
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
試料中に存在する疑いのあるグラム陽性細菌、グラム陰性細菌および真菌類からなる群よ
り選択される微生物からの核酸抽出方法であって、以下の工程：
ａ ．０１％（体積／体積）ない ％（体積／体積）の濃度の非イオン性界面活性剤
およ ｍＭない ００ｍＭの濃度の金属キレート剤を必須としてなり、アニオン性界
面活性剤を含んでいてもよい試薬に試料を接触させること；ついで
ｂ 分ない ０分間、試料 ０℃ない ５℃の温度に加熱して、

該微生物から核酸を遊離させること
を特徴とし、
溶解酵素またはカオトロープの不存在下で行われるものであり、
剪断力または機械的な力を試料に適用せずに該微生物から核酸を遊離させるものである方
法。
【請求項２】

10

20

JP 3866762 B2 2007.1.10

）０ し１
び１ し１

）５ し３ を８ し９ 該微生物の細胞
壁が完全には物理的に破壊されることなく

試料中に存在する可能性のある、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌および真菌類からなる
群より選択される微生物の存在または量を検出する方法であって、
ａ）０．０１％（体積／体積）ないし１％（体積／体積）の濃度の非イオン性界面活性剤
および１ｍＭないし１００ｍＭの濃度の金属キレート剤を必須としてなり、アニオン性界
面活性剤を含んでいてもよい試薬に試料を接触させること；
ｂ）５分ないし３０分間、試料を８０℃ないし９５℃の温度に加熱して、該微生物の細胞



【請求項３】

【請求項４】
該検出工程が、標的核酸の塩基配列に対して十分に相補的な塩基配列を含むプローブを該
試料に適用することを含み、そのことにより該プローブと該標的核酸が厳密な条件下で２
本鎖ハイブリッドを形成しうるものである、請求項３記載の方法。
【請求項５】
該試料が動物宿主から得られるものである 記載の方法。
【請求項６】
非イオン性界面活性剤がポリオキシエチレンアルコールまたはオクチルフェノール－エチ
レンオキシド縮合物である、上記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
試薬中の非イオン性界面活性剤 ．０７％（体積／体積）の濃度である上記請求項のい
ずれかに記載の方法。
【請求項８】
金属キレート剤がＥＤＴＡである上記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
試薬中の金属キレート剤 ０ｍＭの濃度である上記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
試薬がアニオン性界面活性剤を含むものである上記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
アニオン性界面活性剤がラウリル硫酸リチウムまたはドデシル硫酸ナトリウムである請求
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壁が完全には物理的に破壊されることなく該微生物から核酸を遊離させること；ついで
ｃ）試料における疾病、症状または該微生物を示す、工程ｂ）にて遊離された標的核酸の
存在または量を検出すること
を特徴とし、
溶解酵素またはカオトロープの不存在下で行われるものであり、
剪断力または機械的な力を試料に適用せずに該微生物から核酸を遊離させるものである方
法。

該微生物がアシネトバクター（ Acinetobacter）属、アクチノミセス（ Actinomyces）属、
アエロコッカス（ Aerococcus）属、アエロモナス（ Aeromonas）属、アルカリゲネス（ Alc
aligenes）属、バチルス（ Bacillus）属、バクテロイデス（ Bacteroides）属、ボルデテ
ラ（ Bordetella）属、ブランハメラ（ Branhamella）属、ブレビバクテリウム（ Brevibact
erium）属、カンピロバクター（ Campylobacter）属、カンジダ（ Candida）属、カプノシ
トファガ（ Capnocytophaga）属、クロモバクテリウム（ Chromobacterium）属、クロスト
リジウム（ Clostridium）属、コリネバクテリウム（ Corynebacterium）属、クリプトコッ
カス（ Cryptococcus）属、デイノコッカス（ Deinococcus）属、エンテロコッカス（ Enter
ococcus）属、エリシペロスリックス（ Erysipelothrix）属、エシェリシア（ Escherichia
）属、フラボバクテリウム（ Flavobacterium）属、ゲメラ（ Gemella）属、ヘモフィルス
（ Haemophilus）属、クレブシエラ（ Klebsiella）属、ラクトバチルス（ Lactobacillus）
属、ラクトコッカス（ Lactococcus）属、レギオネラ（ Legionella）属、ロイコノストッ
ク（ Leuconostoc）属、リステリア（ Listeria）属、ミクロコッカス（ Micrococcus）属、
ミコバクテリウム（ Mycobacterium）属、ネイセリア（ Neisseria）属、ノカルディア（ No
cardia）属、オエルスコビア（ Oerskovia）属、パラコッカス（ Paracoccus）属、ペディ
オコッカス（ Pediococcus）属、ペプトストレプトコッカス（ Peptostreptococcus）属、
プロピオニバクテリウム（ Propionibacterium）属、プロテウス（ Proteus）属、シュード
モナス（ Pseudomonas）属、ラーネラ（ Rahnella）属、ロドコッカス（ Rhodococcus）属、
ロドスピリリウム（ Rhodospirillium）属、スタフィロコッカス（ Staphylococcus）属、
ストレプトミセス（ Streptomyces）属、ストレプトコッカス（ Streptococcus）属、ビブ
リオ（ Vibrio）属およびイェルシニア（ Yersinia）属からなる群より選択される属に含ま
れる種である請求項１または２記載の方法。

上記請求項のいずれかに

が０

が１



項１０記載の方法。
【請求項１２】
試薬中のアニオン性界面活性剤 ．０１％ない ％（重量／体積）の濃度である上記
請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
試薬中のアニオン性界面活性剤 ．２％ない ％（重量／体積）の濃度である請求項
１２記載の方法。
【請求項１４】
試薬中のアニオン性界面活性剤 ％（重量／体積）の濃度である請求項１２記載の方法
。
【請求項１５】
試薬中の非イオン性界面活性剤がポリオキシエチレンｐ－ｔ－オクチルフェノールであり

．０１％ない ％（体積／体積）の濃度であり、
試薬がアニオン性界面活性剤を含み、アニオン性界面活性剤がラウリル硫酸リチウムであ
り ．０１％ない ％（重量／体積）の濃度であり、
試薬中の金属キレート剤がＥＤＴＡであり ｍＭない ０ｍＭの濃度である、
請求項１ないし５のいずれかに記載の方法。
【請求項１６】
試薬のｐＨ ．０未満である上記請求項のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】

【請求項１８】

【請求項１９】

【請求項２０】

【請求項２１】

【請求項２２】

【発明の詳細な説明】

本発明は、特異的に試験生物を同定するための核酸ハイブリダイゼーション法および他の
診断方法に適した、培養物、臨床的標本、および他の試料からの広範な生物の核酸の抽出
方法に関する。さらに本発明は、広範な生物からの核酸の抽出に適した透過剤を用いる診
断キットに関し、かかる核酸は、引き続き行われるハイブリダイゼーション、検出、およ
びアッセイ生物の定量的同定に適するものである。

分子生物学および遺伝子工学の現代的な方法の出現は、疾病の診断に革命を引き起こした
。近年、検出、定量、および微生物の種ならびに亜種間を識別するための進歩した方法が
開発されるに伴って、病原性生物、特に、細菌および酵母のごとき微生物の同定がより迅
速かつより正確になった。大部分ではないとしても、これらの診断方法の多くは、異なる
種の病原体の核酸配列間、および病原性および非病原性微生物間の固有の相違を用いるも
のである。これらの核酸に基づく診断方法の早さ、選択性および感度は、より迅速かつよ
り正確な患者の治療を可能にし、それゆえ、大衆をより健康的にした。
主に核酸ハイブリダイゼーションに依存する診断キットは、顕微鏡下の生物が病因または
疾病のインジケーターいずれかとして関与している多くの疾病の診断のために開発されて
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が０ し２

が０ し１

が１

、０ し１

、０ し２
、５ し５

が８

加熱工程が５分間行われる上記請求項のいずれかに記載の方法。

遊離核酸がＲＮＡを含むものである上記請求項のいずれかに記載の方法。

ＲＮＡがリボソームＲＮＡである請求項１８記載の方法。

遊離核酸がＤＮＡを含むものである上記請求項のいずれかに記載の方法。

ＤＮＡがリボソームＤＮＡである請求項２０記載の方法。

工程ｂ）において遊離された核酸がさらに精製されないものである上記請求項のいずれか
に記載の方法。

発明の背景
発明の技術的分野

背景技術



きた。すべてを掲載するものではないが、キットは、このように利用できるか、または結
核（ミコバクテリウム・ツベルクロシス（ Mycobacterium tuberclosis）、通常の性交渉
により伝染する疾病（クラミジア・トラコマチス（ Chlamydia trachomatis））、ネイセ
リア・ゴノロエアエ（ Neisseria gonorrhoeae））、呼吸器疾患（ミコプラズマ・ニュー
モニアエ（ Mycoplasma pneumoniae））、咽頭炎およびリューマチ性発熱（Ａ群のストレ
プトコッカス（ Streptococcus）（エス・ピオゲネス（ S.pyogenes）））、咽頭蓋炎（ヘ
モフィルス・インフルエンザエ（ Haemophilus influenzae）に関与する微生物ならびにＡ
ＲＣおよびＡＩＤＳ（ＨＩＶ）の病因のごときウイルスの検出および／または同定するた
めに企図されている。すべてのかかる方法は、ハイブリダイゼーションに容易に使用でき
る標的核酸を必要とする。
微生物核酸を抽出するための大部分の方法は、微生物細胞壁を破壊し（溶解し）、細胞の
内容物を緩衝液中に抽出することを必要とする。次いで、フェノール抽出を行うことによ
り脂質、炭水化物、および蛋白を溶液から除去することができ、さらに冷エタノールを用
いる沈殿により核酸を精製する。微生物を破壊、または溶解するためのための正しい方法
は、通常、その生物自身の性質に依存する。しかしながら、最近まで、研究は単一のグラ
ム陰性細菌種エシェリシア・コリ（ Escherichia coli）に強く限定されていた（ステント
（ Stent）、グンサー ,エス（ Gunther S）およびカレンダー ,リチャード（ Calendar,Richa
rd） ,モレキュラー・ジェネティクス（ Molecular Genetics）５１（第２版 ,１９７８年）
参照）。
イー・コリ（ E.coli）のごときグラム陰性細菌からの核酸の抽出は、伝統的には、（ａ）
超音波処理下、研磨磨砕、ガラスビーズとともに行う振盪、およびフレンチプレスでの剪
断力または機械的な力；（ｂ）１回またはそれ以上の回数の凍結融解またはリゾチームの
ごとき溶解酵素を用いる溶解のいずれかによる細胞壁の弱体化、次いで、強力な界面活性
剤またはカオトロピック（ chaotropic）試薬（すなわち、疎水的相互作用を断ち切る試薬
）での処理による細胞壁の溶解を用いる。かかる方法の両方において、溶解物の成分とし
てはオルガネラ、蛋白（プロテアーゼおよびヌクレアーゼのごとき酵素を包含する）、炭
水化物、および脂質まらびに核酸が含まれ、そのことは、さらなる核酸の精製を必要とす
る可能性がある。
界面活性剤を併用するイー・コリ細胞の酵素的溶解を包含する方法（ゴッドソン ,ジー・
エヌ（ Godson,G.N.）およびシンシェイマー ,アール・アイ（ Sinsheimer, R.I.） ,バイオ
ケミ・バイオフィジ・アクタ（ Biochem.Biophys.Acta）第１４９巻 ,４７６頁（１９６７
年）「リシス・オブ・エシェリシア・コリ・ウィズ・ア・ナチュラル・デタージェント（
Lysis of Escherichia coli with a Natural Detergent）」）が記載されている。シャイ
ン（ Schein）（ＥＰＯ抗体第００６１２５０号）は、リゾチーム、カオトロピック剤、お
よび／または界面活性剤を用いる組み換え型蛋白の回収方法を記載しており、その宿主細
菌はイー・コリ株であった。
グラム陽性微生物の溶解は、より厚くより高密度なペプチドグリカン層が主要細菌細胞壁
成分であるため、グラム陰性細菌よりもかなり困難である。溶解酵素を用いるいくつかの
グラム陽性微生物の溶解が報告されている（例えば、コールマン・エス・イー（ Coleman,
S.E.）ら ,インフェクション・アンド・イミュニティー（ Infect,and Immun.）第２巻：５
６３～５６９頁（１９７０年）「リシス・オブ・グループド・アンド・アングループド・
ストレプトコッキ・バイ・ライソザイム（ Lysis of Grouped and Ungrouped Streptococc
i by Lysozyme）」；チャセイ ,ブルース・エム（ Chassay,Bruce M.）およびジウフリダ ,
アルフレッド（ Giufridda Alfred） ,アプライド・アンド・エンバイオロンメンタル・マ
イクロバイオロジー（ Applied and Env.Micro）第３９巻：１５３～１５８頁（１９８０
年）「リシス・オブ・ストレプトコッカス・ミュータンス・セルズ・ウィズ・ムタノリシ
ン ,ア・リティック・エンザイム・プリペアド・フロム・ア・カルチャー・リカー・オブ
・ストレプトミセス・グロイスポルス１８２９（ Lysis of Streptococcus mutans cells 
with Mutanolysin, a Lytic Enzyme prepared from a Culture Liquor of Streptomyces 
gloisporus 1829）」；ハマダ ,エス（ Hamada,S.）ら ,アーチーブス・オブ・オーラル・バ
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イオロジー（ Archs.Oral Biol.）第２３巻：５４３～５４９頁（１９７８年）；カレンド
ラ ,ジー・ビー（ Calendra,G.B.）およびコウル ,アール・エム（ Cole,R.M.） ,インフェク
ション・アンド・イミュニティー第２８巻：１０３３～１０３７頁（１９８０年）「リシ
ス・アンド・プロトプラスト・フォーメイション・オブ・グループ・Ｂ・ストレプトコッ
キ・バイ・ムタノリシン（ Lysis and Protprast Formation of Group B Streptococci by
 Mutanolysin）参照）。
グラム陰性病原細菌を含有する臨床試料をカオトロープ（ chaotrope）（チオシアン酸グ
ラニジウム（ＧｕＳＣＮ））；アニオン性界面活性剤（ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ
）またはＮ－ラウオリルサルコシン（サルコシル））；２価金属キレート剤（エチレンジ
アミン四酢酸（ＥＤＴＡ））；および還元剤（β－メルカプトエタノール）を含有する溶
液で処理する場合の非酵素的組成物が記載されている（シュワルツ（ schwartz）ら ,米国
特許第５ ,２１２ ,０５９号）。かかる組成物は、全試料が単一アッセイに使用される溶解
／ハイブリダイゼーション溶液として記載されている。
β－グルカンおよびキチンを主成分として含有する酵母種の細胞壁は、細菌とは組成が異
なり；それゆえ、酵母から核酸を抽出するための酵素的方法には、しばしば、細菌を溶解
するのに使用するものとは異なる特異性を有するザイモリアーゼのごとき全く異なる酵素
のセットが用いられる。
シェイネス（ Sheiness）およびレバイン（ Levine）（ＰＣＴ出願ＷＯ９２／０７０９６）
は、膣の病原体を検出するための診断キットを記載している。試験生物は酵母カンジダ（
Candida）種、グラム陰性細菌ガルドネレラ・バギナリス（ Gardnerella vaginalis）およ
び細胞壁を持たない真核原生動物トリコモナス・バギナリス（ Trichomonas vaginalis）
であった。彼らが使用した溶液は、核酸ハイブリダイゼーションにより検出されるように
、これらの各生物から核酸を遊離させることができると報告された。
ホルムス（ Holmes） ,米国特許第４ ,８３０ ,９６９号には、「溶解剤」中で培養細胞を煮
沸することによる核酸の単離法が記載されている。
ウェイス（ Wase）（ＥＰＯ公開第０１４９５１４号）は、溶解した細菌細胞培養物からの
フロック形成剤の製造方法を開示している。細胞溶解を開始する種々の記載された方法の
１つは熱を利用するものである。
熱のみの利用は、多くの研究者により溶解が困難であると考えられていたある種の細菌ミ
コバクテリア（ Mycobacteria）属から、さらなる生化学的操作に適切であるインタクトな
ＤＮＡの製造に有効であることが示された（ロブソン（ Robson） ,ＥＰＯ公開第０５４７
７８９Ａ１）。
上記方法のすべては、生物学的試料中の広範な微生物からの核酸ハイブリダイゼーション
に適した核酸（例えば、リボゾームＲＮＡ／またはリボゾームＲＮＡ配列をコードしてい
るＤＮＡ）の遊離を引き起こしうる、フェノール抽出およびエタノール沈殿法を必要とし
ない単一試薬の恩恵を欠いている。

本発明は、グラム陽性ならびにグラム陰性細菌、および酵母を包含する広範な生物から核
酸（例えば、ＲＮＡおよびＤＮＡ、好ましくは、リボゾームＲＮＡ／またはリボゾームＲ
ＮＡ配列をコードしているＤＮＡ）を遊離させうる透過性にする試薬の使用に関する。該
試薬は溶解酵素の使用を必要せず、高温、好ましくは、約８０℃ないし１００℃の間、よ
り好ましくは、約８０℃ないし９５℃の間、最も好ましくは、約９５℃で使用可能である
。さらに本発明は、グラム陽性ならびにグラム陰性細菌、および酵母を包含する広範な生
物から核酸、好ましくは、リボゾームＲＮＡ／またはリボゾームＲＮＡ配列をコードして
いるＤＮＡを遊離させうる透過性にする試薬を用いる方法およびキットに指向される。次
いで、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）のごとき核酸増幅法、または遊離核酸の特定のヌ
クレオチド配列に相補的なヌクレオチド配列を有するプローブオリゴヌクレオチドとのハ
イブリダイゼーションをはじめとする種々の目的（これらの目的に限定されない）に遊離
核酸を使用することができる。それゆえ、本明細書記載の組成物、方法、およびキットは
、試料中に含まれる生物からの迅速かつ簡単な調製を可能にするために設計される。
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広範な微生物に関して使用する単一の核酸抽出法の利点は、ａ）診断試験を行うための研
究室の技術者のトレーニングに用いる時間および費用の削減；ｂ）製造コストの削減（単
一の透過剤を多数の製品に使用できるから）、およびｃ）酵素による抽出試薬の品質管理
に関連する費用および時間の削減を包含する。よって、本発明の第１の目的は、広範な微
生物からの検出可能な量の核酸の遊離を誘導することのできる単一試薬を提供することで
ある。
やはり多くの診断キットは、細胞から核酸を遊離させるための酵素の使用に依存している
。不十分な酵素的溶解であるとしても、ハイブリダイゼーションに使用できる標的核酸の
収率は良好でない。なぜなら、特定の試料は多くのアッセイ可能な細胞を含んでいないか
らであり、さらに、標的微生物または核酸は細胞の下位集団のみに存在するからであり、
あるいは、診断系の感度が低下する可能性があるからである。よって、本発明の第２の目
的は、他の対応する方法よりも良好な標的核酸の収率を得る核酸抽出法を提供することで
ある。
本発明の第３の目的は、市販診断アッセイキット中に包含させるための安価に得られる核
酸抽出法である。本発明方法とともに用いられる透過性にする試薬は比較的安価な研究用
化学試薬であり、高価な溶解酵素を含める必要はない。
核酸を細胞から溶液中へと遊離させるための温和で単純な方法を提供することが本発明の
第４の目的である。本発明方法は抽出工程後に実質的にインタクトな多くの標的微生物の
細胞壁を残すので、遊離核酸は他の細胞成分と混合しない。大部分の望ましくない細胞物
質は細胞中に残存する。遠心分離により上清中の核酸を細胞から分離することができ、個
別にアッセイすることができるが、このことは本発明方法の実施に必須ではない。さらに
本発明は迅速かつ単純であり、熟練ならびに未熟双方の研究室の作業員が核酸、特に、リ
ボゾームＲＮＡ／またはリボゾームＲＮＡ配列をコードしているＤＮＡを単一工程で抽出
することを可能にする。そのうえ、本発明抽出方法は核酸に対して温和であり、さらに精
製することなくハイブリダイゼーションアッセイのような引き続いての使用に適した核酸
が得られる。
診断アッセイの最初の段階において研究室の技術者が有害微生物に曝されることを最小に
することは好ましいので、臨床試料からの比較的安全な核酸抽出法を提供することが本発
明の第５の目的である。このことは２つのやり方：標的細胞から標的核酸の大部分を遊離
させるに必要な時間を最短にすることにより、および病原体の大部分が迅速に死滅に十分
な高温（すなわち、約８０℃ないし１００℃の間）において透過工程を行うことにより行
われる。
本発明は、グラム陽性ならびにグラム陰性細菌、および酵母以外の生物に適用できる。例
えば、マイコプラズマ、原生動物、および外套を有するウイルス、ならびに細菌または酵
母よりも実質的でない細胞壁を有するかまたは細胞壁を全く有しない培養真核細胞のごと
き他の細胞は本発明方法により透過性にされうる。かかる場合には、温和であるが、本発
明方法は細菌または酵母の場合よりも細胞壁または膜にダメージを引き起こす可能性があ
る。

本明細書において特に断らない限り、以下の用語は本願の目的からすると以下の意味を有
する。
「酵素的溶解」は、細胞または細胞群を破壊して開口すること、あるいは完全にまたは部
分的に生物の細胞壁を消化する酵素を用いる細胞または細胞群の処理後の細胞内成分のい
くらかまたは全部の遊離を意味する。
「界面活性剤」は、疎水性溶媒および細胞膜の疎水的部分と相互作用しうる疎水性領域も
しくは部分、および溶液中で正または負の電荷を有しうるかまたは電荷のない極性領域を
有しうる親水性領域もしくは部分を有する分子または分子のクラスを意味する。
「非イオン性界面活性剤」は、その親水性領域もしくは部分に少なくとも１個の極性で電
荷のない基もしくはイオンを含んでいる界面活性剤を意味する。
「イオン性界面活性剤」は、親水性領域または部分に少なくとも１個の正または負に帯電
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した基もしくはイオンを含んでいる界面活性剤を意味する。
「金属キレート剤」または「キレート剤」は、金属イオンと結合、複合体形成、または一
体化することができ、そのことにより溶液中の金属イオンの有効濃度を低下させることの
できる分子または分子のクラスを意味する。
「核酸の遊離」は、遊離方法が核酸ハイブリダイゼーションアッセイに有用であるような
十分量の核酸の遊離を意味する。
「核酸」または「核酸群」は、少なくとも２個、好ましくは、１０個またはそれ以上のヌ
クレオチドの長さのポリデオキシリボヌクレオチドまたはポリリボヌクレオチドを意味す
る。用語「核酸」は、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、およびＤＮＡまたはＲＮ
Ａ分子を包含する。用語「核酸」は、１本鎖もしくは２本鎖ポリヌクレオチドのいずれか
、または両方をいうことができる。
「標的核酸」は、検出されるべき標的核酸配列からなる核酸を意味する。好ましくは、か
かる配列は特定の生物の特徴となるものである。
「標的核酸配列」または「標的配列」は、特定の核酸配列、またはそれに相補的な核酸配
列を意味する。
「標的生物」は、本明細書記載の方法を用いて同定されるべき原核もしくは真核生物のす
べての種、またはすべてのウイルスを意味する。一般的には、かかる生物は、剥ぎ取った
もの、または綿棒で拭き取ったもののような生物学的試料中に含まれるが、それらに限ら
ない。好ましくは、生物は病原微生物である。
「生物学的試料」は、動物、植物、細菌、ウイルス、または原生生物の物質を含有するす
べての標本または試料を意味する。かかる試料は、食品または農業的試料；環境的試料；
尿、血液、乳、脳髄液、痰、唾液、大便、肺吸引物、涙、リンパ液、または精液のごとき
体液、分泌物もしくは外分泌物；喉または性器から綿棒で拭き取ったもの；および細胞、
ウイルス、植物もしくは動物の細胞の培養物、懸濁液もしくは溶解物を包含するが、これ
らに限定しない。生物学的試料はリボヌクレアーゼを含んでいても含んでいなくてもよい
。
「臨床試料」は、診断または疾病の管理を目的とした試験または検査のためにヒトまたは
動物から得られた生物学的試料を意味する。
「相補的」は、核酸ハイブリダイゼーションに適した条件下で、１の核酸鎖の領域のヌク
レオチド塩基ともう１つの核酸の領域のヌクレオチド塩基との間に安定な水素結合が形成
される核酸配列を有することを意味する。すなわち、最も通常には、水素結合は１の鎖上
のアデノシン（Ａ）残基ともう１つの鎖上のチミン（Ｔ）またはウラシル（Ｕ）残基との
間、および１の鎖上のグアニン（Ｇ）残基ともう１つの鎖上のシトシン（Ｃ）との間に形
成される。一般的には、かかる相補的領域は、それぞれの核酸鎖の約１５個ないし１００
個またはそれ以上の連続したヌクレオチドを含んでいる。
「十分に相補的」は、核酸のハイブリダイゼーションに適した条件下で２本鎖となった水
素結合領域を形成しうることを意味する。特定の連続した対応領域にわたり１００％の相
補性を有する場合には２本の核酸の鎖は十分に相補的であるが、１００未満の相補性の領
域を有する２つの１本鎖核酸であってもハイブリダイゼーション条件下において２本鎖領
域を形成することができる。かかる領域は１００％の相補性はないが、ハイブリダイゼー
ション条件下において安定な２本鎖領域を形成することができ、それゆえ、十分に相補的
と見なされる。
「溶解」は、核酸を含む細胞内成分の周囲の培地中への遊離を引き越こす、物理的な崩壊
および細胞壁および／または膜の破壊を包含する細胞の分解を意味する。
「透過性にすること」または「透過性にする」は、細胞から周囲の培地中への検出可能な
量の核酸の遊離を引き起こす、細胞壁および／または膜の分解を意味する。
「透過性にする試薬」は、細胞または細胞群の透過性を引き起こすことのできる、化学的
または物理的因子、あるいはそれら両方を意味する。
「選択試薬」は、核酸プローブからなるハイブリダイゼーションした２本鎖核酸領域とハ
イブリダイゼーションしていない１本鎖核酸および／または核酸プローブとを化学的また
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は物理的に区別できる手順において使用される試薬を意味する。
「検出試薬」は、２本鎖のうちの１本が核酸プローブである２本鎖核酸領域を有する核酸
を検出できる手順において使用する試薬を意味する。
「プローブ試薬」は、標的核酸のヌクレオチド配列に十分に相補的なヌクレオチド配列を
有する核酸プローブを含有する試薬を意味し、通常は、かかるプローブはハイブリダイゼ
ーションアッセイにおいて検出可能なレポーター基または部分を有する。
本発明の１の態様は、広範な微生物の核酸、好ましくはリボゾームＲＮＡおよび／または
リボゾームＲＮＡ配列をコードしているＤＮＡの溶液中への遊離を誘導するための非酵素
的方法に関する。１の実施例において、同定すべき細胞を含む試料を非イオン性界面活性
剤および金属キレート剤を含有する抽出溶液と混合する。約８５～９５℃に懸濁液を約５
ないし１５分間加熱する。加熱すると、試料細胞の細胞壁の顕微鏡観察可能な破壊を起こ
さずに核酸は溶液中に遊離される。そのようにして遊離された核酸は、さらなる精製を行
わなくてもハイブリダイゼーション、増幅、または他の遺伝学的操作に適する。
本発明は、微生物から核酸を抽出するための迅速、安価かつ温和な方法を提供する。抽出
工程を行うための酵素の使用をなくすことにより、酵素による核酸の抽出に関連したコス
ト、変異性、および困難さが有意に減少する。
さらにそのうえ、本発明は、溶解試薬または透過試薬の一部としてのカオトロピック剤の
必要性をなくす。一般的に、カオトロピック剤は非常に高濃度で使用され、高価である。
これらの高濃度のため、カオトロープは診断キットの輸送または貯蔵の間に抽出溶液から
沈殿する可能性がある。核酸抽出に用いられるカオトロープは引き続き行うプローブと標
的核酸とのハイブリダイゼーションに必要な条件を変化させる可能性があり、ＰＣＲまた
は他の標的増幅法のごとき酵素による反応における抽出核酸の利用に全く適合しないかも
しれない。後者の場合、カオトロープを抽出核酸から分離することが必要であり、そのこ
とは、プロトコール全体に除去工程を付加し、エラーを含む結果のチャンスを増大させる
。そのうえ、ＧｕＳＣＮのごときカオトロープは、高粘度のためピペッティングが困難で
ある。よって、臨床試料中の核酸の抽出のための方法におけるカオトロープの不存在は経
済的および論理的に有用である。
第２の態様において、ヌクレアーゼ、例えば、リボヌクレアーゼを含有していてもよい臨
床試料または他の生物学的材料からアッセイすべき微生物を得てもよい。好ましくは、本
発明は、アッセイ微生物から遊離された核酸へのプローブハイブリダイゼーションによる
微生物の同定のための喉および性器の綿棒で拭き取った臨床標本の調製方法に関する。こ
の場合、綿棒拭き取り物全体を、非イオン性界面活性剤および金属キレート剤を含有する
透過性にする溶液に接触または浸漬してもよい。所望標的核酸がＲＮＡである場合、透過
剤にさらにラウリル硫酸リチウムまたはドデシル硫酸ナトリウムのごときアニオン性界面
活性剤を添加する。アニオン性界面活性剤は、臨床標本中に存在する標本核酸を分解する
ヌクレアーゼを不活性化するものであってもよい。次いで、透過性にする溶液中の綿棒拭
き取り物を、約５～３０分間、約８０～９５℃に加熱し、微生物からの核酸の遊離を引き
起こす。
核酸抽出工程の速度および温度は研究室の技術者の感染性生物への曝露を減少させるのに
役立つ。記載された８０～９５℃の温度において、潜在的にＨＩＶのごとき病原性生物お
よび肝炎ならびに結核の病原体を包含しうる試料中の大部分の生物が死滅するであろう。
抽出方法が迅速であり、細胞懸濁液を試験管から試験管へと繰り返し移すことなく実行で
きるので、潜在的な曝露はさらに減じられる。
本発明のもう１つの態様は、記載された抽出法を行い、次いで、特定の微生物が試料中に
存在するかどうかを確認するための試薬を含むキットである。該キットは透過性にする試
薬、プローブ試薬、選択試薬、および検出試薬を含む。キットは、イオン性界面活性剤、
非イオン性界面活性剤および金属キレート剤を含有する透過性にする溶液の供給、および
標的核酸の検出ならびに同定に必要な試薬の供給を包含していてもよい。好ましくは、同
定および検出試薬は、標的微生物のリボゾームＲＮＡに特異的な１個またはそれ以上の核
酸配列に十分に相補的な少なくとも１種の核酸プローブを含有するプローブ試薬を包含す
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る（例えば、ホーガン（ Hogan）ら ,米国特許第５ ,２１６ ,１４３号およびミリマン（ Mill
iman）とハモンド（ Hammond） ,米国特許第５ ,２３２ ,８３１号参照、参照によりそれらを
本明細書に記載されているものと見なす）。特定の核酸配列を認識し結合しうる誘導体化
された核酸プローブ（ホスホロチオエートおよび／またはメチルホスホネート結合を含む
プローブのごとき）を含有するプローブ試薬は当業者に知られおり、本発明抽出法を用い
るキットにおける使用が可能であると考えられる。
以下の好ましい具体例、図面および請求の範囲の記載から、本発明の他の特徴、使用およ
び利点は当業者に明らかであろう。

図１は、９５℃で時間を変えて行った、グラム陽性微生物ストレプトコッカス・ピオゲン
ス（ Streptococcus pyogenes）からの標的核酸（リボゾームＲＮＡ）の遊離を定量する実
験をグラフで表したものである。
図２は、既知量の添加されたストレプトコッカス・ピオゲネスのリボゾームＲＮＡに対す
るハイブリダイゼーション検出系（ＨＰＡ；下記）の感度を示す実験をグラフで表したも
のである。
図３は、本明細書記載の方法に従って標的リボゾーム核酸が遊離されたストレプトコッカ
ス・ピオゲネス細胞の希釈物に関して行ったハイブリダイゼーションアッセイの結果をグ
ラフで示したものである。

特許請求した方法およびキットは、広範な微生物からの核酸の遊離の誘導、および引き続
き行われる標的微生物、標的微生物のクラスまたは複数の異なる標的微生物に特異的な核
酸の検出および同定に関する透過剤の使用、並びに器具、培地および薬剤の組み合わせに
関する。種々の工程、培地および薬剤は一般的に上で議論されている。好ましい具体例の
記載を提供する。これらの記載は説明のためだけに提供され、何ら本発明を限定するもの
ではなく、本明細書を結論づける請求の範囲によってのみ本発明は定義される。

核酸が抽出される標的微生物を種々の源から得ることができる。アッセイされる細胞が医
学的試料中に含まれていることは必須でない。当業者は、いかなる源の試料であっても本
発明に適用できるが、一定の系において用いられる特定の検出手段により検出されるに十
分な量の標的微生物（よって、標的核酸）を試料が含んでいることが条件となることを認
識するであろう。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）または転写に基づく方法のごとき増幅
方法を検出工程の前に用いる場合、もとの試料はそれに対応して比較的少量の標的微生物
または標的核酸を含んでいもよい。例えば、アメリカン・ソサエティー・フォー・マイク
ロバイオロジー（ American Society for Microbioilogy） ,ダイアグノスティック・モレ
キュラー・マイクロバイオロジー：プリンシプルズ・アンド・アプリケイションズ（ Diag
nostic Molecular Microbiology:Principles and Applications）５６～７０頁（１９９
３年）参照、参照によりこれを本明細書に記載されているものとみなす。
生物学的または生物学的試料について、培養物、血液、組織、唾液、痰、糞便、脳髄液ま
たは滑液、血清、尿、あるいは他の液体中で増殖した細胞または微生物（これらに限らな
い）を包含するすべてのタイプの生理学的標本を用いて、本発明方法を使用することがで
きる。かかる生物学的標本を、ヒト、動物、または植物から得てもよい。本発明に従って
環境または食品試料を用いてこれらの試料中に存在する微生物から核酸を遊離させてもよ
い。好ましくは、本発明を用いて臨床的な口からまたは性器からの綿棒抜き取り物中に含
まれる微生物から核酸を遊離する。
細胞試料を得た後、細胞試料を透過性にする試薬を接触させるかまたはその中に入れ、核
酸が細胞から遊離するまで約８０～９５℃に加熱する。ここに用いる透過性にする試薬は
、例えば、セイライン溶液、ＥＤＴＡ溶液または非イオン性界面活性剤溶液からなってい
てよい。これらの透過性にする試薬のいずれかを用いる本発明方法を用いて標的微生物か
ら核酸（例えば、ＲＮＡおよびＤＮＡ、好ましくはリボゾームＲＮＡおよびリボゾームＲ
ＮＡ配列をコードするＤＮＡ）を抽出することができる。よって、種々の透過性にする試

10

20

30

40

50

(9) JP 3866762 B2 2007.1.10

【図面の簡単な説明】

発明の詳細な説明

所望細胞からの核酸の抽出



薬を用いて、本明細書記載の方法を用いて細胞から核酸を抽出することができる。
好ましくは、透過性にする試薬は、非イオン性界面活性剤および金属キレート剤の組み合
わせからなる。出願人らは、これら２つの薬剤の組み合わせが細胞試料から抽出される未
分解核酸の量を最適化することを見いだした。非イオン性界面活性剤は溶液に溶解された
場合に荷電しない界面活性剤である。出願人らは、ポリオキシエチレンエーテル（ミズー
リ州セントルイスのシグマ（ Sigma）社により商品名トリトンＸ－１００およびトリトン
Ｘ－１０２の下で市販されている）およびオクチルフェノール－エチレンオキシド縮合物
（ミズーリ州セントルイスのシグマ（ Sigma）社により商品名ノニデットＰ－４０の下で
市販されている）のごとき非イオン性界面活性剤を用いて、本発明核酸抽出法をうまく実
施した。よって、当業者は、種々の非イオン性界面活性剤を用いて本発明を実施すること
ができるということを認識するであろう。
透過性にする試薬に添加される金属キレート剤は、マグネシウム、マンガンおよび亜鉛の
ごとき遊離金属イオンをキレートするかまたはこれらに結合する。理論に拘束されること
を望ないが、遊離金属イオンをキレートすることは、所望核酸を分解しうるヌクレアーゼ
のごとき酵素を阻害すると考えられている。種々の金属キレート剤が市販されておりこの
目的に役立つ。出願人らは低コストおよび便利さのためＥＤＴＡを使用する。
好ましくは、透過性にする試薬は、約０ .０１ないし約１％の非イオン性界面活性剤およ
び約１ｍＭないし１００ｍＭのＥＤＴＡ；より好ましくは、０ .０７％のトリトンＸ－１
００および１０ｍＭのＥＤＴＡを含有する。濃度０ .０７％のトリトンＸ－１００は、ス
トレプトコッカス・ピオゲネスからの本質的にすべての標本リボゾームＲＮＡの遊離に十
分であることがわかった。そのうえ、１０ｍＭより高いＥＤＴＡ濃度はさらなる利益を提
供するとは思われない。
本発明の実施に必須ではないが、透過性にする試薬は弱い緩衝剤、好ましくはＨＥＰＥＳ
（４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジンエタンスルホン酸）の遊離酸を含み、
透過性にする試薬のｐＨを安定化させるものであってもよい。透過性にする試薬を調製し
て後の使用のために貯蔵する場合、保存料を透過性にする試薬に添加して貯蔵期間中の望
ましくない微生物の増殖を防止してもよい。好ましくは、５ .７ｍＭのアジ化ナトリウム
を添加する。所望標的核酸がＲＮＡである場合には、溶液のｐＨを８ .０より高くならな
いように調節すべきである。好ましくは、塩基、すなわち、水酸化リチウムの添加により
、透過性にする試薬のｐＨを７ .５に調節する。本明細書開示以外の、ｐＨ８ .０未満にお
ける使用に適する緩衝剤は当業者に知られている。
試料にヌクレアーゼを含有させうる臨床標本または他の源から細胞試料を得る場合、特に
、標本核酸がＲＮＡである場合には、アニオン性界面活性剤を透過性にする試薬に添加す
ることも必要であろう。アニオン性界面活性剤は、ｐＨ７ .０の溶液に溶解された場合、
負に帯電する界面活性剤である。好ましくは、これらの場合において透過性にする溶液は
１％（ｗ／ｖ）のラウリル硫酸リチウム（ＬＬＳ）を含有する。理論に拘束されることを
望まないが、アニオン性界面活性剤は、臨床標本または他の材料中に見いだされるすべて
のヌクレアーゼ、特にリボヌクレアーゼを崩壊または変性させることに役立ち、それゆえ
、試料中に核酸の分解を防止すると考えられている。アニオン性界面活性剤は、細胞試料
からの核酸の遊離を行うことには必ずしも必須でない。約０ .０１％ないし約２％の間の
ラウリル硫酸リチウムが好ましい。最も好ましくは、ＬＬＳ濃度は０ .２％ないし１％の
間である。２％よりも高いラウリル硫酸リチウム濃度においては、標的核酸収率が低下す
る。
細胞試料および透過性にする試薬を混合したならば、混合物を８０～１００℃の範囲にお
いて１～３０分間加熱すべきである。出願人らは、約８０℃以上の種々の温度が効果的で
あることを見いだした。８０℃未満の温度においては標的細胞（すなわち、ストレプトコ
ッカス・ピオゲネス）からの核酸の抽出は完全とは思われない。同様に、混合物が昇温さ
れる時間は比較的短い。約１００万個のエス・ピオゲネス（ S.pyogenes）細胞（一般的に
は溶解が困難であると考えられているグラム陽性細菌）を含む３００μｌの試料からのリ
ボゾームＲＮＡの抽出は、９５℃、５分以内で良好な核酸の収率となる。よって、好まし
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い具体例において、細胞試料／透過性にする試薬の混合物を約９５℃で約５分間加熱する
。

図１は、種々の透過性にするプロトコールに供されたストレプトコッカス・ピオゲネス細
胞標品のハイブリダイゼーション速度の比較を示す。この実験において、下記の方法論を
用いた。しかしながら、本開示を読んだ後に当業者はハイブリダイゼーションプロトコー
ルおよび検出工程に対する多くの変法を行うであろうし、本明細書に開示された特定のハ
イブリダイゼーションおよび検出方法は説明のみを目的とする。
１８００マイクロリットルの透過性にする試薬（７ .４ｍＭ　ＨＥＰＥＳ　ｐＨ７ .５、０
.０７％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ二ナトリウムおよび５ .７ｍ
Ｍアジ化ナトリウム）を試験管中にピペットで取った。血液寒天上で増殖したストレプト
コッカス・ピオゲネス細胞をセイライン溶液で１回洗浄し、次いで、透過性にする試薬中
に懸濁して１ｍｌあたり３ .０ｘ１０ 8個とした。２００マイクロリットルのこの細胞懸濁
液を、１８００μｌの透過性にする試薬の入った試験管中に希釈し、懸濁液を９５℃で加
熱した。そのうち３００μｌを５、１０、１５および３０分において試験管から取り、氷
上に置いた。
この実験におけるハイブリダイゼーションに用いた試験管には、ストレプトコッカス・ピ
オゲネスに特異的な凍結乾燥プローブ試薬の形状の標識オリゴヌクレオチドプローブが入
っていた。特記しないかぎり、これらの試験管およびすべての以下に用いる試薬を、アキ
ュプローブ・Ａ群ストレプトコッカス培養同定キット（ AccuProbe Group A Streptococcu
s culture identification kit）（カリフォルニア州サンジエゴのジェン－プローブ ,イ
ンコーポレイテッド（ Gen-Probe,Inc.）製）から取った（アキュプローブの包装に添付し
た説明書、ミリマン（ Milliman）ら ,米国特許第５ ,２３２ ,８３１号；およびアーノルド
（ Arnold）ら ,米国特許第４ ,９５０ ,６１３号参照、参照によりこれらを本明細書に記載
されているものとみなす）。凍結乾燥された試薬は溶解酵素を含有していたので、２％Ｌ
ＬＳを含有する５０μｌの溶液（アキュプローブ試薬２）を各試験管中に混合して凍結乾
燥酵素を変性させた。対照試験管には透過性にするための緩衝液中の細胞懸濁液５０μｌ
を入れ、３７℃で５分間インキュベーションして酵素的溶解を起こし、次いで、アキュプ
ローブ試薬２で１００μｌとした。各時点につき４本の試験管を用意した。次いで、残り
の試験管に熱処理された細胞懸濁液５０μｌを入れた（もう１つの対照懸濁液には試験用
試験管と同じ試薬を入れたが、熱処理工程の間室温に置いた。これを「界面活性剤のみ」
の対照と呼んだ）。
試験管を６０℃にインキュベーションすることによりハイブリダイゼーションを促進した
。各時点の２本の試験管を５分間インキュベーションし、各時点についての残りの１対の
試験管を３０分間インキュベーションした。ハイブリダイゼーション量、それゆえ、細胞
から遊離した検出可能な標的核酸量をＨＰＡ（アーノルドら ,上の引用文献参照）により
測定した。３００マイクロイットルの試薬３（選択試薬）を各試験管に添加し、試験管内
容物を混合し、さらに６０℃で５分間インキュベーションした。ハイブリダイゼーション
したプローブの化学発光を、リーダーＩルミノメーター（ Leader I luminometer）（カリ
フォルニア州サンジエゴのジェン－プローブ ,インコーポレイテッド製）で測定した。ア
ッセイ試料の化学発光を相対光単位（ relative light unit、 RLU）で表し、これは、選択
リボ核酸にハイブリダイゼーションしたプローブ量に直接比例する。
図１のグラフからわかるように、５分間加熱された細胞試料混合物が３０分加熱された細
胞試料混合物と等しいシグナルを有していたため、透過性にする緩衝液で処理したエス・
ピオゲネス細胞からの標的核酸の抽出は本質的には５分で完了した。出願人らが驚いたこ
とには、透過性にする試薬とともにインキュベーションされた細胞から遊離した標的核酸
へのハイブリダイゼーションの程度は、５分間程度の短時間でさえも、酵素処理された細
胞から遊離した標的核酸に関して見られる程度の２倍であった。この結果は全く予期しな
かったものであり、酵素的溶解工程よりの低コストで高いアッセイ感度を示すことにより
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実施例１
エス・ピオゲネスの酵素的溶解と本発明方法との比較



本発明方法に有用性を付加するものである。

出願人らは、上記の好ましい方法を用いることにより、抽出プロセスの間にほとんどすべ
ての細胞リボゾームＲＮＡを細胞から遊離することができると確信する。本発明方法によ
り透過性にされた細胞によって遊離された全細胞リボゾームＲＮＡのパーセンテージを評
価するために、出願人らは、下記ハイブリダイゼーションプロテクションアッセイ（ＨＰ
Ａ）を、（ａ）既知濃度のエス・ピオゲネス・リボゾームＲＮＡ溶液希釈物、および（ｂ
）本発明方法により核酸が抽出された既知能度のエス・ピオゲネス細胞の希釈物について
行って、実施例１と同様にハイブリダイゼーションに供した。図２は、既知量のリボゾー
ムＲＮＡの希釈物に関してＨＰＡを行った結果をグラフで示したものである。図からわか
るように、ハイブリダイゼーション生成物の化学発光は試料中のリボゾームＲＮＡ量に比
例して増加する。同様に、図３は、図１の場合と同様に核酸が抽出されたエス・ピオゲネ
ス細胞に関してＨＰＡを行った結果をグラフで示したものである。各試料の化学発光は試
料中の細胞数に比例して増加する。
各細胞から遊離するリボゾームＲＮＡ量の概算値を、図１および２からの結果を比較する
ことにより計算することができる。図２を参照すると、０ .２５ｎｇの添加エス・ピオゲ
ネスのリボゾームＲＮＡは約１５０００ＲＬＵに対応する。図３を参照すると、１５００
０ＲＬＵは約７３００個の細胞に対応する。０ .２５を７３００で割ると細胞１個あたり
検出されるリボゾームＲＮＡ量０ .００００３４ｎｇが得られる。この数値は、細菌細胞
中に含有されるリボゾームＲＮＡ全量は約０ .００００２ｎｇであるという別の概算値の
実験誤差の範囲内である（ハンドブック・オブ・バイオケミストリー・アンド・バイオフ
ィジックス（ Handbook of Biochemistry and Biophysics）（ＣＲＣ・プレス（ CRC Press
）１９９２年参照）。よって、エス・ピオゲネス・リボゾームＲＮＡのすべてではないと
しても大部分のパーセントが、本発明の透過性にする方法を用いて抽出されると結論する
ことが合理的である。

本発明方法が細胞にＤＮＡおよびＲＮＡ両方を遊離させるということを示すために以下の
実験を行った。エス・ピオゲネス（ S.pyogenes）、エシェリシア・コリ（ Escherichia co
li）、カンジダ・アルビカンス（ Candida albicans）およびストレプトコッカス・アガラ
クチアエ（ Streptococcus agalactiae）の培養物をを血液寒天上で１８時間増殖させた。
各生物の１０マイクルリットルのループを１０ｍｌの滅菌済みセイライン溶液に懸濁し、
次いで、２０００ｘｇで７分間遠心分離した。上清を傾斜法により取り、各生物の１μｌ
ループを１２ｍｌの透過性にする試薬（実施例１記載）に添加した。さらに、各試験管の
１０倍希釈を同じ試薬中に作成した。３００マイクロリットルの各懸濁液を３本の別個の
試験管に入れた。各セットの１番目および２番目の試験管を、さらなる処理の前に９５℃
で１０分間加熱した。各セットの３番目の試験管を室温に１０分間放置した。
細胞を１００００ｘｇで５分間遠心分離し、上清をきれいな試験管に移した。各セットに
つき、１番目の試験管に１５μｌの滅菌済みセイライン溶液を入れ、次いで、３７℃で３
時間インキュベーションした。各セットの２番目および３番目の試験管に、ＲＮＡを加水
分解するために２５μｌの４Ｎ　ＮａＯＨを入れ、混合し、次いで、３７℃で３時間イン
キュベーションした。
３時間たった時に、２番目および３番目の試験管に７０ .５μｌの１Ｎ　ＨＣｌを入れて
ｐＨ７ .０とした。試験管１に７０ .５μｌのセイライン溶液を入れた。すべての試験管を
９５℃で５分間加熱して２本鎖ＤＮＡを変性させ、次いで、即座に氷上で冷却した。
単一のアクリジニウムエステル標識プローブを使用する以外は本質的に実施例１と同様に
ハイブリダイゼーションおよびアッセイを行った。このプローブは、すべての細菌および
すべての真菌に共通した配列に十分に相補的なヌクレオチド配列を有していた。５０マイ
クロリトルのプローブを５０μｌの各試料に添加し、６０℃で３０分間ハイブリダイゼー
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実施例２
遊離ＲＮＡ量の評価

実施例３
ＤＮＡおよびＲＮＡの両方を遊離させる方法の有効性



ションさせた。次いで、以下およびアーノルドら（上記引用文献）に記載されているよう
にＨＰＡ（ハイブリダイゼーションプロテクションアッセイ）法と同様に試料を処理した
。
実験結果を下表１に示す。データは、強塩基に耐性のある核酸（すなわちＤＮＡ）が本発
明方法で処理された細胞から遊離されることを示す。そのうえ、遊離したＤＮＡは核酸ハ
イブリダイゼーションにより検出可能な特異的な核酸配列を有している。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

広範な微生物からの標的核酸の抽出のための本発明方法の有効性を決定するために、実施
例１記載の透過性にする試薬を用いて同じ濃度の以下のグラム陽性細菌、グラム陰性細菌
および酵母に包含される微生物を含有する試料を処理した。この実験に用いたすべての細
菌／すべての酵母のプローブは、細菌および真菌に関して非特異的であった。すなわち、
プローブは、すべての細菌および真菌に共通したリボゾームＲＮＡ配列に十分に相補的で
あり上記ハイブリダイゼーション条件下で各微生物から遊離したリボゾームＲＮＡとハイ
ブリダイゼーションするヌクレオチド配列を有していた。陰性の対照として、核酸抽出工
程後に第２のプローブを遊離核酸に添加することを除き、同じ生物を本発明方法により処
理した。第２のプローブは、第１のプローブと同じ濃度でハイブリダイゼーション混合物
中に存在し、Ａ群のストレプトコッカス種のリボゾームＲＮＡ中に含まれる特異的なヌク
レオチド配列に相補的なヌクレオチド配列を有していた。陽性の結果（すなわち、ハイブ
リダイゼーションしたプローブの検出）を、上記ＨＰＡ検出法において１００００００Ｒ
ＬＵより大きな値とみなすと定義した。陰性の結果を１００００００ＲＬＵまたはそれ未
満と定義した。
図４は、すべてが実施例１にしたがって処理された微生物の一覧表を掲載するものであり
、アッセイ結果を示すものである。図からわかるように、エス・ピオゲネスを除くすべて
のアッセイされた微生物は、対照実験において陰性であると試験された。アッセイされた
微生物に関する陰性の結果がＨＰＡ検出アッセイにおいて３０００ＲＬＵより大きい場合
はなかった。対照的に、本発明方法により透過性にされたすべての試験微生物は、すべて
の細菌／すべての酵母のＨＰＡ検出法により明確な陽性を示すに十分な量のリボゾームＲ
ＮＡ標的核酸を遊離した。試験微生物が酵母およびグラム陽性細菌ならびに種々の属のグ
ラム陰性細菌を包含したという事実は、異種微生物集団を含む試料についての本発明方法
の広い適合性、および広範な微生物の検出および同定に適合性を有する一般的な核酸抽出
試薬として本明細書記載の透過性にする試薬を使用することの有効性を示す。
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実施例４
広範な微生物からの核酸遊離方法の適合性



所望細胞試料から核酸が遊離してから、細胞試料を調べて細胞壁が物理的に崩壊したかど
うかを決定した。アメリカン・ソサエティー・フォー・マイクロバイオロジー（ American
 Society for Microbiology） ,マニュアル・オブ・メソッズ・フォー・ジェネラル・バク
テリオロジー（ Manual of Methods for General Bacteriology）８～９頁および２６～２
７頁（１９８１年）に記載された位相差顕微鏡およびグラム染色をはじめとして、細胞壁
の完全性を試験するための多くの方法が存在している。この刊行物の上記部分を参照によ
り本開示の一部とみなす。
本発明方法は、処理される細胞に対して非常に温和であると思われる。分子生物学の方法
、例えば、核酸の増幅、核酸の開裂、または他の酵素による反応を含むいくつかの用法に
とって、微生物の細胞壁が有意に崩壊されないことは望ましい。例えば、核酸でない細胞
成分は引き続き行う抽出核酸に対する操作を妨害しうる。グラム染色を用いることにより
、正常なグラム陽性微生物の細胞壁が物理的に崩壊されたがどうかを確かめることができ
る。
好ましくは、出願人らは、上記マニュアル・オブ・メソッズ・フォー・ジェネラル・バク
テリオロジー２７～２８頁に記載されたようにグラム染色を行った。グラム染色後の染色
細胞の顕微鏡観察の使用は、本発明方法により透過性にした後でさえも紫色に染まりその
特徴的な形態を維持するグラム陽性細胞を生じる。この結果は、処理された細菌の細胞壁
が完全には物理的に崩壊されなかったことを示す。対照的に、酵素処理されたグラム陽性
細胞は赤または黄に染まり、その細胞壁の崩壊を示した。

核酸が標本から放出された後、核酸ハイブリダイゼーションおよび検出テクニックを用い
て標的核酸を検出し測定する方法が当該分野において知られている。例えば、検出すべき
微生物由来の標的核酸に十分に相補的な核酸プローブを用い、該プローブを標的核酸配列
にハイブリダイゼーションさせ、次いで、サザンブロット（マニアティス ,ティー（ Mania
tis,T.）ら ,モレキュラー・クローニング：ア・ラボラトリー・マニュアル（ Molecular C
loning:A Laboratory Manual） ,コールド・スプリング・ハーバー・ラボラトリー（ Cold 
Spring Harbor Laboratory）（１９８２年）参照）またはアーノルド（ Arnold）ら ,クリ
ニカル・ケミストリー（ Clin.Chem.））第３５巻：１５８８頁（１９８９年）により記載
された均一溶液フェイズ法（ハイブリダイゼーションプロテクションアッセイまたはＨＰ
Ａと呼ばれる）のごとき当業者に知られた方法によりプローブと標的との２本鎖ハイブリ
ッドを検出することにより、核酸を同定してもよい（これらの文献を参照により本明細書
に記載されているものとみなす）。
アーノルドにより記載されたＨＰＡ法は、アクリジニウムエステル標識の特異的化学分解
に基づいて特異的に加水分解されうるアクリジニウムエステル標識ＤＮＡプローブを合成
することからなる。プローブがハイブリダイゼーション状態にあるかハイブリダイゼーシ
ョンしていない状態にあるかにより、選択的化学分解を調べる。核酸二重らせんとの相互
作用によりプローブがハイブリダイゼーション状態にある場合、アクリジニウムエステル
標識を加水分解から保護する。ハイブリダイゼーションしないプローブは、加水分解から
保護されないままのそのアクリジニウムエステル標識を有する。よって、ハイブリダイゼ
ーションしていないプローブに関連したアクリジニウムエステル標識の化学発光は特異的
加水分解により急激に失われるが、ハイブリダイゼーションしたプローブに関連した化学
発光は最小限の影響受ける。リーダーＩルミノメーター（ Leader I luminometer）（カリ
フォルニア州サンジエゴのジェン－プローブ ,インコーポレイテッド製）のごとき装置に
より化学発光を測定してもよい。
本発明の実施に必須ではないが、ＨＰＡ法を実施するための出願人らの好ましい方法を記
載する。
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実施例５
細胞壁は物理的に崩壊されないことの決定

実施例６
所望核酸の検出および測定

試薬



ウィークス・アイ（ Weeks,I.）ら ,アクリジニウム・エステルズ・アー・ハイ－スペシフ
ィック－アクティビティー・ラベルズ・イン・アン・イムノアッセイ（ Acridiniumu Este
rs are High-Specific-Activity Labels in an Immunoassay） ,クリニカル・ケミストリ
ー（ Clin.Chem.）第２９巻：１４７４～１４７９頁（１９８３年）（参照により本明細書
に記載されているものとみなす）に記載のごとく、アクリジニウムエステル標識試薬をを
合成する。アッセイおよび化学発光測定用にポリスチレンまたはポリプロピレン試験管（
１２ｘ７５ｍｍ）をノースカロライナ州ニュートンのサーステッド（ Sarstedt）から得る
。化学発光をリーダーＩルミノメーターで測定する。他のすべての物質は標準的な「ウル
トラ－ピュア（ Ultra-pure）」または試薬グレードのものである。

標準的なホスホラミダイト化学を用いてオリゴヌクレオチドを合成する。ＤＮＡ合成中に
導入されたアルキルアミンリンカーアームとメチルアクリジニウムフェニルエステルのＮ
－ヒドロキシサクシンイミドエステルとを反応させることにより、アクリジニウムエステ
ルでのＤＮＡプローブの化学標識を行う。アクリジニウムエステル標識プローブを精製し
、種々のアッセイフォーマットにおいて使用した後、下記のごとくリーダーＩルミノメー
ターでプローブの化学発光を検出する。

典型的には、１リットルあたり、１％（ｗ／ｖ）のラウリル硫酸リチウム、２ｍＭ　ＥＤ
ＴＡおよび２ｍＭ［エチレンビス（オキシエチルニトリロ）］四酢酸（ＥＧＴＡ）を含有
する０ .１Ｍのコハク酸リチウム緩衝液 ,ｐＨ５ .２中、６０℃においてハイブリダイゼー
ション反応を行う。ハイブリダイゼーション体積は５０ないし２００μｌの範囲で、０ .
０５ないし０ .５ｐｍｏｌのプローブを含有する。１リットルあたり、１０～５０ｍｌの
トリトンＸ－１００界面活性剤を含有する四ホウ酸ナトリウム緩衝液（７ .０ないし８ .５
の範囲のｐＨ値）中、６０℃において特異的加水分解を行う。
典型的なＨＰＡフォーマットにおいて、１００μｌの体積として６０℃で５～１０分間イ
ンキュベーションすることにより標的核酸を含有する試料をＤＮＡプローブとハイブリダ
イゼーションさせる。次いで、出願人らは、四ホウ酸緩衝液３００μｌを添加し、さらに
６０℃で５ないし１０分間インキュベーションする。試料を室温で２～３分冷却した後、
２つの自動試薬注入方法のうちの１つを用いてルミノメーターで化学発光を測定する。方
法１においては、０ .１％（ｖ／ｖ）Ｈ 2Ｏ 2および１ｍＭ硝酸を含む２００μｌの溶液を
注入してから１秒後、２００μｌの１～２Ｍ　ＮａＯＨを注入する。生じる化学発光を２
ないし５秒間積算する。方法２においては、１～２Ｍ　ＮａＯＨを含む０ .１％（ｖ／ｖ
）Ｈ 2Ｏ 2溶液２００μｌを注入する。生じる化学発光を２ないし５秒間積算する。ハイブ
リダイゼーションおよび特異的加水分解を包含するこの方法のすべての工程を、１本の１
２ｘ７５ｍｍ試験管中で行う。
ＨＰＡのごときプローブ検出法の使用により、標的核酸の存在または不存在を検出するこ
とができる。アクリジニウムエステル標識ＤＮＡプローブアッセイは迅速、高感度、使用
が簡単であり、ハイブリダイゼーションしていないプローブにより生じるバックグラウン
ドが十分に低く、ＨＰＡアッセイは臨床研究室において有用である。さらに、ＨＰＡフォ
ーマットの感度は、特に、リボゾームＲＮＡの検出と組み合わせた場合、臨床研究室にお
ける実際の使用を可能にし、単一コピーの標的配列を有するＤＮＡ分子を検出する試験よ
りも感度を２ｘ１０ 4倍まで上昇させる。

上記方法を行うためのキットを、すでに利用可能な材料および試薬から作成してもよい。
キットは、透過性にする試薬、プローブ試薬、および選択試薬を包含するであろう。出願
人らの好ましい具体例を読むことにより明らかなように、このキットに修飾を加えると、
所望の適用について特異的な核酸プローブとなるプローブ試薬中の核酸プローブを単に選
択することにより、疾病、症状または微生物等のごとき生物を示すいかなる核酸配列でも
検出することができる。
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方法
アクリジニウムエステル標識ＤＮＡプローブの調製

ハイブリダイゼーションプロテクションアッセイ（ＨＰＡ）

本発明方法を行うためのキット



出願人らの好ましい具体例は、直接ストレプトコッカス・ピオゲネスの試験を行うための
キットである。好ましくは、滅菌済み綿棒を用いることにより患者の喉から試料を得る。
喉の綿棒拭き取り物全部をポリプロピレン試験管中の３００μｌの透過性にする試薬中に
入れる。出願人らの透過性にする試薬は、すべてがすでに利用可能な材料から調製され、
５ .７ｍＭアジ化ナトリウム、７ .４ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（遊離酸） ,０ .０７％（ｖ／ｖ）ト
リトンＸ－１００、１％（ｗ／ｖ）ラウリル硫酸リチウム、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ（遊離酸
）からなり、十分量の水酸化リチウムを添加してｐＨ７ .５とされる。約９５℃で約３０
分以上加熱する場合、透過性にする試薬は、喉の綿棒拭き取り試料中のエス・ピオゲネス
細胞から核酸を遊離する。種々の濃度および試薬により本発明がうまく実行されるので、
特定の濃度および試薬は出願人らの発明を限定するものであるとは思われない。本開示は
、適当な濃度、試薬および条件を選択するための指針を提供し、この開示の後の請求の範
囲により完全に定義される本発明の具体例のうちの特別な例を提供する。
次いで、混合物を９５℃の加熱ブロック上に１０分間置く。加熱後、試験管を室温で５分
間放冷する。冷却している間にポリプロピレン試験管の側面に綿棒を押し付けて絞る。冷
却後、液体５０μｌをきれいなポリプロピレン試験管に移す。次に、５０μｌのプローブ
試薬を５０μｌの試料液体に添加する。好ましくは、プローブ試薬は０ .１Ｍコハク酸リ
チウム緩衝液 ,ｐＨ５ .２、１％（ｗ／ｖ）ラウリル硫酸リチウム、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、２
ｍＭ　ＥＧＴＡおよびストレプトコッカス・ピオゲネスのリボゾームＲＮＡの領域に特異
的なデオキシリボ核酸プローブ０ .０５ｐｍｏｌを含有する。
次いで、プローブ試薬溶液を６０℃で３０分間インキュベーションして、抽出工程におい
て溶液中に遊離されたストレプトコッカス・ピオゲネスのリボゾームＲＮＡにアクリジニ
ウムエステル標識プローブをハイブリダイゼーションさせる。インキュベーション後、３
００μｌの選択試薬を添加する、好ましくは、選択試薬は、０ .１（ｗ／ｖ）トリトンＸ
－１００を含有するｐＨ７ .５の０ .１５Ｍ四ホウ酸ナトリウム緩衝液である。
ボルテックスミキサーを用いて得られた溶液を完全に混合し、６０℃で７分間インキュベ
ーションしてアクリジニウムエステル標識を特異的加水分解させる。最後のインキュベー
ション後、プローブ試験管を室温で少なくとも５分間冷却し、次いで、ハイブリダイゼー
ションしたプローブについてアッセイする。ルミノメーターで化学発光を測定し、試料中
のストレプトコッカス・ピオゲネスの存在または不存在をその読みから決定する。
核酸抽出および検出法を詳細に説明したが、本発明から掛け離れることなく他の試薬、濃
度および温度を用いることができることが理解されるべきであり、かかる他の試薬、濃度
および温度の使用は本開示を読んだ後の当業者には明らかであろう。例えば、本発明方法
により遊離された核酸を、選択および検出工程の前の核酸増幅に続けて供することができ
る。それゆえ、本発明の精神または本質的な特徴から掛け離れていない特別の形態で、本
発明は具体化され、行われ、あるいは用いられうる。よって、本発明の具体例は、すべて
の点で説明的であり、限定的でないと考えられる。本発明の範囲は上の記載よりもむしろ
請求の範囲によって示される。請求の範囲と均等な意味および範囲に属するすべての変更
は請求の範囲内にあることを意味する。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ４ Ｃ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】
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