
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】病原真菌の検出に有効なオリゴヌクレオチド及びその組み合わせに関する。更に
詳しくは該オリゴヌクレオチドを用いて病原真菌を検出する方法、ならびにその為の検出
キットに関する。
【解決手段】病原真菌特異的オリゴヌクレオチド配列の一部或いは全部を３種類同時に用
いることにより、もしくは特定のオリゴヌクレオチド配列の一部或いは全部を２種類同時
にプライマーとして用いることにより広範囲の病原真菌の 18SrRNA遺伝子を検出すること
を特徴とする病原真菌遺伝子の検出方法、ならびに該オリゴヌクレオチド及び該オリゴヌ
クレオチドを含有する検出キット。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 １ 、 ２ 及 び ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を ３ 種 類 同 時 に
プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と に よ り 、 広 範 囲 の 病 原 真 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 を PCR法 に よ り
増 幅 さ せ て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 １ 、 ２ 及 び ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を ４ ： ４ ～ １ ：
４ ～ １ の 割 合 で ３ 種 類 同 時 に 用 い る 請 求 項 １ の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 １ 及 び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を ２ 種 類 同 時 に プ ラ
イ マ ー と し て 用 い る こ と に よ り 、 広 範 囲 の 病 原 真 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 を PCR法 に よ り 増 幅
さ せ て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
配 列 番 号 １ 及 び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を １ ： ２ ～ １ の 割 合
で ２ 種 類 同 時 に 用 い る 請 求 項 ３ の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ 或 い は ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ か ら な る 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 病 原 真 菌 遺 伝 子 検 出 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
さ ら に 請 求 項 ２ 或 い は ４ に 記 載 の 割 合 で 該 組 み 合 わ せ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 請
求 項 ５ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
病 原 真 菌 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ で あ っ て 、 （ １
） 配 列 番 号 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 、 或 い は そ れ ら の 相 補 配
列 の 一 部 或 い は 全 部 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 、 （ ２ ） 配 列 番 号 ２ ～ ４ に 記 載
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 或 い は 全
部 、 或 い は そ れ ら の 相 補 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 か ら な る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】 本 発 明 は 病 原 真 菌 の 検 出 に 有 効 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ の
組 み 合 わ せ に 関 す る 。 更 に 詳 し く は 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 病 原 真 菌 を 検 出 す る 方
法 、 な ら び に そ の 為 の 検 出 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】 高 度 医 療 の 普 及 に 伴 い 易 感 染 患 者 は 増 加 の 一 途 を た ど り 、 カ ン ジ ダ 症 、 ア
ス ペ ル ギ ル ス 症 を 初 め と す る 深 部 （ 全 身 性 ） 真 菌 症 は 、 易 感 染 患 者 が 高 率 に 罹 患 す る 重 要
な 感 染 症 と し て 医 療 上 の 問 題 と な っ て い る 。 今 日 治 療 の た め の 様 々 な 抗 菌 剤 が 開 発 さ れ て
い る に も か か わ ら ず 、 深 部 真 菌 症 の 診 断 は 極 め て 困 難 で あ り 、 有 効 な 診 断 法 が 未 だ に 確 立
さ れ て い な い の が 現 状 で あ る 。 現 在 ま で に 市 販 さ れ て い る 深 部 真 菌 症 の 診 断 方 法 と し て は
、 各 属 或 い は 各 種 の 病 原 真 菌 抗 原 ま た は こ れ に 対 す る 抗 体 を 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 、 病
原 真 菌 の 菌 体 成 分 ま た は 代 謝 産 物 を 生 化 学 的 に 検 出 す る 方 法 等 が あ る が 、 い ず れ の 方 法 に
お い て も 病 理 学 的 に 真 菌 感 染 が 認 め ら れ な い 患 者 （ 健 常 人 を 含 む ） に 対 し て も 有 意 に 高 値
を 示 す 擬 陽 性 の 問 題 が あ り 、 ま た 感 度 に お い て も 臨 床 的 な 要 請 に 十 分 に 答 え ら れ る 現 状 で
は な い う え に 、 結 果 が 出 る ま で に か な り の 時 間 を 要 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
近 年 、 PCR法 に よ っ て 特 定 の 病 原 真 菌 の み の 遺 伝 子 を 迅 速 か つ 特 異 的 に 検 出 す る 方 法 が 報
告 さ れ て い る が 、 深 部 真 菌 症 起 因 菌 が 多 様 化 し て い る 現 状 を 考 慮 す る と 、 特 定 の 菌 種 の み
を 検 出 す る 従 来 の PCR法 で は 検 出 で き る 菌 種 が 限 ら れ て い る う え に 、 検 体 に 対 し て 考 え ら
れ る 起 因 菌 の 種 類 の 数 だ け 同 時 に 別 個 の 検 査 が 必 要 で あ り 、 必 ず し も 臨 床 的 要 請 に 十 分 対
応 で き る 診 断 法 と は 言 え ず 、 よ り 広 い 範 囲 の 病 原 真 菌 感 染 症 全 体 を 迅 速 か つ 特 異 的 に 診 断
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で き る 方 法 の 確 立 が 求 め ら れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
そ こ で 以 上 の 問 題 を 解 説 す べ く 、 本 発 明 者 の 一 人 で あ る 山 口 英 世 (帝 京 大 学 )が 出 願 し た 登
録 番 号 2110122「 病 原 真 菌 遺 伝 子 増 幅 プ ラ イ マ ー 」 の 特 許 で は 、 18S リ ボ ゾ ー ム RNA（ 以 下
、 18S rRNA） 遺 伝 子 の 配 列 の 中 か ら 、 特 に 広 範 囲 の 病 原 真 菌 に 共 通 に 保 存 さ れ 、 ヒ ト や 細
菌 に は 共 通 性 の 少 な い 領 域 か ら 設 計 し た 2種 類 の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR法 に て 検 出 す る 方
法 が 提 示 さ れ た 。 し か し 、 一 部 の 属 に お い て プ ラ イ マ ー 配 列 の 異 な り が 原 因 と 思 わ れ る 感
度 不 足 が 認 め ら れ 、 更 な る 感 度 向 上 が 求 め ら れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】 各 種 病 原 真 菌 の 特 徴 は そ の 遺 伝 子 に よ り 規 定 さ れ て い る
が 、 各 々 の 病 原 真 菌 に 共 通 し た 特 徴 的 な 遺 伝 子 領 域 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み
合 わ せ を 用 い て PCR法 を 施 行 し 、 各 種 病 原 真 菌 に 共 通 し た 特 徴 的 遺 伝 子 を 検 出 す る 事 が で
き れ ば 、 そ の よ う な 菌 の 存 在 を 確 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 上 記 特 許 に て 試 料 中 の 病 原 真 菌 を 簡 便 、 迅 速 か つ 高 感 度 、 特 異 的 に 検 出
す る た め の 方 法 及 び そ れ に 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 検 出 用 キ ッ ト を 改 良 し 、
一 部 の 属 に お い て プ ラ イ マ ー 配 列 の 異 な り が 原 因 と 思 わ れ る 感 度 不 足 を 解 消 す る た め の 方
法 及 び そ れ に 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に 検 出 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 解 決 の た め 真 菌 及 び そ の 他 の 生 物
の 18S rRNA遺 伝 子 に 関 し 種 々 の 検 討 を 重 ね 、 一 部 の 属 に お い て プ ラ イ マ ー 配 列 の 異 な り が
原 因 と 思 わ れ る 感 度 不 足 を 解 消 す る 検 出 方 法 を 確 立 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 各 項 の 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 等 を 提 供 す る 。
項 １ . 配 列 番 号 １ 、 ２ 及 び ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を ３ 種 類
同 時 に プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と に よ り 、 広 範 囲 の 病 原 真 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 を PCR法
に よ り 増 幅 さ せ て 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 。
項 ２ . 配 列 番 号 １ 、 ２ 及 び ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を ４ ： ４
～ １ ： ４ ～ １ の 割 合 で ３ 種 類 同 時 に 用 い る 項 １ の 検 出 方 法 。
項 ３ . 配 列 番 号 １ 及 び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を ２ 種 類 同 時
に 用 い る こ と に よ り 、 広 範 囲 の 病 原 真 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 を PCR法 に よ り 増 幅 さ せ て 検 出
す る こ と を 特 徴 と す る 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 。
項 ４ . 配 列 番 号 １ 及 び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 を １ ： ２ ～ １
の 割 合 で ２ 種 類 同 時 に 用 い る 請 求 項 ４ の 検 出 方 法 。
項 ５ . 請 求 項 １ 或 い は ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ か ら な る 該 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 病 原 真 菌 遺 伝 子 検 出 用 キ ッ ト 。
項 ６ . さ ら に 請 求 項 ２ 或 い は ４ に 記 載 の 割 合 で 該 組 み 合 わ せ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
す る 項 ５ 記 載 の キ ッ ト 。
項 ７ . 病 原 真 菌 遺 伝 子 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ で あ っ て
、 （ １ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 、 或 い は そ れ ら の
相 補 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 、 （ ２ ） 配 列 番 号 ２ ～ ４
に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 選 択 さ れ る １ つ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 或
い は 全 部 、 或 い は そ れ ら の 相 補 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 か ら
な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 を 概 説 す れ ば 、 カ ン ジ ダ 属 、 ハ ン セ ヌ ラ 属 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 、 ト リ コ ス ポ ロ ン
属 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 、 ペ ニ シ リ ウ ム 属 、 ブ ラ ス ト マ イ セ ス 属 、 コ
ク シ ジ オ イ デ ス 属 及 び ニ ュ ウ モ シ ス チ ス 属 等 を 含 む 広 範 囲 の 病 原 真 菌 、 特 に 好 適 に は カ ン
ジ ダ 属 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 を 含 む 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 に 関 し 、 配 列
番 号 １ ～ ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 或 い は 全 部 か ら な る 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド の 適 し た 組 み 合 わ せ を プ ラ イ マ ー と し て 用 い 、 該 真 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 を PCR法 に よ
り 、 よ り 高 感 度 に 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 。 更 に 、 病 原 真 菌 の 検 出 用 キ ッ ト に 関 し 、 上
記 方 法 に て 該 病 原 真 菌 の 検 出 を 行 う た め の 検 出 キ ッ ト で あ っ て 、 該 病 原 真 菌 の 18S rRNA遺
伝 子 を PCR法 に よ り 、 よ り 増 幅 さ せ る た め の 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ 及 び 増
幅 さ れ た DNAを 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
18S rRNA遺 伝 子 中 の 、 病 原 真 菌 に 共 通 す る 特 徴 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 以 下 の
手 順 で 決 定 す る こ と が で き る 。
（ １ ） 遺 伝 子 配 列 デ ー タ バ ン ク （ GenBank） に 登 録 さ れ て い る 遺 伝 子 配 列 の う ち 、 各 種 病
原 真 菌 、 ヒ ト 及 び 大 腸 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 （ DNA） を 各 々 の 塩 基 配 列 間 で 比 較 し 、 表 １ に
示 す 各 種 病 原 真 菌 に 共 通 で あ っ て 、 ヒ ト （ 登 録 番 号 M10098） 及 び 大 腸 菌 （ 登 録 番 号 M24996
） に は 共 通 し な い 配 列 領 域 を 限 定 す る 。
表 １
ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス                 M５ ５ ６ ２ ６
ペ ニ シ リ ウ ム ・ ノ タ ツ ム                     M５ ５ ６ ２ ８
カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス                     M６ ０ ３ ０ ２
カ ン ジ ダ ・ ギ リ エ ル モ ン デ ィ イ               M６ ０ ３ ０ ４
カ ン ジ ダ ・ ケ フ ィ ル                         M６ ０ ３ ０ ３
カ ン ジ ダ ・ ク ル ゼ イ                         M６ ０ ３ ０ ５
カ ン ジ ダ ・ ル シ タ ニ エ                       M６ ０ ３ ０ ６
カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ ー シ ス                 M６ ０ ３ ０ ７
カ ン ジ ダ ・ ヴ ィ ス ワ ナ テ ィ イ                 M６ ０ ３ ０ ９
カ ン ジ ダ ・ グ ラ ブ ラ ー タ                     M６ ０ ３ １ １
ハ ン セ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ                   M６ ０ ３ １ ０
サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ               Ｖ ０ １ ３ ３ ５
ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス         M５ ５ ６ ２ ５
ブ ラ ス ト マ イ セ ス ・ デ ル マ チ チ ジ ス           M５ ５ ６ ２ ４
コ ク シ ジ オ イ デ ス ・ イ ミ チ ス                 M５ ５ ６ ２ ７
ニ ュ ウ モ シ ス チ ス ・ カ リ ニ イ                 Ｘ １ ２ ７ ０ ８
【 ０ ０ １ １ 】
（ ２ ） 上 記 の 病 原 真 菌 に 特 異 的 な 配 列 領 域 か ら 、 表 １ に 示 し た 全 て の 病 原 真 菌 の 18S rRNA
遺 伝 子 の み を 特 異 的 に 増 幅 す る こ と の で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ （ 配 列 番 号
１ 、 ２ 及 び ３ 或 い は １ 及 び ４ ） を 決 定 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は DNA合 成 機 に よ り 合 成
で き 、 カ ラ ム や Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 等 に て 精 製 で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
検 出 す る 病 原 真 菌 DNAは 、 血 液 等 の 病 原 真 菌 感 染 試 料 よ り 調 製 す る 事 が で き る 。 PCR法 に つ
い て は 、 タ ッ ク ・ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Taq polymerase） を 含 む 遺 伝 子 増 幅 キ ッ ト 及 び 自 動 遺 伝
子 増 幅 装 置 が 市 販 さ れ て お り 、 こ れ と 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 み 合 わ せ を 用 い 、
病 原 真 菌 DNAの 増 幅 反 応 が 可 能 で あ る 。 PCR法 で は 、 酵 素 と し て 、 例 え ば 、 耐 熱 性 タ ッ ク ・
ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い 、 DNAの 変 性 （ 約 ９ ５ ℃ ） の 工 程 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド DNAの ア ニ ー リ
ン グ （ 約 ５ ９ ℃ ） の 工 程 及 び DNA合 成 （ 約 ７ ２ ℃ ） の 工 程 よ り な る サ イ ク ル を 任 意 の 回 数
繰 り 返 す こ と で 、 目 的 遺 伝 子 の み を 指 数 的 に 増 幅 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば サ イ ク ル を
２ ５ 回 繰 り 返 せ ば 、 目 的 DNAは 約 １ ０ 万 倍 に 増 幅 さ れ る 。 微 量 試 料 よ り 高 感 度 に DNAを 検 出
す る に は 、 現 在 こ の PCR法 が 最 も 有 効 な 方 法 で あ る 。 増 幅 後 の 目 的 DNAの 検 出 は 、 例 え ば ア
ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 や ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 等 、 或 い は 増 幅 領 域 内 に 特 異 的
な DNA配 列 が あ り こ れ を プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と が で き れ ば ス ポ ッ ト 法 や サ ザ ン ブ ロ ッ
ト 法 等 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の 配 列 番 号 １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 、 配 列 番 号 ２ お よ び ３
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ リ バ ー ス プ ラ イ マ ー で あ る 。 従 来 の 配 列 番 号 １ の フ ォ ワ
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ー ド プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ２ の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 組 合 せ で は 、 広 範 囲 の 病 原 真 菌 、 と
く に ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 を 含 む 広 範 囲 の 18S rRNA遺 伝 子 を 検 出 す る に は 十 分 で は な か っ た
が 、 配 列 番 号 ３ の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 併 用 す る と 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 に 対 す る プ ラ イ
マ ー の 特 異 結 合 性 が 増 大 す る こ と の 理 由 に よ り ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 に 対 し て も 十 分 な 感 度
が 得 ら れ る 。 あ る い は 、 配 列 番 号 １ の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 ４ の リ バ ー ス プ ラ
イ マ ー の 組 合 せ を 用 い る こ と に よ り 、 よ り 少 な い プ ラ イ マ ー 数 で 同 等 の 結 果 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 で プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 、 配 列 番 号 １ ～ ４ の い ず れ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
そ の 目 的 を 十 分 満 た す の で あ れ ば 、 そ の 一 部 分 を 用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 で は 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 に 対 す る プ ラ イ マ ー の 特 異 結 合 性
が 増 大 す る こ と の 理 由 に よ り 、 配 列 番 号 １ 、 ２ 及 び ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
一 部 或 い は 全 部 を ４ ： ４ ～ １ ： ４ ～ １ の 割 合 で ３ 種 類 同 時 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 病 原 真 菌 の 検 出 方 法 で は 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 に 対 す る プ ラ イ マ ー の 特 異 結 合 性
が 増 大 す る こ と の 理 由 に よ り 、 配 列 番 号 １ 及 び ４ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部
或 い は 全 部 を １ ： ２ ～ １ の 割 合 で ２ 種 類 同 時 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 願 発 明 の 病 原 真 菌 遺 伝 子 検 出 用 キ ッ ト は 、 請 求 項 １ 或 い は ３ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 組 み 合 わ せ か ら な る 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
こ の よ う に 病 原 真 菌 の 18S rRNA遺 伝 子 に 特 有 な 塩 基 配 列 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 組 み 合 わ せ を 用 い た PCR法 に よ っ て 、 一 部 の 属 に お け る プ ラ イ マ ー 配 列 の 異 な り が 原 因
と 思 わ れ る 感 度 不 足 を 解 消 し 、 よ り 多 く の 病 原 真 菌 を 高 感 度 に 検 出 す る こ と が で き る と と
も に 病 原 遺 伝 子 検 出 用 キ ッ ト を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
な お 、 キ ッ ト に 用 い る 試 薬 は 溶 液 状 、 凍 結 乾 燥 物 或 い は プ レ ー ト 等 に 固 定 化 さ れ た 状 態 で
も よ い 。 、 以 上 、 本 発 明 に よ っ て 病 原 真 菌 の 早 期 発 見 が 可 能 と な り 、 早 期 治 療 に 結 び つ く
。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 実 施 例 】 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 を も っ て 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に よ
っ て 制 限 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
実 施 例 １
主 用 病 原 真 菌 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び ク リ プ ト コ ッ カ
ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス の 18S rRNA遺 伝 子 の PCR法 に よ る 検 出
（ １ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA） の 合 成 及 び 精 製
配 列 表 の 配 列 番 号 １ ～ ３ に 示 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ DNA） の 合 成 及 び 精 製 は 、 日 本 バ
イ オ サ ー ビ ス に 依 頼 し た 。
（ ２ ） カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ
オ フ ォ ル マ ン ス の ゲ ノ ム DNAの 調 製
カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ
ル マ ン ス の 培 養 及 び ゲ ノ ム DNAの 調 製 は 、 槇 村 ら の 方 法  [ 真 菌 症 遺 伝 子 診 断  編 集 ／ 槇 村
浩 一  発 行 ／ メ ジ カ ル セ ン ス  ] に よ り 行 い 、 100、 10及 び 1pg/5μ Lに 調 製 し た 。
（ ３ ） カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ
オ フ ォ ル マ ン ス の 18S rRNA遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 の PCR法 に よ る 増 幅
実 施 例 １ の （ ２ ） で 調 製 し た カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び
ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス の DNAを 各 々 5μ Lず つ 0.2ｍ L用 PCRチ ュ ー ブ に 取 り 、
3μ Lの 10× 増 幅 用 緩 衝 液 （ 100mM Tris-HCl（ pH8.3） 、 500mMKCl） 、 3μ Lの 2mM dNTPs（ dA
TP、 dGTP、 dTTP、 dCTP） 、 1.8μ Lの 25mM MgCl 2 、 0.6μ Lの 15pmol/μ L オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド １ 、 0.3μ Lの 15pmol/μ L オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ 、 0.3μ Lの 15pmol/μ L オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド ３ 及 び 0.3μ Lの 5U/μ L タ ッ ク ポ リ メ ラ ー ゼ （ 東 洋 紡 製 ） を 加 え 、 更 に 滅 菌 水 を 加 え
て 30μ Lの 溶 液 に し た 。 対 象 と し て 、 上 記 組 成 中 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ を 0.6μ L、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ３ は 混 合 し な い 溶 液 も 調 製 し た （ 登 録 番 号 2110122の 組 成 ） 。 反 応 条 件 は 95
℃ ・ 5分 間 の 変 性 後 、 95℃ ・ 30秒 の 変 性 → 59℃ ・ 30秒 の ア ニ ー リ ン グ → 72℃ ・ 1分 の 合 成 反
応 を 34サ イ ク ル 行 い 、 72℃ ・ 7分 間 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 以 上 の 反 応 を 自 動 遺 伝 子 増 幅 装 置
サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Perkin-Elmer社  PCR System 9700） に よ り 実 施 し た 。
（ ４ ） カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ
オ フ ォ ル マ ン ス の 18S rRNA遺 伝 子 に 特 異 的 な 領 域 の PCR法 に よ る 増 幅 後 の 検 出
10μ Lの 反 応 液 を 2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 後 、 紫 外
線 に よ る 蛍 光 で 増 幅 さ れ た DNAを 確 認 し た 。 そ の 結 果 、 ３ 種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い た 反 応 液 で は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス 及 び ク リ プ ト コ ッ
カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス と も に 1pg/5μ L添 加 ま で 687bp付 近 に 単 一 の 増 幅 が 確 認 で き た が
、 ２ 種 類 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 登 録 番 号 2110122の 組 成 ） を 用 い た 反 応 液 で は カ ン ジ ダ
・ ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス で は 1pg/5μ L添 加 ま で 増 幅 が 確 認 で き た が
、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス で は 100pg/5μ L添 加 し か 増 幅 が 確 認 で き な か っ た
。
こ の こ と は 、 本 発 明 に よ り ク リ プ ト コ ッ カ ス ・ ネ オ フ ォ ル マ ン ス に お い て 更 な る 感 度 向 上
が で き た こ と を 示 し て い る と 考 え る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 発 明 の 効 果 】 以 上 詳 細 に 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 に よ り 、 病 原 真 菌 の 18SrRNA遺 伝 子 を
検 出 す る こ と に よ る 、 試 料 中 の 病 原 真 菌 の 更 な る 高 感 度 な 検 出 法 及 び 検 出 キ ッ ト が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
【 配 列 表 】
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