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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　９５のインデックスプライマー群を含むインデックスプライマーセットであって、
　各インデックスプライマー群は11のインデックスプライマーを含み、前記インデックス
プライマーの配列はインデックス配列およびPCRプライマー配列を含み、インデックス配
列はPCRプライマー配列の5'末端に、任意にリンカー配列を介して連結しており、
ここで、
　1）各インデックスプライマー群について、インデックスプライマー群のうちの前記の1
1のインデックスプライマーは、同一のインデックス配列を有し、および
　2）各インデックスプライマー群について、前記の11のインデックスプライマーのPCRプ
ライマー配列は、それぞれ配列番号：96～106に記載される配列であり、
　異なるインデックスプライマー群で使用されるインデックス配列は異なっており、９５
のインデックスプライマー群のインデックス配列はそれぞれ配列番号：1～95に記載され
る配列である、
インデックスプライマーセット。
【請求項２】
　請求項１に記載のインデックスプライマーセットを含むキット。
【請求項３】
　少なくとも1のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項４】
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　少なくとも2のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項５】
　少なくとも10のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項６】
　少なくとも20のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項７】
　少なくとも30のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項８】
　少なくとも40のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項９】
　少なくとも50のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項１０】
　少なくとも100のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項１１】
　少なくとも200のアダプターをさらに含む、請求項２に記載のキット。
【請求項１２】
　前記アダプターが配列番号：121～132からなる群より選択される配列を有する、請求項
３～１１のいずれか１項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒトパピローマウイルス（HPV）の検出方法、特にSolexa塩基配列決定法に
基づくHPV検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　子宮頸癌は、世界中の女性の間で、乳癌に次いで二番目に罹患率の高い悪性腫瘍である
。毎年全世界で約500,000件の症例報告があり、そして毎年250,000人近い人々がこの疾患
により死亡している。開発途上国での症例は、全体のおよそ3分の2を占める。子宮頸癌は
、中国においても広まっている。中国における子宮頸癌の症例は、全体の10％を占める。
研究によれば、ヒトパピローマウイルス（HPV）は子宮頸癌と密接に関連しており、そし
て重要な発癌因子であること、および子宮頸癌を発症する必要条件の１つであることが示
されている。100種類を超えるHPVが、皮膚（皮膚型）または気道および肛門－生殖管の粘
膜（粘膜型）において感染可能であり、および40種類を超えるHPVが子宮頸部において感
染可能である。HPVの種類は、HPVによって誘発される良性病変、前癌病変、または悪性病
変によって、以下の２つの群に分類される：（１）6、11、42、43、および44型などを含
む発癌の危険が低い群；ならびに（２）16、18、31、33、および45型などを含む発癌の危
険が高い群。従って、HPV感染の早期発見および正確な分類は、子宮頸癌の予防および治
療に不可欠である。
【発明の概要】
【０００３】
　現在のHPV検出法は主に以下の群に分類される。（１）子宮頸部塗抹標本の細胞診また
はThin-prep細胞試験（TCT）を用いることにより細胞形態学的な変化に基づいて診断する
細胞診。HPV感染については、空胞細胞症、異常角化症、およびコンジローマ様の基底細
胞を顕微鏡下において見ることができる。この方法の欠点は、HPV感染の診断において感
度および特異性が低いことにある。（２）HPVのカプシド抗原を検出することによってHPV
感染をさらに確認する免疫組織化学法。こうして得られた陽性反応は、明確に示されるも
のであり、結果は信頼できる。しかしながら、カプシド抗原は、HPV-DNAが複製および成
熟するまで生成されない。従って、陰性と診断される被験体が、HPVに感染していないと
みなすことはできない。本方法は感度が低い。（３）主に蛍光検出PCR装置を使用するリ
アルタイム蛍光定量PCR（FQ-PCR）。本方法において、蛍光基をPCR反応系に添加し、およ
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びPCRの各サイクルで生成した増幅産物を、蛍光シグナルの蓄積によってリアルタイムに
監視することにより、鋳型の初期濃度の定量を実現する。本方法は処理能が低い。（４）
米国FDAによって承認されているHPV DNAの検出のための唯一の臨床方法であり、ヨーロッ
パCEおよび中国SFDAによって承認されている、ハイブリッドキャプチャー法（主にHC-II
システム）。本方法は、特定の標本採取器および容器、全鎖長8000bpのRNAプローブなら
びに特異的な一次抗体（どちらも特許権が許可されている）を使用する。本方法の機構は
、核酸プローブが試験される被験体のHPV DNAとハイブリダイズし、化学蛍光反応または
酵素反応による増幅シグナルに基づいて検出が実施される。本方法において使用される核
酸プローブは、主に２つのクラスに分類される：低リスクHPVを対象とする核酸プローブ
および高リスクHPVを対象とする核酸プローブ。本方法は、HPVの一次スクリーニングに使
用可能であるが、HPVの特定の型を確定することも、多重感染を確定することもできない
。
【０００４】
　前記の検出法を組み合わせて用いることにより、HPV検出の感度を増加させることがで
き、偽陰性率を低減させることができる。しかしながら、これらの方法を組み合わせる場
合の費用は高く、従って、これらの方法の組み合わせは、経済的に発展した地域における
HPV検出および子宮頸癌のスクリーニングにのみ適している。経済的に発展途上な地域、
特に山岳地域および多くの農村地域にとって、前述の検出法を組み合わせて用いるのには
大きな制限がある。従って、適切かつ低費用なHPV検出法の開発が必要とされている。
【０００５】
　別の態様において、前述の検出法などの現在知られるHPV検出法は、処理能が低い。試
料に対するHPV検出を大規模に実施する場合、前述の方法の利用は時間および労力がかか
り、その費用が高い。従って、当技術分野において新規の高処理能かつ低費用なHPV検出
法の緊急な必要性もある。
【０００６】
発明の説明
　本発明は、Solexa塩基配列決定法およびPCRインデックスに基づく、新規のHPV検出法お
よび同検出法のためのキットを開発する。本発明の方法およびキットは、低費用での高処
理能HPV検出を達成可能なだけでなく、正確なHPV分類も実施可能である。
【０００７】
発明の定義
　本発明をより理解するために、関連用語の定義および説明を本明細書に記載する。
【０００８】
　本出願で用いられる用語「PCR」は、ポリメラーゼ連鎖反応を指す。
【０００９】
　本出願で用いられる用語「Solexa塩基配列決定法」は、近年開発された次世代のDNA塩
基配列決定法を指し、これはまた、第二世代塩基配列決定法とも称されている。Solexa塩
基配列決定法と従来の塩基配列決定法（サンガー塩基配列決定法など）との違いは、Sole
xa塩基配列決定法が、合成を実施しながら塩基配列決定を行うことによってDNA配列を解
析するところにある。Solexa塩基配列決定法には、以下の利点がある：１）低費用であり
、従来の塩基配列決定法の費用の1％である；２）高処理能を有し、複数の試料に対する
塩基配列決定を同時に実施することが可能であり、1回のSolexa塩基配列決定において約5
00億（50G）塩基のデータが生成可能である；３）高精度（98.4％を超える）であり、多
重反復配列の読み出しに関する問題を効果的に解決する。別の態様において、塩基配列決
定される配列の数が予め決まっている場合、高い塩基配列決定処理能が、配列の塩基配列
決定冗長度を次々に高めることにより（例えば、各配列を何度も塩基配列決定することが
できる）、塩基配列決定の結果の信頼性を保証する。本出願で用いられる場合、用語「塩
基配列決定冗長度」は、塩基配列決定データに現れるDNA配列の断片の回数を指す。塩基
配列決定冗長度は塩基配列決定データの量をゲノムの長さで割ることにより算出すること
ができ、例えば、塩基配列決定冗長度10は、塩基配列決定データの量が全ゲノム長の10倍
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であることを示す。
【００１０】
　Solexa塩基配列決定法は、幅広く用いられている。これは、ゲノム塩基配列決定、遺伝
子型、遺伝的多型における研究などに利用可能である。本発明の方法において、Solexa塩
基配列決定法はHPVを検出するために用いられる：HPVを対象として解析されるべき試料を
塩基配列決定し、次に、BLASTおよびSOAPなどの当技術分野において既知のアライメント
プログラムを用いることによって、塩基配列決定結果をHPVデータベース内の参照配列と
並べ、試料中の感染したHPVを正確に分類する。本明細書で用いるHPVデータベースは、例
えばNCBIデータベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）などの公開データベース内に見
出すことができる、当技術分野において既知の多様なHPV型由来の配列を含む。
【００１１】
　本明細書において互換的に用いられる場合、用語「PCRインデックス」、「インデック
ス」、または「プライマーインデックス」は、PCRプライマーの5'末端に付加されている
ヌクレオチド配列の小断片を指し、異なる鋳型由来のPCR産物の混合物中の各PCR産物の鋳
型の由来を区別するために、PCR増幅によってPCR産物を標識するのに使用することができ
る。プライマーの5'末端にインデックスを付加すること、および増幅を実行するのにイン
デックスプライマーを用いることによって、PCR産物を標識することにより、さらなる解
析および処理のためのライブラリを、複数の異なるPCR産物を混合することにより得るこ
とができる。ライブラリ内の各々の異なるPCR産物は固有のインデックスを有し、従って
、異なるPCR産物は、各PCR産物中の固有のインデックスに基づいて互いを識別することが
でき、および、PCR産物をそれらが増幅されるPCR鋳型と１つずつ対応させる。
【００１２】
　例えば、複数の試料を塩基配列決定する場合、異なるインデックスを各試料のためのプ
ライマーの5'末端に付加してもよく、および次に、付加したインデックスを有するプライ
マーを使用してPCR反応を実施することにより、各試料（すなわちPCR産物）を標識する。
PCR反応の後、試料由来の異なるインデックスを有するPCR産物を混合してライブラリを構
築し、および次に、ライブラリ中のPCR産物を高処理能Solexa塩基配列決定法によって塩
基配列決定する。最後に、結果として得た配列データ内で、固有のインデックスの配列に
基づいて、塩基配列決定結果を１つずつPCR産物（つまり試料鋳型）と対応させる。
【００１３】
　インデックスを、PCR増幅のためのプライマー対の１つまたはプライマー対の両方のプ
ライマーに導入してもよい。プライマー対の両方のプライマーにインデックスを導入する
場合、インデックスプライマー対を形成するようにPCRプライマー対をインデックス対と
組み合わせ、ここで、順方向および逆方向PCRプライマーは、それぞれ順方向および逆方
向インデックスを有し、そして、順方向インデックスは順方向PCRプライマーに対応し、
および逆方向インデックスは逆方向PCRプライマーに対応し、かつ順方向および逆方向イ
ンデックスは同一であっても異なっていてもよい。
【００１４】
　インデックスを設計する場合、複数の要素が考慮され、これらは以下を含む。：１）イ
ンデックス配列において、3以上の塩基を含む単一塩基反復配列を避けるべきである。；
２）すべてのインデックスの同位置の塩基Aおよび塩基Cの総含有量は、その位置における
全塩基の30％～70％にするべきである。例えば、100の異なるインデックス配列を設計す
る場合、各インデックス配列の二番目の位置（つまり、いわゆる同位置）の塩基Aおよび
塩基Cの総含有量は、100の配列の二番目の位置の塩基の30％～70％を占めるべきである。
；３）インデックス配列自身のGC含有量は、40％～60％であるべきである。；４）インデ
ックスの配列は、互いに5塩基以上異なるべきである。；５）塩基配列決定のためのプラ
イマーと高度に類似した配列は、インデックス配列において避けるべきである。；６）イ
ンデックス配列をPCRプライマーに付加した後において、PCRインデックスプライマー内で
の、ヘアピン構造および二量体などの二次構造を避けるべきである。
【００１５】
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　本出願で用いられる場合、用語「インデックスプライマー」は、二つの部位、すなわち
インデックス部位およびプライマー部位を含むインデックスを有するプライマーを指し、
ここで、インデックス部位は、増幅反応においてPCR産物を標識するのに使用され、一方
、プライマー部位は鋳型を増幅するために鋳型と塩基相補的に一致し、そして、インデッ
クス部位は、任意にリンカー配列を介して、プライマー部位の5'末端と連結する。
【００１６】
　本出願で用いられる場合、用語「アダプター」または「ライブラリアダプター」は、ラ
イブラリ中で増幅したPCR産物に連結し得る、設計されたヌクレオチド配列断片を指し、
従って、ライブラリ中のすべての増幅PCR産物は、アダプターに基づいて塩基配列決定す
ることができ、例えば、PCRプライマーに対する特異的塩基配列決定プライマーを使用せ
ずに、アダプターに対して設計された塩基配列決定プライマーを使用して、塩基配列決定
が実施される。好ましくは、本発明のアダプターは、「非PCR」法によりPCR産物と連結し
得る。
【００１７】
　本出願で用いられる場合、用語「非PCR」は、PCR反応を実施することなくアダプターを
直接PCR産物に連結させる方法であり、例えば、アダプターはDNAリガーゼを使用すること
によりPCR産物と連結する。非PCR法を用いることによって塩基配列決定ライブラリを構築
することは、当業者に知られている（例えば、Nature Methods 6、291-295 (2009)を参照
せよ）。「非PCR」法は、PCRがすべての工程で不必要なため、以下の利点を有する。：１
）精製ステップを減少させ、時間および費用の消費を抑える。；２）非特異的増幅を低減
させる；３）配列が高度に相同である多くのPCR産物を多く含むライブラリの構築中にPCR
によって導入される誤りを避け、その結果、最終的な塩基配列決定結果の精度が向上する
。
【００１８】
　本出願で用いられる場合、本発明の方法およびキットは、少なくとも１つのアダプター
を使用し得る。異なるアダプターは、同一配列の断片（「塩基配列決定配列」として本明
細書において言及される）を共有してもよく、異なる特徴的配列をさらに含んでもよく、
従って、異なるアダプターは、（同一の塩基配列決定配列に対して設計される）同一のプ
ライマーによって塩基配列決定することが可能であり、固有の特徴的配列は、複数のライ
ブラリの混合物中で各PCR産物のライブラリの由来を識別するために、すなわち、異なる
ライブラリ由来のPCR産物をさらに標識するために、使用可能である。
【００１９】
　標識効率は、インデックスと、異なる特徴的配列を有するアダプターとを組み合わせる
ことにより、大きく向上する（図１を参照せよ）。例えば、100のインデックスは100の試
料を標識することができる一方、100のインデックスと、異なる特徴的配列を有する200の
アダプターとの組み合わせは、100×200＝20000の試料を標識することができる。
【００２０】
　従って、１つの態様において、本発明は少なくとも10、好ましくは少なくとも20、少な
くとも30、少なくとも40、少なくとも50、少なくとも60、少なくとも70、少なくとも80、
少なくとも90または95のインデックスを含むインデックスの群を提供し、そして前述のイ
ンデックスは、配列番号：1～95からなる群より選択される配列を有する。好ましい実施
形態において、インデックスの群は、少なくとも配列番号：1～10、もしくは配列番号：1
1～20、もしくは配列番号：21～30、もしくは配列番号：31～40、もしくは配列番号：41
～50、もしくは配列番号：51～60、もしくは配列番号：61～70、もしくは配列番号：71～
80、もしくは配列番号：81～90、もしくは配列番号：91～95に記載のインデックス、また
はこれらの任意の組み合わせ、例えば配列番号：1～95に記載のインデックスを含む。
【００２１】
　本発明の好ましい実施形態において、本発明のインデックスは、配列番号：96～106に
記載のPCRプライマーを標識するのに使用され、従って、これらは高処理能なHPVの塩基配
列決定、検出、または分類を実施するのに用いられる。
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【００２２】
　１つの態様において、本発明は、11のインデックスプライマーを含む１つのインデック
スプライマー群を提供し、前述のインデックスプライマーの配列は１つのインデックス配
列およびPCRプライマー配列を含み、そしてインデックス配列は、任意にリンカー配列を
介して、PCRプライマー配列の5'末端に連結され、ここで、
　１）前述のインデックス配列は、配列番号：1～95からなる群より選択され、インデッ
クスプライマー群内の前述の11の各インデックスプライマーは同一のインデックス配列を
有し、および
　２）前述の11のインデックスプライマーのPCRプライマー配列は、それぞれ配列番号：9
6～106に記載される。
【００２３】
　本発明のインデックスプライマー群は、HPVゲノムの最も保存された遺伝子領域（L1領
域）内の高度に保存されたDNA配列に対応する、約170bpの少なくとも16の産物を増幅する
ことができる。従って、本発明のインデックスプライマー群は、HPVを正確に分類するた
めに使用され得る。
【００２４】
　好ましい実施形態において、本発明のインデックスプライマー群は、HPVの塩基配列決
定、検出、または分類に有用であり、従って、HPVの存在の診断およびHPV型の決定といっ
た医療用途、ならびにHPVデータベースの構築、新規のHPV型および亜型の同定、HPV型の
分布の地域特性に関する研究、疫病学上の研究、およびワクチンの開発といった非医療用
途において有用である。別の好ましい実施形態において、本発明のインデックスプライマ
ー群は、HPVの塩基配列決定、検出、または分類に有用なキットの製造に使用され得る。
【００２５】
　別の態様において、本発明は少なくとも10、好ましくは少なくとも20、少なくとも30、
少なくとも40、少なくとも50、少なくとも60、少なくとも70、少なくとも80、少なくとも
90または95の前述のインデックスプライマー群を含む、インデックスプライマーセットを
提供する。好ましくは、インデックスプライマーセットにおいて、異なるインデックスプ
ライマー群に使用されるインデックス配列は異なる。より好ましくは、インデックスプラ
イマーセットに使用されるインデックス配列は、少なくとも配列番号：1～10、もしくは
配列番号：11～20、もしくは配列番号：21～30、もしくは配列番号：31～40、もしくは配
列番号：41～50、もしくは配列番号：51～60、もしくは配列番号：61～70、もしくは配列
番号：71～80、もしくは配列番号：81～90、もしくは配列番号：91～95に記載のインデッ
クス配列、またはこれらの任意の組み合わせ、例えば配列番号：1～95に記載のインデッ
クス配列などを含む。
【００２６】
　好ましい実施形態において、本発明のインデックスプライマーセットは、高処理能なHP
Vの塩基配列決定、検出、または分類に有用であり、従って、大規模なHPV関連疾患の診断
およびHPV型の正確な決定（これは臨床診断および治療計画の根拠を提供する）といった
医療用途、ならびにHPVデータベースの構築、新規のHPV型および亜型の同定、HPV型の分
布の地域特性に関する研究、疫病学上の研究、およびワクチンの開発といった非医療用途
において有用である。別の好ましい実施形態において、本発明のインデックスプライマー
セットは、HPVの塩基配列決定、検出、または分類に有用なキットの製造に使用され得る
。
【００２７】
　別の態様において、本発明は前述のインデックスプライマー群またはインデックスプラ
イマーセットを含むキットを提供する。好ましくは、本発明のキットは、少なくとも1、
好ましくは少なくとも2、少なくとも10、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、
少なくとも50、少なくとも100、または少なくとも200のアダプターをさらに含む。好まし
い実施形態において、アダプターはSolexa塩基配列決定法に好適である。；例えば、アダ
プターは塩基配列決定ライブラリの構築に有用であり、例えば、前述のアダプターは、配



(7) JP 5923497 B2 2016.5.24

10

20

30

40

50

列番号：121～132からなる群より選択される配列を有し得る。好ましい実施形態において
、アダプターは、DNAリガーゼアッセイなどの非PCR法によって塩基配列決定ライブラリを
構築するのに使用される。
【００２８】
　好ましい実施形態において、本発明のキットは、高処理能なHPVの塩基配列決定、検出
、または分類に有用であり、そして前述の医療用途および非医療用途において有用である
。
【００２９】
　別の態様において、本発明は、１以上の試料中のHPVを塩基配列決定、検出、または分
類する方法を提供する。本方法は、前述のインデックスプライマー群またはインデックス
プライマーセットまたはキットを用いて各試料中のDNAを増幅するステップ、および次に
、試料の配列を得るために塩基配列を決定するステップを含む。
【００３０】
　別の態様において、本発明は１以上の試料中のHPVを塩基配列決定、検出、または分類
する方法を提供し、以下のステップを含む。：
　n個の試料を提供するステップ、ここで、nは1以上の整数であり、前述の試料は好まし
くは哺乳動物由来であり、より好ましくはヒト由来であり、および好ましくは剥離細胞で
あって；任意に、分析されるn個の検査試料はm個の群に分割され、ここで、mは1以上n以
下の整数である；
　１）各試料について、1つのインデックスプライマー群により試料中のDNAを増幅するス
テップ、ここで、前述のインデックスプライマー群は11のインデックスプライマーを含み
、前述のインデックスプライマーの配列は、インデックス配列およびPCRプライマー配列
を含み、インデックス配列は、任意にリンカー配列を介して、PCRプライマー配列の5'末
端に連結している、ここで、
　i）前述のインデックス配列は、配列番号：1～95からなる群より選択され、前述の11の
インデックスプラマーは、同一のインデックス配列を有する、および
　ii）前述の11のインデックスプライマーのPCRプライマー配列は、それぞれ配列番号：9
6～106に記載される、
　ここで、異なる試料に使用されるインデックスプライマー群は、同一であっても異なっ
ていてもよく、異なるインデックスプライマー群は異なるインデックス配列を使用する；
　２）ステップ１）で異なるインデックスプライマー群を用いて増幅を行って得られた増
幅産物を混合することにより、1以上のPCR産物ライブラリを得るステップ；
　３）ステップ２）で得られた1以上のPCR産物ライブラリに、DNAリガーゼアッセイなど
の非PCR法によってアダプターを付加することにより、1以上の塩基配列決定ライブラリを
構築するステップ、ここで、異なる塩基配列決定ライブラリ中で使用するアダプターは、
同一であっても異なっていてもよく、異なるアダプターは同一の塩基配列決定配列を共有
するが、異なる特徴的配列を有する；
　４）任意に、ステップ３）で得られた異なるアダプターを有する塩基配列決定ライブラ
リを混合することにより、1以上のライブラリ混合物を得るステップ；
　５）第二世代塩基配列決定法、好ましくはペアエンド法（Solexa、Illumina Hiseq 200
0など）を用いて、ステップ３）で得られた1以上の塩基配列決定ライブラリまたはステッ
プ４）で得られた1以上のライブラリ混合物に対して、塩基配列決定を実施するステップ
；
　６）インデックスプライマー群のインデックスプライマー配列に基づいて、またはイン
デックスプライマー群のインデックスプライマー配列およびアダプターの特徴的配列に基
づいて、塩基配列決定結果を１つずつ試料と対応させるステップ；
　ここで前述の試料は、好ましくは剥離細胞であり、および好ましくはヒトなどの動物由
来である。
【００３１】
　好ましい実施形態において、少なくとも10、好ましくは少なくとも20、少なくとも30、
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少なくとも40、少なくとも50、少なくとも60、少なくとも70、少なくとも80、少なくとも
90または95の前述のインデックスプライマー群を、本発明の方法で使用する。さらに好ま
しくは、使用するインデックス配列は、少なくとも配列番号：1～10、もしくは配列番号
：11～20、もしくは配列番号：21～30、もしくは配列番号：31～40、もしくは配列番号：
41～50、もしくは配列番号：51～60、もしくは配列番号：61～70、もしくは配列番号：71
～80、もしくは配列番号：81～90、もしくは配列番号：91～95に記載のインデックス配列
、またはこれらの任意の組み合わせ、例えば配列番号：1～95に記載のインデックス配列
を含む。
【００３２】
　好ましい実施形態において、少なくとも1、好ましくは少なくとも2、少なくとも10、少
なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少なくとも50、少なくとも100、または少な
くとも200のアダプターを、本発明の方法に使用し、および例えば、前述のアダプターは
配列番号：121～132からなる群より選択される配列を有し得る。
【００３３】
　本発明の方法の好ましい実施形態において、塩基配列決定の後、試料より得られた配列
をHPVデータベース内の配列と並べることにより、試料中のHPVを正確に分類する。
【００３４】
　本発明の方法の別の態様において、本発明は、Solexa塩基配列決定法に基づき、複数の
試料内での高処理能なHPVの塩基配列決定、検出、または分類をする方法を提供し、以下
のステップを含む。：
　１）分析する試料をm個の群に分割するステップ、ここでmは1以上の整数である；
　２）各群内の試料に以下のステップを実施するステップ：
　２a）分析する試料からDNAを抽出するステップ；
　２b）HPV DNAを増幅するためのプライマー群内のすべてのプライマー配列に基づいて、
インデックスのセットを設計するステップ、ここで、インデックスの数、つまりnは群内
の試料の数と等しい；
　２c）ステップ２b）で設計した各インデックスを、すべての順方向プライマーもしくは
逆方向プライマーまたはすべてのプライマー配列の5'末端にそれぞれ付加することにより
、n個のインデックスプライマー群を用意するステップ；
　２d）ステップ２a）で得られたDNA試料に対して、ステップ２c）で用意したインデック
スプライマー群を用いてPCR増幅を実施することにより、PCR産物を用意するステップ、こ
こで、異なるインデックスプライマー群が各DNA試料に対して使用される；および
　２e）ステップ２d）のすべてのPCR産物を混合することにより、PCR産物ライブラリを得
るステップ；
　３）ステップ２）で得られたPCR産物ライブラリにアダプターを付加するステップ、こ
こで、各PCR産物ライブラリは、異なるアダプターを使用してm個の塩基配列決定ライブラ
リを構築し、ここで、各アダプターは同じ塩基配列決定配列を共有し、異なる特徴的配列
を有する；
　４）m個の塩基配列決定ライブラリを混合し、第二世代塩基配列決定法、好ましくはSol
exaおよびIllumina Hiseq 2000塩基配列決定などのペアエンド法を用いて塩基配列決定を
実施することにより、すべての試料の塩基配列決定結果を得るステップ；
　５）塩基配列決定結果中のアダプターの特徴的配列、インデックスの配列、およびプラ
イマーの配列に基づいて、塩基配列決定結果を１つずつ試料と対応させるステップ；およ
び任意に、各試料の塩基配列決定結果をHPVデータベースと並べることにより、HPVの塩基
配列決定、検出、または分類をするステップ；
　ここで前述の試料は、好ましくは剥離細胞であり、および好ましくはヒトなどの動物由
来である。
【００３５】
　好ましい実施形態において、DNAは、当業者によく知られる方法によって抽出される。
例えば、DNA抽出は、自動DNA抽出機およびDNA抽出キット、例えば、市販のKingFisher自
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動抽出機およびUS Thermo Scientific Kingfisher Flex全自動ビーズ抽出精製システムを
用いて実施され得る。
【００３６】
　好ましい実施形態において、ステップ２b）のプライマー群は11のプライマーを含み、
その配列は配列番号：96～106にそれぞれ記載される。11のプライマーからなるプライマ
ー群は、HPVゲノムの最も保存された遺伝子領域（L1領域）内の高度に保存されたDNA配列
に対応する、約170bpの少なくとも16の産物を得るための増幅に使用することができる。
従って、正確なHPVの分類は、増幅産物を正確に塩基配列決定することによって達成され
得る。
【００３７】
　別の好ましい実施形態において、ステップ２ｂ)で設計されるインデックスの数は、少
なくとも10、好ましくは少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少なくとも50、少
なくとも60、少なくとも70、少なくとも80、少なくとも90、または少なくとも100個であ
る。好ましくは、インデックスは、配列番号：1～95からなる群より選択される配列を有
する。好ましい実施形態において、異なる試料の群内で使用されるインデックスは、同一
であっても異なっていてもよい。好ましい実施形態において、順方向プライマーに導入さ
れるインデックスは、逆方向プライマー内に導入されるインデックスと同一であっても異
なっていてもよい。特に好ましい実施形態において、ステップ２b）で設計されるインデ
ックスは、少なくとも配列番号：1～10、もしくは配列番号：11～20、もしくは配列番号
：21～30、もしくは配列番号：31～40、もしくは配列番号：41～50、もしくは配列番号：
51～60、もしくは配列番号：61～70、もしくは配列番号：71～80、もしくは配列番号：81
～90、もしくは配列番号：91～95に記載のインデックス、またはこれらの任意の組み合わ
せを含む。特に好ましい実施形態において、ステップ２b）で設計されるインデックスは
、配列番号：1～95に記載される。
【００３８】
　好ましい実施形態において、アダプターを、例えばDNAリガーゼを使用する非PCR法によ
って、PCR産物ライブラリに付加する。特に、本発明の方法において、異なるHPV型のDNA
配列が高度に相同であるため、本発明の塩基配列決定ライブラリの構築は、非PCR法によ
って実施する必要がある。反対に、塩基配列決定ライブラリを構築するために、従来のプ
ールPCR法によってアダプターをPCR産物に付加した場合には、生じるライブラリは、元の
鋳型と一致しない多くの産物を含むことになり、元の鋳型を正確に塩基配列決定できない
結果となる。好ましい実施形態において、使用されるアダプターの数は、少なくとも1、
少なくとも2、少なくとも10、少なくとも20、少なくとも30、少なくとも40、少なくとも5
0、少なくとも100、または少なくとも200であり、例えば、前述のアダプターは配列番号
：121～132からなる群より選択される配列を有し得る。
【００３９】
　本発明の方法の好ましい実施形態において、アダプターは、Illumina社から購入したPC
R-free Index Adapter Oligo Mixなどの市販のアダプターである。別の実施形態において
、本発明はまた、以下の非PCRアダプターも使用することができる（下線部は、アダプタ
ーの特徴的配列である）。
【００４０】
　非PCRアダプター1（配列番号：121）：
【化１】

【００４１】
　非PCRアダプター2（配列番号：122）：
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【化２】

【００４２】
　非PCRアダプター3（配列番号：123）：

【化３】

【００４３】
　非PCRアダプター4（配列番号：124）：
【化４】

【００４４】
　非PCRアダプター5（配列番号：125）：
【化５】

【００４５】
　非PCRアダプター6（配列番号：126）：
【化６】

【００４６】
　非PCRアダプター7（配列番号：127）：

【化７】

【００４７】
　非PCRアダプター8（配列番号：128）：

【化８】
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【００４８】
　非PCRアダプター9（配列番号：129）：
【化９】

【００４９】
　非PCRアダプター10（配列番号：130）：
【化１０】

【００５０】
　非PCRアダプター11（配列番号：131）：
【化１１】

【００５１】
　非PCRアダプター12（配列番号：132）：
【化１２】

【００５２】
　好ましい実施形態において、Solexaシーケンサー（Illumina Genome Analyzer II xシ
ーケンサーなど）を本発明の方法において使用することにより、Solexa塩基配列決定を実
行する。別の好ましい実施形態において、HPVデータベースは、例えば、NCBIデータベー
ス（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）などの公開データベースに見出すことができる、当
技術分野に既知のHPV型の配列を含む。
【００５３】
　本発明の方法の好ましい実施形態において、試料は剥離細胞であり得る。別の好ましい
実施形態において、試料は動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒト由来であり得
る。
【発明の効果】
【００５４】
本発明の有益な効果
　本発明のHPV検出のための新規の方法および同キットは、従来技術に比べて以下の利点
を有する。
【００５５】
　１）高処理能。インデックスと異なる特徴的配列を有するアダプターとを用いて、本発
明の方法を１回実施することにより、10000個もの試料の検出が達成可能である。従って
、本発明の方法は、疾患調査に幅広く利用でき、そして疾患の早期診断に有効な手段とな
り得る。
【００５６】
　２）低費用。本発明は、Solexa塩基配列決定法による塩基配列決定を実施し、塩基配列



(12) JP 5923497 B2 2016.5.24

10

20

30

40

50

決定のための費用は大きく削減され（従来の塩基配列決定法の費用のたった1％に相当す
る）、その結果、HPVの検出費用が大きく削減される。
【００５７】
　３）HPVの正確な分類。複数のプライマー（本発明の6つの順方向プライマーおよび5つ
の逆方向プライマーなど）を使用した増幅を実施すること、ならびに増幅産物の配列情報
をHPVデータベースと並べることにより、HPVの型を正確に決定することができ、その結果
、臨床診断および治療計画の選択のための根拠を提供する。
【００５８】
　さらに、本発明の方法はまた、新規の亜型および既知の型の変異体を含む新規のHPV型
の発見を容易にし、および科学研究に対してより効果的で便利な手段を提供する。
【００５９】
　本発明の好ましい実施形態は、図面を実施例と組み合わせることにより、以下に詳細に
記載される。しかしながら、当業者は、以下の図面および実施例が、本発明の範囲を限定
するのではなく、単に本発明を説明することを意図することを理解するだろう。図面およ
び好ましい実施形態についての詳細な記載に基づき、本発明の目的および利点は当業者に
とって明らかである。
【図面の簡単な説明】
【００６０】
【図１】図１は、インデックスと固有の特徴的配列を有するアダプターとによって標識さ
れたPCR産物の図である。本発明の例示的な方法において、インデックスは、各試料に由
来するPCR産物の両端に、PCRによって同時的に付加され、異なるインデックスを有する複
数のPCR産物を共に混合することにより、塩基配列決定ライブラリを構築する。塩基配列
決定ライブラリの構築中に、必要であれば、複数の塩基配列決定ライブラリを構築するこ
とができ、ここで、異なる特徴的配列を有するアダプターが、塩基配列決定ライブラリを
標識するために使用される。ライブラリの構築が完了した後、異なる特徴的配列を有する
アダプターによって標識された複数のライブラリを共に混合し、Solexa塩基配列決定法に
よって同時的に塩基配列決定する（異なる塩基配列決定ライブラリに使用するインデック
スは、同一であっても異なっていてもよい）。最後に、塩基配列決定結果中のアダプター
の特徴的配列およびインデックスの配列情報に基づいて、塩基配列決定結果を１つずつ試
料と対応させることが可能である。
【図２】図２は、PCR産物の一部のアガロースゲル電気泳動図である。電気泳動図から、P
CR産物のバンドが約170bpであることが分かり、ここで、レーンMは50bp DNAの分子ラダー
であり、レーン1～14は、ランダムに選択したHPV陽性試料由来のPCR産物を指す。
【実施例】
【００６１】
　HC-IIの結果が既知である190の試料は、本発明の方法によりHPVの遺伝子型を同定した
。その結果は、本発明の方法によって得られた結果が、既知のHC-IIの結果と一致するだ
けでなく、HPVの正確な分類も達成することを示した。
【００６２】
実施例１：DNA試料の抽出
　製造業者の使用説明書に従い、KingFisher自動抽出機（US Thermo Scientific Kingfis
her Flex全自動ビーズ抽出精製システム）を用いて、HC-IIの結果が既知である190の剥離
細胞試料からDNAを抽出した。核酸は、プログラム「Bioeasy_200μl Blood DNA_KF.msz」
を用いて抽出した。プログラムが完了した後、約100μlの溶出産物（抽出されたDNA）を
得て、これを次のステップでPCR増幅のための鋳型として用いた。
【００６３】
実施例２：PCR増幅
　実施例１で得られた190のDNA試料に1番～190番の番号を付け、平均的に２つの群に分割
した（HPV-1群：1番～95番；HPV-2群：96番～190番）。HPV DNAの増幅のためのプライマ
ー群内のプライマーの配列（6つの順方向プライマーおよび5つの逆方向プライマーを含む
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）（表２、配列番号：96～106）に基づいて、95のインデックス（表１、配列番号：1～95
）を含むインデックスのセットを設計した。設計した各インデックスを、プライマーセッ
トの各プライマーの配列の5'末端にそれぞれ付加することにより、95のインデックスプラ
イマー群を取得し、ここで、各インデックスプライマー群は対応する6つの順方向インデ
ックスプライマーおよび5つの逆方向インデックスプライマーを含み、そして、異なるイ
ンデックスプライマー群は異なるインデックスを使用した（すなわち、95のインデックス
プライマー群を、95のインデックスと１つずつ対応させた）。
【００６４】
　96穴プレート内ですべての試料に対してPCR反応を実施し、2枚のプレートを使用した（
1枚はHPV-1群用およびもう片方はHPV-2群用）。実施例１で得られたDNAを鋳型として使用
し、異なるインデックスプライマー群を用いて、HPV-1群およびHPV-2群（各95の試料を含
む）の各試料を対象としてPCR増幅を実行し、すなわち、95の試料を95のインデックスプ
ライマー群と１つずつ対応させた。各インデックスプライマー群（各インデックス）に対
応する試料の番号を記録した。各プレートにおいて、鋳型を添加しない陰性対照を用意し
た。2枚のプレート内で陰性対照に使用したプライマーは、試料1番および96番でそれぞれ
使用したプライマーと同一のものとした。
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【表１】

【００６５】
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【００６６】
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【００６７】
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【００６８】
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【表２】

【００６９】
　以下のPCRパラメーターを増幅に用いた。：
95℃30秒→48℃30秒→72℃30秒（40サイクル）
72℃10分→12℃∞
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　PCR反応系を25μlとし、その組成は以下の通りとした（すべての試薬はEnzymatics社よ
り購入した）。：
【表３】

【００７０】
　PCR反応は、Bio-Rad社のPTC-200 PCR装置で実行した。PCR完了後、3μlのPCR産物を採
取して、2.5％アガロースゲル上で電気泳動を実施した（図２）。
【００７１】
実施例３：PCR産物の混合および精製
　HPV-1群およびHPV-2群それぞれの残りのPCR産物を、3mlのEP管内で混合し（また、HPV-
1群およびHPV-2群と印をつけた）、振とうして均質に混合した。500μlのDNAを2本の管そ
れぞれから採取し、製造業者の使用説明書に従ってQiagen DNA 精製キットを用いて精製
し、200μlの精製DNAを用意した。精製混合物のDNA濃度を、Nanodrop 8000（Thermo Fish
er Scientific社）を用いて、それぞれ98ng/μl（HPV-1群）および102ng/μl（HPV-2群）
と測定した。
【００７２】
実施例４：Solexa塩基配列決定ライブラリの構築
４.１：末端修復反応
　DNAの末端修復反応を、実施例３で得られた2本の管内の精製DNA混合物に対し、Thermom
ixer（Eppendorf社）を用いて、それぞれ実施した。修復反応の反応系は100μlであり、
その組成は以下の通りであった（すべての試薬はEnzymatics社より購入した）。：
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【表４】

【００７３】
　反応条件：20℃、30分。
【００７４】
　製造業者の使用説明書に従い、QIAquick PCR 精製キットを用いて、DNAの末端修復反応
産物を精製および回収した。回収産物を34μl EB（Qiagen 溶出バッファー）中に溶解し
た。
【００７５】
４.２：3'末端におけるAの付加
　Thermomixer（Eppendorf社）を用いて、回収したDNAの3'末端に塩基Aを付加した。反応
系は50μlであり、その組成は以下の通りであった（すべての試薬はEnzymatics社より購
入した）。：
【表５】

【００７６】
　反応条件：37℃、30分。
【００７７】
　製造業者の使用説明書に従い、MiniElute PCR 精製キット（QIAGEN社）を用いて、3'末
端に付加された塩基Aを有する産物を精製および回収した。回収産物を20μl EBに溶解し
た。
【００７８】
４.３：Solexaアダプターの付加
　Thermomixer（Eppendorf社）を用いて、直前のステップで得られた2つの産物に異なる
アダプターを付加して、2つの塩基配列決定ライブラリを構築した。アダプターとライブ
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【００７９】
　Solexaアダプターの付加のための反応系は50μlであり、その組成は以下の通りであっ
た（すべての試薬はIllumina社より購入した）。：
【表６】

【００８０】
　反応条件：20℃、15分。
【００８１】
　製造業者の使用説明書にしたがい、Ampure Beads（Beckman Coulter Genomics）を用い
て、反応産物を精製し、精製産物を17μl脱イオン水に溶解した。Agilent Bioanalyzer 2
100（Agilent社）および蛍光定量PCR（QPCR）を用いて、産物のDNA濃度を検出し、結果は
以下の通りであった。
【表７】

【００８２】
実施例５：Solexa塩基配列決定
　Agilent Bioanalyzer 2100によって測定した濃度を基準として用い、直前のステップで
得られた2つの産物を等モルで混合した（各10pmol DNA）。製造業者の使用説明書に従い
、Solexaシーケンサー（Illumina Genome Analyzer IIxシーケンサー）を、Solexa PE-75
プログラムに基づく塩基配列決定に使用した。
【００８３】
実施例６：結果解析
　塩基配列決定結果のアダプターの特徴的配列およびインデックスプライマー（インデッ
クス部位およびプライマー部位）の配列情報に基づき、塩基配列決定結果を１つずつ試料
と対応させた。次に、BLASTおよびSOAPなどの当技術分野において知られるアライメント
プログラムを用いて、各試料の配列結果をHPVデータベースと並べ、それによってHPVの検
出および正確な分類を達成した。
【００８４】
　得られた検出結果は、既知の結果と全く同一であり（表３を参照せよ）、このことは、
本発明の方法が試料中のHPVの正確な検出に利用可能であることを示した。
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【表８】

【００８５】
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【００８６】
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【００８７】
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【００８８】
　さらに、試料中のHPVの正確な分類もまた、本発明の方法によって実施される。表４は
、図２に示す、レーン番号1～14に対応する試料の配列および分類の結果を表示する。



(26) JP 5923497 B2 2016.5.24

10

20

30

40

50

【表９】

【００８９】
参考文献
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