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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ナイセリア・ゴノレアの主要外部タンパク質遺伝子(opcA)に特異的にハイブリダイズす
ることができる長さが最高で約100ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドプライマー対を含
む組合せであって、前記プライマー対中の各プライマーが、配列番号1及び2からなる群か
ら選択される配列又は配列番号1及び2からなる群から選択される配列に対して少なくとも
95%の同一性を示す配列を含み、前記少なくとも1つのプライマー対が、標準的な核酸増幅
条件下でナイセリア・ゴノレアのopcA配列のアンプリコンを生成させるように構成されて
いる、組合せ。
【請求項２】
　前記プライマー対中の各プライマーが、配列番号1及び2からなる群から選択される配列
に対して少なくとも95%の同一性を示す配列からなる、請求項1に記載の組合せ。
【請求項３】
　前記プライマー対中の各プライマーが、配列番号1及び2からなる群から選択される配列
からなる、請求項1に記載の組合せ。
【請求項４】
　生物試料中のナイセリア・ゴノレアに由来する主要外部タンパク質遺伝子(opcA)配列の
存在を決定するための方法であって、
　前記生物試料を、ナイセリア・ゴノレアの主要外部タンパク質遺伝子(opcA)に特異的に
ハイブリダイズすることができる少なくとも1つのプライマー対と接触させる工程であっ
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て、前記少なくとも1つのプライマー対中の各プライマーが、配列番号1及び2からなる群
から選択される配列又は配列番号1及び2からなる群から選択される配列に対して少なくと
も95%の同一性を示す配列を含み、前記少なくとも1つのプライマー対が、標準的な核酸増
幅条件下でopcA配列のアンプリコンを生成させるように構成されている、工程と、
　前記試料がナイセリア・ゴノレアを含む場合、前記生物試料からopcA配列のアンプリコ
ンを生成させる工程と、
　前記生物試料中のナイセリア・ゴノレアのopcA配列の存在の指標として、1つ又は複数
の増幅産物の存在又は量を決定する工程と
を含む、
方法。
【請求項５】
　前記生物試料が、臨床試料である、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記生物試料を、配列番号1及び2を含む配列を有するプライマー対と接触させる、請求
項4に記載の方法。
【請求項７】
　前記プライマー対が、配列番号1及び2からなる配列を有するプライマー対である、請求
項6に記載の方法。
【請求項８】
　前記増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、ループ介在等温増
幅(LAMP)、鎖置換増幅(SDA)、レプリカーゼ介在増幅、免疫増幅、核酸配列ベース増幅(NA
SBA)、自家持続配列複製(3SR)、ローリングサークル増幅、及び転写介在増幅(TMA)からな
る群から選択される方法を用いて実施される、請求項4に記載の方法。
【請求項９】
　前記PCRが、定量的リアルタイムPCR(QRT-PCR)である、請求項8に記載の方法。
【請求項１０】
　前記opcAアンプリコンに特異的にハイブリダイズするプローブをさらに含む、請求項1
に記載の組合せ。
【請求項１１】
　前記プローブが、配列番号3の配列又は配列番号3の配列に対して少なくとも95%の同一
性を示す配列を含む、請求項10に記載の組合せ。
【請求項１２】
　前記プローブが、配列番号3からなる配列を有する、請求項10に記載の組合せ。
【請求項１３】
　前記プローブが、蛍光放出部分及び蛍光消光部分を含む、請求項10に記載の組合せ。
【請求項１４】
　前記プライマー対の各プライマーが、配列番号1及び2からなる群から選択される配列を
含む、請求項1に記載の組合せ。
【請求項１５】
　前記プライマー対が、配列番号1及び2からなる配列を有するプライマー対である、請求
項1に記載の組合せ。
【請求項１６】
　前記プライマー対が、配列番号1及び2からなる配列を有するプライマー対であり、前記
組合せが、配列番号3からなる配列を有するプローブをさらに含む、請求項1に記載の組合
せ。
【請求項１７】
　前記プライマー対が、配列番号1及び2からなる配列を有するプライマー対であり、前記
検出することが、前記増幅産物を配列番号3からなる配列を有するプローブと接触させる
ことを含む、請求項4に記載の方法。
【請求項１８】
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　前記プライマー対中の各プライマーが、配列番号1及び2からなる群から選択される配列
に対して少なくとも95%の同一性を示す配列からなる、請求項4に記載の方法。
【請求項１９】
　前記検出することが、前記増幅産物をプローブと接触させることを含み、前記プローブ
が、前記opcAアンプリコンに特異的にハイブリダイズする、請求項4に記載の方法。
【請求項２０】
　前記プローブが、配列番号3の配列、又は配列番号3の配列に対して少なくとも95%の同
一性を示す配列を含む、請求項19に記載の方法。
【請求項２１】
　前記プローブが、配列番号3の配列、又は配列番号3の配列に対して少なくとも95%の同
一性を示す配列からなる、請求項19に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、2013年3月15日出願の米国仮出願第61/798,757号、発明の名称「DETECTION O
F NEISSERIA GONORRHOEAES」に基づく優先権を主張するものであり、その内容全体は参照
により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
配列表の参照
　電子的フォーマットの配列表と共に本出願を出願する。配列表は、2013年3月15日作成
の4Kbの大きさのSEQLISTING.TXTという名称のファイルとして提出する。電子的フォーマ
ットの配列表中の情報は、そのすべてが参照により本明細書に組み込まれる。
【０００３】
　本開示は、ナイセリア・ゴノレア(Neisseria gonorrhoeae)を検出するための方法、組
成物、プライマー、及びプローブに関する。より詳細には、本開示は、N.ゴノレアの主要
外部タンパク質(outer protein)opcA遺伝子領域に結合するプライマー及び/又はプローブ
を用いる核酸に基づく試験方法による、N.ゴノレアの検出に関する。例えば、これらのプ
ライマー及びプローブを用いて、生物試料中のN.ゴノレア核酸を増幅して、N.ゴノレアの
存在を決定するか、又はN.ゴノレア核酸の存在を決定することができる。
【背景技術】
【０００４】
　ナイセリア・ゴノレアは、淋病、すなわち、主に性的接触によって伝染する下部生殖器
の細菌感染症の原因である、芽胞非形成(non-sport forming)性で非運動性のグラム陰性
双球菌の種である。N.ゴノレアによる感染の症状は、感染部位、しばしば期間によって異
なり、感染症は無症候性である。淋病感染は、結膜炎、咽頭炎、直腸炎、又は尿道炎、前
立腺炎、及び精巣炎を引き起こす場合がある。また、女性における上行性感染は、女性不
妊症の主要原因の内の1つである急性骨盤内炎症性疾患の発症を招く場合もある。淋病感
染は、感染した母親から経腟分娩の間にその乳児に移る場合があり、その結果、新生児の
眼に淋菌性結膜炎を起こす場合がある。
【０００５】
　N.ゴノレアは、1つのタイプの細菌性髄膜炎の原因菌であるN.メニンギティディス(N.me
ningitidis)(髄膜炎菌)と遺伝的に密接に関連しており、時々ヒト病原体となるN.ラクタ
ミカ(N.lactamica)との関連性は若干劣る。N.ゴノレアとN.メニンギティディスの両方と
も、ヒトのみに感染する。N.シネレア(N.cinerea)、N.エロンガータ(N.elongate)、N.フ
ラベッセンス(N.flavescens)、N.ムコサ(N.mucosa)、N.シッカ(N.sicca)、及びN.サブフ
ラバ(N.subflava)を含めて、ヒトにおいて常在菌叢とみなされうるナイセリア属の更にい
くつかの種がある。
【０００６】
　シトシンDNAメチルトランスフェラーゼ遺伝子を標的とするAmplicor(登録商標)CT/NG試
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験(Roche Diagnostic Corporation社、Basel、Switzerland);マルチコピーピリン遺伝子
を標的とするProbeTec(商標)Qx増幅アッセイ(Becton, Dickinson and Company社、Frankl
in Lakes、New Jersey);混濁遺伝子(opacity genes)(opa)を標的とするLCx(登録商標)ア
ッセイ(Abbott Laboratories社、Abbott Park、Illinois);及び16SリボソームRNA遺伝子
を標的とするTMAを用いるGenProbe APTIMA(商標)Combo 2バージョン(Gen-Probe, Incorpo
rated社、San Diego、California)を含めて、いくつかの核酸増幅試験(NAAT)が、N.ゴノ
レア感染症の臨床評価のために開発されている。NAATには、内診も尿道内スワブ検体(男
性の場合)も行わずに、(例えば、尿を検査することによって)N.ゴノレアを検出するとい
う利点がある。しかし、ある種のNAATによってN.ゴノレアのために使用されるプライマー
は、非淋菌性のナイセリア種と交差反応する場合がある。したがって、高い感度でN.ゴノ
レアを検出することができ、ナイセリア種等の他の細菌種との交差反応性に起因する偽陽
性結果を減少させた試験が必要とされている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許出願公開第2010-0009351号
【特許文献２】米国特許出願公開第2009-0131650号
【特許文献３】米国特許第5,866,366号
【特許文献４】米国特許第6,090,592号
【特許文献５】米国特許第6,117,635号
【特許文献６】米国特許第6,117,986号
【特許文献７】米国特許第4,683,195号
【特許文献８】米国特許第5,455,166号
【特許文献９】米国特許第6,977,148号
【特許文献１０】米国特許第6,410,278号
【特許文献１１】米国特許第4,988,617号
【特許文献１２】米国特許第5,427,930号
【特許文献１３】米国特許第5,849,478号
【特許文献１４】米国特許第5,399,491号
【特許文献１５】米国特許第5,130,238号
【特許文献１６】米国特許第5,854,033号
【特許文献１７】欧州特許第0320308号
【特許文献１８】米国特許第5,422,252号
【特許文献１９】米国特許第4,683,195号
【特許文献２０】米国特許第4,683,202号
【特許文献２１】米国特許第4,800,159号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】C. R. Newtonら、PCR、第2版、Springer-Verlag (New York: 1997)、24
頁
【非特許文献２】Sambrookら、Molecular Cloning, A Laboratory Manual、第2版(Cold S
pring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor、N.Y.、1989年
【非特許文献３】Zhuら、FEMS Immunol. Med. Microbiol. 193～200頁(2002)
【非特許文献４】Zhuら、J. Clin. Microbiol.、458～62頁(1995)
【非特許文献５】Zhuら、FEMS Microbiol. Lett. 173～77頁(2001)
【非特許文献６】S. Marras、「Selection of Fluorophore and Quencher Pairs for Flu
orescent Nucleic Acid Hybridization Probes」
【非特許文献７】Elghanianら(1997) Science 277: 1078～1081頁
【非特許文献８】Lizardiら、BioTechnology, 6: 1197頁(1988)
【非特許文献９】「PCR Primer: A Laboratory Manual」Dieffenbach及びDveksler編Cold
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 Spring Harbor Laboratory Press、1995年
【非特許文献１０】Mullisら　1987年、Methods in Enzymology、155:335～350頁
【非特許文献１１】Ausubelら(編)、Current Protocols in Molecular Biology、セクシ
ョン15、John Wiley & Sons, Inc.、New York (1994)
【発明の概要】
【０００９】
　本開示の1つの態様は、主要外部タンパク質遺伝子(opcA)にハイブリダイズすることが
できるプローブ及びプライマーに関する。本明細書において開示されるいくつかの実施形
態は、ナイセリア・ゴノレアの主要外部タンパク質遺伝子(opcA)にハイブリダイズするこ
とができる、長さが最高で約100ヌクレオチドのオリゴヌクレオチドプローブ又はプライ
マーを提供する。いくつかの実施形態において、プローブ又はプライマーは、配列番号1
～6からなる群から選択される配列又は配列番号1～6からなる群から選択される配列に対
して少なくとも約85%の同一性を示す配列を含む。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、プローブ又はプライマーは、配列番号1～6からなる群か
ら選択される配列又は配列番号1～6からなる群から選択される配列に対して少なくとも約
85%の同一性を示す配列からなる。いくつかの実施形態において、プローブ又はプライマ
ーは、配列番号1～6からなる群から選択される配列に対して少なくとも約95%の同一性を
示す配列からなる。いくつかの実施形態において、プローブ又はプライマーは、配列番号
1～6からなる群から選択される配列からなっている(is consisting of)。
【００１１】
　本開示の別の態様は、生物試料中のナイセリア・ゴノレアに由来するopcA配列の存在を
検出するための方法に関する。本明細書において開示されるいくつかの実施形態は、生物
試料中のナイセリア・ゴノレアに由来する主要外部タンパク質遺伝子(opcA)配列の存在を
決定するための方法を提供し、この方法は、生物試料を、ナイセリア・ゴノレアの主要外
部タンパク質遺伝子(opcA)にハイブリダイズすることができる少なくとも1つのプライマ
ー対と接触させる工程であって、少なくとも1つのプライマー対の各プライマーは、配列
番号1～6からなる群から選択される配列又は配列番号1～6からなる群から選択される配列
に対して少なくとも約85%の同一性を示す配列を含み、少なくとも1つのプライマー対は、
標準的な核酸増幅条件下でopcA配列のアンプリコンを生成させるように構成されている、
工程と、試料がナイセリア・ゴノレアを含む場合、生物試料からopcA配列のアンプリコン
を生成させる工程と、生物試料中のopcA配列の存在の指標として、1つ又は複数の増幅産
物の存在又は量を決定する工程とを含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、生物試料は臨床試料である。いくつかの実施形態におい
て、生物試料は、尿道、陰茎、肛門、咽頭、子宮頸部、又は膣から採取される。いくつか
の実施形態において、生物試料は膣試料である。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、生物試料は、1つのプライマー対と接触させられる。い
くつかの実施形態において、1つのプライマー対は、a)配列番号1及び2、又はb)配列番号4
及び5である。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反
応(LCR)、ループ介在等温増幅(LAMP)、鎖置換増幅(SDA)、レプリカーゼ介在増幅、免疫増
幅、核酸配列ベース増幅(NASBA)、自家持続配列複製(3SR)、ローリングサークル増幅、及
び転写介在増幅(TMA)からなる群から選択される方法を用いて実施される。
【００１５】
　いくつかの実施形態において、PCRは、リアルタイムPCR、エンドポイントPCR、AFLP、A
lu-PCR、非対称PCR、コロニーPCR、DD-PCR、縮重PCR、ホットスタートPCR、In situ PCR
、インバースPCR、ロングPCR、多重PCR、ネステッドPCR、PCR-ELISA、PCR-RFLP、PCR-一
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本鎖高次構造多型(PCR-SSCP)、定量的競合PCR(QC-PCR)、cDNA末端の迅速増幅-PCR(RACE-P
CR)、ランダム増幅多型DNA-PCR(RAPD-PCR)、繰り返し遺伝子外パリンドローム-PCR(Rep-P
CR)、逆転写酵素PCR(RT-PCR)、TAIL-PCR、タッチダウンPCR、及びベクトレットPCRからな
る群から選択される。いくつかの実施形態において、PCRは、定量的リアルタイムPCR(QRT
-PCR)である。
【００１６】
　いくつかの実施形態において、各プライマーは、増幅それ自体に著しい影響を与えずに
増幅産物の増幅後操作を可能にする外来性ヌクレオチド配列を含む。
【００１７】
　いくつかの実施形態において、プライマー対の各プライマーは、5'末端にフルオロフォ
ア及び3'末端に蛍光消光物質を含む相補的配列に隣接している。
【００１８】
　本開示の更に別の態様は、ナイセリア・ゴノレア配列を検出するための組成物に関する
。本明細書において開示されるいくつかの実施形態は、ナイセリア・ゴノレアを検出する
ための組成物を提供し、この組成物は、ナイセリア・ゴノレアの主要外部タンパク質遺伝
子(opcA)の配列又はその相補物に特異的にハイブリダイズする第1の増幅プライマー及び
第2の増幅プライマーを含み、第1の増幅プライマー及び第2の増幅プライマーは長さが約1
0～約50ヌクレオチドであり、opcAは配列番号7のヌクレオチド配列を有する。
【００１９】
　いくつかの実施形態において、組成物は、opcAアンプリコンに特異的にハイブリダイズ
するプローブを更に含む。
【００２０】
　いくつかの実施形態において、プローブは、配列番号3若しくは6の配列又は配列番号3
若しくは6の配列に対して少なくとも約85%の同一性を示す配列を含む。いくつかの実施形
態において、プローブは、配列番号3又は配列番号6の配列を有する。
【００２１】
　いくつかの実施形態において、プローブは、蛍光放出部分及び蛍光消光部分を含む。
【００２２】
　前述の概要は例示にすぎず、限定することを決して意図しない。図面及び以下の詳細な
説明を参照することにより、前述の例示的な態様、実施形態、及び特徴に加えて、更なる
態様、実施形態、及び特徴が明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１－１】N.ゴノレアFA1090株のopcA遺伝子領域の配列を示す図である。また、本明細
書において説明する実施形態において開示される様々なプライマー及びプローブの位置も
示されている。
【図１－２】N.ゴノレアFA1090株のopcA遺伝子領域の配列を示す図である。また、本明細
書において説明する実施形態において開示される様々なプライマー及びプローブの位置も
示されている。
【図２－１】opcA-6 qPCRシステムを用いた、72種のN.ゴノレア臨床分離株の検出結果を
示す図である。
【図２－２】opcA-6 qPCRシステムを用いた、72種のN.ゴノレア臨床分離株の検出結果を
示す図である。
【図２－３】opcA-6 qPCRシステムを用いた、72種のN.ゴノレア臨床分離株の検出結果を
示す図である。
【図３－１】図３Ａは、ゴノレア以外のナイセリア属に対する、opcA-6 qPCRシステムの
特異性試験の結果を示す図である。
【図３－２】図３Ｂは、ゴノレア以外のナイセリア属に対する、opcA-6 qPCRシステムの
特異性試験の結果を示す図である。
【図４－１】膣臨床試料中に一般に存在する生物に対する、opcA-6 qPCRシステムの特異
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性試験の結果を示す図である。
【図４－２】膣臨床試料中に一般に存在する生物に対する、opcA-6 qPCRシステムの特異
性試験の結果を示す図である。
【図４－３】膣臨床試料中に一般に存在する生物に対する、opcA-6 qPCRシステムの特異
性試験の結果を示す図である。
【図４－４】膣臨床試料中に一般に存在する生物に対する、opcA-6 qPCRシステムの特異
性試験の結果を示す図である。
【図５】BD MAX抽出方法及びViper XT抽出方法を用いて尿マトリックス臨床試料及び膣マ
トリックス臨床試料中のN.ゴノレアを検出する際の、opcA-6 PCRシステムの検出限界を例
示するヒストグラムである。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本明細書において使用されるセクションの見出しは、系統化するためにすぎず、説明さ
れる内容を限定するものとして決して解釈されるべきではない。それだけには限らないが
、特許、特許出願、記事、書籍、学術論文、及びインターネットのウェブページを含めて
、本出願に引用される文献及び同様の資料はすべて、そのような文献及び同様の資料の形
式に関わらず、任意の目的のためにその全体が参照により明確に組み込まれる。組み込ま
れた文献及び同様の資料の内の1つ又は複数が、本出願における用語の定義と相反するよ
うな方法でその用語を定義又は使用している場合には、本出願が優先される。本発明の教
示は、様々な実施形態と共に説明されるが、本発明の教示がそのような実施形態に限定さ
れることは意図されない。そうではなく、本発明の教示は、当業者には理解されるように
、様々な代替案、修正、及び均等物を包含する。
【００２５】
　ある範囲の値が本明細書において提供される場合は常に、その範囲は、別段の記載が特
に無い限り、開始値及び終了値、並びにそれらの間の任意の値又は値範囲を含むことが意
図される。例えば、「0.2～0.5」とは、0.2、0.3、0.4、0.5;0.2～0.3、0.3～0.4、0.2～
0.4等それらの間の範囲;0.25、0.35、0.225、0.335、0.49等それらの間のインクリメント
;及び0.26～0.39等それらの間のインクリメント範囲を意味する。
【００２６】
　N.ゴノレアの主要外部タンパク質遺伝子opcAに結合するプライマー及び/又はプローブ
を用いてN.ゴノレアを検出するための方法及び組成物が、本明細書において提供される。
これらのプライマー及びプローブを用いて、生物試料中のN.ゴノレア核酸を増幅して、生
物試料等の試料中のN.ゴノレアの存在又は不在を決定することができる。更に、これらの
プライマー及びプローブを用いて、試料中のN.ゴノレア核酸の量を定量することができる
。
【００２７】
定義
　本明細書において使用される場合、「核酸」とは、窒素を含む複素環式の塩基又は塩基
類似体を有し、核酸骨格結合(例えば、リン酸ジエステル結合)によって連結されてポリヌ
クレオチドを形成する、ヌクレオシド又はヌクレオシド類似体を含む、高分子化合物を意
味する。核酸の非限定的な例としては、RNA、DNA、及びそれらの類似体が挙げられる。核
酸の骨格は、1つのオリゴヌクレオチド中に、様々な結合、例えば、糖-リン酸ジエステル
結合、ペプチド-核酸結合、ホスホロチオアート結合若しくはメチルホスホナート結合、
又はこのような結合の混合物の内の1つ又は複数を含んでよい。核酸中の糖部分は、リボ
ース若しくはデオキシリボースのいずれか、又は公知の置換を有する類似化合物でありう
る。従来の窒素含有塩基(例えばA、G、C、T、U)、公知の塩基類似体(例えば、イノシン)
、プリン塩基又はピリミジン塩基の誘導体、及び「塩基脱落(abasic)」残基(すなわち、1
つ又は複数の骨格位置に窒素含有塩基がない)が、核酸という用語に含まれる。すなわち
、核酸は、RNA及びDNA中に存在する従来の糖、塩基、及び結合のみを含んでもよく、又は
従来の成分と置換の両方を含んでもよい(例えば、メトキシ骨格によって結合された従来
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の塩基及び類似体、又はRNA骨格若しくはDNA骨格によって結合された従来の塩基及び1つ
若しくは複数の塩基類似体)。
【００２８】
　本明細書において使用される場合、「核酸を単離する」という用語は、1つ又は複数の
細胞成分から核酸を精製することを意味する。それから「核酸を単離する」ために処理さ
れる試料が、核酸以外の成分及び不純物を含みうることが、当業者には理解される。単離
された核酸を含む試料は、当技術分野において公知である任意の許容される方法を用いて
標本から調製することができる。例えば、公知の溶解剤(lysis agent)を用いて細胞を溶
解することができ、他の細胞成分から核酸を精製又は部分的に精製することができる。DN
A及びRNAの抽出のための適切な試薬及びプロトコルは、例えば、米国特許出願公開第2010
-0009351号及び米国特許出願公開第2009-0131650号(それぞれ、その全体が参照により本
明細書に組み込まれる)それぞれにおいて見出すことができる。核酸試験(例えば、下記に
更に詳細に考察する増幅及びハイブリダイゼーションの方法)において、抽出した核酸溶
液は、本明細書において開示される実施形態に従う試験を実施するのに必要とされる(例
えば、下記に更に詳細に考察するように、液体中の、基板に結合された、又は凍結乾燥形
態等のいずれかの)試薬に直接的に添加することができる。
【００２９】
　本明細書において使用される場合、「鋳型」とは、少なくとも1つの標的ヌクレオチド
配列を含むポリヌクレオチドの全体又は一部分を意味する。
【００３０】
　本明細書において使用される場合、「プライマー」とは、核酸鎖伸長反応を開始する働
きをすることができるポリヌクレオチドを意味する。プライマーの長さは、例えば、約5
～約100ヌクレオチド、約10～約50ヌクレオチド、約15～約40ヌクレオチド、又は約20～
約30ヌクレオチドまで様々であってよい。プライマーの長さは、約10ヌクレオチド、約20
ヌクレオチド、約25ヌクレオチド、約30ヌクレオチド、約35ヌクレオチド、約40ヌクレオ
チド、約50ヌクレオチド、約75ヌクレオチド、約100ヌクレオチド、又はこれらの値の内
の任意の2つの間の範囲であってよい。いくつかの実施形態において、プライマーの長さ
は、10～約50ヌクレオチド、すなわち、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、
21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、
41、42、43、44、45、46、47、48、49、又は50以上のヌクレオチドである。
【００３１】
　本明細書において使用される場合、「プローブ」とは、ハイブリダイゼーションを可能
にする条件下で、核酸中の標的配列に特異的にハイブリダイズし、それによって、標的配
列又は増幅された核酸の検出を可能にする、核酸オリゴマーを意味する。一般に、プロー
ブの「標的」とは、標準的な水素結合(すなわち、塩基対合)によってプローブオリゴマー
の少なくとも一部分に特異的にハイブリダイズする、増幅された核酸配列の内部の配列又
は一部(subset)を意味する。プローブは、標的特異的配列及びプローブの三次元立体構造
に寄与する他の配列を含んでよい。プローブの標的特異的配列に完全には相補的ではない
標的配列に、プローブオリゴマーが適切なハイブリダイゼーション条件において安定にハ
イブリダイズするのが可能になる場合、配列は「十分に相補的」である。プローブの長さ
は、例えば、約5～約100ヌクレオチド、約10～約50ヌクレオチド、約15～約40ヌクレオチ
ド、又は約20～約30ヌクレオチドまで様々であってよい。プローブの長さは、約10ヌクレ
オチド、約20ヌクレオチド、約25ヌクレオチド、約30ヌクレオチド、約35ヌクレオチド、
約40ヌクレオチド、約50ヌクレオチド、約100ヌクレオチド、又はこれらの値の内の任意
の2つの間の範囲であってよい。いくつかの実施形態において、プローブの長さは、10～
約50ヌクレオチド、すなわち、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、
23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、
43、44、45、46、47、48、49、又は50以上のヌクレオチドである。
【００３２】
　いくつかの実施形態において、プローブは、非配列特異的であってよい。例えば、いく
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つかの実施形態において、
【００３３】
　好ましくは、本明細書において開示されるオリゴヌクレオチドプライマー及び/又はプ
ローブは、長さが8ヌクレオチドから45ヌクレオチドの間であってよい。例えば、プライ
マー又はプローブは、長さが少なくとも8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19
、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39
、40、41、42、43、44、又は45以上のヌクレオチドであってよい。
【００３４】
　本明細書において開示されるプライマー配列及びプローブ配列は、5'末端若しくは3'末
端、又は両方に付加的ヌクレオチドを含むように改変することができる。増幅プライマー
(必ずしもプローブではない)の3'末端への付加的塩基が通常は鋳型配列に相補的であるこ
とが、当業者には理解される。また、本明細書において開示されるプライマー配列及びプ
ローブ配列は、5'末端又は3'末端のヌクレオチドを除去するように改変することもできる
。増幅のために機能するために、プライマー又はプローブは、本明細書において開示され
る最低限の長さ及びアニーリング温度を有することが、当業者には理解される。
【００３５】
　オリゴヌクレオチドプライマー及びプローブは、融解温度(Tm)より低い温度であるアニ
ーリング温度で、標的に結合することができる。本明細書において使用される場合、「Tm
」及び「融解温度」とは、二重鎖ポリヌクレオチド分子の集団の50%が解離して一本鎖に
なる温度を意味する同義的用語である。ポリヌクレオチドのTmを計算するための式は、当
技術分野において周知である。例えば、Tmは、次の式:Tm=69.3+0.41×(G+C)%-6-50/L(式
中、Lはプローブのヌクレオチド長である)によって計算することができる。また、ハイブ
リッドポリヌクレオチドのTmは、1M塩におけるハイブリダイゼーションアッセイから採用
され、PCRプライマーのためにTmを計算するのに一般に使用される式:[(A+Tの数)×2℃+(G
+Cの数)×4℃]を用いて推定することもできる。例えば、C. R. Newtonら　PCR、第2版、S
pringer-Verlag (New York: 1997)、24頁を参照されたい。Tmの計算のために配列特徴だ
けでなく構造的特徴も考慮に入れる、より高度な他の計算法が、当技術分野に存在する。
オリゴヌクレオチドの融解温度は、オリゴヌクレオチドプライマー又はプローブと結合配
列との相補性、及び塩条件に依存しうる。いくつかの実施形態において、本明細書におい
て提供されるオリゴヌクレオチドプライマー又はプローブは、50mM KCl、10mM Tris-HCl
緩衝液において約90℃より低いTmを有し、例えば、約89℃、88、87、86、85、84、83、82
、81、80、79、78、77、76、75、74、73、72、71、70、69、68、67、66、65、64、63、62
、61、60、59、58、57、56、55、54、53、52、50、49、48、47、46、45、44、43、42、41
、40、又は39℃以下であり、列挙した値の内の任意の2つの間の範囲が含まれる。
【００３６】
　いくつかの実施形態において、本明細書において開示されるプライマー、例えば、増幅
プライマーは、例えば、フォワードプライマー及びリバースプライマー(第1の増幅プライ
マー及び第2の増幅プライマー)を含む増幅プライマー対として提供することができる。好
ましくは、フォワードプライマー及びリバースプライマーは、差が10℃以下、例えば、差
が10℃未満、9℃未満、8℃未満、7℃未満、6℃未満、5℃未満、4℃未満、3℃未満、2℃未
満、又は1℃未満であるTmを有する。
【００３７】
　プライマー配列及びプローブ配列は、標的核酸配列に特異的にハイブリダイズするのに
十分な相補性をオリゴヌクレオチドが含むことを条件として、オリゴヌクレオチド配列内
に(標的配列に対する)ヌクレオチド置換を持たせることによって、改変してよい。この方
法では、少なくとも1、2、3、4、又は最高で約5個のヌクレオチドを置換することができ
る。本明細書において使用される場合、「相補的」という用語は、2つのポリヌクレオチ
ド鎖の領域間の、又は同じポリヌクレオチド鎖の2つの領域間の、配列相補性を意味する
。あるポリヌクレオチドの第1の領域と同じ又は異なるポリヌクレオチドの第2の領域を逆
平行に並べた場合に、第1の領域の少なくとも1つのヌクレオチドが第2の領域の塩基と塩
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基対合できるならば、これら2つの領域は相補的である。したがって、2つの相補的なポリ
ヌクレオチドがすべてのヌクレオチド位置で塩基対合することが必要とされるわけではな
い。「完全に相補的」とは、第2のポリヌクレオチドに100%又は「完全に」相補的であり
、したがって、すべてのヌクレオチド位置で塩基対を形成する、第1のポリヌクレオチド
を意味する。また、「部分的に相補的」とは、100%相補的ではなく(例えば、90%、又は80
%、又は70%相補的)、1つ又は複数のヌクレオチド位置に一致しないヌクレオチドを含む、
第1のポリヌクレオチドを意味する。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチド
は、ユニバーサル塩基を含む。
【００３８】
　本明細書において使用される場合、「外来性ヌクレオチド配列」とは、増幅産物が、標
的ヌクレオチド配列がそれからコピーされた元の鋳型には存在しない配置で外来性ヌクレ
オチド配列及び標的ヌクレオチド配列を含むように、増幅のために使用されるプライマー
又はプローブによって導入される配列を意味する。
【００３９】
　本明細書において使用される場合、核酸分子に適用される「配列同一性」又は「同一パ
ーセント」とは、最大の同一性パーセントを実現するようにそれらの配列を整列させた後
の、対象の核酸分子配列と同一である、候補核酸分子配列中の核酸残基の百分率であり、
いかなる核酸残基置換も配列同一性の一部とみなさない。核酸配列同一性は、当技術分野
において公知である任意の方法、例えばCLUSTALW、T-COFFEE、BLASTNを用いて決定するこ
とができる。
【００４０】
　本明細書において使用される場合、「十分に相補的な」という用語は、ひと続きの相補
的塩基間の水素結合によって別の塩基配列にハイブリダイズすることができる連続した核
酸塩基配列を意味する。相補的塩基配列は、標準的な塩基対合(例えばG:C、A:T、若しく
はA:U)の使用により、オリゴマー配列中の各位置において相補的であってもよく、又は(
塩基脱落位置を含めて)相補的ではない1つ若しくは複数の残基を含んでもよい(ただし、
相補的塩基配列全体は、適切なハイブリダイゼーション条件において別の塩基配列と特異
的にハイブリダイズすることができる)。連続塩基は、オリゴマーがハイブリダイズする
と意図される配列に対して、少なくとも約80%、少なくとも約85%、少なくとも約90%、少
なくとも約95%、少なくとも約99%、又は100%相補的であってよい。実質的に相補的な配列
とは、参照配列と比べて同一性パーセントが100から、99、98、97、96、95、94、93、92
、91、90、89、88、87、86、85、84、83、82、81、80、75、若しくは70以下、又は間の任
意の数の範囲に渡る配列を意味することができる。当業者は、塩基配列組成に基づいて予
測できるか、又はごく普通の試験を用いることによって決定することができる(例えば、S
ambrookら、Molecular Cloning, A Laboratory Manual、第2版(Cold Spring Harbor Labo
ratory Press、Cold Spring Harbor、N.Y.、1989年を参照されたい)適切なハイブリダイ
ゼーション条件を容易に選択することができる。
【００４１】
オリゴヌクレオチド
　opcAは、N.ゴノレア中に存在する主要外部タンパク質遺伝子である。N.ゴノレアのopcA
遺伝子のヌクレオチド配列は、2種の参考株FA1090及びMS11から最初に決定された(Zhuら
、FEMS Immunol. Med. Microbiol. 193～200頁(2002))。これら2種の淋菌株のopcAにおい
て、3つの多型部位、すなわち2つの同義変異及び1つの非同義変異が異なっており、MS11 
opcA中に1つのコドン欠失が存在した。淋菌opcAプライマー対を用いるPCRによって、26種
のN.ゴノレア株が検査され、これら26種の淋菌株すべてにopcAが存在することが発見され
た(Zhuら、J. Clin. Microbiol.、458～62頁(1995); Zhuら、2002)。また、51種のN.ゴノ
レア株も、PCR及びDNAハイブリダイゼーションによってopcAについて検査され、すべての
株が、ゲノム中のopcAの存在を示した。Zhuら、FEMS Microbiol. Lett. 173～77頁(2001)
。opcA遺伝子に由来するPCR産物を、4種の高頻度切断(frequent-cutting)制限エンドヌク
レアーゼを用いて消化した(PCR-RFLP)。参考株FA1090のものと同じPCR-RFLPパターンが、
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試験したすべての淋菌株において観察され、N.ゴノレア中のopcA遺伝子の保存配列が示さ
れた。
【００４２】
　本明細書において開示されるいくつかの実施形態は、N.ゴノレアのopcA遺伝子領域又は
その相補物に(例えば、標準的な核酸増幅条件、例えば、標準的なPCR条件、及び/又はス
トリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で)特異的にハイブリダイズすることが
できるオリゴヌクレオチド(例えば、増幅プライマー及びプローブ)を提供する。本明細書
において開示される実施形態に関係するopcA遺伝子領域の例示的な配列は、ジェンバンク
アクセッション番号AJ242839において提供される。opcA遺伝子領域の例示的な配列は、配
列番号7において提供される。いくつかの実施形態において、N.ゴノレアのopcA遺伝子領
域(例えば、配列番号7)に特異的に結合するプライマー及びプローブは、生物試料中のN.
ゴノレア核酸の存在又は量を検出する際に使用される。いくつかの実施形態において、核
酸増幅のための標準的条件下で配列番号7にハイブリダイズするプライマーが提供される
。N.ゴノレアのopcA遺伝子領域に特異的にハイブリダイズすることができるオリゴヌクレ
オチドの例としては、それだけには限らないが、Table 1(表1)において提供される配列番
号1～6が挙げられる。Table 1(表1)において、「オリゴ位置」とは、配列番号7における
各オリゴヌクレオチドの位置を意味する。
【００４３】
【表１】

【００４４】
　また、配列番号1～6又はその相補物と少なくとも80%同一(例えば、少なくとも81%、82%
、83%、84%、85%、86%、87%、88%、89%、90%、91%、92%、93%、94%、95%、96%、97%、98%
、99%、又は100%同一)であるオリゴヌクレオチドを含めて、配列番号1～6又はその相補物
に対して1、2、3、又は4個以上の不一致又はユニバーサルヌクレオチドを含むオリゴヌク
レオチドも、本明細書において提供される。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレ
オチドは、配列番号1～6から選択される配列を含む。いくつかの実施形態において、オリ
ゴヌクレオチドは、配列番号1～6から選択される配列に対して少なくとも約85%同一性で
ある配列を含む。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、配列番号1～6か
ら選択される配列からなる。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、配列
番号1～6から選択される配列に対して少なくとも約85%の同一性又は少なくとも約95%同一
性である配列からなる。
【００４５】
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　また、N.ゴノレアのopcA遺伝子領域の配列に特異的にハイブリダイズすることができる
オリゴヌクレオチド(例えば、増幅プライマー及び/又はプローブ)を含む組成物も、本明
細書において開示される。例えば、この組成物は、N.ゴノレアのopcA遺伝子領域の配列に
特異的にハイブリダイズすることができる1つ若しくは複数の増幅プライマー及び/又は1
つ若しくは複数のプローブを含みうる。いくつかの実施形態において、この組成物は、N.
ゴノレアのopcA遺伝子領域の配列に特異的にハイブリダイズすることができる第1の増幅
プライマー及び第2の増幅プライマーを含む。いくつかの実施形態において、プライマー
は、配列番号1、2、4、又は5の配列を含む。いくつかの実施形態において、プライマーは
、配列番号1、2、4、又は5の配列に対して少なくとも約85%同一性又は少なくとも約95%同
一性である配列を含む。いくつかの実施形態において、プライマーは、配列番号1、2、4
、又は5の配列からなる。いくつかの実施形態において、プライマーは、配列番号1、2、4
、又は5の配列に対して少なくとも約85%同一性又は少なくとも約95%同一性である配列か
らなる。
【００４６】
　いくつかの実施形態において、組成物は、opcAアンプリコンに特異的にハイブリダイズ
することができるプローブを更に含む。いくつかの実施形態において、プローブは、配列
番号3又は6の配列を含む。いくつかの実施形態において、プローブは、配列番号3又は6の
配列に対して少なくとも約85%同一性又は少なくとも約95%同一性である配列を含む。いく
つかの実施形態において、プローブは、配列番号3又は6の配列からなる。いくつかの実施
形態において、プローブは、配列番号3又は6の配列に対して少なくとも約85%同一性又は
少なくとも約95%同一性である配列からなる。
【００４７】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドプローブは、検出可能部分を含んで
よい。例えば、いくつかの実施形態において、本明細書において開示されるオリゴヌクレ
オチドプローブは、放射性標識を含んでよい。放射性標識の非限定的な例としては、3H、
14C、32P、及び35Sが挙げられる。いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドプ
ローブは、それだけには限らないが、リガンド、フルオロフォア、化学発光物質、酵素、
及び抗体を含めて、1つ又は複数の非放射性の検出可能なマーカー又は部分を含んでよい
。本発明の方法の感度上昇を可能にすることができる、プローブと共に使用するための他
の検出可能マーカーとしては、ビオチン及び放射性ヌクレオチド(radio-nucleotide)が挙
げられる。個々の標識の選択によって、それがプローブに結合される様式が必然的に決ま
ることが、当業者には明らかである。例えば、オリゴヌクレオチドプローブは、鋳型核酸
にハイブリダイズすると検出可能な蛍光変化が生じるように、1つ又は複数の色素で標識
される。いくつかの用途には非特異的色素が望ましい場合があるが、配列特異的プローブ
の方が、増幅のより正確な測定を実現することができる。配列特異的プローブの1つの立
体配置は、フルオロフォアにつながれたプローブの一端及び消光物質につながれたプロー
ブの他方の端を含むことができる。プローブがハイブリダイズしていない場合、プローブ
はステムループ立体配置を保持することができ、この配置ではフルオロフォアが消光物質
によって消光され、したがって、フルオロフォアが蛍光を発するのを妨げる。プローブが
鋳型核酸配列にハイブリダイズすると、プローブは直鎖状になって、フルオロフォアを消
光物質から遠ざけ、したがって、フルオロフォアが蛍光を発することが可能になる。配列
特異的プローブの別の立体配置は、FRET対の第1のフルオロフォアにつながれた第1のプロ
ーブ及びFRET対の第2のフルオロフォアにつながれた第2のプローブを含むことができる。
第1のプローブ及び第2のプローブが同じアンプリコンにハイブリダイズする場合、FRETに
よるエネルギー移動を可能にするのに十分な近接範囲内にあるアンプリコンの配列にハイ
ブリダイズするように、第1のプローブ及び第2のプローブを構成することができる。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、配列特異的プローブは、フルオロフォアに結合された本
明細書において開示されるオリゴヌクレオチドを含む。いくつかの実施形態において、プ
ローブは、2つ以上のフルオロフォアに結合される。フルオロフォアの例としては、次の
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ものが挙げられる:キサンテン色素、例えば、フルオレセイン色素及びローダミン色素(フ
ルオレセインイソチオシアナート(FITC)、2-[(エチルアミノ)-3-(エチルイミノ)-2-7-ジ
メチル-3H-キサンテン-9-イル]安息香酸エチルエステル一塩酸塩(R6G)(約500から560nmま
での範囲の波長において応答放射線(response radiation)を発する)、1,1,3,3,3',3'-ヘ
キサメチルインドジカルボシアニンヨージド(HIDC)(約600から660nmまでの範囲の波長に
おいて応答放射線を発する)、6-カルボキシフルオレセイン(略語FAM及びFによって一般に
公知)、6-カルボキシ-2',4',7',4,7-ヘキサクロロフルオレセイン(HEX)、6-カルボキシ-4
',5'-ジクロロ-2',7'-ジメトキシフルオレセイン(JOE又はJ)、N,N,N',N'-テトラメチル-6
-カルボキシローダミン(TAMRA又はT)、6-カルボキシ-X-ローダミン(ROX又はR)、5-カルボ
キシローダミン-6G(R6G5又はG5)、6-カルボキシローダミン-6G(R6G6又はG6)、及びローダ
ミン110等);シアニン色素、例えば、Cy3、Cy5、及びCy7色素;クマリン、例えばウンベリ
フェロン;ベンズイミド色素、例えば、Hoechst 33258;フェナントリジン色素、例えばテ
キサスレッド;エチジウム色素;アクリジン色素;カルバゾール色素;フェノキサジン色素;
ポルフィリン色素;ポリメチン色素、例えば、Cy3(約540から580nmまでの範囲の波長にお
いて応答放射線を発する)、Cy5(約640から680nmまでの範囲の波長において応答放射線を
発する)等のシアニン色素等;BODIPY色素、並びにキノリン色素。関心対象の具体的なフル
オロフォアとしては、ピレン、クマリン、ジエチルアミノクマリン、FAM、フルオレセイ
ンクロロトリアジニル、フルオレセイン、R110、エオシン、JOE、R6G、HIDC、テトラメチ
ルローダミン、TAMRA、リサミン、ROX、ナプトフルオレセイン、テキサスレッド、ナプト
フルオレセイン、Cy3、及びCy5、並びにCAL fluorオレンジ等が挙げられる。
【００４９】
　いくつかの実施形態において、プローブは、消光物質に結合される。消光物質は、電磁
放射線を吸収し、それを熱として放散し、それによって暗いままにすることができる。消
光物質の例としては、Dabcyl、BHQ-1又はBHQ-2(Biosearch社)等のNFQ、IOWA BLACK FQ(ID
T社)、及びIOWA BLACK RQ(IDT社)が挙げられる。いくつかの実施形態において、消光物質
は、フルオロフォアと対になって、フルオロフォアによって放出される電磁放射線を吸収
するように、選択される。本明細書において開示される組成物及び方法において有用なフ
ルオロフォア/消光物質の対は、当技術分野において周知であり、例えば、ワールドワイ
ドウェブサイトmolecular-beacons.org/download/marras,mmb06%28335%293.pdfにおいて
入手可能なS. Marras、「Selection of Fluorophore and Quencher Pairs for Fluoresce
nt Nucleic Acid Hybridization Probes」で説明されているのを見出すことができる。
【００５０】
　いくつかの実施形態において、フルオロフォアは、プローブの第1の端に結合され、消
光物質は、プローブの第2の端に結合される。結合は、共有結合を含んでよく、場合によ
っては、プローブとフルオロフォア又は消光物質との間に配置された、少なくとも1つの
リンカー分子を含んでもよい。いくつかの実施形態において、フルオロフォアは、プロー
ブの5'末端に結合され、消光物質は、プローブの3'末端に結合される。いくつかの実施形
態において、フルオロフォアは、プローブの3'末端に結合され、消光物質は、プローブの
5'末端に結合される。定量的核酸増幅において使用されうるプローブの例としては、分子
ビーコン、SCORPION(商標)プローブ(Sigma社)、及びTAQMAN(商標)プローブ(Life Technol
ogies社)等が挙げられる。本明細書において開示される実施形態において有用である他の
核酸検出技術としては、それだけには限らないが、ナノ粒子プローブ技術(Elghanianら、
(1997) Science 277: 1078～1081頁を参照されたい)及びAmplifluorプローブ技術(例えば
、米国特許第5,866,366号、第6,090,592号、第6,117,635号、及び第6,117,986号を参照さ
れたい)が挙げられる。
【００５１】
　本明細書において提供される核酸は、様々な形態であってよい。例えば、いくつかの実
施形態において、核酸は、溶液、例えば緩衝液中に(単独で、又は様々な他の核酸と組み
合わせて)溶解される。いくつかの実施形態において、核酸は、単独で、又は他の単離さ
れた核酸と組み合わせて、塩として提供される。いくつかの実施形態において、核酸は、
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再構成することができる凍結乾燥形態で提供される。例えば、いくつかの実施形態におい
て、本明細書において開示される単離された核酸は、単独で凍結乾燥されたペレット中で
、又は他の単離された核酸と共に凍結乾燥されたペレット中で、提供されてよい。いくつ
かの実施形態において、ビーズ又は膜等の固形物質に取り付けられた核酸が、提供される
。いくつかの実施形態において、核酸は、宿主細胞、例えば、プラスミドを有する細胞株
又は安定に組み込まれた配列を有する細胞株において、提供される。
【００５２】
方法
　試料中のN.ゴノレアを検出及び/又は定量するための方法が、本明細書において提供さ
れる。いくつかの実施形態において、この方法は、分析しようとする試料を、標準的な核
酸増幅条件及び/又はストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でN.ゴノレアのo
pcA遺伝子領域の配列に特異的にハイブリダイズする1つ又は複数のオリゴヌクレオチドと
接触させる工程を含む。いくつかの実施形態において、この方法は、試料がN.ゴノレアを
含む場合に、試料からopcA配列のアンプリコンを生成させる工程を含む。また、この方法
は、試料中のopcA配列及び/又はN.ゴノレアの存在の指標として、1つ又は複数の増幅産物
の存在又は量を決定する工程も含んでよい。
【００５３】
核酸試験
　本明細書において説明される方法は、例えば、核酸試験を含んでよい。例えば、この試
験は、試料中の標的核酸配列について試験することを含んでよい。それだけには限らない
が、核酸増幅を伴う試験を含めて、様々な形式の核酸試験が、本明細書において開示され
る実施形態において使用されうる。
【００５４】
　本明細書において使用される場合、核酸増幅とは、配列特異的方法を用いて、標的核酸
配列又はその相補物若しくはその断片の複数のコピーを得るための任意の公知の手順を指
す。公知の増幅方法の例としては、それだけには限らないが、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR
)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、ループ介在等温増幅(LAMP)、鎖置換増幅(SDA)(例えば、多置
換増幅(MDA))、レプリカーゼ介在増幅、免疫増幅、核酸配列ベース増幅(NASBA)、自家持
続配列複製(3SR)、ローリングサークル増幅、及び転写介在増幅(TMA)が挙げられる。例え
ば、Mullis、「Process for Amplifying, Detecting, and/or Cloning Nucleic Acid Seq
uences」、米国特許第4,683,195号; Walker、「Strand Displacement Amplification」、
米国特許第5,455,166号; Deanら、「Multiple displacement amplification」、米国特許
第6,977,148号; Notomiら、「Process for Synthesizing Nucleic Acid」、米国特許第6,
410,278号; Landegrenら、米国特許第4,988,617号、「Method of detecting a nucleotid
e change in nucleic acids」; Birkenmeyer、「Amplification of Target Nucleic Acid
s Using Gap Filling Ligase Chain Reaction」、米国特許第5,427,930号; Cashman、「B
locked-Polymerase Polynucleotide Immunoassay Method and Kit」、米国特許第5,849,4
78号; Kacianら、「Nucleic Acid Sequence Amplification Methods」、米国特許第5,399
,491号; Malekら、「Enhanced Nucleic Acid Amplification Process」、米国特許第5,13
0,238号; Lizardiら、BioTechnology, 6:
 1197頁(1988); Lizardiら、米国特許第5,854,033号、「Rolling circle replication re
porter systems」を参照されたい。いくつかの実施形態において、前述の核酸増幅方法の
2つ以上を、例えば逐次的に実施することができる。
【００５５】
　例えば、LCR増幅では、少なくとも4つの別々のオリゴヌクレオチドを用いて、ハイブリ
ダイゼーション、ライゲーション、及び変性の複数サイクルを使用することにより、標的
及びその相補鎖を増幅する(欧州特許第0320308号)。SDAでは、標的配列を含む半修飾され
た(hemimodified)DNA二重鎖の一方の鎖に切れ目を入れる制限エンドヌクレアーゼの認識
部位を含むプライマーを用い、続いて、一連のプライマー伸長工程及び鎖置換工程で増幅
することによって、増幅する(Walkerらに対する米国特許第5,422,252号)。
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【００５６】
　PCRは、核酸を増幅するための当技術分野において周知の方法である。PCRは、標的配列
に隣接する2つ以上の伸長可能な配列特異的オリゴヌクレオチドプライマーを用いる標的
配列の増幅を伴う。関心対象の標的配列を含む核酸が、プライマー、熱安定性DNAポリメ
ラーゼ(例えば、Taqポリメラーゼ)、及び様々なdNTPの存在下で複数回の熱サイクル(変性
、アニーリング、及び伸長)のプログラムに供され、その結果、標的配列が増幅される。P
CRでは、DNA分子の所定の領域の相補鎖が熱安定性DNAポリメラーゼによって同時に合成さ
れるプライマー伸長反応を複数回使用する。各サイクルの最後に、新しく合成された各DN
A分子は、次のサイクルのための鋳型の役割を果たす。これらの反応を複数回繰り返す間
に、新しく合成されたDNA鎖の数は指数関数的に増加し、その結果、20～30回の反応サイ
クルの後には、最初の鋳型DNAが数千倍又は数百万倍に複製されていると考えられる。様
々なタイプ及び様式のPCRを実施するための方法は、文献、例えば、「PCR Primer: A Lab
oratory Manual」Dieffenbach及びDveksler編Cold Spring Harbor Laboratory Press、19
95年において、またMullisらによって特許において(例えば、米国特許第4,683,195号、第
4,683,202号、及び第4,800,159号)、及び科学論文(例えば、Mullisら　1987年、Methods 
in Enzymology、155:335～350頁)において十分に説明されており、各参照文献の内容は、
その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【００５７】
　PCRは、増幅後の処理に適した二重鎖増幅産物を生成することができる。所望の場合は
、アガロースゲル電気泳動を用いた可視化、プローブに基づく比色定量検出を用いる酵素
イムノアッセイ形式、蛍光発光技術、又は当業者に公知の他の検出手段によって、増幅産
物を検出することができる。
【００５８】
　多種多様なPCR方法が、多くの情報源、例えば、Ausubelら(編)、Current Protocols in
 Molecular Biology、セクション15、John Wiley & Sons, Inc.、New York (1994)におい
て説明されている。PCR方法の例としては、それだけには限らないが、リアルタイムPCR、
エンドポイントPCR、増幅断片長多型PCR(AFLP-PCR)、Alu-PCR、非対称PCR、コロニーPCR
、DD-PCR、縮重PCR、ホットスタートPCR、In situ PCR、インバースPCR、ロングPCR、多
重PCR、ネステッドPCR、PCR-ELISA、PCR-RFLP、PCR-一本鎖高次構造多型(PCR-SSCP)、定
量的競合PCR(QC-PCR)、cDNA末端の迅速増幅-PCR(RACE-PCR)、ランダム増幅多型DNA-PCR(R
APD-PCR)、リアルタイムPCR、繰り返し遺伝子外パリンドローム-PCR(Rep-PCR)、逆転写酵
素PCR(RT-PCR)、TAIL-PCR、タッチダウンPCR、及びベクトレットPCRが挙げられる。
【００５９】
　定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応(QRT-PCR)とも呼ばれるリアルタイムPCRは、
所与の核酸分子の特定の部分を同時に定量及び増幅するのに使用することができる。これ
を用いて、特定の配列が試料中に存在するかどうかを判定し、存在する場合には、存在す
るその配列のコピー数を測定することができる。「リアルタイム」という用語は、PCR中
の定期的な観察を意味する。ABI 7700配列検出システム及びABI 7900HT配列検出システム
(Applied Biosystems社、Foster City、Calif.)等のいくつかのシステムでは、各熱サイ
クルの間の予め決定された時点又は使用者が定めた時点に観察を行う。蛍光共鳴エネルギ
ー転移(FRET)プローブを用いたPCRのリアルタイム解析では、好ましくは任意の内部対照
シグナルを差し引いた、サイクル間の蛍光色素のシグナル変化が測定される。リアルタイ
ム手順は、PCRの一般的なパターンに従うが、核酸は、各増幅段階(round)の後に定量され
る。定量方法の2つの例は、二重鎖DNA中に入り込む蛍光色素(例えば、SYBRGreen)及び相
補的DNAとハイブリダイズした場合に蛍光を発する修飾されたDNAオリゴヌクレオチドプロ
ーブの使用である。挿入剤は、未結合の場合、比較的弱い蛍光を有し、二重鎖核酸に結合
すると、比較的強い蛍光を有する。したがって、挿入剤を用いて、核酸増幅反応の進行中
の二重鎖核酸の蓄積をモニターすることができる。本明細書において開示される実施形態
において有用であるこのような非特異的色素の例としては、SYBR Green I(Molecular Pro
bes社)、ヨウ化プロピジウム、及び臭化エチジウム等の挿入剤が挙げられる。
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【００６０】
　特異的な標的配列、プライマー、及びプローブのおかげで、本明細書において開示され
る方法を用いて、試料中のN.ゴノレアの存在/不在又は量を高い感度及び精度で検出する
ことができる。例えば、それらの方法は、ゴノレアではないナイセリア属の近縁種を除外
するほどに、N.ゴノレアを正確に検出することができる。これらの方法は、ピリン遺伝子
に基づく検出システム(例えば、ProbeTec(商標)Qx増幅アッセイ)と比べて、特異性が向上
している、すなわち、ゴノレアではないナイセリア属の近縁種(例えば、N.ラクタミカ、N
.シネレア、及びN.シッカ)に対する交差反応性が低下しているか、又はない。
【００６１】
　本明細書において開示されるプライマーを、同一の化学的性質及び熱PCRプロファイル
を用いる補足的PCRシステムと組み合わせることにより、膣中生物を検出するためのアッ
セイパネルを提供して、アッセイの全体的な感度及び頑健性を向上させることができる。
【００６２】
　いくつかの実施形態において、オリゴヌクレオチドは、本明細書において説明するよう
に検出可能部分を含み、opcA遺伝子領域へのそのオリゴヌクレオチドの特異的ハイブリダ
イゼーションを、例えば直接的手段又は間接的手段によって検出することができる。した
がって、試料中のN.ゴノレアを検出及び/又は同定するためのいくつかの実施形態は、試
験試料を提供する工程と、その試料を、標準的な核酸増幅条件及び/又はストリンジェン
トなハイブリダイゼーション条件下でN.ゴノレアのopcA遺伝子領域に特異的にハイブリダ
イズするオリゴヌクレオチドプローブと接触させる工程とを含み、このオリゴヌクレオチ
ドプローブは、長さが約10ヌクレオチドから約45ヌクレオチドの間であり、検出可能部分
を含み、接触させる工程は、N.ゴノレアが試料中に存在する場合にopcA遺伝子領域へのプ
ライマーの特異的ハイブリダイゼーションを可能にさせる条件下で実施される。(試験さ
れる試料中に存在する場合に)opcA遺伝子領域に特異的に結合するプローブの存在及び/又
は量を決定することができ、結合したプローブは、試料中のN.ゴノレアの存在を示唆して
いる。いくつかの実施形態において、結合したプローブの量を用いて、試料中のN.ゴノレ
アの量を決定する。
【００６３】
　測定する工程は、それだけには限らないがin situハイブリダイゼーションを含む当業
者に公知の任意の方法を、接触させる工程に続いて用いて、達成することができる。ハイ
ブリッド二重鎖の(すなわち、opcA遺伝子領域に特異的に結合したプローブ)の検出は、い
くつかの方法によって実施することができる。典型的には、ハイブリダイズしていない核
酸からハイブリダイゼーション二重鎖を分離し、次いで、二重鎖に結合した標識を検出す
る。このような標識は、当技術分野において標準的に使用される放射性、蛍光性、生物学
的、又は酵素学的なタグ又は標識を指す。標識は、オリゴヌクレオチドプローブ又は生物
試料に由来する核酸のいずれかに結合させることができる。過剰な試料/標的核酸又はオ
リゴヌクレオチドプローブ(並びに、該当する場合は、未結合の結合体)を洗い落とすため
に洗浄工程を使用してよいことが、当業者には理解される。更に、標準的な不均一系アッ
セイ形式も、オリゴヌクレオチドプライマー及びプローブ上に存在する標識を用いてハイ
ブリッドを検出するのに適している。
【００６４】
　いくつかの実施形態において、N.ゴノレアの存在について試験される試料は、本明細書
において開示される方法を実施する前に処理される。例えば、いくつかの実施形態におい
て、試料は、本明細書において開示される方法を実施する前に、単離されるか、濃縮され
るか、又は他の様々な処理工程に供されうる。例えば、いくつかの実施形態において、試
料は、本明細書において開示されるように、試料をオリゴヌクレオチドと接触させる前に
、試料から核酸を単離するために処理されうる。いくつかの実施形態において、本明細書
において開示される方法は、試料をin vitroで培養せずに、試料上で実施される。いくつ
かの実施形態において、本明細書において開示される方法は、本明細書において開示され
るように試料をオリゴヌクレオチドと接触させる前に、試料から核酸を単離することなく
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、試料上で実施される。
【００６５】
　本明細書において開示される方法は、自動化された状態に修正可能であり、それによっ
て、N.ゴノレアの検出のためのハイスループットな選択肢を提供する。様々な多重PCRプ
ラットホーム、例えば、BD MAX(商標)プラットホーム、Viper(商標)プラットホーム、又
はViper(商標)LTプラットホームを用いて、開示される方法の1つ又は複数の工程を実施す
ることができる。これらの方法は、多重方式で実施することができる。例えば、いくつか
の実施形態において、核酸増幅は、多重PCRを実施する工程を含む。
【００６６】
試料
　本明細書において開示される方法及び組成物を用いて、多種多様の試料中のN.ゴノレア
の存在/不在及び量を検出することができる。本明細書において使用される場合、「試料
」とは、N.ゴノレア核酸を含有すると推測されるか、又は潜在的に含有する、1つ又は複
数の対象又は供給源から取得された試料を意味する。
【００６７】
　試料が採取される供給源は限定されない。例えば、試料は、組織、血液、唾液、痰、粘
液、汗、尿、尿道、尿道スワブ、子宮頸部、子宮頸部スワブ、陰茎、肛門、咽頭、膣、泌
尿生殖器スワブ又は肛門スワブ、結膜スワブ、接眼レンズ液、脳脊髄液、乳汁、腹水、滑
液、腹膜液、羊水、発酵培養液、細胞培養物、及び化学反応混合物等の生物学的供給源か
ら取得することができる。生物試料は、(i)対象若しくは供給源から得られたまま直接的
に、又は(ii)試料の特徴を変える前処理の後に、使用されうる。すなわち、試験試料は、
例えば、血液から血漿又は血清を調製すること、細胞又はウィルス粒子を破壊すること、
固体材料から液体を調製すること、粘性流体を希釈すること、液体を濾過すること、液体
を濃縮すること、干渉成分を不活性化すること、試薬を添加すること、及び核酸を精製す
ること等によって、使用前に前処理されてよい。また、試料調製は、解析用の試料を調製
するのに使用される緩衝剤、塩、及び/又は洗浄剤等を含有する溶液の使用も含んでよい
。いくつかの実施形態において、試料は、分子的試験の前に処理される。いくつかの実施
形態において、試料は直接的に解析され、試験前に前処理されない。
【００６８】
　試料は、生物試料、例えば臨床試料であってよい。いくつかの実施形態において、試料
は、対象の尿道、陰茎、肛門、咽頭、子宮頸部、又は膣から採取されうる。いくつかの実
施形態において、生物試料は膣試料である。
【００６９】
　膣試料又は尿試料は、複数の生物に感染していることが多い。開示されるプライマー及
びプローブは、腟マトリックス又は尿マトリックスの混合感染に対して耐性がある。
【実施例】
【００７０】
　以下の実施例は、本技術が適用されうる具体的な状況及び設定を実証するために提供さ
れ、本発明の範囲及び本開示に含まれる特許請求の範囲を制限することを意図しない。
【００７１】
(実施例1)
72種のN.ゴノレア臨床分離株の検出
　試料緩衝液に72種のN.ゴノレア臨床分離株/株を加え、それぞれ熱溶解した。BD MAX(商
標)システムを用いて各試料溶液からDNAを抽出し、抽出したDNAを、Table 1(表1)に示すo
pcA-6 PCRシステムを用いて増幅して、N.ゴノレア中のopcA遺伝子領域配列の存在を検出
した。図2に示すように、opcA-6システムは、試験した72種の異なるN.ゴノレア臨床分離
株すべてを成功裏に同定した。
【００７２】
　本実施例から、opcA-6 PCRシステムを用いて多種多様なN.ゴノレア臨床分離株を検出で
きることが示される。
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【００７３】
(実施例2)
opcA-6 PCRシステムの特異性試験
　試料緩衝液にナイセリア属生物を加え、それぞれ熱溶解した。BD MAX(商標)システムを
用いて各試料溶液からDNAを抽出し、抽出したDNAを、Table 1(表1)に示すopcA-6 PCRシス
テム又はピリンqPCRシステムを用いて増幅して、試料溶液中のナイセリア属生物の存在を
検出した。図3Aに示すように、opcA-6システムでは、ゴノレア以外のナイセリア属のみを
加えたどの試料においても増幅産物を生じず、したがって、試験したゴノレア以外のナイ
セリア属の種すべてについて偽陽性をもたらさなかった。図3Bに示すように、ピリンに基
づくqPCRシステムは、ゴノレア以外のナイセリア属のいくつかの種(例えば、N.シネレア
、N.シッカ、N.ラクタミカ)と交差反応したのに対し、opcA-6システムは、N.ゴノレアを
加えた試料においてのみ増幅産物を生じた。
【００７４】
　本実施例により、opcA-6 PCRシステムがN.ゴノレアに対して高度に特異的であり、ゴノ
レア以外のナイセリア属のいかなる配列とも交差反応しないことが示される。
【００７５】
(実施例3)
opcA-6 PCRシステムの特異性試験
　試料緩衝液に、膣臨床試料中に一般に存在する生物を加え、それぞれ熱溶解した。BD M
AX(商標)システムを用いて試料溶液からDNAを抽出し、抽出したDNAを、Table 1(表1)に示
すopcA-6 PCRシステムを用いて増幅した。図4に示すように、opcA-6システムは、試料に
加えた115種の生物のいずれとも交差反応せず、増幅産物を生じなかった。
【００７６】
　本実施例により、opcA-6 PCRシステムがN.ゴノレアに対して高度に特異的であり、膣臨
床試料中に一般に存在する生物の配列と交差反応しないことが示される。
【００７７】
(実施例4)
opcA-6 PCRシステムの検出限界
　尿マトリックス臨床試料及び膣マトリックス臨床試料にN.ゴノレアを加え、熱溶解した
。BD MAX(商標)システム及びViper(商標)XTRシステムを用いて、それぞれ試料からDNAを
抽出し、抽出したDNAを、Table 1(表1)に示すopcA-6 PCRシステムを用いて増幅して、シ
ステムの検出限界を決定した。結果を図5に示す。図5に示すように、opcA-6 qPCRシステ
ムは、Viper(商標)XTRシステム(図5においてGC Qxと名付けられている)において現在使用
されているN.ゴノレア増幅システムよりも高い陽性率をMAX(商標)システムにおいて有し
ていた。
【００７８】
　様々な態様及び実施形態が本明細書において開示されたが、他の態様及び実施形態が当
業者には明らかである。本明細書において開示される様々な態様及び実施形態は、例証の
ためであり、限定することを意図せず、真の範囲及び精神は、以下の特許請求の範囲によ
って示される。
【００７９】
　本明細書において開示されるこの工程及び方法並びに他の工程及び方法について、それ
らの工程及び方法において実行される機能は、異なる順序で果たされうることが、当業者
には理解される。更に、概説した工程及び作業は例として提供されるにすぎず、これらの
工程及び作業の内の一部は、開示される実施形態の本質を損ねることなく、任意選択であ
るか、より少ない工程及び作業にまとめるか、又は追加の工程及び作業に発展させること
ができる。
【００８０】
　実質的に任意の複数形の用語及び/又は単数形の用語を本明細書において使用すること
に関して、当業者は、文脈及び/又は用途に対して適切であるように、複数形から単数形
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に、及び/又は単数形から複数形に、置き変えることができる。様々な単数/複数の置き換
えは、明確にするために本明細書においてはっきりと説明される場合がある。
【００８１】
　一般に、本明細書、特に添付の特許請求の範囲(例えば、添付の特許請求の範囲の本体
部)において使用される用語は、通常は「非限定的(open)」用語として意図される(例えば
、「含む(including)」という用語は、「それだけには限らないが、含む(including but 
not limited to)」と解釈されるべきであり、「有する」という用語は、「少なくとも有
する」と解釈されるべきであり、「含む(includes)」という用語は、「それだけには限ら
ないが、含む(including but not limited to)」と解釈されるべきである、等)ことが、
当業者には理解される。導入される請求項記載の特定の数が意図される場合、そのような
意図はその請求項中に明示的に記載され、そのような記載がない場合は、そのような意図
も存在しないことが、当業者には更に理解される。例えば、理解を助けるものとして、下
記の添付の特許請求の範囲は、請求項記載を導入するために「少なくとも1つの」及び「1
つ又は複数の」といった導入句の使用を含む場合がある。しかし、このような句の使用は
、不定冠詞「1つの(a)」又は「1つの(an)」によって請求項記載を導入した場合に、その
ような導入される請求項記載を含む任意の特定の請求項が、そのような記載を1つしか含
まない実施形態に限定されることを含意すると解釈されるべきではなく、これは、同じ請
求項が導入句「1つ又は複数の」又は「少なくとも1つの」及び「1つの(a)」又は「1つの(
an)」等の不定冠詞を含む場合であってもそうである(例えば、「1つの(a)」及び/又は「1
つの(an)」は、「少なくとも1つの」又は「1つ又は複数の」を意味すると解釈されるべき
である)。定冠詞を使用して請求項記載を導入した場合も、同じことが当てはまる。更に
、導入される請求項記載の特定の数が明示的に記載されている場合でも、そのような記載
は、少なくとも記載された数であることを意味すると解釈されるべきであることを、当業
者は認識する(例えば、他の修飾語を伴わない、「2つの記載事項」という単独の記載は、
少なくとも2つの記載、又は2つ以上の記載を意味する)。更に、「A、B、及びC等の内の少
なくとも1つ」に類似する記載方法(convention)が使用されるような場合、一般に、その
ような構文は、当業者がその記載方法を理解するであろう意味で意図されている(例えば
、「A、B、及びCの内の少なくとも1つを有するシステム」は、例えば、Aのみ、Bのみ、C
のみ、AとBを一緒に、AとCを一緒に、BとCを一緒に、及び/又はAとBとCを一緒に有するシ
ステム等を含むが、それだけには限らない)。「A、B、又はC等の内の少なくとも1つ」に
類似する記載方法が使用されるような場合、一般に、そのような構文は、当業者がその記
載方法を理解するであろう意味で意図されている(例えば、「A、B、又はCの内の少なくと
も1つを有するシステム」は、例えば、Aのみ、Bのみ、Cのみ、AとBを一緒に、AとCを一緒
に、BとCを一緒に、及び/又はAとBとCを一緒に有するシステム等を含むが、それだけには
限らない)。2つ以上の選択可能な用語を与える実質的に任意の離接的な単語及び/又は句
は、明細書中、特許請求の範囲中、又は図面中であるかを問わずに、それら用語の内の1
つ、それらの用語の内のいずれか、又は両方の用語を包含する可能性を企図すると理解さ
れるべきであることが、当業者には更に理解される。例えば、「A又はB」という句は、「
A」若しくは「B」又は「A及びB」である可能性を包含するものと理解される。
【００８２】
　更に、本開示の特徴又は態様がマーカッシュ群によって説明される場合、それにより、
本開示が、マーカッシュ群の任意の個々の構成要素又は構成要素の下位集団の観点からも
説明されるということを、当業者は認識する。
【００８３】
　当業者に理解されるように、任意及びあらゆる目的のために、例えば、書面による説明
を提供するという観点から、本明細書において開示される範囲はいずれも、任意及びすべ
ての存在しうる部分範囲及びその部分範囲の組合せをも包含する。挙げられた任意の範囲
は、同範囲が少なくとも均等な半分、3分の1、4分の1、5分の1、10分の1等に細分化され
ることを十分に説明し、可能にすることが容易に認識されうる。非限定的な例として、本
明細書において考察される各範囲は、下3分の1、中央3分の1、上3分の1等に容易に細分化
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されうる。また、当業者には理解されるように、「最高で」及び「少なくとも」等の言い
回しはすべて、記載された数を含み、前述したように後で部分範囲に細分化されうる範囲
を指す。最後に、当業者には理解されるように、範囲は、個々の各構成要素を含む。した
がって、例えば、1～3個の細胞を有する群とは、1、2、又は3個の細胞を有する群を意味
する。同様に、1～5個の細胞を有する群とは、1、2、3、4、又は5個の細胞を有する群を
意味し、以下同様である。
【００８４】
　前述の内容から、本開示の様々な実施形態は、例証のために本明細書において説明され
たこと、及び本開示の範囲からも精神からも逸脱することなく、様々な修正を加えられる
ことが、認識される。したがって、本明細書において開示される様々な実施形態は、限定
することを意図せず、真の範囲及び精神は、以下の特許請求の範囲によって示される。

【図１－１】 【図１－２】
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