顕微鏡システム（特定の範囲の蛍光発光をモニ
タリングするために適切なダイクロイックミラー及びフィルターを含む）、光子計数光電
子増倍管システム、又は蛍光光度計を用いて実施することができる。エネルギー移動を開
始するため、又はフルオロフォアの直接検出を可能にするための励起は、アルゴンイオン
レーザー、高強度水銀（Ｈｇ）アークランプ、キセノンランプ、光ファイバー光源、又は
所望の範囲内の励起のために適切にフィルタリングされた他の高強度光源を用いて実施す
ることができる。
【００５６】
　ドナー及び対応するアクセプター部分に関して本明細書中で用いられる場合、「対応す
る」とは、ドナー蛍光部分の発光スペクトルと重複する吸光度スペクトルを有するアクセ
プター蛍光部分又は暗消光剤を指す。アクセプター蛍光部分の発光スペクトルの最大波長
は、ドナー蛍光部分の励起スペクトルの最大波長よりも少なくとも１００ｎｍ大きくなけ
ればならない。したがって、その間で効率的な無放射エネルギー移動が生じ得る。
【００５７】
　蛍光ドナー及び対応するアクセプター部分は、概して、（ａ）高効率Ｆｏｅｒｓｔｅｒ
エネルギー移動；（ｂ）大きな最終Ｓｔｏｋｅｓシフト（＞１００ｎｍ）；（ｃ）発光を
できるだけ可視スペクトルの赤色部分（＞６００ｎｍ）へシフトさせるため；及び（ｄ）
ドナー励起波長での励起によって生じるＲａｍａｎ水蛍光発光よりも長い波長へ発光をシ
フトさせるために選択される。例えば、レーザー線付近にその最大励起を有し（例えば、
ヘリウム－カドミウム４４２ｎｍ又はアルゴン４８８ｎｍ）、高い吸光係数を有し、高い
量子収率を有し、そしてその蛍光発光が対応するアクセプター蛍光部分の励起スペクトル
と良好に重複するドナー蛍光部分を選択することができる。高い吸光係数を有し、高い量
子収率を有し、その励起がドナー蛍光部分の発光と良好に重複し、そして可視スペクトル
の赤色部分（＞６００ｎｍ）で発光する対応するアクセプター蛍光部分を選択できる。
【００５８】
　ＦＲＥＴ技術において様々なアクセプター蛍光部分とともに使用できる代表的なドナー
蛍光部分としては、フルオレセイン、Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ、Ｂ－フィコエリト
リン、９－アクリジンイソチオシアネート、Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ　ＶＳ、４－
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アセトアミド－４’－イソチオ－シアナトスチルベン－２，２’－ジスルホン酸、７－ジ
エチルアミノ－３－（４’－イソチオシアナトフェニル）－４－メチルクマリン、スクシ
ンイミジル１－ピレンブチレート、及び４－アセトアミド－４’－イソチオシアナトスチ
ルベン－２，２’－ジスルホン酸誘導体が挙げられる。代表的なアクセプター蛍光部分と
しては、使用するドナー蛍光部分に応じて、ＬＣ　Ｒｅｄ　６４０、ＬＣ　Ｒｅｄ　７０
５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、ＬｉｓｓａｍｉｎｅローダミンＢスルホニルクロリド、テトラ
メチルローダミンイソチオシアネート、ローダミンｘイソチオシアネート、エリスロシン
イソチオシアネート、フルオレセイン、ジエチレントリアミンペンタアセテート、又はラ
ンタニドイオン（例えば、ユーロピウム、又はテルビウム）の他のキレートが挙げられる
。ドナー及びアクセプター蛍光部分は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（オ
レゴン州ジャンクションシティ）又はＳｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（ミズーリ
州セントルイス）から入手可能である。
【００５９】
　ドナー及びアクセプター蛍光部分は、リンカーアームを介して適切なプローブオリゴヌ
クレオチドに結合させることができる。リンカーアームはドナーとアクセプター蛍光部分
との間の距離に影響を及ぼすので、各リンカーアームの長さは重要である。リンカーアー
ムの長さは、オングストローム（Å）で表したヌクレオチド塩基から蛍光部分までの距離
であり得る。概して、リンカーアームは、約１０Å～約２５Åである。リンカーアームは
、国際公開第８４／０３２８５号パンフレットに記載されている種類のものであり得る。
国際公開第８４／０３２８５号パンフレットはまた、リンカーアームを特定のヌクレオチ
ド塩基に結合させる方法、及びリンカーアームに蛍光部分を結合させる方法も開示してい
る。
【００６０】
　ＬＣ　Ｒｅｄ　６４０などのアクセプター蛍光部分を、アミノリンカー（例えば、ＡＢ
Ｉ（カリフォルニア州フォスターシティ）又はＧｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（バージニア
州スターリング）から入手可能なＣ６－アミノホスホラミダイト）を含むオリゴヌクレオ
チドと組み合わせて、例えば、ＬＣ　Ｒｅｄ　６４０標識オリゴヌクレオチドを産生する
ことができる。フルオレセインなどのドナー蛍光部分をオリゴヌクレオチドにカップリン
グさせるためにしばしば使用されるリンカーとしては、チオ尿素リンカー（ＦＩＴＣ由来
、例えば、Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ又はＣｈｅｍＧｅｎｅ（マサチューセッツ州アシ
ュランド））製のフルオレセイン－ＣＰＧ、アミド－リンカー（フルオレセイン－ＮＨＳ
－エステル－由来、例えばＢｉｏＧｅｎｅｘ（カリフォルニア州サンラモン）製のＣＸ－
フルオレセイン－ＣＰＧ）、又はオリゴヌクレオチド合成後にフルオレセイン－ＮＨＳ－
エステルのカップリングを必要とする３’－アミノ－ＣＰＧが挙げられる。
【００６１】
　標的核酸増幅産物（アンプリコン）の検出
　本開示は、生体又は非生体サンプル中の標的核酸（ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、
ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸を含む）を検出し定量するための方法を提供す
る。提供される方法は、サンプル汚染、偽陰性、及び偽陽性の問題を回避する。方法は、
１対以上の標的プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びＦＲＥＴ検出ステ
ップを用いて、サンプル（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、又はＨＩ
Ｖ）から標的核酸分子の部分を増幅することを含む少なくとも１つの循環ステップを実施
することを含む。複数の循環ステップを、好ましくはサーモサイクラーで実施する。方法
は、標的プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブを使用して実施
して、標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、又はＨＩＶ）の存
在を検出することができる。（例えばプローブによる）標的核酸の検出は、サンプル中の
標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、又はＨＩＶ）の存在を示
す。
【００６２】
　本明細書中で記載する場合、増幅産物は、ＦＲＥＴ技術を活用する標識されたハイブリ
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ダイゼーションプローブを使用して検出することができる。１つのＦＲＥＴフォーマット
は、ＴａｑＭａｎ（登録商標）技術を利用して増幅産物の存在又は非存在を、したがって
、ＨＣＶウイルスの存在又は非存在を検出する。ＴａｑＭａｎ（登録商標）技術は、例え
ば、蛍光であってもなくてもよい、１つの蛍光色素（例えば、ＨＥＸ）及び１つのクエン
チャー（例えば、ＢＨＱ又はＢＨＱ－２）で標識された１つの一本鎖ハイブリダイゼーシ
ョンプローブを利用する。第１蛍光部分が好適な波長の光で励起される場合、吸収された
エネルギーは、ＦＲＥＴの原理に従って第二の蛍光部分又は暗消光剤に移行される。第二
部分は概してクエンチャー分子である。ＰＣＲ反応のアニーリングステップの間、標識さ
れたハイブリダイゼーションプローブは標的ＤＮＡ（すなわち、増幅産物）と結合し、例
えば、その後の伸長期の間にＴａｑポリメラーゼの５’から３’ヌクレアーゼ活性によっ
て分解する。その結果、蛍光部分及びクエンチャー部分は空間的に互いに分離されるよう
になる。結果として、クエンチャーの非存在下での第一蛍光部分の励起により、第一蛍光
部分からの蛍光発光を検出することができる。一例として、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ（登録商
標）７７００配列検出システム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）は、ＴａｑＭ
ａｎ（登録商標）技術を使用し、サンプル中の標的核酸／増幅産物の存在又は非存在の検
出のために本明細書中で記載する方法を実施するために好適である。
【００６３】
　また、ＦＲＥＴとあわせて分子ビーコンを使用して、リアルタイムＰＣＲ法を使用して
増幅産物の存在を検出することができる。分子ビーコン技術は、第一蛍光部分及び第二蛍
光部分で標識されたハイブリダイゼーションプローブを使用する。第二蛍光部分は、概し
て、クエンチャーであり、蛍光標識は典型的にはプローブの各末端に位置する。分子ビー
コン技術は、二次構造形成（例えば、ヘアピン）を可能にする配列を有するプローブオリ
ゴヌクレオチドを使用する。プローブ内での二次構造形成の結果として、両蛍光部分は、
プローブが溶液中にある場合に、空間的に近接している。標的核酸（すなわち、増幅産物
）へのハイブリダイゼーション後、プローブの二次構造は破壊され蛍光部分は互いに分離
されるようになって、好適な波長の光での励起後、第一蛍光部分の発光を検出することが
できる。
【００６４】
　ＦＲＥＴ技術の別の共通フォーマットは、２つのハイブリダイゼーションプローブを利
用する。各プローブを異なる蛍光部分で標識することができ、概して、標的ＤＮＡ分子（
例えば、増幅産物）中で互いに極めて近接してハイブリダイズするように設計される。ド
ナー蛍光部分、例えば、フルオレセインは、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）機器の
光源により４７０ｎｍで励起される。ＦＲＥＴの間、フルオレセインは、ＬｉｇｈｔＣｙ
ｃｌｅｒ（登録商標）－Ｒｅｄ６４０（ＬＣ　Ｒｅｄ６４０）又はＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ
ｒ（登録商標）－Ｒｅｄ７０５（ＬＣ　Ｒｅｄ７０５）などのアクセプター蛍光部分にそ
のエネルギーを移す。アクセプター蛍光部分は次に、さらに長波長の光を放射し、これは
ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）機器の光検出システムによって検出される。効率的
なＦＲＥＴは、蛍光部分が直接的局所的に近接している場合、及びドナー蛍光部分の発光
スペクトルがアクセプター蛍光部分の吸収スペクトルと重複する場合にのみ起こり得る。
放射されたシグナルの強度は、元の標的ＤＮＡ分子の数（例えば、ＨＣＶゲノムの数）と
相関させることができる。標的核酸の増幅が起こり、増幅産物が生じる場合、ハイブリダ
イジングステップの結果、プローブ対のメンバー間でＦＲＥＴに基づいて検出可能なシグ
ナルが生じる。
【００６５】
　概して、ＦＲＥＴの存在は、サンプル中に標的核酸が存在することを示し、ＦＲＥＴが
存在しないことは、サンプル中に標的核酸が存在しないことを示す。しかしながら、不適
切な検体採取、輸送遅延、不適切な輸送状態、又は特定の採取用綿棒（アルギン酸カルシ
ウム又はアルミニウムシャフト）の使用はすべて、試験結果の成功及び／又は精度に影響
を及ぼし得る条件である。
【００６６】
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　当該方法の実施で使用できる代表的な生体サンプルとしては、呼吸器検体、尿、糞便検
体、血液検体、血漿、皮膚スワブ（ｄｅｒｍａｌ　ｓｗａｂ）、鼻スワブ（ｎａｓａｌ　
ｓｗａｂ）、創傷スワブ（ｗｏｕｎｄ　ｓｗａｂ）、血液培養、皮膚、及び軟組織感染が
挙げられるが、これらに限定されるものではない。生体サンプルの採取及び保存方法は、
当業者には公知である。生体サンプルは、（例えば、当該技術分野で公知の核酸抽出法及
び／又はキットにより）処理して、標的核酸（ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ
、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を放出することができるか、又は場合によって、生
体サンプルをＰＣＲ反応成分及び適切なオリゴヌクレオチドと直接接触させることができ
る。
【００６７】
　融解曲線分析は、循環プロフィールに含めることができるさらなるステップである。融
解曲線分析はＤＮＡが融解温度（Ｔｍ）と呼ばれる特徴的な温度で融解するという事実に
基づき、融解温度とは、ＤＮＡ二本鎖の半分が分離して一本鎖になる温度と定義される。
ＤＮＡの融解温度はそのヌクレオチド組成に主に依存する。したがって、Ｇ及びＣヌクレ
オチドを多く含むＤＮＡ分子は、Ａ及びＴヌクレオチドを多く有するものよりも高いＴｍ
を有する。シグナルが消失する温度を検出することによって、プローブの融解温度を決定
することができる。同様に、シグナルが生じる温度を検出することによって、プローブの
アニーリング温度を決定することができる。標的核酸増幅産物からの標的核酸プローブの
融解温度は、サンプル中の標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ
、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）の有無を確認することができる。
【００６８】
　各サーモサイクラーの実施中に、対照サンプルも同様に循環させることができる。陽性
の対照サンプルは、例えば、対照プライマー及び対照プローブを使用して、標的核酸対照
テンプレート（標的遺伝子の記載された増幅産物以外）を増幅することができる。陽性の
対照サンプルはまた、例えば、標的核酸分子を含むプラスミド構築物を増幅することもで
きる。そのようなプラスミド対照は、内部で（例えば、サンプル内で）又は意図する標的
の検出のために使用したのと同じプライマー及びプローブを使用して患者のサンプルと並
行して実施する別のサンプル中で増幅することができる。そのような対照は、増幅、ハイ
ブリダイゼーション、及び／又はＦＲＥＴ反応の成否の指標である。各サーモサイクラー
実施は、例えば、標的テンプレートＤＮＡを欠く負の対照も含み得る。負の対照は汚染を
測定できる。これによって、システム及び試薬が偽陽性シグナルを生じないことを確実に
する。したがって、対照反応は、例えば、プライマーが配列特異性を伴ってアニーリング
して伸長を開始する可能性、ならびにプローブが配列特異性を伴ってハイブリダイズして
ＦＲＥＴが起こる可能性を容易に判定することができる。
【００６９】
　一実施形態において、方法は汚染を回避するステップを含む。例えば、米国特許第５，
０３５，９９６号明細書、同第５，６８３，８９６号明細書、及び同第５，９４５，３１
３号明細書で、１回のサーモサイクラー実施と次の回との間の汚染を低減又は排除するた
めのウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼを用いた酵素法が記載されている。
【００７０】
　ＦＲＥＴ技術と組み合わせた従来型ＰＣＲ法を用いて当該方法を実施することができる
。一実施形態において、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）機器が使用される。以下の
特許出願は、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）技術で使用するリアルタイムＰＣＲを
記載している：国際公開第９７／４６７０７号パンフレット、国際公開第９７／４６７１
４号パンフレット、及び国際公開第９７／４６７１２号パンフレット。
【００７１】
　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）は、ＰＣワークステーションを用いて操作するこ
とができ、Ｗｉｎｄｏｗｓ（登録商標）　ＮＴオペレーティングシステムを利用できる。
機械がキャピラリーを連続して光装置上に配置する際にサンプルからのシグナルが得られ
る。ソフトウェアは測定直後にリアルタイムで蛍光シグナルを表示できる。蛍光収集時間
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は１０～１００ミリ秒（ｍｓｅｃ）である。各循環ステップ後に、蛍光ｖｓサイクル数の
定量的表示をすべてのサンプルについて継続的に更新することができる。得られたデータ
をさらなる分析のために保存することができる。
【００７２】
　ＦＲＥＴの代替として、増幅産物は、蛍光ＤＮＡ結合色素（例えば、ＳＹＢＲ（登録商
標）Ｇｒｅｅｎ又はＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｏｌｄ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
））などの二本鎖ＤＮＡ結合色素を使用して検出することができる。二本鎖核酸との相互
作用により、そのような蛍光ＤＮＡ結合色素は、好適な波長の光で励起された後に蛍光シ
グナルを放射する。核酸挿入色素などの二本鎖ＤＮＡ結合色素も使用できる。二本鎖ＤＮ
Ａ結合色素を使用する場合、増幅産物の存在を確認するために、融解曲線分析が通常実施
される。
【００７３】
　当業者は、他の核酸増幅法又はシグナル増幅法も使用できることを理解するであろう。
そのような方法の例としては、制限なく、分枝ＤＮＡシグナル増幅、ループ媒介等温増幅
（ＬＡＭＰ）、核酸配列ベースの増幅（ＮＡＳＢＡ）、自家持続配列複製法（３ＳＲ）、
鎖置換増幅（ＳＤＡ）、又はスマート増幅プロセスバージョン２（ＳＭＡＰ２）が挙げら
れる。
【００７４】
　本開示の実施形態は、１つ以上の商業的に入手可能な機器の構成によって限定されない
と理解される。
【００７５】
　製品／キット
　本開示の実施形態はさらに、標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、Ｈ
ＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を検出し定量するための製品又はキットを提供
する。製品は、遺伝子標的（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨ
ＩＶなどの微生物標的核酸）を検出するために使用されるプライマー、非伸長ヘルパーオ
リゴヌクレオチド、及びプローブを、好適な包装材料とともに含み得る。標的核酸（例え
ば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）の検
出及び定量のための代表的なプライマー及びプローブは、標的核酸分子とハイブリダイズ
することができる。代表的な非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、標的核酸分子と部分
的又は全体的にアニーリング／ハイブリダイズすることができる。場合によって、非伸長
ヘルパーオリゴヌクレオチド及び（伸長）プライマーは、標的核酸の同じ部分に、部分的
又は全体的にアニーリング／ハイブリダイズする。すなわち、非伸長ヘルパーオリゴヌク
レオチドは、プライマー結合領域中に設計することができる。あるいは、非伸長ヘルパー
オリゴヌクレオチド及び（伸長）プライマーは、標的核酸の同じ部分にアニーリング／ハ
イブリダイズしない。加えて、キットはまた、ＤＮＡ固定化、ハイブリダイゼーション、
検出、定量に必要な、好適に包装された試薬及び材料、例えば固体支持体、緩衝液、酵素
、及びＤＮＡ標準も含み得る。プライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプ
ローブを設計する方法は本明細書中で開示され、増幅して標的核酸分子にハイブリダイズ
するプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブの代表例が提供され
る。
【００７６】
　製品はまた、プローブを標識するための１つ以上蛍光部分を含み得るか、あるいは、キ
ットに同梱されているプローブを標識することができる。例えば、製品は、標的核酸プロ
ーブ（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的
核酸に対して特異的なプローブ）を標識するためのドナー及び／又はアクセプター蛍光部
分を含み得る。好適なＦＲＥＴドナー蛍光部分及び対応するアクセプター蛍光部分の例は
上記で提供されている。
【００７７】
　製品はまた、サンプル中の標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣ
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Ｖ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を検出し定量するためのプライマー、非伸長ヘル
パーオリゴヌクレオチド、及びプローブを使用するための指示を有する添付文書又はパッ
ケージラベルも含み得る。製品は、本明細書中で開示する方法を実施するための試薬（例
えば、緩衝液、ポリメラーゼ酵素（例えば、ＤＮＡポリメラーゼ）、ヌクレオシド三リン
酸モノマーもしくは他のヌクレオシドモノマー、補助因子、又は汚染を防止するための薬
剤）をさらに含み得る。そのような試薬は、本明細書中で記載する商業的に入手可能な機
器の１つについて特異的であり得る。
【００７８】
　本開示の実施形態はまた、サンプル中の標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、
ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を検出するためのプライマー、１つ
以上の非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及び１つ以上の検出可能なプローブのセット
を提供する。
【００７９】
　反応混合物
　本開示の実施形態はさらに、標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、Ｈ
ＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を増幅、検出、及び定量するための反応混合物
を提供する。反応混合物は、遺伝子標的（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、Ｈ
ＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を検出するために使用されるプライマー、非伸
長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブを、好適な包装材料とともに含み得る。標
的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標
的核酸）の検出及び定量のための代表的なプライマー、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチ
ド、及びプローブは、標的核酸分子にハイブリダイズすることができる。加えて、キット
は、固体支持体、緩衝液、酵素、及びＤＮＡ標準などの、ＤＮＡ固定化、ハイブリダイゼ
ーション、検出、定量に必要な好適に包装された試薬及び材料も含み得る。プライマー、
非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブを設計する方法は本明細書中で開示さ
れており、増幅して標的核酸分子にハイブリダイズするプライマー、非伸長ヘルパーオリ
ゴヌクレオチド、及びプローブの代表例が提供されている。
【００８０】
　反応混合物はまた、プローブを標識するための１つ以上の蛍光部分も含み得るか、又は
キットに同梱されているプローブを標識することができる。例えば、反応混合物は、標的
核酸プローブ（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微
生物標的核酸に対して特異的なプローブ）を標識するためのドナー及び／又はアクセプタ
ー蛍光部分を含み得る。好適なＦＲＥＴドナー蛍光部分及び対応するアクセプター蛍光部
分の例は上記で提示されている。
【００８１】
　反応混合物は、さらに本明細書中で開示される方法を実施するための試薬を含み得る（
例えば、緩衝液、ポリメラーゼ酵素（例えば、ＤＮＡポリメラーゼ）、ヌクレオシド三リ
ン酸モノマーもしくは他のヌクレオシドモノマー、補助因子、又は汚染を防止するための
他の薬剤）。そのような試薬は、本明細書中で記載する商業的に入手可能な機器のうちの
１つに対して特異的であり得る。
【００８２】
　本開示の実施形態はまた、サンプル中の標的核酸（例えば、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＡＶ、
ＨＢＶ、ＨＣＶ、及びＨＩＶなどの微生物標的核酸）を検出するためのプライマー、１つ
以上の非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及び１つ以上の検出可能なプローブのセット
も提供する。
【００８３】
　本発明の一実施形態は、サンプル中の標的核酸を検出及び／又は定量するための方法で
あって：（ａ）サンプル中の核酸を増幅試薬と接触させ、ここで前記増幅試薬は、少なく
とも、ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；少なくともヌクレオシド三リン酸モノマー
又は他のヌクレオシドモノマー；少なくとも１つのアンプリコンを生成するための、標的
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核酸に対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマー、もしくは標的核酸に対して特
異的な少なくとも１つの逆方向プライマー、又はその組み合わせ；（ｉ）伸長せず、（ｉ
ｉ）少なくとも１つのプライマーと同じ部分の標的核酸部分にアニーリングし、そして（
ｉｉｉ）少なくとも１つのプライマーの活性を増強する少なくとも１つの非伸長ヘルパー
オリゴヌクレオチド；及びアンプリコンに対して特異的な少なくとも１つの検出可能なプ
ローブ又は少なくとも１つのＤＮＡ結合色素、を含み；（ｂ）核酸を増幅試薬とともに、
増幅反応が起こるために充分な時間及び条件下でインキュベートし；そして（ｃ）少なく
とも１つの検出可能なプローブ又は少なくとも１つのＤＮＡ結合色素でアンプリコンを検
出することを含む方法を対象とする。別の実施形態において、標的核酸は微生物性核酸（
例えば、ウイルス性核酸及び／又は細菌性核酸）である。いくつかの実施形態において、
ウイルス性核酸は、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）、西ナイル熱ウイルス（ＷＮＶ）
、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）、Ｂ型肝炎ウイルス（
ＨＢＶ）、又はＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の核酸である。関連する実施形態において、
ウイルス性核酸は、例えば、ＨＣＶ遺伝子型５を含むＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の核酸
である。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは
、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含
む。関連する実施形態において、ポリ（Ａ）配列は４～１２ヌクレオチド長、例えば約８
ヌクレオチド長である。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴ
ヌクレオチドは、配列番号５の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、
少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含む。別
の実施形態において、少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３からなる
群から選択される配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、少なくとも１
つのプローブは、配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。さらに別の実施形態にお
いて、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含
み；少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３の配列からなる群から選択
される配列、又はその相補配列を含み；そして少なくとも１つのプローブは、配列番号４
の配列、又はその相補配列を含む。
【００８４】
　本発明の別の実施形態は、サンプル中のＨＣＶ核酸を検出及び／又は定量するための方
法であって：（ａ）サンプル中の核酸を増幅試薬と接触させ、ここで前記増幅試薬は、少
なくとも、ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；少なくともヌクレオシド三リン酸モノ
マー又は他のヌクレオシドモノマー；少なくとも１つのアンプリコンを生成するための、
標的核酸に対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマー、もしくは標的核酸に対し
て特異的な少なくとも１つの逆方向プライマー、又はその組み合わせ；（ｉ）伸長せず、
（ｉｉ）少なくとも１つのプライマーと同じ部分の標的核酸部分にアニーリングし、そし
て（ｉｉｉ）少なくとも１つのプライマーの活性を増強する少なくとも１つの非伸長ヘル
パーオリゴヌクレオチド；及びアンプリコンに対して特異的な少なくとも１つの検出可能
なプローブ又は少なくとも１つのＤＮＡ結合色素、を含み；（ｂ）核酸を増幅試薬ととも
に、増幅反応が起こるために充分な時間及び条件下でインキュベートし；そして（ｃ）少
なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくとも１つのＤＮＡ結合色素でアンプリコン
を検出することを含む方法を対象とする。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸
長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド
の３’末端にポリ（Ａ）配列を含む。別の実施形態において、ポリ（Ａ）配列は、４～１
２ヌクレオチド長であり、例えば約８ヌクレオチド長である。別の実施形態において、Ｈ
ＣＶはＨＣＶ遺伝子型５である。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパ
ーオリゴヌクレオチドは、配列番号５の配列、又はその相補配列を含む。関連する実施形
態において、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配
列を含む。別の実施形態において、少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及
び３からなる群から選択される配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、
少なくとも１つのプローブは、配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形
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態において、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配
列を含み；少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び／又は３からなる群か
ら選択される配列、又はその相補配列を含み；そして少なくとも１つのプローブは、配列
番号４の配列、又はその相補配列を含む。
【００８５】
　本発明の別の実施形態は、サンプル中の標的核酸を増幅し、検出及び／又は定量するた
めのキットであって：（ａ）ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；（ｂ）ヌクレオシド
三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；（ｃ）標的核酸、又はその組み合わせ
に対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマー又は少なくとも１つの逆方向プライ
マー；（ｄ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つのプライマーと同じ部分の標的核
酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つのプライマーの活性を増強す
る少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び（ｅ）標的核酸に対する少
なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色素を含む増幅試薬を含むキットを対
象とする。別の実施形態において、標的核酸は微生物性核酸（例えば、ウイルス性核酸又
は細菌性核酸）である。関連する実施形態において、ウイルス性核酸は、ＨＰＶ、ＷＮＶ
、ＨＩＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、又はＨＣＶの核酸である。さらに特定の実施形態において、
ウイルス性核酸は、例えば、ＨＣＶ遺伝子型５を含むＨＣＶの核酸である。別の実施形態
において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの非
伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む。別の実施形態にお
いて、ポリ（Ａ）配列は、４～１２ヌクレオチド長であり、例えば約８ヌクレオチド長で
ある。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、
配列番号５の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、少なくとも１つの
順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態におい
て、少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３からなる群から選択される
配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、少なくとも１つのプローブは、
配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、少なくとも１つの
順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含み；少なくとも１つの逆
方向プライマーは、配列番号２及び３の配列からなる群から選択される配列、又はその相
補配列を含み；そして少なくとも１つのプローブは、配列番号４の配列、又はその相補配
列を含む。
【００８６】
　本発明の関連する実施形態は、サンプル中のＨＣＶ核酸を増幅し、検出及び／又は定量
するためのキットであって：（ａ）ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；（ｂ）ヌクレ
オシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；（ｃ）標的核酸、又はその組み
合わせに対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマー又は少なくとも１つの逆方向
プライマー；（ｄ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つのプライマーと同じ部分の
標的核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つのプライマーの活性を
増強する少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び（ｅ）標的核酸に対
する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色素を含む増幅試薬を含むキッ
トを対象とする。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレ
オチドは、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）
配列を含む。別の実施形態において、ポリ（Ａ）配列は、４～１２ヌクレオチド長であり
、例えば約８ヌクレオチド長である。別の実施形態において、ＨＣＶはＨＣＶ遺伝子型５
である。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは
、配列番号５の配列、又はその相補配列を含む。関連する実施形態において、少なくとも
１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態
において、少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３の配列、又は相補配
列からなる群から選択される配列を含む。別の実施形態において、少なくとも１つのプロ
ーブは、配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、少なくと
も１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含み；少なくとも
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１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３の配列からなる群から選択される配列、又
はその相補配列を含み；そして少なくとも１つのプローブは、配列番号４の配列、又はそ
の相補配列を含む。
【００８７】
　本発明のさらに別の実施形態は、サンプル中の標的核酸を増幅し、検出及び／又は定量
するために有効な反応混合物であって：（ａ）サンプル；（ｂ）ＤＮＡポリメラーゼ活性
を備える酵素；（ｃ）ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；（
ｄ）標的核酸、又はその組み合わせに対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマー
又は少なくとも１つの逆方向プライマー；（ｅ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１
つのプライマーと同じ部分の標的核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくと
も１つのプライマーの活性を増強する少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチ
ド；及び（ｆ）標的核酸に対する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色
素を含む増幅試薬を含む反応混合物を対象とする。別の実施形態において、標的核酸は微
生物性核酸である。別の実施形態において、微生物性核酸はウイルス性核酸である。別の
実施形態において、微生物性核酸は細菌性核酸である。別の実施形態において、ウイルス
性核酸は、ＨＰＶ、ＷＮＶ、ＨＩＶ、ＨＡＶ、ＨＢＶ、又はＨＣＶの核酸である。特定の
実施形態において、ウイルス性核酸は、例えば、ＨＣＶ遺伝子型５を含むＨＣＶの核酸で
ある。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、
少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む
。別の実施形態において、ポリ（Ａ）配列は、４～１２ヌクレオチド長であり、例えば約
８ヌクレオチド長である。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリ
ゴヌクレオチドは、配列番号５の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において
、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含む。
別の実施形態において、少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３からな
る群から選択される配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において、少なくとも
１つのプローブは、配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。別の実施形態において
、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補配列を含み；
少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３の配列からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含み；そして少なくとも１つのプローブは、配列番号４の配
列、又はその相補配列を含む。
【００８８】
　本発明の関連する実施形態は、サンプル中のＨＣＶ核酸を増幅し、検出及び／又は定量
するために有効な反応混合物であって：（ａ）サンプル；（ｂ）ＤＮＡポリメラーゼ活性
を備える酵素；（ｃ）ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；（
ｄ）標的核酸、又はその組み合わせに対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマー
又は少なくとも１つの逆方向プライマー；（ｅ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１
つのプライマーと同じ部分の標的核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくと
も１つのプライマーの活性を増強する少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチ
ド；及び（ｆ）標的核酸に対する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色
素を含む増幅試薬を含む反応混合物を対象とする。別の実施形態において、少なくとも１
つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌク
レオチドの３’末端にポリ（Ａ）配列を含む。別の実施形態において、ポリ（Ａ）配列は
、４～１２ヌクレオチド長であり、例えば約８ヌクレオチド長である。一実施形態におい
て、ＨＣＶはＨＣＶ遺伝子型５である。別の実施形態において、少なくとも１つの非伸長
ヘルパーオリゴヌクレオチドは、配列番号５の配列、又はその相補配列を含む。別の実施
形態において、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相補
配列を含む。別の実施形態において、少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２
及び３の配列、又は相補配列からなる群から選択される配列を含む。別の実施形態におい
て、少なくとも１つのプローブは、配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。別の実
施形態において、少なくとも１つの順方向プライマーは、配列番号１の配列、又はその相
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補配列を含み；少なくとも１つの逆方向プライマーは、配列番号２及び３の配列からなる
群から選択される配列、又はその相補配列を含み；そして少なくとも１つのプローブは、
配列番号４の配列、又はその相補配列を含む。
【００８９】
　本開示の実施形態を、以下の実施例においてさらに説明する。
【実施例】
【００９０】
　以下の実施例及び図面は、主題の理解を助けるために提供されており、その真の範囲は
添付の特許請求の範囲に記載されている。本発明の精神から逸脱することなく、記載され
た手順に修正を加えることができると理解される。
【００９１】
　実施例１：リアルタイムＰＣＲによるＨＣＶの検出
　リアルタイムＰＣＲアッセイのために使用したＲＮＡサンプルは、ＨＣＶ陽性ヒト血漿
サンプルから抽出した。使用した試薬は、ｃｏｂａｓ（登録商標）６８００／８８００と
共に使用するためのプロファイル及び条件を備え、ＴａｑＭａｎ（登録商標）検出及び定
量技術を使用する、ｃｏｂａｓ（登録商標）６８００／８８００ジェネリックＰＣＲ　Ｍ
ａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを含む。５０μｌのＰＣＲ反応において、最終濃度は以下のとおりで
あった：順方向及び逆方向プライマーは０．２～０．５μＭに及び、非伸長ヘルパーオリ
ゴヌクレオチドは０．２０μＭであり、そしてプローブは０．１２μＭであった。０．１
０μＭ～０．５０μＭの範囲内の濃度の順方向プライマー、逆方向プライマー、及び非伸
長ヘルパーオリゴヌクレオチドが有効であると考えられる。
【００９２】
　非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの効果を示すために、ＨＣＶ陽性ヒト血漿サンプル
を使用するリアルタイムＰＣＲアッセイを、以下の２つの実験条件を用いて二連で実施し
た：（１）プライマー対及びプローブのみを使用する（すなわち、非伸長ヘルパーオリゴ
ヌクレオチドを使用しない）リアルタイムＰＣＲ；ならびに（２）プライマー対、非伸長
ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプローブを使用するリアルタイムＰＣＲ。リアルタイ
ムＰＣＲアッセイのために使用したＨＣＶ遺伝子型５に特異的なオリゴヌクレオチドは、
順方向プライマーについては配列番号１、逆方向プライマーについては配列番号２及び３
、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドについては配列番号５、そしてプローブについては
配列番号４であった。非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド（配列番号５）は、その３’末
端でポリ（Ａ）尾部を有する５３塩基対の非標識オリゴヌクレオチドであり、ＨＣＶゲノ
ムの逆方向プライマー結合コア領域中に設計される。
【００９３】
　これらのＨＣＶ陽性ヒト血漿サンプルについて、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの
存在下でＨＣＶ標的領域の予想される二次構造を図２に示し、これは－１０７．２ｋｃａ
ｌ／ｍｏｌのΔＧを示し（ＣＬＣ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　Ｗｏｒｋｂｅｎｃｈ　６、Ｑｉａ
ｇｅｎ）、結果を、また図１に示し、図１はリアルタイムＰＣＲ成長曲線を示す。図１か
らわかるように、ＰＣＲ反応は、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドがない場合によりも
非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下でより効率的である。
【００９４】
　これらの結果は、ＰＣＲ反応が非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下でより強固
かつより効率的であることを示す。すなわち、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが無い
場合よりも非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下でＰＣＲ産物の蓄積が改善される
。
【００９５】
　実施例２：リアルタイムＰＣＲによるＨＣＶ遺伝子型５の検出
　実施例１においてと同様に、ＲＮＡサンプルをリアルタイムＰＣＲアッセイに使用した
が、実施例１で使用したサンプルとは異なるＨＣＶ陽性ヒト血漿サンプルから抽出した。
実施例１においてと同様に、使用した試薬は、ｃｏｂａｓ（登録商標）６８００／８８０



(27) JP 2019-524123 A 2019.9.5

10

20

30

40

０と共に使用するためのプロファイル及び条件を有し、ＴａｑＭａｎ（登録商標）検出及
び定量技術を使用するｃｏｂａｓ（登録商標）６８００／８８００ジェネリックＰＣＲ　
Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを含む。５０μｌのＰＣＲ反応において、最終濃度は以下のとおり
であった：順方向及び逆方向プライマーは０．２～０．５μＭに及び、非伸長ヘルパーオ
リゴヌクレオチドは０．２０μＭであり、そしてプローブは０．１２μＭであった。０．
１０μＭ～０．５０μＭの範囲内の濃度の順方向プライマー、逆方向プライマー、及び非
伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが有効であると考えられる。
【００９６】
　非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの効果を実証するために、ＨＣＶ陽性ヒト血漿サン
プル（実施例１で使用したサンプルとは異なる）を使用したリアルタイムＰＣＲアッセイ
を、以下の２つの実験条件を使用して二連で実施した：（１）プライマー対及びプローブ
のみを使用する（すなわち、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドを使用しない）リアルタ
イムＰＣＲ；ならびに（２）プライマー対、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド、及びプ
ローブを使用するリアルタイムＰＣＲ。リアルタイムＰＣＲアッセイのために使用したＨ
ＣＶ遺伝子型５に特異的なオリゴヌクレオチドは、順方向プライマーについては配列番号
１、逆方向プライマーについては配列番号２及び３、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド
については配列番号５、そしてプローブについては配列番号４であった。実施例１におい
てと同様に、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド（配列番号５）は、その３’末端でポリ
（Ａ）尾部を有する５３塩基対の非標識オリゴヌクレオチドであり、そしてＨＣＶゲノム
の逆方向プライマー結合コア領域中に設計される。
【００９７】
　この特定のＨＣＶ陽性ヒト血漿サンプルについて、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド
の存在下でのＨＣＶ標的領域の予想される二次構造を図４に示し、これは－９８．６ｋｃ
ａｌ／ｍｏｌのΔＧを示し、また結果を図３に示し、図３はリアルタイムＰＣＲ成長曲線
を示す。図３からわかるように、ＰＣＲ反応は、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドがな
い場合よりも非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下でより効率的である。
【００９８】
　これらの結果は、ＰＣＲ反応が非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下でより強固
でより効率的であることを示す。すなわち、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドがない場
合よりも非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドの存在下でＰＣＲ産物の蓄積が改善される。
【００９９】
　まとめると、これらの２つの例は、異なるサンプルにおいて、本発明の非伸長ヘルパー
オリゴヌクレオチドは、プライマーへの標的核酸の接近を容易にする、標的核酸の二次構
造のギブズ自由エネルギーを低下させるようである。これにより、増幅効率の改善がもた
らされる。したがって、非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドは増幅アッセイの感度を増大
させる。
【０１００】
　明瞭さと理解のために前述の発明を記載してきたが、本開示を読むと、本発明の真の範
囲から逸脱することなく形態及び詳細において様々な変更が可能であることは当業者には
明らかであろう。例えば、上述のすべての技術及び装置は、様々な組み合わせで使用する
ことができる。
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【配列表】
2019524123000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成31年2月5日(2019.2.5)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプル中の標的核酸を検出及び／又は定量するための方法であって：
（ａ）前記サンプル中の核酸を増幅試薬と接触させ、ここで前記増幅試薬は、
　少なくとも、ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
　少なくとも、ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
　少なくとも１つのアンプリコンを生成するための、標的核酸に対して特異的な少なくと
も１つの順方向プライマー、もしくは前記標的核酸に対して特異的な少なくとも１つの逆
方向プライマー、又はその組み合わせ；
　（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的核酸
部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーの活性を増強
する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドであって、３’末端にポリ（
Ａ）配列を含む、前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
　前記アンプリコンに対して特異的な少なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくと
も１つのＤＮＡ結合色素
を含み；
（ｂ）前記核酸を前記増幅試薬と、増幅反応が起こるために充分な期間及び条件下でイン
キュベートし；そして
（ｃ）前記アンプリコンを前記少なくとも１つの検出可能なプローブ又は前記少なくとも
１つのＤＮＡ結合色素で検出すること
を含む、方法。
【請求項２】
　前記標的核酸が細菌性核酸又はウイルス性核酸である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ウイルス性核酸が、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）（例えばＨＣＶ遺伝子型５）の核
酸である、請求項４に記載の方法。
【請求項４】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが配列番号５の配列、又はそ
の相補配列を含む、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
、
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが、配列番号２及び３からなる群から選択され
る配列、又はその相補配列を含み、そして／又は、
　前記少なくとも１つのプローブが、配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、
　請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　サンプル中のＨＣＶ核酸を検出及び／又は定量化する方法であって：
（ａ）前記サンプル中の核酸を増幅試薬と接触させ、
　少なくとも、ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
　少なくともヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
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　少なくとも１つのアンプリコンを生成するための、前記標的核酸に対して特異的な少な
くとも１つの順方向プライマー、もしくは前記標的核酸に対して特異的な少なくとも１つ
の逆方向プライマー、又はその組み合わせ；
　（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的核酸
部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーの活性を増強
する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドであって、３’末端にポリ（
Ａ）配列を含む、前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
　前記アンプリコンに対して特異的な少なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくと
も１つのＤＮＡ結合色素
を含み、
（ｂ）前記核酸を前記増幅試薬とともに、増幅反応が起こるために充分な期間及び条件下
でインキュベートし、
（ｃ）前記少なくとも１つの検出可能なプローブ又は少なくとも１つのＤＮＡ結合色素で
前記アンプリコンを検出すること
を含む、方法。
【請求項７】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが配列番号５の配列、又はそ
の相補配列を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが配列番号２及び／もしくは３、又はその相補
配列からなる群から選択される配列を含み；そして／又は、
　前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項
６又は７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ＨＣＶ核酸がＨＣＶ遺伝子型５を含む、請求項６～８のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項１０】
　増幅試薬を含むサンプルにおいて標的核酸を増幅し、検出及び／又は定量化するための
キットであって、前記増幅試薬が：
（ａ）ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
（ｂ）ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
（ｃ）前記標的核酸に対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマーもしくは少なく
とも１つの逆方向プライマー、又はその組み合わせ；
（ｄ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的
核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つのプライマーの活性を増強
する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドあって、３’末端にポリ（Ａ
）配列を含む、前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
（ｅ）前記標的核酸に対する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色素
を含む、キット。
【請求項１１】
　前記標的核酸が細菌性核酸又はウイルス性核酸である、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　前記ウイルス性核酸は、ＨＣＶ（例えばＨＣＶ遺伝子型５）の核酸である、請求項１０
又は１１に記載のキット。
【請求項１３】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、配列番号５の配列、又は
その相補配列を含む、請求項１０～１２のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１４】
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　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが配列番号２及び３からなる群から選択される
配列、又はその相補配列を含み；そして／又は、
　前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項
１０～１３のいずれか１項に記載のキット。
【請求項１５】
　増幅試薬を含むサンプル中の標的核酸を増幅し、検出及び／又は定量するために有効な
反応混合物であって：
（ａ）サンプル；
（ｂ）ＤＮＡポリメラーゼ活性を備える酵素；
（ｃ）ヌクレオシド三リン酸モノマー又は他のヌクレオシドモノマー；
（ｄ）標的核酸、又はその組み合わせに対して特異的な少なくとも１つの順方向プライマ
ー又は少なくとも１つの逆方向プライマー；
（ｅ）（ｉ）伸長せず、（ｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーと同じ部分の前記標的
核酸部分にアニーリングし、そして（ｉｉｉ）少なくとも１つの前記プライマーの活性を
増強する、少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドあって、３’末端にポリ
（Ａ）配列を含む、前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチド；及び
（ｆ）前記標的核酸に対する少なくとも１つの検出可能なプローブ又はＤＮＡ結合色素
を含む、反応混合物。
【請求項１６】
　前記少なくとも１つの非伸長ヘルパーオリゴヌクレオチドが、配列番号５の配列、又は
その相補配列を含む、請求項１５に記載の反応混合物。
【請求項１７】
　前記少なくとも１つの順方向プライマーが配列番号１の配列、又はその相補配列を含み
；
　前記少なくとも１つの逆方向プライマーが配列番号２及び３からなる群から選択される
配列、又はその相補配列を含み；そして／又は、
　前記少なくとも１つのプローブが配列番号４の配列、又はその相補配列を含む、請求項
１５又は１６に記載の反応混合物。
【請求項１８】
　前記標的核酸は、ＨＣＶ（例えばＨＣＶ遺伝子型５）の核酸である、請求項１５～１７
のいずれか１項に記載の反応混合物。
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