
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】一度に大量調製することが可能であり、かつ、類似菌種間における菌種の同定が
可能な感染症検出用プローブを提供する。
【解決手段】感染症起炎菌遺伝子を検出するための感染症起炎菌検出用プローブセットは
、特定のの塩基配列及びその相補配列を含む第 1群と、特定の塩基配列及びその相補配列
を含む第 2群と、特定の塩基配列及びその相補配列を含む第 3群と、特定の塩基配列及びそ
の相補配列を含む第 4群と、特定の塩基配列及びその相補配列を含む第 5群と、特定の塩基
配列及びその相補配列を含む第 6群と、特定の塩基配列及びその相補配列を含む第 7群と、
特定の塩基配列及びその相補配列を含む第 8群と、特定の塩基配列及びその相補配列を含
む第 9群と、特定の塩基配列及びその相補配列を含む第 10群より選択された複数群の各々
から選択された塩基配列を有するオリゴヌクレオチドで形成される複数種類のプローブを
含む。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
感 染 症 起 炎 菌 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ セ ッ ト で あ っ て 、
　 SEQ ID No.1～ 14の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 1群 と 、 SEQ ID No.15～ 24の 塩 基
配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 2群 と 、 SEQID No.25～ 36の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含
む 第 3群 と 、 SEQ ID No.37～ 47の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 4群 と 、 SEQ IDNo.48
～ 57の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 5群 と 、 SEQ ID No.58～ 68の 塩 基 配 列 及 び そ の
相 補 配 列 を 含 む 第 6群 と 、 SEQ ID No.69～ 77の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 7群 と 、
SEQID No.78～ 85の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 8群 と 、 SEQ ID No.86～ 97の 塩 基 配
列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 9群 と 、 SEQ IDNo.98～ 106の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含
む 第 10群 よ り 選 択 さ れ た 複 数 群 の 各 々 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で 形 成 さ れ る 複 数 種 類 の プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ
セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ セ ッ ト に 含 ま れ る プ ロ ー ブ が 化 学 的 に 固 定
さ れ て い る 担 体 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 担 体 を 用 い て 感 染 症 起 炎 菌 遺 伝 子 を 検 出 す る 遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
SEQ ID No.1～ 14の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ
ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ５ 】
SEQ ID No.1～ 14の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ５ に 記 載 の プ ロ ー ブ セ ッ ト に 含 ま れ る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て
い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 担 体 を 用 い て 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る
遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
SEQ ID No.15～ 24の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ
ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ９ 】
SEQ ID No.15～ 24の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ に 記 載 の プ ロ ー ブ セ ッ ト に 含 ま れ る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て
い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 担 体 を 用 い て 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す
る 遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
SEQ ID No.25～ 36の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 、 大 腸 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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SEQ ID No.25～ 36の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む 、
大 腸 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ２ に 記 載 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち 、 少 な く と も １ 種 類 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ３ に 記 載 の 担 体 を 用 い て 大 腸 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子
検 査 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
SEQ ID No.37～ 47の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 肺 炎 桿 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ
。
【 請 求 項 １ ７ 】
SEQ ID No.37～ 47の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 肺 炎 桿 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ７ に 記 載 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち 、 少 な く と も １ 種 類 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 担 体 を 用 い て 肺 炎 桿 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝
子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
SEQ ID No.48～ 57の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 緑 膿 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
SEQ ID No.48～ 57の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 緑 膿 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 ２ １ に 記 載 の プ ロ ー ブ セ ッ ト に 含 ま れ る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ
て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 担 体 を 用 い て セ ラ チ ア 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る
遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
SEQ ID No.58～ 68の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る セ ラ チ ア 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー
ブ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
SEQ ID No.58～ 68の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る セ ラ チ ア 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 ２ ５ に 記 載 の プ ロ ー ブ セ ッ ト に 含 ま れ る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ
て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 担 体 を 用 い て セ ラ チ ア 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る
遺 伝 子 検 査 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ８ 】
SEQ ID No.69～ 77の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 肺 炎 連 鎖 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
SEQ ID No.69～ 77の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 肺 炎 連 鎖 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち 、 少 な く と も １ 種 類 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の 担 体 を 用 い て 肺 炎 連 鎖 球 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る
遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
SEQ ID No.78～ 85の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る イ ン フ ル エ ン ザ 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な 感 染 症 検 出 用
プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
SEQ ID No.78～ 85の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る イ ン フ ル エ ン ザ 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち 、 少 な く と も １ 種 類 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 担 体 を 用 い て イ ン フ ル エ ン ザ 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と
す る 遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
SEQ ID No.86～ 97の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る エ ン テ ロ バ ク タ ー ク ロ ア カ エ 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な
感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
SEQ ID No.86～ 97の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む こ
と を 特 徴 と す る エ ン テ ロ バ ク タ ー ク ロ ア カ エ 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち 、 少 な く と も １ 種 類 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 担 体 を 用 い て エ ン テ ロ バ ク タ ー 　 ク ロ ア カ エ 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す
る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
SEQ ID No.98～ 106の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る エ ン テ ロ コ ッ カ ウ フ ェ カ リ ス 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能
な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
SEQ ID No.98～ 106の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 の う ち の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド か ら 成 る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち の １ 種 類 以 上 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 含 む
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こ と を 特 徴 と す る エ ン テ ロ コ ッ カ ウ フ ェ カ リ ス 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ
ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ４ １ に 記 載 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ の う ち 、 少 な く と も １ 種 類 の 感 染 症 検 出 用 プ ロ
ー ブ が 化 学 的 に 固 定 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 担 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 担 体 を 用 い て エ ン テ ロ コ ッ カ ス 　 フ ェ カ リ ス 菌 由 来 の 遺 伝 子 を 検 出 す
る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 検 査 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
感 染 症 起 炎 菌 の 16s rRNA遺 伝 子 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ せ る の に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー で あ っ
て 、
　 SEQ ID No.73～ 78の 塩 基 配 列 の い ず れ か を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る こ と を 特
徴 と す る 感 染 症 起 炎 菌 増 幅 反 応 用 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 塩 基 配 列 と ３ 塩 基 以 上 配 列 が 異 な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ４ に 記 載
の 感 染 症 起 炎 菌 増 幅 反 応 用 プ ラ イ マ ー 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
感 染 症 起 炎 菌 の 16s rRNA遺 伝 子 配 列 を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ せ る の に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー セ ッ ト
で あ っ て 、
　 SEQ ID No.107～ 109の 塩 基 配 列 の う ち の 少 な く と も 一 つ 以 上 と 、 SEQ ID No.110～ 112の
塩 基 配 列 の う ち の 少 な く と も 一 つ 以 上 の 複 数 の 塩 基 配 列 の 各 々 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド か ら な る 複 数 の プ ラ イ マ ー を 含 む こ と を 特 徴 と す る 感 染 症 起 炎 菌 増 幅 反 応 用 プ ラ イ マ ー
セ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ヒ ト 血 液 検 体 に 対 し て 、 該 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の う ち の 全 て を 同 時 に 用 い て 、 PCR反 応 さ せ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ６ 記 載 の 感 染 症 起 炎 菌 増 幅 反 応 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 感 染 症 起 炎 菌 増 幅 反 応 用 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 処 理 を
行 な っ て Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に よ る 感 染 症 起 炎 菌 の 検 出 を 行 な う こ と を 特 徴 と す る 感 染 症 起 炎
菌 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
感 染 症 起 炎 菌 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ セ ッ ト で あ っ て 、
　 SEQ ID No.1～ 9の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 1群 と 、 SEQ ID No.15～ 21の 塩 基
配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 2群 と 、 SEQID No.25～ 31の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含
む 第 3群 と 、 SEQ ID No.37～ 42の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 4群 と 、 SEQ IDNo.48
～ 55の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 5群 と 、 SEQ ID No.58～ 62の 塩 基 配 列 及 び そ の
相 補 配 列 を 含 む 第 6群 と 、 SEQ ID No.69～ 75の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 7群 と 、
SEQID No.78～ 84の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 8群 と 、 SEQ ID No.86～ 92の 塩 基 配
列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 9群 と 、 SEQ IDNo.98～ 105の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含
む 第 10群 よ り 選 択 さ れ た 複 数 群 の 各 々 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で 形 成 さ れ る 複 数 種 類 の プ ロ ー ブ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ
セ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 感 染 症 疾 患 の 原 因 菌 で あ る 感 染 症 起 炎 菌 の 検 出 及 び ／ 又 は 同 定 に 関 す る 。 特
に 、 感 染 症 疾 患 の 原 因 菌 の 検 出 お よ び 同 定 に 有 用 な 感 染 症 起 因 菌 由 来 の プ ロ ー ブ 及 び 、 プ
ロ ー ブ セ ッ ト な ら び に 担 体 、 遺 伝 子 検 査 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ま た 、 感 染 症 起 炎 菌 の 検 出 及 び ／ 又 は 同 定 に 好 適 な 感 染 症 起 炎 菌 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 処 理 に 関
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す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 近 年 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ （ ま た は Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ と も い う 。 以 下 同 じ ） を 用 い た 遺 伝
子 発 現 解 析 が 創 薬 を 初 め 種 々 の 領 域 で 行 な わ れ て い る 。 そ れ は 、 各 種 遺 伝 子 セ ッ ト （ プ ロ
ー ブ ） が 配 置 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ に 、 そ れ ぞ れ 異 な っ た 検 体 Ｄ Ｎ Ａ を 反 応 さ せ 、
各 検 体 に 存 在 す る そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 量 を 比 較 し て 、 各 ス テ ー ジ で 大 量 に 存 在 す る （ 発 現 量
の 高 い ） 遺 伝 子 、 或 い は 逆 に 不 活 性 化 し て い る （ 発 現 量 の 低 い ） 遺 伝 子 を 分 類 し 、 機 能 と
関 連 付 け て 解 析 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 感 染 症 の 起 炎 菌 検 査 は そ の 一 例 で あ り 、 江 崎 ら は 特 許 文 献 １ に お い て 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ
と し て 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ が 固 定 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 用 い る 微 生 物 同 定 法 を 提 案 し て い る 。
こ の 方 法 に よ れ ば 、 互 い に Ｇ Ｃ 含 量 の 異 な る 複 数 の 既 知 微 生 物 由 来 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ と 、 検
体 中 の 未 知 微 生 物 由 来 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ と を 反 応 さ せ 、 生 じ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合
体 を 検 出 す る こ と で 検 体 中 の 未 知 微 生 物 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 大 野 ら は 感 染 症 の 起 炎 菌 検 査 の た め の Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に 用 い る プ ロ ー ブ と し て 、 特
許 文 献 ２ で 制 限 酵 素 断 片 を 利 用 し た 真 菌 の 検 出 用 プ ロ ー ブ を 、 特 許 文 献 ３ で 緑 膿 菌 の 検 出
用 プ ロ ー ブ を 、 特 許 文 献 ４ で Escherichia coli（ エ シ ェ リ キ ア 　 コ リ ） 菌 、 klebsiella p
neumoniae（ ク レ ブ シ エ ラ 　 ニ ュ ー モ ニ エ ） 菌 な ら び に Enterobacter cloacae（ エ ン テ ロ
バ ク タ ー 　 ク ロ ア カ エ ） 菌 の 制 限 酵 素 断 片 を 利 用 し た 検 出 用 プ ロ ー ブ を そ れ ぞ れ 提 案 し て
い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 上 記 マ イ ク ロ ア レ イ と し て は 、 例 え ば 、 ス タ ン フ ォ ー ド 法 と 呼 ば れ る ス タ ン ピ ン
グ 法 に よ る マ イ ク ロ ア レ イ が 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 宝 酒 造 株 式 会 社 か ら が ん 疾 患 に 関 連
す る ヒ ト 由 来 既 知 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ス ポ ッ ト 或 い は ス タ ン プ に よ り 塗 布 し た Ｄ Ｎ Ａ
チ ッ プ 、 ヒ ト 由 来 既 知 遺 伝 子 約 1000種 類 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ス ラ イ ド ガ ラ ス に 貼 り 付 け た チ
ッ プ が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 Affymetrixの チ ッ プ は 、 上 記 既 知 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 元 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ セ ッ ト を 設 計 し 、 基 板 上 の 合 成 に よ り プ ロ ー ブ を 配 置 し た も の で 、 一 枚 の チ ッ プ 上 に
高 密 度 に オ リ ゴ プ ロ ー ブ が 配 置 さ れ 、 一 度 に 一 万 を 超 え る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 解 析 で き
る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ２ ９ ９ ３ ９ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ６ － １ ３ ３ ７ ９ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 平 １ ０ － ３ ０ ４ ８ ９ ６ 号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 平 １ ０ － ３ ０ ４ ８ ９ ７ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 上 記 従 来 技 術 に 示 し た Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ は 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 或 い は 制 限 酵 素 断
片 等 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 利 用 す る も の で あ り 、 い ず れ も 微 生 物 か ら 直 接 取 り 出 し た Ｄ Ｎ Ａ
を 材 料 と し て い る 。 こ の た め 、 一 度 に 大 量 に 調 製 す る こ と は 困 難 で あ り 、 臨 床 診 断 用 に は
適 さ な い と い う 問 題 が あ っ た 。 こ れ は 臨 床 診 断 用 に 用 い る た め に は 、 安 価 で 均 質 な Ｄ Ｎ Ａ
チ ッ プ の 大 量 生 産 が 必 要 で あ り 、 こ の た め に プ ロ ー ブ 溶 液 と し て 均 質 な Ｄ Ｎ Ａ の 大 量 調 製
が 不 可 欠 と な っ て く る と こ ろ 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で は 、 こ の よ う な 大 量 調 製 が で き な い か ら
で あ る 。 な お 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で あ っ て も 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 反 応 を 利 用 す る こ と で 当 該 Ｄ Ｎ Ａ
を 徐 々 に 増 加 さ せ て い く こ と は 可 能 で あ る が 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 で は 、 一 度 に 大 量 調 製 す る こ と
は 困 難 で あ る こ と か ら 、 臨 床 診 断 用 に 利 用 す る こ と は 難 し い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 塩 基 長 が 長 い た め 、 類 似 菌 種 間 に お け る 菌 種 の 同 定 が 困 難 で あ
り 、 例 え ば 感 染 症 検 出 用 に は 適 さ な い と い う 問 題 が あ っ た 。 こ れ は 、 感 染 症 の 治 療 に お い
て は 菌 種 の 特 定 と そ れ に 応 じ た 抗 生 剤 の 選 択 ・ 投 与 が 必 要 で あ り 、 こ の た め に 感 染 症 検 出
用 プ ロ ー ブ に は 、 同 種 内 の 詳 細 な 区 別 ま で は 必 要 と し な い ま で も （ つ ま り 同 種 内 は 一 括 検
出 で き ） 、 類 似 す る 他 の 種 の 細 菌 は 区 別 し て 検 出 で き る よ う な 機 能 が 求 め ら れ る か ら で あ
る 。 一 方 、 例 え ば 特 許 文 献 ４ で 示 さ れ て い る エ シ ェ リ キ ア 　 コ リ 菌 、 ク レ ブ シ エ ラ 　 ニ ュ
ー モ ニ エ 菌 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 　 ク ロ ア カ エ 菌 の 制 限 酵 素 断 片 を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ で は
、 プ ロ ー ブ の 塩 基 長 が 長 い た め に 、 こ れ ら ３ 菌 種 相 互 間 に 交 差 反 応 が 生 じ て し ま い 、 類 似
す る 個 々 の 菌 を 区 別 す る こ と が で き ず 、 感 染 症 検 出 用 に 利 用 す る こ と は 難 し い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 以 上 の よ う な マ イ ク ロ ア レ イ の 用 途 と し て 、 感 染 症 の 起 炎 菌 検 査 が 注 目 さ れ て お
り 、 感 染 症 起 炎 菌 検 査 を 目 的 と し た プ ロ ー ブ セ ッ ト の 提 案 も い く つ か な さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 細 菌 検 査 に お け る 重 要 な ポ イ ン ト は 、 感 染 菌 数 が 少 な く て も 検
出 で き る こ と で あ る 。 そ の た め に 、 プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 等 に よ る 感 染 菌 の Ｄ Ｎ
Ａ の 塩 基 配 列 に お け る 特 定 の 部 位 を 増 幅 す る こ と が 有 効 で あ る 。 例 え ば 、 16s rRNA遺 伝 子
配 列 は お よ そ １ ７ ０ ０ 塩 基 対 の 情 報 中 に 菌 種 特 有 な 配 列 を 含 み 、 そ の 配 列 を 利 用 す る こ と
に よ り あ る 程 度 の 分 類 が 可 能 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 し た が っ て 、 細 菌 の 検 出 ／ 同 定 に
お い て は 、 細 菌 の Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 中 の 16srRNA部 分 を 用 い る の が 好 ま し い 。 し た が っ て 、
こ の 16s rRNA部 分 を 増 幅 す る こ と が 要 望 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し か し な が ら 、 種 々 の 菌 の 遺 伝 子 配 列 は 部 分 的 に は 明 ら か に さ れ て い て も 、 16s rRNAの
全 長 が 解 明 さ れ て い る 訳 で は な く 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 反 応 用 の プ ラ イ マ ー の 設 計 は 容 易 で は な い
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 に 鑑 み て な さ れ た も の で あ り 、 一 度 に 大 量 調 製 す る こ と が 可 能 で あ り 、
か つ 、 類 似 菌 種 間 に お け る 菌 種 の 同 定 が 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 提 供 す る こ と を 目
的 と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 感 染 症 の 複 数 種 の 原 因 菌 の 種 に よ る 分 類 に 適 し た 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー
ブ セ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 類 似 菌 種 間 の 差 異 が Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 上 で 精 度 良 く 評 価 可 能 で あ る よ う 、 感
染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ と 検 体 と の ハ イ ブ リ ッ ド 体 の 安 定 性 も 考 慮 し た プ ロ ー ブ セ ッ ト を 提 供
す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ と 検 体 と の 反 応 を 行 な う 為 に 、 こ れ ら の 感 染 症 検
出 用 プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た 担 体 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 検 体 溶 液 と の 反 応 の 過 程 で 、 こ れ ら の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 安 定 に 担 体 上 に
固 定 さ れ 、 再 現 性 の 高 い 検 出 結 果 を 得 る た め に 、 化 学 的 に 固 定 さ れ た 担 体 を 提 供 す る こ と
を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 感 染 症 起 炎 菌 の 検 出 及 び ／ 又 は 同 定 を 目 的 に 、 検 体 中 の 起 炎 菌 の 16s rRNAを 増 幅
す る 為 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 用 プ ラ イ マ ー を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 複 数 の 菌 種 に 共 通 に 利 用 可 能 で 、 菌 種 が 不 明 な 状 態 で も 効
果 的 に 起 炎 菌 の 16s rRNAを 増 幅 可 能 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 複 数 種 類 の 起 炎 菌 の 16s rRNAを 同 一 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 で 増 幅 可 能
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で あ る よ う な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 ヒ ト 血 液 検 体 に 対 し て 、 該 プ ラ イ マ ー セ ッ ト の う ち の 全 て を 同 時 に 用 い て 、 PCR
反 応 を 行 な う こ と に よ り 、 ヒ ト ゲ ノ ム 由 来 の 遺 伝 子 を 増 幅 す る こ と な く 、 上 記 菌 種 の い ず
れ も 増 幅 可 能 で あ る こ と を 特 徴 と す る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 提 供 す る 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト ゲ
ノ ム 遺 伝 子 と ３ 塩 基 以 上 異 な る 配 列 を 持 つ プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 提 案 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 上 記 の 目 的 を 達 成 す る た め の 本 発 明 の 一 態 様 に よ れ ば 、 以 下 の 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ
ー ブ セ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 す な わ ち 、
　 感 染 症 起 炎 菌 遺 伝 子 を 検 出 す る た め の 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ セ ッ ト で あ っ て 、
　 SEQ ID No.1～ 14の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 1群 と 、 SEQ ID No.15～ 24の 塩 基
配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 2群 と 、 SEQID No.25～ 36の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含
む 第 3群 と 、 SEQ ID No.37～ 47の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 4群 と 、 SEQ IDNo.48
～ 57の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 5群 と 、 SEQ ID No.58～ 68の 塩 基 配 列 及 び そ の
相 補 配 列 を 含 む 第 6群 と 、 SEQ ID No.69～ 77の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 7群 と 、
SEQID No.78～ 85の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 8群 と 、 SEQ ID No.86～ 97の 塩 基 配
列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含 む 第 9群 と 、 SEQ IDNo.98～ 106の 塩 基 配 列 及 び そ の 相 補 配 列 を 含
む 第 10群 よ り 選 択 さ れ た 複 数 群 の 各 々 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で 形 成 さ れ る 複 数 種 類 の プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 一 度 に 大 量 調 製 す る こ と が 可 能 で あ り 、 か つ 、 類 似 菌 種 間 に お け る 菌
種 の 同 定 が 可 能 な 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ を 提 供 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 感 染
症 の 複 数 種 の 原 因 菌 の 種 に よ る 分 類 に 適 し た 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ セ ッ ト を 提 供 す る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 或 い は 、 感 染 症 の 原 因 菌 で あ る 例 え ば 上 記 １ ０ 種 類 の 菌 の 検 出 に 適 し た 感 染 症 検 出 用 プ
ロ ー ブ を 提 供 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 類 似 菌 種 間 の 差 異 が Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 上 で 精 度 良 く 評 価 可 能 で あ る よ う 、 感
染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ と 検 体 と の ハ イ ブ リ ッ ド 体 の 安 定 性 も 考 慮 し た プ ロ ー ブ セ ッ ト を 提 供
す る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ と 検 体 と の 反 応 を 行 な う 為 に 、 こ れ ら の 感 染 症 検
出 用 プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た 担 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 検 体 溶 液 と の 反 応 の 過 程 で 、 こ れ ら の 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 安 定 に 担 体 上 に
固 定 さ れ 、 再 現 性 の 高 い 検 出 結 果 を 得 る た め に 、 化 学 的 に 固 定 さ れ た 担 体 が 提 供 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 感 染 症 起 炎 菌 の 検 出 及 び ／ 又 は 同 定 を 目 的 と し た 、 検 体 中 の 起
炎 菌 の 16s rRNAを 増 幅 す る 為 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 用 プ ラ イ マ ー が 提 供 さ れ る 。
 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 複 数 の 菌 種 に 共 通 に 利 用 可 能 で 、 菌 種 が 不 明 な 状 態 で も 効 果 的
に 起 炎 菌 の 16srRNAを 増 幅 可 能 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
 更 に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 複 数 種 類 の 起 炎 菌 の 16srRNAを 同 一 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 で 増 幅 可 能 で あ る
よ う な プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 下 の 実 施 形 態 で は 、 感 染 症 の 起 炎 菌 同 定 の 為 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 よ り 具
体 的 に は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 、 肺 炎 桿 菌 、 緑 膿 菌 、 セ ラ チ ア 菌 、
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肺 炎 連 鎖 球 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 　 ク ロ ア カ エ 菌 、 及 び エ ン テ ロ コ ッ
カ ス ・ フ ェ カ リ ス 菌 の い ず れ か 、 或 い は 複 数 菌 を 検 出 す る 為 の プ ロ ー ブ が 示 さ れ る 。 す な
わ ち 、 上 記 １ ０ 種 類 の 感 染 症 起 炎 菌 の 遺 伝 子 の う ち の 16s rRNA遺 伝 子 配 列 を 過 不 足 な く 検
出 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ 或 い は 核 酸 プ ロ ー ブ セ ッ ト が 開 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 実 施 形 態 に よ れ ば 、 上 記 感 染 症 起 炎 菌 の 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 を 含 む 検 査 溶 液 と 反 応 せ し
め る た め の 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 後 述 の 表 示 １ に 示 す 第 １ 群 （ 添 付 配 列 表
の 配 列 番 号 （ SEQ ID No.） 1～ 14） 、 表 ２ に 示 す 第 ２ 群 （ 配 列 番 号 15～ 24） 、 表 ３ に 示 す
第 ３ 群 （ 配 列 番 号 25～ 36） 、 表 ４ に 示 す 第 ４ 群 （ 配 列 番 号 37～ 47） 、 表 ５ に 示 す 第 ５ 群 （
配 列 番 号 48～ 57） 、 表 ６ に 示 す 第 ６ 群 （ 配 列 番 号 58～ 68） 、 表 ７ に 示 す 第 ７ 群 （ 配 列 番 号
69～ 77） 、 表 ８ に 示 す 第 ８ 群 （ 配 列 番 号 78～ 85） 、 表 ９ に 示 す 第 ９ 群 （ 配 列 番 号 86～ 97）
、 表 １ ０ に 示 す 第 １ ０ 群 （ 配 列 番 号 98～ 106） の う ち の 一 つ の 群 に 属 す る １ つ の 塩 基 配 列
か ら な る 。 こ こ で 、 第 １ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 を 検 出 し 、 第 ２ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ は 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 を 検 出 し 、 第 ３ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 大 腸 菌 を 検 出 し 、 第 ４ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 肺 炎 桿 菌 を 検 出 し 、 第 ５ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 緑 膿 菌 を 検 出 し 、 第 ６ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は セ ラ チ ア 菌 を 検 出 し 、 第 ７ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 肺 炎 連 鎖 球 菌 を 検 出 し 、 第 ８ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は イ ン フ ル エ ン ザ 菌 を 検 出 し 、 第 ９ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基
配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は エ ン テ ロ バ ク タ ー 　 ク ロ ア カ エ 菌 （ 以 下 、 腸
球 菌 ） を 検 出 し 、 第 １ ０ 群 か ら 選 択 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
は エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ リ ス 菌 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ 配 列 の 相 補 的 な 配 列 （ 上 記 第 １ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 添 付 配 列 表
の 配 列 番 号 １ １ ３ ～ １ ２ ６ 、 第 ２ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 １ ２ ７ ～ １ ３ ６ 、 第 ３ 群 の
相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 １ ３ ７ ～ １ ４ ８ 、 第 ４ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 １ ４ ９ ～ １ ５
９ 、 第 ５ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 １ ６ ０ ～ １ ６ ９ 、 第 ６ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号
１ ７ ０ ～ １ ８ ０ 、 第 ７ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 １ ８ １ ～ １ ８ ９ 、 第 ８ 群 の 相 補 的 な 配
列 は 配 列 番 号 １ ９ ０ ～ １ ９ ７ 、 第 ９ 群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 １ ９ ８ ～ ２ ０ ９ 、 第 １ ０
群 の 相 補 的 な 配 列 は 配 列 番 号 ２ １ ０ ～ ２ １ ８ で あ る ） も ま た 、 同 じ 機 能 を 有 す る た め に プ
ロ ー ブ 配 列 と し て 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 各 菌 の プ ロ ー ブ の 設 計 は 、 16s rRNAを コ ー デ ィ ン グ し て い る ゲ ノ ム 部 分 よ り 、 当 該 菌 に
対 し 非 常 に 特 異 性 が 高 く 、 ま た 、 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 で ば ら つ き が な く 、 十 分 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 感 度 が 期 待 で き る よ う に 行 な っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 担 体 上 に 結 合 さ れ た ２ 種 以 上 の プ ロ ー ブ と 検
体 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お い て 、 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド 体 を 形 成 し 、 良 好 な 結
果 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に か か る 感 染 症 検 出 用 プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た 担 体 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を Ｂ Ｊ プ リ ン タ を 用 い て 吐 出 し 、 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と で 作 製 す る こ と を 特 徴 と し て
い る 。 こ れ に よ り 、 従 来 法 に 比 べ 、 プ ロ ー ブ が は が れ に く く な る う え 、 感 度 が 向 上 す る と
い う 付 帯 的 な 効 果 も 得 ら れ る 。 つ ま り 、 従 来 か ら 一 般 的 に 用 い ら れ る ス タ ン フ ォ ー ド 法 と
呼 ば れ る ス タ ン ピ ン グ 法 に よ り Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 生 成 し た 場 合 （ 例 え ば 、 宝 酒 造 は 、 が ん 疾
患 に 関 連 す る ヒ ト 由 来 既 知 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ス ポ ッ ト 或 い は ス タ ン プ に よ り 塗 布 す
る こ と で Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 生 成 し て い る ） 、 塗 布 し た Ｄ Ｎ Ａ が は が れ や す い と い う 欠 点 が あ
っ た 。 ま た 、 従 来 の よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 上 で 合 成 に よ り プ ロ ー ブ を 配 置 し た 場 合 （ 例 え
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ば 、 Affymetrixの Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 等 ） は 、 各 プ ロ ー ブ 配 列 毎 の 合 成 収 量 が 異 な る 為 に 、 正 確
な 評 価 が で き な い と い う 欠 点 が あ っ た 。 本 発 明 に か か る 担 体 は 、 か か る 点 に つ い て も 考 慮
し て 作 製 さ れ て お り 、 従 来 に 比 べ 安 定 に 固 定 さ れ は が れ に く く 、 高 感 度 と 高 精 度 の 検 出 が
で き る 点 を 特 徴 と し て い る 。 以 下 、 本 発 明 の 好 適 な 実 施 形 態 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 実 施 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ が 検 査 の 対 象 と す る 検 体 と し て は 、 ヒ ト 、 家 畜 等 の 動 物 由 来
の 血 液 、 髄 液 、 喀 痰 、 胃 液 、 膣 分 泌 物 、 口 腔 内 粘 液 等 の 体 液 、 尿 及 び 糞 便 の よ う な 排 出 物
等 細 菌 が 存 在 す る と 思 わ れ る あ ら ゆ る 物 を 対 象 と す る 。 ま た 、 食 中 毒 、 汚 染 の 対 象 と な る
食 品 、 飲 料 水 及 び 温 泉 水 の よ う な 自 然 環 境 中 の 水 、 空 気 清 浄 機 や 浄 水 器 の フ ィ ル タ 等 、 細
菌 に よ る 汚 染 が 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 の あ る 媒 体 全 て が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 輸 出 入 時 に
お け る 検 疫 等 の 動 植 物 も 検 体 と し て そ の 対 象 と す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 本 実 施 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ が 対 象 と す る 検 体 と し て は 、 抽 出 し た 核 酸 そ の も の で
も 良 い が 、 16s rRNA検 出 用 に 設 計 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 用 プ ラ イ マ ー を 用 い て 調 製 さ れ た 増 幅
検 体 、 或 い は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 物 を 元 に さ ら に Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 等 を 行 な っ て 調 製 さ れ た 検 体 、 Ｐ Ｃ Ｒ
以 外 の 増 幅 方 法 に よ り 調 製 さ れ た 検 体 、 可 視 化 の た め に 各 種 標 識 法 に よ り 標 識 さ れ た 検 体
等 、 い ず れ の 調 製 法 に よ り 調 製 さ れ た 検 体 を も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 実 施 形 態 の Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に 用 い ら れ る 担 体 は 、 ガ ラ ス 基 板 、 プ ラ ス チ ッ ク 基 板
、 シ リ コ ン ウ ェ ハ ー 等 の 平 面 基 板 、 凹 凸 の あ る 三 次 元 構 造 体 、 ビ ー ズ の よ う な 球 状 の も の
、 棒 状 、 紐 状 、 糸 状 の も の 等 あ ら ゆ る も の を 含 む 。 さ ら に 、 そ の 基 板 の 表 面 を プ ロ ー ブ Ｄ
Ｎ Ａ の 固 定 化 が 可 能 な よ う に 処 理 し た も の も 含 む 。 特 に 、 表 面 に 化 学 反 応 が 可 能 と な る よ
う に 官 能 基 を 導 入 し た も の は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 過 程 で プ ロ ー ブ が 安 定 に 結
合 し て い る 為 に 、 再 現 性 の 点 で 好 ま し い 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 固 定 化 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 マ レ イ ミ ド 基 と チ オ ー ル （ － Ｓ Ｈ ）
基 と の 組 合 わ せ を 用 い る 例 が 挙 げ ら れ る 。 即 ち 核 酸 プ ロ ー ブ の 末 端 に チ オ ー ル （ － Ｓ Ｈ ）
基 を 結 合 さ せ て お き 、 固 相 表 面 が マ レ イ ミ ド 基 を 有 す る よ う に 処 理 し て お く こ と で 、 固 相
表 面 に 供 給 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ の チ オ ー ル 基 と 固 相 表 面 の マ レ イ ミ ド 基 と が 反 応 し て 核 酸
プ ロ ー ブ を 固 定 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 マ レ イ ミ ド 基 の 導 入 方 法 と し て は 、 ま ず 、 ガ ラ ス 基 板 に ア ミ ノ シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 を
反 応 さ せ 、 次 に そ の ア ミ ノ 基 と Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ 試 薬 （ N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimide　
:Ｄ ｏ ｊ ｉ ｎ 社 製 ） と の 反 応 に よ り マ レ イ ミ ド 基 を 導 入 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ へ の Ｓ Ｈ 基 の 導 入 は
、 Ｄ Ｎ Ａ 自 動 合 成 機 で Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 す る 際 に 、 5'-Thiol-ModifierC6（ GlenResearch社 製
） を 用 い る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 固 定 化 に 利 用 す る 官 能 基 の 組 合 わ せ と し て は 、 上 記 し た チ オ ー ル 基 と マ レ イ ミ ド 基 の 組
合 わ せ 以 外 に も 、 例 え ば エ ポ キ シ 基 （ 固 相 上 ） と ア ミ ノ 基 （ 核 酸 プ ロ ー ブ 末 端 ） の 組 合 わ
せ 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 各 種 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 に よ る 表 面 処 理 も 有 効 で あ り 、 該 シ
ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 に よ り 導 入 さ れ た 官 能 基 と 反 応 可 能 な 官 能 基 を 導 入 し た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 用 い ら れ る 。 さ ら に 、 官 能 基 を 有 す る 樹 脂 を コ ー テ ィ ン グ す る 方 法 も 利 用 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 、 上 述 し た １ ０ 種 の 感 染 症 起 炎 菌 の そ れ ぞ れ を 検 出 す る た め の 感 染 症 起 炎 菌 検 出 用
プ ロ ー ブ を 用 い た 実 施 例 に よ り 、 更 に 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ＜ 実 施 例 １ ＞ 　 １  Ｓ ｔ ｅ ｐ  Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い た 微 生 物 の 検 出
　 ［ １ ． プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ の 準 備 ］
　 上 記 １ ０ 種 の 起 炎 菌 の 株 検 出 用 プ ロ ー ブ と し て 表 １ ～ １ ０ に 示 す 核 酸 配 列 を 設 計 し た 。
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具 体 的 に は 、 各 菌 の 16s rRNAを コ ー デ ィ ン グ し て い る ゲ ノ ム 部 分 よ り 、 以 下 に 示 し た プ ロ
ー ブ 塩 基 配 列 を 選 ん だ 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 群 は 、 当 該 菌 に 対 し 非 常 に 特 異 性 が 高
く 、 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 で ば ら つ き の な い 、 十 分 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 感 度
が 期 待 で き る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 な お 、 表 １ ～ １ ０ に 示 す 各 プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 は こ れ
に 完 全 に 一 致 し た も の に 限 定 さ れ る 必 要 は な く 、 各 プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 を 含 む ２ ０ か ら ３ ０
程 度 の 塩 基 長 を 有 す る プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 も 各 表 に 示 す 各 プ ロ ー ブ 塩 基 配 列 に 含 ま れ る も の
と す る 。 ま た 、 上 述 の よ う に 各 表 に 示 し た 塩 基 配 列 の 相 補 的 な 配 列 （ 相 補 鎖 ） を 用 い て も
よ い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 な お 、 以 下 の 各 表 に お い て 、 Probe No.は 便 宜 的 に 割 り 当 て た 符 号 で あ り 、 配 列 番 号 は
添 付 の 配 列 表 に お け る 配 列 番 号 と 一 致 し て い る 。 ま た 、 上 述 し た よ う に 、 配 列 番 号 １ ～ １
０ ６ に 対 応 す る 相 補 鎖 配 列 は 配 列 番 号 １ １ ３ ～ ２ １ ８ に 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 上 記 各 表 中 に 示 し た プ ロ ー ブ は 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ に 固 定 す る た め の 官 能 基 と し て
、 合 成 後 、 定 法 に 従 っ て 核 酸 の 5'末 端 に チ オ ー ル 基 を 導 入 し た 。 官 能 基 の 導 入 後 、 精 製 し
、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 し た プ ロ ー ブ は 、 － ３ ０ ℃ の 冷 凍 庫 に 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ［ ２ ． 検 体 増 幅 用 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 準 備 ］
　 上 記 の 起 炎 菌 検 出 用 の 為 の 16s rRNA遺 伝 子 （ 標 的 遺 伝 子 ） 増 幅 用 PCRPrimerと し て 以 下
の 表 １ １ に 示 す 核 酸 配 列 を 設 計 し た 。 具 体 的 に は 、 16s rRNAを コ ー デ ィ ン グ し て い る ゲ ノ
ム 部 分 を 特 異 的 に 増 幅 す る プ ロ ー ブ セ ッ ト 、 つ ま り 約 １ ４ ０ ０ ～ １ ７ ０ ０ 塩 基 長 の 16srRN
Aコ ー デ ィ ン グ 領 域 の 両 端 部 分 で 、 特 異 的 な 融 解 温 度 を で き る だ け 揃 え た プ ラ イ マ ー を 設
計 し た 。 な お 、 変 異 株 や 、 ゲ ノ ム 上 に 複 数 存 在 す る 16s rRNAコ ー デ ィ ン グ 領 域 も 同 時 に 増
幅 で き る よ う に 複 数 種 類 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 な お 、 起 炎 菌 の 16srRNAコ ー デ ィ ン グ
領 域 に 対 し て 共 通 に ほ ぼ 全 長 を 増 幅 で き る プ ラ イ マ ー セ ッ ト で あ れ ば 、 下 記 の 表 １ １ に 挙
げ た プ ラ イ マ セ ッ ト に 限 定 す る 必 要 は な い の は 言 う ま で も な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 ０ ０ ５ ７ 】
　 表 １ １ 中 に 示 し た Primerは 、 合 成 後 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） に よ り
精 製 し 、 ForwardPrimerを ３ 種 、 Reverse Primerを ３ 種 を 混 合 し 、 そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ー
濃 度 が 、 最 終 濃 度 10pmol/μ lと な る よ う に Ｔ Ｅ 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ［ ３ ． 各 起 炎 菌 Genome Ｄ Ｎ Ａ （ モ デ ル 検 体 ） の 抽 出 ］
　 ［ 3-1］ 微 生 物 の 培 養 　 ＆ 　 Genome Ｄ Ｎ Ａ  抽 出 の 前 処 理
　 ま ず 、 上 記 各 起 炎 菌 の 標 準 株 （ 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 標 準 株 （ ATCC12600） 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌
標 準 株 （ ATCC14990） 、 大 腸 菌 標 準 株 （ ATCC11775） 、 肺 炎 桿 菌 標 準 株 （ ATCC13883） 、 緑
膿 菌 標 準 株 （ ATCC10145） 、 セ ラ チ ア 菌 株 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 標 準 株 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 株 、
腸 球 菌 標 準 株 （ ATCC13047） 、 エ ン テ ロ コ ッ カ ス 　 フ ェ カ リ ス 菌 標 準 株 （ ATCC19433） ） を
定 法 に 従 っ て 培 養 し 、 微 生 物 培 養 液 を 生 成 し た 。 こ れ ら の 微 生 物 培 養 液 の そ れ ぞ れ を １ ．
５ ml容 量 の マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 1.0ml（ OD 6 0 0 =0.7） 採 取 し 、 遠 心 分 離 で 菌 体 を 回 収 し た （
8500rpm、 5min、 4℃ ） 。 次 に 、 上 精 を 捨 て た 後 、 EnzymeBuffer（ 50mM Tris-HCl： p.H. 8.
0、 25mM EDTA） 300μ lを 加 え 、 ミ キ サ ー を 用 い て 再 縣 濁 し た 。 再 縣 濁 し た 菌 液 は 、 再 度 、
遠 心 分 離 で 菌 体 を 回 収 し た （ 8500rpm、 5min、 4℃ ） 。 上 精 を 捨 て た 後 、 回 収 さ れ た 菌 体 に
、 以 下 の 酵 素 溶 液 を 加 え 、 ミ キ サ ー を 用 い て 再 縣 濁 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 次 に 、 酵 素 溶 液 を 加 え 再 縣 濁 し た 菌 液 を 、 37℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 30分 間 静 置 し 、
細 胞 壁 の 溶 解 処 理 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ［ 3-2］ Genome抽 出
　 以 下 に 示 す 微 生 物 の Genome DNA抽 出 は 、 核 酸 精 製 キ ッ ト （ MagExtractor-Genome-： TOYO
BO社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 具 体 的 に は 、 ま ず 、 前 処 理 し た 微 生 物 縣 濁 液 に 溶 解 ・ 吸 着 液 750μ lと 磁 性 ビ ー ズ 40μ l
を 加 え 、 チ ュ ー ブ ミ キ サ ー を 用 い て 、 10分 間 激 し く 攪 拌 し た （ ス テ ッ プ １ ） 。
次 に 、 分 離 用 ス タ ン ド （ Magical Trapper） に マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を セ ッ ト し 、 30秒 間 静 置
し て 磁 性 粒 子 を チ ュ ー ブ の 壁 面 に 集 め 、 ス タ ン ド に セ ッ ト し た 状 態 の ま ま 、 上 精 を 捨 て た
（ ス テ ッ プ ２ ） 。
次 に 、 洗 浄 液 900μ lを 加 え 、 ミ キ サ ー で ５ sec程 度 攪 拌 し て 再 縣 濁 を 行 っ た （ ス テ ッ プ ３
） 。
次 に 、 分 離 用 ス タ ン ド （ Magical Trapper） に マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を セ ッ ト し 、 30秒 間 静 置
し て 磁 性 粒 子 を チ ュ ー ブ の 壁 面 に 集 め 、 ス タ ン ド に セ ッ ト し た 状 態 の ま ま 、 上 精 を 捨 て た
（ ス テ ッ プ ４ ） 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 上 記 ス テ ッ プ ３ 、 ４ を 繰 り 返 し て ２ 度 目 の 洗 浄 を 行 な う （ ス テ ッ プ ５ ） 。 そ の 後 、 70％
エ タ ノ ー ル 900μ lを 加 え 、 ミ キ サ ー で 5sec程 度 攪 拌 し て 再 縣 濁 し た （ ス テ ッ プ ６ ） 。
次 に 、 分 離 用 ス タ ン ド （ Magical Trapper） に マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を セ ッ ト し 、 30秒 間 静 置
し て 磁 性 粒 子 を チ ュ ー ブ の 壁 面 に 集 め 、 ス タ ン ド に セ ッ ト し た 状 態 の ま ま 、 上 精 を 捨 て た
（ ス テ ッ プ ７ ） 。
ス テ ッ プ ６ 、 ７ を 繰 り 返 し て 70％ エ タ ノ ー ル に よ る ２ 度 目 の 洗 浄 （ ス テ ッ プ ８ ） を 行 っ た
後 、 回 収 さ れ た 磁 性 粒 子 に 純 水 100μ lを 加 え 、 チ ュ ー ブ ミ キ サ ー で 10分 間 攪 拌 を 行 っ た （
ス テ ッ プ ９ ） 。
次 に 分 離 用 ス タ ン ド （ Magical Trapper） に マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を セ ッ ト し 、 30sec静 置 し て
磁 性 粒 子 を チ ュ ー ブ 壁 面 に 集 め 、 ス タ ン ド に セ ッ ト し た 状 態 の ま ま 、 上 精 を 新 し い チ ュ ー
ブ に 回 収 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ［ 3-3］ 回 収 し た Genome Ｄ Ｎ Ａ の 検 査
　 回 収 さ れ た 微 生 物 （ 各 起 炎 菌 株 ） の Genome Ｄ Ｎ Ａ は 、 定 法 に 従 っ て 、 ア ガ ロ ー ス 電 気
泳 動 と 260/280nmの 吸 光 度 測 定 を 行 い 、 そ の 品 質 （ 低 分 子 核 酸 の 混 入 量 、 分 解 の 程 度 ） と
回 収 量 を 検 定 し た 。 本 実 施 例 で は 、 そ れ ぞ れ の 菌 に お い て 、 約 9～ 10μ gの GenomeＤ Ｎ Ａ  
が 回 収 さ れ 、 Genome Ｄ Ｎ Ａ の デ グ ラ デ ー シ ョ ン や ｒ RNAの 混 入 は 認 め ら れ な か っ た 。 回 収
し た Genome Ｄ Ｎ Ａ は 、 最 終 濃 度 50ng/μ lと な る よ う に Ｔ Ｅ 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 以 下 の 実 施
例 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ［ ４ ． Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 ］
　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 、 特 開 平 １ １ － １ ８ ７ ９ ０ ０ 号 公 報 に 開 示 さ れ た 方 法 に 従 っ て
用 意 し た 。
　 ［ 4-1］ ガ ラ ス 基 板 の 洗 浄
　 合 成 石 英 の ガ ラ ス 基 板 （ サ イ ズ ： 25mm× 75mm× 1mm、 飯 山 特 殊 ガ ラ ス 社 製 ） を 耐 熱 、 耐
ア ル カ リ の ラ ッ ク に 入 れ 、 所 定 の 濃 度 に 調 製 し た 超 音 波 洗 浄 用 の 洗 浄 液 に 浸 し た 。 一 晩 洗
浄 液 中 で 浸 し た 後 、 20分 間 超 音 波 洗 浄 を 行 っ た 。 続 い て 基 板 を 取 り 出 し 、 軽 く 純 水 で す す
い だ 後 、 超 純 水 中 で 20分 超 音 波 洗 浄 を お こ な っ た 。 次 に ８ ０ ℃ に 加 熱 し た １ Ｎ 水 酸 化 ナ ト
リ ウ ム 水 溶 液 中 に 10分 間 基 板 を 浸 し た 。 再 び 純 水 洗 浄 と 超 純 水 洗 浄 を 行 い 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク
ロ ア レ イ 用 の 石 英 ガ ラ ス 基 板 を 用 意 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ［ 4-2］ 表 面 処 理
　 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 KBM-603（ 信 越 シ リ コ ー ン 社 製 ） を 、 １ %の 濃 度 と な る よ う に 純 水
中 に 溶 解 さ せ 、 2時 間 室 温 で 攪 拌 し た 。 続 い て 、 先 に 洗 浄 し た ガ ラ ス 基 板 を シ ラ ン カ ッ プ
リ ン グ 剤 水 溶 液 に 浸 し 、 20分 間 室 温 で 放 置 し た 。 ガ ラ ス 基 板 を 引 き 上 げ 、 軽 く 純 水 で 表 面
を 洗 浄 し た 後 、 窒 素 ガ ス を 基 板 の 両 面 に 吹 き 付 け て 乾 燥 さ せ た 。 次 に 乾 燥 し た 基 板 を １ ２
０ ℃ に 加 熱 し た オ ー ブ ン 中 で １ 時 間 ベ ー ク し 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 処 理 を 完 結 さ せ 、 基 板 表 面
に ア ミ ノ 基 を 導 入 し た 。 次 い で 同 仁 化 学 研 究 所 社 製 の Ｎ － マ レ イ ミ ド カ プ ロ イ ロ キ シ ス ク
シ イ ミ ド （ N-(6-Maleimidocaproyloxy)succinimido） （ 以 下 Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ と 略 す ） を 、 ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド と エ タ ノ ー ル の 1:1混 合 溶 媒 中 に 最 終 濃 度 が 0.3mg/mlと な る よ う に 溶 解 し
た Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ 溶 液 を 用 意 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ベ ー ク の 終 了 し た ガ ラ ス 基 板 を 放 冷 し 、 調 製 し た Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ 溶 液 中 に 室 温 で 2時 間 浸 し た
。 こ の 処 理 に よ り 、 シ ラ ン カ ッ プ リ ン グ 剤 に よ っ て 表 面 に 導 入 さ れ た ア ミ ノ 基 と Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ
の ス ク シ イ ミ ド 基 が 反 応 し 、 ガ ラ ス 基 板 表 面 に マ レ イ ミ ド 基 が 導 入 さ れ た 。 Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ 溶 液
か ら 引 き 上 げ た ガ ラ ス 基 板 を 、 先 述 の Ｅ Ｍ Ｃ Ｓ を 溶 解 し た 混 合 溶 媒 を 用 い て 洗 浄 し 、 さ ら
に エ タ ノ ー ル に よ り 洗 浄 し た 後 、 窒 素 ガ ス 雰 囲 気 下 で 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ［ 4-3］ プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ
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　 実 施 例 １ で 作 製 し た 微 生 物 検 出 用 プ ロ ー ブ を 純 水 に 溶 解 し 、 そ れ ぞ れ 、 最 終 濃 度 （ イ ン
ク 溶 解 時 ） １ ０ μ Ｍ と な る よ う に 分 注 し た 後 、 凍 結 乾 燥 を 行 い 、 水 分 を 除 い た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ［ 4-4］ Ｂ Ｊ プ リ ン タ に よ る Ｄ Ｎ Ａ 吐 出 、 お よ び 基 板 へ の 結 合
　 グ リ セ リ ン 7.5wt%、 チ オ ジ グ リ コ ー ル 7.5wt%、 尿 素 7.5wt%、 ア セ チ レ ノ ー ル EH（ 川 研 フ
ァ イ ン ケ ミ カ ル 社 製 ） 1.0wt%を 含 む 水 溶 液 を 用 意 し た 。 続 い て 、 先 に 用 意 し た ７ 種 類 の プ
ロ ー ブ （ 表 １ ） の 夫 々 を 上 記 の 混 合 溶 媒 に 規 定 濃 度 な る よ う に 溶 解 し た 。 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ
溶 液 を バ ブ ル ジ ェ ッ ト （ 登 録 商 標 ） プ リ ン タ （ 商 品 名 ： BJF-850　 キ ヤ ノ ン 社 製 ） 用 イ ン
ク タ ン ク に 充 填 し 、 印 字 ヘ ッ ド に 装 着 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 な お こ こ で 用 い た バ ブ ル ジ ェ ッ ト （ 登 録 商 標 ） プ リ ン タ は 平 板 へ の 印 刷 が 可 能 な よ う に
改 造 を 施 し た も の で あ る 。 ま た こ の バ ブ ル ジ ェ ッ ト （ 登 録 商 標 ） プ リ ン タ は 、 所 定 の フ ァ
イ ル 作 成 方 法 に 従 っ て 印 字 パ タ ー ン を 入 力 す る こ と に よ り 、 約 5ピ コ リ ッ ト ル の Ｄ Ｎ Ａ 溶
液 を 約 120μ mピ ッ チ で ス ポ ッ テ ィ ン グ す る こ と が 可 能 と な っ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 続 い て 、 こ の 改 造 バ ブ ル ジ ェ ッ ト （ 登 録 商 標 ） プ リ ン タ を 用 い て 、 １ 枚 の ガ ラ ス 基 板 に
対 し て 、 印 字 操 作 を 行 い 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し た 。 印 字 が 確 実 に 行 わ れ て い る
こ と を 確 認 し た 後 、 30分 間 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 に 静 置 し 、 ガ ラ ス 基 板 表 面 の マ レ イ ミ ド 基 と
核 酸 プ ロ ー ブ 末 端 の チ オ ー ル 基 と を 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ［ 4-5］ 洗 浄
　 30分 間 の 反 応 後 、 100mMの NaClを 含 む 10mMの リ ン 酸 緩 衝 液 (pH7.0)に よ り 表 面 に 残 っ た Ｄ
Ｎ Ａ 溶 液 を 洗 い 流 し 、 ガ ラ ス 基 板 表 面 に 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ が 固 定 し た 遺 伝 子 チ ッ プ （ Ｄ Ｎ Ａ マ
イ ク ロ ア レ イ ） を 得 た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ［ ５ ． 検 体 の 増 幅 と 標 識 化 （ PCR増 幅 ＆ 蛍 光 標 識 の 取 り 込 み ） ］
　 検 体 と な る 微 生 物 遺 伝 子 の 増 幅 、 お よ び 、 標 識 化 反 応 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 上 記 組 成 の 反 応 液 を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 市 販 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で 増 幅 反
応 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
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【 ０ ０ ７ ７ 】
　 反 応 終 了 後 、 精 製 用 カ ラ ム （ QIAGEN　 QIAquick PCRPurification Kit） を 用 い て Primer
を 除 去 （ 精 製 ） し た 後 、 増 幅 産 物 の 定 量 を 行 い 、 標 識 化 検 体 と し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ［ ６ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ］
　 上 述 の ［ ４ ． Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 ］ で 作 製 し た 遺 伝 子 チ ッ プ と ［ ５ ． 検 体 の 増
幅 と 標 識 化 （ PCR増 幅 ＆ 蛍 光 標 識 の 取 り 込 み ） ］ で 作 製 し た 標 識 化 検 体 を 用 い て 検 出 反 応
を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ［ 6-1］ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の ブ ロ ッ キ ン グ
　 BSA（ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン Fraction V： Sigma社 製 ） を 1wt％ と な る よ う に 100mMNaCl/10mM 
Phosphate Bufferに 溶 解 し 、 こ の 溶 液 に ［ ４ ． Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ の 作 製 ］ で 作 製 し た
遺 伝 子 チ ッ プ を 室 温 で 2時 間 浸 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 終 了 後 、 0.1wt%S
DS（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） を 含 む 2xSSC溶 液 (NaCl300mM 、 Sodium Citrate (trisodiu
m citrate dihydrate, C 6 H 5 Na 3 ・ 2H 2 O)30mM、 ｐ Ｈ  7.0） で 洗 浄 を 行 っ た 後 、 純 水 で リ ン
ス し て か ら ス ピ ン ド ラ イ 装 置 で 水 切 り を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ［ 6-2］ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 水 切 り し た 遺 伝 子 チ ッ プ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 装 置 （ GenomicSolutions Inc.　 Hyb
ridization Station） に セ ッ ト し 、 以 下 に 示 す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 、 条 件 で ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ［ 6-3］ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
　 6xSSPE / 10% Form amide / Target(2nd PCR Products　 全 量 )
　 (6xSSPE: NaCl 900mM、 NaH 2 PO 4 ・ H 2 O60mM、 EDTA 6mM、 p.H. 7.4)。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ［ 6-4］ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
　 65℃ 　 3min　 → 　 92℃ 　 2min　 → 　 45℃ 　 3hr　 → 　 Wash　 2ｘ SSC/ 0.1% SDS　 at 25℃
　 → 　 Wash　 2xSSC at 20℃ 　 →  (Rinse with H 2 O :　 Manual)　 → 　 Spin dry（ 65℃ で 3
分 、 92度 で 2分 、 45℃ で 3時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 さ せ た 後 、 2ｘ SSC/ 0.1% SDS、
25℃ で 洗 浄 、 2xSSC、 20℃ で 洗 浄 後 、 純 水 で リ ン ス し ス ピ ン ド ラ イ し た ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ［ ７ ． 微 生 物 の 検 出 （ 蛍 光 測 定 ） ］
　 上 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 終 了 後 の 遺 伝 子 チ ッ プ を 遺 伝 子 チ ッ プ 用 蛍 光 検 出 装 置
（ Axon社 製 、 GenePix 4000B） を 用 い て 蛍 光 測 定 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 以 下 の 表 １ ２ ～ ２
１ に 示 す よ う に 、 各 菌 に お い て 、 再 現 性 良 く 、 十 分 な シ グ ナ ル で 各 菌 を 検 出 す る こ と が で
き た 。 ま た 、 他 の 菌 の プ ロ ー ブ に 対 す る ハ イ ブ リ ッ ド 体 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 な お 、 本 実 施 例 で は 、 ２ 回 ず つ 蛍 光 測 定 を 実 施 し て お り 、 そ れ ぞ れ の 結 果 を 以 下 に 示 し
た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ８ 】
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【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ １ 】
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ４ 】
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 表 １ ２ ～ ２ １ の 蛍 光 輝 度 の 数 値 （ フ ォ ト マ ル 電 圧 400V） は 、 ピ ク セ ル 平 均 輝 度 （ 解 像 度
5μ m） を 示 し た 。 ま た 、 S/N比 は 、 測 定 機 付 属 の 解 析 ソ フ ト （ Axon社 製 、 GenePixPro Ver.
3.0） で 測 定 し た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 平 均 値 で 蛍 光 輝 度 を 除 し た も の を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 表 １ ２ ～ ２ １ で 明 ら か な よ う に 、 再 現 性 良 く 、 十 分 な シ グ ナ ル で 各 起 炎 菌 を 検 出 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ＜ 実 施 例 ２ ＞ 　 ２ Ｓ ｔ ｅ ｐ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い た 微 生 物 の 検 出
　 実 施 例 １ 同 様 に 、 プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ 、 検 体 増 幅 用 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 、 各 起 炎 菌 の Genome D
NA、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 用 意 し 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ［ １ ． 検 体 の 増 幅 と 標 識 化 （ Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 ＆ 蛍 光 標 識 の 取 り 込 み ） ］
　 検 体 と な る 微 生 物 遺 伝 子 の 増 幅 （ 1st PCR） 、 お よ び 、 標 識 化 （ 2ndPCR） 反 応 を 以 下 に
示 す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ［ ２ ． 増 幅 反 応 液 組 成 ： 1st PCR］
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 記 組 成 の 反 応 液 を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 市 販 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で 増 幅 反
応 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 反 応 終 了 後 、 精 製 用 カ ラ ム （ QIAGEN　 QIAquick PCRPurification Kit） を 用 い て 精 製 し
た 後 、 増 幅 産 物 の 定 量 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ［ ３ ． 標 識 化 反 応 液 組 成 ： 2nd PCR］
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】
　 上 記 組 成 の 反 応 液 を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 市 販 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で 増 幅 反
応 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 反 応 終 了 後 、 精 製 用 カ ラ ム （ QIAGEN　 QIAquick PCRPurification Kit） を 用 い て 精 製 し
、 標 識 化 検 体 と し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ［ ４ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ］
　 実 施 例 １ と 同 様 に 行 っ た 。
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【 ０ １ １ ０ 】
　 ［ ５ ． 微 生 物 の 検 出 （ 蛍 光 測 定 ） ］
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 終 了 後 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 用
蛍 光 検 出 装 置 （ Axon社 製 、 GenePix 4000B） を 用 い で 蛍 光 測 定 を 行 っ た 。 測 定 結 果 を 表 ２
２ ～ ３ １ に 示 す 。
【 ０ １ １ １ 】
　 な お 、 本 実 施 例 に お い て も 、 ２ 回 ず つ 蛍 光 測 定 を 実 施 し 、 そ れ ぞ れ の 結 果 を 表 ２ ２ ～ ３
１ に 示 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
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【 ０ １ １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ７ 】
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【 ０ １ １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ０ 】
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【 ０ １ ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
　 表 ２ ２ ～ ３ １ の 蛍 光 輝 度 の 数 値 （ フ ォ ト マ ル 電 圧 400V） は 、 ピ ク セ ル 平 均 輝 度 （ 解 像 度
5μ m） を 示 し た 。 ま た 、 Ｓ ／ Ｎ 比 は 、 測 定 機 付 属 の 解 析 ソ フ ト （ Axon社 製 、 GenePixPro V
er.3.0） で 測 定 し た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 平 均 値 で 蛍 光 輝 度 を 除 し た も の を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 表 ２ ２ ～ ３ １ で 明 ら か な よ う に 、 再 現 性 良 く 、 十 分 な シ グ ナ ル で 各 種 起 炎 菌 を 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ＜ 実 施 例 ３ ＞ 　 ２ Ｓ ｔ ｅ ｐ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い た 微 生 物 の 検 出
　 実 施 例 １ 、 ２ 同 様 に 、 プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ 、 検 体 増 幅 用 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 、 各 起 炎 菌 の Geno
me DNA、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 用 意 し 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ［ １ ． 検 体 の 増 幅 と 標 識 化 （ 蛍 光 標 識 付 き Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 使 用 ） ］
　 検 体 と な る 微 生 物 遺 伝 子 の 増 幅 （ 1st PCR） 、 お よ び 、 標 識 化 （ 2nd PCR） 反 応 を 以 下 に
示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ［ ２ ． 増 幅 反 応 液 組 成 ； 1st PCR］
【 ０ １ ２ ７ 】
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【 ０ １ ２ ８ 】
　 上 記 組 成 の 反 応 液 を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 市 販 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で 増 幅 反
応 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
　 反 応 終 了 後 、 精 製 用 カ ラ ム （ QIAGEN QIAquick PCR PurificationKit） を 用 い て 精 製 し
た 後 、 増 幅 産 物 の 定 量 を 行 な っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ［ ３ ． 標 識 化 反 応 組 成 ： 2nd PCR］
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 上 記 組 成 の 反 応 液 を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 市 販 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー で 増 幅 反
応 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 反 応 終 了 後 、 精 製 用 カ ラ ム （ QIAGEN　 QIAquick PCR PurificationKit） を 用 い て 精 製 し
、 標 識 化 検 体 と し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ［ ４ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ］
　 実 施 例 １ と 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ［ ５ ． 微 生 物 の 検 出 （ 蛍 光 測 定 ） ］
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 終 了 後 の Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 用
蛍 光 検 出 装 置 （ Axon社 製 、 GenePix 4000B） を 用 い で 蛍 光 測 定 を 行 っ た 。 測 定 結 果 を 表 ３
２ ～ ４ １ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 な お 、 本 実 施 例 に お い て は 、 ２ 回 ず つ 蛍 光 測 定 を 実 施 し 、 そ れ ぞ れ の 結 果 を 表 ３ ２ ～ ４
１ に 示 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ２ 】
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【 ０ １ ４ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ６ 】
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【 ０ １ ４ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
　 表 ２ ２ ～ ３ １ で 明 ら か な よ う に 、 再 現 性 良 く 、 十 分 な シ グ ナ ル で 各 種 起 炎 菌 を 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 以 上 説 明 し た よ う に 、 上 記 実 施 例 に よ れ ば 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌
、 肺 炎 桿 菌 、 緑 膿 菌 、 セ ラ チ ア 菌 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 腸 球 菌 、 及 び エ ン
テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ リ ス 菌 の １ ０ 種 菌 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ セ ッ ト を そ れ ぞ れ 別 々 に 、
或 い は 組 み 合 わ せ て 固 定 し た マ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 感 染 症 起 炎 菌 を 同 定 す る こ と が 可 能
に な り 、 微 生 物 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 問 題 を 解 決 し た 。 す な わ ち 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ は 、 そ の 塩 基 数 の 少 な さ ゆ え に 、 化 学 的 に 大 量 合 成 が 可 能 で あ り 、 精 製 や 濃 度 の
コ ン ト ロ ー ル が 可 能 で あ る 。 ま た 、 細 菌 の 種 に よ る 分 類 を 目 的 に 、 同 じ 種 の 菌 種 は 一 括 検
出 が 可 能 で 、 し か も 、 他 の 種 の 細 菌 は 区 別 し て 検 出 で き る よ う な プ ロ ー ブ セ ッ ト が 提 供 で
き た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 ま た 、 こ れ ら の 差 異 が Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 上 で 精 度 良 く 評 価 で き る よ う 、 プ ロ ー ブ と
検 体 と の ハ イ ブ リ ッ ド 体 の 安 定 性 も 考 慮 し た プ ロ ー ブ セ ッ ト を 提 供 す る こ と が で き る 。 さ
ら に は こ れ ら の プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ と 検 体 と の 反 応 を 行 な う 為 に 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ が
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固 定 さ れ た 担 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の プ ロ ー ブ 及 び プ ロ ー ブ セ ッ ト と 検 体 溶 液 と
を 反 応 せ し め る 過 程 で 、 こ れ ら の プ ロ ー ブ Ｄ Ｎ Ａ が 安 定 に 担 体 上 に 固 定 さ れ 、 再 現 性 の 高
い 検 出 結 果 を 得 る た め に 、 化 学 的 に 固 定 さ れ た 担 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ま た 、 上 記 実 施 形 態 に よ れ ば 、 感 染 症 起 炎 菌 遺 伝 子 の 16s rRNA遺 伝 子 配 列 を 過 不 足 な く
検 出 す る こ と に よ り 、 該 感 染 症 起 炎 菌 の 存 在 を 効 率 良 く 、 ま た 高 い 精 度 で 判 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ＜ 実 施 例 ４ ＞ 　 プ ラ イ マ ー セ ッ ト に つ い て
　 上 記 実 施 例 に お い て 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 、 肺 炎 桿 菌 、 緑 膿 菌 、
セ ラ チ ア 菌 、 肺 炎 連 鎖 球 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 エ ン テ ロ バ ク タ ー ・ ク ロ ア カ エ 菌 、 及 び
エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ リ ス 菌 の い ず れ か 、 或 い は 複 数 の 16s rRNA遺 伝 子 配 列 を 増 幅 す
る の に 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ 表 １ １ ） を 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 実 施 形 態 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 感 染 症 起 炎 菌 同 定 の た め に 行 な わ れ る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に
お い て 良 好 な 増 幅 結 果 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ こ で 「 良 好 な 」 と は 、 目 的 の 16
s rRNAが 十 分 増 幅 さ れ て い る こ と の み な ら ず 、 16s rRNA以 外 の 産 物 が 無 い こ と を 意 味 す る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ま た 、 こ こ で 「 良 好 な 」 と は 、 検 体 中 に 含 ま れ る 検 体 由 来 の ヒ ト ゲ ノ ム 遺 伝 子 を 増 幅 せ
ず に 、 感 染 症 起 炎 菌 16srRNAの み を 増 幅 す る こ と を も 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 実 施 形 態 に 用 い ら れ る 検 体 と し て は 、 ヒ ト 、 家 畜 等 の 動 物 由 来 の 血 液 、 喀 痰 、 胃 液 、
膣 分 泌 物 、 口 腔 内 粘 液 等 の 体 液 、 尿 及 び 糞 便 の よ う な 排 出 物 等 、 細 菌 が 存 在 す る と 思 わ れ
る あ ら ゆ る 物 を 対 象 と す る 。 ま た 、 食 中 毒 、 汚 染 の 対 象 と な る 食 品 、 飲 料 水 及 び 温 泉 水 の
よ う な 自 然 環 境 中 の 水 、 空 気 清 浄 機 や 浄 水 器 の フ ィ ル タ 等 、 細 菌 に よ る 汚 染 が 引 き 起 こ さ
れ る 可 能 性 の あ る 媒 体 全 て が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 輸 出 入 時 に お け る 検 疫 等 の 動 植 物 も 検
体 と し て そ の 対 象 と な り 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ま た 、 本 実 施 形 態 に 用 い ら れ る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 と は 、 抽 出 し た 核 酸 そ の も の を 鋳 型 と し て 用
い た Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 、 或 い は 該 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 物 を 鋳 型 と し て 、 さ ら に 配 列 番 号 107～ 109（ 表 １ １
の Ｆ １ ～ Ｆ ３ ） 、 或 い は 配 列 番 号 110～ 112（ 表 １ １ の Ｒ １ ～ Ｒ ３ ） の 片 側 の プ ラ イ マ ー を
用 い た 非 対 称 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 、 可 視 化 の た め に 標 識 物 を 取 り 込 ま せ る Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 い ず れ の 反 応
を も 含 む 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ［ １ ． 検 体 増 幅 用 PCR Primer の 準 備 ］
　 起 炎 菌 検 出 用 の 為 の 16s rRNA遺 伝 子 （ 標 的 遺 伝 子 ） 増 幅 用 PCR Primerと し て 表 １ １ に 示
す 核 酸 配 列 を 設 計 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 16s rRNAを コ ー デ ィ ン グ し て い る ゲ ノ ム 部 分 を 特 異 的 に 増 幅 す る プ ロ ー ブ
セ ッ ト 、 つ ま り 約 1500塩 基 長 の 16srRNAコ ー デ ィ ン グ 領 域 の 両 端 部 分 で 、 特 異 的 な 融 解 温
度 を で き る だ け 揃 え た プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 な お 、 変 異 株 や 、 ゲ ノ ム 上 に 複 数 存 在 す る
16s rRNAコ ー デ ィ ン グ 領 域 も 同 時 に 増 幅 で き る よ う に 複 数 種 類 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 表 １ １ 中 に 示 し た プ ラ イ マ ー は 、 合 成 後 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） に よ り
精 製 さ れ 、 ３ 種 の ForwardPrimerと ３ 種 の Reverse Primerの 全 て を 混 合 し 、 そ れ ぞ れ の プ
ラ イ マ ー 濃 度 が 、 最 終 濃 度 10 pmol/μ l と な る よ う に Ｔ Ｅ 緩 衝 液 に 溶 解 し た 。 な お 、 本 実
施 例 で は 全 て の ForwardPrimerと Reverse Primerを 用 い た が 、 Forward Primerと Reverse P
rimerの 夫 々 か ら １ ～ ３ 種 類 ず つ を 用 い る よ う に し て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
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　 以 上 に よ り 生 成 し た Forward Primerと Reverse Primerの 溶 液 （ ForwardPrimer mix及 び R
everse Primer mix） を 用 い て 、 ［ ３ ． 各 起 炎 菌 Genome Ｄ Ｎ Ａ （ モ デ ル 検 体 ） の 抽 出 ］ で
説 明 し た 方 法 で 抽 出 し た Genome DNAを 、 ［ ５ ． 検 体 の 増 幅 と 標 識 化 （ PCR増 幅 ＆ 蛍 光 標 識
の 取 り 込 み ） ］ で 説 明 し た 手 法 に よ り 増 幅 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 反 応 終 了 後 、 精 製 用 カ ラ ム （ QIAGEN　 QIAquick PCR Purification Kit） を 用 い て Prime
rを 除 去 し た 後 、 増 幅 産 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 検 討 し た 。 １ ５ ０ ０ 塩 基 対 領 域 に １ バ ン
ド が 検 出 さ れ 、 良 好 に Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 が 行 な わ れ て い る こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 副 産 物 は 無
か っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 な お 、 表 １ １ の プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と に よ り 、 例 え ば 上 述 し た １ ０ 種 の 感 染 症 起 炎 菌
（ 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 、 肺 炎 桿 菌 、 緑 膿 菌 、 セ ラ チ ア 菌 、 肺 炎 連 鎖
球 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 腸 球 菌 、 及 び エ ン テ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ カ リ ス 菌 ） の 全 て に お い
て 、 良 好 な Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 増 幅 結 果 を 得 る こ と が で き た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ＜ 実 施 例 ５ ＞ 　 血 液 と 菌 液 の 混 合 物 か ら の １ ６ ｓ RNA遺 伝 子 の 増 幅
　 ヒ ト の 血 液 ２ ０ ０ μ ｌ （ 採 血 EDTA血 ） に 実 施 例 １ で 説 明 し 手 順 で 培 養 し た 腸 球 菌 を １ ０
3 、 １ ０ 4 、 １ ０ 5 加 え 、 菌 血 症 モ デ ル 系 と し た 。 こ の 溶 液 の そ れ ぞ れ に N-ア セ チ ル ム ラ ミ
ダ ー ゼ 溶 液 （ 0.2mg/ml in Enzyme Buffer） を 加 え 、 ３ ７ ℃ ３ ０ 分 加 温 し た 後 、 Qiamp Blo
od mini Kit（ キ ア ゲ ン 社 製 ） を 用 い て DNAを 抽 出 し 、 PCR反 応 用 の テ ン プ レ ー ト と し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ れ ら の DNAに 対 し て 実 施 例 ４ と 同 様 、 表 １ １ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て PCR反 応 を 行
な っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 そ の 結 果 、 実 施 例 ４ と 同 様 、 １ ５ ０ ０ 塩 基 対 長 領 域 に バ ン ド が 検 出 さ れ 、 良 好 に PCR反
応 が 行 な わ れ て い る こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 副 産 物 は な く 、 そ の バ ン ド か ら 求 め た PCR
増 幅 産 物 の 量 は 、 加 え た 菌 量 に 比 例 し て い た 。 こ の こ と は 、 こ の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い
た 際 に 、 ヒ ト ゲ ノ ム の PCR産 物 は な く 、 腸 球 菌 の １ ６ ｓ RNAの み が 増 幅 さ れ た こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 以 上 説 明 し た よ う に 、 本 実 施 形 態 に よ れ ば 、 複 数 種 類 の 感 染 症 起 炎 菌 の 遺 伝 子 中 の 16s 
rRNA部 分 を 効 率 良 く 、 ま た 高 い 純 度 で 増 幅 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 存
在 時 に お い て も 感 染 症 起 炎 菌 の １ ６ ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ の み を 効 率 よ く 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 配 列 表 】
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