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(57)【要約】
　【解決手段】　本発明は、選択された運転中の電池の
次の質問が微生物生存度の存在のインジケータであると
ころを新規な方法および、選択的に死細胞を有効なおよ
び死細胞を含有している混合薬から除外するために、臨
床サンプル、血液製剤、健康診断／生物工学製品および
食品の微生物細胞のようなキットと関連づける。特に、
ＢａｃｔｅｒｅｍｉａおよびＦｕｎｇｅｍｉａサンプル
から微生物細胞生存度を有する相関のために、本発明は
、Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏ
ｎ（ＰＣＲ）のようなダイレクト核酸増幅技術を実行す
る改良された方法および血液および他の体液の等温技術
に関する。本発明によって設けられている改良された方
法は特に敗血症の診断のために有利である、そして、全
部で病的状態を決定するために、通常無菌のもう一方は
流体を具体化する。
　【選択図】　　図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　選択的に、分子検出から、死細胞のＤＮＡを有効なおよび死細胞（方法がこのことによ
り生細胞があることを示していて、生存可能な微生物の存在の徴候として増幅分析から微
生物に特有の信号増加の２つ以上の時点を測定していて、化学変性剤の追加によって混合
から増幅分析抑制因子を除去していて、混合に存在する死んだ微生物に運転中のものの比
率を決定している核酸増幅分析から陽非汚染された結果を得る前に死微生物細胞ＤＮＡを
除去して含む）を含有している混合薬から除外する方法。
【請求項２】
　比率の中で判定のライブである死んだ微生物に混合物が治療または処理の有効性の効果
の程度として中で用いられることができる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　化学変性剤が一つ以上の化学薬品の混成を具える、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　増幅アッセイはＰＣＲアッセイである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　混合物は血液および他の体液を有するものである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　ＰＣＲアッセイの実行は、敗血症の診断における菌血症および真菌血症試料からの生存
細菌との相関を提供するものである、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　混合の殺された細胞からの信号は抑制される、そして、混合の膜を危うくされた細胞は
分析から除外される、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は仮出願ではなく、２０１０年１２月３１日に提出された米国仮出願第６１／４
２８，８９２は参照により本明細書に組み込まれ、該仮出願に対して優先権を主張するも
のである。
【０００２】
　本発明は、分子検出によって、生細胞および死細胞を含む混合物から死細胞のＤＮＡを
選択的に除去するための方法に関するものであり、特に、菌血症、真菌血症、ウイルス血
症および試料を含む寄生生物の他のタイプからの生存細菌と相関関係にある血液および体
液において直接的ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）技術を実行するための改善された方法
に関するものである。本発明によって提供される改善された方法は、敗血症の診断におい
て特に役立つものである。
【背景技術】
【０００３】
　敗血症を診断することにおいて、結果としてなる（ＴＴＲ）時間は、患者生存で最も重
要な判定である。現在では、血液培養は金本位であるが、比較的遅い。そして、正になる
ために１５時間（３時間～５日の一般の範囲において）の近似の時間の中央値との次の同
一視のための生存可能な微生物を生成する。そして、それの後、微生物識別は概して分析
のためのさらに１―２日を加えることができる。ＰＣＲのような分子学的手法は、非常に
改良型のＴＴＲを微生物識別に対して提供するが、サンプル準備の間、生き残れる微生物
細胞の不十分な選択性のため、主に特性の欠如が欠点である。従来は、血液の従来の敗血
症ＰＣＲ法は高コストのＤＮＡ隔離がＰＣＲ抑制剤を取り出すことを必要とする、しかし
、主に死微生物細胞からのＤＮＡおよびＤＮＡ隔離手順の間、従属する損失を処理してい
るサンプルの包含のため、隔離も血液培養の金本位と比較して偽陽性および感度の低下を
与える。
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【０００４】
　伝統的に、敗血症血液サンプルＰＣＲ準備は血液から常に単離されたＤＮＡを有する、
そして、長いおよび周知の血液を取り出す血液製剤はＴａｑポリメラーゼ（Ｋｌｏｕｃｈ
ｅおよびシュローダー物品が下記を引用したということを知る）のＰＣＲ　Ｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒｓを引き出した。最近、この抑制を克服する試みで、一部のグループはこれらのポ
リメラーゼ上の血液製剤の抑制影響を減らすために設計される熱安定ポリメラーゼ（例え
ば周知の「ｏｍｎｉ　ｔａｑ」および「Ｐｈｕｓｉｏｎ」技術）を修正したのと同様に、
ＰＣＲを強化している混合物を開発した（ＪＭＤ（２０１０）を参照；
１２（２）（ｐｐ．１５２―１６１））。しかしながら、これらの方法の両方の制約は、
まだ、最低による敏感性の欠如が許容したどちらでも受ける血液量、そして、高いコスト
、そして、隔離システムと関係しているサンプルおよび高い複雑さの損失。さらに、ＤＮ
Ａ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎシステムは死細胞からしばしば細胞遊離ＤＮＡを含む。そして、
それは偽陽性を混乱させることを引き起こす効果を有することができる。
【０００５】
　Ｋｌｏｕｃｈｅ、Ｍ．およびシュローダー（「血流感染症の診断のための急速方法」と
いう題名の物品のＵ．）は、クランにおいて公表した。化学労働党。ｍｅｄ．２００８；
４６（７）（ｐｐ．８８８―９０８）は、患者からの血液の微生物病原体の直接の核酸ベ
ースの検出および識別が血流感染症の迅速な診断のための有望な道具でありえることを開
示する。本論文によると、血流感染症の日常的な精密検査のための幅広い範囲分子方法に
よる循環細菌であるか菌類の核酸の検出の重要性は、しかしながら、現在明白でない。品
質の改良および分子ものの再現性のための奨励の問題微生物安全分析からの経験に示すよ
うに、血流感染症の診断用アプリケーションは、細菌核酸、ブロッキングまたは過剰なヒ
トＤＮＡの除去方法のための選択的な強化手順および臨床的に関連した所見を識別する生
存度標識の使用を含む。現在高価なおよび技術的に厳しい技術（疾患を指向する多重ＰＣ
Ｒ）にもかかわらず病原マイクロアレイ、そして、プロテオ・マイク側面図を作る伝染病
診断のための重要な急速なおよび高いスループット診断手段として進化する可能性を有す
る。現時点では、３つの主考慮すべき問題は、血流感染症の日常的な診断の分子技術のユ
ニークなアプリケーションを排除する：１によるＮＡＴ結果の解釈において問題点）外部
の汚染の高い危険、感染の後の核酸のうち拡張した持続、そして、一時的な菌血（２））
臨床的に関連した低い細菌負荷のために、そして、特定のバクテリアおよび菌類の検出お
よび３のために限られた分析的な感度）同じく分子ものプロテオ・マイク・テストによる
による日常的な抗菌性の感受性テストの不足。
【０００６】
　運転中のおよび死電池の分化は、微生物診断法の重要なチャレンジである。代謝および
再生活性および、病原性微生物の場合、潜在的健康リスクは、混合微生物人口の有効な部
分に限られている。蛍光汚れを使用している流れ血球計算で、４つの生理的状態が、区別
するために、従来の技術で使われる：繁殖的に現実的な、代謝的に作動中の、完全なおよ
び、透過する電池。状況に応じて、透過する細胞以外のすべてのステージには、復活に回
復の可能性があることができて、このようにライブで潜在的に考慮されることができなけ
ればならない。３週（ＤＮＡ）までの日間の範囲の細胞死の後のＤＮＡの比較的長い持続
に対する与えられるべきもの―ベースの診断法は、運転中の電池の数を過大評価する傾向
がある。試料から抽出されるＤＮＡは、そうすることができる死透過する細胞を含んでい
る４つの言及された生理的状態のいずれかの細胞から生じる。後者の検出は、しかしなが
ら、要求されない。現実的なおよび不可逆的に傷害性電池をと区別するための最も重要な
基準は、膜完全性である。膜を危うくされた細胞に由来するノイズをソートすることは、
代謝動作および健康リスクを細菌共同体の完全なおよび生き残れる部分に割り当てるのを
助ける。完全な膜を有する運転中の電池は、ＤＮＡを除外するそれらの能力によって特徴
づけられた―容易に死者または膜を透過する結合染料―危うくされた細胞。
【０００７】
　近年では、ＥＭＡ―ＰＣＲは、運転中のおよび死電池をと区別する顕微鏡であるか流れ
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血球計算分析の使いやすい変形例であることが報告された。この診断ＤＮＡベースの方法
は、運転中の死識別染料の使用を速度およびリアルタイムＰＣＲの感受性と結合する。エ
チジウム・モノ・アジ化物（ＥＭＡ）。ＤＮＡ―明るい可視光（４６０ナノメートルの最
大吸収度）への暴露のＤＮＡに化学ものの共有結合締め具がこの点に関しては用いられた
と認めているアジ化物グループを有する染料をさし込むこと。細胞は、染料が危うくされ
た細胞壁／膜を有する死細胞を透過して、それらのＤＮＡと結合することができて、５分
間のＥＭＡにさらされる。明るい可視光を使用しているＥＭＡの光分解は、ＤＮＡおよび
他の分子への共有結合リンクを形成することができるｎｉｔｒｅｎｅを生じる。
【０００８】
　光誘導性架橋結合は、ＤＮＡのＰＣＲ増幅の死細胞を妨げることが報告された。実際に
ＤＮＡにＥＭＡ―ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇすることがゲノムＤＮＡ抽出の間、細胞片と
共に損失に不溶性ＤＮＡおよび導線を与えることが最近示された。解放されたＥＭＡ（溶
液において自由なままである）は、同時に、水分子と反応することによって不活発にされ
ることができる。結果として生じるヒドロキシルアミンは、共有結合してＤＮＡと結合す
ることがもはやできない。生細胞（完全な細胞によって露光量の前に反応ＥＭＡから保護
されている）からのＤＮＡ膜／細胞壁は、従って、細胞溶解の後、不活性ＥＭＡに影響を
受けない。従って、このように現実的なおよび死電池の混成から成る細菌培養組織のＥＭ
Ａ処理は、死細胞からＤＮＡの選択的な除去につながる。テストされる種は、大腸菌０１
５７であった：Ｈ７、サルモネラ属ｔｙｐｈｉｍｕ｜ｉｉｍ、リステリア菌およびカンピ
ロバクター属Ｊｅｊｕｎｉ。これらの研究は、しかしながら、死細胞からＤＮＡの選択的
な損失を調べなかった。
【０００９】
　この技術が有望であるにもかかわらず、ＤＮＡ抽出より前のＥＭＡの使用が大きな欠点
が欠点であるとわかった。場合によっては、処理も、ログ位相において収集される生細胞
のゲノムＤＮＡのほぼ６０％の損失に結果としてなった。ＥＭＡも直ちに、部分的なＤＮ
Ａ損失に結果としてなっている他の細菌種の生細胞を透過すると述べられた。選択性の、
そして、全体の適用性のこの不足は、新しく発達した代わりの化学製品のテストにつなが
った：Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍモノ・アジ化物（ＰＭＡ）。公開された特許出願、ネッカーに
対するＷＯ／２００７／１００７６２、その他において、２００７年９月７日に発表され
て、選択的に運転中のおよび死電池の定義済みの部分を有する細菌培養組織から死細胞の
ゲノムＤＮＡの検出を取り除くＰＭＡの適合性は、開示される。ＰＭＡはヨウ化（ＰＩ）
ｐｒｏｐｉｄｉｕｍと同一である。但し、次の場合は除く－アジ化物グループの更なる存
在は露光量にＤＮＡにクロス結合を許容する。ＰＩは、混合集団の死細胞を確認するため
に広範囲に用いた。ＰＭＡ分子（ＥＭＡの場合１つだけと比較した２つの正電荷）および
ＰＩを有する生きられない細胞の選択的な染色が多種多様な細胞タイプにうまく実行され
たという理由のより高い負担は、分野の人々にＰＭＡの使用がＥＭＡによって観察される
欠点を緩和するかもしれないと思わせた。この発表された特許において、ＰＭＡ集中およ
びインキュベーション時間は、これらのパラメータを異なる細菌種の幅広い範囲の研究に
適用する前に、グラム陰性１つおよび１つのグラム陽性の有機体によって最適化された。
開示された方法が、意図的に分子診断法を微生物共同体の部分に制限する完全な細胞膜。
これは、完全なおよび膜妥協された細胞の混成をｐｈｅｎａｎｔｈｒｉｄｉｕｍ誘導剤に
さらすことによって達成される。開示された好ましい実施例において、ＰＣＲは、テンプ
レートとして混合からゲノムＤＮＡを使用して実行される。
【００１０】
　また、Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ米国特許出願番号第２００８／０１６０５２８号は、ローレ
ンツに、２００８年７月３日に発表されて、１またはいくつかのカオトロピック剤の存在
および／または１の核酸またはいくつかの界面活性剤を分解させるためのヌクレアーゼ（
特にＤＮＡ品位を下げるヌクレアーゼ）の使用を開示する。更なるこの特許出願にはＤＮ
Ａとこの種の方法を実施するためのキットと同様にＲＮＡの混合物からＲＮＡを精製する
方法が開示されている。開示もする微生物細胞からの特に単離核酸のための方法が、加え
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て、この種の方法を実施するためのキットと同様により高い真核生物細胞から成る混合サ
ンプルにおいて提供する。
【００１１】
　もう一方は、特許出願、ルーディに対するＷＯ／２００１／０７７３７９、その他を発
行した。そして、２００１年１０月１８日に発表される、サンプルの、そして、サンプル
の中で細胞集団に関する定量的情報を得るための細胞を検出する方法を開示する。特に、
方法は、サンプルの生活および死細胞をと区別するために開示される。方法は、サンプル
の中で死細胞の核酸を修正する生存度プローブを有するサンプルを接触させることを有し
、サンプルの細胞からの検出用核酸を備えている。記載されてもいるサンプル（成り立っ
ている方法）の細胞を検出する方法である：サンプルの中で死細胞の核酸にラベルをつけ
る生存度プローブを有するサンプルを接触させている（ａ）；ラベルをつけられたおよび
非のラベルが付いた分数に、核酸を細胞から分離する；（ｂ）そして、分数の一方または
両方の核酸を検出している（ｃ）。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　前述の背景技術からみて、方法シフトがライブで効果的に識別する方法対分子核酸ベー
スの分析技術（例えば、発生するＰＣＲの前に）より前の死微生物細胞ＤＮＡを開発する
ことであることが分かる、そして、それも、例えば、ＰＣＲ抑制剤を取り出して、目標Ｄ
ＮＡに集中するように設計された従来の隔離の高コストの負の効果を迂回する。驚くべき
ことに、本発明の実施例の実行によれば、ＰＣＲが血液に由来する生き残れる微生物細胞
と相関することが示された。そして、選択的な血球溶解の組合せを使用した。そして、次
の微生物細胞溶解およびＰＣＲとともに（そして、または）デオキシリボヌクレアーゼを
洗った。
【００１３】
　このように、上記の従来の方法とは対照的に、本発明は、分子核酸ベースの技術の、Ｐ
ＣＲを含む、劇的に高コストのＤＮＡ隔離およびサンプル準備を単純化することによる、
そして、ＤＮＡを分離しなくて、むしろ死微生物ＤＮＡおよび細胞の迅速な分離の後、天
然微生物溶解物上の迅速なおよび単純な直接解析を実行することによって、生き残れる微
生物細胞の選択的な濃縮に結果としてなることによる潜在的ＴＴＲ優位性を実現しようと
する。これは、敗血症の診断において特に、そして、予想外に有利で、本発明の好ましい
実施例に一致することを達成される：
　Ｉ．すなわち、陽非汚染されたＰＣＲ結果より前の混乱させている死微生物細胞ＤＮＡ
の除去がその生細胞がそうであることを示すは、生存可能な敗血症微生物（ｓ）の存在を
提示して、この種のＰＣＲ結果意志として、示す現実的な血液微生物ＰＣＲ＝敗血症微生
物。
【００１４】
　II. 血液からの周知の、死微生物細胞が血液培養において成長することができなくされ
ているように、このように、重要な微生物に特有のＰＣＲを測定しているいかなる２つ以
上の時点も単一の血液培養ビンからの増加が生存可能な微生物を測定していなければなら
ないと合図する。
【００１５】
　III. 血液からのＰＣＲ抑制因子は、化学変性剤の単純な組合せを介して除去されるこ
とができる（ｃｈａｏｔｒｏｐｅｓ：洗剤、ｐＨ、塩類、アルコール類およびアミンを含
んでいる合成物のような双極子瞬間を経た有機化学ベースの差動の救済及び酵素（例えば
ヌクレアーゼ、プロテイナーゼその他））そして、洗うこと。（このことによりＤＮＡ隔
離を迂回して、微生物溶解物―Ｄｉｒｅｃｔ―ＰＣＲを可能にする）
　IV. 血液および血液培養に存在する生きている／死んだ微生物の比率が、それから、治
療の、そして、処理の有効性を試験する効果の程度として使われることができる。
【００１６】
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　したがって、分子検出から、改良された方法を選択的に死細胞のＤＮＡを有効なおよび
死細胞を含有している混合薬から除外するために提供することは、本発明の目的である。
【００１７】
　それは更なる目的であるの、効果的に識別する改良された方法が生きると定める本発明
対分子核酸ベースの分析法より前の死微生物細胞ＤＮＡまたはＰＣＲは事業を始めて、そ
して、それもＰＣＲ抑制剤を取り出して、目標ＤＮＡに集中するように設計されたそれら
のような従来の隔離の高コストの負の効果を迂回する。
【００１８】
　例えば、次の微生物細胞溶解およびＰＣＲとともに（そして、または）デオキシリボヌ
クレアーゼを洗って、選択的な血球溶解の組合せを使用することによって、ＰＣＲおよび
他の分子分析技術の結果を血液に由来する生き残れる微生物細胞の存在に関連させる方法
を提供することは、本発明の他の目的である。
【００１９】
　改良された方法をＢａｃｔｅｒｅｍｉａおよびＦｕｎｇｅｍｉａサンプルから血液のダ
イレクトＰＣＲ技術および生き残れる微生物細胞を有する相関のための他の体液を実行す
るために提供することは本発明の更に別の目的である。そして、この種の改良された方法
が特に敗血症の診断のために有利な本発明によって設けられている。
【００２０】
　更なる目的および本発明の効果は、その好ましい実施例の以下の説明から明らかである
。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】図１は、表形式で、ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＰｏｌＭＡ）を介してフィ
ルタ―ビードｍｉｌｌ―ｉｎ　ｓｉｔｕ微生物溶解および分析物分析を比較するために実
行される実験および量的遺伝子に特有のＰＣＲを経たゲノムＤＮＡの結果を示す。
【図２】図２は、本発明による溶解物の微生物の検出に対する戦略の線図形の具体例を示
す。
【図３】図３は、トリプシンおよびデオキシリボヌクレアーゼの追加が本発明の２つの「
困難な」臨床サンプルの処理の間、観察されて詰まる重要な減少を可能にすることを示し
ている工程系統図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
　本発明が記載されていたにもかかわらず、以下の実施例も本発明の実施例の特定の具体
例として、そして、理解の明快さのために設けられている。前へ本願明細書においてセッ
トとしての本発明の教示を考慮して、特定の変更及び改造がこのように元気または本発明
の範囲から逸脱することなく、記載されているこれらの実施例になされることができるこ
とは、当業者にとって直ちに明らかである。
【００２３】
　カオトロピック剤（別名カオトロピック試薬およびｃｈａｏｔｒｏｐｅ）は、高分子（
例えばタンパク質、ＤＮＡまたはＲ　Ａ）の三次元構造を崩壊させる物質であって、それ
らを変性させる。カオトロピック剤は、非共有結合力（例えば水素結合、ファンデルワー
ルス力および恐水症の効果）によって伝達されるｉｎｔｅｒ―分子相互作用を安定させる
ことを妨げる。円偏光二色性がｃｈａｏｔｒｏｐｅ濃度依存的なファッションにおいて滴
定されることができるにつれて手段によってそのようなものを検出したので、しばしば構
造特徴。例えば、カオトロピック試薬は、含む：
　尿素６－８つのｍｏｌ／１
　グアニジウム塩化物６　ｍｏｌ／１
　リチウム過塩素酸塩４．５　ｍｏｌ／１
　変性（生化学）
　加えて、負担を保護して、塩橋の安定化を防止することによって、高い一般的な塩類は
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、カオトロピック特性を有することができる。水素結合は無極性メディアでより強いので
、塩類（溶媒の双極子瞬間を増加させる）は水素結合を不安定にすることもできる。
【００２４】
　円偏光二色性がｃｈａｏｔｒｏｐｅ濃度依存的なファッションにおいて滴定されること
ができるにつれて手段によってそのようなものを検出したので、しばしば構造特徴。生化
学および分子生物学の歴史的に役立つカオトロピック試薬の若干の例は、以下から成る：
尿素６－８つのｍｏｌ／１、グアニジウム塩化物６　ｍｏｌ／１、リチウム過塩素酸塩４
．５　ｍｏｌ／１、ａｌｃｈｏｈｏｌｓ、アミン（特に４原子のアミン）洗剤（特に非イ
オン物質）ｐＨ変化、ベタイン、プロリン、カルニチン、トレハロース、ＮＰ―４０など
、本発明とのＢＳＡ．Ｉｎ一致と同様に、実験（ＤｏＥ）プロセスの設計が、有効な製剤
範囲の最適化およびさまざまなｃｈａｏｔｒｏｐｅｓ（混合物または試薬または「カクテ
ル」）の範囲の組合せのために使われた：それらがそれらのサイズ（濾過）および密度（
遠心分離）に基づいて運転中の電池から容易に切り離されるように、ａ）は死セル構造を
変性させる；そして、ｂ）吹きさらしの有効なセルが切り離した結果として生じるｃｈａ
ｏｔｒｏｐｅカクテルを作成する下流の分析増幅分析（例えばＰＣＲおよび有効な細胞派
生内在性タンパク質）と直接互換性を持つ、そして、それらのかなりの生化学動作を維持
する溶液。事実上、カオトロピック・カクテルはその差動の膜完全性に基づいて死細胞か
らライブで分化するために最適化される。そして、生存度相関分析のための有効な細胞内
在性タンパク質動作を維持する。
【００２５】
　サンプル準備：
　優先血球溶解状況は、例えば、敗血症血液培養サンプルで見つかって、血液―微生物混
合物から血球の優先均質化を産生する。均質化は、効果的にこれらの２つの人口を切り離
している濾過水側によるＦｅｅｄ側（所望の微生物細胞を保持する）から不必要な血球流
体のフィルタの移動を可能にする充分なレベル（流体をつくる）で発生することを必要と
する。これらの溶解状況は、微生物細胞が完全なままで、このように、微生物細胞を保持
することによって均質化血球の迅速な／感受性が高いフィルタ・ベースの分離を可能にす
ることを可能にする。
【００２６】
　本発明によれば、それらの結果として生じる細胞片の差動の血球Ｌｙｓｉｓおよび充分
な均質化はフィルタがＦｅｅｄ側上の微生物を保持する差動の濾過性を可能にしている流
体レベルまで減らされた血球に使用される。このように、次の不毛な流体分析のために、
完全な微生物を切り離す。直径０．４５ｕｍ（０．２２ｕｍ）との間にＯ．煙突を測定し
ているポアサイズが充分でなければならないので、従来技術において人々に知られている
ポアサイズをフィルターに通す。しかしながら、これらの有効なポアサイズは、０．１よ
り小さくありえたおよび微生物および差動の細胞片サイズ濾過性による０．４５より大き
くありえた。状況としては、所望の効果を成し遂げる洗剤、プロテイナーゼ、ｃｈａｏｔ
ｒｏｐｓ、変性剤およびヌクレアーゼの最適化された組合せが挙げられるがこれらに限ら
れない。
【００２７】
　微生物に特有のｆｉｌｔｅｒ―ｉｎ　ｓｉｔｕは微生物がフィルタのＦｅｅｄ側に捕え
られると共に物理的なおよび生化学細胞壁溶解方法を使用するとして本願明細書において
定められる、そして、／、または、次の微生物に特有の分析物分析は元の位置にあてはま
った。「元の位置に」さらにまた、本願明細書において溶解を意味する、そして、または
、所望の微生物細胞がフィルタのＦｅｅｄ側にまだ保持されると共に、次の分析は望まれ
ていない干渉する細胞（すなわちＢｌｏｏｄ細胞）の差動の分離の後、発生する。このよ
うに、捕えられた微生物がフィルタをロードして、洗うために用いる残留するＦｅｅｄ　
Ｆｉｌｔｅｒ溶液においてたぶんつるされることを思われる。これらのここで、分離され
た、完全なおよび、フィルタを含まれた微生物を溶解させるために使用される体力は、酵
素の細胞壁消化を含むがこれに限らずこの技術に熟練した人々に共通のそれらである。さ
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らに、分離された微生物を含んでいるフィルタ側上の表面張力によって保持される残留す
る液体を接触させている直接の調査によるすべての微生物の本発明ｆｉｌｔｅｒ―ｉｎ　
ｓｉｔｕ超音波処理によれば、あるいは、微生物からフィルタの反対側と接触していて、
固体による孔を経て、その溶解エネルギーを移していない音のプローブによって、材料を
濾過する。加えて、血球が差別的に溶解して、濾過される血液において釘で打ちつけられ
る微生物を捕えることが分かれたあとそれがフィルタＦｅｅｄ面に直接するにつれて、バ
クテリアおよびイーストの微生物溶解のためのｓｉｔｕのフィルタ―ビード―工場の効率
が閉ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ管において同様に発生することを驚くほど分かった。このように
、ｆｉｌｔｅｒ―ｉｎ　ｓｉｔｕは、本明細書で定義されるように、より少ない操作（汚
染へのより少ない可能性）を有するより効果的な処理を可能にしている敗血症サンプル準
備の簡潔な簡略化したものである両方とも手動でより可撓性のフォーマット、そして、オ
ートメーション化した装置デザインが。
【００２８】
　以下の実施例では使われるように、用語が技術（すなわち流体だけが通過することがで
きる媒体を配置することによって流体（液体またはガス）から固体の分離のために使われ
る機械であるか物理的な動作）で共通して使うにつれて、濾過は使用される。典型的単純
な濾過において、濾過されている液体の特大の粒子はフィルタが、流体の構造および小さ
い粒子が通過する格子を通過することができない。そして、濾過水になる。
（実施例）
【実施例１】
【００２９】
　実験は、ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＰｏｌＭＡ）および量的遺伝子に特有のＰＣ
Ｒを経たゲノムＤＮＡを経てフィルタ―ビードｍｉｌｌ―ｉｎ　ｓｉｔｕ微生物溶解およ
び分析物分析を比較するために行われた。結果は、図面の図１において例示される表に示
される。
【００３０】
　相対的なｑＰＣＲ値を比較することがここでされるときに、δＣｔ値の解釈は有意差と
考えられるために２より大きくなければならない。
【００３１】
　結果および結論：
　ｑＰＣＲ差が始まっている入力微生物スパイクおよび対応するフィルタ捕獲されたサン
プルとの間に評価する親類は一般に、血液に釘で打ちつけられて、それからフィルタのＦ
ｅｅｄ側に捕えられるさまざまな微生物の非常に高い％回復を示す、そうすると、ビード
工場は「ｓｉｔｕのフィルタ―工場」とここで称されるフィルタの供給側に溶解した。Ｐ
ＣＲによって測定可能だった１４の異なる微生物のうち、わずか４（すべてのカンディダ
・イースト）（２８％）は、いかなる有意なＰＣＲ回復違いも示した。それでも、これら
のイーストのために、かなりのＤＮＡポリメラーゼ活性の増加が、これらの同じサンプル
からあった。全体として、これは、優れた回復および高効率が高いＤＮＡポリメラーゼ活
性および増幅可能なゲノムＤＮＡを産生しているｓｉｔｕの工場をフィルターに通すこと
を示した。予想外に、本発明に従う元の位置の従属するＰｏｌＭＡを濾過する太い赤いシ
ョーの有意な負の値は、マイクロｆｕｇｅ管の重要な改良標準ミリングでありえる。
【００３２】
　本発明による溶解物の微生物の検出に対する戦略は、図２として本願明細書に追加され
る線図にまとめられることができる。
【実施例２】
【００３３】
　本発明の実施例のこの実施例は、従来のＤＮＡ隔離技術のための、そして、微生物ｌｙ
ｓａｔｅ―ｄｉｒｅｃｔ―ｐｒｏｂｅ―ｂａｓｅｄ―ＰＣＲ技術が実行されることを可能
にするための必要を迂回するための本発明の適合性を示す。
【００３４】
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　ａ．黄色ブドウ球菌（ＳＡ）標準血液培養（（カンディダ・コンセンサス分析、Ｅ．Ｃ
ｏｌｉ、Ｅ　ｆａｅｃｉｕｍ）ＷＢＣ洗剤＋ベース溶解、小球形にすることおよび、洗う
ことによって続かれる）に封じられた。
【００３５】
　ｂ．本発明に従う直接のプローブ手順がいずれの場合においてもＰＣＲの％溶解物のよ
り高い許容度に関して優れていたことはＴａｑＭａｎの調査およびＳＹＢＲを使用してい
る直接的な溶解物ＰＣＲの後、それを見つけられた（３０ｕｌ　ＰＣＲで、５ｕｌの少な
くとも５０００の微生物から検出される抑制のない最高１７％は、溶解物を機械加工する
。血液培養陽性の瓶には―４０００の微生物が入っている／ｍｌ培養組織の、下調べの２
ｍｌを配置することは８０００の微生物／５０ｕｌ溶解物を産生するＰＣＲ（上部ＢＣレ
ベルは、分析許容度を必要とした）の３０ｕｌ　ＰＣＲ反応＝１６０微生物の５ｕｌいず
れ。現在、推定する５００のｍｉｃｒｏｂｅｓ／であるＢＣの検出の制限が、瓶詰めにす
る、または、１０の微生物／ｍｌ、従って、５ｕｌ＝２。１０の微生物／瓶（一般的な）
そしてそれから、＝６４０／ｂｏｔｔｌｅ（検出可能でありえる）に６　２倍になってい
る世代を必要としている５ｕｌ＝０．２の微生物である。
【００３６】
　ｃ．したがって、それは、本発明に従ってそれを示されたＳＡ（ｃｈａｏｔｒｏｐｅ＋
洗剤）ＭｏｌＹｓｉｓバッファおよびデオキシリボヌクレアーゼ処理の中を走って、１人
のＴＥによって、ペレット及び洗浄が工場―直接的なプローブＰＣＲと互換性を持つこと
になった。本発明の新規な改良された方法は、示された変性剤（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋ
ｉｎｓｏｎ　Ｓｔａｐｈ　Ｓ／Ｒキット（Ｂｅｃｔｏｎディキンソンから市販されている
））（サンプルの１／Ｉ０ｅ６ｔｈだけがＰＣＲにおいてある）のない血液培養ビード機
械システムを変性剤を有する本発明の改良によって設けられているシステムと比較するこ
とによって、従来の技術の上の％血液の感受性および許容度に関して、血液の改良は、利
用されるダイレクト・システムを機械加工する（ＤｏＥ：グアニジン／トゥイーン、第三
イオン／ＮａＯＨ、トゥイーン／第三イオンその他）
【実施例３】
【００３７】
　更に本発明の開発の間の実験で、本願明細書に追加される図３に示される工程系統図に
示されるにつれて、トリプシンおよびデオキシリボヌクレアーゼの追加が本発明の２つの
「困難な」臨床サンプルの処理の間、観察されて詰まる重要な減少を可能にすることが証
明された。
【００３８】
　本発明の大まかな基本的な原理および教示が変性剤対応天然溶解物（ビード工場及び超
音波学）のすべてのバリエーションを最適化するために適用されることができる当業者に
よって認められるさまざまな生物学的組織サンプル（血液、体液および軟部組織を含むが
これに限らず）の―ｄｉｒｅｃｔ―ｐｒｏｂｅ／ＳＹＢＲ―ＰＣＲ分析、だけでなくＳＡ
上で特に記載されているが、また、さまざまな病原体（例えばいかなるバクテリア、菌類
、ウイルス、寄生虫、その他も）間に。
【００３９】
　上記例も、本発明によって設けられている方法の実行が定義済みの混合物の、または、
運転中のおよび殺された電池の定義済みの混合物によってスパイクをつけられる環境サン
プルの殺された細胞から信号を能率的に抑制することができることを示す。本発明に従う
サンプルの処理が膜を危うくされた細胞を分析から除外する良好な方法であるかもしれな
い点に注意することも、価値がある。
【００４０】
　上の説明を要約すると、本発明は、更に下流の分析の前に細菌個体群の速いおよびｅａ
ｓｙ―ｔｏ―ｐｅｒｆｏｒｍ　ｐｒｅ―治療を可能にしている新規な方法を提供する。本
発明の潜在的多数の使用が当業者によって認められるにもかかわらず、本発明によって設
けられている方法はＤＮＡに大きな影響を及ぼすことができる―病原診断法、バイオテロ
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リズムおよび微生物生態学を含むさまざまな分野のベースの診断法。
【００４１】
　本発明の好ましい実施例の実行において、細胞が成長しないので、微生物ターゲット信
号の重要な増加を示す単一の血液培養から分離平等政策の約数を使用している少なくとも
２つの別々の時点のいかなるＰＣＲ測定も微生物成長によりなければならないことは明ら
かである。それによって、生存可能な微生物（汚染効果を無視する）の存在を示す。生き
残れる微生物溶解およびＰＣＲ準備の前に、すべての死細胞ＤＮＡが除去されるときに、
血液の非成長ベースの単一ポイント陽性のＰＣＲ分析が生存可能な微生物の存在を示すと
認められる－誘導されるいかなるＰＣＲプロセスも露出する汚染。これは、ＤＮａｓｉｎ
ｇおよびＷａｓｈｉｎｇ離れて死細胞ＤＮＡによってデモをされることができる。
【００４２】
　特定の参照がＰＣＲに本願明細書においてなされるにもかかわらず、本発明の改良がＰ
ＣＲまたは類似の方法論に限られていないＩｔは更に認められることになっている。本発
明用に考察される増幅分析としては、限定はされないが、他の周知の核酸ベースの技術（
例えばＤＮＡ増幅分析、サーモ安定ポリメラーゼを組み込んでいるＰＣＲ分析および等温
詳しい説明方法）が挙げられる。
【００４３】
　当業者が本発明の実施において、役立つさまざまな適切な増幅方法を思いつくことがで
きる、そして、従って、本発明がこのことにより制限されることを目的としないと認めら
れる。本発明がいずれでもおよびすべての方法のアプリケーションを有すると認められる
。そして、手順および方法がＤＮＡ診断法を含む。かかるアプリケーションの例は限定さ
れるものではないが、食品、水安全性、バイオテロリズム、健康診断／薬剤および／また
は病原検出を含んでいる何でも含んでいるそれらを包含する。食品業界において、本発明
は、防腐剤の有効性をモニタするために用いることができる。本発明の方法には、すべて
の細胞に適用される可能性がある。細菌細胞が実施例において例証されるにもかかわらず
、当業者は本発明の方法が多くの他の細胞タイプに適用されることができるということを
従来技術において容易に知ることができる。本発明が、膜を崩壊させることができておよ
び／または細胞（例えば細菌細胞）を殺すことができる物質の識別のために用いられるこ
ともできる。多種薬剤の抵抗有機体が全盛で、保健機関および患者において広がった時か
ら、新しい消毒薬の識別および／または抗生物質は現在優先権である。
【００４４】
　本発明の方法が、ツールとしての定量的ＰＣＲと結合して、細胞を培養して、成長を待
つことに時間を費やさなければならないことのない消毒薬および／または抗生物質の衝撃
を急速に、そして、うまく確認することができると更に認められる。ある場合には、有機
体は培養組織に週まで何日もかかることができる、そして、このように、候補実質が細胞
（微生物のような）を殺すことが可能だったかどうか見る重要な時間かかることができる
。他の例において、特定の有機体は細胞培養で成長しない。そして、従って、物質が効果
的だったかどうかについて決定することを困難にする。このように、本発明の新規な方法
を適用することは、新しい消毒薬および／または抗生物質の識別のために、時間および資
源を確保することができる。
【００４５】
　本発明による新規な方法の更なる効果は、使いやすさである。例えばこれらの方法を用
いて、大量のサンプルは、生細胞（例えばバクテリア）の存在を、容易に見つけるため検
査されることができる。例えば、サンプルは、存在を見つけるため検査されることができ
る潜在的に完全な細胞膜を有する生きているバクテリア。他の実施形態では、環境サンプ
ルは、生細胞（例えばバクテリア）の存在を見つけるため検査されることができる。これ
らのサンプルは、例えば、土壌から集められることができるかまたは、プラントの部分で
あることができる。
【００４６】
　本発明による方法が、解放の前に、そして、の後、処理された廃水のテストのために、
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更に用いられることができる。本発明による方法が、医薬のサンプル（例えば気道、イン
プラントおよびカテーテル面からスツール・サンプル、血液培養、痰、組織サンプル（ま
た、切る）損傷材料、尿およびサンプル）をテストするために、更に用いられることがで
きる。
【００４７】
　本発明による方法のアプリケーションの他の分野は、食品の制御でありえる。他の実施
態様において、食品サンプルは、牛乳または乳製品（ヨーグルト、チーズ、甘いチーズ、
バターおよびバターミルク）飲料水、飲料（レモネード、ビールおよび液）ベーカリ製品
または肉製品から得られる。本発明の方法は、食品の防腐剤か食品（例えば低温殺菌）の
抗菌性の処置が細胞増殖を防止したかどうか決定することができる。本発明による方法の
アプリケーションの更なる分野は、製薬および美顔用製品（例えば軟膏、クリーム、チン
キ、液、溶液、低下、など）の分析である。
【００４８】
　本発明の方法は、以前の方法をタイムリな警告および予防動きに不適当にしている長い
インキュベーション時間（日の範囲で）の課題を解決する。加えて、最新のＰＣＲベース
の方法は、偽陽性結果（有機体が現実的でないにもかかわらず、有機体の陽性反応を示す
）を与えることができる。さらに、調査は、それらがまだ現実的であるにもかかわらず、
若干の有機体が、特定の状況の下で、複製する能力を失うことができるということを最近
発見した。より適当な環境へ移される場合、これらの『現実的であるが、ｃｕｌｔｕｒａ
ｂｌｅでない』（ＶＢＮＣ）バクテリアは従来の培養を使用して検出されることができな
くて、成長するそれらの能力を回復するかもしれない。これらの欠点は、本発明の方法と
組み合わせてこれらの有機体の遺伝物質／ＤＮＡの検出に基づいて分子方法を適用するこ
とによって解決される。このように、例えば、サンプルの生存可能な有機体に注意してい
る速いおよび正確な結果汚染された水（汚水、食品、医薬および／または化粧品）は、汚
染された製品が市民にリリースされるのを防止することができる。現在の時間がかかる方
法と比較して、サンプルの偽陽性（病原体が現実的でないにもかかわらず、病原体の陽性
反応を示す）および迅速なテストを最小化することによって、本発明の方法は、資源を保
存することができる。
【００４９】
　加えて、本発明の方法は、生態学的な研究（農業および／または生態学的なシステムの
ための特定の土壌の健康）のための微生物共同体の潜在的に生き残れるメンバーを確認す
ることができる。伝統的に、細菌共同体を確認することは、培養ベースの方法またはプレ
ート数を使用して実行された。コロニーがより非常に計数されるほど、バクテリアは、よ
り、オリジナルでサンプルｒｏｂｌｅｍｓであると推定される、しかしながら、時々この
方法をタイムリなおよび正確な結果に不適当にしている長いインキュベーション時間（日
の範囲で）から立つ。これらの欠点は、本発明の方法を利用している。
【００５０】
　本発明の方法を使用している分析を受けることができるバクテリアの中で非限定的な実
施例、または、本発明の方法を使用しているサンプルの潜在的生存度を検出することは、
成り立つ、に加えてＳＡ前述したように：Ｂ．百日咳、Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｐｏｍｏ
ｎａ、Ｓ．ｐａｒａｔｙｐｈｉ　ＡおよびＢ、Ｃ．ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ、Ｃ．ｔｅｔ
ａｎｉ、Ｃ．ｂｏｔｉｄｉｎｕｍ、Ｃ．　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ、Ｃ．ｆｅｓｅｒｉお
よびその他ガス壊疽バクテリア、Ｂ．ａｎｔｈｒａｃｉｓ、Ｐ．ｐｅｓｔｉｓ、パスツレ
ラ・ムルトシダ、髄膜炎菌、Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｅａｅ、ヘモフィルス属ｉｎｆｌｕｅｎ
ｚａｅ、アクチノミセス属｛Ｎｏｒｃａｒｄｉａで例えばある）アシネトバクター属（バ
シラス科）｛例えば、バチルス属ａｎｔｈｒａｓｉｓ）バクテロイデス属｛バクテロイデ
ス・フラジリスで例えばある）Ｂｌａｓｔｏｍｙｃｏｓｉｓ、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ、ボ
レリア属｛Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉで例えばある）Ｂｒｕｃｅｌｌａ
、カンピロバクター属、クラミジア、Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓ、コリネバクテリウム属
｛コリネバクテリウム属ｄｉｐｔｈｅｒｉａｅで例えばある）大腸菌｛Ｅｎｔｅｒｏｔｏ
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ｘｉｇｅｎｉｃ大腸菌およびＥｎｔｅｒｏｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ大腸菌で例えばある）
エンテロバクター属（例えばエンターｏｂａｃｔｅｒエアロ遺伝子）（Ｅｎｔｅｒｏｂａ
ｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）（クレブシエラ属、サルモネラ属（例えばチフス菌、腸炎菌、セ
ラチア属、エルシニア属、赤痢菌）エリジペロスリックス属、ヘモフィルス属（例えばヘ
モフィルス属インフルエンザ・タイプＢ）ヘリコバクター属、レジオネラ（例えばレジオ
ネラ・ニューモフィラ菌）Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ、リステリア属（例えばリステリア菌）
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ、マイコバクテリウム（例えばらい菌およびヒト型結核菌）ビブリ
オ属（例えばコレラ菌）Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｃｅａ、プロテウス、シュードモナス（
例えば緑膿菌）Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｃｅａｅ、Ｓｐｉｒｏｃｈｅｔｅｓ（例えば、Ｔｒ
ｅｐｏｎｅｍａ　ｓｐｐ．Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｓｐｐ．ボレリア属種。）赤痢菌ｓｐ
ｐ．Ｍｅｎｉｎｇｉｏｃｏｃｃｕｓ、Ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｕｓおよびすべての連鎖球菌
（例えば肺炎連鎖球菌およびＧｒｏｕｐｓ　Ａ３　ＢおよびＣ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｉ）（ウレアプラズマ属）。トレポネーマｐｏｌｌｉｄｕｍ、黄色ブドウ球菌、Ｐａｓｔ
ｅｕｒｅｌｌａ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ、コリネバクテリウム属ｄｉｐｔｈｅｒｉａｅ
トキソイド、髄膜炎菌多糖類、Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｉｓ、肺炎連鎖球菌
、破傷風菌トキソイドおよびマイコバクテリウム‐ボビス。上記リストは、単に図示する
だけのことを目的として、決してそれらの特定の細菌有機体に本発明を検出に制限するは
ずでない。
【００５１】
　本発明の特に好適な実施例は、ＰＣＲを利用する。ＰＣＲのための一般の手順は、米国
特許第４，６８３，１９５号（マリス、その他）および米国特許第４，６８３，２０２号
（マリス、その他）において教示される。しかしながら、増幅反応ごとに使用する最適Ｐ
ＣＲ状況は、通常、分野の職人によって共通に使用されるコンピュータ・ソフトウェアに
よって、経験的に決定されるかまたは推定される。多くのパラメータは、反応の成功に影
響する。焼なまし温度および時間（拡張時間、Ｍｇ２＋、ｐＨおよびプライマ、テンプレ
ートおよびデオキシリボヌクレオチドの相対的な濃度）は、それらの一つである。通常、
テンプレート核酸は、ポリメラーゼ反応の前に１～１０分間の少なくとも約９５°Ｃまで
加熱することによって、変性する。ほぼ２０―９９サイクルの増幅は、９０°Ｃ～０．０
５～１分間の９６°Ｃの範囲の変性、４８°Ｃから０．０５～２分間の７２°Ｃにわたっ
ている温度の焼鈍および６８°Ｃ～最適最後のサイクルを有する少なくとも０．１分間の
７５°Ｃの拡張を使用して実行される。実施例において、ＰＣＲ反応は、各種類の０．５
ｍｍのｄＮＴＰおよび市販の熱安定ＤＮＡポリメラーゼの０．５～５台の装置に約１００
ｎｇのテンプレート核酸、２０ｕＭの上流のおよび下流のプライマおよび０．０５を含む
ことができる。
【００５２】
　従来のＰＣＲのバリエーションは、逆転写ＰＣＲ反応（ＲＴ―ＰＣＲ）である、シング
ルに対する分子が立ち往生させた逆転写酵素第１の茂みＲＮＡ　ｃＤＮＡ分子（それから
ポリメラーゼ連鎖反応の次の増幅のテンプレートとして使用される）。ＲＮＡの隔離は、
公知技術である。ＲＴ―ＰＣＲを実施することにおいて、目標核酸が変性する熱であった
あと、逆転写酵素は通常、反応サンプルに加えられる。増幅の予定のサイクルが起こる前
に、反応はそれから、ｃＤＮＡテンプレートを生成するために充分な時間量（１０―６０
分）のための適切な温度（例えば３０―４５°Ｃ）に維持される。当業者は、定量的結果
が要求される場合、注意がそれが維持するかまたは増幅された核酸の相対的なコピーのた
めに制御する方法を使用するためにされなければならないと従来技術において認める。「
定量的」増幅の方法は、当業者にとって周知である。例えば、定量的ＰＣＲは、同時に同
じプライマを使用している制御シーケンスの既知量を共同増幅することが必要でありえる
。これは、ＰＣＲ反応を調整するために用いることができる内部標準を提供する。
【００５３】
　ＰＣＲの他の二者択一は定量的ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）である。ｑＰＣＲは小さい挿入また
は削除によって大きさにおいて目標と異なる内部相応する制御を使用している競争的技術
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に通されることができる。しかしながら、非競争的および動力学的定量的ＰＣＲが、使わ
れることもできる。同時に標的配列と一緒に検出されることができる内部相応する制御と
リアルタイム、動力学的ＰＣＲ検出の組合せは、有利でありえる。
【００５４】
　ＰＣＲ、ＲＴ―ＰＣＲおよび／またはｑＰＣＲのためのプライマは、その特定の有機体
のために選択されるＤＮＡ領域を増幅するだけである地方または特定のバクテリアの範囲
内で選択される。あるいは、すべての有機体のために一般的であるＤＮＡの部分の雑種を
作って、増幅するプライマは、選択される。選択および構造が従来技術において公知で一
般にあるプライマ。一般に、１つのプライマは、増幅されるシーケンスの各先端にある。
この種のプライマが、通常長さの１０～３５のヌクレオチドの間にあって、１８～２２の
ヌクレオチドの間から、好適な長さを有する。増幅されることができる最も小さいシーケ
ンスは、長さ（前方及び後方のプライマ、長さの２０のヌクレオチドの両方ともで例えば
ある、シーケンスの場所が、少なくとも１０のヌクレオチドによって切り離される）のほ
ぼ５０のヌクレオチドである。非常により長いシーケンスは、増幅されることができる。
１つのプライマは、「前方のプライマ」と呼ばれていて、増幅される領域の左端にある。
前方のプライマは、順番に、ＤＮＡ（倍―足止めされるＤＮＡが、一番上の索が５フィー
ト～３フィート方向の両極性によって示される慣例を使用して描かれる）の一番上の要素
の領域と同一である。前方のプライマの配列は、それがＤＮＡの一番上の要素と相補的で
あるＤＮＡの要素に交雑するようなものである。他のプライマは、「復帰プライマ」と呼
ばれていて、増幅される領域の右端にある。すなわち、それが順番にそれと相補的である
ように、プライマがそうである後退のシーケンスは、シーケンスを逆補うものである、Ｄ
ＮＡの一番上の要素の領域。復帰プライマは、ＤＮＡの頂端部に交雑する。ＰＣＲプライ
マは、多くの他の状況を前提としても選択されなければならない。ＰＣＲプライマは、テ
ンプレートの１つを超える領域に雑種形成を最小化するのに長く十分でなければならない
（長さの好ましくは１０～３０のヌクレオチド）。可能ならば、一塩基のロングランを有
するプライマは、回避されなければならない。プライマは、４０および６０％間の１パー
セントのＧ＋Ｃ内容を好ましくは有しなければならない。可能ならば、プライマの３’末
端のパーセントＧ＋Ｃ内容は、プライマの５’末端のパーセントＧ＋Ｃ内容より高くなけ
ればならない。プライマは、プライマ（すなわちパリンドローム）の範囲内で他のシーケ
ンスに交雑することができるシーケンスを含んではならない。同じＰＣＲ反応において使
用する２つのプライマは、互いに交雑することが可能であってはならない。ＰＣＲプライ
マが上記の勧告に対する好ましくは選ばれた主題であるにもかかわらず、プライマがこれ
らの状況にかなうことは必要でない。他の下塗りには、動くことができるが、良い結果を
得る下の可能性があることができる。
【００５５】
　所与のシーケンスの中でＤＮＡを増幅するために用いることができるＰＣＲプライマは
、利用できる多くのコンピュータプログラムのうちの１つを使用して選択されることがで
きる。この種のプログラムは、所与のシーケンス（すなわち、ＰＣＲプライマの機能を最
大にすることができる他の状況に加えて、この種のプログラムは、上で述べられる状況を
前提として、プライマを選択する）の増幅のために至適であるプライマを選択する。１つ
のコンピュータプログラムは、ＰＣＲプライマの選択のためのルーチンがあるＧｅｎｅｔ
ｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧは、最近Ａｃｃｅｌｒｙｓになった）分
析一括法案である。
【００５６】
　下で開示されるオリゴヌクレオチドプライマおよび調査は、多くの方法でなされること
ができる。これらのオリゴヌクレオチドを作る１つの方法は、購入可能な核酸シンセサイ
ザを使用してそれらを総合することである。この種のシンセサイザのバラエティが、存在
して、当業者に周知である。
【００５７】
　本発明と関連して役立つＰＣＲの他の二者択一は、特定のＤＮＡまたはＲＮＡ目標の検
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出の等温核酸増幅検査法である。非―核酸の等温増幅のための制限する実施例は、均一な
リアルタイム索置換増幅（圧延円増幅の基礎を形成されるＰｈｉ２９　ＤＮＡポリメラー
ゼ）である。ＤＮＡ塩基配列決定のテンプレート、ＰＮＡオープナによって援助される二
重ＤＮＡ配列の圧延円増幅またはＤＮＡ分析物のループによって媒介される等温増幅。
【００５８】
　核酸は、雑種形成方法によって検出されることもできる。
これらの方法では、ラベルをつけられた核酸は、ラベルをつけられたかラベルのない核酸
の調査を含んでいる基板に加えられることができる。あるいは、ラベルのないかラベルの
ない核酸は、ラベルをつけられた核酸の調査を含んでいる基板に加えられることができる
。実施例、Ｍｉｃｒｏ　Ａｒｒａｙ　Ａｎａｌｙｓｉｓ、マークＳｃｈｅｎａ、ジョン・
ワイリー社、ホーボーケＮ．Ｊ．２００３のために、雑種形成方法は、中で開示される。
【００５９】
　核酸を検出する方法は、ラベルの使用を含み得る。例えば、識別用放射性同位元素は、
写真フィルムまたは燐酸映像器（放射性リン酸塩編入を検出して、定量化するために）を
使用して検出されることができる。蛍光マーカは、発された光（典型的な装置のために、
米国特許第５，１４３，８５４号を参照）を検出するために光検出器を使用して検出され
ることができて、定量化されることができる。酵素標識は、酵素に基板を提供して、酵素
の基板に及ぼす作用によってできる反応製品を測定することによって、典型的に検出され
る。比色ラベルは、単に着色したラベルを視覚化することによって検出される。実施例に
おいて、増幅された核酸分子は、直接増幅生成物を核酸をさし込んでいる染料で染色する
ことによって視覚化される。当業者にとって明らかであるように、典型的な染料は、含む
、しかし、ＳＹＢＲ緑、ＳＹＢＲ青、ＤＡＰＩ、ｐｒｏｐｉｄｉｕｍヨウ素、Ｈｏｅｓｔ
ｅ、ＳＹＢＲ金および臭化エチジウムに制限する。増幅されたＤＮＡ分子にさし込まれる
発光の染料の量は増幅産物の量に正比例する。そして、それは製造業者の指示に従ってＦ
ｌｕｒｏｌｍａｇｅｒ（分子Ｄｙｎａｍｉｃｓ）または他の等価な装置を使用して便利に
定量化されることができる。この種の方法のバリエーションは、選択されたものの染色お
よび視覚化が続く増幅産物のゲル電気泳動である染料をさし込むこと。あるいは、標識化
オリゴヌクレオチド・ハイブリッド形成プローブ（例えば蛍光プローブ（例えば蛍光反響
エネルギー転送（ＦＲＥＴ）の調査および比色プローブ））は、増幅を検出するために用
いることができる。要求される所で、テストされている生物学的実体のゲノム配列典型の
特定の増幅は塩基配列決定によって検査されることができるかまたは増幅産物が予測され
たサイズを有することを証明していることができて、予測された規制消化パターンを呈す
ることができるか、または、正しいクローンをつくられたヌクレオチド配列に交雑するこ
とができる。
【００６０】
　本発明には、キットが具備されている。例えば、キットは、特に、または、一般に有機
体に対応する核酸分子を増幅することに役立つプライマ、バッファおよびＤＮＡを分離す
るための試薬およびＰＣＲのための試薬を含むことができる。キットは検出可能的に標識
化オリゴヌクレオチドを含むこともできる。そして、それは興味がある有機体に対応する
ポリペプチドをコード化している核酸配列に交雑する。キットは、試験サンプルと比較し
て検定されることができて、含まれることができる制御サンプルまたは一連の制御サンプ
ルを含むこともできる。キットの各構成要素は個々の容器の範囲内で囲まれることができ
る、そして、キットを使用して実行される分析の結果を解釈するための指示とともに、さ
まざまな容器の全てが単一のパッケージの範囲内であることができる。
【００６１】
　あたかも個々の刊行、特許または特許出願が引用したものとすることが特に、そして、
個々に示されるかのように、すべての参考文献の内容は、同じ範囲に本願明細書に引用し
たものとすると、特許および公開された特許出願がこの用途の全体にわたって引用した。
【００６２】
　前述の詳細な説明は理解だけの明るさのために与えられた、そして、変更態様が当業者



(15) JP 2014-502510 A 2014.2.3

10

にとって明らかであるにつれて、不必要な限界はそこから理解されてはならない。それは
本願明細書において設けられている情報のいずれも従来技術であるか関連するという承認
でないために現在請求する発明またはそれ、いかなる刊行も特に、または、暗に、参照さ
れて従来技術である。
【００６３】
　さもなければ定められない限り、本願明細書において用いられるすべての専門的なおよ
び科学的な用語は共通に、本発明が帰属する当業者によって従来技術において理解するの
と同じ意味を有する。本発明が本発明の特定の実施例と関連して記載されると共に、それ
が更なる変更態様ができる、そして、この用途が続いている本発明のいかなるバリエーシ
ョンも、使用法または改作をカバーすることを目的とすることが理解されよう、一般に、
本発明が関係する技術の範囲内で周知であるか慣習的な実行の範囲内で来る、本発明の中
で、そして、現在の開示からのこの種の離脱を含む原理、そして、そのことは先に記載さ
れる基本的特徴に適用されることができる、そして、中で以下の通りに、添付のものの範
囲は請求する。
【００６４】
　また、本発明の好ましい実施例の中で確かな記載されていて、そして、上で特に例証す
る、本発明がこの種の実施例に限られていることが意図されない、そして、いずれの種類
の限界は以下の請求項だけに含まれる。

【図１】 【図２】
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