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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１を含むＰＮＡプローブおよび配列番号２を含むＰＮＡプローブを含む、ＰＮＡ
プローブセット。
【請求項２】
前記ＰＮＡプローブは、スタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種のｒＲ
ＮＡまたはｒＤＮＡまたはそれらの相補体の標的配列に相補的な核酸塩基配列を含む、請
求項１に記載のＰＮＡプローブセット。
【請求項３】
請求項１に記載のプローブセットであって、該プローブは、少なくとも１つの検出可能な
部分で標識されている、プローブセット。
【請求項４】
配列番号１からなるＰＮＡプローブおよび配列番号２からなるＰＮＡプローブを含む、プ
ローブセット。
【請求項５】
サンプル中のスタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒ
ｅｕｓ）以外のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種の分析のための
方法であって、該方法は、
　ａ）請求項１に記載のプローブセットを、該サンプルと接触させる工程、
　ｂ）該プローブセットを、該サンプル中のスタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐ
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ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）以外のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ）種の標的配列に対してハイブリダイズさせる工程、および
　ｃ）該ハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該ハイブリダイゼーションの
検出は、該サンプル中のスタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ）以外のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種の存
在を示すか、該サンプル中のスタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）以外のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種
を同定するか、および／または、該サンプル中のスタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）以外のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ）種の量を決定する、工程、
を含む、方法。
【請求項６】
サンプル中の２種以上のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種の分析
のための方法であって、該方法は、
　ａ）請求項１に記載のプローブセットを、該サンプルと接触させる工程、
　ｂ）該プローブセットを、該サンプル中にあるスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ）種の標的配列に対してハイブリダイズさせる工程、および
　ｃ）該ハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該ハイブリダイゼーションの
検出は、該サンプル中のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種の存在
を示すか、該サンプル中のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種を同
定するか、および／または、該サンプル中のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ）種の量を決定する、工程、
を含む、方法。
【請求項７】
請求項５または６に記載の方法であって、スタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）と、スタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）以外の１種以上のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種とが、同時かつ独立的に検出される、方法。
【請求項８】
サンプル中のスタフィロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒ
ｅｕｓ）以外の１種以上のスタフィロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）種の分
析のためのアッセイを実施するために適切なキットであって、該キットは、
　ａ）請求項１に記載のプローブセット、および
　ｂ）該アッセイを実施するために必要な他の試薬または組成物、
を備える、キット。
【請求項９】
前記検出可能な部分が、結合体；分枝型検出系；発色団；フルオロフォア；スピン標識；
放射性同位体；酵素；ハプテン；アクリジニウムエステル；および発光化合物からなる群
より選択される、請求項３に記載のプローブセット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願）
　本出願は、２００７年４月２５日に出願した米国特許出願第１１／７４０，１１２号の
利益を主張する。この米国特許出願の内容全体が、この言及によって本明細書中にて援用
される。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、特定のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種（必要に応じて、サンプル中に存在
する）の分析のための、ペプチド核酸（ＰＮＡ）プローブ、ＰＮＡプローブセット、およ
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び方法に関する。本発明は、そのようなＰＮＡプローブまたはＰＮＡプローブセットを含
む、診断キットにさらに関する。本発明の方法およびキットは、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の
１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種およびＳ．ａｕｒｅｕｓの同時分析のために
特に有用である。
【背景技術】
【０００３】
　（背景）
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓは、外科部位感染、血流感染（ＢＳＩ）
および他の深刻な感染に関連する、周知のヒト病原体である。対照的に、皮膚において一
般的に見出される他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種（例えば、特に、Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏ
ｌｙｔｉｃｕｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｏｍｉｎｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｌｕｇｄｅｎｅｎｓｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈ
ｙｔｉｃｕｓ、およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉｍｕｌａｎｓ）は、カテーテ
ル関連感染以外は、臨床的には稀にしか重要ではない。さらに、ＢＳＩがＳ．ａｕｒｅｕ
ｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種によって引き起こされる場合において、しばし
ば、それらの生物とＳ．ａｕｒｅｕｓとの間に、抗生物質感受性または生存能の差が存在
する。従って、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種と、Ｓ．ａｕｒ
ｅｕｓとの間の区別が、適切な患者治療および患者管理を指示するためには非常に重要で
ある。
【０００４】
　臨床標本におけるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在は、グラム染色および顕微鏡
分析によりグラム陽性球菌クラスター（ＧＰＣＣ）の存在によって慣用的に決定される。
しかし、Ｓ．ａｕｒｅｕｓと他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種との間の区別は、継代
培養、一晩インキュベーションと、その後の生化学的分析（例えば、コアグラーゼ試験お
よびラテックス凝集試験）またはより最近では分子試験を待たなければならない。他のＳ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在は、しばしば、試験管コアグラーゼ試験の陰性の結
果に基づいて決定され、代表的には、コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（ＣＮＳ）として報告
されている。これは、ＧＰＣＣ陽性の血液培養ビンの分析のために特に問題である。なぜ
なら、ＧＰＣＣ陽性血液ビンのうちのわずか２０％～３０％しか、Ｓ．ａｕｒｅｕｓに起
因しないからである（非特許文献１）。従って、大多数の場合において、医師は、陰性の
試験結果（例えば、Ｓ．ａｕｒｅｕｓの不在）に基づいて判断を行わなければならない。
【０００５】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓおよびすべてのＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ種の分析のためのＤＮＡプローブ（属特異的プローブ）が、記載されており（特許
文献１、非特許文献２）、同様に、Ｓ．ａｕｒｅｕｓの分析のためのＰＮＡプローブも、
記載されている（特許文献２、非特許文献３）。これらのプローブは、すべて、種特異的
または属特異的のいずれかである配列を標的とする。
【０００６】
　リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）配列またはそのｒＲＮＡに対応するゲノムＤＮＡ配列（
ｒＤＮＡ）の比較分析は、細菌種間の系統発生的関係を確立するための広く受け入れられ
た方法となっている（非特許文献４）。結果的に、Ｂｅｒｇｅｙ’ｓ　Ｍａｎｕａｌ　ｏ
ｆ　ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙが、ｒＲＮＡ配列比較またはｒＤ
ＮＡ配列比較に基づいて修正された。近縁種間でのリボソームＲＮＡ配列またはｒＤＮＡ
配列の差によって、微生物同定のための種特異的プローブの設計が可能になり、それによ
って、診断微生物学は、伝統的微生物学におけるような一連の表現型マーカーではなく単
一の遺伝子マーカーに基づくことが可能になる（非特許文献５）。しかし、種コホートを
標的とするプローブの設計は、特に問題があり、非常に特異的なプローブ構築物と独特な
標的配列との組み合わせを必要とする。
【０００７】



(4) JP 5501220 B2 2014.5.21

10

20

30

40

50

　ＰＮＡは、種サブセットを標的とするプローブを開発する場合の有用な研究候補である
。なぜなら、ＰＮＡは、ＤＮＡプローブと比較して増加した配列特異性で核酸にハイブリ
ダイズするからである。従って、先行技術はまた、Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂ
ｅｒｃｕｌｏｓｉｓ以外のマイコバクテリアを標的とするＰＮＡプローブの例（特許文献
３）およびＥｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ以外の腸球菌を標的とするＰＮ
Ａプローブの例（非特許文献６）を包含する。
【０００８】
　その名前にも関わらず、ペプチド核酸（ＰＮＡ）は、ペプチドでも核酸でもなく、酸で
さえない。ＰＮＡは、天然に存在しないポリアミドであり、これは、Ｗａｔｓｏｎ－Ｃｒ
ｉｃｋ塩基対形成規則に従って配列特異性を備えて核酸（ＤＮＡおよびＲＮＡ）にハイブ
リダイズし得る（特許文献４および非特許文献７を参照のこと）。しかし、核酸は、生存
種の一生において遺伝子伝達および遺伝子発現の作用因子として中心的役割を果たす生物
学的物質であるが、ＰＮＡは、最近開発された全体的に人工の分子であり、化学者の頭脳
において着想され合成有機化学を使用して作製された。ＰＮＡはまた、核酸とは構造的に
異なる。両方とも、一般的な核酸塩基（Ａ、Ｃ、Ｇ、ＴおよびＵ）を使用し得るが、これ
らの分子の骨格は、構造的に多岐にわたる。ＲＮＡの骨格およびＤＮＡの骨格は、反復す
るホスホジエステルリボース単位および２－デオキシリボース単位から構成される。対照
的に、最も一般的なＰＮＡの骨格は、（アミノエチル）－グリシンサブユニットから構成
される。さらに、ＰＮＡにおいて、その核酸塩基は、さらなるメチレンカルボニル部分に
よってその骨格に接続される。従って、ＰＮＡは、酸ではなく、従って、荷電酸性基（例
えば、ＤＮＡおよびＲＮＡ中に存在する荷電酸性基）を含まない。その非荷電骨格によっ
て、ＰＮＡプローブは、ＤＮＡおよびＲＮＡに対しては不安定な条件下でハイブリダイズ
可能である。そのような属性によって、ＰＮＡプローブは、ＤＮＡプローブに接近不能で
あることが公知である標的（例えば、高度に構造化されたｒＲＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ）
に接近可能である（非特許文献８を参照のこと）。ＰＮＡプローブは、構造においても機
能においても、核酸プローブの等価物ではない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開第００６６７８８号パンフレット
【特許文献２】米国特許第６６６４０４５号明細書
【特許文献３】米国特許第６７５３４２１号明細書
【特許文献４】米国特許第５，５３９，０８２号明細書
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｋａｒｌｏｗｓｋｙら、Ａｎｎ　Ｃｌｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ａｎ
ｔｉｍｉｃｒｏｂ（２００４）３：７
【非特許文献２】Ｋｅｍｐｆら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ（２０００）３８：
８３０～８３８
【非特許文献３】Ｏｌｉｖｅｉｒａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（２００２
）４０：２４７～２５１
【非特許文献４】Ｗｏｅｓｅ、Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｒｅｖ．（１９８７）５１：２２１
～２７１
【非特許文献５】Ｄｅｌｏｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９８９）３４２：１３６０～１３
６３
【非特許文献６】Ｏｌｉｖｅｉｒａら、Ａｂｓｔｒａｃｔ　＃Ｄ－２００３，Ｉｎｔｅｒ
ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ａｇｅｎ
ｔｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，２００２，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ　２７～３０
，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ
【非特許文献７】Ｅｇｈｏｌｍら、Ｎａｔｕｒｅ（１９９３）３６５：５６６～５６８
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【非特許文献８】ＳｔｅｐｈａｎｏおよびＨｙｌｄｉｇ－Ｎｉｅｌｓｅｎ，ＩＢＣ　Ｌｉ
ｂｒａｒｙ　Ｓｅｒｉｅｓ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ　＃９４８，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｂｕｓｉｎｅｓｓ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎ，Ｓｏｕｔｈｂｏｒｏｕｇｈ，
１９９７，ＭＡ，ｐｐ．１９～３７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種
の積極的同定は、多くの場合において有利である。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓおよび他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の同時分析が、理想的である。なぜ
なら、Ｓ．ａｕｒｅｕｓまたは他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種のいずれかの存在に
ついての処置判断は、常に、陽性の試験結果に基づくからである。この特徴はまた、Ｓ．
ａｕｒｅｕｓと他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種との混合物が存在する場合に、有意
な利点を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　（発明の要旨）
　本発明は、（必要に応じて、対象サンプル中に存在する）特定のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ種（好ましくは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種）の分析のために有用な、ＰＮＡプローブもしくはＰＮＡプロー
ブセット、およびそれらの使用ならびにキットに関する。特許請求の範囲に従って、上記
ＰＮＡプローブは、リボソームＲＮＡ（ｒＲＮＡ）、またはそのｒＲＮＡもしくはその相
補体に対応するゲノム配列（ｒＤＮＡ）に関する。
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切
な核酸塩基配列を含むＰＮＡプローブ。
（項目２）
Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切
な核酸塩基配列を含むＰＮＡプローブ。
（項目３）
前記Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の標的配列が、ｒＲＮＡ、ｒＤＮＡまたはｒＲＮＡ
もしくはｒＤＮＡの相補体を含む、項目１～２に記載のＰＮＡプローブ。
（項目４）
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、ｓｉｍｕｌａｎｓ、ｈａｅｍ
ｏｌｙｔｉｃｕｓ、ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ、またはｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓの分析
のために適切な前記核酸塩基配列が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉ
ｄｉｓ、ｓｉｍｕｌａｎｓ、ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ、ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ、もし
くはｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはそれらの相補体の標的
配列に相補的な一つ以上のＰＮＡプローブを含む、項目１～２に記載のＰＮＡプローブ。
（項目５）
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、ｓｉｍｕｌａｎｓ、ｈａｅｍ
ｏｌｙｔｉｃｕｓ、ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ、またはｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓおよび
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の他のＳｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ種の分析のために適切な前記核酸塩基配列が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、ｓｉｍｕｌａｎｓ、ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ、ｌｕｇｄｕ
ｎｅｎｓｉｓ、もしくはｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはそ
れらの相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプローブを含む、項目１に記載のＰＮＡプロー
ブ。
（項目６）
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項目１、２、または５に記載のＰＮＡプローブであって、該プローブの少なくとも一部は
、以下の配列：
　ＡＧＡ－ＣＧＴ－ＧＣＡ－ＴＡＧ－Ｔ（配列番号１）、
　ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＧＣＧ（配列番号２）、
　ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＣＣＧ－Ｃ（配列番号３）、
から選択される核酸塩基配列またはその相補体に対して少なくとも約８６％同一である、
ＰＮＡプローブ。
（項目７）
項目１、２、または５に記載のＰＮＡプローブであって、該プローブの少なくとも一部は
、以下の配列：
　ＡＧＡ－ＣＧＴ－ＧＣＡ－ＴＡＧ－Ｔ（配列番号１）、
　ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＧＣＧ（配列番号２）、
　ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＣＣＧ－Ｃ（配列番号３）、
から選択される、ＰＮＡプローブ。
（項目８）
項目１、２、または５に記載のＰＮＡプローブであって、該プローブ配列は、長さが約８
サブユニットと約１７サブユニットの間である、ＰＮＡプローブ。
（項目９）
項目１、２、または５に記載のＰＮＡプローブであって、該プローブは、少なくとも１つ
の検出可能な部分で標識されている、ＰＮＡプローブ。
（項目１０）
項目１または２に記載の一つ以上のＰＮＡプローブ、およびＳ．ａｕｒｅｕｓの分析のた
めの少なくとも一つのＰＮＡプローブを含むＰＮＡプローブセット。
（項目１１）
項目１または２に記載の一つ以上のＰＮＡプローブ、およびＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種
以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための少なくとも一つのＰＮＡブロッキ
ングプローブを含むＰＮＡプローブセット。
（項目１２）
サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための方
法であって、該方法は、
　ａ）項目１～９に記載のＰＮＡプローブのうちの少なくとも１つを、該サンプルと接触
させる工程、
　ｂ）該ＰＮＡプローブを、該サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ種の標的配列に対してハイブリダイズさせる工程、および
　ｃ）該ハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該ハイブリダイゼーションの
検出は、該サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在
、実体、および／または量を示す、工程、
を含む、方法。
（項目１３）
２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための方法であって、該方法は、
　ａ）ＰＮＡプローブセットを、前記サンプルと接触させる工程、
　ｂ）該ＰＮＡプローブを、該サンプル中にあるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の標的
配列に対してハイブリダイズさせる工程、および
　ｃ）該ハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該ハイブリダイゼーションの
検出は、該サンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在、実体、および／または
量を示す、工程、
を含む、方法。
（項目１４）
項目１２または１３に記載の方法であって、前記プローブは、独立して検出可能であるか
、非独立的に検出可能であるか、または独立して検出可能であるものと非独立的に検出可
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能であるものとの組み合わせであり、該プローブは、わずか一塩基だけ互いに異なり、該
プローブは、系統発生的に関連する生物の部分的に保存された標的領域に対して相補的で
あるかまたは実質的に相補的である、方法。
（項目１５）
項目１２または１３に記載の方法であって、Ｓ．ａｕｒｅｕｓと、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外
の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種とが、同時かつ独立的に検出される、方法
。
（項目１６）
サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析
のためのアッセイを実施するために適切なキットであって、該キットは、
　ａ）項目１～９に記載のＰＮＡプローブ、および
　ｂ）該アッセイを実施するために必要な他の試薬または組成物、
を備える、キット。
【００１３】
　一実施形態において、本発明は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の
あるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種（例えば、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉ
ｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ、Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈｏｍｉｎｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｇｄｅ
ｎｅｎｓｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ、およびＳ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉｍｕｌａｎｓであるが、これらに限定されない）の分
析のためのＰＮＡプローブに関する。
【００１４】
　別の実施形態において、本発明は、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の２種以上のＳｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のためのＰＮＡプローブに関する。
【００１５】
　一局面において、本明細書中に提供されるのは、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析に適切な核酸塩基配列を含むＰＮＡプローブである
。
【００１６】
　一局面において、本明細書中に提供されるのは、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の二つ以上のＳ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切な核酸塩基配列を含むＰＮＡプローブ
である。
【００１７】
　別の実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の標的配列は、ｒＲＮＡ、ｒ
ＤＮＡまたはｒＲＮＡもしくはｒＤＮＡの相補体（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ）を含む。
【００１８】
　一実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓの分析
のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉ
ｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプローブを含
む。
【００１９】
　別の実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉｍｕｌａｎｓの分析のた
めに適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉｍｕｌａｎｓ　ｒＲＮ
ＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプローブを含む。
【００２０】
　一実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓの分
析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉ
ｃｕｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプローブ
を含む。
【００２１】
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　別の実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓの分
析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｇｄｕｎｅｎｓ
ｉｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプローブを
含む。
【００２２】
　一実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓの
分析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙ
ｔｉｃｕｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプロ
ーブを含む。
【００２３】
　一実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、およ
びＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の他のＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的
なＰＮＡプローブを含む。
【００２４】
　別の実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉｍｕｌａｎｓ、およびＳ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ種の分析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｉ
ｍｕｌａｎｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的なＰＮＡプ
ローブを含む。
【００２５】
　一実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ、お
よびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の他のＳｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相
補的なＰＮＡプローブを含む。
【００２６】
　一実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ、およ
びＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の他のＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配列に相補的
なＰＮＡプローブを含む。
【００２７】
　別の実施形態において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ
、およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の他のＳｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切な核酸塩基配列は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ　ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡまたはその相補体の標的配
列に相補的なＰＮＡプローブを含む。
【００２８】
　一実施形態において、前記プローブの少なくとも一部は、以下の配列：ＡＧＡ－ＣＧＴ
－ＧＣＡ－ＴＡＧ－Ｔ（配列番号１）、ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＧＣＧ（配列番号２）
、ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＣＣＧ－Ｃ（配列番号３）から選択される核酸塩基配列また
はその相補体と少なくとも約８６％同一である。
【００２９】
　別の実施形態において、前記プローブの少なくとも一部は、以下の配列：ＡＧＡ－ＣＧ
Ｔ－ＧＣＡ－ＴＡＧ－Ｔ（配列番号１）、ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＧＣＧ（配列番号２
）、ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＣＣＧ－Ｃ（配列番号３）から選択される。
【００３０】
　一実施形態において、前記プローブ配列は、約８～１７サブユニットの間の長さである
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。
【００３１】
　一実施形態において、前記プローブは、少なくとも一つの検出可能な部分で標識されて
いる。
【００３２】
　一実施形態において、前記検出可能な部分（単数または複数）は、結合体、分枝型検出
系、発色団、フルオロフォア、スピン標識、放射性同位体、酵素、ハプテン、アクリジニ
ウムエステル、および発光化合物からなる群より選択される。
【００３３】
　一実施形態において、前記プローブは、自己報告（ｓｅｌｆ－ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ）プ
ローブである。別の実施形態において、前記プローブは、ＰＮＡ　Ｌｉｎｅａｒ　Ｂｅａ
ｃｏｎである。一実施形態において、前記プローブは、非標識である。一実施形態におい
て、前記プローブは、支持体に結合している。別の実施形態において、前記プローブはさ
らに、スペーサーまたはリンカーを含む。
【００３４】
　一実施形態において、インサイチュハイブリダイゼーションが、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外
の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析ために用いられる。
【００３５】
　一局面において、本明細書中で提供されるＰＮＡプローブセットは、請求項１～２４に
記載の一つ以上のＰＮＡプローブおよびＳ．ａｕｒｅｕｓの分析のための少なくとも一つ
のＰＮＡプローブである。
【００３６】
　一実施形態において、前記プローブは、二つ以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の
独立した分析のために異なった標識をされる。
【００３７】
　一局面において、請求項１～２４に記載の一つ以上のＰＮＡプローブおよびＳ．ａｕｒ
ｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための少なくとも一つ
のＰＮＡブロッキングプローブを含むＰＮＡプローブセットが本明細書中で提供される。
【００３８】
　別の実施形態において、前記プローブセットはさらに、Ｓ．ａｕｒｅｕｓの分析のため
のＰＮＡブロッキングプローブを含む。
【００３９】
　一局面において、サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
種の分析のための方法が、本明細書中で提供されるが、該方法は、
　ａ）請求項１～１８に記載のＰＮＡプローブのうちの少なくとも一つのＰＮＡプローブ
を該サンプルに接触させる工程、
　ｂ）該ＰＮＡプローブを該サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ種の標的配列にハイブリダイズさせる工程、および
　ｃ）該ハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該ハイブリダイゼーションの
検出は、該サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在
、実体および／または量を示す工程、を含む方法である。
【００４０】
　一局面において、二つ以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための方法が本
明細書中で提供されが、該方法は、
　ａ）請求項１～１８に記載のＰＮＡプローブを前記サンプルに接触させる工程、
　ｂ）該ＰＮＡプローブを該サンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の標的配列に
ハイブリダイズさせる工程、および
　ｃ）該ハイブリダイゼーションを検出する工程であって、該ハイブリダイゼーションの
検出は、該サンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在、実体および／または量
を示す工程、を含む方法である。
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【００４１】
　一実施形態において、二つ以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が、Ｓ．ａｕｒｅｕ
ｓおよび、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種である。
【００４２】
　一実施形態において、前記プローブセットは、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ種のコホートの分析のために用いられる。
【００４３】
　一実施形態において、前記検出されたＳ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ種のコホートは、コアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、臨床的に重要
なコアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、または臨床的に重要なコアグラーゼ
陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの部分集合である。
【００４４】
　別の実施形態において、前記プローブは、独立して検出可能であるか非独立的に検出可
能であるか、または独立して検出可能であるものと非独立的に検出可能であるものとの組
み合わせであり、ここで該プローブは、わずか一塩基だけ互いに異なり、そして系統発生
的に関連する生物の部分的に保存された標的領域に対して相補的であるかまたは実質的に
相補的である。
【００４５】
　一実施形態において、プローブまたはプローブセットが、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ特異的プローブとＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｃｈｅｉｆｅｒｉ
標的の間の交差ハイブリダイゼーションを排除または減少するために使用される。
【００４６】
　一実施形態において、Ｓ．ａｕｒｅｕｓおよびＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が、同時に独立して検出される。
【００４７】
　一実施形態において、前記分析はインサイチュで行われる。別の実施形態において、該
分析は、インサイチュハイブリダイゼーションにおいて蛍光により行われる。
【００４８】
　一実施形態において、前記方法は、標的配列を含む核酸を検出するために用いられ、こ
こで該核酸は一つの反応において合成または増幅されたものである。
【００４９】
　一実施形態において、好ましい核酸合成または核酸増幅反応は、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、鎖置換増幅（Ｓｔｒａｎｄ　Ｄｉｓｐｌａｃ
ｅｍｅｎｔ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＳＤＡ）、転写媒介性増幅（Ｔｒａｎｓｃ
ｒｉｐｔｉｏｎ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＴＭＡ）、ローリ
ングサークル増幅（Ｒｏｌｌｉｎｇ　Ｃｉｒｃｌｅ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（Ｒ
ＣＡ）、およびＱβレプリカーゼ（Ｑ　ｂｅｔａ　ｒｅｐｌｉｃａｓｅ）からなる群より
選択される。
【００５０】
　一実施形態において、前記方法は、非標的配列へのＰＮＡプローブのハイブリダイゼー
ションを減少または排除するために、少なくとも一つのブロッキングプローブを加える工
程をさらに含む。
【００５１】
　別の実施形態において、前記標的配列は、表面に固定される。一実施形態において、前
記ＰＮＡプローブは、表面に固定される。一実施形態において、前記ＰＮＡプローブは、
アレイの一構成成分である。一実施形態において、前記サンプルは、生物学的サンプルで
ある。別の実施形態において、前記生物学的サンプルは、血液、尿、分泌物、汗、痰、糞
便、粘液、またはそれらの培養物である。
【００５２】
　一局面において、サンプル中のＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃ
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ｏｃｃｕｓ種の分析のためのアッセイを実施するために適切なキットが本明細書中で提供
され、該キットは、ａ）請求項１～２４に記載のＰＮＡプローブ、およびｂ）該アッセイ
を実施するために必要な他の試薬または組成物を含む。
【００５３】
　一実施形態において、サンプル中に任意に存在するＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種および少なくとも１種の他の微生物が、独立して検出、
同定および／または定量される。
【００５４】
　一実施形態において、サンプル中に任意に存在するＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種およびＳ．ａｕｒｅｕｓが、独立して検出、同定および
／または定量される。
【００５５】
　別の実施形態において、サンプル中に任意に存在するＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上
のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が、検出、同定および／または定量され、そして抗菌
剤に対する感受性が決定される。
【００５６】
　一実施形態において、検出されるＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ種は、コアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、臨床的に重要なコ
アグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ、または臨床的に重要なコアグラーゼ陰性
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓの部分集合である。
【００５７】
　別の実施形態において、前記キットは、インサイチュハイブリダイゼーションアッセイ
において使用される。
【００５８】
　一実施形態において、前記キットは、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上の（ｏｎｅ　ｍ
ｏｒｅ）Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種およびＳ．ａｕｒｅｕｓとの、同時の独立した
（多重（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ））同定のための蛍光インサイチュハイブリダイゼーション
アッセイである。
【００５９】
　一実施形態において、前記キットは、リアルタイムＰＣＲアッセイのために使用される
。
【００６０】
　一実施形態において、前記キットは、臨床標本またはその培養物などの、臨床サンプル
を検査するために使用される。
【００６１】
　他の実施形態が以下に開示される。
【発明を実施するための形態】
【００６２】
　（発明の詳細な説明）
　（１．定義）
　本明細書中に記載される場合、用語「核酸塩基」とは、核酸技術を利用するかまたはペ
プチド核酸技術を利用することによって、核酸に配列特異的に結合し得るポリマーを作製
する者にとって一般的に公知である、天然に存在する複素環式部分および天然に存在しな
い複素環式部分を意味する。
【００６３】
　本明細書において使用される場合、用語「核酸塩基配列」とは、核酸塩基含有サブユニ
ットを含むポリマーの任意のセグメントを意味する。適切なポリマーまたはポリマーセグ
メントの非限定的例としては、オリゴデオキシヌクレオチド、オリゴリボヌクレオチド、
ペプチド核酸、核酸アナログ、核酸模倣物、および／またはキメラが挙げられる。
【００６４】
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　本明細書中で使用される場合、用語「標的配列」とは、アッセイにおいて検出されるべ
き核酸塩基配列を意味する。
【００６５】
　本明細書中で使用される場合、用語「プローブ」とは、対象生物の標的分子の標的配列
に対して配列特異的にハイブリダイズするように設計されたプロービング核酸塩基配列を
有する、ポリマー（例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、キメラ、または連結ポリマー）を
意味する。
【００６６】
　本明細書中で使用される場合、用語「ペプチド核酸」または「ＰＮＡ」とは、２つ以上
のＰＮＡサブユニット（残基）を含む、任意のオリゴマー、連結ポリマー、またはキメラ
オリゴマーを意味し、米国特許第５，５３９，０８２号、同第５，５２７，６７５号、同
第５，６２３，０４９号、同第５，７１４，３３１号、同第５，７３６，３３６号、同第
５，７７３，５７１号、同第５，７８６，４６１号、同第５，８３７，４５９号、同第５
，８９１，６２５号、同第５，９７２，６１０号、同第５，９８６，０５３号、同第６，
１０７，４７０号、および同第６，３５７，１６３号においてペプチド核酸として言及ま
たは特許請求されているポリマーのいずれをも包含する。最も好ましい実施形態において
、ＰＮＡサブユニットは、メチレンカルボニル結合を介してＮ－［２－（アミノエチル）
］グリシン骨格のアザ窒素に結合した、天然に存在する核酸塩基または天然に存在しない
核酸塩基からなる。
【００６７】
　本明細書において使用される場合、用語「標識」および「検出可能な部分」は、互換可
能であり、そしてこれらの用語は、プローブに結合されることによってそのプローブを器
具または方法によって検出可能にし得る、部分を指す。
【００６８】
　本明細書における「Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ種」に対する言及または関連する語句は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ属の本質的に１種以上のＳｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を意味する。少数の例外として、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種は、コアグラーゼ陰性ブドウ球菌
（これは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ種についての医学的表現である）と等価である。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種のコホートとは、Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を本質的
には意味し、これは、すべてのコアグラーゼ陰性ブドウ球菌、臨床的に重要なコアグラー
ゼ陰性ブドウ球菌、またはこれらの部分集合を包含し得る。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種としては、例えば、Ｓ．ｃａｐ
ｉｔｉｓ、Ｓ．ｃｏｈｎｉｉ、Ｓ．ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ、Ｓ．ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉ
ｃｕｓ、Ｓ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ、Ｓ．ｈｙｉｃｕｓ、Ｓ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕ
ｓ、Ｓ．ｈｏｍｉｎｉｓ、Ｓ．ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ、Ｓ．ｓａｃｃｈａｒｏｌｙｔｉ
ｃｕｓ、Ｓ．ｓｃｈｌｅｉｆｅｒｉ、Ｓ．ｓｃｉｕｒｉ、Ｓ．ｓｉｍｕｌａｎｓ、Ｓ．ｗ
ａｒｎｅｒｉ、および／またはＳ．ｘｙｌｏｓｕｓが挙げられ得る。
【００６９】
　用語「サンプル」とは、本明細書中で使用される場合、検出用分析物を含み得る、任意
の生物学的サンプルまたは臨床サンプルを指す。好ましくは、この生物学的サンプルは、
液体形態であるかまたは組織サンプルとして存在する。最も好ましくは、そのサンプルは
、血液培養物由来である。液体サンプルとしては、臨床サンプル（例えば、尿、血液、創
傷、痰、咽頭スワブ、胃洗浄物、気管支洗浄物、吸引物、血清、鼻分泌物、汗、血漿、精
液、脳脊髄液、涙、膿、羊水、唾液、肺吸引物、胃腸内容物、膣分泌物、尿道分泌物、吐
出物、およびそれらの培養物が挙げられる。好ましい組織サンプルまたはその培養物とし
ては、絨毛膜絨毛標本、皮膚上皮、生殖器上皮、歯肉上皮、咽頭上皮、毛、および生検が
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挙げられる。組織サンプルは、新たに調製されてもよいし、または特定の期間の間、固定
剤（例えば、エタノール、メタノール、パラホルムアルデヒド、グルタルアルデヒド、ホ
ルマリン、パラフィン、ホルムアルデヒド、ホルムアミド、またはそれらの混合物である
が、これらに限定されない）中に保存されてもよい。非臨床サンプルとして、食物、飲料
、水、薬学的製品、パーソナルケア製品、日用品、または環境サンプル、およびそれらの
培養物が挙げられる。
【００７０】
　本明細書中で使用される場合、「多重アッセイ」とは、複数の標的が検出および同定さ
れる可能性があり得るアッセイを包含する。同定は、具体的（例えば、特定の微生物種）
または包括的（例えば、特定の微生物属）であり得る。包括的同定はまた、微生物種のコ
ホートの同定を包含し、このコホートは、規定された種群の１種以上のメンバーを含む。
規定された種群の一例は、コアグラーゼ陰性ブドウ球菌である。
【００７１】
　本明細書中で使用される場合、独立的かつ同時の検出は、１つよりも多い標的について
一度に同定結果を生じ得るアッセイを含む。例えば、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａ
ｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓと、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓとの検出は、各プローブについて独特の標識を用いて同時に行われ
得、それによって、独立的かつ同時の検出がもたらされる。
【００７２】
　このアッセイを実施するために必要な他の試薬または組成物（例えば、洗浄溶液、スラ
イドガラス、カバーガラス、本発明に従う１種以上のＰＮＡプローブ、培養容器、スライ
ドガラス加温器、インキュベーター、封入液、ならびにＰＣＲ成分（酵素および緩衝液を
含む））が、含められ得る。
【００７３】
　ＰＮＡプローブ（元々、米国特許第５，５３９，０８２号およびＥｇｈｏｌｍら、Ｎａ
ｔｕｒｅ　３６５：５６６～５６８（１９９３）（本明細書に参考として添付される）に
記載される）は、天然に存在する核酸プローブと比較した場合の固有の物理化学的特徴／
化学的特徴を有し、その特徴によって、迅速かつ正確なアッセイの設計が可能である。Ｐ
ＮＡプローブは、蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）アッセイにおい
て適用された場合に、核酸プローブを超える別の利点を提供する。この利点は、ＰＮＡプ
ローブによる、グラム陽性細菌（例えば、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種）の強固な細
胞壁の改良された細胞浸透に起因する。核酸プローブが、架橋剤および／または酵素によ
る固定および透過化処理を必要とする（例えば、Ｋｅｍｐｆら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌ　３８：８３０～８３８（２０００）を参照のこと）場合、ＰＮＡプローブは
、実施例１において例証されるような塗抹標本調製の後に直接適用され得る。
【００７４】
　好ましい実施形態において、ＰＮＡプローブは、比較的短い核酸塩基配列（例えば、実
施例１に記載されるような１５核酸塩基）を有する。天然に存在する核酸プローブは、Ｐ
ＮＡプローブよりも弱いその安定性および低いその融解温度（Ｔｍ）が原因で、代表的に
は、少なくとも１８ヌクレオチド長である（例えば、Ｋｅｍｐｆら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉ
ｃｒｏｂｉｏｌ　３８：８３０～８３８（２０００）を参照のこと）。核酸プローブより
も高いＰＮＡプローブの特異性は、密接に関連するＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種のｒ
ＲＮＡまたはｒＤＮＡの分析のために必要とされるような、一核酸塩基の差もしくはほん
の少数の核酸塩基の差しかない密接に関連する非標的配列を、核酸プローブよりも良好に
識別する。
【００７５】
　本発明に従う例示的なＰＮＡプローブ核酸塩基配列としては、ＡＧＡ－ＣＧＴ－ＧＣＡ
－ＴＡＧ－Ｔ（配列番号１）、ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＧＣＧ（配列番号２）、および
ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＣＣＧ－Ｃ（配列番号３）が挙げられる。
【００７６】
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　なお別の実施形態において、上記ＰＮＡプローブは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓ以外の２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための２種以上
のＰＮＡプローブを含むか、またはＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための少なくとも１種のＰＮＡプローブとＳｔ
ａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓの分析のためのＰＮＡプローブとを含む、ＰＮ
Ａプローブセットの一部であり得る。すなわち、本発明のいくつかのＰＮＡプローブは、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ種に対して特異的である。好ましくは、ＰＮＡプローブセット内のＰＮＡプローブ
は、２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の独立した分析のために別々に標識され
る。この実施形態の改変形において、そして実施例１および２において例証されるように
、複数のプローブが、特定のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種またはＳｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ種コホートを検出するために同じように標識され得、一方、必要に応じた他の
プローブが、第二の種または種コホートの分析のために別々に標識される。
【００７７】
　本発明に従う方法は、サンプルを、上記のＰＮＡプローブのうちの１つ以上と接触させ
る工程を包含する。この方法によると、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以
外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在、不在、および／または数が、適切なハイブ
リダイゼーション条件下での標的配列に対する上記プローブのプロービング核酸塩基配列
のハイブリダイゼーションを相関付けることによって、検出、同定、および／または定量
される。結果的に、この分析は、決定的な結果を伴う単一のアッセイに基づく。対照的に
、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種
の決定的分析のための現行の慣用的方法は、複数の試験を含む複数の表現型特徴に基づく
。
【００７８】
　別の実施形態において、上記ＰＮＡプローブは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓと、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ種との同時分析のために、並列反応または同一反応（多重反応）のいずれかにお
いて、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓの分析のための以前に公開されたＰ
ＮＡプローブ（Ｏｌｉｖｅｉｒａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４０：２４７
～２５１（２００２）を参照のこと）と同時に適用される。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在がＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ特異的シグナルの不在によってさらに支持され、逆もまた同様で
あるこの様式においては、そのような最終的試験結果は、ポジティブな反応およびネガテ
ィブな反応の両方に基づいて解釈される。従って、上記ＰＮＡプローブセットは、別個の
コントロール実験を実施する必要性を排除する内部コントロールを提供する。好ましくは
、上記２種のＰＮＡプローブは、その分析が１つの反応（多重反応）において実施される
ように、独立して標識される。同時分析はまた、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒ
ｅｕｓと、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ種との両方の混合物を含む標本にとって、有利である。そのような場合、ＦＩＳＨ
のための上記ＰＮＡプローブの使用は、単一細胞検出という利点を提供し、その結果、Ｓ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種と、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓとの両方の細胞が、下記に例証されるよう
な特異的標識によって同時に観察され得かつ区別され得る。対称的に、他の技術は、さら
なるコントロール実験を実施することなく、混合培養物を擬陽性反応から区別することは
できない。
【００７９】
　なお別の実施形態において、本発明は、（必要に応じてサンプル中に存在する）Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓ種を検出、同定、および／または定量するアッセイを実施するため、ならびに／ある
いは抗生物質耐性の決定のために適切な、キットに関する。本発明のキットは、１種以上
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のＰＮＡプローブと、アッセイを実施するように選択されるかまたはそうでなければアッ
セイの実施を簡単にするように選択される他の試薬もしくは組成物とを、含む。特に、Ｓ
ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓ種と、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓとの組み合わせ分析は、Ｇ
ＰＣＣ陽性血液培養ビンの慣用的試験（複数のＰＮＡプローブの使用が二次的に内部コン
トロールとして役立つ）のために充分に適している。
【００８０】
　複数のＰＮＡプローブの使用に由来する別の利点は、ブロッキングプローブの使用であ
る。この好ましい実施形態において、ブロッキングプローブストラテジーが、密接に関連
する生物における保存された標的分子の類似領域にプローブが指向されている多重アッセ
イにおける使用のためのプローブの設計において、使用される。例えば、核酸塩基配列お
よびＴｍが実質的に類似している独立して検出可能な一対のプローブが、標的核酸塩基配
列が１塩基だけ異なる２つの標的の非常に保存された領域に対してハイブリダイズするよ
うに設計され得る。この場合、第一プローブが第二プローブの相補的標的に対して非特異
的にハイブリダイズする傾向は、第二プローブ／標的ハイブリッドの存在および相対的安
定性によって妨害される。同様に、独立して検出可能であるかまたは非独立的に検出可能
であるか、または独立して検出可能であるものと非独立的に検出可能であるものとの組み
合わせであるかのいずれかである、複数のプローブが、設計され得、これらの複数のプロ
ーブは、すべて、わずか一塩基だけ互いに異なり、これらの複数のプローブは、系統的に
関連する生物の部分的に保存された標的領域に対して相補的であるかまたは少なくとも実
質的に相補的である。標的部位に対する競合は、より高いプローブ特異性を生じ得ると同
時に交差ハイブリダイゼーションの可能性を低下させ得る。
【００８１】
　当業者は、適切なＰＮＡプローブが、本明細書において有効であると記載されるこれら
のプロービング核酸塩基配列を正確に有する必要はないが、特定のアッセイ条件に従って
改変され得ることを、認識する。例えば、ハイブリッドの安定性が改変されてそのＴｍを
低下させかつ／またはストリンジェンシーについて調節する必要がある場合に、その核酸
塩基配列の短縮によって、より短いＰＮＡプローブが調製され得る。同様に、その核酸塩
基配列は、区別する核酸塩基がそのＰＮＡプローブの配列中に残る限り、一端において短
縮され得、もう一端において伸長され得る。本明細書中に記載されるパラメーター内にお
ける上記プロービング核酸塩基配列のそのような変化は、本発明の実施形態であると考え
られる。
【００８２】
　当業者はまた、相補的プロービング配列が、標的配列としてのｒＤＮＡに対して指向さ
れているアッセイ（例えば、リアルタイムＰＣＲであるが、これに限定はされない）のた
めに等しく適切であることを、認識する。
【００８３】
　（２．説明）
　（１．一般）
　（ＰＮＡ合成）
　ＰＮＡの化学的構築のための方法は、周知である（米国特許第５，５３９，０８２号、
同第５，５２７，６７５号、同第５，６２３，０４９号、同第５，７１４，３３１号、同
第５，７３６，３３６号、同第５，７７３，５７１号、同第５，７８６，４６１号、同第
５，８３７，４５９号、同第５，８９１，６２５号、同第５，９７２，６１０号、同第５
，９８６，０５３号、および同第６，１０７，４７０号を参照のこと）。
【００８４】
　（ＰＮＡ標識）
　ＰＮＡを標識するための好ましい非限定的方法は、米国特許第６，１１０，６７６号、
同第６，３６１，９４２号、および同第６，３５５，４２１号、これらの明細書の実施例
部分において記載されているか、またはそうではなければ、ＰＮＡ合成およびペプチド合
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成の分野において周知である。
【００８５】
　（標識）
　本発明の実施において使用されるＰＮＡプローブを標識するために適切な検出可能な部
分（標識）の非限定的例としては、デキストラン結合体、分枝型核酸検出系、発色団、フ
ルオロフォア、スピン標識、放射性同位体、酵素、ハプテン、アクリジニウムエステル、
および発光化合物が挙げられる。
【００８６】
　他の適切な標識試薬および好ましい付着方法は、ＰＮＡ合成、ペプチド合成、または核
酸合成の当業者によって認識される。
【００８７】
　好ましいハプテンとしては、５（６）－カルボキシフルオレセイン、２，４－ジニトロ
フェニル、ジゴキシゲニン、およびビオチンが挙げられる。
【００８８】
　好ましい蛍光色素（フルオロフォア）としては、５（６）－カルボキシフルオレセイン
（Ｆｌｕ）、テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ｔａｍｒａ）、６－（（７－ア
ミノ－４－メチルクマリン－３－アセチル）アミノ）ヘキサン酸（Ｃｏｕ）、５（および
６）－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（Ｒｏｘ）、Ｃｙａｎｉｎｅ　２（Ｃｙ２）Ｄｙｅ、
Ｃｙａｎｉｎｅ　３（Ｃｙ３）Ｄｙｅ、Ｃｙａｎｉｎｅ　３．５（Ｃｙ３．５）Ｄｙｅ、
Ｃｙａｎｉｎｅ　５（Ｃｙ５）Ｄｙｅ、Ｃｙａｎｉｎｅ　５．５（Ｃｙ５．５）Ｄｙｅ、
Ｃｙａｎｉｎｅ　７（Ｃｙ７）Ｄｙｅ、Ｃｙａｎｉｎｅ　９（Ｃｙ９）Ｄｙｅ（Ｃｙａｎ
ｉｎｅ色素２、Ｃｙａｎｉｎｅ色素３、Ｃｙａｎｉｎｅ色素３．５、Ｃｙａｎｉｎｅ色素
５およびＣｙａｎｉｎｅ色素５．５は、Ａｍｅｒｓｈａｍ（Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　Ｈｅｉ
ｇｈｔｓ，ＩＬ）からＮＨＳエステルとして入手可能である）、ＪＯＥ、Ｔａｍａｒａ、
またはＡｌｅｘａ色素シリーズ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏ
Ｒ）が挙げられる。
【００８９】
　好ましい酵素としては、ポリメラーゼ（例えば、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｋｌｅｎｏｗ　
ＰＮＡポリメラーゼ、Ｔ７　ＤＮＡポリメラーゼ、Ｓｅｑｕｅｎａｓｅ、ＤＮＡポリメラ
ーゼ１、およびΦ２９ポリメラーゼ）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ（ＨＲＰ）が挙げられ、最も好ましくは、ダイズペルオキシダーゼ（ＳＢ
Ｐ）が挙げられる。
【００９０】
　（非標識プローブ）
　本発明の実施のために使用されるプローブは、本発明の方法において有効であるために
は検出可能な部分で標識される必要はない。例えば、本発明のプローブは、固体支持体に
付着され得、これによって、本発明のプローブは、公知のアレイ技術によって検出可能に
なる。
【００９１】
　（自己指示（ｓｅｌｆ－ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ）プローブ）
　Ｂｅａｃｏｎプローブは、ドナー部分とアクセプター部分とを備える自己指示プローブ
の例である。そのドナー部分およびアクセプター部分は、そのアクセプター部分がドナー
部分から移動したエネルギーを受容するかまたはそうでなければドナー部分からのシグナ
ルをクエンチングするように、作動する。上記に列挙されたフルオロフォア（適切なスペ
クトル特性を有する）はまた、エネルギー移動アクセプターとして作動し得るが、好まし
くは、そのアクセプター部分は、クエンチャー部分である。好ましくは、そのクエンチャ
ー部分は、非蛍光芳香族部分または非蛍光複素芳香族部分である。好ましくは、クエンチ
ャー部分は、４－（（４－ジメチルアミノ）フェニル）アゾ）安息香酸（ダブシル）であ
る。好ましい実施形態において、その自己指示Ｂｅａｃｏｎプローブは、米国特許第６，
４８５，９０１号においてより充分に記載されるＰＮＡ　Ｌｉｎｅａｒ　Ｂｅａｃｏｎで
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ある。
【００９２】
　別の実施形態において、本発明の自己指示プローブは、ＷＩＰＯ特許出願ＷＯ９７／４
５５３９に記載される型である。これらの自己指示プローブは、シグナルを生成するため
にはレポーターが核酸と相互作用しなければならないという点が主に、Ｂｅａｃｏｎプロ
ーブと比較して異なる。
【００９３】
　（スペーサー／リンカー部分）
　一般的には、スペーサーは、嵩高い標識試薬がプローブのハイブリダイゼーション特性
に対して有し得る有害作用を最小にするために使用される。本発明の核酸塩基ポリマーの
ための好ましいスペーサー／リンカーは、１つ以上のアミノアルキルカルボン酸（例えば
、アミノカプロン酸）、アミノ酸の側鎖（例えば、リジンの側鎖またはオルニチンの側鎖
）、天然アミノ酸（例えば、グリシン）、アミノオキシアルキル酸（例えば、８－アミノ
－３，６－ジオキサオクタン酸）、アルキル二酸（例えば、コハク酸）、アルキルオキシ
二酸（例えば、ジグリコール酸）、またはアルキルジアミン（例えば、１，８－ジアミノ
－３，６－ジオキサオクタン）からなる。
【００９４】
　（ハイブリダイゼーション条件／ハイブリダイゼーションストリンジェンシー）
　核酸ハイブリダイゼーションの当業者は、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシ
ーを付与または制御するために一般的に使用される要因としては、ホルムアミド濃度（も
しくは他の化学的変性試薬）、塩濃度（例えば、イオン強度）、ハイブリダイゼーション
温度、界面活性剤濃度、ｐＨ、およびカオトロープの存在または不在が挙げられることを
認識する。プローブ／標的配列の組み合わせについての最適なストリンジェンシーが、上
記のストリンジェンシー要因のうちのいくつかを固定し、その後、単一のストリンジェン
シー要因を変化させる影響を決定するという周知技術によって、しばしば見出される。同
じストリンジェンシー要因が、調節され、それによって核酸に対するＰＮＡのハイブリダ
イゼーションのストリンジェンシーを制御するようにされ得るが、但し、ＰＮＡのハイブ
リダイゼーションは、イオン強度とは全く独立している。アッセイについての最適なスト
リンジェンシーは、望ましい区別の程度が達成されるまで、各ストリンジェンシー要因の
検討によって経験的に決定され得る。
【００９５】
　（適切なハイブリダイゼーション条件）
　一般的には、核酸混入物の原因となるバックグラウンドが標的配列に対して密接に関連
しているほど、ストリンジェンシーはより注意深く制御されなければならない。ブロッキ
ングプローブもまた、ストリンジェンシー要因の最適化によって可能な限界を上回って区
別を改善するための手段として使用され得る。従って、適切なハイブリダイゼーション条
件は、望ましい区別の程度が達成されて、アッセイが正確（そのアッセイのための望まれ
る許容範囲内にある）かつ再現可能な結果を生じるようになる条件を包含する。
【００９６】
　慣用的に過ぎない実験および本明細書中にて提供される開示により補助されて、当業者
は、本明細書中に記載される方法および組成物を利用するアッセイを実施するための適切
なハイブリダイゼーション条件を容易に決定可能である。適切なインサイチュハイブリダ
イゼーション条件またはＰＣＲ条件は、インサイチュハイブリダイゼーションまたはＰＣ
Ｒ手順を実施するために適切な条件を包含する。従って、適切なインサイチュハイブリダ
イゼーション条件またはＰＣＲ条件は、さらなる慣用的実験を伴ってかまたは伴うことも
なく、本明細書中にて提供される開示を使用して、当業者にとって明らかになる。
【００９７】
　（ブロッキングプローブ）
　ブロッキングプローブは、非標的配列に対するプロービングポリマーのプロービング核
酸塩基配列の結合を抑制するために使用され得る、核酸プローブまたは非核酸プローブで
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ある。好ましいブロッキングプローブは、ＰＮＡプローブ（米国特許第６，１１０，６７
６号を参照のこと）である。ブロッキングプローブは、非標的配列に対するハイブリダイ
ゼーションによって作動し、それによって、そのプロービング核酸塩基配列と非標的配列
との間のハイブリダイゼーションにより形成されるよりも熱力学的に安定な複合体を形成
すると考えられる。そのより安定かつ好ましい複合体の形成を介して、プロービング核酸
塩基配列と非標的配列との間の、より安定ではなく好ましくはない複合体が、形成するの
を防止される。従って、ブロッキングプローブは、存在し得かつそのアッセイの実施を妨
害し得る非標的配列に対するそのプローブの結合を抑制するために、本発明の方法、キッ
ト、および組成物とともに使用され得る。
【００９８】
　（プロービング核酸塩基配列）
　本発明のプローブのプロービング核酸塩基配列は、その構築物の特定配列認識部分であ
る。従って、そのプロービング核酸塩基配列は、特定の標的配列にハイブリダイズするよ
うに設計された核酸塩基配列であり、その標的配列の存在、不在、または量が、サンプル
中の対象生物の存在、不在、または数を直接的もしくは間接的に検出するために使用され
得る。結果的に、選択されたアッセイ形式のためのプローブの要件を考慮して、そのプロ
ーブのプロービング核酸塩基配列の長さおよび配列組成は、一般的には、安定な複合体が
適切なハイブリダイゼーション条件下で標的配列とともに形成されるように選択される。
【００９９】
　Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のための本発明のプロ
ーブの好ましい核酸塩基配列は、ＡＧＡ－ＣＧＴ－ＧＣＡ－ＴＡＧ－Ｔ（配列番号１）、
ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＧＣＧ（配列番号２）、ＧＣＴ－ＡＡＴ－ＡＣＧ－ＣＣＧ－Ｃ
（配列番号３）、およびそれらの相補体である。
【０１００】
　本発明は、同定されたこれらのプロービング核酸塩基配列における変化もまた、Ｓ．ａ
ｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切なプローブを提供
することを企図する。本明細書中に記載されるパラメーター内でのプロービング核酸塩基
配列のこのような変化は、本発明の一実施形態であると考えられる。一般的な変化として
は、欠失、挿入、およびフレームシフトが挙げられる。さらに、より短いプロービング核
酸塩基配列が、上記で同定された配列の短縮によって作製され得る。
【０１０１】
　本発明のプローブは、一般的には、標的配列と正確に相補的であるプロービング核酸塩
基配列を有する。あるいは、実質的に相補的なプロービング核酸塩基配列が、使用され得
る。なぜならば、プローブと標的配列との間に１つ以上の点変異（塩基ミスマッチ）が存
在するプローブを利用する場合に、より優れた配列区別が得られることが、実証されてい
るからである（Ｇｕｏら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１５：３３１～
３３５（１９９７）を参照のこと）。結果的には、そのプロービング核酸塩基配列は、上
記で同定されたプロービング核酸塩基配列に対してほんの８６％程度しか相同でないもの
であり得る。上記のパラメーター内にある実質的に相補的なプロービング核酸塩基配列は
、本発明の一実施形態であると考えられる。
【０１０２】
　そのプロービング核酸塩基配列の相補体は、本発明の一実施形態であると考えられる。
なぜなら、検出されるべき標的配列が増幅またはコピーされ、それによって同定された標
的配列に対する相補体を作製した場合には、適切なプローブを作製することが可能である
からである。
【０１０３】
　（検出、同定、および／または計数）
　「検出」によって、（必要に応じて、サンプル中に存在する）生物の存在または不在に
ついての分析が意味される。「同定」によって、属名、属および種名、または対象生物を
分類するために役立つ他の適切なカテゴリーによる、生物の正体の確立が意味される。「
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定量」によって、サンプル中の生物の計数が意味される。いくつかのアッセイ形式は、同
時の検出、同定、および計数を提供し（例えば、Ｓｔｅｎｄｅｒ，Ｈ．ら、Ｊ．Ｍｉｃｒ
ｏｂｉｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　４５：３１～３９（２００１）を参照のこと）、他のアッ
セイ形式は、検出および同定を提供し（例えば、Ｓｔｅｎｄｅｒ，Ｈ．ら、Ｉｎｔ．Ｊ．
Ｔｕｂｅｒｃ．Ｌｕｎｇ　Ｄｉｓ．３：８３０～８３７（１９９９）を参照のこと）、な
お他のアッセイ形式は、同定だけを提供する（例えば、Ｏｌｉｖｅｉｒａ，Ｋ．ら、Ｊ．
Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４０：２４７～２５１（２００２）を参照のこと）。
【０１０４】
　（独立的かつ同時の検出）
　本発明の好ましい実施形態において、多重アッセイが、標識されたプローブを用いて１
つの標的を検出すると同時に、別々に標識されたプローブを用いて別の標的を検出するよ
うに、設計される。本発明のより好ましい実施形態において、それらの標的は、２つ以上
のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種由来のｒＲＮＡまたはｒＤＮＡの構成要素である。最
も好ましい実施形態において、上記アッセイは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒ
ｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓと、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓとを検出するように設計された、ＰＮＡ　ＦＩＳＨアッセイである。
【０１０５】
　（抗生物質耐性）
　抗生物質に対する耐性の決定によって、特定の遺伝子もしくは遺伝子産物、または抗菌
剤に対する耐性もしくは感受性に関連する変異に基づく、抗生物質に対する生物の感受性
の分析が意味される。
【０１０６】
　（ＩＩ．本発明の好ましい実施形態）
　（ａ．ＰＮＡプローブ）
　一実施形態において、本発明は、ＰＮＡプローブに関する。本発明のＰＮＡプローブは
、（必要に応じてサンプル中に存在する）Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を検出、同定、および／または定量するために適
切である。その分析のために適切なＰＮＡプローブの一般的特徴（例えば、長さ、標識、
核酸塩基配列、リンカーなど）は、本明細書中にて上記されている。本発明のＰＮＡプロ
ーブの好ましいプロービング核酸塩基配列が、表１において列挙される。
【０１０７】
【表１】

　本発明のＰＮＡプローブは、プロービング核酸塩基配列（本明細書中に上記される）の
みを含んでもよいし、またはさらなる部分を含んでもよい。さらなる部分の非限定的例と
しては、検出可能な部分（標識）、リンカー、スペーサー、天然アミノ酸もしくは非天然
アミノ酸、または他のＰＮＡサブユニット、ＤＮＡサブユニット、もしくはＲＮＡサブユ
ニットが挙げられる。さらなる部分は、アッセイにおいて機能的であっても機能的でなく
てもよい。しかし、一般的には、さらなる部分は、そのＰＮＡプローブが使用されるべき
アッセイの設計において機能的であるように選択される。本発明の好ましいＰＮＡプロー
ブは、フルオロフォア、酵素、およびハプテンからなる群より選択される、１つ以上の検
出可能な部分で標識される。
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【０１０８】
　好ましい実施形態において、本発明のプローブは、インサイチュハイブリダイゼーショ
ン（ＩＳＨ）アッセイおよび蛍光インサイチュハイブリダイゼーションアッセイにおいて
使用される。ＩＳＨアッセイまたはＦＩＳＨアッセイにおいて使用される過剰なプローブ
は、代表的には、特異的に結合したプローブの検出可能な部分が、依然として存在するが
ハイブリダイズはしていないプローブから生じるバックグラウンドシグナルを超えて検出
され得るように除去されなければならない。一般的には、過剰なプローブは、サンプルが
一定期間プローブとともにインキュベートされた後に洗い流される。しかし、自己指示プ
ローブの使用は、本発明の好ましい実施形態である。なぜなら、検出可能なバックグラウ
ンドを自己指示プローブがほとんどまたは全く生じないので、過剰な自己指示プローブが
サンプルから完全に除去される（洗い流される）必要がないからである。ＩＳＨアッセイ
またはＦＩＳＨアッセイに加えて、本明細書中に記載される選択されたプロービング核酸
塩基配列を含む自己指示プローブは、すべての種類の均質アッセイ（例えば、リアルタイ
ムＰＣＲ）において特に有用であるか、または自己指示デバイス（例えば、側流（ｌａｔ
ｅｒａｌ　ｆｌｏｗ）アッセイ）または自己指示アレイとともに有用である。
【０１０９】
　（ｂ．ＰＮＡプローブセット）
　本発明のプローブセットは、２つ以上のＰＮＡを含む。一実施形態において、そのセッ
トのＰＮＡプローブのうちのいくつかは、ブロッキングプローブであり得る。他の実施形
態において、そのプローブセットは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外
の２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を分析するために、または、Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の１種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種と、
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓとの分析のために、使用され得る。
【０１１０】
　（ｃ．方法）
　別の実施形態において、本発明は、（必要に応じてサンプル中に存在する）Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のため
に適切な方法に関する。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適切なＰＮＡプローブの一般的特徴および特殊な特
徴が、本明細書中に上記されている。好ましいプロービング核酸塩基配列は、表１に列挙
されている。
【０１１１】
　サンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ種の分析のための方法は、そのサンプルを、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種に対して特異的な標的配列に対する
ハイブリダイゼーションのために適切な１種以上のＰＮＡプローブと、接触させる工程を
包含する。この方法によると、その後、そのサンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が、検出、同定、および／もしく
は定量されるか、またはその抗生物質耐性が、決定される。これは、適切なハイブリダイ
ゼーション条件下または適切なインサイチュハイブリダイゼーション条件下での、検出さ
れるよう努力されるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ種の標的配列に対するＰＮＡプローブのプロービング核酸塩基配列のハイ
ブリダイゼーションを、そのサンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
生物以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の存在、不在、もしくは数と相関付けること
によって可能になる。代表的には、この相関性は、上記プローブ／標的配列ハイブリッド
の直接的検出または間接的検出によって可能になる。好ましい実施形態において、ＰＮＡ
プローブセットが、別々に標識されたＰＮＡプローブを使用する、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種とＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓとの同時分析のために使用される。
【０１１２】
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　（蛍光インサイチュハイブリダイゼーションおよびリアルタイムＰＣＲ）
　本発明のＰＮＡプローブ、方法、キット、および組成物は、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の迅速なプローブベースの分
析のために、特に好ましい。この分析は、好ましくは、２種以上のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏ
ｃｃｕｓ種の同時分析のためのＰＮＡプローブセットを使用する。好ましい実施形態にお
いて、インサイチュハイブリダイゼーションまたはＰＣＲが、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のためのアッセイ形式
として使用される。最も好ましくは、蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＰＮＡ
　ＦＩＳＨ）またはリアルタイムＰＣＲが、そのアッセイ形式である（Ｓｔｅｎｄｅｒら
、Ｊ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　４８：１～１７（２００２）により概説さ
れている）。好ましくは、ＰＮＡ　ＦＩＳＨ分析のための塗抹標本は、ハイブリダイゼー
ション前には架橋剤でも酵素でも処理されない。
【０１１３】
　一実施形態において、上記方法は、サンプルから、例えば核酸増幅によって、核酸を合
成する工程を包含する。好ましい核酸増幅反応は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、リ
ガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、鎖置換増幅（Ｓｔｒａｎｄ　Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ　Ａ
ｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＳＤＡ）、転写媒介性増幅（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＴＭＡ）、ローリングサイクル増
幅（Ｒｏｌｌｉｎｇ　Ｃｉｒｃｌｅ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）（ＲＣＡ）、および
Ｑβレプリカーゼ（Ｑ　ｂｅｔａ　ｒｅｐｌｉｃａｓｅ）からなる群より選択される。
【０１１４】
　本発明の実施は、そうではないと示されない限りは、当業者の範囲内にある、有機化学
、ポリマー技術、分子生物学（組換え技術を含む）、細胞生物学、生化学、および免疫学
の従来技術および説明を使用し得る。そのような従来技術としては、ポリマーアレイ合成
、ハイブリダイゼーション、ライゲーション、および標識を使用するハイブリダイゼーシ
ョンの検出が挙げられる。適切な技術の具体的な例示は、本明細書中下記の実施例を参照
することによって得られ得る。しかし、他の等価な従来の手順もまた、当然、使用され得
る。そのような従来技術および説明は、標準的な実験室マニュアルにおいて見出され得る
。そのようなマニュアルは、例えば、Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　Ｓｅｒｉｅｓ（Ｖｏｌ．Ｉ～ＩＶ）、Ｕｓｉｎｇ　Ａｎｔｉ
ｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｏｔｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃｅｌｌｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、ＰＣＲ　Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ、およびＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ（すべて、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒ
ｅｓｓより）、Ｓｔｒｙｅｒ，Ｌ．（１９９５）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（第４版）で
ある。ポリマー（タンパク質を含む）アレイ合成に適用可能な方法および技術は、米国特
許出願第０９／５３６，８４１号、ＷＯ００／５８５１６、米国特許第５，１４３，８５
４号、同第５，２４２，９７４号、同第５，２５２，７４３号、同第５，３２４，６３３
号、同第５，３８４，２６１号、同第５，４０５，７８３号、同第５，４２４，１８６号
、同第５，４５１，６８３号、同第５，４８２，８６７号、同第５，４９１，０７４号、
同第５，５２７，６８１号、同第５，５５０，２１５号、同第５，５７１，６３９号、同
第５，５７８，８３２号、同第５，５９３，８３９号、同第５，５９９，６９５号、同第
５，６２４，７１１号、同第５，６３１，７３４号、同第５，７９５，７１６号、同第５
，８３１，０７０号、同第５，８３７，８３２号、同第５，８５６，１０１号、同第５，
８５８，６５９号、同第５，９３６，３２４号、同第５，９６８，７４０号、同第５，９
７４，１６４号、同第５，９８１，１８５号、同第５，９８１，９５６号、同第６，０２
５，６０１号、同第６，０３３，８６０号、同第６，０４０，１９３号、同第６，０９０
，５５５号、同第６，１３６，２６９号、同第６，２６９，８４６号、および同第６，４
２８，７５２号、ＰＣＴ出願番号ＰＣＴ／ＵＳ９９／００７３０（国際公開番号ＷＯ９９
／３６７６０）およびＰＣＴ／ＵＳ０１／０４２８５において記載されている。これらは
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、すべての目的のためにその全体が参考として援用される。具体的な実施形態において合
成技術を記載する特許としては、米国特許第５，４１２，０８７号、同第６，１４７，２
０５号、同第６，２６２，２１６号、同第６，３１０，１８９号、同第５，８８９，１６
５号、および同第５，９５９，０９８号が挙げられる。ＰＣＲ方法について、例えば、Ｐ
ＣＲ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ
ｓ　ｆｏｒ　ＤＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｈ．Ａ．Ｅｒｌｉｃｈ編、Ｆｒｅｅ
ｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ，Ｎ．Ｙ．，１９９２）；ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　
Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｐｌｃａｔｉｏｎｓ（Ｉｎｎｉｓら
編、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９９０）；
Ｍａｔｔｉｌａら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：４９６７（１９９１）
；Ｅｃｋｅｒｔら、ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　１，
１７（１９９１）；ＰＣＲ（ＭｃＰｈｅｒｓｏｎら編、ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒ
ｄ）；ならびに米国特許第４，６８３，２０２号、同第４，６８３，１９５号、同第４，
８００，１５９号、同第４，９６５，１８８号、および同第５，３３３，６７５号を参照
のこと。これらは各々、すべての目的のためにその全体が参考として本明細書中に援用さ
れる。上記サンプルは、アレイ上で増幅され得る。例えば、米国特許第６，３００，０７
０号および米国特許出願第０９／５１３，３００号を参照のこと。これらは、参考として
本明細書中に援用される。本発明において有用な核酸アレイとしては、Ａｆｆｙｍｅｔｒ
ｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ，Ｃａｌｉｆ．）から市販されている核酸アレイが挙げら
れる。他の適切な増幅方法としては、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｗｕおよび
Ｗａｌｌａｃｅ，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４，５６０（１９８９）、Ｌａｎｄｅｇｒｅｎら、
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１，１０７７（１９８８）、ならびにＢａｒｒｉｎｇｅｒら、Ｇｅ
ｎｅ　８９：１１７（１９９０））、転写増幅（Ｋｗｏｈら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ
ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６，１１７３（１９８９）およびＷＯ８８／１０３１５）、自
己保持配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
８７，１８７４（１９９０）およびＷＯ９０／０６９９５）、標的ポリヌクレオチド配列
の選択的増幅（米国特許第６，４１０，２７６号）、コンセンサス配列プライムドポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＣＰ－ＰＣＲ）（米国特許第４，４３７，９７５号）、アービトラリリ
ープライムド（ａｒｂｉｔｒａｒｉｌｙ　ｐｒｉｍｅｄ）ポリメラーゼ連鎖反応（ＡＰ－
ＰＣＲ）（米国特許第５，４１３，９０９号、同第５，８６１，２４５号）、ならびに核
酸ベースの配列増幅（ＮＡＢＳＡ）（米国特許第５，４０９，８１８号、同第５，５５４
，５１７号、および同第６，０６３，６０３号（これらは各々、参考として本明細書中に
援用される）を参照のこと）が挙げられる。使用され得る他の増幅方法は、米国特許第５
，２４２，７９４号、同第５，４９４，８１０号、同第４，９８８，６１７号、および米
国特許出願第０９／８５４，３１７号（これらは各々、本明細書中に参考として援用され
る）において記載される。
【０１１５】
　さらなるサンプル調製方法および核酸サンプルの複雑度を減少するための技術が、Ｄｏ
ｎｇら、Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅｒａｃｈ　１１，１４１８（２００１）、米国特許第６
，３６１，９４７号、同第６，３９１，５９２号、ならびに米国特許出願第０９／９１６
，１３５号、同第０９／９２０，４９１号、同第０９／９１０，２９２号、および同第１
０／０１３，５９８号に記載されている。
【０１１６】
　ポリヌクレオチドハイブリダイゼーションアッセイを実施するための方法は、当該分野
において充分に開発されている。ハイブリダイゼーションアッセイの手順および条件は、
その適用に依存して変化し、そして公知の一般的結合方法に従って選択される。そのよう
な公知の一般的結合方法としては、Ｍａｎｉａｔｉｓら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）；ＢｅｒｇｅｒおよびＫｉｍｍｅｌ，Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１５２，Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
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ａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ
．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．，１９８７）；ＹｏｕｎｇおよびＤａｖｉｓｍ，
Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．８０：１１９４（１９８３）において言及される方法が挙げられる。反
復的な制御されたハイブリダイゼーション反応を実行するための方法および装置が、米国
特許第５，８７１，９２８号、同第５，８７４，２１９号、同第６，０４５，９９６号お
よび同第６，３８６，７４９号、同第６，３９１，６２３号（これらの各々は、本明細書
中に参考として援用される）に記載されている。
【０１１７】
　（例示的なアッセイ形式）
　ＰＮＡ　ＦＩＳＨを実施するための例示的な方法は、Ｏｌｉｖｅｉｒａら、Ｊ．Ｃｌｉ
ｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４０：２４７～２５１（２００２）；Ｒｉｇｂｙら、Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４０：２１８２～２１８６（２００２）；Ｓｔｅｎｄｅｒら
、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３７：２７６０～２７６５（１９９９）；Ｐｅｒ
ｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら、Ｊ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　４７：２８１～２
９２（２００１）において見出され得る。一方法に従って、サンプル（例えば、陽性血液
培養物であるが、これに限定されない）の塗抹標本が、顕微鏡スライドガラス上で調製さ
れ、ハイブリダイゼーション緩衝液中にある１滴の蛍光標識ＰＮＡプローブでカバーされ
る。カバーガラスが、その塗抹標本上に配置されて均一な被覆が確保される。その後、そ
のスライドガラスは、５５℃のスライドガラス加温器またはインキュベーターに９０分間
配置される。ハイブリダイゼーションの後、予熱したストリンジェントな洗浄溶液中にそ
のスライドガラスを浸漬することによって、そのカバーガラスは取り外される。そのスラ
イドガラスは、３０分間洗浄される。その塗抹標本は、最終的には、１滴の封入液を用い
て封入され、カバーガラスで覆われ、蛍光顕微鏡によって検査される。
【０１１８】
　本発明のキット中に含まれるＰＮＡプローブを用いて分析され得る、（必要に応じてサ
ンプル中に存在する）Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ種が、数種の器具によって評価され得る。そのような器具は、例えば、
顕微鏡（例えば、Ｏｌｉｖｅｉｒａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４０：２４
７～２５１（２００２）を参照のこと）、放射線感光フィルム（例えば、Ｐｅｒｒｙ－Ｏ
’Ｋｅｅｆｅら、Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．９０：１８０～１８９（２００１
）を参照のこと）、カメラおよびインスタントフィルム（例えば、Ｓｔｅｎｄｅｒら、Ｊ
．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　４２：２４５～２５３（２０００）を参照のこ
と）、照度計（例えば、Ｓｔｅｎｄｅｒら、Ｊ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ．
４６：６９～７５（２００１）を参照のこと）、レーザー走査デバイス（例えば、Ｓｔｅ
ｎｄｅｒら、Ｊ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ．４５：３１～３９（２００１）
を参照のこと）、またはフローサイトメーター（例えば、Ｗｏｒｄｏｎら、Ａｐｐｌ．Ｅ
ｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．６６：２８４～２８９（２０００）を参照のこと）
であるが、これらに限定されない。自動スライドガラススキャナーおよびフローサイトメ
ーターが、対象サンプル中に存在する微生物の数を迅速に定量するために特に有用である
。
【０１１９】
　自己報告（ｓｅｌｆ－ｒｅｐｏｒｔｉｎｇ）ＰＮＡプローブを使用してリアルタイムＰ
ＣＲを実施するための例示的方法が、Ｆｉａｎｄａｃａら、Ａｂｓｔｒａｃｔ，Ｎｕｃｌ
ｅｉｃ　Ａｃｉｄ－Ｂａｓｅｄ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＤＮＡ／ＲＮＡ／ＰＮＡ　
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ，Ｍａｙ　１４－１６，２００１
；およびＰｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら、Ａｂｓｔｒａｃｔ，Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ　ｏｎ　Ｅｍｅｒｇｉｎｇ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅ
ａｓｅｓ，Ａｔｌａｎｔａ，２００２において見出され得る。
【０１２０】
　（ｄ．キット）
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　なお別の実施形態において、本発明は、アッセイを実施するために適切なキットに関す
る。このアッセイは、（必要に応じてサンプル中に存在する）Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を分析する。Ｓｔａｐｈｙｌ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために適
切なＰＮＡプローブの一般的特徴および好ましい特徴が、本明細書中に上記されている。
好ましいプロービング核酸塩基配列は、表１において列挙されている。さらに、サンプル
中にあるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ種を分析するためにＰＮＡプローブを使用するのに適切な方法が、本明細書中に上記
されている。
【０１２１】
　本発明のキットは、サンプル中のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外の
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を分析するために、１種以上のＰＮＡプローブと、アッ
セイを実施するようにかそうでなければ用いられるアッセイの実施を簡単にするように選
択される、他の試薬もしくは組成物とを備える。好ましい実施形態において、上記キット
は、独立して検出可能なＰＮＡプローブを使用してＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種とＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕ
ｒｅｕｓとを同時分析するための、ＰＮＡプローブを備える。
【０１２２】
　（ｅ．本発明を使用するための例示的適用）
　本発明のＰＮＡプローブ、方法、およびキットは、臨床サンプル（例えば、尿、血液、
創傷、痰、咽頭スワブ、胃洗浄物、気管支洗浄物、生検、吸引物、吐出物（ｅｘｐｅｃｔ
ｏｒａｔｅ））中、ならびに食物、飲料、水、薬学的製品、パーソナルケア製品、日用品
、または環境サンプル、ならびにそれらの培養物において、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析のために特に有用である
。好ましい実施形態において、上記ＰＮＡプローブは、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　
ａｕｒｅｕｓの分析のためのＰＮＡプローブも含むＰＮＡプローブセットにおいて適用さ
れる。
【０１２３】
　本発明の好ましい実施形態が記載されているが、本明細書中に記載される概念を組み込
む他の実施形態が使用され得ることが、今や当業者にとって明らかになる。従って、これ
らの実施形態は、開示される実施形態に限定されるべきではなく、むしろ、添付の特許請
求の範囲の精神および範囲によってのみ限定されるべきであると思われる。
【実施例】
【０１２４】
　（実施例１）
　（蛍光インサイチュハイブリダイゼーションによるＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａ
ｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の分析）
【０１２５】
【化１】

（注記：このＰＮＡプローブの末端を示すために使用される従来の術語；Ｏ＝８－アミノ
－３，６－ジオキサオクタン酸；ＴＸＲ＝Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ）。
【０１２６】
　（細菌株）
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　Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉ
ｄｉｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、および他の関連する種を含む）
の参照株（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，（Ａ
ＴＣＣ）Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ、Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｓｅ
ｒｖｉｃｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＮＲＲＬ）Ｐｅｏｒｉａ，ＩＬ）
の一晩培養物を調製した。
【０１２７】
　（塗抹標本の調製）
　各株について、テフロン（登録商標）コートした顕微鏡用スライドガラス（Ａｄｖａｎ
Ｄｘ，Ｗｏｂｕｒｎ，ＭＡ）の直径８ｍｍのウェルに、培養液１滴と１％（ｖ／ｖ）Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含むリン酸緩衝化生理食塩水１滴とを混合することにより、塗抹
標本を調製した。その後、そのスライドガラスを、５５℃のスライドガラス加温器の上に
２０分間配置した。その時点で、塗抹標本が乾燥した。その後、その塗抹標本を、９６％
（ｖ／ｖ）エタノール中へ５分間～１０分間浸漬することによって殺菌し、風乾した。
【０１２８】
　（蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ））
　塗抹標本を、１滴のハイブリダイゼーション溶液（１０％（ｗ／ｖ）硫酸デキストラン
、１０ｍＭ　ＮａＣｌ、３０％（ｖ／ｖ）ホルムアミド、０．１％（ｗ／ｖ）ピロリン酸
ナトリウム、０．２％（ｗ／ｖ）ポリビニルピロリドン、０．２％（ｗ／ｖ）フィコール
、５ｍＭ　ＥＤＴＡ二ナトリウム塩、１％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ（ｐＨ７．５）ならびに２５０ｎＭ　ＣＮＳ１６Ｓ０９ｂ／ｔｘｒ
（セットＡ）またはＣＮＳ１６Ｓ１６ｇ／ｔｘｒ（セットＢ）を含む）で覆った。カバー
ガラスをその塗抹標本上に静置して、ハイブリダイゼーション溶液によって均一に被覆さ
れていることを確実にした。その後、そのスライドガラスを、スライドガラス加温器（Ｓ
ｌｉｄｅｍｏａｔ，Ｂｏｅｋｅｌ，Ｆｅａｓｔｅｒｖｉｌｌｅ，ＰＡ）に配置し、５５℃
で９０分間インキュベートした。ハイブリダイゼーション後に、スライドガラス１枚当た
り約２０ｍｌの予熱した２５ｍＭ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ１０）、１３７ｍＭ　ＮａＣｌ、３ｍ
Ｍ　ＫＣｌの中へ５５℃の水浴中でそのスライドガラスを浸漬することによって、そのカ
バーガラスを取り外し、そのスライドガラスを３０分間洗浄した。最後に、各塗抹標本を
、１滴の封入剤（ＡｄｖａｎＤｘ、Ｗｏｂｕｒｎ、ＭＡ）を使用して顕微鏡標本作製し、
各塗抹標本をカバーガラスにより被覆した。顕微鏡による検査を、ＦＩＴＣ／Ｔｅｘａｓ
　Ｒｅｄデュアルバンドフィルターセットを装備する蛍光顕微鏡を用いて行った。Ｓｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種を、赤色
蛍光球菌により同定した。
【０１２９】
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【表２】

　表２に関して、該表は実施例１由来のデータを、ヘッダー行（行Ａ）によって示したよ
うに、種の同定を列１に、種のＩＤ番号を列２に、プローブセットＡの結果を列３に、そ
してプローブセットＢの結果を列４に表す。記号「－」は、陰性の結果を、記号「＋」は
、陽性の結果を示す。陽性の結果は、赤色蛍光または緑色蛍光のどちらかの、サンプル中
の蛍光細胞の観察により得点をつけた。表２の列３のプローブセットＡについての結果に
関しては、赤色蛍光（「赤色陽性」）で陽性と判定されたＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓおよびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃ
ｕｓ（行ＬおよびＮ）、ならびに赤色蛍光で両方とも弱い陽性であったＳｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓおよびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｃ
ｈｌｅｉｆｅｒｉ（行ＰおよびＲ）を除く、全ての種が陰性（－）と判定された。表２の
列４のプローブセットＢについての結果に関しては、赤色陽性と判定されたＳｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｇａｌｌｉｎａｒｉｕｍ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｈａｅｍ
ｏｌｙｔｉｃｕｓ、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｕｇｄｕｎｅｎｓｉｓ、Ｓｔａｐ
ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ、およびＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｓｃｈｌｅｉｆｅｒｉ（行Ｍ～ＰおよびＲ）を除く、全ての種が陰性（－）と判定
された。したがって、実施例により、プローブセットＡおよびＢは、特定の種で弱いシグ
ナルが観察されたとはいえ、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外の特定のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕ
ｓ種の検出のために、両方とも有用であり、そしてＳ．ａｕｒｅｕｓ以外の全てのＳｔａ
ｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種の検出のためにはどちらのプローブセットも有用ではないこと
を示す。Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ、およびいくつかの他のグラム陽
性球菌（例えば、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｆａｅｃａｌｉｓ、およびＳｔｒｅｐｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）が、両方のプローブセットで陰性の結果を有したこと
は注目する価値がある。
【０１３０】
　（実施例２：　プローブセットの評価）
【０１３１】
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【化２】

（注意：ＰＮＡプローブの末端を示すために慣習的な名称を用いた；Ｏ＝８－アミノ－３
，６－ジオキサオクタン酸；ＴＸＲ＝Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ；Ｆｌｕ＝カルボキシ－フルオ
レセイン）
　試験は部分的に異なる菌株の群で実施されたが、プローブセットは実施例１に記載した
とおり正確に試験された。
【０１３２】
【表３】

　プローブセットＣは、フルオレセインで標識された第３のＳ．ａｕｒｅｕｓ特異的プロ
ーブと組み合わせた、実施例１のプローブセットＡおよびＢ由来のプローブの混合物であ
る。表３に関して、該表は実施例２由来のデータを、ヘッダー行（行Ａ）によって示した
ように、種の同定を列１に、種のＡＴＣＣ番号を列２に、プローブセットＣの結果を列３
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号「－」は、陰性の結果を、記号「＋」は、陽性の結果を示す。陽性の結果は、赤色蛍光
または緑色蛍光のどちらかの、サンプル中の蛍光細胞の観察により得点をつける。表３の
列３のプローブセットＣについての結果に関しては、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａ
ｕｒｅｕｓが、緑色陽性と判定された。全ての他のサンプルは、緑色蛍光について陰性で
あった。Ｓ．ｓｉｍｕｌａｎｓを除く全ての他のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ株が、プ
ローブセットＣで赤色陽性と判定された。非Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、プローブ
セットＣで赤色陽性または緑色陽性と判定されなかった。列４のプローブセットＤに関し
て、唯一の陽性の結果は、赤色陽性であったＳ．ｓｉｍｕｌａｎｓで観察された。プロー
ブセットＤは、単一のＴｅｘａｓ　Ｒｅｄで標識されたプローブ種を含み、したがって、
緑色蛍光が観察されなかったことは驚きではない。表３の列５で見られるプローブセット
Ｅは、プローブセットＣおよびＤ由来のプローブの混合物である。列５において、全ての
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が、緑色蛍光（Ｓ．ａｕｒｅｕｓのみ）または赤色蛍光
（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ以外のＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種）のどちらかで検出されたが
、非Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓは、蛍光シグナルで検出されない。
【０１３３】
　Ｓｔａ１６Ｓ０３プローブは、そのプローブと標的配列とが完全には相補的ではない（
Ｏｌｉｖｅｉｒａら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．４０：２４７～２５１（２０
０２））が、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｃｈｌｅｉｆｅｒｉと安定なハイブリッ
ドを形成することが、上記の実験において実証された。この実施例において、プローブセ
ットＣおよびＥでのＳ．ｓｃｈｌｅｉｆｅｒｉ由来のシグナルは、赤色陽性である。した
がって、Ｓａｕ１６Ｓ０３プローブとともにプローブセットＣまたはＥの使用は、以前に
報告されたＳａｕ１６Ｓ０３プローブだけの使用よりも、Ｓ．ａｕｒｅｕｓの、より特異
的な検出を提供する。
【０１３４】
　これらのデータは、ある１つの蛍光標識により種コホートを検出し、第二の蛍光標識を
用いて単一種を検出する、プローブ混合物が作製され得ることを示す。この実験において
試験するＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種は、最も臨床的に適切であると考えられるが、
本明細書中には含めていない他の実験は、他の多くのＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ種が
、プローブセットＢを用いて検出され得ることを実証した。プローブセットＡ、Ｂ、Ｃ、
およびＥを用いて試験したすべての種のうち、Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅ
ｕｓのみが、緑色蛍光シグナルを生じた。
【０１３５】
　本明細書中で引用されるすべての参考文献は、それが活字出版形態であろうと、電子媒
体形態であろうと、コンピュータ読出し可能記憶媒体形態であろうと、他の形態であろう
と、その全体が参考として明示的に援用される。その参考文献としては、要約、論文、雑
誌、刊行物、教科書、学術論文、技術データシート、インターネットウェブサイト、デー
タベース、特許、特許出願、および特許公開物が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３６】
　本発明の多くの実施形態が、記載されている。それにも関わらず、種々の実施形態が、
本発明の精神および範囲から逸脱することなくなされ得ることが、理解される。従って、
他の実施形態が、特許請求の範囲の範囲内にある。
【配列表】
0005501220000001.app
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