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(57)【要約】
　核酸試料中の核酸配列を増幅するための様々な方法が
開示される。これらの方法は、増幅プライマー対を各々
含む少なくとも５つの異なるアッセイを使用して、核酸
配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくと
も５つの増幅反応混合物を形成することを含み、これら
のアッセイは、表１におけるアッセイ群および／または
表１に明記される配列を標的とするアッセイ群から選択
される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、
　各々が一対の増幅プライマーを含む少なくとも５つの異なるアッセイを使用して、各々
が複数の核酸配列を含む試料源由来の一定分量を含む少なくとも５つの増幅反応混合物を
形成することであって、前記アッセイが表１におけるアッセイの群から選択される、形成
することと、
　各増幅反応混合物を反応容器に適用することと、
　前記反応容器上で複数の増幅反応を行うことと、
　前記複数の増幅反応中に前記反応容器上の１つ以上の場所内の標的核酸配列に対応する
増幅産物を検出することと、を含む、方法。
【請求項２】
　前記反応を増幅産物検出システムで利用することと、
　前記増幅産物検出システムを動作させて、
　任意に関連表を使用して、前記反応容器上の前記増幅反応混合物の場所を、前記増幅反
応混合物で利用されるアッセイＩＤのうちの１つ以上と関連付けることと、をさらに含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記反応容器が、複数のウェルを有するプレートである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記反応容器がアレイである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記反応容器がオープンアレイプレートである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記反応容器がチップマイクロアレイである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　表１におけるアッセイの群から選択される少なくとも１０個の異なるアッセイを使用し
て、各々が複数の核酸配列を含む試料源由来の一定分量を含む少なくとも１０個の増幅反
応混合物を形成する、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　表１におけるアッセイの群から選択される少なくとも１５個の異なるアッセイを使用し
て、各々が複数の核酸配列を含む試料源由来の一定分量を含む少なくとも１５個の増幅反
応混合物を形成する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　表１におけるアッセイのうちの１７個を使用して、各々が複数の核酸配列を含む試料源
由来の一定分量を含む反応混合物を形成する、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記試料源が尿検体である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記増幅産物が、５６～１０５ヌクレオチド長のアンプリコンを有する前記核酸試料の
標的アンプリコンを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８４＿ｓ１が、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕ
ｍａｎｎｉｉの遺伝子の注釈を付けられていない領域の核酸配列の一部を標的とする一対
のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８８＿ｓ１が、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎ
ｄｉｉのクピンスーパーファミリー遺伝子であるシュウ酸デカルボキシラーゼ／古細菌ホ
スホグルコースイソメラーゼＣＯＧ２１４０の核酸配列の一部を標的とする一対のプライ
マーを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項１４】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８０＿ｓ１が、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏ
ｇｅｎｅｓ（別名、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）のピリドキサールリン
酸依存性ヒスチジンデカルボキシラーゼ（ｈｄｃ）遺伝子の核酸配列の一部を標的とする
一対のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８７＿ｓ１が、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａ
ｃａｅの遺伝子の仮説タンパク質の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２４７＿ｓ１が、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃ
ａｌｉｓのアミノトランスフェラーゼクラスＶ遺伝子の核酸配列の一部を標的とする一対
のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８６＿ｓ１が、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃ
ｉｕｍのＰｈｎＢ－ＭｅｒＲファミリー転写調節因子遺伝子の核酸配列の一部を標的とす
る一対のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２４２＿ｓ１が、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉの
ＣＯＧ０７８９　Ｄｎａ結合転写調節因子ＭｅｒＲファミリー（Ｚｎｔｒ）遺伝子の核酸
配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７９＿ｓ１が、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃ
ａのｐａｒＣ（ＤＮＡトポイソメラーゼＩＶサブユニットＡ）遺伝子の核酸配列の一部を
標的とする一対のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８３＿ｓ１が、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａｅのａｃｔ様タンパク質遺伝子の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７８＿ｓ１が、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎ
ｉｉのＦｅ２＋輸送系タンパク質ＦｅｏＡ遺伝子ＣＯＧ１９１８の核酸配列の一部を標的
とする一対のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７６＿ｓ１が、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ
のｕｒｅＲ遺伝子であるａｒａＣの核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む
、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７７＿ｓ１が、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓの
ＳＵＭＦ１遺伝子の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む、請求項１に記
載の方法。
【請求項２４】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８２＿ｓ１が、ラジカルＳＡＭスーパーファミリー、
Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの推定鉄硫黄修飾タンパク質遺伝子であるス
ルファターゼ成熟酵素ＡｓｌＢ　ＣＯＧ０６４１の核酸配列の一部を標的とする一対のプ
ライマーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８１＿ｓ１が、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇ
ｉｎｏｓａのヘリックスターンヘリックスドメインタンパク質遺伝子であるＮ２９６＿１
７６０の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項２６】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８５＿ｓ１が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａ
ｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓのｃｄａＲ遺伝子の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマ
ーを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２７６＿ｓ１が、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａ
ｌａｃｔｉａｅのＳＩＰ遺伝子の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　アッセイＩＤ　Ｆｎ０４６４６２３３＿ｓ１が、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓの
ＩＰＴ１遺伝子の核酸配列の一部を標的とする一対のプライマーを含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項２９】
　核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、
　各々が複数の核酸配列を含む試料源由来の一定分量を含む複数の増幅反応混合物を形成
することであって、前記試料源が尿検体である、形成することと、
　前記複数の増幅反応混合物を反応容器に適用することであって、前記反応容器が、各々
が表１における対応する標的領域位置および対応する標的領域サイズを有する異なる遺伝
子を標的とする少なくとも５つのアッセイで構成されており、各アッセイが一対の増幅プ
ライマーを含む、適用することと、
　前記反応容器上で複数の増幅反応を行うことと、
　前記複数の増幅反応中に前記反応容器上の場所内の標的核酸配列に対応する増幅産物を
検出することと、を含む、方法。
【請求項３０】
　前記反応容器を増幅産物検出システムで利用することと、
　前記増幅産物検出システムを動作させて、
　任意に関連表を使用して、前記反応容器上の前記増幅反応混合物の場所を、前記反応容
器上で利用される前記アッセイのうちの１つ以上と関連付けることと、をさらに含む、請
求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記反応容器が、複数のウェルを有するプレートである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３２】
　前記反応容器がアレイである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３３】
　前記反応容器がオープンアレイプレートである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３４】
　前記反応容器がチップマイクロアレイである、請求項２９に記載の方法。
【請求項３５】
　前記反応容器が、各々が表１に列記される異なる遺伝子を標的とする少なくとも１０個
のアッセイで構成されている、請求項２９に記載の方法。
【請求項３６】
　前記反応容器が、各々が表１に列記される異なる遺伝子を標的とする少なくとも１５個
のアッセイで構成されている、請求項２９に記載の方法。
【請求項３７】
　前記反応容器が、表１に列記される遺伝子の各々を標的とするアッセイで構成されてい
る、請求項２９に記載の方法。
【請求項３８】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅ
ｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉにおける注釈を付けられていない領域に対応する遺伝子の９３で
あるアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
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【請求項３９】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　
ｆｒｅｕｎｄｉｉにおけるクピンスーパーファミリーであるシュウ酸デカルボキシラーゼ
／古細菌ホスホグルコースイソメラーゼＣＯＧ２１４０に対応する遺伝子の１０３ヌクレ
オチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４０】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（別名、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）におけるピ
リドキサールリン酸依存性ヒスチジンデカルボキシラーゼ（ｈｄｃ）に対応する遺伝子の
９８サイズのアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
　ｃｌｏａｃａｅにおける仮説タンパク質に対応する遺伝子の８８ヌクレオチド長のアン
プリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４２】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
　ｆａｅｃａｌｉｓにおけるアミノトランスフェラーゼクラスＶに対応する遺伝子の９５
ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４３】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ
　ｆａｅｃｉｕｍにおけるＰｈｎＢ－ＭｅｒＲファミリー転写調節因子に対応する遺伝子
の９８ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４４】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　
ｃｏｌｉにおけるＣＯＧ０７８９　Ｄｎａ結合転写調節因子ＭｅｒＲファミリー（Ｚｎｔ
ｒ）に対応する遺伝子の６３ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記
載の方法。
【請求項４５】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏ
ｘｙｔｏｃａにおけるｐａｒＣ（ＤＮＡトポイソメラーゼＩＶサブユニットＡ）に対応す
る遺伝子の９３ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４６】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅにおけるａｃｔ様タンパク質に対応する遺伝子の５６ヌクレオチド長
のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４７】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍ
ｏｒｇａｎｉｉにおけるＦｅ２＋輸送系タンパク質ＦｅｏＡ　ＣＯＧ１９１８に対応する
遺伝子の９１ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４８】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａ
ｂｉｌｉｓにおけるｕｒｅＲであるａｒａＣに対応する遺伝子の１００ヌクレオチド長の
アンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項４９】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇ
ａｒｉｓにおけるＳＵＭＦ１に対応する遺伝子の７６ヌクレオチド長のアンプリコンを増
幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項５０】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、ラジカルＳＡＭスーパーフ
ァミリー、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉにおける推定鉄硫黄修飾タンパク
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質であるスルファターゼ成熟酵素ＡｓｌＢ　ＣＯＧ０６４１に対応する遺伝子の１００ヌ
クレオチド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項５１】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａにおけるヘリックスターンヘリックスドメインタンパク質であるＮ
２９６＿１７６０に対応する遺伝子の７０ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅する、請
求項２９に記載の方法。
【請求項５２】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓにおけるｃｄａＲに対応する遺伝子の８５ヌクレオチ
ド長のアンプリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項５３】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅにおけるＳＩＰに対応する遺伝子の６６ヌクレオチド長のアン
プリコンを増幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項５４】
　前記少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイが、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉ
ｃａｎｓにおけるＩＰＴ１に対応する遺伝子の１０５ヌクレオチド長のアンプリコンを増
幅する、請求項２９に記載の方法。
【請求項５５】
　生物学的試料中の少なくとも１つの標的核酸の存在または不在を決定するための組成物
であって、
　少なくとも５つの異なる増幅プライマー対であって、前記対の前記プライマーが各々、
表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズす
るように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な条件下で前記プライ
マー対がアンプリコンを生成する、少なくとも５つの異なる増幅プライマー対と、
　前記プライマー対によって生成された前記アンプリコンの領域の全てまたは一部に特異
的にハイブリダイズするように構成された少なくとも５つの検出プローブと、を含む、組
成物。
【請求項５６】
　複数の異なる標的核酸配列を含む対照核酸分子をさらに含み、前記複数の標的核酸配列
が表１における少なくとも５つの遺伝子に特異的である、請求項５５に記載の組成物。
【請求項５７】
　前記組成物が、アッセイのパネルまたはコレクションである、請求項５５に記載の組成
物。
【請求項５８】
　前記アッセイのパネルまたはコレクションが、ＴａｑＭａｎアッセイのパネルまたはコ
レクションを含む、請求項５７に記載の組成物。
【請求項５９】
　前記少なくとも１つの標的核酸が、尿路感染症に関連する微生物のバイオマーカーであ
る、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６０】
　前記組成物が固体支持体を含む、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６１】
　前記少なくとも５つの増幅プライマー対が前記固体支持体上の場所によって分離されて
いる、請求項６０に記載の組成物。
【請求項６２】
　前記組成物が、少なくとも１０個の異なる増幅プライマー対を含み、前記対の前記プラ
イマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的にハ
イブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な条件
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下で前記プライマー対がアンプリコンを生成する、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６３】
　前記組成物が、少なくとも１５個の異なる増幅プライマー対を含み、前記対の前記プラ
イマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的にハ
イブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な条件
下で前記プライマー対がアンプリコンを生成する、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６４】
　前記組成物が、少なくとも１７個の異なる増幅プライマー対を含み、前記対の前記プラ
イマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的にハ
イブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な条件
下で前記プライマー対がアンプリコンを生成する、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６５】
　Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレ
オチド２０２１００～２０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＧ７０
４５７４．１における７０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６６】
　Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
１３７４００～１３８２００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０
００００４．１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６７】
　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（別名、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅ
ｒｏｇｅｎｅｓ）の標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド１１５８６００～１１５９４
００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１４７４８．１における８０１の核酸配
列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６８】
　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
３２７４０００～３２７４８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００８８２３
．１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項６９】
　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチ
ド１７６９１００～１７６９９００に対応する領域内に位置する受入番号ＨＦ５５８５３
０．１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７０】
　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
１７３００～１８１００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＬ４７６１３１．
１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７１】
　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド４３３６
０００～４３３６７００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１５８４３．２にお
ける７０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７２】
　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド２８
５１７００～２８５２６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０２０３５８．１
における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７３】
　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチ
ド２０９０００～２０９０８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００７７２７
．１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７４】
　Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド３
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７５８００～３７６６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００４３４５．１に
おける８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７５】
　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド５８０
２００～５８１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１７０８２．１におけ
る８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７６】
　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド１０２０
０～１０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＪＰＩＸ０１０００００６．１に
おける８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７７】
　Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
４９３０００～４９３８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＤＳ６０７６６
３．１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７８】
　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオ
チド１８５７６００～１８５８４００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００６８
３１．１における８０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項７９】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓの標的核酸配列が、ゲノ
ムのヌクレオチド２００４００～２０１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＰ
００８９３４．１における６０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項８０】
　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅの標的核酸配列が、ゲノムのヌク
レオチド４１０００～４１６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１０３１９
．１における６０１の核酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項８１】
　Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド８００～
１５００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＹ８８４２０３．１における７０１の核
酸配列内にある、請求項５５に記載の組成物。
【請求項８２】
　複数の増幅反応を評価するための核酸構築物であって、
　複数の異なる標的核酸配列を含む対照核酸分子を含み、前記複数の標的核酸配列が、Ｄ
ＮＡプラスミドに挿入された表１における少なくとも５つの遺伝子に指向される、核酸構
築物。
【請求項８３】
　前記複数の標的核酸配列が、前記ＤＮＡプラスミド中の表１における遺伝子のうちの少
なくとも１０個に指向される、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項８４】
　前記複数の標的核酸配列が、前記ＤＮＡプラスミド中の表１における遺伝子のうちの少
なくとも１５個に指向される、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項８５】
　前記複数の標的核酸配列が、前記ＤＮＡプラスミド中の表１における遺伝子の各々に指
向される、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項８６】
　Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレ
オチド２０２１００～２０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＧ７０
４５７４．１における７０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項８７】
　Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
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１３７４００～１３８２００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０
００００４．１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項８８】
　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（別名、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅ
ｒｏｇｅｎｅｓ）の標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド１１５８６００～１１５９４
００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１４７４８．１における８０１の核酸配
列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項８９】
　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
３２７４０００～３２７４８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００８８２３
．１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９０】
　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチ
ド１７６９１００～１７６９９００に対応する領域内に位置する受入番号ＨＦ５５８５３
０．１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９１】
　Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
１７３００～１８１００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＬ４７６１３１．
１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９２】
　Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド４３３６
０００～４３３６７００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１５８４３．２にお
ける７０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９３】
　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド２８
５１７００～２８５２６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０２０３５８．１
における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９４】
　Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチ
ド２０９０００～２０９０８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００７７２７
．１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９５】
　Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド３
７５８００～３７６６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００４３４５．１に
おける８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９６】
　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド５８０
２００～５８１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１７０８２．１におけ
る８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９７】
　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド１０２０
０～１０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＪＰＩＸ０１０００００６．１に
おける８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９８】
　Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド
４９３０００～４９３８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＤＳ６０７６６
３．１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項９９】
　Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオ
チド１８５７６００～１８５８４００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００６８
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３１．１における８０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項１００】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓの標的核酸配列が、ゲノ
ムのヌクレオチド２００４００～２０１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＰ
００８９３４．１における６０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項１０１】
　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅの標的核酸配列が、ゲノムのヌク
レオチド４１０００～４１６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１０３１９
．１における６０１の核酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項１０２】
　Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓの標的核酸配列が、ゲノムのヌクレオチド８００～
１５００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＹ８８４２０３．１における７０１の核
酸配列内にある、請求項８２に記載の核酸構築物。
【請求項１０３】
　核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、
　複数の増幅反応を行うことであって、前記増幅反応が各々、核酸試料の一部と、各々が
表１に記載の生物、ならびに対応するアンプリコンサイズ、領域、および受入番号に関連
する標的核酸配列の群からの異なる標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構
成された一対の増幅プライマーとを含む、行うことと、
　前記増幅反応から複数の異なる増幅産物を形成することと、
　前記複数の異なる増幅産物のうちの少なくとも１つの存在または不在を決定することと
、を含む、方法。
【請求項１０４】
　前記複数の増幅反応を行うことであって、前記増幅反応のうちの少なくとも１０個が、
核酸試料の一部と、各々が表１に記載の生物、ならびに対応するアンプリコンサイズ、領
域、および／または受入番号に関連する標的核酸配列の前記群からの異なる標的核酸配列
に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の増幅プライマーを含む、行うこと
をさらに含む、請求項１０３に記載の方法。
【請求項１０５】
　前記複数の増幅反応を行うことであって、前記増幅反応のうちの少なくとも１５個が、
核酸試料の一部と、各々が表１に記載の生物、ならびに対応するアンプリコンサイズ、領
域、および／または受入番号に関連する標的核酸配列の前記群からの異なる標的核酸配列
に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の増幅プライマーを含む、行うこと
をさらに含む、請求項１０３に記載の方法。
【請求項１０６】
　前記複数の増幅反応を行うことであって、前記増幅反応の全てが、陰性対照を除いて、
核酸試料の一部と、各々が表１に記載の生物、ならびに対応するアンプリコンサイズ、領
域、および／または受入番号に関連する標的核酸配列の前記群からの異なる標的核酸配列
に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の増幅プライマーを含む、行うこと
をさらに含む、請求項１０３に記載の方法。
【請求項１０７】
　核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、
　（ａ）複数の増幅反応を行うことであって、前記増幅反応のうちの少なくとも５つが、
核酸試料の一部と、前記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された一
対の増幅プライマーとを含み、各標的核酸配列が、表１に記載の異なる遺伝子の増幅産物
である、行うことと、
　（ｂ）複数の異なる増幅産物を形成することと、
　（ｃ）前記複数の異なる増幅産物のうちの少なくとも１つの存在または不在を決定する
ことと、を含む、方法。
【請求項１０８】
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　前記増幅反応のうちの少なくとも５つが、表１に列記されるアッセイＩＤから選択され
る一対の増幅プライマーを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記増幅反応のうちの少なくとも１０個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択さ
れる一対の増幅プライマーを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記増幅反応のうちの少なくとも１５個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択さ
れる一対の増幅プライマーを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１１】
　前記増幅反応のうちの１７個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される一対の
増幅プライマーを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１２】
　複数の増幅反応を行い、前記増幅反応のうちの少なくとも１０個が、核酸試料の一部と
、前記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の増幅プライマ
ーとを含み、前記標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子の一部の増幅産物である、請
求項１０７に記載の方法。
【請求項１１３】
　複数の増幅反応を行い、前記増幅反応のうちの少なくとも１５個が、核酸試料の一部と
、前記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の増幅プライマ
ーとを含み、各前記標的核酸配列が、表１に記載の異なる遺伝子の増幅産物である、請求
項１０７に記載の方法。
【請求項１１４】
　前記複数の増幅反応を行い、前記増幅反応のうちの１７個が、陰性対照を除いて、核酸
試料の一部と、前記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の
増幅プライマーとを含み、各前記標的核酸配列が、表１に記載の異なる遺伝子の増幅産物
である、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１５】
　前記増幅産物が５６～１０５ヌクレオチド長である、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１６】
　増幅産物を産生するように構成された前記増幅プライマーの少なくとも１つの対が、前
記対応する標的核酸配列の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含むプライマー
を含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１１７】
　前記増幅プライマーの少なくとも１つの対の前記対応する標的核酸配列が、ゲノムＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存
在する核酸配列と同一のまたはそれに相補的な核酸配列を含む、請求項１０７に記載の方
法。
【請求項１１８】
　前記対応する標的核酸配列が、標的微生物のゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲ
ＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在するか、またはそれに由来す
る、請求項１１７に記載の方法。
【請求項１１９】
　前記標的微生物が表１に列記される微生物である、請求項１１８に記載の方法。
【請求項１２０】
　前記形成することが、１０～１０，０００個の異なる増幅産物を並行して形成すること
を含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１２１】
　前記複数の増幅反応のうちの少なくとも２つが各々、異なる対応する標的核酸配列を増
幅するように構成された一対の増幅プライマーを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１２２】
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　前記対応する標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの
核酸配列の一部を含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１２３】
　前記遺伝子が、表１に列記される微生物中に存在する、請求項１２２に記載の方法。
【請求項１２４】
　前記複数の増幅反応が各々、５６～１０５ヌクレオチド長の増幅産物を産生するように
構成された一組の増幅プライマーを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１２５】
　前記形成することが、表１に列記される遺伝子の一部に相補的なまたはそれと同一の核
酸配列を含む１つ以上の増幅産物を形成することを含む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１２６】
　前記形成することが、表１に列記される微生物に由来する核酸試料を使用して、表１に
列記される全ての遺伝子毎に別個の増幅産物を形成することを含む、請求項１２５に記載
の方法。
【請求項１２７】
　前記形成することが、表１に列記される全ての微生物遺伝子毎に別個の増幅産物を形成
することを含む、請求項１２５に記載の方法。
【請求項１２８】
　前記形成することが、表１に列記される微生物遺伝子のうちの少なくとも２つの任意の
組み合わせ毎に別個の増幅産物を形成することを含む、請求項１２５に記載の方法。
【請求項１２９】
　前記複数の増幅反応のうちの１つ以上が、前記対応する標的核酸配列の一部と同一のま
たはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む、請求項１０７に記
載の方法。
【請求項１３０】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、５’エキソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている、請求項１２９に記
載の方法。
【請求項１３１】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、その５’末端に蛍光標識
およびその３’末端にクエンチャーを含む、請求項１２９に記載の方法。
【請求項１３２】
　前記検出可能な標識プローブが副溝結合剤（ＭＧＢ）部分をさらに含む、請求項１２９
に記載の方法。
【請求項１３３】
　前記増幅反応のうちの少なくとも１つが、支持体内または支持体上に存在する個別の反
応部位で生じ、前記支持体が１つ以上の個別の反応部位を含む、請求項１０７に記載の方
法。
【請求項１３４】
　前記支持体が、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、および複数の貫通孔反応
部位を含むプレートから選択される、請求項１３３に記載の方法。
【請求項１３５】
　前記個別の反応部位が、前記増幅プライマーのうちの１つ以上を含み、前記増幅するこ
とが、前記核酸試料の一部を前記個別の反応部位に分配することをさらに含む、請求項１
３３に記載の方法。
【請求項１３６】
　前記個別の反応部位が、一対の増幅プライマーおよび核酸プローブを含有する溶液の乾
燥堆積物を含み、前記プライマーも前記プローブもいずれも、表１に列記される遺伝子に
由来する核酸配列を増幅するように構成されている、請求項１３３に記載の方法。
【請求項１３７】
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　前記個別の反応部位が、前記核酸試料の前記一部が前記反応部位に分配される前または
分配された後のいずれかに前記反応部位に分配されるポリメラーゼおよび／またはヌクレ
オチドをさらに含む、請求項１３５に記載の方法。
【請求項１３８】
　前記核酸試料が尿検体から調製される、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１３９】
　前記複数の増幅反応を前記行うことの前に前記核酸試料を尿検体から調製することを含
む、請求項１０７に記載の方法。
【請求項１４０】
　試料中の微生物核酸の存在を検出するための方法であって、
　（ａ）核酸試料の一部を支持体内に位置する個別の反応チャンバに分配することと、
　（ｂ）並行増幅反応を行い、少なくとも５つの増幅産物を各々個別の反応チャンバ内に
形成することであって、各増幅反応が、微生物のゲノム中に存在するか、またはそれに由
来する標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された一対の増幅プライマ
ーを含み、前記対応する標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子またはその対応するｃ
ＤＮＡの核酸配列の一部を含む、形成することと、
　（ｃ）前記増幅産物が前記個別の反応チャンバのうちの１つ以上内に形成されたかを決
定することと、を含む、方法。
【請求項１４１】
　前記増幅反応のうちの少なくとも５つが、表１に列記されるアッセイＩＤから選択され
る一対の増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４２】
　前記増幅反応のうちの少なくとも１０個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択さ
れる一対の増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４３】
　前記増幅反応のうちの少なくとも１５個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択さ
れる一対の増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４４】
　前記増幅反応のうちの１７個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される一対の
増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４５】
　少なくとも１０個の増幅産物が前記並行増幅反応中に形成される、請求項１４０に記載
の方法。
【請求項１４６】
　少なくとも１５個の増幅産物が前記並行増幅反応中に形成される、請求項１４０に記載
の方法。
【請求項１４７】
　少なくとも１７個の増幅産物が前記並行増幅反応中に形成される、請求項１４０に記載
の方法。
【請求項１４８】
　前記増幅産物が５６～１０５ヌクレオチド長である、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１４９】
　前記決定することが、任意にリアルタイムで、検出可能な標識プローブの前記増幅産物
へのハイブリダイゼーションを検出することを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５０】
　前記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された前記増幅プライマー
の少なくとも１つの対が、前記対応する標的核酸配列の一部に相補的なまたはそれと同一
の核酸配列を含むプライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５１】
　前記増幅プライマーの少なくとも１つの対の前記対応する標的核酸配列が、ゲノムＤＮ
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Ａ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存
在する核酸配列と同一のまたはそれに相補的な核酸配列を含む、請求項１４０に記載の方
法。
【請求項１５２】
　前記対応する標的核酸配列が、標的微生物のゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲ
ＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡまたはｃＤＮＡ中に存在するか、またはそれに由来する
、請求項１５１に記載の方法。
【請求項１５３】
　前記微生物が表１に列記される微生物である、請求項１５２に記載の方法。
【請求項１５４】
　前記形成することが、１０～１０，０００個の異なる増幅産物を並行して形成すること
を含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５５】
　前記増幅反応のうちの少なくとも２つが各々、異なる対応する標的核酸配列を増幅する
ように構成された一対の増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５６】
　前記遺伝子が、表１に列記される微生物中に存在する、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５７】
　前記増幅反応が各々、表１に列記される遺伝子の少なくとも一部を増幅するように構成
された増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５８】
　前記形成することが、表１に列記される遺伝子の一部に相補的なまたはそれと同一の核
酸配列を含む１つ以上の増幅産物を形成することを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１５９】
　前記複数の増幅反応が各々、５６～１０５ヌクレオチド長の増幅産物を産生するように
構成された一組の増幅プライマーを含む、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１６０】
　前記形成することが、表１に列記される微生物に由来する核酸試料を使用して、表１に
列記される全ての遺伝子毎に別個の増幅産物を形成することを含む、請求項１５８に記載
の方法。
【請求項１６１】
　前記形成することが、表１に列記される全ての微生物遺伝子毎に別個の増幅産物を形成
することを含む、請求項１５８に記載の方法。
【請求項１６２】
　前記形成することが、表１に列記される微生物遺伝子のうちの少なくとも２つの任意の
組み合わせ毎に別個の増幅産物を形成することを含む、請求項１５８に記載の方法。
【請求項１６３】
　前記複数の前記増幅反応のうちの１つ以上が、対応する標的核酸配列の一部と同一のま
たはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む、請求項１４０に記
載の方法。
【請求項１６４】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、５’エキソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている、請求項１６３に記
載の方法。
【請求項１６５】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、その５’末端に蛍光標識
およびその３’末端にクエンチャーを含む、請求項１６３に記載の方法。
【請求項１６６】
　前記検出可能な標識プローブが副溝結合剤（ＭＧＢ）部分をさらに含む、請求項１６３
に記載の方法。
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【請求項１６７】
　前記増幅反応のうちの少なくとも１つが、支持体内または支持体上に存在する個別の反
応部位で生じ、前記支持体が１つ以上の個別の反応部位を含む、請求項１４０の請求項に
記載の方法。
【請求項１６８】
　前記支持体が、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、および複数の貫通孔反応
部位を含むプレートから選択される、請求項１６７に記載の方法。
【請求項１６９】
　前記個別の反応部位が、前記増幅プライマーのうちの１つ以上を含み、前記増幅するこ
とが、前記核酸試料の一部を前記個別の反応部位に分配することをさらに含む、請求項請
求項１４０に記載の方法。
【請求項１７０】
　前記個別の反応チャンバが、一対の増幅プライマーおよび核酸プローブを含有する溶液
の乾燥堆積物を含み、前記プライマーも前記プローブもいずれも、表１に列記される遺伝
子に由来する核酸配列を増幅するように構成されている、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１７１】
　前記個別の反応チャンバが、前記核酸試料の前記一部が前記反応部位に分配される前ま
たは分配された後のいずれかに前記個別の反応チャンバに分配されるポリメラーゼおよび
／またはヌクレオチドをさらに含む、請求項１７０に記載の方法。
【請求項１７２】
　前記核酸試料が尿検体から調製される、請求項１４０に記載の方法。
【請求項１７３】
　前記分配することの前に前記核酸試料を尿検体から調製することを含む、請求項１４０
に記載の方法。
【請求項１７４】
　核酸増幅のための支持体であって、
　複数の反応部位を含む支持体であって、前記複数の反応部位が前記支持体内または前記
支持体の表面上に位置する、支持体と、
　前記反応部位のうちの少なくとも５つと、を含み、前記反応部位が、
　（１）標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された増幅プライマー対
であって、前記増幅産物が表１における微生物に対応する、増幅プライマー対と、
　（２）前記増幅産物にハイブリダイズするように構成された検出可能な標識プローブと
、を含み、
　前記少なくとも５つの前記反応部位が各々、異なる増幅プライマー対を対応する検出可
能な標識プローブとともに含む、支持体。
【請求項１７５】
　少なくとも１０個の前記反応部位を含み、前記少なくとも１０個の前記反応部位が各々
、異なる増幅プライマー対を対応する検出可能な標識プローブとともに含む、請求項１７
４に記載の支持体。
【請求項１７６】
　少なくとも１５個の前記反応部位を含み、前記少なくとも１５個の前記反応部位が各々
、異なる増幅プライマー対を対応する検出可能な標識プローブとともに含む、請求項１７
４に記載の支持体。
【請求項１７７】
　少なくとも１７個の前記反応部位を含み、前記少なくとも１７個の前記反応部位が各々
、異なる増幅プライマー対を対応する検出可能な標識プローブとともに含む、請求項１７
４に記載の支持体。
【請求項１７８】
　前記増幅産物が５６～１０５ヌクレオチド長である、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１７９】
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　前記反応部位が各々、表１から選択される遺伝子の少なくとも一部または表１に列記さ
れる遺伝子の核酸誘導体を増幅するように構成された一対の増幅プライマーおよびプロー
ブを含む、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１８０】
　前記反応部位が各々、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される一対の増幅プライ
マーおよびプローブを含む、請求項１７９に記載の支持体。
【請求項１８１】
　少なくとも１つの反応部位の増幅プライマー対が、前記対応する標的核酸配列の一部に
相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含むプライマーを含む、請求項１７９に記載の支
持体。
【請求項１８２】
　前記対応する標的核酸配列が、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞
ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在する核酸配列と同一のまたはそれに相補的
な核酸配列を含む、請求項１８１に記載の支持体。
【請求項１８３】
　前記対応する標的核酸配列が、標的微生物に由来するゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮ
Ａ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡまたはｃＤＮＡ中に存在するか、またはそれに
由来する、請求項１８２に記載の支持体。
【請求項１８４】
　前記標的微生物が表１から選択される、請求項１８３に記載の支持体。
【請求項１８５】
　前記反応部位のうちの２つ以上が同じ核酸試料の一部を含む、請求項１７４に記載の支
持体。
【請求項１８６】
　前記核酸試料が尿検体に由来する、請求項１８５に記載の支持体。
【請求項１８７】
　前記反応部位のうちの少なくとも１つが増幅産物を含む、請求項１７４に記載の支持体
。
【請求項１８８】
　反応部位の前記増幅産物が、表１に列記される遺伝子の一部に相補的なまたはそれと同
一の核酸配列を含む、請求項１８７に記載の支持体。
【請求項１８９】
　前記支持体が、異なる増幅産物を含む１０～１０，０００個の反応部位を含む、請求項
１７４に記載の支持体。
【請求項１９０】
　前記支持体が、表１に列記される全ての遺伝子と同一のまたはそれに相補的な増幅産物
を含む反応部位を含む、請求項１８９に記載の支持体。
【請求項１９１】
　前記反応部位のうちの少なくとも２つが各々、異なる対応する標的核酸配列を増幅する
ように構成された一対の増幅プライマーを含む、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１９２】
　前記対応する標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの
核酸配列の一部を含む、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１９３】
　前記複数の反応部位が、表１に列記される微生物に由来する核酸試料を使用した表１に
列記される全ての遺伝子の増幅産物を含む、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１９４】
　前記複数の反応部位が、表１に列記される少なくとも２つの微生物に由来する核酸試料
を使用した表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも２つの任意の組み合わせの増幅産
物を含む、請求項１７４に記載の支持体。
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【請求項１９５】
　前記反応部位のうちの少なくとも１つの前記検出可能な標識プローブが、５’エキソヌ
クレアーゼ活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている、請求項
１７４に記載の支持体。
【請求項１９６】
　少なくとも１つの前記反応部位の前記検出可能な標識プローブが、その５’末端に蛍光
標識およびその３’末端にクエンチャーを含む、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１９７】
　前記検出可能な標識プローブが副溝結合剤（ＭＧＢ）部分をさらに含む、請求項１７４
に記載の支持体。
【請求項１９８】
　前記支持体が、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、および複数の貫通孔反応
部位を含むプレートから選択される、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項１９９】
　前記個別の反応部位のうちの１つ以上が、前記一対の増幅プライマーおよび前記検出可
能な標識プローブを含有する溶液の乾燥堆積物を含む、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項２００】
　前記個別の反応部位がポリメラーゼおよび／またはヌクレオチドをさらに含む、請求項
１７４に記載の支持体。
【請求項２０１】
　前記個別の反応部位のうちの１つ以上が、前記一対の増幅プライマー、前記検出可能な
標識プローブ、ポリメラーゼ、およびヌクレオチドを含む凍結乾燥組成物を含む、請求項
１７４に記載の支持体。
【請求項２０２】
　前記増幅プライマー対および前記検出可能な標識プローブが、表１に列記されるアッセ
イのうちの１つに由来する、請求項１７４に記載の支持体。
【請求項２０３】
　生物学的試料中の表１に列記される微生物のうちの１つ以上由来の少なくとも１つの標
的核酸の存在または不在を決定するための組成物であって、
　（ａ）少なくとも１つの増幅プライマー対であって、前記対の前記プライマーが各々、
前記標的核酸の領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするように構成された標
的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な条件下で前記プライマー対が表１における
遺伝子からアンプリコンを生成する、少なくとも１つの増幅プライマー対と、
　（ｂ）前記プライマー対によって生成された前記アンプリコンの領域の全てまたは一部
に特異的にハイブリダイズするように構成された少なくとも１つの検出プローブと、を含
む、組成物。
【請求項２０４】
　前記アンプリコンが５６～１０５ヌクレオチド長である、請求項２０３に記載の組成物
。
【請求項２０５】
　表１に列記される少なくとも１つのアッセイを含む、請求項２０３に記載の組成物。
【請求項２０６】
　バイオマーカーのパネルを検出するための一組のヌクレオチドプローブを含み、前記プ
ローブがある遺伝子群のＤＮＡおよび／またはＲＮＡ配列に相補的であり、前記遺伝子群
が表１に列記される遺伝子の任意の組み合わせから選択されることを特徴とする、請求項
２０３に記載の組成物。
【請求項２０７】
　前記一組のプローブが１～１７個の異なるプローブからなる、請求項２０６に記載の組
成物。
【請求項２０８】
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　前記遺伝子群が、表１に列記される遺伝子から選択される５つの異なる遺伝子からなる
、請求項２０６に記載の組成物。
【請求項２０９】
　試料中の少なくとも５つの異なる標的核酸が増幅および検出され、前記標的核酸が表１
に列記される５つの異なる微生物由来である、請求項２０３に記載の組成物。
【請求項２１０】
　前記５つの標的核酸が、表１に列記される前記５つの異なる微生物の各々について列記
されたアッセイを使用して増幅および検出される、請求項２０９に記載の組成物。
【請求項２１１】
　前記遺伝子群が、表１に列記される遺伝子から選択される１０個の異なる遺伝子からな
る、請求項２０６に記載の組成物。
【請求項２１２】
　試料中の少なくとも１０個の異なる標的核酸が増幅および検出され、前記標的核酸が表
１に列記される１０個の異なる微生物由来である、請求項２１１に記載の組成物。
【請求項２１３】
　前記１０個の標的核酸が、表１に列記される前記１０個の異なる微生物の各々について
列記されたアッセイを使用して増幅および検出される、請求項２１２に記載の組成物。
【請求項２１４】
　前記遺伝子群が、表１に列記される遺伝子から選択される１５個の異なる遺伝子からな
る、請求項２０６に記載の組成物。
【請求項２１５】
　試料中の少なくとも１５個の異なる標的核酸が増幅および検出され、前記標的核酸が表
１に列記される１５個の異なる微生物由来である、請求項２１４に記載の組成物。
【請求項２１６】
　前記１５個の標的核酸が、表１に列記される前記１５個の異なる微生物の各々について
列記されたアッセイを使用して増幅および検出される、請求項２１５に記載の組成物。
【請求項２１７】
　前記遺伝子群が、表１に列記される遺伝子から選択される１７個の異なる遺伝子からな
る、請求項２０６に記載の組成物。
【請求項２１８】
　試料中の少なくとも１７個の異なる標的核酸が増幅および検出され、前記標的核酸が表
１に列記される１７個の異なる微生物由来である、請求項２１７に記載の組成物。
【請求項２１９】
　前記１７個の標的核酸が、表１に列記される前記１７個の異なる微生物の各々について
列記されたアッセイを使用して増幅および検出される、請求項２１８に記載の組成物。
【請求項２２０】
　生物学的試料に関連するバイオマーカーのパネルをプロファイリングする方法であって
、
　（ａ）対象から前記生物学的試料を得ることと、
　（ｂ）前記試料の少なくともいくらかの部分を少なくとも５つの個別の増幅反応と接触
させることであって、前記個別の反応が各々、標的特異的プライマーセットおよびポリメ
ラーゼを含む、接触させることと、
　（ｃ）増幅産物を産生することができる増幅条件下で個別の反応あたり少なくとも１つ
の標的配列を増幅することと、
　（ｃ）前記複数の個別の反応の各々を、前記標的特異的プライマーによって産生された
前記増幅産物に特異的な検出可能な標識プローブと接触させることと、
　（ｄ）前記複数の個別の増幅反応の各々における前記増幅産物の存在または不在を決定
して、前記生物学的試料のバイオマーカープロファイルに達することであって、前記バイ
オマーカーが表１に列記される遺伝子に関連する、達することと、を含む、方法。
【請求項２２１】
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　少なくとも１０個の個別の増幅反応が、前記試料の前記少なくともいくらかの部分によ
って接触される、請求項２２０に記載の方法。
【請求項２２２】
　少なくとも１５個の個別の増幅反応が、前記試料の前記少なくともいくらかの部分によ
って接触される、請求項２２０に記載の方法。
【請求項２２３】
　少なくとも１７個の個別の増幅反応が、前記試料の前記少なくともいくらかの部分によ
って接触される、請求項２２０に記載の方法。
【請求項２２４】
　前記バイオマーカーが泌尿生殖器感染症および／または微生物叢に関連する、請求項２
２０に記載の方法。
【請求項２２５】
　前記パネルが、１～１７個の異なるバイオマーカーセットを含む、請求項２２０に記載
の方法。
【請求項２２６】
　前記複数の個別の増幅反応が固体支持体上にある、請求項２２０に記載の方法。
【請求項２２７】
　前記複数の個別の増幅反応が各々、表１から選択される単一のアッセイを含む、請求項
２２０に記載の方法。
【請求項２２８】
　対照核酸分子を含む試料中の複数の標的核酸配列を増幅するための方法であって、
　複数の増幅反応を並行して行うことであって、前記複数の増幅反応が各々、前記試料の
一部と、前記対照核酸分子中の対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プライ
マー対とを含み、前記対照核酸分子が複数の異なる標的配列を含む、行うことと、
　前記対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的配列に対応する複数の異なる増幅産
物を形成することと、
　前記増幅反応における少なくとも２つの異なる増幅産物の存在を決定することと、を含
む、方法。
【請求項２２９】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の異なる微生物由来の少なくとも５つの異なる標的配
列を含む、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３０】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の異なる微生物由来の少なくとも１０個の異なる標的
配列を含む、請求項２２９に記載の方法。
【請求項２３１】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の異なる微生物由来の少なくとも１５個の異なる標的
配列を含む、請求項２３０に記載の方法。
【請求項２３２】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の異なる微生物由来の全ての異なる標的配列を含む、
請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３３】
　前記複数の異なる標的配列が、表１に記載の異なる微生物のゲノム配列またはトランス
クリプトーム配列に由来する、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３４】
　前記複数の異なる標的配列が、表１から選択される任意の数の微生物遺伝子に由来する
、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３５】
　前記形成することが、５～１００個の異なる増幅産物を並行して形成することを含む、
請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３６】
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　前記形成することが、１０～５０個の異なる増幅産物を並行して形成することを含む、
請求項２３５に記載の方法。
【請求項２３７】
　対応する標的配列を増幅するように構成された少なくとも１つの増幅プライマー対が、
前記対応する標的配列の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含むプライマーを
含む、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３８】
　前記複数の増幅反応のうちの少なくとも２つが各々、異なる対応する標的配列を増幅す
るように構成された増幅プライマー対を含む、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２３９】
　前記複数の増幅反応のうちの１つ以上の増幅反応が、前記対応する標的配列の一部と同
一のまたはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む、請求項２２
８に記載の方法。
【請求項２４０】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、５’エキソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている、請求項２３９に記
載の方法。
【請求項２４１】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、その５’末端に蛍光標識
およびその３’末端にクエンチャーを含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２４２】
　前記対照核酸分子がＤＮＡプラスミドである、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２４３】
　前記ＤＮＡプラスミドが線状である、請求項２４２に記載の方法。
【請求項２４４】
　前記増幅反応を行うことの前に前記対照核酸分子を含む前記試料を細胞から調製するこ
とをさらに含む、請求項２２８に記載の方法。
【請求項２４５】
　対照核酸分子を含む試料中の複数の標的核酸配列を増幅するための方法であって、
　前記試料を複数の反応体積に分配することであって、前記対照核酸分子が複数の異なる
標的配列を含み、前記反応体積が、前記対照核酸分子中の対応する標的配列を増幅するよ
うに構成された少なくとも２つの異なる増幅プライマー対を含む、分配することと、
　前記反応体積中で増幅反応を行い、前記対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的
配列に対応する複数の異なる増幅産物を形成することと、
　前記増幅反応における少なくとも２つの異なる増幅産物の存在を決定することと、を含
む、方法。
【請求項２４６】
　複数の増幅反応を評価するための方法であって、
　核酸試料の一部を支持体内または支持体上に位置する個別の反応チャンバに分配するこ
とであって、前記核酸試料が対照核酸分子を含み、前記対照核酸分子が複数の異なる標的
配列を含む、分配することと、
　複数の並行増幅反応を行い、前記対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的配列に
対応する複数の異なる標的増幅産物を前記個別の反応チャンバ内で形成することであって
、
各増幅反応が、前記対照核酸分子中に存在する対応する標的配列を増幅するように構成さ
れた増幅プライマー対を含み、前記増幅反応のうちの少なくとも２つが、前記対照核酸分
子中に存在する異なる対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プライマーを含
む、形成することと、
　前記個別の反応チャンバのうちの少なくとも２つ内で形成された少なくとも２つの異な
る標的増幅産物を定量化することと、を含む、方法。
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【請求項２４７】
　前記方法が、前記対照核酸分子の連続希釈液である一組の試料を使用して行われる、請
求項２４６に記載の方法。
【請求項２４８】
　前記連続希釈された対照核酸分子由来の前記定量化された標的増幅産物に基づいて、前
記対照核酸分子の標的配列のうちの少なくとも１つの検出限界を決定することをさらに含
む、請求項２４７に記載の方法。
【請求項２４９】
　前記連続希釈された対照核酸分子由来の前記定量化された標的増幅産物に基づいて、前
記対照核酸分子の標的配列のうちの少なくとも１つのダイナミックレンジを決定すること
をさらに含む、請求項２４７に記載の方法。
【請求項２５０】
　前記定量化することが、任意にリアルタイムで、検出可能な標識プローブの前記増幅産
物へのハイブリダイゼーションを検出することを含む、請求項２４６に記載の方法。
【請求項２５１】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の少なくとも５つの異なる標的配列を含
む、請求項２４６に記載の方法。
【請求項２５２】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の少なくとも１０個の異なる標的配列を
含む、請求項２５１に記載の方法。
【請求項２５３】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の少なくとも１５個の異なる標的配列を
含む、請求項２５２に記載の方法。
【請求項２５４】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来のほぼ全ての異なる標的配列を含む、請
求項２４６に記載の方法。
【請求項２５５】
　前記複数の標的配列が、表１における異なる微生物のゲノム配列に由来する、請求項２
４６に記載の方法。
【請求項２５６】
　前記形成することが、５～１００個の異なる増幅産物を形成することを含む、請求項２
４６に記載の方法。
【請求項２５７】
　前記形成することが、１～１７個の異なる増幅産物を形成することを含む、請求項２５
６に記載の方法。
【請求項２５８】
　前記複数の増幅反応のうちの１つ以上の増幅反応が、前記対応する標的配列の一部と同
一のまたはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む、請求項２４
６に記載の方法。
【請求項２５９】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、５’エキソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている、請求項２５８に記
載の方法。
【請求項２６０】
　少なくとも１つの増幅反応の前記検出可能な標識プローブが、その５’末端に蛍光標識
およびその３’末端にクエンチャーを含む、請求項２５９に記載の方法。
【請求項２６１】
　前記個別の反応チャンバが、前記試料の前記一部が前記反応チャンバに分配される前ま
たは分配された後のいずれかに前記個別の反応チャンバに分配されるポリメラーゼおよび
／またはヌクレオチドをさらに含む、請求項２６０に記載の方法。
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【請求項２６２】
　前記対照核酸分子がＤＮＡプラスミドである、請求項２４６に記載の方法。
【請求項２６３】
　前記ＤＮＡプラスミドが線状である、請求項２６２に記載の方法。
【請求項２６４】
　複数の異なる増幅標的配列を含む核酸構築物であって、前記増幅標的配列のうちの少な
くとも２つが、表１から選択される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの少なくとも５６
ヌクレオチド部分を含む、核酸構築物。
【請求項２６５】
　複数の異なる増幅標的配列を含む核酸構築物であって、前記増幅標的配列のうちの少な
くとも２つが、表１から選択される少なくとも２つの異なる微生物または微生物遺伝子に
由来する、核酸構築物。
【請求項２６６】
　核酸増幅のためのアレイであって、
　複数の反応部位を含む支持体であって、前記複数の反応部位が前記支持体内または前記
支持体上に位置する、支持体を含み、
　前記複数の反応部位が各々、
　（ｉ）複数の異なる標的配列を含む対照核酸分子と、
　（ｉｉ）対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プライマー対と、
　（ｉｉｉ）前記対の前記増幅プライマーのうちの少なくとも１つの伸長によって生成さ
れた核酸配列にハイブリダイズするように構成された検出可能な標識プローブと、を含む
、アレイ。
【請求項２６７】
　前記異なる標的配列のうちの少なくとも２つが、表１から選択される遺伝子またはその
対応するｃＤＮＡの少なくとも５６ヌクレオチド部分を含む、請求項２６６に記載のアレ
イ。
【請求項２６８】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の少なくとも５つの異なる標的配列を含
む、請求項２６６に記載のアレイ。
【請求項２６９】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の少なくとも１０個の異なる標的配列を
含む、請求項２６８に記載のアレイ。
【請求項２７０】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の少なくとも１５個の異なる標的配列を
含む、請求項２６９に記載のアレイ。
【請求項２７１】
　前記対照核酸分子が、表１に記載の微生物由来の全ての異なる標的配列を含む、請求項
２７０に記載のアレイ。
【請求項２７２】
　前記対照核酸分子がプラスミドである、請求項２６６に記載のアレイ。
【請求項２７３】
　前記プラスミドが線状である、請求項２７２に記載のアレイ。
【請求項２７４】
　前記反応部位のうちの少なくとも１つが増幅産物を含む、請求項２６６に記載のアレイ
。
【請求項２７５】
　前記支持体が、異なる増幅産物を含む１０～１０，０００個の反応部位を含む、請求項
２６６に記載のアレイ。
【請求項２７６】
　前記反応部位のうちの少なくとも２つが各々、異なる対応する標的配列を増幅するよう
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に構成された増幅プライマー対を含む、請求項２６６に記載のアレイ。
【請求項２７７】
　少なくとも１つの反応部位の前記検出可能な標識プローブが、５’エキソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている、請求項２６６に記
載のアレイ。
【請求項２７８】
　少なくとも１つの反応部位の前記検出可能な標識プローブが、その５’末端に蛍光標識
およびその３’末端にクエンチャーを含む、請求項２６６に記載のアレイ。
【請求項２７９】
　前記検出可能な標識プローブが副溝結合剤部分をさらに含む、請求項２６６に記載のア
レイ。
【請求項２８０】
　前記支持体が、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、および複数の貫通孔反応
部位を含むプレートから選択される、請求項２６６に記載のアレイ。
【請求項２８１】
　前記複数の反応部位がポリメラーゼおよび／またはヌクレオチドをさらに含む、請求項
２６６に記載のアレイ。
【請求項２８２】
　複数の標的核酸配列を増幅するための方法であって、
　対照核酸分子および試験核酸試料の両方を複数の反応体積に分配することであって、前
記対照核酸分子が複数の異なる標的配列を含み、前記試験核酸試料が１つ以上の試験核酸
分子を含む、分配することと、
　前記反応体積を核酸増幅条件に供し、前記対照核酸分子中の異なる標的配列を増幅する
ために各々使用される増幅プライマー対を使用して前記反応体積中の前記対照核酸分子の
少なくとも２つの異なる標的配列を増幅することと、
　前記反応体積中の少なくとも２つの異なる増幅された標的配列の存在を検出することと
、を含む、方法。
【請求項２８３】
　前記対照核酸分子が環状である、請求項２８２に記載の方法。
【請求項２８４】
　前記対照核酸分子が線状である、請求項２８３に記載の方法。
【請求項２８５】
　前記対照核酸分子および前記試験核酸試料由来の試験核酸分子を異なる反応体積に分配
することをさらに含む、請求項２８２に記載の方法。
【請求項２８６】
　前記試験核酸試料が、異なる標的配列を各々含む２つ以上の異なる標的核酸分子も含む
、請求項２８２に記載の方法。
【請求項２８７】
　前記標的核酸試料中の異なる標的配列を増幅するために各々使用される増幅プライマー
対を使用して前記反応体積中の前記試験核酸試料の少なくとも２つの異なる標的配列を増
幅することをさらに含む、請求項２８６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　多種多様の微生物が疾患および障害を引き起こすか、またはその一因となり得る。感染
病原体は、個体から個体に伝播し、その集団に疾病をもたらし得る。個体の微生物集団に
不均衡が生じたときに共生関係にある宿主上または宿主中に存在する微生物が宿主病をも
たらす。ヒトマイクロバイオームプロジェクトは、ヒトおよび動物マイクロバイオームの
組成および特定の組織における均衡を維持する能力に関する豊かな洞察を提供している。
【０００２】
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　泌尿生殖器、膀胱、および尿路組織は、細菌、真菌、ウイルス、および／または寄生虫
微生物（例えば、尿路病原体）の発生が不均衡を引き起こし、その部位に深刻な影響を及
ぼし得る豊かな環境である。
【０００３】
　毎年、約１億５千万人が、症候性であるか無症候性であるかにかかわらず重大な健康問
題を提示する尿路感染症（ＵＴＩ）に罹患している。現在、ＵＴＩは、臨床症状および尿
分析（細菌培養、および白血球の存在）に基づいて診断され、抗生物質で治療されている
。しかしながら、ヒト尿路が多様かつ複雑な微生物群を宿主としており、新たな証拠によ
り、膀胱および尿路微生物叢（ＵＴＭ）が泌尿器の健康にプラスおよびマイナスの両方の
重大な影響を及ぼし得ることが示されている。現在の尿路診断法は目標スループット不足
に悩まされており、微生物培養分析（検尿）に依存している。対照的に、パネルに基づく
分子試験は、特定の種の存在を特定するのみならず、尿微生物叢をプロファイリングする
こともでき、その生物学的意義を理解する助けとなり、適切な抗生物質に関する指針を提
供しそれにより、過剰治療を軽減することができる。
【０００４】
　従来の培養に基づく方法は、多くの場合、特に多微生物性または混合フローラ環境下で
、ＵＴＩにおける病原体細菌または真菌を検出し損なう。これは、少なくとも部分的に、
全ての尿路病原体が、ある特定の種および／または微生物を検出し損ない得る標準培養条
件下で、同等に良好に増殖するわけではないという理由による。加えて、現在の培養に基
づく方法は、多大な時間を必要とし、スループットが低く、感度および／または特異度を
欠き得る。したがって、尿路感染症の多微生物性質は、尿培養に固有の制限を打開し、か
つ尿中に存在する尿路病原体の迅速かつ正確な測定を提供することができるアッセイシス
テムの開発を必要としている。尿微生物モニタリングおよび検出で使用するための現在の
技術は多大な費用を必要とし、感度および／もしくは特異度を欠き、かつ／または複雑な
または非常に長いワークフローを必要とする。泌尿生殖器、膀胱、および尿路感染症なら
びに微生物叢をモニタリングおよびプロファイリングするための特有の効率的な費用効率
の高いシステムが必要とされている。
【発明の概要】
【０００５】
　一態様では、核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、増幅プライ
マー対を各々含む少なくとも５つの異なるアッセイを使用して、複数の核酸配列を含む試
料源由来のアリコートを各々含む少なくとも５つの増幅反応混合物を形成することであっ
て、アッセイが表１におけるアッセイ群から選択される、形成することと、各増幅反応混
合物を反応容器に適用することと、複数の増幅反応を反応容器上で行うことと、複数の増
幅反応中に反応容器上の１つ以上の位置内の標的核酸配列に対応する増幅産物を検出する
ことと、を含む、方法が提供される。一実施形態では、本方法は、反応を増幅産物検出シ
ステムで利用することと、増幅産物検出システムを動作させて、任意に関連表を使用して
、反応容器上の増幅反応混合物の位置を、増幅反応混合物で利用されるアッセイＩＤのう
ちの１つ以上と関連付けることと、をさらに含む。本方法の一実施形態では、反応容器は
、複数のウェルを有するプレートである。本方法の別の実施形態では、反応容器は、アレ
イである。本方法の別の実施形態では、反応容器は、オープンアレイプレートである。本
方法のさらに別の実施形態では、反応容器は、チップマイクロアレイである。一実施形態
では、本方法は、表１におけるアッセイ群から選択される少なくとも１０個の異なるアッ
セイを使用して、複数の核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくとも１
０個の増幅反応混合物を形成することを含む。一実施形態では、本方法は、表１における
アッセイ群から選択される少なくとも１５個の異なるアッセイを使用して、複数の核酸配
列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくとも１５個の増幅反応混合物を形成す
ることを含む。一実施形態では、本方法は、表１におけるアッセイ群から選択される１７
個の異なるアッセイを使用して、複数の核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含
む１７個の増幅反応混合物を形成することを含む。一実施形態では、本方法は、表１にお
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ける全てのアッセイを使用して、複数の核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含
む反応混合物を形成することを含む。本方法の一実施形態では、試料源は、尿検体である
。本方法の一実施形態では、増幅産物は、５６～１０５ヌクレオチド長のアンプリコンを
有する核酸試料の標的アンプリコンを含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂ
ａ０４９３２０８４＿ｓ１は、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの遺伝
子の注釈を付けられていない領域の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本
方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８８＿ｓ１は、Ｃｉｔｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉのクピンスーパーファミリー遺伝子のシュウ酸デカルボキシ
ラーゼ／古細菌ホスホグルコースイソメラーゼ（例えば、ＣＯＧ２１４０等）の核酸配列
の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ
０７２８６６１７＿ｓ１および／またはＢａ０７２８６６１６＿ｓ１は、Ｃｉｔｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの鉄錯体輸送系基質結合タンパク質の核酸配列の一部を標的
とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０
８０＿ｓ１は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃ
ｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）のピリドキサールリン酸依存性ヒスチジンデカルボキシラ
ーゼ（ｈｄｃ）遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実
施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８７＿ｓ１は、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
　ｃｌｏａｃａｅの遺伝子の仮説的タンパク質の核酸配列の一部を標的とするプライマー
対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２４７＿ｓ１は、Ｅ
ｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓのアミノトランスフェラーゼクラスＶ遺伝子
の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイ
ＩＤ　Ｂａ０４９３２０８６＿ｓ１は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍのＰ
ｈｎＢ－ＭｅｒＲファミリー転写調節因子遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマ
ー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２４２＿ｓ１は、
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉのＤＮＡ結合転写調節因子ＭｅｒＲファミリー（Ｚｎ
ｔｒ）遺伝子（例えば、ＣＯＧ０７８９等）の核酸配列の一部を標的とするプライマー対
を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７９＿ｓ１は、Ｋｌ
ｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａのｐａｒＣ（ＤＮＡトポイソメラーゼＩＶサブユニッ
トＡ）遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態で
は、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８３＿ｓ１は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍ
ｏｎｉａｅのａｃｔ様タンパク質遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含
む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７８＿ｓ１は、Ｍｏｒｇ
ａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉのＦｅ２＋輸送系タンパク質ＦｅｏＡ遺伝子であるＣＯ
Ｇ１９１８の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態では
、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７６＿ｓ１は、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ
のｕｒｅＲ遺伝子であるａｒａＣの核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本
方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７７＿ｓ１は、Ｐｒｏｔｅｕｓ
　ｖｕｌｇａｒｉｓのＳＵＭＦ１遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含
む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８２＿ｓ１は、Ｐｒｏｖ
ｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの推定鉄硫黄修飾タンパク質遺伝子であるラジカルＳ
ＡＭスーパーファミリーのスルファターゼ成熟酵素ＡｓｌＢ（例えば、ＣＯＧ０６４１等
）の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセ
イＩＤ　Ｂａ０４９３２０８１＿ｓ１は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓ
ａのヘリックスターンヘリックスドメインタンパク質遺伝子であるＮ２９６＿１７６０の
核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩ
Ｄ　Ｂａ０４９３２０８５＿ｓ１は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙ
ｔｉｃｕｓのｃｄａＲ遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含む。本方法
の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２７６＿ｓ１は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅのＳＩＰ遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマ
ー対を含む。本方法の一実施形態では、アッセイＩＤ　Ｆｎ０４６４６２３３＿ｓ１は、
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Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓのＩＰＴ１遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプラ
イマー対を含む。
【０００６】
　別の態様では、核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、複数の核
酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む複数の増幅反応混合物を形成することで
あって、試料源が尿検体である、形成することと、複数の増幅反応混合物を反応容器に適
用することであって、反応容器が、表１における対応する標的領域位置および対応する標
的領域サイズを有する異なる遺伝子を各々標的とする少なくとも５つのアッセイで構成さ
れており、各アッセイが増幅プライマー対を含む、適用することと、複数の増幅反応を反
応容器上で行うことと、複数の増幅反応中に反応容器上の位置内の標的核酸配列に対応す
る増幅産物検出することと、を含む、方法が提供される。一実施形態では、本方法は、反
応容器を増幅産物検出システム内で利用することと、増幅産物検出システムを動作させて
、任意に関連表を使用して、反応容器上の増幅反応混合物の位置を、反応容器で利用され
るアッセイのうちの１つ以上と関連付けることと、をさらに含む。本方法の一実施形態で
は、反応容器は、複数のウェルを有するプレートである。本方法の別の実施形態では、反
応容器は、アレイである。本方法の別の実施形態では、反応容器は、オープンアレイプレ
ートである。本方法のさらに別の実施形態では、反応容器は、チップマイクロアレイであ
る。本方法の一実施形態では、反応容器は、表１に列記される異なる遺伝子を各々標的と
する少なくとも１０個のアッセイで構成されている。本方法の一実施形態では、反応容器
は、表１に列記される異なる遺伝子を各々標的とする少なくとも１５個のアッセイで構成
されている。本方法の一実施形態では、反応容器は、表１に列記される遺伝子のうちの１
７個を標的とするアッセイで構成されている。本方法の一実施形態では、反応容器は、表
１に列記される遺伝子の各々を標的とするアッセイで構成されている。一実施形態では、
本方法は、９３ヌクレオチド長であり、かつＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎ
ｎｉｉにおける注釈を付けられていない領域の遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する
少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、
１０３ヌクレオチド長であり、かつＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉにおける
クピンスーパーファミリー遺伝子のシュウ酸デカルボキシラーゼ／古細菌ホスホグルコー
スイソメラーゼ（例えば、ＣＯＧ２１４０を含む）に対応するアンプリコンを増幅する少
なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、６
２および／または１１０ヌクレオチド長であり、かつＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕ
ｎｄｉｉの鉄錯体輸送系基質結合タンパク質の核酸配列の一部に対応するアンプリコンを
増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本
方法は、９８ヌクレオチド長であり、かつＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（
以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）におけるピリドキサールリン酸
依存性ヒスチジンデカルボキシラーゼ（ｈｄｃ）遺伝子に対応するアンプリコンを増幅す
る少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は
、８８ヌクレオチド長であり、かつＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅにおける
仮説的タンパク質の遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイ
のうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、９５ヌクレオチド長であり
、かつＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓにおけるアミノトランスフェラーゼ
クラスＶ遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの１
つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、９８ヌクレオチド長であり、かつＥｎ
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍにおけるＰｈｎＢ－ＭｅｒＲファミリー転写調節
因子遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの１つの
アッセイを含む。一実施形態では、本方法は、６３ヌクレオチド長であり、かつＥｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉにおけるＤＮＡ結合転写調節因子ＭｅｒＲファミリー（Ｚｎｔ
ｒ）遺伝子（例えば、ＣＯＧ０７８９を含む）に対応するアンプリコンを増幅する少なく
とも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、９３ヌ
クレオチド長であり、かつＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａにおけるｐａｒＣ（Ｄ
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ＮＡトポイソメラーゼＩＶサブユニットＡ）遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する少
なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、５
６ヌクレオチド長であり、かつＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅにおけるａ
ｃｔ様タンパク質に対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの
１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、９１ヌクレオチド長であり、かつＭ
ｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉにおけるＦｅ２＋輸送系タンパク質ＦｅｏＡ遺伝
子（例えば、ＣＯＧ１９１８を含む）に対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つ
のアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、１００ヌクレオ
チド長であり、かつＰｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓにおけるｕｒｅＲ遺伝子である
ａｒａＣに対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの１つのア
ッセイを含む。一実施形態では、本方法は、７６ヌクレオチド長であり、かつＰｒｏｔｅ
ｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓにおけるＳＵＭＦ１遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する少
なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、１
００ヌクレオチド長であり、かつＰｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉにおける推
定鉄硫黄修飾タンパク質であるラジカルＳＡＭスーパーファミリーのスルファターゼ成熟
酵素ＡｓｌＢ遺伝子（例えば、ＣＯＧ０６４１を含む）に対応するアンプリコンを増幅す
る少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は
、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａにおけるヘリックスターンヘリックス
ドメインタンパク質遺伝子（例えば、Ｎ２９６＿１７６０を含む）の７０ヌクレオチド長
のアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一
実施形態では、本方法は、８５ヌクレオチド長であり、かつＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓにおけるｃｄａＲ遺伝子に対応するアンプリコンを増幅
する少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法
は、６６ヌクレオチド長であり、かつＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａ
ｅにおけるＳＩＰ遺伝子に対応するアンプリコンを増幅する少なくとも５つのアッセイの
うちの１つのアッセイを含む。一実施形態では、本方法は、１０５ヌクレオチド長であり
、かつＣａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓにおけるＩＰＴ１遺伝子に対応するアンプリコ
ンを増幅する少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイを含む。
【０００７】
　別の態様では、生物学的試料中の少なくとも１つの標的核酸の存在または不在を決定す
るための組成物であって、少なくとも５つの異なる増幅プライマー対であって、該対の該
プライマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的
にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な
条件下で該プライマー対がアンプリコンを生成する、少なくとも５つの異なる増幅プライ
マー対と、該プライマー対によって生成された該アンプリコンの領域の全てまたは一部に
特異的にハイブリダイズするように構成された少なくとも５つの検出プローブと、を含む
、組成物が提供される。一実施形態では、本組成物は、複数の異なる標的核酸配列を含む
対照核酸分子をさらに含み、該複数の異なる標的核酸配列は、表１における少なくとも５
つの遺伝子に特異的である。一実施形態では、本組成物は、アッセイのパネルまたはコレ
クションである。一実施形態では、アッセイのパネルまたはコレクションは、ＴａｑＭア
ッセイのパネルまたはコレクションを含む。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つ
の標的核酸は、尿路感染症に関連する微生物のバイオマーカーである。一実施形態では、
本組成物は、固体支持体を含む。本組成物の一実施形態では、少なくとも５つの増幅プラ
イマー対は、固体支持体上の位置によって分離されている。一実施形態では、本組成物は
、少なくとも１０個の異なる増幅プライマー対を含み、該対の該プライマーが各々、表１
における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするよ
うに構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適な条件下で該プライマー対
がアンプリコンを生成する。一実施形態では、本組成物は、少なくとも１５個の異なる増
幅プライマー対を含み、該対の該プライマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列
の領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダ
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イゼーション領域を含み、好適な条件下で該プライマー対がアンプリコンを生成する。一
実施形態では、本組成物は、少なくとも１７個の異なる増幅プライマー対を含み、該対の
該プライマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異
的にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好適
な条件下で該プライマー対がアンプリコンを生成する。本組成物の一実施形態では、少な
くとも１つの標的核酸は、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉに特異的で
あり、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉゲノムのヌクレオチド２０２１
００～２０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＧ７０４５７４．１に
おける７０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸
は、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉに特異的であり、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅ
ｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉゲノムのヌクレオチド１３７４００～１３８２００に対応する領域
内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０００００４．１における８０１核酸配列内に
ある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅ
ｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉに特異的であり、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉゲノ
ムのヌクレオチド２７７０００～２７７８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ
＿ＡＮＡＶ０１０００００１．１における８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形
態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（以
前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）に特異的であり、Ｋｌｅｂｓｉｅ
ｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）
ゲノムのヌクレオチド１１５８６００～１１５９４００に対応する領域内に位置する受入
番号ＣＰ０１４７４８．１における８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では
、少なくとも１つの標的核酸は、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅに特異的で
あり、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅゲノムのヌクレオチド３２７４０００
～３２７４８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００８８２３．１における８
０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｅｎ
ｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓに特異的であり、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　
ｆａｅｃａｌｉｓゲノムのヌクレオチド１７６９１００～１７６９９００に対応する領域
内に位置する受入番号ＨＦ５５８５３０．１における８０１核酸配列内にある。本組成物
の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃ
ｉｕｍに特異的であり、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍゲノムのヌクレオチ
ド１７３００～１８１００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＬ４７６１３１
．１における８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標
的核酸は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉに特異的であり、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
　ｃｏｌｉゲノムのヌクレオチド４３３６０００～４３３６７００に対応する領域内に位
置する受入番号ＣＰ０１５８４３．２における７０１核酸配列内にある。本組成物の一実
施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａに特
異的であり、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａゲノムのヌクレオチド２８５１７０
０～２８５２６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０２０３５８．１における
８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｋ
ｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅに特異的であり、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅゲノムのヌクレオチド２０９０００～２０９０８００に対応する領域
内に位置する受入番号ＣＰ００７７２７．１における８０１核酸配列内にある。本組成物
の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎ
ｉｉに特異的であり、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉゲノムのヌクレオチド３
７５８００～３７６６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００４３４５．１に
おける８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸
は、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓに特異的であり、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂ
ｉｌｉｓゲノムのヌクレオチド５８０２００～５８１０００に対応する領域内に位置する
受入番号ＣＰ０１７０８２．１における８０１核酸配列内にある。一実施形態では、本組
成物は、５’ヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼをさらに含む。いくつかの実施形態
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では、ポリメラーゼは、熱安定性である。いくつかの実施形態では、ポリメラーゼは、Ｔ
ａｑ　ＤＮＡポリメラーゼである。一実施形態では、本組成物の検出プローブは、Ｔａｑ
Ｍａｎプローブまたは５’ヌクレアーゼプローブである。
【０００８】
　本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇ
ａｒｉｓに特異的であり、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓゲノムのヌクレオチド１０
２００～１０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＪＰＩＸ０１０００００６．
１における８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的
核酸は、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉに特異的であり、Ｐｒｏｖｉｄｅｎ
ｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉゲノムのヌクレオチド４９３０００～４９３８００に対応する
領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＤＳ６０７６６３．１における８０１核酸配列内にある
。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａに特異的であり、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ゲノムのヌクレオチド１８５７６００～１８５８４００に対応する領域内に位置する受入
番号ＣＰ００６８３１．１における８０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では
、少なくとも１つの標的核酸は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉ
ｃｕｓに特異的であり、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓゲ
ノムのヌクレオチド２００４００～２０１０００に対応する領域内に位置する受入番号Ａ
Ｐ００８９３４．１における６０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少な
くとも１つの標的核酸は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅに特異的
であり、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅゲノムのヌクレオチド４１
０００～４１６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１０３１９．１における
６０１核酸配列内にある。本組成物の一実施形態では、少なくとも１つの標的核酸は、Ｃ
ａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓに特異的であり、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓゲ
ノムのヌクレオチド８００～１５００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＹ８８４２
０３．１における７０１核酸配列内にある。
【０００９】
　別の態様では、複数の異なる標的核酸配列を含む対照核酸分子を含み、該複数の標的核
酸配列が、ＤＮＡプラスミドに挿入された表１における少なくとも５つの遺伝子に指向さ
れる、複数の増幅反応を評価するための核酸構築物が提供される。本核酸構築物の一実施
形態では、該複数の標的核酸配列は、ＤＮＡプラスミド中の表１における遺伝子のうちの
少なくとも１０個に指向される。本核酸構築物の一実施形態では、該複数の標的核酸配列
は、ＤＮＡプラスミド中の表１における遺伝子のうちの少なくとも１５個に指向される。
本核酸構築物の一実施形態では、該複数の標的核酸配列は、ＤＮＡプラスミド中の表１に
おける遺伝子の各々に指向される。本核酸構築物の一実施形態では、Ａｃｉｎｅｔｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの標的核酸配列は、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕ
ｍａｎｎｉｉゲノムのヌクレオチド２０２１００～２０２８００に対応する領域内に位置
する受入番号ＮＺ＿ＧＧ７０４５７４．１における７０１核酸配列内にある。本核酸構築
物の一実施形態では、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの標的核酸配列は、Ｃ
ｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉゲノムのヌクレオチド１３７４００～１３８２
００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０００００４．１における
８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆ
ｒｅｕｎｄｉｉの標的核酸配列は、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉゲノムの
ヌクレオチド２７７０００～２７７８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿Ａ
ＮＡＶ０１０００００１．１における８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形
態では、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）の標的核酸配列は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ
（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）ゲノムのヌクレオチド１１５
８６００～１１５９４００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１４７４８．１に
おける８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔ



(30) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40

50

ｅｒ　ｃｌｏａｃａｅの標的核酸配列は、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅゲ
ノムのヌクレオチド３２７４０００～３２７４８００に対応する領域内に位置する受入番
号ＣＰ００８８２３．１における８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態で
は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓの標的核酸配列は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓゲノムのヌクレオチド１７６９１００～１７６９９００に対
応する領域内に位置する受入番号ＨＦ５５８５３０．１における８０１核酸配列内にある
。本核酸構築物の一実施形態では、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍの標的核
酸配列は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍゲノムのヌクレオチド１７３００
～１８１００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＬ４７６１３１．１における
８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃ
ｏｌｉの標的核酸配列は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉゲノムのヌクレオチド４３
３６０００～４３３６７００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１５８４３．２
における７０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌ
ａ　ｏｘｙｔｏｃａの標的核酸配列は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａゲノムの
ヌクレオチド２８５１７００～２８５２６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ
０２０３５８．１における８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｋ
ｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅの標的核酸配列は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅゲノムのヌクレオチド２０９０００～２０９０８００に対応する領
域内に位置する受入番号ＣＰ００７７２７．１における８０１核酸配列内にある。本核酸
構築物の一実施形態では、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉの標的核酸配列は、
Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉゲノムのヌクレオチド３７５８００～３７６６
００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００４３４５．１における８０１核酸配列
内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓの標的
核酸配列は、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓゲノムのヌクレオチド５８０２００～
５８１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１７０８２．１における８０１
核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ
の標的核酸配列は、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓゲノムのヌクレオチド１０２００
～１０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＪＰＩＸ０１０００００６．１にお
ける８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ
　ｓｔｕａｒｔｉｉの標的核酸配列は、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉゲノ
ムのヌクレオチド４９３０００～４９３８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ
＿ＤＳ６０７６６３．１における８０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形態で
は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの標的核酸配列は、Ｐｓｅｕｄｏｍ
ｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａゲノムのヌクレオチド１８５７６００～１８５８４００
に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００６８３１．１における８０１核酸配列内に
ある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈ
ｙｔｉｃｕｓの標的核酸配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉ
ｃｕｓゲノムのヌクレオチド２００４００～２０１０００に対応する領域内に位置する受
入番号ＡＰ００８９３４．１における６０１核酸配列内にある。本核酸構築物の一実施形
態では、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅの標的核酸配列は、Ｓｔｒ
ｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅゲノムのヌクレオチド４１０００～４１６
００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１０３１９．１における６０１核酸配列
内にある。本核酸構築物の一実施形態では、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓの標的核
酸配列は、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓゲノムのヌクレオチド８００～１５００に
対応する領域内に位置する受入番号ＡＹ８８４２０３．１における７０１核酸配列内にあ
る。
【００１０】
　別の態様では、核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、複数の増
幅反応を行うことであって、該増幅反応が各々、核酸試料の一部と、表１に記載の生物、
ならびに対応するアンプリコンサイズ、領域、および受入番号に関連する標的核酸配列群
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からの異なる標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように各々構成された増幅プラ
イマー対とを含む、行うことと、増幅反応から複数の異なる増幅産物を形成することと、
該複数の異なる増幅産物のうちの少なくとも１つの存在または不在を決定することと、を
含む、方法が提供される。一実施形態では、本方法は、複数の増幅反応を行うことを含み
、増幅反応のうちの少なくとも１０個が核酸試料の一部と、表１に記載の生物、ならびに
対応するアンプリコンサイズ、領域、および受入番号に関連する標的核酸配列群からの異
なる標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように各々構成された増幅プライマー対
とを含む。一実施形態では、本方法は、複数の増幅反応を行うことを含み、増幅反応のう
ちの少なくとも１５個が、核酸試料の一部と、表１に記載の生物、ならびに対応するアン
プリコンサイズ、領域、および受入番号に関連する標的核酸配列群からの異なる標的核酸
配列に対応する増幅産物を産生するように各々構成された増幅プライマー対とを含む。一
実施形態では、本方法は、複数の増幅反応を行うことを含み、陰性対照を除く増幅反応の
全てが、核酸試料の一部と、表１に記載の生物、ならびに対応するアンプリコンサイズ、
領域、および受入番号に関連する標的核酸配列群からの異なる標的核酸配列に対応する増
幅産物を産生するように各々構成された増幅プライマー対とを含む。
【００１１】
　別の態様では、核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法であって、（ａ）複
数の増幅反応を行うことであって、該増幅反応のうちの少なくとも５つが、核酸試料の一
部と、該標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された増幅プライマー対
とを含み、各標的核酸配列が、表１における遺伝子群から選択される異なる遺伝子の増幅
産物である、行うことと、（ｂ）複数の異なる増幅産物を形成することと、（ｃ）該複数
の異なる増幅産物のうちの少なくとも１つの存在または不在を決定することと、を含む、
方法が提供される。本方法の一実施形態では、該増幅反応のうちの少なくとも５つが、表
１に列記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対を含む。本方法の一実施形
態では、該増幅反応のうちの少なくとも１０個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選
択される増幅プライマー対を含む。本方法の一実施形態では、該増幅反応のうちの少なく
とも１５個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対を含む。
本方法の一実施形態では、該増幅反応の全てが、表１に列記されるアッセイＩＤから選択
される増幅プライマー対を含む。本方法は、いくつかの実施形態では、複数の増幅反応を
行うことを含み、該増幅反応のうちの少なくとも１０個が、核酸試料の一部と、前記標的
核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された増幅プライマー対とを含み、該
標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子の一部の増幅産物である。本方法は、いくつか
の実施形態では、複数の増幅反応を行うことを含み、該増幅反応のうちの少なくとも１５
個が、核酸試料の一部と、前記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成さ
れた増幅プライマー対とを含み、各該標的核酸配列が、表１に記載の異なる遺伝子の増幅
産物である。本方法は、いくつかの実施形態では、複数の増幅反応を行うことを含み、陰
性対照を除く該増幅反応の全てが、核酸試料の一部と、前記標的核酸配列に対応する増幅
産物を産生するように構成された増幅プライマー対とを含み、各該標的核酸配列が、表１
に記載の異なる遺伝子の増幅産物である。本方法のいくつかの実施形態では、該増幅産物
は、５６～１０５ヌクレオチド長である。本方法のいくつかの実施形態では、増幅産物を
産生するように構成された該増幅プライマーの少なくとも１つの対は、該対応する標的核
酸配列の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含むプライマーを含む。本方法の
いくつかの実施形態では、該増幅プライマーの少なくとも１つの対の該対応する標的核酸
配列は、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、ま
たはｃＤＮＡ中に存在する核酸配列と同一のまたはそれに相補的な核酸配列を含む。本方
法のいくつかの実施形態では、該対応する標的核酸配列は、標的微生物のゲノムＤＮＡ、
ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在す
るか、またはそれに由来する。本方法のいくつかの実施形態では、該標的微生物は、表１
に列記される微生物である。本方法のいくつかの実施形態では、該形成することは、１０
～１０，０００個の異なる増幅産物を並行して形成することを含む。本方法のいくつかの
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実施形態では、該複数の増幅反応のうちの少なくとも２つは各々、異なる対応する標的核
酸配列を増幅するように構成された増幅プライマー対を含む。本方法のいくつかの実施形
態では、該対応する標的核酸配列は、表１に列記される遺伝子またはその対応するｃＤＮ
Ａの核酸配列の一部を含む。本方法のいくつかの実施形態では、該遺伝子は、表１に列記
される微生物中に存在する。本方法のいくつかの実施形態では、該複数の増幅反応は各々
、５６～１０５ヌクレオチド長の増幅産物を産生するように構成された増幅プライマーセ
ットを含む。本方法のいくつかの実施形態では、該形成することは、表１に列記される遺
伝子の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含む１つ以上の増幅産物を形成する
ことを含む。本方法のいくつかの実施形態では、該形成することは、表１に列記される微
生物に由来する核酸試料を使用して、表１に列記される全ての遺伝子ごとに別個の増幅産
物を形成することを含む。本方法のいくつかの実施形態では、該形成することは、表１に
列記される全ての微生物遺伝子ごとに別個の増幅産物を形成することを含む。
【００１２】
　核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法のいくつかの実施形態では、該形成
することは、表１に列記される微生物遺伝子のうちの少なくとも２つの任意の組み合わせ
ごとに別個の増幅産物を形成することを含む。本方法のいくつかの実施形態では、該複数
の増幅反応のうちの１つ以上は、該対応する標的核酸配列の一部と同一のまたはそれに相
補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む。本方法のいくつかの実施形態で
は、少なくとも１つの増幅反応の該検出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ
活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている。本方法のいくつか
の実施形態では、少なくとも１つの増幅反応の該検出可能な標識プローブは、その５’末
端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャーを含む。本方法のいくつかの実施形態で
は、該検出可能な標識プローブは、副溝結合剤（ＭＧＢ）部分をさらに含む。本方法のい
くつかの実施形態では、該増幅反応のうちの少なくとも１つは、支持体内または支持体上
に存在する個別の反応部位で生じ、該支持体は、１つ以上の個別の反応部位を含む。本方
法のいくつかの実施形態では、該支持体は、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード
、および複数の貫通孔反応部位を含むプレートから選択される。本方法のいくつかの実施
形態では、該個別の反応部位は、該増幅プライマーのうちの１つ以上を含み、該増幅する
ことは、該核酸試料の一部を該個別の反応部位に分配することをさらに含む。本方法のい
くつかの実施形態では、該個別の反応部位は、増幅プライマー対および核酸プローブを含
有する溶液の乾燥堆積物を含み、該プライマーおよび該プローブはいずれも、表１に列記
される遺伝子に由来する核酸配列を増幅するように構成されている。本方法のいくつかの
実施形態では、該個別の反応部位は、該核酸試料の該一部が該反応部位に分配される前ま
たは分配された後のいずれかに該反応部位に分配されるポリメラーゼおよび／またはヌク
レオチドをさらに含む。本方法のいくつかの実施形態では、該核酸試料は、尿検体から調
製される。いくつかの実施形態では、本方法は、該複数の増幅反応を該行うことの前に該
核酸試料を尿検体から調製することをさらに含む。
【００１３】
　別の態様では、試料中の微生物核酸の存在を検出するための方法であって、（ａ）核酸
試料の一部を支持体内に位置する個別の反応チャンバに分配することと、（ｂ）並行増幅
反応を行い、少なくとも５つの増幅産物を各々個別の反応チャンバ内で形成することであ
って、各増幅反応が、微生物のゲノム中に存在するか、またはそれに由来する標的核酸配
列に対応する増幅産物を産生するように構成された増幅プライマー対を含み、該対応する
標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの核酸配列の一部
を含む、形成することと、（ｃ）該増幅産物が該個別の反応チャンバのうちの１つ以上内
で形成されたかを決定することと、を含む、方法が提供される。本方法の一実施形態では
、該増幅反応のうちの少なくとも５つが、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される
増幅プライマー対を含む。本方法の一実施形態では、該増幅反応のうちの少なくとも１０
個が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対を含む。本方法の
一実施形態では、該増幅反応のうちの少なくとも１５個が、表１に列記されるアッセイＩ
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Ｄから選択される増幅プライマー対を含む。本方法の一実施形態では、該増幅反応の全て
が、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対を含む。本方法の一
実施形態では、少なくとも１０個の増幅産物は、並行増幅反応中に形成される。本方法の
一実施形態では、少なくとも１５個の増幅産物は、並行増幅反応中に形成される。本方法
の一実施形態では、少なくとも１７個の増幅産物は、並行増幅反応中に形成される。本方
法の一実施形態では、該増幅産物は、５６～１０５ヌクレオチド長である。本方法の一実
施形態では、該決定することは、任意にリアルタイムで、検出可能な標識プローブの該増
幅産物へのハイブリダイゼーションを検出することを含む。本方法の一実施形態では、前
記標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された該増幅プライマーの少な
くとも１つの対は、該対応する標的核酸配列の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配
列を含むプライマーを含む。本方法の一実施形態では、該増幅プライマーの少なくとも１
つの対の該対応する標的核酸配列は、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無
細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在する核酸配列と同一のまたはそれに相
補的な核酸配列を含む。本方法の一実施形態では、該対応する標的核酸配列は、標的微生
物のゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、または
ｃＤＮＡ中に存在するか、またはそれに由来する。本方法の一実施形態では、該微生物は
、表１に列記される微生物である。本方法の一実施形態では、該形成することは、１０～
１０，０００個の異なる増幅産物を並行して形成することを含む。
【００１４】
　試料中の微生物核酸の存在を検出するための方法の一実施形態では、該増幅反応のうち
の少なくとも２つは各々、異なる対応する標的核酸配列を増幅するように構成された増幅
プライマー対を含む。本方法の一実施形態では、該遺伝子は、表１に列記される微生物中
に存在する。本方法の一実施形態では、該増幅反応は各々、表１に列記される遺伝子の少
なくとも一部を増幅するように構成された増幅プライマーを含む。本方法の一実施形態で
は、該形成することは、表１に列記される遺伝子の一部に相補的なまたはそれと同一の核
酸配列を含む１つ以上の増幅産物を形成することを含む。本方法の一実施形態では、該複
数の増幅反応は各々、５６～１０５ヌクレオチド長の増幅産物を産生するように構成され
た増幅プライマーセットを含む。本方法の一実施形態では、該形成することは、表１に列
記される微生物に由来する核酸試料を使用して、表１に列記される全ての遺伝子ごとに別
個の増幅産物を形成することを含む。本方法の一実施形態では、該形成することは、表１
に列記される全ての微生物遺伝子ごとに別個の増幅産物を形成することを含む。本方法の
一実施形態では、該形成することは、表１に列記される微生物遺伝子のうちの少なくとも
２つの任意の組み合わせごとに別個の増幅産物を形成することを含む。本方法の一実施形
態では、該複数の該増幅反応のうちの１つ以上は、対応する標的核酸配列の一部と同一の
またはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む。本方法の一実施
形態では、少なくとも１つの増幅反応の該検出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレ
アーゼ活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成されている。本方法の一
実施形態では、少なくとも１つの増幅反応の該検出可能な標識プローブは、その５’末端
に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャーを含む。本方法の一実施形態では、該検出
可能な標識プローブは、副溝結合剤（ＭＧＢ）部分をさらに含む。本方法の一実施形態で
は、該増幅反応のうちの少なくとも１つは、支持体内または支持体上に存在する個別の反
応部位で生じ、該支持体は、１つ以上の個別の反応部位を含む。本方法の一実施形態では
、該支持体は、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、および複数の貫通孔反応部
位を含むプレートから選択される。本方法の一実施形態では、該個別の反応部位は、該増
幅プライマーのうちの１つ以上を含み、該増幅することは、核酸試料の一部を該個別の反
応部位に分配することをさらに含む。本方法の一実施形態では、該個別の反応チャンバは
、増幅プライマー対および核酸プローブを含有する溶液の乾燥堆積物を含み、該プライマ
ーおよび該プローブはいずれも、表１に列記される遺伝子に由来する核酸配列を増幅する
ように構成されている。本方法の一実施形態では、該個別の反応チャンバは、該核酸試料
の該一部が該反応部位に分配される前または分配された後のいずれかに個別の反応チャン
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バに分配されるポリメラーゼおよび／またはヌクレオチドをさらに含む。本方法の一実施
形態では、該核酸試料は、尿検体から調製される。一実施形態では、本方法は、該分配す
ることの前に該核酸試料を尿検体から調製することをさらに含む。
【００１５】
　別の態様では、核酸増幅のための支持体であって、複数の反応部位を含む支持体であっ
て、該複数の反応部位が該支持体内または該支持体の表面上に位置する、支持体を含み、
該反応部位のうちの少なくとも５つが、（１）標的核酸配列に対応する増幅産物を産生す
るように構成された増幅プライマー対であって、該増幅産物が表１における微生物に対応
する、増幅プライマー対と、（２）該増幅産物にハイブリダイズするように構成された検
出可能な標識プローブと、を含み、少なくとも５つの該反応部位が各々、異なる増幅プラ
イマー対を対応する検出可能な標識プローブとともに含む、支持体が提供される。一実施
形態では、本支持体は、少なくとも１０個の該反応部位を含み、少なくとも１０個の該反
応部位が各々、異なる増幅プライマー対を対応する検出可能な標識プローブとともに含む
。一実施形態では、本支持体は、少なくとも１５個の該反応部位を含み、少なくとも１５
個の該反応部位が各々、異なる増幅プライマー対を対応する検出可能な標識プローブとと
もに含む。一実施形態では、本支持体は、少なくとも１７個の該反応部位を含み、少なく
とも１７個の該反応部位が各々、異なる増幅プライマー対を対応する検出可能な標識プロ
ーブとともに含む。本支持体の一実施形態では、該増幅産物は、５６～１０５ヌクレオチ
ド長である。本支持体の一実施形態では、該反応部位は各々、表１から選択される遺伝子
の少なくとも一部または表１に列記される遺伝子の核酸誘導体を増幅するように構成され
た増幅プライマー対およびプローブを含む。本支持体の一実施形態では、該反応部位は各
々、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対およびプローブを含
む。本支持体の一実施形態では、少なくとも１つの反応部位の増幅プライマー対は、該対
応する標的核酸配列の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含むプライマーを含
む。本支持体の一実施形態では、該対応する標的核酸配列は、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍ
ｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在する核酸配列
と同一のまたはそれに相補的な核酸配列を含む。本支持体の一実施形態では、該対応する
標的核酸配列は、標的微生物に由来するゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、
無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在するか、またはそれに由来する。本
支持体の一実施形態では、該標的微生物は、表１から選択される。本支持体の一実施形態
では、該反応部位のうちの２つ以上は、同じ核酸試料の一部を含む。本支持体の一実施形
態では、該核酸試料は、尿検体に由来する。本支持体の一実施形態では、該反応部位のう
ちの少なくとも１つは、増幅産物を含む。本支持体の一実施形態では、反応部位の該増幅
産物は、表１に列記される遺伝子の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含む。
本支持体の一実施形態では、該支持体は、異なる増幅産物を含む１０～１０，０００個の
反応部位を含む。本支持体の一実施形態では、該支持体は、表１に列記される全ての遺伝
子と同一のまたはそれに相補的な増幅産物を含む反応部位を含む。本支持体の一実施形態
では、該反応部位のうちの少なくとも２つは各々、異なる対応する標的核酸配列を増幅す
るように構成された増幅プライマー対を含む。本支持体の一実施形態では、該対応する標
的核酸配列は、表１に列記される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの核酸配列の一部を
含む。本支持体の一実施形態では、該複数の反応部位は、表１に列記される微生物に由来
する核酸試料を使用した表１に列記される全ての遺伝子の増幅産物を含む。本支持体の一
実施形態では、該複数の反応部位は、表１に列記される少なくとも２つの微生物に由来す
る核酸試料を使用した表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも２つの任意の組み合わ
せの増幅産物を含む。本支持体の一実施形態では、該反応部位のうちの少なくとも１つの
該検出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼによる
切断を受けるように構成されている。本支持体の一実施形態では、少なくとも１つの該反
応部位の該検出可能な標識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３’末端にク
エンチャーを含む。本支持体の一実施形態では、該検出可能な標識プローブは、副溝結合
剤（ＭＧＢ）部分をさらに含む。本支持体の一実施形態では、該支持体は、マルチウェル
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プレート、マイクロ流体カード、および複数の貫通孔反応部位を含むプレートから選択さ
れる。本支持体の一実施形態では、該個別の反応部位のうちの１つ以上は、該増幅プライ
マー対および該検出可能な標識プローブを含有する溶液の乾燥堆積物を含む。本支持体の
一実施形態では、該個別の反応部位は、ポリメラーゼおよび／またはヌクレオチドをさら
に含む。本支持体の一実施形態では、該個別の反応部位のうちの１つ以上は、該増幅プラ
イマー対、該検出可能な標識プローブ、ポリメラーゼ、およびヌクレオチドを含む凍結乾
燥組成物を含む。本支持体の一実施形態では、該増幅プライマー対および該検出可能な標
識プローブは、表１に列記されるアッセイのうちの１つに由来する。
【００１６】
　さらに別の態様では、生物学的試料中の表１に列記される微生物のうちの１つ以上由来
の少なくとも１つの標的核酸の存在または不在を決定するための組成物であって、（ａ）
少なくとも１つの増幅プライマー対であって、該対の該プライマーが各々、該標的核酸の
領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダイ
ゼーション領域を含み、好適な条件下で該プライマー対が表１における遺伝子由来のアン
プリコンを生成する、少なくとも１つの増幅プライマー対と、（ｂ）該プライマー対によ
って生成された該アンプリコンの領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするよ
うに構成された少なくとも１つの検出プローブと、を含む、組成物が提供される。本組成
物の一実施形態では、該アンプリコンは、５６～１０５ヌクレオチド長である。一実施形
態では、本組成物は、表１に列記される少なくとも１つのアッセイを含む。一実施形態で
は、本組成物は、バイオマーカーのパネルを検出するためのヌクレオチドプローブセット
を含み、該プローブは、遺伝子群のＤＮＡおよび／またはＲＮＡ配列に相補的であり、該
遺伝子群が表１に列記される遺伝子の任意の組み合わせから選択されることを特徴とする
。本組成物の一実施形態では、該プローブセットは、１～１７個の異なるプローブからな
る。本組成物の一実施形態では、該遺伝子群は、表１に列記される遺伝子から選択される
５つの異なる遺伝子からなる。本組成物の一実施形態では、試料中の少なくとも５個の異
なる標的核酸が増幅および検出され、該標的核酸は、表１に列記される５個の異なる微生
物由来である。本組成物の一実施形態では、該５個の標的核酸は、表１に列記される該５
つの異なる微生物の各々について列記されたアッセイを使用して増幅および検出される。
本組成物の一実施形態では、該遺伝子群は、表１に列記される遺伝子から選択される１０
個の異なる遺伝子からなる。本組成物の一実施形態では、試料中の少なくとも１０個の異
なる標的核酸が増幅および検出され、該標的核酸は、表１に列記される１０個の異なる微
生物由来である。本組成物の一実施形態では、該１０個の標的核酸は、表１に列記される
該１０個の異なる微生物の各々について列記されたアッセイを使用して増幅および検出さ
れる。本組成物の一実施形態では、該遺伝子群は、表１に列記される遺伝子から選択され
る１５個の異なる遺伝子からなる。本組成物の一実施形態では、試料中の少なくとも１５
個の異なる標的核酸が増幅および検出され、該標的核酸は、表１に列記される１５個の異
なる微生物由来である。本組成物の一実施形態では、該１５個の標的核酸は、表１に列記
される該１５個の異なる微生物の各々について列記されたアッセイを使用して増幅および
検出される。本組成物の一実施形態では、該遺伝子群は、表１に列記される遺伝子から選
択される１７個の異なる遺伝子からなる。本組成物の一実施形態では、試料中の少なくと
も１７個の異なる標的核酸が増幅および検出され、該標的核酸は、表１に列記される１７
個の異なる微生物由来である。本組成物の一実施形態では、該１７個の標的核酸は、表１
に列記される該１７個の異なる微生物の各々について列記されたアッセイを使用して増幅
および検出される。一実施形態では、本組成物は、５’ヌクレアーゼ活性を有するポリメ
ラーゼをさらに含む。いくつかの実施形態では、ポリメラーゼは、熱安定性である。いく
つかの実施形態では、ポリメラーゼは、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼである。一実施形態
では、本組成物の検出プローブは、ＴａｑＭａｎプローブまたは５’ヌクレアーゼプロー
ブである。
【００１７】
　別の態様では、生物学的試料に関連するバイオマーカーのパネルをプロファイリングす
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る方法であって、（ａ）対象から該生物学的試料を得ることと、（ｂ）該試料の少なくと
もいくらかの部分を少なくとも５つの個別の増幅反応と接触させることであって、該個別
の反応が各々、標的特異的プライマーセットおよびポリメラーゼを含む、接触させること
と、（ｃ）増幅産物を産生することができる増幅条件下で個別の反応あたり少なくとも１
つの標的配列を増幅することと、（ｃ）該複数の個別の反応の各々を、該標的特異的プラ
イマーによって産生された該増幅産物に特異的な検出可能な標識プローブと接触させるこ
とと、（ｄ）該複数の個別の増幅反応の各々における該増幅産物の存在または不在を決定
して、該生物学的試料のバイオマーカープロファイルに達することであって、該バイオマ
ーカーが表１に列記される遺伝子に関連する、達することと、を含む、方法が提供される
。本方法の一実施形態では、少なくとも１０個の個別の増幅反応が、該試料の少なくとも
いくらかの部分によって接触される。本方法の一実施形態では、少なくとも１５個の個別
の増幅反応が、該試料の少なくともいくらかの部分によって接触される。本方法の一実施
形態では、少なくとも１７個の個別の増幅反応が、該試料の少なくともいくらかの部分に
よって接触される。本方法の一実施形態では、該バイオマーカーは、泌尿生殖器感染症お
よび／または微生物叢に関連する。本方法の一実施形態では、該パネルは、１～１７個の
異なるバイオマーカーセットを含む。本方法の一実施形態では、該複数の個別の増幅反応
は、固体支持体上にある。本方法の一実施形態では、該複数の個別の増幅反応は各々、表
１から選択される単一のアッセイを含む。別の態様では、対照核酸分子を含む試料中の複
数の標的核酸配列を増幅するための方法であって、複数の増幅反応を並行して行うことで
あって、複数の増幅反応が各々、試料の一部と、対照核酸分子中の対応する標的配列を増
幅するように構成された増幅プライマー対とを含み、対照核酸分子が複数の異なる標的配
列を含む、行うことと、対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的配列に対応する複
数の異なる増幅産物を形成することと、増幅反応における少なくとも２つの異なる増幅産
物の存在を決定することと、を含む、方法が提供される。本方法の一実施形態では、対照
核酸分子は、表１に記載の異なる微生物由来の少なくとも５つの異なる標的配列を含む。
本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、表１に記載の異なる微生物由来の少なくとも
１０個の異なる標的配列を含む。本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、表１に記載
の異なる微生物由来の少なくとも１５個の異なる標的配列を含む。本方法の一実施形態で
は、対照核酸分子は、表１に記載の異なる微生物由来の全ての異なる標的配列を含む。本
方法の一実施形態では、複数の異なる標的配列は、表１に記載の異なる微生物のゲノム配
列またはトランスクリプトーム配列に由来する。本方法の一実施形態では、複数の異なる
標的配列は、表１から選択される任意の数の微生物遺伝子に由来する。本方法の一実施形
態では、形成することは、５～１００個の異なる増幅産物を並行して形成することを含む
。本方法の一実施形態では、形成することは、１０～５０個の異なる増幅産物を並行して
形成することを含む。本方法の一実施形態では、対応する標的配列を増幅するように構成
された少なくとも１つの増幅プライマー対は、対応する標的配列の一部に相補的なまたは
それと同一の核酸配列を含むプライマーを含む。本方法の一実施形態では、複数の増幅反
応のうちの少なくとも２つは各々、異なる対応する標的配列を増幅するように構成された
増幅プライマー対を含む。本方法の一実施形態では、複数の増幅反応のうちの１つ以上の
増幅反応は、対応する標的配列の一部と同一のまたはそれに相補的な配列を含む検出可能
な標識プローブをさらに含む。本方法の一実施形態では、少なくとも１つの増幅反応の検
出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼによる切断
を受けるように構成されている。本方法の一実施形態では、少なくとも１つの増幅反応の
検出可能な標識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャー
を含む。本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、ＤＮＡプラスミドである。本方法の
一実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、線状である。一実施形態では、本方法は、増幅反
応を行うことの前に対照核酸分子を含む試料を細胞から調製することをさらに含む。
【００１８】
　さらに別の態様では、対照核酸分子を含む試料中の複数の標的核酸配列を増幅するため
の方法であって、試料を複数の反応体積に分配することであって、対照核酸分子が複数の
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異なる標的配列を含み、反応体積が、対照核酸分子中の対応する標的配列を増幅するよう
に構成された少なくとも２つの異なる増幅プライマー対を含む、分配することと、反応体
積中で増幅反応を行い、対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的配列に対応する複
数の異なる増幅産物を形成することと、増幅反応における少なくとも２つの異なる増幅産
物の存在を決定することと、を含む、方法が提供される。
【００１９】
　さらに別の態様では、複数の増幅反応を評価するための方法であって、核酸試料の一部
を支持体内または支持体上に位置する個別の反応チャンバに分配することであって、核酸
試料が対照核酸分子を含み、対照核酸分子が複数の異なる標的配列を含む、分配すること
と、複数の並行増幅反応を行い、対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的配列に対
応する複数の異なる標的増幅産物を個別の反応チャンバ内で形成することであって、各増
幅反応が、対照核酸分子中に存在する対応する標的配列を増幅するように構成された増幅
プライマー対を含み、増幅反応のうちの少なくとも２つが、対照核酸分子中に存在する異
なる対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プライマーを含む、形成すること
と、個別の反応チャンバのうちの少なくとも２つ内で形成された少なくとも２つの異なる
標的増幅産物を定量化することと、を含む、方法が提供される。一実施形態では、本方法
は、対照核酸分子の連続希釈液である一組の試料を使用して行われる。一実施形態では、
本方法は、連続希釈された対照核酸分子由来の定量化された標的増幅産物に基づいて、対
照核酸分子の標的配列のうちの少なくとも１つの検出限界を決定することをさらに含む。
一実施形態では、本方法は、連続希釈された対照核酸分子由来の定量化された標的増幅産
物に基づいて、対照核酸分子の標的配列のうちの少なくとも１つのダイナミックレンジを
決定することをさらに含む。本方法の一実施形態では、定量化することは、任意にリアル
タイムで、検出可能な標識プローブの増幅産物へのハイブリダイゼーションを検出するこ
とを含む。本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来の少なく
とも５つの異なる標的配列を含む。本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、表１に記
載の微生物由来の少なくとも１０個の異なる標的配列を含む。本方法の一実施形態では、
対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来の少なくとも１５個の異なる標的配列を含む。
本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来のほぼ全ての異なる
標的配列を含む。本方法の一実施形態では、複数の標的配列は、表１における異なる微生
物のゲノム配列に由来する。本方法の一実施形態では、形成することは、５～１００個の
異なる増幅産物を形成することを含む。本方法の一実施形態では、形成することは、１～
１７個の異なる増幅産物を形成することを含む。本方法の一実施形態では、複数の増幅反
応のうちの１つ以上の増幅反応は、対応する標的配列の一部と同一のまたはそれに相補的
な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含む。本方法の一実施形態では、少なくと
も１つの増幅反応の検出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ活性を有するポ
リメラーゼによる切断を受けるように構成されている。本方法の一実施形態では、少なく
とも１つの増幅反応の検出可能な標識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３
’末端にクエンチャーを含む。本方法の一実施形態では、個別の反応チャンバは、試料の
一部が反応チャンバに分配される前または分配された後のいずれかに個別の反応チャンバ
に分配されるポリメラーゼおよび／またはヌクレオチドをさらに含む。本方法の一実施形
態では、対照核酸分子は、ＤＮＡプラスミドである。本方法の一実施形態では、ＤＮＡプ
ラスミドは、線状である。
【００２０】
　なお別の態様では、複数の異なる増幅標的配列を含む核酸構築物であって、増幅標的配
列のうちの少なくとも２つが、表１から選択される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの
少なくとも５６ヌクレオチド部分を含む、核酸構築物が提供される。別の態様では、複数
の異なる増幅標的配列を含む核酸構築物であって、増幅標的配列のうちの少なくとも２つ
が、表１から選択される少なくとも２つの異なる微生物または微生物遺伝子に由来する、
核酸構築物が提供される。
【００２１】
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　別の態様では、核酸増幅のためのアレイであって、複数の反応部位を含む支持体であっ
て、複数の反応部位が支持体内または支持体上に位置する、支持体を含み、複数の反応部
位が各々、（ｉ）複数の異なる標的配列を含む対照核酸分子と、（ｉｉ）対応する標的配
列を増幅するように構成された増幅プライマー対と、（ｉｉｉ）それらの対の増幅プライ
マーのうちの少なくとも１つの伸長によって生成された核酸配列にハイブリダイズするよ
うに構成された検出可能な標識プローブと、を含む、アレイが提供される。本アレイの一
実施形態では、異なる標的配列のうちの少なくとも２つは、表１から選択される遺伝子ま
たはその対応するｃＤＮＡの少なくとも５６ヌクレオチド部分を含む。本アレイの一実施
形態では、対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来の少なくとも５つの異なる標的配列
を含む。本アレイの一実施形態では、対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来の少なく
とも１０個の異なる標的配列を含む。本アレイの一実施形態では、対照核酸分子は、表１
に記載の微生物由来の少なくとも１５個の異なる標的配列を含む。本アレイの一実施形態
では、対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来の全ての異なる標的配列を含む。本アレ
イの一実施形態では、対照核酸分子は、プラスミドである。本アレイの一実施形態では、
プラスミドは、線状である。本アレイの一実施形態では、反応部位のうちの少なくとも１
つは、増幅産物を含む。本アレイの一実施形態では、支持体は、異なる増幅産物を含む１
０～１０，０００個の反応部位を含む。本アレイの一実施形態では、反応部位のうちの少
なくとも２つは各々、異なる対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プライマ
ー対を含む。本アレイの一実施形態では、少なくとも１つの反応部位の検出可能な標識プ
ローブは、５’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように
構成されている。本アレイの一実施形態では、少なくとも１つの反応部位の検出可能な標
識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャーを含む。本ア
レイの一実施形態では、検出可能な標識プローブは、副溝結合剤部分をさらに含む。本ア
レイの一実施形態では、支持体は、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、および
複数の貫通孔反応部位を含むプレートから選択される。本アレイの一実施形態では、複数
の反応部位は、ポリメラーゼおよび／またはヌクレオチドをさらに含む。
【００２２】
　さらに別の態様では、複数の標的核酸配列を増幅するための方法であって、対照核酸分
子および試験核酸試料の両方を複数の反応体積に分配することであって、対照核酸分子が
複数の異なる標的配列を含み、試験核酸試料が１つ以上の試験核酸分子を含む、分配する
ことと、反応体積を核酸増幅条件に供し、対照核酸分子中の異なる標的配列を増幅するた
めに各々使用される増幅プライマー対を使用して反応体積中の対照核酸分子の少なくとも
２つの異なる標的配列を増幅することと、反応体積中の少なくとも２つの異なる増幅され
た標的配列の存在を検出することと、を含む、方法が提供される。本方法の一実施形態で
は、対照核酸分子は、環状である。本方法の一実施形態では、対照核酸分子は、線状であ
る。一実施形態では、本方法は、対照核酸分子および試験核酸試料由来の試験核酸分子を
異なる反応体積に分配することをさらに含む。本方法の一実施形態では、試験核酸試料は
、異なる標的配列を各々含む２つ以上の異なる標的核酸分子も含む。一実施形態では、本
方法は、標的核酸試料中の異なる標的配列を増幅するために各々使用される増幅プライマ
ー対を使用して反応体積中の試験核酸試料の少なくとも２つの異なる標的配列を増幅する
ことをさらに含む。
【００２３】
　別の態様では、生物学的試料中の尿路病原体の存在を検出するための方法であって、表
１から選択される少なくとも１つのアッセイの使用を含む、方法が提供される。一実施形
態では、本方法は、表１から選択される少なくとも１０、少なくとも１５、または好まし
くは少なくとも１７個のアッセイの使用を含む。一実施形態では、尿路病原体の存在を検
出するための方法は、本明細書に記載の複数の標的核酸配列を合成および／または増幅す
るための方法の使用を含む。いくつかの実施形態では、合成および／または増幅するため
の方法は、ＰＣＲを含む。いくつかの実施形態では、ＰＣＲは、ｑＰＣＲである。いくつ
かの実施形態では、合成および／または増幅することは、ＴａｑＭａｎ　ＯｐｅｎＡｒｒ
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ａｙ等の固体支持体上で行われる。いくつかの実施形態では、生物学的試料中の尿路病原
体の存在を検出するためのｑＰＣＲ法は、従来の培養に基づく方法を使用して得られた結
果よりも少なくとも２倍正確であり、かつ／またはそれよりも少なくとも２倍感度の高い
結果を提供する。いくつかの実施形態では、生物学的試料中の尿路病原体の存在を検出す
るためのｑＰＣＲ法は、従来の培養に基づく方法を使用して得られた結果よりも少なくと
も３倍正確であり、かつ／またはそれよりも少なくとも３倍感度の高い結果を提供する。
いくつかの実施形態では、検出するための方法の精度および／または感度は、サンガーシ
ーケンシング法を使用して検証される。
　任意の特定の要素または行為の考察を容易に特定するために、参照番号の最上位桁（複
数可）は、その要素が最初に紹介された図の番号を指す。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】一実施形態による複数の核酸配列を増幅するためのワークフロー１００を説明す
る。
【図２】一実施形態による反応容器２００を説明する。
【図３】一実施形態による核酸試料中の複数の核酸配列を増幅するための方法３００を説
明する。
【図４】示されるように、線状化した対照ＤＮＡプラスミド（すなわち、スーパープラス
ミド）試料を鋳型として様々な濃度で使用した１７のＵＴＭアッセイ（アッセイのリスト
については表１を参照のこと）および２つの対照アッセイ（ＲＮａｓｅＰおよび異種）の
パネルの連続希釈液データを示す。
【図５】原液、サブアレイ（５μＬ）または貫通孔（３３ｎＬ）あたりのＰＣＲ反応との
関連でのコピー／μＬを提示する代替方法を説明する。
【図６】線状化した対照ＤＮＡプラスミド（すなわち、スーパープラスミド）試料を鋳型
として様々な濃度で使用した１７のＵＴＭアッセイ（アッセイのリストについては表１を
参照のこと）および２つの対照アッセイ（ＲＮａｓｅＰおよび異種）のパネルについての
連続希釈液アッセイのＲ二乗および勾配を要約する実験結果を示す。
【図７】線状化した対照ＤＮＡプラスミド（すなわち、スーパープラスミド）試料を鋳型
として様々な濃度で使用した表１に列記される１７個の微生物の群から選択される９つの
異なる標的のパネルに指向されたアッセイの検出限界およびダイナミックレンジのグラフ
結果を示す。各グラフにおいて、Ｘ軸は、鋳型濃度のｌｏｇ10を示し、Ｙ軸は、ＰＣＲの
Ｃｔ値を示す。
【図８】ＡＴＣＣ　ｇＤＮＡ包括性パネルに対する１７のＵＴＭアッセイ（アッセイのリ
ストについては表１を参照のこと）の精度および特異度を評価した実験結果を説明する。
【図９】ＡＴＣＣ　ｇＤＮＡ排他性パネルに対する１７のＵＴＭアッセイ（アッセイのリ
ストについては表１を参照のこと）の精度および特異度を評価した実験結果を説明する。
【図１０】１１５個の尿試料の収集物から、本明細書に記載のｑＰＣＲ　ＵＴＭアッセイ
または培養に基づく方法を使用して所与の尿路病原体に対して陽性と特定された試料の数
を説明する。
【図１１】ｑＰＣＲ　ＵＴＭアッセイ（アッセイのリストについては表１を参照のこと）
を使用して１７個の尿試料の精度および特異度を評価した実験結果を説明する。尿検体を
、本明細書に記載のｑＰＣＲ　ＵＴＭアッセイまたは従来の培養法のいずれかを使用して
分析した。ｑＰＣＲの陽性結果を平均Ｃｔ値（三連で行ったアッセイについて）として示
し、濃い灰色の強調表示した四角形の両方で示している。培養の陽性結果を濃い灰色の強
調表示した四角形で示している。
【図１２】陰性のまたは決定的でない培養増殖を有する試料の陽性のＯｐｅｎＡｒｒａｙ
（商標）結果を確認するためにサンガーシーケンシングによる尿試料の直交試験を示す。
【図１３Ａ】本明細書に記載のｑＰＣＲ　ＵＴＭアッセイによって試験した試料と従来の
培養法によって分析した試料との間の一致数を説明する。
【図１３Ｂ】本明細書に記載のｑＰＣＲ　ＵＴＭアッセイによって試験した試料と従来の
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培養法によって分析した試料との間の一致数を説明する。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本開示は、生物学的試料中の選択された組の微生物の増幅および特徴付けのための方法
、組成物、およびキットに関する。例えば、本明細書に開示される実施形態は、泌尿生殖
器、膀胱、および尿路マイクロバイオームの成分および動態を検出および／またはモニタ
リングするための方法、組成物、およびキットを提供する。
【００２６】
　本明細書に開示される方法、組成物、およびキットは、一連の細菌、真菌、原虫、およ
びウイルスを含む、尿フローラの健常な微生物および病原性の微生物の検出のために利用
され得る。
【００２７】
　本明細書に提供される方法、組成物、およびキットは、細菌性および真菌性膀胱および
尿路感染症（ＵＴＩ）に関連する病原体および微生物叢の検出に使用され得る。本方法お
よび本組成物からの結果は、試験された試料が得られた個体に好適な治療レジメン（複数
可）の決定に使用され得る。本明細書に提供される方法および組成物は、個体の治療中お
よび治療後に微生物叢の組成および／または動態をモニタリングするためにさらに使用さ
れ得る。
【００２８】
　微生物核酸は、試料を複数の個別の増幅反応に供することによって試料中で検出され得
、各反応が、標的微生物核酸の少なくとも一部に特異的であるように設計された増幅プラ
イマー対、プライマーによって増幅された標的配列に特異的な検出可能な標識プローブを
用いて行われる。いくつかの態様では、本明細書に開示される複数の個別の増幅反応は、
増幅プライマーおよび検出器プローブが設計または構成される微生物の各々の個別の増幅
産物を生成し得る。いくつかの実施形態では、試料の微生物プロファイルは、個別の増幅
反応由来の標的増幅産物の存在または不在（＋または－）を決定することによって達せら
れる。いくつかの実施形態では、異なる標的増幅産物を各々含む複数の個別の増幅反応は
、所与の試料の微生物プロファイルに達するように同時に分析される。
【００２９】
　検出アッセイは、微生物種特異的遺伝子標的の増幅および検出のためのオリゴヌクレオ
チドプライマーおよび検出可能な標識プローブを利用し得る。いくつかの検出アッセイは
、微生物種特異的遺伝子標的の増幅および検出のためにＴａｑＭａｎ（登録商標）遺伝子
発現アッセイを利用し得る。
【００３０】
　追加の増幅反応およびアッセイが、参照および／または対照反応およびアッセイとして
行われ得る。制限なく、これらの参照および／または対照反応およびアッセイを相対的定
量化用途に使用して、生物学的試料もしくは核酸試料の妥当性を評価する、微生物存在を
正規化する、および／または生物学的試料もしくは核酸試料中の増幅阻害物質の存在を検
出することができる。かかる参照および／または対照アッセイの例示的な標的核酸として
は、原核生物１６Ｓ　ｒＲＮＡ、ヒトＲＮａｓｅ　Ｐ遺伝子ＤＮＡ（ＲＮａｓｅＰ）、付
加外因性核酸、および／または異種核酸（異種；ＸＮＡ）が挙げられるが、これらに限定
されない。
【００３１】
　方法、組成物、およびキットは、いくつかの事例では、複数のシングルプレックス核酸
増幅反応を同じアッセイ条件下でおよび／または実質的に同時に行う際に使用され得る。
【００３２】
　試料中の標的配列を増幅することは、試料の少なくともいくらかの部分を本明細書に開
示される標的特異的プライマーおよび少なくとも１つのポリメラーゼと増幅条件下で接触
させ、それにより、少なくとも１つの増幅された標的配列を生成することを含み得る。こ
れは、試料の少なくともいくらかの部分を標的特異的プライマー対および少なくとも１つ



(41) JP 2021-502825 A 2021.2.4

のポリメラーゼと増幅条件下で接触させ、それにより、少なくとも１つの増幅された標的
配列を生成することを含み得る。
【００３３】
　いくつかの実施形態では、増幅プライマー対および検出可能な標識プローブを各々含む
少なくとも５つの異なるアッセイを使用して、核酸試料中の核酸配列がアリコートされて
、核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくとも５つの異なる増幅反応混
合物を形成し得る。いくつかの実施形態では、異なるアッセイは、表１に列記されるＴａ
ｑＭａｎ（登録商標）遺伝子発現アッセイＩＤの群から選択される。
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【表１－２】

【００３４】
　いくつかの態様では、各増幅反応混合物が反応容器に適用され、その後、増幅反応が反
応容器上で行われ、続いて、増幅反応中に反応容器上の１つ以上の位置内の標的核酸配列
に対応する増幅産物が検出される。本明細書に開示されるように、反応は、反応容器上の
増幅反応混合物の位置を、増幅反応混合物で利用されるアッセイＩＤのうちの１つ以上と
関連付けるように動作された増幅産物検出システムで利用され得る。様々な実施形態では
、反応容器は、管、ウェルを有するプレート、カード、アレイ、オープンアレイ、または
チップマイクロアレイであり得る。いくつかの実施形態では、反応容器は、固体支持体（
「支持体」）である。いくつかの実施形態では、反応容器または支持体は、１つの反応部
位または複数の反応部位をさらに含み得る。いくつかの実施形態では、反応部位は、該反
応容器のうちのいずれか上または内に位置するチャンバ、ウェル、貫通孔、スポット、容
器、または区画であり得るが、これらに限定されない。
【００３５】
　いくつかの態様では、本方法は、表１におけるアッセイ群から選択される複数の異なる
アッセイを使用して、核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む複数の増幅反応
混合物を形成することを含む。いくつかの実施形態では、本方法は、表１におけるアッセ
イ群（アッセイＩＤのリストを参照のこと）から選択される少なくとも５つの異なるアッ
セイを使用して、核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくとも５つの増
幅反応混合物を形成することを含む。他の実施形態では、本方法は、表１におけるアッセ
イ群から選択される少なくとも１０個の異なるアッセイを使用して、核酸配列を含む試料
源由来のアリコートを各々含む少なくとも１０個の増幅反応混合物を形成すること、また
は表１におけるアッセイ群から選択される少なくとも１５個の異なるアッセイを使用して
、核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくとも１５個の増幅反応混合物
を形成すること、または表１における全てのアッセイを使用して、核酸配列を含む試料源
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由来のアリコートを各々含む反応混合物を形成することを含む。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、試料源は、典型的には尿検体であるが、必ずしもそうではな
い。いくつかの実施形態では、尿検体は、排尿、カテーテルの使用、または恥骨上膀胱穿
刺によって収集される。
【００３７】
　本明細書に開示される反応で利用され得るアッセイについては、表１を参照されたい。
例えば、いくつかの実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８４＿ｓ１は、Ａｃ
ｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの遺伝子の注釈を付けられていない領域の
核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ
　Ｂａ０４９３２０８８＿ｓ１は、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉのクピン
スーパーファミリー遺伝子のシュウ酸デカルボキシラーゼ／古細菌ホスホグルコースイソ
メラーゼであるＣＯＧ２１４０の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。
他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０７２８６６１７＿ｓ１および／またはＢａ０７
２８６６１６＿ｓ１は、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの鉄錯体輸送系基質
結合タンパク質の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施形態で
は、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８０＿ｓ１は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇ
ｅｎｅｓ（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）のピリドキサールリ
ン酸依存性ヒスチジンデカルボキシラーゼ（ｈｄｃ）遺伝子の核酸配列の一部を標的とす
るプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８７＿
ｓ１は、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅの遺伝子の仮説的タンパク質の核酸
配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂ
ａ０４６４６２４７＿ｓ１は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓのアミノト
ランスフェラーゼクラスＶ遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る
。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８６＿ｓ１は、Ｅｎｔｅｒｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍのＰｈｎＢ－ＭｅｒＲファミリー転写調節因子遺伝子の核酸配
列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ
０４６４６２４２＿ｓ１は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉのＤＮＡ結合転写調節因
子ＭｅｒＲファミリー（Ｚｎｔｒ）遺伝子であるＣＯＧ０７８９の核酸配列の一部を標的
とするプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７
９＿ｓ１は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａのｐａｒＣ（ＤＮＡトポイソメラー
ゼＩＶサブユニットＡ）遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。
他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８３＿ｓ１は、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌ
ａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅのａｃｔ様タンパク質遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプ
ライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７８＿ｓ１
は、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉのＦｅ２＋輸送系タンパク質ＦｅｏＡ遺伝
子であるＣＯＧ１９１８の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実
施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７６＿ｓ１は、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａ
ｂｉｌｉｓのｕｒｅＲ遺伝子であるａｒａＣの核酸配列の一部を標的とするプライマー対
を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０７７＿ｓ１は、Ｐｒｏ
ｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓのＳＵＭＦ１遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマ
ー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４９３２０８２＿ｓ１は、Ｐ
ｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの推定鉄硫黄修飾タンパク質遺伝子であるラジ
カルＳＡＭスーパーファミリーのスルファターゼ成熟酵素ＡｓｌＢであるＣＯＧ０６４１
の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩ
Ｄ　Ｂａ０４９３２０８１＿ｓ１は、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの
ヘリックスターンヘリックスドメインタンパク質遺伝子であるＮ２９６＿１７６０の核酸
配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｂ
ａ０４９３２０８５＿ｓ１は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃ
ｕｓのｃｄａＲ遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含み得る。他の実施
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形態では、アッセイＩＤ　Ｂａ０４６４６２７６＿ｓ１は、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
　ａｇａｌａｃｔｉａｅのＳＩＰ遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を含
み得る。他の実施形態では、アッセイＩＤ　Ｆｎ０４６４６２３３＿ｓ１は、Ｃａｎｄｉ
ｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓのＩＰＴ１遺伝子の核酸配列の一部を標的とするプライマー対を
含み得る。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、表１に列記されるアッセイ等の種特異的アッセイを使用して
核酸試料の増幅によって生成された標的アンプリコンは、２０～２００ヌクレオチド長、
３０～１５０ヌクレオチド長、４０～１２０ヌクレオチド長、または５０～１１０ヌクレ
オチド長、例えば、５６～１０５ヌクレオチド長のアンプリコンを有し得る。
【００３９】
　核酸試料中の核酸配列を増幅することは、いくつかの実施形態では、核酸配列を含む試
料源由来のアリコートを各々含む増幅反応混合物を形成することであって、試料源が尿検
体である、形成することと、増幅反応混合物を反応容器に適用することであって、反応容
器が、表１に列記される対応する標的領域内に位置する異なる遺伝子を各々標的とする少
なくとも５つのアッセイで構成されている適用することとを含み得る。各アッセイは、増
幅プライマー対を含み、増幅反応を反応容器上で行い、増幅反応中に反応容器上の位置内
の標的核酸配列に対応する増幅産物についての検出が行われる。いくつかの実施形態では
、増幅産物検出システムは、反応容器上または反応容器内の増幅反応混合物の位置を、反
応容器上で利用されるアッセイのうちの１つ以上と関連付ける。様々な実施形態では、反
応容器は、ウェルを有するプレート、アレイ、複数の貫通孔を有するＯｐｅｎＡｒｒａｙ
、またはチップマイクロアレイである。
【００４０】
　様々な実施形態では、反応容器は、いくつかの事例では、表１に列記される異なる遺伝
子を各々標的とする少なくとも５つのアッセイで構成され得る。いくつかの実施形態では
、反応容器は、いくつかの事例では、表１に列記される異なる遺伝子を各々標的とする少
なくとも１０個のアッセイ、または表１に列記される異なる遺伝子を各々標的とする少な
くとも１５個のアッセイ、または表１に列記される遺伝子のうちの１つを各々標的とする
１７個のアッセイで構成され得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイ
のうちの１つのアッセイは、Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉにおける
注釈を付けられていない領域に対応する遺伝子の９３ヌクレオチド長のアンプリコンを増
幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイ
は、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉのクピンスーパーファミリーのシュウ酸
デカルボキシラーゼ／古細菌ホスホグルコースイソメラーゼであるＣＯＧ２１４０に対応
する遺伝子の１０３ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態で
は、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆ
ｒｅｕｎｄｉｉの鉄錯体輸送系基質結合タンパク質におけるクピンスーパーファミリーの
シュウ酸デカルボキシラーゼ／古細菌ホスホグルコースイソメラーゼであるＣＯＧ２１４
０に対応する遺伝子の６２および／または１１０ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し
得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、
Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒ
ｏｇｅｎｅｓ）におけるピリドキサールリン酸依存性ヒスチジンデカルボキシラーゼ（ｈ
ｄｃ）に対応する遺伝子の９８ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの
実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｅｎｔｅｒｏｂａ
ｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅにおける仮説的タンパク質に対応する遺伝子の８８ヌクレオチ
ド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイ
のうちの１つのアッセイは、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓにおけるアミ
ノトランスフェラーゼクラスＶに対応する遺伝子の９５ヌクレオチド長のアンプリコンを
増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセ
イは、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍにおけるＰｈｎＢ－ＭｅｒＲファミリ
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ー転写調節因子に対応する遺伝子の９８ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。い
くつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｅｓｃｈ
ｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉにおけるＤＮＡ結合転写調節因子ＭｅｒＲファミリー（Ｚｎｔ
ｒ）であるＣＯＧ０７８９に対応する遺伝子の６３ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅
し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは
、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａにおけるｐａｒＣ（ＤＮＡトポイソメラーゼＩ
ＶサブユニットＡ）に対応する遺伝子の９３ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る
。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｋｌ
ｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅにおけるａｃｔ様タンパク質に対応する遺伝子
の５６ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくと
も５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ
におけるＦｅ２＋輸送系タンパク質ＦｅｏＡであるＣＯＧ１９１８に対応する遺伝子の９
１ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５
つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓにおける
ｕｒｅＲであるａｒａＣに対応する遺伝子の１００ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅
し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは
、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓにおけるＳＵＭＦ１に対応する遺伝子の７６ヌクレ
オチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッ
セイのうちの１つのアッセイは、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉにおける推
定鉄硫黄修飾タンパク質であるラジカルＳＡＭスーパーファミリーのスルファターゼ成熟
酵素ＡｓｌＢであるＣＯＧ０６４１に対応する遺伝子の１００ヌクレオチド長のアンプリ
コンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つの
アッセイは、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａにおけるヘリックスターン
ヘリックスドメインタンパク質であるＮ２９６＿１７６０に対応する遺伝子の７０ヌクレ
オチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッ
セイのうちの１つのアッセイは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉ
ｃｕｓにおけるｃｄａＲに対応する遺伝子の８５ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し
得る。いくつかの実施形態では、少なくとも５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅにおけるＳＩＰに対応する遺伝子の
６６ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつかの実施形態では、少なくとも
５つのアッセイのうちの１つのアッセイは、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓにおける
ＩＰＴ１に対応する遺伝子の１０５ヌクレオチド長のアンプリコンを増幅し得る。いくつ
かの実施形態では、少なくとも５個、少なくとも１０個、または少なくとも１５個のアッ
セイのうちの少なくとも１つのアッセイは、表１における太字テキストで強調表示された
３つのアッセイＩＤのうちのいずれかから選択される。いくつかの実施形態では、少なく
とも５個、少なくとも１０個、または少なくとも１５個のアッセイのうちの少なくとも１
つのアッセイは、表１における太字テキストで強調表示された３つの微生物種のうちのい
ずれかに特異的である。いくつかの実施形態では、少なくとも５個、少なくとも１０個、
または少なくとも１５個のアッセイのうちの少なくとも１つのアッセイは、表１における
太字テキストで強調表示された３つのアッセイＩＤのうちのいずれかから選択される。い
くつかの実施形態では、少なくとも５個、少なくとも１０個、または少なくとも１５個の
アッセイのうちの少なくとも１つのアッセイは、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃ
ａｅ（ＥｎＣ）、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ（ＰＶ）、および／またはＰｒｏｖ
ｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉ（ＰＳ）について表１に列記される３つのアッセイＩ
Ｄのうちのいずれかから選択される。
【００４１】
　これらの方法に従って、生物学的試料中の少なくとも１つの標的核酸の存在または不在
を決定するための組成物は、少なくとも５つの異なる増幅プライマー対を含み、その対の
そのプライマーが各々、表１における標的微生物の核酸配列の領域の全てまたは一部に特
異的にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好
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適な条件下でプライマー対がアンプリコンを生成し、少なくとも５つの検出プローブがプ
ライマー対によって生成されたアンプリコンの領域の全てまたは一部に特異的にハイブリ
ダイズするように構成されている。いくつかの実施形態では、本組成物は、異なる標的核
酸配列を含む対照核酸分子を含み、これらの標的核酸配列は、表１における遺伝子のうち
の少なくとも５つに特異的である。いくつかの実施形態では、対照核酸分子は、表１に列
記される異なる遺伝子（例えば、表１に列記される少なくとも５個、少なくとも１０個、
または少なくとも１５個の異なる遺伝子、または表１に列記される全ての遺伝子）に特異
的な複数の標的核酸配列を含むＤＮＡプラスミドである。いくつかの実施形態では、本組
成物は、アッセイのパネルまたはコレクション、例えば、ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッ
セイのパネルまたはコレクションである。いくつかの実施形態では、本組成物は、アッセ
イのパネルまたはコレクション、例えば、ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイのパネルま
たはコレクションである。表１に列記されるＴａｑＭａｎ（登録商標）遺伝子発現アッセ
イ（特異的アッセイＩＤを有する）のうちの少なくとも５個、少なくとも１０個、少なく
とも１５個、または全てを含む。いくつかの実施形態では、アッセイのパネルまたはコレ
クションは、複数のＴａｑＭａｎ（登録商標）遺伝子発現アッセイを含む。いくつかの実
施形態では、アッセイのパネルまたはコレクションは、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓ
ｃｉｅｎｔｉｆｉｃから入手または提供された複数のＴａｑＭａｎ（登録商標）遺伝子発
現アッセイを含む。
【００４２】
　少なくとも１つの標的核酸は、尿路感染症に関連する微生物のバイオマーカーであり得
、かつ／または本組成物は、固体支持体であり得る。少なくとも５つの増幅プライマー対
は、固体支持体上の位置によって分離されている。他の実施形態では、本組成物は、少な
くとも１０個、少なくとも１５個、または１７個の異なる増幅プライマー対を含み、この
対のこのプライマーが各々、表１における遺伝子の核酸配列の領域の全てまたは一部標的
に特異的にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み
、好適な条件下でプライマー対がアンプリコンを生成する。いくつかの実施形態では、表
１における標的遺伝子の核酸配列の領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズする
ように構成されたプライマー対から生成された関連アンプリコンは、表１に列記される各
対応するアッセイに対して指示されたサイズを有する。
【００４３】
　いくつかの態様では、本明細書に提供される方法は、標的核酸領域（「標的領域」）内
の標的核酸配列（または相補的配列）にハイブリダイズするように設計されたオリゴヌク
レオチドプライマーまたはプライマーセットおよび／またはプローブを含むアッセイを利
用する。いくつかの実施形態では、標的領域は、特定の受入番号に関連するより大きい配
列内にある。いくつかの実施形態では、標的領域は、５００～１０００ヌクレオチド長で
あり得る。いくつかの実施形態では、標的領域は、表１に列記される標的領域のうちのい
ずれかから選択される。例えば、いくつかの実施形態では、選択された微生物種の標的核
酸配列は、特定の受入番号に関連する配列内の標的領域内にあり得、該領域は、受入番号
に関連する該配列内に特定可能な位置を有する。いくつかの実施形態では、Ａｃｉｎｅｔ
ｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド２０２１
００～２０２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＧ７０４５７４．１に
おける７０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ
　ｆｒｅｕｎｄｉｉの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド１３７４００～１３８２０
０に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０００００４．１における８
０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅ
ｕｎｄｉｉの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド２７７０００～２７７８００に対応
する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０００００１．１における８０１核酸
配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅ
ｓ（以前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）の標的核酸配列は、ゲノム
のヌクレオチド１１５８６００～１１５９４００に対応する領域内に位置する受入番号Ｃ
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Ｐ０１４７４８．１における８０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｅ
ｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド３２
７４０００～３２７４８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００８８２３．１
における８０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド１７６９１００～１７
６９９００に対応する領域内に位置する受入番号ＨＦ５５８５３０．１における８０１核
酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉ
ｕｍの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド１７３００～１８１００に対応する領域内
に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＬ４７６１３１．１における８０１核酸配列内にあり得る。
いくつかの実施形態では、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉの標的核酸配列は、ゲノム
のヌクレオチド４３３６０００～４３３６７００に対応する領域内に位置する受入番号Ｃ
Ｐ０１５８４３．２における７０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｋ
ｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド２８５１
７００～２８５２６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０２０３５８．１にお
ける８０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐ
ｎｅｕｍｏｎｉａｅの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド２０９０００～２０９０８
００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００７７２７．１における８０１核酸配列
内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉの標
的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド３７５８００～３７６６００に対応する領域内に位
置する受入番号ＣＰ００４３４５．１における８０１核酸配列内にあり得る。Ｐｒｏｔｅ
ｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド５８０２００～５８
１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１７０８２．１における８０１核酸
配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓの標的
核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド１０２００～１０２８００に対応する領域内に位置す
る受入番号ＪＰＩＸ０１０００００６．１における８０１核酸配列内にあり得る。いくつ
かの実施形態では、Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの標的核酸配列は、ゲノ
ムのヌクレオチド４９３０００～４９３８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ
＿ＤＳ６０７６６３．１における８０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では
、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオ
チド１８５７６００～１８５８４００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００６８
３１．１における８０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチ
ド２００４００～２０１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＰ００８９３４．
１における６０１核酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅの標的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド４１０００～
４１６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１０３１９．１における６０１核
酸配列内にあり得る。いくつかの実施形態では、Ｃａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓの標
的核酸配列は、ゲノムのヌクレオチド８００～１５００に対応する領域内に位置する受入
番号ＡＹ８８４２０３．１における７０１核酸配列内にあり得る。
【００４４】
　したがって、いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドに挿入された表１における標
的とされる遺伝子のうちの少なくとも５つに指向された異なる標的核酸配列を含む対照核
酸分子を含む、増幅反応を評価するための核酸構築物が利用され得る。複数の標的核酸配
列は、いくつかの事例では、ＤＮＡプラスミドに挿入された表１における遺伝子のうちの
少なくとも１０個、またはＤＮＡプラスミドに挿入された表１における遺伝子のうちの少
なくとも１５個、またはＤＮＡプラスミドに挿入された表１における遺伝子の各々に指向
され得る。いくつかの実施形態では、複数の標的核酸配列を含むＤＮＡプラスミドは、増
幅の陽性対照核酸として使用され得る。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、複数の標的核酸配列を含むＤＮＡプラスミド（「スーパープ
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ラスミド」）は、表１に列記されるアッセイから選択されるアッセイを使用して生成され
たアンプリコンと同一のまたはそれに相補的な少なくとも５個、少なくとも１０個、少な
くとも１５個、または１７個の異なる標的核酸配列を含み得る。いくつかの実施形態では
、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド２０２１００～２０２８００に対応する領
域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＧ７０４５７４．１における７０１核酸配列内にあるＡ
ｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｂａｕｍａｎｎｉｉの標的核酸配列を含み得る。いくつかの
実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド１３７４００～１３８２００
に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０００００４．１における８０
１核酸配列内にあるＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの標的核酸配列を含み得
る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド２７７０００
～２７７８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＡＮＡＶ０１０００００１．
１における８０１核酸配列内にあるＣｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉの標的核
酸配列を含み得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチ
ド１１５８６００～１１５９４００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１４７４
８．１における８０１核酸配列内にあるＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（以
前のＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）の標的核酸配列を含み得る。いく
つかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド３２７４０００～３２
７４８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００８８２３．１における８０１核
酸配列内にあるＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ｃｌｏａｃａｅの標的核酸配列を含み得る。
いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド１７６９１００～
１７６９９００に対応する領域内に位置する受入番号ＨＦ５５８５３０．１における８０
１核酸配列内にあるＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓの標的核酸配列を含み
得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド１７３００
～１８１００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＧＬ４７６１３１．１における
８０１核酸配列内にあるＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃｉｕｍの標的核酸配列を含
み得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド４３３６
０００～４３３６７００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１５８４３．２にお
ける７０１核酸配列内にあるＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉの標的核酸配列を含み得
る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド２８５１７０
０～２８５２６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０２０３５８．１における
８０１核酸配列内にあるＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｏｘｙｔｏｃａの標的核酸配列を含み得
る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド２０９０００
～２０９０８００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００７７２７．１における８
０１核酸配列内にあるＫｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅの標的核酸配列を含
み得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド３７５８
００～３７６６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００４３４５．１における
８０１核酸配列内にあるＭｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉの標的核酸配列を含み
得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド５８０２０
０～５８１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１７０８２．１における８
０１核酸配列内にあるＰｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓの標的核酸配列を含み得る。
いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド１０２００～１０
２８００に対応する領域内に位置する受入番号ＪＰＩＸ０１０００００６．１における８
０１核酸配列内にあるＰｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓの標的核酸配列を含み得る。い
くつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド４９３０００～４９
３８００に対応する領域内に位置する受入番号ＮＺ＿ＤＳ６０７６６３．１における８０
１核酸配列内にあるＰｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｓｔｕａｒｔｉｉの標的核酸配列を含み得
る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド１８５７６０
０～１８５８４００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ００６８３１．１における
８０１核酸配列内にあるＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａの標的核酸配列
を含み得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムのヌクレオチド２０
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０４００～２０１０００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＰ００８９３４．１にお
ける６０１核酸配列内にあるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕ
ｓの標的核酸配列を含み得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノムの
ヌクレオチド４１０００～４１６００に対応する領域内に位置する受入番号ＣＰ０１０３
１９．１における６０１核酸配列内にあるＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔ
ｉａｅの標的核酸配列を含み得る。いくつかの実施形態では、ＤＮＡプラスミドは、ゲノ
ムのヌクレオチド８００～１５００に対応する領域内に位置する受入番号ＡＹ８８４２０
３．１における７０１核酸配列内にあるＣａｎｄｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓの標的核酸配
列を含み得る。
【００４６】
　したがって、核酸試料中の核酸配列を増幅するための方法は、増幅反応を行うことであ
って、増幅反応が各々、核酸試料の一部と、表１に記載の微生物、ならびに対応するアン
プリコンサイズ、領域、および受入番号を含む標的核酸配列群からの異なる標的核酸配列
に対応する増幅産物を産生するように各々構成された増幅プライマー対とを含む、行うこ
とと、増幅反応から異なる増幅産物を形成することと、異なる増幅産物のうちの少なくと
も１つの存在または不在を決定することとを含み得る。開示される方法は、表１に記載の
生物、ならびに対応するアンプリコンサイズ、領域、および受入番号の核酸配列を標的と
する増幅反応のうちの少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全
てを利用し得る。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、核酸試料中の核酸配列を増幅するための方法は、（ａ）核酸
試料の一部と、標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された増幅プライ
マー対とを含む増幅反応を行うことであって、各標的核酸配列が表１に記載の異なる遺伝
子増幅産物である、行うことと、（ｂ）異なる増幅産物を形成することと、（ｃ）異なる
増幅産物のうちの少なくとも１つの存在または不在を決定することであって、増幅反応の
うちの少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てが、表１に列
記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対を含む、決定することとを含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態では、形成することは、５～１００個の異なる増幅産物を並行して
形成すること、または１０～５０個の異なる増幅産物を並行して形成することを含み得る
。
【００４９】
　いくつかの実施形態では、増幅産物またはアンプリコンは、約５０～１１０ヌクレオチ
ド長、例えば、５６～１０５ヌクレオチド長であり得る。いくつかの実施形態では、増幅
プライマー対は、対応する標的核酸配列の一部または全てに相補的なまたはそれと同一の
核酸配列を含む増幅産物を産生し得る。いくつかの実施形態では、対応する標的核酸配列
は、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、および
／またはｃＤＮＡ中に存在する核酸配列と同一のまたはそれに相補的な核酸配列を含み得
る。対応する標的核酸配列は、標的微生物のゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮ
Ａ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、またはｃＤＮＡ中に存在し得るか、またはそれに由来し
得、標的微生物は、表１に列記される微生物である。いくつかの実施形態では、本方法は
、１０～１０，０００個の異なる増幅産物を並行して産生し得る。増幅反応のうちの少な
くとも２つは各々、異なる対応する標的核酸配列を増幅するように構成された増幅プライ
マー対を含み得る。対応する標的核酸配列は、表１に列記される遺伝子またはその対応す
るｃＤＮＡの核酸配列の一部を含み得る。遺伝子は、典型的には、表１に列記される微生
物中に存在するであろう。いくつかの実施形態では、増幅反応は各々、約５０～１１０ヌ
クレオチド長の増幅産物を産生するように構成された増幅プライマーセットを含み得、か
つ／または表１に列記される遺伝子の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含む
増幅産物のうちの１つ以上を形成し得る。いくつかの実施形態では、表１に列記される少
なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個の微生物、または各微生物に由来す
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る核酸試料を使用して、表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも５個、少なくとも１
０個、少なくとも１５個、または全てごとに別個の増幅産物が形成される。増幅反応のう
ちの１つ以上は、対応する標的核酸配列および／または増幅産物（例えば、アンプリコン
）の一部と同一のまたはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含み
得る。いくつかの実施形態では、検出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ活
性を有するポリメラーゼによる切断を受けるように構成され得る。いくつかの実施形態で
は、検出可能な標識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチ
ャーを含み得る。さらに他の実施形態では、検出可能な標識プローブは、副溝結合剤（Ｍ
ＧＢ）部分をさらに含み得る。いくつかの実施形態では、増幅反応のうちの少なくとも１
つは、反応容器内または反応容器上に存在する個別の反応部位で生じ得、反応容器は、１
つ以上の個別の反応部位を含む。
【００５０】
　いくつかの実施形態では、反応容器は、マルチウェルプレート、マイクロ流体カード、
および貫通孔反応部位を含むプレートから選択され得る。個別の反応部位は、増幅プライ
マーのうちの１つ以上を含み得、増幅することは、核酸試料の一部を個別の反応部位分配
することをさらに含み得る。個別の反応部位は、増幅プライマー対および核酸プローブを
含む溶液の乾燥堆積物を含み得、プライマーおよびプローブはいずれも表１に列記される
遺伝子に由来する核酸配列を増幅するように構成されている。個別の反応部位は、核酸試
料の一部が反応部位に分配される前または分配された後のいずれかにポリメラーゼおよび
ヌクレオチドをさらに含み得る。核酸試料は、尿検体から調製され得る。
【００５１】
　したがって、試料中の微生物核酸の存在を検出するための方法は、（ａ）核酸試料の一
部を反応容器または支持体内に位置する個別の反応部位またはチャンバに分配することと
、（ｂ）並行増幅反応を行い、少なくとも５つの増幅産物を各々個別の反応部位またはチ
ャンバ内で形成することであって、各増幅反応が、微生物のゲノム中に存在するか、また
はそれに由来する標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するように構成された増幅プラ
イマー対を含み得、対応する標的核酸配列が、表１に列記される遺伝子またはその対応す
るｃＤＮＡの核酸配列の一部を含み得る、形成することと、（ｃ）増幅産物が個別の反応
部位またはチャンバのうちの１つ以上内で形成されたかを決定することであって、増幅反
応のうちの少なくとも５つが、表１に列記されるアッセイＩＤから選択される増幅プライ
マー対を含む、決定することとを含み得る。他の実施形態では、増幅反応のうちの少なく
とも１０個、または１５個、または全てが、表１に列記されるアッセイＩＤから選択され
る増幅プライマー対を含む。
【００５２】
　検出可能な標識プローブの増幅産物へのハイブリダイゼーションは、任意にリアルタイ
ムで検出され得る。増幅プライマーの少なくとも１つの対は、標的核酸配列に対応する増
幅産物を産生するように構成され得、対応する標的核酸配列の一部に相補的なまたはそれ
と同一の核酸配列を含むプライマーを含む。増幅プライマーの少なくとも１つの対の対応
する標的核酸配列は、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循
環ＤＮＡ、および／またはｃＤＮＡ中に存在する核酸配列と同一のまたはそれに相補的な
核酸配列を含み得る。対応する標的核酸配列は、標的微生物のゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍ
ｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ、無細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、および／またはｃＤＮＡ中に存在し得
るか、またはそれに由来し得る。様々な実施形態では、微生物は、表１に列記される微生
物種である。
【００５３】
　これらの方法を行うために使用される個別の反応部位またはチャンバは、核酸試料の一
部が反応部位に分配される前または分配された後のいずれかに反応部位に添加または分配
されるポリメラーゼおよびヌクレオチドを含み得る。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、核酸増幅のための反応容器または支持体は、容器もしくは支
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持体内または支持体の表面上に位置する反応部位を含み得る。いくつかの実施形態では、
反応部位のうちの少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てが
、（１）標的核酸配列に対応する増幅産物を産生するための異なる増幅プライマー対を含
み、この増幅産物は、表１における微生物に対応する。いくつかの他の実施形態では、反
応部位のうちの少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てが、
（２）増幅産物にハイブリダイズするように構成された検出可能な標識プローブをさらに
含む。したがって、いくつかの実施形態では、反応部位のうちの少なくとも５個、少なく
とも１０個、少なくとも１５個、または各々が、異なる増幅プライマー対を、増幅プライ
マー対によって生成された増幅産物またはアンプリコンに特異的な対応する検出可能な標
識プローブとともに含み得る。
【００５５】
　いくつかの実施形態では、反応部位は各々、表１から選択される遺伝子の少なくとも一
部または表１に列記される遺伝子の核酸誘導体を増幅するように構成された増幅プライマ
ー対およびプローブを含み得る。いくつかの実施形態では、反応部位は各々、表１に列記
されるアッセイＩＤから選択される増幅プライマー対およびプローブを含み得る。
【００５６】
　生物学的試料中の表１に列記される微生物のうちの１つ以上由来の少なくとも１つの標
的核酸の存在または不在を決定するための組成物は、（ａ）少なくとも１つの増幅プライ
マー対であって、その対のそのプライマーが各々、標的核酸の領域の全てまたは一部に特
異的にハイブリダイズするように構成された標的ハイブリダイゼーション領域を含み、好
適な条件下でプライマー対が表１における遺伝子由来のアンプリコンを生成する、少なく
とも１つの増幅プライマー対と、（ｂ）プライマー対によって生成されたアンプリコンの
領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするように構成された少なくとも１つの
検出プローブとを含み得る。他の実施形態でも同様に、アンプリコンは、約５０～１１０
ヌクレオチド長、例えば、５６～１０５ヌクレオチド長であり得、本組成物は、表１に列
記される少なくとも１つのアッセイを含み得る。本組成物は、バイオマーカーのパネルを
検出するためのヌクレオチドプローブセットを含み得、このプローブは、遺伝子群のＤＮ
Ａおよび／またはＲＮＡ配列に相補的であり、この遺伝子群が表１に列記される遺伝子の
任意の組み合わせから選択されることを特徴とする。プローブセットは、１～１７個の異
なるプローブからなり得る。遺伝子群は、表１に列記される遺伝子から選択される少なく
とも５個の異なる遺伝子を含み得る。いくつかの実施形態では、試料中の少なくとも５個
の異なる標的核酸が増幅および検出され、標的核酸は、表１に列記される５個の異なる微
生物由来である（他の実施形態は、表１における生物のうちの１０、１５、または１７個
を標的とし得る）。いくつかの実施形態では、標的核酸は、表１に列記される５個の異な
る微生物の各々について列記されたアッセイを使用して増幅および検出される。いくつか
の実施形態では、標的核酸は、表１に列記されるアンプリコンサイズを有する対応するア
ンプリコンを生成するために増幅される。
【００５７】
　いくつかの実施形態では、生物学的試料は対象から得られ、生物学的試料の少なくとも
いくらかの部分が個別の増幅反応と接触し、個別の反応あたり少なくとも１つの標的配列
が増幅産物を産生するために増幅される。いくつかの実施形態では、生物学的試料は、少
なくとも５個、少なくとも１０個、または少なくとも１５個の個別の増幅反応と接触し、
個別の反応あたり少なくとも１つの標的配列が、少なくとも５個、少なくとも１０個、少
なくとも１５個の増幅産物を産生するために増幅される。いくつかの他の実施形態では、
個別の反応は各々、標的特異的プライマーによって産生された増幅産物に特異的な検出可
能な標識プローブと接触し、個別の増幅反応の各々における増幅産物の存在または不在が
決定される。いくつかの実施形態では、個別の増幅反応の各々における増幅産物の存在ま
たは不在は、生物学的試料のバイオマーカープロファイルに達するために使用され、これ
らのバイオマーカーは、表１に列記される遺伝子のうちのいずれかに関連する。いくつか
の実施形態では、バイオマーカーは、表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも５個、
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少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てに関連する。
【００５８】
　バイオマーカーは、膀胱、尿路、および／または泌尿生殖器感染症および／または微生
物叢に関連する。パネルは、１～１７個の異なるバイオマーカーセットを含み得る。個別
の増幅反応は、固体支持体上に存在し得、個別の増幅反応が各々、表１から選択される単
一の異なるアッセイを利用する。
【００５９】
　試料の一部と、対照核酸分子中の対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プ
ライマー対とを各々含む増幅反応は並行して行われ得、対照核酸分子は、異なる標的配列
を含み得る。いくつかの実施形態では、対照核酸分子中の異なる標的配列に対応する異な
る増幅産物が形成され、増幅反応における少なくとも２つの異なる増幅産物の存在が決定
される。様々な実施形態では、対照核酸分子は、表１に記載の異なる微生物由来の異なる
標的配列のうちの少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てを
含み得る。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、異なる標的配列は、表１に記載の異なる微生物、より具体的
には、表１に列記される選択される標的遺伝子のゲノム配列またはトランスクリプトーム
配列に由来する。少なくとも１つの増幅プライマー対は、対応する標的配列を増幅するよ
うに構成され得、対応する標的配列の一部に相補的なまたはそれと同一の核酸配列を含む
プライマーを含む。増幅反応のうちの少なくとも２つは各々、異なる対応する標的配列を
増幅するように構成された増幅プライマー対を含み得る。
【００６１】
　増幅反応のうちの１つ以上は、対応する標的配列の一部と同一のまたはそれに相補的な
配列を含む検出可能な標識プローブを含み得る。少なくとも１つの増幅反応の検出可能な
標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ活性を有するポリメラーゼによる切断を受ける
ように構成され得る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの増幅反応の検出可能な
標識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャーを含み得る
。対照核酸分子は、ＤＮＡプラスミド（例えば、スーパープラスミド）であり得、いくつ
かの事例では、プラスミドまたはスーパープラスミドは、線状である。対照核酸分子を含
む試料は、増幅反応を行うことの前に細胞から調製され得る。
【００６２】
　いくつかの実施形態では、対照核酸分子を含む試料中の標的核酸配列を増幅するための
方法は、試料を反応体積に分配することを含み得、対照核酸分子は、異なる標的配列を含
み得、反応体積は、対照核酸分子中の対応する標的配列を増幅するように構成された少な
くとも２つの異なる増幅プライマー対を含む。いくつかの実施形態では、増幅反応は反応
体積中で行われ、対照核酸分子中の少なくとも２つの異なる標的配列に対応する異なる増
幅産物が形成される。その後、増幅反応における少なくとも２つの異なる増幅産物の存在
が決定され得る。
【００６３】
　核酸試料の一部は、支持体内または支持体上に位置する個別の反応チャンバに分配され
得、核酸試料は、対照核酸分子を含み得、対照核酸分子は、異なる標的配列を含み得る。
いくつかの実施形態では、増幅反応は並行して行われ、対照核酸分子中の少なくとも２つ
の異なる標的配列に対応する異なる標的増幅産物が個別の反応チャンバ内で形成され、各
増幅反応は、対照核酸分子中に存在する対応する標的配列を増幅するように構成された増
幅プライマー対を含み、増幅プライマーを含む増幅反応のうちの少なくとも２つは、対照
核酸分子中に存在する異なる対応する標的配列を増幅するように構成されている。個別の
反応チャンバのうちの少なくとも２つ内で形成された少なくとも２つの異なる標的増幅産
物が定量化され得る。本方法は、対照核酸分子の連続希釈液である一組の試料を使用して
行われ得る。
【００６４】
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　対照核酸分子の標的配列のうちの少なくとも１つの検出限界は、連続希釈された対照核
酸分子由来の定量化された標的増幅産物に基づいて決定され得る。
【００６５】
　対照核酸分子の標的配列のうちの少なくとも１つのダイナミックレンジは、連続希釈さ
れた対照核酸分子由来の定量化された標的増幅産物に基づいて決定され得る。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、定量化することは、任意にリアルタイムで、検出可能な標識
プローブの増幅産物へのハイブリダイゼーションを検出することを含み得る。対照核酸分
子は、表１に記載の微生物由来の異なる標的配列のうちの少なくとも２個、少なくとも５
個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てを含み得る。標的配列は、表１に
列記される異なる微生物のゲノム配列に由来し得る。１～１７個の異なる増幅産物が形成
され得る。複数の増幅反応のうちの１つ以上の増幅反応は、対応する標的配列の一部と同
一のまたはそれに相補的な配列を含む検出可能な標識プローブをさらに含み得る。少なく
とも１つの増幅反応の検出可能な標識プローブは、５’エキソヌクレアーゼ活性を有する
ポリメラーゼによる切断を受けるように構成され得る。少なくとも１つの増幅反応の検出
可能な標識プローブは、その５’末端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャーを含
み得る。個別の反応チャンバは、試料の一部が反応チャンバに分配される前または分配さ
れた後のいずれかに反応チャンバに添加されるポリメラーゼおよびヌクレオチドをさらに
含み得る。対照核酸分子は、ＤＮＡプラスミド、例えば、本明細書に記載のスーパープラ
スミド等の線状プラスミドであり得る。
【００６７】
　核酸構築物は、増幅標的配列のうちの少なくとも２つが表１から選択される遺伝子また
はその対応するｃＤＮＡの少なくとも５６ヌクレオチド部分を含む、異なる増幅標的配列
を含み得る。
【００６８】
　核酸構築物は、増幅標的配列のうちの少なくとも２つが表１から選択される少なくとも
２つの異なる微生物または微生物遺伝子に由来する、異なる増幅標的配列を含み得る。
【００６９】
　核酸増幅のための支持体は、アレイであり得る。いくつかの実施形態では、アレイは、
アレイ内またはアレイ上に位置する反応部位を含み得る。いくつかの実施形態では、反応
部位は各々、（ｉ）対応する標的配列を増幅するように構成された増幅プライマー対と、
（ｉｉ）その対のその増幅プライマーのうちの少なくとも１つの伸長によって生成された
核酸配列にハイブリダイズするように構成された検出可能な標識プローブとを含み得る。
いくつかの他の実施形態では、反応部位のうちの少なくとも１つは、（ｉｉｉ）異なる標
的配列を含む対照核酸分子をさらに含み得る。異なる標的配列のうちの少なくとも２つは
、表１から選択される遺伝子またはその対応するｃＤＮＡの少なくとも５６ヌクレオチド
部分を含み得る。対照核酸分子は、表１に記載の微生物由来の異なる標的配列のうちの少
なくとも２個、少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てを含
み得る。対照核酸分子は、プラスミド、例えば、本明細書に記載のスーパープラスミド等
の線状プラスミドであり得る。いくつかの実施形態では、反応部位のうちの少なくとも１
つは、増幅産物を含む。
【００７０】
　支持体は、異なる増幅産物を含む１０～１０，０００個の反応部位を含み得る。いくつ
かの実施形態では、反応部位のうちの少なくとも２つは各々、異なる対応する標的配列を
増幅するように構成された増幅プライマー対を含む。少なくとも１つの反応部位の検出可
能な標識プローブは、５’ヌクレアーゼアッセイを使用したポリメラーゼによる切断を受
けるように構成され得る。少なくとも１つの反応部位の検出可能な標識プローブは、その
５’末端に蛍光標識およびその３’末端にクエンチャーを含み得る。検出可能な標識プロ
ーブは、副溝結合剤部分をさらに含み得る。支持体は、マルチウェルプレート、マイクロ
流体カード、および貫通孔反応部位を含むプレートから選択され得る。反応部位は、ポリ
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メラーゼおよび／またはヌクレオチドをさらに含み得る。
【００７１】
　標的核酸配列を増幅するための方法は、対照核酸分子および／または試験核酸試料を反
応体積に分配することであって、対照核酸分子が異なる標的配列を含み、試験核酸試料が
１つ以上の試験核酸分子を含む、分配することと、反応体積を核酸増幅条件に供し、対照
核酸分子中の異なる標的配列を増幅するために各々使用される増幅プライマー対を使用し
て反応体積中の対照核酸分子の少なくとも２つの異なる標的配列を増幅することと、反応
体積中の少なくとも２つの異なる増幅された標的配列の存在を検出することとを含み得る
。対照核酸分子は、環状または線状であり得る。対照核酸分子および試験核酸試料は、異
なる反応部位に分配され得る。試験核酸試料は、異なる標的配列を各々含む２つ以上の異
なる標的核酸分子も含み得る。反応体積中の試験核酸試料の少なくとも２つの異なる標的
配列は、標的核酸試料中の異なる標的配列を増幅するために各々使用される増幅プライマ
ー対を使用して増幅され得る。
【００７２】
　いくつかの実施形態では、反応混合物は、少なくともいくつかの核酸試料の一部を表１
の標的特異的プライマー対およびプローブセット（またはアッセイ）ならびに少なくとも
１つのポリメラーゼと接触させることによって形成される。いくつかの実施形態では、反
応混合物は、増幅条件下でインキュベートされ、それにより、少なくとも１つの増幅され
た標的配列を生成する。いくつかの追加の実施形態では、少なくとも１つの増幅された標
的配列が検出され、核酸試料中の増幅された標的配列の存在が決定される。各標的特異的
プライマーおよびプローブセットは、標的配列を特異的に増幅するように設計された順方
向プライマーおよび逆方向プライマーと、順方向プライマーおよび逆方向プライマーによ
って増幅された核酸に特異的な検出可能な標識プローブとを含み得る。
【００７３】
　本明細書に開示される方法、組成物、およびキットは、単一試料調製時に表１に列記さ
れる微生物の存在を検出するために開発されたアッセイを使用して、生物学的試料中のあ
る特定の組の標的微生物を検出、プロファイリング、およびモニタリングするために利用
され得る。Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（商標）ＴａｑＭａｎ（商標）アッセ
イは、標的核酸を増幅および検出するために組み合わせで機能するように設計された増幅
プライマー対と蛍光標識プローブとの組み合わせであり、開示される方法および組成物は
、表１に列記されるＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（商標）ＴａｑＭａｎ（商標
）アッセイ（アッセイＩＤ）に提供されるプライマー対およびプローブを含み得る。
【００７４】
　各プライマー／プローブ組み合わせが表１における選択された微生物に特異的である増
幅プライマー対および対応する検出可能な標識プローブのパネルが提供される。反応、抽
出、および／または他の対照標的とは無関係の微生物パネルは、表１に列記される微生物
に特異的なプライマー対を含み得る。
【００７５】
　表１に列記される特異的な標的遺伝子に対する増幅プライマー対のパネルが本明細書に
開示される。いくつかの実施形態では、反応、抽出、および／または他の対照標的とは無
関係の遺伝子パネルは、表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも５個、少なくとも１
０個、少なくとも１５個、または全てに特異的なプライマー対を含む。
【００７６】
　開示される方法は、各プライマー／プローブ組み合わせが表１に列記される微生物遺伝
子標的に特異的である増幅プライマー対および対応する検出可能な標識プローブのパネル
を利用し得る。いくつかの実施形態では、反応、抽出、および／または他の対照標的とは
無関係の微生物遺伝子パネルは、微生物遺伝子のうちの表１に列記される少なくとも５個
、少なくとも１０個、少なくとも１５個、または全てに特異的なプライマー対を含む。
【００７７】
　生物学的試料中の微生物のタイプまたは存在は、生物学的試料から調製された核酸試料
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を分析することによって特定または決定され得る。ある源、例えば、対象または患者から
得られるか、または収集されると、生物学的試料は、試料中に存在する核酸を抽出するた
めの既知の方法に従って処理され得る。他の事例では、全核酸試料が、生物学的試料から
調製され得る。いくつかの事例では、生物学的試料中の微生物を濃縮するステップは、核
酸抽出前に行われ得る。いくつかの実施形態では、核酸試料は、ポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）等の既知の方法に従って増幅される。いくつかの好ましい実施形態では、ＰＣＲ
は、定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）である。
【００７８】
　定量的方法をＰＣＲに基づく技術（例えば、ｑＰＣＲ）に適用する際に、蛍光プローブ
または他の検出可能な標識が反応に組み込まれて、標的増幅の進行を決定するための手段
を提供し得る。蛍光プローブの場合、この反応は、産生された核酸産物の量に対して相対
的な割合で蛍光を発せさせ得る。したがって、ＰＣＲを使用して、微生物遺伝子に対応す
るヌクレオチド配列のアッセイは、標的配列であり、生物学的試料中の微生物の存在もし
くは不在または生物学的試料の微生物プロファイルを決定するために使用され得る。
【００７９】
　増幅反応は、反応部位を有する支持体上で生じ得、各反応部位は、１つの増幅プライマ
ー対を含み得る。増幅反応は、反応容器内で生じ得、各反応は、１つの増幅プライマー対
を含み得る。反応容器は、少なくとも１つの標的特異的オリゴヌクレオチドプローブをさ
らに含み得、このプローブは、支持体中または支持体上の個別の反応部位中に存在する増
幅プライマー対によって増幅された核酸部分に特異的である。反応部位は、支持体プレー
ト内の貫通孔であり得、各貫通孔は、本明細書に記載の１つの増幅プライマー対および少
なくとも１つの検出可能な標識プローブを含み得る。プライマーまたはプライマーおよび
プローブは、反応容器の各反応部位内で乾燥させられ得る。反応部位は全て、いくつかの
事例では、同じ支持体または反応容器上に存在し得る。
【００８０】
　支持体は、増幅試薬（例えば、プローブおよび／またはプライマー等のオリゴヌクレオ
チド）の固定化、結合、または配置のために表面を任意の利用可能な方法によって提供し
、それにより、それらが自由に拡散するか、または互いに対して移動することが著しくま
たは完全に防がれるようになり得る。試薬は、例えば、支持体と接触した状態で配置され
、任意に、共有的もしくは非共有的に結合されるか、または部分的に／完全に包埋され得
る。好適な支持体が市販されており、当業者には明らかであろう。固体支持体は、本明細
書に記載の方法、組成物、およびキットに使用され得る。かかる固体支持体には、紙、ニ
トロセルロース、ミエリン、ガラス、シリカ、ナイロン、プラスチック、例えば、ポリエ
チレン、ポリプロピレン、もしくはポリスチレン、または他の固体材料が含まれ得るが、
これらに限定されない。加えて、支持体は、機械的強度、電気伝導性、または他の所望の
物理的特性を提供するために、ガラスまたは金属等のさらなる固体表面上に重ねられ得る
、アガロース、ポリアクリルアミド、多糖、またはタンパク質等の材料から構築されたゲ
ルであり得る。支持体は、平らな表面（平面）、または表面結合オリゴヌクレオチドがほ
ぼ同じ平面内に結合した少なくとも１つの構造を含み得る。固体支持体は、いくつかの事
例では、非平面であり得、さらには不連続単位、例えば、マイクロビーズから形成され得
る。
【００８１】
　本明細書で使用される場合、「表面」という用語は、所望のオリゴヌクレオチド（複数
可）が結合または固定化される固体支持体上の任意の略二次元構造を意味する。
【００８２】
　増幅反応容器は、例えば、ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ、およ
び／もしくはｄＵＴＰ）、１つ以上のポリメラーゼ、緩衝液（複数可）、１つ以上の塩（
複数可）、１つ以上の洗剤（複数可）、１つ以上の増幅阻害物質遮断剤（複数可）、なら
びに／または１つ以上の消泡剤（複数可）等の本明細書に開示される増幅反応混合物の他
の成分試薬も含み得る。したがって、半固体または固体支持体には、増幅反応混合物また
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はマスターミックスとともに増幅プライマー対を含む反応部位または反応チャンバが提供
され得る。反応容器または個別の反応部位内のプライマー対と反応混合物との組み合わせ
は、乾燥させられ得る。反応部位または反応容器内の反応混合物は凍結乾燥させられ得、
いくつかの実施形態では、乾燥堆積物として反応部位または容器に適用され得る。半固体
または固体支持体には、反応混合物を形成するために増幅マスターミックスとともに増幅
プライマー対および検出可能な標識プローブを含む反応部位が提供され得る。反応部位ま
たは反応容器内の反応混合物は、乾燥させられる場合がある。反応部位または反応容器内
の反応混合物は、凍結乾燥させられる場合もある。
【００８３】
　表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも５個、少なくとも１０個、または少なくと
も１５個に特異的なプライマーまたはプライマー対を含む反応部位を含む支持体が提供さ
れ得る。表１に列記される全ての遺伝子に特異的なプライマーまたはプライマー対を含む
支持体が提供され得るか、または表１に列記される遺伝子のうちの少なくとも２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、もしくは１７個に
特異的な異なるプライマーまたはプライマー対を各々含む反応部位を含む支持体が提供さ
れ得る。提供される支持体は、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、または
１０個の内部および／または外部対照に特異的なプライマーまたはプライマー対を含む反
応部位をさらに含み得る。
【００８４】
　本開示の主題をより明確かつ簡潔に説明および指摘するために、ある特定の定義が、以
下の記述および添付の特許請求の範囲で使用される特定の用語に提供され得る。本明細書
を通じて、特定の用語の例証は、非限定的な例とみなされるべきである。
【００８５】
　本開示は、増幅対照として使用するための組成物およびこの組成物を核酸増幅プロセス
で使用するための方法に言及し得る。提供されるそれらの使用のための対照組成物および
方法は、その使用者に、核酸増幅ワークフローをモニタリング、評価、トラブルシューテ
ィング、および制御するための手段および方法を提供する。いくつかの実施形態では、本
明細書に提供される対照核酸分子は、少なくとも２個、少なくとも５個、少なくとも１０
個、少なくとも１５個、または少なくとも１７個の異なる標的配列を含む。
【００８６】
　提供される抽出および／または増幅対照核酸組成物は、核酸増幅および／または検出を
伴うワークフローの陽性および／または陰性対照としての機能を果たし得る。本明細書に
提供されるそれらの使用のための対照組成物および方法は、生物学的試料中の微生物に由
来する選択された核酸、またはそれらのそれぞれのｃＤＮＡの増幅および特徴付けのため
の組成物および方法と併せて使用され得る。本明細書に提供されるそれらの使用のための
対照組成物および方法は、選択された組織および解剖学的領域の微生物叢プロファイルを
検出および／または評価するための、例えば、膀胱、尿路、および泌尿生殖器のマイクロ
バイオーム成分および動態を検出および／またはモニタリングするための組成物および方
法と併せて使用され得る。したがって、生物学的試料中の標的核酸または微生物について
の選択された組のアッセイの増幅反応と併せて使用される場合、使用される対照核酸分子
は、増幅および／または検出アッセイが指向される同じ標的配列を含む。いくつかの実施
形態では、対照核酸分子は、アッセイが指向される標的配列のサブセットを含み得る。対
照核酸分子は、追加の参照または対照アッセイが指向される追加の標的配列を含み得る。
対照核酸分子は、対照アッセイが指向される異種標的配列（いずれの生物にも相同性を示
さない）を含み得る。いくつかの実施形態では、対照核酸分子は、本明細書でスーパープ
ラスミドと称される複数の標的配列を含むプラスミド分子であり得る。いくつかの実施形
態では、スーパープラスミド対照核酸分子は、線状化されている。
【００８７】
　いくつかの実施形態では、対照核酸分子試料中の標的配列を増幅するための方法であっ
て、試料の少なくともいくらかの部分を標的特異的プライマーおよびポリメラーゼと増幅
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条件下で接触させ、それにより、少なくとも１つの増幅された標的配列を生成することを
含む、方法が本明細書に提供される。本明細書に記載されるように、対照核酸分子は、異
なる標的核酸配列を含み得る。本開示は、対照核酸分子試料中の標的配列を増幅するため
の方法であって、試料の少なくともいくらかの部分を本明細書に開示される標的特異的プ
ライマーおよびポリメラーゼと増幅条件下で接触させ、それにより、少なくとも１つの増
幅された標的配列を生成することを含み、標的特異的プライマーが各々非常に多数の別個
の反応（例えば、シングルプレックス反応）で提供される、方法を提供する。本開示は、
対照核酸分子試料中の標的配列を増幅するための方法であって、試料の少なくともいくら
かの部分を本明細書に開示される標的特異的プライマーおよびポリメラーゼと増幅条件下
で接触させ、それにより、少なくとも１つの増幅された標的配列を生成することを含み、
標的特異的プライマーが単一の組み合わせ反応（例えば、マルチプレックス反応）で提供
される、方法を提供する。本明細書に提供される方法は、試料の少なくともいくらかの部
分を本明細書に開示される標的特異的プライマーおよびプローブセット（例えば、アッセ
イ）ならびにポリメラーゼと増幅条件下で接触させ、それにより、少なくとも１つの増幅
された標的配列を生成することと、少なくとも１つの増幅された標的配列の存在を検出す
ることとを含む。いくつかの実施形態では、各アッセイは、標的配列を特異的に増幅する
ように設計された順方向プライマーおよび逆方向プライマーと、順方向プライマーおよび
逆方向プライマー（例えば、アンプリコン）によって増幅された核酸に特異的な検出可能
な標識プローブとを含む。
【００８８】
　本明細書に提供される方法は、異なる標的配列を含む対照核酸分子を含む試料を複数の
個別の増幅反応（すなわち、シングルプレックス反応）に供することを含み、各個別の反
応が、対照核酸分子中の標的配列の少なくとも一部に特異的であるように設計された増幅
プライマー対と、プライマーによって増幅された標的配列に特異的な検出可能な標識プロ
ーブとを用いて行われる。複数の個別の増幅反応は、増幅プライマーおよび検出器プロー
ブが設計される標的配列の各々の別個の反応で個別の増幅産物を生成し得る。複数の増幅
反応の評価は、個別の（シングルプレックス）増幅反応由来の標的増幅産物の存在もしく
は不在を決定することによって、かつ／またはそれを定量化することによって達せされ得
る。
【００８９】
　本明細書に提供される方法は、異なる標的配列を含む対照核酸分子を含む試料を、対照
核酸試料中の標的配列に特異的であるように設計されたプライマー対の組み合わせを含む
増幅反応（すなわち、マルチプレックス反応）に供することを含む。反応は、対照核酸分
子中の少なくとも２つの異なる標的配列に特異的であるように設計された少なくとも２つ
の異なる増幅プライマー対と、異なるプライマーによって増幅された異なる標的配列の各
々に特異的な検出可能な標識プローブとを用いて行われる。増幅反応は、増幅プライマー
と検出器プローブとの組み合わせが設計される標的配列の各々の複数の増幅産物を生成し
得る。複数の増幅反応の評価は、組み合わせ（マルチプレックス）増幅反応における標的
増幅産物の存在もしくは不在を決定することによって、かつ／またはそれを定量化するこ
とによって達せられ得る。
【００９０】
　本明細書に提供される組成物および方法の検出アッセイは、対照核酸特異的標的配列の
増幅および検出のためのオリゴヌクレオチドプライマーおよび検出可能な標識プローブの
使用を伴い得る。標的特異的プライマーおよびプローブセットは、反応において単一の核
酸標的に特異的な単一のプライマーセットおよびプローブセットを有するシングルプレッ
クス反応の一部として提供され得る。あるいは、標的特異的プライマーおよびプローブセ
ットは、同じ反応において複数の異なる核酸標的に特異的な複数のプライマーセットおよ
びプローブセットを有するマルチプレックス反応の一部として提供され得る。
【００９１】
　本明細書に提供される組成物および方法の検出アッセイは、対照核酸特異的標的配列の
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増幅および検出のためのオリゴヌクレオチドプライマーおよび検出可能な核酸結合部分の
使用を伴う。標的特異的プライマーおよび検出可能な核酸結合部分は、シングルプレック
ス反応の一部として提供される。あるいは、標的特異的プライマーおよび検出可能な核酸
結合部分は、マルチプレックス反応の一部として提供され得る。検出可能な核酸結合部分
は、核酸結合色素であり得る。この色素は、二本鎖ＤＮＡ結合色素であり得る。いくつか
の実施形態では、この色素は、ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎであり得る。
【００９２】
　本明細書に提供される組成物、方法、およびキットは、追加の参照または対照反応およ
びアッセイとして行われる追加の増幅反応およびアッセイを含む。制限なく、これらの追
加の参照または対照反応およびアッセイを相対的定量化用途に使用して、生物学的試料ま
たは核酸試料の妥当性を評価する、微生物存在を正規化する、および／または生物学的ま
たは核酸試料中の増幅阻害物質の存在を検出することができる。かかる追加の参照または
対照アッセイの例示的な標的核酸としては、原核生物１６Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子配列、ヒト
ＲＮａｓｅ　Ｐ遺伝子配列、異種核酸（ＸＮＡ）配列、および／または付加外因性核酸が
挙げられるが、これらに限定されない。
【００９３】
　本開示は、シングルプレックス核酸増幅反応を同じアッセイ条件下でおよび／または実
質的に同時に行うための組成物、方法、およびキットに関する。本開示は、マルチプレッ
クス核酸増幅反応を同じアッセイ条件下でおよび／または実質的に同時に行うための組成
物、方法、およびキットにも関する。
【００９４】
　いくつかの実施形態では、本開示は、ある特定の標的微生物に由来するある特定の組の
標的配列を含む対照核酸分子を検出し、それをモニタリングし、かつその抽出および／ま
たは増幅を評価するための組成物、方法、およびキットに関する。いくつかの実施形態で
は、対照核酸分子は、複数の標的配列を含むプラスミド（すなわち、複数標的プラスミド
またはスーパープラスミド）の一部である。例えば、本明細書に記載のいくつかの実施形
態では、増幅対照核酸分子は、表１に列記される微生物および／または微生物遺伝子に由
来する少なくとも２つの異なる標的配列を含むように開発される。
【００９５】
　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイは
、特定の標的核酸を増幅および検出するために組み合わせで機能するように設計された増
幅プライマー対（順方向プライマーおよび逆方向プライマー）と蛍光標識プローブとの組
み合わせである。本明細書に開示される組成物および方法は、微生物特異的および／また
は遺伝子特異的ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイを含み得る。本明細書に開示される組
成物および方法は、膀胱、泌尿生殖器、および／または尿路微生物叢に指向された微生物
特異的ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイを含み得る。本明細書に開示される組成物およ
び方法は、表１に列記されるＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（商標）ＴａｑＭａ
ｎ（登録商標）アッセイで提供されるプライマー対およびプローブのうちの少なくとも１
つを含む。本方法は、表１に列記されるＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイで提供される
少なくとも２つの異なる組のプライマー対およびプローブを含み得る。本方法は、表１に
列記されるＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイで提供される異なる組のプライマー対およ
びプローブの選択された群またはパネルを含み得る。本方法は、表１に列記されるＴａｑ
Ｍａｎ（登録商標）アッセイで提供される異なる組のプライマー対およびプローブの全て
を含み得る。
【００９６】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載のＴａｑＭアッセイの使用により、培養に基
づく方法から収集されたデータと比較してより感度の高いより正確な尿路微生物叢を検出
および特定するための方法が提供される。ＵＴＩ病原体を検出および特定するための従来
のまたは日常的な（「ゴールドスタンダード」）アプローチは、尿培養を尿試料から調製
することおよび微生物の増殖を２４時間モニタリングすることである。培養物が微生物の



(60) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40

50

増殖を示すか否かは、尿試料が所与の尿路病原体に陽性（増殖あり）であるか陰性（増殖
なし）であるかを決定するために使用される。これは、検尿のための「培養に基づく」方
法と称される。
【００９７】
　尿培養結果は、典型的には、微生物増殖の量および純度に基づいてカテゴリー化される
。細菌および／または真菌増殖を定義するための一般に使用されている基準は、尿１ミリ
リットルあたり１０5超のコロニー形成単位（ＣＦＵ）の存在である。ＵＴＩ培養物は、
典型的には、１０5ＣＦＵ／ｍＬ超の微生物濃度が存在する場合、特定の微生物に対して
陽性であるとみなされ、この濃度未満は、陰性であるか、または「著しい増殖を有しない
」ものとみなされるであろう。多くの場合、認識された閾値（１０5ＣＦＵ／ｍＬ超）未
満で、特に１つより多くのタイプの生物が存在する場合、増殖した生物が汚染物質である
可能性が高い。閾値を超えると、真の尿路感染症が発症している可能性がより高い。しか
しながら、いくつかの事例では、尿１ミリリットルあたり１０5ＣＦＵ超の濃度での増殖
が存在し得るが、ＵＴＭを正確に特定または区別するにはあまりにも多くの異なる微生物
（「混合フローラ」）が存在する。これらの事例では、培養結果は、複数の（例えば、２
つ以上の）生物の増殖も混入検体である可能性が高いため、決定的でないデータを有する
「陰性」とも称される。したがって、「真の陰性」培養物は、増殖なしまたは低増殖（１
０5ＣＦＵ／ｍＬ未満）を有するものであり、「真の陽性」培養物は、著しい増殖（すな
わち、１０5ＣＦＵ／ｍＬ超）を有するものである一方で、１０5ＣＦＵ／ｍＬ超で混合フ
ローラを有する「陰性」試料は、結果が決定的でないまたは特定不能であるものである。
【００９８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載のＴａｑＭアッセイの使用は、ＵＴＩ病原体
の検出および／または特定について従来の培養に基づく方法から得られた結果と比較して
少なくとも２倍感度が高いおよび／または正確である。いくつかの実施形態では、ＵＴＩ
　ＴａｑＭアッセイは、従来の培養法から得られた結果と比較して少なくとも２倍、３倍
、４倍、５倍、または１０倍感度が高いおよび／または正確であり得る。いくつかの実施
形態では、ＵＴＩ　ＴａｑＭアッセイは、従来の培養法から得られた結果と比較して少な
くとも２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、または９９
％（およびこれらの間の全ての百分率数字を含む）感度が高いおよび／または正確であり
得る。いくつかの実施形態では、本明細書に記載のＴａｑＭアッセイの使用は、同じ尿試
料を試験した場合、従来の培養に基づく方法を使用して特定された微生物の数と比較して
、尿試料中の少なくとも１、２、３、５、１０、１５、または１７個多くの微生物（表１
に列記されるもの由来）の存在を特定し得る。
【００９９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載のＰＣＲ法は、陽性および／または陰性検尿
結果（尿路病原体の存在を特定するため）を提供し得、この結果は、サンガーシーケンシ
ング法によって得られた陽性および／または陰性検尿結果と少なくとも８０％、９０％、
９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％（およびこれらの間の全ての
百分率数字を含む）一致する。
【０１００】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載のＰＣＲ法は、陽性および／または陰性検尿
結果（尿路病原体の存在を特定するため）を提供し得、この結果は、従来の培養に基づく
方法によって得られた陽性および／または陰性検尿結果と少なくとも５０％、６０％、７
０％、８０％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、または１００％（お
よびこれらの間の全ての百分率数字を含む）一致する。
【０１０１】
　異なる微生物の選択されたゲノム配列またはトランスクリプトーム配列に由来する標的
配列を含む対照核酸分子が提供される。標的配列は、細菌、真菌、原虫、および／または
ウイルス由来のゲノム配列またはトランスクリプトーム配列に由来し得る。対照核酸分子
は、表１の異なる微生物の異なるゲノム配列またはトランスクリプトーム配列に由来する
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異なる標的配列、例えば、２～約１７個の異なる標的配列、または５～１７個の異なる標
的配列、または１０～１７個、または１５～１７個の異なる標的配列を含み得る。いくつ
かの実施形態では、異なる微生物遺伝子に由来する少なくとも５個、少なくとも１０個、
少なくとも１５個、または少なくとも１７個の異なる標的配列を含む対照核酸分子が提供
される。
【０１０２】
　対照核酸分子中の異なる標的配列の長さが異なり得る。例えば、いくつかの実施形態で
は、対照核酸分子中の異なる標的配列は各々、約１５ヌクレオチド長～約１０００ヌクレ
オチド長である。いくつかの実施形態では、対照核酸分子中の異なる標的配列は各々、約
２０～約８００、約２５～約６００、約３０～約５００、約４０～約４００、約５０～約
３００、約５６～１０５ヌクレオチド長である。
【０１０３】
　対照核酸分子は、ゲノム配列もしくはトランスクリプトーム配列または異なる標的配列
のいずれかの側または両側に隣接する配列の一部を含み得る。例えば、対照核酸分子は、
対照核酸分子の異なる標的配列のうちの少なくとも２つの３’隣接配列の一部、５’隣接
配列の一部、または３’隣接配列および５’隣接配列の両方の一部を含み得る。対照核酸
分子は、対照核酸分子の異なるゲノムまたはトランスクリプトーム標的配列の各々に対応
する３’隣接配列の一部、５’隣接配列の一部、または３’隣接配列および５’隣接配列
の両方の一部を含み得る。標的配列の各々に隣接するゲノムまたはトランスクリプトーム
領域（複数可）に対応する一方の隣接配列（３’または５’の場合）または両方の隣接配
列（３’および５’の場合）は、５～５００ヌクレオチド長であり得る。標的配列の各々
に隣接するゲノムまたはトランスクリプトーム領域（複数可）に対応する隣接配列（複数
可）は、約１０～４００、約１５～２００、約２０～１００、または約２５～５０ヌクレ
オチド長であり得る。対照核酸分子は、異なる微生物の選択されたゲノム配列またはトラ
ンスクリプトーム配列に由来する標的配列、ならびにそれらの対応する３’、５’、また
は３’および５’ゲノムまたはトランスクリプトーム隣接配列であり得る。対照核酸分子
は、異なる標的配列の一部のみに対応する隣接配列を含み得る。例えば、隣接配列は、異
なる標的配列のうちの１、２、３、４、５、６、１０、１５、２０、２５、または３０個
等のみの標的核酸分子中に含まれ得る。異なる標的配列とそれらの対応する３’隣接配列
のみが対照核酸分子中に含まれ得、かつ／または異なる標的配列とそれらの対応する５’
隣接配列のみが対照核酸分子中に含まれ得、かつ／または異なる標的配列とそれらの対応
する３’隣接配列および５’隣接配列の両方が対照核酸分子中に含まれ得る。異なる標的
配列と、各標的配列の対応する３’隣接配列、５’隣接配列、３’隣接配列および５’隣
接配列、または隣接配列なしのいずれかの組み合わせが、対照核酸分子中に存在し得る。
対照核酸分子は、いくつかの事例では、いずれの対応するゲノムまたはトランスクリプト
ーム隣接配列も含まない場合がある。
【０１０４】
　異なる標的配列を含む対照核酸分子（隣接配列を含むか含まないかにかかわらず）の長
さが異なり得る。全対照核酸分子の長さは、０．５ｋｂ～５０ｋｂ長であり得る。全対照
核酸分子は、約１ｋｂ～２０ｋｂ、約２ｋｂ～１５ｋｂ、約３ｋｂ～１０ｋｂ長、または
約４ｋｂ～５ｋｂ長であり得る。対照核酸分子の配列の一部または全てが、ベクター、プ
ラスミド、またはウイルスを含むが、これらに限定されない核酸構築物に挿入されるか、
またはその内部に含まれ得る。
【０１０５】
　定量的方法をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に基づく技術（例えば、ｑＰＣＲ）に適
用する際に、蛍光プローブまたは他の検出可能な標識が反応に組み込まれて、標的増幅の
進行を決定するための手段を提供し得る。蛍光プローブまたは核酸結合部分等の他の検出
可能な標識の使用により、この反応は、産生された核酸産物の量に対して相対的な割合で
蛍光を発せさせ得る。したがって、ＰＣＲを使用する際、対照標的配列に対応するヌクレ
オチド配列のアッセイは、対照核酸試料の増幅反応および／または抽出プロセスの有効性
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を決定するために使用され得る。蛍光プローブは、特定の核酸の検出のために配列特異的
様式で使用され得る。検出可能な標識は、核酸の一般的な検出のために非配列特異的様式
で使用され得る。
【０１０６】
　増幅反応は、反応部位を有する支持体上で生じ、各反応部位は、１つの増幅プライマー
対を含み得る。増幅反応は、反応容器内で生じ、各反応は、１つの増幅プライマー対を含
み得る。反応容器は、少なくとも１つの標的特異的オリゴヌクレオチドプローブをさらに
含み得、このプローブは、反応容器内に存在する増幅プライマー対によって増幅された核
酸の一部に特異的である。上述のように、反応容器は、個別の反応部位を含み得る。いく
つかの実施形態では、反応部位は、支持体プレート内の貫通孔であり得、各貫通孔は、本
明細書に記載の１つの増幅プライマー対および少なくとも１つの検出可能な標識プローブ
を含み得る。プライマーおよびプローブは、対照核酸分子を含む対照核酸試料との接触前
に各反応部位または反応容器内で乾燥させられ得る。
【０１０７】
　増幅反応容器は、例えば、ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰ、およ
び／またはｄＵＴＰ）、ポリメラーゼ、緩衝液（複数可）、少なくとも１つの塩（複数可
）、少なくとも１つの洗剤（複数可）、少なくとも１つの増幅阻害物質遮断剤（複数可）
、および／または少なくとも１つの消泡剤（複数可）等の増幅反応混合物の他の成分試薬
も含み得る。したがって、半固体または固体支持体には、増幅マスターミックスとともに
対照核酸分子および増幅プライマー対を含む反応部位が提供され得る。反応部位または反
応容器内のプライマー対とマスターミックスとの組み合わせは、対照核酸試料の添加前に
乾燥させられ得る。半固体または固体支持体には、増幅マスターミックスとともに対照核
酸分子、増幅プライマー対、および検出可能な標識プローブを含む反応部位が提供され得
る。反応部位または反応容器内のプライマー対とプローブとマスターミックスとの組み合
わせは、対照核酸試料の添加前に乾燥させられ得る。
【０１０８】
　いくつかの実施形態では、核酸試料は、ゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）等のＤＮＡまたはＲ
ＮＡであり得る。核酸試料は、一本鎖または二本鎖核酸分子を含み得る。核酸試料は、例
えば、培養細胞または生物学的試験試料を含む、任意の源から得られ得る。核酸試料が、
当該技術分野で既知の様々な手技、例えば、ＭａｇＭＡＸ（商標）Ｍｕｌｔｉ－Ｓａｍｐ
ｌｅ　Ｕｌｔｒａ　Ｋｉｔ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆ
ｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＭａｇＭＡＸ（商標）Ｅｘｐｒｅｓｓ－９６　Ｍ
ａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　ＰｒｏｃｅｓｓｏｒおよびＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ（
商標）Ｆｌｅｘ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ（Ｔｈｅｒ
ｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ（商標）６１００　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ＰｒｅｐＳｔａｔｉｏｎおよびＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ（商標）
６７００　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ）等のうちのいずれかを使用して生物学的源から単離され得ることが理解されるで
あろう。核酸試料が、機械力、制限エンドヌクレアーゼ切断、または当該技術分野で既知
の任意の方法等の手技の使用を含む、分析前に断片化され得ることが理解されるであろう
。いくつかの実施形態では、核酸試料は、増幅および／または分析されるときに粗溶解物
中に存在し得る。
【０１０９】
　本明細書で使用される場合、「ａ」または「ａｎ」という単語は、別途明確に述べられ
ない限り、少なくとも１つを意味する。本明細書では、単数形の使用は、別途明確に述べ
られない限り、複数形を含む。例えであって、限定するものではなく、「標的核酸」は、
１つより多くの標的核酸、例えば、特定の標的核酸種の１つ以上のコピー、ならびに２つ
以上の異なる標的核酸種が存在し得ることを意味する。「および／または」という用語は
、スラッシュの前後の用語が一緒にまたは別々に受け取られ得ることを意味する。例証の
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ためであって、限定するものではなく、「Ｘおよび／またはＹ」は、「Ｘ」もしくは「Ｙ
」または「Ｘ」および「Ｙ」を意味し得る。
【０１１０】
　取るに足りないわずかな偏差が本明細書における教示の範囲内であるように、本開示で
論じられる温度、濃度、時間等の前に暗示的な「約」が存在することが理解されるであろ
う。また、「を含む（ｉｎｃｌｕｄｅ）」、「を含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、「を含む
こと（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「を含む（ｃｏｎｔａｉｎ）」、「を含み得る（ｍａｙ
　ｉｎｃｌｕｄｅ）」、「を含むこと（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「を含む（ｉｎｃｌｕ
ｄｅ）」、「を含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、および「を含むこと（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
）」の使用は、限定するようには意図されていない。前述の概要および詳述の両方が例示
および説明のためのみのものであり、本教示を限定するものではないことを理解されたい
。
【０１１１】
　本明細書で具体的に言及されない限り、様々な成分「を含む」ことを列挙する本明細書
における実施形態は、列挙される成分「からなる」または「から本質的になる」とも企図
され、様々な成分「からなる」ことを列挙する本明細書における実施形態は、列挙される
成分「を含む」または「から本質的になる」とも企図され、様々な成分「から本質的にな
る」ことを列挙する本明細書における実施形態は、列挙される成分「からなる」または「
を含む」とも企図される（この互換性は、特許請求の範囲におけるこれらの用語の使用に
は適用されない）。
【０１１２】
　本明細書で使用される場合、「増幅」、「核酸増幅」、または「増幅する」という用語
は、核酸鋳型の複数のコピーの産生、または核酸鋳型に相補的な複数の核酸配列コピーの
産生を指す。これらの用語（「重合する」という用語を含む）は、核酸鋳型を伸長するこ
と（例えば、重合により）も指し得る。増幅反応は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ
ＣＲ）等のポリメラーゼ媒介伸長反応であり得る。しかしながら、既知の増幅反応のうち
のいずれかが本明細書に記載の使用に好適であり得る。典型的には標的核酸の「指数関数
的」増加を指す「増幅する」という用語は、核酸の選択された標的配列の数の線形増加お
よび指数関数的増加の両方を説明するために本明細書で使用され得る。
【０１１３】
　本明細書で使用される「アンプリコン」および「増幅産物」という用語は、概して、増
幅反応の産物を指す。アンプリコンは、二本鎖または一本であり得、二本鎖増幅産物を変
性させることによって得られる分離成分の鎖を含み得る。ある特定の実施形態では、１回
の増幅サイクルのアンプリコンが、その後の増幅サイクルにおける鋳型としての機能を果
たすことができる。
【０１１４】
　「ハイブリダイズする」および「アニールする」という基語の変形を含むが、これらに
限定されない「アニールすること」および「ハイブリダイズすること」という用語は、互
換的に使用され、二本鎖、三本鎖、または他のより高次の構造の形成をもたらす、１つの
核酸の別の核酸とのヌクレオチド塩基対合相互作用を意味する。一次相互作用は、典型的
には、ヌクレオチド塩基特異的であり、例えば、ワトソン・クリックおよびフーグスティ
ーン型水素結合による、Ａ：Ｔ、Ａ：Ｕ、およびＧ：Ｃである。ある特定の実施形態では
、塩基の積み重ねおよび疎水性相互作用は、二本鎖の安定性にも寄与し得る。プライマー
およびプローブが相補的配列にアニールする条件は、当該技術分野で周知であり、例えば
、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｈａｍｅｓ　ａｎｄ　Ｈｉｇｇｉｎｓ，ｅｄｓ．，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓ
ｓ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｄ．Ｃ．（１９８５）およびＷｅｔｍｕｒ　ａｎｄ　Ｄａｖ
ｉｄｓｏｎ，Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３１：３４９（１９６８）に記載されている。
【０１１５】
　概して、かかるアニールリングが行われるかは、とりわけ、標的隣接配列および／もし
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くはアンプリコン中のプライマーの相補的部分の相補的部分およびそれらの対応する結合
部位、またはレポータープローブの対応する相補的部分およびその結合部位の長さ、ｐＨ
、温度、一価および二価陽イオンの存在、ハイブリダイズしている領域内のＧヌクレオチ
ドとＣヌクレオチドの割合、培地の粘度、ならびに変性剤の存在によって影響される。か
かる可変物は、ハイブリダイゼーションに必要な時間に影響を及ぼす。したがって、好ま
しいアニーリング条件は、特定の用途に依存するであろう。しかしながら、かかる条件は
、過度の実験なしに当業者によって日常的に決定され得る。好ましくは、アニーリング条
件は、プライマーおよび／またはプローブが、対応する標的隣接配列またはアンプリコン
中の相補的配列と選択的にハイブリダイズするが、第２の反応温度で反応組成物中の異な
る標的核酸または非標的配列に著しい程度にハイブリダイズしないことを可能にするよう
に選択される。
【０１１６】
　本明細書で使用される「またはそれらの組み合わせ」という用語は、その用語に先行す
る列記される用語の全ての順列および組み合わせを指す。例えば、「Ａ、Ｂ、Ｃ、または
それらの組み合わせ」は、Ａ、Ｂ、Ｃ、ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ、またはＡＢＣのうちの少なく
とも１つを含み、順序が特定の文脈で重要である場合、ＢＡ、ＣＡ、ＣＢ、ＡＣＢ、ＣＢ
Ａ、ＢＣＡ、ＢＡＣ、またはＣＡＢのうちの少なくとも１つを含むよう意図されている。
この例に続いて、１つ以上の項目または用語の繰り返し、例えば、ＢＢ、ＡＡＡ、ＡＡＢ
、ＢＢＣ、ＡＡＡＢＣＣＣＣ、ＣＢＢＡＡＡ、ＣＡＢＡＢＢ等を含む組み合わせが明示的
に含まれる。当業者であれば、別途文脈から明らかではない限り、典型的にはいずれの組
み合わせにも項目または用語の数に制限がないことを理解するであろう。
【０１１７】
　本明細書で使用される「変性させる」および「変性」という用語は、少なくとも１つの
標的核酸を含むゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）断片、二本鎖アンプリコン、または少なくとも
１つの二本鎖区域を含むポリヌクレオチドを含むが、これらに限定されない二本鎖ポリヌ
クレオチドが、必要に応じて、２つの一本鎖ポリヌクレオチドまたは１つの一本鎖もしく
は実質的に一本鎖のポリヌクレオチドに変換される任意のプロセスを指す。二本鎖ポリヌ
クレオチドの変性には、例えば、二本鎖ポリヌクレオチドまたは２つのオリゴヌクレオチ
ドを含む二本鎖の２つの個別の一本鎖成分の放出であるが、これらに限定されない、二本
鎖核酸を一本鎖または実質的に一本鎖にする様々な熱的および化学的技法が含まれるが、
これらに限定されない。当業者であれば、増幅反応のその後のアニーリングまたは酵素的
ステップ、またはある特定の方法では、蛍光シグナルの検出を実質的に妨害しない限り、
用いられる変性技法が概して非限定的であることを理解するであろう。
【０１１８】
　本明細書で使用される場合、「Ｔｍ」という用語は、融解温度に関して使用される。融
解温度は、二本鎖核酸分子集団が半解離して一本鎖になる温度である。
【０１１９】
　本明細書で使用される「副溝結合剤」という用語は、時には配列特異的様式で、二本鎖
ＤＮＡの副溝に適合する小分子を指す。一般に、副溝結合剤は、三日月様形状を採用する
ことができる長くて平らな分子であり、それ故に、二重らせんの副溝にぴったりと適合し
、多くの場合、水と置き換わる。副溝結合分子は、典型的には、例えば、フラン環、ベン
ゼン環、またはピロール環であるが、これらに限定されない、自由にねじれた結合によっ
て結合されたいくつかの芳香族環を含む。
【０１２０】
　「エンドポイント」測定という用語は、反応が停止した時点でのみデータ収集が生じる
方法を指す。
【０１２１】
　「リアルタイム」および「リアルタイム連続」という用語は互換的であり、重合反応の
過程で周期的なモニタリングによりデータ収集が生じる方法を指す。したがって、これら
の方法は、増幅と検出を組み合わせて単一のステップにする。
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【０１２２】
　本明細書で使用される場合、「Ｃｔ」および「サイクル閾値」という用語は、蛍光強度
がバックグラウンド蛍光よりも高い時点を指す。これらは、標的増幅が最初に検出された
時点（またはＰＣＲサイクル）によって特徴付けられる。その結果として、出発材料中の
標的ＤＮＡの量が多いほど、蛍光シグナルの著しい増加が速く出現し、より低いＣｔをも
たらす。
【０１２３】
　本明細書で使用される場合、「プライマー」という用語およびその誘導体は、概して、
標的核酸にハイブリダイズすることができる任意のポリヌクレオチドを指す。プライマー
は、核酸合成をプライムするのに役立ち得る。プライマーは、核酸分子増幅または重合中
にヌクレオチドモノマーの共有結合によって伸長される合成的にまたは生物学的に産生さ
れた一本鎖オリゴヌクレオチドである。核酸増幅は、多くの場合、核酸ポリメラーゼまた
は逆転写酵素による核酸合成に基づく。多くのかかるポリメラーゼまたは逆転写酵素は、
かかる核酸合成を開始するために伸長され得るプライマーの存在を必要とする。プライマ
ーは、典型的には、約１１塩基～約３５塩基長であるが、必要に応じてより短いまたはよ
り長いプライマーが使用され得る。ある特定の実施形態では、プライマーは、１７塩基長
またはそれ以上である。ある特定の実施形態では、プライマーは、約１７塩基～約２５塩
基長である。プライマーは、標準、非標準、誘導体化、および修飾ヌクレオチドを含み得
る。当業者であれば理解するであろうように、本明細書に開示されるオリゴヌクレオチド
は、様々な伸長、合成、または増幅反応において１つ以上のプライマーとして使用され得
る。
【０１２４】
　典型的には、ＰＣＲ反応は、増幅されるＲＮＡまたはＤＮＡの領域の境界を定める「上
流」または「順方向」プライマーおよび「下流」または「逆方向」プライマーを含む増幅
プライマー対を用いる。第１のプライマーおよび第２のプライマーは、順方向プライマー
または逆方向プライマーのいずれかであり得、本明細書で互換的に使用され、限定するも
のではない。
【０１２５】
　「相補性」および「相補的」という用語は互換的であり、互いに塩基対を形成するポリ
ヌクレオチドの能力を指す。塩基対は、典型的には、逆平行ポリヌクレオチド鎖または領
域内のヌクレオチド単位間の水素結合によって形成される。相補的ポリヌクレオチド鎖ま
たは領域は、ワトソン・クリック様式で塩基対合し得る（例えば、ＡとＴ、ＡとＵ、Ｃと
Ｇ）。１００％相補性とは、１つのポリヌクレオチド鎖または領域の各ヌクレオチド単位
が第２のポリヌクレオチド鎖または領域の各ヌクレオチド単位と水素結合することができ
る状況を指す。「完全ではない相補性」とは、２つの鎖の全てではないがいくつかのヌク
レオチド単位または２つの単位が互いに水素結合することができる状況を指す。
【０１２６】
　本明細書で使用される場合、「逆相補体」という用語は、ワトソン・クリック塩基対合
によって定義される規則、ならびにＤＮＡ－ＤＮＡ、ＲＮＡ－ＲＮＡ、およびＲＮＡ－Ｄ
ＮＡ二重らせんの逆平行性質に従って第２のオリゴヌクレオチドにアニール／塩基対合ま
たは実質的にアニール／塩基対合する配列を指す。したがって、一例として、ＲＮＡ配列
５’－ＡＡＵＵＵＧＣの逆相補体は、５’－ＧＣＡＡＡＵＵであろう。Ｇ－Ｕ対合を含む
が、これに限定されない代替の塩基対合スキームも、逆相補体に含まれ得る。
【０１２７】
　本明細書で使用される場合、「プローブ」という用語は、設計または選択により、定義
されたストリンジェンシー下で標的核酸配列に特異的に（すなわち、優先的に）ハイブリ
ダイズすることを可能にする特異的ヌクレオチド配列を含む合成的にまたは生物学的に産
生された核酸（ＤＮＡまたはＲＮＡ）を指す。
【０１２８】
　いくつかの実施形態では、本明細書に提供される増幅対照核酸は、生物学的試料由来の
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核酸試料中の標的核酸を増幅、検出、プロファイリング、および／またはモニタリングす
るための方法、組成物、およびキットと併せて使用される。
【０１２９】
　「生物学的試料」または「試験試料」は、細胞、組織切片、例えば、生検および剖検試
料、ならびに組織学的目的のために採取された凍結切片、ならびに細胞または組織由来の
体液または分泌物検体を含む。かかる試料は、生検、血液および血液画分または産物（例
えば、血清、血小板、赤血球等）、リンパ、骨髄、痰、気管支肺胞洗浄、羊水、毛髪、皮
膚、培養細胞、例えば、初代培養物、外植片、および形質転換細胞、糞便、尿等を含む。
いくつかの実施形態では、試料が尿に由来する場合、試料は、排尿、カテーテルの使用、
または恥骨上膀胱穿刺によって収集され得る。標的核酸調製前、生物学的試料は、新鮮な
、凍結した、またはホルマリンもしくはパラホルマリン固定パラフィン包埋組織（ＦＦＰ
Ｅ）であり得る。「生検」とは、診断的評価または予後評価のために組織試料を除去する
プロセスを指し、組織検体自体も指す。適用される生検技法は、他の要因の中でもとりわ
け、評価される組織のタイプ（例えば、皮膚、粘膜等）、組織試料のサイズおよびタイプ
に依存するであろう。代表的な生検技法には、切除生検、切開生検、針生検、および外科
生検が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３０】
　いくつかの実施形態では、本明細書に提供される増幅対照核酸は、生物学的または試験
試料中のある特定の組の標的微生物由来の核酸を増幅、検出、プロファイリング、および
／またはモニタリングするための方法、組成物、およびキットと併せて使用される。いく
つかの実施形態では、生物学的または試験試料は、尿路（例えば、泌尿生殖器粘膜、尿道
、泌尿生殖器領域）由来であり、これらの解剖学的部位由来の細胞、組織、および／また
は体液（例えば、尿路分泌物、尿流体、および泌尿生殖器分泌物）である。
【０１３１】
　尿試料は、当業者に容易に知られている任意の尿収集デバイス、容器、または機器を使
用して収集され得る。いくつかの実施形態では、例えば、尿は、ＢＤ　Ｖａｃｕｔａｉｎ
ｅｒ（登録商標）採尿カップ、ＢＤ　Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ（登録商標）検尿保存管、Ｂ
Ｄ　Ｖａｃｕｔａｉｎｅｒ（登録商標）Ｐｌｕｓ　Ｃ＆Ｓ保存管、Ｈｏｌｏｇｉｃｓ（登
録商標）Ａｐｔｉｍａ　Ｕｒｉｎｅ　Ｓｐｅｃｉｍｅｎ　Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　Ｔｕｂｅ
ｓ等を使用して収集され得る。尿検体は、当業者に既知の任意の手段によって収集され得
る。例えば、尿は、排尿、カテーテルの使用、または恥骨上膀胱穿刺によって収集され得
る。例えば、尿道または泌尿生殖器生物学的試料と互換性のある収集システム、試薬、お
よび培地は当該技術分野で既知であり、本明細書に開示される方法、組成物、およびキッ
トとの使用のために企図される。
【０１３２】
　核酸が、当該技術分野で既知の様々な手技のうちのいずれかを使用して、例えば、Ｍａ
ｇＭＡＸ（商標）Ｍｕｌｔｉ－Ｓａｍｐｌｅ　Ｕｌｔｒａ　Ｋｉｔ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＭａｇＭ
ＡＸ（商標）Ｅｘｐｒｅｓｓ－９６　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｐｒｏｃｅ
ｓｓｏｒ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）　、ＫｉｎｇＦｉｓｈ
ｅｒ（商標）Ｆｌｅｘ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ（Ｔ
ｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＰｕｒｅＬｉｎｋ（商標）Ｍｉｃ
ｒｏｂｉｏｍｅ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＲｅｃｏｖｅｒＡｌｌ（商標）
Ｔｏｔａｌ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ　ＦＦＰ
Ｅ（Ａｍｂｉｏｎ（商標）、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、Ｐ
ｕｒｅＬｉｎｋ（商標）ＦＦＰＥ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ
（商標）、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ
（商標）６１００　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　ＰｒｅｐＳｔａｔｉｏｎおよびＡＢＩ　
Ｐｒｉｓｍ（商標）６７００　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｗｏｒ
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ｋｓｔａｔｉｏｎ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）等を使用して、生物学的試料から単離され得ることが理解さ
れるであろう。生物学的試料由来の標的核酸が、機械力、超音波処理、制限エンドヌクレ
アーゼ切断、または当該技術分野で既知の任意の方法等の手技の使用を含む、分析前に切
断または剪断され得ることが理解されるであろう。
【０１３３】
　本明細書で使用される場合、「鋳型」という用語は、「標的分子」または「標的核酸」
と互換的であり、増幅、コピーもしくは伸長、合成、または配列決定される二本鎖または
一本鎖核酸分子を指す。二本鎖ＤＮＡ分子の場合、第１および第２の鎖を形成するための
その鎖の変性が行われて、これらの分子を増幅、配列決定、または合成する。標的核酸は
、増幅または合成反応に有用なプライマーがポリメラーゼによる伸長前にハイブリダイズ
することができる核酸配列を含み得る。鋳型の一部に相補的なプライマーが好適な条件下
でハイブリダイズされ、その後、ポリメラーゼ（例えば、ＤＮＡポリメラーゼまたは逆転
写酵素）が鋳型またはその一部に相補的な核酸分子を合成し得る。本開示に従って新たに
合成された分子は、元の鋳型と同じまたはそれよりも短い長さであり得る。新たに合成さ
れた分子の合成または伸長中のミスマッチ組み込みにより、１つまたはいくつかのミスマ
ッチ塩基対がもたらされ得る。したがって、合成された分子は、鋳型に正確に相補的であ
る必要はない。鋳型は、ＲＮＡ分子、ＤＮＡ分子、またはＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッド分
子であり得る。新たに合成された分子は、その後の核酸合成または増幅のための鋳型とし
ての機能を果たし得る。
【０１３４】
　標的核酸は、核酸（例えば、ＤＮＡもしくはＲＮＡ）、ゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）、無
細胞ＤＮＡ、循環ＤＮＡ、ｃＤＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、転移ＲＮＡ（
ｔＲＮＡ）、低分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、マイクロＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）、または
他の成熟低分子ＲＮＡであり得、核酸類似体または他の核酸模倣体を含み得る。標的は、
メチル化、非メチル化、またはそれらの両方であり得る。標的は、亜硫酸水素塩処理され
、ウラシルに変換された非メチル化シトシンであり得る。さらに、「標的核酸」が標的核
酸自体、ならびにその代替物、例えば、増幅産物および天然配列を指し得ることが理解さ
れるであろう。
【０１３５】
　標的核酸は、任意の源から得られ得、任意の数の異なる組成成分を含み得る。本教示の
標的分子は、ウイルス、古細菌、原生生物、原核生物、および真核生物、例えば、真核生
物から得られた生物学的試料由来のもの、最も好ましくは、霊長類等の哺乳動物、例えば
、チンパンジーまたはヒトを含むが、これらに限定されない任意の数の源に由来し得る。
標的核酸が、当該技術分野で既知の様々な手技のうちのいずれか、例えば、ＭａｇＭＡＸ
（商標）Ｍｕｌｔｉ－Ｓａｍｐｌｅ　Ｕｌｔｒａ　Ｋｉｔ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ＭａｇＭＡＸ（商
標）Ｅｘｐｒｅｓｓ－９６　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ
およびＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ（商標）Ｆｌｅｘ　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　
Ｐｒｏｃｅｓｓｏｒ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、Ｒｅｃｏ
ｖｅｒＡｌｌ（商標）Ｔｏｔａｌ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋ
ｉｔ　ｆｏｒ　ＦＦＰＥおよびＰｕｒｅＬｉｎｋ（商標）ＦＦＰＥ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａ
ｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ（商標）、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔ
ｉｆｉｃ）、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ（商標）６１００　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｅ
ｐＳｔａｔｉｏｎおよびＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ（商標）６７００　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）等を使用して生物学的試料
から単離され得ることが理解されるであろう。標的核酸が、機械力、超音波処理、制限エ
ンドヌクレアーゼ切断、または当該技術分野で既知の任意の方法等の手技の使用を含む、
分析前に切断または剪断され得ることが理解されるであろう。概して、本教示の標的核酸
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は一本鎖であるが、いくつかの実施形態では、標的核酸は二本鎖であり得、一本鎖は変性
に起因し得る。
【０１３６】
　本明細書で使用される「組み込む」という用語は、ＤＮＡまたはＲＮＡ分子またはプラ
イマーの一部になることを意味する。
【０１３７】
　本明細書で使用される「核酸結合部分」という用語は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、またはＤＮＡ
／ＲＮＡハイブリッド等の結合している核酸分子に親和性を有する分子を指す。
【０１３８】
　本明細書で使用される「核酸結合色素」という用語は、二本鎖ポリヌクレオチドに特異
的であるか、または一本鎖ポリヌクレオチドよりも二本鎖ポリヌクレオチドと会合したと
きに実質的に強い蛍光増強を少なくとも示す蛍光分子を指す。典型的には、核酸結合色素
分子は、二本鎖区域の主溝もしくは副溝における結合ではなく、二本鎖区域の塩基対間の
インターカレーションによって、またはそれらの両方によってポリヌクレオチドの二本鎖
区域と会合する。核酸結合色素の非限定的な例としては、臭化エチジウム、ＤＡＰＩ、Ｈ
ｏｅｃｈｓｔ誘導体（Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８およびＨｏｅｃｈｓｔ　３３３４２を
含むが、これらに限定されない）、インターカレート剤（例えば、ランタニドキレート（
例えば、２つの蛍光四座β－ジケトン－Ｅｕ３＋キレートを保有するナフタレンジイミド
誘導体（ＮＤＩ－（ＢＨＨＣＴ－Ｅｕ３＋）２であるが、これに限定されない））（例え
ば、Ｎｏｊｉｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．Ｓｕｐｐｌ．Ｎｏ．
１　１０５（２００１）を参照のこと）、およびある特定の非対称シアニン色素、例えば
、ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎおよびＰｉｃｏＧｒｅｅｎ（登録商標）が挙げられる
。
【０１３９】
　本明細書で使用される場合、「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」、および
「核酸」という用語は、互換的に使用され、ヌクレオチド間リン酸ジエステル結合連結、
またはヌクレオチド間類似体、および関連対イオン、例えば、Ｈ＋、ＮＨ４＋、トリアル
キルアンモニウム、Ｍｇ２＋、Ｎａ＋等によって連結された２’－デオキシリボヌクレオ
チド（ＤＮＡ）およびリボヌクレオチド（ＲＮＡ）を含むが、これらに限定されない、ヌ
クレオチドモノマーの一本鎖および二本鎖ポリマーを指す。ポリヌクレオチドは、デオキ
シリボヌクレオチドから完全に構成され得るか、リボヌクレオチドから完全に構成され得
るか、またはそのキメラ混合物から構成され得、ヌクレオチド類似体を含み得る。ヌクレ
オチドモノマー単位は、ヌクレオチドおよび／またはヌクレオチド類似体を含むが、これ
らに限定されない、本明細書に記載のヌクレオチドのうちのいずれかを含み得る。ポリヌ
クレオチドは、典型的には、数個のモノマー単位、例えば、５～４０（当該技術分野でオ
リゴヌクレオチドと称されることもある場合）から、数千個のモノマーヌクレオチド単位
までのサイズの範囲である。別途示されない限り、ポリヌクレオチド配列が表されるとき
はいつでも、ヌクレオチドが左から右に５’から３’の順序であり、別途述べられない限
り、「Ａ」がデオキシアデノシンを示し、「Ｃ」がデオキシシトシンを示し、「Ｇ」がデ
オキシグアノシンを示し、「Ｔ」がデオキシチミジンを示し、「Ｕ」がデオキシウリジン
を示すことが理解されるであろう。
【０１４０】
　「ヌクレオチド」という用語は、ヌクレオシドのリン酸エステル、例えば、三リン酸エ
ステルを指し、エステル化の最も一般的な部位は、ペントースのＣ－５位に結合したヒド
ロキシル基である。
【０１４１】
　「ヌクレオシド」という用語は、２’－デオキシ形態および２’－ヒドロキシル形態を
含む、１’位でペントースに連結している、プリン、デアザプリン、またはピリミジンヌ
クレオシド塩基、例えば、アデニン、グアニン、シトシン、ウラシル、チミン、デアザア
デニン、デアザグアノシン等からなる化合物を指す。ヌクレオシド塩基がプリンまたは７
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－デアザプリンである場合、ペントースがプリンまたはデアザプリンの９位で核酸塩基に
結合しており、核酸塩基がピリミジンである場合、ペントースがピリミジンの１位で核酸
塩基に結合している。
【０１４２】
　「類似体」という用語は、修飾塩基部分、修飾糖部分、および／または修飾リン酸エス
テル部分を有する合成類似体を含む。リン酸塩類似体は、一般に、リン酸塩の類似体を含
み、リン原子が＋５酸化状態にあり、酸素原子のうちの１つ以上が非酸素部分、例えば、
硫黄と置き換えられている。例示的なリン酸塩類似体には、ホスホロチオエート、ホスホ
ロジチオエート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオ
エート、ホスホラニリデート、ホスホラミデート、ボロノホスフェート（関連対イオン、
例えば、Ｈ＋、ＮＨ４＋、Ｎａ＋を含む）が含まれる。例示的な塩基類似体には、２，６
－ジアミノプリン、ヒポキサンチン、プソイドウリジン、Ｃ－５－プロピン、イソシトシ
ン、イソグアニン、２－チオピリミジンが含まれる。例示的な糖類似体には、２’位また
は３’位が、水素、ヒドロキシ、アルコキシ（例えば、メトキシ、エトキシ、アリルオキ
シ、イソプロポキシ、ブトキシ、イソブトキシ、およびフェノキシ）、アジド、アミノま
たはアルキルアミノ、フルオロ、クロロ、およびブロモである２’修飾または３’修飾が
含まれる。
【０１４３】
　本明細書で使用される場合、「スーパープラスミド」という用語は、複数個、少なくと
も２個、少なくとも３個、少なくとも５個、少なくとも１０個、少なくとも１５個、少な
くとも１７個の目的とする標的核酸配列を含む挿入断片を含むプラスミド（ＤＮＡ分子）
を指す。標的核酸配列は、ゲノム配列またはトランスクリプトーム配列であり得る。標的
核酸配列は、異種核酸（ＸＮＡ）であり得る。標的核酸配列は、ゲノム配列、トランスク
リプトーム配列、または異種核酸配列の任意の組み合わせであり得る。
【０１４４】
　本明細書で使用される場合、「反応容器」という用語は、概して、反応が本教示に従っ
て生じ得る任意の容器、チャンバ、デバイス、カード、プレート、チップ、アレイ、また
はアセンブリを指す。いくつかの実施形態では、反応容器は、微小管（例えば、０．２ｍ
Ｌまたは０．５ｍＬ反応管、例えば、ＭｉｃｒｏＡｍｐ（商標）Ｏｐｔｉｃａｌ　ｔｕｂ
ｅ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｃｏｒｐ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）もし
くは微小遠心管であるが、これらに限定されない）、または分子生物学研究所で一般的に
実用される種類の他の容器であり得る。いくつかの実施形態では、反応容器は、個別の反
応部位を含み得、例えば、反応部位は、マルチウェルプレート（４８、９６、または３８
４ウェルマイクロタイタープレート等）のウェル、スライドガラス上のスポット、マイク
ロ流体デバイスのＴａｑＭａｎ（商標）Ａｒｒａｙ　Ｃａｒｄまたはチャネルもしくはチ
ャンバ内のウェル（ＴａｑＭａｎ（商標）低密度アレイを含むが、これに限定されない）
、またはＴａｑＭａｎ（商標）ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ
プレートの貫通孔（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を含み得る。例えであって、限定するものではなく、複数の
反応部位が同じ支持体上または同じ反応容器内に存在し得る。いくつかの実施形態では、
例えば、ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレートは、３０７２個の貫通孔または異なる反応
部位を有する反応プレートである。かかるプレート内のかかる貫通孔は、単一のＴａｑＭ
ａｎ（商標）アッセイを含み得る。いくつかの実施形態では、ラボオンチップ様デバイス
が、例えば、ＣａｌｉｐｅｒまたはＦｌｕｉｄｉｇｍから入手可能である。ことが認識さ
れるであろう。様々な反応容器（それらのうちのいくつかが複数の反応部位を含む）が市
販されているか、本教示との関連で使用するために設計され得る。
【０１４５】
　「レポーター基」という用語は、本明細書で広義に使用され、任意の特定可能または検
出可能なタグ、標識、または部分を指す。
【０１４６】
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　「熱安定性」という用語は、酵素に関して使用される場合、熱による不活性化に耐性を
示す酵素（核酸ポリメラーゼ活性を有するポリペプチド等）を指す。「熱安定性」酵素は
、熱処理によって不活性化され得る「熱不安定性」ポリメラーゼとは対照的である。熱不
安定性タンパク質は、生理学的温度で不活性化され得、中温安定性（約４５℃～約６５℃
で不活性化）および熱安定性（約６５℃超で不活性化）にカテゴリー化され得る。例えば
、熱不安定性Ｔ５およびＴ７　ＤＮＡポリメラーゼの活性は、酵素を約９０℃の温度に約
３０秒間曝露することによって完全に不活性化され得る。熱安定性ポリメラーゼ活性は、
熱不安定性ポリメラーゼよりも熱不活性化に高い耐性を示す。しかしながら、熱安定性ポ
リメラーゼは、熱不活性化に完全に耐性を示す酵素を指すようには意図されておらず、そ
れ故に、例えば、特に長時間にわたっておよび／または反復数の事例にわたって熱に曝露
された場合、熱処理がポリメラーゼ活性をある程度低下させる。熱安定性ポリメラーゼは
、典型的には、熱不安定性ＤＮＡポリメラーゼよりも高い最適温度も有する。
【０１４７】
　「作業濃度」という用語は、特定の機能（核酸分子の合成または消化等）を果たす溶液
中で使用される最適な濃度または最適に近い濃度での試薬の濃度を指す。試薬の作業濃度
は、試薬の「１倍濃度」または「１倍溶液」（試薬が溶液中に存在する場合）とも同等に
記述される。したがって、試薬のより高い濃度も作業濃度に基づいて記述され得、例えば
、試薬の「２倍濃度」または「２倍溶液」は、試薬の作業濃度よりも２倍高い濃度または
溶液と定義され、「５倍濃度」または「５倍溶液」は、作業濃度よりも５倍高いといった
具合である。
【０１４８】
　「反応混合物」および／または「マスターミックス」という用語は、標的核酸を合成ま
たは増幅するために使用される様々な（いくつかまたは全ての）試薬および／または成分
を含む組成物を指し得る。かかる反応は、固体支持体または半固体支持体（例えば、アレ
イ）を使用して行われる場合もある。反応は、使用者によって所望に応じてシングルプレ
ックスまたはマルチプレックス型式で行われる場合もある。これらの反応は、典型的には
、酵素、水性緩衝液、塩、増幅プライマー、標的核酸、およびヌクレオシド三リン酸を含
む。増幅反応混合物および／またはマスターミックスは、例えば、緩衝液（例えば、Ｔｒ
ｉｓ）、１つ以上の塩（例えば、ＭｇＣｌ２、ＫＣｌ）、グリセロール、ｄＮＴＰ（ｄＡ
、ｄＴ、ｄＧ、ｄＣ、ｄＵ）、組換えＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）、色素（例えば、Ｒ
ＯＸ受動参照色素もしくは追跡用色素）、１つ以上の洗剤（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｂｒｉｊ－５８）、ポリエチレ
ングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、ゼラチン（例えば、魚もし
くはウシ源）、および／または消泡剤のうちの１つ以上を含み得る。状況に応じて、混合
物は、完全または不完全増幅反応混合物のいずれかであり得る。いくつかの実施形態では
、マスターミックスは、増幅反応での使用前に増幅プライマーを含まない。いくつかの他
の実施形態では、マスターミックスは、増幅反応での使用前に標的核酸を含まない。いく
つかの実施形態では、増幅マスターミックスは、増幅プライマーとの接触前に標的核酸試
料と混合される。いくつかの他の実施形態では、増幅マスターミックスは、標的核酸試料
との接触前に増幅プライマーと混合される。
【０１４９】
　いくつかの実施形態では、増幅反応混合物は、増幅プライマーおよびマスターミックス
を含む。いくつかの他の実施形態では、増幅反応混合物は、増幅プライマー、検出可能な
標識プローブ、およびマスターミックスを含む。いくつかの実施形態では、増幅プライマ
ーおよびマスターミックスの反応混合物、または増幅プライマー、プローブ、およびマス
ターミックスの反応混合物は、保管容器または反応容器内で乾燥する。いくつかの他の実
施形態では、増幅プライマーおよびマスターミックスの反応混合物、または増幅プライマ
ー、プローブ、およびマスターミックスの反応混合物は、保管容器または反応容器内で凍
結乾燥する。
【０１５０】
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　本開示は、単一の核酸源または試料由来の複数の標的特異的配列の増幅に関する。例え
ば、いくつかの実施形態では、その単一の核酸試料は、ＲＮＡ（微生物または別様のもの
）を含み得、他の実施形態では、その単一の核酸試料は、ゲノムＤＮＡ（微生物ゲノムＤ
ＮＡを含む）を含み得る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つの他の源（例えば、
外部対照核酸）由来の核酸分子は、標的特異的増幅前に反応混合物中の単一の核酸試料と
組み合わせられる。試料が単一の個体由来であり得ることが想定される。標的特異的プラ
イマーおよびプライマー対は、核酸分子の特定の領域、例えば、対照核酸分子を増幅する
ことができる標的特異的配列である。標的特異的プライマーは、ＲＮＡの逆転写をプライ
ムして、標的特異的ｃＤＮＡを生成することができる。標的特異的プライマーは、微生物
ＤＮＡ、例えば、細菌ＤＮＡ、真菌（例えば、酵母）ＤＮＡ、原虫ＤＮＡ、またはウイル
スＤＮＡを増幅することができる。
【０１５１】
　一実施形態では、１つ以上の標的配列を含む試料は、本明細書に開示される標的特異的
プライマーのうちのいずれか１つ以上を使用して増幅され得る。別の実施形態では、本明
細書に開示される方法ならびに関連組成物およびキットを使用して得られた増幅された標
的配列は、核酸配列決定等であるが、これに限定されない下流プロセスに連結され得る。
例えば、増幅された標的配列の核酸配列が確認されると、核酸配列は１つ以上の参照試料
と比較され得る。増幅手順からのアウトプットは、例えば、核酸配列決定によって任意に
分析されて、標的特異的プライマーに基づいて予期された増幅産物が増幅アウトプット中
に存在するかを決定することができる。いくつかの実施形態では、選択的増幅によって生
成されたアンプリコンは、配列決定前にクローニングされ得るか、またはこれらのアンプ
リコンは、クローニングなしに直接配列決定され得る。当業者であれば、アンプリコンが
任意の好適なＤＮＡ配列決定プラットホームを使用して配列決定され得ることを理解する
であろう。例えば、アンプリコンは、Ｉｏｎ　Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｍａｃ
ｈｉｎｅ（商標）（ＰＧＭ（商標））ＳｙｓｔｅｍまたはＩｏｎ　Ｐｒｏｔｏｎ（商標）
Ｓｙｓｔｅｍ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）または当業者に既
知の任意の他の市販のプラットホームまたは手法を使用して配列決定され得る。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、産生されるアンプリコンの長さは、選択されたプライマー対
の使用によって調節され得る。いくつかの態様では、プライマー対（例えば、順方向プラ
イマーおよび逆方向プライマー）の各プライマーは、選択されたプライマー対を用いて標
的核酸を増幅することにより、特定のサイズを有するアンプリコンがもたらされるように
、標的核酸の異なる領域の全てまたは一部に特異的にハイブリダイズするように構成され
得る。各プライマーがハイブリダイズする標的核酸の異なる領域は、少なくとも１０個の
ヌクレオチド、少なくとも２０個のヌクレオチド、少なくとも５０個のヌクレオチド、少
なくとも１００個のヌクレオチド、少なくとも２５０個のヌクレオチド、少なくとも５０
０個のヌクレオチド、少なくとも７５０個のヌクレオチド等によって分離され得る。した
がって、いくつかの実施形態では、選択されたプライマーセットは、少なくとも１０ヌク
レオチド長、少なくとも２０ヌクレオチド長、少なくとも５０ヌクレオチド長、少なくと
も１００ヌクレオチド長、少なくとも２５０ヌクレオチド長、少なくとも５００ヌクレオ
チド長、少なくとも７５０ヌクレオチド長等のアンプリコンを産生することができる。い
くつかの実施形態では、選択されたプライマー対は、５００塩基長未満、３００塩基長未
満、２００塩基長未満、または１００塩基長未満のアンプリコンを産生する。いくつかの
実施形態では、産生されるアンプリコンは、２０～５００ヌクレオチド長である。例えば
、アンプリコンは、２０ヌクレオチド長、５０ヌクレオチド長、１００ヌクレオチド長、
２００ヌクレオチド長、３００ヌクレオチド長、４００ヌクレオチド長、５００ヌクレオ
チド長、またはそれらの間の任意の長さ（例えば、２０～５００（それらの上限および下
限を含む）ヌクレオチド長の任意の長さ）であり得る。本明細書に記載の方法、組成物、
およびキットに従う使用のために増幅プライマーセットを設計および選択して所望のアン
プリコンサイズをもたらすためのシステムおよび方法は、当業者に既知である。例えば、
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ＷＯ２０１３／１３４３４１　Ａ１およびｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｏｏｌｓ／ｐｒｉｍｅｒ－ｂｌａｓｔ／を参照されたい。当業者であ
れば、アンプリコン長を決定するための標準方法も容易に決定することができる。例えば
、いくつかの実施形態では、ＤＮＡサイズマーカーを使用して、相対的アンプリコンサイ
ズを実証することができる。
【０１５３】
　一実施形態では、１つ以上の標的配列を含む核酸対照は、本明細書に開示される標的特
異的プライマーのうちのいずれか１つ以上を使用して増幅され得る。別の実施形態では、
本明細書に開示される方法ならびに関連組成物およびキットを使用して得られた増幅され
た標的配列は、核酸配列決定等であるが、これに限定されない下流プロセスに連結され得
る。例えば、増幅された標的配列の核酸配列が確認されると、核酸配列は１つ以上の参照
試料と比較され得る。増幅手順からのアウトプットは、例えば、核酸配列決定によって任
意に分析されて、標的特異的プライマーに基づいて予期された増幅産物が増幅アウトプッ
ト中に存在するかを決定することができる。いくつかの実施形態では、選択的増幅によっ
て生成されたアンプリコンは、配列決定前にクローニングされ得るか、またはこれらのア
ンプリコンは、クローニングなしに直接配列決定され得る。アンプリコンは、任意の好適
なＤＮＡ配列決定プラットホームを使用して配列決定され得る。例えば、アンプリコンは
、Ｉｏｎ　Ｐｅｒｓｏｎａｌ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｍａｃｈｉｎｅ（商標）（ＰＧＭ（商標）
）ＳｙｓｔｅｍまたはＩｏｎ　Ｐｒｏｔｏｎ（商標）Ｓｙｓｔｅｍ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉ
ｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）または任意の他の市販の機器類を使用して配列決定さ
れ得る。
【０１５４】
　標的核酸を増幅するために使用される方法は、当業者が利用可能な任意ものであり得る
。核酸の標的配列のコピーを増加させるための任意のインビトロ手段が利用され得る。こ
れらには、線状、対数的、リアルタイム、定量的、エンドポイント、および／または任意
の他の増幅法が含まれる。本開示が、概して、核酸増幅反応としてポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲまたはｑＰＣＲ）を使用して論じられ得るが、本明細書に記載の組成物、方法、
およびキットが、ポリメラーゼ媒介増幅反応（ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、リコン
ビナーゼ－ポリメラーゼ増幅（ＲＰＡ）、およびローリングサークル増幅（ＲＣＡ）等）
、ならびにリガーゼ媒介増幅反応（リガーゼ検出反応（ＬＤＲ）、リガーゼ連鎖反応（Ｌ
ＣＲ）、および各々のギャップバージョン等）の両方、およびＬＤＲとＰＣＲ等の核酸増
幅反応の組み合わせを含む他のタイプの核酸増幅反応を用いて有効であるはずであること
が予想される（例えば、米国特許第６，７９７，４７０号を参照のこと）。核酸合成のた
めの例示的な方法としては、とりわけ、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ、例えば、米国特
許第４，６８３，２０２号、同第４，６８３，１９５号、同第４，９６５，１８８号、お
よび／または同第５，０３５，９９６号を参照のこと）、等温手技（１つ以上のＲＮＡポ
リメラーゼ（例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ２００６／０８１２２２号を参照のこと）、鎖置
換（例えば、米国特許第ＲＥ３９００７Ｅ号を参照のこと）、プライマー分子の部分的破
壊（例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ２００６／０８７５７４号を参照のこと）を使用）、リガ
ーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｗｕ，ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４：５６０
－５６９（１９９０））、および／またはＢａｒａｎｙ，ｅｔ　ａｌ．Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８８：１８９－１９３（１９９１）を参照のこと）、Ｑ
β　ＲＮＡレプリカーゼ系（例えば、ＰＣＴ公開第ＷＯ１９９４／０１６１０８号を参照
のこと）、ＲＮＡ転写に基づく系（例えば、ＴＡＳ、３ＳＲ）、ローリングサークル増幅
（ＲＣＡ）（例えば、米国特許第５，８５４，０３３号、米国特許公開第２００４／２６
５８９７号、Ｌｉｚａｒｄｉ　ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．１９：２２５－２３２
（１９９８）、および／またはＢａｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒ
ｅｓ．，２６：５０７３－５０７８（１９９８）を参照のこと）、および鎖置換増幅（Ｓ
ＤＡ）（Ｌｉｔｔｌｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４５：７７７－７８４（１９
９９））が挙げられる。これらの系は、当業者が利用可能な多くの他の系とともに、本明
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細書に記載の使用のための標的核酸の重合および／または増幅における使用に好適であり
得る。
【０１５５】
　ある特定の実施形態では、増幅技法は、例えば、二本鎖核酸を変性させて成分鎖を分離
するステップ、プライマーまたはプライマーセットをアンプリコンの標的配列またはプラ
イマー結合部位（複数可）（または必要に応じていずれかの相補体）にハイブリダイズす
るステップ、およびＤＮＡポリメラーゼまたはＤＮＡポリメラーゼ活性を有するポリペプ
チドを使用して鋳型依存的様式でヌクレオチドの鎖を合成するステップであるが、これら
に限定されない、少なくとも１つの増幅サイクルを含む。増幅サイクルは、繰り返されて
も繰り返されなくてもよい。ある特定の実施形態では、増幅サイクルは、例えば、２０増
幅サイクル、２５増幅サイクル、３０増幅サイクル、３５増幅サイクル、４０増幅サイク
ル、４５増幅サイクル、または４５増幅サイクル超であるが、これらに限定されない、多
数の増幅サイクルを含む。
【０１５６】
　いくつかの実施形態では、増幅することは、例えば、ＧｅｎｅＡｍｐ（登録商標）ＰＣ
Ｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　９７００、９６００、２７００、または２４００　ｔｈｅｒｍｏｃｙ
ｃｌｅｒ、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（登録商標）ＶｉｉＡ（商標）７　Ｒ
ｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（登
録商標）７５００　Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、７９００Ｈ
Ｔ　Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、ＳｔｅｐＯｎｅ（登録商標
）Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ（登録商標）Ｒ
ｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ（商標）３または５
　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ（商標）６Ｋ、
７Ｋ、または１２Ｋ　Ｆｌｅｘ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ、Ｑｕａｎ
ｔＳｔｕｄｉｏ（商標）Ｄｘ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ糖（全てＴｈ
ｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ製）であるが、これらに限定されない、
機器を使用した熱サイクリングを含む。本方法で使用するための分光光度的サーマルサイ
クラーの他の例としては、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ｉＣｙｃｌｅｒ　ｉＱ（商標）、Ｃｅｐｈｅ
ｉｄ　ＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）ＩＩ、Ｃｏｒｂｅｔｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｒｏｔｏｒ－Ｇｅｎｅ　３０００、Ｉｄａｈｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｒ．Ａ．Ｐ
．Ｉ．Ｄ．（商標）、ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｒｏｍｏ　４（商標）、Ｒｏｃｈｅ
　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）、Ｒｏｃｈｅ
　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）２．０、Ｓｔ
ｒａｔａｇｅｎｅ　Ｍｘ３０００Ｐ（商標）、およびＳｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｍｘ４００
０（商標）が挙げられるが、これらに限定されない。様々な機器が市販されており、本明
細書に開示される方法との使用に好適であることが認識されるであろう。
【０１５７】
　いくつかの実施形態では、標的ＲＮＡ配列の逆転写および結果として生じるｃＤＮＡの
増幅の両方が同じ反応混合物中で生じる逆転写－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）
が行われる。いくつかの実施形態では、ＲＴ－ＰＣＲは、二段階または多段階プロセスと
して行われる。他の実施形態では、ＲＴ－ＰＣＲは、一段階で行われる（例えば、一段階
ＲＴ－ＰＣＲ）。いくつかの実施形態では、ＲＴ－ＰＣＲ反応混合物は、増幅されたｃＤ
ＮＡの検出も同じ反応混合物中で生じるように、検出可能な標識された標的特異的プロー
ブをさらに含む。
【０１５８】
　ある特定の実施形態では、増幅反応は、同じアッセイ条件下でおよび／または実質的に
同時に並行して行われる複数または多数のシングルプレックス反応を含む。いくつかの実
施形態では、増幅反応を並行して行うことにより、異なる増幅産物が形成される。ある特
定の実施形態では、増幅反応を並行して行うことにより、１０～１０，０００個の異なる
増幅産物が形成され得る。いくつかの実施形態では、増幅反応を並行して行うことにより
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、１０～１０００個の異なる増幅産物が形成され得る。ある特定の実施形態では、増幅反
応を並行して行うことにより、１０～１００個の異なる増幅産物または１０～５０個の異
なる増幅産物が形成され得る。
【０１５９】
　ある特定の実施形態では、増幅反応は、多数の異なる標的核酸および／または多数の異
なる増幅産物種が多数の異なるプライマーセットを使用して同時に増幅されるマルチプレ
ックス増幅を含む。ある特定の実施形態では、多数のシングルプレックスまたは低プレッ
クス反応（例えば、２プレックス、３プレックス、４プレックス、５プレックス、または
６プレックス反応であるが、これらに限定されない）を含むマルチプレックス増幅反応お
よびシングルプレックス増幅反応が並行して行われる。
【０１６０】
　本明細書に記載されるように、核酸を重合および／または増幅するための例示的な方法
には、例えば、ポリメラーゼ媒介伸長反応が含まれる。例えば、ポリメラーゼ媒介伸長反
応は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲまたはｑＰＣＲ）であり得る。他の実施形態では、
核酸増幅反応は、シングルプレックスまたはマルチプレックスＰＣＲまたはｑＰＣＲ反応
である。例えば、本明細書に記載の使用に好適な核酸を重合および／または増幅および検
出するための例示的な方法は、ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイとして市販されている
（例えば、全て参照により全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第４，８８９，８１
８号、同第５，０７９，３５２号、同第５，２１０，０１５号、同第５，４３６，１３４
号、同第５，４８７，９７２号、同第５，６５８，７５１号、同第５，２１０，０１５号
、同第５，４８７，９７２号、同第５，５３８，８４８号、同第５，６１８，７１１号、
同第５，６７７，１５２号、同第５，７２３，５９１号、同第５，７７３，２５８号、同
第５，７８９，２２４号、同第５，８０１，１５５号、同第５，８０４，３７５号、同第
５，８７６，９３０号、同第５，９９４，０５６号、同第６，０３０，７８７号、同第６
，０８４，尿検体１０２号、同第６，１２７，１５５号、同第６，１７１，７８５号、同
第６，２１４，９７９号、同第６，２５８，５６９号、同第６，８１４，９３４号、同第
６，８２１，７２７号、同第７，１４１，３７７号、および／または同第７，４４５，９
００号を参照のこと）。ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイは、典型的には、５’から３
’へのヌクレアーゼ活性を有する核酸ポリメラーゼ、標的ポリヌクレオチドにハイブリダ
イズすることができる少なくとも１つのプライマー、およびプライマーに対して３’側の
標的ポリヌクレオチドにハイブリダイズすることができるオリゴヌクレオチドプローブを
使用して、標的ポリヌクレオチド上で核酸増幅を行うことによって行われる。オリゴヌク
レオチドプローブは、典型的には、検出可能な標識（例えば、蛍光レポーター分子）およ
びレポーター分子の蛍光をクエンチすることができるクエンチャー分子を含む。典型的に
は、検出可能な標識およびクエンチャー分子は、単一プローブの一部であるが、そうであ
る必要はない。増幅が進むにつれて、ポリメラーゼはプローブを消化して、検出可能な標
識をクエンチャー分子から分離する。検出可能な標識（例えば、蛍光）が反応中にモニタ
リングされ、標識の検出が核酸増幅の発生に相当する（例えば、シグナルが高いほど、増
幅の量が多くなる）。ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイの変形（例えば、ＬＮＡ（商標
）スパイクＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイ）が当該技術分野で既知であり、本明細書
に記載の方法での使用に好適であろう。
【０１６１】
　ＴａｑＭａｎ（登録商標）アッセイで使用されるプローブ等の５’－ヌクレアーゼプロ
ーブに加えて、様々なプローブが当該技術分野で既知であり、提供される方法での増幅さ
れた核酸の検出に好適である。例示的なプローブには、様々なステムループ分子ビーコン
（例えば、米国特許第６，１０３，４７６号および同第５，９２５，５１７号、ならびに
Ｔｙａｇｉ　ａｎｄ　Ｋｒａｍｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４
：３０３－３０８（１９９６））、ステムレスまたは線状ビーコン（例えば、ＰＣＴ公開
第ＷＯ９９／２１８８１号、米国特許第６，４８５，９０１号）、ＰＮＡ　Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ（商標）（例えば、米国特許第６，３５５，４２１号および同第
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６，５９３，０９１号）、線状ＰＮＡビーコン（例えば、Ｋｕｂｉｓｔａ　ｅｔ　ａｌ．
，ＳＰＩＥ　４２６４：５３－５８（２００１））、非ＦＲＥＴプローブ（例えば、米国
特許第６，１５０，０９７号）、Ｓｕｎｒｉｓｅ（登録商標）／Ａｍｐｌｉｆｌｕｏｒ（
登録商標）プローブ（米国特許第６，５４８，２５０号）、ステムループおよびデュプレ
ックスＳｃｏｒｐｉｏｎｓ（商標）プローブ（Ｓｏｌｉｎａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２９：Ｅ９６（２００１）および米国特許第６
，５８９，７４３号）、バルジループプローブ（米国特許第６，５９０，０９１号）、プ
ソイドノットプローブ（米国特許第６，５８９，２５０号）、サイクリコン（米国特許第
６，３８３，７５２号）、ＭＧＢ　Ｅｃｌｉｐｓｅ（商標）プローブ（Ｅｐｏｃｈ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ヘアピンプローブ（米国特許第６，５９６，４９０号）、ペプチ
ド核酸（ＰＮＡ）ライトアッププローブ（Ｓｖａｎｖｉｋ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎａｌ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍ　２８１：２６－３５（２０００））、自己集合ナノ粒子プローブ、フェロセ
ン修飾プローブ（例えば、米国特許第６，４８５，９０１号、Ｍｅｔｈｏｄｓ　２５：４
６３－４７１（２００１）、Ｗｈｉｔｃｏｍｂｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．１７：８０４－８０７（１９９９）、Ｉｓａｃｓｓｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ．１４：３２１－３２８（２００
０）、Ｗｏｌｆｆｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　７６６：７６９－７
７１（２００１）、Ｔｓｏｕｒｋａｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓｅａｒｃｈ．３０：４２０８－４２１５（２００２）、Ｒｉｃｃｅｌｌｉ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３０：４０８８－４０９３（２
００２）、Ｚｈａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｃｔａ　Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏ
ｐｈｙｓｉｃａ　Ｓｉｎｉｃａ（Ｓｈａｎｇｈａｉ）．３４：３２９－３３２（２００２
）、Ｍａｘｗｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２４：９６０６－
９６１２（２００２）、Ｂｒｏｕｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎ
ｏｌ．２０：２４９－５６（２００２）、Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ　Ｒｅｓ
．Ｔｏｘｉｃｏｌ．１５：１１８－１２６（２００２）、およびＹｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１４：１１１５５－１１１６１（２００１）に記載のもの）
、ＱｕａｎｔｉＰｒｏｂｅｓ（登録商標）（Ｑｉａｇｅｎ）、ＨｙＢｅａｃｏｎｓ（登録
商標）（Ｆｒｅｎｃｈ，ｅｔ　ａｌ．Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　１５：３６３－
３７４（２００１））、置換プローブ（Ｌｉ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．３０：ｅ５（２００２））、ＨｙｂＰｒｏｂｅｓ（Ｃａｒｄｕｌｌｏ，ｅｔ　ａｌ．
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：８７９０－８７９４（１９８８
））、ＭＧＢ　Ａｌｅｒｔ（ｗｗｗ．ｎａｎｏｇｅｎ．ｃｏｍ）、Ｑ－ＰＮＡ（Ｆｉａｎ
ｄａｃａ，ｅｔ　ａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１１：６０９－６１１（２００１））、
Ｐｌｅｘｏｒ（商標）（Ｐｒｏｍｅｇａ）、ＬＵＸ（商標）プライマー（Ｎａｚａｒｅｎ
ｋｏ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．３０：ｅ３７（２００２））
、ＤｚｙＮＡプライマー（Ｔｏｄｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．４６：６２５－
６３０（２０００））が挙げられるが、これらに限定されない。検出可能な標識プローブ
は、例えば、ブラックホールクエンチャー（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ）、Ｉｏｗａ　Ｂｌａｃ
ｋ（商標）クエンチャー（ＩＤＴ）、ＱＳＹクエンチャー（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ（商標）、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、ならびにＤａ
ｂｓｙｌおよびＤａｂｃｙｌスルホネート／カルボキシレートクエンチャー（Ｅｐｏｃｈ
）を含む、検出可能な標識の蛍光をクエンチする検出不能なクエンチャー部分も含み得る
。検出可能な標識プローブは、例えば、フルオロフォアが一方のプローブ上にあり、クエ
ンチャーが他方のプローブ上にある、２つのプローブも含み得、これらの２つのプローブ
の標的上でのハイブリダイゼーションがシグナルをクエンチするか、標的上でのハイブリ
ダイゼーションが蛍光の変化によりシグナル特性を変化させる。例示的な系には、ＦＲＥ
Ｔ、サリチル酸／ＤＴＰＡリガンド系（Ｏｓｅｒ　ｅｔ　ａｌ．Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．
Ｉｎｔ．Ｅｎｇｌ．２９（１０）：１１６７（１９９０））、置換ハイブリダイゼーショ
ン、相同プローブ、および／または欧州特許第ＥＰ０７０６８５号および／または米国特
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許第６，２３８，９２７号に記載のアッセイも含まれ得る。検出可能な標識は、カルボキ
シレート基の代わりにＳＯ３を有するフルオレセイン色素のスルホン酸塩誘導体、フルオ
レセインのホスホロアミダイト形態、Ｃｙ５のホスホロアミダイト形態（例えば、Ａｍｅ
ｒｓｈａｍから入手可能）も含み得る。上で引用される全ての参考文献は、参照によりそ
れらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０１６２】
　本明細書で使用される場合、「検出可能な標識」という用語は、核酸合成および／また
は増幅を示す様々なシグナル伝達分子のうちのいずれかを指す。反応混合物は、ＳＹＢＲ
（登録商標）Ｇｒｅｅｎおよび／または他のＤＮＡ結合色素等の検出可能な標識を含み得
る。かかる検出可能な標識は、例えば、核酸インターカレート剤または非インターカレー
ト剤を含み得るか、またはそれであり得る。本明細書で使用される場合、インターカレー
ト剤は、二本鎖核酸分子の積み重ねられた塩基対間の非共有的挿入を可能にする薬剤また
は部分である。非インターカレート剤は、二本鎖核酸分子に挿入しないものである。核酸
結合剤は、検出可能なシグナルを直接または間接的に生成し得る。シグナルは、例えば、
蛍光および／または吸光度を直接使用して、または例えば、二本鎖核酸分子に対する近接
性によって検出可能に影響される任意の部分またはリガンドを間接的に使用して、検出可
能であり得る。本明細書で使用される場合、インターカレート剤は、二本鎖核酸分子の積
み重ねられた塩基対間の非共有的挿入を可能にする薬剤または部分である。置換標識部分
または核酸結合剤に結合した結合リガンド等の非インターカレート剤酸が好適である。典
型的には、核酸結合剤は、同じ核酸結合剤が溶液中に存在するか、または一本鎖核酸に結
合しているときに生成されたシグナルと区別可能であるように、二本鎖核酸に結合してい
るときに検出可能なシグナルを生成することが必要とされる。例えば、臭化エチジウム等
のインターカレート剤は、一本鎖ＤＮＡ、ＲＮＡに結合しているか、または溶液中に存在
しているときよりも、二本鎖ＤＮＡにインターカレートされたときに強烈に蛍光を発する
（例えば、米国特許第５，９９４，０５６号、同第６，１７１，７８５号、および／また
は同第６，８１４，９３４号）。同様に、アクチノマイシンＤは、一本鎖核酸に結合して
いるときにＵＶ／ＶＩＳスペクトルの赤色部分で蛍光を発し、二本鎖核酸に結合している
ときにＵＶ／ＶＩＳスペクトルの緑色部分で蛍光を発する。さらに別の例では、光反応性
ソラレンである４－アミノメチル－４－５’，８－トリメチルソラレン（ＡＭＴ）は、長
波長で吸収の低下および二本鎖ＤＮＡへのインターカレーション時に蛍光を呈することが
報告されている（Ｊｏｈｎｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．＆Ｐｈｏｔｏｂｉ
ｏｌ．，３：７８５－７９１（１９８１）。例えば、米国特許第４，２５７，７７４号は
、蛍光インターカレート剤のＤＮＡへの直接結合について記載している（例えば、エチジ
ウム塩、ダウノマイシン、メパクリン、およびアクリジンオレンジ、４’，６－ジアミジ
ノ－α－フェニルインドール）。非インターカレート剤（例えば、副溝結合剤部分（ＭＧ
Ｂ）、例えば、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８、ジスタマイシン、ネトロプシンも、本明細
書に記載の組成物、方法、およびキットとの使用に好適であり得る。例えば、Ｈｏｅｃｈ
ｓｔ　３３２５８（Ｓｅａｒｌｅ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８（
１３）：３７５３－３７６２（１９９０））は、標的核酸の量の増加に伴う蛍光の変化を
呈する。
【０１６３】
　本明細書に記載されるように、１つ以上の検出可能な標識および／またはクエンチ剤は
、１つ以上のプライマーおよび／またはプローブ（例えば、検出可能な標識）に結合し得
る。検出可能な標識は、遊離しているときまたは標的核酸のうちの１つに結合していると
きにシグナルを放出し得る。検出可能な標識は、別の検出可能な標識に近接しているとき
にもシグナルを放出し得る。検出可能な標識は、シグナルがクエンチャー分子に十分にご
く近接していないときにのみ検出可能であるように、クエンチャー分子とも使用され得る
。例えば、いくつかの実施形態では、アッセイシステムは、検出可能な標識をクエンチ分
子から遊離させ得る。いくつかの検出可能な標識のうちのいずれかを使用して、本明細書
に記載の方法で使用されるプライマーおよびプローブを標識することができる。本明細書
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に記載されるように、いくつかの実施形態では、検出可能な標識は、プライマーに組み込
まれ得るプローブに結合し得るか、またはさもなければ増幅された標的核酸（例えば、イ
ンターカレート色素または非インターカレート色素等の検出可能な核酸結合剤）に結合し
得る。１つより多くの検出可能な標識を使用する場合、検出可能な標識が互いに区別され
得るように、または検出可能な標識が一緒になっていずれかの検出可能な標識によって単
独では放出されないシグナルを放出するように、各々のスペクトル特性が異なるはずであ
る。例示的な検出可能な標識としては、例えば、蛍光色素またはフルオロフォア（例えば
、光によって励起された蛍光またはリン光を放出することができる化学基）、蛍光ドナー
色素からの蛍光シグナルをクエンチすることができる「アクセプター色素」等が挙げられ
る。好適な検出可能な標識には、当業者に既知であろうように、とりわけ、例えば、フル
オレセイン（例えば、５－カルボキシ－２，７－ジクロロフルオレセイン、５－カルボキ
シフルオレセイン（５－ＦＡＭ）、５－ヒドロキシトリプタミン（５－ＨＡＴ）、６－Ｊ
ＯＥ、６－カルボキシフルオレセイン（６－ＦＡＭ）、ＦＩＴＣ、６－カルボキシ－１，
４－ジクロロ－２’，７’－ジクロロフルオレセイン（ＴＥＴ）、６－カルボキシ－１，
４－ジクロロ－２’，４’，５’，７’－テトラクロロフルオレセイン（ＨＥＸ）、６－
カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフルオレセイン（ＪＯＥ）
、Ａｌｅｘａ　ｆｌｕｏｒ（登録商標）フルオロフォア（例えば、３５０、４０５、４３
０、４８８、５００、５１４、５３２、５４６、５５５、５６８、５９４、６１０、６３
３、６３５、６４７、６６０、６８０、７００、７５０）、ＢＯＤＩＰＹ（商標）フルオ
ロフォア（例えば、４９２／５１５、４９３／５０３、５００／５１０、５０５／５１５
、５３０／５５０、５４２／５６３、５５８／５６８、５６４／５７０、５７６／５８９
、５８１／５９１、６３０／６５０－Ｘ、６５０／６６５－Ｘ、６６５／６７６、ＦＬ、
ＦＬ　ＡＴＰ、ＦＩ－セラミド、Ｒ６Ｇ　ＳＥ、ＴＭＲ、ＴＭＲ－Ｘコンジュゲート、Ｔ
ＭＲ－Ｘ、ＳＥ、ＴＲ、ＴＲ　ＡＴＰ、ＴＲ－Ｘ　ＳＥ）、クマリン（例えば、７－アミ
ノ－４－メチルクマリン、ＡＭＣ、ＡＭＣＡ、ＡＭＣＡ－Ｓ、ＡＭＣＡ－Ｘ、ＡＢＱ、Ｃ
ＰＭメチルクマリン、クマリンファロイジン、ヒドロキシクマリン、ＣＭＦＤＡ、メトキ
シクマリン）、カルセイン、カルセインＡＭ、カルセインブルー、カルシウム色素（例え
ば、カルシウムクリムゾン、カルシウムグリーン、カルシウムオレンジ、カルコフロール
ホワイト）、カスケードブルー、カスケードイエロー、ＣｙＴＭ色素（例えば、３、３．
１８、３．５、５、５．１８、５．５、７）、シアンＧＦＰ、環状ＡＭＰフルオロセンサ
（ＦｉＣＲｈＲ）、蛍光タンパク質（例えば、緑色蛍光タンパク質（例えば、ＧＦＰ．Ｅ
ＧＦＰ）、青色蛍光タンパク質（例えば、ＢＦＰ、ＥＢＦＰ、ＥＢＦＰ２、Ａｚｕｒｉｔ
ｅ、ｍＫａｌａｍａ１）、シアン蛍光タンパク質（例えば、ＥＣＦＰ、Ｃｅｒｕｌｅａｎ
、ＣｙＰｅｔ）、黄色蛍光タンパク質（例えば、ＹＦＰ、Ｃｉｔｒｉｎｅ、Ｖｅｎｕｓ、
ＹＰｅｔ）、ＦＲＥＴドナー／アクセプター対（例えば、フルオレセイン／テトラメチル
ローダミン、ＩＡＥＤＡＮＳ／フルオレセイン、ＥＤＡＮＳ／ダブシル、フルオレセイン
／フルオレセイン、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）ＦＬ／ＢＯＤＩＰＹ（登録商標）ＦＬ、フ
ルオレセイン／ＱＳＹ７およびＱＳＹ９）、ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ（登録商標）および
ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ（商標）（例えば、ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ（登録商標）Ｂｌｕｅ
　ＤＮＤ－２２、ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ（登録商標）Ｂｌｕｅ－Ｗｈｉｔｅ　ＤＰＸ、
ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ（登録商標）Ｙｅｌｌｏｗ　ＨＣＫ－１２３、ＬｙｓｏＴｒａｃ
ｋｅｒ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　ＤＮＤ－２６、ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ（登録商標）Ｒ
ｅｄ　ＤＮＤ－９９、ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ（商標）Ｂｌｕｅ　ＤＮＤ－１６７、Ｌｙｓ
ｏＳｅｎｓｏｒ（商標）Ｇｒｅｅｎ　ＤＮＤ－１８９、ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ（商標）Ｇ
ｒｅｅｎ　ＤＮＤ－１５３、ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ（商標）Ｙｅｌｌｏｗ／Ｂｌｕｅ　Ｄ
ＮＤ－１６０、ＬｙｓｏＳｅｎｓｏｒ（商標）Ｙｅｌｌｏｗ／Ｂｌｕｅ　１０，０００Ｍ
Ｗデキストラン）、Ｏｒｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（例えば、４８８、４８８－Ｘ、５００、
５１４）、ローダミン（例えば、リアルタイムＰＣＲ検出システム１１０、１２３、Ｂ、
Ｂ２００、ＢＢ、ＢＧ、Ｂ　ｅｘｔｒａ、５－カルボキシテトラメチルローダミン（５－
ＴＡＭＲＡ）、５　ＧＬＤ、６－カルボキシローダミン６Ｇ、Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ、Ｌｉ
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ｓｓａｍｉｎｅ　Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ、Ｐｈａｌｌｉｃｉｄｉｎｅ、Ｐｈａｌｌｏｉ
ｄｉｎｅ、Ｒｅｄ、Ｒｈｏｄ－２、ＲＯＸ（６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン）、５－Ｒ
ＯＸ（カルボキシ－Ｘ－ローダミン）、Ｓｕｌｐｈｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ　ｃａｎ　
Ｃ、Ｓｕｌｐｈｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｇ　Ｅｘｔｒａ、ＴＡＭＲＡ（６－カルボキシテ
トラメチルローダミン）、テトラメチルローダミン（ＴＲＩＴＣ）、ＷＴ）、Ｔｅｘａｓ
　Ｒｅｄ、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ－Ｘ、ＶＩＣ、および他の標識（例えば、米国特許公開第
２００９／０１９７２５４号（参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）に記載の
もの）が含まれ得る。当業者に既知であろうように、他の検出可能な標識も使用され得る
（例えば、米国特許公開第２００９／０１９７２５４号（参照によりその全体が本明細書
に組み込まれる）を参照のこと）。これらの系および検出可能な標識のうちのいずれか、
ならびに多くの他のものを使用して、増幅された標的核酸を検出することができる。
【０１６４】
　他のＤＮＡ結合色素が当業者に利用され得、単独で、またはアッセイシステムの他の薬
剤および／または成分と組み合わせて使用され得る。例示的なＤＮＡ結合色素には、とり
わけ、例えば、アクリジン（例えば、アクリジンオレンジ、アクリフラビン）、アクチノ
マイシンＤ（Ｊａｉｎ，ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．６８：２１（１９７２））
、アントラマイシン、ＢＯＢＯ（商標）－１、ＢＯＢＯ（商標）－３、ＢＯ－ＰＲＯ（商
標）－１、クロモマイシン、ＤＡＰＩ（Ｋａｐｕｓｅｉｎｓｋｉ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｕｃｌ
．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．６（１１２）：３５１９（１９７９））、ダウノマイシン、ジス
タマイシン（例えば、ジスタマイシンＤ）、色素（米国特許第７，３８７，８８７号に記
載のもの）、エリプチシン、エチジウム塩（例えば、臭化エチジウム）、フルオロクマリ
ン、蛍光インターカレート剤（米国特許第４，２５７，７７４号に記載のもの）、Ｇｅｌ
Ｓｔａｒ（登録商標）（Ｌｏｎｚａ）、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８（Ｓｅａｒｌｅ　ａ
ｎｄ　Ｅｍｂｒｅｙ，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１８：３７５３－３７６２（１９
９０））、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２、ホミジウム、ＪＯ－ＰＲＯ（商標）－１、ＬＩ
Ｚ色素、ＬＯ－ＰＲＯ（商標）－１、メパクリン、ミトラマイシン、ＮＥＤ色素、ネトロ
プシン、４’，６－ジアミジノ－α－フェニルインドール、プロフラビン、ＰＯＰＯ（商
標）－１、ＰＯＰＯ（商標）－３、ＰＯ－ＰＲＯ（商標）－１、ヨウ化プロピジウム、ル
テニウムポリピリジル、Ｓ５、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｏｌｄ、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇ
ｒｅｅｎ　Ｉ（米国特許第５，４３６，１３４号および同第５，６５８，７５１号）、Ｓ
ＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　ＩＩ、ＳＹＴＯＸ（登録商標）ｂｌｕｅ、ＳＹＴＯＸ（
登録商標）ｇｒｅｅｎ、ＳＹＴＯ（登録商標）４３、ＳＹＴＯ（登録商標）４４、ＳＹＴ
Ｏ（登録商標）４５、ＳＹＴＯＸ（登録商標）Ｂｌｕｅ、ＴＯ－ＰＲＯ（登録商標）－１
、ＳＹＴＯ（登録商標）１１、ＳＹＴＯ（登録商標）１３、ＳＹＴＯ（登録商標）１５、
ＳＹＴＯ（登録商標）１６、ＳＹＴＯ（登録商標）２０、ＳＹＴＯ（登録商標）２３、チ
アゾールオレンジ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）、ＴＯＴ
Ｏ（商標）－３、ＹＯ－ＰＲＯ（登録商標）－１、およびＹＯＹＯ（登録商標）－３（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ；Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
）が含まれ得る。例えば、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉ（例えば、米国特許第５
，４３６，１３４号、同第５，６５８，７５１号、および／または同第６，５６９，９２
７号）が、ＰＣＲ反応をモニタリングするために使用されている。当業者であれば理解す
るであろうように、他のＤＮＡ結合色素も好適であり得る。
【０１６５】
　いくつかの態様では、検出可能な標識またはシグナルの検出は、フルオロフォアからの
蛍光の変化を検出する任意の試薬または機器を使用して行われ得る。例えば、検出は、任
意の分光光度的サーマルサイクラーを使用して行われ得る。分光光度的サーマルサイクラ
ーの例としては、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（ＡＢ）ＰＲＩＳＭ（登録商標
）７０００、ＡＢ　７３００リアルタイムＰＣＲシステム、ＡＢ　７５００リアルタイム
ＰＣＲシステム、ＡＢ　ＰＲＩＳＭ（商標）７９００ＨＴ、Ｂｉｏ－Ｒａｄ　ＩＣｙｃｌ
ｅｒ　ＩＱ（商標）、Ｃｅｐｈｅｉｄ　ＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）ＩＩ、Ｃｏ
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ｒｂｅｔｔ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｒｏｔｏｒ－Ｇｅｎｅ　３０００、Ｉｄａｈｏ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｒ．Ａ．Ｐ．Ｉ．Ｄ．（商標）、ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｒ
ｏｍｏ　４（商標）、Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃ
ｌｅｒ（登録商標）、Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ＬｉｇｈｔＣｙｃ
ｌｅｒ（登録商標）２．０、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｍｘ３０００Ｐ（商標）、およびＳ
ｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｍｘ４０００（商標）が挙げられるが、これらに限定されない。新
たな機器が急速に開発されており、任意の同様の機器が本方法に使用され得ることに留意
されたい。
【０１６６】
　開示される核酸増幅反応で用いられ得る核酸ポリメラーゼは、例えば、原核生物、真菌
、ウイルス、バクテリオファージ、植物、および／または真核生物核酸ポリメラーゼを含
む、所望の反応を行うように機能する任意のものであり得る。本明細書で使用される場合
、「ＤＮＡポリメラーゼ」という用語は、核酸鎖を鋳型として使用してＤＮＡ鎖をデノボ
合成する酵素またはポリペプチドを指す。概して、ＤＮＡポリメラーゼは、既存のＤＮＡ
またはＲＮＡをＤＮＡ合成の鋳型として使用し、それが適切なヌクレオチドの組み込みに
ついて読む鋳型鎖に沿ってデオキシリボヌクレオチドの重合を触媒する。新たに合成され
たＤＮＡ鎖は、鋳型鎖に相補的である。ＤＮＡポリメラーゼは、遊離ヌクレオチドを新た
に生じた鎖の３’－ヒドロキシル末端のみに付加し得る。これは、ヌクレオシド一リン酸
のデオキシリボヌクレオシド三リン酸（ｄＮＴＰ）から成長オリゴヌクレオチド鎖の３’
－ヒドロキシル基への移行によりオリゴヌクレオチドを合成する。これにより、５’から
３’への方向に新たな鎖が伸長する。ＤＮＡポリメラーゼがＤＮＡ合成反応を開始するた
めにヌクレオチドを既存の３’－ＯＨ基のみに付加し得るため、ＤＮＡポリメラーゼは、
第１のヌクレオチドを付加することができるプライマーを必要とする。好適なプライマー
には、ＲＮＡもしくはＤＮＡのオリゴヌクレオチド、またはそれらのキメラ（例えば、Ｒ
ＮＡ／ＤＮＡキメラプライマー）が含まれ得る。ＤＮＡポリメラーゼは、天然に存在する
ＤＮＡポリメラーゼまたは上述の活性を有する天然酵素の変異形であり得る。例えば、こ
れには、鎖置換活性を有するＤＮＡポリメラーゼ、５’から３’へのエキソヌクレアーゼ
活性を欠くＤＮＡポリメラーゼ、逆転写酵素活性を有するＤＮＡポリメラーゼ、またはエ
ンドヌクレアーゼ活性を有するＤＮＡポリメラーゼが含まれ得る。
【０１６７】
　本教示に従って使用されるポリメラーゼは、典型的には５’から３’への方向に核酸鋳
型から核酸分子を合成することができる任意の酵素であり得る。好適な核酸ポリメラーゼ
には、ホロ酵素、ホロ酵素の機能的部分、キメラもしくは融合ポリメラーゼもしくはポリ
メラーゼ活性を有するポリペプチド、または核酸分子の合成をもたらすことができる任意
の修飾されたポリメラーゼも含まれ得る。本開示内で、ＤＮＡポリメラーゼには、ポリメ
ラーゼ、末端トランスフェラーゼ、逆転写酵素、テロメラーゼ、ポリヌクレオチドホスホ
リラーゼ、および／またはポリメラーゼ活性を有する任意のポリペプチドも含まれ得る。
【０１６８】
　本明細書に開示される方法で使用される核酸ポリメラーゼは、中温性または好熱性であ
り得る。例示的な中温性ＤＮＡポリメラーゼとしては、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔ５
　ＤＮＡポリメラーゼ、クレノウ断片ＤＮＡポリメラーゼ、ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩ等
が挙げられる。ポリメラーゼの非限定的な例としては、例えば、Ｔ７　ＤＮＡポリメラー
ゼ、真核生物ミトコンドリアＤＮＡポリメラーゼγ、原核生物ＤＮＡポリメラーゼＩ、Ｉ
Ｉ、ＩＩＩ、ＩＶ、および／もしくはＶ、真核生物ポリメラーゼα、β、γ、δ、ε、η
、ζ、ι、および／もしくはκ、Ｅ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼＩ、Ｅ．ｃｏｌｉ　
ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩアルファおよび／もしくはエプシロンサブユニット、Ｅ．ｃｏ
ｌｉポリメラーゼＩＶ、Ｅ．ｃｏｌｉポリメラーゼＶ、Ｔ．ａｑｕａｔｉｃｕｓ　ＤＮＡ
ポリメラーゼＩ、Ｂ．ｓｔｅａｒｏｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ　ＤＮＡポリメラーゼＩ、
Ｅｕｒｙａｒｃｈａｅｏｔａポリメラーゼ、末端デオキシヌクレオチジルトランスフェラ
ーゼ（ＴｄＴ）、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅポリメラーゼ４、損傷乗り越え合成ポリメラ
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ーゼ、逆転写酵素、ならびに／またはテロメラーゼが挙げられ得る。使用され得る好適な
熱安定性ＤＮＡポリメラーゼの非限定的な例としては、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐ
ｈｉｌｕｓ（Ｔｔｈ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ（Ｔａ
ｑ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅｏｐｏｌｉｔａｎａ（Ｔｎｅ）Ｄ
ＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ（Ｔｍａ）　ＤＮＡポリメ
ラーゼ、Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｔｏｒａｌｉｓ（ＴｌｉまたはＶＥＮＴ（商標
））ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆｕｒｉｏｓｕｓ（Ｐｆｕ）ＤＮＡポ
リメラーゼ、ＤＥＥＰＶＥＮＴ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｐｙｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｗ
ｏｏｓｉｉ（Ｐｗｏ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｔｅｒｏｔｈｅｒｍｏ
ｐｈｉｌｕｓ（Ｂｓｔ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａｌｄｏｐｈｉｌｕ
ｓ（Ｂｃａ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｓｕｌｆｏｂｕｓ　ａｃｉｄｏｃａｌｄａｒｉｕｓ（
Ｓａｃ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｏｐｌａｓｍａ　ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｍ（Ｔ
ａｃ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａｖｕｓ（Ｔｆｌ／Ｔｕｂ）ＤＮＡポ
リメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｒｕｂｅｒ（Ｔｒｕ）ＤＮＡポリメラーゼ、Ｔｈｅｒｍｕ
ｓ　ｂｒｏｃｋｉａｎｕｓ（ＤＹＮＡＺＹＭＥ（商標））ＤＮＡポリメラーゼ、Ｍｅｔｈ
ａｎｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｈｅｒｍｏａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃｕｍ（Ｍｔｈ）ＤＮＡ
ポリメラーゼ、マイコバクテリウムＤＮＡポリメラーゼ（Ｍｔｂ、Ｍｌｅｐ）、ならびに
それらの突然変異体、変異形、および誘導体（米国特許第５，４３６，１４９号、米国特
許第４，８８９，８１８号、米国特許第４，９６５，１８８号、米国特許第５，０７９，
３５２号、米国特許第５，６１４，３６５号、米国特許第５，３７４，５５３号、米国特
許第５，２７０，１７９号、米国特許第５，０４７，３４２号、米国特許第５，５１２，
４６２号、ＷＯ９２／０６１８８、ＷＯ９２／０６２００、ＷＯ９６／１０６４０、Ｂａ
ｒｎｅｓ，Ｇｅｎｅ　１１２：２９－３５（１９９２）、Ｌａｗｙｅｒ，ｅｔ　ａｌ．，
ＰＣＲ　Ｍｅｔｈ．Ａｐｐｌ．２：２７５－２８７（１９９３）、Ｆｌａｍａｎ，ｅｔ　
ａｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２２（１５）：３２５９－３２６０（１９９４
））が挙げられるが、これらに限定されない。Ｔ３、Ｔ５、およびＳＰ６等のＲＮＡポリ
メラーゼ、ならびにそれらの突然変異体、変異形、および誘導体も本教示に従って使用さ
れ得る。概して、任意のＩ型ＤＮＡポリメラーゼが本発明に従って使用され得るが、ＩＩ
Ｉ型またはファミリーＡ、Ｂ、Ｃ等のＤＮＡポリメラーゼを含むが、これらに限定されな
い他のＤＮＡポリメラーゼも使用され得る。加えて、任意の遺伝子操作されたＤＮＡポリ
メラーゼ、低下したまたはわずかな３’から５’へのエキソヌクレアーゼ活性を有する任
意のもの（例えば、ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標）ＤＮＡポリメラーゼ）、および／ま
たは遺伝子操作されたＤＮＡポリメラーゼ（例えば、活性部位突然変異Ｆ６６７Ｙまたは
Ｆ６６７Ｙ等価物を有するもの（例えば、Ｔｔｈにおいて）、ＡｍｐｌｉＴａｑ（商標）
ＦＳ、ＴｈｅｒｍｏＳｅｑｕｅｎａｓｅ（商標））、ＡｍｐｌｉＴａｑ（商標）Ｇｏｌｄ
、Ｐｌａｔｉｎｕｍ（商標）Ｔａｑ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、Ｔｈｅｒｍｉｎａ
ｔｏｒ　Ｉ、Ｔｈｅｒｍｉｎａｔｏｒ　ＩＩ、Ｔｈｅｒｍｉｎａｔｏｒ　ＩＩＩ、Ｔｈｅ
ｒｍｉｎａｔｏｒ　Ｇａｍｍａ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒ
ｌｙ，ＭＡ）、ならびに／またはそれらの任意の誘導体および断片が、本教示に従って使
用され得る。３’エキソヌクレアーゼ活性を実質的に欠くＤＮＡポリメラーゼの例として
は、Ｔａｑ、Ｔｎｅ（エキソ－）、Ｔｍａ（エキソ－）、Ｐｆｕ（エキソ－）、Ｐｗｏ（
エキソ－）、およびＴｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼ、ならびにそれらの突然変異体、変異形
、および誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。当業者であれば理解するであろ
うように、他の核酸ポリメラーゼも好適であり得る。
【０１６９】
　本明細書に提供される方法、組成物、およびキットで使用するための酵素には、逆転写
酵素活性を有する任意の酵素またはポリペプチドも含まれ得る。かかる酵素としては、レ
トロウイルス逆転写酵素、レトロトランスポゾン逆転写酵素、Ｂ型肝炎逆転写酵素、カリ
フラワーモザイクウイルス逆転写酵素、細菌性逆転写酵素、Ｔｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼ
、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｓａｉｋｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：



(81) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40

50

４８７－４９１（１９８８）、米国特許第４，８８９，８１８号および同第４，９６５，
１８８号）、Ｔｎｅ　ＤＮＡポリメラーゼ（ＷＯ９６／１０６４０）、Ｔｍａ　ＤＮＡポ
リメラーゼ（米国特許第５，３７４，５５３号）、およびそれらの突然変異体、断片、変
異形、または誘導体（例えば、参照により全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第５
，９４８，６１４号および同第６，０１５，６６８号を参照のこと）が挙げられるが、こ
れらに限定されない。当業者であれば理解するであろうように、修飾された逆転写酵素お
よび逆転写酵素活性を有するＤＮＡポリメラーゼは、当該技術分野で周知の組換えまたは
遺伝子操作技法によって得られ得る。突然変異体逆転写酵素またはポリメラーゼは、例え
ば、部位特異的またはランダム突然変異誘発によって目的とする逆転写酵素またはポリメ
ラーゼをコードする遺伝子（複数可）を突然変異させることによって得られ得る。かかる
突然変異には、点突然変異、欠失突然変異、および挿入突然変異が含まれ得る。いくつか
の実施形態では、１つ以上の点突然変異（例えば、１つ以上のアミノ酸の１つ以上の異な
るアミノ酸での置換）が、本発明で使用するための突然変異逆転写酵素またはポリメラー
ゼを構築するために使用される。逆転写酵素またはポリメラーゼの断片は、当該技術分野
で周知の組換え技法による欠失突然変異、またはいくつかの周知のタンパク質分解酵素の
うちのいずれかを使用した目的とする逆転写酵素（複数可）もしくはポリメラーゼ（複数
可）の酵素消化によっても得られ得る。
【０１７０】
　本明細書に提供される方法で使用するための逆転写酵素活性を有する例示的なポリペプ
チドには、モロニーマウス白血病ウイルス（Ｍ－ＭＬＶ）逆転写酵素、ラウス肉腫ウイル
ス（ＲＳＶ）逆転写酵素、トリ骨髄芽球症ウイルス（ＡＭＶ）逆転写酵素、ラウス関連ウ
イルス（ＲＡＶ）逆転写酵素、骨髄芽球症関連ウイルス（ＭＡＶ）逆転写酵素、およびヒ
ト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）逆転写酵素、およびＷＯ９８／４７９２１に記載されるも
の、ならびにそれらの誘導体、変異形、断片、または突然変異体、およびそれらの組み合
わせが含まれる。さらなる実施形態では、逆転写酵素は、ＲＮａｓｅ　Ｈ活性が低下また
は実質的に低下し、Ｍ－ＭＬＶ　Ｈ－逆転写酵素、ＲＳＶ　Ｈ－逆転写酵素、ＡＭＶ　Ｈ
－逆転写酵素、ＲＡＶ　Ｈ－逆転写酵素、ＭＡＶ　Ｈ－逆転写酵素、およびＨＩＶ　Ｈ－
逆転写酵素、ならびにそれらの誘導体、変異形、断片、または突然変異体、およびそれら
の組み合わせからなる群から選択され得る。特に興味の対象となる逆転写酵素には、ＡＭ
Ｖ　ＲＴおよびＭ－ＭＬＶ　ＲＴ、ならびに任意に低下したまたは実質的に低下したＲＮ
ａｓｅ　Ｈ活性を有するＡＭＶ　ＲＴおよびＭ－ＭＬＶ　ＲＴ（例えば、ＡＭＶ　ＲＴア
ルファＨ－／ＢＨ＋およびＭ－ＭＬＶ　ＲＴ　Ｈ－）が含まれる。本発明で使用するため
の逆転写酵素には、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃ
ｉｅｎｔｉｆｉｃ）から入手可能なＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（商標）、ＳｕｐｅｒＳｃｒ
ｉｐｔ（商標）ＩＩ、ＴｈｅｒｍｏＳｃｒｉｐｔ（商標）、およびＴｈｅｒｍｏＳｃｒｉ
ｐｔ（商標）ＩＩが含まれる。概して、各々の全内容が参照により本明細書に組み込まれ
る、ＷＯ９８／４７９２１、米国特許第５，２４４，７９７号、および同第５，６６８，
００５号を参照されたい。
【０１７１】
　本明細書に提供される方法で使用するための逆転写酵素活性を有するポリペプチドは、
例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉ
ｆｉｃ）、Ｐｈａｒｍａｃｉａ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）、Ｓｉｇｍａ（Ｓａ
ｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ．）、またはＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ　Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ（Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，Ｉｎｄ．）から商業的に入手され得
る。あるいは、逆転写酵素活性を有するポリペプチドは、当業者に周知の天然タンパク質
を単離および精製するための標準手技に従ってそれらの天然ウイルスまたは細菌源から単
離され得る（例えば、Ｈｏｕｔｓ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．２９：５１７（１９
７９）を参照のこと）。加えて、逆転写酵素活性を有するポリペプチドは、当業者が精通
している組換えＤＮＡ技法によって調製され得る（例えば、Ｋｏｔｅｗｉｃｚ，ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１６：２６５（１９８８）、Ｓｏｌｔｉｓ　ａｎ
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ｄ　Ｓｋａｌｋａ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：３３７２－
３３７６（１９８８）を参照のこと）。
【０１７２】
　本明細書に開示される組成物、方法、およびキットで使用するためのＤＮＡポリメラー
ゼは、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（商標）（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ）、Ｐｈａｒｍａｃｉａ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）、Ｓｉｇｍａ（Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ、およびＮｅｗ　Ｅ
ｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ（Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ）から商業的に入手され得る。
【０１７３】
　本明細書に記載の方法を行うためのキットも提供される。本明細書に記載の方法を行う
ための増幅対照核酸を含むキットも提供される。本明細書で使用される場合、「キット」
という用語は、パッケージングされた関連成分、典型的には、１つ以上の化合物または組
成物セットを指す。いくつかの実施形態では、本キットは、少なくとも１つの増幅対照核
酸組成物を含み得、対照核酸由来の少なくとも１つの標的配列を重合および／または増幅
するためのオリゴヌクレオチド対もしくはプライマー対、核酸ポリメラーゼ、および／ま
たは対照核酸の検出のための検出可能な標識で標識された対応する１つ以上のプローブを
さらに含み得る。本キットは、プラスミド、または本明細書に記載のスーパープラスミド
等の形態で少なくとも１つの増幅対照核酸分子を含む少なくとも１つの増幅対照核酸組成
物を含み得、対照核酸分子由来の少なくとも１つの標的配列を重合および／または増幅す
るためのオリゴヌクレオチド対、核酸ポリメラーゼ、および／または対照核酸の検出のた
めの検出可能な標識で標識された対応する１つ以上のプローブをさらに含み得る。本キッ
トは、対照反応で使用される他の所定の標的核酸を含む試料も含み得る。本キットは、生
物学的試料由来の少なくとも１つの標的核酸を重合および／または増幅するためのオリゴ
ヌクレオチド対またはプライマー対も含み得る。本キットは、増幅反応を完了するために
使用され得る原液、緩衝液、酵素、洗剤、増幅安定化成分、ＲＮａｓｅ阻害剤成分、増幅
および／または検出に使用される検出可能な標識または他の試薬、管、膜等も任意に含み
得る。いくつかの実施形態では、複数のプライマーセットが含まれる。一実施形態では、
本キットは、例えば、１つ以上の容器内に提供される、緩衝液（例えば、Ｔｒｉｓ）、１
つ以上の塩（例えば、ＫＣｌ）、グリセロール、ｄＮＴＰ（ｄＡ、ｄＴ、ｄＧ、ｄＣ、ｄ
Ｕ）、組換えＢＳＡ（ウシ血清アルブミン）、色素（例えば、ＲＯＸ受動参照色素）、１
つ以上の洗剤（例えば、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、Ｔｗｅ
ｅｎ　２０、Ｂｒｉｊ－５８）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリビニルピロリ
ドン（ＰＶＰ）、ゼラチン（例えば、魚もしくはウシ源）、および／または消泡剤のうち
の１つ以上を含み得る。当業者であれば理解するであろう特定のシステムおよびキットの
他の実施形態も企図される。
【０１７４】
　いくつかの実施形態では、図１を参照して、核酸配列を増幅するためのワークフロー１
００は、尿検体を収集することと、当業者が容易に利用することができ、かつ／または当
業者に既知の任意のシステムまたは方法を使用して試料上で試料調製を行うこととを含む
。いくつかの実施形態では、試料調製システムは、オープンアレイマイクロ流体プレート
でのその後の利用のために、尿中の微生物細胞から核酸試料を抽出する。オープンアレイ
マイクロ流体プレートは、疎水性外部および親水性内部を各々含む複数の貫通孔を含む。
貫通孔の内部は、増幅反応のために選択されたアッセイでスポットされている。調製され
た試料がオープンアレイマイクロ流体プレート上に装填されると、プレートの流動性特性
により、各貫通孔内に等体積の試料が保持される。いくつかの実施形態では、オープンア
レイマイクロ流体プレートが装填されると、それがリアルタイムＰＣＲまたは定量的ＰＣ
Ｒ検出システムに移されて、増幅反応を受ける。増幅反応中、いくつかの実施形態では、
リアルタイム／定量的ＰＣＲ検出システムは、蛍光色素の検出によってアンプリコンの形
成を検出する。蛍光色素の検出は、特定の貫通孔内で利用されるアッセイに対応する微生
物の存在を示す。
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【０１７５】
　いくつかの実施形態では、図２を参照して、各が貫通孔を含むマイクロサブアレイを含
む顕微鏡スライドサイズプレート等の反応容器２００が利用される。いくつかの実施形態
では、各プレートは、３，０７２個の貫通孔または反応部位を含む。いくつかの実施形態
では、各プレートは、６４個の貫通孔を有する４８個のサブアレイを含む。いくつかの実
施形態では、各貫通孔は、直径３００μｍ、深さ３００μｍである。いくつかの実施形態
では、貫通孔は各々、疎水性外部および親水性内部を含む。いくつかの実施形態では、親
水性内部は、表１に列記されるアッセイ等のアッセイでスポットされる。いくつかの実施
形態では、反応混合物は、表面張力により貫通孔内に保持される。
【０１７６】
　いくつかの実施形態では、図３を参照して、核酸試料中の核酸配列を増幅するための方
法３００は、核酸配列を含む試料源由来のアリコートを各々含む少なくとも５つの増幅反
応混合物を形成することを含む。いくつかの実施形態では、本方法は、増幅プライマー対
を各々含む少なくとも５つの異なるアッセイを使用し、これらのアッセイは、表１におけ
るアッセイ群から選択される。いくつかの実施形態では、本方法は、各増幅反応混合物を
反応容器に適用する。いくつかの実施形態では、本方法は、この反応を増幅産物検出シス
テムで利用する。いくつかの実施形態では、本方法は、増幅産物検出システムを動作させ
る。いくつかの実施形態では、増幅産物検出システムは、関連表において、反応容器上の
増幅反応混合物の位置を、増幅反応混合物で利用されるアッセイＩＤのうちの１つ以上と
関連付ける。いくつかの実施形態では、増幅産物検出システムは、増幅反応を反応容器上
で行う。いくつかの実施形態では、増幅産物検出システムは、増幅反応中に反応容器上の
１つ以上の位置内の標的核酸配列に対応する増幅産物を検出する。
【０１７７】
　本教示がこれらの例示的な実施形態の観点で記載されているが、当業者であれば、過度
の実験なしにこれらの例示的な実施形態の多数の変形および修正が可能であることを容易
に理解するであろう。全てのかかる変形および修正は、本開示の範囲内である。本教示の
態様は、以下の実施例に照らしてさらに理解され得、これらの実施例は、決して本開示の
範囲を限定するもの解釈されるべきではない。
【実施例】
【０１７８】
　ＴａｑＭａｎ（商標）アッセイのパネルを、様々なＵＴＭに関連するシグネチャー遺伝
子を標的とすることによって尿路微生物叢（ＵＴＭ）を検出および／またはプロファイル
するように設計した。かかるアッセイのパネルを、膀胱、尿路、および泌尿生殖器領域に
関連する病原微生物を含む１７個の異なる微生物種を区別するように設計した。パネルは
、表１に列記されるアッセイを含む、微生物（細菌および／または真菌）を検出するため
のアッセイを含む。表１に列記される１７種のうち、大半が幅広い細菌を網羅する細菌種
である（グラム陰性１３個およびグラム陽性３個）。パネルは、１つの真菌標的も網羅し
た。表１に列記される微生物は全て、尿路の健康状態に密接に関連している。
【０１７９】
　これらのパネルについて、蛍光標識アッセイを、図２に説明されるように、ハイスルー
プットＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレート上にスポットした。表１に列記される各アッ
セイに特異的なアンプリコン配列を含むプラスミド（例えば、スーパープラスミド）も本
明細書に記載のされるように設計および調製した。スーパープラスミドＤＮＡを、Ｑｕａ
ｎｔＳｔｕｄｉｏ（商標）３Ｄ　Ｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍを使用したデジ
タルＰＣＲによって定量化した。表１に列記されるＵＴＭアッセイの全てのアンプリコン
の合成配列を含むスーパープラスミドを構築し、陽性対照として使用した。包括性パネル
および排他性パネルのゲノムＤＮＡ（ｇＤＮＡ）対照をＡＴＣＣから購入した。パネルア
ッセイを、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ（商標）１２Ｆｌｅｘ　Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ
　Ｓｙｓｔｅｍ（商標）上でＴａｑＭａｎ（登録商標）ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（登録商標）
Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ）を
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使用して、合成スーパープラスミドおよび／またはＡＴＣＣゲノムＤＮＡ試料で評価した
。アッセイパネルの評価のために使用したワークフローおよびシステムについては本明細
書にさらに詳細に記載しており、図１および図３でも説明している。
【０１８０】
　増幅対照核酸分子の場合、ＤＮＡ配列を設計し、対応するＤＮＡ分子を、上述のパネル
における微生物特異的アッセイの全ての標的アンプリコンおよびそれらの隣接領域の一部
、ならびにヒトＲＮａｓｅ　Ｐ遺伝子配列由来の１００～２００個のヌクレオチド異種配
列および配列断片を含むいくつかの対照鋳型を含むように合成した。下流線状化のための
特有の制限部位も、標的アンプリコンおよびそれらの対応する５’隣接配列および３’隣
接配列の各々の一部を含むＤＮＡ配列中に設計した。合成されたＤＮＡ分子を細菌プラス
ミドベクターにクローニングして、複数標的プラスミド（すなわち、スーパープラスミド
）を作製した。これらの実施例では、スーパープラスミドを、表１に列記される１７個の
アッセイのパネル（「ＵＴＭスーパープラスミド」）の標的配列を上述の他の対照配列と
ともに含むように設計した。スーパープラスミドのＥ．ｃｏｌｉへの形質転換およびその
後のプラスミドＤＮＡ抽出後、プラスミドを制限酵素消化によって特有の制限部位で線状
化し、プラスミド調製物を定量化した。線状化した対照プラスミド調製物を１×１０7コ
ピー／マイクロリットルの最終濃度に正規化し、１×１０7コピー／マイクロリットルか
ら１×１０2コピー／マイクロリットルの濃度に連続希釈し、下記の指示濃度で使用した
。
【０１８１】
実施例１
　線状化した対照プラスミド調製物の増幅を、上述の１７個の異なるＴａｑＭａｎ（商標
）アッセイのパネルおよび２つの対照アッセイ（異種およびＲＮａｓｅ　Ｐ）で事前にス
ポットしたＴａｑＭａｎ（商標）ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレート（Ａｐｐｌｉｅｄ
　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して試験した。各アッセイは、増幅プライマー対および
検出可能な標識を有するオリゴヌクレオチドＴａｑＭａｎ（商標）プローブを含んだ。Ｔ
ａｑＭａｎ（商標）増幅プライマーおよびプローブを、表１に示されるアッセイごとに列
記した対応する遺伝子に標的特異的であるように設計した。増幅反応を実行し、製造業者
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）の指示に従ってＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ（商
標）１２Ｋ　Ｆｌｅｘ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍで分析した。
【０１８２】
　増幅前に、増幅対照プラスミド調製物を５ｌｏｇにわたって１０7コピー／マイクロリ
ットルから１０2コピー／マイクロリットルに連続希釈した。サブアレイごとに、ＰＣＲ
反応混合物を、２．５マイクロリットルの希釈対照プラスミド調製物を、製造業者の指示
に従って、２．５マイクロリットルのＴａｑＭａｎ（商標）ＯｐｅｎＡｒｒａｙ　Ｒｅａ
ｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ）に添加す
ることによって調製した。対照核酸試料を様々な濃度で有する５マイクロリットルのＰＣ
Ｒ反応混合物を、ＯｐｅｎＡｒｒａｙ　Ａｃｃｕｆｉｌｌ　Ｓｙｓｔｅｍを使用してＯｐ
ｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレート上に装填し、製造業者の指示に従ってＱｕａｎｔＳｔｕ
ｄｉｏ（商標）１２Ｋ　Ｆｌｅｘ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ）上で実
行した。４つの複製物を希釈ごとに実行した。
【０１８３】
　試験した全てのアッセイが、少なくとも１００コピー／マイクロリットルまでの検出限
界（ＬＯＤ）を示した。試験した異なるアッセイの各々で線状化した対照プラスミドを用
いて良好なＰＣＲ感度を達成した。図４は、スーパープラスミド対照ＤＮＡをインプット
試料として利用したアッセイの分析的感度を説明する。図４において、１０7コピー／μ
Ｌ原液から１０2コピー／μＬのアッセイの全ての鋳型を含むＵＴＭスーパープラスミド
を用いて連続希釈を行った。図５は、原液、サブアレイ（５μＬ）または貫通孔（３３ｎ
Ｌ）あたりのＰＣＲ反応との関連でコピー／μＬを提示する選択肢を示す変換表を説明す
る。
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【０１８４】
実施例２
　図６および図７は、上述のオープンアレイ上での尿路微生物叢（ＵＴＭ）アッセイ（Ｔ
ａｑＭａｎ（商標）アッセイ）のダイナミックレンジを試験した研究からの実験結果を説
明する。１：１０連続希釈を、５ｌｏｇにわたる１０7コピー／μＬから１０2コピー／μ
Ｌまでの原液からＵＴＭスーパープラスミドを用いて行った。ＰＣＲ反応を、２．５μＬ
の希釈対照プラスミドを６４個の貫通孔を含むサブアレイごとに２．５μＬのマスターミ
ックスに混合することによってによって調製した。各サブアレイを５６個のアッセイでス
ポットし、各希釈を４つの複製物で実行した。図６は、標的／アッセイ毎の連続希釈液の
Ｒ二乗および勾配を要約する。ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレート上で試験した異なる
アッセイの各々で線状化対照プラスミドを用いて良好なＰＣＲ効率および再現性を達成し
た（図６）。図７は、散布図として示されるアッセイのうちの９つを説明する。各散布図
について、Ｘ軸は、スーパープラスミド対照鋳型濃度（コピー／μＬ）のｌｏｇ10であり
、Ｙ軸は、各濃度でのＣｔ値である。図６および図７に示されるように、試験した全ての
アッセイの検出限界（ＬＯＤ）は、希釈の少なくとも５ｌｏｇにわたって少なくとも１０
０コピー／マイクロリットルであり、０．９９超のＲ2を有した。まとめると、このデー
タは、少なくとも５ｌｏｇにわたって良好なダイナミックレンジを示し、強力かつ再現可
能な線状性も示す。
【０１８５】
実施例３
　表１に列記される１７個の異なるＵＴＭ　ＴａｑＭａｎ（商標）アッセイのパネルを、
試験した標的を含むＡＴＣＣ微生物培養物から購入したｇＤＮＡ試料のパネル（図８）お
よび試験した標的を除くＡＴＣＣ微生物培養物から購入したｇＤＮＡ試料のパネル（図９
）を使用して、それらの精度および特異度について評価した。ＡＴＣＣ　ｇＤＮＡ試料を
、ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ（商標）３Ｄ　Ｄｉｇｉｔａｌ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｔｈ
ｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ）を使用したｄＰＣＲによって定量化した。図８および図９の両
方において、各行は、表１に列記される対応する微生物の検出のために使用したＴａｑＭ
アッセイＩＤ番号を表す。図８において、列は、示される微生物由来の試験した標的を含
む様々なＡＴＣＣ　ｇＤＮＡ試料、および本明細書に記載されるように調製したスーパー
プラスミド核酸分子／陽性対照試料（最後の列）を含む各アッセイに使用した試料タイプ
を表す。図９において、列は、「ＮＴＣ」－鋳型なし対照／陰性対照試料（最初の列）、
示される様々な微生物由来の試験した標的を除く様々なＡＴＣＣ　ｇＤＮＡ試料、および
本明細書に記載されるように調製したスーパープラスミド核酸分子／陽性対照試料（最後
の列）を含む各アッセイに使用した試料タイプを表す。試験した全てのｇＤＮＡ試料を、
ｄＰＣＲ読み出しに基づいて１０5コピー／μＬの濃度で使用した。図８および図９の両
方において陽性対照として含んだＵＴＭスーパープラスミド（「ＳＰ－ＵＴＭ」）も１０
5コピー／μＬの濃度で使用した。体積２．５μＬの各対照試料を２．５μＬのＴａｑＭ
ａｎ（商標）ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　
Ｍｉｘ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ）と混合して、合計５μＬのＰＣＲ反応物を作製し
た。ＰＣＲ反応物を、全てのＵＴＭアッセイを上述のようにスポットしたＯｐｅｎＡｒｒ
ａｙ（商標）プレートの各サブアレイ上に装填した。ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレー
トを、製造業者の指示に従ってＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ（商標）１２　Ｆｌｅｘ　Ｒｅａ
ｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）上で熱
サイクルに供した。
【０１８６】
　図８において、斜めの数字（破線縁）は、所望のオンターゲットのシグナルの４つの複
製物の平均Ｃｔ値を表す。ランダムバックグラウンドノイズが図８および図９の両方に示
されているが、通常は４つの複製物のうちの１つで検出した散発的シグナルであった。オ
ンターゲットのシグナルとオフターゲットのシグナルとの間の大きなＣｔ差のため（１０
超のΔＣｔ）、バックグラウンドＣｔ値が有意でないと決定した。示されるように、望ま



(86) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40

50

しいオンターゲット（精度）および有意ではないオフターゲット（特異度）で優れた性能
が観察された。ＡＴＣＣ包括性パネルを使用して得たデータ（図８）は、優れた精度およ
びパネル内特異度を示し、ＡＴＣＣ排他性パネルを使用して得たデータ（図９）は、密接
に関連した近縁種で高特異度を示す。
【０１８７】
実施例４
　尿貯蔵研究試料を、製造業者の指示に従ってＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ　Ｆｌｅｘ（Ｔｈｅ
ｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）プラットホーム上でＭａｇＭＡＸ（商標
）Ｍｕｌｔｉ－Ｓａｍｐｌｅ　Ｕｌｔｒａ　Ｋｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃ
ｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用して処理した。その後、試料を、上述の標的特異的ＴａｑＭａ
ｎ（登録商標）ＵＴＭアッセイを使用したナノ流体ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＯｐｅｎＡ
ｒｒａｙ（登録商標）ｑＰＣＲ技術によってスクリーニングした。尿試料から抽出したＤ
ＮＡを、別個の独立した研究（「部位１　ｑＰＣＲ」および「部位２　ｑＰＣＲ」）（各
々表１に列記されるアッセイのうちの１６個を使用し、１つのアッセイが部位間で異なっ
た（＊Ｅ．Ｃｏｌｉ））下で、ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレートを２つの異なる時点
／位置で使用して実行した。ＯｐｅｎＡｒｒａｙ上でのｑＰＣＲにおけるＵＴＭ　Ｔａｑ
Ｍアッセイを使用して指示された尿路病原体を有するものに対して陽性として特定された
試料の数を図１０に示す（各微生物に対して第１および第２のバー）。
【０１８８】
　加えて、尿試料を血液－寒天プレート上で２４時間培養し、ＣＦＵ／ｍＬを試料ごとに
計数した。その後、尿路病原体を、製造業者の指示に従ってＶｉｔｅｋ－２（Ｂｉｏｍｅ
ｒｉｅｕｘ）プラットホームを使用して特定した。培養法を使用して指示された尿路病原
体を含むものに対して陽性と特定された尿試料の数を図１０に示す（各微生物に対して第
３のバー）。図１０が示すように、ｑＰＣＲ結果は、本明細書に記載のＵＴＭ　ＴａｑＭ
アッセイを使用して異なる位置で行った２つの別個のｑＰＣＲ研究間で高度に再現性のあ
るものであり、９７％超の一致であった。しかしながら、ｑＰＣＲと比較して培養物との
一致は低かった（例えば、８０％未満）。このデータは、ｑＰＣＲ　ＵＴＭ　ＴａｑＭア
ッセイが従来の培養に基づく方法よりも多くの尿路病原体を特定することができたことを
さらに示す。
【０１８９】
　図１１において、培養法を使用して一組の尿試料を試験し、陽性または陰性のいずれか
として印付けた。少なくとも１つの病原体の同一性を有し、かつ１０＾５ＣＦＵ／ｍＬ以
上の著しい増殖を示した各試料を培養陽性として印付けた（図１１の第２の列を参照のこ
と）。著しい増殖が存在しなかった場合（１０＾５ＣＦＵ／ｍＬ以下）またはマイクロデ
ータが入手不能であった場合、培養試料を培養陰性として印付けた。数個の追加の試料が
著しい増殖を示したが、これらも培養陰性として印付けた。これは、２つより多くの生物
が存在した場合の培養制限に起因し、混合フローラを適切に区別することおよび／または
それらを陽性培養と特定すること（混入培養に対して）が不可能であった。このような場
合、２つより多くの生物が存在する（すなわち、「混合フローラ」を有する）ため、検尿
結果は決定的でないまたは特定不能であると見出され、培養陰性としてカテゴリー化した
。その後、陽性および陰性培養結果を、本明細書に記載され、かつ上の表１に列記される
ＵＴＭ　ＴａｑＭアッセイを使用したＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレートを使用して同
じ尿試料について得た結果と比較した（図１１の「培養およびｑＰＣＲ陽性」対「ｑＰＣ
Ｒ陽性のみ」を参照のこと）。
【０１９０】
　ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）プレート上で行ったｑＰＣＲから得た結果を、特定された
様々な病原体の平均ＣT値（３つの技術的複製物の平均）として示す（図１１の強調表示
した四角形を参照のこと）。培養結果と一致したｑＰＣＲ試料結果を濃い灰色で強調表示
している。培養結果と一致したｑＰＣＲ結果を薄い灰色で強調表示している。
【０１９１】
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　いくつかの培養不一致試料（すなわち、ｑＰＣＲにより陽性および培養増殖に対して陰
性を示した試料のサブセットを、サンガーシーケンシング法を使用してさらに検証した。
配列決定結果は、試験した各試料についてＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）ｑＰＣＲを使用し
て得た結果と１００％一致した（図１２を参照のこと）。これらの実験からの結果は、本
明細書に記載のＵＴＭアッセイパネルを使用したＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）ｑＰＣＲの
感度が、尿路微生物を特定および／または検出するための従来の培養法を使用した場合よ
りも高いことを示唆する。
【０１９２】
　図１３Ａおよび図１３Ｂは、従来の培養法または表１のＵＴＭ　ＴａｑＭアッセイを使
用して尿路病原体に対して陽性または陰性のいずれかと特定された試料の数の一致をさら
に説明する。真の陽性と真の陰性（増殖なし）の一致は、９５．８％であった（図１３Ａ
を参照のこと）。ＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）ナノ流体プラットホーム上でのｑＰＣＲア
ッセイにより、培養法によって特定された全ての陽性試料が陽性であることを確認した。
【０１９３】
　培養陰性試料を観察および制限に基づいて異なるコアテゴリーに分けた。ＵＴＭ　Ｔａ
ｑＭアッセイのパネルを使用したｑＰＣＲは、従来の培養法よりも多くの尿路病原体を特
定することができ、それ故に、全培養陰性試料の不一致は高かった（図１３Ｂを参照のこ
と）。
【０１９４】
　まとめると、このデータは、本明細書に提示されるＵＴＭ　ＴａｑＭアッセイを使用し
たＯｐｅｎＡｒｒａｙ（商標）ｑＰＣＲが「ゴールドスタンダード」培養データと比較し
て感度が高く、正確であることを示す。

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図９】 【図１０】
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【図１３Ａ】 【図１３Ｂ】



(91) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40

【国際調査報告】



(92) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40



(93) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40



(94) JP 2021-502825 A 2021.2.4

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｑ   1/44     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ    1/44     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｍ   1/00     (2006.01)           Ｃ１２Ｍ    1/00     　　　Ａ        　　　　　
   Ｃ１２Ｍ   1/34     (2006.01)           Ｃ１２Ｍ    1/34     　　　Ｂ        　　　　　

(81)指定国・地域　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DJ,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,G
T,HN,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JO,JP,KE,KG,KH,KN,KP,KR,KW,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX
,MY,MZ,NA,NG,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,
TN,TR,TT

（特許庁注：以下のものは登録商標）
１．ＴＲＩＴＯＮ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
２．ＴＷＥＥＮ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

(74)代理人  100123777
            弁理士　市川　さつき
(74)代理人  100111796
            弁理士　服部　博信
(74)代理人  100162422
            弁理士　志村　将
(72)発明者  リ　ケリー
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  パガニ　イオアンナ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  リ　ジシェン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  パテル　スナリ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  ヴァルマ　カミニ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  フォンセカ　ジョルジ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  プリ　ニティン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
(72)発明者  ダイアモンド　エヴァン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　９２００８　カールスバッド　ニュートン　ドライブ　５８
            ２３　ライフ　テクノロジーズ　コーポレイション内　アテンション　アイピー　デパートメント
Ｆターム(参考) 4B029 AA07  BB02  CC01  FA03  FA11 



(95) JP 2021-502825 A 2021.2.4

　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QA19  QQ03  QQ06  QQ43  QQ44  QQ53  QQ79  QR06 
　　　　 　　        QR08  QR14  QR32  QR55  QR62  QS25  QS34  QS39  QX02 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	search-report
	overflow

