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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　CTpB4.S1（配列番号９）とCTpB4.S1.1（配列番号１０）からなるグループから選択され
る塩基配列からなるプライマー。
【請求項２】
　CT1pB4.S2（配列番号１２）とCTpB4.S2.1（配列番号１３）からなるグループから選択
される塩基配列からなるプライマー。
【請求項３】
　CTpB4.B1（配列番号１１）とCTpB4.B2（配列番号１４）からなるグループから選択され
る塩基配列からなるプライマー。
【請求項４】
　CTpB4.D1（配列番号１５）の塩基配列からなる核酸、配列番号１５の塩基配列からなる
核酸に相補する核酸、CTpB4.D2（配列番号１６）の塩基配列からなる核酸、配列番号１６
の塩基配列からなる核酸に相補する核酸、CT1pB4.FD1（配列番号１７）の塩基配列からな
る核酸および配列番号１７の塩基配列からなる核酸に相補する核酸からなるグループから
選択したプローブ。
【請求項５】
　CtpB4.FD1（配列番号１７）およびCtpF8.FD1（配列番号２９）からなるグループから選
択される塩基配列からなるプローブ。
【請求項６】
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　CTpFPL（配列番号５）、CTpFPR（配列番号６）、CTpFSL（配列番号７）およびCTpFSR（
配列番号８）からなるグループから選択される塩基配列からなるプライマー。
【請求項７】
　（ａ）CTpB4.S1（配列番号９）とCTpB4.S1.1（配列番号１０）からなるグループから選
択される塩基配列からなる１以上のプライマーと、
　（ｂ）CTpB4.S2（配列番号１２）とCTpB4.S2.1（配列番号１３）からなるグループから
選択される塩基配列からなる1以上のプライマーと、
　（ｃ）バンパープライマーCTpB4.B1（配列番号１１）およびCTpB4.B2（配列番号１４）
と、
　（ｄ）CTpB4.D1（配列番号１５）の塩基配列からなる核酸、配列番号１５の塩基配列か
らなる核酸に相補する核酸、CTpB4.D2（配列番号１６）の塩基配列からなる核酸、配列番
号１６の塩基配列からなる核酸に相補する核酸、CtpB4.FD1（配列番号１７）の塩基配列
からなる核酸および配列番号１７の塩基配列からなる核酸に相補する核酸からなるグルー
プから選択された1以上のプローブと、
からなるキット。
【請求項８】
　サンプル中のトラコーマクラミジアの存在の有無を検出するための方法であって、
　（ａ）核酸増幅反応中に、第一の核酸プライマーがCTpB4.S1（配列番号９）とCTpB4.S1
.1（配列番号１０）からなるグループから選択される塩基配列からなり、第二の核酸プラ
イマーがCTpB4.S2（配列番号１２）とCTpB4.S2.1（配列番号１３）から選択される塩基配
列からなる一組のプライマーを用いて前記のサンプルを処理するステップと、
　（ｂ）増幅生成物の検出がトラコーマクラミジアの存在を表す、増幅核酸生成物の検出
ステップと、
からなるサンプル中のトラコーマクラミジアの存在の有無を検出するための方法。
【請求項９】
　前記の核酸増幅反応が鎖置換増幅反応（ＳＤＡ）であることを特徴とする請求項８に記
載のサンプル中のトラコーマクラミジアの存在の有無の検出法。
【請求項１０】
　前記のＳＤＡ反応がCTpB4.B1（配列番号１１）およびCTpB4.B2（配列番号１４）をバン
パープライマーとして利用する請求項９に記載のサンプル中のトラコーマクラミジアの存
在の有無の検出法。
【請求項１１】
　前記の増幅核酸生成物の検出を、該増幅核酸生成物とCTpB4.D1（配列番号１５）の塩基
配列からなる核酸、配列番号１５の塩基配列からなる核酸に相補する核酸、CTpB4.D2（配
列番号１６）の塩基配列からなる核酸、配列番号１６の塩基配列からなる核酸に相補する
核酸、CtpB4.FD1（配列番号１７）の塩基配列からなる核酸および配列番号１７の塩基配
列からなる核酸に相補する核酸からなるグループから選択されるプローブとのハイブリッ
ド形成により実施する請求項８に記載のサンプル中のトラコーマクラミジアの存在の有無
の検出法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、患者体内のトラコーマクラミジア（Chlamydia trachomatis）の存在の有無を
決定する方法に関する。この方法は、トラコーマクラミジア潜在プラスミドを特異的に増
幅するための核酸プライマーの使用を含み、鎖置換増幅（Strand Displacement Amplific
ation：ＳＤＡ）、好熱性鎖置換増幅（Thermophilic Strand Displacement Amplificatio
n：ｔＳＤＡ ）もしくは蛍光リアルタイム型発鎖置換増幅（Fluorescent Real Time Ther
mal Strand Displacement Amplification）のうちのいずれか一つの方法を使用すること
が好ましい。
【０００２】
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【従来の技術】
トラコーマクラミジアは、トラコーマ（単一原因での失明の最大原因）、封入体性結膜炎
、乳児肺炎、尿道炎および性病性リンパ肉芽腫の原因微生物である。この微生物の分析お
よび検出は、多くの場合病理学的もしくは臨床的所見を基礎とし、隔離法および染色法に
より確認されることもある。トラコーマクラミジアは、大きさ約7.5kbで、生体内に多数
の複製が存在する潜在プラスミドを含む。多数の複製が存在するので、このプラスミドは
、核酸増幅法を用いた検定による診断目的に好都合な標的である。
【０００３】
本明細書中で使用する用語を以下に定義する。増幅プライマーは、標的配列とハイブリッ
ド形成した後、このプライマーが伸長することで標的配列の増殖を開始させる役割を果た
すものである。増幅プライマーの長さは通常、約10～75ヌクレオチドであり、約10～50ヌ
クレオチドであることが好ましい。ＳＤＡ用の増幅プライマーの全長は通常約25～50ヌク
レオチドである。ＳＤＡ増幅プライマーの３’末端（標的結合配列）は標的配列の５’末
端とハイブリッド形成する。標的結合配列の長さは通常、約10～25ヌクレオチドで、増幅
プライマーにハイブリッド形成特異性を与えている。ＳＤＡ増幅プライマーは標的結合配
列へのエンドヌクレアーゼ５’の識別部位を有する。ウォーカーらが詳述しているように
（G.Walker, et al. 1992. PNAS 89：392-396 and 1992 Nucl. Acids Res. 20：1691-169
6）、この識別部位は不完全修飾（hemimodify）される際の、ＤＮＡ二体鎖のうちの一つ
を切断する制限エンドヌクレアーゼに対する識別部位である。制限酵素認識部位への核酸
５’（尾部（tai1））は、ＳＤＡ中に増幅プライマーの残りの部分が切断され、変位した
際にポリメラーゼ再開始（repriming）部位として機能する。尾部核酸の再開始機能は、
ＳＤＡ反応を持続させ単一の標的分子から多数のアンプリコンを合成するのを可能にする
。尾部の長さは通常、約10～25ヌクレオチドである。その長さと配列は一般に重要ではな
く、通常のやり方で選択し、修正することができる。標的結合配列はプライマーの標的特
部分であるので、標的末端部に特殊配列が要求されない増幅法では、増幅プライマーは実
質的に標的結合配列のみからなる。中断可能な制限酵素認識部位とＳＤＡの尾部以外に標
的に付加する特殊配列が要求される増幅法（例えば、３ＳＲに対するＲＮＡポリメラーゼ
プロモーター、ＮＡＳＢＡ、転写べ一スの増幅）では、要求される特殊配列は、プライマ
ーハイブリッド形成特異性を変えることなしに、オリゴヌクレオチドを培養するごくあり
ふれた方法で使用される標的結合直列に連鎖させてよい。
【０００４】
「バンパープライマー」または「外部プライマー」は、等温反応でプライマー伸長生成物
を転位するのに使用されるプライマーである。バンパープライマーはその伸長部分が増幅
プライマーの標的配列下流部分およびその伸張生成物を置換することにより、増幅プライ
マーの標的配列上流部分にアニールする。
【０００５】
「標的」もしくは「標的配列」という用語は増幅される核酸配列を指す。これらは増幅さ
れる元の核酸配列と相補関係にある第二ＤＮＡ鎖、増幅される核酸配列の複製のうちのい
ずれかのＤＮＡ鎖を含む。これらの複製は増幅プライマーとハイブリッド形成する配列の
複製を含むことにより、増幅可能な標的としての役割を担う。
【０００６】
増幅反応中に生成する標的の複製は、増幅生成物、アンプリマー（amplimer）またはアン
プリコンと呼ばれる。
【０００７】
「伸張生成物（extension product）」という用語は、プライマーのハイブリッド形成お
よび鋳型として標的配列を用いたポリメラーゼによるプライマーの伸張によって生成した
標的配列の複製を指す。
【０００８】
「種特異性」という用語は、ある種の微生物または一群の関連した種の微生物を、同一の
属内の他の種または他の属内の種の実質的な検出、増幅またはオリゴヌクレオチドハイブ
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リッド形成を伴うことなく、検出、増幅またはオリゴヌクレオチドハイブリッド形成する
ことを指す。
【０００９】
「検定プローブ（assay probe）」という用語は、核酸の検出または同定を容易にするた
めに使用するオリゴヌクレオチドを指す。例えば、本発明において、検定プローブはトラ
コーマクラミジア潜在プラスミド核酸の検出または同定に使用される。以下に詳述するよ
うに、検定プローブの実例には、検出プローブ、検出プライマー、捕捉プローブおよび信
号プライマーがある。
【００１０】
【課題を解決するための手段】
本発明は、トラコーマクラミジア（Chlamydia trachomatis）の特異的検出および同定の
ための増幅プライマーおよび検定プローブとして有用なオリゴヌクレオチドを提供する。
特異的プローブはヒトのＤＮＡや他の微生物のＤＮＡを全く検出しないか、またはほとん
ど検出することなくトラコーマクラミジア潜在プラスミドを増幅する。ヒトのＤＮＡや他
の微生物のＤＮＡと交差反応性を示すことなく、このプラスミドを特異的に増幅するため
、二つの領域のトラコーマクラミジア潜在プラスミドが選択された。
【００１１】
本発明のオリゴヌクレオチドは、培養された微生物の同定を確認するために培養後に使用
してもよい。また、既知の増幅法を用いたトラコーマクラミジア潜在プラスミドの検出お
よび同定のため、培養前または培養時に使用してもよい。いずれかのケースにおいて、本
発明のオリゴヌクレオチドと検定法はトラコーマクラミジアと他の微生物の迅速な識別法
を提供し、医師が習慣的に使用しているより伝統的な手順を利用することなく本微生物を
迅速に同定することを可能にする。伝染病に含まれる特異的な病因学上の医薬の迅速な同
定は、短期問内に適切な治療法を決定するために使用する情報を提供する。
【００１２】
【発明の実施の形態】
本発明は、核酸増幅反応においてトラコーマクラミジア特異性を示すオリゴヌクレオチド
、増幅プライマーおよび検定プローブに関する。本発明はまた、前記のオリゴヌクレオチ
ドを用いたトラコーマクラミジアの検出および同定のための方法を提供する。好ましい方
法はＳＤＡ、ｔＳＤＡ、均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡのいずれかである。これらの方
法は、引用することにより本明細書の一部をなすものとする米国特許第5,548,861号、5,6
48,211号、１９９７年５月３０日出願の米国特許第08/865,675号および１９９７年５月１
３日出願の米国特許第08/855,085号等の引用文献により当業者に知られている。
【００１３】
本発明のプライマーは、GenBankより入手可能なトラコーマクラミジア潜在プラスミド（C
. trachomatis cryptic plasmid）の配列を基に設計された。プラスミド配列は整列され
、管理可能な領域（300～500bp）にセクション化されている。以下の研究のために２つの
領域（BおよびF）が選定された。領域ＢおよびＦがトラコーマクラミジアのいくつかの血
清型に合わせて配列され、ｔＳＤＡシステムがこれらの分野について設計された。Bおよ
びF領域への増幅および配列のために使用されるプライマーはそれぞれ以下の通りである
。
Ｂ領域増幅・配列プライマー
CTpB1P　5'-GAAGATCGAGTAGACGTAATAT-3'（配列番号１）
CTpB2P　5'-ATAGCAGATATATCTAGAACCTT-3'（配列番号２）
CTpB3N　5'-TTGGATCGAA ATGTAATACCGA-3'（配列番号３）
CTpB4N　5'-ACTTCTGATTTTCAAGGTGG AT-3'（配列番号４）
Ｆ領域増幅・配列プライマー
CTpFPL　5'-CAAAACTGCGTCTTTGCTGATA-3'（配列番号５）
CTpFPR　5'-GGGTGTGACTGTGAATTTTCC-3'（配列番号６）
CTpFSL　5'-AGTTGGGCAAATGACAGAGC-3'（配列番号７）
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CTpFSR　5'-TGAATAACCCGTTGCATTGA-3'（配列番号８）
【００１４】
領域ＢおよびＦの分析に関する検出システムを以下に示す。ｔＳＤＡ反応および蛍光リア
ルタイム型ｔＳＤＡ反応における特異性と感度に関して、様々なプライマーのコンビネー
ションが試験された。
【００１５】
核酸はハイブリッド形成するための完全な相補性は要求されないので、ここに示されてい
るプローブおよびプライマー配列は、トラコーマクラミジア特異的なプローブおよびプラ
イマーとしての実用性を損なうことなく、ある程度改変することができる。当業者に知ら
れているように、相補的または部分相補的核酸は、ストレンジェンシーの増加、または減
少するためハイブリッド形成条件の調整（例えば、ハイブリッド形成温度やバンパー液の
含有塩分量の調節）により得ることができる。開示されている配列の小規模の改変とトラ
コーマクラミジア特異性を維持するためのハイブリッド形成条件の必要な調整は通常の日
常的に行われている実験作業であり、当業者の能力の範囲内である。
【００１６】
発明のプライマーを用いて生成した増幅生成物は、例えば、臭化エチジウムで着色したポ
リアクリルアミドまたはアガロースゲルの特性サイズによって検出してよい。また、増幅
されたトラコーマクラミジア潜在クラミジアは、検定プローブ（検出可能な標識により標
識付けされたオリゴヌクレオチド）により検出してよい。一つの実施態様において、最低
一つの標識された検定プローブを、ウォーカーらが記載しているような（Walker, et al,
 Nucl. Acids Res, 前出）（検出用配列プライマーの）ハイブリッド形成またはハイブリ
ッド形成とその後の伸長による増幅された標的配列の検出、もしくは欧州特許公報第0 67
8 582号に記載されているような（EP 0 678 582）、（単一のプライマーの）増幅、伸長
および二重鎖形状への転換による増幅された標的配列の検出に使用してよい。検定プロー
ブは、増幅プライマーのうちのいずれかの標的中の一つの配列とハイブリッド形成する、
いわゆる内部検定プローブが選定されることが好ましい。また、増幅プライマーもしくは
その標的結合配列を検定プローブとして使用してよい。
【００１７】
検定プローブの検出可能な標識は、標的核酸の存在の指標として直接、または間接的に検
出可能な部分（moiety）である。標識の直接検出については、当業者に知られているよう
に、検定プローブは放射性同位体で標識して、オートラジオグラフ法で検出しても、蛍光
部分で標識して蛍光Ｘ線で検出してもよい。また、検定プローブは、検出可能にするため
に追加の試薬が必要な標識を用いて間接的に検出してもよい。間接的に検出可能な標識の
実例には、化学発光試薬、目視可能な反応生成物を生成する酵素および標識された特定の
結合パートナー（例：抗体、抗原／ペプトン）と結合することによって検出されるリガン
ド（例：ペプトン、抗体、抗原）がある。リガンドはまた、リガンドで標識されたオリゴ
ヌクレオチド（捕捉プローブ）を検出を容易にするため、固体状態に固定するのにも有用
である。特に有用な標識はビオチン（標識付けされたアビジンやストレプトアビジンと結
合することにより検出可能となる）と西洋ワサビペルオキシダーゼやアルカリポスフォタ
ーゼのような酵素（有色の反応生成物を生成するための酵素基質を付加することにより目
視可能となる）を含む。オリゴヌクレオチドに標識を付加もしくは含有させるための方法
は当業者に良く知られており、そのうちのいくつかの方法は本発明に適用可能である。
【００１８】
適用可能な特定の検出法の実例には、米国特許第5,470,723号に記載されているような（U
.S. Patent No. 5,470,723）、増幅プライマーをビオチニル化捕捉プローブおよび酵素抱
合型検出プローブを用いて検出する化学発光法を含む。これら二つの検定プローブを標識
配列の検定領域内の異なる部位にハイブリッド形成させた後、ストレプトアピジンでコー
ティングしたミクロタイタープレート上で鎖体を捕捉プローブを用いて検出し、化学発光
信号を発生させルミノメーターで読み取る。増幅プライマーの他の検出法として、欧州特
許公報第0 678 582号（EP 0 678 582）に記載されているような信号プライマーをＳＤＡ
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反応に含めてよい。本実施態様において、標識された二次増幅生成物はＳＤＡ中に、標的
の増幅に依存する形で生成し、関連する標識を媒体に用いて標的増幅の指標として検出し
てよい。
【００１９】
商業上の便宜のため、トラコーマクラミジア潜在プラスミド特異性検出および同定のため
の増幅プライマーは、キットの形でパッケージすることができる。本発明によれば、その
ようなキットは通常、最低1組の増幅プライマーを含む。核酸増幅反応を実施するための
試薬は、トラコーマクラミジア潜在プラスミド特異増幅プライマーと共に、例えばバンパ
ー、追加のプライマー、ヌクレオチド、三リン酸塩、酵素等を含めてもよい。キットの構
成要素は共通のコンテナに梱包され、必要に応じて本発明の特定の実施態様を実施するた
めの指示書を含めてもよい。検定プローブとして使用するため、適当な標識を付加したオ
リゴヌクレオチドや標識検出用の試薬または手段といった任意の構成要素をキットに含め
ることができる。
【００２０】
増幅プライマーの標的結合配列は、オリゴヌクレオチドに種ハイブリッド形成特異性を与
え、従って、増幅反応に種特異性を付与する。選択した増幅反応の性能に関する要求に応
じて、オリゴヌクレオチドの種特異性を変更することなく、ここに開示した標的配列に他
の配列を選択的に追加してよい。例えば、本発明のトラコーマクラミジアの潜在プラスミ
ド特異性の増幅プライマーは、ＳＤＡ反応時に切断される（ニックされる）制限エンドヌ
クレアーゼに対する認識部位BsoBIを含んでいてもよい。欧州特許公報第0 684 315号（EP
 0 684 315）に開示されている認識部位を含むBsoBI部位を他の制限エンドヌクレチアー
ゼ認識部位に置換できることは当業者にとって明白であろう、認識部位は増幅反応を好熱
性ＳＤＡ（ｔＳＤＡ）条件下でも実施できるよう、好熱性制限エンドヌクレアーゼに対す
るものが好ましい。同じく、増幅プライマーの尾部配列（制限エンドヌクレチアーゼ認識
部位への５’）は一般に重要ではないが、ＳＤＡを用いる認識サイトおよび自己の標的結
合配列や他のプライマーとハイブリッド形成する配列は避けるべきである。本発明によれ
ば、ＳＤＡ用の増幅プライマーのいくつかは、３’標的結合配列、標的結合配列に対する
切断可能な制限エンドヌクレアーゼ認識部位５’および長さが約10～25ヌクレオチドの制
限エンドヌクレチアーゼ認識部位に対する尾部配列５’からなる。切断可能な制限エンド
ヌクレチアーゼ認識部位および尾部配列はＳＤＡ反応のために必要とされる配列である。
他の増幅反応に関して、本発明による増幅配列は、開示された標的結合配列のみからなる
もの（例：ＰＣＲに対する配列）であったり、標的結合配列と選択された増幅反応のため
に必要とされる追加の配列（例：上述したようなＳＤＡのために必要な配列や３ＳＲのた
めのＲＮＡポリメラーゼによって認識されるプロモーター）からなるものであってよい。
【００２１】
バンパープライマーはＳＤＡの際、その下流側の種特異的な増幅プライマーを置換するよ
う機能するため、種特異性に関して必須なものではない。バンパープライマーは伸長した
際に増幅プライマーとその伸長生成物を置換するように、増幅プライマーの上流側にハイ
ブリッド形成することのみ要求されている。そのため、バンパープライマーの特定の配列
は一般に重要ではなく、バンパープライマーの伸長の際に増幅プライマーの伸長生成物を
置換させるために増幅プライマーの結合部位の十分近くにあるいかなる上流標的配列から
得てもよい。時折発生するバンパープライマー配列内の標的との誤配合や標的以外の配列
とのクロスバイブリット形成は、バンパープライマーが特異的な標的配列にハイブリッド
形成できるかぎり増幅効率に悪影響しない。しかし、ここに記載されているバンパープラ
イマーはトラコーマクラミジアに対して種特異的であるため、必要があれば増幅プライマ
ー内の標的結合配列として使用してよい。
【００２２】
本発明のプライマーを用いた増幅反応は、ウォーカーらが指摘するように（Walker, et a
l, 前出）、チミンを組入れてもよいし、欧州特許公報第0 624 643号に指摘されているよ
うに（EP 0624 643）、その後の増幅反応のクロス汚染を減少させるため、反応中にＴＴ
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Ｐの代わりに２’デオキシウリジン５’三リン酸塩を完全にまたは部分的に代用してよい
。ｄＵ（ウリジン）は増幅生成物に組込まれ、ウラシルＤＮＡグリコシアーゼ（ＵＤＧ）
を用いた処理によって切除され得る。これらの塩基性喪失（abas1c）部位はその後の増幅
反応の際に増幅生成物を増幅不能にする。新たに形成した増幅生成物中のｄＵの切除を防
止するため、その後の増幅反応を実施する前にＵＤＧをウラシルＤＮＡグリコシアーゼ阻
害剤で処理してよい。
【００２３】
プライマー、バンパーおよび検出用配列（detector）の異なるコンビネーションを用いて
ｔＳＤＡを実施するため、他の系が開発された。しかし、これらの他の系は適切な特異性
の欠如、最適条件の領域のせまさおよび確実性の欠如のような様々な理由のため好ましく
なかった。
【００２４】
図１に系Ｂのためのプライマー、バンパーおよび検出用配列（detector）を示す。この系
は例の中で検討されている。系Ｂは領域Ｂの５’末端に位置する。初期実験において、２
つの上流プライマーと２つの下流プライマーが１つの上流バンパーと１つの下流バンパー
と共に設計された。これらは検出用配列と共に様々なコンビネーションで使用された。系
Ｂで使用されたプライマー、バンパーおよび検出用配列を以下に示す。プライマーのハイ
ブリッド形成領域は下線にて表し、BsoBO制限部位はイタリック体で表した。
【化１】
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【００２５】
初期のスクリーニング実験において、1つの上流プライマーと1つの下流プライマーを含め
るようプライマー混合物が調製された。4つの可能なプライマー混合物を以下に示す。
コンビネーション１
CTpB4.S1（配列番号９）
CTpB4.S1（配列番号１２）
コンビネーション２
CTpB4.S1.1（配列番号１０）
CTpB4.S2（配列番号１２）
コンビネーション３
CTpB4.S1（配列番号９）
CTpB4.S2.1（配列番号１３）
コンビネーション４
CTpB4.S1.1（配列番号１０）
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CTpB4.S2.2（配列番号１３）
【００２６】
プライマー混合物は全て上流および下流のバンパーをも含む。プライマーとバンパーはお
のおの最終濃度0.5および0.05μMで使用された。
【００２７】
上記のプライマー混合物は潜在プラスミドの領域Bに関する研究で使用されており、例の
中でさらに詳しく検討されている。潜在プラスミドの領域Fとハイブリッド形成し、トラ
コーマクラミジアの検定に対しても有用な池のプライマーについても例の中で検討されて
いる。後程示す例では、均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡで使用する領域Fに対するプラ
イマーを用いる方法も開示している。系Bのプライマーおよびプローブは、ｔＳＤＡリア
ルタイム型蛍光エネルギー転位法で使用するのが好ましい。鎖置換増幅（ＳＤＡ）は、プ
ライマーの伸長、不完全修飾制限エンドヌクレアーゼ認識・切断部位の切断（ニッキング
）、一本鎖伸長生成物の置換、伸長生成物（もしくは元の標的配列）へのプライマーのア
ニーリングおよぴその後のプライマーの伸長が反応混合物中で平行して起こる核酸増幅の
等温方法である。これは、反応のステップが不連続的に起こるか、もしくは反応の熱サイ
クル特性の結果として循環するポリメラーゼ鎖反応（ＰＣＲ）とは対照的である。ＳＤＡ
は以下の能力に基づく。すなわち、（１）　　二重鎖認識・切断部位のヘミモスホロチオ
酸エステル体の無修飾鎖を切断する制限エンドヌクレアーゼの能力と、（２）ある種のポ
リメラーゼの切り目での複製の開始および下流側の鋳型のない鎖の置換を行う能力である
。
【００２８】
プライマーのアニーリングに関し、二重鎖標的配列を変性するために増加させた温度（約
95℃）で初期培養した後、その後の重合と新たに合成した鎖の転位を一定温度で実施した
。個々の標的配列の新たな複製の生成は以下の5つのステップからなる。すなわち、（１
）元の標的配列または前もって重合した置換一本鎖伸長生成物への増幅プライマーの結合
、（２）αチオデオキジヌクレオチド三リン酸（α－チオｄＮＴＰ）を組込んだ５’‐３
’エキソヌクレチアーゼ欠失ポリメラーゼによるプライマーの伸長と、（３）半修飾二重
鎖制限部位の切断（ニッキング）と、（４）切れ目部位（ニック部位）からの制限酵素の
分離と、（５）下流に新たに合成した鎖の置換を伴う5'-3'エキソヌクレチアーゼ欠失ポ
リメラーゼによる、切れ目（ニック）の３’末端からの伸長である。
【００２９】
切れ目（ニック）からの伸長は他の切断（ニック）可能な制限部位を再生させるため、切
断（ニック）、重合および置換は一定温度で平行して継続的に起こる。おのおのが二重鎖
標的配列の二本の鎖のうちのいずれか一本の鎖とハイブリット形成する一組の増幅プライ
マーを使用した際、増幅は指数関数的に増加する。これは有効鎖および非転写鎖がその後
の増幅ラウンドの際に、他方のプライマーの鋳型の役割を果たすためである。一本鎖増幅
プライマーを使用した際、唯一の鎖はプライマー伸長のための鋳型の役割を果たすため、
増幅は線形的に増加する。αチオシオキジヌクレオチド三リン酸（ｄＮＴＰ）を組込んだ
際、その二重鎖認識または切断部位を切断する制限エンドヌクレチアーゼの実例は、HinC
H、Hindll、Aval、NciIおよびFnu4HIである。これらの制限エンドヌレチアーゼの全てと
要求されるニッキング活性を示す他の制限エンドヌクレチアーゼは、従来通りのＳＤＡに
適している。しかし、これらは比較的高温感受性であり、40℃で活性を失う。
【００３０】
ＳＤＡによる増幅の標的は、標的配列を切断しないエンドヌクレチアーゼを用いでた制限
による大きな核酸の切断により調製することができる。しかし、ウォーカーらが記載し（
Walker et al. 1992, Nuc. Acids Res., 前出）および引用することにより本明細書の一
部をなすものとする米国特許第5,270,184号（U.S. Pa1ent No. 5,270,184）に記載されて
いるように、ＳＤＡ反応においてニッキングに関し、選択された制限エンドヌクレチアー
ゼ認定／切断部位を有する標的核酸を生成することが好ましい。手短には、標的配列が二
重鎖である場合、4つのプライマーがこれとハイブリット形成する。プライマーのうち二
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つ（Ｓ１およびＳ２）はＳＤＡ増幅プライマーであり、二つ（Ｂ１およびＢ２）は外部も
しくはバンパープライマーである。Ｓ１およびＳ２は標的配列に隣接する二重鎖核酸の他
方の鎖と結合する。Ｂ１およびＢ２は、それぞれＳ１およびＳ２の標的配列５’（上流側
）に結合する。その後、３つのデオキジヌクレオチド三リン酸と最低一つの修飾されたデ
オキジヌクレオチド三リン酸（例：２’デオキシアデノシン５’オルトチオ酸リン酸（2'
-deoxyadenosine 5'-O-（1-thiotriphosphate）：“ｄＡＴＰαＳ”）の存在下で4つ全て
のプライマーを同時に伸長させるためにエキソヌクレチアーゼ欠失ポリメラーゼが使用さ
れる。その結果、Ｓ１およびＳ２の伸長生成物はＢ１およびＢ２の伸長により、元の標的
配列鋳型から置換される。増幅プライマーの置換された一本鎖伸長生成物は他方の増幅お
よびバンパープライマーとの結合の標的として作用する（例えば、Ｓ１の伸長生成物はＳ
２およびＢ２と結合する）。伸長および置換（displacement）の次のサイクルでは、末端
に不完全修飾制限エンドヌクレアーゼ認識・切断部位を有する断片を生じる。これらはＳ
ＤＡ増幅に対する適当な基質である。ＳＤＡ実施中、標的生成反応の個々のステップは平
行して、かつ継続して起こり、ＳＤＡの制限酵素によるニッキングに関し必要とされる末
端に認識・切断部位を有する標的配列を生成する。ＳＤＡ反応の構成要素は全て標的生成
反応中にすでに存在するので、生成した標的は自動的かつ継続的にＳＤＡサイクルに入り
、増幅される。
【００３１】
他の増幅の生成物によるＳＤＡ反応のクロス汚染を防止するため、増幅反応の害すること
なく、ｄＴＴＰの代わりにｄＵＴＰをＳＤＡで増幅されたＤＮＡを組入れてよい。ウラシ
ル修飾核酸はその後、ウラシルＤＮＡグリコジラーゼ（ＵＤＧ）で処理することにより、
特異的に認識され、不活性化されてよい。それゆえ、先の反応においてｄＵＴＰがＳＤＡ
で増幅したＤＮＡに組み入れられた場合、その後のいかなるＳＤＡ反応も二重鎖標的の増
幅より前にＵＤＧで処理することができ、先の増幅反応からのＤＮＡに含まれるいかなる
ｄＵも増幅不能となる。その後の反応で増幅される標的ＤＮＡはｄＵを含まず、ＵＤＧ処
理により影響されない。ＵＤＧは標的の増幅より前に、Ｕｇｉを用いた処理で阻害するこ
とができる。また、ＵＤＧは熱不活性であってよい。吸熱性ＳＤＡにおいて、反応自体に
よる高い温度（50℃以上）はＵＤＧの不活性化と標的の増幅の同時実行に使用してよい。
【００３２】
ＳＤＡは５’-３’エキソヌクラーゼ活性を欠き、二重鎖核酸中の一本鎖切れ目（ニック
）で重合を開始し、鋳型としてニックされていない鎖を用いて新たな相補鎖を生成しなが
らこの切れ目の下流側の鎖を置換するポリメラーゼを必要とする。ポリメラーゼは遊離３
’水酸基にヌクレオチドを付加することで伸長する必要がある。ＳＤＡ反応を最適化する
ため、ポリメラーゼは増幅される標的配列の長さを最大化するよう高進行的であることが
望ましい。高度に進行的なポリメラーゼは解離または伸張生成物の合成の終了する前に、
十分な長さの新たな鎖を重合することができる。置換活性（displacement activity）は
標的をさらなる複製の合成のために利用可能にし、指数関数的増幅反応で二次増幅プライ
マーのハイブリット形成する可能性のある一本鎖生成物を生成するため、置換活性は増幅
反応にとって必要不可欠である。ニッキングは反応を持続させ、さらに続く標的増幅のラ
ウンドを開始させるので、ニッキング活性も大いに重要である。
【００３３】
ウォーカーらが記載しているように（Walker, et a1., 1992, PNAS and Nuc. Acis Res.,
 前出）、吸熱性ＳＤＡは従来通りのＳＤＡとして、望ましい熱安定ポリメラーゼおよび
熱安定制限エンドヌクレアーゼの置換を伴って必然的に実施される。もちろん、反応温度
は置換酵素にとって適当なより高い温度に調整され、HicII制限エンドヌクレチアーゼ認
識・切断部位は選択された熱安定エンドヌクレチアーゼにとって適切な制限エンドヌクレ
アーゼ認識・切断部位に交換される。また、ウォーカーらとは対照的に、酵素が変性温度
で十分安定である場合、実施者は初期の変性ステップの前に反応混合物中に酵素を含めて
良い。吸熱性ＳＤＡでの使用に好ましい制限エンドヌクレアーゼは、BsrI、BsrtNI、BsmA
I、BslI、BsoBI（ニューイングランド生物学研究所（New England BioLabs））とBstOI（
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Promega）である。好ましい吸熱性ポリメラーゼはBca（Panvera）とBst（ニューイングラ
ンド生物学研究所（New Eng1and BioLabs））である。
【００３４】
均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡはｔＳＤＡの改良である。この方法は、標的に依存する
形で還元蛍光の消光を実施するため検出用オリゴヌクレアーゼを使用する。検出用オリゴ
ヌクレアーゼは、蛍光の消光が標的が存在しない状態で起こるよう連鎖された供与体／受
容体色素対を含む。標的存在下での検出用配列オリゴヌクレアーゼ中の分子間塩基対二次
構造の展開および線状化は、色素問の距離を増加させ、蛍光の消光を減少させる。塩基対
二次構造の展開は通常、二次構造を最小限に部分分裂させるような、二次構造と相補鎖の
間の分子間塩基対を含む。十分な長さの相補鎖が存在する場合、これは完全に線状化され
得る。好ましい実施態様において、制限エンドヌクレアーゼ認識部位（ＲＥＲＳ）は二次
構造と相補鎖の間の分子間塩基対が制限エンドヌクレアーゼにより、ＲＥＲＳを二重鎖化
し、切断可能もしくは分裂可能な状態にできるよう、2つの色素の問に存在する。制限エ
ンドヌクレアーゼによる分裂または切断は、供与体および受容体色素を、さらなる消光に
寄与するように、別々の核酸断片上に分離する。いずれの実施態様においても、蛍光パラ
メータに関連する変更（例：供与体蛍光強度の増加、受容体蛍光強度または展開前後での
蛍光発光比率の減少）は標的配列の存在の指標としてモニタされる。蛍光寿命の変化のよ
うな他の蛍光パラメータをモニタしてもよい。
【００３５】
均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡに対する検出用オリゴヌクレオチドは、標的とハイブリ
ット形成する一本鎖の５’または３’部分（標的結合配列）と標的結合配列に隣接する分
子内塩基対二次構造からなる。発明の検出用オリゴヌクレオチドは、二次構造が分子内塩
基対を形成し、二次構造の展開または線状化により結果的に蛍光の消光が減少した場合に
、供与体蛍光が消光するように連鎖した供与体／受容体色素対からなる。オリゴヌクレオ
チドの分裂は、ＤＮＡ二本鎖の両方の鎖のリン酸ジエステル結合の切断または一本鎖ＤＮ
Ａのリン酸ジエステル結合の切断を指す。これはＤＮＡ二重鎖の２つの鎖のうちの１本の
みのリン酸ジエステル結合が切断されるニッキングとは対照的である。
【００３６】
均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡに対する本発明の検出用オリゴヌクレオチドは、プライ
マー伸張またはハイブリット形成のために選定された反応条件の下、分子内塩基対二次構
造を形成する配列を含む。二次構造体は、標的配列の少なくとも一部分が一本鎖３’また
は５’尾部を形成するよう、検出用配列オリゴヌクレオチドの標的結合配列に隣接して配
置される。ここで使用されているように、「標的結合配列に隣接」という語は、標的結合
配列の全てまたは一部が標的とのハイブリット形成に利用できるよう、５’または３’に
一本鎖が残されていることを意味する。つまり二次構造体は全ての標的結合配列を含むも
のではない。標的結合配列の一部は二次構造中の分子内塩基対合に含まれてよく、一次配
列の全てもしくは一部が二次構造中の分子内塩基対合に関係するものを含んでよく、一次
配列の全てもしくは一部が二次構造中の分子内塩基対合に関連するが、好ましくはその相
補配列へと伸張しないものを含んでよい。例えば、二次構造がステム・ループ構造（stem
-loop structure）（例：「ヘアピン」）であり、検出用オリゴヌクレオチドが一本鎖化
された３’尾部として存在している場合、標的結合配列はステムの第1アームの全てもし
くは一部を介して伸張してもよく、随意にループの全てまたは一部を介して伸張してもよ
い。しかし、標的結合配列はステム分子内塩基対合に関わる配列の第２アームに伸張しな
いことが好ましい。検出用配列オリゴヌクレオチド二次構造体の分子内塩基対部分におけ
るミスマッチは、標的存在下での蛍光の変化の強度を減少させ得るが、検定感度が重要で
なければ許容し得る。一本鎖尾部での標的結合配列でのミスマッチも許容できるものであ
るが、同様に検定感度および／または特異性を減少させる。しかし、二次構造と標的結合
配列の両方における完全な塩基対合が反応に悪影響を及ぼさないことは本発明の特徴であ
る。ハイブリット形成に関連する配列の完全な適合は反応速度論の悪影響を及ぼすことな
く、検定特異性を改善する。
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【００３７】
本発明の検出用オリゴヌクレオチド信号プライマーは、増幅反応に添加された際、上述の
増幅プライマーのハイブリット形成および伸張により二重鎖体に変換される。ポリメラー
ゼによる鎖置換もまた、相補鎖の合成により二次構造を展開もしくは線状化させ二重鎖体
に転換させる。ＲＥＲＳが存在する場合には、ＲＥＲＳも二重鎖となり、制限エンドヌク
レアーゼにより分解もしくは切断可能となる。二次構造はポリメラーゼの鎖置換活性によ
り展開もしくは線状化されるので、受容体および供用体色素間の距離は増加し、その結果
供与体蛍光の消光は減少する。供与体または受容体色素に関連する変更は標的配列の増幅
の兆候としてモニターもしくは検出してよい。ＲＥＲＳの分解もしくはニッキングは、互
いに連鎖した２つの色素のうちの１つを持った二重鎖増幅生成物の２つの別々の断片を生
成することにより、蛍光の変化強度をはるかに増加させる。これらの断片は反応溶液中を
自由に拡散し、供与体・受容体色素対の間の距離をはるかに増加させる。供与体蛍光強度
の増加または受容体蛍光強度の減少は、標的配列の増幅の進行もしくは完了の指標として
モニターまたは検出してよく、また、受容体／供与体色素対の近接により影響される他の
蛍光パラメータをモニターしてもよい。受容体または供与体の蛍光強度の変化は、受容体
および/または供与体の蛍光強度の比率の変化として検出してもよい。例えば、蛍光強度
の変化は、二次構造の展開または線状化の前後での検出用オリゴヌクレオチド中の供与体
発蛍光団の蛍光の比率の増加か、もしくは線状化または展開の前後の検出用配列オリゴヌ
クレオチド中の受容体色素の比率の減少として検出して良い。
【００３８】
ＳＤＡに加えて、発明の検出用オリゴヌクレオチドは、他のプライマー伸張増幅法（例：
ＰＣＲ、３ＳＲ、ＴＭＡ、ＮＡＳＢＡ）の信号プライマーとして使用してもよい。例えば
、ＰＣＲ増幅プライマーと５’から３’へのエキソヌクレアーゼ活性を欠いた鎖置換ＤＮ
Ａポリメラーゼ（例：Sequencing Grade Taq from Promega or exo-Vend or exo-Deep Ve
nt from New End1and Biolabs）を用いることにより、ＰＣＲでの使用に適用してよい。
検出用オリゴヌクレオチド信号プライマーはＰＣＲ信号増幅プライマーから標的の下流に
ハイブリット形成し、置換され、ＳＤＡについて記述したように必然的に二重鎖となる。
ＰＣＲでは通常、ＲＥＲＳの分裂よりむしろニッキングを誘導する修飾デオキジヌクレオ
チド三リン酸は存在しないため、検出用オリゴヌクレオチドでの使用において、いかなる
ＲＥＲＳも随意に選定してよい。ヒートサイクルはＰＣＲによる増幅の特徴であるので、
制限エンドヌクレアーゼはプライマーのアニーリングの最終サイクルおよび増幅の終点検
出のための伸張の後、低温で添加するのが好ましい。しかし、ＰＣＲ反応の高温段階での
活性を維持する制限エンドヌクレアーゼはリアルタイム型の検定を提供するため増幅時に
存在することも可能である。ＳＤＡ系と同様に、二次構造の線状化と色素対の分離は、標
的増幅の指標として作用する強度のような蛍光パラメータの変化を伴って、蛍光の消光を
減少させる。
【００３９】
検出用オリゴヌクレオチドの展開または線状化から生じる蛍光の変化は、選定された反応
の終了点で検出してよい。しかし、線状化された二次構造はハイブリット形成やプライマ
ー伸張と同時に進行するため、蛍光の変化は反応進行時にリアルタイムに検出してもよい
。この均一なリアルタイム型の検定様式は標的の開始時の存在量に関する半定量的または
定量的な情報を提供するために使用される。たとえば、展開反応または線状化反応（標的
増幅反応の一部か、もしくは非増幅検出法に含まれる）の際の蛍光強度の変化速度は開始
時の標的のレベル指標である。結果的に、より多くの標的配列の初期複製が存在する場合
、供与体蛍光はより早く選定された敷居値に到達する（すなわち、より短時問で陽性とな
る）。受容体蛍光の減少も選定した最小値に到達するのに要する時間として検出したが、
同様に、より短時間で陽性を示す。加えて、反応過程中の蛍光パラメータの変化速度は、
標的の初期量の高いサンプルの方が初期量の低いサンプルに比べて速い。当業者に知られ
ているように、これらの測定法または他の測定法は、標的の存在に関する指標もしくは標
的の増幅に関する指標として実施してよい。通常、標的の初期量は標的の既知の量と実験
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的結果を比較することで決定される。
【００４０】
本発明の方法によれば、選定された標的配列の存在に対する検定は、溶液中で実施しても
、固体相で実施してもよい。検出用オリゴヌクレオチドがプライマーとして機能するリア
ルタイムでの、もしくは終了点での均一検定は、通常溶液中で実施される。発明の検出用
オリゴヌクレオチドを使用するハイブリット形成検定は、均一リアルタイム型検定のよう
に溶液中で実施してもよいが、標的のリアルタイムでの、もしくは終了点での検出に関す
る固体相検定にも特によく適合する。固体相検定において、検出用オリゴヌクレオチドは
、当業者に知られている方法を周して内部標識または末端標識経由で固体相（床、隔膜、
反応容器）に固定してよい。例えば、ビオチンで標識した検出用配列オリゴヌクレオチド
は、適切なハイブリット形成条件の下で標的にさらした場合、蛍光に変化を生じるアビジ
ン修飾固体相に固定してよい。この方法での標的の捕捉はサンプルからの標的の分離を容
易にし、信号の検出の阻害や検定における他の問題を引き起こす可能性のあるサンプル中
の基質を除去させる。
【００４１】
【実施例】
以下の実施例において、発明の具体的な実施態様を示す。当業者にとって明らかなように
、記載した本発明の範囲内で様々な変更および改良が可能であり、かつ計画されている。
【００４２】
例１
確実性に関するプライマーコンビネーションの検定
【００４３】
大半の条件においていずれのコンビネーションが最も良く機能するかを決定するため、４
つの全てのコンビネーションが条件のマトリックスに対して試験された。反応条件は以下
のように変化させた。
増幅温度：52℃、54℃
リン酸カリウム（pH7.6）：35mM, 45mM
酢酸マグネシウム：5mM, 6mM
ジメチルスルホン酸：3%、7%（体積％）
グリセロール：3%、7%（体積％）
【００４４】
反応（50μL）はまた、Bstポリメラーゼ9ユニット、BsoB1制限エンドヌクレアーゼ165ユ
ニット、ヒト胎盤ＤＮＡ1,200mg、dATPおよびｄGTP 0.2mM、dCTP 1.4mM、dUTP 0.5mM、ア
セチル化年血清アルブミン0.lmg/mL、トレハロース1.8％、ジチオドレイトール0.36mM（D
TT）および標的プラスミドＤＮＡの1×l06コピーを含む。標的プラスミドはpUC18に挿入
した潜在プラスミド（血清型Ｊから）の領域ＢおよびＦを含むプラスミドである。
【００４５】
サンプルは30μL中にリン酸塩、ＤＭＳＯ、グリセロール、ヒトＤＮＡを含むように調製
された。サンプルは湯浴で2分間熱変性させ、手短に遠心分離した後、45℃ Themal-Lok D
ry Bath（US Scientific, Florida）に入れた。２，３分間平衡化させた後、体積10μLの
サンプルに対し、以下の要素を加えた。
リン酸カリウム、プライマー、バンパー、dGTP、dATP、dCsTP、BSA、DTT、トレハロース
、マグネシウム、ウラシル-N-ＤＮＡグリコジラーゼ（ＵＤＧ）1ユニットを加えた。次の
30分間で発熱ＳＤＡを実施した。反応はサンプルを5分間沸騰させることにより停止させ
た。増幅生成物はアンプリコンの中央部に特異的にハイブリット形成した32Ｐで標識した
プローブCTpB4.D1（配列番号１５）の伸張により検出した。検出されたサンプルは８％ポ
リアクリルアミトゲルを通した後、リン光分析もしくはオートラジオグラフフィルムに終
夜露出することで可視化した。
【００４６】
図２、図３に試験条件マトリックスのリン光分析を示す。プライマーコンビネーションは
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各欄の底部に記した。特定の条件下でいくつかのプライマーコンビネーションのみが作用
し、4つのコンビネーションのうちいくつかのものについては他の条件が有利であった。
いくつかの条件下では、コンビネーション１および２がよりよく作用するように思われた
が、あるコンビネーションが他の全てのコンビネーションよりも優れているという明確な
証拠はない。
【００４７】
同一の実験において、サンプル（52℃、KPO4 35mM、MgOAc 5mM、DMSO ３％、グリセロー
ル７％）のうち４つは相補的検出用配列CTpB4.D2（配列番号１６）により検出された。結
果を図４に示す。有効鎖にハイブリット形成した検出用配列はリン光分析の強度において
50 fo1dの増加を示した。これは上記の検出用配列がその補体に比べ優れた感度を呈した
ことを示す。そのため、Ｂ系を用いた以下の全てのサンプルにおいて検出用配列CTpB4.D2
（配列番号１６）を使用した。
【００４８】
例２
最大感度を示す条件に関する検定
【００４９】
最大感度を持つプライマーコンビネーションと緩衝条件を選定するため、上記の４種のプ
ライマーコンビネーション各々を例１での２つの最適条件で試験した。これらの２つの条
件を以下に示す。
条件１
リン酸カリウム（pH7.6）：35mM
酢酸マグネシウム：６mM
ジメチルスルホン酸：３％
グリセロール：３％増幅温度：54℃
条件２
リン酸カリウム（pH7.6）：35mM
酢酸マグネシウム：６mM
ジメチルスルホン酸：３％
グリセロール：７％
増幅温度：54℃
【００５０】
他の全ての反応条件は例１に示した通りである。ゲルのリン光分析を図５、図６に示す。
これらの結果はプライマーの全てのコンビネーションが条件2の下でより良く作用したこ
と、および両条件においてプライマーコンビネーション１および２がより高い感度を示し
たことを表している。以降の研究において、プライマーコンビネーション２が選定された
。その結果、系Bでの以降の全ての例ではプライマーコンビネーション２（CTpB4.S1.1（
配列番号１０）とCTpB4.S2（配列番号１２））を使用する。
【００５１】
例３
系Bの特異性および交差反応性の検定
【００５２】
トラコーマクラミジアの多数の血清型を増幅するためのプライマー系Ｂの能力を試験する
ため検定が実施された。14種の血清型を例２に記載した条件２を用いて試験した。各々の
血清型は104のゲノムコピーおよび103のゲノムコピーで試験された（サンプル中に存在す
る潜在プラスミドの実際の数は不明である）。14種の血清型のうち13種が104のレベルで
増幅され、14種の血清型のうち７種が103のレベルで増幅された（図７参照）。血清型Ｂ
は増幅しなかった。血清型Ｂはプライマーおよびバンパーと100％同一であり、増幅の欠
如は不純なサンプルであるためか、もしくはプラスミドの複製数が低いためであると信じ
られた。クラミジアの他の2つの種とNeisseria gonorrhoeaeの一つの鎖が投入レベル107

のゲノムコピーで試験された。これらからは増幅生成物は何ら生成しなかった。
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例４
ヒトＤＮＡの存在下での感度検定
【００５４】
ヒトＤＮＡ存在下での系の感度を試験するための検定を例２に記載した条件２を用いて実
施した。300～3,000 ngのヒトＤＮＡの存在に対して、標的プラスミドが10コピーまで滴
定された。結果を図８に示した。反応は各々のレベルのヒトＤＮＡに対して、標的プラス
ミドＤＮＡを10（重複遺伝子）、100（重複遺伝子）、1,000コピー合む。負の制御（標的
プラスミドなし）もヒトＤＮＡが1,200ngのレベルで実施された。系はヒトＤＮＡが600～
2,500 ngで10コピーの感度、ヒトＤＮＡ300～3,000 ngで100コピーの感度を示した。
【００５５】
例５
他の微生物との交差反応性の検定
【００５６】
潜在的な泌尿生殖器汚染菌との交差反応性の存在の有無を試験するため検定が実施された
。例２に概略を示した条件２が使用された。30種から抽出した合計35種類の微生物が試験
された。これらの微生物を表１に示した。１つの種当り107のゲノムコピーで、各々３な
いし４つの種を包含する9つのプールを調製した。各々のプールは標的プラスミドが存在
しない状態、もしくはプラスミドpCT16が200コピー存在する状態で増幅された。標的プラ
スミドを添加しなかったプールでは増幅は示されなかったが、添加した全てのプールで特
異生成物が増幅した。これらの結果を図９に示す。
【表１】
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【００５７】
例６
ｔＳＤＡの実施に対する潜在プラスミド、領域Fからのプライマー、バンパーおよび検出
用配列
【００５８】
トラコーマクラミジアの4種のヒト血清型からの潜在プラスミドの配列データが、GenBank
データベースから入手できた。4種の他の血清型がこの領域に配列された。配列の変異を
克服してｔＳＤＡプライマーセットを設計するため、合成アラインメントが使用された。
領域Fで使用するよう選定されたプライマー、バンパーおよび検出用配列を以下に示す。
ｔＳＤＡ内のBsoBI部位をイタリック体で示し、ハイブリット形成領域を下線で示した。
検出用プローブD1LおよびD2Lを放射性同位体標識伸張検定（Radiolabe1 extension assay
）で使用し、D3LおよびD4Lを捕捉検定（capture assay）または検出用配列検定（detecto
r assay）で使用し、FD1を蛍光標識検出用配列として使用した。
【化２】
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【００５９】
例７
領域Fに関するプライマーのスクリーニング
【００６０】
異なる長さのプライマー（結果的にTm（輸送速度）が異なる）を温度（50℃、52℃）、リ
ン酸カリウム（25 mM、35 mM）、グリセロール（3.5％、７％）、DMSO（３％、８％）お
よびヒト胎盤ＤＮＡ（300 mg、1,200 mg、）を変えて実験することでスクリーニングした
。ｔＳＤＡ反応の他の要素は以下の通りである。BsoBI（160ユニット）、Bstポリメラー
ゼ（９ユニット）、dATP（0.2 mM）、dsCTP（1.4 mM）、dGTP（0.2 mM）、dUTP（0.5 mM
）、各プライマー（0.5μM）、各バンパー（0.05μM）、UDG（1ユニット）、UD1（5ユニ
ット）、BSA（100μg/ml）、DTT（0.36 mM）、トレハロース（1.86％）。標的はトラコー
マクラミジアLGVIIの106ゲノムであった。汚染除去は45℃で30分間実施し、増幅は50℃な
いし52℃で30分間実施した。
【００６１】
　全てのプライマーコンビネーション（６）が試験された。増幅生成物は、放射性同位体
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で標識した検出プローブCtpF8.D1L（配列番号２５）を用いて伸張反応により検出した。
増幅生成物をアクリルアミトゲル８％で分離した後、放射性同位体で標識した生成物の強
度の定量評価をMolecular Dynamics杜の445SI PhosphoimagerとImage QUant杜のv1.1ソフ
トウェアにより実施した。
【００６２】
全てのプライマーコンビネーションは以下の表２に示し、試験した８つの条件のうち最低
5つの条件で検出可能な増幅生成物を生成した。
【表２】

【００６３】
一つのプライマーコンビネーションAL1/ARlは、試験した条件のうち６つの条件で強い増
幅を示した。最も良い増幅は、リン酸カリウム35 mM、DMSO３％、グリセロール７％、ヒ
トＤＮＡ l,200mg、50℃増幅で観察された。バンパーと共にこのプライマーコンディショ
ンは、プライマーセットFを構成する。
【００６４】
例８
プライマーセットFに対する感度滴定
【００６５】
トラコーマクラミジア血清型Ｊから標的領域の１つの複製を含むように構築された１種の
プラスミドpCT16の滴定が106コピーから1コピーまで試験された。また、トラコーマクラ
ミジアからの基本小体からのゲノムＤＮＡ培養物の滴定が比較のために実施された。ｔＳ
ＤＡのために使用した条件は、例７に記載した条件と同じで、リン酸カリウム35 mM、DMS
O３％、グリセロール７％、酢酸マグネシウム６mM、ヒト胎盤ＤＮＡ 1,200ng、増幅温度5
0℃である。増幅後、生成物は放射性同位体で標識したプローブ伸張反応においてCTpF8.D
1L（配列番号２５）を用いて検出され、lmageQuant vl.1ソフトウェアを用いて定量され
た。結果を表３に示した。バックグラウンド値の２倍以下の強度はゼロと報告した表に示
したデータは、ｔＳＤＡプライマーが10コピー（3/3複製）を検出可能で、標的領域の１
コピー（1/3複製）を検出可能であることを示している。
【表３】

【００６６】
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例９
トラコーマクラミジア血清型に対するプライマーセットFの特異性
【００６７】
系Fがトラコーマクラミジア血清型の全てを増幅することができるか否かを決定するため
、13種の血清型からの全てのＤＮＡ培養物が試験された。血清型LGV I試験用に入手でき
なかった。これらは例８と同一の条件の下、108ゲノムを用いて試験された。個々の検定
は正副二通りで実施された。結果を表４に示した。バックグランド強度の2倍以下のいか
なる強度もゼロとして報告した。
【表４】

【００６８】
表４のデータは、例８のデータとともにプライマーセットFが103ゲノムでのトラコーマク
ラミジアの15種の血清型のうちの13種を検出可能であることを示している。血清型LGV I
が入手できなかったため、15種のうち14種のみが試験された。陰性の結果を示した一つの
血清型は血清型Ｂであった。血清型ＢのゲノムＤＮＡは、トラコーマクラミジアに対する
いかなる特異増幅系で検出されず（上述の実施例を参照）、血清型ＢのＤＮＡ培養物が疑
わしいことを示唆している。
【００６９】
例１０
トラコーマクラミジアに対するプライマーセットＢとＦのさらなる特異性試験
【００７０】
例９で報告したように、血清型ＢのＤＮＡ培養物の感受性の問題と血清型LGV Iが入手で
きなかったことから、系ＢおよびＦがトラコーマクラミジアの血清型BとLGV Iをも増幅で
きるか否かを決定するため、これら２つの血清型が例９と同一の条件下で試験された。個
々の検定はl03コピーおよび104コピーで正副二通りで実施した。結果を表５に示した。バ
ックグランド値の２倍以下のいかなる強度もゼロとして報告した。
【表５】
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【００７１】
表５の結果から、系Ｆは血清型Ｂおよび血清型LGV Iのいずれについても103ゲノムで増幅
および検出することが可能であり、系Ｂも血清型Ｂについては104ゲノムで、血清型LGV I
については103ゲノムで増幅および検出可能であると結論した。
【００７２】
例１１
プライマーセットＦに対する反応条件の最適化
【００７３】
プライマーセットＦは、様々な反応条件を利用した一連の検定で使用された。検定はpCT1
6の100コピーレベルの標的を使用した。増幅は以下の反応条件領域の全てにおいて確認さ
れた。
増幅温度　　　　　：50～54℃
リン酸カリウム　　：25～35mM
DMSO　　　　　　：３～７％（体積％）
グリセロール　　　：３～７％（体積％）
酢酸マグネシウム　：５～６mM
ヒト胎盤ＤＮＡ　　：300～3,050 ng
【００７４】
いくつかの実施例において、上記の領域は試験された領域を限定するものであり、上記の
領域以外の反応条件でも増幅は起こる可能性があった。増幅生成物の生成量が最大であっ
た反応条件を以下に示す。
増幅温度　　　　　：52℃
リン酸カリウム　　：35mM
DMSO　　　　　　：７％（体積％）グリセロール　　　：7%（体積%）酢酸マグネシウム
　：5mM
ヒト胎盤ＤＮＡ　　：l,200 ng
【表６】
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【００７５】
例１２
プライマーセットFの交差反応性の検定
【００７６】
泌尿生殖器の臨床試料の共通に見つかる潜在的交差反応性を有するバクテリアとウイルス
がある。発熱性ＳＤＡ反応が、プライマーセットＦと例１１の最適検定条件を用いて実施
された。潜在的交差体試料は107ゲノムで試験された。これらは、増幅の阻害が起こらな
いことを示すため、内標準として100コピーのpCT16を含む同一のプール管理条件を持つ4
つの種のプールサンプルで試験された。結果を表６に示した、いずれの場合においても、
交差反応体は増幅または検出されなかった。
【００７７】
例１３
系ＢおよびＦでのトラコーマクラミジアの均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡ検出
【００７８】
プライマーセットＦおよびＢは、均一蛍光リアルタイム型ｔＳＤＡ反応の実施にも有用で
ある。この種の反応はヘアピン配列と受容体および供与体蛍光分子を含む検出用配列を使
用する。系Ｆプライマーセットとの使用において有効に作用する検出用配列の一つがCTpF
8.FD1
5'-TAGCACCCGAGTGCTCGCAGCCAAAATGACAGCTTCTGATGGAA-3'
（配列番号２９）である。系Ｂとの使用において有効に作用にする検出用配列はCTpB4.FD
1
5'-TAGCACCCGAGTGCTTTGACGATTTTCTCCAACCGATGAGTTGAT-3'
（配列番号17）である。これらの配列の最初の15塩基はBsoBI制限部位と共にヘアピン構
造を含む。塩基２～６は、塩基15～11と塩基対合し得る。さらに、塩基1はFAMの添加によ
って修飾され、塩基15はROXの添加によって修飾される。このヘアピン構造（配列番号２
９の最初の15塩基）は
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【化３】

（配列番号３０）である。塩基６～11はイタリック体で表記し、BsoBI制限部位を表した
。
【００７９】
均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡの実施に関する実験計画は、通常のｔＳＤＡのものと類
似している。マイクロタイターウェル形式でのより大容量の反応での使用に適用されてい
たものであるが、ｔＳＤＡの実験計画が構成要素の比率に従う実験手順の一つを以下に示
す。すなわち、（１）ウェルを１ミリリットルの水で満たした後、E1ectro-Them1ディジ
タル温度計を用いて1つのThenmal-Lokバスを45℃に、もう一つのThermal-Lokバスを52℃
に平衡化させ、または、乾燥しているThermal-Lokバスを54℃に平衡化させ、（２）ｔＳ
ＤＡ緩衝液を調製し、汚染除去混合物を調製し、室温でこれらを保存し、（３）個々の0.
5ml Eppendorf Safe1ok試験管にｔＳＤＡ反応緩衝液0.65μlを添加し、（４）0.5μlの鋳
型を添加し、試験管当たりヒトＤＮＡ10ng／μ1に稀釈し、（５）試験管をふっとう水バ
ス中に２分間置き、（６）試験管をマイクロ遠心分離機およびパルススピン（Pulse spin
）に移し、（７）試験管を45℃ Thermal-Lokに５分間移し、（８）個々の試験管に汚染除
去混合物を15μ1づつ添加し、短時間撹拝させ、20分間培養し、（９）増幅混合物を調製
し、室温で貯蔵し、（１０）マイクロタイターを金属トレイ内に置き、予熱のため54℃Th
erma1-Lokの上部に置き、（１１）試験管を52℃Thermal-Lokに５分間移し、（１２）反応
液85μlを適当なマイクロタイターウェルに移し、終点反応のみのため、サンプルを試験
管内に放置し、（１３）個々のウェルに増幅混合物15μlを添加し、自己粘着性酢酸塩シ
ートでシールし、終点反応のため、個々の試験管に増幅混合物15μlを添加して撹絆し、
引き続き60分問Therma1-Lok中で培養し、（１４）トレイを52℃で蛍光板読取装置内に置
き、60分間かけてＲＦＵデータを収集する。終点反応のため、マイクロタイターウェルに
試験管の内容物を移し、個々のウェルを１回づつ読み取る。
【００８０】
例１４
均一検出を用いた系ｂおよびＦの感度
【００８１】
均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡ反応における使用中のプライマー系ＦおよびＢのCtpF8.
FD1との感度を試験するため、標的として異なるコピー数のpCT16プラスミドを用いてｔＳ
ＤＡ反応を実施した。系Ｂに関しては、例１２に記載した終点実施手順を使用した。最終
的な反応条件は以下の通りである。
【００８２】
リン酸カリウム35mM、DMSO３％、グリセロール７％、酢酸マグネシウム６mM、Bst 40ユニ
ット、BsoBI 640ユニット、ヒト胎盤ＤＮＡ 2,400mg、dATP 0.2mM、dGTP 0.2mM、dCsTP 0
.4mM、dUTP 0.5mM、アセチル化牛血清アルブミン0.1mg/m1、トレハロース1.8％、DTT 0.3
6mM、CTpB4.FD1（配列番号１７）。
【００８３】
増幅は54℃で実施し、汚染除去酵素（UDG）と阻害剤（UDl）が使用された。表８に示す結
果は、60分間の培養後のサンプルの読取りから得られたものである（励起485nm、放射538
nm）。
【表７】
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【００８４】
結果は、正の感度を平均バックグランド値の２倍以上として定義した場合、３種類の複製
のうち1つに対する50コピーのpCT16の感度を示している。
【００８５】
系Fに関し、汚染除去および増幅混合物が例１２に示した手順で調製された。ただし、全
ての試薬について濃度は10倍レベルとした。汚染除去混合物15μ1もしくは増幅混合物10
μ1をマイクロタイターウェルの底にスポットし、低湿度乾燥室内で乾燥させた。汚染除
去ウェルと増幅ウェルは、使用時まで乾燥剤を用いて別々に密封されている。
【００８６】
汚染除去混合物がスポットされたウェルはThermal-Lok加熱ブロックで45℃で５分問予熱
された。純水、リン酸カリウム、グリセロール、DMSP、ヒト胎盤DNA、プラスミドpCT16を
含むサンプルは2分間沸騰した後、プールするためにマイクロ遠心分離器中ですばやく遠
心分離された。個々のサンプル
150μlがピペットを用いて予熱された汚染除去ウェルに加えられ、粘着フィルムを用いて
密封した後、45℃で20分問培養された。ウェルは温度を52℃にするため、第二のThermal-
Lok加熱ブロックに移された。これに合わせて、汚染除去混合物がスポットされたウェル
と同数のウェルに上述の増幅混合物をスポットし、予熱のため同じ加熱ブロック内に置い
た。５分から10分の後、汚染除去混合物ウェルから粘着フィルムが取り除かれ、各々の汚
染除去混合物ウェルから10μlのサンプルが取り出され、増幅混合物ウェルにピペットを
用いて滴下された（一つの増幅混合物ウェルに対し一サンプルを投入）。増幅混合物スポ
ットの再水和作用後のマイクロウェル中の最終的な反応条件はリン酸カリウム35mM、グリ
セロール７％、DMSO７％、酢酸マグネシウム5mM、アセチル化BSA 0.2mg/ml、トレハロー
ス0.36mM、ジチオドレイトール0.36mM、αチオラート化dCTP 0.7mM、dUTP 0.25mM、dATP 
0.lmM、dGTP 0.lmM、Bstポリメラーゼ40ユニット、ウラシルＤＮＡグルコジラーゼ１ユニ
ット、ウラシルＤＮＡグルコジラーゼ阻害剤５ユニット、AR1（プライマー）0.3μM、BL1
およびBR1（バンパー）0.05μM、FD1（検出用オリゴ）0.2μM、ヒト胎盤ＤＮＡ2,400ngで
ある。増幅混合物ウェルは新しい粘着フィルムシートを用いて密封され、常時培養温度52
℃を維持するように設定されたPerSeptivesプレートリーダーに直ちに移された。ウェル
の読取りは直ちに開始され、１分間隔で60分間読取りが行われた。サンプルは485nmで励
起され、放出された蛍光は530nmでモニタされた。結果を表８に示す。これらの結果は標
的ＤＮＡ10コピーの系の感度を表している。
【表８】
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【００８７】
例１５
均一検出を用いた系Fの感度
【００８８】
系Fの感度をチェックするため、２組の実験が実施された。例１４では標的としてpCT16が
使用されたが、今回の2組の実験ではトラコーマクラミジアの基本小体LGV2が標的として
使用された。反応は例１３に示した手順で実施された。最終的な反応条件は以下に示した
点を除き、例１４と同様である。チオラート化dCTP 1.4mM、dUTP 0.5mM、dATPおよびdGTP
 0.2mM。RFUデータが60分間の増幅時間を通して毎分収集された。個々のレベルでの２種
の複製に関して、時間０と時間60の間でのRFUの差を表９に示した。ふたたび、この蛍光
検出用配列べ一スの系Ｆは、10コピーのトラコーマクラミジア基本小体を増幅し、バック
グラウンド値を上回るレベルで検出することができる。
【表９】

【００８９】
例１６
均一検出を用いた系Fの特異性
【００９０】
均一リアルタイム型蛍光ｔＳＤＡでの使用する際のCtpF811.FD1系の特異性が試験された
。反応は例１４と同様に実施した。交差反応体プールは反応当たり107ゲノムで試験され
た。増幅反応はPerSeptive Biosys1ems CytoFluor　　　　4000プレートリーダーで実施
された。RFUデータは60分間の増幅時間を通して毎分収集された。時間０から時間60まで
ＲＦＵの差を表１０に示した。いずれのプールでも、試験した交差反応体の増幅や検出は
確認されなかった。
【表１０】
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【００９１】
発明はいくつかの特異性について記載されているが、発明の範囲から逸脱することなく、
当業者にとって明らかな改良を実施してよい。本発明の様々な特徴を後述する請求の範囲
に述べる。
【００９２】
本発明の様々な目的、利点および新規な特徴は、以下の詳細な説明を添付した図面と併せ
て読むことにより、容易に理解できる。
【００９３】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】システムＢに対して使用するバンパー、プライマー、および検出用配列（detect
or）を示すものである。
【図２】標的としてトラコーマプラスミド潜在プラスミド（プラスミドpCT16）の一部分
を用いてｔＳＤＡを実施するために、プライマーや、バンパー条件温度の様々に組み合わ
せた試験条件マトリックスを使用しりん光分析の結果の一つを示すものである。
【図３】標的としてトラコーマプラスミド潜在プラスミド（プラスミドpCT16）の一部分
を用いてｔＳＤＡを実施するために、プライマーやバンパー条件温度の様々に組み合わせ
た試験条件マトリックスを使用しりん光分析の結果の別の一つを示すものである。
【図４】２つの異なるが、相補的な検出用配列のpCT16を標的として用いて実施したｔＳ
ＤＡ反応のりん光分析を示すものである。反応はDMSO３%、グリセロール７%、マグネシウ
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ム６mM、りん酸カリウム35mMを用いて実施し、増幅は52℃で行った。４種のプライマーコ
ンビネーション（1,2,3,4）が使用された。図４Ａの４種のプライマーサンプルは図４Ｂ
の増幅生成物の非転写鎖ＤＮＡ鎖とハイブリッド形成した伸長プライマーを用いて検出さ
れた。同じ４種のサンプルが図４Ａで使用した検出用配列の補体を用いて検出された。図
４Ｂに示す実験に使用された検出用配列は増幅生成物の有効鎖にハイブリッド形成する。
【図５】標的としてpCT16を用い、感度試験のためにプライマーやバンパー条件の様々な
コンビネーションで行ったｔＳＤＡのりん光分折の結果の一つを示すものである。標的は
l02コピーから106コピー存在していた。4種のプライマーコンビネーションはそれぞれ、
標的コピー数の各々の範囲にわたって試験された。実験は、例２で説明するように、２つ
のバンパー条件設定の下で実施した。
【図６】標的としてpCT16を用い、感度試験のためにプライマーやバンパー条件の様々な
コンビネーションで行ったｔＳＤＡのりん光分折の結果の別の一つを示すものである。
【図７】プライマーコンビネーション２の特異性および交差反応性をチェックするための
検定の結果を示すものである。標的核酸は、特異性を試験用のトラコーマクラミジアの14
種の血清型（A,B,Ba,C,D,E,F,G,H,I,J,K,L2,L3）と交差反応性を試験用のC. pneumoniae
、C. psittaci、N. gonrrhoeaeからなる。各々の血清型は103のゲノムコピーおよび104の
ゲノムコピーで試験され、交差反応性試験では107のゲノムコピーの微生物が使用された
。試験サンプルにはpCT16（with controlと表記する欄）と標的なしも含まれる。
【図８】　300ngから3,000ngの範囲の様々な量のヒトＤＮＡの存在下でのトラコーマクラ
ミジアに対するプライマーコンビネーション２の感度を試験するための検定の結果を示す
ものである。
【図９】プライマーコンビネーション２を用いた交差反応性に関する検定結果を示したも
のである。30種類の異なる種を代表する合計35種類の異なる微生物からなる9つのプール
が交差反応性の有無を決定するために試験された。各々の種は107個のゲノムコピーで試
験された。各々のプールの左の欄はプールのみでの増幅を示し、右の欄はpCT16 200コピ
ー加えた場合の増幅を示す。
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【図３】 【図４】
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【図７】 【図８】
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