
(57)【要約】
本発明は、以下の工程を含む、グラム陽性病原性細菌の同定のための方法に関する：  (a
）病原性グラム陽性細菌の第 1の予め決定されたサブグループから予め選択された核酸配
列の領域を増幅することができる少なくとも第 1のセットの増幅プライマーを用いる増幅
工程、（ ab）病原性グラム陽性細菌の第 1の予め決定されたサブグループから予め選択さ
れた核酸配列の領域を特異的に検出することができる少なくとも第 1のハイブリダイゼー
ション試薬を用いる検出工程。上記検出工程は、（ aba）ハイブリダイゼーションが予め
選択された温度で生じるかどうかをモニターする工程であって、ハイブリダイゼーション
の発生が試料中に存在する少なくとも病原性生物の属についての指標である工程、および
（ abb）ハイブリダイゼーションの温度依存性をモニターする工程であって、上記温度依
存性が少なくとも上記病原性グラム陽性細菌の種についての指標である工程を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 臨 床 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 ま た は 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 の
メ ン バ ー で あ る 生 物 の 部 分 集 合 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も 部 分 的 に 精 製 さ れ た 核 酸 を 含 む 臨 床 検 体 を 単 離 す る 工 程 、
ｂ ） ｂ ａ ） グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 が 属 す る 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ
ル ー プ か ら 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 少 な く と も １ セ ッ ト の 増
幅 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 増 幅 工 程 、
　 　 ｂ ｂ ） 前 記 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ か ら 、 前 記 の 予 め
選 択 さ れ た 核 酸 配 列 領 域 を 検 出 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 試 薬 を 使 用 す る 検 出 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 検 出 工 程 ｂ ｂ ） は
　 　 ｂ ｂ ａ ） 予 め 選 択 さ れ た 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ
っ て 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 サ ブ グ ル ー プ に 含 ま れ る 少 な く と も １ 種 が 試
料 中 に 存 在 す る こ と の 指 標 で あ る 工 程 、 お よ び
　 　 ｂ ｂ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ っ て 、 前
記 温 度 依 存 性 は 少 な く と も 前 記 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 ま た は 前 記 生 物 の 部 分 集 合 の 種 の 存
在 の 指 標 で あ る 工 程
を 含 む 、 少 な く と も １ 回 の 増 幅 お よ び 検 出 工 程 に 前 記 臨 床 検 体 を 供 す る 工 程 、
ｃ ） ｂ ｂ ） に お け る モ ニ タ リ ン グ 工 程 の 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 生 物 ま た は 前 記 生 物 の 部 分
集 合 を 同 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 サ ブ グ ル ー プ が 属 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 が 標 的 核 酸 配 列 領 域 に お け る 隣 接 配 列 に 相 補 的 な ２ つ の プ
ロ ー ブ を 含 み 、 １ つ は FRETド ナ ー に よ り 標 識 さ れ て お り 、 他 方 は FRETア ク セ プ タ ー に よ り
標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ お よ び ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 が 種 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ が 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） 、 肺 炎 連
鎖 球 菌 （ Streptococcus preumoniae） 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ シ ウ ム （ Enterococcus
 faecium） お よ び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ カ リ ス （ Enterococcus faecalis） の 種 を 含
む 、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 領 域 が 、 rRNAス ペ ー サ ー 領 域 の 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 、 請 求 項 １ ～ ５ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 増 幅 お よ び 検 出 が 均 質 に 行 わ れ る 、 請 求 項 １ ～ ６ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 種 が ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） 属 、 腸 球 菌 （ Enterococcus） 属 な ら び に 連 鎖 球
菌 （ Streptococcus） 属 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 種 が ブ ド ウ 球 菌 属 の １ つ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ７ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 腸 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 お よ び 連 鎖 球 菌 そ れ ぞ れ の 16S-23S rRNAス ペ ー サ ー 領 域 か ら 少 な く
と も 20ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 増 幅 す る こ と が 可 能 な プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 含 む 、 腸 球 菌 属
、 ブ ド ウ 球 菌 属 お よ び 連 鎖 球 菌 属 か ら 選 択 さ れ る グ ラ ム 陽 性 病 原 性 細 菌 の 同 定 の た め の キ
ッ ト 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 病 原 性 微 生 物 の 検 出 の 技 術 分 野 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 病 原
性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 か ら の 特 異 的 な 核 酸 配 列 の 増 幅 お よ び 検 出 に よ る 、 臨 床 材 料 中 の 病 原 性
グ ラ ム 陽 性 細 菌 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 の 検 出 の 分 野 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 技 術
　 病 原 性 細 菌 に よ る 感 染 は 、 特 に 、 敗 血 症 を 引 き 起 こ す も の と な る と 、 主 に 病 院 の 集 中 治
療 室 （ ICU） で 起 こ り 、 深 刻 で あ る 。 患 者 が 感 染 し て い る 細 菌 は ほ と ん ど の 場 合 に お い て
不 明 で あ り 、 症 状 か ら は 決 定 す る こ と が で き な い 。 各 々 の 細 菌 に 、 特 異 的 な 抗 生 物 質 の 投
与 を 用 い た 異 な っ た 治 療 が 必 要 で あ る 。 現 在 、 日 常 的 に 行 わ れ る 診 断 に お い て 、 病 原 性 細
菌 、 特 に 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 が 存 在 す る 場 合 に は 、 血 液 ま た は 他 の 体 液 の 試 料 を 培 養 に 供 し
、 も し 存 在 す る な ら 、 細 菌 を 増 殖 す る 方 法 を 使 用 し て 検 出 さ れ て い る 。 こ の 培 養 物 は 、 約
3日 の 間 、 細 菌 の 増 殖 に 好 ま し い 条 件 で 維 持 さ れ る 。 こ の 間 に 、 細 菌 の 数 、 し た が っ て そ
れ ら の 核 酸 が 増 大 す る 。 そ の 後 、 培 養 培 地 が 溶 解 に 供 さ れ る 。 溶 解 混 合 物 は 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の た め の 試 料 と し て 使 用 さ れ る 。 病 原 性 細 菌 に よ る 試 料 の 何 ら か の 感 染
に つ い て の 明 確 な 結 果 に 達 す る ま で に は 、 こ の 方 法 全 体 に 少 な く と も お よ そ 4日 を 要 す る
。 病 原 性 細 菌 に よ る 感 染 は 、 感 染 者 に と っ て は 非 常 に 深 刻 な 問 題 で あ る 。 感 染 の 第 1日 目
の う ち に 、 治 療 、 好 ま し く は 、 特 定 の 感 染 細 菌 に 作 用 す る 適 切 な 抗 生 物 質 の 投 与 に よ る 治
療 が 開 始 さ れ な け れ ば な ら な い 。 そ う で な け れ ば 、 感 染 者 は 感 染 に よ り あ ま り に 大 き な 影
響 を 受 け す ぎ て 、 感 染 に つ い て の 明 確 な 結 果 に 達 す る 前 に 死 亡 し て し ま う 場 合 が あ る 。 一
方 で 、 全 て の 可 能 性 の あ る 細 菌 の 増 殖 を 妨 げ る た め の 数 種 の 抗 生 物 質 の 同 時 の 投 与 は 、 患
者 が 衰 弱 し て し ま わ な い よ う に 避 け な け れ ば な ら な い 。 し た が っ て 、 該 方 法 は 、 日 常 的 に
行 わ れ る ICUで の 診 断 と し て 満 足 で き る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い る 核 酸 に 基 づ く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に よ る 、 病 原 性 細 菌 ま た は 病 原 性 真 菌 の よ う な 病 原 性 生 物 の 同 定 は 、 当 該 分 野 に お い て
す で に 長 い 間 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 欧 州 特 許 第 0131052号 に は 、 特 定 の 種 ま た は 特 定
の 群 の 生 物 の リ ボ ソ ー ム リ ボ 核 酸 （ rRNA） 配 列 が 培 養 培 地 か ら 直 接 検 出 さ れ る 方 法 お よ び
プ ロ ー ブ が 開 示 さ れ て い る 。 リ ボ ソ ー ム の 標 的 配 列 の 検 出 は 、 こ れ ら の 配 列 が 生 体 内 で 増
幅 さ れ 、 こ れ に よ り そ れ ぞ れ の ア ッ セ イ で 高 い 感 度 が 得 ら れ る と い う 事 実 か ら 、 特 に 有 用
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 病 原 性 生 物 の 核 酸 配 列 に 基 づ く 検 出 の 改 良 は 、 PCR技 術 の 有 効 性 に よ り 獲 得 さ れ た 。 カ
ン ジ ダ 属 お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス 属 の よ う な 病 原 性 真 菌 の 検 出 に つ い て は 、 た と え ば 、 国 際
公 開 番 号 WO97/07238に 、 全 て の 型 の 真 菌 の リ ボ ソ ー ム 18S rDNA配 列 を 増 幅 す る た め の 一 般
的 な プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 そ の 後 、 真 菌 種 特 異 的 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 方 法 が
開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 リ ボ ソ ー ム の 遺 伝 子 配 列 の 分 析 の た め の 代 替 的 方 法 と し て 、 16S rRNA遺 伝 子 と 23S rRNA
遺 伝 子 と の 間 に 存 在 し て い る ITS-1領 域 の よ う な 、 非 コ ー ド 配 列 だ が 転 写 さ れ る リ ボ ソ ー
ム ス ペ ー サ ー DNA配 列 が 、 い く つ か の 病 原 性 生 物 の 検 出 お よ び 同 定 に 使 用 さ れ て い る （ た
と え ば 、 欧 州 特 許 第 0452596号 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 別 の 状 況 で は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 お よ び グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 手 法 （
Klauseggerら 、 Journal of Clinical Microbiology 33（ 1990） 464-466） と 類 似 す る 標 的
依 存 性 増 幅 に よ っ て 識 別 さ れ て い る 。 こ れ ら の 16S rDNA配 列 に 基 づ け ば 、 Klauseggerら に
よ っ て 調 べ ら れ た 種 は 、 全 て の 調 べ ら れ た グ ラ ム 陰 性 細 菌 が 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に Ｇ
残 基 を 含 む の に 対 し て 、 全 て の 調 べ ら れ た グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 上 記 の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 に 必
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ず Ｃ 残 基 を 含 む と い う 点 で 、 16S rRNA遺 伝 子 の あ る 所 定 の 位 置 で 異 な る 。 し た が っ て 、 識
別 用 の 相 補 的 な 3'末 端 C残 基 ま た は 相 補 的 な G残 基 の い ず れ か を 有 す る 適 切 な プ ラ イ マ ー を
そ れ ぞ れ 使 用 す る こ と に よ り 、 グ ラ ム 陽 性 配 列 ま た は グ ラ ム 陰 性 配 列 の い ず れ か の 起 源 の
DNAの 増 幅 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 動 的 リ ア ル タ イ ム PCRの 有 効 性 が さ ら に 進 歩 し た 。 こ の 種 の ア ッ セ イ で は 、 PCR産 物 の 形
成 が PCRの 各 サ イ ク ル に お い て モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。 増 幅 は 通 常 、 増 幅 反 応 の 間 に 蛍 光 シ
グ ナ ル を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 別 の 検 出 手 段 を 有 す る サ ー モ サ イ ク ラ ー で 測 定 さ れ る 。
典 型 的 な 例 は 、 Roche Diagnostics LightCycler（ 登 録 商 標 ） （ カ タ ロ グ 番 号 20110468）
で あ る 。 LightCycler（ 登 録 商 標 ） な ら び に 現 在 市 販 さ れ て い る 他 の リ ア ル タ イ ム PCR装 置
で は 、 増 幅 産 物 は 、 標 的 核 酸 に 結 合 し た 場 合 に 蛍 光 シ グ ナ ル を 放 射 す る だ け の 蛍 光 標 識 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ に よ っ て 検 出 さ れ る か 、 ま た は 特 定 の 場 合 に お い て は 、 二
本 鎖 DNAに 結 合 す る 蛍 光 色 素 に よ っ て も 検 出 さ れ る 。 定 義 さ れ た シ グ ナ ル 閾 値 は 分 析 さ れ
る 全 て の 反 応 に つ い て 決 定 さ れ 、 こ の 閾 値 に 達 す る た め に 必 要 な サ イ ク ル 数 （ Cp） が 、 標
的 核 酸 に つ い て 、 な ら び に 標 準 ま た は ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の よ う な 対 照 核 酸 に つ い て
も 決 定 さ れ る 。 標 的 分 子 の 絶 対 的 ま た は 相 対 的 な コ ピ ー 数 は 、 標 的 核 酸 お よ び 参 照 核 酸 に
つ い て 得 ら れ た Cp値 に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る （ Roche Diagnostics LightCycler
（ 登 録 商 標 ） 操 作 マ ニ ュ ア ル （ カ タ ロ グ 番 号 20110468） ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 増 幅 さ れ た DNAの 検 出 の た め に は 種 々 の 形 式 が あ る ：
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 a） DNA結 合 色 素 形 式
　 二 本 鎖 の 増 幅 産 物 の 量 は 、 通 常 、 分 析 さ れ る 試 料 中 に も と も と 存 在 し て い る 核 酸 の 量 よ
り 多 い の で 、 適 切 な 波 長 で 励 起 さ せ る と 、 二 本 鎖 DNAに 結 合 し て い る 場 合 に の み 増 強 さ れ
た 蛍 光 を 示 す 、 二 本 鎖 DNAに 特 異 的 な 色 素 を 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 は 、 欧 州
特 許 第 0512334号 に 記 載 さ れ て い る 。 好 ま し く は 、 PCR反 応 の 効 率 に は 影 響 を 与 え な い 、 た
と え ば 、 SYBR（ 登 録 商 標 ） Green Iの よ う な 色 素 だ け が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 他 の 全 て の 形 式 に は 、 標 的 核 酸 に 結 合 し た 場 合 に 蛍 光 を 放 射 す
る だ け の 、 蛍 光 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 適 切 な 設 計 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 b） TaqMan（ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ
　 一 本 鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 2つ の 成 分 で 標 識 さ れ る 。 第 1の 成 分 、 い わ
ゆ る 蛍 光 剤 が 適 切 な 波 長 の 光 で 励 起 さ せ ら れ る と 、 吸 収 さ れ た エ ネ ル ギ ー が 、 蛍 光 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 転 移 の 原 理 に し た が っ て 第 2の 成 分 、 い わ ゆ る 消 光 剤 に 転 移 さ せ ら れ る 。 PCR反 応
の ア ニ ー リ ン グ 工 程 の 間 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 標 的 DNAに 結 合 し 、 ポ リ
メ ラ ー ゼ 、 た と え ば 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ の 5'-3'-エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ っ て 、 伸 張
期 の 間 に 分 解 さ れ る 。 結 果 と し て 、 励 起 さ せ ら れ た 蛍 光 成 分 と 消 光 剤 は 互 い に 空 間 的 に 離
さ れ 、 こ れ に よ り 第 1の 成 分 の 蛍 光 放 射 を 測 定 す る こ と が で き る （ 欧 州 特 許 第 0543942号 お
よ び 米 国 特 許 第 5,210,015号 ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 c） 分 子 ビ ー コ ン
　 こ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ も ま た 、 第 1の 成 分 と 消 光 剤 と で 標 識 さ れ る
。 好 ま し く は 、 標 識 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 自 己 相 補 的 で あ る プ ロ ー ブ の 異 な る 末 端 に 配
置 さ れ る 。 プ ロ ー ブ の 二 次 構 造 の 結 果 と し て 、 両 方 の 成 分 は 溶 液 中 で 空 間 的 に 接 近 し て い
る 。 標 的 核 酸 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 両 方 の 成 分 は 互 い に 離 れ 、 そ の 結 果 、 適
切 な 波 長 の 光 で 励 起 さ せ た 後 、 第 1の 成 分 の 蛍 光 放 射 測 定 で き る （ 米 国 特 許 第 5,118,801号
） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 d） FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
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　 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ FRET） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 試 験 形 式 は 、 全 て の
種 の 相 同 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に 特 に 有 用 で あ る （ Matthews,J.A.お よ び Krick
a,L.J.,Anal Biochem 169（ 1988） 1-25） 。 こ れ は 、 同 時 に 使 用 さ れ 、 （ 増 幅 さ れ た ） 標
的 核 酸 の 同 じ 鎖 の 隣 接 す る 部 位 に 相 補 的 で あ る 2つ の 一 本 鎖 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 両 方 の プ ロ ー ブ が 別 々 の 蛍 光 成 分 で 標 識 さ れ る 。 適 切 な 波
長 の 光 で 励 起 さ せ る と 、 第 1の 成 分 は 吸 収 し た エ ネ ル ギ ー を 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 の
原 理 に し た が っ て 第 2の 成 分 へ と 転 移 さ せ 、 そ の 結 果 、 第 2の 成 分 の 蛍 光 放 射 が 、 両 方 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 検 出 さ れ る 標 的 分 子 の 隣 接 し て い る 位 置 に 結 合 し て い る
場 合 に の み 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 頭 と 尾 を 突 き 合
わ せ た 状 態 で 互 い に 極 め て 接 近 し て 存 在 し な け れ ば な ら な い 。 通 常 、 第 1の プ ロ ー ブ の 標
識 さ れ た 3'末 端 と 、 標 識 さ れ た 5'末 端 ま た は 第 2の プ ロ ー ブ と の 間 の ギ ャ ッ プ は 可 能 な 限
り 小 さ い 、 す な わ ち 、 1～ 5塩 基 で あ る 。 こ れ に よ り 、 FRETド ナ ー 化 合 物 と FRETア ク セ プ タ
ー 化 合 物 と が 非 常 に 接 近 す る こ と が で き 、 典 型 的 に は 10～ 100オ ン グ ス ト ロ ー ム で あ る 。
詳 細 は 周 知 で あ り 、 た と え ば 、 欧 州 特 許 第 0070687号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 FRETア ク セ プ タ ー 成 分 の 蛍 光 の 増 大 を モ ニ タ リ ン グ す る 代 わ り に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 事 象 の 定 量 的 測 定 と し て 、 FRETド ナ ー 成 分 の 蛍 光 の 減 少 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と も ま
た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 具 体 的 に は 、 増 幅 さ れ た 標 的 DNAを 検 出 す る た め に 、 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ 形 式 を リ ア ル タ イ ム PCRに お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 当 該 分 野 で 公 知 で あ る リ ア
ル タ イ ム PCRの 全 て の 検 出 形 式 の 中 で も 、 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 形 式 は 高
感 度 で あ り 、 正 確 で あ り 、 確 実 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る （ 国 際 公 開 番 号 WO97/46707；
同 WO97/46712； 同 WO97/46714） 。 な お 、 適 切 な FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 配 列
の 設 計 は 、 検 出 さ れ る 標 的 核 酸 配 列 の 特 別 な 性 質 に よ っ て 制 限 さ れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 2つ の FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 使 用 す る 代 わ り に 、 蛍 光 標 識 プ ラ イ マ ー
を 使 用 す る こ と 、 お よ び 1種 類 だ け の 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と も
可 能 で あ る （ Bernard,P.S.ら 、 Anal.Biochem. 255（ 1998） 101-7） 。 こ れ に 関 し て は 、 プ
ラ イ マ ー を FRETド ナ ー 化 合 物 ま た は FRETア ク セ プ タ ー 化 合 物 で 標 識 す る か ど う か を 、 適 宜
選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ FRET-Hybprobeま た は FRETプ ロ ー ブ と も 呼 ば れ
る ） も ま た 、 融 解 曲 線 分 析 に 使 用 す る こ と が で き る （ 国 際 公 開 番 号 WO97/46707； 同 WO97/4
6712； 同 WO97/46714） 。 か か る ア ッ セ イ で は 、 標 的 核 酸 が 、 最 初 に 適 切 な 増 幅 プ ラ イ マ ー
を 用 い た 通 常 の PCR反 応 で 増 幅 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 増 幅 反 応 の 間
に す で に 存 在 し て い て も よ く 、 ま た は そ の 後 に 加 え ら れ て も よ い 。 PCR反 応 の 完 了 後 、 試
料 の 温 度 が 構 成 的 に 上 昇 さ せ ら れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が 標 的 DNAに 結 合
し て い る 限 り は 、 蛍 光 が 検 出 さ れ る 。 融 解 温 度 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ が
そ れ ら の 標 的 か ら 遊 離 し 、 蛍 光 シ グ ナ ル が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の レ ベ ル に ま で 直 ち に 下 が る
。 こ の 低 下 を 、 適 切 な 蛍 光 対 温 度 － 時 間 プ ロ ッ ト で モ ニ タ リ ン グ し 、 そ の 結 果 、 一 次 導 関
数 の ネ ガ テ ィ ブ を 計 算 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 得 ら れ た か か る 関 数 の 最 大 に 対 応 す る
温 度 値 が 、 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 上 記 の 対 に つ い て の 決 定 さ れ た 融 解 温
度 と し て 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 標 的 核 酸 内 で の 点 突 然 変 異 ま た は 多 形 は 、 標 的 核 酸 と FRETプ ロ ー ブ と の 間 で 100％ 未 満
の 相 補 性 を 生 じ 、 こ れ に よ り 融 解 温 度 の 低 下 が 生 じ る 。 こ れ に よ り 、 そ の 後 に 、 プ ー ル の
異 な る メ ン バ ー を 、 融 解 曲 線 分 析 を 行 う こ と に よ り 識 別 す る こ と が 適 切 で は あ る が 、 FRET
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-Hybprobeハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 配 列 バ リ ア ン ト の プ ー ル の 一 般 的 な 検 出 が 可 能
で あ る 。 FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 代 わ り に 、 分 子 ビ ー コ ン が 融 解 曲 線 分 析
に 使 用 さ れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCRお よ び 相 同 リ ア ル タ イ ム PCR融 解 曲 線 分 析 の 有 効 性 に つ い て は 、 特 定 の
型 の 種 ま た は 株 の 識 別 が 、 SybrGreen（ 登 録 商 標 ） Iの よ う な 二 本 鎖 DNA結 合 色 素 、 あ る い
は 、 異 な る が 類 似 し て い る 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 特 別 に 設 計 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の い ず れ か を 使 用 す る こ と で 可 能 に な っ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 1の 場 合 で は 、 生 じ た 二 本 鎖 PCR産 物 の 融 解 温 度 を 決 定 し な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、
こ の 方 法 は 適 用 が 限 ら れ て い る 。 な ぜ な ら 、 重 要 で は な い 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン に よ っ て
微 妙 な 融 解 温 度 の 差 が 生 じ る だ け な の で 、 差 を 効 率 よ く モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き な い
か ら で あ る 。 成 功 例 が 、 Wooら 、 Journal of Microbiology 35（ 1999） 23-30に よ っ て 開 示
さ れ て お り 、 彼 ら は 、 種 々 の レ プ ト ス ピ ラ 種 の DNAを 起 源 と す る 非 特 異 的 増 幅 産 物 か ら Lep
tospira biflexa株 を 識 別 す る た め に 、 Leptospira biflexaの 16S rDNA配 列 の 増 幅 、 そ の
後 に SybrGreen（ 登 録 商 標 ） Iを DNA結 合 色 素 と し て 使 用 し て 融 解 曲 線 分 析 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 、 プ ロ ー ブ ／ 標 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ッ ド の
融 解 温 度 が 決 定 さ れ る よ う な 方 法 で 使 用 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 Espyら 、 Journal 
of Clinical Microbiology 33（ 2000） 795-799は 、 単 純 ヘ ル ペ ス の 配 列 を 増 幅 し 、 そ の 後
に FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 使 用 し て 分 析 し て 、 HSV I遺 伝 子 型 と HSV II遺
伝 子 型 と を 区 別 す る こ と に よ る 、 単 純 ヘ ル ペ ス 感 染 の 診 断 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 国 際 公 開 番 号 WO01/48237は 、 種 々 の 病 原 性 の 種 を 検 出 す る た め に 増 幅 と 温 度 依
存 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と の 関 連 を 一 般 的 に 示 唆 し て い る 。 し か し 、 国 際 公 開 番 号 WO
01/48237は 、 病 原 性 生 物 の 排 他 的 な 検 出 が 可 能 で あ り 、 い か な る 非 病 原 性 生 物 も 検 出 し な
い 方 法 ま た は 条 件 に つ い て は 何 ら 教 示 し て は い な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 、 特 定 の 細 菌 種 の 生 体 外 で の 増 幅 、 そ の 後 の 上 記 細 菌 の 検 出 を 含 む 現 在 使 用 さ れ
て い る 方 法 は 、 至 急 診 断 す る こ と が 必 要 と さ れ る 場 合 、 た と え ば 、 ICUで は 有 用 で は な い
。 な ぜ な ら 、 各 々 の 細 菌 に つ い て 増 幅 反 応 と 検 出 反 応 と を 行 わ な け れ ば な ら な い か ら で あ
る 。 こ れ に は 、 多 量 の 試 料 体 積 、 た と え ば 、 血 液 を そ れ ぞ れ の 患 者 か ら 採 取 す る こ と が 必
要 で あ る 。 ICUで は 、 重 症 の 感 染 患 者 か ら 多 量 の 試 料 を 得 る こ と は で き な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 目 的 の 該 当 す る 病 原 性 生 物 を 検 出 す る た め に 特 に 適 用 で き る 方 法 を 提 供 す
る こ と が 、 当 該 分 野 で 必 要 と さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 全 て の 該 当 す る 病 原 性 グ ラ ム 陽 性
細 菌 を 検 出 す る こ と が で き る が 、 同 時 に 類 似 し て い る 非 病 原 性 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 は 検 出 し
な い 方 法 が 当 該 分 野 で 必 要 と さ れ て い る 。 特 に 、 ど の 病 原 性 の 属 お よ び ／ ま た は 種 が 試 料
中 に 存 在 す る の か を 決 定 す る こ と が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
発 明 の 簡 潔 な 説 明
　 上 記 で 開 示 さ れ た 課 題 は 、 本 出 願 に 開 示 さ れ 、 請 求 さ れ る 方 法 お よ び 化 合 物 に よ っ て 解
決 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ：
a） 少 な く と も 部 分 的 に 精 製 さ れ た 核 酸 を 含 む 臨 床 材 料 を 単 離 す る 工 程 、
b） 上 記 臨 床 材 料 を 、 以 下 の 工 程 を 含 む 少 な く と も 1回 の 増 幅 お よ び 検 出 に 供 す る 工 程 ：
　 ba） グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 が 属 す る 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー
プ か ら 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 少 な く と も 1セ ッ ト の 増 幅
プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 増 幅 工 程 、
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　 bb） 上 記 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ か ら 上 記 の 予 め 選 択 さ
れ た 核 酸 配 列 の 領 域 を 検 出 す る こ と が で き る 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試
薬 を 使 用 す る 検 出 工 程 で あ っ て 、
　 　 bba） 予 め 選 択 さ れ た 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ っ
て 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 上 記 サ ブ グ ル ー プ に 含 ま れ る 少 な く と も 1種 が 試 料
中 に 存 在 す る こ と の 指 標 で あ る 工 程 、 お よ び
　 　 bbb） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ っ て 、 上 記
温 度 依 存 性 が 、 上 記 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 ま た は 上 記 の 生 物 の サ ブ セ ッ ト の 少 な く と も 数
種 が 存 在 す る こ と の 指 標 で あ る 工 程
を 含 む 工 程 、
c） bb） の モ ニ タ リ ン グ 工 程 の 結 果 に 基 づ い て 上 記 生 物 ま た は 上 記 の 生 物 の サ ブ セ ッ ト を
同 定 す る 工 程
を 含 む 、 臨 床 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 ま た は 予 め 決 定 さ れ た 群 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性
細 菌 の メ ン バ ー で あ る 生 物 の サ ブ セ ッ ト の 同 定 の た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 に 開 示 さ れ た 方 法 を 行 う た め に 適 切 な 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 上 記 に 開 示 さ れ た 方 法 を 行 う た め に 適 切 な キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 病 原 性 感 染 の 診 断 に 特 に 適 切 な 方 法 お よ び 化 合 物 を 提 供 す
る 。 こ れ に 関 し て 、 患 者 が グ ラ ム 陽 性 細 菌 に よ る 感 染 を 有 し て い る と 疑 わ れ る 場 合 に は 、
本 発 明 は 、 上 記 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 生 物 の 種 を 決 定 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本
発 明 に よ る 新 規 の 方 法 は 、 特 に 、 LightCycler（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム の よ う な リ ア ル タ イ
ム PCR技 術 と 組 み 合 わ せ ら れ た 場 合 に 、 敗 血 症 を 引 き 起 こ す 感 染 性 因 子 の 迅 速 な 診 断 を 可
能 に す る 。 こ の よ う な 迅 速 な 診 断 は 多 く の 臨 床 環 境 に お い て 極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 一 般 に 、 臨 床 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 ま た は 病 原 性 グ ラ
ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 の メ ン バ ー で あ る 生 物 の 部 分 集 合 の 同 定 方 法 で あ っ て ：
a） 少 な く と も 部 分 的 に 精 製 さ れ た 核 酸 を 含 む 臨 床 材 料 を 単 離 す る 工 程 、
b） 　 ba） グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 が 属 す る 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ
ル ー プ か ら 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 少 な く と も 1セ ッ ト の
増 幅 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 増 幅 工 程 、
　 bb） 上 記 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ か ら 上 記 の 予 め 選 択 さ
れ た 核 酸 配 列 の 領 域 を 検 出 す る こ と が で き る 少 な く と も 1つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試
薬 を 使 用 す る 検 出 工 程 で あ っ て 、 上 記 検 出 工 程 bb） は 、
　 　 bba） 予 め 選 択 さ れ た 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ っ
て 、 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 上 記 サ ブ グ ル ー プ に 含 ま れ る 少 な く と も 1種 が 試 料
中 に 存 在 す る こ と の 指 標 で あ る 工 程 、 お よ び
　 　 bbb） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ っ て 、 上 記
温 度 依 存 性 が 、 少 な く と も 上 記 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 ま た は 上 記 の 生 物 の 部 分 集 合 の 種 の
存 在 の 指 標 で あ る 工 程 、
を 含 む 少 な く と も 1回 の 増 幅 お よ び 検 出 工 程 に 上 記 臨 床 試 料 を 供 す る 工 程
c） bb） の モ ニ タ リ ン グ 工 程 の 結 果 に 基 づ い て 上 記 生 物 ま た は 生 物 の 部 分 集 合 を 同 定 す る
工 程
を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 上 記 で 使 用 さ れ た 特 定 の 用 語 は 以 下 の よ う に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 生 物 の 同 定 」 は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 ま
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た は サ ブ グ ル ー プ に 含 ま れ る 種 の 中 の 特 定 の 種 ま た は 株 ま た は 分 離 株 が 試 料 中 に 存 在 す る
か ど う か を 決 定 す る た め の 方 法 を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。 同 定 に よ る 産 出 物 ま た は 同
定 の 結 果 は 、 種 ま た は 株 ま た は 分 離 株 の 名 称 で あ る 。 こ れ に よ り 、 続 い て 、 選 択 的 な 抗 生
物 質 で の 治 療 の 適 切 な 選 択 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 用 語 「 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 」 は 、 特 定 の 作 業 の た め の 目 的 で あ る
病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 か ら 構 成 さ れ る 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 を 記 載 す
る た め に 使 用 さ れ る 。 好 ま し く は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 は 、 所 定 の 臨 床 環
境 下 に お い て 臨 床 的 に 関 連 し て い る 全 て の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 群 で あ り 得 、 増 幅 さ れ
る そ れ ぞ れ の ゲ ノ ム 配 列 は 当 該 分 野 で 実 質 的 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 た と え ば 、 そ の よ う な 予 め 決 定 さ れ た 群 に は 、 2種 類 以 上 の 属 の 臨 床 的 に 関 連 し て い る
メ ン バ ー が 含 ま れ る 場 合 が あ る 。 あ る い は 、 特 定 の 属 の 全 て の 既 知 の 臨 床 的 に 関 連 し て い
る メ ン バ ー が 、 こ の よ う な 予 め 決 定 さ れ た 群 を 構 成 す る 場 合 も あ る 。 あ る い は 、 特 定 の 種
の 全 て の 既 知 の 臨 床 的 に 関 連 し て い る メ ン バ ー ま た は 株 ま た は 分 離 株 が 、 こ の よ う な 予 め
決 定 さ れ た 群 を 構 成 す る 場 合 も あ る 。 予 め 決 定 さ れ た 群 に は ま た 、 他 の 属 ま た は 種 に 由 来
す る 株 と 混 合 さ れ た 、 異 な る 属 の 分 類 学 上 複 数 の サ ブ グ ル ー プ が 含 ま れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 用 語 「 特 異 的 」 は 、 対 象 が 特 定 の 、 お よ び 定 義 さ れ た 結 果 に つ い て の み に 関 す る 、 対 象
の 特 徴 （ た と え ば 、 方 法 、 工 程 、 ま た は 試 薬 に お い て ） を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。 た
と え ば 、 特 定 の 種 の 検 出 の た め の 方 法 が 、 他 の 種 で は な く こ の 種 だ け が 検 出 さ れ る 場 合 に
特 異 的 で あ る と み な さ れ る 。 標 的 と の プ ロ ー ブ の 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 プ
ロ ー ブ と 標 的 と の 間 で の み 生 じ 、 他 の 核 酸 と の 間 で は 生 じ な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 文 脈 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 全 体 が 、 生 物 の 同 定 に 関 し て 実 質 的 に 特 異 的 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 予 め 決 定 さ れ た 群 ま た は サ ブ グ ル ー プ の メ ン バ ー で は な い 生 物 は 同 定 さ れ
な い こ と が 好 ま し い 。 な ぜ な ら 、 試 薬 を 用 い て 行 わ れ る 工 程 は 、 そ の 群 に は 属 さ な い 生 物
を 検 出 し な い よ う に 調 整 さ れ る か ら で あ る 。 こ の こ と は 、 方 法 中 の 一 つ 一 つ の 工 程 が 特 異
的 で あ る こ と を 必 ず し も 意 味 す る も の で は な い が 、 そ う で あ る こ と も あ り え る 。 た と え ば
、 増 幅 プ ラ イ マ ー が 同 定 さ れ る 生 物 に 特 異 的 で は な い よ う に 選 択 さ れ る （ そ の よ う な プ ラ
イ マ ー を 同 定 さ れ な い 生 物 の 核 酸 を 増 幅 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ） 場 合 に は 、 工
程 ba） は 特 異 的 で は な い 。 そ の 結 果 、 方 法 全 体 の 特 異 性 は 、 特 異 的 で あ る 検 出 工 程 、 た と
え ば 、 工 程 bbb） の 1つ 以 上 の 部 分 を 選 択 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 例 と し
て 、 本 発 明 に は 、 工 程 bba） で は 予 め 決 定 さ れ た 群 の メ ン バ ー の 核 酸 と の 、 さ ら に は 試 料
中 ま た は ／ お よ び 工 程 ba） で 増 幅 さ れ た 非 標 的 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 陽 性 の シ グ ナ ル が 生 じ る が 、 工 程 bbb） に お い て 温 度 依 存 性
を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 、 非 標 的 核 酸 の 実 体 と は 無 関 係 に 、 予 め 決 定 さ れ た 群 の メ ン
バ ー の 種 の 実 態 の み が 証 明 さ れ る 実 施 形 態 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 と 比 較 し た 主 な 利 点 と し て は 、 第 1に 、 本 発 明 に よ り 、 細 菌 属 ま
た は 種 の 病 原 性 の メ ン バ ー の 選 択 的 な 同 定 が 可 能 に な り 、 一 方 、 上 記 属 ま た は 上 記 種 の 他
の 既 知 の 非 病 原 性 の メ ン バ ー は 同 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 文 脈 に お い て は 、 分 析 さ れ る 臨 床 材 料 が 新 規 の わ ず か に 異 な る 標 的 配 列 を 有 し て い る
新 規 の こ れ ま で に は 知 ら れ て い な い 株 を 含 む 場 合 に は 、 本 発 明 の 新 規 の 方 法 に よ り 、 擬 陽
性 ま た は 擬 陰 性 の い ず れ か の 結 果 を 時 お り 生 じ る こ と に 注 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 未 知
の 非 病 原 性 生 物 が 増 幅 さ れ 、 検 出 さ れ る 場 合 に は 、 工 程 bba） の 結 果 が 擬 陽 性 に な る 。 さ
ら に こ の 場 合 に は 、 擬 陽 性 の 結 果 は 請 求 さ れ る 方 法 の 工 程 bbb） で 、 す な わ ち 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ ー す る 間 に 検 出 さ れ 得 る 。 こ の 場 合 、 既 知 の 病 原 性
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生 物 の 温 度 依 存 性 と 工 程 bbb） の 温 度 依 存 性 と の 比 較 は 、 生 物 が 予 め 決 定 さ れ た 群 の 種 に
は 属 さ な い こ と 、 す な わ ち 、 工 程 c） の 結 果 が 陰 性 で あ る こ と を 示 す 。 未 知 の 病 原 性 生 物
が 増 幅 も 検 出 も さ れ な い 場 合 は 、 結 果 は 擬 陰 性 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ま で に 本 発 明 者 ら に
よ っ て 行 わ れ た 臨 床 分 離 株 に つ い て の 全 て の 研 究 に よ れ ば 、 こ れ ら の 場 合 は 非 常 に 稀 で あ
り 、 加 え て 、 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 他 の 類 似 の 方 法 に よ っ て 回 避 す る こ と も で き な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 用 語 「 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ 」 は 、 病 原 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ
た 群 の 一 部 ま た は 全 体 を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。 好 ま し く は 、 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ
ル ー プ は 、 全 て の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の ご く 小 さ い 部 分 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 主
に 病 院 に お い て 発 生 す る 細 菌 で あ る 。 群 お よ び サ ブ グ ル ー プ の メ ン バ ー は 1つ の 属 か ら 選
択 す る こ と が で き る が 、 異 な る 属 か ら 選 択 す る こ と も で き る 。 予 め 決 定 さ れ た 群 が 全 て の
病 原 性 お よ び 臨 床 的 に 関 連 し て い る 属 の メ ン バ ー に よ っ て 示 さ れ る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ の サ
ブ グ ル ー プ に は 特 定 の 種 の 全 て の そ れ ぞ れ の 病 原 性 メ ン バ ー が 含 ま れ る 場 合 が あ る 。 同 様
に 、 上 記 の 予 め 決 定 さ れ た 群 が 特 定 の 種 の 全 て の 臨 床 的 に 関 連 し て い る メ ン バ ー か ら 構 成
さ れ る 場 合 に は 、 サ ブ グ ル ー プ が 特 異 的 な 株 の 全 て の メ ン バ ー か ら 構 成 さ れ る 場 合 も あ る
。 1つ の 非 常 に 好 ま し い サ ブ グ ル ー プ は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） 、 肺
炎 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus preumoniae） 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ シ ウ ム （ Enteroco
ccus faecium） 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ カ リ ス （ Enterococcus faecalis） 、 表 皮 ブ
ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus epidermidis） 、 お よ び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus hae
molyticus） の 種 お よ び 株 か ら 構 成 さ れ る （ I群 と 呼 ぶ ） 。 別 の 好 ま し い サ ブ グ ル ー プ は 、
黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） と 全 て の コ ア グ ラ ー ゼ 陰 性 ブ ド ウ 球 菌 か ら 構
成 さ れ る 。 別 の 好 ま し い サ ブ グ ル ー プ は 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ シ ウ ム （ Enterococc
us faecium） 、 と エ ン テ ロ コ ッ カ ス フ ァ エ カ リ ス （ Enterococcus faecalis） か ら 構 成 さ
れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 増 幅 お よ び 検 出 反 応 」 は 、 核 酸 配 列 の プ ー ル か ら 1種 以 上 の 標 的 配 列 を 増 幅 す る
た め の 1以 上 の 「 増 幅 工 程 」 と 、 増 幅 産 物 の 実 体 を 明 ら か に す る た め の 1以 上 の 「 検 出 工 程
」 と を 含 む 、 任 意 の 種 類 の イ ン ビ ト ロ で の 方 法 を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 増 幅 工 程 」 は 、 DNAを 含 む 試 料 か ら の 核 酸 の 増 幅 反 応 の た め の 正 方 向 プ ラ イ マ ー
と 逆 方 向 プ ラ イ マ ー と を 使 用 し て 、 標 的 配 列 （ も し 臨 床 材 料 中 に 存 在 す る 場 合 に は ） を 増
幅 す る 1の 反 応 ま た は 一 連 の 反 応 を 意 味 す る も の と す る 。 上 記 増 幅 工 程 の 特 異 性 は 、 選 択
さ れ た 群 に 依 存 し 、 そ し て 使 用 す る プ ラ イ マ ー の 特 異 性 に よ っ て 支 配 さ れ る 。 好 ま し く は
、 増 幅 は 、 熱 安 定 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 す る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ っ て 得
ら れ る 。 1つ の 実 施 形 態 で は 、 増 幅 は 通 常 、 細 菌 に つ い て 特 異 的 で あ る ； す な わ ち 、 ウ イ
ル ス は 実 質 的 な 量 に は 増 幅 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 増 幅 工 程 は 、 サ ブ グ ル ー プ の メ ン バ ー に つ い て 特 異 的 で あ る 。 好 ま し い 実
施 形 態 で は 、 増 幅 は 、 同 定 さ れ る 種 が 属 し て い る 属 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 用 語 「 検 出 工 程 」 は 、 標 的 核 酸 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 と
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 増 幅 産 物 が 検 出 さ れ る こ と を 意 味 す る も の と す る 。 増
幅 お よ び 検 出 は 、 必 ず し も 別 々 で あ る 必 要 は な く 、 連 続 し て 行 わ れ る 必 要 も な く 、 同 時 に
行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 用 語 「 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 」 は 、 増 幅 さ れ 、 検 出 さ れ る こ と が 意 図 さ れ る 全
て の 生 物 の DNA中 に 存 在 す る 明 確 な 標 的 核 酸 の 領 域 を 意 味 す る も の と す る 。 実 施 形 態 に よ
っ て は 、 種 々 の 生 物 の 配 列 の 間 に い く つ か の 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン が 存 在 す る 場 合 が あ る
。 言 い 換 え る と 、 増 幅 さ れ る も の は 、 常 に 、 そ れ ぞ れ の 生 物 の 同 じ 遺 伝 子 ま た は 同 じ 相 同
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配 列 で あ る 。 こ の よ う な 領 域 の 一 例 は 、 16S/23S rDNAス ペ ー サ ー 領 域 、 す な わ ち 、 16S rR
NAと 23S rRNAを コ ー ド す る 配 列 の 間 の 領 域 、 ま た は そ れ ら の 一 部 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く
は 、 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 に は 、 増 幅 さ れ る 生 物 の 16S/23Sス ペ ー サ ー 領 域 に 由
来 す る 少 な く と も 20、 な お さ ら に 好 ま し く は 40を 超 え る 連 続 す る 核 酸 塩 基 の 部 分 が 含 ま れ
る 。 こ の 領 域 に は 、 進 化 の 過 程 で 保 存 さ れ て き た 、 さ ら に は 超 可 変 の 配 列 が 含 ま れ る 。 こ
れ に よ り 、 属 お よ び 種 特 異 的 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 両 方 を 自 由 に 設 計 す る こ と が で
き る 。 こ の 領 域 は 、 核 酸 上 の プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 に よ っ て 定 義 さ れ る 領 域 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 用 語 「 病 原 性 」 は 、 ヒ ト が 細 菌 に 感 染 し た 場 合 に 、 細 菌 が ヒ ト の 健 康 状 態 に 影 響 を 与 え
得 る こ と を 意 味 し て い る 。 本 発 明 の 趣 旨 は 、 敗 血 症 を 引 き 起 こ す 細 菌 の 同 定 に 関 係 し て い
る 。 こ の 場 合 に お い て は 、 予 め 決 定 さ れ た 群 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト 」 は 、 当 然 、 少 な く と も 2つ の （ 伸 張 可 能 な ） オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 す な わ ち 、 標 的 核 酸 の 第 一 鎖 に 結 合 す る 少
な く と も 1つ の （ 正 方 向 ） プ ラ イ マ ー と 、 増 幅 さ れ る 標 的 配 列 の 反 対 方 向 の 鎖 に 結 合 す る
少 な く と も 1つ の 第 2（ 逆 方 向 ） プ ラ イ マ ー を 意 味 す る も の と す る 。 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー の
位 置 は 、 そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー の 温 度 依 存 性 の 伸 張 に よ り 、 も う 一 方 の プ ラ イ マ ー が ハ イ
ブ リ ダ イ ズ で き る プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 む 伸 張 産 物 を 生 じ る よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ほ と ん ど の 場 合 は 、 1つ の 正 方 向 プ ラ イ マ ー と 1つ の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー か ら 構 成 さ れ る 2
つ の 増 幅 プ ラ イ マ ー の 対 を 使 用 す る こ と で 十 分 で あ る 。 し か し 、 時 と し て 、 同 定 さ れ る 種
々 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 種 々 の 配 列 の プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 の 配 列 中 に い く つ か の 小 さ
な 配 列 の 変 異 が 存 在 す る 場 合 も あ る 。 し た が っ て 、 1つ の 正 方 向 プ ラ イ マ ー と 1つ の 逆 方 向
プ ラ イ マ ー を 使 用 す る だ け で は 全 て の メ ン バ ー の 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き な い 場 合 が あ
る 。 そ の よ う な 場 合 に は 、 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト は 、 1つ 、 2つ 、 も し く は そ れ 以 上 の 正
方 向 プ ラ イ マ ー 、 お よ び ／ ま た は 1、 2、 も し く は そ れ 以 上 の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー か ら 構 成 さ
れ る 場 合 が あ る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 類 似 し て お り 、 相 同 配 列 に 結 合 す る が 、 1つ 、 2つ
、 3つ 、 ま た は い く つ か の 1ヌ ク レ オ チ ド － 、 2ヌ ク レ オ チ ド － 、 ま た は 3ヌ ク レ オ チ ド の 置
換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 に よ っ て 互 い に 異 な る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 種 々 の 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 2つ 、 3つ 、 ま た
は 複 数 の セ ッ ト の 増 幅 プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 場 合 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 こ の
場 合 に は 、 上 記 の 種 々 の 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 は 、 配 列 に 関 し て 必 ず し も 互 い に 関 係 し
て い る 必 要 は な い 。 さ ら に 、 種 々 の 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 が 少 な く と も 部 分 的 に
ま た は ほ と ん ど 完 全 に 重 複 し て い る 場 合 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 一 般 的 に は 、 増 幅 プ ラ イ マ ー の 設 計 は 、 増 幅 さ れ る 病 原 性 細 菌 の 予 め 選 択 さ れ た 標 的 核
酸 配 列 の 領 域 に 関 し て 入 手 す る こ と が で き る 配 列 情 報 、 な ら び に 、 増 幅 さ れ て は な ら な い
グ ラ ム 陽 性 細 菌 お よ び グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 相 同 配 列 に 関 し て 入 手 す る こ と が で き る 配 列 情 報
に 基 づ い て 行 う こ と が で き る 。 よ り 正 確 に は 、 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト （ 単 数 ま た は 複 数
） は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 選 択 さ れ た 予 め 決 定 さ れ た 群 の 全 て の 標 的 核 酸 配 列 に 関 す
る 相 補 性 が 最 大 と な り 、 一 方 、 全 て の 他 の 選 択 さ れ て い な い グ ラ ム 陽 性 細 菌 お よ び グ ラ ム
陰 性 細 菌 、 す な わ ち 、 予 め 決 定 さ れ た 群 に は 属 さ な い か ま た は 病 原 性 で は な い 細 菌 、 な ら
び に 真 菌 の 核 酸 配 列 に 関 す る 配 列 相 補 性 が 最 小 と な る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 」 は 、 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 の 領 域 内 で の 工 程 bb
） の 増 幅 の 産 物 、 す な わ ち 、 ア ン プ リ コ ン （ 単 数 ま た は 複 数 ） の 少 な く と も 一 つ の 鎖 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ で き る 試 薬 を 記 載 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 試 薬 に は 、 1つ 以 上 の プ ロ ー
ブ が 含 ま れ 、 こ れ は 、 一 本 鎖 で あ る か 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 一 本 鎖 に さ
れ る こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 こ の 試 薬 は 、 通 常 、 二 本 鎖 の 増 幅 さ れ た 標 的 核 酸 の 一
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つ の 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 1つ ま た は 2つ の 核 酸 を 含 む 、 一 本 鎖 の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ シ ス テ ム で あ る 。 検 出 形 式 の 型 に よ っ て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試
薬 が 検 出 可 能 な 部 分 で 適 切 に 標 識 さ れ て い る 場 合 が ほ と ん ど の 場 合 に お い て 有 利 で あ り 、
そ の 結 果 、 上 記 標 識 の 検 出 に よ り 、 ア ン プ リ コ ン ／ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の ハ イ ブ
リ ッ ド を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 市
販 さ れ て い る リ ア ル タ イ ム PCR装 置 で 検 出 で き る よ う に 、 蛍 光 部 分 で 標 識 さ れ る 。 こ の た
め に 有 用 な 試 薬 は 、 増 幅 さ れ た DNAの 検 出 の た め の 種 々 の 形 式 を 記 載 し て い る 上 記 の 文 献
に お い て 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 は 、 簡 単 な 場 合 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で も よ
い 。 た と え ば 、 分 子 ビ ー コ ン 形 式 （ 米 国 特 許 第 5,118,801号 ） を 用 い て も よ い 。 あ る い は
、 適 切 な 一 本 鎖 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る （ 国 際 公 開 番 号 WO02
/14555） こ れ ら の 参 考 文 献 は 、 試 薬 お よ び 検 出 プ ロ セ ス に 関 す る そ れ ら の 内 容 を 組 み 入 れ
る た め に 引 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 は 、 上 記 に 開 示 さ れ て い る よ う な （ 国
際 公 開 番 号 WO97/46707； 同 WO97/46712； 同 WO97/46714） FRET-Hybprobe検 出 形 式 に 従 っ て
そ れ ら が 互 い に 作 用 す る こ と が で き る よ う に 適 切 に 標 識 さ れ た 、 2つ の 隣 接 し て ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 さ ら に 、 本 文 脈 に お い て は 、 用 語 「 FRET対 」 は 、 FRETプ ロ セ ス を 作 成 す る よ う に と も に
作 用 す る 蛍 光 標 識 の 対 と し て 定 義 さ れ る 。 す な わ ち 、 こ れ は FRETド ナ ー 部 分 と FRETア ク セ
プ タ ー 部 分 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト の 設 計 と 同 様 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 ま た は 複 数 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の 設 計 も ま た 、 増 幅 さ れ 検 出 さ れ る 予 め 選 択 さ れ た 標 的 核 酸 配
列 に 関 し て 入 手 す る こ と が で き る 全 て の 配 列 情 報 、 な ら び に 、 検 出 さ れ る べ き で な い 病 原
性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 相 同 配 列 に 関 し て 入 手 す る こ と が で き る 全 て の 配 列 情 報 に 基 づ い て 行
う こ と が で き る 。 よ り 正 確 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 （ 単 数 ま た は 複 数 ） の 配 列
は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 選 択 さ れ た 予 め 決 定 さ れ た 群 の 全 て の 標 的 核 酸 配 列 に 関 す る
配 列 相 補 性 が 最 大 と な り 、 一 方 、 全 て の 他 の 選 択 さ れ て い な い グ ラ ム 陽 性 細 菌 ま た は グ ラ
ム 陰 性 細 菌 の 全 て の 相 同 核 酸 配 列 に 関 す る 配 列 相 補 性 が 最 小 と な る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の 設 計 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存
性 を モ ニ タ ー す る こ と に 基 づ い て い く つ か の 標 的 配 列 の バ リ エ ー シ ョ ン を 識 別 す る こ と が
可 能 で あ る こ と を 考 慮 す る 必 要 が あ る 。 本 発 明 に は 、 種 々 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 を 起 源
と す る 種 々 の 標 的 配 列 変 異 体 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン の た め の 種 々 の 融 解 温 度 が 必 要 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 試 薬 の 配 列 は 、 種 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 ／ 標 的 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド の 計 算 さ
れ た 融 解 温 度 （ 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 計 算 さ れ る ） が 、 互 い に 少 な く と も 2℃ 、
好 ま し く は 4℃ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 6℃ 異 な る よ う に 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま と め る と 、 本 発 明 は 、 特 定 の 予 め 決 定 さ れ た 群 に 属 し て い る 特 定 の サ ブ グ ル ー プ の 属
の 全 て の 病 原 性 の メ ン バ ー を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 サ ブ グ ル ー プ 、 好 ま し く は 、 属
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の 設 計 の 可 能 性 を 提 供 す る 。 あ る い は 、 特 定 の 予 め 決
定 さ れ た 群 に 属 し て い る 特 定 の 種 の 全 て の 病 原 性 株 の 検 出 が 可 能 で あ る 、 種 ま た は 株 特 異
的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 を 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ ー す る こ と 」 は 、 当 然 、 ハ イ ブ リ
ッ ド の 解 離 と と も に 変 化 し 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 解 離 に 依 存 す る 反 応 混 合 物 の 性 質 が 、 意 図 さ
れ る ア ッ セ イ の 正 確 性 の た め に 必 要 と さ れ る 一 定 の 期 間 ま た は 間 隔 で モ ニ タ ー さ れ る こ と
を 意 味 す る も の と す る 。 通 常 、 標 識 プ ロ ー ブ を 使 用 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ
と 組 み 合 わ せ て 、 こ の 性 質 は 、 プ ロ ー ブ 上 の 標 識 に よ っ て 影 響 を う け る シ グ ナ ル で あ り 、
ア ン プ リ コ ン ／ 標 的 に 対 す る プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 際 に 変 化 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 文 脈 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 （ Tm） は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 対 温 度
シ グ ナ ル の プ ロ ッ ト の 一 次 導 関 数 が 最 大 に 達 す る 温 度 と し て 定 義 さ れ る 。 Tmは 、 鎖 の 相 補
性 に よ っ て 変 化 す る ハ イ ブ リ ッ ド の 性 質 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 で は 、 プ ロ ー ブ （ 単 数 ま た は 複 数 ） の ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 、 好 ま し く は 、 使 用 さ
れ る プ ラ イ マ ー の 融 解 温 度 よ り も 低 い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 性 質 の 変 化 は 、 特 に 、 そ れ ぞ れ の ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 で 、 ま た は そ の 周 辺 で 生 じ る
。 融 解 温 度 は 、 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 と 、 試 薬 が 結 合 す る そ れ ぞ れ の 標 的 上
の 対 応 す る 領 域 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 プ ロ ー ブ が
標 的 核 酸 ／ ア ン プ リ コ ン と と も に 形 成 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 か ら 解 離 す る
融 解 温 度 が 決 定 さ れ る 。 こ の 文 脈 で は 、 融 解 温 度 （ Tm） が 実 際 の 標 的 核 酸 配 列 自 体 と は 無
関 係 に い く つ か の 要 因 、 た と え ば 、 塩 濃 度 、 プ ロ ー ブ の 長 さ お よ び GC含 量 に よ っ て 変 化 す
る こ と に 注 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 な お さ ら に 、 融 解 温 度 は 不 適 合 の 数 、 す な わ ち 、 プ
ロ ー ブ と 標 的 配 列 と の 間 の 相 補 性 の 程 度 に 強 く 依 存 す る 。 結 果 と し て 、 種 々 の 融 解 温 度 が
、 異 な る 種 の 異 な る 株 、 ま た は 異 な る 属 の 異 な る 種 に お い て 見 ら れ る 標 的 配 列 に つ い て 得
ら れ る 。 結 果 と し て 、 適 切 な プ ロ ー ブ の 設 計 を 用 い る こ と に よ り 、 1つ の 型 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 （ た と え ば 、 1つ の プ ロ ー ブ ） を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存
性 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 予 め 選 択 さ れ た 生 物 の 群 の 全 て の メ ン バ ー の 検 出 、 お よ び
上 記 メ ン バ ー の 識 別 の 両 方 に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 第 1の グ ラ ム 陽 性 病 原 性
生 物 （ た と え ば 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ シ ウ ム （ Enterococcus faecium） ） の 標 的 領
域 の 配 列 に 対 し て 相 補 性 を 有 す る が 、 第 2の グ ラ ム 陽 性 病 原 性 細 菌 （ た と え ば 、 エ ン テ ロ
コ ッ カ ス ・ フ ァ エ カ リ ス （ Enterococcus faecalis） ） の 標 的 領 域 の 配 列 と は わ ず か に 異
な る （ た と え ば １ ま た は ２ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で ） プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 用 語 「 上 記 サ ブ グ ル ー プ に 含 ま れ る 少 な く と も 1種 に つ い て の 指 標 で あ る 」 ま た は 「 上
記 属 に 含 ま れ る 少 な く と も 1種 に つ い て の 指 標 で あ る 」 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ
ナ ル が 工 程 bba） で 生 じ た 場 合 に 、 上 記 サ ブ グ ル ー プ ま た は 上 記 の 特 定 の 属 の 病 原 性 生 物
が 、 そ れ ぞ れ 、 患 者 か ら 回 収 さ れ た 試 料 中 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る こ と を 工 程 c） に お い
て 結 論 付 け る こ と が で き る こ と を 意 味 す る も の と す る 。 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト （ 単 数 ま
た は 複 数 ） の 設 計 （ た と え ば 、 配 列 ） に よ っ て 、 さ ら に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬
（ 単 数 ま た は 複 数 ） の 設 計 に よ っ て は 、 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の シ グ ナ ル か
ら 得 ら れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル が 、 さ ら に 、 検 出 さ れ る 病 原 性 生 物 の 種 に つ
い て の 指 標 で あ る 場 合 も あ る 。 好 ま し く は 、 工 程 bba） に よ っ て 決 定 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル は 、 予 め 決 定 さ れ た 群 の メ ン バ ー の 1つ の 存 在 に つ い て の 疑 い の な い
指 標 で あ る が 、 ど の メ ン バ ー が 存 在 す る の か を 知 る こ と を 、 必 ず し も 直 接 可 能 に す る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 用 語 「 少 な く と も 複 数 の 種 に つ い て の 指 標 で あ る 」 は 、 工 程 bbb） で モ ニ タ ー さ れ た ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 の モ ニ タ リ ン グ の 結 果 に 基 づ い て 、 ど の 病 原 性 の 種 が
臨 床 試 料 中 に 存 在 す る か を 、 工 程 c） に お い て 疑 い な く 結 論 付 け る こ と が で き る こ と を 意
味 す る も の と す る 。 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト （ 単 数 ま た は 複 数 ） の 設 計 お よ び ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 （ 単 数 ま た は 複 数 ） の 設 計 に 応 じ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依
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存 性 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ が 、 そ れ ぞ れ の 病 原 性 生 物 の 種 、 ま た さ
ら に は 特 定 の 株 の 実 体 に つ い て の 指 標 と な る 。 試 料 が 標 的 配 列 と 類 似 し て い る か ま た は そ
れ と 同 一 で あ る 非 標 的 配 列 を 含 み 得 る 場 合 で あ っ て も 、 こ れ ら は 増 幅 さ れ な い 。 な ぜ な ら
、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー は 非 標 的 領 域 を 増 幅 す る に は 適 切 で は な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 用 語 「 生 物 の サ ブ セ ッ ト 」 は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 お よ び 予 め 決
定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ の 全 て の メ ン バ ー で あ る 種 の 、 予 め 決 定 さ れ た コ レ ク シ ョ ン を 記 載
す る た め に 使 用 さ れ る 。 た い て い は 、 こ れ ら の 生 物 は 1つ の 属 に 属 し て い る 。 こ の よ う な
群 の 一 例 は 、 コ ア グ ラ ー ゼ 陰 性 ブ ド ウ 球 菌 （ CoNS） の 群 で あ り 、 こ れ に は 、 表 皮 ブ ド ウ 球
菌 （ Staphylococcus epidermidis） お よ び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus haemolyticu
s） 、 ま た は ビ リ ダ ン ス 型 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus viridans） の 群 （ こ れ に は 、 緑 色 連
鎖 球 菌 （ Streptococcus mitis） 、 ミ ュ ー タ ン ス 菌 （ Streptococcus mutans） 、 お よ び ル
ー メ ン 常 在 乳 酸 菌 （ Streptococcus bovis） が 含 ま れ る ） が 含 ま れ る 。 サ ブ セ ッ ト に は 好
ま し く は 、 10未 満 、 よ り 好 ま し く は 7未 満 の 種 が 含 ま れ る 。 上 記 サ ブ セ ッ ト 中 に 存 在 す る
生 物 の 存 在 を 同 定 す る 場 合 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 上 記 サ ブ セ ッ ト の ど の 種 が 臨 床
試 料 中 に 含 ま れ て い る か と い う 結 果 を 必 ず し も 提 供 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま と め る と 、 本 発 明 は 、 プ ラ イ マ ー 対 の 1つ ま た は い く つ か の 適 切 な セ ッ ト を 使 用 す る
最 初 の 増 幅 工 程 に お い て 、 目 的 の 全 て の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 配 列 が 増 幅 さ れ 、 続 い て
、 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 に よ っ て 検 出 さ れ る 、 グ ラ ム 陽 性 病 原 性 細 菌 の 同 定
の た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 適 切 な プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 設 計 の お か げ で 、 非 病 原
性 の グ ラ ム 陽 性 細 菌 ま た は 他 の 微 生 物 の 配 列 は 増 幅 さ れ な い か 、 ま た は 検 出 さ れ な い か 、
ま た は 増 幅 さ れ る が 検 出 さ れ な い か の い ず れ か で あ る 。 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試
薬 を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る 場 合 に は 、 こ れ は 、 少 な く と も グ ラ ム 陽 性 感
染 性 病 原 菌 の サ ブ グ ル ー プ ま た は 属 に つ い て の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 続 い て 、 温 度 依 存 性 の 蛍 光 の モ ニ タ ー が 、 た と え ば 、 試 料 の 温 度 を 連 続 的 に 上 昇 さ せ 、
標 的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 と の 間 で 融 解 が 生 じ る 温 度 を 決 定 す る 形 式 で 行 わ
れ る 。 そ の 結 果 、 モ ニ タ ー さ れ た 融 解 温 度 は 、 少 な く と も 複 数 の 種 に つ い て の 指 標 と な る
か 、 ま た さ ら に は 、 も と の 試 料 中 に 存 在 し て い る そ れ ぞ れ の 病 原 体 の 亜 種 ま た は 株 に つ い
て の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 通 常 、 新 規 の 方 法 は 、 患 者 が グ ラ ム 陽 性 病 原 性 細 菌 に よ る 感 染 に 罹 患 し て い る こ と が 予
め 示 さ れ て い る が 、 そ の 病 原 菌 の 正 確 な 実 体 が ま だ わ か っ て い な い 状 況 に 特 に 適 用 す る こ
と が で き 、 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 請 求 さ れ る 方 法 の 種 々 の 工 程 の 定 義 と は 無 関 係 に 、 工 程 a） 、 b） 、 お よ び c） は 好 ま し
く は 、 順 に 連 続 し て 行 わ れ 、 第 1の 工 程 が 工 程 a） で あ り 、 第 2の 工 程 が 工 程 b） で あ り 、 第
3の 工 程 が 工 程 c） で あ る 。 さ ら な る 工 程 を 、 こ れ ら の 工 程 の 前 、 そ れ ら の 間 、 お よ び 後 に
行 う こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 出 発 材 料 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 を 含 む と 疑 わ れ る 臨 床 試 料 で あ る 。 こ の よ
う な 臨 床 試 料 の 例 は 、 全 血 、 血 清 、 お よ び 脳 脊 髄 液 で あ る 。 出 発 材 料 は ヒ ト に 起 源 す る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 工 程 a） は 常 に 最 初 に 行 わ れ 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に し た が っ て 行 う こ と が で き る 。
本 明 細 書 で は 、 「 臨 床 材 料 」 は 、 好 ま し く は 、 核 酸 を 含 有 し て い る 臨 床 試 料 に 由 来 す る 試
料 、 好 ま し く は 、 流 体 と 理 解 さ れ 、 こ れ は 同 定 が 行 わ れ る 生 物 の 核 酸 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 感 染 の 検 出 の た め に 十 分 な 感 度 を 得 る た め に は 、 本 発 明 の 方 法 に は 、 も と も と の 試 料 か
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ら 核 酸 を 少 な く と も 部 分 的 に 精 製 す る こ と が 必 要 で あ る 。 単 離 さ れ る 核 酸 は RNAま た は DNA
ま た は そ れ ら の 混 合 物 の い ず れ か で あ り 得 る 。 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 実 施 形 態 は 病 原 性 生
物 の 最 終 的 な 同 定 に 細 菌 DNAを 使 用 す る の で 、 臨 床 材 料 が RNAを 含 む こ と は 必 要 で は な い 。
し た が っ て 、 臨 床 試 料 か ら RNAを 部 分 的 に 、 ま た は さ ら に 完 全 に 単 離 す る 必 要 は な い 。 陽
性 対 照 を 用 い て シ グ ナ ル を 入 手 す る こ と が 必 要 で あ る 場 合 に は 、 臨 床 試 料 か ら の DNAの 単
離 で 十 分 で あ り 完 璧 で あ る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 核 酸 は 、 も と も と の 試 料 中 に 存 在 し て い る タ ン パ ク 質 、 糖 、 お よ び 塩 と は
分 離 さ れ る 。 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 精 製 方 法 を 、 本 発 明 の 状 況 に お い て 使 用 す る こ と が
で き る 。 好 ま し く は 、 臨 床 試 料 の 他 の 成 分 か ら の 分 析 さ れ る 全 DNAの 本 質 的 に 完 全 な 精 製
を 生 じ る 方 法 が 適 用 さ れ る 。 少 な く と も 、 精 製 は 、 さ ら に 実 質 的 に 希 釈 す る こ と な く 、 試
料 の ア リ コ ー ト 中 の 核 酸 配 列 を PCRの よ う な 生 体 外 で の 増 幅 に お い て う ま く 増 幅 す る こ と
が で き る 程 度 に ま で 行 わ れ る べ き で あ る 。 精 製 に お い て は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ を 実 質 的 に 阻 害
す る あ ら ゆ る 化 合 物 が 核 酸 か ら 除 去 さ れ る 。 特 に 有 用 な 核 酸 の 単 離 方 法 は 、 国 際 公 開 番 号
WO96/41811に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 工 程 a） の 結 果 物 は 、 通 常 は 、 も と も と の 臨 床 試 料 に 由 来 す る 核 酸 と 、 さ ら に 、 緩 衝 液
の よ う な 単 離 工 程 の 間 に 添 加 さ れ た さ ら な る 試 薬 を 含 む 流 体 で あ る 。 工 程 b） で は 、 臨 床
試 料 ま た は そ の 一 部 が 1回 以 上 の 増 幅 反 応 に 供 さ れ る 。 増 幅 お よ び 検 出 反 応 に は 、 1回 以 上
の 工 程 が 含 ま れ 得 る 。 増 幅 反 応 お よ び 検 出 反 応 の い ず れ も が 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 増 幅
は 、 生 体 外 で の 方 法 、 好 ま し く は PCR（ 欧 州 特 許 第 0201184号 ） を 使 用 し て 行 わ れ る 。 以 下
で は PCRに つ い て 言 及 す る が 、 他 の 生 体 外 で の 方 法 も ま た 適 切 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。
増 幅 反 応 の 結 果 は 、 一 方 の プ ラ イ マ ー の 5'末 端 位 置 か ら 他 方 の プ ラ イ マ ー の 5'末 端 位 置 に
ま で 達 す る 配 列 を 大 部 分 が 有 し て い る 、 多 量 の 上 記 プ ラ イ マ ー の 伸 張 産 物 の 生 産 で あ る 。
生 産 さ れ た こ れ ら の 核 酸 は 、 通 常 「 ア ン プ リ コ ン 」 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 臨 床 材 料 中 に 存 在 し て い る 可 能 性 が あ る 阻 害 性 の 残 留 成 分 に よ る 擬 陰 性 の 結 果 を 回 避 す
る た め 、 お よ び 定 量 の 目 的 の た め に は 、 内 部 対 照 の 鋳 型 を 加 え れ ば 特 に 効 果 的 で あ る こ と
が 証 明 さ れ て い る 。 通 常 は 、 上 記 の 対 照 鋳 型 は 、 検 出 さ れ る 標 的 核 酸 配 列 の 増 幅 に 使 用 さ
れ る 増 幅 プ ラ イ マ ー の 少 な く と も 1つ の セ ッ ト に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 有 し て い
る 既 知 の 配 列 を 含 む 。 結 果 と し て 、 上 記 増 幅 プ ラ イ マ ー の セ ッ ト は 対 照 鋳 型 の 上 記 の 選 択
さ れ た 配 列 の 増 幅 を プ ラ イ ミ ン グ す る こ と が で き る 。 特 に 定 量 に つ い て の 内 部 標 準 の 使 用
の 詳 細 は 、 欧 州 特 許 第 0497784号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 が 、 10か ら 100μ lの 間 の 容 量 の 臨 床 材 料 の ア リ コ ー ト を 使 用 し て 行 わ れ る
場 合 が 効 果 的 で あ る と 証 明 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 全 血 ま た は 血 清 の
よ う な 臨 床 試 料 が ご く 少 量 し か 入 手 で き な い 場 合 に も 、 十 分 な 感 度 を も っ て 行 う こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 な お 、 最 後 に 、 本 発 明 の 方 法 ま た は 当 該 分 野 で 公 知 の 任 意 の 他 の 方 法 の 結 果 は 、 臨 床 材
料 中 に 存 在 す る ヒ ト の ゲ ノ ム DNAの 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に よ っ て 影 響 を 受 け る 場 合 が あ
る 。 こ の 場 合 は 、 国 際 公 開 番 号 WO01/94634に 記 載 さ れ て い る 予 備 増 幅 工 程 を 行 う こ と が で
き る 。 こ の 工 程 は 、 ヒ ト 以 外 の DNA配 列 が 選 択 的 に 増 幅 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 工 程 b） に つ い て は 、 異 成 分 を 含 ま な い （ heterogenous） 実 施 形 態 ま た は 異 成 分 を 含 む
（ homogenous） 実 施 形 態 の い ず れ の 可 能 性 も 存 在 す る 。 異 成 分 を 含 ま な い 実 施 形 態 で は 、
工 程 ba） に 必 要 な 試 薬 が 最 初 に 添 加 さ れ 、 増 幅 工 程 ba） が 最 初 に 行 わ れ る 。 続 い て 、 必 要
に 応 じ て 別 の 検 出 試 薬 が 補 充 さ れ て 、 工 程 bb） が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 異 成 分 を 含 ま な い 実 施 形 態 よ り も さ ら に 好 ま し い 異 成 分 を 含 む 実 施 形 態 で は 、 増 幅 工 程
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と 検 出 工 程 の 両 方 の 試 薬 が 、 増 幅 工 程 ba） の 開 始 前 に 試 料 に 添 加 さ れ る 。 場 合 に よ っ て は
、 工 程 ba） と 工 程 bba） が 同 時 に 行 わ れ る 、 す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の モ ニ タ
ー が 増 幅 の 間 に 、 PCRの 場 合 に は 、 数 回 の 温 度 循 環 の 間 、 ま た は 数 回 の 熱 サ イ ク ル の そ れ
ぞ れ を 行 っ た 後 、 ま た は 数 回 の 熱 サ イ ク ル の 後 に 一 度 、 行 わ れ る 場 合 も あ る 。 こ の 場 合 、
好 ま し く は 、 上 記 の 工 程 bba） の 予 め 選 択 さ れ る 温 度 は 、 通 常 は PCRの 温 度 循 環 プ ロ ト コ ー
ル の ア ニ ー リ ン グ 温 度 と 同 じ で あ る か 、 ま た は こ れ に 非 常 に 近 い 。 ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 （ た と え ば 、 プ ロ ー ブ ） が そ の 標 的 （ す な わ ち 、 増 幅 さ れ る
核 酸 、 ま た は ／ お よ び 以 前 の 伸 張 反 応 に お い て 形 成 さ れ た ア ン プ リ コ ン ） に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る 温 度 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 十 分 な 特 異 性 を 得 る た め に （ す な わ ち 、 標
的 の 配 列 を 優 先 し て 検 出 す る た め に ） 、 ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 、 プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 （ 単 数
ま た は 複 数 ） に 優 先 的 に ア ニ ー リ ン グ ／ ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 同 定 さ れ な い 生 物 の 核 酸
に は し な い よ う に 選 択 さ れ る 。 核 酸 に 対 す る プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 選 択 性
に 影 響 を 与 え る た め の 手 段 は 広 く 知 ら れ て い る （ 長 さ 、 GC含 量 、 お よ び 相 補 性 の 程 度 ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 増 幅 工 程 ba） と 検 出 工 程 bb） は 、 1つ 以 上 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
試 薬 が 増 幅 工 程 の 間 に 反 応 混 合 物 中 に す で に 存 在 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 異 成 分 を 含
む ア ッ セ イ 形 式 で 続 け て 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 言 い 換 え る と 、 増 幅 工 程 ba） と 検 出 工
程 bb） は 、 同 じ 反 応 容 器 内 で 行 わ れ 、 そ し て こ れ ら の 工 程 の 間 に さ ら な る 試 薬 は 添 加 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 な お 、 別 法 と し て 、 少 な く と も い く つ か の 場 合 に は 、 増 幅 工 程 ba） の 後 に 、 反 応 混 合 物
が 少 な く と も 2つ 、 3つ 、 4つ 、 ま た は い く つ か の 小 さ な ア リ コ ー ト に 分 け ら れ る 場 合 が 、
有 効 で あ る 場 合 も あ る 。 そ の 後 、 工 程 bb） が 、 少 な く と も 同 じ 数 の 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 試 薬 を 用 い て 、 そ れ ぞ れ が 異 な る 反 応 容 器 内 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 工 程 bba） は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の シ グ ナ ル が 測 定 さ れ
、 特 に 、 LightCyclerに つ い て の 種 々 の 方 法 に つ い て 上 記 に 概 説 し た よ う に 、 従 来 の 相 同
核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と し て 行 わ れ る 工 程 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 工 程 bba） と bbb） は 、 最 初 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 自 体 が 予 め 選 択 さ れ た 第 1の
温 度 で モ ニ タ ー さ れ る 様 式 で 、 一 緒 に 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 そ の 後 、 温 度 は 、 少 な く
と も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド が 解 離 す る 温 度 に ま で 連 続 的 に 上 昇
さ せ ら れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 ハ イ ブ リ ッ ド に つ い て の 融 解 曲 線 分 析 が 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 さ ら に 正 確 に は 、 増 幅 反 応 後 、 PCR産 物 （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 の 存 在 下 で ） が
第 1の 温 度 、 た と え ば 、 90～ 100℃ で 変 性 さ せ ら れ 、 そ の 後 、 第 2の 温 度 に ま で 冷 却 さ れ る
。 上 記 第 2の 温 度 は 、 PCRプ ロ ト コ ー ル の ア ニ ー リ ン グ 温 度 と 類 似 し て い る か ま た は そ れ と
同 じ で あ る 。 そ の 後 、 温 度 は 0.01～ 10℃ ／ sの 間 、 好 ま し く は 、 0.1～ 2℃ ／ s、 最 も 好 ま し
く は 、 0.5～ 1℃ ／ sの 速 度 で 上 昇 さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 モ ニ タ ー 工 程 bbb） は 、 好 ま し く は 、 温 度 依 存 性 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る レ ベ ル
に ま で 、 存 在 す る 任 意 の 標 的 配 列 を 増 幅 さ せ る た め に 十 分 な 回 数 の Cpが 行 わ れ た 後 に 、 行
わ れ る 。 こ れ は 、 通 常 は 、 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 通 じ て 検 出 す る こ と が で
き る 核 酸 の 量 と 一 致 し て い る 、 す な わ ち 、 測 定 さ れ た 工 程 bba） に お い て 明 ら か な 陽 性 の
シ グ ナ ル が 存 在 す る と 直 ち に 、 工 程 bbb） を 行 う こ と が で き る 。 Cpは 好 ま し く は 、 20か ら 4
0の 間 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 増 幅 反 応 の 間 に モ ニ タ ー さ れ る （ 「 リ ア ル タ イ ム 」 と も 呼 ば
れ る ） 場 合 は 、 予 め 選 択 さ れ た 温 度 で は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 見 る こ と が で
き な い 限 り に お い て 、 融 解 曲 線 分 析 を 行 う こ と は 省 略 す る こ と が で き る 場 合 が あ る 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-508669 A 2006.3.16



【 ０ ０ ８ ７ 】
　 工 程 c） に は 、 工 程 bb） の 間 に 得 ら れ る 結 果 を 解 釈 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ れ は 、 得 ら
れ た 結 果 の 解 釈 に よ っ て 手 作 業 で 行 わ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 結 果 は 、 グ ラ ム 陽 性 細 菌 が 試
料 中 に 存 在 す る か ど う か 、 お よ び ど の グ ラ ム 陽 性 細 菌 が 試 料 中 に 存 在 す る か 、 し た が っ て
、 ど の グ ラ ム 陽 性 細 菌 が 感 染 の 原 因 で あ り 得 る か を 明 確 に 指 し 示 す 出 力 を す る コ ン ピ ュ ー
タ ー プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 分 析 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 解 釈 は 、 工 程 bba） お よ び 工 程 bbb） で 得 ら れ た シ グ ナ ル と 、 陽 性 対 照 に よ る 既 知 の 値 と
の 相 関 関 係 に 基 づ く 。 陽 性 対 照 の 使 用 も ま た 、 先 行 技 術 か ら 一 般 的 に 知 ら れ て い る 。 陽 性
対 照 は 、 試 料 中 に 、 ま た は 人 工 的 に 調 製 さ れ た 対 照 試 料 中 に 存 在 す る こ と が わ か っ て い る
核 酸 で あ る 。 た と え ば 、 予 め 選 択 さ れ た 温 度 で の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特
異 性 を 使 用 し て 、 工 程 ba） で プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 す る こ と が で き 、 上 記 の グ ラ ム 陽 性
病 原 性 生 物 の サ ブ グ ル ー プ に 属 す る い ず れ か の 核 酸 が 試 料 中 に 存 在 す る か ど う か を 決 定 す
る こ と が で き る 。 陽 性 シ グ ナ ル （ 陰 性 対 照 を 上 回 る ） は 、 た と え 上 記 種 の 実 体 を 上 記 工 程
bba） か ら 決 定 さ れ な く て も 、 上 記 の サ ブ グ ル ー プ に 属 す る 種 が 存 在 し て い る こ と の 指 標
で あ る （ 工 程 bba） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 種 の 同 定 の た め に 使 用 さ れ
る 。 こ の 工 程 に よ り 、 そ の 一 般 的 な 存 在 が 工 程 bba） に よ っ て 決 定 さ れ る 上 記 生 物 が 、 上
記 サ ブ グ ル ー プ の ど の 種 に 属 す る か が 決 定 さ れ る 。 た と え ば 、 そ の 融 解 温 度 は 、 特 定 の 種
の 核 酸 の 指 標 で あ る 。 し た が っ て 、 実 際 の 試 料 中 に 予 め 決 定 さ れ た 種 が 存 在 す る こ と を 、
標 的 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 試 薬 と の ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 に 達 し た 際 の シ グ ナ ル の
変 化 の 出 現 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 第 1の 特 異 的 な 実 施 形 態 で は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 に は 、 以 下 の
種 お よ び 株 の 2つ 以 上 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus preumonia
e） 、 化 膿 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus pyogenes） 、 乳 腺 炎 菌 （ Streptococcus agalactiae
） 、 ビ リ ダ ン ス 型 連 鎖 球 菌 （ Streptococcus viridans） 群 （ 緑 色 連 鎖 球 菌 （ S.mitis） 、
ミ ュ ー タ ン ス 菌 （ S.mutans） 、 お よ び ル ー メ ン 常 在 乳 酸 菌 （ S.bovis） が 含 ま れ る ） ） 、
エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ シ ウ ム （ Enterococcus faecium） 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ
カ リ ス （ Enterococcus faecalis） 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus epidermidis） 、
お よ び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus haemolyticus） （ I群 と 呼 ぶ ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 該 方 法 に よ っ て 他 の 全 て の 病 原 性 生 物 お よ び 非 病 原 性 生 物 が 実 質 的 に 検 出 さ れ な い の が
好 ま し く 、 以 下 の 種 お よ び 生 物 は 検 出 さ れ な い の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 、 肺 炎 桿 菌 （ Klebsiella pneumoniae） 、 ク レ ブ シ エ ラ ・
オ キ ト カ （ Klebsiella oxytoca） 、 霊 菌 （ Serratia marcescens） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・
ク ロ ア カ （ Enterobacter cloacae） 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ア エ ロ ゲ ネ ス （ Enterobacter a
erogenes） 、 プ ロ テ ウ ス ・ ミ ラ ビ リ ス （ Proteus mirabilis） 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス
（ Proteus vulgaris） 、 緑 膿 菌 （ Pseudomonas aeruginosa） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー ・ バ ウ マ
ニ （ Acinetobacter baumannii） 、 ス テ ノ ト ロ フ ォ モ ナ ス ・ マ ル ト フ ィ リ ア （ Stenotropho
monas maltophilia） 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 、 カ ン ジ ダ ・ ト ロ
ピ カ リ （ Candida tropicalis） 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ ー シ ス （ Candida parapsilosis）
、 カ ン ジ ダ ・ ク ル セ イ （ Candida krusei） 、 カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ （ Candida glabrata
） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ ー ツ ス （ Aspergillus fumigatus） （ II群 と 呼 ぶ ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 I群 の 全 て の 種 か ら な る 生 物 の 群 が 検 出 さ れ る が 、 II群 に 属 し
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て い る い ず れ の 生 物 も 検 出 さ れ な い こ と が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 第 2の 特 異 的 な 実 施 形 態 で は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 に は 、 エ ン テ
ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ シ ウ ム （ Enterococcus faecium） 、 お よ び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ァ エ
カ リ ス （ Enterococcus faecalis） の 複 数 の 種 お よ び 株 が 含 ま れ る が 、 II群 の い ず れ の 生
物 も 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 第 3の 特 異 的 な 実 施 形 態 で は 、 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 に は 、 黄 色 ブ
ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aureus） 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus haemolyticus）
、 お よ び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus epidermidis） の 複 数 の 種 お よ び 株 が 含 ま れ る
が 、 II群 の い ず れ の 生 物 も 検 出 さ れ な い 。 同 定 さ れ る 生 物 は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ S.aureus
） （ 1種 ） お よ び CoNS（ 種 間 に 差 の な い サ ブ セ ッ ト ） で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 こ の 領 域 に は 、 進 化 の 過 程 で 保 存 さ れ て き た 配 列 、 さ ら に は 超 可 変 配 列 が 含 ま れ 、 こ れ
に よ り 、 属 お よ び 種 特 異 的 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 両 方 の 柔 軟 な 設 計 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 1お よ び 2（ 腸 球 菌 （ Enterococcus） ） 、 な ら び に
配 列 番 号 7お よ び 8（ ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） ） に 記 載 さ れ て い る 少 な く と も 1セ ッ
ト の 増 幅 プ ラ イ マ ー が 使 用 さ れ る 、 上 記 に 開 示 さ れ た 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 検 出 の た め
の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に お い て 開 示 さ れ る 方 法 に 従 っ て ITS-1配 列 を 増 幅 お よ び 検
出 す る こ と に よ り 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 を 同 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 化 合 物 お
よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 で 定 義 し た よ う な 、 少 な く と も 1セ ッ ト の 増 幅 プ ラ イ マ
ー 、 好 ま し く は 、 配 列 番 号 1お よ び 2（ 腸 球 菌 （ Enterococcus） ） 、 ま た は 配 列 番 号 7お よ
び 8（ ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） ） に 記 載 さ れ て い る 配 列 を 有 し て い る 増 幅 プ ラ イ マ
ー の セ ッ ト を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 第 2の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 2対 の FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を さ
ら に 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 上 記 の 2対 は 、 以 下 の FRET対 の 群 か ら 選 択 さ れ る ：
配 列 番 号 3お よ び 4
配 列 番 号 5お よ び 6
配 列 番 号 9お よ び 10。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 上 記 に 開 示 さ れ た 成 分 に 加 え て 、 本 発 明 の 組 成 物 に は 、 以 下 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 他
の 1つ ま た は 数 種 の 化 合 物 お よ び 試 薬 を 、 そ れ ぞ れ 別 々 に 、 ま た は 組 み 合 わ せ て 含 め て も
よ い ：
－ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 適 用 す る こ と が で き る 緩 衝 液
－ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸
－ 鋳 型 依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 好 ま し く は 、 熱 安 定 性 ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 加 え て さ ら に 、 こ の よ う な 組 成 物 に は さ ら に 、 少 な く と も 部 分 的 に 精 製 さ れ た 核 酸 が 含
ま れ て も よ い 。 こ れ は 、 た と え ば 、 臨 床 材 料 を 起 源 と す る も の で 、 本 発 明 の 方 法 の い ず れ
か に 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 1お よ び 2（ 腸 球 菌 （ Enterococcus） ） 、 ま た は 配
列 番 号 7お よ び 8（ ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus） ） に 記 載 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 有 し て い る 、 少 な く と も 1セ ッ ト の 増 幅 プ ラ イ マ ー を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-508669 A 2006.3.16



【 ０ １ ０ ５ 】
　 第 2の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も 2つ の FRETハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 含
む キ ッ ト を 提 供 す る 。 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 腸 球 菌 属 （ Enterococcus
） 、 ブ ド ウ 球 菌 属 （ Staphylococcus） 、 お よ び 連 鎖 球 菌 属 （ Streptococcus） の い ず れ か
の 病 原 性 生 物 の 16S/23S rRNAス ペ ー サ ー 領 域 の 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る こ と
に よ り 作 成 さ れ る ア ン プ リ コ ン に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 記 に 開 示 さ れ た 成 分 に 加 え て 、 本 発 明 の キ ッ ト に は 、 以 下 の リ ス ト か ら 選 択 さ れ る 1
つ ま た は 数 種 の 他 の 化 合 物 お よ び 試 薬 を 含 め て も よ い ：
－ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に 適 用 す る こ と が で き る 緩 衝 液
－ デ オ キ シ ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸
－ 鋳 型 依 存 性 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 好 ま し く は 、 熱 安 定 性 ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 記 に 開 示 し た 成 分 の そ れ ぞ れ は 、 1つ の 保 存 容 器 内 で 保 存 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 同 じ 容 器 内 で 保 存 す る た め に 成 分 を 任 意 で 組 み 合 わ せ る こ と も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 こ の よ う な キ ッ ト に は 、 請 求 さ れ る 方 法 に よ っ て 得 ら れ た デ ー タ の 定 性 的 ま た
は 定 量 的 分 析 の た め に コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 媒 介 す る コ ン パ ク ト デ ィ ス ク の よ う な
、 ソ フ ト ウ ェ ア ツ ー ル も 含 ま れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 既 知 の ア ッ セ イ に よ っ て は 1つ の 特 定 の 種 ま た は 株 に つ い て の 情 報 し か 提 供 で き な い （
試 料 中 の 特 定 の 生 物 の 存 在 の 検 出 の た め の 従 来 の 方 法 ） が 、 本 発 明 の 試 薬 は 、 2つ 以 上 の
種 の 潜 在 的 な 同 定 に 適 切 で あ り 、 そ の た め に 使 用 さ れ 、 同 時 に そ れ ら の い ず れ か が 存 在 し
て い る か ど う か （ ど の 生 物 で あ る か に は か か わ り な く ） を 示 す 点 で 、 従 来 技 術 の 細 菌 ア ッ
セ イ と は 異 な る 。
【 ０ １ １ ０ 】
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　 本 発 明 の 理 解 を 助 け る た め に 、 以 下 の 例 、 参 考 文 献 、 配 列 表 お よ び 図 面 が 提 供 さ れ 、 そ
の 真 の 範 囲 は 添 付 さ れ た 特 許 請 求 の 範 囲 に 示 さ れ る 。 本 発 明 の 趣 旨 か ら 逸 脱 す る こ と 無 し
に 、 示 さ れ る 手 順 に お い て 修 正 が な さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
全 般 ：
　 本 明 細 書 中 に 示 さ れ る 全 て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 化 学 合 成 に よ っ て 調 製 し た 。 標 識 を
攻 撃 す る た め の 試 薬 は 、 Roche Diagnostics GmbH （ LightCycler Red 640 NHS Ester カ
タ ロ グ 番 号 2015161; LightCycler Red 705 Phosphoramidite カ タ ロ グ 番 号 2157594; Ligh
tCycler Fluorescein (以 下 「 F」 と 省 略 ) CPG カ タ ロ グ 番 号 3113906） か ら 購 入 す る こ と
が で き る 。 そ れ ら の 試 薬 の 使 用 は Biochemica No.1 (2001), p.8-13に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 全 て の 試 薬 は 、 検 出 対 象 の 生 物 に よ る 汚 染 に つ い て チ ェ ッ ク さ れ る 必 要 が あ る 。 そ れ ら
の 生 物 お よ び そ れ ら を 起 源 と す る 核 酸 を 含 ま な い 試 薬 の み が 最 適 な 感 受 性 を 導 く こ と が で
き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 １
腸 球 菌 （ Enterococcus）
【 ０ １ １ ５ 】
A.材 料
プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ： 　 5'-tac ttt gtt cag ttt tga gag gt-3'　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ： 　 5'-gca att gaa ctt att aaa aaa ctc-3'　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
【 ０ １ １ ６ 】
プ ロ ー ブ
配 列 番 号 ３ ： 　 LCR640-5' acc gag aac acc gcg ttg aat-3'　 ア ン カ ー プ ロ ー ブ
配 列 番 号 ４ ： 　 5'-ctg gat att gaa gta aaa aga atc aaa ac-3'-F　 セ ン サ ー プ ロ ー ブ
配 列 番 号 ５ ： 　 5'-gat att tga agt aaa tgt aag taa t-3'-F　 セ ン サ ー プ ロ ー ブ （ 標 的
用 お よ び IC用 ）
配 列 番 号 ６ ： 　 LCR705-5'-cca gca gaa tgc caa cca cc-3'　 ア ン カ ー （ IC用 ）
【 ０ １ １ ７ 】
陽 性 対 照 （ PC）
pEfis_wt1　 　 E.faecalis 16S/23S-rRNA-ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 む pT3T7BMに 基 づ く プ ラ ス ミ
ド
pEfum_wt2　 　 E.faecium 16S/23S-rRNA-ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 む pT3T7BMに 基 づ く プ ラ ス ミ
ド
【 ０ １ １ ８ 】
内 部 対 照 （ IC）
pEntero_IC2　 　 pEfis_wt1に 基 づ く プ ラ ス ミ ド 、 し か し 配 列 番 号 ： ３ 相 補 配 列 が 配 列 番 号
： ６ の 相 補 配 列 で 置 換 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
ハ ー ド ウ エ ア ／ ソ フ ト ウ ェ ア
ソ フ ト ウ ェ ア  バ ー ジ ョ ン 3.5を 有 す る LightCycler T M 1.2 (20μ l キ ャ ピ ラ リ ー )（ Roche D
iagnostics GmbH, Germany）
【 ０ １ ２ ０ 】
試 薬
1　 FastStartポ リ メ ラ ー ゼ
2　 以 下 を 含 む 、 FastStartマ ス タ ー ミ ッ ク ス ：
　 　 MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.5 mM
　 　 プ ラ イ マ ー 　 　 　 　 　 　 　 0.5μ M
　 　 セ ン サ ー プ ロ ー ブ 　 　 　 　 0.2μ M
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　 　 ア ン カ ー プ ロ ー ブ 　 　 　 　 0.3μ M
　 　 セ ン サ ー プ ロ ー ブ （ IC） 　 0.2μ M
3　 PCR-グ レ ー ド H 2 O（ よ り 早 い 増 幅 の 交 差 汚 染 核 酸 お よ び ア ン プ リ コ ン を 含 ま な い よ う に
精 製 さ れ る ）
【 ０ １ ２ １ 】
　 FastStartポ リ メ ラ ー ゼ お よ び FastStart Masterは 、 一 般 的 に 、 LightCycler-FastStart
-DNA Master Hybridization Probes Kit (Roche Diagnostics GmbH カ タ ロ グ 番 号 2239272
)で 推 奨 さ れ て い る よ う に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
試 料
試 料 は 下 記 い ず れ か で あ る 。
a.　 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ 用 の 適 切 な 結 合 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNA、 ま た は
b.　 細 菌 DNAの 調 製 物 （ 例 え ば 、 細 菌 培 地 由 来 ）
【 ０ １ ２ ３ 】
　 試 料 （ 特 に 臨 床 試 料 ） を 試 料 調 製 に 供 し 、 試 料 の 他 の 成 分 か ら 核 酸 を 放 出 し 精 製 し た 。
こ れ は MagNAPure T M LCお よ び MagNA Pure LC DNA 単 離 キ ッ ト III（ 細 菌 、 真 菌 ） （ Roche Di
agnostics GmbH, Germany, カ タ ロ グ 番 号 3 264 785） を 使 用 し て 行 わ れ た 。 試 料 調 製 に よ
り 、 溶 出 バ ッ フ ァ ー 中 に 核 酸 を 含 む 検 体 が 生 じ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 試 料 調 製 手 順 ま た は LightCyclerア ッ セ イ 実 行 の た め の イ ン － プ ロ セ ス （ in-process）
コ ン ト ロ ー ル を 目 的 と す る か ど う か に 依 存 し て 、 各 キ ャ ピ ラ リ ー に お い て ICを 試 料 調 製 内
に 処 理 す る （ 例 え ば 、 MagNA Pureに よ り ） か 、 ま た は 完 全 な マ ス タ ー ミ ッ ク ス に 添 加 す る
（ 以 下 参 照 ） 。 IC由 来 の シ グ ナ ル は 、 LightCycler装 置 の チ ャ ン ネ ル F3に お い て 検 出 さ れ
る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
B.方 法
　 ま ず 、 ホ ー ル ロ ー タ ー の 32キ ャ ピ ラ リ ー の た め の FastStartマ ス タ ー ミ ッ ク ス の 全 て の
成 分 を 共 に 混 合 し た 。
次 い で 、 15μ lの マ ス タ ー ミ ッ ク ス の 一 部 を 各 キ ャ ピ ラ リ ー に ピ ペ ッ ト で 移 し た 。 ICを PCR
の コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 す る 場 合 は 、 ICを マ ス タ ー ミ ッ ク ス に 添 加 し た 。 あ る い は 、 IC
を MagNA Pure LC溶 解 ／ 結 合 バ ッ フ ァ ー に 加 え 、 検 体 と 共 に 処 理 し た 。
配 列 番 号 ３ お よ び ４ ま た は 配 列 番 号 ５ お よ び ３ の 配 列 特 異 性 を そ れ ぞ れ 有 す る ２ つ の プ ラ
ス ミ ド の 組 み 合 わ せ を 含 む 5μ lの 陽 性 対 照 溶 液 を 、 マ ス タ ー ミ ッ ク ス を 含 む か か る 第 一 の
キ ャ ピ ラ リ ー に 添 加 し た 。
第 ２ の キ ャ ピ ラ リ ー に 、 試 料 ま た は 陽 性 対 照 の 代 わ り に 、 5μ lの 水 の 形 態 で 「 陰 性 対 照 」
を 添 加 し た 。 「 陰 性 対 照 は ま た 、 イ ン － プ ロ セ ス コ ン ト ロ ー ル 用 の ICも 含 む 。
ポ ジ テ ィ ブ お よ び 陰 性 対 照 が キ ャ ッ プ さ れ た 後 に 、 試 料 （ 各 5μ lの 量 ） を 他 の キ ャ ピ ラ リ
ー に 添 加 し た 。
残 り の キ ャ ピ ラ リ ー を キ ャ ッ プ し た 後 、 LightCycler-run を 以 下 の プ ロ フ ィ ー ル を 使 用 し
て 実 行 し た ：
【 ０ １ ２ ６ 】
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【 ０ １ ２ ７ 】
C.結 果
　 上 記 の よ う に 、 LightCyclerで 分 析 を 実 行 し た 。 E.faeciumお よ び E.faecalis試 料 は そ れ
ぞ れ 54.5℃ お よ び 58.5℃ で チ ャ ン ネ ル F2に お い て 定 量 曲 線 お よ び 溶 解 ピ ー ク を 示 し た 。 他
の ほ と ん ど の 腸 球 菌 （ Enterococci） 種 は 検 出 さ れ な か っ た 。 数 種 の 珍 し い 種 （ 例 え ば E.d
urans, E.hirae, E.mundtii）  は よ り 低 い 温 度 （ <46℃ ） で 溶 解 ピ ー ク を 得 た 。
そ の た め 、 検 出 対 象 の 種 （ E.faeciumお よ び E.faecalis） は 互 い に 区 別 す る こ と が で き 、
試 料 中 に 存 在 す る 全 て の 他 の 腸 球 菌 （ Enterococcus） 種 を 異 な る 溶 解 温 度 に よ っ て 決 定 す
る こ と が で き る 。 我 々 は 、 PCRあ た り 少 な く と も 10～ 20ゲ ノ ム 等 価 の よ り 低 い 検 出 限 界 を
見 出 し た 。
PC（ pEfis_wt1お よ び pEfum_wt2の 混 合 物 ） は E.faeciumお よ び E.faecalis特 異 的 ピ ー ク の
組 み 合 わ せ か ら 生 じ る 定 量 曲 線 お よ び 二 重 ピ ー ク を 示 し た 。
ICは 特 異 的 な 試 料 が 存 在 し な い 場 合 の 検 出 を 可 能 に し た 。 こ れ は 、 E.faecaisま た は E.fae
ciumテ ン プ レ ー ト DNAの 過 剰 で は 検 出 で き な い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ２
ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus）
【 ０ １ ２ ９ 】
A.材 料
プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ ： 　 5'-tgt aca ttg aaa act aga taa gta ag-3'　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ ： 　 5'-acg cgt tat taa tct tgt gag t-3'　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
【 ０ １ ３ ０ 】
プ ロ ー ブ
配 列 番 号 ９ ： 　 LCR640-5-gct tga att cat aag aaa taa tc-3'　 ア ン カ ー プ ロ ー ブ
配 列 番 号 １ ０ ： 　 5'-ccg agt gaa taa aga gtt tta aa-3'-F　 セ ン サ ー プ ロ ー ブ （ 標 的 お
よ び IC用 ）
配 列 番 号 ６ ： 　 LCR705-5'-cca gca gaa tgc caa cca cc-3'　 ア ン カ ー （ IC）
【 ０ １ ３ １ 】
陽 性 対 照 （ PC）
PStaph_wt　  S.aureus 16S/23S-rRNA-ス ペ ー サ ー 領 域 を 含 む pT3T7BMに 基 づ く プ ラ ス ミ ド
【 ０ １ ３ ２ 】
内 部 対 照 （ IC）
PStaph_IC　 PStaph_wtに 基 づ く プ ラ ス ミ ド 、 し か し 配 列 番 号 ９ の 相 補 配 列 が 配 列 番 号 ６ の
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相 補 配 列 で 置 換 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ハ ー ド ウ エ ア ／ ソ フ ト ウ エ ア
ソ フ ト ウ エ ア  バ ー ジ ョ ン 3.5（ Roche Diagnostics GmbH, Germany） を 有 す る LightCycler
T M  1.2（ 20μ lキ ャ ピ ラ リ ー ）
【 ０ １ ３ ４ 】
試 薬
1　 FastStartポ リ メ ラ ー ゼ
2　 以 下 を 含 む 、 FastStartマ ス タ ー ミ ッ ク ス ：
　 　 MgCl 2 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.5 mM
　 　 プ ラ イ マ ー 　 　 　 　 　 　 　 0.4μ M
　 　 プ ロ ー ブ 　 　 　 　 　 　 　 　 0.2μ M
　 　 セ ン サ ー プ ロ ー ブ （ IC） 　 0.1μ M
3　 PCR-グ レ ー ド H 2 O（ よ り 早 い 増 幅 の 交 差 汚 染 核 酸 お よ び ア ン プ リ コ ン を 含 ま な い よ う に
精 製 さ れ る ）
【 ０ １ ３ ５ 】
　 FastStartポ リ メ ラ ー ゼ お よ び FastStart Masterは 、 一 般 的 に 、 LightCycler-FastStart
-DNA Master Hybridization Probes Kit (Roche Diagnostics GmbH カ タ ロ グ 番 号 ： 22392
72)で 推 奨 さ れ て い る よ う に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
試 料
試 料 は 下 記 の い ず れ か で あ る 。
a.　 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ 用 の 適 切 な 結 合 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド DNA
ま た は
b.　 細 菌 DNAの 調 製 物 （ 例 え ば 、 細 菌 培 地 由 来 ）
【 ０ １ ３ ７ 】
　 試 料 （ 特 に 臨 床 試 料 ） を 試 料 調 製 に 供 し 、 試 料 の 他 の 成 分 か ら 核 酸 を 放 出 し 精 製 し た 。
こ れ は MagNAPure T M LCお よ び MagNA Pure LC DNA 単 離 キ ッ ト III（ 細 菌 、 真 菌 ） （ Roche Di
agnostics GmbH, Germany, カ タ ロ グ 番 号 3 264 785） を 使 用 し て 行 わ れ た 。 試 料 調 製 物 が
、 溶 出 バ ッ フ ァ ー 中 に 核 酸 を 含 む 検 体 中 に 生 じ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 試 料 調 製 手 順 ま た は LightCyclerア ッ セ イ 実 行 の た め の イ ン － プ ロ セ ス コ ン ト ロ ー ル を
目 的 と す る か ど う か に 依 存 し て 、 各 キ ャ ピ ラ リ ー に お い て ICを 試 料 調 製 内 に 処 理 す る （ 例
え ば 、 MagNA Pureに よ り ） か 、 ま た は 完 全 な マ ス タ ー ミ ッ ク ス に 添 加 す る （ 以 下 参 照 ） 。
IC由 来 の シ グ ナ ル は 、 LightCycler装 置 の チ ャ ン ネ ル F3に お い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
B.方 法
　 ま ず 、 ホ ー ル ロ ー タ ー の 32キ ャ ピ ラ リ ー の た め の FastStartマ ス タ ー ミ ッ ク ス の 全 て の
成 分 を 共 に 混 合 し た 。
次 い で 、 15μ lの マ ス タ ー ミ ッ ク ス の 一 部 を 各 キ ャ ピ ラ リ ー に ピ ペ ッ ト で 移 し た 。 ICを PCR
の コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 す る 場 合 は 、 ICを マ ス タ ー ミ ッ ク ス に 添 加 し た 。 あ る い は 、 IC
を MagNA Pure溶 解 ／ 結 合 バ ッ フ ァ ー に 加 え 、 検 体 と 共 に 処 理 し た 。
配 列 番 号 ９ お よ び １ ０ の 配 列 特 異 性 を そ れ ぞ れ 有 す る プ ラ ス ミ ド を 含 む 5μ lの 陽 性 対 照 溶
液 を 、 マ ス タ ー ミ ッ ク ス を 含 む か か る 第 一 の キ ャ ピ ラ リ ー に 添 加 し た 。
第 ２ の キ ャ ピ ラ リ ー に 、 試 料 ま た は 陽 性 対 照 の 代 わ り に 5μ lの 水 の 形 態 で 「 陰 性 対 照 」 を
添 加 し た 。 「 陰 性 対 照 は ま た 、 イ ン － プ ロ セ ス コ ン ト ロ ー ル 用 の ICも 含 ん だ 。
ポ ジ テ ィ ブ お よ び 陰 性 対 照 が キ ャ ッ プ さ れ た 後 に 、 試 料 （ 各 5μ lの 量 ） を 他 の キ ャ ピ ラ リ
ー に 添 加 し た 。
残 り の キ ャ ピ ラ リ ー を キ ャ ッ プ し た 後 、 LightCycler-run を 以 下 の プ ロ フ ィ ー ル を 使 用 し
て 実 行 し た ：
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【 ０ １ ４ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
C.結 果
　 上 記 の よ う に 、 LightCyclerで 分 析 を 実 行 し た 。 S.aureusお よ び コ ア グ ラ ー ゼ － ネ ガ テ
ィ ブ ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococci） （ CoNSと 呼 ば れ る ） 試 料 は 定 量 曲 線 を 示 し た 。 溶 解 ピ
ー ク を そ れ ぞ れ 約 55℃ （ S.aureus） お よ び 48-48℃ （ CoNS） で 、 チ ャ ン ネ ル F2に お い て 観
察 し た 。 我 々 は 、 PCRあ た り 少 な く と も 10～ 20ゲ ノ ム 等 価 の よ り 低 い 検 出 限 界 を 見 出 し た
。
PCは S.aureus定 量 に 似 た 定 量 曲 線 お よ び 溶 解 ピ ー ク を 示 し た 。
ICは 特 異 的 な 試 料 が 存 在 し な い 場 合 の 検 出 を 可 能 に し た 。 こ れ は 、 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylo
coccus） テ ン プ レ ー ト DNAの 過 剰 で は 検 出 で き な い 。
 
 
【 配 列 表 】

10

20

30

(23) JP 2006-508669 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(24) JP 2006-508669 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(25) JP 2006-508669 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

(26) JP 2006-508669 A 2006.3.16



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 8月 1日 (2005.8.1)
【 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 】
　 臨 床 試 料 中 の グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 ま た は 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た 群 の
メ ン バ ー で あ る 生 物 の 部 分 集 合 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 少 な く と も 部 分 的 に 精 製 さ れ た 核 酸 を 含 む 臨 床 検 体 を 単 離 す る 工 程 、
ｂ ） ｂ ａ ） グ ラ ム 陽 性 病 原 性 生 物 が 属 す る 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ
ル ー プ か ら 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 領 域 を 増 幅 す る こ と が で き る 少 な く と も １ セ ッ ト の 増
幅 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 増 幅 工 程 、
　 　 ｂ ｂ ） 前 記 の 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 予 め 決 定 さ れ た サ ブ グ ル ー プ か ら 、 前 記 の 予 め
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選 択 さ れ た 核 酸 配 列 領 域 を 検 出 す る こ と が で き る 少 な く と も １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 試 薬 を 使 用 す る 検 出 工 程 で あ っ て 、 こ こ で 前 記 検 出 工 程 ｂ ｂ ） は
　 　 ｂ ｂ ａ ） 予 め 選 択 さ れ た 温 度 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ
っ て 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 サ ブ グ ル ー プ に 含 ま れ る 少 な く と も １ 種 が 試
料 中 に 存 在 す る こ と の 指 標 で あ る 工 程 、 お よ び
　 　 ｂ ｂ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 温 度 依 存 性 を モ ニ タ リ ン グ す る 工 程 で あ っ て 、 前
記 温 度 依 存 性 は 少 な く と も 前 記 病 原 性 グ ラ ム 陽 性 細 菌 ま た は 前 記 生 物 の 部 分 集 合 の 種 の 存
在 の 指 標 で あ る 工 程
を 含 む 、 少 な く と も １ 回 の 増 幅 お よ び 検 出 工 程 に 前 記 臨 床 検 体 を 供 す る 工 程 、
ｃ ） ｂ ｂ ） に お け る モ ニ タ リ ン グ 工 程 の 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 生 物 ま た は 前 記 生 物 の 部 分
集 合 を 同 定 す る 工 程
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 サ ブ グ ル ー プ が 属 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 予 め 選 択 さ れ た 核 酸 配 列 領 域 が 、 rRNAス ペ ー サ ー 領 域 の 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 増 幅 お よ び 検 出 が

行 わ れ る 、 請 求 項 １ ～ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 腸 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 お よ び 連 鎖 球 菌 そ れ ぞ れ の 16S-23S rRNAス ペ ー サ ー 領 域 か ら 少 な く
と も 20ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 増 幅 す る こ と が 可 能 な プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 含 む 、 腸 球 菌 属
、 ブ ド ウ 球 菌 属 お よ び 連 鎖 球 菌 属 か ら 選 択 さ れ る グ ラ ム 陽 性 病 原 性 細 菌 の 同 定 の た め の キ
ッ ト 。
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ま た は ２

、 増 幅 用 お よ び 検 出 用 の 両 方 の 試 薬 の 存 在 下 で （ homogeneously
） ３
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