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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・
ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、クレブシ
エラ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ、モラクセラ・カタラーリス、メ
チシリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（ＭＲＳＡ）、スタフィロコッカス・アウ
レウスから選ばれる少なくとも３種類の肺炎菌類を検出対象とする肺炎原因菌の検出方法
であって、以下の工程（ａ）～工程（ｆ）を備え、
１）試料中より任意に抽出された各肺炎菌に特異的な標的核酸を、肺炎菌ごとに異なる少
なくとも３種類のＮＡＳＢＡマルチプレックスプライマー対のセットを用いて１本鎖核酸
として増幅する工程（ａ）；
２）増幅産物と相補的なヌクレオチド配列から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも
３種類のプローブ対を調製する工程（ｂ）；
３）標識高分子担体に少なくとも３種類の各肺炎菌の第１のプローブを結合させ、第１プ
ローブ結合標識高分子担体を調製する工程（ｃ）；
４）第１のプローブと対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブを、肺炎菌
ごとに識別可能な所定の位置に固相化した第２プローブ担持展開支持体を調製する工程（
ｄ）；
５）前記増幅産物を、展開支持体に担持された第２プローブ及び標識高分子担体に結合し
た第１プローブにハイブリダイズさせて検出する工程（ｅ）；
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６）検出像を判定することにより評価する工程（ｆ）；
かつ、上記工程（ａ）において用いられる肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類のＮＡＳ
ＢＡマルチプレックスプライマー対のセットが、以下の（ｉ）～（ｘ）に表されるプライ
マー対、あるいは、
かかるプライマー対を構成する配列番号２１～４０に示されるヌクレオチド配列において
、１～３個の塩基が欠失、置換又は付加されたヌクレオチド配列から構成され、各肺炎菌
特異的な標的核酸を増幅することができるプライマー対から選ばれることを特徴とする検
出方法。
（ｉ）配列番号２１に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列
番号３１に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラー
ゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｉｉ）配列番号２２に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３２に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｉｉｉ）配列番号２３に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、
配列番号３３に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメ
ラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｉｖ）配列番号２４に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３４に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｖ）配列番号２５に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列
番号３５に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラー
ゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｖｉ）配列番号２６に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３６に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｖｉｉ）配列番号２７に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、
配列番号３７に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメ
ラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｖｉｉｉ）配列番号２８に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと
、配列番号３８に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリ
メラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｉｘ）配列番号２９に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３９に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘ）配列番号３０に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列
番号４０に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラー
ゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
【請求項２】
少なくとも３種類の各肺炎菌の第１のプローブが、配列番号１～１０に示されるヌクレオ
チド配列から選ばれる少なくとも３種類のＤＮＡからなり、第１のプローブと対をなす少
なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブが、配列番号１１～２０に示されるヌクレオ
チド配列から選ばれる少なくとも３種類のＤＮＡであることを特徴とする請求項１記載の
検出方法。
【請求項３】
ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・
ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、クレブシ
エラ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ、モラクセラ・カタラーリス、メ
チシリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（ＭＲＳＡ）、スタフィロコッカス・アウ
レウスから選ばれる少なくとも３種類の肺炎菌類を検出対象とする肺炎原因菌の検出キッ



(3) JP 5565781 B2 2014.8.6

10

20

30

40

50

トであって、
１）試料中より任意に抽出された各肺炎菌に特異的な標的核酸を増幅することができる以
下の（ｘｉ）～（ｘｘ）に表されるプライマー対、あるいは、かかるプライマー対を構成
する配列番号２１～４０に示されるヌクレオチド配列において、１～３個の塩基が欠失、
置換又は付加されたヌクレオチド配列から構成され、各肺炎菌特異的な標的核酸を増幅す
ることができるプライマー対から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類のＮＡ
ＳＢＡマルチプレックスプライマー対；
（ｘｉ）配列番号２１に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３１に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｉｉ）配列番号２２に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、
配列番号３２に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメ
ラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｉｉｉ）配列番号２３に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと
、配列番号３３に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリ
メラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｉｖ）配列番号２４に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、
配列番号３４に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメ
ラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｖ）配列番号２５に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３５に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｖｉ）配列番号２６に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、
配列番号３６に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメ
ラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｖｉｉ）配列番号２７に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと
、配列番号３７に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリ
メラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｖｉｉｉ）配列番号２８に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマー
と、配列番号３８に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポ
リメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｉｘ）配列番号２９に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、
配列番号３９に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメ
ラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
（ｘｘ）配列番号３０に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号４０に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；
２）増幅産物と相補的なヌクレオチド配列から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも
３種類の各肺炎菌の第１のプローブが標識高分子担体に結合された第１プローブ結合標識
高分子担体；
３）第１のプローブと対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブが、肺炎菌
ごとに識別可能な所定の位置に固相化された第２プローブ担持展開支持体；
を備えたことを特徴とするキット。
【請求項４】
少なくとも３種類の各肺炎菌の第１のプローブが、配列番号１～１０に示されるヌクレオ
チド配列から選ばれる少なくとも３種類のＤＮＡからなり、第１のプローブと対をなす少
なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブが、配列番号１１～２０に示されるヌクレオ
チド配列から選ばれる少なくとも３種類のＤＮＡであることを特徴とする請求項３記載の
キット。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、肺炎原因菌の検出方法や検出キット、より詳しくは、ストレプトコッカス・
ニューモニエ（Streptococcus pneumoniae）、ヘモフィルス・インフルエンザ（Haemophi
lus influenzae）、マイコプラズマ・ニューモニエ（Mycoplasma pneumoniae）、クラミ
ドフィラ・ニューモニエ（Chlamydophilia pneumoniae）、レジオネラ・ニューモフィラ
（Legionella pneumophila）、クレブシエラ・ニューモニエ（Klebsiella pneumoniae）
、シュードモナス・アエルギノーサ（Pseudomonas aeruginosa）、モラクセラ・カタラー
リス（Moraxella catarrhalis）、メチシリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（Ｍ
ＲＳＡ）（Staphylococcus aureus (MRSA)）、スタフィロコッカス・アウレウス（Staphy
lococcus aureus）を検出対象とする肺炎原因菌の検出方法や検出キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　肺炎は、現在のところ日本人の死因別死亡率で第４位であり、がん等の基礎疾患の合併
症としてもしばしば起こり、罹患者数が非常に多い疾患として知られている。従来肺炎の
原因となる微生物（原因菌）の探索試験として行われている培養検査は少なくとも数日の
時間を要し、更に培養された原因菌について薬剤感受性試験を行うと１週間近くもかかる
ことから、治療選択に十分寄与する検査方法にはなっていないとされている。救急救命病
室（ＩＣＵ）に入院が必要な重症の肺炎に関しては、迅速で正確な原因菌の決定が治療選
択において極めて重要であり、適切な初期治療は肺炎患者の救命確率を確実に上昇させる
ことが報告されている。しかし実際には、依然として培養法に代わる原因菌同定技術が確
立されていないため、原因菌が不明の状態で治療を行わなければならないのが現状であり
、経験治療による抗生物質の使用がやむを得ず行われることで耐性菌の出現に繋がるおそ
れがある。
【０００３】
　肺炎の原因となる原因菌は、発生頻度の高い菌種が全体の５０％近くを占め、ウイルス
まで含めた主な原因菌は２０～３０種類程度であるとされている。この中には通常の手法
で培養できないものもあり、また、培養によっても原因菌決定が困難である場合もある。
特に、菌種・菌量に依存して抗生物質を適宜選択して治療する必要がある肺炎においては
、複数種類の肺炎原因菌を同時に検出することと、検出されたシグナルの定量的な解析が
非常に重要である。また、原因菌の種類によって最適な治療薬が異なるが、原因菌決定前
に治療を開始するのも医療倫理上やむを得ないというのが実情である。これらの問題を解
決するために、複数の菌種の中から特定の菌を迅速かつ定量的に検出可能な手法の開発が
待たれていた。
【０００４】
　例えば、肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae)の自己溶菌酵素（LytA）をコードするｌ
ｙｔＡ遺伝子、インフルエンザ菌(Haemophilus influenza)の１６ＳｒＲＮＡをコードす
る遺伝子、化膿レンサ球菌の１６ＳｒＲＮＡをコードする遺伝子、マイコプラズマ・ニュ
ーモニエ（Mycoplasma Pneumoniae）の１６ＳｒＲＮＡをコードする遺伝子のそれぞれに
由来するプライマー、又は、さらにレジオネラ菌（Legionella pneumophila）の１６Ｓｒ
ＲＮＡをコードする遺伝子及びレジオネラ・ニューモフィラ（Legionella pneumophila）
の病原因子であるタンパク質ＭＩＰをコードするｍｉｐ遺伝子に由来するプライマーを加
えたプライマーセットを用いて、４種類の呼吸器感染症起因菌を同時に検出する方法（例
えば、特許文献１参照）が提案されている。
【０００５】
　また、呼吸器疾患と関連した１０種のバクテリアに特異的なプライマーセットとして、
バクテリアを含む試料から分離された核酸をテンプレートとし、一番目のオリゴヌクレオ
チドと、二番目のオリゴヌクレオチドとを含む百日咳菌、肺炎クラミドフィラ菌、インフ
ルエンザ菌、マイコプラズマ肺炎菌、クレブシエラ肺炎菌、レジオネラ肺炎菌、モラクセ
ラ・カタラーリス、緑膿菌、黄色ブドウ球菌及び肺炎レンサ球菌に存在する標的配列を特
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異的に増幅するプライマーセットと、かかる菌に存在する標的核酸を特異的に検出するプ
ローブからなる、呼吸器疾患と関連した１０種のバクテリアに特異的なプライマーセット
及びプローブオリゴヌクレオチドセット（例えば、特許文献２及び３参照）が提案されて
いる。
【０００６】
　また、１０個以上の連続塩基の断片を含むオリゴヌクレオチドから選択される５種以上
の呼吸器疾患を引き起こすウイルスの標的配列を同時に増幅させることができる核酸プラ
イマーセットや、１０個以上の連続塩基の断片を含むオリゴヌクレオチドおよびそれに相
補的なオリゴヌクレオチドからなる群から選択される長さが１０ｂｐ～１００ｂｐである
一つ以上のオリゴヌクレオチドを含む、はしかウイルス、エンテロウイルス、ライノウイ
ルス、ＳＡＲＳ関連コロナウイルス（ＳＡＲＳ－ｃｏＶ）、ヘルペス・ゾスターウイルス
（ＶＺＶ）、アデノウイルス、ヒトパラインフルエンザウイルス１（ＨＰＩＶ１）、ヒト
パラインフルエンザウイルス２（ＨＰＩＶ２）、ヒトパラインフルエンザウイルス３（Ｈ
ＰＩＶ３）、インフルエンザウイルスＡ（ＩＶＡ）、インフルエンザウイルスＢ（ＩＶＢ
）、呼吸器多核体ウイルスＡ（ＲＳＶＡ）および呼吸器多核体ウイルスＢ（ＲＳＶＢ）の
うち一つ以上を検出するためのプローブオリゴヌクレオチドが提案され、試料から核酸を
得るステップと、前記核酸プライマーセットを利用して前記核酸を増幅するステップと、
前記増幅産物を検出するステップが含まれる旨記載され、試料から核酸を得るステップは
、試料からＲＮＡを分離するステップと、分離されたＲＮＡからｃＤＮＡを得るステップ
とを含み、ｃＤＮＡを得るステップは、例えば、逆転写酵素を利用してなされ、逆転写酵
素を利用する逆転写酵素反応は、ＲＴ－ＰＣＲを用いてもよいことや、前記増幅するステ
ップは、ＰＣＲによって行われうる旨が記載されている（例えば、特許文献４参照）。
【０００７】
　一方、試料中に微量に存在する大別されるノロウイルスの遺伝子グループであるジェノ
グループＩ(ＧI)とジェノグループII（ＧII）の遺伝子を特異的に増幅するための方法で
あって、試料中より抽出されたＲＮＡから所定の温度下で核酸を増幅できるＮＡＳＢＡ法
による相補的な１本鎖核酸を得る工程と、該ＮＡＳＢＡ法による増幅産物を所定の温度下
で核酸を増幅できるＲＴ－ＬＡＭＰ法により、さらに核酸を増幅する工程とを含む工程か
らなることを特徴とするノロウイルスの簡易高感度検出法が提案されている（例えば、特
許文献５参照）。
【０００８】
　本発明者らは、複数種類の肺炎原因菌の検出に用いられるプライマーセットであって、
通常のＰＣＲに加えて、マルチプレックスＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ等
を用いて肺炎球菌、インフルエンザ菌、マイコプラズマ・ニューモニエ、及びクラミドフ
ィラ・ニューモニエを同時に検出が可能となるプライマーセット（例えば、特許文献６参
照）や、１６ＳｒＲＮＡ中の菌特異的なＲＮＡ鎖から、標的ＲＮＡの特異的配列に相当す
るＤＮＡ配列とタグ配列の５’ 末端にＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列を付加した
液相ユニバーサルプライマーを調製することを含む、標的ＲＮＡの検出・定量方法（例え
ば、特許文献７参照）や、Staphylococcus属菌、Streptococcus属菌、Klebsiella属菌、E
scherichia属菌、Mycobacterium属菌、Legionella属菌、Vibrio属菌、Bacilｌus属菌、Ne
isseria属菌、Campylobacter属菌、Chlamydia属菌、 Chlamydophila属菌、Mycoplasma属
菌、Listeria 属菌、Salmonella属菌及びYersinia属菌から選択される１種又は２種以上
の細菌から選択される２種以上であり、タグ配列と前記病原微生物が保持するＤｎａＪ遺
伝子上のターゲット核酸に選択的にアニールする塩基配列とを有する少なくとも１種類の
第１のプライマーセットと、前記タグ配列と実質的に同一のタグ配列を有する少なくとも
１種類の第２のプライマーセットとを用いてポリメラーゼ連鎖反応を実施するポリメラー
ゼ連鎖反応工程と、前記ターゲット核酸を含む増幅産物を検出する工程とを備える病原微
生物の検出方法（例えば、特許文献８参照）を提案している。
【０００９】
　また、試料中の標的となる核酸を特異的に検出又は定量するための方法であって、試料
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中より任意に抽出された標的核酸からハプテン又はペプチドを結合していないプライマー
を用いて１本鎖核酸として増幅する工程、該増幅産物をメンブレンに結合した増幅産物と
相補的な第１のオリゴヌクレオチドプローブ及び着色高分子担体で標識した相補的な第２
のオリゴヌクレオチドプローブとハイブリダイズさせて検出する工程及び該検出像を目視
判定により評価する工程を含む核酸の検出又は定量方法について既に開発し、例えばメチ
シリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（ＭＲＳＡ）の培養菌株から抽出した全ＲＮ
Ａを鋳型としてＮＡＳＢＡの増幅反応を行い、増幅産物を核酸クロマトストリップにより
検出する方法を確立している（例えば、特許文献９参照）。
【００１０】
　ＮＡＳＢＡ法と核酸クロマトグラフィーを組み合わせた、ノロウイルス遺伝子の２種類
の遺伝子タイプを検出するための試薬（スイフトジーン ノロウイルスＧＩ／ＧII「カイ
ノス」）も報告されているが、かかる試薬は、遺伝的に多様な１５種類以上の遺伝子型が
属するＧＩタイプと、１８種類以上の遺伝子型が属するＧIIタイプを大別して判定するも
のであって、原因肺炎菌を特定するための精度を有するものとはいえなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特開２００５－１１０５４５号公報
【特許文献２】特開２００６－１７４８３７号公報
【特許文献３】特許第４２３５６４５号公報
【特許文献４】特開２００６－１８０８７８号公報
【特許文献５】特開２００９－２４０２０７号公報
【特許文献６】特開２００９－３９０４６号公報
【特許文献７】国際公開２００９／０５７３３０号パンフレット
【特許文献８】国際公開２００８／０４１３５４号パンフレット
【特許文献９】特許第４２６８９４４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明の課題は、肺炎患者の診断に際して、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモ
フィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモ
ニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、クレブシエラ・ニューモニエ、シュードモナス・ア
エルギノーサ、モラクセラ・カタラーリス、メチシリン耐性スタフィロコッカス・アウレ
ウス（ＭＲＳＡ）、スタフィロコッカス・アウレウス（これら個々の菌を以下「検出対象
肺炎菌」又は単に「肺炎菌」、総称して「１０種類の検出対象肺炎菌」ということがある
。）の迅速で正確な検出方法や、それに用いる検出キットを提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、臨床における実用化を図るために、肺炎の原因菌の検出精度をより高め
る方法について検討し、ＤｎａＪ遺伝子が１６ＳｒＲＮＡ配列の約１０倍の遺伝子多型を
有するとされる知見をもとにＤｎａＪ領域をはじめ、各種肺炎菌に特異的な遺伝子領域を
中心に、１０種類の各肺炎原因菌のＤｎａＪ遺伝子等に含まれる１０種類の検出対象肺炎
菌の各ターゲット領域に対するプライマー対のセットを設計し、かかるプライマー対のセ
ットを用いて、ＮＡＳＢＡ法により遺伝子産物を増幅し、増幅産物である標的核酸を定性
・定量して、複数種類の肺炎原因菌を高精度に検出できることを見いだした。さらにかか
る増幅産物を、プライマー対のセットとは異なる１０種類の検出対象肺炎菌の各ターゲッ
ト領域内の配列にハイブリダイズする各種肺炎菌固有のプローブ対のセットを設計し、か
かるプローブ対のセットを用いて核酸クロマトグラフ法を行うことにより、一回の操作で
１０種類までの複数種類の検出対象肺炎菌を高精度に検出できることを見いだし、本発明
を完成するに至った。
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【００１４】
　すなわち、本発明は、（１）ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・イン
フルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、レジオネ
ラ・ニューモフィラ、クレブシエラ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ、
モラクセラ・カタラーリス、メチシリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（ＭＲＳＡ
）、スタフィロコッカス・アウレウスから選ばれる少なくとも３種類の肺炎菌類を検出対
象とする肺炎原因菌の検出方法であって、１）試料中より任意に抽出された各肺炎菌に特
異的な標的核酸からプライマーを用いて１本鎖核酸として増幅する工程（ａ）；２）増幅
産物と相補的なヌクレオチド配列から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類の
プローブ対を調製する工程（ｂ）；３）標識高分子担体に少なくとも３種類の各肺炎菌の
第１のプローブを結合させ、第１プローブ結合標識高分子担体を調製する工程（ｃ）；４
）第１のプローブと対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブを、肺炎菌ご
とに識別可能な所定の位置に固相化した第２プローブ担持展開支持体を調製する工程（ｄ
）；５）前記増幅産物を、展開支持体に担持された第２プローブ及び標識高分子担体に結
合した第１プローブにハイブリダイズさせて検出する工程（ｅ）；６）検出像を判定する
ことにより評価する工程（ｆ）；の各工程を備えたことを特徴とする検出方法や、（２）
プライマーが、配列番号２１に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマー
と、配列番号３１に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポ
リメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２２に示されるヌク
レオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３２に示されるヌクレオチド配
列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバー
スプライマー；配列番号２３に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマー
と、配列番号３３に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポ
リメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２４に示されるヌク
レオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３４に示されるヌクレオチド配
列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバー
スプライマー；配列番号２５に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマー
と、配列番号３５に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポ
リメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２６に示されるヌク
レオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３６に示されるヌクレオチド配
列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバー
スプライマー；配列番号２７に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマー
と、配列番号３７に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポ
リメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２８に示されるヌク
レオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３８に示されるヌクレオチド配
列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバー
スプライマー；配列番号２９に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマー
と、配列番号３９に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポ
リメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号３０に示されるヌク
レオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号４０に示されるヌクレオチド配
列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバー
スプライマー；から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類のプライマー対であ
ることを特徴とする上記（１）記載の検出方法や、（３）少なくとも３種類の各肺炎菌の
第１のプローブが、配列番号１～１０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる少なくと
も３種類のＤＮＡからなり、第１のプローブと対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第
２のプローブが、配列番号１１～２０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる少なくと
も３種類のＤＮＡである上記（１）又は（２）記載の検出方法に関する。
【００１５】
　また、本発明は、（４）ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフル
エンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、レジオネラ・
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ニューモフィラ、クレブシエラ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ、モラ
クセラ・カタラーリス、メチシリン耐性スタフィロコッカス・アウレウス（ＭＲＳＡ）、
スタフィロコッカス・アウレウスから選ばれる少なくとも３種類の肺炎菌類を検出対象と
する肺炎原因菌の検出キットであって、試料中より任意に抽出された各肺炎菌に特異的な
標的核酸を増幅することができる配列番号２１に示されるヌクレオチド配列からなるフォ
ワードプライマーと、配列番号３１に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付
加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２
２に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３２に示され
るヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配
列からなるリバースプライマー；配列番号２３に示されるヌクレオチド配列からなるフォ
ワードプライマーと、配列番号３３に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付
加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２
４に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３４に示され
るヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配
列からなるリバースプライマー；配列番号２５に示されるヌクレオチド配列からなるフォ
ワードプライマーと、配列番号３５に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付
加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２
６に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３６に示され
るヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配
列からなるリバースプライマー；配列番号２７に示されるヌクレオチド配列からなるフォ
ワードプライマーと、配列番号３７に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付
加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２
８に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３８に示され
るヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配
列からなるリバースプライマー；配列番号２９に示されるヌクレオチド配列からなるフォ
ワードプライマーと、配列番号３９に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付
加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号３
０に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号４０に示され
るヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配
列からなるリバースプライマー；から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類の
プライマー対を備えたことを特徴とするキットや、（５）さらに、１）増幅産物と相補的
なヌクレオチド配列から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類の各肺炎菌の第
１のプローブが標識高分子担体に結合された第１プローブ結合標識高分子担体；２）第１
のプローブと対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブが、肺炎菌ごとに識
別可能な所定の位置に固相化されたた第２プローブ担持展開支持体；を備えたことを特徴
とする上記（４）記載のキットや、（６）少なくとも３種類の各肺炎菌の第１のプローブ
が、配列番号１～１０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる少なくとも３種類のＤＮ
Ａからなり、第１のプローブと対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブが
、配列番号１１～２０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる少なくとも３種類のＤＮ
Ａであることを特徴とする上記（５）記載のキットに関する。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明により、肺炎患者の診断に際して、簡便な方法により、迅速で正確な肺炎原因菌
の特定が可能となった。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】８株のモラクセラ・カタラーリス菌株を対象とし、プライマー対を用いた検証デ
ータを示す図である。
【図２】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりストレプトコッカス・ニュ
ーモニエのＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。



(9) JP 5565781 B2 2014.8.6

10

20

30

40

50

【図３】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりレジオネラ・ニューモフィ
ラのＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。
【図４】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりクレブシエラ・ニューモニ
エのＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。
【図５】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりモラクセラ・カタラーリス
のＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。
【図６】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりスタフィロコッカス・アウ
レウスのＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。
【図７】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりマイコプラズマ・ニューモ
ニエのＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。
【図８】本発明で用いられる肺炎菌特異的プライマー対によりクラミドフィラ・ニューモ
ニエのＮＡＳＢＡ法による標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す図である。
【図９】本発明で用いられるプライマー１０対のマルチプレックス化を実施した際に、各
プライマー対の標的菌以外の対象菌との非特異反応の有無の検証結果を示す図である。
【図１０】レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエ
ラ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ、ヘモフィルス・インフルエンザについて、マルチプレック
スプライマーを用いたＮＡＳＢＡ法による標的ＲＮＡ増幅産物が検出されたことを示す図
である。
【図１１】スタフィロコッカス・アウレウス、ストレプトコッカス・ニューモニエ、モラ
クセラ・カタラーリス、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ
について、各菌に対応するプライマー対を使用して、マルチプレックスプライマーを用い
たＮＡＳＢＡ法によりＲＮＡ増幅を行った際に、標的ＲＮＡ増幅産物が検出されたことを
示す図である。
【図１２】モラクセラ・カタラーリスにおいて、ＮＡＳＢＡによって増幅したＲＮＡが目
的の標的ＮＡＳＢＡ産物であることをリアルタイムＰＣＲで確認されたことを示す図であ
る。
【図１３】本発明の核酸クロマトグラフ法の１つの具体例を模式図として示す。
【図１４】各肺炎菌専用プローブ間の非特異結合を検討した図を示す。
【図１５】レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエ
ラ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ、ヘモフィルス・インフルエンザ、スタフィロコッカス・ア
ウレウス、ストレプトコッカス・ニューモニエ、モラクセラ・カタラーリス、マイコプラ
ズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエについて、各菌に対応するプライマ
ー対を使用して、個別にＮＡＳＢＡ法によりＲＮＡ増幅を行った際に、標的ＲＮＡ増幅産
物が核酸クロマトグラフィーにより検出されたことを示す図である。
【図１６】各プローブの標的菌以外の対象菌との非特異反応の有無の検証結果を示す図で
ある。
【図１７】レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエ
ラ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ、ヘモフィルス・インフルエンザ、スタフィロコッカス・ア
ウレウス、ストレプトコッカス・ニューモニエ、モラクセラ・カタラーリス、マイコプラ
ズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエについて、各菌に対応するプライマ
ー対を使用して、マルチプレックスプライマーを用いたＮＡＳＢＡ法によりＲＮＡ増幅を
行った際に、標的ＲＮＡ増幅産物が核酸クロマトグラフィーにより検出されたことを示す
図である。
【図１８】肺炎原因菌５菌種を本発明の核酸クロマトグラフ測定用試験片に供した図であ
る。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明の肺炎原因菌を検出する方法としては、１）試料中より任意に抽出された各肺炎
菌に特異的な標的核酸からプライマーを用いて１本鎖核酸として増幅する工程（ａ）；２
）増幅産物と相補的な配列番号１～２０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる、肺炎
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菌ごとに異なる少なくとも３種類のプローブ対を調製する工程（ｂ）；３）配列番号１～
１０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる少なくとも３種類の各肺炎菌の第１のプロ
ーブを標識高分子担体に結合させ、第１プローブ結合標識高分子担体を調製する工程（ｃ
）；４）配列番号１１～２０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる、第１のプローブ
と対をなす少なくとも３種類の各肺炎菌の第２のプローブを、肺炎菌ごとに識別可能な所
定の位置に固相化した固相化第２プローブを担持した展開支持体を調製する工程（ｄ）；
５）前記増幅産物を、展開支持体に担持された固相化第２プローブ及び標識高分子担体結
合第１プローブにハイブリダイズさせて検出する工程（ｅ）；６）検出像を判定すること
により評価する工程（ｆ）；を備えた、１０種類の検出対象肺炎菌から選ばれる少なくと
も３種類の検出対象肺炎菌を検出対象とする方法であれば特に制限されないが、検出対象
肺炎菌として少なくとも５種類、すなわち５～１０種類を検出することが好ましい。
【００１９】
　本発明の肺炎原因菌を検出する方法としては、１）試料中より任意に抽出された各肺炎
菌に特異的な標的核酸を増幅することができる配列番号２１に示されるヌクレオチド配列
からなるフォワードプライマーと、配列番号３１に示されるヌクレオチド配列及びその５
’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー
；配列番号２２に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号
３２に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプ
ロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２３に示されるヌクレオチド配列
からなるフォワードプライマーと、配列番号３３に示されるヌクレオチド配列及びその５
’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー
；配列番号２４に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号
３４に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプ
ロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２５に示されるヌクレオチド配列
からなるフォワードプライマーと、配列番号３５に示されるヌクレオチド配列及びその５
’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー
；配列番号２６に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号
３６に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプ
ロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２７に示されるヌクレオチド配列
からなるフォワードプライマーと、配列番号３７に示されるヌクレオチド配列及びその５
’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー
；配列番号２８に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号
３８に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプ
ロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２９に示されるヌクレオチド配列
からなるフォワードプライマーと、配列番号３９に示されるヌクレオチド配列及びその５
’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー
；配列番号３０に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号
４０に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプ
ロモーター配列からなるリバースプライマー；から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なく
とも３種類のプライマー対を調製する工程（ａ’）；２）検出対象の肺炎菌類の核酸を含
む可能性のある被検試料と、少なくとも３種類のキメラプライマー対を接触させ、ＲＮＡ
増幅法により遺伝子産物を増幅する工程（ｂ’）；３）増幅産物である標的核酸を定性・
定量する工程（ｃ’）；を備えた１０種類の検出対象肺炎原因菌から選ばれる少なくとも
３種類の検出対象肺炎原因菌を検出対象とする方法を用いることもできる。この方法にお
いては、検出対象肺炎菌として少なくとも５種類、すなわち５～１０種類を検出すること
が好ましい。
【００２０】
　上記検出対象肺炎菌が３種類の場合、外来患者において検出されることが多いストレプ
トコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモ
ニエ、レジオネラ・ニューモフィラ及びクラミドフィラ・ニューモニエ（以下「外来患者
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用検出対象肺炎菌」ともいう）のうち、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィル
ス・インフルエンザ及びマイコプラズマ・ニューモニエや、ストレプトコッカス・ニュー
モニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ及びレジオネラ・ニューモフィラや、ストレプト
コッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、及びクラミドフィラ・ニュー
モニエ等の３種類の組合せや、院内感染により入院患者において検出されることが多いシ
ュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニューモニエ、スタフィロコッカス・ア
ウレウス、ＭＲＳＡ、モラクセラ・カタラーリス（以下「入院患者用検出対象肺炎菌」と
もいう）のうち、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニューモニエ及びス
タフィロコッカス・アウレウスや、クレブシエラ・ニューモニエ、スタフィロコッカス・
アウレウス及びＭＲＳＡや、シュードモナス・アエルギノーサ、ＭＲＳＡ及びモラクセラ
・カタラーリスや、スタフィロコッカス・アウレウス、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カタラ
ーリス等の３種類の組合せや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・イン
フルエンザ及びＭＲＳＡや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフ
ルエンザ及びシュードモナス・アエルギノーサ等の３種類の組合せなどからなる１２０通
りの３種類の肺炎菌類の組合せを例示することができる。
【００２１】
　上記検出対象肺炎菌が４種類の場合、外来患者用検出対象肺炎菌のうち、ストレプトコ
ッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ
及びレジオネラ・ニューモフィラや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス
・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ及びクラミドフィラ・ニューモニエや
、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、レジオネラ・ニ
ューモフィラ及びクラミドフィラ・ニューモニエや、ストレプトコッカス・ニューモニエ
、マイコプラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ及びクラミドフィラ・ニ
ューモニエや、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、レジオ
ネラ・ニューモフィラ及びクラミドフィラ・ニューモニエ等の４種類の組合せや、入院患
者用検出対象肺炎菌のうち、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニューモ
ニエ、スタフィロコッカス・アウレウス及びＭＲＳＡや、シュードモナス・アエルギノー
サ、クレブシエラ・ニューモニエ、スタフィロコッカス・アウレウス、及びモラクセラ・
カタラーリスや、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニューモニエ、ＭＲ
ＳＡ及びモラクセラ・カタラーリスや、シュードモナス・アエルギノーサ、スタフィロコ
ッカス・アウレウス、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カタラーリスや、クレブシエラ・ニュー
モニエ、スタフィロコッカス・アウレウス、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カタラーリス等の
４種類の組合せや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ
、マイコプラズマ・ニューモニエ及びＭＲＳＡや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、
ヘモフィルス・インフルエンザ、シュードモナス・アエルギノーサ及びＭＲＳＡ等の４種
類の組合せなどからなる２１０通りの４種類の肺炎菌類の組合せを例示することができる
。
【００２２】
　上記検出対象肺炎菌が５種類の場合、外来患者用検出対象肺炎菌５種類や、入院患者用
検出対象肺炎菌５種類の他、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフ
ルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ及びＭＲＳＡや
、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ
・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ及びＭＲＳＡや、ストレプトコッカス・
ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミ
ドフィラ・ニューモニエ及びモラクセラ・カタラーリスや、ストレプトコッカス・ニュー
モニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ及び
スタフィロコッカス・アウレウスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス
・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ及
びクラミドフィラ・ニューモニエや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス
・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カタラー
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リス等からなる２５２通りの５種類の肺炎菌類の組合せを例示することができる。
【００２３】
　上記検出対象肺炎菌が６種類の場合、外来患者用検出対象肺炎菌及びＭＲＳＡや、スト
レプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニュ
ーモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カタラーリスや、ス
トレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニ
ューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カタラーリスや
、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ
・ニューモニエ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッカス・アウレウス及びモラクセラ・カタラー
リスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプ
ラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、クラミドフィラ・ニューモニエ、
シュードモナス・アエルギノーサや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス
・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、シュ
ードモナス・アエルギノーサ、ＭＲＳＡや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフ
ィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニ
エ、シュードモナス・アエルギノーサ、ＭＲＳＡや、ストレプトコッカス・ニューモニエ
、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、ＭＲＳＡ、スタフィ
ロコッカス・アウレウス、モラクセラ・カタラーリス等からなる２１０通りの６種類の肺
炎菌類の組合せを例示することができる。
【００２４】
　上記検出対象肺炎菌が７種類の場合、外来患者用検出対象肺炎菌、ＭＲＳＡ及びスタフ
ィロコッカス・アウレウスや、外来患者用検出対象肺炎菌、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・カ
タラーリスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マ
イコプラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッ
カス・アウレウス及びモラクセラ・カタラーリスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ
、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニ
ューモニエ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッカス・アウレウス及びモラクセラ・カタラーリス
や、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズ
マ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッカス・
アウレウス及びモラクセラ・カタラーリスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモ
フィルス・インフルエンザ、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニューモ
ニエ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッカス・アウレウス及びモラクセラ・カタラーリス等から
なる１２０通りの７種類の肺炎菌類の組合せを例示することができる。
【００２５】
　上記検出対象肺炎菌が８種類の場合、外来患者用検出対象肺炎菌、ＭＲＳＡ、スタフィ
ロコッカス・アウレウス及びモラクセラ・カタラーリスや、外来患者用検出対象肺炎菌、
シュードモナス・アエルギノーサ、ＭＲＳＡ及びスタフィロコッカス・アウレウスや、外
来患者用検出対象肺炎菌、シュードモナス・アエルギノーサ、ＭＲＳＡ及びモラクセラ・
カタラーリスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、
マイコプラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエル
ギノーサ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッカス・アウレウス及びモラクセラ・カタラーリスや
、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズマ
・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、シュードモナス・アエルギノーサ、Ｍ
ＲＳＡ、スタフィロコッカス・アウレウス及びモラクセラ・カタラーリス等からなる９０
通りの８種類の肺炎菌類の組合せを例示することができる。
【００２６】
　上記検出対象肺炎菌が９種類の場合、外来患者用検出対象肺炎菌、ＭＲＳＡ、スタフィ
ロコッカス・アウレウス、モラクセラ・カタラーリス、及びクレブシエラ・ニューモニエ
や、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、マイコプラズ
マ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、ク
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レブシエラ・ニューモニエ、スタフィロコッカス・アウレウス、ＭＲＳＡ、モラクセラ・
カタラーリスや、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ヘモフィルス・インフルエンザ、
マイコプラズマ・ニューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエル
ギノーサ、ＭＲＳＡ、スタフィロコッカス・アウレウス、モラクセラ・カタラーリス等か
らなる１０通りの９種類の肺炎菌類の組合せを例示することができる。
【００２７】
　上記工程（ａ）における増幅産物を調製する方法としては、検出対象肺炎菌を含む可能
性のある試料中より任意に抽出された上記各検出対象肺炎菌に特異的な標的核酸を、当該
標的核酸を増幅することができるプライマーを用いて１本鎖核酸として増幅する方法であ
れば特に制限されない。上記各肺炎菌に特異的な標的核酸としては、ストレプトコッカス
・ニューモニエのｌｙｔＡや、ヘモフィルス・インフルエンザのｄｎａＪや、マイコプラ
ズマ・ニューモニエのｄｎａＪ１や、クラミドフィラ・ニューモニエのｄｎａＪや、スタ
フィロコッカス・アウレウスのｓｐａＡや、ＭＲＳＡのｍｅｃＡや、レジオネラ・ニュー
モフィラのｄｎａＪや、モラクセラ・カタラーリスのｄｎａＪや、シュードモナス・アエ
ルギノーサのｄｎａＪや、クレブシエラ・ニューモニエのｄｎａＪに含まれる領域の核酸
を例示することができる。
【００２８】
　上記工程（ａ）又は（ａ’）において用いられるプライマー対は、１０種類の検出対象
肺炎菌における各肺炎菌特異的な標的核酸を増幅することができるプライマー対であり、
配列番号２１～４０に示されるヌクレオチド配列から選ばれる検出対象肺炎菌ごとに異な
る標的配列を含むプライマー対である。より具体的には、ストレプトコッカス・ニューモ
ニエには５’－ＣＡＡＴＣＴＡＧＣＡＧＡＴＧＡＡＧＣＡＧＧ－３’（配列番号２１）と
５’－ＧＧＴＴＧＴＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＡＴＴＣＧ－３’（配列番号３１）、ヘモフィ
ルス・インフルエンザには５’－ＴＣＡＡＴＡＣＴＣＴＴＧＣＡＣＡＴＴＧＴＧＡＴ－３
’（配列番号２２）と５’－ＡＴＡＣＧＡＡＧＡＡＡＣＣＴＴＧＣＴＧＡＣ－３’（配列
番号３２）、マイコプラズマ・ニューモニエには５’－ＣＣＧＧＧＡＴＧＧＴＴＡＧＣＴ
ＧＴＡＡＣＡＧ－３’（配列番号２３）と５’－ＴＡＣＣＴＴＣＴＴＧＴＡＣＴＴＡＣＴ
ＴＣＣ－３’（配列番号３３）、クラミドフィラ・ニューモニエには５’－ＣＡＴＧＧＴ
ＧＴＴＧＡＧＡＡＧＧＡＡＣＴＴＧＴＡＧＴ－３’（配列番号２４）と５’－ＴＣＣＡＣ
ＧＡＣＴＣＴＧＴＡＣＣＡＣＴＴＧ－３’（配列番号３４）、レジオネラ・ニューモフィ
ラには５’－ＣＧＴＣＡＡＴＣＡＣＧＴＧＧＡＣＡＡＡＧＡＧ－３’（配列番号２５）と
５’－ＡＧＴＡＣＣＡＴＧＴＣＴＴＧＧＡＡＣＧＧＴ－３’（配列番号３５）、クレブシ
エラ ニューモニエには５’－ＧＡＡＧＴＴＣＣＧＡＴＣＡＡＣＴＴＣＡＣ－３’（配列
番号２６）と５’－ＡＡＧＣＴＣＴＣＣＴＧＡＡＧＣＴＣＴＴＴ－３’（配列番号３６）
、シュードモナス・アエルギノーサには５’－ＡＣＡＧＧＧＡＴＣＧＧＡＡＡＴＣＡＴ－
３’（配列番号２７）と５’－ＣＧＣＧＧＡＣＣＴＧＣＧＣＴＡＣＡＣＣＣＴＧＧＡＣＣ
－３’（配列番号３７）、モラクセラ・カタラーリスには５’－ＣＡＡＡＧＧＣＴＴＧＣ
ＣＣＡＡＡＧＡＴＡ－３’（配列番号２８）と５’－ＧＡＡＧＣＣＧＡＡＧＡＡＡＡＧＣ
ＴＣＡＡ－３’（配列番号３８）、ＭＲＳＡには５’－ＧＴＡＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＡＧ
ＡＴＴＧＧＧ－３’（配列番号２９）と５’－ＧＡＴＡＣＡＴＴＣＴＴＴＧＧＡＡＣＧＡ
Ｔ－３’（配列番号３９）、スタフィロコッカス・アウレウスには５’－ＧＡＧＴＡＣＡ
ＴＧＴＣＧＴＴＡＡＡＣＣＴＧＧＴＧ－３’（配列番号３０）と５’－ＴＡＣＡＧＴＴＧ
ＴＡＣＣＧＡＴＧＡＡＴＧＧ－３’（配列番号４０）にそれぞれに示される標的ヌクレオ
チド配列を含む、フォワードプライマーとリバース（キメラ）プライマーからなるプライ
マー対の組合せが用いられる。また、上記配列に代えて、クレブシエラ ニューモニエに
ついては５’－ＡＧＣＧＴＡＴＧＡＡＡＴＣＣＴＧＡＣＴＧＡＴ－３’（配列番号５４）
と５’－ＣＡＡＡＧＡＴＡＴＣＧＣＴＧＡＡＧＴＣＧ－３’（配列番号５６）、シュード
モナス・アエルギノーサについては５’－ＧＣＧＡＧＧＴＧＴＣＧＣＴＣＴＧＣＡＡＣ－
３’（配列番号５５）と５’－ＧＡＴＧＴＧＣＡＡＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＡ－３’（配
列番号５７）に示される標的ヌクレオチド配列を含む、フォワードプライマーとリバース
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（キメラ）プライマーからなるプライマー対の組合せを用いることもできる。
【００２９】
　上記フォワードプライマーとして、配列番号２１～３０、５４又は５５に示されるヌク
レオチド配列からなるプライマーを用いる。これら検出対象肺炎菌ごとに異なる１０種類
の各標的配列の５’末端側にはタグ配列を付加することができる。かかるタグ配列として
は、５’－ＴＡＧＣＡＧＧＡＴＣＣＣＴＣＴＡＡＧ－３’（配列番号４１）を例示するこ
とができる。上記リバースプライマーとして、配列番号３１～４０、５６又は５７に示さ
れるヌクレオチド配列、及びこれら検出対象肺炎菌ごとに異なる１０種類の各標的配列の
５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるプライマーを用い
る。かかるＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列としては、Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼのプ
ロモーター配列、Ｔ３ＲＮＡポリメラーゼのプロモーター配列、ＳＰ６ＲＮＡポリメラー
ゼのプロモーター配列等を挙げることができるが、なかでもＴ７ＲＮＡポリメラーゼのプ
ロモーター配列が、高いＲＮＡ増幅効率の点で好ましい。Ｔ７ＲＮＡポリメラーゼのプロ
モーター配列として、例えば、５’－ＡＡＴＴＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧ
ＧＧＡＧ－３’（配列番号４２）や５’－ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＡＧ－３’（配列番号４３）を挙げることができる。上記配列番号２１～４０又は５４～
５７に示されるヌクレオチド配列において、１塩基又は数個（例えば１～５個、好ましく
は１～３個、より好ましくは１～２個、さらに好ましくは１個）の塩基が欠失、置換又は
付加されていても、各肺炎菌特異的な標的核酸を増幅することができるものであれば、本
発明におけるプライマーとして使用することができる。上記フォワードプライマーやリバ
ースプライマーは、ＤＮＡ合成装置等を用いて常法により合成することができる。
【００３０】
　上記工程（ａ）又は（ｂ’）における検出対象の肺炎菌類の核酸を含む可能性のある被
検試料としては、肺炎罹患患者の唾液、喀痰、末梢血、気管支肺胞洗浄、鼻腔洗浄液、う
がい液、鼻咽頭スワブ及びそれらに含まれる微生物や、かかる微生物の培養物の細胞溶解
液等を挙げることができる。かかる被検試料から核酸を抽出するための方法としては、チ
オシアン酸グアニジンを用いるＲＮＡ抽出法や、ＥＤＴＡ－ＳＤＳ－フェノール－エタノ
ールを用いる核酸抽出法等の公知の方法の他、ＥｘｔｒａｇｅｎII（東ソー社製）やＭｏ
ｒａ－Ｅｘｔｒａｃｔ（Advanced Microorganism Research社製）等の市販品を用いるこ
とができる。抽出したＲＮＡやＤＮＡを適宜切断処理して、１又は複数の標的ＲＮＡや標
的ＤＮＡの５’側配列と３’側標的特異的配列とを含むＲＮＡやＤＮＡを調製することが
できる。
【００３１】
　標的核酸が標的ＲＮＡである場合、上記工程（ａ）又は（ｂ’）において用いられる標
的核酸を増幅するために、ＮＡＳＢＡ法、転写媒介性増幅法（ＴＭＡ法）、転写酵素と逆
転写酵素の協奏反応によるＲＮＡ増幅・検出法（Transcription Reverse Transcription 
Concerted Reaction、ＴＲＣ法）等の公知のＲＮＡ増幅法を用いることができるが、ＮＡ
ＳＢＡ法、特に国際公開２００９／０５７３３０号パンフレットに記載のＮＡＳＢＡ法を
有利に用いることができる。このＮＡＳＢＡ法は、試料中の標的ＲＮＡをＲＮＡポリメラ
ーゼや逆転写酵素を介して増幅する方法であるが、例えば、国際公開２００９／０５７３
３０号パンフレットに記載のＮＡＳＢＡ法においては、（Ａ）標的ＲＮＡの５’側標的特
異的配列に相当するＤＮＡ配列を含む、配列番号１～１０に示されるキメラプライマーの
５’末端を基板表面に固定させ、固相ＤＮＡ（＋）プライマーを調製する工程；（Ｂ）標
的ＲＮＡの３’側配列と相補的なｃＤＮＡ配列を含むプライマーの５’末端側にＴ７ＲＮ
Ａポリメラーゼプロモーター配列を付加した、配列番号１１～２０に示される液相ｃＤＮ
Ａ（－）プライマーを調製する工程；（Ｂ’）必要に応じて、タグ配列の５’末端にＲＮ
Ａポリメラーゼプロモーター配列を付加した液相ユニバーサルプライマーを調製する工程
；（Ｃ）標的ＲＮＡの３’側配列と５’側標的特異的配列とを含む試料ＲＮＡを調製する
工程；（Ｄ）工程（Ｂ）で調製された液相ｃＤＮＡ（－）プライマーと、工程（Ｃ）で調
製された試料ＲＮＡ鎖とを液相で接触させ、液相ｃＤＮＡ（－）プライマーと試料ＲＮＡ



(15) JP 5565781 B2 2014.8.6

10

20

30

40

50

とをハイブリダイズさせ、次いで逆転写酵素によりＤＮＡ（－）鎖を伸長させてｃＤＮＡ
鎖－ＲＮＡ鎖複合体を調製する工程；（Ｅ）工程（Ｄ）で調製されたｃＤＮＡ鎖－ＲＮＡ
鎖複合体に、ＤＮＡ鎖－ＲＮＡ鎖複合体におけるＲＮＡ鎖を特異的に分解するＲＮＡ分解
酵素を作用させ、一本鎖ＤＮＡ（－）を調製する工程；（Ｆ）工程（Ｅ）で調製された一
本鎖ＤＮＡ（－）と、工程（Ａ）で調製された固相ＤＮＡ（＋）プライマーとを液相で接
触させ、一本鎖ＤＮＡ（－）と固相ＤＮＡ（＋）プライマーとをハイブリダイズさせ、次
いでＤＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼ活性能を有する酵素によりＤＮＡ（＋）鎖を伸長さ
せて二本鎖ＤＮＡを調製する工程；（Ｇ）工程（Ｆ）で調製された二本鎖ＤＮＡにＲＮＡ
ポリメラーゼを作用させ、ＤＮＡ（－）鎖由来のＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列を
利用して、一本鎖ＲＮＡ（－）を増幅させる工程からなる方法が開示されている。
【００３２】
　標的核酸が標的ＤＮＡである場合も、上記工程（ａ）又は（ｂ’）において用いられる
標的核酸を増幅するためにＮＡＳＢＡ法やＰＣＲ法、ストランド置換増幅法（ＳＤＡ法）
、リガーゼ連鎖反応法（ＬＣＲ法）等を用いることができる。フォワードプライマーとし
て配列番号２１～３０、５４又は５５に示されるヌクレオチド配列から選ばれるプライマ
ーが、リバースプライマーとして配列番号３１～４０、５６又は５７に示されるヌクレオ
チド配列を含むプライマーが用いられる。
【００３３】
　上記工程（ｂ）において用いられるプローブ対は、上記増幅産物と相補的なヌクレオチ
ド配列から選ばれる肺炎菌ごとに異なるプローブ対、例えば配列番号１～２０に示される
ヌクレオチド配列から選ばれる肺炎菌ごとに異なるプローブ対であり、配列表では、便宜
上ＤＮＡ配列で示されているが、ＤＮＡのヌクレオチド配列からなるプローブ対であって
もよいし、ＲＮＡのヌクレオチド配列からなるプローブ対であってもよい。しかし、プロ
ーブとしての安定性に優れていることからＤＮＡのヌクレオチド配列からなるプローブ対
であることが好ましい。
【００３４】
　上記の検出対象となる肺炎菌ごとに異なるプローブ対としては、ストレプトコッカス・
ニューモニエの５’－ＡＣＧＣＡＣＧＡＧＴＡＴＴＧＣＡＣＧＡＡＴＡＡＣＣ－３’（配
列番号１）と５’－ＴＧＣＣＧＡＡＡＡＣＧＣＴＴＧＡＴＡＣＡＧＧＧＡＧＴ－３’（配
列番号１１）、ヘモフィルス・インフルエンザの５’－ＡＡＡＣＴＴＧＴＣＣＧＣＡＴＴ
ＧＣＣＡＣＧＧＴＴＣ－３’（配列番号２）と５’－ＣＴＣＴＧＧＧＧＣＴＧＡＡＡＡＡ
ＧＧＴＴＣＴＡＡＡＧ－３’（配列番号１２）、マイコプラズマ・ニューモニエの５’－
ＡＧＧＣＣＡＡＡＣＡＣＡＡＧＴＧＴＡＡＧＡＣＴＴＧ－３’（配列番号３）と５’－Ａ
ＧＡＡＴＣＡＡＣＧＣＴＣＣＡＴＣＴＴＴＧＧＴＡＣ－３’（配列番号１３）や、クラミ
ドフィラ・ニューモニエの５’－ＡＴＣＴＴＧＴＧＡＡＡＣＣＴＧＴＴＣＴＧＧＴＣＡＡ
－３’（配列番号４）と５’－ＴＣＡＡＧＧＧＡＴＴＡＡＡＴＣＣＴＧＣＧＡＡＣＧＴ－
３’（配列番号１４）や、レジオネラ・ニューモフィラの５’－ＧＡＡＧＴＴＧＡＡＡＴ
ＴＡＣＣＧＴＴＣＣＡＡＧＡＣ－３’（配列番号５）と５’－ＣＡＡＴＴＧＡＣＣＣＴＴ
ＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＴＡ－３’（配列番号１５）、クレブシエラ ニューモニエの５
’－ＧＴＧＧＴＧＧＡＧＡＣＧＣＣＧＧＴＧＧＧＧＣＴＧＡ－３’（配列番号６）と５’
－ＴＧＡＡＡＣＣＣＡＧＡＣＣＧＧＣＡＡＧＣＴＧＴＴＣ－３’（配列番号１６）、シュ
ードモナス・アエルギノーサの５’－ＧＧＴＧＡＣＣＧＧＴＧＴＧＧＴＧＣＣＧＧ－３’
（配列番号７）と５’－ＧＴＣＴＴＧＣＡＡＣＣＧＡＣＣＡＧＧＧＴＣＧＧＣＡ－３’（
配列番号１７）、モラクセラ・カタラーリスの５’－ＧＧＴＴＧＣＧＣＧＴＴＴＴＴＣＡ
ＧＧＡＴＣＡＣＴＧ－３’（配列番号８）と５’－ＣＣＡＣＣＡＧＡＧＣＣＣＡＴＧＣＣ
ＴＴＧＴＴＣＡＴ－３’（配列番号１８）、ＭＲＳＡの５’－ＡＧＡＣＣＧＡＡＡＣＡＡ
ＴＧＴＧＧＡＡＴＴＧＧＣ－３’（配列番号９）と５’－ＡＴＧＣＡＧＡＡＡＧＡＣＣＡ
ＡＡＧＣＡＴＡＣＡＴＡＴ－３’（配列番号１９）、及び、スタフィロコッカス・アウレ
ウスの５’－ＣＡＴＧＡＴＣＡＡＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＧＡＡＣＴＴＧ－３’（配列番号
１０）と５’－ＣＧＧＣＡＣＴＡＣＴＧＣＴＧＡＣＡＡＡＡＴＴＧＣＴ－３’（配列番号
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２０）の組合せを具体的に示すことができる。また、プローブ対として、ヘモフィルス・
インフルエンザの５’－ＡＡＣＴＴＧＴＣＣＧＣＡＴＴＧＣＣＡＣＧＧＴＴＣＴ－３’（
配列番号４４）と５’－ＴＧＴＧＡＴＡＧＣＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴＣＴＧＧＧＧ－３’（
配列番号４９）、クラミドフィラ・ニューモニエの５’－ＴＣＡＡＧＧＧＡＴＴＡＡＡＴ
ＣＣＴＧＣＧＡＡＣＧＴ－３’（配列番号４５）と５’－ＡＴＣＴＴＧＴＧＡＡＡＣＣＴ
ＧＴＴＣＴＧＧＴＣＡＡ－３’（配列番号５０）、レジオネラ・ニューモフィラの５’－
ＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＴＡＴＡＧＧＡＡＡＡＧＡＡＧＴ－３’（配列番号４６）と５’－
ＧＧＧＧＣＧＣＴＧＡＴＴＴＧＣＡＡＴＴＴＡＡＴＧＴ－３’（配列番号５１）、クレブ
シエラ ニューモニエの５’－ＴＣＧＡＡＣＡＧＧＧＣＧＧＣＡＴＧＧＧＣＧＧＣＧＧ－
３’（配列番号４７）と５’－ＣＡＧＡＡＧＣＧＴＧＣＧＧＣＣＴＡＣＧＡＴＣＡＧＴ－
３’（配列番号５２）、シュードモナス・アエルギノーサの５’－ＴＣＣＡＧＧＴＴＣＡ
ＣＣＧＧＧＧＴＴＴＣＣＡＣＣ－３’（配列番号４８）と５’－ＧＣＴＣＴＧＣＡＡＣＧ
ＡＣＴＴＧＣＧＧＡＡＣＴＣ－３’（配列番号５３）の組合せを用いることもできる。
【００３５】
　上記１０種類のプローブ対のいずれを工程（ｃ）における第１のプローブ又は工程（ｄ
）における第２のプローブにするかは、その存在が予想される検出対象肺炎菌等に応じて
適宜選択・決定することができる。また、上記配列番号１～２０又は４４～５３に示され
るヌクレオチド配列において、１塩基又は数個（例えば１～５個、好ましくは１～３個、
より好ましくは１～２個、さらに好ましくは１個）の塩基が欠失、置換又は付加されてい
ても、各肺炎菌特異的な標的核酸を検出することができるものであれば、本発明における
プローブとして使用することができる。
【００３６】
　上記工程（ｃ）における、第１プローブとしては、上記第２のプローブと対をなす少な
くとも３種類のプローブ、例えば配列番号１～１０に示されるヌクレオチド配列から選ば
れる第２のプローブと対をなす少なくとも３種類、好ましくは少なくとも５種類の各肺炎
菌の第１プローブを挙げることができ、例えば、５種類の各肺炎菌の第１プローブが標識
高分子担体に結合した第１プローブ結合標識高分子担体を同時に２組用いることもできる
。かかる複数の第１のプローブを標識高分子担体に結合させる方法としては、５’又は３
’末端に付加基を導入した配列番号１～１０に示されるヌクレオチド配列を有するＤＮＡ
を、付加基を導入した標識高分子担体に結合させる方法を挙げることができる。上記付加
基としては、アミノ基、カルボキシル基、水酸基、チオール基等を挙げることができるが
、例えば、標識高分子担体がカルボキシル基で修飾されている場合はアミノ基が好ましい
。また、複数の第１のプローブを一つの標識高分子担体に結合させているので、この場合
、検出に際して、従来のように、一つの標識高分子担体に一つの第１プローブを結合した
第１プローブ結合標識高分子担体を複数混合する操作を必要としないことから、検出操作
が簡便となるばかりでなく、標識ラテックス等の以下に述べる標識高分子担体濃度を至適
濃度に設定することができる点で好ましい。本発明の１つの具体例を模式図として図１３
に示す。
【００３７】
　上記標識高分子担体における高分子担体としては、カルボキシメチルセルロース（ＣＭ
Ｃ）、カルボキシル基を有するポリアクリル酸塩等の親水性樹脂やアクリル系ラテックス
、ポリエステル系ラテックス、ポリスチレン系ラテックス、ポリウレタン系ラテックス、
ポリ酢酸ビニル系ラテックス、ＳＢＲ樹脂、ＮＢＲ樹脂、ポリアミド系ラテックス、カル
ボキシ変性ポリスチレン系ラテックス等のラテックスなどを挙げることができるが、上記
配列番号１～１０に示されるヌクレオチド配列にアミノ基が導入されている場合には、ア
ミノ基とカルボキシキル基を介して共有結合を生じる反応によって、配列番号１～１０に
示されるヌクレオチド配列から選ばれる少なくとも３種類、好ましくは少なくとも５種類
の各肺炎菌の第１のプローブを標識高分子担体に結合させることが容易となるため、ポリ
スチレン系ラテックス中にカルボキシル基を導入したカルボキシ変性ポリスチレン系ラテ
ックスが好ましく、具体的には、カルボキシル基含有ポリスチレンラテックス（固型分４
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％（ｗ／ｗ））（Duke Scientific社製）やカルボキシル基含有ポリスチレンラテックス
（固型分１０％（ｗ／ｗ））（Bangs社製）を用いることができる。
【００３８】
　具体的な第１プローブが複数結合した標識高分子担体である第１プローブ結合標識高分
子担体の調製方法としては、例えば、配列番号１～１０に示されるヌクレオチド配列から
選ばれる少なくとも３種類の各肺炎菌の５'末端にアミノ基を導入した第１プローブと、
カルボキシル基含有ポリスチレンラテックス（Bangs社製）と、水溶性カルボジイミドを
５０ｍＭのＭＥＳ（2-Morpholinoethanesulfonic acid、monohydrate）（同仁化学研究所
社製）緩衝液中で混合し、ラテックス中のカルボキシル基と第１のプローブのアミノ基と
を結合させた後、モノエタノールアミン（和光純薬工業社製）を添加し、さらに反応させ
、上記反応液を遠心分離後上清除去し、得られた沈殿に非イオン性の界面活性剤を含むＨ
ＥＰＥＳ（2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethanesulfonicacid）（埼京化成社製
）緩衝液で洗浄及び再懸濁して調製する方法を挙げることができる。また、高分子担体の
粒子径の大きさは適宜選択することができるが、メンブレン孔径より小さい粒径から選択
されることが好ましく、例えば直径５００ｎｍ以下の粒子の大きさを選択することができ
る。
【００３９】
　また、上記標識高分子担体として、展開支持体の色と識別可能な色を呈する、高分子担
体を用いてもよく、顔料等を用いて着色した高分子担体を用いることもできる他、蛍光標
識高分子担体を用いることもできる。
【００４０】
　上記工程（ｄ）における第２プローブとしては、上記第１のプローブと対をなす少なく
とも３種類のプローブ、例えば配列番号１１～２０に示されるヌクレオチド配列から選ば
れる、第１プローブと対をなす少なくとも３種類、好ましくは少なくとも５種類の各肺炎
菌の第２プローブを挙げることができ、かかる第２プローブは支持体上に固相化されるが
、一つの第２プローブを支持体上の所定の位置に固相化する（専用）ことも、複数の第２
プローブを支持体上の所定の位置に固相化する（共用）こともできる。第２プローブを担
持展開した支持体の調製方法としては、肺炎菌ごとに展開支持体上の識別可能な所定の位
置に第２プローブを固相化する方法を挙げることができ、例えば、５’又は３’末端に付
加基を導入した配列番号１１～２０に示されるヌクレオチド配列を有するプローブを展開
支持体に固相化させる方法を挙げることができる。上記付加基としては、アミノ基、カル
ボキシル基、水酸基、チオール基等を挙げることができるが、例えば、展開支持体がカル
ボキシル基で修飾されている場合はアミノ基が好ましく、かかる付加基の付加の有無に関
わらず、化学合成法等公知の方法を利用して第２のプローブを作製することが可能である
。
【００４１】
　上記展開支持体としては、ナイロンメンブレンやカルボキシル基修飾ナイロンメンブレ
ン等のナイロンメンブレン誘導体、セルロースメンブレンやニトロセルロースメンブレン
等セルロースメンブレン誘導体などを挙げることができるが、上記配列番号１１～２０に
示されるヌクレオチド配列にアミノ基が導入されている場合には、アミノ基とカルボキシ
キル基を介して共有結合を生じる反応によって、配列番号１１～２０に示されるヌクレオ
チド配列から選ばれる少なくとも３種類、好ましくは少なくとも５種類の各肺炎菌の第２
のプローブを展開支持体上の識別可能な所定の位置に固相化することが容易となるため、
カルボキシル基修飾ナイロンメンブレンが好ましい。
【００４２】
　第２プローブ担持展開支持体の具体的な調製方法としては、例えば、カルボキシル基修
飾ナイロンメンブレンを水溶性カルボジイミドにより処理し、脱イオン水で洗浄して活性
化し、かかる活性化したカルボキシル基修飾ナイロンメンブレンに、第２のプローブ配列
を有するヌクレオチドを肺炎菌ごとに識別可能となるように適宜割り振った所定の位置に
固相化し、１５分間風乾し、その後第２のプローブ配列を有するヌクレオチドが固相化さ
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れたカルボキシル基修飾ナイロンメンブレンをＴｒｉｓベース緩衝液で処理することで活
性基を消去し、ヌクレオチドが固相化されたメンブレンを脱イオン水で洗浄して調製する
方法を例示することができる。第２プローブ配列を有するヌクレオチドの固相化の態様と
しては特に制限されず、ライン状でも円形スポット状でもよい。
【００４３】
　工程（ｅ）における前記増幅産物を検出する方法としては、展開支持体に担持された第
２プローブ及び標識高分子担体結合第１プローブに、増幅した１本鎖核酸をハイブリダイ
ズさせて検出する方法であれば特に制限されないが、あらかじめ複数の第１プローブを標
識高分子担体に結合した第１プローブ結合標識高分子担体を保持部に保持させておくこと
が好ましく、かかる保持部として、ＡＤＶＡＮＴＥＣ製の吸収パッドを好適に例示するこ
とができる。かかる第１プローブ結合標識高分子担体を保持した吸収パッド等からなる保
持部を、前記第２プローブ担持展開支持体の他端に順次連結することにより、本発明の検
出方法に有利に用いることができる核酸クロマトグラフ用試験片とすることができる。保
持部の作製方法としては、第１プローブ配列を有するヌクレオチドが複数結合している標
識高分子担体を保持部に塗布し、乾燥させる方法を例示することができる。
【００４４】
　工程（ｅ）において、前記工程（ａ）における増幅産物を、展開支持体に担持された第
２プローブ及び標識高分子担体に結合した第１プローブにハイブリダイズさせて検出する
方法としては、例えば、上記核酸クロマトグラフ用試験片を、増幅産物を含む溶液に浸す
ことで、上記第１プローブ結合標識高分子担体は、上記保持部から展開支持体に浸出し、
展開支持体上の第１プローブと対をなす各検出対象肺炎菌の第２プローブが固相化されて
いる所定の位置に達した場合に、かかる所定の位置で、上記増幅産物をサンドイッチハイ
ブリダイズすることで捕捉することができる。増幅産物中に標的となる１本鎖核酸が複数
種存在する場合であっても順次所定の位置で各第２プローブにより補足されることになる
。
【００４５】
　ついで、工程（ｆ）において、第１プローブ配列を有するヌクレオチドが結合している
標識高分子担体が、第２プローブ配列を有するヌクレオチドが展開支持体上の固相化され
ている位置に達した所定の位置で蓄積することで、所定の位置に現れる着色ラインや着色
スポット等の有無を検出像として直接又は蛍光可視化装置で、判定することにより評価す
ることができ、かかる評価により検出対象肺炎菌（肺炎原因菌）を検出することができる
。なお、上記判定は、簡便性の点で目視判定とすることが好ましい。
【００４６】
　また、配列番号１～１０に示される配列からなる第１プローブに代えて又は追加して配
列番号４４～４８に示される配列からなるヌクレオチドを用いることができ、配列番号１
１～２０に示される配列からなる第２プローブに代えて又は追加して配列番号４９～５３
に示される配列からなるヌクレオチドを用いることもできる。
【００４７】
　工程（ｃ’）における標的核酸を定性・定量する方法としては、電気泳動、ハイブリダ
イゼーション法、シークエンシング法を挙げることができる。電気泳動法としては、アガ
ロースゲルを用いた分子ふるい効果で増幅産物の分子量解析をする方法や、キャピラリー
電気泳動を利用したアジレントテクノロジー株式会社の解析システムを例示する事ができ
る。ハイブリダイゼーション法としては、リアルタイムＰＣＲの様に、リアルタイムモニ
タリング用試薬を用いて増幅産物の生成過程をリアルタイムでモニタリングし解析する方
法を挙げることができる。リアルタイムモニタリング試薬としては、例えば、ＴａｑＭａ
ｎ（登録商標：Applied Biosystems社製）プローブ等を挙げることができる。ハイブリダ
イゼーション法には、ノーザンブロット法を含めることもできる。シークエンシング法と
しては、ジデオキシヌクレオチドを用いてＤＮＡポリメラーゼの合成を塩基特異的に停止
させるジデオキシ法等を例示することができる。
【００４８】
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　本発明の肺炎原因菌の検出キットとしては、上記本発明の肺炎原因菌に検出方法に用い
ることができ、試料中より任意に抽出された各肺炎菌に特異的な標的核酸を増幅すること
ができる配列番号２１に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３１に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２２に示されるヌクレオチ
ド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３２に示されるヌクレオチド配列及び
その５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプラ
イマー；配列番号２３に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３３に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２４に示されるヌクレオチ
ド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３４に示されるヌクレオチド配列及び
その５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプラ
イマー；配列番号２５に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３５に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２６に示されるヌクレオチ
ド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３６に示されるヌクレオチド配列及び
その５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプラ
イマー；配列番号２７に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３７に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号２８に示されるヌクレオチ
ド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号３８に示されるヌクレオチド配列及び
その５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプラ
イマー；配列番号２９に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号３９に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号３０に示されるヌクレオチ
ド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号４０に示されるヌクレオチド配列及び
その５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプラ
イマー；配列番号５４に示されるヌクレオチド配列からなるフォワードプライマーと、配
列番号５６に示されるヌクレオチド配列及びその５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラ
ーゼプロモーター配列からなるリバースプライマー；配列番号５５に示されるヌクレオチ
ド配列からなるフォワードプライマーと、配列番号５７に示されるヌクレオチド配列及び
その５’末端側に付加されたＲＮＡポリメラーゼプロモーター配列からなるリバースプラ
イマー；から選ばれる、肺炎菌ごとに異なる少なくとも３種類、好ましくは少なくとも５
種類、すなわち５～１０種類のプライマー対を備えたキットを例示することができ、かか
るキットは、上記プライマー対の他、前記工程（ｂ’）におけるＲＮＡ増幅法に用いられ
る各種試薬類や、前記工程（ｃ’）における標的核酸を定性・定量するために用いられる
各種試薬類を備えていてもよい。または、試料中より任意に抽出された各肺炎菌に特異的
な標的核酸からプライマーを用いて１本鎖核酸として増幅する増幅セットと；増幅産物と
相補的なヌクレオチド配列、例えば配列番号１～１０又は４４～４８に示されるヌクレオ
チド配列から選ばれる少なくとも３種類の各肺炎菌の第１のプローブが標識高分子担体に
結合された第１プローブ結合標識高分子担体と；第１のプローブと対をなす第２のプロー
ブ、例えば配列番号１１～２０又は４９～５３に示されるヌクレオチド配列から選ばれる
少なくとも３種類の各肺炎菌の第２プローブが、肺炎菌ごとに識別可能な所定の位置に固
相化された、各肺炎菌専用の又は複数の肺炎菌共用の第２プローブ担持展開支持体とを備
えたキットであってもよく、上記増幅セットと前記核酸クロマトグラフ用試験片とを備え
たキットを好適に例示することができる。かかるキットは上記本発明の肺炎原因菌の検出
方法に好適に用いることができる。
【００４９】
　以下に、実施例を挙げてこの発明を更に具体的に説明するが、この発明の範囲はこれら
の例示に限定されるものではない。
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【実施例】
【００５０】
［モラクセラ・カタラーリスｄｎａＪプライマーの設計］
　これまでに、モラクセラ・カタラーリスのゲノム情報が解読されておらず、類縁属種の
ｄｎａＪ遺伝子配列を基に設計を進めていたが、本菌に特異的なプライマーを設計するこ
とは困難であった。一方近年、本菌のゲノム配列情報のみが明らかとなったため, この配
列を基にＯＲＦ抽出によってｄｎａＪ遺伝子のアノテーションをアライメントソフトＤＮ
ＡＳＩＳｐｒｏ（Hitachi Software社製）により実施し、この配列から新たなプライマー
の設計を試みた。８株のモラクセラ・カタラーリス菌株を用いて新規プライマーの検証を
実施した、試薬キットとしてＴａＫａＲａＰＣＲ Ｔｈｅｒｍａｌ ＣｙｃｌｅｒＧＰを記
載のプロトコルに準じて用い、機器としてＥＸ Ｔａｑ Ｈｏｔ ｓｔａｒｔ（TaKaRa bio
社製）を用いてＰＣＲを９５℃；３ｍｉｎ、（９５℃；１０ｓｅｃ、６５℃；１０ｓｅｃ
、７２℃；１０ｓｅｃ）×４０ｃｙｃｌｅｓ の条件で実施した。得られたＰＣＲ産物は
、ＭｕｌｔｉＮＡを用いて電気泳動により解析された。電気泳動の結果を図１に示す。い
ずれの菌株においても得られたＰＣＲ産物は増幅していたことから、新たに設計したプラ
イマー対がモラクセラ・カタラーリスの検出に有用であることがわかった。
【００５１】
［マルチプレックス化の検討］
（鋳型となるＲＮＡの作製）
　マイコプラズマ・ニューモニエ及びクラミドフィラ・ニューモニエは培養が困難である
ため、プラスミドベクターを利用したＤＮＡクローニングによって、鋳型となるＲＮＡを
作製した。標的遺伝子領域をクローニングし組換え体を作製した。まず、プラスミドベク
ターに、マイコプラズマ・ニューモニエ又はクラミドフィラ・ニューモニエの標的遺伝子
ｄｎａＪの各ＤＮＡ断片を挿入後、宿主となる大腸菌をそれぞれ形質転換した。大腸菌か
らプラスミドを抽出後ＰＣＲで標的遺伝子のＤＮＡ増幅をＰＣＲで行い、得られたＰＣＲ
産物からＲｉｂｏＭＡＸ（登録商標）Ｔ７Ｅｘｐｒｅｓｓシステム（Promega社製）を用
いてプロトコールにしたがってＲＮＡを増幅し、得られたＲＮＡをＮＡＳＢＡ法の鋳型と
した。マイコプラズマ・ニューモニエ及びクラミドフィラ・ニューモニエ以外の検出対象
肺炎原因菌のＲＮＡは常法により調製した。
【００５２】
（ＮＡＳＢＡ法によるＲＮＡ標的遺伝子の増幅）
　フォワードプライマーとしては、配列番号２１～４０に示されるヌクレオチド配列から
選ばれる検出対象肺炎菌ごとに１０種類の各標的配列の５’末端側にＴＡＧＣＡＧＧＡＴ
ＣＣＣＴＣＴＡＡＧ（配列番号４１）を付加したプライマーを用い、リバースプライマー
としては、検出対象肺炎菌ごとに異なる１０種類の各標的配列の５’末端側にＴ７ＲＮＡ
ポリメラーゼのプロモーター配列として、ＣＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧ
ＡＧ（配列番号４３）が付加されたプロモーターを用いた。上記ストレプトコッカス・ニ
ューモニエ、レジオネラ・ニューモフィラ、クレブシエラ・ニューモニエ、モラクセラ・
カタラーリス、スタフィロコッカス・アウレウス、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラ
ミドフィラ・ニューモニエの７種の標準菌株から抽出したＲＮＡを鋳型とし、１菌種ごと
にＮＡＳＢＡ法を実施して標的遺伝子のＲＮＡを増幅したデータを示す。ＲＮＡ抽出は、
ＭＯＲＡ－ＥＸＴＲＡＣＴ（Advanced Microorganism Research社製）を用いて添付のプ
ロトコールにしたがって実施し、ＮＡＳＢＡ法は、ＮＡＳＢＡ Amplificationキット（カ
イノス製）を用いて添付のプロトコールにしたがって実施した。ストレプトコッカス・ニ
ューモニエ、マイコプラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエ、レジオネ
ラ・ニューモフィラ、クレブシエラ・ニューモニエ、モラクセラ・カタラーリス、スタフ
ィロコッカス・アウレウスの各鋳型としたＲＮＡ試料は、１、１／１０、１／１００、１
／１０００倍に希釈したものをそれぞれ用い、Bio Analyzer ; Agilent RNA Pico 6000を
用いて行った。コントロールとして、酵素無添加の反応液を調製し、同様の工程にて実施
した。結果を図２～８に示す。すべての標的検出対象肺炎原因菌種について、ＮＡＳＢＡ
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【００５３】
（各プライマー間における特異性の検証）
　本件プライマー１０対のマルチプレックス化を実施した際に、各プライマーが標的菌以
外の対象菌と非特異反応を起こすか否かを検証した。結果を図９に示す。本件プライマー
１０対のすべてのプライマーにおいて非特異反応は認められなかった．
【００５４】
（マルチプレックスプライマーを用いたＮＡＳＢＡ法による標的ＲＮＡ増幅）
　レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、クラミドフィラ・ニ
ューモニエ、ＭＲＳＡ、ヘモフィルス・インフルエンザについて、本件プライマー対を用
いたマルチプレックス化の検討結果を図１０に示す。また同様に、スタフィロコッカス・
アウレウス、ストレプトコッカス・ニューモニエ、モラクセラ・カタラーリス、マイコプ
ラズマ・ニューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエについて、本件プライマー対を用
いたマルチプレックス化の検討結果を図１１に示す。すべての標的検出対象肺炎原因菌種
のＲＮＡがＮＡＳＢＡ法により増幅されることが確認された。
【００５５】
（ＮＡＳＢＡ産物の確認）
　ＮＡＳＢＡによって増幅したＲＮＡが目的の標的配列を有するか否かを判断する必要が
ある。ＮＡＳＢＡ反応の副産物として合成されるＤＮＡを標的としたリアルタイムＰＣＲ
を実施し、ＮＡＳＢＡ産物とＮＡＳＢＡ未反応サンプルのコントロールのＣｔ値を測定し
、この差を比較することによって標的ＮＡＳＢＡ産物を間接的に確認した。ＳＹＢＲ ｐ
ｒｅｍｉｘＥＸ Ｔａｑ Ｈｏｔ ｓｔａｒｔ（TaKaRa bio社製）を用いて、プロトコルに
準じ、ＰＣＲは、９５℃；３ｍｉｎ、（９５℃；１０ｓｅｃ、６５℃；１０ ｓｅｃ、７
２℃；１０ｓｅｃ）×４０ｃｙｃｌｅｓの条件で行った。全菌種において、ＮＡＳＢＡに
よって増幅したＲＮＡが目的の標的ＮＡＳＢＡ産物を間接的に確認された。モラクセラ・
カタラーリスの例を図１２に示す。
【００５６】
［プローブ対の決定］
　検出対象となる各検出対象肺炎菌の以下の表１に示される遺伝子領域の核酸の標的配列
に対し相補的配列を持つ１対のアミノ基含有オリゴヌクレオチドプローブの作製を試みた
。
【００５７】
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【表１】

【００５８】
　各種肺炎菌について、表１に記載されている各遺伝子領域の増幅された一本鎖核酸に対
するプローブ候補として２０～３０塩基長の配列を選択するために、配列情報解析ソフト
ウェアＤＮＡＳＩＳ ｐｒｏ（登録商標）（日立ソフトウェア社製）を用いて解析し、配
列番号１～２０に示される配列を有するオリゴヌクレオチドプローブを決定した。
【００５９】
［第１プローブ結合標識高分子担体の作製］
　オリゴヌクレオチドプローブとカルボキシル基含有ポリスチレンラテックスとを結合さ
せるために、５’末端にアミノ基を導入した５’末端アミノ基導入オリゴヌクレオチドを
合成した。上記で選択された配列からなる２０種類の各オリゴヌクレオチドの５’末端ア
ミノ基導入オリゴヌクレオチドを各肺炎菌の第一のプローブ配列として作製した。検出対
象とされる、少なくとも３種類、好ましくは少なくとも５種類の各肺炎菌の第１のプロー
ブ配列を有するヌクレオチドと、カルボキシル基含有ポリスチレンラテックス（Bangs社
製）とを、水溶性カルボジイミドを５０ｍＭのＭＥＳ（2-Morpholinoethanesulfonic aci
d、monohydrate）（同仁化学研究所社製）緩衝液中で混合し、ラテックス中のカルボキシ
ル基と複数の第１プローブのアミノ基とを結合させた後、モノエタノールアミン（和光純
薬工業社製）を添加し、さらに反応させた。上記反応液を遠心分離後上清除去し、得られ
た沈殿に非イオン性の界面活性剤を含むＨＥＰＥＳ（2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazi
nyl]ethanesulfonicacid）（埼京化成社製）緩衝液で洗浄及び再懸濁して、第１のプロー
ブ配列を有するヌクレオチドが複数結合している標識高分子担体が調製され、使用まで４
℃にて保存された。
【００６０】
［第２プローブ配列を有するオリゴヌクレオチドが、肺炎菌ごとに識別可能な所定の位置
に固相化された展開支持体の作製］
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　上記で選択された第２プローブ配列からなるオリゴヌクレオチドと、カルボキシル基修
飾ナイロンメンブレン（ポール社製）とを結合させるために、選択された第２プローブ配
列の３’末端にアミノ基を導入した３’末端アミノ基導入オリゴヌクレオチド（第２プロ
ーブ）をＤＮＡ合成機により作製した。上記メンブレンを水溶性カルボジイミドにより処
理し、脱イオン水で洗浄し活性化させた。かかる活性化されたカルボキシル基修飾ナイロ
ンメンブレンに上記３’末端アミノ基導入オリゴヌクレオチド（第２プローブ）の１種類
を結合させ、１５分間風乾した。風乾されたメンブレンをＴｒｉｓベース緩衝液で処理し
、残存する活性基を除去した後、メンブレンを脱イオン水で洗浄し、再び風乾することで
、第２プローブ配列を有するオリゴヌクレオチドが、肺炎菌ごとに識別可能な所定の位置
にライン状に固相化された展開支持体が作製された。検出対象の肺炎菌が３種以上のため
、上記処理を肺炎菌ごとに少なくとも３回行った。
【００６１】
　５’又は３’末端側にアミノ基が導入された配列は以下表２の通りである。各種肺炎菌
について、以下の組合せにより本発明の核酸クロマトグラフ法を行うこととした。なお、
表中肺炎菌名最後尾の「Ｌ」は標識高分子担体に結合しているプローブであることを示し
、「Ｍ」は固相化されたプローブであることを示す。
【００６２】
【表２】

【００６３】
［リファレンスライン］
　肺炎原因菌の検出位置にラインが検出されなかった場合、検出される核酸が無いことが
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その要因である点を明らかとするために、クロマトストリップ上を標識高分子担体がフロ
ーできたことを証明する目的で検出されるラインがリファレンスラインである。なお、こ
のラインは標識高分子担体のフローの確認を行う目的で検出されるため、検出される肺炎
原因菌の核酸がある場合もリファレンスラインが検出されるようにすることが好ましい。
【００６４】
［核酸クロマトグラフ測定用試験片の作製］
　本発明に用いられる核酸クロマトグラフ用試験片を以下のように作製した。上記各肺炎
菌の第１プローブ配列を有するヌクレオチドが複数結合している標識高分子担体を緩衝液
に溶解して展開パッド（ADVANTEC社製）に塗布後、乾燥させて保持部とした。上記展開支
持体の一端に、上記展開支持体とは重なり合わない部分で保持部を連結した。さらに、該
展開支持体の他端に吸収パッド（ADVANTEC社製）を連結し、核酸クロマトグラフ測定用試
験片とした。
【００６５】
［標識高分子担体結合第１プローブ間の非特異結合の確認］
　外来患者の肺炎菌特定に特に有効とされる５種類の肺炎原因菌についての外来用プロー
ブセットと、入院患者の肺炎菌特定に特に有効とされる５種類の肺炎原因菌についての入
院用プローブセットについて、各肺炎菌用の標識高分子担体結合第１プローブと第２プロ
ーブ（専用）との間において直接的にハイブリダイズして特異的結合が生じないかどうか
を増幅産物の非存在下でチェックした。第１プローブ結合標識高分子担体として、外来患
者用検出対象肺炎菌の５種類の第１プローブが結合された第１プローブ結合標識高分子担
体と、入院患者用検出対象肺炎菌の５種類の第１プローブが結合された第１プローブ結合
標識高分子担体とを用い、第２プローブ担持展開支持体としては、５種類の外来患者用検
出対象肺炎菌の第２プローブがそれぞれ担持された５枚の第２プローブ担持展開支持体（
専用）と、５種類の入院患者用検出対象肺炎菌の第２プローブがそれぞれ担持された５枚
の第２プローブ担持展開支持体（専用）とを用いた。結果を図１４に示す。実験に供した
いずれの菌株においても、リファレンスの位置に赤色の着色線が観察され、増幅産物の非
存在下において、標識高分子担体結合第１プローブと第２プローブとの間に非特異結合が
生じないことが確認された。
【００６６】
［核酸クロマトグラフ法による標的ＮＡＳＢＡ産物の検出］
　レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニュ
ーモニエ、ＭＲＳＡ、ヘモフィルス・インフルエンザ、スタフィロコッカス・アウレウス
、ストレプトコッカス・ニューモニエ、モラクセラ・カタラーリス、マイコプラズマ・ニ
ューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエについて、各菌に対するプライマーで増幅さ
れたＮＡＳＢＡ産物を核酸クロマトグラフィーで検出検討した。測定用試験片は、表２に
示されるプローブを用いて、上記の方法に準じて各検出対象肺炎菌毎に個別に作製して行
った。その結果を図１５に示す。いずれのＮＡＳＢＡ産物も、各肺炎菌専用プローブが結
合されている核酸クロマトストリップで検出された。
【００６７】
（各プローブにおける特異性の検証）
　各プローブが標的菌以外の対象菌のＮＡＳＢＡ産物と非特異反応を起こすか否かを検証
した。結果を図１６に示す。本件プローブのすべてにおいて非特異反応は認められなかっ
た。
【００６８】
（マルチプレックスプライマーで増幅されたＮＡＳＢＡ産物の核酸クロマトグラフィーに
よる検出）
　レジオネラ・ニューモフィラ、シュードモナス・アエルギノーサ、クレブシエラ・ニュ
ーモニエ、ＭＲＳＡ、ヘモフィルス・インフルエンザ、スタフィロコッカス・アウレウス
、ストレプトコッカス・ニューモニエ、モラクセラ・カタラーリス、マイコプラズマ・ニ
ューモニエ、クラミドフィラ・ニューモニエについて、本件プライマー対を用いたマルチ
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プレックスプライマーで増幅されたＮＡＳＢＡ産物を核酸クロマトグラフィーで検出した
。その結果を図１７に示す。マルチプレックスプライマーを用いて増幅されたＮＡＳＢＡ
産物は、いずれも核酸クロマトグラフィーで検出された。
【００６９】
［複数肺炎菌の検出］
　レジオネラ・ニューモフィラは、ＢＣＹＥα培地を用い３５℃で培養し、クラミドフィ
ラ・ニューモニエは、ＨＥｐ－２細胞を用いて培養し、マイコプラズマ・ニューモニエは
、ＰＰＬＯ培地を用い３７℃で培養し、ヘモフィルス・インフルエンザは、チョコレート
培地を用い３７℃で培養し、ストレプトコッカス・ニューモニエは、羊血液培地を用い３
７℃で培養した。培養後の各菌懸濁液１００μＬからＥＸＴＲＡＧＥＮII試薬（東ソー社
製）を用いて各試料より核酸を抽出し、５０μＬのＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒで上
記５種類の菌の核酸を溶解した。２．５μＬの核酸溶液をＮＡＳＢＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎキット（カイノス社製）を用いてｔｏｔａｌＲＮＡを鋳型としてＮＡＳＢＡ 
Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎキット（カイノス社製）を使用し、本発明のプローブ対のセ
ットとは異なる１０菌種の各ターゲット領域内の配列にハイブリダイズする各菌種固有の
プライマー対を用いて、ＮＡＳＢＡ増幅反応を行った。この際の各菌専用プライマー濃度
は、最終濃度が０．２μＭになるように調製した。増幅反応後各菌の溶液は、増幅終了後
のＮＡＳＢＡ増幅産物を前処理する事なく１本にまとめ、直ちに核酸クロマトストリップ
を用いて核酸クロマトグラフ法による肺炎菌の検出を試みた。ＮＡＳＢＡ産物をフローさ
せなかった場合は、フローが行われた事を示すリファレンスラインのみ検出された（図１
８Ａ参照）。上記肺炎原因菌５菌種のＮＡＳＢＡ産物をフローさせた場合リファレンスラ
インとは別に各々の検出位置にラインが検出された（図１８Ｂ参照）。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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