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(57)【要約】
試料中の標的核酸の存在を合成プローブを用いて判別す
るための組成物、方法、およびキットが提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、試料中の標的核酸の存在を判別するための方法:
(a) 該標的核酸の変種にはハイブリダイズしない1つまたは複数のポリヌクレオチドプロ
ーブが該試料中の該標的核酸とハイブリダイズして二本鎖核酸ハイブリッドを形成するの
に十分なハイブリダイゼーション条件下で、該1つまたは複数のポリヌクレオチドプロー
ブを試料と接触させる段階;および
(b) 二本鎖核酸ハイブリッドに免疫特異的である第1の抗ハイブリッド抗体と該二本鎖核
酸ハイブリッドを接触させることを含む、該二本鎖核酸ハイブリッドを検出する段階であ
って、該二本鎖核酸ハイブリッドの検出によって該試料中の該標的核酸を判別する、段階
。
【請求項２】
　前記検出する段階が、二本鎖核酸ハイブリッドに免疫特異的である第2の抗ハイブリッ
ド抗体を提供することをさらに含み、該第2の抗ハイブリッド抗体が、検出可能となるよ
うに標識されている、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも1つの前記プローブおよび前記抗ハイブリッド抗体が同じ段階で添加される
、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　前記標的核酸がHPV核酸である、請求項1記載の方法。
【請求項５】
　前記HPV核酸がハイリスクHPV型のHPV DNAである、請求項4記載の方法。
【請求項６】
　前記HPV型がHPV 16であり、前記変種が、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV 5、HPV 6
、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33、HPV 34、HPV 35
、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53、HPV 54
、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69、HPV 70
、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、およびHPV 89か
らなる群より選択される型の核酸である、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　前記HPV型がHPV 18であり、前記変種が、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV 5、HPV 6
、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33、HPV 34、HPV 35
、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53、HPV 54
、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69、HPV 70
、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、およびHPV 89か
らなる群より選択される型の核酸である、請求項5記載の方法。
【請求項８】
　前記HPV型がHPV 45であり、前記変種が、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV 5、HPV 6
、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33、HPV 34
、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 51、HPV 52、HPV 53、HPV 54
、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69、HPV 70
、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、およびHPV 89か
らなる群より選択される型の核酸である、請求項5記載の方法。
【請求項９】
　前記HPV型がhrHPV型であり、前記変種がローリスクHPV型の核酸である、請求項5記載の
方法。
【請求項１０】
　前記1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが、SEQ ID NO:1～2026からなる群より
選択される配列またはその相補体から本質的になる、請求項5記載の方法。
【請求項１１】
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　以下の段階を含む、試料中のHPV 18 DNAの存在を判別するための方法:
(a) 1つまたは複数のポリヌクレオチドを該試料中の対応する相補的核酸配列にアニール
させて二本鎖核酸ハイブリッドを形成させるのに十分なハイブリダイゼーション条件下で
、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブまたはその相補体を該試料と接触させる段
階であって、該1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが、SEQ ID NO:163～309から
なる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブのセットである、段
階;および
(b) 二本鎖核酸ハイブリッドを検出する段階であって、該二本鎖核酸ハイブリッドの検出
によって該試料中のHPV 18 DNAの存在が示される、段階。
【請求項１２】
　以下の段階を含む、試料中のHPV 16 DNAの存在を判別するための方法:
(a) 1つまたはポリヌクレオチドを該試料中の対応する相補的核酸配列にアニールさせて
二本鎖核酸ハイブリッドを形成させるのに十分なハイブリダイゼーション条件下で、1つ
または複数のポリヌクレオチドプローブまたはその相補体を該試料と接触させる段階であ
って、該1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが、SEQ ID NO:1～162からなる群よ
り選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブのセットである、段階;および
(b) 二本鎖核酸ハイブリッドを検出する段階であって、該二本鎖核酸ハイブリッドの検出
によって該試料中のHPV 16 DNAの存在が示される、段階。
【請求項１３】
　以下の段階を含む、試料中のHPV 45 DNAの存在を判別するための方法:
(a) 1つまたは複数のポリヌクレオチドを該試料中の対応する相補的核酸配列にアニール
させて二本鎖核酸ハイブリッドを形成させるのに十分なハイブリダイゼーション条件下で
、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブまたはその相補体を該試料と接触させる段
階であって、該1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが、SEQ ID NO:842～974から
なる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブのセットである、段
階;および
(b) 二本鎖核酸ハイブリッドを検出する段階であって、該二本鎖核酸ハイブリッドの検出
によって前記試料中のHPV 45 DNAの存在が示される、段階。
【請求項１４】
　SEQ ID NO:1～162 (HPV 16); 163～309(HPV 18); 842～974(HPV 45); 310～454(HPV 31
); 455～579(HPV 33); 580～722(HPV 35); 723～841(HPV 39); 975～1120(HPV 51); 1121
～1252(HPV 52); 1253～1367(HPV 56); 1368～1497(HPV 58); 1498～1646(HPV 59); 1647
～1767(HPV 66); 1768～1875(HPV 68);および1876～2026(HPV 82)からなる群より選択さ
れる、プローブセット。
【請求項１５】
　前記1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが、SEQ ID NO:1～2026に示すプローブ
を含むプローブセットの混合物である、請求項1記載の方法。
【請求項１６】
　前記ハイブリダイゼーションが約45～約55℃で実施される、請求項1記載の方法。
【請求項１７】
　請求項14記載のプローブセットを含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本出願は、すべてその全体が参照により組み入れられる米国特許仮出願第61/045,952号
(2008年4月17日に出願);同第61/113,841号(2008年11月12日に出願);および同第61/147,86
2号(2009年1月28日に出願)に対して優先権を主張する。
【０００２】
発明の分野
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　本発明は、生物試料中の標的核酸の存在を判別するための合成プローブを用いた組成物
、方法、およびキットに関する。
【背景技術】
【０００３】
発明の背景
　特定の核酸配列および配列変更の検出および特徴付けは、感染症を示すウイルス核酸配
列または細菌核酸配列の存在、疾患および癌に関連した哺乳動物遺伝子の変種または対立
遺伝子の存在、ならびに法医学試料中に存在する核酸の供給源の正体(identification)を
検出するため、ならびに父子鑑定において利用されてきた。
【０００４】
　例えば、多くの微生物およびウイルスのRNAまたはDNAが単離され、配列決定されている
。多数の感染症に関して核酸プローブが調査されている。試験試料中の相補的なRNA配列
またはDNA配列にハイブリダイズする検出可能な核酸配列が、かねてより利用されている
。プローブの検出により、そのプローブが特異的である試験試料中の特定の核酸配列の存
在が示される。科学的研究の助けとなるほかに、DNAプローブまたはRNAプローブは、患者
試料におけるウイルスならびに微生物、例えば、細菌、酵母、および原生動物の存在、な
らびに特定の障害に関係している遺伝子変異を検出するのにも使用され得る。核酸ハイブ
リダイゼーションプローブには他の検出方法よりも感受性および特異性が高いという利点
があり、生存能力がある生物を必要としない。ハイブリダイゼーションプローブは、例え
ば、容易に検出できる放射性物質で標識することができる。
【０００５】
　ヒトおよび病原生物に由来する遺伝子の核酸配列データが蓄積するにつれ、迅速で費用
対効果が大きく、使いやすい試験の需要が増している。試料中の標的核酸を判別するため
の新規かつ有効な方法、組成物、およびキットを提供することが望ましいと思われる。
【発明の概要】
【０００６】
発明の概要
　1つの局面において、本発明は、試料中の標的核酸の存在を判別するための方法を提供
する。この方法は以下の段階を含む:
(a) 標的核酸の変種にはハイブリダイズしない1つまたは複数のポリヌクレオチドプロー
ブが試料中の標的核酸とハイブリダイズして二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのに十分
なハイブリダイゼーション条件下で、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブを試料
と接触させる段階;および
(b) 二本鎖核酸ハイブリッドを検出する段階であって、二本鎖核酸ハイブリッドを二本鎖
核酸ハイブリッドに免疫特異的である第1の抗ハイブリッド抗体と接触させる段階を含み
、二本鎖核酸ハイブリッドの検出によって試料中の標的核酸を判別する、段階。
【０００７】
　本発明の別の局面において、核酸のハイブリダイゼーションおよび二本鎖核酸ハイブリ
ッドの検出は、同時に実施される。
【０００８】
　本発明のさらなる局面において、二本鎖核酸ハイブリッドが二本鎖核酸ハイブリッドに
免疫特異的である第1の抗ハイブリッド抗体と接触させられた後に、第2の抗ハイブリッド
抗体が二本鎖核酸ハイブリッドを検出するために添加され、これらの第2の抗ハイブリッ
ド抗体による二本鎖核酸ハイブリッドの検出によって試料中の標的核酸の存在が判別され
る。
【０００９】
　本発明の別の局面において、複数のHPV型に対応する合成RNAプローブが、HPV感染の存
在を検出するために使用される。
【００１０】
　一定の態様において、検出する段階は、二本鎖核酸ハイブリッドに免疫特異的であり、
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検出可能となるように標識されている第2の抗ハイブリッド抗体を提供する段階をさらに
含む。
【００１１】
　一定の態様において、少なくとも1つのプローブおよび抗ハイブリッド抗体は同じ段階
で添加される。
【００１２】
　標的核酸はHPV核酸でよく、一定の態様において、これはハイリスクHPV型であり、その
変種はローリスクHPV型または別のハイリスクHPV型の核酸である。一定の態様において、
hrHPV型は、16、18、および/または45である。
【００１３】
　一定の態様において、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID NO:1～20
26からなる群より選択される配列またはその相補体から本質的になる。
【００１４】
　本発明は、試料中のHPV標的核酸の存在を判別する方法を提供し、その際、標的核酸がH
PV 16である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID NO:1～162から
なる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセットである。
【００１５】
　標的核酸がHPV 18である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:163～309からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセッ
トである。
【００１６】
　標的核酸がHPV 45である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:842～974からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセッ
トである。
【００１７】
　標的核酸がHPV 31である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:310～454からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセッ
トである。
【００１８】
　標的核酸がHPV 33である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:455～579からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセッ
トである。
【００１９】
　標的核酸がHPV 35である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:580～722からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセッ
トである。
【００２０】
　標的核酸がHPV 39である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:723～841からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセッ
トである。
【００２１】
　標的核酸がHPV 51である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:975～1120からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２２】
　標的核酸がHPV 52である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:1121～1252からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２３】
　標的核酸がHPV 56である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
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NO:1253～1367からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２４】
　標的核酸がHPV 58である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:1368～1497からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２５】
　標的核酸がHPV 59である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:1498～1646からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２６】
　標的核酸がHPV 66である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:1647～1767からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２７】
　標的核酸がHPV 68である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:1768～1875からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２８】
　標的核酸がHPV 82である場合、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID 
NO:1876～2026からなる群より選択される少なくとも1つの核酸配列を含む核酸プローブセ
ットである。
【００２９】
　一定の態様において、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、本明細書におい
て提供されるようなHPV型に対するプローブセット全体を含む。一定の態様において、1つ
または複数のポリヌクレオチドプローブは、本明細書において提供されるようなHPV型に
対するプローブセット全体から本質的になるか、またはそれからなる。
【００３０】
　本発明はさらに、SEQ ID NO:1～162(HPV 16); 163～309(HPV 18); 842～974(HPV 45); 
310～454(HPV 31); 455～579(HPV 33); 580～722(HPV 35); 723～841(HPV 39); 975～112
0(HPV 51); 1121～1252(HPV 52); 1253～1367(HPV 56); 1368～1497(HPV 58); 1498～164
6(HPV 59); 1647～1767(HPV 66); 1768～1875(HPV 68);および1876～2026(HPV 82)のプロ
ーブセットも提供する。
【００３１】
　本発明はさらに、SEQ ID NO:1～161(HPV 16); 163～299(HPV 18);および842～968(HPV 
45)のプローブセットも提供する。一定の態様において、1つまたは複数のポリヌクレオチ
ドプローブは、SEQ ID NO:1～2026に示すプローブを含む、プローブセットの混合物であ
る。
【００３２】
　一定の態様において、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、SEQ ID NO:1～19
、21～23、25～53、55～65、67～71、73～92、94～116、118～130、132～241、244～274
、276、277、279、280、282～849、851～893、895～917、919～929、931、933～936、938
～2026に示すプローブを含む、プローブセットの混合物である。
【００３３】
　一定の態様において、ハイブリダイゼーションは、約45～約55℃で実施される。
【００３４】
　本発明はまた、本明細書において開示するSEQ ID NO:1～2026のプローブのいずれか一
つを含むキットも提供する。一定の態様において、キットは、SEQ ID NO:1～162(HPV 16)
;163～309(HPV 18); 842～974(HPV 45); 310～454(HPV 31); 455～579(HPV 33); 580～72
2(HPV 35); 723～841(HPV 39); 975～1120(HPV 51); 1121～1252(HPV 52); 1253～1367(H
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PV 56); 1368～1497(HPV 58); 1498～1646(HPV 59); 1647～1767(HPV 66); 1768～1875(H
PV 68);および1876～2026(HPV 82)からなる群に示されるプローブを含む。別の態様にお
いて、キットは、SEQ ID NO:1～161(HPV 16); 163～299(HPV 18);および842～968(HPV 45
)に示すプローブを含む。別の態様において、キットは、SEQ ID NO:1～2026に示すプロー
ブを含む。さらに別の態様において、キットは、SEQ ID NO:1～19、21～23、25～53、55
～65、67～71、73～92、94～116、118～130、132～241、244～274、276、277、279、280
、282～849、851～893、895～917、919～929、931、933～936、938～2026に示す2,007種
のプローブを含む。本発明の利点および恩恵は、本明細書を読むことによって当業者に明
らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１ａ】20種のHPVゲノムにおける配列保存を示す。
【図１ｂ】HPV18ゲノムに沿ったRNAプローブの位置を示す。
【図２】HPV 16、HPV 18、HPV 31、またはHPV 45に特異的なRNAプローブのパフォーマン
スを示す。
【図３】synRNAカバー率3.7Kbの場合のHPV 18プラスミド5,000コピーの検出を示す。synR
NA=((カバー率1.5kb; 30mer)または(カバー率3.7kb; 25mer))、1.34nM
【図４】synRNAの濃度を上昇させることにより、検出感度が上昇したことを示す。
【図５】50mer synRNAの方が25mer synRNAよりも高いシグナルを生じたことを示す;synRN
A=0.5kbのカバー率;25merまたは50mer(上記に挙げた濃度);約50℃で約40分間のハイブリ
ダイゼーション。
【図６】検出感度に対する連続的synRNAカバー率の影響を示す;50℃で40分間のハイブリ
ダイゼーション;synRNA=1.5kbのカバー率;30mer、2.24nM。
【図７】synRNAを用いたHPV 16検出およびHPV 18検出が同程度であることを示す;55℃ハ
イブリダイゼーション;synRNA=3.7kb(HPV 18に対するカバー率)または3.175kb(HPV 16に
対するカバー率;25mer、1.34nM。
【図８】異なる化学反応によって調製したsynRNAの比較を示す。
【図９】異なる温度でのsynRNAのハイブリダイゼーションを示す;synRNA=3.7kbのカバー
率;25mer、1.34nM。
【図１０】外因性RNaseAの存在または不在の検出を示す。
【図１１】検出感度を示す。
【図１２】増幅の経時変化を示す。
【図１３】標的増幅を増加させることによる感度増強を示す。
【図１４】特異性を示す。
【図１５】本発明による方法の別の態様を表す。
【図１６】PreservCyt(登録商標)中に採取した試料を適切な採取用培地(「DCM」- Digene
 Collection Medium) で希釈するとシグナルが増強されることを示す。
【図１７】synRNAプローブが完全長プローブと同じシグナルおよびダイナミックレンジを
有することを示す。
【図１８】synRNAプローブがすべての特異的標的(15種のhrHPV標的核酸)を検出し、S/Nは
大きく(robust)ばらつきは低かったたことを示す。
【図１９】陽性対照のコピー108個と混合したローリスクHPVのコピー108個を用いた場合
でさえ、2,007種のhrHPVプローブの混合物は十分に特異的であり、ローリスクHPV型に対
して陽性シグナルを提供せず、依然として陽性対照に対して強いシグナルを提供すること
ができたことを示す。
【図２０Ａ】標的核酸を含む生物試料をPreverveCyt(登録商標)中に採取した場合、ハイ
ブリダイゼーション温度を低下させると検出シグナルが増大することを示す。
【図２０Ｂ】標的核酸を含む生物試料をPreverveCyt(登録商標)中に採取した場合、ハイ
ブリダイゼーション温度を低下させると検出シグナルが増大することを示す。
【発明を実施するための形態】
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【００３６】
詳細な説明
　本発明者らは、生物試料中の標的核酸の存在を判別するための合成プローブを用いた新
規な方法、組成物、およびキットを発見した。本発明はまた、試料中の標的核酸を検出す
るために有用な合成プローブも提供する。本発明は、様々な使用の中でも特に、病原生物
の検出および同定を非限定的に含む臨床診断目的のための新規な検出方法、組成物、およ
びキットの使用を含む。
【００３７】
　1つの局面において、本発明は、以下の段階を含む、試料中の標的核酸の存在を判別す
るための方法を提供する:
(a) 標的核酸の変種にはハイブリダイズしない1つまたは複数のポリヌクレオチドプロー
ブが試料中の標的核酸とハイブリダイズして二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのに十分
なハイブリダイゼーション条件下で、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブを試料
と接触させる段階;および
(b) 二本鎖核酸ハイブリッドを検出する段階であって、二本鎖核酸ハイブリッドを二本鎖
核酸ハイブリッドに免疫特異的である第1の抗ハイブリッド抗体と接触させる段階を含み
、二本鎖核酸ハイブリッドの検出によって試料中の標的核酸を判別する、段階。
【００３８】
　試料には、生物試料および環境試料を含む標本または培養物(例えば、微生物学的培養
物およびウイルス培養物)が非限定的に含まれる。生物試料は、ヒトを含む動物由来の体
液、固形物(例えば大便)、または組織、ならびに液状食物および固形食物ならびに食事製
品および食事成分(酪農品目、野菜、肉、および肉副産物など)、ならびに廃棄物に由来し
てよい。環境試料には、地表物質(surface matter)、土壌、水、および産業的試料などの
環境材料、ならびに食物および酪農物を加工する機器、装置、設備、用具、使い捨ての品
目、および使い捨てではない品目から得られる試料が含まれる。子宮頸部試料(例えば、
子宮頸部スワブから得られる試料)、血液、唾液、脳脊髄液、胸膜液、乳、リンパ、痰、
および精液を非限定的に含む生物試料が特に好ましい。試料は、一本鎖または二本鎖の核
酸分子を含んでよく、これは標的核酸を含み、当技術分野において公知の様々な方法によ
って、例えば、プロテイナーゼK/SDSまたはカオトロピック塩などを用いることによって
、ハイブリダイゼーション解析用に調製することができる。これらの例は、本発明に適用
可能な試料タイプを限定するものとして解釈されるべきではない。
【００３９】
　例えば、血液または剥離させた子宮頸部細胞標本などの試料を採取し、アルカリ性pHに
供して、標的核酸を変性させ、かつ、必要な場合には、試料中に存在する可能性がある核
酸にニックを形成させることができる。次いで、処理するかまたは加水分解させた核酸を
、中和緩衝液中で希釈したプローブまたはプローブ群とのハイブリダイゼーションに供す
ることができる。
【００４０】
　一定の態様において、試料は、剥離させた子宮頸部細胞試料のような剥離細胞試料であ
る。試料は、限定されるわけではないが、dacronが先端に付いたスワブ、綿棒、子宮頸部
ブラシなどの化学的に不活性な採取器具を用いて採取することができる。試料および採取
器具は、解析前の核酸の分解を防ぐために、核酸を保存しヌクレアーゼを阻害する搬送培
地中、例えば、カオトロピック塩溶液、ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)、好ましくは0.5％
SDSのような界面活性剤溶液、またはエチレンジアミン四酢酸(EDTA)(好ましくは100mM)の
ようなキレート剤溶液を含む搬送培地中で保存することができる。一定の態様において、
試料は、子宮頸部細胞試料であり、この状況では、細胞試料と採取器具の両方が、digene
 Hybrid Capture(登録商標)2 High-Risk HPV DNA Test(登録商標)キット(Qiagen Gaither
sburg, Inc., Gaithersburg, MD )のSample Transport Medium(商標)として提供されてい
るカオトロピック塩溶液中で保存される。あるいは、試料を採取し、例えば塩基加水分解
溶液中に保存することもできる。
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【００４１】
　試料を採取し、限定されるわけではないがPreservCyt(登録商標)およびSurepath(商標)
などの液体ベースの細胞学採取用培地中に保存してもよい。このような採取用培地(メタ
ノールベース)が使用される場合、より強い検出シグナルを得るためには、標的核酸の検
出に関する本発明の方法を実施する前に試料を希釈することが好ましい。適切な溶液は、
メタノール濃度を薄くするが、反応の残り部分を引き続き進行させる(すなわち、標的核
酸へのプローブのハイブリダイゼーションを起こさせる、DNA:RNAへのハイブリッド捕捉
抗体の結合を起こさせる等)ものである。有用な溶液は、NP-40、デオキシコール酸ナトリ
ウム、Tris-HCl、EDTA、NaCl、およびアジ化ナトリウムを含む採取用培地である。一定の
態様において、培地は、1％ NP-40、0.25％デオキシコール酸ナトリウム、50mM Tris-HCl
、25mM EDTA、150mM NaCl、および0.09％アジ化ナトリウムを含むか、またはそれらから
本質的になる。この培地は本明細書および図面において、しばしばDigene Collection Me
diumまたはDCMと呼ばれる。図16は、PreserveCyt(登録商標)(または図面において「PC」
として示す)のようなメタノールベースの採取用培地をDCMのような適切な溶液で希釈する
と、より強いシグナルが生じ、したがって、標的核酸が比較的体積の大きな溶液(すなわ
ち≧1ml)中に採取された場合でさえ、シグナル、ゆえに標的核酸の検出を得ることができ
ることを示す。好ましくは、メタノールベースの採取用培地またはPreserveCyt(登録商標
)は、下記のPC対DCM比率で希釈される。

【００４２】
　他の態様において、1mlのPCは、少なくとも200μlのDCMで希釈され、他の態様において
、1mlのPCは少なくとも300μlのDCMで希釈され、および他の態様において、1mlのPCは、
少なくとも500μlのDCMで希釈される。一定の態様において、1mlのPCは、少なくとも500 
DCMであるが、1000μl以下のDCMで希釈される。生物試料を含むPCを希釈することによっ
て、本発明の方法は、比較的大きな試料体積(すなわち、1ml以上の体積中に採取された生
物試料)から結果を提供し、標的核酸を検出することができる。
【００４３】
　判別対象である核酸が血液中に存在する場合、例えば注射器を用いて血液試料を採取し
、従来の方法によって血清を分離することができる。好ましくは、塩基処理する前にプロ
テイナーゼKのようなプロテアーゼと共に約65℃で約20分間、血清をインキュベートする
。
【００４４】
　いくつかの態様において、試料を塩基で処理するか、または加水分解して、標的核酸を
ハイブリダイゼーションしやすい状態にする。試料および採取器具(ある場合)を約20～約
100℃で5～120分間、0.1～2.0Mの塩基中でインキュベートすることによって、核酸を変性
させ、かつ必要なら、ニックを形成させることができる。好ましくは、処理は、60～70℃
で30～60分間、0.2～0.8MのNaOH、またはKOHのような類似塩基を用いて実行する。最も好
ましくは、試料およびスワブを65℃で45分間、0.415M NaOH中でインキュベートする。約1
体積量の試料を、本明細書においては加水分解試薬とも呼ぶ、約2分の1体積量の塩基を用
いて処理することができる。pHは典型的には約13である。この塩基性pHは、標本中の核酸
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の大多数にニック形成と変性の両方を起こさせる。さらに、塩基処理により、ペプチドと
核酸の相互作用を妨害して、標的核酸の接近容易性を改善しタンパク質を分解することも
できる。塩基処理により、標本が効果的に均質化されて、所与の試料に関する解析結果の
再現性が保証される。また、塩基処理により、試料の粘度を低下させて動態を向上させ、
試料を均質化し、かつ、試料中に存在する任意のDNA-RNAハイブリッドまたはRNA-RNAハイ
ブリッドを破壊することによってバックグラウンドを減少させることもできる。塩基処理
はまた、試料中に存在し得るRNAaseのような酵素を不活性化するのにも寄与し得る。
【００４５】
　標的核酸の変種には、標的の遺伝的変種が含まれる。変種には、標的核酸の多型、変異
体、派生体、修飾型、または改変型などが含まれる。ヒトパピローマウイルス(HPV)に関
する例として、変種には様々な型が含まれる。したがって、例えば、標的核酸がHPV 18型
核酸に対応する場合、変種は、18型以外の型のHPVの対応する核酸配列でよい。
【００４６】
　1つの態様において、標的核酸はHPV核酸である。別の態様において、HPV核酸はHPV型の
HPV DNAである。いくつかの態様において、HPV型はHPV 18であり、変種は、HPV 1、HPV 2
、HPV 3、HPV 4、HPV 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 26、HPV 30、HPV
 31、HPV 33、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV
 51、HPV 52、HPV 53、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV
 67、HPV 68、HPV 69、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV
 83、HPV 84、およびHPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００４７】
　他の態様において、HPV型はHPV 16であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33、HPV 34
、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００４８】
　他の態様において、HPV型はHPV 45であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 51、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００４９】
　他の態様において、HPV型はHPV 31であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 33、HPV 34
、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５０】
　他の態様において、HPV型はHPV 33であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 34
、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５１】
　他の態様において、HPV型はHPV 35であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
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 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５２】
　他の態様において、HPV型はHPV 39であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５３】
　他の態様において、HPV型はHPV 51であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 52、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５４】
　他の態様において、HPV型はHPV 52であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 53
、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５５】
　他の態様において、HPV型はHPV 56であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52
、HPV 53、HPV 54、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５６】
　他の態様において、HPV型はHPV 58であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52
、HPV 53、HPV 54、HPV 56、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５７】
　他の態様において、HPV型はHPV 59であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52
、HPV 53、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５８】
　他の態様において、HPV型はHPV 66であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
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、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52
、HPV 53、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 67、HPV 68、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００５９】
　他の態様において、HPV型はHPV 68であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52
、HPV 53、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 69
、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 82、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００６０】
　他の態様において、HPV型はHPV 82であり、変種は、HPV 1、HPV 2、HPV 3、HPV 4、HPV
 5、HPV 6、HPV 8、HPV 11、HPV 13、HPV 16、HPV 18、HPV 26、HPV 30、HPV 31、HPV 33
、HPV 34、HPV 35、HPV 39、HPV 40、HPV 42、HPV 43、HPV 44、HPV 45、HPV 51、HPV 52
、HPV 53、HPV 54、HPV 56、HPV 58、HPV 59、HPV 61、HPV 62、HPV 66、HPV 67、HPV 68
、HPV 69、HPV 70、HPV 71、HPV 72、HPV 73、HPV 74、HPV 81、HPV 83、HPV 84、および
HPV 89からなる群より選択される型の核酸である。
【００６１】
　他の態様において、HPV型はHPV 16、HPV 18、およびHPV 45であり、変種は、ローリス
クHPV型の核酸である。
【００６２】
　他の態様において、HPV型はハイリスクHPV型(hrHPV)であり、変種は、ローリスクHPV型
の核酸である。
【００６３】
　他の態様において、HPV型は16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、58、59、66、6
8、および82であり、変種は、ローリスクHPV型(1、2、3、4、5、6、8、11、13、26、30、
34、53、54、61、62、67、69、70、71、72、73、74、81、83、84、および89など)の核酸
である。
【００６４】
　したがって、本発明は、試料中の標的核酸を判別するための方法、組成物、およびキッ
トを提供する。試料は、化学的に不活性な器具を用いて採取し、任意で塩基または他の変
性溶液で処理してよい。標的核酸に特異的であるが、集団の他のどのメンバーにも特異的
ではない(すなわち、変種に結合しない)1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブと共
に試料をインキュベートする。例えば、判別対象である標的核酸は、発癌性もしくは非発
癌性のHPV DNA配列、HBV DNA配列、淋病(Gonorrhea)DNA、クラミジア(Chlamydia)DNA、ま
たは他の病原体DNAもしくはRNAでよい。標的核酸は、癌を検出するための細胞に由来して
よい。
【００６５】
　1つの態様において、標的核酸はHPV核酸であり、標的核酸および変種核酸はハイリスク
HPV型またはローリスクHPV型に対応する。ローリスクおよびハイリスクとして分類される
HPV型は、当業者に公知である。現在、HPV型16、18、31、33、35、39、45、51、52、56、
58、59、66、68、および82がhrHPVとみなされ、HPV型1、2、3、4、5、6、8、11、13、26
、30、34、53、54、61、62、67、69、70、71、72、73、74、81、83、84、および89がロー
リスクHPVとみなされている。
【００６６】
　したがって、例えば、判別対象である標的核酸は、例えば、疾患を引き起こす病原体、
好ましくはウイルスまたは細菌、好ましくはHPVなどの微生物の核酸でよいが、本発明は
それらに限定されず、以下の説明は、試料中のHPV DNAの判別を参照することにより、例
示されるにすぎない。
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【００６７】
ポリヌクレオチドプローブ(「シンプローブ(synprobe)」)
　本発明によれば、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが試料中の標的核酸とハ
イブリダイズして二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのに十分な条件下で、1つまたは複
数のポリヌクレオチドプローブを試料と接触させる。一定の態様において、標的核酸はDN
Aであり、プローブはRNAである。一定の態様において、RNAプローブは、完全長の転写さ
れたRNAプローブとは対照的に短いプローブである。これらの短いプローブは、本明細書
においてしばしば合成RNAプローブまたは「synRNA」と呼ばれる。
【００６８】
　一定の態様において、ポリヌクレオチドプローブセットが使用される(すなわち、複数
のプローブ)。例えば、検出対象である標的核酸がHPV 16である場合、他のHPV型に結合せ
ずにHPV 16に特異的に(すなわち、それだけに)結合するように設計されたプローブセット
が使用される。一定の態様において、プローブセットは、標的核酸の約3～4kbのカバー率
を確実にするために使用され、これにより強く読み取り可能なシグナルが保証される。一
定の態様において、本発明の方法を用いたHPV 16の検出では、本明細書において開示する
HPV 16プローブのすべてを含むプローブセットを使用してよい(表1を参照されたい)。他
の態様において、別のHPV型に特異的に結合するように設計されたプローブセットが使用
される。例えば、HPV 18の場合、プローブセットは、表2に開示するプローブを含み、HPV
 45の場合、プローブセットは表3に開示するプローブを含み;HPV 31の場合、プローブセ
ットは、表4に開示するプローブを含み;HPV 33の場合、プローブセットは、表5に開示す
るプローブを含み;HPV 35の場合、プローブセットは、表6に開示するプローブを含み;HPV
 39の場合、プローブセットは、表7に開示するプローブを含み;HPV 51の場合、プローブ
セットは、表8に開示するプローブを含み;HPV 52の場合、プローブセットは、表9に開示
するプローブを含み;HPV 56の場合、プローブセットは、表10に開示するプローブを含み;
HPV 58の場合、プローブセットは、表11に開示するプローブを含み;HPV 59の場合、プロ
ーブセットは、表12に開示するプローブを含み;HPV 66の場合、プローブセットは、表13
に開示するプローブを含み;HPV 68の場合、プローブセットは、表14に開示するプローブ
を含み;HPV 15の場合、プローブセットは、表15に開示するプローブを含む。
【００６９】
　一定の態様において、複数のプローブセットを含むプローブ混合物は、所望の標的核酸
の混合物のいずれか一つを同時にスクリーニングするために使用される。例えば、任意の
hrHPV型の存在に関して生物試料をスクリーニングすることが望ましい場合がある。この
ような状況において、表1～15において提供するプローブの一部、および場合によっては
全部を含むプローブ混合物が使用される。例えば、プローブ混合物は、全てのハイリスク
HPV(hrHPV)に対するプローブを提供するように設計することができ、その結果、1回の試
験を実行して、その試料が任意のhrHPV標的核酸を有していたかどうかを特定することが
できる。例えば、15種のhrHPV型を検出するための2,007個の型特異的プローブのプローブ
混合物を使用し、アッセイ1回当たり5,000コピーの各標的ゲノムを検出することができた
(図17および18を参照されたい)。図17は、合成プローブが従来の完全長プローブと同じシ
グナルおよびダイナミックレンジを有することを示す。図19は、解析的特異性試験の結果
を提供し、108個のコピーを有する陽性対照に対して良好なシグナルを示すのに対し、ロ
ーリスクHPV型は、108個のコピーが存在した場合でさえカットオフ値を下回るシグナルを
有した。したがって、図17～19から、本発明の合成RNAプローブ(「synRNA」)を使用する
本発明の方法が、解析的特異性を提供し、検出限界およびダイナミックレンジは完全長の
転写されたプローブと等しく、臨床試料を用いた場合に感度が低下することは全くないこ
とが示される。本発明のプローブは、標的ゲノムのセットの高感度検出を可能にしつつ、
また、極めて類似した関連種に対してさえ優れた特異性を実現する。例えば、シンプロー
ブを用いた本発明の方法は、HPV 67をHPV 52およびHPV 58と区別することができる(HPV 6
7のHPV 52およびHPV 56に対する同一性は72％を超える)。図19を参照されたい。
【００７０】
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　上記の例で陽性シグナルが得られる場合、次いでその試料をさらに試験して、存在する
実際のhrHPV型標的核酸を特定することが望ましい場合がある。このような状況では、試
料は、そのHPV型に特異的な1つのプローブまたは特定のHPV型に対するプローブセットを
用いてさらに試験される。例えば、試料がHPV 16標的核酸を含むかどうかを判別するため
に試料を試験しようとする場合、表1の少なくとも1つのプローブ(HPV 16プローブ)が使用
されるか、あるいは表1のプローブ全体のセットがシグナル強度を増すために使用される
であろう。あるいは、HPV 16、HPV 18、およびHPV 45など特定のhrHPV型について試験し
、必ずしも個々の各hrHPV型について試験しないことが望ましい場合もある。この状況で
は、プローブ混合物は、HPV 16、HPV 18、およびHPV 45のプローブセットに由来する少な
くとも1つのプローブを使用する(あるいは、HPV 16、HPV 18、およびHPV 45のプローブセ
ットに由来するプローブ全部が使用される)。
【００７１】
　1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、使用されるハイブリダイゼーション条
件下で標的核酸の変種にそれらがハイブリダイズしないように設計される。1セット当た
りの使用される異なるポリヌクレオチドプローブの数は、所望の感度に応じて変わり得る
。対応するポリヌクレオチドプローブによる核酸標的のカバー率が高いほど、強いシグナ
ルが提供され得る(抗体が結合するDNA-RNAハイブリッドの数が多くなるため)。
【００７２】
　1つの態様において、方法は、1つまたは複数のプローブを判別する段階をさらに含み、
判別する段階は、標的核酸の連続的ヌクレオチド配列であって変種中には存在しない連続
的ヌクレオチド配列を同定する段階を含む。例えば、十分な配列特異性を有する比較的短
い領域(例えば約25mer)のHPVゲノムを決定して、HPV型に特異的なハイブリダイゼーショ
ンのための1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブを提供することができる。
【００７３】
　したがって、関心対象の標的核酸および対応する変種に応じて、標的特異的ハイブリダ
イゼーションを提供するのに十分な長さを有するように1つまたは複数のポリヌクレオチ
ドプローブを調製することができる。いくつかの態様において、1つまたは複数のポリヌ
クレオチドプローブはそれぞれ、少なくとも約15ヌクレオチド、例として、約15～約1000
ヌクレオチド、約20～約800ヌクレオチド、約30～約400ヌクレオチド、約40～約200ヌク
レオチド、約50～約100ヌクレオチド、約20～約60ヌクレオチド、約20～約40ヌクレオチ
ド、約20～約20ヌクレオチド、および約25～約30ヌクレオチドの長さを有する。1つの態
様において、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブはそれぞれ、約25～約50ヌクレ
オチドの長さを有する。一定の態様において、プローブは、25ヌクレオチドの長さを有す
る。一定の態様において、あるセット中の全プローブは、同じ長さ、例えば25ヌクレオチ
ドを有し、同じハイブリダイゼーション条件下でそのセット中の全プローブのハイブリダ
イゼーションを可能にする極めて類似した融解温度を有する。
【００７４】
　バイオインフォマティクスツールを用いて、1つまたは複数のポリヌクレオチドプロー
ブを決定することができる。例えば、特異的オリゴヌクレオチドを設計するソフトウェア
プログラムであるOligoarray 2.0を使用することができる。Oligoarray 2.0は、参照によ
り本明細書に組み入れられるRouillard et al., Nucleic Acids Research, 31: 3057-306
2 (2003)において説明されている。Oligoarray 2.0は、BLAST (Basic Local Alignment S
earch Tool) とMfold (Genetics Computer Group, Madison, WI)の機能性を組み合わせた
プログラムである。BLASTとは、Karlin およびAltschulによる統計学的マッチング理論(P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264 (1990); Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873 (19
93))を実行するものであり、所与のクエリ配列に一致するヌクレオチド配列を迅速に検出
するために広く使用されているプログラムである。当業者は、例えば、ハイリスクHPV型
およびローリスクHPV型、すなわち1、2、3、4、5、6、8、11、13、16、26、30、31、33、
34、35、39、40、42、43、44、45、51、52、53、54、56、58、59、61、62、66、67、68、
69、70、71、72、73、74、81、82、83、84、および89に対して検査され得る配列データベ
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ースに対してBLAST検索して、同一性のある任意の領域を検索することができる。次に、
指定された長さの1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブについて融解温度(Tm)およ
び％GCを算出し、パラメーターと比較することができる。その後、二次構造もまた検査す
ることができる。関心対象のパラメーターがすべて満たされたら、BLASTによって決定し
た類似性を用いて、Mfoldパッケージによってクロスハイブリダイゼーションをチェック
することができる。所望の特異性要件を満たす1つまたは複数のポリヌクレオチドプロー
ブを決定するために、様々なプログラムを適合させることができる。例えば、長さ25nt、
Tm範囲55～95℃、GC範囲35～65％、および55℃またはそれ以下では二次構造もクロスハイ
ブリダイゼーションも無いポリヌクレオチドを調製するために、プログラムのパラメータ
ーを設定することができる。
【００７５】
　したがって、他の局面において、本発明は、試料中の標的を判別するためのポリヌクレ
オチドプローブを設計および/または調製するために十分な配列情報を提供するためにバ
イオインフォマティクスを使用する。
【００７６】
　本発明の方法においてシンプローブを使用することに加えて、本発明の1つの局面は、
本明細書において開示するプローブを含む。
【００７７】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1～162からなる群より選択される配列また
はその相補体から本質的になる、HPV 16への特異的ハイブリダイゼーションのための単離
されたポリヌクレオチドを提供する(表1を参照されたい)。いくつかの態様において、本
発明は、HPV 16への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを提
供し、このセットは、SEQ ID NO:1～162からなる群より選択される配列またはその相補体
から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 16への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
提供し、このセットは、SEQ ID NO:1～161からなる群より選択される配列またはその相補
体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様において、本
発明の方法は、SEQ ID NO:1～162を含む、HPV 16への特異的ハイブリダイゼーションのた
めのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。一定の態様において、本発明の方法は
、SEQ ID NO:1～19、21～23、25～53、55～65、67～71、73～92、94～116、118～130、13
2～162を含む、HPV 16への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドプロ
ーブセットを使用する。
【００７８】
　（表１）HPV 16核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００７９】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:163～309からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 18への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表2を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 18への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
提供し、このセットは、SEQ ID NO:163～309からなる群より選択される配列またはその相
補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様におい
て、本発明は、HPV 18への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセッ
トを提供し、このセットは、SEQ ID NO:163～299からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:163～309を含む、HPV 18への特異的ハイブリダイゼーシ
ョンのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。一定の態様において、本発明
の方法は、SEQ ID NO:163～241、244～274、276、277、279、280、282～309を含む、HPV 
18への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用す
る。
【００８０】
　（表２）HPV 18核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００８１】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:842～974からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 45への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表3を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 45への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
提供し、このセットは、SEQ ID NO:842～974からなる群より選択される配列またはその相
補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。いくつかの態様におい
て、本発明は、HPV 45への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセッ
トを提供し、このセットは、SEQ ID NO:842～968からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:842～974を含む、HPV 45への特異的ハイブリダイゼーシ
ョンのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。一定の態様において、本発明
の方法は、SEQ ID NO:842～849、851～893、895～917、919～929、931、933～936、938～
974を含む、HPV 45への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドプロー
ブセットを使用する。
【００８２】
　（表３）HPV 45核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００８３】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:310～454からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 31への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表4を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 31への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
提供し、このセットは、SEQ ID NO:310～454からなる群より選択される配列またはその相
補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様において、
本発明の方法は、SEQ ID NO:310～454を含む、HPV 31への特異的ハイブリダイゼーション
のためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００８４】
　（表４）HPV 31核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００８５】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:455～579からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 33への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表5を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 33への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
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提供し、このセットは、SEQ ID NO:455～579からなる群より選択される配列またはその相
補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様において、
本発明の方法は、SEQ ID NO:455～579を含む、HPV 33への特異的ハイブリダイゼーション
のためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００８６】
　（表５）HPV 33核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００８７】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:580～722からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 35への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表6を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 35への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
提供し、このセットは、SEQ ID NO:580～722からなる群より選択される配列またはその相
補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様において、
本発明の方法は、SEQ ID NO:580～722を含む、HPV 35への特異的ハイブリダイゼーション
のためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００８８】
　（表６）HPV 35核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００８９】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:723～841からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 39への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表7を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 39への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
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提供し、このセットは、SEQ ID NO:723～841からなる群より選択される配列またはその相
補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様において、
本発明の方法は、SEQ ID NO:723～841を含む、HPV 39への特異的ハイブリダイゼーション
のためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００９０】
　（表７）HPV 39核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００９１】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:975～1120からなる群より選択される配列ま
たはその相補体から本質的になる、HPV 51への特異的ハイブリダイゼーションのための単
離されたポリヌクレオチドを提供する(表8を参照されたい)。いくつかの態様において、
本発明は、HPV 51への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセットを
提供し、このセットは、SEQ ID NO:975～1120からなる群より選択される配列またはその
相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様において
、本発明の方法は、SEQ ID NO:975～1120を含む、HPV 51への特異的ハイブリダイゼーシ
ョンのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００９２】
　（表８）HPV 51核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００９３】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1121～1252からなる群より選択される配列
またはその相補体から本質的になる、HPV 52への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表9を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 52への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1121～1252からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1121～1252を含む、HPV 52への特異的ハイブリダイゼー
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ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００９４】
　（表９）HPV 52核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００９５】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1253～1367からなる群より選択される配列
またはその相補体から本質的になる、HPV 56への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表10を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 56への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1253～1367からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1253～1367を含む、HPV 56への特異的ハイブリダイゼー
ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００９６】
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　（表１０）HPV 56核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００９７】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1368～1497からなる群より選択される配列
またはその相補体から本質的になる、HPV 58への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表11を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 58への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1368～1497からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1368～1497を含む、HPV 58への特異的ハイブリダイゼー
ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【００９８】
　（表１１）HPV 58核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【００９９】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1498～1646からなる群より選択される配列
またはその相補体から本質的になる、HPV 59への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表12を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 59への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1498～1646からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1498～1646を含む、HPV 59への特異的ハイブリダイゼー
ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【０１００】
　（表１２）HPV 59核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【０１０１】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1647～1767からなる群より選択される配列
またはその相補体から本質的になる、HPV 66への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表13を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 66への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1647～1767からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1647～1767を含む、HPV 66への特異的ハイブリダイゼー
ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【０１０２】
　（表１３）HPV 66核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【０１０３】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1768～1875からなる群より選択される配列
またはその相補体から本質的になる、HPV 68への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表14を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 68への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1768～1875からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1768～1875を含む、HPV 68への特異的ハイブリダイゼー
ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【０１０４】
　（表１４）HPV 68核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【０１０５】
　1つの態様において、本発明は、SEQ ID NO:1876～2026からなる群より選択される配列
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またはその相補体から本質的になる、HPV 82への特異的ハイブリダイゼーションのための
単離されたポリヌクレオチドを提供する(表15を参照されたい)。いくつかの態様において
、本発明は、HPV 82への特異的ハイブリダイゼーションのためのポリヌクレオチドセット
を提供し、このセットは、SEQ ID NO:1876～2026からなる群より選択される配列またはそ
の相補体から本質的になる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む。一定の態様におい
て、本発明の方法は、SEQ ID NO:1876～2026を含む、HPV 82への特異的ハイブリダイゼー
ションのためのポリヌクレオチドプローブセットを使用する。
【０１０６】
　（表１５）HPV 82核酸を判別するためのポリリボヌクレオチドプローブ
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【０１０７】
ハイブリダイゼーション
　本発明の方法は、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが試料中の標的核酸とハ
イブリダイズして二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのに十分なハイブリダイゼーション
条件下で、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブを試料と接触させる段階を含む。
好ましくは、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、中和ハイブリダイゼーショ
ン緩衝液としても作用し得るプローブ希釈液中で希釈される。この希釈液は、プローブを
溶解し希釈するために使用され得、また、試料をほぼ中性のpH、例えば、約pH6～約pH9に
回復させてハイブリダイゼーションにとってより都合の良い環境を提供するのを助け得る
。十分な体積、好ましくは2分の1体積量のプローブ希釈液を用いて、1と2分の1体積量の
塩基処理した試料を中和することができる。好ましくは、プローブ希釈液は、2-[ビス(2-
ヒドロキシエチル)アミノ]エタンスルホン酸(BES, Sigma, St. Louis, Mo.)/酢酸ナトリ
ウム緩衝液である。最も好ましくは、プローブ希釈液は、2M BES、1M酢酸ナトリウム、0.
05％の抗菌剤NaN3、5mMの金属キレート剤EDTA、0.4％の界面活性剤Tween(商標)-20、およ
びハイブリダイゼーション促進物質である20％硫酸デキストランの混合物である。プロー
ブ希釈液のpHは、約5～約5.5でよい。
【０１０８】
　したがって、例えば、塩基で処理した後、試料チューブから一定量の試料を取り出し、
ハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイゼーションが起こるのを可能にするのに十
分な量のプローブと混合してよい。ハイブリダイゼーション条件は、1つまたは複数のポ
リヌクレオチドプローブが、試料中の対応する相補的核酸配列(存在する場合)にアニール
して二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのを可能にするのに十分である。プローブおよび
試料核酸をハイブリダイゼーション期間、好ましくは少なくとも約5分間インキュベート
して、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブが、対応する相補的核酸配列にアニー
ルするのを可能にすることができる。ハイブリダイゼーション条件は、少なくとも約20℃
、好ましくは約50～約80℃のハイブリダイゼーション温度を含んでよい。一定の態様にお
いて、ハイブリダイゼーションは、55℃より低い温度で実施される。他の態様において、
synRNAプローブが使用される場合、および標的核酸を含む試料が体積の大きな採取用培地
(すなわち≧1ml)を含む場合、ハイブリダイゼーション温度は45℃～55℃の間であり、好
ましくは約50℃である(図20Aおよび20Bを参照されたい)。ハイブリダイゼーション温度を
低下させることにより、アッセイ法において20,000コピーのHPV標的核酸を検出する能力
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が提供される。判別対象である任意の所与の標的および使用する1つまたは複数のポリヌ
クレオチドに対して、当業者は慣用の実験法によって所望のハイブリダイゼーション条件
を容易に決定することができる。
【０１０９】
　本発明はまた、二本鎖核酸ハイブリッドに免疫特異的である抗ハイブリッド抗体の存在
下での、標的へのプローブのハイブリダイゼーションも可能にする(すなわち、標的核酸
を含む試料にプローブを添加するのと同時またはその前に、抗ハイブリッド抗体を添加す
ることができる)。これにより、アッセイ法を実施するための時間を短縮することが可能
になる。
【０１１０】
抗ハイブリッド抗体
　本発明に従って形成された二本鎖核酸ハイブリッドは、二本鎖核酸ハイブリッドに免疫
特異的である抗体を用いて検出することができる。抗体は、限定されるわけではないがRN
A/DNA;DNA/DNA;RNA/RNA;およびそれらの模倣体などの二本鎖ハイブリッドに免疫特異的で
あり、この場合、本明細書において定義する「模倣体」とは、RNA/DNAハイブリッド、DNA
/DNAハイブリッド、またはRNA/RNAハイブリッドと同様に挙動する分子を意味する。使用
される抗二本鎖核酸ハイブリッド抗体(すなわち、「抗ハイブリッド」抗体)は、形成され
た二本鎖核酸ハイブリッドのタイプに依存する。1つの態様において、抗体は、RNA/DNAハ
イブリッドに免疫特異的である。
【０１１１】
　ポリクローナル抗ハイブリッド抗体またはモノクローナル抗ハイブリッド抗体のいずれ
かが、後述するように本発明のアッセイ法において使用され得、かつ/または固体支持体
もしくは固相に固定され得ることが、当業者に理解されると考えられる。標準技術を用い
て調製したモノクローナル抗体を、ポリクローナル抗体の代わりに使用することができる
。また、二本鎖ハイブリッドに特異的な抗体の免疫的な断片または誘導体も含まれ、この
ような断片または誘導体は抗体の結合領域を含む。
【０１１２】
　例えば、RNA:DNAハイブリッドで免疫化したヤギに由来するポリクローナルRNA:DNAハイ
ブリッド抗体を使用することができる。例えば、参照により本明細書にそれぞれ組み入れ
られるKitawaga et al., Mol. Immunology, 19:413 (1982);および米国特許第4,732,847
号において説明されているように、固体支持体に固定されたRNA:DNAハイブリッドに対し
てアフィニティー精製を行うことによって、ヤギ血清からハイブリッド特異的抗体を精製
することができる。
【０１１３】
　ヒト抗体または人工抗体を含む抗体を作製または単離する他の適切な方法を使用するこ
とができ、例えば、組換え抗体(例えば、単鎖FvもしくはFab、またはそれらの他の断片)
をライブラリーから選択する方法、またはヒト抗体のレパートリーを産生できるトランス
ジェニック動物(例えば、マウス)の免疫化に依拠する方法が含まれる(例えば、Jakobovit
s et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature,
 362: 255 (1993);ならびに米国特許第5,545,806号および同第5,545,807号を参照された
い)。
【０１１４】
　1つの態様において、判別対象となる標的核酸はDNA(例えば、HPV 18ゲノムDNA)またはR
NA(例えば、mRNA、リボソームRNA、核小体RNA、転移RNA、ウイルスRNA、異種の核RNA)で
あり、その際、1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブは、それぞれポリリボヌクレ
オチドまたはポリデオキシリボヌクレオチドである。この態様によれば、形成された二本
鎖核酸ハイブリッド(すなわちDN/RNAハイブリッド)は、RNA:DNAハイブリッドに免疫特異
的である抗体を用いて検出することができる。
【０１１５】
　本発明の好ましい態様において、ポリクローナル抗RNA/DNAハイブリッド抗体は、RNA/D
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NAハイブリッドで免疫化したヤギに由来する。ハイブリッド特異的抗体は、固体支持体に
固定されたRNA/DNAハイブリッドに対してアフィニティー精製を行うことによってヤギ血
清から精製される。標準技術を用いて調製したモノクローナル抗体を、ポリクローナル抗
体の代わりに使用することができる。
【０１１６】
　任意の脊椎動物が、抗RNA/DNAハイブリッドモノクローナル抗体の調製のために使用さ
れ得るものの、ヤギまたはウサギが好ましい。好ましくは、ヤギまたはウサギは、従来の
注射手順に従って動物にハイブリッドを注射することによって、合成のポリ(A)-ポリ(dT)
ハイブリッドで免疫化される。周知の抗体単離技術に従って、免疫化した動物の種に特異
的な抗体を有する動物の血液からポリクローナル抗体を採取し精製することができる。モ
ノクローナル抗体を作製するためには、十分な長さの期間の後に動物から脾臓を摘出して
よく、脾細胞を適切な骨髄腫細胞と融合させてハイブリドーマを作製してよい。次いで、
抗ハイブリッド抗体を分泌する能力について、ハイブリドーマをスクリーニングすること
ができる。次いで、選択されたハイブリドーマを、第2の動物の腹膜腔に注射して腹水を
生じさせるために使用することができ、この腹水は、参照により本明細書に組み入れられ
る所望のモノクローナル抗体の豊富な供給源として抜き取り、使用され得る。
【０１１７】
　いくつかの態様において、検出する段階は、二本鎖核酸ハイブリッドを、二本鎖核酸ハ
イブリッドに免疫特異的であり二本鎖核酸ハイブリッドを捕捉するための第1の抗ハイブ
リッド抗体と接触させる段階を含む。1つの態様において、第1の抗ハイブリッド抗体は、
試験管表面のような固体支持体に固定される。固体支持体には、試験管、ビーズ、微粒子
、または計量棒などの形状のポリスチレン、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリカーボ
ネート、または任意の固体プラスチック材料が含まれることは、当業者に理解されると考
えられる。また、固体支持体の例には、限定されるわけではないが、ガラスビーズ、シリ
カビーズ、ガラス試験管、および他の任意の適切なガラス製形状物が含まれる。表面がカ
ルボキシル基、アミノ基、ヒドラジド基、またはアルデヒド基を含むように修飾されたプ
ラスチック、シリカ、またはガラスなどの官能化固体支持体もまた、使用され得る。抗体
の固定化は直接的または間接的でよい。好ましくは、試験管は、当業者には公知であるか
、または簡単に後述する方法に従って、抗ハイブリッド抗体で直接コーティングされる。
また、抗体は、ビオチン標識し、続いて、例えば、ストレプトアビジンでコーティングさ
れたチューブもしくはシリカに固定してもよく、または固相に共有結合させるために他の
方法によって修飾してもよい。可溶化されたビオチン標識抗体は、後述するようにハイブ
リダイズされた試料の捕捉の前にストレプトアビジンでコーティングされたチューブに固
定されてもよく、または、同時にビオチン標識抗体を固定しハイブリッドを捕捉するため
に、ハイブリダイズされた試料を添加するのと一緒に、ストレプトアビジンでコーティン
グされたチューブに固定されてもよい。
【０１１８】
　別の態様において、第1の抗ハイブリッド抗体は、Fleminger et al., Appl. Biochem. 
Biotech. 23: 123 (1990)の方法に従い、抗体の炭水化物部分を過ヨウ素酸で酸化して反
応性アルデヒド基を生じさせることによって、固相に結合させる。次いで、アルデヒド基
を、Dynatech Laboratories (Chantilly, Va.)から入手可能なMicroBind-HZ(商標)マイク
ロタイタープレートのようなヒドラジド修飾固相と反応させる。Esser, P., Nunc Bullet
in No. 6 (November 1988) (Nunc, Roskilde, Denmark) の周知の方法による抗体の受動
的コーティングもまた、使用することができる。
【０１１９】
　他の態様において、Ventrex Star(商標)チューブ (Ventrex Laboratories Inc., Portl
and, ME)は、Haun et al., Anal. Biochem. 191:337-342 (1990)の方法によってストレプ
トアビジンでコーティングされる。ストレプトアビジンの結合後、前述したような、また
はそうでなければ当業者に公知の方法によって作製したビオチン標識ヤギポリクローナル
抗体を、固定したストレプトアビジンに結合させる。抗体結合後、Esser, Nunc Bulletin
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 No. 8, pp. 1-5 (December 1990)およびNunc Bulletin No. 9, pp. 1-4 (June 1991) (N
unc, Roskilde, Denmark)ならびにAnsari, et al., J.Immunol. Methods, 84: 117 (1985
)において説明されているようにして、チューブ上の未結合部位をブロックし、結合され
たタンパク質を安定化させるために、Tween(商標)-20およびスクロースなどの界面活性剤
でチューブを後からコーティングしてよい。好ましくは、各チューブは、10ng～100μgの
間のビオチン標識抗体でコーティングされる。最も好ましくは、各チューブは、約250ng
のビオチン標識抗体でコーティングされる。
【０１２０】
　上述したように、固相は、抗ハイブリッド抗体の機能的な抗体断片または誘導体化され
た機能的断片でコーティングされてよい。
【０１２１】
　いくつかの態様において、ハイブリダイズされた試料は、固定された捕捉抗体による二
本鎖核酸ハイブリッドの捕捉を可能にするのに十分な長さの期間、第1の抗ハイブリッド
抗体でコーティングされたチューブ中でインキュベートされる。ハイブリッドは、インキ
ュベーション、例えば、約15～約65℃で約5分～約24時間のインキュベーションによって
、固定された抗体に結合され得る。いくつかの態様において、インキュベーション時間は
、約300～約1200rpmで振盪しながら、約20～約40℃で約30～約120分である。別の態様に
おいて、捕捉は、回転式プラットホーム上で勢いよく振盪しながらほぼ室温で約1時間の
インキュベーションによって起こる。所望に応じて代替の捕捉動態を実現するためにイン
キュベーションの時間、温度、および/または振盪を変更できることが、当業者に理解さ
れると考えられる。
【０１２２】
　他の態様において、第1の抗ハイブリッド抗体は、二本鎖核酸ハイブリッドを捕捉する
ために、磁性ビーズ(例えば、COOH-ビーズ)と結合される。磁性ビーズに基づいた技術は
、当技術分野において周知である。いくつかの態様において、抗体と反応するように誘導
体化された表面を有する磁性シリカビーズが使用され得る。
【０１２３】
　1つの態様において、検出する段階は、二本鎖核酸ハイブリッドに免疫特異的であり、
検出可能となるように直接または間接的に標識されている第2の抗ハイブリッド抗体を提
供する段階をさらに含む。
【０１２４】
　例えば、いくつかの態様において、前述の抗ハイブリッド抗体を検出可能な標識と結合
させて、二本鎖核酸ハイブリッドを検出するための第2の抗ハイブリッド抗体を提供する
ことができる。標識するための結合方法は、当技術分野において周知である。好ましくは
、ATCCアクセッション番号HB-8730としてAmerican Type Culture Collectionに寄託され
ているマウスモノクローナル抗体のような抗体は、アルカリホスファターゼのような検出
可能な標識に結合される。酵素、蛍光性分子、またはビオチン-アビジン結合体など任意
の検出可能な標識を使用できることは当業者に理解されると考えられる。
【０１２５】
　抗体結合体は、ジチオトレイトール(DTT)によってモノクローナル抗体を直接還元して
一価の抗体断片を得るような周知の方法によって作製することができる。次いで、還元さ
れた抗体は、Ishikawa et al., J. Immunoassay 4:209-237 (1983)およびMeans et al., 
Chem. 1 : 2-12 (1990)の方法によってマレイン化(maleimated)アルカリホスファターゼ
に直接結合させることができ、結果として得られた結合体はHPLCによって精製することが
できる。
【０１２６】
　別の態様において、二本鎖核酸ハイブリッドは、例えば、標識抗体が特異的である非標
識抗ハイブリッド抗体を用いて間接的に検出することができる。例えば、第2の抗ハイブ
リッド抗体は、標識されたヤギ抗マウス抗体によって検出されるマウス免疫グロブリンで
よい。
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【０１２７】
　二本鎖核酸ハイブリッドは、非特異的結合を最小限に抑えつつ、特異的な抗体-抗原結
合(すなわち、抗体/二本鎖核酸ハイブリッド結合)を提供するのに十分である結合条件下
で第2の抗ハイブリッド抗体と接触させてよい。結合条件は、好ましくは、抗体と他の核
酸種との交差反応を低減させるための0.1M Tris-HCl、pH7.5、0.6M NaCl、アルカリホス
ファターゼを安定化させるためのZnCl2およびMgCl2、結合体と捕捉表面との非特異的相互
作用をブロックするための正常ヤギ血清、結合体の非特異的結合をブロックするための界
面活性剤としての0.25％ Tween(商標)-20、ならびに保存剤としてのアジ化ナトリウムを
含む結合緩衝液を含む。次いで、反応物を洗浄緩衝液(例えば、0.1M Tris-HCl、pH7.5、0
.6M NaCl、0.25％Tween(商標)-20、およびアジ化ナトリウム)で洗浄して、未結合または
非特異的に結合した第2の抗ハイブリッド抗体をできるだけ多く除去することができる。
続いて、例えば比色法または化学発光法(例えば、Coutlee, et al., J. Clin. Microbiol
. 27:1002-1007 (1989)において説明されている)によって、二本鎖核酸ハイブリッドに結
合している第2の抗ハイブリッド抗体を検出することができる。例えば、結合されたアル
カリホスファターゼ結合体は、E/Lumina(商標)ルミノメーター (Source Scientific Syst
ems, Inc., Garden Grove, CA)またはOptocomp I(商標) Luminometer (MGM Instruments,
 Hamden, CT)などの検出器を用いて、Lumi-Phos(商標)530試薬(Lumigen, Detroit, MI)の
ような試薬による化学発光に基づいて検出することができる。
【０１２８】
　いくつかの態様において、1つまたは複数のポリヌクレオチドは、酵素のような標識、
またはビオチンのようなハプテン(次いで、標識された抗ハプテン抗体で検出される)に結
合されてよい。
【０１２９】
　したがって、標的特異的なオリゴリボヌクレオチドまたはオリゴデオキシヌクレオチド
は、市販されているバイオインフォマティクスソフトウェアを用いて設計することができ
る。例えば、dsDNA標的を検出する場合、DNAを変性させ、RNAプローブにハイブリダイズ
させ、抗RNA:DNAハイブリッド抗体を介して固体支持体上に捕捉することができる。検出
は、化学発光検出のためにアルカリホスファターゼと結合させた抗RNA:DNAハイブリッド
抗体を含む、様々な方法によって実施することができる。あるいは、例えば、蛍光による
検出に適したフィコエリトリンと結合させた抗RNA:DNAハイブリッド抗体を使用するなど
、他の方法を使用することもできる。
【０１３０】
　他の態様において、本発明の方法は任意で、標的核酸を増幅する段階をさらに含む。増
幅技術は当技術分野において公知であり、使用され得る。例えば、全ゲノム増幅(Whole G
enome Amplification)(WGA)を使用することができる。WGAは、非特異的プライマーを使用
し、標的核酸配列を鋳型として用いてアンプリコンを作製する等温プロセスである。例え
ば、Phi 29 DNAポリメラーゼが、標的核酸配列を増幅するために非特異的プライマーと組
み合わせて使用され得る。このポリメラーゼは、標的核酸配列に沿って移動して、相補鎖
を追い出すことができる。追い出された鎖は複製の鋳型となって、高収量の高分子量DNA
が生成されることが可能になる。例えば、ヘリカーゼ依存性増幅を使用することができる
。
【０１３１】
キット
　他の局面において、本発明は、本発明の方法を実施するために必要な構成要素および試
薬を含むキットを提供する。キットは、次の内の少なくとも1つを含んでよい:剥離細胞試
料を採取するためのdacronスワブのような不活性な試料採取器具;解析するために実験室
へと輸送する間、試料を安定化させるための試料搬送培地;塩基、または加水分解試薬;判
別対象である標的核酸に特異的な1つまたは複数のポリヌクレオチドプローブ;中和プロー
ブ希釈液;抗ハイブリッド抗体でコーティングした試験管;および任意の必要な対照。
【０１３２】
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　好ましくは、試料搬送培地はSpecimen Transport Mediumであり;塩基は0.415M NaOHで
あり;中和プローブ希釈液は、BES/酢酸ナトリウム緩衝液であり;試験管は、ポリクローナ
ル抗ハイブリッド抗体でコーティングされたVentrex Star(商標)チューブであり;結合さ
れた抗ハイブリッド抗体は、アルカリホスファターゼに結合されたマウスモノクローナル
抗体である。好ましくは、キットはまた、Emerald IIを用いるCDP-Star(登録商標)(Appli
ed Biosystems, Bedford, MA)のように、アルカリホスファターゼを化学発光検出するた
めの基質も含む。
【０１３３】
　実施例を用いて本発明をより詳細に例示するが、本発明はこれらの実施例に限定されな
いことに留意すべきである。
【実施例】
【０１３４】
実施例1:HPV 18 DNAまたはHPV 16 DNAを判別するためのポリヌクレオチドプローブ
　HPV 18 DNAまたはHPV 16 DNAに特異的なRNAプローブを同定するために用いるツールと
してOligoarray 2.0を選択した。この場合、ハイリスク型およびローリスク型のHPV:1、2
、3、4、5、6、8、11、13、16、18、26、30、31、33、34、35、39、40、42、43、44、51
、52、53、54、56、58、59、61、62、66、67、68、69、70、71、72、73、74、81、82、83
、84、および89に対して検査され得る配列データベースが提供された。次いで、関心対象
の配列、すなわちHPV 16またはHPV 18をそのデータベースに対してBLAST検索して、同一
性のある任意の領域を検索し、類似性を保存した。次に、指定された長さのリボヌクレオ
チドについてTmおよび％GCを算出し、パラメーターと比較し、その後、二次構造を検査し
た。BLASTによって決定した類似性を用いて、Mfoldパッケージによってクロスハイブリダ
イゼーションをチェックした。
【０１３５】
　Oligoarray 2.0プログラムのパラメーターは、長さ25nt、Tm範囲55～95℃、GC範囲35～
65％、および55℃またはそれ以下では二次構造もクロスハイブリダイゼーションも無いリ
ボヌクレオチドを探索するように設定した。これらのパラメーターを用いてHPV 18に対す
るリボヌクレオチドプローブを決定したところ(HPV45を含まない改変BLASTデータベース
を使用。本発明者らはこの型に対する特異性に関心を持っていないため)、合計で標的(す
なわち、HPV 18またはHPV 16のウイルスDNA)の約3.7kbをカバーする145個のリボクレオチ
ド(HPV 18の場合)および127個のリボクレオチド(HPV 16の場合)が得られた。選択された
これらのリボヌクレオチドプローブの配列は、上記の表1および表2に示している。20種の
HPVゲノムにおける配列保存を図1aに示す。HPV 18に関して図1bに模式図的に示すように
、HPV 18ゲノムの全領域が各プローブ中で表された。
【０１３６】
　250nMスケールで、標準的に脱塩したRNAオリゴをIDT technologiesから取り寄せた。オ
リゴをAmbion社製のRNA保存溶液(Storage Solution)(1mMクエン酸ナトリウム、pH6.4)中
で保存した。以下、合成リボヌクレオチドプローブを「synRNA」と呼ぶ。
【０１３７】
実施例2:HPV 18 synRNAを用いてまたはHPV 18 DNAを検出するためのプロトコール
　本質的には表16に記載するようにして、ハイブリダイゼーションおよび検出のプロトコ
ールを実施した。
【０１３８】
　（表１６）プロトコール
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【０１３９】
実施例3:結果
　ばらつきをできるだけ無くすために、データを(S-N)/Nとして解析し、(S/N)-1として表
した。シグナル=ノイズである場合、データ値=0.0。
【０１４０】
A　HPV18 synRNAによって実証された特異性
　表17に示すように、HPV 18用に設計された合成RNAプローブ(synRNA)は、109個のコピー
/アッセイ法(200ng/ml)になるまで、HPV 6ともHPV 16とも交差反応性を示さなかった。sy
nRNA=HPV18 DNAのカバー率3.7kb;25mer、ハイブリダイゼーション時の最終濃度1.34nM。
【０１４１】
　（表１７）HPV18 synRNAの特異性

【０１４２】
B　HPV18 synRNAとHPV45の交差反応性
　HPV45は特異性設計の一部分ではなかったため、HPV 18 synRNAはHPV45に対して特異的
になるようには設計しなかった。したがって、表18に示すように、HPV 18用のsynRNAがHP
V 45プラスミドに対して交差反応性を示すのは、プラスミドコピーが106個～107個の間に
なってからのみであった。synRNA=HPV18 DNAのカバー率3.7kb;25mer、ハイブリダイゼー
ション時の最終濃度1.34nM。
【０１４３】
　（表１８）:HPV18 synRNAとHPV45の限定的な交差反応性
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【０１４４】
C　HPV16 synRNAを用いた特異性の判定
　表19に示すように、HPV16 synRNAは、109個のコピー/アッセイ法(200ng/ml)になるまで
、HPV 6もHPV 18もHPV 45も検出することができない。synRNA =HPV16 DNAのカバー率3.17
5kb;25mer、ハイブリダイゼーション時の最終濃度1.34nM。
【０１４５】
　（表１９）HPV16 synRNAの特異性

【０１４６】
D　様々なHPV型の抑止(deterring)
　約0.5kbのカバー率の特異的な25merプローブを、HPV 16、HPV 18、HPV 31、およびHPV 
45のために提供した。図2に示すように、各HPV型は、コピー106個の際に検出された。syn
RNAプローブは、どのHPV型が望ましいとしても、当然、それらの検出に同様に適用可能で
ある。
【０１４７】
E　検出感度に対するsynRNAカバー率の影響
　synRNAプローブの合計カバー率は、アッセイ法のシグナルに影響を与えた。カバー率を
上げるとシグナルは非直線的に強まった。これは、より多くのsynRNAプローブがハイブリ
ダイズされるため、塩基スタッキング効果が生じ、一本鎖DNA標的の二次構造がゆるむこ
とによる可能性が高い。図3に示すように、3.7kbのカバー率で、検出感度は5,000コピー/
アッセイ法であった。
【０１４８】
F　検出感度に対するsynRNA濃度の影響
　図4に示すように、synRNAの濃度を上昇させると、検出感度が上昇した。25mer synRNA
オリゴのTmは約45～約60℃であった。プローブ濃度を上昇させるとTmが上昇し、その結果
、ハイブリダイゼーションがより効率的になった。synRNA=3.7kbのカバー率;25mer、濃度
は図4に示す濃度。
【０１４９】
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G　検出感度に対するsynRNAサイズの影響
　図5に示すように、カバー率が等しいことを前提とすると、長いsynRNAの方が、高い感
度を与えた。
【０１５０】
H　検出感度に対するsynRNAの隣接性の影響
　図6に示すように、synRNAプローブが隣接した領域を標的とするほど、感度が上昇した
。特定の理論に固執するわけではないが、1つのプローブが結合して標的鎖の二次構造が
ゆるみ、隣接したsynRNAがハイブリダイゼーションするのにさらに接近しやすい鋳型を提
供するために、ハイブリダイゼーション効率が改善したと考えられている。
【０１５１】
I　HPV16およびHPV18は同じレベルで検出される
　図7に示すように、約3.175kbのカバー率のHPV16 synRNAおよび約3.7kbのカバー率のHPV
18は、ほぼ同じ結果をもたらした。どちらのsynRNAも、5,000コピーの濃度で各自の標的
を検出することができた。
【０１５２】
J　様々なsynRNA合成化学反応の比較
　TOMアミダイト化学反応(Operon Biotechnologies, Inc., Huntsville, AL)またはtBDMS
化学反応(Integrated DNA Technologies (IDT))によってsynRNAを調製した。図8に示すよ
うに、様々な化学合成方法を用いて、品質が類似した25merを提供することができる。
【０１５３】
K　異なる温度での検出
　synRNAから生じるRNA依存性のバックグラウンドが無いため、所望の場合はハイブリダ
イゼーション温度を低下させて、抗体/抗原相互作用のための許容性がより高い条件を提
供することができる(図9)。
【０１５４】
L　外因性RNaseは検出には不要である
　synRNAは、大部分は二次構造を持たない。これにより、長いRNA二次構造を認識する抗R
NA:DNAハイブリッド抗体から生じる、非特異的なRNAに基づくバックグラウンドが排除さ
れる。DNAに結合されていないRNAはバックグラウンドシグナルにもはや寄与しないため、
このアッセイ法においてRNase Aを使用することは不要となる(図10)。
【０１５５】
M　考察
　この方法により、特異性およびバックグラウンドの低減が提供された。この方法は、RN
aseを必要とせず、SurePath、PC、STM、およびDCMを含む様々な培地に適合性がある。
【０１５６】
　標的カバー率が0.5kbの場合、この方法により提供されたLODは、HPV18の場合5pg/mLで
ありS/N=3であるのに対し、標的カバー率が2.5kbの場合、1pg/mLの標的検出が可能になり
得る。
【０１５７】
実施例4:標的捕捉および増幅
　標的増幅構成要素を含めることにより、感度が増強された。この方法では、HPV核酸標
的を含むわずか10コピーのHPVプラスミドまたはわずか10個のSiHa細胞を検出した。この
方法はまた、強い特異性、すなわち、他のすべてのハイリスクHPV型およびローリスクHPV
型からHPV 16プラスミドまたはHPV 18プラスミドを区別する能力を提供した。
【０１５８】
　標的増幅は、例えば、配列特異的プライマーを用いて短いアンプリコンを作製すること
(例えば、ポリメラーゼ連鎖反応法)または複数のランダムプライマーを用いて大型のアン
プリコンを作製すること(例えば、全ゲノム増幅)を含み得る。増幅させた標的は、様々な
異なる検出プラットホームにおいて捕捉し検出することができる。
【０１５９】
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　ハイブリッド特異的抗体を磁性ビーズに結合させ、標的捕捉のために短いタイプの特異
的RNAプローブと組み合わせて使用した。試料を処理する手順は、標的増幅前の標的捕捉
を含んだ。検出手順は、標的増幅後の標的捕捉を含む。アッセイ法の感度を増強するため
に、等温WGA技術を用いて、捕捉された任意の標的の非特異的増幅物を作製した。
【０１６０】
　核酸ハイブリッドを形成する型特異的RNAプローブおよび抗RNA:DNAハイブリッド特異的
抗体を用いて、関心対象の核酸標的を固体支持体に固定し、捕捉、濃縮、および精製を行
った。試料調製プロセスにより、増幅阻害剤および非特異的標的を含まない一本鎖DNA標
的が得られ、複数の標的を同時に捕捉することが可能になった。これは、ハイブリッド捕
捉抗体を磁性ビーズに結合させ、検出のためにHPV配列特異的RNAプローブを用いることに
よって実証された。
【０１６１】
　抗ハイブリッド抗体と結合させた磁性ビーズを用いて、WGAによって作製したアンプリ
コンを特異的に捕捉した。短いRNAプローブを特異的検出のために使用した。さらに、ア
ルカリホスファターゼと結合させた抗RNA:DNAハイブリッド抗体を検出のために使用した
。
【０１６２】
　表20は、1つの態様に従う方法の段階を表すフローチャートを示す。検出試薬1は、好ま
しくは、digene Hybrid Capture Kit中で提供される検出試薬1であり、検出試薬2は、好
ましくは、digene Hybrid Capture Kit中で提供される検出試薬2である。検出試薬1は、R
NA:DNAハイブリッドに対するアルカリホスファターゼと結合させた抗体を含み、検出試薬
2は、Emerald II(化学発光基質)を用いるCDP-Star(登録商標)を含む。
【０１６３】
　（表２０）プロトコール

【０１６４】
　30分間のWGA後に、100コピーのHPV18プラスミドが得られる(図11)。
【０１６５】
　15分間のWGA後に、500コピーのHPV18プラスミドが検出され;わずか10分間のWGA後に、1
000コピーのHPV18プラスミドの検出が得られる(図12)。
【０１６６】
　45分またはそれ以上の長い増幅時間を用いた場合、HPV核酸を含む10コピーのプラスミ
ドまたは10個のSiHa細胞が検出される(図13)。
【０１６７】
　図14は、HPV18に対する特異性を示す。
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　これらの結果から、45分間の増幅後、わずか10コピーのプラスミドまたはわずか10個の
SiHa細胞が検出され得;わずか10分間の増幅後に約1000コピーのプラスミドが検出され得
ることが実証された。
【０１６９】
実施例5:合成の型特異的ビオチン標識DNAプローブDNAプローブ
　別の態様において、合成の型特異的ビオチン標識DNAプローブを用いて、標的mRNAとの
二本鎖ハイブリッドを形成させる(図15)。ハイブリッドは、磁性ストレプトアビジンビー
ズ上に捕捉される。シグナルの増幅および検出は、抗ハイブリッド抗体/アルカリホスフ
ァターゼを用いて実施し、結果として生じる化学発光シグナルを検出する。
【０１７０】
実施例6:試料アッセイ法のフロー
　前もって変性させた試料をマルチウェルプレートに移す。変性させた試料に、中和溶液
に溶かしたプローブを添加し、振盪しながら室温で約1分間インキュベートして、試料を
中和する。標的DNAが合成RNAプローブにハイブリダイズでき、また、固定された抗体によ
って捕捉され得るように、中和した試料を、固定された抗RNA:DNAハイブリッド抗体を含
むプレートに移す。インキュベーションは、約55℃で約120分間である。アルカリホスフ
ァターゼと結合させた抗RNA:DNAハイブリッド抗体を室温で添加し、約30分間インキュベ
ートする。結合された抗体の段階の後に、プレートを約12分間洗浄する。ジオキセタン基
質を添加し、15分間インキュベートする。次いで、ルミノメーターを用いてプレートを読
み取る。
【０１７１】
　ハイブリダイゼーションおよび抗RNA:DNAハイブリッド抗体によるハイブリッド捕捉は
、約55℃で、同じ段階で実施し、振盪を含んでよい。

【図１ａ】 【図１ｂ】
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