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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中に存在しうるＨＣＶのターゲット核酸を増幅し、そして検出するための方法であ
って：
ａ）前記試料由来の核酸を、ポリメラーゼ、ヌクレオチド単量体、アンプリコンを生成す
るためのプライマー、および前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２
つの検出可能プローブを含む増幅試薬と接触させ、ここで前記２つの検出可能プローブは
、それぞれ配列番号６または８からなる；
ｂ）前記核酸と、前記増幅試薬を、増幅反応が生じるのに十分な期間、そして十分な条件
下でインキュベーションし；
ｃ）前記アンプリコンの前記の異なる配列部分に対する前記検出可能プローブのハイブリ
ダイゼーションを検出することによって、前記アンプリコンの存在または非存在を検出す
る
工程を含み、
前記アンプリコンの存在が、前記試料中のＨＣＶの存在の指標となる
前記方法。
【請求項２】
　前記検出可能プローブが重複しない、請求項１の方法。
【請求項３】
　前記プライマーが１より多い順方向および／または逆方向プライマーを含む、請求項１
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または２の方法。
【請求項４】
　前記プライマーが、配列番号９～１５からなる群より選択される少なくとも１つの要素
を含む、請求項１～３のいずれか１項の方法。
【請求項５】
　前記プライマーが配列番号９、１０および１１である、請求項４の方法。
【請求項６】
　対照核酸が、任意の工程で、試料および／または精製核酸に添加される、請求項１～５
のいずれか１項の方法。
【請求項７】
　工程ｃ）の後および／または工程ｃ）の間に、ＨＣＶのターゲット核酸の量を決定する
工程をさらに含む、請求項１～６のいずれか１項の方法。
【請求項８】
　前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可能プローブが、５’－ヌクレアー
ゼプローブまたはＨｙｂＰｒｏｂｅ対である、請求項１～７のいずれか１項の方法。
【請求項９】
　前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可能プローブが、互いに１００塩基
を超えない距離で、該アンプリコンにハイブリダイズする、請求項１～８のいずれか１項
の方法。
【請求項１０】
　前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可能プローブが、同じ標識または異
なる標識を所持する、請求項１～９のいずれか１項の方法。
【請求項１１】
　試料中に存在しうるＨＣＶのターゲット核酸を検出するための、少なくとも２つの検出
可能核酸プローブの使用であって、前記検出可能核酸プローブが、同じアンプリコンの異
なる配列部分に特異的であり、そして前記２つの検出可能プローブが、それぞれ配列番号
６または８からなる、前記使用。
【請求項１２】
　試料中に存在しうるＨＣＶのターゲット核酸を増幅し、そして検出するためのキットで
あって、前記キットが、ポリメラーゼ、ヌクレオチド単量体、アンプリコンを生成するた
めのプライマー、および前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２つの
検出可能プローブを含む増幅試薬を含み、前記２つの検出可能プローブが、それぞれ配列
番号６または８からなる、前記キット。
【請求項１３】
　前記検出可能プローブが重複しない、請求項１２に記載のキット。
【請求項１４】
　前記プライマーが１より多い順方向および／または逆方向プライマーを含む、請求項１
２または請求項１３のキット。
【請求項１５】
　前記プライマーが、配列番号９～１５からなる群より選択される、少なくとも１つの要
素を含む、請求項１２～１４のいずれか１項のキット。
【請求項１６】
　前記プライマーが、配列番号９、１０および１１である、請求項１５のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断の分野に属する。この分野内で、本発明は、試料中に
存在しうるターゲット核酸の増幅および検出、そして特に、アンプリコンの異なる配列部
分に特異的な少なくとも２つのプローブを用いた、配列変動および／または個々の突然変
異を含む下位群を含むターゲット核酸の増幅および検出に関する。本発明はさらに、アン
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プリコンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２つのプローブの使用および該プローブ
を含有するキットを提供する。
【背景技術】
【０００２】
　分子診断の分野において、核酸の増幅および検出はかなり重要である。核酸増幅および
検出の診断適用の例は、ヒト・パピローマウイルス（ＨＰＶ）、西ナイルウィルス（ＷＮ
Ｖ）などのウイルスの検出、またはヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ｂ型肝炎ウイルス
（ＨＢＶ）および／またはＣ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の存在に関する、献血のルーチン
のスクリーニング等である。さらに、前記増幅技術は、細菌ターゲット、または癌マーカ
ーの分析、または他のターゲットに適している。
【０００３】
　種内で、微生物または病原体は、しばしば、核酸配列変動に基づいて、別個の群、遺伝
子型またはサブタイプにしたがって分類される（すなわち、ＨＣＶ、ＨＩＶ、ＨＰＶなど
）。にもかかわらず、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断デバイスにおいては、偽陰性診断または誤っ
た力価測定を回避するために、すべての群、遺伝子型またはサブタイプが検出されそして
／または正しく定量化されなければならない。これは、例えばＨＩＶおよびＨＣＶの検出
のための分子診断アッセイにとってはかなりの困難を生じる。さらに、こうした病原体の
一定の突然変異および組換えがターゲット核酸内で生じ、多様性が増加するが、これもま
た、分子診断アッセイにおいて含まれなければならない。
【０００４】
　最も顕著で、そして広く用いられる増幅技術は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）であ
る。他の増幅反応には、とりわけ、リガーゼ連鎖反応、ポリメラーゼリガーゼ連鎖反応、
Ｇａｐ－ＬＣＲ、修復連鎖反応、３ＳＲ、ＮＡＳＢＡ、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、転写仲介
増幅（ＴＭＡ）、およびＱβ増幅が含まれる。
【０００５】
　ＰＣＲに基づく分析の自動化系は、しばしば、同じ反応容器におけるＰＣＲプロセス中
、産物増幅のリアルタイム検出を使用する。こうした方法に重要なのは、レポーター基ま
たは標識を所持する修飾オリゴヌクレオチドの使用である。
【０００６】
　生物学的試料における微生物核酸の検出は、例えば個体の感染を認識するために非常に
重大である。その結果、例えばウイルス感染の検出のためのアッセイに関する１つの重要
な必要条件は、包括性（ｉｎｃｌｕｓｉｖｉｔｙ）であり、これは、突然変異によって引
き起こされるウイルスゲノム上の可変配列領域による、偽陰性結果または力価の過少定量
化を回避しなければならないことと定義される。ウイルス負荷が低いことと組み合わされ
、おそらく増幅されずそして／または検出されない、それぞれのゲノム内の突然変異また
は部分的突然変異配列が存在することによって、偽陰性または誤った定量化結果を得る可
能性が増進する。
【０００７】
　分子アッセイの包括性を増加させるため、いくつかのオプションが公表されてきている
。近年、病原体ゲノム内の２つの異なるそして重複しないターゲット配列の同時増幅が確
立された（ＵＳ　２０１０／００４１０４０）。しかし、このアプローチは、２つの適度
に保存されたターゲット領域が病原体のゲノム内で同定不能であるか、または２つの独立
のターゲット領域の増幅および検出のためのオリゴヌクレオチドが、マスターミックス中
で互いに干渉する場合、一般的に適用不能である可能性もある。
【０００８】
　この背景において、先行技術は、アッセイ感度を増加させる目的で、均質アンプリコン
配列に基づいて、１より多いプローブを伴う、増幅および検出のための方法を提供してき
ている（Ｙｉｐら，　２００５，　Ｃｌｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　５１（１０））。
【先行技術文献】
【特許文献】
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【０００９】
【特許文献１】ＵＳ　２０１０／００４１０４０
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Ｙｉｐら，　２００５，　Ｃｌｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　５１（１０）
【発明の概要】
【００１１】
　本発明の側面は、試料中のターゲット核酸を増幅し、そして検出するための方法であっ
て、前記ターゲット核酸が、配列変動および／または個々の突然変異を含む下位群を含み
、前記試料における該核酸の増幅を行う、前記方法である。この増幅は、ポリメラーゼ、
ヌクレオチド単量体、アンプリコンを生成するためのプライマー、および前記アンプリコ
ンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２つの検出可能プローブを含む。得られたアン
プリコンの検出は、アンプリコンの前記の異なる配列部分に対する、上述のプローブのハ
イブリダイゼーションを検出することによって達成される。
【００１２】
　本発明はまた、同じアンプリコンの異なる配列部分に特異的な、少なくとも２つの非重
複検出可能核酸プローブの使用にも関する。
　さらに、試料中に存在しうるターゲット核酸を増幅し、そして検出するためのキットで
あって、前記ターゲット核酸が、配列変動および／または個々の突然変異を含む下位群を
含む、前記キットを提供する。該キットは、ポリメラーゼ、ヌクレオチド単量体、アンプ
リコンを生成するためのプライマー、および前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的
な少なくとも２つの検出可能プローブを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】試験したプローブの概観
【図２】ＨＣＶ遺伝子型１ａに関する、そして天然存在突然変異単離体（Ｌｉｎｄａｕｅ
ｒ）に関するＨＣＶ　ＲＮＡ転写物を用いた、プローブ配列番号１～５の評価
【図３ａ】ＨＣＶ遺伝子型１ａおよび４ａ血漿試料を用いた、非重複プローブ配列番号３
、４、７および８の評価
【図３ｂ】ＨＣＶ遺伝子型１ａおよび４ａ血漿試料を用いた、非重複プローブ配列番号３
、４、７および８の評価
【図４ａ】ＨＣＶ遺伝子型１ａ（コンセンサス）に関する、そして２つの天然存在突然変
異単離体（Ｊｏｄｙ、Ｌｉｎｄａｕｅｒ）に関する転写物ＲＮＡを用いた、非重複プロー
ブ配列番号３、４、７および８の評価
【図４ｂ】ＨＣＶ遺伝子型１ａ（コンセンサス）に関する、そして２つの天然存在突然変
異単離体（Ｊｏｄｙ、Ｌｉｎｄａｕｅｒ）に関する転写物ＲＮＡを用いた、非重複プロー
ブ配列番号３、４、７および８の評価
【図５】ＨＣＶ遺伝子型１ａに関する、そして７つの異なる天然存在突然変異単離体に関
するＨＣＶ　ＲＮＡ転写物を用いた、第二のプローブを伴わないマスターミックス（ＲＬ
１．１）に対する、プローブ配列番号８の最終評価。
【図６ａ】１つの患者ＨＣＶ　ＧＴ１ａおよび３つのＧＴ４ａ試料を用いた、参照マスタ
ーミックスＲＬ１．１に対する、プローブ配列番号８（３５％、５０％および６５％の添
加）に関する濃度最適化。
【図６ｂ】１つの患者ＨＣＶ　ＧＴ１ａおよび３つのＧＴ４ａ試料を用いた、参照マスタ
ーミックスＲＬ１．１に対する、プローブ配列番号８（３５％、５０％および６５％の添
加）に関する濃度最適化。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　第一の態様において、本発明は、試料中に存在しうるターゲット核酸を増幅し、そして
検出するための方法であって、前記ターゲット核酸が、配列変動および／または個々の突
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然変異を含む下位群を含み、前記方法が：
ａ）前記試料由来の核酸を、ポリメラーゼ、ヌクレオチド単量体、アンプリコンを生成す
るためのプライマー、および前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２
つの検出可能プローブを含む増幅試薬と接触させ；
ｂ）前記核酸と、前記増幅試薬を、増幅反応が生じるのに十分な期間、そして十分な条件
下でインキュベーションし；
ｃ）前記アンプリコンの前記の異なる配列部分に対する前記検出可能プローブのハイブリ
ダイゼーションを検出することによって、前記アンプリコンの存在または非存在を検出す
る
工程を含み、
前記アンプリコンの存在が、前記試料中の配列変動および／または個々の突然変異を含む
下位群を含む前記ターゲット核酸の存在の指標となる
前記方法に関する。
【００１５】
　本発明のいくつかの態様において、上述の方法の１またはそれより多い工程を自動化す
る。さらなる態様において、すべての工程を自動化する。自動化系は、特にｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ診断の分野において、手動の方法に比較した際、多くの利点を提供する。当業者は、
方法を開始した後で系を放置し、こうして実際に操作する時間を減少させ、そして比較的
短い期間で、試料のハイスループットのための基礎を提供しながら、同時に結果の再現性
を増加させることが可能である。これは、唯一ではないとしても、特に、例えば血液バン
クにおけるように、多数の臨床試料を可能な限り迅速に、スクリーニングすべきである状
況において、重要な特徴である。
【００１６】
　本発明の背景において、用語「増幅する」または「増幅」は、一般的に、ターゲット核
酸からの複数の核酸分子の産生を指し、ここでプライマーは、ポリメラーゼによる伸長の
ための開始部位を提供するため、ターゲット核酸分子上の特異的な部位にハイブリダイズ
する。増幅は、限定されるわけではないが：標準的ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、長鎖Ｐ
ＣＲ、ホットスタートＰＣＲ、ｑＰＣＲ、逆転写ＰＣＲおよび等温増幅などの、当該技術
分野に一般的に知られるいかなる方法によっても増幅可能である。
【００１７】
　増幅自体の間に、増幅反応をリアルタイムで監視し、すなわちターゲット核酸および／
または増幅物を検出することが好ましい可能性もある。
　用語「検出する」または「検出」は、本明細書において、試料中のターゲット核酸の存
在または非存在を評価することを目的とする試験に関する。
【００１８】
　「ターゲット核酸」は、当業者に知られるようなヌクレオチドのポリマー性化合物であ
る。本明細書において、「ターゲット核酸」は、分析しなければならない、すなわち試料
中のその存在、非存在および／または量を決定しなければならない、試料中の核酸を指す
。ターゲット核酸は、ゲノム配列、例えば特定の遺伝子の一部、またはＲＮＡであっても
よい。他の態様において、ターゲット核酸は、ウイルス性または細菌性であってもよい。
ターゲット核酸は、アンプリコン領域に別個の配列変動または別個の個々の突然変異を持
つ下位群を含んでもよい。これは特に、高い突然変異率または組換え率および修復機構の
欠如のために、有意な遺伝子変動を示す、ウイルスのような病原体の核酸に関して当ては
まる。
【００１９】
　用語「アンプリコン」は、特定のターゲット核酸の増幅後に産生されるポリヌクレオチ
ド分子（または集合的に、複数の分子）を指す。アンプリコンを生成するのに用いられる
増幅法は、いかなる適切な方法であってもよく、最も典型的には、例えば、ＰＣＲ方法論
であってもよい。アンプリコンは、排他的ではないが、典型的には、ＤＮＡアンプリコン
である。アンプリコンは、一本鎖または二本鎖、あるいは任意の濃度比のその混合物であ
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ってもよい。本発明の態様において、アンプリコンは、プライマー配列間に異種配列を含
む、下位集団からなる。
【００２０】
　上に示す方法は、いくつかの態様において、ドナー蛍光部分およびアクセプター蛍光部
分間の蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）に基づく。これらの態様において、アンプリ
コンの異なる配列部分に特異的な検出可能プローブはＦＲＥＴプローブである。代表的な
ドナー蛍光部分はフルオレセインであり、そして代表的な対応するアクセプター蛍光部分
には、ＬＣ－レッド６４０、ＬＣ－レッド７０５、ＣＹ５、およびＣＹ５．５が含まれる
。典型的には、検出には、ドナー蛍光部分によって吸収される波長で、試料を励起させ、
そして対応するアクセプター蛍光部分によって放出される波長を視覚化し、そして／また
は測定することが含まれる。上述の方法において、検出の後には、いくつかの態様におい
て、ＦＲＥＴの定量化が続く。本発明の背景において、用語「ＦＲＥＴ」または「蛍光共
鳴エネルギー移動」または「フェルスター共鳴エネルギー移動」は、交換可能に使用可能
であり、そして少なくとも２つの発色団、ドナー発色団およびアクセプター発色団（消光
剤と称される）の間のエネルギー移動を指す。典型的には、ドナーが適切な波長の光照射
によって励起されると、ドナーはアクセプターにエネルギーを移動させる。典型的には、
アクセプターは、異なる波長の光照射の形で、移動したエネルギーを再放出する。アクセ
プターが「暗い」消光剤である場合、移動したエネルギーを光以外の形で消散させる。特
定のフルオロフォアがドナーまたはアクセプターとして作用するかどうかは、ＦＲＥＴ対
の他のメンバーの特性に応じる。一般的に用いられるドナー－アクセプター対には、ＦＡ
Ｍ－ＴＡＭＲＡ対が含まれる。一般的に用いられるドナーは、例えば、フルオレセイン、
クマリン、シアニンおよびローダミンである。一般的に用いられる消光剤は、ＤＡＢＣＹ
ＬおよびＴＡＭＲＡである。一般的に用いられる暗い消光剤には、ＢｌａｃｋＨｏｌｅ　
ＱｕｅｎｃｈｅｒｓＴＭ（ＢＨＱ）（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
　Ｉｎｃ．　カリフォルニア州ナバト）、Ｉｏｗａ　ＢＬＡＣＫＴＭ（Ｉｎｔｅｇｒａｔ
ｅｄ　ＤＮＡ　Ｔｅｃｈ．，　Ｉｎｃ．、アイオワ州コーラルビル）、およびＢｌａｃｋ
ＢｅｒｒｙＴＭ　Ｑｕｅｎｃｈｅｒ　６５０（ＢＢＱ－６５０）（Ｂｅｒｒｙ　＆　Ａｓ
ｓｏｃ．、ミシガン州デクスター）が含まれる。
【００２１】
　ＦＲＥＴ技術の一般的な形式は、ＨｙｂＰｒｏｂｅ対を形成する２つのハイブリダイゼ
ーションプローブを利用する。各プローブを異なる蛍光部分で標識してもよい。プローブ
は、一般的には、ターゲットＤＮＡ分子（例えば増幅産物）において、互いに近接してハ
イブリダイズするように設計される。例えばフルオレセインのようなドナー蛍光部分は、
例えばＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標）装置の光源によって、４７０ｎｍで励起され
る。ＦＲＥＴ中、フルオレセインは、例えばＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標）－レッ
ド６４０（ＬＣ（登録商標）－レッド６４０）またはＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標
）－レッド７０５（ＬＣ（登録商標）－レッド７０５）のようなアクセプター蛍光部分に
、そのエネルギーを移動させる。次いで、アクセプター蛍光部分は、より長い波長の光を
放出し、これは、ＬＩＧＨＴＣＹＣＬＥＲ（登録商標）装置の光学検出系によって検出さ
れる。効率的なＦＲＥＴは、蛍光部分がすぐ局所に近接している際（通常、約１～５ヌク
レオチドの距離）、そしてドナー蛍光部分の発光スペクトルがアクセプター蛍光部分の吸
収スペクトルと重複する際にのみ起こりうる。放出シグナル強度は、元来のターゲット核
酸分子の数と相関しうる。本発明の背景において、当業者によっても認識されるように、
ＨｙｂＰｒｏｂｅ対は、機能単位、そしてしたがって単一プローブと理解すべきであり、
これはこうした対の２つのメンバーを同時に使わなければならないためである。したがっ
て、ＨｙｂＰｒｏｂｅ対の別個のプローブは、アンプリコンに結合した際に重複しない場
合であっても、アンプリコンの「異なる配列部分に特異的な検出可能プローブ」を形成し
ない。しかし、例えば２またはそれより多いＨｙｂＰｒｏｂｅ対は、本発明の意味におい
て、「前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可能プローブ」であり、これは
、上述のように、ＨｙｂＰｒｏｂｅ対が、単一プローブと理解されるべきであるためであ
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る。
【００２２】
　上記方法の１つの態様において、前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可
能プローブは、ＨｙｂＰｒｏｂｅ対である。
　本態様は、いくつかの利点を与える。例えば、この検出形式のプローブは分解されない
ため、ハイブリダイゼーションの温度依存性を監視することによって、ＨｙｂＰｒｏｂｅ
対各々に対して、融解曲線分析を行うことも可能である。当業者が知るように、融解曲線
分析は、結果の検証に適切であるか、または単一温度でのハイブリダイゼーションを監視
するよりも、例えばターゲット核酸の同一性に関して、より詳細な情報を提供することさ
え可能である。
【００２３】
　ｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）系上のアンプリコン形成の検出は、
一本鎖ハイブリダイゼーションプローブ（また、「５’－ヌクレアーゼプローブ」とも称
される）を利用する。用語「５’－ヌクレアーゼプローブ」は、少なくとも１つの光放出
標識部分を含み、そしてターゲット核酸検出を達成する５’－ヌクレアーゼ反応において
用いられる、オリゴヌクレオチドを指す。いくつかの態様において、例えば、５’－ヌク
レアーゼプローブには、単一の光放出部分（例えば蛍光色素等）のみが含まれる。特定の
態様において、５’－ヌクレアーゼプローブには、選択された条件下でプローブがヘアピ
ン構造を形成可能であるように、自己相補性の領域が含まれる。さらに例示するため、い
くつかの態様において、５’－ヌクレアーゼプローブは、少なくとも２つの標識部分を含
み、そして２つの標識の一方が切断されるか、または別の方式でオリゴヌクレオチドから
分離された後、増加した強度の照射を放出する。特定の態様において、５’－ヌクレアー
ゼプローブは、２つの異なる蛍光色素、例えば５’末端レポーター色素および３’末端消
光剤色素または部分で標識される。いくつかの態様において、５’－ヌクレアーゼプロー
ブは、末端位以外の、または末端位に加えた、１またはそれより多い位で標識される。プ
ローブが損なわれていない場合、典型的には、レポーター色素からの蛍光放出が少なくと
も部分的に消光されるように、エネルギー移動が２つのフルオロフォア間で起こる。ポリ
メラーゼ連鎖反応の伸長工程中、例えば、テンプレート核酸に結合した５’－ヌクレアー
ゼプローブは、例えばＴａｑポリメラーゼまたは例えばＺ０５ポリメラーゼのようなこの
活性を有する別のポリメラーゼの５’から３’ヌクレアーゼ活性によって切断され、レポ
ーター色素の蛍光放出がもやは消光されなくなる。例示的な５’－ヌクレアーゼプローブ
が、例えばＵＳ　５，２１０，０１５に記載される。いくつかの態様において、５’ヌク
レアーゼプローブを２またはそれより多い異なるレポーター色素および３’末端消光剤色
素または部分で標識してもよい。この形式で用いられる典型的な蛍光色素は、例えばとり
わけ、ＦＡＭ、ＨＥＸ、ＣＹ５、ＪＡ２７０、Ｃｙａｎ５００およびＣＹ５．５である。
【００２４】
　上述の方法の態様において、前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可能プ
ローブは、５’－ヌクレアーゼプローブである。
　検出可能プローブは、二本鎖アンプリコンの同じまたは異なる鎖にハイブリダイズ可能
である。
【００２５】
　上述の方法のいくつかの態様において、少なくとも２つの検出可能プローブが、前記ア
ンプリコンの異なる鎖にハイブリダイズする。
　この場合、当業者には、プライマーおよびプローブ配列、そしてそれぞれのアンプリコ
ン上の結合部位の選択に関して、増加した柔軟性が提供される。例えば、オリゴヌクレオ
チド内の特異的配列による二次構造形成の場合、前記アンプリコン上の異なる配列に、そ
してしたがって異なる結合部位にスイッチ可能であることが重要でありうる。さらに、検
出可能プローブが異なる鎖に結合する場合、例えば第一のプローブが二本鎖アンプリコン
のセンス鎖に、そして第二のプローブがアンチセンス鎖に結合する場合、それぞれの結合
部位でこれらのプローブが互いに干渉するリスクが減少する。
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【００２６】
　上述の方法のさらなる態様において、少なくとも２つの検出可能プローブは、前記アン
プリコンの同じ鎖にハイブリダイズする。
　後者の態様において、互いにごく近接したアンプリコンの異なる配列部分に特異的な多
数の検出可能プローブをハイブリダイズさせることが可能である。それぞれのエキソヌク
レアーゼは、５’－ヌクレアーゼプローブに結合し、そして該プローブを切断するのにあ
る程度のスペースを必要とする状況であるため、これは驚くべきことである。にもかかわ
らず、本発明者らは、こうしたプローブが、互いにわずか数塩基の距離しか離れずに、ア
ンプリコンにハイブリダイズ可能ですらあることを示した。これは、当業者が、比較的短
い長さのアンプリコンに、各々別個の配列部分に特異的な１より多い検出可能プローブを
使用することを可能にする。上述の方法にしたがって、ターゲット核酸のさらに短い伸長
も、多数のプローブのターゲットに適している可能性もあり、したがって、上記の利点、
例えばシグナル増進および遺伝的変動、例えば点突然変異に対する耐性増加を与える。
【００２７】
　したがって、上述の方法の１つの態様において、前記アンプリコンの異なる配列部分に
特異的な検出可能プローブは、互いに１００を超えない距離で、いくつかの態様において
、互いに１、５、１０、２０、３０、４０または５０塩基～６０、７０、８０、９０、ま
たは１００塩基の距離で、アンプリコンにハイブリダイズする。いくつかの態様において
、距離は、４０～８０、または５０～７０、または５５～６０塩基であり、あるいは５８
塩基である。この背景において、「距離」は、同じ鎖にハイブリダイズする場合、検出可
能プローブがハイブリダイズするアンプリコンの塩基の間にある、アンプリコンの塩基数
を意味する。これらが異なる鎖にハイブリダイズする場合、距離は、二本鎖アンプリコン
の一方の鎖の各塩基が、塩基対を形成するもう一方の鎖上に対応する塩基を有するように
、適宜、計算される。
【００２８】
　いくつかの態様において、ＰＣＲなどの周期に基づく増幅技術の各サイクリング工程後
に、検出を実行する。いくつかの態様において、検出をリアルタイムで実行する。商業的
に入手可能なリアルタイムＰＣＲ計測手段（例えばＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（登録商標）
またはＴａｑＭａｎ（登録商標））を用いることによって、ＰＣＲ増幅および増幅産物の
検出を、かなり減少したサイクリング時間で、単一閉鎖キュベットにおいて、組み合わせ
ることも可能である。検出は、増幅と同時に起こるため、リアルタイムＰＣＲ法には、増
幅産物の操作に関する必要性がなく、そしてこの方法では、増幅産物間の交差汚染のリス
クが減少している。上述のどちらの検出形式においても、放出されるシグナルの強度は、
原理的に、元来のターゲット核酸分子の数と相関しうる。
【００２９】
　「試料」は、診断アッセイに供されうる任意の物質であり、そして一般的に、ターゲッ
ト核酸を含有しうる媒体を指す。「試料」は、いくつかの態様において、生物学的供給源
から得られる。試料は、例えば臨床試料であってもよい。いくつかの態様において、前記
試料は、ヒト由来であり、そして体液である。本発明のいくつかの態様において、試料は
、ヒト全血または血清、血漿、尿、痰、汗、性器または頬側または鼻スワブ、ピペッティ
ング可能（ｐｉｐｅｔｔａｂｌｅ）糞便、可溶化組織試料、または脊髄液等である。用語
「試料」が均質またはホモジナイズした液体を含むが、またエマルジョン、懸濁物等も含
むように、試料をピペッティングするかまたはピペッティング可能な型に変換してもよい
。試料はまた、例えば、元来の固形試料（すなわち組織試料）であってもよく、これを核
酸の抽出および精製のため、可溶化処理に供する。
【００３０】
　「ポリメラーゼ」は、本明細書において、ヌクレオチドなどのより小さい要素から、核
酸を合成することが可能な酵素である。いくつかの態様において、ポリメラーゼは熱安定
性ポリメラーゼである。用語「熱安定性ポリメラーゼ」は、熱に対して安定であり、熱耐
性であり、そして続くポリヌクレオチド伸長反応を達成するのに十分な活性を保持し、そ
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して二本鎖核酸の変性を達成するのに必要な時間、上昇した温度に供された際に、不可逆
的に変性しない（不活性化されない）酵素を指す。核酸変性に必要な加熱条件は、当該技
術分野に周知であり、そして例えば、米国特許第４，６８３，２０２号、第４，６８３，
１９５号、および第４，９６５，１８８号に例示される。本明細書において、熱安定性ポ
リメラーゼは、ポリメラーゼ連鎖反応（「ＰＣＲ」）などの温度サイクリング反応におい
て使用するのに適している。本明細書の目的のため、不可逆的変性は、酵素活性の永続的
で、そして完全な喪失を指す。熱安定性ポリメラーゼに関しては、酵素活性は、適切な方
式でヌクレオチドを組み合わせて、テンプレート核酸鎖に相補的なポリヌクレオチド伸長
産物を形成する触媒作用を指す。増幅目的のため、前記ヌクレオチドは、単量体型で存在
し、したがって、これらはまた、本発明の背景において、「ヌクレオチド単量体」とも称
される。しばしば、例えば熱安定性ＤＮＡポリメラーゼなどのポリメラーゼによって用い
られるこうしたヌクレオチド単量体は、例えば、ヌクレオシド三リン酸、またはヌクレオ
シド四リン酸等である。好熱性細菌由来の熱安定性ＤＮＡポリメラーゼには、例えば、サ
ーモトガ・マリティマ（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｍａｒｉｔｉｍａ）、サーマス・アクア
ティカス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ａｑｕａｔｉｃｕｓ）、サーマス・サーモフィラス（Ｔｈｅ
ｒｍｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）、サーマス・フラバス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｌａ
ｖｕｓ）、サーマス・フィリフォルミス（Ｔｈｅｒｍｕｓ　ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ）、サ
ーマス属種Ｓｐｓ１７、サーマス属種Ｚ０５、サーマス・カルドフィラス（Ｔｈｅｒｍｕ
ｓ　ｃａｌｄｏｐｈｉｌｕｓ）、バチルス・カルドテナックス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃａ
ｌｄｏｔｅｎａｘ）、サーモトガ・ネオポリタナ（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ　ｎｅｏｐｏｌ
ｉｔａｎａ）、およびサーモシフォ・アフリカヌス（Ｔｈｅｒｍｏｓｉｐｈｏ　ａｆｒｉ
ｃａｎｕｓ）が含まれる。
【００３１】
　用語「プライマー」は、本明細書において、当業者に知られるように用いられ、そして
オリゴマー性化合物、主にオリゴヌクレオチドを指すが、テンプレート依存性ＤＮＡポリ
メラーゼによってＤＮＡ合成をプライミングすることが可能な修飾オリゴヌクレオチドも
指し、すなわち、プライマーの３’端が、未結合３’－ＯＨ基を提供し、３’－から５’
－ホスホジエステル連結を確立するテンプレート依存性ＤＮＡポリメラーゼによって、３
’端にさらにヌクレオチドが付着することも可能であり、それによってデオキシヌクレオ
シド三リン酸が用いられ、そしてそれによってピロリン酸が放出される。
【００３２】
　「プローブ」または「検出可能プローブ」もまた、天然または修飾オリゴヌクレオチド
を指す。当該技術分野に知られるように、プローブは、分析物または増幅産物を検出する
目的を果たす。本発明の背景において、プローブは、例えば、ターゲット核酸および／ま
たは対照核酸の増幅物を検出するために使用可能である。検出可能目的のため、プローブ
は、典型的には標識を所持する。
【００３３】
　方法のいくつかの態様において、前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少なく
とも２つの検出可能プローブは、同じタイプの標識を所持し、そしてしたがって、個々の
プローブから生じるシグナルが区別不能である。他の態様において、少なくとも２つのプ
ローブ由来のシグナルが、適切な計測手段で区別可能であるように、これらは異なる波長
のシグナルを放出する異なる標識を所持する。
【００３４】
　「標識」は、しばしば「レポーター基」と称され、一般的に、核酸、特にオリゴヌクレ
オチドまたは修飾オリゴヌクレオチド、ならびに試料の残りから区別可能なものが結合し
た任意の核酸を作製する基を指す。本発明の背景において、有用な標識は、例えば、蛍光
標識であり、これは、例えばフルオレセイン色素、ローダミン色素、シアニン色素、また
はクマリン色素などの蛍光色素であってもよい。本発明の背景において有用な蛍光色素は
、例えばＦＡＭ、ＨＥＸ、ＪＡ２７０、ＣＡＬ６３５、クマリン３４３、クエーサー７０
５、シアン５００、ＣＹ５．５、ＬＣ－レッド６４０、ＬＣ－レッド７０５、ＴＡＭＲＡ
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、またはＣＹ５である。
【００３５】
　本発明の背景において、任意のプライマーおよび／またはプローブを化学的に修飾して
もよく、すなわちプライマーおよび／またはプローブは、修飾ヌクレオチドまたは非ヌク
レオチド化合物を含む。次いで、プローブまたはプライマーは、修飾オリゴヌクレオチド
である。
【００３６】
　当業者に知られるように、用語「特異的」は、プライマーおよびプローブの背景におい
て、別個の核酸に「特異的」なプライマーまたはプローブが、ストリンジェントな条件下
で前記核酸に結合することを示す。いくつかの態様において、本発明の背景におけるプロ
ーブは、アンプリコンの異なる配列部分に少なくとも８０％同一である。別の態様におい
て、プローブ配列は、配列番号１～８またはその対応する相補核酸配列からなる群より選
択される配列の少なくとも１２の連続ヌクレオチドを含み、そしてプライマーは、配列番
号９～１５の少なくとも１２の連続ヌクレオチドを含む。いくつかの態様において、選択
されるプローブおよび／またはプライマー配列は、前記配列番号またはその相補核酸配列
より選択される、１２～６０ヌクレオチド、または２０～６０ヌクレオチド、または正確
な配列からなる。当業者は、本発明の意味において、例えば、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ（
登録商標）形式で用いられるＨｙｂｐｒｏｂｅ対などの機能実体を形成するプローブ対が
、「前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２つの検出可能プローブ」
ではないことを理解する。対の２つのＨｙｂｐｒｏｂｅは、単位と見なされ、そして一緒
の場合にのみ検出可能であり、一方、本発明の背景における少なくとも２つのプローブは
各々、単独で検出可能である。
【００３７】
　さらに、本発明の背景において、用語「重複する」は、２またはそれより多いオリゴヌ
クレオチド、特に上述の少なくとも２つの検出可能プローブが、同一の（同じ鎖に結合す
る場合）または相補的な（異なる鎖に結合する場合）配列ストレッチを含むことを意味す
る。いくつかの態様において、上述の方法で用いるプローブは、重複せず、そしてしたが
って、アンプリコン上の特異的部位に結合する際に競合しない。結合した際、前記の２ま
たはそれより多いプローブは、前記アンプリコンの異なる配列ストレッチにハイブリダイ
ズする。本発明の背景において用いられる検出可能プローブは、重複プローブと比較した
際、好適である。
【００３８】
　用語「ハイブリダイズ」または「ハイブリダイゼーション」は、一般的に、そのヌクレ
オチド配列と一致する、異なる核酸分子間の塩基対形成を指す。用語「ハイブリダイズ」
および「アニール」は、交換可能に使用可能である。
【００３９】
　同じアンプリコンの異なる配列部分に対する２またはそれより多いプローブの方向付け
は、上述の方法で実行されるように、定性的アッセイにおいて、偽陰性結果を得るリスク
の有意な減少を導く。さらに、定量的アッセイにおいて、例えばウイルスの力価を過少定
量化するリスクが減少する。アッセイの包括性および頑強性が増加した結果として、最小
数のオリゴヌクレオチドを用いて、所定の生物内の多様な異なる遺伝子型、サブタイプお
よび突然変異体を容易に検出可能であり、そして定量化可能である。その点に関して、特
定の遺伝子型、サブタイプまたは突然変異体は、少なくとも２つの検出可能プローブのす
べてによってはハイブリダイズされない可能性もある。例えば、２つのプローブの場合、
一方は、後者の特異的配列変動のため、ターゲットアンプリコンに結合しない一方、前記
アンプリコンの異なる配列部分に特異的な他方のプローブは、なお、それぞれのターゲッ
ト配列にハイブリダイズ可能である。この方式で、アンプリコンの検出がなお可能であろ
う。異なるプローブが異なる標識を所持する態様において、プローブのいずれがハイブリ
ダイズし、そしていずれがしないかもまた決定可能でありうる。
【００４０】
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　上述の方法に基づいて、試験の寿命は延長され、これは、例えばウイルスなどの微生物
によって、選択圧を通じて、例えば新規抗レトロウイルス薬の結果として生成される新規
変異体を扱うことさえ可能であるためである。ウイルスゲノム内の高い度合いの突然変異
を考慮して、上記方法の態様において、前記ターゲット核酸はウイルス核酸である。
【００４１】
　上述の方法を適用することによって、定性的アッセイの全体の包括性が有意に増加し、
そして定量的アッセイにおける力価決定の変動が最小限になる。
　当業者に知られるように、包括性の測定値は、コンセンサス配列から有意に逸脱しない
標準単離体と同等の感度での、ウイルス下位群および単離体の検出である。アッセイ感度
は、ＬＯＤ（検出限界）であり、試料中の核酸の最低検出可能量または濃度を指す。低い
「ＬＯＤ」は、高い感度に対応し、そして逆も同様である。「ＬＯＤ」は、通常、特に核
酸がウイルス核酸である場合には単位「ｃｐ／ｍｌ」によって、またはＩＵ／ｍｌとして
のいずれかで表される。「ｃｐ／ｍｌ」は、「ミリリットルあたりのコピー数」を意味し
、ここで「コピー」は、それぞれの核酸のコピーである。ＩＵ／ｍｌは、「国際単位／ｍ
ｌ」を表し、ＷＨＯ標準を指す。ＷＨＯ標準は、一般的に、コンセンサス配列に近いゲノ
ムを持つ標準的単離体から構築される。
【００４２】
　ＬＯＤを計算するために広く用いられる方法は、「プロビット分析」であり、これは刺
激（用量）および質的（ｑｕａｎｔａｌ）（あるまたはない）反応の間の関係を分析する
方法である。典型的な質的反応実験において、動物群に異なる用量の薬剤を投与する。各
用量レベルでの死亡パーセントを記録する。次いで、プロビット分析を用いて、これらの
データを分析してもよい。プロビットモデルは、反応パーセントが、累積正規分布として
対数用量に関連すると仮定する。すなわち、対数用量を、累積正規から死亡パーセントを
読み取る変数として用いることが可能である。正規分布を用いると、他の確率分布よりも
、ありうる用量の最高点および最低点では予測反応速度に影響を及ぼすが、中央付近では
ほとんど影響を及ぼさない。
【００４３】
　プロビット分析は、別個の「ヒット率」で適用可能である。当該技術分野に知られるよ
うに、「ヒット率」は、一般的にパーセント（％）で表され、そして分析物の特定の濃度
での、陽性結果の割合を示す。したがって、例えば、ＬＯＤは、９５％ヒット率で決定可
能であり、これは、真の陽性試料の有効結果の９５％が陽性と決定される設定のために、
ＬＯＤが計算されることを意味する。
【００４４】
　上述の方法は、特に、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）を検出するためのアッセイにおいて
好適である。したがって、上述の方法の態様において、ターゲット核酸は、ＨＣＶの核酸
である。
【００４５】
　表現「Ｃ型肝炎ウイルス型」は、ゲノム編成（例えば系統樹分析）に基づく、Ｃ型肝炎
ウイルスの分類を指す。特定のタイプカテゴリーへのＨＣＶ単離体の分類は、他のＨＣＶ
単離体へのゲノム関連性および他のＨＣＶ単離体への比較的より少ない関連性を反映する
。本明細書で用いるＨＣＶタイピング命名法は、Ｓｉｍｍｏｎｄら（２００５）　“Ｃｏ
ｎｓｅｎｓｕｓ　Ｐｒｏｐｏｓａｌｓ　ｆｏｒ　ａ　Ｕｎｉｆｉｅｄ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｏ
ｆ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　ｏｆ　Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ　Ｃ　Ｖｉｒｕｓ　Ｇｅｎｏ
ｔｙｐｅｓ”，　Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　４２，　Ｎｏ．４：９６２－９７３によって改
訂され、そして提唱されている、広く受け入れられている命名法に一致する。Ｓｉｍｍｏ
ｎｄｓら（２００５）の系は、既知のＨＣＶ単離体を６つのＨＣＶ遺伝子型、すなわち遺
伝子型１～６の１つに入れる。各遺伝子型は、同じ遺伝子型の系統の中での関連性を反映
するサブタイプと称されるグループにさらに細分される。ＨＣＶサブタイプは、遺伝子型
に続いて、小文字のローマ字によって書かれ、例えばサブタイプ１ａ、サブタイプ１ｃ、
サブタイプ６ａ等と書かれる。個々の単離体内に見られる遺伝子変動は、擬似種（ｑｕａ
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ｓｉ　ｓｐｅｃｉｅｓ）と称される。すべての６つの遺伝子型を含むおよそ１００のＨＣ
Ｖサブタイプが世界中で知られる。サブタイプの数は不変ではなく、すなわちより多くの
ＨＣＶ単離体が研究されそして配列決定されるにつれて、さらなるサブタイプ（およびお
そらく遺伝子型）が認識される可能性もある。
【００４６】
　ＨＣＶはＲＮＡウイルスであるため、当業者は、通常、実際の増幅前に、ウイルスＲＮ
ＡをＤＮＡに逆転写する。こうした場合、増幅試薬は、逆転写酵素または逆転写酵素活性
を持つポリメラーゼを含む。
【００４７】
　ＲＮＡテンプレートにアニーリングするのに適したプライマーはまた、ＰＣＲによる増
幅にもまた適している可能性もある。ＰＣＲのため、逆転写されたｃＤＮＡ鎖に相補的な
第二のプライマーが、伸長産物合成のための開始部位を提供する。
【００４８】
　ＤＮＡポリメラーゼによるＲＮＡ分子の増幅において、第一の伸長反応は、ＲＮＡテン
プレートを用いた逆転写であり、そしてＤＮＡ鎖が形成される。ＤＮＡテンプレートを用
いた第二の伸長反応は、二本鎖ＤＮＡ分子を生じる。したがって、ＤＮＡポリメラーゼに
よるＲＮＡテンプレートからの相補ＤＮＡ鎖の合成は、増幅のための出発物質を提供する
。
【００４９】
　熱安定性ＤＮＡポリメラーゼを、カップリングした一酵素逆転写／増幅反応で使用可能
である。用語「一工程リアルタイムＰＣＲ」は、この背景において、ターゲット核酸がＤ
ＮＡである場合、逆転写工程を伴わない反応、またはターゲット核酸がＲＮＡである場合
、逆転写工程を含む反応を指す。「一工程リアルタイムＰＣＲ」によって、逆転写（ＲＴ
）工程後、反応容器を開くか、または別の方式で、増幅工程前に反応構成要素を調整する
必要がないことを意味する。非一工程リアルタイムＰＣＲ反応においては、逆転写後、そ
して増幅前、１またはそれより多い反応構成要素、例えば増幅試薬を、例えば調整し、添
加し、または希釈し、このため、反応容器を開けなければならないか、または少なくとも
その内容物を操作しなければならない。一工程リアルタイムＰＣＲおよび非一工程リアル
タイムＰＣＲ態様の両方が、本発明の範囲内に含まれる。
【００５０】
　本発明の態様において、初期のＰＣＲ反応から生じるアンプリコンおよび高分子量産物
（重合アンプリコン）などの増幅産物の持ち越し汚染が防止される。持ち越し汚染を防止
する一般的でそして有効な方法は、「ＵＤＧ」または「ＵＮＧ」（ＥＣ　３．２．２．３
）と略されるウラシル－ＤＮＡ－グリコシラーゼまたはウラシル－Ｎ－グリコシラーゼの
使用を伴う。ウラシル－ＤＮＡグリコシラーゼ活性を含むこれらの酵素は、一本鎖または
二本鎖ＤＮＡに存在するウラシルを認識し、そしてウラシル塩基およびデオキシリボース
の間のＮ－グリコシド性結合を切断し、無塩基部位を残す。例えばＵＳ　６，７１３，２
９４を参照されたい。本明細書の実施例に示すように、ＨＣＶの核酸を検出する際に、配
列番号１～８またはそれぞれの相補体からなる群より選択される少なくとも２つの配列を
含むかまたはこうした配列からなるプローブを使用すると、特に優れた成績が達成される
。
【００５１】
　したがって、本発明の側面は、試料中に存在しうるＨＣＶのターゲット核酸を増幅し、
そして検出するための方法であって：
ａ）前記試料由来の核酸を、ポリメラーゼ、ヌクレオチド単量体、アンプリコンを生成す
るためのプライマー、および前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少なくとも２
つの検出可能プローブを含む増幅試薬と接触させ、ここで前記の少なくとも２つの検出可
能プローブは、配列番号１～８またはそれぞれの相補体からなる群より選択される少なく
とも２つの配列を含み；
ｂ）前記核酸と、前記増幅試薬を、増幅反応が生じるのに十分な期間、そして十分な条件
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下でインキュベーションし；
ｃ）前記アンプリコンの前記の異なる配列部分に対する前記検出可能プローブのハイブリ
ダイゼーションを検出することによって、前記アンプリコンの存在または非存在を検出す
る
工程を含み、
前記アンプリコンの存在が、前記試料中のＨＣＶの存在の指標となる
前記方法である。
【００５２】
　上述の方法のさらなる態様において、前記の少なくとも２つの検出可能プローブは、配
列番号６および８を含み、さらに別の態様において、増幅試薬は、配列番号６および８以
外のさらなるＨＣＶ特異的プローブをまったく含有しない。
【００５３】
　本発明の態様において、上述の方法におけるプライマーは、配列番号９～１５からなる
群より選択される少なくとも１つの配列を含む。前記プライマーは、上述のプローブで検
出可能なアンプリコンを生成するのに特に有用である。別の態様において、上述の方法に
おけるプライマーは、配列番号９、１０および１１からなる。
【００５４】
　やはり本発明の側面は、前記プライマーが１より多い順方向および／または逆方向プラ
イマーを含む、上述の方法である。こうした配置は、これらのプライマーが、上述のプロ
ーブによって検出可能な、多様な重複するアンプリコンを導く場合に、特に有用である。
１より多い順方向および／または逆方向プライマーの場合、それぞれの順方向および／ま
たは逆方向プライマーは、いくつかの態様において、ねじれ型であり、すなわちこれらは
ハイブリダイズするテンプレート配列に関して重複している。こうしたねじれ型布陣は、
さらに、ＨＣＶ遺伝子型および／またはサブタイプなどの遺伝子変動の包含増加に寄与す
る。
【００５５】
　上に示す方法における上述のプライマーおよびプローブの組み合わせは、かなり多様な
ＨＣＶ遺伝子型の検出に特に有用である。１つの態様において、上述の方法は、試料中に
存在しうるＨＣＶの遺伝子型１、２、３、４、５、および６を同時に検出するための方法
である。さらなる態様において、上述の方法は、完全にマッチした第一のプローブで、遺
伝子型１、２、３、および５（サブセット１）を、そして完全にマッチした第二のプロー
ブで、遺伝子型１、２、４、および６（サブセット２）を検出するための方法である。さ
らなる態様において、方法は、サブタイプ１ａ、１ｂ、２ａ、２ｂを、そしていくつかの
態様において、さらなるサブタイプを検出するための方法である。さらに別の態様におい
て、上述の方法は、試料中に存在しうるＨＣＶの遺伝子型１、２、３、４、５、および６
、ならびにサブタイプ１ａ、１ｂ、２ａ、２ｂ、そしていくつかの態様において、さらな
るサブタイプを同時に検出するための方法である。
【００５６】
　本発明のさらなる側面は、工程ａ）の前に：
ｉ）固体支持体および前記試料を、前記ターゲット核酸を含む核酸が前記固体支持体上に
固定されるのを可能にするのに十分な期間そして十分な条件下で一緒に合わせ；
ｉｉ）分離ステーションにおいて、試料中に存在する他の物質から前記固体支持体を単離
し；
ｉｉｉ）固体支持体から試料を分離し、そして洗浄緩衝液で、１回またはそれより多く、
固体支持体を洗浄することによって、分離ステーションにおいて、核酸を精製する
工程をさらに含む。
【００５７】
　本発明の背景において、用語「固体支持体」は、本明細書において、吸着によって直接
そして非特異的に、または間接的にそして特異的にのいずれかで、分析物が結合可能であ
る固体支持体の任意のタイプに関する。間接的結合は、固体支持体上に固定された抗体へ
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の分析物の結合、またはタグ結合化合物へのタグの結合、例えばＮｉ－キレートへの６ｘ
Ｈｉｓタグの結合であることも可能である。分析物が核酸である場合、こうした間接的結
合は、関心対象の核酸のターゲット配列に相同な捕捉核酸プローブへの結合によってであ
ることも可能である。したがって、固体支持体上に付着した捕捉プローブを用いて、ター
ゲット分析物またはターゲット核酸は、非ターゲット物質または非ターゲット核酸から分
離可能である。こうした捕捉プローブは、固体支持体上に固定される。固体支持体物質は
、ポリマーまたはポリマー組成物であってもよい。固体支持体物質の他のタイプには、磁
気シリカ粒子、金属粒子、磁気ガラス粒子、ガラスファイバー、ガラスファイバーフィル
ター、ろ紙等が含まれるが、固体支持体物質は、これらの物質に限定されない。
【００５８】
　「固定」は、本発明の背景において、可逆的または不可逆的方式で、核酸などの対象を
捕捉することを意味する。特に、「固体支持体物質上での固定」は、単数または複数の対
象が、いかなる周囲の媒体からも分離する目的のため、固体支持体物質と会合し、そして
例えば後の時点で固体支持体物質からの分離によって回収可能であることを意味する。こ
の背景において、「固定」は、例えば、上述のような固体物質のガラスまたは他の適切な
表面への核酸の吸着を含んでもよい。さらに、核酸は、捕捉プローブに特異的に結合する
ことによって「固定」されてもよく、この場合、核酸は、塩基対形成によって、固体支持
体に付着した本質的に相補的な核酸に結合する。後者の場合、こうした特異的固定は、タ
ーゲット核酸の主な結合を導く。
【００５９】
　「分離ステーション」は、試料中に存在する他の物質から固体支持体の単離を可能にす
る、分析系のデバイスまたは構成要素である。こうした分離ステーションは、例えば、こ
れらの構成要素に限定されるわけではないが、遠心分離、フィルターチューブを含むラッ
ク、磁石、または他の適切な構成要素を含むことも可能である。いくつかの態様において
、分離ステーションは、１またはそれより多い磁石を含む。特定の態様において、固体支
持体として、磁気粒子、例えば磁気ガラス粒子の分離に、１またはそれより多い磁石を用
いる。例えば、試料および固体支持体物質をマルチウェルプレート中のウェル中で合わせ
る場合、ウェル内に磁石を導入することによって、分離ステーションに含まれる１または
それより多い磁石を、試料自体と接触させてもよいし、あるいは磁気粒子を誘引し、そし
て続いて周囲の液体から分離するために、前記の１またはそれより多い磁石を、ウェルの
外壁に近付けてもよい。
【００６０】
　本発明の意味において、核酸の「精製」、「単離」または「抽出」は、以下に関する：
例えば増幅によって、診断アッセイにおいて、核酸が分析可能になる前に、これらは典型
的には、異なる構成要素の複雑な混合物を含有する生物学的試料から精製されるか、単離
されるか、または抽出されなければならない。第一の工程において、核酸濃縮を可能にす
るプロセスを用いてもよい。
【００６１】
　「洗浄緩衝液」は、特に精製法において、望ましくない構成要素を除去するように設計
された液体である。こうした緩衝液は、当該技術分野に周知である。核酸精製の背景にお
いて、洗浄緩衝液は、いかなる望ましくない構成要素からも固定された核酸を分離するた
め、固体支持体物質を洗浄するのに適している。洗浄緩衝液は、例えば、緩衝溶液中、エ
タノールおよび／またはカオトロピック剤を含有してもよいし、あるいは上述のようなエ
タノールおよび／またはカオトロピック剤を含まない、酸性ｐＨを持つ溶液を含有しても
よい。しばしば、洗浄溶液または他の溶液は、使用前に希釈すべきであるストック溶液と
して提供される。
【００６２】
　要約すると、上述の方法の工程ｉ）～ｉｉｉ）を適用することによって、試料中に存在
しうるターゲット核酸を含む核酸は、前記試料中の潜在的に干渉するいかなる物質による
続く工程の阻害リスクも減少させるように、試料の残りから分離される。
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【００６３】
　下流分析のため、核酸を続いて、例えば適切な溶出緩衝液によって、固体支持体から溶
出してもよい。こうした溶出緩衝液は、例えば、蒸留水もしくは脱イオン化水または水性
塩溶液、例えばＴｒｉｓ　ＨＣｌのようなＴｒｉｓ緩衝液、またはＨＥＰＥＳ、あるいは
当業者に知られる他の適切な緩衝液であってもよい。
【００６４】
　いくつかの態様において、固体支持体は、増幅中、そしていくつかの態様において検出
中もまた、増幅反応混合物中に存在する。
　上述の方法のいくつかの態様において、対照核酸を試料および／または精製核酸に添加
する。
【００６５】
　前記の対照核酸は、いくつかの態様において、定性的対照核酸であり、そして他の態様
において、定量的対照核酸であり、または両方である。
　試料中の核酸の定性的検出は、例えば、固体の感染を認識するために非常に重要である
。それによって、例えばウイルス感染の検出のためのアッセイの１つの重要な必要条件は
、偽陰性または偽陽性結果が回避されることであり、これはこうした結果がほぼ不可避的
に、それぞれの患者の治療に関する重大な結果を導くためである。したがって、特に、Ｐ
ＣＲに基づく方法において、定性的内部対照核酸を検出混合物に添加する。前記対照は、
試験結果の有効性を確認するために特に重要である：少なくとも、それぞれのターゲット
核酸に関する陰性結果の場合、定性的内部対照反応は、所定の設定において、反応性で実
行されなければならず、すなわち、定性的内部対照が検出されなければならず、またはそ
うでなければ、試験自体が無効と見なされる。しかし、定性的セットアップにおいて、前
記定性的内部対照は、陽性の結果の場合には、必ずしも検出されなくてもよい。定性的試
験に関しては、反応感度が保証され、そしてしたがって厳密に管理されることが特に重要
である。その結果、例えばわずかな阻害の状況においてさえ、定性的内部対照が検出され
ず、そしてしたがって試験が無効にされるように、定性的内部対照の濃度は比較的低くな
ければならない。
【００６６】
　したがって、上述の方法の態様において、前記対照核酸の増幅産物の存在は、前記ター
ゲット核酸に関する増幅産物の非存在下であっても、反応混合物において、増幅が生じて
いる指標となる。
【００６７】
　他方で、そして試料中の核酸の存在または非存在の単なる検出に加えて、しばしば、前
記核酸の量を決定することが重要である。例えば、ウイルス疾患の病期および重症度は、
ウイルス負荷に基づいて評価されうる。さらに、いかなる療法の監視にも、療法の成功を
評価するため、個体に存在する病原体の量に関する情報が必要である。
【００６８】
　したがって、本発明の側面は、工程ｃ）の後および／または工程ｃ）の間に、配列変動
および／または個々の突然変異を含む下位群を含むターゲット核酸の量を決定する工程を
さらに含む、上述の方法である。
【００６９】
　例えば、治療反応を評価し、そして例えば治療期間に関する臨床的決定を行うことによ
って、ＨＣＶ　ＲＮＡウイルス負荷試験を慢性Ｃ型肝炎患者の管理における補助として用
いる。慢性Ｃ型肝炎療法の一次目的は、例えば、単独であるいはリバビリンおよび／また
はボセプレビルまたはテラプレビルなどのさらなる薬剤と組み合わせたｐｅｇインターフ
ェロン・アルファ－２のような薬剤での治療の場合、ウイルス学的反応維持を達成するこ
とによって、ＨＣＶを根絶することである。上述の方法は、ＨＣＶ　ＲＮＡを信頼可能に
検出し、そして定量化して、改善された治療時監視を導く、ウイルス負荷アッセイを提供
する。
【００７０】
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　定量的アッセイのため、ターゲット核酸の絶対量を決定するため、参照として働く定量
的な標準核酸を導入する必要がある。したがって、定量的内部対照核酸を検出混合物に添
加する。前記対照は、試験結果の定量化のために特に重要であるが、また、試験結果の有
効性を確認するためにも重要である：定量的内部対照核酸は、それぞれのターゲット核酸
に関して、陰性および陽性結果の場合に検出されなければならない。定量的内部対照反応
は、所定の設定で反応性に実行されなければならず、またはそうでなければ、試験自体が
無効と見なされる。定量化は、外部較正を参照することによって、または内部定量的標準
が実行されることによってのいずれかで、実現されうる。
【００７１】
　定量的標準核酸として働く内部対照核酸に基づいて、ｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭ
ａｎ（登録商標）系で生じたシグナルに関する定量的結果の計算をどのように実行するか
の例を、以下に記載する：全ＰＣＲ実行からの装置補正蛍光値の入力データから力価を計
算する。ターゲット核酸および定量的標準核酸として働く内部対照核酸を含有する試料セ
ットは、明記される温度プロファイルを用いたサーモサイクラー上で、ＰＣＲを経る。Ｐ
ＣＲプロファイル中の選択される温度および時間で、試料にフィルター処理した光を照射
し、そしてターゲット核酸および内部対照核酸の各試料に関して、フィルター処理した蛍
光データを収集する。ＰＣＲ実行が完了した後、蛍光読み取り値をプロセシングして、内
部対照核酸に関する色素濃度データの１セットおよびターゲット核酸に関する色素濃度デ
ータの１セットを生じる。色素濃度データの各セットを同じ方式でプロセシングする。い
くつかの妥当性チェック後、内部対照核酸およびターゲット核酸に関して、エルボー値（
ｅｌｂｏｗ　ｖａｌｕｅｓ）（ＣＴ）を計算する。エルボー値は、ターゲット核酸または
内部対照核酸の蛍光が、あらかじめ定義された閾値（蛍光濃度）と交差する点と定義され
る。力価決定は、ターゲット核酸および内部対照核酸が同じ効率で増幅され、そして計算
されるエルボー値で、ターゲット核酸および内部対照核酸の等量のアンプリコンコピーが
増幅され、そして検出されるという仮定に基づく。したがって、（ｃｔＱＳ－ｃｔターゲ
ット）は、ｌｏｇ（ターゲット濃度／ＱＳ濃度）に対して線形である。この背景において
、ＱＳは、定量的標準核酸として働く内部対照核酸を示す。次いで、力価Ｔは、例えば、
以下の等式：
【００７２】
【化１】

【００７３】
におけるように、多項較正式を用いることによって、計算可能である。
　多項式定数および定量的標準核酸濃度は既知であり、等式における唯一の変数は相違（
ｃｔＱＳ－ｃｔターゲット）である。
【００７４】
　当業者に知られるように、優れた定量的アッセイを性質決定するための重要な値は、例
えば、アッセイの直線性または線形範囲（生じる曲線の続く線形回帰を用いた、ターゲッ
ト物質の希釈シリーズの定量化によって決定される）、正確性（多項式および実験的に決
定された／割り当てられた値の間の相関）、包括性（遺伝子型／サブタイプ／突然変異体
／単離体の同等でそして正確な定量化）、および精密度（線形研究から生じたデータを用
いた、分散成分分析（ｖａｒｉａｎｃｅ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ）によ
って決定されるｌｏｇ　１０変換濃度の標準偏差）である。
【００７５】
　定量的および定性的試験の両方に関して、分析感度（ＬＯＤの背景で上述）または特異
性（非特異的検出による偽陽性結果の回避）のような特性もまた、重要なパラメーターで
ある。本明細書の実施例において、上述の方法は、上に論じるような包括性に関して、改
善された特性を示す。
【００７６】
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　上に論じるような方法の利点と一致して、本発明の別の側面は、試料中に存在しうるタ
ーゲット核酸を増幅し、そして検出するための、少なくとも２つの検出可能核酸プローブ
の使用であって、前記ターゲット核酸が配列変動および／または個々の突然変異を含む下
位群を含み、前記検出可能核酸プローブが前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的で
ある、前記使用である。
【００７７】
　上述のいくつかの態様において、前記検出可能プローブは重複しない。
　さらなる態様において、上記使用は、試料中に存在しうるＨＣＶのターゲット核酸を増
幅し、そして検出するための、少なくとも２つの検出可能核酸プローブの使用であって、
前記検出可能核酸プローブが前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的であり、そして
前記検出可能プローブが、配列番号１～８またはそれぞれの相補体からなる群より選択さ
れる少なくとも２つの配列を含む、前記使用である。
【００７８】
　上述の使用のさらなる態様において、前記の少なくとも２つの検出可能プローブは、配
列番号６および８を含み、さらに別の態様において、キットは配列番号６および８とは別
のさらなるＨＣＶ特異的プローブを含有しない。
【００７９】
　本発明がさらに提供するのは、試料中に存在しうるターゲット核酸を増幅し、そして検
出するためキットであって、前記ターゲット核酸が配列変動および／または個々の突然変
異を含む下位群を含み、前記キットが、ポリメラーゼ、ヌクレオチド単量体、アンプリコ
ンを生成するためのプライマー、および前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な少
なくとも２つの検出可能プローブを含む、前記キットである。
【００８０】
　上述のキットのいくつかの態様において、前記検出可能プローブは重複しない。
　１つの態様において、上述のキットは、試料中に存在しうるＨＣＶのターゲット核酸を
増幅し、そして検出するためのキットであって、前記キットが、ポリメラーゼ、ヌクレオ
チド単量体、アンプリコンを生成するためのプライマー、および前記アンプリコンの異な
る配列部分に特異的な少なくとも２つの検出可能プローブを含む増幅試薬を含み、前記検
出可能プローブが、配列番号１～８またはそれぞれの相補体からなる群より選択される少
なくとも２つの配列を含む、前記キットである。
【００８１】
　上記キットのさらなる態様において、前記の少なくとも２つの検出可能プローブは、配
列番号６および８を含み、さらに別の態様において、キットは配列番号６および８とは別
のさらなるＨＣＶ特異的プローブを含有しない。
【００８２】
　上記キットの検出可能プローブは、二本鎖アンプリコンの同じ鎖または異なる鎖にハイ
ブリダイズ可能である。
　上述の方法のいくつかの態様において、少なくとも２つの検出可能プローブが、前記ア
ンプリコンの異なる鎖にハイブリダイズする。さらなる態様において、少なくとも２つの
検出可能プローブが、前記アンプリコンの同じ鎖にハイブリダイズする。
【００８３】
　上記キットの別の態様において、前記アンプリコンの異なる配列部分に特異的な検出可
能プローブは、互いに１００塩基を超えない距離で、いくつかの態様において、互いに１
、５、１０、２０、３０、４０または５０塩基～６０、７０、８０、９０、または１００
塩基の距離で、アンプリコンにハイブリダイズする。いくつかの態様において、距離は、
４０～８０、または５０～７０、または５５～６０塩基であり、あるいは５８塩基である
。この背景において、「距離」は、同じ鎖にハイブリダイズする場合、検出可能プローブ
がハイブリダイズするアンプリコンの塩基の間にある、アンプリコンの塩基数を意味する
。これらが異なる鎖にハイブリダイズする場合、距離は、二本鎖アンプリコンの一方の鎖
の各塩基が、塩基対を形成する他の鎖上の対応する塩基を有するように、適宜、計算され
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る。
【００８４】
　本発明の態様において、上述のキットのプライマーは、１より多い順方向および／また
は逆方向プライマーを含む。
　本発明の１つの態様において、上記キット中のプライマーは、配列番号９～１５からな
る群より選択される少なくとも１つの要素を含む。前記プライマーは、上述のプローブで
検出可能なアンプリコンを生成するのに特に有用である。別の態様において、上述のキッ
ト中のプライマーは、配列番号９、１０および１１である。
【００８５】
　前記使用および前記キットの利点は、本発明にしたがった方法の背景において、さらに
上述するものと類似である。
　図の詳細な説明
　図１：元来のプローブ配列番号６を補うために試験したプローブの模式的概観図。配列
番号６、９、１０および１１のプライマーおよびプローブは、参照マスターミックスＲＬ
１．１に属し、そしてすべての実験中に存在する。
【００８６】
　図２：１０％のさらなるまたは５０％のさらなる第二のプローブ（ＲＬ１．１中の標準
プローブ配列番号６の濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、２つのＨ
ＣＶ　ＲＮＡ転写物、ＨＣＶ遺伝子型１ａの対照転写物、およびアンプリコンのプローブ
結合領域において２つの天然存在突然変異を持つ転写物（Ｌｉｎｄａｕｅｒ）に関する力
価（ｃｐ／ｍＬ）の評価。参照マスターミックスＲＬ１．１に関しては、バー１および２
、ならびにバー３および４は、マスターミックス中にさらなるプローブがまったく含有さ
れないため、同一の実験に相当する。第二の参照は、標準プローブ配列番号６の濃度が１
０％および５０％増加したが、第二のプローブは含まないＲＬ１．１である。配列番号２
、３、４、および５の添加は、ミスマッチ転写物に関して決定される濃度を増加させる。
配列番号１および１＊、２および２＊、３および３＊、ならびに５および５＊は、それぞ
れ、配列は同一であるが、異なる標識を含有することに注目されたい（図１もまた参照さ
れたい）。
【００８７】
　図３ａ：５０％のさらなる第二のプローブ（ＲＬ１．１中の標準プローブ配列番号６の
濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、ＨＣＶ　ＧＴ１ａおよびＨＣＶ
　ＧＴ４ａ血漿試料に関するターゲットｃｔ値の評価。参照マスターミックスＲＬ１．１
は、１つのプローブ配列番号６のみを含有する。第二の参照は、５０％増加した濃度の標
準プローブ配列番号６を含むが、第二のプローブは含まないＲＬ１．１である。低ターゲ
ットｃｔは、初期試料認識を示し；３．３Ｃｔ値の差分は、１０倍の力価相違を示す。プ
ローブ配列番号３、４、および７を添加すると、ｃｔ値が増加するにつれて、ＧＴ１ａお
よび／またはＧＴ４ａのいずれかにおける成績がわずかに減少する。最高の成績は、配列
番号８で観察される。
【００８８】
　図３ｂ：５０％のさらなる第二のプローブ（ＲＬ１．１中の標準プローブ配列番号６の
濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、ＨＣＶ　ＧＴ１ａおよびＨＣＶ
　ＧＴ４ａ血漿試料に関する最後のＰＣＲ周期の蛍光シグナルの評価。参照マスターミッ
クスＲＬ１．１は、１つのプローブ、配列番号６のみを含有する。第二の参照は、５０％
増加した濃度の標準プローブ配列番号６を含むが、第二のプローブは含まないＲＬ１．１
である。高い相対蛍光指数（ＲＦＩ）は、効率的な増幅およびシグナル生成を示す。配列
番号４および７を添加すると、ＲＦＩが減少するにつれて、ＧＴ１ａおよびＧＴ４ａにお
ける成績が減少する。最高の成績は、配列番号８で観察される。
【００８９】
　図４ａ：５０％のさらなる第二のプローブ（ＲＬ１．１中の標準プローブ配列番号６の
濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、３つのＨＣＶ　ＲＮＡ転写物、
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ＨＣＶ遺伝子型１ａの対照転写物、およびアンプリコンのプローブ結合領域において天然
存在突然変異を持つ２つの転写物に関するターゲットｃｔ値の評価。参照マスターミック
スＲＬ１．１は、１つのプローブ、配列番号６のみを含有する。第二の参照は、５０％増
加した濃度の標準プローブ配列番号６を含むが、第二のプローブは含まないＲＬ１．１で
ある。低ターゲットｃｔは、初期試料認識を示し；３．３Ｃｔ値の相違は、１０倍の力価
相違を示す。配列番号３、４、および７を添加すると、ｃｔ値が減少するにつれて、突然
変異転写物に関してわずかな成績増加が示される。最高の成績は、配列番号８で観察され
る。
【００９０】
　図４ｂ：５０％のさらなる第二のプローブ（ＲＬ１．１中の標準プローブ配列番号６の
濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、３つのＨＣＶ　ＲＮＡ転写物、
ＨＣＶ遺伝子型１ａの対照転写物、およびアンプリコンのプローブ結合領域において天然
突然変異を持つ２つの転写物に関する最後のＰＣＲ周期の蛍光シグナルの評価。参照マス
ターミックスＲＬ１．１は、１つのプローブ、配列番号６のみを含有する。第二の参照は
、５０％増加した濃度の標準プローブ配列番号６を含むが、第二のプローブは含まないＲ
Ｌ１．１である。高い相対蛍光指数（ＲＦＩ）は、効率的な増幅およびシグナル生成を示
す。配列番号３、４および７を添加しても、突然変異転写物において、ＲＦＩに関する改
善はまったく示されない。配列番号８で明らかな改善が観察される。
【００９１】
　図５：５０％のさらなる第二のプローブ（ＲＬ１．１中の標準プローブ配列番号６の濃
度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、９つのＨＣＶ　ＲＮＡ転写物、Ｈ
ＣＶ遺伝子型１ａの対照転写物、およびアンプリコンのプローブ結合領域において天然存
在突然変異を持つ転写物に関する力価（ｃｐ／ｍＬ）の評価。参照マスターミックスＲＬ
１．１は、１つのプローブ、配列番号６のみを含有する。配列番号８を添加すると、参照
ＲＬ１．１に比較した際、すべてのミスマッチ転写物の濃度が、最大で＞１００倍、増加
した。
【００９２】
　図６ａ：３５％、５０％および６５％のさらなるプローブ配列番号８（ＲＬ１．１中の
標準プローブ配列番号６の濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、ＨＣ
Ｖ　ＧＴ１ａおよび３つのＨＣＶ　ＧＴ４ａ血漿試料に関するターゲットｃｔ値の評価。
参照マスターミックスＲＬ１．１は、１つのプローブ、配列番号６のみを含有する。低タ
ーゲットｃｔは、初期試料認識を示し；３．３Ｃｔ値の差分は、１０倍の力価相違を示す
。配列番号８のすべての３つの濃度は同様に働いた。
【００９３】
　図６ｂ：３５％、５０％および６５％のさらなるプローブ配列番号８（ＲＬ１．１中の
標準プローブ配列番号６の濃度に比較して）を含有するマスターミックスを用いた、ＨＣ
Ｖ　ＧＴ１ａおよび３つのＨＣＶ　ＧＴ４ａ血漿試料に関する最後のＰＣＲ周期の蛍光シ
グナルの評価。参照マスターミックスＲＬ１．１は、１つのプローブ、配列番号６のみを
含有する。高い相対蛍光指数（ＲＦＩ）は、効率的な増幅およびシグナル生成を示す。最
高の結果は、第二のプローブ配列番号８を５０％添加すると観察された。
【実施例】
【００９４】
　一般的な実験設計
　すべての実験を同等の実験条件下で行った。標準プローブ配列番号６を含む基本的なマ
スターミックス組成物は、すべての実験で同じであり、そしてマスターミックスＲＬ１．
１と称された。本発明にしたがって、一度に１つずつ評価するため、元来のプローブ配列
番号６のさらなる５０％、またはさらなるプローブの１つ（配列番号１～５、７または８
）のいずれかを、ＲＬ１．１に補充した。各プローブを同じ濃度（元来のプローブ配列番
号６の１０％または５０％）で個々に添加し、そして評価した。異なる第二のプローブは
、標準プローブ配列番号６と部分的に重複するか、または重複しなかった。いくつかのプ
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ローブは、標準プローブ配列番号６と同じ鎖上に位置し、いくつかは反対の鎖上に位置し
た。
【００９５】
　すべての実験において、第二のプローブを含まないマスターミックスＲＬ１．１を、参
照として試験する（対照１）とともに、１０％または５０％増加した濃度の元来のプロー
ブ配列番号６を含むマスターミックスを参照として試験した（対照２）。異なるマスター
ミックスの評価に、同じ試料調製プロファイル、熱周期プロファイルおよび結果解釈パラ
メーターを用いた。試料として、天然ＨＣＶ　ＧＴ１ａおよびＧＴ４ａ試料のいずれかを
用い、そして各々１０複製物で試験するか、またはＨＣＶの５’非翻訳領域の転写物を４
～６倍複製物で試験した。複製物に渡る平均値および標準偏差をグラフに示す。
【００９６】
　最初の実験において、標準ＧＴ１ａに相当するＨＣＶ転写物およびプローブ領域におけ
るミスマッチ単離体に相当する転写物を用いて、プローブ配列番号１～５を評価した。配
列番号２、３、４および５が最高の初期成績を示した。配列番号３および４を、さらに設
計したプローブ配列番号７および８と一緒に、さらに評価した。配列番号８は、すべての
実験において、最高の成績を示した。ＨＣＶ遺伝子型１ａの対照転写物およびアンプリコ
ンのプローブ結合領域において天然存在突然変異を持つ転写物に相当する、９つの異なる
転写物を用いた最終評価によって、第二のプローブを添加すると、ミスマッチを所持する
転写物に関して、観察される力価が、最大＞１００倍に有意に増加することが立証された
。
【００９７】
　実施例１：
　試料物質：
　標準的ＨＣＶ試料に相当するＨＣＶサブタイプ１ａ、および標準プローブ結合領域にお
いて配列変動が存在しうるＨＣＶ試料に相当するＨＣＶサブタイプ４ａのＨＣＶ患者試料
を試験して、マスターミックスに第二のプローブを添加した影響を調べた。ＨＣＶ　ＧＴ
１ａコンセンサス配列に相当するＨＣＶ　ＲＮＡ転写物、およびアンプリコン領域におけ
る天然存在ＨＣＶ単離体の５’非翻訳領域の転写物を、異なる第二のプローブを評価する
のに用いた。
【００９８】
　核酸抽出：
　反応あたり患者血漿試料物質１ｍｌを、核酸抽出に用いた。転写物を用いる場合、約５
００ｃｐ／ｍｌ（図２、３ａおよび３ｂに示す実験のため）または約５００００ｃｐ／ｍ
ｌ（図４ａ、４ｂおよび５に示す実験のため）をチオシアン酸グアニジン含有緩衝液に添
加して、ＲＮアーゼを不活性化して、そして次いで１ｍｌを通常の試料と同じ方式でプロ
セシングした。患者試料の５～１０複製物および転写物試料の４～６複製物のいくつかを
、各実験で試験した。
【００９９】
　核酸抽出法は最先端であり、そして当業者に知られる（例えばＳａｍｂｒｏｏｋら，　
第２版　１９８９，　第１～３部，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　－　Ａ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，　Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ，　ニューヨーク州コールドスプリングハーバー；　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌ
ｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（Ｍ．Ｊ．　Ｇａｉｔ監修，　１９８４）。あるいは
、商業的に入手可能な核酸抽出キット、すなわち高純度ウイルス核酸キット（Ｒｏｃｈｅ
　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）またはｃｏｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ総核酸単
離キット（ＴＮＡＩ）（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）を用いてもよい。
【０１００】
　本明細書記載の実験において、核酸抽出は、ｃｏｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅ
ｐ総核酸単離キット（ＴＮＡＩ）（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）に基づいた。
標本調製試薬は、磁気ガラス粒子懸濁物、溶解試薬、プロテアーゼ試薬、溶出緩衝剤およ
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び洗浄試薬からなる。定量化標準ＲＮＡを核酸抽出前に標本に添加した。プロテアーゼお
よびカオトロピック溶解／結合緩衝液とのインキュベーションによって、武装したＨＣＶ
粒子および定量化標準ＲＮＡ武装粒子を溶解し、該緩衝液は、核酸を放出させ、そして放
出されたＨＣＶ　ＲＮＡを、血清または血漿中のＲＮアーゼから保護する。続いて、ＨＣ
Ｖ　ＲＮＡおよび定量化標準ＲＮＡを磁気ガラス粒子に結合させる。磁気粒子を洗浄する
ことによって、未結合物質、例えば塩、タンパク質および他の細胞不純物を除去する。吸
着された核酸を、水性緩衝液中、上昇した温度で溶出させる。
【０１０１】
　ＰＣＲ反応混合物：
　評価したマスターミックスは、異なるプローブを補充した参照マスターミックスＲＬ１
．１からなった。参照マスターミックスＲＬ１．１を大量に調製した。図２～６に明記す
るように、各実験のため、このマスターミックスに、さらなる１０または５０％の標準プ
ローブ配列番号６を、あるいは、評価しようとするさらなる１０％または５０％の個々の
第二のプローブを補充した。
マスターミックス組成ＲＬ１．１：
【０１０２】
【表１】

【０１０３】
＊各実験において、異なる第二のプローブ；図６のデータを得るため、実験において異な
る濃度
§アプタマーは、短い一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡオリゴヌクレオチド（２５～７０塩基）
であり、三次元構造を通じて、特定の分子（すなわちタンパク質、ＺＯ５）に結合する（
例えばＣ．　ＴｕｅｒｋおよびＬ．　Ｇｏｌｄ：　Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｅｖｏｌｕｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
：　ＲＮＡ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｔｏ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　Ｔ４　ＤＮＡ　ｐｏ



(22) JP 6239926 B2 2017.11.29

10

20

30

40

50

ｌｙｍｅｒａｓｅ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　ｖｏｌｕｍｅ　２４９，　１９９０，　ｐ．　
５０５－５１０を参照されたい）。
【０１０４】
　５０μＬの核酸含有溶出物を、ＰＣＲ試験管中、３５μＬマスターミックスおよび１８
ｍＭ酢酸マンガン１５μＬに添加して、そしてｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登
録商標）４８分析装置上に装填した。
【０１０５】
　ＰＣＲ反応：
　以下の熱サイクリング工程を適用した。
【０１０６】
【表２】

【０１０７】
　データ分析：
　ｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）の結果として得た、試料の複製物に
渡る、力価、ｃｔ値または相対蛍光指数（ＲＦＩ）を平均し、そして平均値と標準偏差を
、図２～５に示すように、棒グラフとしてプロットした。プローブの陽性の影響を、ｉ）
参照マスターミックスに対する力価増加、またｉｉ）参照マスターミックスに対するＲＦ
Ｉ増加を伴うｃｔ値の減少のいずれかによって評価した。
【０１０８】
　実施例２：
　本明細書に提示する実験をまた、以下のように行ってもよい：商業的に入手可能なｃｏ
ｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ／ｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商
標）ＨＣＶ試験（Ｒｏｃｈｅによって製造）を、患者および転写物試料からＨＣＶ　ＲＮ
Ａを抽出するために用いる。ｃｏｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ装置を用いて、
標本調製を自動化し、そしてｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）分析装置
またはｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）４８分析装置を用いて、増幅／
検出を自動化する。試験は３つの主なプロセスに基づく：（１）ヒトＥＤＴＡ血漿または
血清およびｃｏｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ装置上の二次試験管中で提供され
る対照からＲＮＡを単離する標本調製；（２）相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を生成するための
ターゲットＲＮＡおよび定量化標準／内部対照ＲＮＡの逆転写、ならびに（３）ターゲッ
トおよび定量化標準／内部対照に特異的な二重標識検出プローブの切断による、生成され
たアンプリコンのｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）分析装置上での同時
検出を伴う、ターゲットｃＤＮＡおよび定量化標準／内部対照ｃＤＮＡのＰＣＲ増幅。
【０１０９】
　標本調製試薬は、磁気ガラス粒子懸濁物、溶解試薬、プロテアーゼ試薬、溶出緩衝液お
よび洗浄試薬からなる。プロテアーゼおよびカオトロピック溶解／結合緩衝液とのインキ
ュベーションによって、ＨＣＶ粒子、ならびに定量化標準／内部対照粒子を溶解し、該緩
衝液は、核酸を放出させ、そして放出されたＨＣＶ　ＲＮＡを、血清または血漿中のＲＮ
アーゼから保護する。続いて、ＨＣＶ　ＲＮＡおよび定量化標準ＲＮＡを磁気ガラス粒子
に結合させる。磁気粒子を洗浄することによって、未結合物質、例えば塩、タンパク質お
よび他の細胞不純物を除去する。吸着された核酸を、水性緩衝液を用い、上昇した温度で
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溶出させる。標本または対照溶出物をマスターミックスに添加し、そして増幅および検出
のため、ｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）分析装置またはｃｏｂａｓ（
登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）４８分析装置に移した。
【０１１０】
　本明細書に提示する実験に関して、ｃｏｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ／ｃｏ
ｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）ＨＣＶ試験マスターミックスを、以下の表
にしたがったマスターミックスによって、そしてさらに、以下に提供する情報にしたがっ
て、異なる第二のプローブを添加することによって、置き換える。ｃｏｂａｓ（登録商標
）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ装置上で、修飾マスターミックスを含む試薬カセットを用いる。マ
スターミックスは、ＨＣＶ　ＲＮＡおよび定量化標準／内部対照ＲＮＡの両方に特異的な
プライマーおよびプローブ対を含有する。プライマー結合部位は、ＨＣＶターゲットおよ
び定量化標準／内部対照によって共有される。プライマーおよびターゲットプローブは、
ＨＣＶゲノムの５’非翻訳領域の非常に保存される部分に位置する。ターゲット特異的お
よび定量化標準特異的二重標識オリゴヌクレオチドプローブを用いて、ＨＣＶターゲット
および定量化標準の検出を行い、これによって、ＨＣＶターゲットアンプリコンおよびＨ
ＣＶ定量化標準アンプリコンの独立の同定が可能になる。ＨＣＶ定量化標準は、既知のコ
ピー数で、ｃｏｂａｓ（登録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐによって、自動的に各標本に添加
され、そして全標本調製、逆転写、増幅および検出工程を通じて、ＨＣＶターゲットとと
もに持ち越される。力価決定を可能にするためには、定量化標準は、ＨＣＶターゲット陰
性および陽性標本において、陽性シグナルを生じなければならない。部分的に抑制された
かまたは阻害された反応において、定量化標準は、ターゲットと同様に影響を受け、そし
てしたがって正しい力価決定が可能になる。最後に、定量化標準は、阻害効果に関して、
ＨＣＶターゲット陰性反応を監視するが、かなり高い濃度であるため、監視は厳しくない
。
マスターミックス組成ＲＬ１．１：
【０１１１】
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【表３】

【０１１２】
＊各実験において、異なる第二のプローブ；図６のデータを得るため、実験における異な
る濃度
§アプタマーは、短い一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡオリゴヌクレオチド（２５～７０塩基）
であり、三次元構造を通じて、特定の分子（すなわちタンパク質、ＺＯ５）に結合する（
例えばＣ．　ＴｕｅｒｋおよびＬ．　Ｇｏｌｄ：　Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ　ｅｖｏｌｕｔ
ｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｂｙ　ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
：　ＲＮＡ　ｌｉｇａｎｄｓ　ｔｏ　ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅ　Ｔ４　ＤＮＡ　ｐｏ
ｌｙｍｅｒａｓｅ，　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　ｖｏｌｕｍｅ　２４９，　１９９０，　ｐ．　
５０５－５１０を参照されたい）。
【０１１３】
　第二のプローブを含まない参照マスターミックスＲＬ１．１を大量に調製する。各実験
のため、この参照マスターミックスに、図に示すようなさらなるプローブを補充する。こ
れらの補充されたマスターミックス変動で試薬カセットを満たし、そしてｃｏｂａｓ（登
録商標）ＡｍｐｌｉＰｒｅｐ上に装填する。
【０１１４】
　データ分析：
　ｃｏｂａｓ（登録商標）ＴａｑＭａｎ（登録商標）の結果として得た、試料の複製物に
渡る、力価、ｃｔ値または相対蛍光指数（ＲＦＩ）を平均し、そして平均値と標準偏差を
、図２～５に示すように、棒グラフとしてプロットする。プローブの陽性の影響を、ｉ）
参照マスターミックスに対する力価増加、またはｉｉ）参照マスターミックスに対するＲ
ＦＩ増加を伴うｃｔ値の減少のいずれかによって評価する。
【０１１５】
　結果：
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　１．配列番号８が全体で最高の結果を達成した。９つの異なる転写物を用いた評価にお
いて、ＧＴ１ａに関する１つの参照転写物および配列番号６のプローブ結合領域に突然変
異を含む８つの転写物を用いた評価において、すべての突然変異転写物に関して、最大で
１００倍の力価増加が観察された。プローブ配列番号８は、標準プローブ配列番号６と重
複せず、そして反対の鎖上に位置する。
【０１１６】
　２．配列番号８の添加に関する濃度最適化実験によって、ＲＬ１．１中の標準プローブ
配列番号６の濃度に比較して、５０％の第二のプローブを添加すると、低ｃｔ値および高
ＲＦＩ値に関して、最高の結果が示された。
【０１１７】
　３．配列番号２、３、４、および５は、初期有望結果を示した。突然変異転写物の力価
増加は、したがって、同じ鎖上または反対の鎖上で、標準プローブに非常に近い、部分的
に重複する、あるいは同じまたは反対の鎖上の非重複プローブである、第二のプローブを
添加することによって得られることが可能である。
【０１１８】
　－配列番号２は、標準プローブ配列番号６と重複し、そして反対側の鎖上に位置する。
　－配列番号３は、配列番号６と同じ鎖上に位置し、標準プローブ配列番号６に関して１
塩基対離れている。
【０１１９】
　－配列番号４、７および８は標準プローブ配列番号６と重複せず、そして反対側の鎖上
に位置する。
　－配列番号５は、標準プローブ配列番号６と類似であるが、配列番号６によって含まれ
ない突然変異を所持する。

【図１】 【図２】
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