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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するためのキットであって、
　（ａ）配列番号：８の配列を含んでなる第１オリゴヌクレオチド；
　（ｂ）配列番号：９の核酸に特異的にハイブリダイズする第２オリゴヌクレオチド；及
び
　（ｃ）配列番号：16の核酸又はその相補体に特異的にハイブリダイズする、検出可能に
ラベルされた第３オリゴヌクレオチド、
　を含んで成るキット。
【請求項２】
　配列番号８の位置24における残基が、N6－アルキル－デオキシアデノシンである、請求
項１に記載のキット。
【請求項３】
　前記検出可能にラベルされた第３オリゴヌクレオチドが、配列番号：28の少なくとも20
個の連続するヌクレオチド又はその相補体を含んでなる、請求項１又は２に記載のキット
。
【請求項４】
　前記検出可能にラベルされた第３オリゴヌクレオチドが、蛍光成分を含んでなる、請求
項１～３のいずれか１項に記載のキット。
【請求項５】
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　前記検出可能にラベルされた第３オリゴヌクレオチドが、消光剤を更に含んでなる、請
求項４に記載のキット。
【請求項６】
　熱安定性DNAポリメラーゼを更に含んでなる、請求項１～５のいずれか１項に記載のキ
ット。
【請求項７】
　前記熱安定性DNAポリメラーゼが、カルボキシドサーマス・ヒドロゲンホルマンスDNAポ
リメラーゼ、サーモシフォ・アフリカナスDNAポリメラーゼ、バチルス・パアリダスDNAポ
リメラーゼ、サーマス種Z05 DNAポリメラーゼ、サーマス・アクアチカスDNAポリメラーゼ
、サーマス・サーモフィラスDNAポリメラーゼ、サーマトガ・マリチマDNAポリメラーゼ、
サーマトガ・ネアパリタナDNAポリメラーゼ及びサーマス種17 DNAポリメラーゼから成る
群から選択される、請求項６に記載のキット。
【請求項８】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するための説明書を更に含んでなる、
請求項１～７のいずれか１項に記載のキット。
【請求項９】
　前記第２オリゴヌクレオチドが、配列番号：15の配列を含んでなる、請求項１～８のい
ずれか１項に記載のキット。
【請求項１０】
　配列番号：15の位置23における残基が、N6－アルキル－デオキシアデノシンである、請
求項９に記載のキット。
【請求項１１】
　前記第２オリゴヌクレオチドが、配列番号：74の配列を含んでなる、請求項９に記載の
キット。
【請求項１２】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するための方法であって、
　（１）サンプルを、配列番号：８の配列を含んでなる第１オリゴヌクレオチド、及び配
列番号：９の核酸に特異的にハイブリダイズする第２オリゴヌクレオチドと接触せしめ、
ここで、当該第１オリゴヌクレオチド又は第２オリゴヌクレオチドは、日本脳炎ウィルス
血清グループのメンバーの核酸が前記オリゴヌクレオチドにハイブリダイズすることを可
能にする条件下に固体支持体に共有結合されており；
　（２）日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を増幅し；
　（３）配列番号：16の核酸又はその相補体に特異的にハイブリダイズする、検出可能に
ラベルされた第３オリゴヌクレオチドと前記固体支持体とを接触せしめ；そして
　（４）日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸への、前記検出可能にラベルさ
れた第３オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを検出することにより、日本脳炎
ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出する；
　ことを含んでなる方法。
【請求項１３】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するための方法であって、
　（１）サンプルを、配列番号：８の配列を含んでなるオリゴヌクレオチド又は配列番号
：９の核酸に特異的にハイブリダイズするオリゴヌクレオチドと接触せしめ、ここで、当
該オリゴヌクレオチドは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸が前記オリゴ
ヌクレオチドにハイブリダイズすることを可能にする条件下に固体支持体に共有結合され
ており；
　（２）配列番号：16の核酸又はその相補体に特異的にハイブリダイズする、検出可能に
ラベルされた第３オリゴヌクレオチドと前記固体支持体とを接触せしめ；そして
　（３）日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸への、前記検出可能にラベルさ
れた第３オリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを検出することにより、日本脳炎
ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出する；
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　ことを含んでなる方法。
【請求項１４】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するための方法であって、
　（１）サンプルと、配列番号：16の核酸又はその相補体に特異的にハイブリダイズする
、検出可能にラベルされた核酸プローブ、配列番号：８の配列を含んでなる第１オリゴヌ
クレオチド及び配列番号：９の核酸に特異的にハイブリダイズする第２オリゴヌクレオチ
ド、並びに5'－3'エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳型依存性核酸ポリメラーゼとを、当
該鋳型依存性核酸ポリメラーゼが前記検出可能にラベルされた核酸プローブを断片化する
ことを可能にする条件下で接触せしめ；そして
　（２）前記検出可能にラベルされた核酸プローブの断片化を検出し、ここで当該検出可
能にラベルされた核酸プローブの断片化が日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核
酸の存在を示す；
　ことを含んでなる方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　発明の背景：
　フラビビリダエ（Flaviviridae）科及びフラビウィルス（Flavivirus）属は、実質的に
致死性のヒト病原体である多くのウィルスを包含する。そのようなウィルスは、デング熱
ウィルス、黄熱病ウィルス、モドックウィルス（Modoc virus）、及び日本脳炎ウィルス
血清グループ（serogroup）のウィルスを包含する。日本脳炎ウィルス血清グループは、
いくつかの密接に関連するウィルス、例えば日本脳炎ウィルス（JEV）、西ナイル熱ウィ
ルス（WNV）、セントルイス脳炎ウィルス、マリーバレー（Murray Valley）脳炎ウィルス
及びクンジンウィルス（Kunjin virus）を包含する。クンジンウィルスはしばしば、それ
らの２種のウィルス間の配列保存の程度のために、WNVの変異体として言及される。特徴
づけられたWNV株は、配列分解に基づいて、２種のグループ、すなわち系統I及びIIに分割
されて来た。
【０００２】
　1999年、アメリカ合衆国におけるヒトWNV感染の最初の事例が報告されている。それ以
来、毎年の流行が発生して来た。2002年８月、蚊による刺傷以外の経路を通してのWNVの
伝達が、４種の器官受容体が単一の器官ドナーにより感染された場合に確認されている。
そのウィルスは、血液製品（21の確認された事例）の輸血及び乳汁により伝達できること
が見出されている。
【０００３】
　活性WNV感染の検出は、徴候が非特異的であり、そしてウィルス－特異的抗体が通常ウ
ィルス血相の後でのみ検出され得るので、困難である。さらに、WNV－特異的IgMは１年以
上の間、存続し、活性感染と過去の暴露との間で区別を困難にする。より敏感な検出方法
、例えばウィルス核酸の直接的な検出が必要とされる。ウィルス核酸の検出は、現在使用
される血清学的方法よりも、WNV及び他のフラビウィルスによる感染の初期検出のための
より敏感な方法を提供する。
【０００４】
　他のフラビウィルス、例えば日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーはまた、ヒト病
原体である。それらの病原体は、日本脳炎血清グループメンバー、例えば日本脳炎ウィル
ス、セントルイス脳炎ウィルス（SLEV）、及びマリーバレー脳炎ウィルス、及び他のフラ
ビウィルス、例えばデング熱ウィルス、黄熱病ウィルス、及びモドックウィルスを包含す
る。血液製品を通してWNV以外の日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの伝達は未報
告のままである。しかしながら、そのような伝達は、それらのウィルスがより広がって来
ているので、発生するには可能であり、且つますますありうる。従って、ヒト病原体であ
るそれらのフラビウィルスを検出できる、新規で敏感な且つ特異的アッセイが高く所望さ
れる。さらに、日本脳炎血清グループのいくつかのメンバーを検出できる単一のアッセイ
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がまた、非常に所望される。
【発明の開示】
【０００５】
　発明の簡単な要約：
　本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのいくつかのメンバーを包含する一定のフラ
ビウィルスの核酸の存在を検出するための組成物、方法及びキットを提供する。本発明の
組成物及び方法は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの存在を検出するためにプ
ライマー及びプローブとして使用され得るオリゴヌクレオチドの発現に一部、基づかれて
いる。例えば、西ナイルウィルス、クンジンウィルス、日本脳炎ウィルス、セントルイス
脳炎ウィルス（SLEV）及びマリーバレー脳炎ウィルスは、本発明のオリゴヌクレオチドに
より検出され得る。さらに、本発明のオリゴヌクレオチドは、日本脳炎ウィルス血清グル
ープ以外のフラビウィルス、例えばデング熱ウィルス、モンタナ筋炎白質脳炎ウィルス、
モドックウィルス及び黄熱病ウィルスを検出するために使用され得る。本発明のオリゴヌ
クレオチドは、本明細書に記載される方法に従ってそれらの検出するためにプライマー及
びプローブとして使用され得る。
【０００６】
　ある観点においては、本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのいくつかのメンバー
の核酸を検出するための方法を提供する。その方法においては、下記に詳細に記載される
本発明の検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、日本脳炎ウィルス血清グル
ープのいくつかのメンバーの核酸を検出するためのプローブとして使用される。前記プロ
ーブは、本発明に従って検出され得るフラビウィルス核酸の3’末翻訳領域における保存
された領域の配列である、配列番号16又はその相補体の核酸にハイブリダイズする。本発
明のある態様においては、5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依存性核酸ポ
リメラーゼはプローブを断片化し、ここで検出できるようラベルされたプローブの断片化
が日本脳炎血清グループのメンバーの核酸の存在を示す。
【０００７】
　ある態様においては、前記方法は、検出できるようラベルされた核酸プローブの存在下
で日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を増幅することを含んで成り、ここで
前記検出できるようラベルされた核酸プローブは配列番号17又はその相補体の少なくとも
20個の連続ヌクレオチドを含んで成る。他の態様においては、前記方法は、検出できるよ
うラベルされたオリゴヌクレオチドの存在下で日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー
の核酸を増幅することを含んで成り、ここで前記検出できるようラベルされたオリゴヌク
レオチドは配列番号18又はその相補体を含んで成る。
【０００８】
　配列番号18は、本発明に従って検出され得る現在知られているフラビウィルス核酸の保
存された領域にハイブリダイズするオリゴヌクレオチド配列である。さらに他の態様にお
いては、前記方法は、検出できるようラベルされた核酸プローブの存在下で日本脳炎ウィ
ルス血清グループのメンバーの核酸を増幅することを含んで成り、ここで前記検出できる
ようラベルされた核酸プローブは配列番号28又はその相補体を含んで成る。配列番号28は
、本発明に従ってフラビウィルスを検出するために使用され得る特異的プローブ核酸配列
である。
【０００９】
　ある態様においては、プローブは検出できる成分である。検出できる成分は、制限なし
に当業者に知られているいずれかの検出できる成分であり得る。例えば、検出できる成分
は、蛍光成分である。ある態様においては、蛍光成分は、フルオレセイン－ファミリー色
素、ポリハロフルオレセイン－ファミリー色素、ヘキサクロロフルオレセイン－ファミリ
ー色素、ローダミン－ファミリー色素、シアニン－ファミリー色素、オキサジン－ファミ
リー色素、チアジン－ファミリー色素、スクアライン－ファミリー色素、キレート化され
たランタニド－ファミリー色素及びBODIPY（商標）－ファミリー色素から成る群から選択
され得る。好ましい態様においては、蛍光成分は、６－カルボキシフルオレセインである
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。
【００１０】
　ある態様においては、プローブは消光剤成分を含んで成る。消光剤成分は、制限なしに
当業者に知られているいずれかの消光剤成分であり得る。ある態様においては、消光剤成
分は、フルオレセイン－ファミリー色素、ポリハロフルオレセイン－ファミリー色素、ヘ
キサクロロフルオレセイン－ファミリー色素、ローダミン－ファミリー色素、シアニン－
ファミリー色素、オキサジン－ファミリー色素、チアジン－ファミリー色素、スクアライ
ン－ファミリー色素、キレート化されたランタニド－ファミリー色素、BODIPY（商標）－
ファミリー色素、及び非蛍光消光剤成分から成る群から選択され得る。ある態様において
は、前記非蛍光消光剤成分は、BHOTM－ファミリー色素、Iowa BlockTM又はDabcylであり
得る。好ましい態様においては、消光剤成分は、Cy5TMである。
【００１１】
　ある観点においては、日本脳炎ウィルス血清グループメンバーの核酸は、本発明のオリ
ゴヌクレオチドにより検出され得る。ある態様においては、配列番号１の核酸にハイブリ
ダイズする第１のオリゴヌクレオチドは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核
酸を増幅するためのプライマーとして使用され得る。配列番号１は、本発明に従って検出
され得る日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー間に保存される配列の発見に基づかれ
ている。ある態様においては、第１のプライマーは、配列番号２の少なくとも16個の連続
ヌクレオチドを含んで成る。
【００１２】
　他の態様においては、第１のプライマーは配列番号３を含んで成る。配列番号３は、本
発明に従って検出され得る日本脳炎ウィルス血清グループメンバーからのすべての現在知
られている配列の保存された領域の発見に基づかれている。さらなる他の態様においては
、第１のプライマーは、配列番号８を含んで成る。配列番号８は、本発明に従って日本脳
炎血清グループメンバーの核酸を増幅するために使用され得る特異的プライマー配列であ
る。
【００１３】
　ある態様においては、配列番号９の核酸にハイブリダイズする第２のオリゴヌクレオチ
ドは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を増幅するためのプライマーとし
て使用され得る。配列番号９は、本発明に従って検出され得る日本脳炎ウィルス血清グル
ープのメンバー間に保存される配列の発見に基づかれるコンセンサス配列である。ある態
様においては、第２のプライマーは、配列番号10の少なくとも16個の連続ヌクレオチドを
含んで成る。配列番号10は、配列番号９の相補体である。他の態様においては、第２のプ
ライマーは配列番号11を含んで成る。
【００１４】
　配列番号11は、本発明に従って検出され得る日本脳炎ウィルス血清グループメンバーか
らのすべての現在知られている配列の保存された領域の発見に基づかれている。さらなる
他の態様においては、第２のプライマーは、配列番号15又は74を含んで成る。配列番号15
及び74は、本発明に従って日本脳炎血清グループメンバーの核酸を増幅するために使用さ
れ得る特異的プライマー配列である。ある態様においては、第１及び第２のプライマーは
、日本脳炎血清グループのメンバーの核酸を検出するための方法において、一緒に使用さ
れ得る。
【００１５】
　ある態様においては、前記方法は、蛍光成分及び消光剤成分を含んで成る、検出ででき
るようレベルされた核酸プローブの存在下で日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの
核酸を増幅することを含んで成る。ある態様においては、5’→3’ヌクレアーゼ活性を有
する鋳型－依存性核酸ポリメラーゼによる、検出できるようラベルされたプローブの断片
化は、消光剤成分から蛍光成分を分類する。ある態様においては、プローブの断片化及び
従って、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在が、蛍光の発光をモニタ
ーすることにより検出され得る。
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【００１６】
　ある態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、固体支持体
に共有結合される本発明のプライマー又はプローブン前記核酸をハイブリダイズスルこと
により検出され得る。ある態様においては、前記核酸は、前記核酸に検出できるようラベ
ルされたプライマー又はプローブをハイブリダイズすることにより検出され得る。他の態
様においては、核酸は、その核酸中に検出できる成分を組込むことにより、直接的に検出
され得る。
【００１７】
　他の態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、それに共有
結合される本発明の複数のプライマー又はプローブに共に超微粒子を用いて検出され得る
。さらに他の態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、本発
明のプライマー及び/又はプローブと共に回転円増幅アッセイを用いて検出され得る。さ
らなる他の態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、本発明
の２種のプライマーと共に鎖置換増幅アッセイを用いて検出され得る。
【００１８】
　さらに他の態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、本発
明のプライマー及び/又はプライマーを用いる転写－介在性増幅アッセイを用いて検出さ
れ得る。さらにもう１つの態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの
核酸は、本発明のプライマー及び/又はプローブを用いる、核酸配列に基づく増幅（NASBA
）アッセイを用いて検出され得る。さらにもう１つの態様においては、日本脳炎ウィルス
血清グループのメンバーの核酸は、本発明のプライマー及び/又はプローブと共に診断用P
CRを用いて検出され得る。
【００１９】
　ある態様においては、本発明の第１及び第２プライマー及びプローブは、日本脳炎ウィ
ルス血清グループのメンバーを検出するための方法において一緒に使用され得る。ある態
様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、分子ビーコンを含ん
で成る本発明のプローブを用いて検出され得る。他の態様においては、日本脳炎ウィルス
血清グループのメンバーの核酸は、本発明のプライマー及び/又はプローブと共に、核酸
配列決定に基づく増幅アッセイを用いて検出され得る。
【００２０】
　さらなる他の態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、本
発明の２種のプライマーにより前記核酸を増幅し、次に、本発明の検出できるようラベル
されたプローブにより前記核酸を検出することにより、検出され得る。ある態様において
は、＃日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、本発明のプライマー及び/又
はプローブと共にドットブロットアッセイを用いて検出され得る。他の態様においては、
日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、本発明のプライマー及び/又はプリ
ーブと共に逆ドットブロットアッセイを用いて検出され得る。さらなる他の態様において
は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、多価プローブ、例えばデンドリ
マーを用いて検出され得る。
【００２１】
　前述の方法の他に、本発明はさらに、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸
を検出するための核酸プライマー及びプローブを提供する。ある観点においては、本発明
は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するための核酸プライマーを
提供する。ある態様においては、プライマーは、配列番号１の核酸にハイブリダイズする
核酸を含んで成る。ある態様においては、核酸プライマーは、配列番号２の少なくとも16
個の連続したヌクレオチドを含んで成る。他の態様においては、核酸プライマーは配列番
号３を含んで成る。さらに他の態様においては、核酸プライマーは、配列番号８を含んで
成る。
【００２２】
　ある態様においては、核酸プライマーは、配列番号８の位置23でN6－アルキル－デオキ
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シアデノシンを含んで成る。特定の態様においては、核酸プライマーは、位置８の位置23
でN6－メチル‐デオキシアデノシンを含んで成る。ある態様においては、核酸プライマー
は、配列番号８の位置24でN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデノシンを含んで成
る。ある態様においては、核酸プライマーは、配列番号８の位置23及び24でN6－アルキル
－デオキシアデノシンを含んで成る。さらにもう１つの特定の態様においては、核酸プラ
イマーは、配列番号８の位置23でN6－メチル‐デオキシアデノシン、及び配列番号８の位
置24でN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデノシンを含んで成る。
【００２３】
　ある態様においては、本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出する
ための核酸プライマーを提供する。他の態様においては、核酸プライマーは、配列番号10
の少なくとも16個の連続したヌクレオチドを含んで成る。さらなる他の態様においては、
核酸プライマーは、配列番号11を含んで成る。さらに他の態様においては、核酸プライマ
ーは、配列番号15又は74を含んで成る。ある態様においては、核酸プライマーは、配列番
号15又は74の位置24でN6－アルキル－デオキシアデノシンを含んで成る。特定の態様にお
いては、核酸プライマーは、配列番号15又は74の位置24でN6－tert－ブチル－ベンジル－
デオキシアデノシンを含んで成る。
【００２４】
　他の観点においては、本発明はフラビウィルスの核酸を検出するための核酸プローブを
提供する。前記プローブにより検出され得るフラビウィルス核酸は、例えば日本脳炎ウィ
ルス血清グループのメンバー又はデング熱ウィルス、黄熱病ウィルス、モンタナ筋炎白質
脳炎ウィルス、又はモドックウィルスを包含する。ある態様においては、前記プローブは
、配列番号16又はその相補体の核酸にハイブリダイズする核酸を含んで成る。ある態様に
おいては、核酸プローブは、配列番号17又はその相補体の少なくとも20個の連続したヌク
レオチドを含んで成る。他の態様においては、核酸プローブは、配列番号18又はその相補
体を含んで成る。さらなる他の態様においては、核酸プローブは、配列番号28又はその相
補体を含んで成る。
【００２５】
　ある態様においては、本発明は、蛍光成分及び消光剤成分を含んで成る核酸プローブを
提供する。ある態様においては、蛍光成分は、蛍光成分により放される光子が、プローブ
が損なわれない場合、消光剤成分により吸収されるよう、消光剤成分に対して位置決定さ
れる。5’ヌクレアーゼ活性を有する酵素によるプローブの断片化は、蛍光成分により放
される光子が検出され得るよう、消光剤成分から蛍光成分を分離する。
【００２６】
　他の観点においては、本発明は日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の検出
のためのキットを提供する。ある態様においては、キットは、本発明のオリゴヌクレオチ
ドを含んで成る。さらなる態様においては、キットは、本発明の１又は複数のプライマー
及びプローブの組合せを含んで成る。例えば、１つの態様においては、キットは、配列番
号１の核酸にハイブリダイズする第１の核酸プライマー；配列番号９の核酸にハイブリダ
イズする第２の核酸プライマー：及び配列番号16又はその相補体の核酸にハイブリダイズ
する核酸プローブを含んで成る。
【００２７】
　ある態様においては、本発明のキットの第１の核酸プライマーは、配列番号２の少なく
とも16個の連続したヌクレオチドを含んで成る。他の態様においては、前記第１の核酸プ
ライマーは配列番号３を含んで成る。さらに他の態様においては、第１の核酸プライマー
は配列番号８を含んで成る。ある態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号８
の位置23でN6－アルキル－デオキシアデノシンを含んで成る。特定の態様においては、第
１の核酸プライマーは、位置８の位置23でN6－メチル‐デオキシアデノシンを含んで成る
。第１の核酸プライマーは、位置８の位置24でN6－アルキル‐デオキシアデノシンを含ん
で成る。
【００２８】
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　特定の態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号８の位置24でN6－tert－ブ
チル－ベンジル－デオキシアデノシンを含んで成る。ある態様においては、第１の核酸プ
ライマーは、配列番号８の位置23及び24でN6－アルキル－デオキシアデノシンを含んで成
る。さらにもう１つの特定の態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号８の位
置23でN6－メチル‐デオキシアデノシン、及び配列番号８の位置24でN6－tert－ブチル－
ベンジル－デオキシアデノシンを含んで成る。
【００２９】
　ある態様においては、本発明のキットの第２の核酸プライマーは、配列番号10の少なく
とも16個の連続したヌクレオチドを含んで成る。他の態様においては、第２の核酸プライ
マーは、配列番号11を含んで成る。さらに他の態様においては、第２の核酸プライマーは
、配列番号15を含んで成る。ある態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号15
の位置24でN6－アルキル－デオキシアデノシンを含んで成る。特定の態様においては、第
２の核酸プライマーは、配列番号15の位置24でN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシア
デノシンを含んで成る。
【００３０】
　ある態様においては、本発明のキットの核酸プローブは、配列番号17又はその相補体の
少なくとも20個の連続したヌクレオチドを含んで成る。他の態様においては、核酸プロー
ブは、配列番号18又はその相補体を含んで成る。さらに他の態様においては、核酸プロー
ブは、配列番号28又はその相補体を含んで成る。
【００３１】
　ある態様においては、本発明のキットは、核酸プローブとして有用なオリゴヌクレオチ
ドを含んで成り、ここで１又は複数の検出できる成分が核酸プローブに結合される。ある
態様においては、前記１又は複数の検出できる成分は蛍光成分を含んで成る。ある態様に
おいては、蛍光成分は、フルオレセイン－ファミリー色素、ポリハロフルオレセイン－フ
ァミリー色素、ヘキサクロロフルオレセイン－ファミリー色素、ローダミン－ファミリー
色素、シアニン－ファミリー色素、オキサジン－ファミリー色素、チアジン－ファミリー
色素、スクアライン－ファミリー色素、キレート化されたランタニド－ファミリー色素及
びBODIPY（商標）－ファミリー色素から成る群から選択され得る。好ましい態様において
は、蛍光成分は、６－カルボキシフルオレセインである。
【００３２】
　ある態様においては、本発明のキットは、核酸プローブとして有用なオリゴヌクレオチ
ドを含んでなり、ここで少なくとも１つの消光剤成分は前記核酸プローブに結合されてい
る。ある態様においては、消光剤成分は、フルオレセイン－ファミリー色素、ポリハロフ
ルオレセイン－ファミリー色素、ヘキサクロロフルオレセイン－ファミリー色素、ローダ
ミン－ファミリー色素、シアニン－ファミリー色素、オキサジン－ファミリー色素、チア
ジン－ファミリー色素、スクアライン－ファミリー色素、キレート化されたランタニド－
ファミリー色素、BODIPY（商標）－ファミリー色素、及び非蛍光消光剤成分から成る群か
ら選択され得る。ある態様においては、前記非蛍光消光剤成分は、BHOTM－ファミリー色
素、Iowa BlockTM又はDabcylであり得る。好ましい態様においては、消光剤成分は、Cy5T
Mである。他の態様においては、前記プローブは少なくとももう１つの検出できる成分、
例えば蛍光成分及び少なくとも１つの消光剤成分を含んで成る。
【００３３】
　ある態様においては、本発明のキットは、熱安定性DNAポリメラーゼを含んで成る。あ
る態様においては、熱安定性DNAポリメラーゼは、逆転写活性を有する。ある態様におい
ては、本発明のキットはさらに、本発明の方法に従って、日本脳炎ウィルス血清グループ
のメンバーの核酸を検出するための説明書を包含する。
　本発明はまた、配列番号29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39又は40を含んで
成るポリヌクレオチドを含んで成るベクターを提供する。
　本発明はまた、配列番号29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39又は40を含んで
成るポリヌクレオチドを含んで成るベクターを提供する。
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【００３４】
　本発明はまた、配列番号29又はその相補体、配列番号30又はその相補体、配列番号31又
はその相補体、配列番号32又はその相補体、配列番号33又はその相補体、配列番号34又は
その相補体、配列番号35又はその相補体、配列番号36又はその相補体、配列番号37又はそ
の相補体、配列番号38又はその相補体、配列番号39又はその相補体、又は配列番号40又は
その相補体にハイブリダイズする少なくとも10個の連続したヌクレオチドの配列を含んで
成るオリゴヌクレオチドを提供する。いくつかの態様においては、前記オリゴヌクレオチ
ドは、配列番号68、又は配列番号69の相補体にハイブリダイズする。いくつかの態様にお
いては、前記オリゴヌクレオチドは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択され
る配列を含んで成る。いくつかの態様においては、前記オリゴヌクレオチドは、配列番号
64、65、66及び67から成る群から選択される。いくつかの態様においては、オリゴヌクレ
オチドは100個よりも少ないヌクレオチドを有する。
【００３５】
　本発明はまた、配列番号29又はその相補体、配列番号30又はその相補体、配列番号31又
はその相補体、配列番号32又はその相補体、配列番号33又はその相補体、配列番号34又は
その相補体、配列番号35又はその相補体、配列番号36又はその相補体、配列番号37又はそ
の相補体、配列番号38又はその相補体、配列番号39又はその相補体、又は配列番号40又は
その相補体に対してハイブリダイズするヌクレオチド配列を含んで成るオリゴヌクレオチ
ドを含んで成る反応混合物を提供する。
【００３６】
　いくつかの態様においては、前記オリゴヌクレオチドは、配列番号68、又は配列番号69
の相補体にハイブリダイズする。いくつかの態様においては、前記オリゴヌクレオチドは
、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択される配列を含んで成る。いくつかの態
様においては、前記オリゴヌクレオチドは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選
択される。
【００３７】
　いくつかの態様においては、反応混合物は、配列番号64及び65から成る群から選択され
るオリゴヌクレオチド；及び配列番号66及び67から成る群から選択されるオリゴヌクレオ
チドを含んで成る。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは100個よりも少な
いヌクレオチドを有する。いくつかの態様においては、反応混合物はさらに、配列番号16
又はその相補体にハイブリダイズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチド
を含んで成る。
【００３８】
　いくつかの態様においては、反応混合物は、DNAポリメラーゼを含んで成る。
　いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列
番号17又はその相補体の少なくとも20個の連続したヌクレオチドを含んで成る。いくつか
の態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列番号28又は
その相補体を含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリ
ゴヌクレオチドは、蛍光成分を含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるよう
ラベルされたオリゴヌクレオチドはさらに、消光剤成分を含んで成る。
【００３９】
　本発明はまた、セントルイス脳炎ウィルスを検出するための方法を提供する。いくつか
の態様においては、前記方法は、配列番号29又はその相補体、配列番号30又はその相補体
、配列番号31又はその相補体、配列番号32又はその相補体、配列番号33又はその相補体、
配列番号34又はその相補体、配列番号35又はその相補体、配列番号36又はその相補体、配
列番号37又はその相補体、配列番号38又はその相補体、配列番号39又はその相補体、又は
配列番号40又はその相補体に対してハイブリダイズするヌクレオチド配列を含んで成る少
なくとも１つのオリゴヌクレオチドにより、セントルイス脳炎ウィルスの核酸を、前記オ
リゴヌクレオチドからのヌクレオチド配列の少なくとも一部の増幅の開始を可能にする条
件下で、増幅し；そしてその増幅された核酸を検出し、それにより、セントルイス脳炎ウ
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ィルスを検出することを含んで成る。
【００４０】
　いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、配列番号64、65、66及び67から成
る群から選択された配列を含んで成る。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチド
は、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択される。いくつかの態様のいては、オ
リゴヌクレオチドは、配列番号68、又は配列番号69の相補体にハイブリダイズする。いく
つかの態様のおいては、オリゴヌクレオチドは、100個よりも少ないヌクレオチドを有す
る。
【００４１】
　いくつかの態様においては、セントルイス脳炎ウィルスの核酸は、配列番号64及び65か
ら成る群から選択されたプライマー；及び配列番号66及び67から成る群から選択されたプ
ライマーにより増幅される。
　いくつかの態様においては、検出段階は、配列番号16にハイブリダイズする、検出でき
るようラベルされたオリゴヌクレオチドを、セントルイス脳炎ウィルスの核酸の増幅され
た核酸にハイブリダイズし；そしてその増幅された核酸へのプローブのハイブリダイゼー
ションを検出することを含んで成る。
【００４２】
　いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列
番号17又はその相補体の少なくとも20個の連続したヌクレオチドを含んで成る。いくつか
の態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列番号28又は
その相補体を含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリ
ゴヌクレオチドは、蛍光成分を含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるよう
ラベルされたオリゴヌクレオチドはさらに、消光剤成分を含んで成る。
【００４３】
　いくつかの態様においては、増幅された核酸の量は、増幅段階の間に決定され、それに
より、サンプル中のウィルスを定量化する。
　いくつかの態様においては、増幅段階は、5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳
型－依存性核酸ポリメラーゼを含んで成る増幅反応混合物において、前記鋳型－依存性核
酸ポリメラーゼによる前記検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドの断片化を可
能にする条件下で行われ；そして前記方法はさらに、検出できるようラベルされた核酸オ
リゴヌクレオチドの断片化を検出することを含んで成る。
【００４４】
　本発明はまた、セントルイス脳炎ウィルスを検出するためのキットを提供する。いくつ
かの態様においては、キットは、配列番号29又はその相補体、配列番号30又はその相補体
、配列番号31又はその相補体、配列番号32又はその相補体、配列番号33又はその相補体、
配列番号34又はその相補体、配列番号35又はその相補体、配列番号36又はその相補体、配
列番号37又はその相補体、配列番号38又はその相補体、配列番号39又はその相補体、又は
配列番号40又はその相補体にハイブリダイズするヌクレオチド配列を含んで成るオリゴヌ
クレオチドを含んで成る。
【００４５】
　いくつかの態様においては、前記オリゴヌクレオチドは、配列番号68、又は配列番号69
の相補体にハイブリダイズする。いくつかの態様においては、前記オリゴヌクレオチドは
、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択される配列を含んで成る。いくつかの態
様においては、前記オリゴヌクレオチドは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選
択される。
【００４６】
　いくつかの態様においては、キットは、配列番号64及び65から成る群から選択されるオ
リゴヌクレオチド；及び配列番号66及び67から成る群から選択されるオリゴヌクレオチド
を含んで成る。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは100個よりも少ないヌ
クレオチドを有する。いくつかの態様においては、キットはさらに、配列番号16又はその
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相補体にハイブリダイズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで
成る。
【００４７】
　本発明はまた、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択された
配列を含んで成るオリゴヌクレオチドを提供する。いくつかの態様においては、オリゴヌ
クレオチドは、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択される。
　本発明はまた、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択された
配列を含んで成るオリゴヌクレオチドを含んで成る反応混合物を提供する。いくつかの態
様においては、オリゴヌクレオチドは、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から
成る群から選択される。
【００４８】
　いくつかの態様においては、反応混合物はさらに、配列番号25又はその相補体にハイブ
リダイズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成る。いくつか
の態様においては、反応混合物はさらに、FGGTCTAGAIGGTTAGAGGAGACCCTCCAGを含んで成る
、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成り、ここでFはCY5であり；
IはFAMであり；PはPO4であり；UはプロピニルdUであり；そしてEは５－メチル－dCである
。いくつかの態様においては、反応混合物はさらに、配列番号16又はその相補体にハイブ
リダイズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成る。
【００４９】
　いくつかの態様においては、反応混合物は、DNAポリメラーゼを含んで成る。いくつか
の態様においては、反応混合物は、少なくとも１つの上流プライマー及び少なくとも１つ
の下流プライマーを含んで成る。
【００５０】
　本発明はまた、黄熱病ウィルスを検出するための方法を提供する。いくつかの態様にお
いては、前記方法は、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択さ
れた配列を含んで成る少なくとも１つのオリゴヌクレオチドにより、黄熱病ウィルスの核
酸を、前記オリゴヌクレオチドからのヌクレオチド配列の少なくとも一部の増幅の開始を
可能にする条件下で、増幅し；そしてその増幅された核酸を検出し、それにより、黄熱病
ウィルスを検出することを含んで成る。
【００５１】
　いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、配列番号56、57、58、59、60、61
、62及び63から成る群から選択される。いくつかの態様においては、検出段階は、配列番
号25又はその相補体にハイブリダイズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオ
チドを、黄熱病ウィルスの核酸の増幅された核酸ハイブリダイズし；そして増幅された核
酸への前記検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを
検出することを含んで成る。
【００５２】
　いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、FGGT
CTAGAIGGTTAGAGGAGACCCTCCAGを含んで成り、ここでFはCY5であり；IはFAMであり；PはPO4
であり；UはプロピニルdUであり；そしてEは５－メチル－dCである。いくつかの態様にお
いては、検出段階においては、検出段階は、配列番号16又はその相補体にハイブリダイズ
する、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを、黄熱病ウィルスの核酸の増幅
された核酸にハイブリダイズし；そして前記増幅された核酸への前記検出できるようラベ
ルされたオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを検出することを含んで成る。
【００５３】
　いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列
番号17又はその相補体の少なくとも20個の連続したヌクレオチドを含んで成る。いくつか
の態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列番号28又は
その相補体を含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるようラベルされたオリ
ゴヌクレオチドは、蛍光成分を含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるよう
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ラベルされたオリゴヌクレオチドはさらに、消光剤成分を含んで成る。
　いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、100個よりも少ないヌクレオチド
を有する。いくつかの態様においては、増幅された核酸の量は、増幅段階の間に決定され
、それにより、サンプル中のウィルスを定量化する。
【００５４】
　いくつかの態様においては、増幅段階は、5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳
型－依存性核酸ポリメラーゼを含んで成る増幅反応混合物において、前記鋳型－依存性核
酸ポリメラーゼによる前記検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドの断片化を可
能にする条件下で行われ；そして前記方法はさらに、検出できるようラベルされたオリゴ
ヌクレオチドの断片化を検出することを含んで成る。
　本発明はまた、黄熱病ウィルスを検出するためのキットを提供する。前記キットは、配
列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択された配列を含んで成るオ
リゴヌクレオチドを含んで成る。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、配
列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択される。
【００５５】
　いくつかの態様においては、キットはさらに、配列番号６又はその相補体にハイブリダ
イズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成る。いくつかの態
様においては、キットはさらに、配列番号25又はその相補体にハイブリダイズする、検出
できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成る。いくつかの態様においては、
キットはさらに、FGGTCTAGAIGGTTAGAGGAGACCCTCCAGを含んで成る、検出できるようラベル
されたオリゴヌクレオチドを含んで成り、ここでFはCY5であり；IはFAMであり；PはPO4で
あり；UはプロピニルdUであり；そしてEは５－メチル－dCである。
【００５６】
　いくつかの態様においては、反応混合物は、DNAポリメラーゼを含んで成る。いくつか
の態様においては、反応混合物は、少なくとも１つの上流プライマー及び少なくとも１つ
の下流プライマーを含んで成る。
【００５７】
　本発明はまた、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54及
び55から成る群から選択された配列を含んで成るオリゴヌクレオチドを提供する。いくつ
かの態様においては、オリゴヌクレオチドは、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48
、49、50、51、52、53、54及び55から成る群から選択される。
　本発明はまた、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54及
び55から成る群から選択された配列を含んで成るオリゴヌクレオチドを含んで成る反応混
合物を提供する。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、配列番号41、42、
43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54及び55から成る群から選択される。
【００５８】
　いくつかの態様においては、反応混合物はさらに、配列番号16又はその相補体にハイブ
リダイズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成る。いくつか
の態様においては、反応混合物は、DNAポリメラーゼを含んで成る。いくつかの態様にお
いては、反応混合物は、少なくとも１つの上流プライマー及び少なくとも１つの下流プラ
イマーを含んで成る。
【００５９】
　本発明はまた、デング熱ウィルスを検出するための方法を提供する。いくつかの態様に
おいては、前記方法は、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53
、54及び55から成る群から選択された配列を含んで成る少なくとも１つのオリゴヌクレオ
チドにより、デング熱ウィルスの核酸を、前記オリゴヌクレオチドからのヌクレオチド配
列の少なくとも一部の増幅の開始を可能にする条件下で、増幅し；そしてその増幅された
核酸を検出し、それにより、デング熱ウィルスを検出することを含んで成る。
【００６０】
　いくつかの態様においては、前記方法はさらに、配列番号16にハイブリダイズする、検
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出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを、増幅されたデング熱ウィルス核酸にハ
イブリダイズせしめ；そして増幅された核酸へのオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼー
ションを検出することを含んで成る。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは
、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54及び55から成る群
から選択される。
【００６１】
　いくつかの態様においては、核酸は、少なくとも１つの上流プライマー及び少なくとも
１つの下流プライマーにより増幅される。いくつかの態様においては、検出できるようラ
ベルされたオリゴヌクレオチドは、配列番号17又はその相補体の少なくとも20個の連続し
たヌクレオチドを含んで成る。いくつかの態様においては、検出できるようラベルされた
オリゴヌクレオチドは、配列番号28又はその相補体を含んで成る。いくつかの態様におい
ては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、蛍光成分を含んで成る。いく
つかの態様においては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドはさらに、消光
剤成分を含んで成る。
【００６２】
　いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、100個よりも少ないヌクレオチド
を有する。いくつかの態様においては、増幅された核酸の量は、増幅段階の間に決定され
、それにより、サンプル中のウィルスを定量化する。いくつかの態様においては、増幅段
階は、5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依存性核酸ポリメラーゼを含んで
成る増幅反応混合物において、前記鋳型－依存性核酸ポリメラーゼによる前記検出できる
ようラベルされたオリゴヌクレオチドの断片化を可能にする条件下で行われ；そして前記
方法はさらに、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドの断片化を検出すること
を含んで成る。
【００６３】
　本発明はまた、デング熱ウィルスを検出するためのキットを提供する。いくつかの態様
においては、前記キットは、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52
、53、54及び55から成る群から選択された配列を含んで成るオリゴヌクレオチドを含んで
成る。いくつかの態様においては、オリゴヌクレオチドは、配列番号41、42、43、44、45
、46、47、48、49、50、51、52、53、54及び55から成る群から選択される。
【００６４】
　いくつかの態様においては、キットはさらに、配列番号16又はその相補体にハイブリダ
イズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを含んで成る。いくつかの態
様においては、反応混合物は、DNAポリメラーゼを含んで成る。
　いくつかの態様においては、定量化段階は、内部又は外部対照核酸のいずれを用いて行
われる。引用により本明細粗に組込まれるアメリカ特許第5,476,774号及び第5,219,727号
を参照のこと。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６５】
　本発明の特定の記載：
１．略語：
　特定のヌクレオチド配列を含んで成る核酸を言及するために明細書を通して使用される
略語は、従来の１文字略語である。従って、核酸に包含される場合、天然に存在するコー
ドヌクレオチドは、次の通りに略される：アデニン（A）、グアニン（G）、シトシン（C
）、チミン（T）及びウラシル（U）。また、特にことわらない限り、一連の１文字略語と
して表される核酸配列は、5’→3’方向で表される。
【００６６】
２．定義：
　“増幅反応”とは、鋳型核酸配列の高められたコピー、又は鋳型の存在を示す高められ
たシグナルをもたらすいずれかの反応（例えば、化学的、酵素的又は他のタイプの反応）
を言及する。増幅反応は、例えば、ポリメラーゼ鎖反応(PCR) 及び リガーゼ鎖反応(LCR)
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 (アメリカ特許第4,683,195号 及び第4,683,202号; PCR Protocols : A Guide to Method
s and Applications (Innisなど., eds, 1990)),鎖置換増幅 (SDA) (Walker, など. Nucl
eic Acids Res. 20 (7): 1691-6 (1992); Walker PCR　Methods Appl 3 (1) : 1-6(1993)
), 転写－介在性 増幅 (Phyffer,など., J. Clin. Microbiol. 34: 834-841 (1996); Vuo
rinen, など., J. Clin. Microbiol. 33: 1856-1859 (1995)), 核酸配列に基づく増幅(NA
SBA) (Compton, Nature 350 (6313); 91-2 (1991)), 回転塩増幅 (RCA) (Lisby, Mol. Bi
otechnol. 12 (1): 75-99 (1999)), Hatch など. Genet. Anal. 15 (2): 35-40 (1999))
、 枝分かれ DNA シグナル増幅(bDNA) (Iqbal など, Mol. Cell Probes 13 (4): 315-320
 (1999)) 及び Q-β レプリカーゼ (Lizardi など., Bio/Technology 6:1197 (1988))を
包含する。
【００６７】
　“サンプル”とは、本明細書において使用される場合、核酸を含むか、又はそれを含む
ことが仮定されるいずれかの物質を言及する。サンプルは、天然又は合成起源のものであ
り、そして当業者に知られているいずれかの手段により得られる。サンプルは、個人から
単離された組織又は流体、例えば皮膚、血漿、血清、完全な血液、脊髄液、卵巣、精液、
リンパ液、髄液、尿、涙、血液細胞、器官、腫瘍、気管支－肺胞洗浄液、及びインビトロ
細胞構成成分（例えば、細胞培養培地における細胞、組換え細胞及び細胞成分の増殖に起
因するならし培地）のサンプルであるが、但しそれらだけには限定されない。核酸は、当
業者において知られているいずれかの方法により、生物学的サンプルから得られる。
【００６８】
　用語“核酸”、“ポリペプチド”及び“オリゴヌクレオチド”とは、本明細書において
使用される場合、プライマー、プローブ、検出されるべきオリゴマーフラグメント、オリ
ゴマー対照及びラベルされていないブロッキングオリゴマーを言及し、そして一般的に、
ポリデオキシリボヌクレオチド（２－デオキシ－D－リボースを含む）、ポリリボヌクレ
オチド（D－リボースを含む）、及びプリン又はピリミジン塩基、又は修飾されたプリン
又はピリミジン塩基のいずれか他のN－グリコシドの線状ポリマーである。
【００６９】
　核酸、ポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドは、ホスホジエステル結合又は修飾さ
れた結合、例えばホスホトリエステル、ホスホラミデート、シロキサン、カーボネート、
カルボキシメチルエステル、アセトアミド、カルバメート、チオエーテル、架橋されたホ
スホラミデート、架橋されたメチレンホスホネート、ホスホロチオエーテ、メチルホスホ
ネート、ホスホロジチオエート、架橋されたホスホロチオエート又はスルホン結合、及び
そのような結合の組合せを含んで成るが、但しそれらだけには限定されない。
【００７０】
　核酸、ポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドは、５種の生物学的に存在する塩基（
アデニン、グアニン、チミン、シトシン及びウラシル）、及び/又は前記５種の生物学的
に存在する塩基以外の塩基を含んで成る。それらの塩基は、例えばハイブリダイゼーショ
ンを安定化するか、又は不安定化するために；プローブ分解を促進するか、又は阻害する
ために；又は検出できる成分又は消光剤成分のための結合点として、多くの目的の役に立
つ。
【００７１】
　例えば、本発明のポリヌクレオチドは、１又は複数の修飾された、非標準の又は誘導体
化された塩基成分、例えばN6-メチル-アデニン,N6-tert-ブチル-ベンジル-アデニン, イ
ミダゾール, 置換された イミダゾール, 5-フルオロウラシル, 5-ブロモウラシル, 5-ク
ロロウラシル, 5-ヨードウラシル, ヒポキサンチン, キサンチン, 4-アセチルシトシン, 
5- (カルボキシヒドロキシメチル) ウラシル, 5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオ
ウリジン, 5-カルボキシメチルアミノメチルウラシル, ジヒドロウラシル, β-D-ガラク
トシルキュエオシン, イノシン, N6-イソペンテニルアデニン, 1-メチルグアニン, 1-メ
チルイノシン, 2,2-ジメチルグアニン, 2- メチルアデニン, 2-メチルグアニン, 3-メチ
ルシトシン, 5-メチルシトシン, N6- メチルアデニン, 7-メチルグアニン, 5-メチルアミ
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ノメチルウラシル, 5- メトキシアミノメチル-2-チオウラシル,β-D -マンノシルキュエ
オシン,5'-メトキシカルボキシメチルウラシル, 5-メトキシウラシル,2-メチルチオ-N6-
イソペンテニルアデニン, ウラシル-5-オキシ酢酸(v), ワイブトキソシン, プソイドウラ
シル, キュエオシン, 2-チオシトシン, 5- メチル-2-チオウラシル, 2-チオウラシル, 4-
チオウラシル, 5-メチルウラシル, ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル, 3- (3-アミ
ノ-3-N-2-カルボキシプロピル) ウラシル, (acp3)w, 2,6-ジアミノプリン, 及び5-プロピ
ニルピリミジンを包含するが、但しそれらだけには限定しない。
【００７２】
　修飾された、非標準のプロ又は誘導体化された塩基成分は、それぞれ引用により本明細
書に組込まれるアメリカ特許第第6,001,611号, 第5,955,589号, 第5,844,106号,第5,789,
562号, 第5,750,343号,第5,728,525号, 及び第5,679,785号に見出される。
【００７３】
　さらに、核酸、ポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドは、１又は複数の修飾された
糖成分、例えばアラビノース、２－フルオロアラビノース、キシルロース及びヘキソース
を含んで成るが、但しそれらだけには限定されない。
【００７４】
　本発明は核酸、ポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドの源により制限されるもので
はない。核酸、ポリヌクレオチド又はオリゴヌクレオチドは、ヒト又は非ヒト哺乳類、又
はいずれか他の生物からであるか、又はインビトロ又は化学合成により合成されたいずれ
かの組換え源から誘導され得る。核酸、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド又はオリゴヌク
レオチドは、DNA, RNN, cDNA, DNA-RNA, ロックされた核酸（LNA）、ペプチド核酸（PNA
）、ハイブリッド又はそのいずれかの混合物であり得、そして二本鎖、一本鎖又は部分的
二本鎖形で存在することができる。核酸はまた、引用により本明細書に組込まれるアメリ
カ特許第5,696,248号に記載されるような誘導核酸でもあり得る。本発明の核酸は、遺伝
子、染色体、プラスミド、生物学的材料、例えば微生物、例えば細菌、酵母、ウィルス、
ウィロイド、カビ、菌類、植物、動物、ヒト及び同様のもののゲノムを包含する、精製さ
れた又は精製されていない形での核酸及びそのフラグメントの両者を包含する。
【００７５】
　用語、核酸、ポリヌクレオチド及びオリゴヌクレオチド間で長さの意図された区別はな
く、そしてそれらの用語は、交換可能的に使用されるであろう。それらの用語は、二本鎖
又は一本鎖DNA、及び二本鎖及び一本鎖RNAを包含する。
　用語“残基”とは、本明細書において使用される場合、上記に定義されるような核酸内
のヌクレオチド又は塩基を言及する。残基は、当業者に知られているいずれかのヌクレオ
チド、例えば上記に記載される生物学的に存在するヌクレオチド及び生物学的に存在しな
いヌクレオチドであり得るが、但しそれらに制限されない。
【００７６】
　用語“プライマー”とは、鋳型鎖に対して相補的であるプライマー延長生成物の合成を
可能にする条件下に配置される場合、鋳型核酸鎖に沿って、ポリヌクレオチド合成の開始
点として作用することができるオリゴヌクレオチドを言及する。プライマーは、精製され
た制限フラグメントにおけるように、組換え源から得られるか、又は合成的に生成され得
る。
【００７７】
　プライマー延長条件は典型的には、適切な緩衝液（“緩衝液”とは、補因子であるか、
又はpH、イオン強度、等に影響を及ぼす置換基を包含することができる）において、及び
適切な温度で、４種の異なったデオキシリボヌクレオチド三リン酸、及び重合活性を有す
る剤、例えばDNAポリメラーゼ又は逆転写酵素の存在を包含する。プライマーは好ましく
は、増幅における最大の効能のための一本鎖である。本発明のプライマーは、例えば５～
500個のヌクレオチドであり、そしていくつかの態様においては、少なくとも10, 20, 30,
 25, 30, 40, 50, 75, 又は 100個のヌクレオチドを有し、そして/又は500, 300, 200, 1
00, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 又は 20個よりも少ないヌクレオチドを有する。
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【００７８】
　用語“ハイブリダイズする”とは、一本鎖核酸、又は二本鎖核酸の局部的一本鎖領域の
、相補的鎖を有する、もう１つの一本鎖核酸又は二本鎖核酸の局部的一本鎖領域への結合
を言及する。当業者に明らかなように、お互いハイブリダイズするために完全に相補的で
あることが、２種の核酸鎖のために必要ではない。ハイブリダイゼーション条件に依存し
て、核酸は、１つの又は両鎖に少数の、いくつかの又は多くのミスマッチ、欠失又は付加
が存在する場合でさえ、その相補体にハイブリダイズすることができる。ある態様におい
ては、本発明のプライマー及びプローブは、下記に定義されるように、少なくとも部分的
に相補的な核酸に選択的にハイブリダイズすることができる。ある態様においては、本発
明のプライマー及びプローブは、下記に定義されるように、緊縮条件下で、少なくとも部
分的に相補的な配列にハイブリダイズすることができる。
【００７９】
　用語“緊縮”又は“緊縮条件”とは、本明細書において使用される場合、当業者に良く
知られているように、低いイオン強度及び高い温度のハイブリダイゼーション条件を示す
；Maniatis など. , 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Edition; Cur
rent Protocols in Molecular Biology, 1988, ed. Ausubel など., J. Wiley & Sons pu
bl., New York, and Tijssen, 1993, Techniques in Biochemistry and Molecular Biolo
gy-- Hybridization with Nucleic Acid Probes, "Overview of principles of hybridiz
ation and the strategy of nucleic acid assays, "を、参照のこと（それらの個々は引
例により本明細書に組込まれる）。
【００８０】
　一般的に、緊縮条件は、定義されるイオン強度及びpHで特定の配列に関して熱溶融点（
Tm）よりも約５～30℃低いよう選択される。他方では、緊縮条件は、定義されるイオン強
度及びpHで特定の配列に関して熱溶融点（Tm）よりも約５～15℃低いよう選択される。Tm
は、標的物に対して相補的なプローブの50％が平衡で標的配列にハイブリダイズする（標
的配列が過剰に存在する場合、Tmでプローブの50％が平均で支配される）、温度である（
定義されるイオン強度、pH及び核酸濃度下で）。
【００８１】
　例えば、緊縮ハイブリダイゼーション条件は、塩濃度が約1.0M以下のナトリウム（又は
他の塩）イオン、約7.0～約8.3のpHで典型的には約0.01～約１Mのナトリウムイオン濃度
であり、そして温度が、短いプローブ（例えば、10～50個のヌクレオチド）に関して、少
なくとも約25℃、及び長いプローブ（例えば、50個以上のヌクレオチド）に関して、少な
くとも約55℃であるそれらの条件である。緊縮条件はまた、ハイブリダイゼーション不安
定化剤、例えばホルムアミドの添加により変性され得る。
【００８２】
　用語“選択的”又は“選択的条件”とは、本明細書において使用される場合、検出でき
るフラビウィルス由来ではないか、又はフラビウィルスゲノムの無関係な領域由来の追加
の核酸を含むことができるサンプルにおける検出できるフラビウィルス核酸の増幅、検出
及び/又は定量化を可能にする本発明のプライマー及び/又はプローブについてのハイブリ
ダイゼーション条件を示す。検出できるフラビウィルスは下記に記載されている。
【００８３】
　核酸配列の“相補体”とは、本明細書において使用される場合、１つの配列の5’末端
が他の配列の3’末端と対合されるよう核酸配列と一列整列される場合、逆平衡関係で存
在するオリゴヌクレオチドを言及する。核酸配列の相補体は配列のあらゆるヌクレオチド
と正確に適合する必要はなく；安定した重複体はミスマッチした塩基対又は適合しない塩
基を含むことができる。核酸技術の当業者は、多くの変数、例えばオリゴヌクレオチドの
長さ、オリゴヌクレオチドの塩基組成及び配列、イオン強度、及びミスマッチ塩基対の発
生率を経験的に考慮することにより、重複体安定性を決定することができる。
　核酸重複体の安定性は、溶融温度又は“Tm”により測定される。特定される条件下での
特定の核酸重複体のTmは、可能性ある塩基の半分が解離される温度である。
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【００８４】
　用語“プローブ”とは、本明細書において使用される場合、核酸の領域における配列と
プローブにおける少なくとも１つの配列との相補性のために、核酸の領域と共に重複体構
造を形成するオリゴヌクレオチドを言及する。プローブは好ましくは、プライマーの配列
に対して相補的な配列を含まない。下記に論じられるように、プローブはラベルされても
又はされなくても良い。プローブの3’末端は、プライマー延長生成物中へのプローブの
組込みを阻害するために、“ブロック”され得る。
【００８５】
　“ブロッキング”は、非相補的塩基を用いることにより、又は選択された成分に依存し
て、ラベルに結合される核酸の続く検出又は捕獲のためのラベルとして、また作用するこ
とにより、二重目的にかなう、最後のヌクレオチドの3’ヒドロキシルに、化学成分、例
えばビオチン又はホスフェート基を付加することにより達成される。ブロッキングはまた
、3’ヒドロキシルを除くことにより、又は3’ヒドロキシルを欠いているヌクレオチド、
例えばジデオキシヌクレオチドを用いることにより達成され得る。
【００８６】
　用語“検出できる成分”とは、本明細書において使用される場合、検出できる（任意に
は、定量化できる）シグナルを供給するために使用され得、そして核酸又はタンパク質に
結合され得るいずれかの原子又は分子を言及する。検出できる成分は、蛍光、放射能、比
色法、重力法、X－線回折又は吸収、磁気法、酵素活性及び同様の方法により検出できる
シグナルを提供することができる。本発明のための便利な検出できる成分は、オリゴヌク
レオチドフラグメントのサイズの検出を促進するそれらの成分を包含する。
【００８７】
　用語“蛍光成分”とは、本明細書において使用される場合、特定成分のために適切な条
件下で光を放すことができる化学成分を言及する。典型的には、特定の蛍光成分は、短い
波長の光の吸収に続いて特定の波長の光を放すことができる。特定の蛍光成分により放さ
れる光の波長は、その成分の特徴である。従って、特定の蛍光成分は、短い波長の光を有
する蛍光成分の励起に続いて、適切な波長の光を検出することにより検出され得る。本発
明の方法及び組成物に使用され得る蛍光成分の例は、次のものを包含するが、但しそれら
だけには限定されない：フルオレセイン－ファミリー色素、ポリハロフルオレセイン－フ
ァミリー色素、ヘキサクロロフルオレセイン－ファミリー色素、ローダミン－ファミリー
色素、シアニン－ファミリー色素、オキサジン－ファミリー色素、チアジン－ファミリー
色素、スクアライン－ファミリー色素、キレート化されたランタニド－ファミリー色素及
びBODIPY（商標）－ファミリー色素。
【００８８】
　用語“消光剤成分”（quencher moiety）とは、本明細書において使用される場合、消
光剤成分が蛍光成分に十分に接近している場合、例えば消光剤及び蛍光成分の両者が通常
のポリヌクレオチドに連結される場合、蛍光成分により放されるエネルギーを吸収できる
化学成分を言及する。この現象は一般的に、蛍光共鳴エネルギー移行（“FRET”）として
当業界において知られている。消光剤成分は、その消光剤成分のための特徴的なシグナル
で蛍光成分から吸収されるエネルギーを再び放すことができ、そして従って、消光剤はま
た、“蛍光成分”であり得る。他方では、消光剤成分は、熱として蛍光成分から吸収され
るエネルギーを散逸することができる。
【００８９】
　“5’→3’ヌクレアーゼ活性”又は“5’ヌクレアーゼ活性”とは、本明細書において
使用される場合、酵素の活性を言及し、それにより、ヌクレオアーゼが連続的態様でオリ
ゴヌクレオチドの5’末端から除去される。5’ヌクレアーゼ活性は、5’→3’エキソヌク
レアーゼ活性又は5’→3’エンドヌクレアーゼ活性であり得る。例えば、多くの鋳型－特
異的核酸ポリメラーゼは、従来、いくつかのDNAポリメラーゼにより結合される5’→3’
エキソヌクレアーゼ活性を示す（すなわち、E. コリDNAポリメラーゼIはこの活性を有し
、そしてE. コリDNAポリメラーゼIのクレノウフラグメントはこの活性を有さない）。5’
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→3’エキソヌクレアーゼ活性はまた、基質の5’末端から１つよりも多くのホスホジエス
テル結合の基質核酸（ヌクレオチド）を分解することができる。
【００９０】
　操作のいずれかの特定の理論により拘束されないが、プローブからの分解されたオリゴ
ヌクレオチドフラグメントの開放を導く、DNAポリメラーゼにより結合される5’→3’エ
キソヌクレアーゼ活性のこの観点は、プローブの特定のヌクレオチド組成に依存すること
ができると思われる。例えば、特にオリゴヌクレオチドの5’末端で、オリゴヌクレオチ
ドのヌクレオチドと鋳型核酸との間の適正又は不適正の数は、例えば、引用により本明細
書に組込まれるHolland など. , 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 7276-80により
記載されるように、この活性に影響を及ぼすことができる。
【００９１】
　用語“対照（control）5’ヌクレアーゼ反応”とは、本明細書において使用される場合
、検出できるフラビウィルスの既知量、例えばコピー数の核酸に対して、下記のようにし
て行われる5’ヌクレアーゼ反応を言及する。そのような反応により放される蛍光の量が
、日本脳炎ウィルス血清グループの未知の量の核酸を有するサンプルに対して行われる反
応に、サンプルに存在するそのような核酸の量を評価するために、比較され得る。
【００９２】
　用語“隣接した”とは、本明細書において使用される場合、鋳型核酸の同じ鎖又は相補
的鎖上でのプローブに対してのプライマーの位置決定を言及する。プライマー及びプロー
ブは、約150個以上のヌクレオチド、約125個以上のヌクレオチド、約100個以上のヌクレ
オチド、約80個以上のヌクレオチド、約60個以上のヌクレオチド、約50個以上のヌクレオ
チド、約40個以上のヌクレオチド、約30個以上のヌクレオチド、約20個以上のヌクレオチ
ド、約１～約20個のヌクレオチド、約１～約10個のヌクレオチドにより分離され得るか、
又はお互い直接的に隣接することができる。
【００９３】
　重合無関係の方法によりフラビウィルス核酸を検出することが所望される場合、プロー
ブは好ましくは、約１～約10個のヌクレオチドから分離される。重合－依存性方法、例え
ば本明細書に教授されるPCR増幅及び検出方法においては、プローブは、プライマーの下
流に存在する、増幅されるべき配列内のいずれかにおける検出できる核酸にハイブリダイ
ズすることができ、従ってプローブが断片化されるよう、ポリメラーゼのプライマー延長
による位置決定を可能にする。
【００９４】
　用語“熱安定性核酸ポリメラーゼ”とは、例えば、E. コリからのヌクレオチドポリメ
ラーゼに比較される場合、熱に対して比較的安定性であり、そしてヌクレオシド三リン酸
の重合を触媒スル酵素を言及する。一般的に、そのような酵素は、好熱性生物であること
が当業者により考慮される生物から得られる。一般的に、酵素は、プライマー結合配列に
アニーリングされるプライマーの3’末端での合成を開始し、そして鋳型の5’末端に対し
ての新規鎖の合成を続けるであろう。
【００９５】
　ポリメラーゼが5’→3’ヌクレアーゼ活性を有する場合、それは、重合が終結するか、
又はすべてのプローブフラグメントが検出されるべき核酸から解離するまで、ラベルされ
た及びラベルされていないプローブフラグメントの両者を解放するよう、鋳型にアニーリ
ングされた介在性プローブを加水分解することができる。サーマス・アクアチカス（Ther
mus aquaticus）（Taq）から単離された代表的な熱安定性酵素は、アメリカ特許第4,889,
818号に記載され、そして従来のPCRにそれを用いるための方法は、Saikiなど., 1988, Sc
ience 239: 487-91に記載されている。もう１つの代表的な熱安定性酵素は、サーマス種Z
05 DNAポリメラーゼを包含する。アメリカ特許第5,674,738号を参照のこと。
【００９６】
　Taq DNAポリメラーゼは、DNA合成－依存性鎖置換5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有
する（Gelfand, "Taq DNA Polymerase"in PCR Technology Principles and Applications
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 for DNA Amplification, Erlich, Ed. , Stockton Press, N. Y. (1989), Chapter 2を
参照のこと）。従って、Taq DNAポリメラーゼは、それが鋳型DNAに結合されない場合、プ
ローブを分解しない。
【００９７】
　用語、核酸プライマー又はプローブの“5’ヌクレアーゼ反応”とは、プライマーが上
記に定義され、そして下記に詳細に記載されるように、5’→3’ヌクレアーゼ活性を有す
る核酸ポリメラーゼにより延長される場合、核酸ハイブリダイズされるプローブの分解を
言及する。そのような反応は、引用により本明細書に組込まれる、アメリカ特許第6,214,
979号、第5,804,375号、第5,487,972号及び第5,210,015号に記載されるそれらに基づかれ
ている。
【００９８】
　２種の核酸配列の“％相補性”又は“％同一性”を決定するために、配列は最適な比較
目的のために一列整列される（例えば、ギャップが、第２の核酸配列との最適な一列整列
のために、第１の核酸配列の配列に導入され得る）。次に、対応するヌクレオチド位置で
のヌクレオチドが比較される。第１の配列における位置が第２の配列におけるその対応す
る位置として相補的ヌクレオチドにより支配される場合、分子はその位置で相補的である
。同様に、第１の配列における位置が第２の配列における対応する位置と同じヌクレオチ
ドにより支配される場合、ヌクレオチドはその位置で同一である。２種の配列間の％相補
性（又は％同一性）は、比較される位置の合計数により割り算された、配列により共有さ
れる相補的位置（又は同一の位置）の数の関数である（すなわち、％相補性＝相補的オー
バーラッピング位置の数/より短いヌクレオチドの位置の合計数×100％；及び％同一性＝
同一のオーバーラッピング位置/より短いヌクレオチドの位置の合計数×100％）。
【００９９】
　２種の配列間の％同一性の決定はまた、数学的アルゴリズムを用いて達成され得る。２
種の配列の比較のために使用される数学的アルゴリズムの非制限例は、Karlin and Altsc
hul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 90: 5873-5877におけるように修飾された
、Karlin and Altschul, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 87: 2264-2268のアル
ゴリズムである。そのようなアルゴリズムは、Altschulなど. , 1990, J. Mol. Biol. 21
5: 403のNBLASTプログラムに組込まれている。
【０１００】
　本発明の実施は、特に断らない限り、当業者に知られている、分子生物学、微生物学及
び組換えDNA技法を用いるであろう。そのような技法は、文献において十分に説明されて
いる。例えば、Sambrook など. , 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Thi
rd Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York;Ol
igonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed. , 1984); Nucleic Acid Hybridization (B. 
D. Hames & S. J.Higgins, eds. , 1984); A Practical Guide to Molecular Cloning (B
. Perbal, 1984); and a series, Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.)を参
照のこと。
【０１０１】
３．日本脳炎血清グループのメンバー及び他のフラビウィルスの核酸を検出するための核
酸プライマー及びプローブ：
　本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー及びフラビウィルス属の他のメン
バーの核酸の存在を検出するためにプライマー及びプローブとして有用なオリゴヌクレオ
チド、及びそれらの使用方法を提供する。それらのプライマー及びプローブは、下記に詳
細に記載されている。本明細書に論じられるプライマーは特定のウィルス型（例えば、西
ナイル熱ウィルス、SLEV、デング熱ウィルス、黄熱病ウィルス、等）を増幅するために特
に有用であるものとして企画され得るが、プライマーは他のウィルスを同様に増幅するた
めにも有用であることが注目される。
【０１０２】
　本発明の方法において有用なオリゴヌクレオチドは、フラビウィルスの異なった株間に
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保存されるか、又は日本脳炎ウィルス血清グループの複数メンバー又はフラビウィルス属
の他のメンバー間に保存される、ヌクレオチド配列、又はその相補体を含んで成るように
企画され得る。血清グループ又は属の異なった株又はメンバー間に保存される配列を含ん
で成るオリゴヌクレオチドは、例えば異なった株又はメンバーを検出するために使用され
得るプライマー又はプローブとして有用であり、それにより、異なった株又はメンバーを
検出するために必要なプライマー又はプローブのメンバーを減じる。
【０１０３】
　保存された配列は、例えば日本脳炎ウィルス血清グループの複数の株又は複数のメンバ
ー、又はフラビウィルス属の他のメンバー間で完全に（すなわち、100％）又は実質的に
同一である、少なくとも5,6, 7,8, 9,10,11, 12,13, 14,15, 16,17, 18,19, 20,21, 22,2
3, 24,25, 30,40, 50、又はそれ以上の連続したヌクレオチドを含む。実質的に同一の配
列は、上記に列挙される連続ヌクレオチドを通して、複数の株間で、80%, 85%, 90%, 91%
, 92%, 93%,94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 又は99%同一であるそれらの配列を含む。
【０１０４】
３．１．核酸プライマー：
　配列番号１に基づくプライマー：
　１つの観点においては、本発明は日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの検出方法
において使用され得る核酸プライマーを提供する。ある態様においては、日本脳炎ウィル
ス血清グループのメンバーを検出するために使用され得る第１の核酸プライマーは、配列
番号１又はその相補体の核酸にハイブリダイズする核酸を含んで成る。図１に提供される
ような配列番号１は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され得るフラビウィルスのゲ
ノムの3’未翻訳領域における保存された配列の領域を表わす。配列番号２は、配列番号
１に対する相補体を表わす。
【０１０５】
　本発明のそのような態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号１の核酸への
定義される条件下でのハイブリダイゼーションを可能にするヌクレオチド組成物、すなわ
ち化学構造体を有する。いくつかの場合、核酸にハイブリダイズするプライマーの個々の
ヌクレオチドは、核酸のヌクレオチドと共に塩基対相補体を形成するであろう。例えば、
配列番号１の核酸におけるC残基にハイブリダイズする標準ヌクレオチドを含むプライマ
ーは、その対応する位置にG残基を有するべきである。従って、配列番号１の核酸へのハ
イブリダイゼーションは、ヌクレオチド配列、及び従って、プライマーの正確な化学構造
を定義する。
【０１０６】
　さらに、第１の核酸プライマーはまた、上記に引用されるオリゴヌクレオチド及びプラ
イマーの定義に従って非標準のヌクレオチドを含んで成る。そのような非標準のヌクレオ
チドはまた、塩基対を形成するために、他の標準又は非標準のヌクレオチドに結合するこ
とができる。例えば、非標準のヌクレオチドイノシンはウラシル、シトシン及びアデニン
と対合することができる。例えば、非標準のヌクレオチドは、ウラシル、シトシン及びア
デニンと対合することができる。ハイブリダイゼーションと化学構造との間の既知の相互
関係が与えられる場合、当業者は本発明のプライマーの標準特徴を容易に認識することが
できる。典型的な態様が下記に詳細に記載される。
【０１０７】
　ある態様においては、配列番号１の核酸にハイブリダイズする第１の核酸プライマーは
、約６個の短いヌクレオチドとして存在する。他の態様においては、第１の核酸プライマ
ーは、約80個の長さのヌクレオチドであり得る。ある態様においては、第１の核酸プライ
マーは、約10個、約12個、約14個、約15個、約16個、約17個、約18個、約19個、約20個、
約21個、約22個、約23個、約24個、約25個、約26個、約27個、約28個、約29個、約30個、
約35個、又は約40個のヌクレオチドを含んで成る。いくつかの態様においては、第１の核
酸プライマーは、100, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 21 又は 20よりも少ないヌクレオ
チドを含んで成る。
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【０１０８】
　プライマーの長さ及び組成は、行われる検出方法に依存する適切な反応条件下でフラビ
ウィルス核酸へのプライマーのハイブリダイゼーションを確保するための十分な熱力学的
安定性を与えるために選択され得る。例えば、修飾された非標準の又は誘導体化されたヌ
クレオチドを有するプライマーは、類似する熱力学的ハイブリダイゼーション性質を有す
ると共に、従来のヌクレオチドを有するそれらのプライマーよりも長いか又は短い。その
ような非標準の塩基の例は、引用により本明細書に組込まれる、アメリカ特許第6,320,00
5号、第6,174,998号、第6,001,611号及び第5,990,303号に見出され得る。もう１つの例と
して、G/Cに富んでいる配列を有するプライマーは、A/Tに富んでいる配列を有する類似す
る長さのプライマーよりも高い温度で標的配列にアニーリングすることができる。従って
、ある態様においては、第１の核酸プライマーは、上記に定義されるように、修飾された
、非標準の又は誘導体化された塩基を含んで成る。
【０１０９】
　ある態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号２の少なくとも約16個の連続
ヌクレオチドを含んで成る。図１に示されるように、配列番号２は、配列番号１に対して
相補的である。他の態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号２の少なくとも
約18個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態様においては、第１の核酸プライ
マーは、配列番号２の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態
様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号２の少なくとも約22個の連続ヌクレオ
チドを含んで成る。さらに他の態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号２の
少なくとも約24個の連続ヌクレオチドを含んで成る。
【０１１０】
　ある態様においては、本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出する
ために使用され得る核酸プライマーを提供する。それらのプライマーは、表１に表わされ
るように、それらの核酸配列を参照して構造的に定義され得る。
【０１１１】
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【表１】

【０１１２】
　ある態様においては、第１の核酸プライマーは、配列番号３～８のいずれかを含んで成
る。本発明のある態様においては、プライマー特異性を改良するために、そのプライマー
はその3’末端で又はその近くで１又は複数のアルキル化されたヌクレオチドを含んで成
る。例えば、ある態様においては、第１の核酸プライマーは配列番号８を含んで成り、こ
こで位置23での残基はN6－アルキル－デオキシアデノシンである。特定の態様においては



(23) JP 4782668 B2 2011.9.28

10

20

30

40

50

、第１の核酸プライマーは配列番号８を含んで成り、ここで位置23での残基はN6－メチル
デオキシアデノシンである。ある態様においては、第１の核酸プライマーは配列番号８を
含んで成り、ここで位置24での残基はN6－アルキル－デオキシアデノシンである。特定の
態様においては、第１の核酸プライマーは配列番号８を含んで成り、ここで位置24での残
基はN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデノシンである。
【０１１３】
　ある態様においては、第１の核酸プライマーは配列番号８を含んで成り、ここで位置23
での残基はN6－アルキル－デオキシアデノシンであり、そして位置24での残基はN6－アル
キル－デオキシアデノシンである。さらにもう１つの特定の態様においては、第１の核酸
プライマーは配列番号８を含んで成り、ここで位置23での残基はN6－メチル－デオキシア
デノシンであり、そして位置24での残基はN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデノ
シンである。上記引例により組込まれるアメリカ特許第6,001,611号は、N6－アルキル－
デオキシアデノシン、及びそのような非標準のヌクレオチドにより使用され得るアルキル
成分の同一性を記載する。例えば、ある態様においては、アルキル成分は、C1～約C10の
枝分かれ鎖又は枝なし鎖のアルキルを含んで成る。他の態様においては、アルキル成分は
、C1～約C20の枝分かれ鎖又は枝なし鎖のアルキルを含んで成る。
【０１１４】
　もう１つの観点においては、本発明は、配列番号９又はその相補体の核酸にハイブリダ
イズする核酸を含んで成る、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するための
第２の核酸プライマーを提供する。図２に表わされるような配列番号９は、本発明の組成
物及び方法を用いて検出され得るフラビウィルスのゲノムの3’未翻訳領域に保存された
配列の領域を表わす。図２はまた、配列番号10が配列番号９に対する相補体を表わすこと
も示す。
【０１１５】
　本発明のそのような態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号９の核酸への
ハイブリダイゼーションを可能にするヌクレオチド組成物、すなわち化学構造体を有する
。例えば、配列番号９の核酸におけるC残基にハイブリダイズする標準ヌクレオチドを含
むプライマーは、その対応する位置にG残基を有するべきである。従って、配列番号９の
核酸へのハイブリダイゼーションは、ヌクレオチド配列、及び従って、プライマーの正確
な化学構造を定義する。
【０１１６】
　さらに、第２の核酸プライマーはまた、上記に引用されるオリゴヌクレオチド及びプラ
イマーの定義に従って非標準のヌクレオチドを含んで成る。そのような非標準のヌクレオ
チドはまた、塩基対を形成するために、他の標準又は非標準のヌクレオチドに結合するこ
とができる。例えば、非標準のヌクレオチドイノシンはウラシル、シトシン及びアデニン
と対合することができる。例えば、非標準のヌクレオチドは、ウラシル、シトシン及びア
デニンと対合することができる。ハイブリダイゼーションと化学構造との間の既知の相互
関係が与えられる場合、当業者は本発明のプライマーの標準特徴を容易に認識することが
できる。典型的な態様が下記に詳細に記載される。
【０１１７】
　ある態様においては、配列番号９の核酸にハイブリダイズする第２の核酸プライマーは
、約６個の短いヌクレオチドとして存在する。他の態様においては、第２の核酸プライマ
ーは、約80個の長さのヌクレオチドであり得る。ある態様においては、第２の核酸プライ
マーは、約10個、約12個、約14個、約15個、約16個、約17個、約18個、約19個、約20個、
約21個、約22個、約23個、約24個、約25個、約26個、約27個、約28個、約29個、約30個、
約35個、又は約40個のヌクレオチドを含んで成る。
【０１１８】
　プライマーの長さ及び組成は、行われる検出方法に依存する適切な反応条件下でフラビ
ウィルス核酸へのプライマーのハイブリダイゼーションを確保するための十分な熱力学的
安定性を与えるために選択され得る。例えば、修飾された非標準の又は誘導体化されたヌ
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クレオチドを有するプライマーは、類似する熱力学的ハイブリダイゼーション性質を有す
ると共に、従来のヌクレオチドを有するそれらのプライマーよりも長いか又は短い。その
ような非標準の塩基の例は、引用により本明細書に組込まれる、アメリカ特許第6,320,00
5号、第6,174,998号、第6,001,611号及び第5,990,303号に見出され得る。もう１つの例と
して、G/Cに富んでいる配列を有するプライマーは、A/Tに富んでいる配列を有する類似す
る長さのプライマーよりも高い温度で標的配列にアニーリングすることができる。従って
、ある態様においては、第１の核酸プライマーは、上記に定義されるように、修飾された
、非標準の又は誘導体化された塩基を含んで成る。
【０１１９】
　ある態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号10の少なくとも約16個の連続
ヌクレオチドを含んで成る。図２に示されるように、配列番号10は、配列番号９に対して
相補的である。他の態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号10の少なくとも
約18個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態様においては、第２の核酸プライ
マーは、配列番号10の少なくとも約20個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態
様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号10の少なくとも約22個の連続ヌクレオ
チドを含んで成る。さらに他の態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号10の
少なくとも約24個の連続ヌクレオチドを含んで成る。
【０１２０】
　ある態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号11を含んで成る。他の態様に
おいては、第２の核酸プライマーは、配列番号12を含んで成る。さらに他の態様において
は、第２の核酸プライマーは、配列番号13を含んで成る。さらに他の態様においては、第
２の核酸プライマーは、配列番号14を含んで成る。さらに他の態様においては、第２の核
酸プライマーは、配列番号15又は74を含んで成る。ある態様においては、第２の核酸プラ
イマーは、非標準の又は誘導体化されたヌクレオチドを含んで成る。他の態様においては
、第２の核酸プライマーは、その3’末端で又はその近くで１又は複数のアルキル化され
たヌクレオチドを含んで成る。
【０１２１】
　ある態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号15又は74を含んで成り、ここ
で位置24での残基はN6－アルキル－デオキシアデノシンである。ある態様においては、前
記アルキル成分は、C1－約C10の枝分かれ鎖又は枝なし鎖のアルキルを含んで成る。他の
態様においては、アルキル成分は、C1－約C20の枝分かれ鎖又は枝なし鎖のアルキルを含
んで成る。特定の態様においては、第２の核酸プライマーは、配列番号15又は74を含んで
成り、ここで位置24での残基はN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデノシンである
。
【０１２２】
　本発明の核酸プライマーはさらに、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーに対して
相補体的でなく、そして/又はそれに対してハイブリダイズしない核酸配列を含んで成る
ことができる。それらの追加の配列は、例えば日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー
の検出を助けるために、当業者により選択され得る。日本脳炎ウィルス血清グループのメ
ンバーの核酸を包含する、核酸の検出方法は、下記セクション4.2及び4.3に集中的に記載
される。それらの方法は、本発明の核酸プライマーに存在することができる追加の核酸配
列、及び日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するためへのそれらの追加の配
列の使用方法の両者を記載する。
【０１２３】
　核酸プライマーは、当業者に知られているいずれかの適切な方法により調製され得る。
定義される配列のオリゴヌクレオチドの調製方法は、当業界に良く知られており、そして
例えば、適切な配列のクローニング及び制限、及び直接的な化学合成を包含する。化学合
成方法は、例えばNarangなど. , 1979, Methods in Enzymology68 : 90により記載される
ホスホトリエステル方法、Brown など., 1979, Methods inEnzymology 68: 109により開
示されるホスホジエステル方法、Beaucage など. ,1981, Tetrahedron Letters 22: 1859
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に開示されるジエチルホスホラミデート方法、及びアメリカ特許第4,458,066号に開示さ
れる固体支持方法を包含することができる。
【０１２４】
　さらに、上記合成方法への改良は、合成されるオリゴヌクレオチドに関して酵素挙動性
に影響を及ぼすために使用され得る。例えば、修飾されたホスホジエステル結合（例えば
、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、ホスホアミデート又はボラノホスフェート
）、又はリン酸誘導体以外の結合のオリゴヌクレオ中への組込みが、選択された部位での
分解を妨げるために使用され得る。さらに、2’－アミノ修飾された糖の使用は、新規核
酸鎖の合成のための鋳型でもある核酸にハイブリダイズされる場合、オリゴヌクレオチド
の消化よりも置換を好む傾向がある。
【０１２５】
　デング熱ウィルスプライマー：
　本発明の追加のプライマーは、デング熱ウィルス3’UTRにハイブリダイズする。デング
熱ウィルス核酸の増幅及び/又は検出のために有用な典型的なプライマーは、表２に示さ
れるそれらを包含する（5’→3’）。
【０１２６】
【表２】

【０１２７】
　いくつかの態様においては、１つの“上流”プライマー及び“下流”プライマーは、デ
ング熱ウィルス核酸を増幅するために組合して使用される。いくつかの態様においては、
１つ以上のプライマーが、１又は複数のデング熱ウィルス核酸を検出するために少なくと
も１つの下流プライマーと組合して使用される。単一の増幅反応への複数の上流プライマ
ーの使用は、異なったデング熱ウィルス核酸変異体の増幅及び/又は検出を可能にする。
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例えば、いくつかの態様においては、第１の上流プライマー（配列番号41、42及び43から
選択される）及び第２の上流プライマー（配列番号50、51及び52から選択される）は、デ
ング熱ウィルス下流プライマー（例えば、配列番号53、54及び55を含んで成るプライマー
から選択される）と組合して使用される。それらの態様は、例えばデング熱ウィルス１，
２，３又は４型のいずれかを検出するために有用である。
【０１２８】
　黄熱病ウィルスプライマー：
　本発明の追加のプライマーは、黄熱病ウィルス3’UTRにハイブリダイズする。黄熱病ウ
ィルス核酸の増幅及び/又は検出のために有用な典型的なプライマーは、表３に示される
それらを包含する（5’→3’）。
【０１２９】
【表３】

【０１３０】
　いくつかの態様においては、１つの“上流”プライマー及び“下流”プライマーは、黄
熱病ウィルス核酸を増幅するために組合して使用される。いくつかの態様においては、１
つ以上のプライマーが、１又は複数の黄熱病ウィルス核酸を検出するために少なくとも１
つの下流プライマーと組合して使用される。複数の上流プライマーが、単一の増幅反応に
使用され得る。例えば、いくつかの態様においては、第１の上流プライマー（配列番号56
、57及び58から選択される）及び第２の上流プライマー（配列番号59、60及び61から選択
される）は、黄熱病ウィルス下流プライマー（例えば、配列番号62及び63を含んで成るプ
ライマーから選択される）と組合して使用される。
【０１３１】
　図７の配列に基づくプライマー：
　本発明の追加のプライマーは、図７に示される配列（例えば、配列番号29、30、31、32
、33、34、35、36、37、38、39、40）、又はその相補体のいずれかに、増幅反応のプライ
ミングを可能にする条件下でハイブリダイズする。いくつかの場合、それらのプライマー
は、SLEVからの核酸の増幅及び/又は検出のために有用である。
　上記に記載される配列番号１にハイブリダイズするプライマーと同様に、図７に示され
る配列のいずれかにハイブリダイズするプライマーはまた、上記に引用されるオリゴヌク
レオチド及びプライマーの定義に従って非標準のヌクレオチドを、包含することができる
。
【０１３２】
　図７に示される配列のいずれかにハイブリダイズするプライマーの長さ及び組成が、実
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施される検出方法に依存する適切な反応条件下でのフラビウィルス核酸へのプライマーの
ハイブリダイゼーションを確保するために十分な熱力学的安定性を付与するよう選択され
得る。例えば、修飾され、非標準の又は誘導体化されたヌクレオチドを有するプライマー
は、類似する熱力学的ハイブリダイゼーション性質を有すると共に、従来のヌクレオチド
を有するそれらのプライマーよりも長いか又は短い。従って、ある態様においては、第２
の核酸プライマーは、上記に定義されるような、修飾され、非標準の又は誘導体化された
塩基を含んで成る。図７に示される配列のいずれかにハイブリダイズするプライマーは、
図７に示される配列又はその相補体のいずれかの少なくとも4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 40, 50個又はそれ以上
の連続したヌクレオチドを含むことができる。
【０１３３】
　当業者は、プライマー対がSLEVの3’UTR領域からの所望する配列を増幅するために、配
列番号29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40を用いて企画され得ることを理
解するであろう。いくつかの態様においては、本発明の第１のプライマーは、TTGACACCTG
GAAAGACAGGAGA（配列番号68）にハイブリダイズし、そして第２のプライマーは、増幅反
応のプライミングを可能にする条件下で、CAAAGCCCCTCATTCCGACTCGGG（配列番号69）の相
補体にハイブリダイズする。
　SLEVを検出し、そして/又は増幅するための典型的なプライマーは、表４に示されるそ
れらを包含する。
【０１３４】
【表４】

【０１３５】
3.2. 核酸プローブ：
　もう１つの観点においては、本発明は一定のフラビウィルスの核酸の検出のためのプロ
ーブを提供する。本発明のプローブにより検出され得るフラビウィルス核酸は、下記セク
ション3.3及び3.4に記載されている。プローブは、当業者に知られている検出できるフラ
ビウィルスの核酸の存在を同定するために使用され得るいずれかの核酸プローブであり得
る。典型的には、プローブは、検出されるべきフラビウィルスの核酸における領域にハイ
ブリダイズするヌクレオチド配列を含んで成る。
【０１３６】
　プローブヌクレオチド配列は、検出されるべきフラビウィルスの核酸を特異的に結合す
るのに十分ないずれかの長さのものであり得る。ある態様においては、プローブは、少な
くとも約６個のヌクレオチドを含んで成る。ある態様においては、プローブは約140個よ
りも少ないヌクレオチドを含んで成る。ある態様においては、プローブは、約18～約25個
、約25～約35個、又は約35～約45個の長さのヌクレオチドであり得る。プローブの長さ及
び組成は、行われる検出方法に依存する適切な反応条件下でフラビウィルス核酸へのプロ
ーブのハイブリダイゼーションを確保するための十分な熱力学的安定性を与えるために選
択され得る。
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【０１３７】
　例えば、修飾された非標準の又は誘導体化されたヌクレオチドを有するプローブは、類
似する熱力学的ハイブリダイゼーション性質を有すると共に、従来のヌクレオチドを有す
るそれらのプローブよりも長いか又は短い。そのような非標準の塩基の例は、引用により
本明細書に組込まれる、アメリカ特許第6,320,005号、第6,174,998号、第6,001,611号及
び第5,990,303号に見出され得る。もう１つの例として、G/Cに富んでいる配列を有するプ
ローブは、A/Tに富んでいる配列を有する類似する長さのプライマーよりも高い温度で標
的配列にアニーリングすることができる。
【０１３８】
　典型的には、検出できる核酸にハイブリダイズするプローブヌクレオチド配列の一部は
、プローブがハイブリダイズする検出できる核酸の領域に対して同一か又は相補的である
。しかしながら、プローブのこの部分は、プローブがハイブリダイズする検出できるウィ
ルス核酸の領域に対して100％以下の配列同一性又は相補性を有することができる。本発
明のある態様においては、検出できるウィルス核酸にハイブリダイズするプローブの一部
のヌクレオチド配列は、プローブがハイブリダイズする検出できるウィルス核酸の領域に
対して、約99%,約98%,約97%,約96%,約95%,約90%,約85% 又は約80%の相補性又は同一性を
有することができる。
【０１３９】
　ある態様においては、本発明は、配列番号16の核酸にハイブリダイズする核酸を含んで
成る、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの検出のためのプローブを提供する。配
列番号16は、図３に表わされるように、本発明の組成物及び方法を用いて検出され得るフ
ラビウィルスのゲノムの3’未翻訳領域における保存された配列の領域を表わす。図３は
また、配列番号17が配列番号16に対する相補体を表わすことを示す。
【０１４０】
　本発明のそのような態様においては、プローブは、配列番号16の核酸への定義される条
件下でのハイブリダイゼーションを可能にするヌクレオチド組成物、すなわち化学構造体
を有する。例えば、配列番号16の核酸におけるC残基にハイブリダイズする標準ヌクレオ
チドを含むプライマーは、その対応する位置にG残基を有するべきである。従って、配列
番号16の核酸へのハイブリダイゼーションは、ヌクレオチド配列、及び従って、プローブ
の正確な化学構造を定義する。さらに、プローブはまた、上記に引用されるオリゴヌクレ
オチド及びプライマーの定義に従って非標準のヌクレオチドを含んで成る。
【０１４１】
　そのような非標準のヌクレオチドはまた、塩基対を形成するために、他の標準又は非標
準のヌクレオチドに結合することができる。例えば、非標準のヌクレオチドイノシンはウ
ラシル、シトシン及びアデニンと対合することができる。例えば、非標準のヌクレオチド
は、ウラシル、シトシン及びアデニンと対合することができる。ハイブリダイゼーション
と化学構造との間の既知の相互関係が与えられる場合、当業者は本発明のプライマーの標
準特徴を容易に認識することができる。典型的な態様が下記に詳細に記載される。
【０１４２】
　ある態様においては、配列番号16にハイブリダイズすることができるプローブは、約10
, 約 12, 約 14, 約 15, 約 16, 約 17, 約 18, 約 19, 約 20, 約21,約 22, 約 23, 約 
24, 約 25, 約 26, 約 27, 約 28, 約 29, 約 30, 約 32, 約 34, 約 36, 約 38, 約 40,
 約 42, 約 44, 約 46, 約 48, 約50, 約 55, 約 60, 約65, 約 70, 約, 75, 又は 約 80
個のヌクレオチドを含んで成る。ある態様においては、プローブは、上記に定義されるよ
うに、修飾され、非標準の又は誘導体化された塩基を含んで成る。
【０１４３】
　ある態様においては、プローブは、配列番号17の少なくとも約20個の連続ヌクレオチド
を含んで成る。他の態様においては、プローブは、配列番号17の少なくとも約22個の連続
ヌクレオチドを含んで成る。さらに他のある態様においては、プローブは、配列番号17の
少なくとも約24個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態様においては、プロー
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においては、プローブは、配列番号17の少なくとも約28個の連続ヌクレオチドを含んで成
る。
【０１４４】
　さらに他の態様においては、プローブは、配列番号30の少なくとも約28個の連続ヌクレ
オチドを含んで成る。さらに他の態様においては、プローブは、配列番号17の少なくとも
約32個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態様においては、プローブは、配列
番号17の少なくとも約34個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに他の態様においては
、プローブは、配列番号17の少なくとも約36個の連続ヌクレオチドを含んで成る。さらに
他の態様においては、プローブは、配列番号17の少なくとも約38個の連続ヌクレオチドを
含んで成る。さらに他の態様においては、プローブは、配列番号17の少なくとも約40個の
連続ヌクレオチドを含んで成る。
【０１４５】
　ある態様においては、本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー、及び一定
の他のフラビウィルスを検出するために使用され得る核酸プローブを提供する。それらの
プローブは、表５に表わされるように、それらの核酸配列を参照して構造的に定義され得
る。
【０１４６】
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【表５】

【０１４７】
　本発明のある態様においては、プローブは配列番号18～28又は70、又はそれらの相補体
のいずれかを含んで成る。
【０１４８】
　本発明の核酸プローブはさらに、開示されるプローブにより検出され得る、日本脳炎ウ
ィルス血清グループのメンバー又はもう１のフラビウィルスの核酸から誘導されず、そし
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て/又はそれにハイブリダイズしない他の核酸配列を含んで成ることができる。それらの
追加の核酸配列は、プローブに所望する官能性を提供するために当業者により選択され得
る。例えば、核酸プローブは、改良された検出方法を可能にする追加の配列を含んで成る
ことができる。
【０１４９】
　追加の核酸配列を含んで成るか、又は他方では、本発明のプローブ、方法及びキットへ
の使用のために適合され得るプローブの例は、引用により本明細書に組込まれる、アメリ
カ特許第6,323, 337号, 第6, 248,526号, 第6,150, 097号, 第6, 117,635号, 第6,090, 5
52号, 第5, 866,336号, 及び 第5,723, 591号に見出され得る。さらに、日本脳炎ウィル
ス血清グループのメンバーの又は他の検出できるフラビウィルスの核酸を包含する、核酸
の検出方法は、下記セクション4.2及び4.3に集中的に記載されている。それらの方法は、
本発明の核酸プライマーに存在することができる追加の核酸配列を使用し；そのような追
加の核酸配列、及び日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するためへのそれら
の追加の配列を用いる方法が下記に記載される。
【０１５０】
　本発明の核酸プローブは、当業者に知られているいずれかの方法により調製され得る。
特に上記に記載される本発明の核酸プライマーを調整するために使用される方法はまた、
本発明の核酸プローブを調製するためにも使用され得る。
【０１５１】
　プローブヌクレオチド配列の他に、プローブは、本発明の方法を阻害しない追加のヌク
レオチド配列又は他の成分を含んで成ることができる。本発明の便利な態様においては、
プローブは本発明の方法を促進する追加のヌクレオチド配列又は他の成分を含んで成るこ
とができる。例えば、プローブは、プローブによる所望しない核酸重合プライミングを妨
げるためにその3’末端で阻止され得る。また、成分は、ヌクレオチド配列によるプロー
ブ又はプローブフラグメントのハイブリダイゼーションを安定化するか又は不安定化する
プローブ内に存在することができる。本発明のプローブはまた、上記に定義されるような
、修飾され、非標準の又は誘導体化されたヌクレオチドを含んで成ることができる。
【０１５２】
　本発明のある態様においては、プローブは検出できる成分を含んで成る。検出できる成
分は、当業者により知られているいずれかの検出できる成分であり得る。さらに、検出で
きる成分は、当業者に知られているいずれかの手段により検出できる。例えば、検出でき
る成分は、分光、光化学、生化学、免疫化学又は化学的手段により検出できる。
【０１５３】
　本発明のプローブを検出するために使用され得る種々の検出できる成分、及びプローブ
へのそれらの結合のための方法は、当業界に知られており、そして酵素（例えば、アルカ
リホスファターゼ及びホースラディシュペルオキシダーゼ）及び酵素基質、放射性成分、
蛍光成分、発色団、化学ルミネセントラベル、電気化学ルミネセントラベル、例えばOrig
inTM(Igen)、特異的結合パートナーを有するリガンド、又はシグナルを増強し、変更し、
又は低めるためにお互い、相互作用することができるいずれか他のラベルを結合するが、
但しそれらだけには限定されない。もちろん、5’ヌクレアーゼ反応が高温で熱安定性DNA
ポリメラーゼを用いて行われるべきであり、検出できる成分は分解されるべきではなく、
又は他方では、そのような高温により検出できなくされるべきではない。
【０１５４】
　ある態様においては、検出できる成分は蛍光成分であり得る。蛍光成分は、当業者に知
られているいずれかの蛍光成分であり得る。一般的に、モノクロメーターよりもむしろフ
ィルターとの蛍光計の使用を可能にし、そして検出の効率を高める、広いストークスシフ
トを有する蛍光成分が好ましい。ある態様においては、蛍光成分は、フルオレセイン－フ
ァミリー色素（Integrated DNA Technologies, Inc. , Coralville, IA）、ポリハロフル
オレセイン－ファミリー色素、ヘキサクロロフルオレセイン－ファミリー色素、クマリン
－フェミリー色素（Molecular Probes, Inc., Eugene, Or）、ローダミン－ファミリー色
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素（Integrated DNA Technologies, Inc.）、シアニン－ファミリー色素、オキサジン－
ファミリー色素、チアジン－ファミリー色素、スクアライン－ファミリー色素、キレート
化されたランタニド－ファミリー色素、及びBODIPY（商標）－ファミリー色素（Molecula
r Probes, Inc.）から成る群から選択され得る。
【０１５５】
　好ましい態様においては、蛍光成分は、６－カルボキシフルオレセイン（FAMTM）（Iet
egrated DNA Technologies, Inc.)である。本発明のプローブ、方法及びキットに使用さ
れ得るフルオレセイン成分の他の例は、引用により本明細書に組込まれるアメリカ特許第
6, 406,297号, 第6,221, 604号, 第5, 994,063号, 第5,808, 044号, 第5,880,287号, 第5
,556, 959号, 及び 第5,135, 717号に見出され得る。
【０１５６】
　他の態様においては、検出できる成分は、蛍光成分以外の検出できる成分であり得る。
放射性成分の中で、32P－ラベルされた化合物が好ましい。当業者に知られているいずれ
かの方法が、32Pをプローブに導入するために使用され得る。例えば、プローブは、キナ
ーゼによる5’ラベリングにより、又はニックトランスレーションによるランダム挿入に
より、32Pによりラベルされ得る。酵素である検出できる成分は典型的には、それらの活
性により検出され得る。例えば、アルカリホスファターゼは、適切な基質化合物に対する
酵素の作用により生成される蛍光を測定することにより検出され得る。特異的結合パート
ナーのメンバーが検出できる成分として使用される場合、プローブの存在は、特異的結合
パートナーのメンバーへの分子の特異的結合を検出することにより検出され得る。例えば
、抗原はプローブに結合され、そしてその抗原に対して特異的なモノクローナル抗体は、
抗原及び従って、プローブの存在を検出するために使用され得る。
【０１５７】
　検出できる成分として使用され得る他の特異的結合パートナーは、ビオチン及びアビジ
ン、又はストレプタビジン、IgG及びプロテインA、及び当業界において良く知られている
多くの他の受容体－リガンド結合を包含する。蛍光成分でない検出できる成分のさらなる
他の例は、引用により本明細書に組込まれる、アメリカ特許第5,525, 465号, 第5, 464,7
46号, 第5,424, 414号, 及び 第4,948, 882号に見出され得る。
【０１５８】
　検出できる成分の上記の記載は、同じラベルがいくつかの異なった態様で作用すること
ができるので、種々のラベルを明確なクラスに分類することを意味しない。例えば、125I
は、放射性成分として又は電子密な試薬として作用することができる。ホースラディシュ
ペルオキシダーゼは、モノクローナル抗体のための酵素として又は抗原として作用するこ
とができる。さらに、所望する効果のために種々の検出できる成分を組合すことができる
。例えば、プローブをビオチンによりラベルし、そして125Iによりラベルされたアビジン
、又はホースラディシュペルオキシダーゼによりラベルされた抗－ビオチンモノクローナ
ル抗体によりその存在を検出することができる。他の置換及び可能性は、当業界に容易に
明らかに成り、そして本発明の範囲内で同等物として見なされる。
【０１５９】
　もちろん、プローブへの検出できる成分の結合又は接合方法は、使用される検出できる
成分の型、及びプローブ上の検出できる成分の位置に依存する。
【０１６０】
　検出できる成分は、種々の技法により、プローブに直接的に又は間接的に結合され得る
。使用される検出できる成分の正確な型に依存して、検出できる成分は、プローブの5’
又は3’末端に位置し、プローブのヌクレオチド配列の内部的に位置するか、又はシグナ
ル相互作用を促進するために、種々のサイズのスペーサーアーム及び組成物に結合され得
る。市販のホスホラミジット試薬を用いて、適切に生成されたホスホラミジットを通して
いずれかの末端で、官能基（例えば、チオール又は第一アミン）を含むオリゴヌクレオチ
ドを生成することができ、そして例えばPCR Protocols: A Guide to Methods and Applic
ations, ed. by Innis et al. , Academic Press, Inc. , 1990に記載されるプロトコー
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ルを用いて、検出できる成分をそれに結合することができる。
【０１６１】
　典型的には5’末端で、オリゴヌクレオチドプローブ配列中に１又は複数のスルフヒド
リル、アミノ又はヒドロキシル成分を導入するためにオリゴヌクレオチド官能化試薬を導
入するための方法は、アメリカ特許第4,914,210号に記載されている。5’ホスフェート基
は、レポーター基を供給するために、ポリヌクレオチドキナーゼ及び［γ－32P］ATPを用
いることにより放射性同位体として導入され得る。ビオチンは、合成の間、導入されるア
ミノチミジン残基又はアルキルアミノリンカーと、ビオチンのN－ヒドロキシスクシンイ
ミドエステルとの反応により、その5’末端に付加され得る。検出できる成分、例えば蛍
光成分をプローブに結合するための他の方法は、引用により本明細書に組み込まれるアメ
リカ特許第5,118,802号に見出され得る。
【０１６２】
　所望する成分、例えばコルジセピン35S－dATP及びビオチニル化されたdUTPを付加する
ために、例えばポリヌクレオチド末端トランスフェラーゼを用いることにより、プローブ
の3’末端で検出できる成分を結合することもまた可能である。
　オリゴヌクレオチド誘導体はまた、本発明のプローブ、方法及びキットに使用され得る
検出できる成分である。例えば、エテノ－dA及びエテノ－dCは、プローブ合成に使用され
るもう１つの類似体である。そのようなヌクレオチド誘導体を含むプローブは、例えばポ
リメラーゼ5’→3’ヌクレアーゼ活性により、損なわれていないプローブよりも一層強い
蛍光であるモノヌクレオチドを開放するために分解され得る。
【０１６３】
　本発明のある態様においては、プローブは、１つよりも多くの検出できる成分によりラ
ベルされ得る。そのような態様においては、個々の検出できる成分は、プローブの異なっ
た塩基に個々に結合され得る。他の態様においては、１つよりも多くの検出できる成分が
プローブの同じ塩基に結合され得る。
【０１６４】
　ある態様においては、検出できる成分は、プローブの5’末端に結合され得る。他の態
様においては、検出できる成分は、プローブの5’末端から1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 
30, 約35, 又は約40個の残基以内に存在する残基でプローブに結合され得る。ある態様に
おいては、検出できる成分は、プローブの3’末端に結合され得る。他の態様においては
、検出できる成分は、プローブの3’末端から1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 約35, 又
は約40個の残基以内に存在する残基でプローブに結合され得る。検出できる成分は、プロ
ーブの残基のいずれかの部分に結合され得る。例えば、検出できる成分は、プローブにお
けるヌクレオチドの糖、ホスフェート又は塩基成分に結合され得る。他の態様においては
、検出できる成分は、プローブの２種の残基間に結合され得る。
【０１６５】
　本発明のある態様においては、プローブは蛍光成分及び消光剤成分を含んで成ることが
できる。そのような態様においては、蛍光成分は、上記に記載のような、当業者に知られ
ているいずれかの蛍光成分であり得る。さらに、消光剤成分は、制限なしに当業者に知ら
れているいずれかの消光剤成分であり得る。ある態様においては、消光剤成分は、フルオ
レセイン－ファミリー色素、ポリハロフルオレセイン－ファミリー色素、ヘキサクロロフ
ルオレセイン－ファミリー色素、ローダミン－ファミリー色素、シアニン－ファミリー色
素、オキサジン－ファミリー色素、チアジン－ファミリー色素、スクアライン－ファミリ
ー色素、キレート化されたランタニド－ファミリー色素、BODIPY（商標）－ファミリー色
素、及び非蛍光消光剤成分から成る群から選択され得る。
【０１６６】
　ある態様においては、前記非蛍光消光剤成分は、BHOTM－ファミリー色素（WO01/86001
号に記載される消光剤を包含する）、Iowa BlockTM又はDabcyl（Integrated DNA Technol
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ogies, Inc.）であり得る。特定の消光剤成分の他の例は、例えば次のものを包含するが
、但しそれらだけには限定されない：TAMRA(N, N, N',N'- テトラメチル-6-カルボキシロ
ーダミン) (Molecular Probes, Inc.), DABCYL（4-(4’-ジメチルアミノフェニルアゾ) 
安息香酸), Iowa BUack (Integrated IDNA Technologies, Inc. ),Cy3 (Integrated DNA 
Technologies, Inc.) 又はCy5 (Integrated DNA Technologies, Inc. )。好ましい態様に
おいては、消光剤成分は、Cy5TMである。本発明のプローブ、方法及びキットに使用され
得る消光剤成分の他の例は、引用により本明細書に組み込まれるアメリカ特許第6,399, 3
92号, 第6, 348,596号, 第6,080, 068号, 及び 第5,707,813号に見出され得る。
【０１６７】
　ある態様においては、消光剤成分は、プローブの3’末端に結合され得る。他の態様に
おいては、消光剤成分は、プローブの5’末端からl, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 約 3
5, 又は約40個の残基である残基でプローブに結合される。ある態様においては、消光剤
成分は、プローブの3’末端に結合され得る。
【０１６８】
　他の態様においては、プローブの3’末端からl, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 約 35,
 又は約40個の残基である残基でプローブに結合される。好ましい態様においては、蛍光
成分は、プローブの5’末端に結合され、そして消光剤成分はプローブの5’末端の約９個
の残基内に存在する残基に結合される。消光剤成分は、プローブの残基のいずれかの部分
に結合される。例えば、消光剤成分は、プローブにおけるヌクレオチドの糖、ホスフェー
ト又は塩基成分に結合され得る。他の態様においては、消光剤成分は、プローブの２種の
残基間に結合され得る。
【０１６９】
　作用のいずれか特定の理論又は機構に結びつけられないが、プローブが損なわれていな
い場合、蛍光成分により放される光子が吸収され、そして従って消光剤成分により消光さ
れ得る。次に、消光剤成分が異なった波長の光子として、又は熱として、光子のエネルギ
ーを放す。従って、消光剤成分はまた、蛍光成分でもあり得る。上記のように、この現象
は、蛍光共鳴エネルギー移行（“FRET”）と呼ばれる。蛍光成分と消光剤との間のプロー
ブの切断は、消光剤成分による、蛍光成分の放される蛍光の消光の低下をもたらす。
【０１７０】
　一般的に、蛍光成分と消光剤成分との間のエネルギーの移行は、蛍光成分と消光剤成分
との間の距離、及び特定の蛍光成分－消光剤成分対の決定的移行距離に依存する。前記決
定的移行距離は、所定の消光剤成分により対合される所定の蛍光成分に関して、特徴的で
あり、且つ一定である。さらに、消光剤に対する蛍光成分の空間的関係は、蛍光成分－消
光剤成分対の決定的移行距離が蛍光成分と消光成分との間の距離に近い場合、より敏感に
決定され得る。従って、当業者は、プローブ上の消光剤成分から蛍光成分を分離する距離
に近い決定的移行距離を有する、蛍光成分及び消光剤成分を選択することができる。特定
の蛍光成分－消光剤成分対の決定的移行距離は、当業界において良く知られており、そし
て引用により本明細書に組み込まれる、Wu and Brand, 1994, Anal. Biochem. 218: 1-13
による文献に見出され得る。
【０１７１】
　特定の蛍光成分－消光剤成分対のセクションについての他の基準は、蛍光成分による蛍
光放出の収量；蛍光成分により放される蛍光の波長；消光剤成分の消衰係数；消光剤成分
により放される蛍光の波長；及び消光剤成分による蛍光放出の収量を包含する。さらに、
消光剤成分がま、蛍光成分である場合、消光剤成分及び蛍光成分は好ましくは、１つの成
分により放される蛍光の他の成分から放される蛍光から容易に区別され得るよう選択され
得る。特定の蛍光成分－消光剤成分対の選択に対するさらなるガイドは、引用により本明
細書に組込まれるKlostermeier and Millar, 2002, Biopolymers 61: 159-179による再考
文献に見出され得る。
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【０１７２】
　本発明のこの観点に使用され得る、蛍光成分及び消光剤成分の典型的な組合せは、蛍光
成分ローダミン590及び消光剤成分クリスタルバイオレットを包含するが、但しそれらだ
けには限定されない。蛍光及び消光剤成分の好ましい組合せは、蛍光成分６－カルボキシ
フルオレセイン及び消光剤成分Cy5TMである。本発明のプローブ、方法及びキットに使用
され得る蛍光成分－消光剤成分対の他の例は、引用により本明細書に組み込まれるアメリ
カ特許第6,245,514号に見出され得る。
【０１７３】
　FRETにおいて蛍光又は消光剤成分の両者として使用され得る分子の例は、フルオレセイ
ン、６－カルボキシフルオレセイン、2’7’－ジメトキシ－4’5’－ジクロロ－６－カル
ボキシフルオレセイン、ローダミン、６－カルボキシローダミン、６－カルボキシ－X－
ローダミン及び５－（2’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（EDANS）
を包含する。蛍光成分がドナー又は受容体であろうと、なかろうと、その励起及び発光ス
ペクトル、及びそれが対合される蛍光成分により定義される。例えば、FAMTMは、488nmの
波長を有する光により、最も効果的に励起され、そして500～650nmのスペクトルを有する
光を放し、そして525nmの最大発光を有する。従って、FAMTMは、その励起で最大514nmを
有する消光剤成分としてTAMRAと共に使用するための適切な蛍光成分である。
【０１７４】
　いくつかの態様においては、次のプローブ変異体が使用される：
　FGGACTAGAIGGTTAGAGGAGACCCCGCGGP (配列番号28の変異体である);
　FGGAEUAGAIGGUUAGAGGAGAEEEEGEGGP (配列番号28の変異体である);
　FGGGTCTCCITCTAACCTCTAGTCCTTCCCCCP (配列番号70の変異体である);
　FGGGUEUEEIUEUAACCTCTAGTCCTTCCCCCP (配列番号70の変異体である); 及び
　FGGTCTAGAIGGTTAGAGGAGACCCTCCAGP (配列番号25の変異体である)。
　上記プローブのすべてにおいては、次の通りである：F＝CY5；I＝FAM；P＝PO4；U＝プ
ロピニルdU；E＝５－メチル－dC。
【０１７５】
3.3. 日本脳炎ウィルス血清グループの検出できるメンバーの核酸；
　本発明のプライマー、プローブ、方法及びキットは、フラビウィルス属の一定のメンバ
ーの検出のために有用である。特に、前記プライマー、プローブ、方法及びキットは、日
本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するために有用である。例えば；本明細書
に従って検出され得る日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーは、日本脳炎ウィルス、
西ナイル熱ウィルス、マリーバレー脳炎ウィルス、SLEV及びクンジウィルスを包含するが
、但しそれらだけには限定されない。いくつかの場合、いくつかのそれらのウィルスの少
なくとも１つの株の完全な配列は、決定されている。それらの配列は、日本脳炎ウィルス
血清グループメンバーの核酸配列と本発明のヌクレオチドとの一列整列を提供する、図４
に表わされるGenBank受託番号への参照により見出され得る。
【０１７６】
　図４における受託番号により同定される個々のウィルス血清グループのほかのメンバー
、例えばCacipacoreウィルス、セントルイス脳炎ウィルス、Usutuウィルス及びYouendeウ
ィルスのゲノムの完全な核酸配列はまだ決定されていない。それにもかかわらず、本発明
のプライマー及びプローブは、日本脳炎ウィルス血清グループのすべてのメンバーと高い
程度の保存性を有する配列にハイブリダイズすると思われる。さらに、当業者は、そのプ
ライマー及びプローブが、それらのウィルスゲノムの核酸配列の決定に続いて、まだ配列
決定されていないメンバーの１つからの核酸にハイブリダイズできることを容易に理解す
ることができる。
【０１７７】
　ある態様においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸が検出され得る
。他の態様においては、日本脳炎ウィルスの核酸が検出され得る。さらに他の態様におい
ては、ウィルスナイル熱ウィルスの核酸が検出され得る。さらに他の態様においては、ク
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ンジウィルスの核酸が検出され得る。さらに他の態様においては、マリーバレー脳炎ウィ
ルスの核酸が検出され得る。さらに他の態様においては、SLEVの核酸が検出され得る。さ
らに他の態様においては、日本脳炎ウィルス、西ナイル熱ウィルス、SLEV又はマリーバレ
ー脳炎ウィルスの核酸が検出され得る。
【０１７８】
　検出されるべき核酸は、本明細書に記載されるような検出できるフラビウィルスからの
いずれかの核酸であり得る。典型的には、核酸は、検出されるべきフラビウィルスは＋－
鎖の一本鎖RNAゲノムを有するので、一本鎖RNAであろう。しかしながら、検出されるべき
核酸はまた、検出され得るフラビウィルスのRNAゲノムの配列において対応するDNAでもあ
り得る。そのようなDNAは、例えば下記セクション4.1．に記載されるように、ウィルスRN
Aを逆転写することにより調製され得る。
【０１７９】
　検出できるフラビウィルスの核酸の存在は、当業者に知られているいずれかの源からの
サンプルにおいて検出され得る。例えば、ウィルス核酸は、上記に定義されるように、生
物学的サンプルにおいて検出され得る。ウィルス核酸は、いずれかの天然源、例えば脊椎
動物、例えば魚、両性類、爬虫類、鳥、又は哺乳類、及び無脊椎動物、例えば昆虫、甲殻
類、クモ類、等からのサンプルにおいて検出され得る。さらに、試験されるべきサンプル
は、非生存源、例えば水又は土壌サンプル、又はスワイプサンプル、例えば表面を試験す
ることに起因するサンプルからであり得る。
【０１８０】
　本発明のある態様においては、検出されるべき核酸は、当業者に知られている方法に従
って増幅され得る。増幅は、本明細書に記載される方法に従って、検出の前に行われるか
、又は増幅は本明細書に記載されるように検出と同時に行われ得る。核酸を増幅するため
の方法は、下記に、及び例えば引用により本明細粗に組込まれるSaiki など. , 1988, Sc
ience 239: 487-91に記載される。
【０１８１】
3.4. 他の検出できるフラビウィルスの核酸：
　本発明のプローブ、方法及びキットはまた、他のフラビウィルス、例えばデング熱ウィ
ルス、モンタナ筋炎白質脳炎ウィルス、モドックウィルス及び黄熱病ウィルス（但し、そ
れらだけには限定されない）からの核酸を検出するためにも使用され得る。日本脳炎ウィ
ルスは、それらの検出できるフラビウィルスの核酸配列と配列番号16との一列整列を提供
する、図５に表わされる受託番号への参照により見出され得る。図５におけるGenBank受
託番号により同定される個々のフラビウィルスゲノムの核酸配列は、引用により本明細書
に組込まれる。
【０１８２】
　本明細書において論じられるように、プライマー41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
 50, 51, 52, 53, 54及び55は、デング熱ウィルスの増幅及び/又は検出のために有用であ
り、そしてプライマー56, 57, 58, 59, 60, 61, 62及び63は、黄熱病ウィルスの増幅及び
/又は検出のために有用である。
【０１８３】
3.5. 異なったウィルス変異体又は異なったウィルスを検出するための多重増幅反応：
　本発明のプライマー及びプローブは、１つよりも多くのウィルス核酸を検出するために
反応において組み合わされ得る。例えば、いくつかの場合、多数の上流及び/又は多数の
下流プライマーは、異なったウィルス変異体（例えば、検出されず、又は単一のプライマ
ー又はプライマー対により不良に検出される）の検出への使用のために１つの反応混合物
において組み合わされる。いくつかの態様においては、多数の上流及び/又は多数の下流
プライマーは、１つよりも多くのウィルスを検出するために１つの反応混合物において組
み合わされる。
【０１８４】
　そのような態様においては、検出されるべき個々のウィルスに対して特異的プライマー
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は、反応混合物に包含され、それにより、サンプルに存在する個々のウィルス核酸の増幅
を可能にする。例えば、西ナイル熱ウィルス、SLEV、デング熱ウィルス及び黄熱病ウィル
スの増幅のためのプライマーのいずれかの組合せが、どのウィルスの検出が所望されるか
に依存して包含され得る。単一の反応を用いての多数のウィルスの検出は、例えば血液供
給物をスクリーニングする場合、又はいずれかのウィルスによる汚染が検出される必要が
あるすべてである他の場合において有用である。
【０１８５】
　本発明のプローブは、上記反応に使用され得る。所望する結果に依存して、いずれかの
可能なウィルス核酸生成物を検出できる単一のプローブが使用され得る。他方では、個々
の可能なウィルス核酸生成物に特異的にハイブリダイズする異なったプローブが使用され
得る。そのような場合、個々のプローブと共に異なった検出できるラベルを用いることが
有用であり、それにより、ウィルス核酸生成物の分化を可能にする。
【０１８６】
　いくつかの態様においては、多重PCRが、上記成分を用いて、多数のウィルス核酸を検
出するために使用され得る。多重PCRは、同じ反応における多数のポリヌクレオチドフラ
グメントの増幅及び/又は検出を可能にする。例えば、PCR PRIMER, A LABORATORY MANUAL
 (Dieffenbach, ed. 1995) Cold Spring Harbor Press, pages 157-171を参照のこと。
　いくつかの場合、西ナイル熱ウィルス及びSLEVの両者の検出のためのプライマーが使用
される。いくつかの態様においては、西ナイル熱ウィルス、SLEV及びデング熱ウィルスの
検出のためのプライマーが使用される。いくつかの態様においては、西ナイル熱ウィルス
、SLEV及び黄熱病ウィルスの検出のためのプライマーが使用される。いくつかの態様のい
ては、西ナイル熱ウィルス、SLEV、黄熱病ウィルス及びデング熱ウィルスの検出のための
プライマーが使用される。いくつかの場合、多重反応はさらに、本明細書に記載されるよ
うに、少なくとも１つのプローブを含んで成る。
【０１８７】
４．日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー及び確かな他のフラビウィルスの核酸の検
出及び/又は定量化方法：
　ある観点においては、本発明は、一定のフラビウィルスの核酸を検出するための核酸プ
ライマー及びプローブの使用方法を提供する。他の観点においては、本発明は、サンプル
における一定のフラビウィルスの核酸を増幅するためへの核酸プライマー及びプローブの
使用方法を提供する。当業者において知られている核酸を検出するために核酸プライマー
及びプローブを用いるためのいずれかの方法が、上記のように、検出できるフラビウィル
スの核酸を検出するために使用され得る。
【０１８８】
　ある態様においては、前記方法は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を
検出するためへのプライマー及びプローブの使用を提供する。他の態様においては、前記
方法は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するためへの２種のプラ
イマー及びプローブの使用を提供する。さらに他の態様においては、前記方法は、下記の
ような一定のフラビウィルスを検出するためへのプローブの使用を提供する。
【０１８９】
4.1．日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出し、そして/又は定量化する
ための5’ヌクレアーゼ反応に基づくアッセイ：
　本発明のある観点においては、前記方法は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー
の核酸を、プライマー及びプローブにより検出することを含んで成る。それらの方法は一
般的に、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸にハイブリダイズされるプライ
マーと、5’ヌクレアーゼ活性を有する酵素とを接触することを含んで成る。次に、5’ヌ
クレアーゼ活性を有する酵素は、5’ヌクレアーゼ反応において日本脳炎ウィルス血清グ
ループのメンバーの核酸にハイブリダイズされるプローブを断片化する。プローブは、そ
のプローブの断片化の検出を可能にする検出できる成分によりラベルされ得る。そのよう
な方法は、引用により本明細書に組込まれるアメリカ特許第6,214, 979号, 第5,804, 375
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号, 第5,487, 972号及び 第5,210, 015号に記載されているそれらの方法に基づかれてい
る。
【０１９０】
　5’ヌクレアーゼ反応においては、核酸、プライマー及びプローブが、5’→3’ヌクレ
アーゼ活性を有することが当業者により知られているいずれかの酵素と接触せしめられ得
る。ポリメラーゼによるプローブの切断及び核酸からのプローブの多くのフラグメントの
開放を可能にする条件が好ましくは、選択される。5’ヌクレアーゼ活性を有する好まし
い酵素は、鋳型－依存性核酸ポリメラーゼを包含する。既知の天然の及び組換え形のその
ようなポリメラーゼは、例えばE. コリDNAポリメラーゼI（Fermentas, Inc., Hanover, M
D）、バチルス・ステアロサーモフィラス（Bacillus stearothermophilus）DNA ポリメラ
ーゼ、及びサーモコーカス・リトラリス（Thermococcus littoralis）DNAポリメラーゼを
包含する。
【０１９１】
　好ましい態様においては、5’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、熱安定性で且つ熱活
性の核酸ポリメラーゼである。そのような熱安定性ポリメラーゼは、ユーバクテリウム属
サーマス（Thermus）、サーマトガ（Thermatoga）及びサーモシフォ（Thermosipho）の種
々の種からの天然の及び組換え形のポリメラーゼを包含するが、但しそれらだけには限定
されない。例えば、本発明の方法に使用され得るサーマス種のポリメラーゼは、引用によ
り本明細書に組込まれる、アメリカ特許第5,405, 774号, 第5, 352,600号, 第5,079, 352
号, 第4, 889,818号, 第5,466,591号, 第5,618, 711号, 第5, 674,738号, 及び 第5,795,
 762号に記載されるような、サーマス・アクアチカス（Taq）DNAポリメラーゼ、サーマス
・サーモフィラス（Tth）DNAポリメラーゼ、サーマス種Z05（Z05）DNAポリメラーゼ、及
びサーマス種sps17（sps17）を包含する。
【０１９２】
　本発明の方法に使用され得るサーマトがポリメラーゼは、例えばサーマト・マリチマDN
Aポリメラーゼオ及びサーマトが、ネアポリタナDNAポリメラーゼを包含し、そして使用さ
れるサーモシフォポリメラーゼは、サーモシフォ・アフリカナスDNAポリメラーゼである
。サーマトガ・マリチマ及びサーモシフォ・アフリカナスDNAポリメラーゼの配列は、引
用により本明細書に組み込まれる、公開番号WO92/06200号を有する国際特許出願番号PCT/
US91/07035号に公開されている。サーマトガ・ネアポリタナの配列は、引用により本明細
書に組み込まれる国債特許番号WO97/09451号に見出され得る。
【０１９３】
　5’ヌクレアーゼ反応は、検出されるべき核酸と、プライマー、プローブ及び5’→3’
ヌクレアーゼ活性を有する酵素とを、プライマー及びプローブが核酸にハイブリダイズす
る条件下で接触することを含んで成る。5’ヌクレアーゼ反応の成分はいずれかの順序で
検出されるべき核酸を接触することができ、例えばプライマーは、最初に検出されるべき
核酸、続いてプローブ、及び5’ヌクレアーゼ活性を有する酵素を接触することができ、
又は他方では、5’ヌクレアーゼ活性を有する酵素は、最初に検出されるべき核酸、続い
てプローブ及びプライマーを接触することができる。
【０１９４】
　ある態様においては、１つよりも多くのプライマー又はプローブが、5’ヌクレアーゼ
反応に添加され得る。確かな好ましい態様においては、１対のプライマーは、5’ヌクレ
アーゼ反応において核酸を接触することができる。プライマーは、DNA合成反応をプライ
ミングできるいずれかのプライマーであり得る。わずか１つのプライマーが使用される場
合、そのプライマーは、プローブの上流の核酸にハイブリダイズすべきであり、すなわち
プライマーの3’末端はプローブの5’末端側に向けるべきである。プライマーの3’末端
は、プローブの5’末端近くにハイブリダイズし、又はプライマーの3’末端はさらに、プ
ローブの5’末端の上流にハイブリダイズすることができる。１つよりも多くのプライマ
ーが使用される場合、少なくとも１つのプリマーが、上記に記載されるように、プローブ
の上流の検出されるべき核酸にハイブリダイズするべきである。
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【０１９５】
　本発明の5’ヌクレアーゼ反応のある態様は、当業者に知られているいくつかの5’ヌク
レアーゼ反応に基づかれている。そのような反応の例は、引用により本明細書に組み込ま
れるアメリカ特許第5,210,015号に詳細に記載されている。
【０１９６】
　手短に言及すれば、5’ヌクレオチド反応において、標的核酸が、プライマー及びプロ
ーブと、そのプライマー及びプローブが核酸の鎖にハイブリダイズする条件下で接触せし
められる。核酸、プライマー及びプローブはまた、5’→3’ヌクレアーゼ活性を有する酵
素、例えば核酸ポリメラーゼと接触される。5’→3’ヌクレアーゼ活性を有する核酸ポリ
メラーゼは、プライマーの下流の核酸にハイブリダイズされるプローブを分解することが
できる。プライマーの3’末端は、鋳型核酸に基づかれるような新規核酸の核酸ポリメラ
ーゼによる延長のための基質を提供する。ポリメラーゼは新規核酸を延長するので、それ
は、プローブの5’末端に遭遇し、そしてプローブからのフラグメントの切断を開始する
。
【０１９７】
　プライマー及びプローブは、それらが、プライマーの3’末端への核酸ポリメラーゼの
結合がプローブの5’末端と接触するよう、お互い密接して標的核酸にハイブリダイズす
るよう企画され得る。この工程においては、核酸延長は、切断を達成するための位置に核
酸ポリメラーゼを導くことを必要とされない。用語“重合－無関係切断”が、この工程を
意味する。
【０１９８】
　他方では、プライマー及びプローブが核酸のより離れた領域にアニーリングする場合、
核酸延長は、核酸ポリメラーゼがプローブの5’末端に遭遇する前に起こるべきである。
重合が継続するにつれて、ポリメラーゼは、プローブの5’末端からフラグメントを前進
的に切断する。この切断は、プローブの残りが、それが鋳型分子から解離する程度まで不
安定化されるまで、継続する。用語“重合－依存性切断”が、この工程を意味する。
【０１９９】
　重合－無関係の切断の１つの利点は、核酸の増幅の必要性の排除である。プライマー延
長の不在下で、核酸の鎖は、実質的に一本鎖である。プライマー及びプローブが核酸に隣
接して結合される場合、連続的段階のオリゴヌクレオチドアリーリング及びフラグメント
の切断が生じる。従って、十分な量のプローブが、検出できるシグナルを生成するために
断片化され、それにより、重合の不在下での検出を可能にする。
【０２００】
　いずれの工程においても、核酸を含むサンプルが供給される。核酸が二本鎖化される場
合、それは最初に、変性され、例えば核酸の鎖がお互い分離されるべきである。いずれか
適切な変性方法、例えば当業者に知られている物理的、化学的又は酵素学的手段が、核酸
鎖を分離するために使用され得る。鎖分離のための好ましい物理的手段は、核酸が完全に
（99％以上）、変性されるまで、それを加熱することである。典型的な熱変性は、約10秒
～約10分間、約80℃～約105℃の範囲の温度を包含する。変性の他の手段として、核酸は
サンプル、例えば一本鎖RNA又はDNAウィルスにおいて一本鎖形で存在することができる。
【０２０１】
　本発明のプライマー、プローブ、方法及びキットにより検出され得るウィルスは、一本
鎖化された＋－鎖RNAウィルスであることが注目されるべきである。従って、天然のウィ
ルスゲノムの変性は、増幅されていないウィルスゲノムを検出するためには必要とされな
い。しかしながら、天然のウィルスゲノムが下記に記載される本発明の一定の態様に従っ
てDNA中に逆転写される場合、増幅されたウィルス核酸の変性は、本発明のプライマー及
びプローブによる検出の前、必要である。
【０２０２】
　検出されるべき核酸がRNAである場合、そのRNAは上記に記載されるように5’ヌクレア
ーゼ反応のためのRNA鋳型として使用されるか、又はそのRNAはcDNA中への逆転写のための
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鋳型として使用されるか、又は両者が同時に行われる。ある態様においては、RNAは、DNA
への逆転写を伴わないで、本発明の方法を用いて検出され得る。上記のような重合－無関
係の切断がそのような態様のために特に十分に適切である。他の態様においては、RNAは
最初に、プローブの不在下でcDNA中に逆転写され、そして次に、cDNA生成物は本発明の方
法に従って検出され得る。さらに他の態様においては、RNAは、プローブの存在下で逆転
写され、同時に、続いて増幅され、そして/又は検出され得るcDNAが生成され、そして本
明細書に記載されるようにしてプローブの断片化を評価することにより、RNAの存在下で
検出される。
【０２０３】
　RNAがプローブの不在下で逆転写される場合、RNAは当業者に知られているいずれかの方
法によりcDNA中に逆転写され得る。そのような逆転写の生成物は、本明細書に記載される
方法に従って、いずれかの検出できる核酸として検出され得る。
【０２０４】
　RNAがプローブの存在下で逆転写される場合、RNAは、DNA鎖合成のための鋳型としてRNA
を使用することができる、5’→3’ヌクレアーゼ活性を有するDNAポリメラーゼにより逆
転写され得る。すべての既知DNAポリメラーゼ合成活性に関しては、そのような合成はプ
ライマー、例えば本明細書に記載されるそれらの存在を必要とする。鋳型としてRNAを使
用できるDNAポリメラーゼは好ましくは、熱安定性であり、その結果、変性及びDNA合成の
複数のサイクルがポリメラーゼを破壊しないで起こることができる。さらに、逆転写のた
めに使用されるDNAポリメラーゼは好ましくは、DNA鋳型を用いてDNAを合成することがで
きる。
【０２０５】
　そのようなポリメラーゼは、例えばアメリカ特許第6,468,775号（カルボキシドサーマ
ス・ヒドロゲンホルマンス（Carboxydothermus hydrogenformans）DNAポリメラーゼ）、
第5,968,799号（サーモシフォ・アフリカナス（Thermosipho africanus）DNAポリメラー
ゼ）、第5,736,373号（バチルス・パアリダス（(Bacillus pallidus）DNAポリメラーゼ）
、第5,674,738号（サーマス種Z05　DNAポリメラーゼ）及び第5,407,800号（サーマス・ア
クアチカス（Thermus aquaticus）及びサーマス・サーモフィラス（Thermus thermophilu
s）DNAポリメラーゼ）（それらは引用により本明細書に組み込まれる）に記載されている
。さらに、逆転写活性を有する熱安定性DNAポリメラーゼを用いてRNAを逆転写するための
方法及び組成物は、引用により本明細書に組込まれる、アメリカ特許第5,693, 517号, 第
5, 561, 058号, 第5,405, 774号, 第5, 352,600号, 第5,310, 652号, 及び 第5,079, 352
号に記載されている。
【０２０６】
　RNA又はDNAのいずれかにせよ、変性された核酸鎖は、核酸鎖へのプライマー及びプロー
ブの結合を可能にするハイブリダイゼーション条件下でプライマー及びプローブにより接
触される。ある態様においては、２種のプライマーは、核酸を増幅するために使用され得
る。その態様においては、２種のプライマーが選択され得、その結果、核酸に沿ってのそ
れらの相対的位置は、延長生成物がその鋳型（相補体から）から分離された後、１つのプ
ライマーから合成される延長生成物が定義される長さの増幅された生成物を生成するため
に、他のプライマーの延長のための鋳型として作用することができるような位置である。
生成物の長さは、２種のプライマー間の配列の長さ、及び２種のプライマー自体の長さに
依存する。
【０２０７】
　相補的鎖は典型的には、プローブ又はプライマーのいずれかよりも長いので、鎖はより
多くの接触点を有し、そして従って、所定の時間で、より発見の機会及びお互いの結合の
機会が存在する。高いモル過剰のプローブ及びプライマーは、鋳型再アニーリングよりも
むしろプライマー及びプローブアニーリングに対する平衡シフトを助ける。
【０２０８】
　プライマーは、重合のための剤の存在下で延長生成物の合成を強めるために十分に長く
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あるべきである。プライマーの正確な長さ及び組成は、多くの因子、例えばアニーリング
の温度、プライマーの源及び組成、プライマーアニーリング部位へのプローブアニーリン
グ部位の接近性、及びプライマー：プローブの濃度比に依存する。例えば、配列の複雑性
に依存して、オリゴヌクレオチドプライマーは典型的には約15～30個のヌクレオチドを含
むが、但しそれはより少ないか又はより多いヌクレオチドを含むことができる。プライマ
ーは、それらのそれぞれの鎖に選択的にアニーリングし、そして安定した重複体を形成す
るために十分に相補的であるべきである。
【０２０９】
　個々のプライマーは、核酸の鎖に対して“実質的に”相補的であるよう選択され得る。
プライマーは、鋳型の正確な配列に影響を及ぼす必要はないが、しかし適切な反応条件下
でそれらのそれぞれの鎖に選択的にハイブリダイズするのに十分に相補的であるべきであ
る。相補的塩基又はより長い配列は、プライマー中に散在され得ないか、又はプライマー
の末端に位置され得ないが、但しプライマーはそれらと安定した重複体を形成するために
その鋳型鎖との十分な相補性を保持すべきである。プライマーの非相補的ヌクレオチド配
列は、制限の酵素部位を含むことができる。非相補的ヌクレオチド配列は好ましくは、プ
ライマーの3’末端で存在しない。
【０２１０】
　プローブは好ましくは、ポリメラーゼが核酸及びプライマーを結合し、そして検出でき
る核酸の鋳型に基づいてプライマーからの新規核酸鎖を延長し始める前、検出されるべき
核酸にハイブリダイズする。プローブが検出できる核酸と接触する前、ポリメラーゼがプ
ライマー及び検出されるべき核酸を結合することが可能であるが；しかしながら、この配
置は下記に記載されるように、好ましいPCRに基づく5’ヌクレアーゼ反応におけるように
、プライマー延長の多数のサイクルが行われない場合、低められたプローブ断片化をもた
らすことができる。従ってプローブは、ポリメラーゼによるプライマー延長が開始する前
、検出されるべき核酸にハイブリダイズすることが好ましい。
【０２１１】
　当業者に知られている種々の技法が、プローブが、プライマー延長重合がこの重複体領
域に達する前、又はポリメラーゼが重合－無関係工程における上流のオリゴヌクレオチド
に達する前、検出できる核酸にハイブリダイズするであろう蛍光を増強するために使用さ
れ得る。例えば、短いプライマー分子は一般的に、核酸との十分に安定したハイブリッド
複合体を形成するために、より低い温度を必要とする。従って、プローブはプライマーよ
りも長く企画され得、その結果、プローブはプライマーアニーリングに関して高い温度で
核酸に選択的にアニーリングする。
【０２１２】
　それらのヌクレオチド組成に基づいて、異なった熱安定性を有するプライマー及びプロ
ーブをまた使用することができる。例えば、プローブは、より高いG/C含有率、及び従っ
て、プライマーよりも高い熱安定性を有するよう選択され得る。他方では、又はさらに、
１又は複数の修復された、非標準の又は誘導体化されたDNA塩基が、従来のDNA塩基のみを
有するプライマー又はプローブに比較して、より高いか又は低い熱安定性をもたらすため
にプライマー又はプローブ中に組込まれ得る。そのような修飾された、非標準の又は誘導
体化された塩基の例は、引用により本明細書に組み込まれる、アメリカ特許第6,320, 005
号, 第6, 174,998号, 第6,001, 611号, 及び第5,990, 303号に見出され得る。
【０２１３】
　さらに、反応の温度はまた、プローブ及びプライマーの異なった熱安定性を利用するた
めに変更され得る。例えば、上記のように高い温度での変性に続いて、反応は、プライマ
ーではなく、プローブの結合を可能にする中間温度でインキュベートされ得、続いてさら
に、プライマーのアニーリング及び続く延長を可能にするために温度が低められる。
　高モル過剰のプライマーに対するプローブの温度がまた、プライマーの前、プローブの
結合を選択的に好むよう選択され得る。そのようなプローブ濃度は典型的には、一般的に
0.5－５×10-7Mである、それぞれのプライマー濃度よりも約２～20倍高い範囲で存在する
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。
【０２１４】
　オリゴヌクレオチドプライマーの鋳型－依存性延長は、適切な塩、金属カチオン及びpH
緩衝システムから成る反応媒体において、上記に論じられるように、適切な量の４種のデ
オキシリボヌクレオチド三リン酸（dATP, dGTP, dCTP及びdTTP）又は類似体、例えばdUTP
の存在下でDNAポリメラーゼにより触媒される。適切な重合剤は、プライマー及び鋳型－
依存性DNA合成を触媒し、そして5’→3’ヌクレアーゼ活性を有することが知られている
酵素である。
【０２１５】
　そのような酵素は、例えばE. コリDNAポリメラーゼI、サーマス・サーモフィラスDNAポ
リメラーゼ、バチルス・ステアロサーモフィラスDNA ポリメラーゼ、サーモコーカス・リ
トラリスDNAポリメラーゼ、サーマス・アクアチカスDNAポリメラーゼ、及びZ05DNAポリメ
ラーゼを包含する。さらに、それらのDNAポリメラーゼを用いてDNA合成を行うための反応
条件は、当業界において良く知られている。本発明の方法において有用であるためには、
重合剤は、オリゴヌクレオチドを効果的に切断でき、そして検出できるシグナルが直接的
に又は間接的に生成されるよう、ラベルされたフラグメントを開放できる5’ヌクレアー
ゼ活性を有すべきである。
【０２１６】
　合成の生成物は、鋳型鎖及びプライマー延長鎖から成る重複体分子である。この合成の
副生成物は、モノ－、ジ－及びオリゴ－ヌクレオチドフラグメントの混合物から成るプロ
ーブフラグメントである。好ましい態様においては、変性の反復されるサイクル、プロー
ブ及びプライマーアニーリング、プライマー延長及びプローブの切断が行われ、プライマ
ーにより定義される増幅された領域の指数的蓄積及びラベルされたフラグメントの指数的
生成がもたらされる。そのような反復された熱サイクルは一般的に、ポリメラーゼ鎖反応
（PCR）として当業界において知られている。十分なサイクルが、陽性反応を区別するた
めに十分な量のプローブの断片化を達成するために行われ、すなわち検出されるべき核酸
が負の反応から存在し、すなわち検出されるべき核酸が存在しない。一般的に、陽性反応
は、負の反応より大きな程度のシグナルを示すであろう。
【０２１７】
　確かな好ましい態様においては、PCR反応は、熱安定性酵素を利用する自動化された工
程として行われる。この工程においては、反応混合物は、変性段階、プローブ及びプライ
マーアニーリング段階、及び合成段階を通して循環され、それにより、切断及び置換がプ
ライマー依存性鋳型延長と同時に生じる。熱サイクラー、例えばABI3700（Applied Biosy
stems, Inc., Foster City, CA）（熱安定性酵素による使用のために特別に企画される）
が使用され得る。本発明のそのような態様においては、検出されるべき核酸が、検出でき
るようラベルされたプローブの不在下で増幅され、続いて別の反応における増幅生成物が
検出される。他方では、検出されるべき核酸が、プローブの存在下で増幅され、単一の反
応での増幅及び検出が可能にされる。
【０２１８】
　温度安定性ポリメラーゼは、二本鎖延長生成物を変性する好ましい手段が、PCRサイク
ルの間、それらを高い温度（約95℃）に暴露することによるので、この自動化された工程
において好ましい。例えば、アメリカ特許第4,889,818号は、サーマス・アクアチカスか
ら単離される代表的な熱安定性酵素を開示する。追加の代表的な温度安定性ポリメラーゼ
は、例えば熱安定性細菌サーマス・フラバス（Thermus flavus）、サーマス・ルベル（Th
ermus ruber）、サーマス・サーモフィラス（Thermus thermophilus）、バチルス・ステ
アロサーモフィラス（Bacillus stearothermophilus）（列挙される他の温度よりも幾分
低い最適温度を有する）、サーマス・ラクテウス（Thermus lacteus）、サーマス・ルベ
ンス（Thermus rubens）、サーモトガ・マリチマ（Thernotoga maritima）、サーモコカ
ス・リトラリス（Thermococcus littoralis）、メタノサーマス・フェルビダス（Methano
thermus fervidus）及びピロコーカス・フリオサス（Pyrococcus furious）から抽出され



(43) JP 4782668 B2 2011.9.28

10

20

30

40

50

たポリメラーゼを包含する（Stratagene, La Jolla, CA）。上記のように、それらの熱安
定性ポリメラーゼは、RNA鋳型からDNAを合成することができる。RNA分子が本発明の方法
に従って検出される予定である場合、RNA鋳型からDNAを合成することができ、すなわち逆
転写活性を有するDNAポリメラーゼが使用されるべきである。
【０２１９】
　他の観点においては、本発明の方法はまた、サンプルにおける日本脳炎ウィルス血清グ
ループのメンバーの核酸の量を定量化するために使用され得る。そのような方法において
は、上記のような5’ヌクレアーゼ反応が行われ、そして生成される蛍光の量が定量化さ
れる。蛍光の量は当業者に知られているいずれかの方法により定量化され得る。ある態様
においては、放される蛍光の量は、フルオロメーターにより定量化され得る。蛍光の量が
、対照反応により放される蛍光の量に比較され得る。
【０２２０】
　対照反応は好ましくは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの既知量の核酸を有
するサンプルにより行われる反応と同じ試薬を用いて及び同じ時間で行われる。他方では
、蛍光成分により放される蛍光の量が、ウィルス核酸濃度に対して蛍光をプロットする標
準曲線に比較され得る。代表的な標準曲線は図６に示される。日本脳炎ウィルス血清グル
ープのメンバーの核酸の量を定量化するさらなるガイドは、公開されたアメリカ特許出願
公開番号2002/0058262号、及びヨーロッパ特許第1138780号、第1138783号及び第1138784
号に見出され得る。
【０２２１】
4.2.１又は複数のプライマー及びプローブを使用する、日本脳炎ウィルス血清グループの
メンバーの核酸を検出するための他の方法：
　上記5’ヌクレアーゼ反応の他に、本発明はさらに、下記のような、日本脳炎ウィルス
血清グループのメンバーの核酸を検出するために使用され得る他の方法を提供する。
【０２２２】
　ある態様においては、核酸を検出するために２種の核酸プライマー及び核酸プローブを
用いる、当業者により知られているいずれかの方法が、日本脳炎ウィルス血清グループの
メンバーの核酸を検出するために使用され得る。セクション3.1及び3.2に記載される核酸
プライマー及びプローブは、当業者に知られているいずれかのそのような方法に使用され
得る核酸プライマー及びプローブは、当業者に知られているいずれかのそのような方法に
使用され得る。
【０２２３】
　ウィルス核酸を検出するために使用され得る典型的な増幅反応は、ポリメラーゼ鎖反応
(PCR) 及び リガーゼ鎖反応(LCR) (アメリカ特許第4,683,195号 及び第4,683,202号; PCR
 Protocols : A Guide to Methods and Applications (Innisなど., eds, 1990)),鎖置換
増幅 (SDA) (Walker, など. Nucleic Acids Res. 20 (7): 1691-6 (1992); Walker PCR　
Methods Appl 3 (1) : 1-6(1993)), 転写－介在性 増幅 (Phyffer,など., J. Clin. Micr
obiol. 34: 834-841 (1996); Vuorinen, など., J. Clin. Microbiol. 33: 1856-1859 (1
995)), 核酸配列に基づく増幅(NASBA) (Compton, Nature 350 (6313); 91-2 (1991)), 回
転塩増幅 (RCA) (Lisby, Mol. Biotechnol. 12 (1): 75-99 (1999)), Hatch など. Genet
. Anal. 15 (2): 35-40 (1999))、 枝分かれ DNA シグナル増幅(bDNA) (Iqbal など, Mol
. Cell Probes 13 (4): 315-320 (1999)) 及び Q-β レプリカーゼ (Lizardi など., Bio
/Technology 6:1197 (1988))を包含する。
【０２２４】
　そのような方法の１つの例は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の増幅
、及び特定のビーコンであるプローブによる核酸の存在の検出である。そのようなプロー
ブは、ヘアーピンを形成できる相補的配列を端に有するハイブリダイズすることができる
標的認識配列を含む。分子ビーコンは、蛍光成分、及びプローブの反対側の端に消光剤成
分を有する。日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸への分子ビーコンのハイブ
リダイゼーションは、消光剤成分から蛍光成分を分離し、蛍光成分の検出を可能にし、そ
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して従って、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在を示す。本発明のい
ずれかのグループが、当業者がヘアーピン構造体を形成できるものとして認識するプロー
ブの5’及び3’末端上へのいくつかの残基の付加を伴って、そのような方法に使用され得
る。分子ビーコンの選択及び使用のさらなるガイドは、引用により本明細書に組み込まれ
るTyagi and Kramer, 1996, Nat. Biotechnol. 14: 303-308による文献に見出される。
【０２２５】
　さらにもう１つの例においては、本発明の２種のプライマー及びプローブが、核酸配列
に基づく増幅を用いて、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するため
に使用され得る。核酸配列に基づく増幅（NASBA）は、日本脳炎ウィルス血清グループの
メンバーの核酸を検出するために使用され得る強力な増幅技法である。NASBA方法におい
ては、次の３種の酵素が使用される：逆転写酵素、T7 RNAポリメラーゼ及びRNアーゼH。
最終増幅生成物は、検出されるべき核酸の極性の反対の極性を有する一般鎖RNAである。
【０２２６】
　増幅されたRNA生成物は、磁気粒子に結合される標的－特異的捕獲プローブ、並びにル
テニウム－ラベルされた検出器プローブ、及び電気化学ルミネセント（ECL）を測定でき
る測定器（NucliSens Reader;biolvlerieux）を通して検出され得る。他方では、NASBAに
より増幅されたRNAは、上記のようにして、増幅反応に分子ビーコンプローブを含むこと
により同時に特異的に検出され得る。本発明のプライマー及びプローブの使用のさらなる
ガイドは、引用により本明細書に組込まれるCompton, 1991, Nature 350:91- 92 及びKie
vits など., 1991,J. Virol. Methods 35:273-86による文献に見出され得る。
【０２２７】
　そのような方法の他の例は、上記に集中的に記載される5’ヌクレアーゼ反応を包含す
る。そのような方法のもう１つの例は、本発明の２種のプライマーによる日本脳炎ウィル
ス血清グループのメンバーの核酸の増幅、続く本発明のプローブによる、増幅された核酸
の検出を包含する。日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するために当
業者により使用されるか又は適合され得るそのような方法のさらなる他の例は、引用によ
り本明細書に組み込まれるアメリカ特許第6,403, 339号, 第6, 329,152号, 第5,952, 202
号, 及び 第5,387, 510号に見出され得る。
【０２２８】
　他の態様においては、核酸を検出するために核酸プライマー及び核酸プローブを用いる
。当業者に知られているいずれかの方法が、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの
核酸を検出するために使用され得る。セクション3.1及び3.2に記載される核酸プライマー
及びプローブは、当業者に知られているいずれかのそのような方法に使用され得る。それ
らの方法においては、当業者は、本発明のプライマーがまた、プローブとして、及び本発
明のプローブがプライマーとして使用され得ることを認識するであろう。
【０２２９】
　例えば、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、固体支持体に結合される
本発明のプライマーにハイブリダイズされ得る。次に、本発明の検出できるようラベルさ
れたプローブは、検出されるべき核酸にハイブリダイズされ、それにより、核酸の存在が
示される。他方では、プローブは、固体支持体に結合され、そして核酸を捕獲するために
使用され、そして次に、プライマーが検出できるようラベルされ、そして核酸にハイブリ
ダイズされ、それにより、核酸の存在を示す。個相に結合されるプローブを用いる方法、
アメリカ特許第5,232,829号及びEP420260号に開示されている。
【０２３０】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するために核酸プライマー及び
プローブを使用する方法のもう１つの例は、超微粒子の使用を包含する。そのような方法
においては、２種のオリゴヌクレオチド、例えば検出されるべき核酸の異なった領域にハ
イブリダイズできる本発明のプライマー又はプローブが、超微粒子に共有結合される。超
微粒子は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、ハイブリダイゼーション
条件下で接触される。
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【０２３１】
　核酸が存在する場合、核酸は超微粒子に結合されるオリゴヌクレオチドに結合し、検出
され得る大きな分子量の複合体を生成する。この複合体は、当業者に知られているいずれ
かの方法により検出され得る。ある態様においては、複合体は、その複合体の沈殿により
検出される。本発明のプライマー及びプローブと共に、超微粒子を用いる方法についての
さらなるガイドは、Taton など. , 2000, Science 289 (5485): 1757-60 及びアメリカ特
許第6,506, 564号, 第6,495, 324号, 第6, 417,340号, 第6,399, 303号, 及び第6,361, 9
44号に見出され得る。
【０２３２】
　さらにもう１つの例においては、回転円増幅（“RCA”）は、日本脳炎ウィルス血清グ
ループのメンバーの核酸を検出するための方法の一部として使用され得る。RCA方法のあ
る態様においては、DNA円が相補的プライマーのポリメラーゼ延長により増幅される。本
発明のいずれかのプライマー又はプローブが、そのような方法に使用され得る。DNAを環
化するための方法は、当業者において良く知られており、そして例えば、分子内連結を好
む条件下でDNA分子の末端を一緒に連結することを包含する。次に、一本鎖生成物コンカ
テマー生成物が、当業者に知られている核酸を検出するためのいずれかの方法により検出
され得る。例えば、コンカテマー生成物は、本発明の検出できるラベルされたプローブを
用いて検出され得る。
【０２３３】
　既知の配列の核酸を検出する方法の他の例は、本明細書に集中的に記載されている。RC
Aの他の態様においては、コンカテマー生成物に対して相補的である第２プライマーが使
用され得る。このプライマーは、環状DNA鋳型に存在する配列の指数的増幅を可能にする
。増幅生成物は例えば、本発明の検出できるようラベルされたプローブを用いることによ
り検出され得る。日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するためのRCA
方法におけるプライマー及びプローブの使用についてのさらなるガイドは、引用により本
明細書に組み込まれる、アメリカ特許第6,344, 329号, 第6, 350,580号, 第6,221, 603号
, 第6, 210,884号, 第5,648, 245号, 及び 第5,714, 320号、及び国際特許公開番号WO95/
35390号に見出され得る。
【０２３４】
　そのような方法のさらにもう１つの例は、上記の重合－無関係5’ヌクレアーゼ反応で
ある。日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するために当業者により使用され
るか又は適合され得るプライマー及びプローブを用いる方法のさらに他の方法は、引用に
より本明細書に組み込まれるアメリカ特許第6,316, 200号, 第6, 268, 128号, 第6,180,3
38号, 第5,716, 784号, 及び第5,573, 906号に記載される。
【０２３５】
　ある態様においては、核酸を検出するために核酸を増幅できる２種の核酸プライマーを
用いる、当業者により知られているいずれかのアッセイが、日本脳炎ウィルス血清グルー
プのメンバーの核酸を検出するために使用され得る。セクション3.1に記載される核酸プ
ライマーは、当業者に知られているいずれかのそのような方法に使用され得る。さらに、
当業者は、本発明のプローブがまた、それらの方法においてプライマーとして使用され得
ることを理解するであろう。
【０２３６】
　そのような方法の１つの例においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核
酸が、分子の5’末端で蛍光成分及び消光剤成分を含むヘアーピン構造体を含んで成る少
なくとも１つのプライマーにより核酸を増幅することにより検出され得る。次に、増幅生
成物中へのプライマーの組込みが、消光剤成分から蛍光成分を分離し、蛍光成分の検出を
可能にする。蛍光成分の検出は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在
を示す。当業者は、必要なヘアーピン構造体を形成するためにプライマー又はプローブに
おける追加の残基を組込むことにより、そのような方法への本発明のプライマー又はプロ
ーブの使用を容易に認識するであろう。そのようなプライマー及びプローブの企画及び選
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択のさらなるガイドは、引用により本明細書に組込まれるNazerenkoなど. , 1997, Nucle
ic Acids Res. 25: 2516-2521 及びThelwell など. , 2000, Nucleic Acids Res. 28: 37
52-3761に見出され得る。
【０２３７】
　そのような方法のもう１つの例においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー
の核酸は、鎖置換増幅（“SDA”）を用いて検出され得る。そのような方法においては、
増幅された日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、蛍光成分、消光剤成分、
及びそれらの２種の成分を分離する構築された制限部位を含んで成る一本鎖プライマーの
組込みにより検出される。当業者は、SDAへの使用のために本発明のプライマー又はプロ
ーブのいずれかをいかにして修飾するかを容易に理解することができる。
【０２３８】
　SDAに使用される第１の増幅反応においては、プライマーは、例えばチオ－dCTPの存在
下で日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を増幅するために使用され、それに
より、増幅生成物中にプライマーが組込まれる。次に、制限エンドヌクレアーゼが、プラ
イマーにおける制限部位にニックを入れるために使用され得る。制限エンドヌクレアーゼ
は、増幅生成物におけるチオ－dCTPの組込みのために、増幅生成物の両鎖を切断すること
はできない。最終的に、ニックにより創造されるプライマーの3’末端は、新規の重合反
応を増強するために使用され、それにより、鋳型鎖から3’側のニックの鎖を置換する。
【０２３９】
　鎖の置換は、消光剤生成物から蛍光成分を分離し、それにより、蛍光成分により放され
る蛍光の消光を妨げる。日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、蛍光の存在
及び/又は量を測定することにより検出され、そして/又は定量化され得る。SDAへの使用
のためのプライマー及びプローブの選択及び修飾に対するさらなるガイドは、引用により
本明細書に組み込まれる。Little など. , 1999, Clin. Chem. 45-777-784 及びアメリカ
特許第6,528, 254 号及び第6,528, 632号に見出され得る。
【０２４０】
　もう１つの例においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、転写－
介在性増幅（“TMA”）を用いて検出され得る。TMAは、検出されるべき核酸を増幅するた
めにRNAポリメラーゼ及び逆転写酵素を使用するRNA転写増幅システムである。前記方法に
おいては、RNAポリメラーゼのためのプロモーターと共に本発明のプライマーは、日本脳
炎ウィルス血清グループのメンバーのRNAの逆転写を増強するために使用される。次に、
逆転写酵素のRNアーゼ活性が、RNA鋳型を分解し、cDNA鎖を開放する。第２鎖の合成は、
本発明の第２プライマーにより増強され、そして逆転写酵素により触媒される。次に、RN
Aポリメラーゼは、第２鎖において合成されるプロモーターを認識し、そして第２鎖から
のRNA転写の多数のサイクルを触媒する。次に、RNA生成物が検出されるか、又はもう１つ
の段階の増幅のための鋳型として作用することができる。
【０２４１】
　次に、TMAのRNA生成物が、当業者に知られているいずれかの方法により検出され得る。
ある態様においては、RNA生成物は、本発明のプローブにより検出され得る。他の態様に
おいては、RNA生成物は、アクリジン－エステルラベルによりラベルされた本発明のプロ
ーブにより検出され得る（Gen－Probe, Inc., San Diego, CA）。そのようなラベルはハ
イブリダイズされていないプローブから化学的に除去され、そしてハイブリダイズされた
プローブ上のラベルは妨げられないまま存続する。従って、そのような態様においては、
日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在が、アクリジン－エステルラベル
の存在を検出することにより検出され得る。TMAに基づく方法への本発明のプライマー及
びプローブの使用における追加のガイドは、引用により本明細書に組み込まれる、Arnold
 など., 1989, Clin. Chem. 35: 1588-1594, Miller など. , 1994,J. Clin. Microbiol.
 32-393-397, 及びアメリカ特許第6,335, 166号 及び第6,294, 338号に見出され得る。
【０２４２】
　さらにもう1つの例においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸が、
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診断PCRを用いて検出され得る。そのような方法においては、検出されるべき核酸の存在
は、PCR生成物の好都合な鋳型－依存性増幅により示される。一般的に、PCR生成物の識別
は、PCR生成物のサイズから決定され；決定されるべき核酸の好都合な増幅は一般的に、
既知サイズのPCR生成物をもたらす。
【０２４３】
　核酸、例えばPCR生成物のサイズを決定するための方法は、当業界において良く知られ
ており、そして例えば、中でもゲル及び毛管電気泳動を包含する。日本脳炎ウィルス血清
グループのメンバーの存在を表わす、PCR生成物の好都合な増幅を検出するための他の方
法は、非特異的DNA結合色素の使用を包含する。例えば、SYBR Green (Molecular Probes,
 Inc., Eugene, OR)は、PCRの間に生成されるいずれかの二本鎖DNAの検出及び定量化を可
能にする増幅反応に包含され得る。そのような方法の例は、引用により本明細書に組込ま
れるアメリカ特許第6,323,337号及び第5,863,753号に見出され得る。
【０２４４】
　最終的に、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するために本発明のプライ
マー及びプローブを使用する、当業者により使用されるか又は適合され得る他の方法は、
引用により本明細書に組み込まれる、アメリカ特許第6,528, 632号, 第6, 475,729号, 第
6,361, 944号, 第6,329, 152号, 第6, 270,967号, 第6,258, 546号, 第6, 063,603号, 第
6,057, 099号, 第6, 040,166号, 第5,914, 230号, 第5, 843,650号, 第5,747, 255号, 第
5, 747,251号, 第5,731, 146号, 第5, 712,386号, 第5,635, 347号, 第5, 554,517号, 第
5,409,818号, 第5,384, 242号, 第4,965, 188号, 第4,868, 104号, 第4, 800,159号, 及
び第4,683, 195号に記載される。
【０２４５】
　他の態様においては、核酸を検出するために核酸にハイブリダイズすることができる単
一核酸プライマー又はプローブを使用する、当業者により知られているいずれかのアッセ
イが、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するために使用され得る。
セクション3.1及び3.2に記載される核酸プライマー及びプローブは、当業者に知られてい
るいずれかのそのような方法に使用され得る。さらに、当業者は、本発明のプライマーが
また、プローブとして使用され、そして本発明のプローブが記載される方法においてプラ
イマーとして使用され得ることを認識するであろう。
【０２４６】
　例えば、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、プライマー延長反応を開
始するために、プライマーを用いて検出され得る。核酸ポリメラーゼによるプライマーの
好都合な延長は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在を示す。日本脳
炎ウィルス血清グループのメンバーの存在を示すプライマー延長生成物は、当業者に知ら
れているいずれかの方法により検出され得る。例えば、プライマー延長反応は、32P－ラ
ベルされたヌクレオチドを組込むことができる。
【０２４７】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するために、当業者により記載される
か又は適合されるようにして使用され得る方法を記載する単一プライマー又はプローブ検
出方法の他の例は、引用により本明細書に組込まれる、アメリカ特許第6,440, 707号, 第
6,379, 888号, 第6, 368,803号, 第6,365, 724号, 第6, 361,944号, 第6,352,827号, 第6
,326, 145号, 第6, 312,906号, 第6,268, 128号, 第6,261, 784号, 第6, 177,249号, 第6
,140, 055号, 第6, 130,047号, 第6,124, 090号, 第6, 121,001号, 第6,110, 677号, 第6
, 054,279号, 第6,022, 686号, 第5, 981,176号, 第5, 958, 700号, 第5, 945,283号, 第
5,935, 791号, 第5, 919,630号, 第5,888, 739号, 第5, 888,723号, 第5,882, 867号, 第
5, 876,924号, 第5,866, 336号, 第5, 856,092号, 第5,853, 990号, 第5, 846,726号, 第
5,814, 447号, 第5, 808,036号, 第5,800, 989号, 第5, 795,718号, 第5,792, 614号, 第
5, 710,028号, 第5,683, 875号, 第5, 683,872号, 第5,679, 510号, 第5, 641,633号, 第
5,597, 696号, 第5, 595,890号, 第5,571, 673号, 第5, 547,861号, 第5,525, 462号, 第
5, 514,546号, 第5,491, 063号, 第5, 437,977号, 第5,294, 534号, 第5, 118,605号, 第
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5,102, 784号, 第4, 994,373号, 第4,851, 331号, 第4, 767,700号, 及び 第4,683, 194
号に見出され得る。
【０２４８】
　上記に引用されるアメリカ特許は、１又は２種のプライマーのいずれか、又は１又は２
種のプライマー及びプローブのいずれかを使用することができる方法を開示する。上記の
記載は、そのような方法を分類することを意味しない。単一のプライマーを用いて核酸を
検出するための方法を提供するものとして記載されるアメリカ特許に提供される２種のプ
ライマーはまた、引用により組込まれ、そして本発明のプライマー、プローブ及びキット
と共に使用され得る。
【０２４９】
4.3. 日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸及び一定の他のフラビウィルスを
用いて検出するための方法：
　上記日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するためのアッセイの他に
、本発明はさらに、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸及び一定の他のフラ
ビウィルスを検出するための方法を提供する。それらの方法に従って検出され得るフラビ
ウィルスは、上記セクション3.4に記載される。
【０２５０】
　ある態様においては、核酸を検出するために核酸プローブを用いる、当業者に知られて
いるいずれかの方法が、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸及び一定の他の
フラビウィルスを検出するために使用され得る。日本脳炎ウィルス血清グループのメンバ
ーの核酸、及び一定の他のフラビウィルスを検出するために使用され得る核酸プローブは
、上記セクション3.2.に記載されている。
【０２５１】
　ある態様においては、本発明のプローブは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー
の核酸及び一定の他のフラビウィルスのウィルス配列が、プローブがサンプルに存在する
ウィルス配列に結合するかどうかを決定することにより、サンプルに存在するがどうかを
決定するために使用され得る。例えば、検出は、ドットブロット形式を用いて達成され得
る。ドットブロット形式においては、ラベルされていない、増幅されたサンプルが、固体
支持体、例えば膜に結合され、前記膜がラベルされたプローブにと共に、適切なハイブリ
ダイゼーション条件下でインキュベートされ、ハイブリダイズされていないプローブが洗
浄により除去され、そしてフィルターが結合されたブローブの存在についてモニターされ
る。多数のサンプルが単一プローブにより分析される場合、ドットブロット形式は非常に
有用である。多くのサンプルが単一の膜上の別々の位置で固定され、そしてプローブの溶
液に前記膜を浸すことにより同時にハイブリダイズされ得る。
【０２５２】
　多数の異なったプローブが使用される予定である場合、非常に有用である他の方法は、
増幅された配列がラベルを含み、そしてプローブが固体支持体に結合されている“逆方向
”ドットブロット形式である。この形式は、本発明のアッセイ方法が１つのサンプルに対
して同時に行われるべき一連の方法の１つとして使用される場合に有用である。この形式
においては、ラベルされていないプローブが膜に結合され、そしてラベルされたサンプル
に適切な緊縮ハイブリダイゼーション条件下で暴露される。次に、ハイブリダイズされて
いないラベルされたサンプルが、適切な緊縮条件下での洗浄により除去され、そして次に
、フィルターが結合された配列の存在についてモニターされる。
【０２５３】
　前方向及び逆方向ドットブロットアッセイの両者は従来、マイクロタイタープレートに
おいて行われた；特許を付与されたアメリカ特許第5,232,829号である、1989年９月29日
に出願されたアメリカ特許出願第414,542号のCIPである、1991年５月３日に出願されたア
メリカ特許出願第695,072号を参照のこと（それらは引用により本明細書に組込まれる）
。プローブは、マイクロタイタープレートに付着され、それにより、プローブを固定する
、ウシ血清アルブミン（BSA）に結合され得る。
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【０２５４】
　日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸及び一定の他のフラビウィルスを検出
するために本発明のプローブを用いる方法のもう１つの例は、膜に結合される核酸を検出
するための方法を提供し、そして引用により本明細書に組み込まれるアメリカ特許第6,38
3,756号に記載されている。
【０２５５】
　もう１つの例においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸は、枝分か
れされた－DNAに基づく方法を用いて検出され得る。そのような方法においては、デンド
リマーモノマーは、個々の鎖の中央部分に位置する配列相補性の領域を共有する２本のDN
A鎖から構成される。２本の鎖がモノマーを形成するためにアニーリングする場合、その
得られる構造体は４本の一本鎖末端により境界を有する中央の二本鎖中心を有する。デン
ドリマーは、多くの一本鎖末端を自由にしながら、お互いへのモノマーの一本鎖末端のハ
イブリダイゼーションにより、モノマーからアセンブルされ得る。それらの自由一本鎖末
端は、本発明のプライマー又はプローブのいずれかの配列を有することができる。デンド
リマーは、本発明のプローブに関して上記に記載されるように、当業者に知られているい
ずれかの検出できる成分により検出できるようラベルされ得る。
【０２５６】
　次に、デンドリマーは、例えば下記に記載される“ドットブロット”アッセイにおいて
プローブとして使用され得る。さらに、デンドリマーは、プローブが直接的に検出される
、当業者に知られているいずれかの方法においてプローブとして使用され得る。プローブ
は、そのプローブの存在がいずれかの続く反応又は修飾、例えばドットブロット又はサザ
ンハイブリダイゼーションを伴わないで決定され得る場合、直接的に検出される。日本脳
炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸又は他の検出できるフラビウィルスを検出する
ためにプローブとしてのデンドリマーの選択及び使用に対する追加のガイドは、引用によ
り本明細書に組込まれる、アメリカ特許6,261,779号、及びNilsen など. , 1997, J. The
oretical Biology 187 : 273-284, Capaldi など., 2000, Nucleic. Acids Res. , 28 (7
): 21e, Wang など. , 1998, J. Am. Chem. Soc. 120: 8281-8282, 及び Wang など. , 1
998, Electroanalysis 10 (8): 553-556に見出され得る。
【０２５７】
　当業者は、本発明のプローブが、本発明のプローブにより検出され得るウィルスに対し
て選択的にハイブリダイズするいずれかのプライマーと組合して使用され得ることを認識
するであろう。従って、検出できるフラビウィルスに対して選択的にハイブリダイズする
いずれかのプライマーと組合しての、本発明のプローブにより検出できるフラビウィルス
を検出する方法は、本発明の範囲内であると思われる。
【０２５８】
　上記セクション4.2に記載される日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検
出するために使用され得る単一のプライマー又はプローブを使用するいずれかの方法は、
上記セクション3.4に記載される他のフラビウィルスを検出するために本発明のプローブ
と共に使用され得る。
【０２５９】
５．キット：
　もう１つの観点においては、本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核
酸及び/又は一定の他のフラビウィルスを検出するために使用されるキットを提供する。
本発明のキットにより検出され得る日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーは、上記セ
クション3.3に記載されており、そして本発明のキットにより検出され得る他のフラビウ
ィルスの核酸は、上記セクション3.4に記載されている。
【０２６０】
　ある態様においては、キットは、本発明のプローブを含んで成る。いくつかの態様にお
いては、キットは本発明のプライマーを含んで成る。いくつかの態様においては、キット
は、本発明の１又は複数のプライマー及びプローブの組合せを含んで成る。
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【０２６１】
　例えば、１つの態様においては、キットは、配列番号１の核酸にハイブリダイズする第
１の核酸プライマー、及び配列番号９の核酸にハイブリダイズする第２の核酸プライマー
を含んで成る。他の態様においては、キットは、配列番号29、30、31、32、33、34、35、
36、37、38、39、40、又はその相補体にハイブリダイズするポリヌクレオチドを含んで成
るプライマー（例えば、少なくとも１つの上流及び/又は１つの下流プライマー）を含ん
で成る。典型的なプライマーは、例えば配列番号64、65、66及び67から選択され得る。
【０２６２】
　いくつかの態様においては、キットは、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49
、50、51、52、53、54又は55から選択された少なくとも１つの上流及び/又は下流プライ
マーを含んで成る。
　他の態様においては、キットは、配列番号56、57、58、59、60、61、62又は63から選択
された少なくとも１つの上流及び/又は１つの下流プライマーを含んで成る。
　いくつかの上記態様においては、キットはまた、本明細書に記載されるように、配列番
号16又はその相補体の核酸にハイブリダイズする核酸プローブを含んで成る。
【０２６３】
　ある態様においては、キットは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検
出するために２種の核酸プライマー及び核酸プローブを含んで成る。本発明のキットの成
分である核酸プライマーは、上記セクション3.1に集中的に記載されており、そして本発
明のキットの成分である核酸プローブは、上記セクション3.2に記載されている。プロー
ブは任意には、上記のようにしてラベルされ得る。ある態様においては、キットは熱安定
性DNAポリメラーゼを含んで成る。ある態様においては、熱安定性DNAポリメラーゼは逆転
写活性を有する。ある態様においては、キットは、本発明の方法に従って、検出できるフ
ラビウィルスの核酸を検出するための説明書を包含する。他の態様においては、キットは
、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するための説明書を包含する。他の態
様においては、キットは、キット中の成分を保持するための１又は複数の容器を包含する
。
【０２６４】
　ある態様においては、キットは、本発明のプライマーを含んで成る組成物を含むことが
できる。キットはまた、本発明のプローブを含んで成る組成物を含むことができる。キッ
トはさらに、熱安定性DNAポリメラーゼを含んで成る組成物を含むことができる。本発明
のプライマー又はプローブ、又は熱安定性DNAポリメラーゼを含んで成る組成物はさらに
、追加の試薬を含んで成る。例えば、前記組成物は、組成物の分解を妨げるための適切な
保存剤、組成物のpHを調節するための適切な緩衝液、組成物の粘度を変えるための適切な
稀釈剤、及び同様のものを包含する。
【０２６５】
　キットはさらに、上記のように、5’ヌクレアーゼ反応を行うための他の試薬を含むこ
とができる。さらに、キットは、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在
を示す断片化されたプローブの検出を促進するための試薬を含んで成る。定義される配列
の核酸を検出するために使用され得るキットは、引用により本明細書に組み込まれる、ア
メリカ特許第6,514, 736号, 第6, 197,563号, 第6,040166号, 及び 第5,641, 864号に記
載される。当業者は、本発明の範囲内にある追加のキットを企画するためにそれらのアメ
リカ特許の開示を改良するために、本発明のプライマー及びプローブを容易に使用するこ
とができる。
【０２６６】
　要約すると、本発明は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するた
めの方法に向けられ、ここで前記方法は、
　ａ）サンプルと、配列番号16又はその相補体の核酸にハイブリダイズする、検出できる
ようラベルされた核酸プローブ、配列番号１又はその相補体の核酸にハイブリダイズする
プライマー、及び5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依存性核酸ポリメラー
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ゼとを、前記鋳型－依存性核酸ポリメラーゼによる、前記検出できるようラベルされた核
酸プローブの断片化を可能にする条件下で接触せしめ；そして
　ｂ）前記検出できるようラベルされた核酸プローブの断片化を検出し、ここで前記断片
化が日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の存在を示すことを含んで成る。
【０２６７】
　好ましい態様においては、検出できるようラベルされたプローブは、配列番号17、18、
28又はその相補体のいずれかの少なくとも20個の連続ヌクレオチドを含んで成る。好まし
くは、検出できるようラベルされたプローブは、蛍光成分を含んで成る。蛍光成分は、フ
ルオレセイン－ファミリー色素、ポリハロフルオレセイン－ファミリー色素、ヘキサクロ
ロフルオレセイン－ファミリー色素、クマリン－ファミリー色素、ローダミン－ファミリ
ー色素、シアニン－ファミリー色素、オキサジン－ファミリー色素、チアジン－ファミリ
ー色素、スクアライン－ファミリー色素、キレート化されたランタニド－ファミリー色素
及びBODIPY（商標）－ファミリー色素から成る群から選択され得る。非常に好ましい蛍光
成分は、６－カルボキシフルオレセインである。
【０２６８】
　TaqMan（商標）アッセイの好ましい態様においては、検出できるようラベルされたプロ
ーブはさらに、消光剤成分を含んで成る。消光剤成分は好ましくは、フルオレセイン－フ
ァミリー色素、ポリハロフルオレセイン－ファミリー色素、ヘキサクロロフルオレセイン
－ファミリー色素、クマリン－ファミリー色素、ローダミン－ファミリー色素、シアニン
－ファミリー色素、オキサジン－ファミリー色素、チアジン－ファミリー色素、スクアラ
イン－ファミリー色素、キレート化されたランタニド－ファミリー色素、BODIPY（商標）
－ファミリー色素、及び非蛍光消光剤成分から成る群から選択され得る。最も好ましい消
光剤成分はCy5TMである。
【０２６９】
　好ましい非蛍光消光剤成分は、BHQTM-ファミリー色素, Iowa BlacksTM 又はDabcylから
成る群から選択される。最も好ましい非蛍光消光剤成分は、BHQTM-1, BHQTM-2, 及びBHQT
M-3から成る群から選択される。TaqMan（商標）アッセイにおいては、5’→3’ヌクレア
ーゼ活性を有する鋳型－依存性核酸ポリメラーゼによる、検出できるようラベルされたプ
ローブの断片化は、消光剤成分から蛍光成分を分離する。好ましくは、プローブの断片化
は、レーザー誘発された蛍光により検出される。より好ましくは、蛍光成分は、消光剤成
分に対して位置し、その結果、蛍光成分により放される光子は、プローブが損なわれてい
ないが、しかし5’→3’－ヌクレアーゼ活性を有する酵素によるプローブの断片化が消光
剤成分から蛍光分離を分離する場合、消光剤成分により吸収され、その結果、蛍光成分に
より放される光子が検出され得る。
【０２７０】
　1つの方法においては、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸が、配列番号
１の核酸にハイブリダイズする核酸を含んで成る第１のプライマーにより増幅される。よ
り好ましくは、核酸は、配列番号２の少なくとも16個の連続したヌクレオチドを含んで成
る第１のプライマーにより増幅される。最も好ましくは、第１のプライマーは、配列番号
３又は８を含んで成る。
【０２７１】
　修飾された残基が使用される場合、好ましくは配列番号８の位置23での残基はN6－アル
キル－デオキシアデノシンであり、又は配列番号８の位置23での残基はN6－メチル－デオ
キシアデノシンであり、又は配列番号８の位置24での残基はN6－アルキル－デオキシアデ
ノシンであり、最も好ましくは、N6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデノシンであ
る。より好ましくは、配列番号８の位置23での残基はN6－メチル－デオキシアデノシンで
あり、そして配列番号８の位置24での残基はN6－tert－ブチル－ベンジル－デオキシアデ
ノシンである。
【０２７２】
　好ましくは、第２のプライマーは、配列番号９の核酸にハイブリダイズする核酸、より
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好ましくは、配列番号10の少なくとも16個の連続ヌクレオチド、最も好ましくは配列番号
11又は15を含んで成る。修飾された残基が使用される場合、好ましくは第２のプライマー
は、配列番号15の位置24でN6－アルキル－デオキシアデノシン、最も好ましくはN6－tert
－ブチル－ベンジル－デオキシアデノシンを含んで成る。
【０２７３】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、上記のような方法に使用されるプライマー及びプロー
ブである。それらの位置及び配列に依存して、プライマーはプローブとして使用され得、
又は逆も真である。好ましいオリゴヌクレオチドは、配列番号２，９及び17又はそれらの
相補体のいずれかに含まれる少なくとも16個の連続ヌクレオチドを含む。他の好ましいオ
リゴヌクレオチドは、配列番号3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20, 21
, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 及び 28、又はそれらの相補体のいずれかに含まれる少なく
とも16個の連続ヌクレオチドを含む。
【０２７４】
　好ましいキットは、上記に言及されるような好ましいオリゴヌクレオチドを含んで成る
。より好ましくは、キットは、下記成分を含んで成る：
　ａ）配列番号１又はその相補体の核酸にハイブリダイズする第１の核酸プライマー；
　ｂ）配列番号９又はその相補体の核酸にハイブリダイズする第２の核酸プライマー；及
び
【０２７５】
　ｃ）配列番号16又はその相補体の核酸にハイブリダイズする核酸プローブ。最も好まし
いキットは、任意には又は好ましくは、上記のようにしてラベルされ、そして修飾された
、好ましいプライマー及びプローブを含んで成る。さらに、キットはさらに、熱安定性DN
Aポリメラーゼを含んで成る。そのような熱安定性DNAポリメラーゼは逆転写活性を有する
ことができる。逆転写活性を有するこのDNAポリメラーゼは、カルボキシドサーマス・ヒ
ドロゲンホルマンスDNAポリメラーゼ、サーモシフォ・アフリカナスDNAポリメラーゼ、バ
チルス・パアリダスDNAポリメラーゼ、サーマス種Z05　DNAポリメラーゼ、サーマス・ア
クアチカスDNAポリメラーゼ、サーマス・サーモフィラスDNAポリメラーゼ及びサーマス種
17　DNAポリメラーゼから成る群から選択される。
【０２７６】
　キットはさらに、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出するための説
明書を包含する。
　本発明のもう１つの対象は、配列番号１又はその相補体の核酸にハイブリダイズする核
酸プライマー及び緩衝液を含んで成る、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出
するための組成物である。好ましいプライマー及びプローブは上記に記載される通りであ
る。
【０２７７】
　本発明のもう１つの対象は、サンプル中の日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー又
はデング熱ウィルス、黄熱病ウィルス、モンタナ筋炎白質脳炎ウィルス、又はモドックウ
ィルスの核酸の検出方法であり、ここで前記方法は、
　ａ）前記サンプルと、配列番号16にハイブリダイズする核酸プローブとを接触せしめ；
そして
　ｂ）日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー又はデング熱ウィルス、黄熱病ウィルス
、モドックウィルス又はモンタナ筋炎白質脳炎ウィルスの核酸への前記核酸プローブのハ
イブリダイゼーションを検出し、それにより、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバー
又はデング熱ウィルス、黄熱病ウィルス、モドックウィルス又はモンタナ筋炎白質脳炎ウ
ィルスの核酸の存在を検出することを含んで成る。
【０２７８】
　本発明のもう１つの対象は、サンプル中の日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの
核酸の検出方法であり、ここで前記方法は、
　ａ）前記日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を、配列番号16にハイブリダ
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イズする核酸グローブ、及び5’→3’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依存性DNA
ポリメラーゼの存在下で増幅し；そして
　ｂ）前記プローブの断片化を検出し、それにより、前記日本脳炎ウィルス血清のグルー
プのメンバーの核酸の存在を検出することを含んで成る。
【０２７９】
　本発明のもう１つの対象は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の検出方
法であり、ここで前記方法は、
　ａ）サンプルと、固体支持体に共有結合される、配列番号１、９、16又は29のいずれか
にハイブリダイズする核酸プライマー又はプローブとを、日本脳炎ウィルス血清グループ
のメンバーの核酸による前記核酸プライマー又はプローブのハイブリダイゼーションを可
能にする条件下で、接触せしめ；
　ｂ）前記固体支持体に共有結合される同じプライマー又はプローブではない、配列番号
１、９、16又は29のいずれかにハイブリダイズする、検出できるようラベルされたプライ
マー又はプローブと接触せしめ；そして
　ｃ）前記日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸への前記検出できるようラベ
ルされたプライマー又はプローブのハイブリダイゼーションを検出することにより、日本
脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を検出することを含んで成る。
【０２８０】
　本発明のもう１つの対象は、サンプル中の日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの
核酸の量を定量化するための方法であり、ここで前記方法は、
　ａ）日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーを検出するために、サンプルと、配列番
号16又はその相補体にハイブリダイズする、蛍光ラベルされた核酸プローブ、及び5’→3
’エキソヌクレアーゼ活性を有する鋳型－依存性核酸ポリメラーゼとを接触せしめ；
　ｂ）前記蛍光ラベルされた核酸プローブの断片化の量を、5’→3’エキソヌクレアーゼ
活性を有する鋳型－依存性核酸ポリメラーゼにより検出し、ここで前記蛍光ラベルされた
プローブの断片化の量がサンプルに依存する日本脳炎血清グループのメンバーの核酸の量
に比例し；そして
　ｃ）対照反応における蛍光ラベルされたプローブにより放される蛍光の量に、蛍光ラベ
ルされたプローブにより放される蛍光の量を比較することにより、蛍光ラベルされたプロ
ーブの断片化の量を決定することを含んで成る。
【０２８１】
　本発明のもう１つの対象は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸の検出方
法であり、ここで前記方法は、
　ａ）日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸を増幅し；
　ｂ）前記日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの増幅された核酸に、配列番号16に
ハイブリダイズする、検出できるようラベルされたプローブをハイブリダイズし；そして
　ｃ）前記検出できるラベルされたプローブを検出し、それにより、日本脳炎血清グルー
プのメンバーの核酸を検出することを含んで成る。
【０２８２】
　本発明のもう１つの対象は、配列番号29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39及
び40を含んで成る単離されたポリヌクレオチドである。
　本発明のもう１つの対象は、配列番号29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39及
び40を含んで成るポリヌクレオチドを含んで成るベクターである。
【０２８３】
　本発明のさらなる対象は、配列番号29又はその相補体、配列番号30又はその相補体、配
列番号31又はその相補体、配列番号32又はその相補体、配列番号33又はその相補体、配列
番号34又はその相補体、配列番号35又はその相補体、配列番号36又はその相補体、配列番
号37又はその相補体、配列番号38又はその相補体、配列番号39又はその相補体、又は配列
番号40又はその相補体にハイブリダイズする少なくとも10個の連続したヌクレオチドの配
列を含んで成るオリゴヌクレオチドである。前記オリゴヌクレオチドは好ましくは、100
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個よりも少ないヌクレオチドを有する。より好ましくは、オリゴヌクレオチドは、配列番
号68、又は配列番号69の相補体にハイブリダイズする、そして/又は配列番号64、65、66
及び67から成る群から選択される配列を含んで成る。さらにより好ましくは、オリゴヌク
レオチドは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択される。最も好ましくは、オ
リゴヌクレオチドは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択され他オリゴヌクレ
オチドである。
【０２８４】
　本発明のもう１つの対象は、上記オリゴヌクレオチドのいずれかを含んで成る反応混合
物である。前記反応混合物は好ましくは、さらに配列番号16又はその相補体にハイブリダ
イズする、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチド、より好ましくは上記に記載
されるようなラベルされたプローブのいずれかを、好ましくはTaqMan（商標）アッセイ使
用のために含んで成る。最も好ましくは、反応混合物は、DNAポリメラーゼを含んで成る
。
【０２８５】
　本発明のもう１つの対象は、
　配列番号29又はその相補体、配列番号30又はその相補体、配列番号31又はその相補体、
配列番号32又はその相補体、配列番号33又はその相補体、配列番号34又はその相補体、配
列番号35又はその相補体、配列番号36又はその相補体、配列番号37又はその相補体、配列
番号38又はその相補体、配列番号39又はその相補体、又は配列番号40又はその相補体にハ
イブリダイズするヌクレオチド配列を含んで成る少なくとも１つのオリゴヌクレオチドに
より、セントルイス脳炎ウィルスの核酸を、前記オリゴヌクレオチドからのヌクレオチド
配列の少なくとも一部の増幅の開始を可能にする条件下で増幅し；そして
【０２８６】
　前記増幅された核酸を検出し、それにより、セントルイス脳炎ウィルスを検出すること
を含んで成る、セントルイス脳炎ウィルスの検出方法である。好ましくは、前記オリゴヌ
クレオチドは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択された配列を含んで成り、
そしてより好ましくは、配列番号64、65、66及び67から成る群から選択される。最も好ま
しくは、オリゴヌクレオチドは、配列番号68、又は配列番号69の相補体にハイブリダイズ
する。オリゴヌクレオチドは好ましくは、100個よりも少ないヌクレオチドを有する。配
列番号64及び65から成る群から選択されたプライマー、及び配列番号66及び67から成る群
から選択されたプライマーを用いる方法が好ましい。
【０２８７】
　前記方法は好ましくは、セントルイス脳炎ウィルスの核酸の増幅された核酸に、配列番
号16にハイブリダイズする検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドをハイブリダ
イズし；そして増幅された核酸へのプローブのハイブリダイゼーションを検出することを
含んで成る検出段階を含んで成る。好ましいプローブは上記に記載されている。好ましく
は、増幅された核酸の量は、増幅段階の間に決定される。TaqMan（商標）方法が最も好ま
しい。
【０２８８】
　本発明のもう１つの対象は、前記方法に関して上記に言及されるオリゴヌクレオチドを
含んで成るキットである。
　本発明のもう１つの対象は、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群か
ら選択された配列を含んで成るオリゴヌクレオチドである。好ましいオリゴヌクレオチド
は、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群から選択される。
【０２８９】
　もう１つの対象は、それらのオリゴヌクレオチドを含んで成る、好ましくはさらに、配
列番号25又はその相補体にハイブリダイズする、検出できるラベルされたオリゴヌクレオ
チドを含んで成る反応混合物である。より好ましくは、前記検出できるようラベルされた
オリゴヌクレオチドは、配列番号16又はその相補体にハイブリダザイズする。最も好まし
くは、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列FGGTCTAGAIGGTTAGAGGAGA
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CCCTCCAGを含んで成り、ここでFはCY5であり；IはFAMであり；PはPO4であり；Uはプロピ
ニルdUであり；そしてEは５－メチル－dCである。好ましくは、反応混合物は少なくとも
１つの上流プライマー及び少なくとも１つの下流プライマーを含んで成る。
【０２９０】
　本発明のもう１つの対象は、配列番号56、57、58、59、60、61、62及び63から成る群か
ら選択された配列を含んで成る、少なくとも１つのオリゴヌクレオチドにより、セントル
イス脳炎ウィルスの核酸を、前記オリゴヌクレオチドからのヌクレオチド配列の少なくと
も一部の増幅の開始を可能にする条件下で増幅し；そして前記増幅された核酸を検出し、
それにより、黄熱病ウィルスを検出することを含んで成る、黄熱病ウィルスの検出方法で
ある。より好ましくは、オリゴヌクレオチドは、配列番号56、57、58、59、60、61、62及
び63から成る群から選択される。
【０２９１】
　好ましくは、検出段階は、配列番号25又はその相補体にハイブリダイズする検出できる
ようラベルされたオリゴヌクレオチドを、黄熱病の核酸の増幅された核酸にハイブリダイ
ズし；そして増幅された核酸への検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドのハイ
ブリダイゼーションを検出することを含んで成る。前記検出できるようラベルされたオリ
ゴヌクレオチドは好ましくは、F-5'-GGTCTAGAIGGTTAGAGGAGACCCTCCAG-3'-P（ここでFはCY
5であり；IはFAMであり、そしてPはPO4である）を含んで成り；又は配列番号16又はその
相補体にハイブリダイズする。
【０２９２】
　好ましくは、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列番号17又はその
相補体の少なくとも20個の連続したヌクレオチドを含んで成り、配列番号18又はその相補
体を含んで成り、配列番号28又はその相補体を含んで成る。好ましいTaqMan（商標）アッ
セイに関しては、検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは好ましくは、蛍光成
分及び消光剤生成を含んで成る。好ましくは、増幅された核酸の量は、増幅段階の間に決
定され、それにより、サンプル中のウィルスを定量化する。
【０２９３】
　黄熱病ウィルスを検出するためのキットは、前記方法について上記に言及されるオリゴ
ヌクレオチドを含んで成る。
　本発明のもう1つの対象は、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、5
2、53、54及び55から成る群から選択された配列を含んで成るオリゴヌクレオチドである
。好ましくは、オリゴヌクレオチドは、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、
50、51、52、53、54及び55から成る群から選択される。
　本発明のもう1つの対象は、そのようなオリゴヌクレオチドを含んで成る反応混合物で
ある。好ましくは、オリゴヌクレオチドは検出できるラベルを含んで成る。
【０２９４】
　本発明のもう１つの対象は、配列番号41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、
52、53、54及び55から成る群から選択された配列を含んで成る、少なくとも１つのオリゴ
ヌクレオチドにより、デング病ウィルスの核酸を、前記オリゴヌクレオチドからのヌクレ
オチド配列の少なくとも一部の増幅の開始を可能にする条件下で増幅し；そして前記増幅
された核酸を検出し、それにより、デング病ウィルスを検出することを含んで成る、デン
グ病ウィルスの検出方法である。好ましくは、前記方法はさらに、配列番号16にハイブリ
ダイズする検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドを、デング病の核酸の増幅さ
れた核酸にハイブリダイズし；そして増幅された核酸への検出できるようラベルされたオ
リゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションを検出することを含んで成る。
【０２９５】
　前記検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは好ましくは、配列番号24又はそ
の相補体を含んで成る。より好ましくは、オリゴヌクレオチドは、配列番号41、42、43、
44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54及び55から成る群から選択される。核酸は
、少なくとも１つの上流プライマー及び少なくとも１つの下流プライマーにより増幅され
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る。好ましくは、前記検出できるようラベルされたオリゴヌクレオチドは、配列番号17又
はその相補体の少なくとも20個の連続したヌクレオチドを含んで成り、配列番号18又はそ
の相補体を含んで成り、配列番号28又はその相補体を含んで成る。TaqMan（商標）及び定
量化アッセイに関しては、上記に言及される好ましい特徴が供給される。
【０２９６】
　本発明のもう１つの対象は、前記方法に関して上記に言及されるようなオリゴヌクレオ
チドを含んで成る、デング熱ウィルスを検出するためのキットである。
【実施例】
【０２９７】
例１：西ナイル熱ウィルスRNAの増幅及び検出：
　ウィルス感染された細胞培養上清液の溶解物を、Dr. R. Lanciotti of the Centers fo
r Disease Control and Preventionから得た。核酸を、QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qia
gen Inc. , Valencia, CA)からの試薬を用いて、その製造業者の説明書に従って、前記溶
解物から精製した。精製された核酸の一連の10倍稀釈溶液（10-2～10-7）を製造した。
【０２９８】
　50μlの個々の稀釈溶液を、１μMのプライマー（配列番号８及び15の個々）、55mMのト
リシン（pH7.7、Sigma, カタログ番号T－5816）、450μMのdNTP（dATP, dCTP, dGTP及びd
UTPの個々、Phaarmacia）、2.7mMの酢酸マンガン（Fluka、カタログ番号63537）、135mM
の酢酸カリウム（Fluka, カタログ番号60035）、7%（v/v）DMSO（Sigma, カタログ番号D8
418）、６％（v/v）のグリセロール（USB、カタログ番号16347）、５単位のウラシル－N
－グリコシラーゼ（Roche Diagnestics）、40単位のZO5 DNAポリメラーゼ（Roche Diagno
stics）及び0.15μMのプローブ（FAM及びCY5によりラベルされた配列番号28）を含む反応
物100μl中、TaqMan（商標）試薬及びRT－PCRによる方法を用いて、5’ヌクレアーゼ反応
アッセイにおいて増幅した。
【０２９９】
　逆転写/PCRを、COBAS TaqManTM Instrument (Roche Diagnostics, Pleasanton, CA)に
おいて、次の熱サイクルパラメーターを用いて行った：50℃で４分→59℃で30分→95℃で
15秒、58℃で50秒（２サイクル）→91℃で15秒、58℃で50秒（60サイクル）→40℃で2分
。増幅結果の例は、図６に示される。
【０３００】
　本発明の種々の態様が記載されて来た。前記の記載及び例は本発明を制限するよりもむ
しろ例示する目的である。実際、修飾は本発明の種々の態様に対して行われ得るが、それ
らは本発明の範囲内であることは、当業者に明らかであろう。本明細粗に引用される個々
の引例はそのすべてを引用により本明細書に組込まれる。
【図面の簡単な説明】
【０３０１】
【図１－１】図１－１は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号１として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号２は、配列番号１の相補
体を表わす。
【図１－２】図１－２は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号１として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号２は、配列番号１の相補
体を表わす。
【図１－３】図１－３は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号１として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号２は、配列番号１の相補
体を表わす。
【図１－４】図１－４は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
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号１として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号２は、配列番号１の相補
体を表わす。
【図１－５】図１－５は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号１として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号２は、配列番号１の相補
体を表わす。
【図２－１】図２－１は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号９として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号10は、配列番号９の相補
体を表わす。
【図２－２】図２－２は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号９として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号10は、配列番号９の相補
体を表わす。
【図２－３】図２－３は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番
号９として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号10は、配列番号９の相補
体を表わす。
【図３－１】図３－１は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図３－２】図３－２は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図３－３】図３－３は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図３－４】図３－４は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図３－５】図３－５は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図３－６】図３－６は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図３－７】図３－７は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ローブにより結合され得る、フラビウィルスのゲノムの3’末翻訳領域において配列番号1
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6として同定される保存された配列の領域を表わす。配列番号17は、配列番号16の相補体
を表わす。配列番号16において、Nは不在であるか、A又はCである。配列番号17において
、Nは不在であるか、T又はGである。
【図４－１】図４－１は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、本発明の
オリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わす。
【図４－２】図４－２は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、本発明の
オリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わす。
【図４－３】図４－３は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、本発明の
オリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わす。
【図４－４】図４－４は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、本発明の
オリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わす。
【図４－５】図４－５は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、本発明の
オリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わす。
【図４－６】図４－６は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーの核酸と、本発明の
オリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わす。
【図５－１】図５－１は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーでない検出できるフ
ラビウィルスの核酸配列と、本発明のオリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わ
す。
【図５－２】図５－２は、日本脳炎ウィルス血清グループのメンバーでない検出できるフ
ラビウィルスの核酸配列と、本発明のオリゴヌクレオチドの核酸配列との一列整列を表わ
す。
【図６】図６は、本発明のオリゴヌクレオチドを用いて、一連の稀釈され、抽出されたWN
V RNAの検出を示す増幅サイクルの数に対する標準化された蛍光のプロットで表わす。
【図７－１】図７－１は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、多数のSLEV単離物のゲノムの3’未翻訳領域の配列を表わ
す。次の単離物についての配列が示される：BFS1750 (配列番号29), 1750-Std (配列番号
30), TD6-4G (配列番号31), CoaV750 (配列番号32), L695121.05 (配列番号33),TNM771K 
(配列番号34), MSI-7 (配列番号35), Kern217 (配列番号36), CoaV608 (配列番号37), TB
H-28 (配列番号38), VR1265 (配列番号39), 及び CoaV353 (配列番号40)。
【図７－２】図７－２は、本発明の組成物及び方法を用いて検出され、そして本発明のプ
ライマーにより結合され得る、多数のSLEV単離物のゲノムの3’未翻訳領域の配列を表わ
す。次の単離物についての配列が示される：BFS1750 (配列番号29), 1750-Std (配列番号
30), TD6-4G (配列番号31), CoaV750 (配列番号32), L695121.05 (配列番号33),TNM771K 
(配列番号34), MSI-7 (配列番号35), Kern217 (配列番号36), CoaV608 (配列番号37), TB
H-28 (配列番号38), VR1265 (配列番号39), 及び CoaV353 (配列番号40)。
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