
(57)【要約】
本発明は、皮膚に生じる少なくとも一種または数種の微生物を検出するための、少なくと
も１つのオリゴヌクレオチドを含むキットに関し、かつ本発明のキットを用いる方法に関
する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 皮 膚 に 生 じ る 少 な く と も 一 種 ま た は 数 種 の 微 生 物 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 、 微 生 物 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ 】
　 微 生 物 が 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ
ウ ム 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 ベ イ ヨ ネ ラ 属 、 マ ラ セ チ ア 属 、 ま た は ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類
群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ 】
　 微 生 物 を 、 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 す る 、 よ り 好 ま し く は 蛍
光 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ま
た は ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ 】
　 キ ッ ト が 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 少 な く と も 一 種 ま た は 数 種 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス に 対 す る 少 な く と も
１ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 キ ッ ト が 、 少 な く と も 一 種 ま た は 数 種 の マ ラ セ チ ア に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 特 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 共 有 結 合 し て い る 検 出 可 能 な マ ー
カ ー を 担 持 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 可 能 な マ ー カ ー が 、
　 　 ａ ） 蛍 光 マ ー カ ー 、
　 　 ｂ ） 化 学 発 光 マ ー カ ー 、
　 　 ｃ ） 放 射 性 マ ー カ ー ,
　 　 ｄ ） 酵 素 活 性 な 基 、
　 　 ｅ ） ハ プ テ ン 、
　 　 ｆ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 可 能 な 核 酸 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ９ 】
　 酵 素 マ ー カ ー が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 好 ま し く は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 、 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 好 ま し く は ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ０ １ ～ ３ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 ｉ ｉ ） 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ４ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド が 、 ｉ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 ｉ ｉ ｉ ） ｉ ） お よ び ｉ ｉ ） の い ず れ か に 記 載 の １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 し 、
１ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が そ の 配 列 か ら 欠 失 さ れ て い る か 、 ま た は 伸 長 さ れ て
い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 ｉ ｖ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ｉ ） 、 ｉ ｉ ） ま た は ｉ ｉ ｉ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の １ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
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　 ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ０ １ ～ ０ ３ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １
つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く
と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｉ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ０ ４ ～ ０ ６ お よ び ２ ７ ～ ２ ９ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 、
　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
１ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の
少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｉ ｉ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ０ ７ ～ １ ２ お よ び １ ９ ～ ２ ６ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の １ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く
と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｉ ｖ ） ａ ） 配 列 番 号 ： １ ３ ～ １ ５ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
１ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ベ イ ヨ ネ ラ 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く と も １ つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｖ ） ａ ） 配 列 番 号 ： １ ６ お よ び １ ７ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １
つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す
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る た め の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｖ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： １ ８ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
１ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る マ ラ セ チ ア 属 の 菌 類 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く と も １ つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｖ ｉ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ３ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の １ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 由 来 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少
な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
を 含 む 請 求 項 １ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 キ ッ ト が 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 少 な く と も １
つ 、 好 ま し く は １ つ ま た は そ れ 以 上 の 標 識 し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ １ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ま な い 少 な く と も １ つ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 溶 液 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ２ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 少 な く と も １ つ の 適 切 な 洗 浄 液 ま た は 該 洗 浄 液 の 濃 縮 液 を 含 む こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 少 な く と も １ つ の 適 切 な 透 過 処 理 液 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ～ １ ４ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 少 な く と も １ つ の 適 切 な 固 定 液 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～
１ ５ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 少 な く と も １ つ の 適 切 な ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 溶 液 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 少 な く と も １ つ の 適 切 な ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 溶 液 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 キ ッ ト が さ ら に 、 包 埋 液 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 皮 膚 に 生 じ る 微 生 物 、 よ り 詳 細 に は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス
属 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 ベ イ ヨ ネ ラ 属 、 マ ラ セ チ ア 属 お
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よ び ／ ま た は ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 を 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト を 用 い た イ
ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 次 の 工 程 ：
　 　 ａ ） 皮 膚 の 試 料 を 採 取 し 、
　 　 ｂ ） 採 取 し た 試 料 に 存 在 す る 微 生 物 を 固 定 し 、
　 　 ｃ ） 固 定 化 し た 微 生 物 を 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 組 合 せ と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 誘 導 し 、
　 　 ｄ ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 そ し て
　 　 ｅ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 微 生 物 を 検 出 し 、 場 合 に よ り 定 量 す る
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 微 生 物 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 工 程 ａ ） に て 試 料 を 皮 膚 表 面 か ら 採 取 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ｉ ） 好 ま し く は エ タ ノ ー ル 、 ア セ ト ン お よ び エ タ ノ ー ル ／ 酢 酸 混 合 液 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 変 性 試 薬 、
　 ｉ ｉ ） 好 ま し く は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 架 橋 試 薬 、 ま た は
　 ｉ ｉ ｉ ） 熱 固 定 処 理
に よ り 固 定 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ ま た は ２ １ に 記 載 の 方 法 。  
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 固 定 後 、 微 生 物 を 担 体 に 固 定 化 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ２ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 、 微 生 物 を 透 過 性 に す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０
～ ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 透 過 性 化 を 、 好 ま し く は リ ゾ チ ー ム 、 リ ソ ス タ フ ィ ン 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 プ ロ ナ ー ゼ
お よ び ム タ ノ リ シ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 細 胞 壁 溶 解 酵 素 を 用 い た 部 分 分 解 に よ り 行
う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 皮 膚 上 の 微 生 物 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た め に 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か に 記
載 の キ ッ ト を 使 用 す る 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 皮 膚 に 生 じ る 少 な く と も 一 種 ま た は 数 種 の 微 生 物 に 対 す る 少 な く と も １ つ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 微 生 物 を 検 出 す る た め の キ ッ ト に 関 し 、 か つ 本 発 明 の キ ッ ト を
用 い る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト の 皮 膚 は 、 例 え ば 約 ２ m２ の 面 積 を 有 し 、 微 生 物 が 生 息 す る 最 も 広 い ヒ ト 組 織 の １
つ で あ る 。 進 化 の 過 程 に お い て 、 宿 主 と そ の 寄 生 微 生 物 は 密 接 な 関 係 を 有 し な が ら 発 達 し
た 。 微 生 物 は 、 様 々 な 分 泌 腺 を 介 し て 皮 膚 か ら 供 さ れ る 栄 養 物 を 代 謝 し て い る 。 結 果 と し
て 生 じ る 皮 膚 表 面 の 酸 性 化 が 、 病 原 微 生 物 の コ ロ ニ ー 化 を 防 い で い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 微 生 物 の 代 謝 活 性 は 望 ま な い 効 果 も 有 し う る 。 例 え ば 、 体 臭 お よ び ふ け
の 形 成 、 な ら び に 様 々 な 皮 膚 疾 患 の 進 行 が 、 微 生 物 の 活 性 に よ っ て 起 こ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 原 理 上 、 皮 膚 微 生 物 叢 （ フ ロ ー ラ ） に 属 す る す べ て の 微 生 物 を 、 皮 膚 か ら 単 離 す る こ と
が で き る 。 Priceに よ れ ば 、 ２ つ の 異 な る 群 が 存 在 す る （ Price, P.B.： The bacteriology
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 of the normal skin： A new quantitative test applied to a study of the bacterial
 flora and the disinfectant action of mechanical cleansing.  J. Infect. Dis., 63
:301-318, 1938に 記 載 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ａ ） 常 在 フ ロ ー ラ （ Resident flora） ： ヒ ト 皮 膚 上 で 増 殖 す る こ と の 可 能 な 微 生 物 、 ま
た は 皮 膚 試 料 の 分 析 に お い て 、 常 時 多 数 ま た は 高 い 割 合 で 発 見 さ れ 得 る 微 生 物 。 上 述 の 特
性 は 、 こ れ ら の 常 在 微 生 物 が 皮 膚 に 強 く 係 留 さ れ て い る （ 付 着 し て い る ） こ と に 起 因 す る
こ と が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ｂ ） 一 過 性 フ ロ ー ラ （ Transient flora） ： ヒ ト 皮 膚 上 で 増 殖 す る こ と の で き な い 微 生
物 、 ま た は 皮 膚 試 料 の 分 析 に お い て 、 不 定 期 に 、 か つ 少 数 ／ 低 い 割 合 で し か 発 見 さ れ な い
微 生 物 。 理 論 的 に は 、 こ れ ら の 微 生 物 は 自 由 で あ り 、 す な わ ち 皮 膚 の 構 成 成 分 に 付 着 し て
い な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 よ り 詳 し い 知 識 に 基 づ く と 、 上 述 の 常 在 皮 膚 フ ロ ー ラ は す べ て 、 原 則 、 新 し い 医 薬 品 ま
た は 化 粧 品 の 活 性 成 分 を 探 索 す る 観 点 か ら 重 要 で あ る 。 さ ら に 、 様 々 な 微 生 物 間 の 相 互 作
用 が 、 健 康 な 皮 膚 と そ の 疾 患 の 関 係 の 幅 広 い 理 解 を も た ら す こ と が 可 能 で あ り 、 か つ よ り
良 い 活 性 成 分 、 処 置 ま た は 医 薬 品 の 開 発 を 促 進 す る 。 化 粧 品 産 物 、 例 え ば 消 臭 剤 、 ク リ ー
ム な ど に よ る 関 連 皮 膚 微 生 物 の 選 択 的 影 響 も ま た 、 皮 膚 の ミ ク ロ な 生 態 系 の 構 造 お よ び 機
能 の 十 分 な 知 識 を 前 提 と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 従 来 、 微 生 物 の 検 出 は 主 に 、 血 清 学 的 ま た は 顕 微 鏡 的 に 行 わ れ て い た 。 そ の 方 法 は 、 少
数 の 微 生 物 を 直 接 検 出 す る た め に は 感 度 が 十 分 で は な い 。 従 っ て 、 従 来 は 微 生 物 を 増 加 さ
せ る 培 養 工 程 を 前 段 に 行 い 検 出 し て い た 。 こ の 方 法 の １ つ の 不 利 点 は 、 い く つ か の 微 生 物
は 利 用 可 能 な 栄 養 媒 体 上 で 全 く 増 加 せ ず 、 よ っ て そ れ ら を 検 出 す る こ と が で き な い こ と で
あ る 。 現 在 、 す べ て の 細 菌 の う ち た っ た ０ ． １ ～ １ ４ ％ の み が 培 養 可 能 で あ る こ と を 、 様
々 な 環 境 試 料 の 分 析 が 示 す 。 特 に 、 培 養 － 依 存 的 な 方 法 は 、 複 雑 な 生 物 群 集 の 組 成 物 の 分
析 に 不 適 当 で あ る こ と が 明 ら か で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 選 択 し た 培 養 条 件 に 依 存 し て 、 特 に
こ れ ら の 培 養 条 件 に よ く 合 う 微 生 物 の 増 殖 が 促 進 さ れ 、 結 果 と し て 、 開 始 試 料 中 の 存 在 比
率 が 大 き く 変 化 し て し ま う た め で あ る 。 こ れ ら の 集 団 数 の 変 動 の た め 、 微 生 物 の 定 量 分 析
は 全 体 と し て 不 可 能 で あ る 。 こ の 方 法 の も う １ つ の 不 利 点 は 、 既 知 の い く つ か の 培 養 方 法
が と て も 面 倒 で あ る こ と と 、 そ れ ら の 結 果 が 多 く の 場 合 不 安 定 で あ る こ と で あ る 。 こ れ は
、 偽 陽 性 お よ び 偽 陰 性 の 分 析 結 果 を 両 方 と も 生 じ る こ と と な る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 上 述 の 培 養 の 不 利 点 を 鑑 み 、 微 生 物 検 出 の 現 代 的 な 方 法 は す べ て 、 共 通 の 目 標 を 有 し て
い る ： そ れ は 、 培 養 の 必 要 性 を 排 除 す る こ と に よ り 培 養 の 不 利 点 を 回 避 す る こ と を 目 指 し
て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 微 生 物 を 検 出 す る 現 代 的 な 方 法 の 例 と し て は 、 Ｄ Ｎ Ａ ベ ー ス ま た は Ｒ Ｎ Ａ ベ ー ス （ Ｄ Ｎ
Ａ ＝ デ オ キ シ リ ボ 核 酸 、 Ｒ Ｎ Ａ ＝ リ ボ 核 酸 ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン あ る い は 増 幅 方 法
が あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と は 、 具 体 的 に は ２ つ の 一 本 鎖 の 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ２ 重 ら せ ん （ double helix） を 形 成 す る こ と と 理 解 さ れ
て い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 特 に 、 ２ つ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 ま た は ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 間 と
、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 間 の 両 方 で 起 こ り う る 。 標 的 配 列 が も う 一 方 の 配 列 と 十 分
に 相 補 的 で あ る 場 合 に の み 、 様 々 な 分 子 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 検 出 す る た め の 相 補 的 な 標 的 配 列 を 固 定 化 す る こ と も 可 能 で あ り 、 そ れ は い わ ゆ る Ｄ Ｎ
Ａ チ ッ プ 上 に て 行 わ れ る こ と が 多 い 。 実 用 新 案 番 号 DE 20,110,013は 、 口 腔 疾 患 、 特 に 膜
炎 の 診 断 お よ び 処 置 の た め の 担 体 （ Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ ） な ど を ク レ ー ム し て い る 。 口 腔 内 フ ロ
ー ラ に 発 生 す る 細 菌 ま た は ウ イ ル ス の 既 知 の 基 準 （ 参 照 ） 配 列 と 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド を 、 こ の 担 体 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 前 記 相 補 性 に 基 づ い て 、 こ の 遺 伝 子 チ ッ
プ に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 任 意 の 条 件 下 で 対 応 す る 基 準 （ 参 照 ） 配 列 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と 可 能 で あ る 。 こ の 担 体 の 不 利 点 は 、 微 生 物 が 培 養 に よ り 増 幅 さ れ な け
れ ば な ら な い か 、 あ る い は 存 在 す る 試 料 か ら の 遺 伝 子 情 報 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に
チ ッ プ 上 で 増 幅 さ れ な け れ ば な ら な い こ と で あ る 。 従 っ て 、 試 料 に 元 々 存 在 す る 微 生 物 を
定 量 す る こ と は ど ち ら も 不 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 既 知 の 増 幅 方 法 と し て は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） が あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に て 、 特 定
の 微 生 物 ゲ ノ ム に 特 有 の 断 片 を 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る 。 プ ラ イ マ ー が そ の
標 的 部 位 を 見 つ け る と 、 そ の 遺 伝 物 質 の 断 片 を １ ０ ０ 万 倍 も 増 幅 す る こ と に な る 。 そ の 後
の 分 析 、 例 え ば ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 単 離 に て 、 定 性 的 評 価 を 行 う こ と
が で き る 。 最 も 簡 単 な 場 合 に は 、 こ れ は 、 用 い た プ ラ イ マ ー の 標 的 部 位 が 分 析 試 料 中 に 存
在 し た と い う 情 報 を 供 す る 。 そ の 他 の 情 報 は な に も 供 さ れ 得 な い 。 こ れ ら の 標 的 部 位 は 、
生 存 し て い る 細 菌 お よ び 死 ん だ 細 菌 の 両 方 、 あ る い は ネ イ キ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ （ naked Ｄ Ｎ Ａ ）
に 由 来 し 得 る 。 こ の 段 階 で は 、 区 別 を す る こ と は で き な い 。 さ ら に 、 分 析 試 料 中 に 存 在 す
る 様 々 な 物 質 が 、 Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 酵 素 、 taq－ ポ リ メ ラ ー ゼ の 阻 害 を 誘 導 し う る 。 こ れ は 、 一
般 的 に 偽 陰 性 結 果 の 原 因 と な る 。 さ ら に 発 展 し た Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 が 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ で あ り 、 そ れ
は 存 在 す る 微 生 物 の 量 と 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ の 量 の 相 関 関 係 を 確 立 す る こ と 目 的 と し て い る 。
Ｐ Ｃ Ｒ の 利 点 と し て は 、 そ の 高 い 特 異 性 と 必 要 な 時 間 の 短 さ が 含 ま れ る 。 主 な 不 利 点 は 、
そ の 高 い 細 菌 混 入 （ contamination） の 受 け や す さ と 、 そ の 結 果 生 じ る 偽 陽 性 の 結 果 で あ
り 、 上 述 の 生 存 細 胞 お よ び 死 亡 細 胞 、 ま た は ニ ー キ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ （ naked Ｄ Ｎ Ａ ） の 区 別 が
不 可 能 で あ る こ と 、 お よ び 最 終 的 に 偽 陰 性 の 危 険 性 が 阻 害 物 質 の 存 在 に 起 因 し て 生 じ る こ
と で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ in
 situ hybridization） 法 は 、 ９ ０ 年 代 の 初 め に 開 発 さ れ 、 多 く の 環 境 試 料 に て 成 功 裏 に
用 い ら れ て い る （ Amann et al.（ 1990） , J. Bacteriol. 172, 762） 。 そ の 方 法 は 、 「 FI
SH」 （ 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ） と 呼 称 さ れ 、 ど ん な 細 胞 に も 生 じ る
リ ボ ソ ー ム ・ リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） が 高 い 保 存 性 と 可 変 性 の 配 列 、 す な わ ち 属 ま た は 同 じ 種
で さ え 特 有 の 配 列 を 有 し て い る と い う 事 実 を 利 用 し て い る 。 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
、 こ れ ら の 配 列 ド メ イ ン に 対 し て 作 製 す る こ と が で き 、 さ ら に 検 出 可 能 な マ ー カ ー を 一 緒
に 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の い わ ゆ る 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 微 生 物 種 、 属 ま た は
群 を 、 試 料 中 に て 高 い 特 異 性 で 直 接 的 に 同 定 す る こ と が 可 能 で あ り 、 必 要 で あ れ ば 、 可 視
化 ま た は 定 量 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 生 物 群 集 の 実 際 の イ ン サ イ チ ュ 条 件 を 歪 曲
無 し の 表 示 を 呈 す る 唯 一 の 方 法 で あ る 。 現 在 ま で に 、 培 養 さ れ て お ら ず 、 か つ 記 載 も さ れ
て い な い 微 生 物 が 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 FISHに て 、 細 胞 内 に 浸 透 し た プ ロ ー ブ が 分 析 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 。 開 発 さ れ た プ ロ ー
ブ に 対 す る 微 生 物 の 種 、 属 ま た は 群 が 分 析 試 料 中 に 存 在 し て い る 場 合 、 微 生 物 細 胞 中 の プ
ロ ー ブ は そ の 標 的 配 列 と 結 合 し て お り 、 プ ロ ー ブ の 標 識 を 介 し て 細 胞 を 検 出 す る こ と が で
き る 。
　 微 生 物 を 同 定 す る た め の さ ら に 上 述 し た 方 法 （ 培 養 、 Ｐ Ｃ Ｒ ） を 凌 ぐ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 の 利
点 は 、 多 数 か つ 多 様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 一 に 、 伝 統 的 な 培 養 に よ り 検 出 す る こ と が 不 可 能 な 多 数 の 微 生 物 を 、 プ ロ ー ブ を 用 い
て 検 出 す る こ と が で き る 。 試 料 の 細 菌 集 団 の た っ た １ ５ ％ が 培 養 に よ り 可 視 化 さ れ 得 る が
、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 は 多 く の 試 料 中 に 検 出 さ れ る 全 細 菌 集 団 を １ ０ ０ ％ ま で 可 視 化 す る こ と が
可 能 で あ る 。 第 二 に 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 に よ り 培 養 よ り も は る か に 迅 速 に 微 生 物 を 検 出 す る こ
と が で き る 。 培 養 に よ る 微 生 物 の 同 定 に 数 日 を 要 す る と し て も 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 に よ り 、 た
と え 種 レ ベ ル で あ っ て も 、 サ ン プ リ ン グ か ら 微 生 物 の 同 定 ま で を 数 時 間 の み で 行 う こ と が
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可 能 で あ る 。 第 三 に 、 培 養 培 地 と 異 な り 、 プ ロ ー ブ を そ の 特 異 性 に て ほ ぼ 自 由 に 選 択 す る
こ と が で き る 。 個 々 の 種 を 、 属 全 体 ま た は 微 生 物 群 全 体 と し て 適 切 な プ ロ ー ブ で 検 出 す る
こ と が で き る 。 第 四 に 、 微 生 物 種 ま た は 全 体 の 微 生 物 集 団 を 、 試 料 そ の も の 中 に て 正 確 に
定 量 す る こ と が で き る 。 第 五 に 、 試 料 中 の 多 様 な 微 生 物 集 団 を 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ と は 対 照 的 に 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ は 生 存 し て い る 微 生 物 の み を 確 実 に 検 出 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ で
得 ら れ る ネ イ キ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ （ naked Ｄ Ｎ Ａ ） ま た は 死 ん だ 微 生 物 に よ る 偽 陽 性 の 結 果 が 、
Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ で は 起 こ ら な い 。 さ ら に 、 阻 害 物 質 の 存 在 に よ る 偽 陰 性 の 結 果 も 、 細 菌 混 入 の た
め に 生 じ る 偽 陽 性 の 結 果 と 同 様 に 除 か れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 従 っ て 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 は 、 試 料 中 に お け る 微 生 物 を 直 接 的 に 検 出 す る た め の 、 迅 速 か つ
高 い 特 異 性 の 両 方 を 有 す る す ぐ れ た 手 段 で あ る 。 培 養 法 と は 対 照 的 に 、 直 接 的 で あ り 、 さ
ら に 試 料 中 に 存 在 す る 微 生 物 を 定 量 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 故 に 、 本 発 明 で 取 り 扱 う 問 題 は 、 特 に ヒ ト と 接 触 す る 微 生 物 ま た は 微 生 物 群 を 、 こ れ ら
の 微 生 物 を 迅 速 か つ 任 意 に 試 料 中 に て 定 量 す る こ と が で き 、 さ ら に 個 々 の 種 ま た は 微 生 物
種 の 群 を 、 他 の 微 生 物 の 同 時 存 在 に も か か わ ら ず 安 全 に 検 出 す る こ と が で き る よ う な 方 法
に て 検 出 す る こ と を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 述 の 問 題 は 、 皮 膚 に 生 じ る 少 な く と も 一 種 ま た は 数 種 の 微 生 物 に 対 す る 数 な く と も １
つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 微 生 物 を 検 出 す る た め の キ ッ ト に よ り 解 決 さ れ 、 本 発 明
の キ ッ ト を 用 い る 方 法 の 提 供 に よ り 解 決 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に て 、 「 皮 膚 」 と は 、 ヒ ト の 皮 膚 お よ び ／ ま た は 動 物 の 皮 膚 あ る い は 粘 膜 、 な ら
び に 皮 膚 付 着 物 （ 髪 、 毛 包 、 爪 、 分 泌 腺 ） で あ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に て 、 用 語 「 微 生 物 群 」 と は 、 同 じ 属 に 属 す る か 、 非 常 に よ く 似 た ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 有
す る か ど ち ら か の 、 少 な く と も ２ つ の 種 の 微 生 物 を 含 む と 解 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 微
生 物 群 は 、 １ つ の 属 の す べ て の 種 を 含 む こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 微 生 物 群 を 探 索 す る こ と 、 例 え ば そ れ ら の 発 生 ま た は 他 の パ ラ メ ー タ
ー に よ り 探 し 出 す こ と も ま た 望 ま し い 。 こ の 例 と し て 、 皮 膚 に 存 在 す る １ つ の 属 （ 例 え ば
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 （ Corynebacterium） の 多 く の 種 ま た は す べ て の 種 を 、 こ の 属 (こ の
場 合 は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 )か ら 選 択 さ れ た １ 群 の 種 と 判 断 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト ま た は 装 置 一 式 は 、 １ つ の 特 定 の 種 に 対 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 一 種
に 対 す る い く つ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 数 種 の 微 生 物 に 対 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 微 生 物 群 に 対 す る い く つ か の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 共 に 含 む こ と が で き る 。 故 に 、 例 え ば コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 任 意 の 群 に 対 す る １
つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 属 （
Propionibacterium acnes） を 検 出 す る た め の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 、 １ つ の キ ッ ト に 含 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 に 好 ま し い 態 様 に て 、 １ つ の 属 の す べ て の 微 生 物 を 検 出 す る た め に 、 １ つ ま た は そ れ
以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は そ れ ら の 組 合 せ を 本 発 明 の キ ッ ト に 用 い る こ と が で き
る 。 こ れ は 、 今 ま で 培 養 す る こ と が 困 難 ま た は 不 可 能 で あ り 、 あ る い は そ の よ う な 試 料 中
に て 検 出 す る こ と が で き な か っ た あ る 属 の 種 で さ え 、 今 や 検 出 す る こ と が で き る と い う 利
点 を 有 す る 。 例 え ば 、 マ ラ セ チ ア 属 に 対 す る 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と で 、
試 料 中 の こ の 真 菌 の す べ て の 種 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 発 明 の キ ッ ト に 含 ま れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 の 微 生 物 の た っ た 一 種 に 対 し て
特 に 選 択 さ れ て も よ い 。 こ の よ う に し て 、 そ の 皮 膚 に お け る 存 在 が 特 定 の 疾 患 と の 関 係 で
議 論 さ れ て い る よ う な 特 有 の 性 質 を 有 す 微 生 物 種 を 有 利 に 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の よ
う な 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い 、 同 属 の 他 の 種 お よ び 「 配 列 類 似 」 の 微 生 物 に 加 え て 、 そ れ
ら が 検 出 さ れ 得 る 。 こ の こ と は 、 例 え ば 、 他 の プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ア （ propionibacteria
） を 含 む 試 料 中 に て 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 用 い て 、 P． ア ク ネ ス を 正 確 か つ 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る た め 、 ア ク ネ ス 属 の 調
査 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト ま た は 装 置 一 式 は 、 例 え ば 溶 液 中 （ 例 え ば 、 緩 衝 溶 液 ） ま
た は 混 合 物 （ 例 え ば 、 凍 結 乾 燥 状 態 ） 中 に 少 な く と も １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 。 さ ら に 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 類 は 、 互 い に 一 緒 に 存 在 し て も 良 く 、 分
か れ て 存 在 し て も 良 い （ 例 え ば 、 異 な る 容 器 中 に ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 さ れ る 微 生 物 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ ま た は エ ピ ソ ー ム Ｄ Ｎ Ａ
、 あ る い は ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｒ Ｒ Ｎ Ａ に も 相 補 的 で あ り 得 る 。 検 出 さ れ る 微 生 物 中 に て １ 回
以 上 の 繰 り 返 し （ repetition frequency） 中 に 存 在 す る ド メ イ ン に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 選 択 す る こ と が 有 利 で あ る 。 検 出 さ れ る 配 列 は 、 １ 細 胞 に つ き ５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ，
０ ０ ０ 回 存 在 す る こ と が 好 ま し く 、 具 体 的 に 好 ま し い 態 様 に て は 、 １ ， ０ ０ ０ ～ ５ ０ ， ０
０ ０ 回 で あ る 。 こ の た め 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 部 位 と し て 用 い る こ と が 好 ま し く 、 な ぜ な ら ば
細 胞 中 に リ ボ ソ ー ム は 、 そ れ ぞ れ の 活 性 な 細 胞 に て タ ン パ ク 質 生 合 成 部 位 と し て 数 千 倍 存
在 す る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 に て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 般 的 に 、 １ ２ ～ １ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し
く は １ ２ ～ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 よ り 好 ま し く は １ ２ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、
最 も 好 ま し く は １ ６ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 当 な 相 補 配 列 が 、 検 出 さ れ る 微 生 物 中 に 存 在 す る か ど う
か に よ り 選 択 さ れ る 。 前 記 配 列 は 、 一 方 で は 検 出 す る 微 生 物 に 特 異 的 で あ り 、 他 方 で は 浸
透 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 実 質 的 に 接 近 可 能 で あ る 、 す な わ ち 例 え ば リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質
ま た は rＲ Ｎ Ａ の ２ 次 構 造 に よ り 覆 わ れ て （ マ ス ク さ れ て ） い な い も の が 適 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 特 定 の 配 列 を 選 択 す る こ と に よ り 、 微 生 物 種 、 微 生 物 属 ま た は 微 生 物 群 を 検 出 す る こ と
が 可 能 と な る 。 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 、 配 列 の 相 補 性 は １ ０ ０ ％
な く て は な ら な い 。 １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 、 １ ～ 数 個 の
誤 対 合 部 位 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 １ つ の 具 体 的 な 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 皮 膚 に 生 息 す る ミ ク ロ フ ロ ー ラ を 検 出 す る
た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い て よ い 。
　 他 の 利 点 は 、 検 出 さ れ る 微 生 物 を 定 量 す る こ と が で き る こ と で あ る 。 こ う し て 、 ま ず 、
上 述 し た 微 生 物 の 皮 膚 ミ ク ロ フ ロ ー ラ の 絶 対 的 か つ 相 対 的 な 量 の 割 合 に 関 す る 知 識 を 、 得
る こ と が で き る 。 こ の こ と に よ り 、 医 療 ま た は 美 容 処 置 の 結 果 、 お よ び す べ て の そ の 効 果
を 処 置 前 、 処 置 中 な ら び に 処 置 後 に 測 定 す る こ と を 可 能 に す る 。 こ の 点 に 関 す る も う 一 つ
の 利 点 は 、 本 発 明 の 工 程 が 生 存 細 胞 の み を 検 出 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 １ つ の 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 微 生 物 が ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト
コ ッ カ ス 属 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム 属 （ Propionibacterium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属
、 ベ イ ヨ ネ ラ 属 （ Veillonella） 、 マ ラ セ チ ア 属 ま た は ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 （ Sporomusa t
axon） か ら 選 択 さ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ま で 、 皮 膚 の ミ ク ロ フ ロ ー ラ は 既 知 の 培 養 方 法 に よ っ て の み 調 べ ら れ て き た 。 上 述
し た そ れ ら の 方 法 の 欠 点 の た め に 、 培 養 可 能 な 細 菌 ま た は 菌 類 し か 検 出 す る こ と が で き な
か っ た 。 そ の よ う な 種 の 例 と し て は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス （ S. aureus） 、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ ダ ル ミ ジ ス （ S. epidermidis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ コ ー ニ
イ （ S. cohnii） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヘ モ リ チ ク ス （ S. haemolyticus） 、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ ホ ミ ニ ス （ S. hominis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ キ ャ ピ チ ス （ S. capitis） 、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ワ ー ネ リ （ S. warneri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ イ ウ リ （ S. sci
uri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ス ク レ イ フ ェ リ （ S. schleiferi） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
イ ン タ ー メ デ ィ ウ ス （ S. intermedius） 、 ベ イ ヨ ネ ラ 種 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク
ネ ス 、 マ ラ セ チ ア ・ ス ロ フ ィ エ (Malassezia sloffiae)、 マ ラ セ チ ア ・ パ チ デ ル マ チ ス （ M
. pachydermatis） 、 マ ラ セ チ ア ・ フ ル フ ル （ M. furfur） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ
ィ シ マ ム 属 （ Corynebacterium minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム 属 （
C. amycolatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト リ ア タ ム （ C. striatumお よ び コ リ ネ バ ク テ
リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xerosis） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 す る こ と に よ り 、 上 述 の こ れ ら の お よ び 他 の 属 の 種
を 定 性 的 の み な ら ず 、 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 定 量 情 報 は 、 と り わ け 活 性 成
分 の 試 験 ま た は 皮 膚 疾 患 の 早 期 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 特 に 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ３ ０ と 同 じ ま た は 類 似 の 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 本 発 明 の キ ッ ト を 用 い る こ と で 、 同 じ 属 に 属 し た と し て も 、 そ の 属 の あ る 種 と 同
時 に 他 の 微 生 物 種 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。
　 既 述 の よ う に 、 皮 膚 に 生 じ る 微 生 物 種 の さ ら に 十 分 な 知 識 が 、 新 し い 活 性 原 理 の 探 索 に
お い て と り わ け 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 具 体 的 な 態 様 に て 、 微 生 物 の 検 出 を イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ り 行 い 、 よ り 好 ま し く は 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ fluoresc
ence in situ hybridization） に よ り 行 う 。 蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ る 微 生 物 の 分 析 の 利 点 、 す な わ ち 培 養 工 程 の 削 除 お よ び 微 生 物 の 定 量 化 の 可 能 性 、 は
す で に 詳 細 に 記 載 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 に よ る 様 々 な 微 生 物 集 団 の 定 量 化 も ま た 、 利 点 が あ る 。 決 定 し た 細 胞 数 か
ら 、 そ の 後 、 と り わ け 、 異 な る 微 生 物 の 集 団 の 相 互 作 用 に つ い て の 結 論 を 引 出 し 、 例 え ば
治 療 目 的 ま た は そ の 他 の 手 段 に 関 し て そ れ ら を 検 討 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 、 い く つ
か の 異 な る 微 生 物 集 団 ま た は 種 を 、 一 度 に か つ 同 時 に 検 出 す る こ と が で き る よ う に 、 様 々
な マ ー カ ー を 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 い く つ か の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む １ つ の キ ッ ト を 、 様 々 な 種 ま た は 種 の 群 に 対 し て 用 い る こ と が 有
利 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種
に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
　 既 述 の よ う に 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス を 検 出 す る た め の キ ッ ト は 、 解 明 す
べ き に き び の 臨 床 像 に お い て 、 皮 膚 の 他 の 微 生 物 に 対 す る 有 効 性 お よ び 有 害 性 に つ い て 試
験 す べ き 新 規 な 抗 に き び 剤 、 お よ び 開 発 す べ き 新 し い 治 療 ま た は 早 期 検 出 法 の 連 結 を 可 能
と す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種 に 対 す る ヌ ク レ オ チ ド の 他 に 、 本 発 明 の
キ ッ ト は 、 他 の 微 生 物 群 ま た は 種 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 含 む こ
と が で き る 。
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　 に き び 皮 膚 は し ば し ば 、 他 の 微 生 物 （ 特 に 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 ま た は ス ト レ プ ト コ
ッ カ ス 属 の 微 生 物 ） に よ る 二 次 感 染 を 示 す 。 そ の よ う な 二 次 感 染 の 早 期 の 識 別 は 、 処 置 の
点 で 非 常 に 価 値 が あ り 、 例 え ば 早 期 処 置 に よ り 極 め て 弱 い 感 染 形 状 に す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト お よ び 装 置 一 式 は 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ
ム ・ ア ク ネ ス 種 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス 種 に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
　 も う １ つ の 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 少 な く と も 一 種 ま た は 数 種
の マ ラ セ チ ア に 対 す る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 酵 母 マ ラ セ チ ア は 、 特 に 皮 膚 の 剥 離 、 例 え ば 頭 皮 の 剥 離 へ の 関 与 が 推 測 さ れ て い る 。 こ
の 点 に 関 す る 新 し い 知 見 は 、 本 発 明 の キ ッ ト に よ り 、 キ ッ ト を 用 い た ふ け の 有 無 に つ い て
ボ ラ ン テ ィ ア を 試 験 し 、 そ の 結 果 を 比 較 す る こ と に よ り 与 え ら れ 得 る 。 臨 床 の 試 料 を 、 本
発 明 の キ ッ ト を 用 い て マ ラ セ チ ア に つ い て 試 験 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 １ つ の 具 体 的 な 態 様 に て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー （ 好 ま し く は 、
蛍 光 マ ー カ ー ） を 担 持 し て お り 、 よ り 好 ま し く は 、 そ れ は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 共 有 結 合
し て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 標 的 配 列 の 完 全 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 可 能 性
は 、 微 生 物 の 同 定 お よ び 任 意 の 定 量 化 の た め の 前 段 要 件 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 こ れ は
多 く の 場 合 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 検 出 可 能 な マ ー カ ー の 共 有 結 合 に よ り 達 成 さ れ
る 。 用 い ら れ る 検 出 可 能 な マ ー カ ー は 、 蛍 光 群 で あ る こ と が 多 く 、 例 え ば Cy-2、 Cy-3ま た
は Cy-5（ Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USＡ ） 、 FITC（ フ ル オ レ
セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ） 、 CT（ 5,(6)-カ ル ボ キ シ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -N-ヒ ド
ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド ・ エ ス テ ル （ Molecular Probes Inc., Eugene, USＡ ） ） 、 TRITC（ テ
ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン -5,6-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト （ Molecular Probes Inc., see abovｅ ）
） ま た は FLUOS（ 5,(6)-カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ イ ミ ド ・ エ ス テ
ル （ Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany） で あ る 。 ま た は 、 化 学 発 光 性 の 基 ま た は
放 射 活 性 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 35S、 32P、 33P、 125Jを 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 酵 素 的 活 性 分 子 、 例 え ば ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ ま た は グ ル コ ー ス ・ オ キ シ ダ ー ゼ の カ ッ プ リ ン グ に よ り 検 出 能 を 達 成 す る こ と も で き る
。 こ れ ら の 酵 素 そ れ ぞ れ に 多 数 の 既 知 の 発 色 体 が あ り 、 そ れ ら は 天 然 基 質 の 代 わ り に 反 応
し 、 着 色 ま た は 蛍 光 産 物 を 供 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 発 色 体 の 例 を 、 以 下 の 表 １ に
一 覧 と す る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 最 後 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 適 し た も う １ つ の 核 酸 配 列 が 、 そ の ５ ’ 末 端 ま た は
３ ’ 末 端 に 存 在 す る よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と が で き る 。 こ の 核 酸 配 列
も 同 様 に 、 約 １ ５ ～ １ ， ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ ５ ～ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。 こ の 第 二 の 核 酸 領 域 は 、 上 述 し た 方 法 の １ つ に よ り 検 出 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ
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り 順 に 認 識 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 も う 一 つ の 可 能 性 は 、 検 出 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ プ テ ン の 連 結 （ カ ッ プ リ ン グ
） で あ っ て 、 ハ プ テ ン は そ れ を 認 識 す る 抗 体 と 順 次 接 触 し 得 る 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 、 そ の
よ う な ハ プ テ ン の 例 と し て 記 載 す る こ と が で き る 。 記 載 し た 以 外 の 他 の 例 は 、 専 門 家 に よ
く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 酵 素 マ ー カ ー は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 好 ま し く は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ
ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 好 ま し く は ア ル カ リ ・ ホ ス フ ァ タ ー ゼ か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に て 、 キ ッ ト は 、 以 下 ：  
　 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ０ １ ～ ３ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 ｉ ｉ ） 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ４ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド が 、 ｉ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 ｉ ｉ ｉ ） ｉ ） お よ び ｉ ｉ ） の い ず れ か に 記 載 の １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 し 、
１ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が そ の 配 列 か ら 欠 失 さ れ て い る か 、 ま た は 伸 長 さ れ て
い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 ｉ ｖ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ｉ ） 、 ｉ ｉ ） ま た は ｉ ｉ ｉ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の １ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 配 列 番 号 ： ０ １ ～ １ ８ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ と 少 な く と
も 80％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 84％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 90％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 95％ の ヌ ク レ オ チ ド が 一 致 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド に 加 え て 、 本 発 明 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 伸 長 ま た は 欠 失 さ れ て
い る 、 上 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ３ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ と
少 な く と も 77％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 83％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 88％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 最 も 好 ま し く は 94％ の ヌ ク レ オ チ ド が 一 致 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 本 発 明 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 伸 長 ま た は 欠
失 さ れ て い る 、 上 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 由 来 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 よ り 好 適 に は １ ～ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 適 に は
１ ～ １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 、 上 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 末 端 お よ び ／ ま た は ５ ’ 末 端
に 付 着 す る こ と も 可 能 で あ る 。
　 本 発 明 に よ り 、 １ ～ ７ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ ～ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は
１ ～ ３ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 該 配 列 由 来 の １ ま た は ２ ヌ ク レ オ チ ド を 欠 失 し た 上 述 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 １ つ の 具 体 的 な 利 点 は 、 相 応 に （ 対 応 さ せ て ） 選 択 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 高 い 特 異
性 で あ る 。 よ っ て 、 属 の 個 々 の 種 が 高 い 特 異 性 で 検 出 さ れ 得 る 場 合 、 微 生 物 の 任 意 の 属 ま
た は 群 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト ま た は 装 置 一 式 は 、 皮 膚 に 生 じ る 微 生 物 の 迅 速 か つ 効 率 的 な 検 出 に 用 い
る こ と が で き 、 よ り 好 適 に は Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 法 を 用 い る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 、 他 の 方 法 、 例 え ば 遺 伝 子 チ ッ プ 上 に 固 定 化 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 １ つ の 具 体 的 な 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、
　 ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ０ １ ～ ０ ３ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 対 応 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 対 応 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １
つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く
と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｉ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ０ ４ ～ ０ ６ お よ び ２ ７ ～ ２ ９ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 、
　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
１ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の
少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｉ ｉ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ０ ７ ～ １ ２ お よ び １ ９ ～ ２ ６ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の １ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く
と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｉ ｖ ） ａ ） 配 列 番 号 ： １ ３ ～ １ ５ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
１ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ベ イ ヨ ネ ラ 属 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く と も １ つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｖ ） ａ ） 配 列 番 号 ： １ ６ お よ び １ ７ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １
つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
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か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種 の 細 菌 を 特 異 的 に 検 出 す
る た め の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｖ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： １ ８ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
１ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る マ ラ セ チ ア 属 の 菌 類 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少 な く と も １ つ
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
お よ び ／ ま た は
　 ｖ ｉ ｉ ） ａ ） 配 列 番 号 ： ３ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、

　 　 　 　 　 ｂ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
　 　 　 　 　 ｃ ） ａ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 請 求 項 １ ０ の ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の よ う に 一 致 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
　 　 　 　 　 ｄ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ａ ） 、 ｂ ） ま た は ｃ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の １ つ に 相 補 的 な 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 由 来 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検 出 す る た め の 少
な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 特 に 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 、 プ ロ
ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム 属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 ベ イ ヨ ネ ラ 属 、 マ ラ セ チ ア 属 お よ び ／ ま
た は ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 従 っ て 、 グ ル ー プ ｉ ） ～ ｖ ｉ ｉ ） 由 来 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 以
下 の 組 合 せ は 、 本 発 明 の キ ッ ト と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の こ と は 、 例 え ば 、
グ ル ー プ ｉ ） 、 ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） 、 ｖ ｉ ） ま た は ｖ ｉ ｉ ） の １ つ 由 来 の １
つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 グ ル ー プ ｉ ） 由 来 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と グ ル ー プ ｉ ｉ ） 由 来 の
１ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ 、 お よ び 同 様 に グ ル ー プ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ
） 、 ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｉ ） と ｖ ） 、 ｉ ） と ｖ ｉ ） 、 お よ び ｉ ） と ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ
） 、 ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｉ ｉ ） と ｖ ） 、 ｉ ｉ ） と ｖ ｉ ） 、 お よ び ｉ ｉ ） と ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ
） と ｉ ｖ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） と ｖ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） と ｖ ｉ ） 、 お よ び ｉ ｉ ｉ ） と ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） と
ｖ ） 、 ｉ ｖ ） と ｖ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） と ｖ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） と ｖ ｉ ） 、 ｖ ） と ｖ ｉ ｉ ） 、 お よ び ｖ ｉ
） と ｖ ｉ ｉ ） 由 来 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ を 、 本 発 明 に 包 含
す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 グ ル ー プ ｉ ） 、 ｉ ｉ ） お よ び ｉ ｉ ｉ ） 由 来 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の 組 合 せ 、 な ら び に 同 様 に ｉ ） と ｉ ｉ ） お よ び ｉ ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と
ｉ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｉ ｖ ） ； ｉ ）
と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ；
ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ
） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｉ ｖ ） ； ｉ
ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ
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ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ
び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ｉ ） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ｉ ） と ｉ ｖ
） お よ び ｖ ） ； ｉ ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ
ｉ ） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 な ら び に  ｉ ｖ ） と ｖ ） お よ
び ｖ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） と ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） と ｖ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） と ｖ ｉ ）
お よ び ｖ ｉ ｉ ） 由 来 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ も ま た 、 本 発 明
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ４ つ の グ ル ー プ 、 す な わ ち 、 グ ル ー プ ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｉ ｖ ） ； ｉ ） と ｉ
ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ
ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ
ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と
ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｖ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、
ｉ ｖ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ
び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ）
； ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｖ ）
、 ｖ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ
ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｖ ）
お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 ま た は ｉ ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｖ ）
お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） と ｉ ｖ ） 、 ｖ ｉ ） お よ
び ｖ ｉ ｉ ） そ れ ぞ れ か ら 選 択 さ れ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ も
ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ５ つ の グ ル ー プ 、 す な わ ち 、 ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ
） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ；
ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ
ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ
び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お
よ び ｖ ｉ ｉ ｉ ） ； と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ）
、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 由 来 の １ つ ま た は
そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ も ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ６ つ の グ ル ー プ 、 す な わ ち 、 ｉ と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ） ； ｉ ）
と ｉ ｉ ） 、 ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） 、 ｖ
ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） ； ｉ ｉ ） と ｉ ｉ ｉ ） 、 ｉ ｖ ） 、 ｖ ） 、 ｖ ｉ ） お よ び ｖ ｉ ｉ ） 由 来 の １
つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ 、 な ら び に ７ つ す べ て の グ ル ー プ 由 来 の
１ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ も ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 微 生 物 種 ま た は 微 生 物 群 を 検 出 す る た め に 適 し て い る 。 例
え ば 、 こ の 目 的 の た め に ｉ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ ま た は そ れ 以 上 が 、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス の 任 意 の 種 を 検 出 す る た め に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 一 方 で 、 上 述 し た 様 々 な 属 の 微 生 物 の 種 お よ び ／ ま た は 群 の 検 出 を 、 適 切 な キ ッ
ト の 組 合 せ （ 記 載 し た 可 能 性 の あ る 組 合 せ ） に よ り も う 一 つ と 同 時 に お よ び ／ ま た は 一 緒
に 行 う こ と が で き る こ と が 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 適 切 な 組 合 せ を 用
い て 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 微 生 物 の 検 出 （  ｉ ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ ま た は
そ れ 以 上 を 選 択 す る こ と に よ る ） を 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 微 生 物 の 検 出 （  ｉ ｉ ｉ ）
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 選 択 す る こ と に よ る ） と 同 時 に 、 お よ び ／
ま た は 一 緒 に 行 う こ と が で き る 。 様 々 な 組 合 せ に よ り 、 本 キ ッ ト を 個 々 に 特 定 の 要 件 に 合
う よ う に 構 成 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ ２ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検 出 す
る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 rＲ Ｎ Ａ と 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 配 列
番 号 ： ０ １ ～ ０ ３ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 以 下 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 種 の 少 な く と
も １ つ を 検 出 す る ： ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 属 （ S. aureus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ エ ピ ダ ル ミ ジ ス （ S. epidermidis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス （
S. saccharolyticus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ プ ラ エ （ S. caprae） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ キ ャ ピ チ ス （ S. capitis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ワ ー ネ リ （ S. warneri） 、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ パ ス テ ュ ー リ （ S. pasteuri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ー レ ッ テ （ S. 
arlettae） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ガ リ ナ ル ム （ S. gallinarum） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス
・ コ ー ニ イ （ S. cohnii） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ ッ シ ヌ ス （ S. succinus） 、 ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ ク ル ー シ イ （ S. kloosii） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ プ ロ フ ィ テ ィ ク ス （ S.
 saprophyticus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ク ロ ラ ム （ S. equorum） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ キ シ ロ シ ス （ S. xylosus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヘ モ リ チ ク ス （ S. haemolyticus
） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ホ ミ ニ ス （ S. hominis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ル グ ド ゥ ネ ン
シ ス （ S. lugdunensis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ク ロ モ ゲ ネ ス （ S. chromogenes） 、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ リ ク ラ リ ス （ S. auricularis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ス ク レ イ フ
ェ リ （ S. schleiferi） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ イ ウ リ （ S. sciuri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ レ ン タ ス （ S. lentus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ビ ト ゥ ル ス （ S. vitulus） 、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ プ ル ベ リ （ S. pulveri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ フ ェ リ ス 属 （ S. felis
） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ハ イ カ ス （ S. hyicus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ピ ス シ フ ァ ー
メ ン タ ス （ S. piscifermentans） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ ル ノ シ ス （ S. carnosus） 、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ シ ム ラ ン ス （ S. simulans） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ イ ン タ ー メ デ
ィ ウ ス （ S. intermedius） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ デ ル フ ィ ニ （ S. delphini） 、 ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス ・ ム ス カ （ S. muscae） お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ コ ン デ ィ メ ン チ （ S. co
ndimenti） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る が 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 に 属 さ な い 微 生 物 は 、 こ れ ら の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 検 出 さ れ な い こ と が 好 都 合 で あ る ： パ エ ニ バ チ ル ス ・ ポ リ ミ キ
サ （ Paenibacillus polymyxa） 、 バ チ ル ス ・ レ ン タ ス （ Bacillus lentus） 、 バ チ ル ス ・
セ レ ウ ス （ Bacillus cereus） 、 バ チ ル ス ・ サ ブ チ ル ス （ Bacillus subtilis） 、 バ チ ル ス
・ マ イ コ デ ス （ Bacillus mycoides） 、 プ ロ テ ウ ス ・ ブ ル ガ リ ス （ Proteus vulgaris） 、
ブ ル ク ホ リ デ リ ア ・ セ パ シ ア （ Burkholderia cepacia） 、 バ ク テ ロ イ ド ・ ユ ニ ホ ル ミ ス （
Bacteroides uniformis） お よ び ペ デ ィ オ コ ッ カ ス ・ ダ ム ノ サ ス （ Pediococcus damnosus
） 。 こ れ は 、 特 有 の 利 点 で あ り 、 プ ロ ー ブ の 高 い 特 異 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ０ ２ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 微
生 物 、 よ り 好 適 に は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ イ ン タ ー メ デ ィ ウ ス （ S. intermedius） 、 ス タ
フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ デ ル フ ィ ニ （ S. delphini） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ム ス カ （ S. muscae
） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ コ ン デ ィ メ ン チ （ S. condimenti） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ピ
ス シ フ ァ ー メ ン タ ス （ S. piscifermentans） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ ル ノ シ ス （ S. car
nosus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ス ク レ イ フ ェ リ （ S. schleiferi） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス
・ フ ェ リ ス （ S. felis） お よ び ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ シ ム ラ ン ス （ S. simulans） 、 好 ま
し く は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ イ ン タ ー メ デ ィ ウ ス （ S. intermedius） お よ び ス タ フ ィ ロ コ
ッ カ ス ・ ス ク レ イ フ ェ リ （ S. schleiferi） を 検 出 す る た め に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 配 列 番 号 ： ０ １ ～ ０ ２ に 示 す 配 列 を 有 す る 本 発 明 の キ ッ ト 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組
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合 せ は 、 特 に 好 ま し い 。 こ の 組 合 せ は 、 少 な く と も 以 下 の ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 の 一 種 を
検 出 す る ： ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ ダ ル ミ ジ ス （ S.
 epidermidis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ プ ラ エ （ S. caprae） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
キ ャ ピ チ ス （ S. capitis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ワ ー ネ リ （ S. warneri） 、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ パ ス テ ュ ー リ （ S. pasteuri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ー レ ッ テ （ S. arlett
ae） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ガ リ ナ ル ム （ S. gallinarum） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ コ ー
ニ イ （ S. cohnii） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ ッ シ ヌ ス （ S. succinus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ
カ ス ・ ク ル ー シ イ （ S. kloosii） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ プ ロ フ ィ テ ィ ク ス （ S. sapro
phyticus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ク ロ ラ ム （ S. equorum） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ キ
シ ロ シ ス （ S. xylosus） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ヘ モ リ チ ク ス （ S. haemolyticus） 、 ス
タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ホ ミ ニ ス （ S. hominis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ル グ ド ゥ ネ ン シ ス （
S. lugdunensis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ク ロ モ ゲ ネ ス （ S. chromogenes） 、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ ア ウ リ ク ラ リ ス （ S. auricularis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ス ク レ イ フ ェ リ （
S. schleiferi） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ サ イ ウ リ （ S. sciuri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
レ ン タ ス （ S. lentus） , ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ビ ト ゥ ル ス （ S. vitulus） 、 ス タ フ ィ ロ
コ ッ カ ス ・ プ ル ベ リ （ S. pulveri） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ イ ン タ ー メ デ ィ ウ ス （ S. int
ermedius） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ デ ル フ ィ ニ （ S. delphini） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・
フ ェ リ ス （ S. felis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ム ス カ （ S. muscae） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
ス ・ コ ン デ ィ メ ン チ （ S. condimenti） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ピ ス シ フ ァ ー メ ン タ ス （ S
. piscifermentans） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ カ ル モ サ ス （ S. carnosus） お よ び ス タ フ ィ
ロ コ ッ カ ス ・ シ ム ラ ン ス （ S. simulans） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 を 特 異 的 に 検 出 す る
た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 配 列 番
号 ： ０ ４ ～ ０ ６ と ２ ７ ～ ２ ９ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 最 新 の 知 見 に よ れ ば 、 「 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 」 と い う 属 名 で 知 ら れ る 細 菌 は 、
よ り 具 体 的 に は ア ネ ロ コ ッ カ ス 属 （ Anaerococcus） 、 ペ プ ト ニ フ ィ ル ス 属 （ Peptoniphilu
s） お よ び フ ィ ネ ゴ ル リ ア 属 （ Finegoldia） と い っ た 様 々 な サ ブ グ ル ー プ に 配 属 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 総 称 し て 「 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 」 と し
て 知 ら れ て い る 以 下 の ア ネ ロ コ ッ カ ス 属 （ Anaerococcus） 、 ペ プ ト ニ フ ィ ル ス 属 （ Pepton
iphilus） お よ び フ ィ ネ ゴ ル リ ア 属 （ Finegoldia） 種 の 少 な く と も 一 つ を 検 出 す る ： ペ プ
ト ニ フ ィ ル ス ・ ア サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス （ P. assaccharolyticus） 、 ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ラ
ク リ マ リ ス （ P. lacrimalis） 、 ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ハ レ イ （ P. hareii） 、 フ ィ ネ ゴ ル リ
ア ・ マ グ ナ ス （ F. magnus） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ テ ト ラ ジ ウ ス （ A. tetradius） 、 ア ネ ロ
コ ッ カ ス ・ ヒ ド ロ ジ ェ ナ リ ス （ A. hydrogenalis） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ ラ ク ト リ テ ィ ク ス
（ A. lactolyticus） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ オ ク ト ビ ウ ス （ A. octavius） お よ び ア ネ ロ コ ッ
カ ス ・ バ ジ マ リ ス （ A. vaginalis） を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 配 列 番 号 ： ０ ４ ～ ０ ６ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 特 に 好 ま し い 。 こ れ
ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 以 下 の ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス （ Peptostreptoco
cci） の 一 種 、 よ り 具 体 的 に は ア ネ ロ コ ッ カ ス 属 （ Anaerococcus） の 一 種 を 少 な く と も 検
出 す る ： ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ ヒ ド ロ ジ ェ ナ リ ス （ Anaerococcus hydrogenalis） 、 ア ネ ロ コ
ッ カ ス ・ ラ ク ト リ テ ィ ク ス （ A. lactolyticus） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ オ ク ト ビ ウ ス （ A. oc
tavius） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ プ レ ボ ッ チ （ A. prevotii） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ テ ト ラ ジ ウ
ス （ Anaerococcus tetradius） お よ び ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ バ ジ ナ リ ス （ A. vaginalis） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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　 以 下 に 記 載 し た ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 種 お よ び 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る が 、
ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 に 属 さ な い 他 の 微 生 物 、 特 に 具 体 的 に は ア ネ ロ コ ッ カ ス 属 （
Anaerococcus） が 、 検 出 さ れ な い こ と が 都 合 良 い ： ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ラ ク リ マ リ ス （ Pe
ptoniphilus lacrimalis） 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ネ ロ ビ ル ス （ Peptostreptoco
ccus anaerobius） 、 フ ィ ネ ゴ ル リ ア ・ マ グ ナ ス （ Finegoldia magnus） お よ び ル ミ ノ コ ッ
カ ス ・ プ ロ ダ ク ツ （ Ruminococcus productus） 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム ・ エ ピ ダ ー ミ ジ ス （
Brevibacterium epidermidis） 、 ア ビ オ ト ロ フ ァ ・ エ レ ガ ン ス （ Abiotropha elegans） お
よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ハ ス チ ホ ル ム （ Clostridium hastiforme） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 配 列 番 号 ： ０ ４ に 示 す 配 列 を 有 す る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 」 の
属 名 で 知 ら れ る 微 生 物 の 少 な く と も 以 下 の 種 を 検 出 す る ： ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ ヒ ド ロ ジ ェ ナ
リ ス （ Anaerococcus hydrogenalis） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ ラ ク ト リ テ ィ ク ス （ A. lactolyt
icus） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ オ ク ト ビ ウ ス （ A. octavius） 、 ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ プ レ ボ ッ チ
（ A. prevotii） お よ び ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ バ ジ ナ リ ス （ A. vaginalis） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 微 生 物 を 特
異 的 に 検 出 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び 配 列 番 号 ： ２ ７ ～ ２ ９ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 以 下 に 記 載 の ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 属 の 一 種 、 お よ び 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る
が 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ シ （ Peptostreptococci） に 属 さ な い 他 の 微 生 物 は 、 検 出 さ れ
な い こ と が 都 合 良 い ： ミ ク ロ モ ナ ス ・ ミ ク ロ ス （ Micromonas micros） 、 ヘ ル コ コ ッ カ ス
・ ク ン ジ （ Helcococcus kunzii） 、 ヘ ル コ コ ッ カ ス ・ オ ビ ス （ Helcococcus ovis） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ７ お よ び ２ ８ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 特 に 好 ま し い 。
こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 の ペ プ ト ニ フ ィ ル ス 属 （ Peptoniphilus） の 少 な く
と も 一 種 を 検 出 す る ： ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ア サ ッ カ ロ リ テ ィ ク ス （ Peptoniphilus assacc
harolyticus） 、 ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ハ レ イ （ P. hareii） 、 ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ イ ン ド リ
ク ス （ P. indolicus） （ よ り 具 体 的 に は 、 ATCC 29427株 お よ び 近 親 関 係 の 株 、 す な わ ち 非
常 に 類 似 の rRNＡ を 有 す る 株 ） お よ び ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ラ ク リ マ リ ス （ P. lacrimalis）
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る 以 下 の 種 は 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 検 出 さ れ な い
： シ ュ ー ド モ ナ ス ・ サ ッ カ ロ フ ィ ラ （ Pseudomonas saccharophila） 、 バ リ オ ボ ラ ッ ク ス
・ パ ラ ド ク サ ス （ Variovorax paradoxus） 、 フ ィ ネ ゴ ル リ ア ・ マ グ ナ （ Finegoldia magna
） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ ピ ダ ル ミ ジ ス 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 、 ミ ク ロ
モ ナ ス ・ ミ ク ロ ス （ Micromonas micros） 、 ギ ャ リ コ ラ ・ バ ラ ネ セ （ Gallicola baranese
） 、 ア ト ポ ビ ウ ム ・ パ ル ブ ラ ム （ Atopobium parvulum） 、 ベ イ ヨ ネ ラ ・ デ ィ ス パ ル 、 シ ュ
ー ド モ ナ ス ・ プ チ ダ （ Pseudomonas putida） 、 な ら び に ア ネ ロ コ ッ カ ス 属 （ Anaerococcus
） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 配 列 番 号 ： 28に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 に ペ プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ラ ク
リ マ リ ス （ Peptoniphilus lacrimalis） 種 の 微 生 物 を 検 出 す る 。
　 配 列 番 号 ： 29に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 特 に 好 ま し い 。 総 称 し て
「 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ シ （ Peptostreptococci） 」 と し て 知 ら れ て い る 微 生 物 由 来 の 、
こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も フ ィ ネ ゴ ル リ ア ・ マ グ ナ （ Finegoldia magna） を
検 出 し 、 rＲ Ｎ Ａ が こ の 種 と 非 常 に よ く 似 て い る 微 生 物 も 検 出 す る 。 一 方 、 以 下 の 微 生 物
は 同 時 に 検 出 さ れ な い ： ア ネ ロ コ ッ カ ス ・ ヒ ド ロ ジ ェ ナ リ ス （ Anaerococcus hydrogenali
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s） 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ネ ロ ビ ル ス （ Peptostreptococcus anaerobius） 、 ペ
プ ト ニ フ ィ ル ス ・ ラ ク リ マ リ ス （ Peptoniphilus lacrimalis） 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ エ
ピ ダ ル ミ ジ ス 、 Halocella cellulosilytica、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 、 ミ ク
ロ モ ナ ス ・ ミ ク ロ ス （ Micromonas micros） 、 ベ イ ヨ ネ ラ ・ デ ィ ス パ ル 、 シ ュ ー ド モ ナ ス
・ プ チ ダ （ Pseudomonas putida） 、 な ら び に Anaerococcus属 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 お よ
び Peptoniphilus属 の 他 の 一 種 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検 出 す
る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 rＲ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 配 列
番 号 ： ０ ７ ～ １ ２ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 以 下 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 少 な く と も 一
種 を 検 出 す る ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glutamicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ リ ポ フ ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ
チ カ ム （ C. glucuronolyticum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ ク ジ ニ レ イ （ C. macginleyi）
、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア コ レ ン ス （ C. accolensi） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ァ ス チ ジ
オ サ ム （ C. fastidiosum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ グ メ ン ト サ ム （ C. segmentosum） 、
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ジ ェ ネ ス （ C. ammoniagenes） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・
ミ ヌ テ ィ シ マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ ベ ッ セ ン ス （ C. flaves
cens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ
メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ C. pse
udogenitalium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ C. genitalium） 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ ム コ フ ァ シ エ ン ス （ C. mucofaciens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ー リ ス （ C. a
uris） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ イ セ ト イ デ ス （ C. mycetoides） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ シ ス チ テ ジ ス （ C. cystitidis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ピ ロ ス ム （ C. pilosum） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ ア ル セ ラ ン ス （ C. ulcerans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ フ テ リ ア （ C. diphte
riae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ビ タ ル メ ン （ C. vitarumen） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ
シ ェ リ （ コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C. kutscheri） ） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ
ェ ニ タ リ ウ ム （ C. genitalium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル ゲ ン ト ラ ン テ ン （ C. argent
oratens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ネ （ C. callunae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ボ ー ビ
ス （ C. bovis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ バ リ ア ビ リ ス （ C. variabilis） 、 コ リ ネ バ ク テ
リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム （ C. amycolatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル カ ロ ス テ リ カ ム
（ C.tuberculostearicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xerosis） 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ マ ト ル コ ッ チ （ C. matruchotii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C.
 jeikeium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ エ フ ィ シ エ ン ス （ C. efficiens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ ソ ム セ ニ イ （ C. thomsenii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ニ グ リ カ ン ス （ C. nigricans
） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ー リ ス カ ニ ス （ C. auriscanis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ モ
ー レ パ ー ケ ン ス （ C. mooreparkense） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ゼ イ （ C. casei） 、 コ リ
ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン ポ リ ー セ ン シ シ （ C. camporealensis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ サ
ン ド ス バ セ ン ス （ C. sundsvallense） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ ス チ ジ ス （ C. mastidis
） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ イ ミ タ ン ス （ C. imitans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ
イ （ C. riegelii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ス ペ ル ム （ C. asperum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ フ レ ニ イ （ C. freneyi） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト リ ア タ ム （ C. striatum） 、
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ム ラ ン ス
（ C. simulans） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る が 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 に 属 さ な い 以 下 の 微 生 物 は 、 こ
れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 検 出 さ れ な い こ と が 都 合 良 い ： ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ア セ
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ト ブ チ リ カ ム （ Clostridium acetobutylicum） 、 ユ ー バ ク テ リ ウ ム ・ モ ニ リ ホ ル ム （ Euba
cterium moniliforme） お よ び フ ソ バ ク テ リ ウ ム ・ ヌ ク レ ア タ ム （ Fusobacterium nucleat
um） 。 以 下 の 皮 膚 ミ ク ロ フ ロ ー ラ に 属 す る 細 菌 も ま た 、 検 出 さ れ な い ： ミ ク ロ コ ッ カ ス ・
ル テ ウ ス （ Micrococcus luteus） 、 ミ ク ロ コ ッ カ ス ・ バ リ ア ン ス （ Micrococcus varians
） 、 ミ ク ロ コ ッ カ ス ・ ラ イ エ （ Micrococcus lyae） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー ・ カ ル コ ア セ チ ス
ク （ Acinetobacter calcoaceticus） お よ び ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ポ ジ ェ ン ス （ streptoco
ccus pyogenes） 。 こ れ は 、 重 要 な 利 点 で あ り 、 プ ロ ー ブ の 高 い 特 異 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 配 列 番 号 ： １ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト
リ ア タ ム 種 （ C. striatum） お よ び ／ ま た は コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス 種 （ C. xerosi
s） の コ リ ネ バ ク テ リ ア を 検 出 す る た め に 特 に 好 ま し い 。
　 さ ら に 、 配 列 番 号 ： １ １ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ
ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム 種 （ C. jeikeium） の コ リ ネ バ ク テ リ ア を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る
。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 配 列 番 号 ： ０ ７ 、 ０ ８ 、 １ ０ お よ び １
１ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ を 含 む 。 こ の 組 合 せ は 、 コ リ ネ バ ク テ
リ ウ ム 属 の 少 な く と も 以 下 の 種 を 検 出 す る ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glu
tamicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ ポ フ ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum） 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ チ カ ム （ C. glucuronolyticum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ
ク ジ ニ レ イ （ C. macginleyi） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア コ レ ン ス （ C. accolensi） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ァ ス チ ジ オ サ ム 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ グ メ ン ト サ ム （ C. segme
ntosum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ジ ェ ネ ス （ C. ammoniagenes） 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ シ マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ラ ベ ッ セ ン ス
（ C. flavescens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ
ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ジ ェ ニ タ リ ウ
ム （ C. pseudogenitalium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ C. genitalium） 、
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ム コ フ ァ シ エ ン ス （ C. mucofaciens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ オ ー
リ ス （ C. auris） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ イ セ ト イ デ ス （ C. mycetoides） 、 コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム ・ シ ス チ テ ジ ス （ C. cystitidis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ピ ロ ス ム （ C. pilo
sum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル セ ラ ン ス （ C. ulcerans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ フ テ リ ア （ C
. diphteriae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン ポ リ ー セ ン シ シ （ C. camporealensis） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ビ タ ル メ ン （ C. vitarumen） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C.
 kutscheri） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ル ゲ ン ト ラ ン テ ン （ C. argentoratens） 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ネ （ C. callunae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ボ ー ビ ス （ C. bovis） 、
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ レ ナ ル  （ C. renale） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ イ （ C. r
iegelii） 、 C. コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ バ リ ア ビ リ ス （ C. variabilis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム （ C. amycolatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル カ ロ ス テ リ カ ム 、
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xerosis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ ト ル コ ッ チ （ C.
 matruchotii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C. jeikeium） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 １ つ の 具 体 的 な 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 微 生 物 を
特 異 的 に 検 出 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド お よ び 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ２ ６ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 以 下 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 少 な く と も 一
種 を 検 出 す る ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・
ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ニ タ リ ウ ム 、 コ リ ネ バ
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ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス （ C. mucifaciens） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム
（ C. amycolatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル カ ロ ス テ リ カ ム お よ び コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ イ （ C. riegelii） 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム 属 の 一 種 と 非 常 に 近 親 の 関 係 に あ る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 群 を 特 異 的 に 検 出 す る こ と
に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 以 下 の 微 生 物 は 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 検 出
さ れ な い こ と が 都 合 良 い ： ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ ア セ ト ブ チ リ カ ム （ Clostridium acetobut
ylicum） 、 ユ ー バ ク テ リ ウ ム ・ ユ ー リ （ Eubacterium yurii） お よ び フ ソ バ ク テ リ ウ ム ・
ヌ ク レ ア タ ム （ Fusobacterium nucleatum） 。 皮 膚 ミ ク ロ フ ロ ー ラ に 属 す る 以 下 の 細 菌 も
ま た 、 検 出 さ れ な い ： ミ ク ロ コ ッ カ ス ・ ル テ ウ ス （ Micrococcus luteus） 、 ミ ク ロ コ ッ カ
ス ・ バ リ ア ン ス （ Micrococcus varians） 、 ミ ク ロ コ ッ カ ス ・ ラ イ エ （ Micrococcus lyae
） 、 ア シ ネ ト バ ク タ ー ・ カ ル コ ア セ チ ス ク （ Acinetobacter calcoaceticus） お よ び ス ト
レ プ ト コ ッ カ ス ・ ポ ジ ェ ン ス （ streptococcus pyogenes） 。 こ れ は 、 重 要 な 利 点 で あ り 、
プ ロ ー ブ の 高 い 特 異 性 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 配 列 番 号 ： １ ９ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 由 来 の 微 生 物 の グ ル ー プ を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 。 コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム 属 は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル カ ロ ス テ リ カ ム （ よ り 具 体 的 に は 、 ATCC 3
5692） ま た は CDC G5840（ Acc. No. X80498） と い う 名 称 の 株 の 周 囲 の グ ル ー プ 、 お よ び 非
常 に よ く 似 た ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る 微 生 物 、 す な わ ち そ の 微 生 物 と 非 常 に 近 親 の 関 係 の 微 生 物
ま た は そ の ｒ Ｒ Ｎ Ａ が 、 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 部 分 に て 記 載
し た 微 生 物 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 類 似 お よ び ／ ま た は 完 全 に 一 致 し て い る あ る い は ほ と ん ど 一 致 し
て い る （ す な わ ち 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は １ つ か ら ３ つ の ヌ ク
レ オ チ ド の 違 い を 有 す る ） 微 生 物 に よ り 形 成 さ れ て い る 。  
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の プ ロ ー ブ は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ ベ ル カ ロ ス テ リ カ ム を 検 出 す る こ と に 都 合 良
く 、 以 下 の 非 常 に よ く 似 た rＲ Ｎ Ａ を 有 す る コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 は 、 よ り 遠 縁 の
関 係 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 で あ り 検 出 さ れ な い ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ
シ マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ フ テ リ ア （ C. diphteriae） 、 コ リ
ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト リ ア タ ム （ C. striatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xe
rosis ） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ フ ァ ス チ ジ オ サ ム 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン ポ リ ー セ
ン シ シ （ C. camporealensis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア コ レ ン ス （ C. accolensi） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ウ ド ジ ェ ニ タ リ ウ ム お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン
ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C. jeikeium） 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ デ ュ ラ ム  （ C. durume） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 、 コ リ
ネ バ ク テ リ ウ ム ・ レ ナ ル （ C. renale） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ イ （ C. riegel
ii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glutamicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ
ポ フ ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ チ カ ム （
C. glucuronolyticum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ジ ェ ネ ス （ C. ammoniagenes）
、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ツ ベ
ル ク ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C. kutsch
eri） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ネ （ C. callunae） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ レ ア
リ チ カ ム  （ C. urealyticum） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム 属
（ C. amycolatum） お よ び 近 親 の 関 係 の 種 を 特 異 的 に 検 出 す る た め に 、 特 に 好 ま し い 。 こ
の プ ロ ー ブ は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム お よ び 非 常 に よ く 似 た ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 有 し
、 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ｒ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ す る 部 分 に て 誤 対 合 は ほ と
ん ど な く 、 好 ま し く は 誤 対 合 の な い コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 を 検 出 す る こ と に 都 合 良
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い が 、 以 下 の よ り 遠 縁 の 関 係 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 は 検 出 し な い ： コ リ ネ バ ク テ
リ ウ ム ・ ア ス ペ ル ム 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C. jeikeium） 、 コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム ・ ボ ー ビ ス （ C. bovis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ フ レ ニ イ （ C. freneyi） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ デ ュ ラ
ム （ C. durume） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ マ ト ル コ ッ チ （ C. matruchotii） 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ レ ナ ル （ C. renale） 、 コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glutamicum） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xe
rosis ） 、 お よ び さ ら に コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ ポ フ ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum
） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ チ カ ム （ C. glucuronolyticum） 、 コ リ ネ バ ク テ
リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ シ マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ジ ェ ネ
ス （ C. ammoniagenes） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン ポ リ ー セ ン シ シ （ C. camporealensis
） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ツ
ベ ル ク ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ イ （ C. ri
egelii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C. kutscheri） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ
ル ネ （ C. callunae） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ レ ア リ チ カ ム （ C. urealyticum） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 配 列 番 号 ： ２ １ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 微 生 物 の 任 意 の 種 、 よ り 具
体 的 に は コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 を 検 出 す る た め に 特 に 好 ま し く 、 そ れ は 配 列 番 号 ： ３ １ に
示 す 16 S rＲ Ｎ Ａ の 部 分 配 列 と 少 な く と も 60％ の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と も 70
％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 例 え ば 少 な く と も
95％ の ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の プ ロ ー ブ は 、 上 述 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 を 有 利 に 検 出 す る が 、 以 下 の よ り
遠 縁 の 関 係 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 種 は 検 出 し な い ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ニ タ リ
ウ ム 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coy
leiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ チ カ ム （ C. glucuronolyticum） 、 コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ジ ェ
ニ タ リ ウ ム お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ ポ フ ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum） 、 お
よ び さ ら に コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム （ C. amycolatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C. jeikeium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ デ ュ ラ ム （ C. durume） 、 コ リ
ネ バ ク テ リ ウ ム ・ レ ナ ル （ C. renale） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト リ ア ー タ ム （ C. stri
atum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glutamicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・
ア コ レ ン ス （ C. accolensi） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xerosis ） 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ シ マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン ポ リ ー
セ ン シ シ （ C. camporealensis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ
ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ リ ネ バ ク テ
リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C. kutscheri） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ネ （ C. callunae） お
よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ レ ア リ チ カ ム （ C. urealyticum） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ３ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ
ェ メ ン タ ン ス 種 （ C. afermentans） の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム を 検 出 す る た め に 特 に 好 ま し い
。
　 こ の プ ロ ー ブ は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） お よ び 非
常 に よ く 似 た rＲ Ｎ Ａ を 有 す る コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 を 検 出 す る こ と に 都 合 良 い が
、 以 下 の よ り 遠 縁 の 関 係 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 種 は 検 出 し な い ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ C. genitalium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ジ ェ ネ ス （ C. ammoniagenes） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ
エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ チ カ ム （ C. glucuronolyticum）
、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ イ （ C. riegelii） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ソ ム セ ニ
イ 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ C. pseudogenitalium） お よ び コ リ
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ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ ポ フ ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum） 、 お よ び さ ら に コ リ ネ バ ク
テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム （ C. amycolatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C. 
jeikeium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ デ ュ ラ ム  （ C. durume） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ レ ナ
ル （ C. renale） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト リ ア タ ム （ C. striatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ
ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glutamicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア コ レ ン ス （ C. accolens
i） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xerosis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ シ
マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ン ポ リ ー セ ン シ シ （ C. camporealens
is） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド
ツ ベ ル ク ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C. ku
tscheri） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ネ （ C. callunae） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ
レ ア リ チ カ ム （ C. urealyticum） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ５ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ
ェ メ ン タ ン ス 種 （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 種 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ 種 （ C. coyleiae） お よ び ／ ま た は 「 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ
ニ タ リ ウ ム 」 の コ リ ネ バ ク テ リ ア を 検 出 す る た め に 特 に 好 ま し い 。
　 こ の プ ロ ー ブ は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ コ レ イ エ （ C. coyleiae） お よ
び 「 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ニ タ リ ウ ム （ C. genitalium） 」 な ら び に 非 常 に よ く 似 た r
Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 を 有 利 に 検 出 す る が 、 以 下 の よ り 遠 縁 の 関 係
の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 は 検 出 し な い ： コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ セ ロ シ ス （ C. xeros
is） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ イ ケ イ ウ ム （ C. jeikeium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ウ
レ ア リ チ カ ム （ C. urealyticum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ミ コ ラ タ ム 属 （ C. amycolatu
m） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ラ ミ カ ム （ C. glutamicum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ス ト
リ ア タ ム （ C. striatum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア コ レ ン ス （ C. accolensi） 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ・ レ ナ ル （ C. renale） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ン モ ニ ア ジ ェ ネ ス （ C. am
moniagenes） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ク ッ シ ェ リ （ C. kutscheri） 、 お よ び さ ら に コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ル ク ロ ノ リ チ カ ム （ C. glucuronolyticum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム
・ カ ン ポ リ ー セ ン シ シ （ C. camporealensis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ シ ュ ー ド ツ ベ ル ク
ロ ー シ ス （ C. pseudotuberculosis） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ デ ュ ラ ム （ C. durume） 、 コ
リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ シ マ ム （ C. minutissimum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ ポ フ
ィ ロ フ ラ バ ム （ C. lipophiloflavum） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ カ ル ネ （ C. callunae） お
よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ソ ム セ ニ イ 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 （ Corynebacterium） に 属
さ ず 、 非 常 に よ く 似 た ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る 以 下 の 微 生 物 も 検 出 し な い ： ナ ノ ム レ ア ・ フ ァ ス
チ ジ オ サ （ Nanomurea fastidiosa） 、 ミ ク ロ モ ノ ス ポ ラ ・ エ キ ノ ス ポ ラ （ Micromonospora
 echinospora） 、 ア ビ オ ト ロ フ ァ ・ エ レ ガ ン ス （ Abiotropha elegans） お よ び ア ル カ ノ バ
ク テ リ ウ ム ・ ピ オ ゲ ネ ス （ Arcanobacterium pyogenes） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 配 列 番 号 ： ２ ６ に 示 す 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ゲ リ （ C. r
iegelli） を 特 異 的 に 検 出 す る た め に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 具 体 的 な 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 ベ イ ヨ ネ ラ 属 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検 出 す る た め
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ と 相 補 的 な プ ロ ー ブ お よ び 配 列 番 号 ： １ ３ ～ １ ５
に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 以 下 の ベ イ ヨ ネ ラ 属 の 少 な く と も 一 種 を 検 出
す る ： ベ イ ヨ ネ ラ ・ デ ィ ス パ ル （ V. dispar） 、 ベ イ ヨ ネ ラ ・ パ ー バ ラ （ V. parvula） お
よ び ベ イ ヨ ネ ラ ・ ア テ ィ ピ カ （ V. atypica） 。 ベ イ ヨ ネ ラ 属 は 、 系 統 樹 に て 大 部 分 が 単 離
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さ れ て い る た め 、 非 標 的 微 生 物 は 検 出 さ れ な い こ と が 都 合 良 い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 具 体 的 に 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 配 列 番 号 ： １ ３ ～ １ ４ に 示 す 配 列 を 有
す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 組 合 せ を 含 む 。 こ の 組 合 せ は 、 以 下 の ベ イ ヨ ネ ラ 属 の 少 な く と
も 一 種 を 検 出 す る ： ベ イ ヨ ネ ラ ・ デ ィ ス パ ル （ V. dispar） 、 ベ イ ヨ ネ ラ ・ パ ー バ ラ （ V. 
parvula） お よ び ベ イ ヨ ネ ラ ・ ア テ ィ ピ カ （ V. atypica） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種 の 微 生 物 を
特 異 的 に 検 出 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 rＲ Ｎ Ａ に 相 補 的 な プ ロ ー ブ お よ び
配 列 番 号 ： １ ６ ～ １ ７ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る
プ ロ ー ブ を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ れ ぞ れ 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種 を 特 異
的 に 検 出 す る 。
　 具 体 的 に 好 ま し い キ ッ ト は 、 配 列 番 号 ： １ ６ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 類 似 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る が プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ア ク ネ ス 種 に 属 さ な い 微 生 物
は 、 検 出 さ れ な い こ と が 都 合 良 い ： プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ プ ロ ピ オ ニ ク ス （ P. propi
onicus） 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ グ ラ ニ ュ ロ ー サ （ P. granulosum） 、 プ ロ ピ オ ニ バ
ク テ リ ウ ム ・ ア ビ ダ ム （ P. avidum） 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ フ レ ウ デ ン レ イ ッ チ イ
（ P. freudenreichii） 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム ・ ト エ ニ （ P. thoeni） 、 プ ロ ピ オ ニ バ
ク テ リ ウ ム ・ リ ン フ ォ フ ィ ル ス （ P. lymphophilus） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ミ ヌ テ ィ シ
マ ム （ C. minutissimum） 、 サ ッ カ ロ モ ノ ス ポ ラ ・ ビ リ デ ィ ス （ Saccharomonospora virid
is） 、 ノ カ ル デ ィ オ デ ス 種 （ Nocardiodes） 、 プ ロ ピ オ ニ フ ェ ラ ク ス ・ イ ノ キ ュ ア （ Propi
oniferax innocua） 、 ゴ ー ド ニ ア ・ ス プ ッ チ （ Gordonia sputi） お よ び ア ツ カ ノ バ ク テ リ
ウ ム （ Arcanobacterium） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 も う １ つ の 具 体 的 な 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 マ ラ セ チ ア 属 の 微 生 物 を 特 異 的 に 検
出 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 配 列 番
号 ： １ ８ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 の マ ラ セ チ ア 属 の 少 な く と も 一 種 を 検 出 す る ： マ
ラ セ チ ア ・ ス ロ フ ィ エ 、 マ ラ セ チ ア ・ パ チ デ ル マ チ ス （ M. pachydermatis） 、 マ ラ セ チ ア
・ フ ル フ ル （ M. furfur） 。
　 類 似 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る が 、 マ ラ セ チ ア 属 に 属 さ な い 以 下 の 微 生 物 は 、 検 出 さ れ な い
こ と が 都 合 良 い ： カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） お よ び カ ン ジ ダ ・ ク ル セ
イ （ Candida krucei） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 配 列 番 号 ： ３ ０ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 の 任 意
の 微 生 物 、 好 ま し く は ス ポ ロ ミ ュ サ 分 類 群 の サ ブ グ ル ー プ お よ び 記 載 し た 微 生 物 と 非 常 に
よ く 似 た ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る 微 生 物 か ら 形 成 さ れ る フ ァ ス コ ラ ル ク ト バ ク テ リ ウ ム 属 （ Phas
colarctobacterium） お よ び ア シ ダ ミ ノ コ ッ カ ス 属 （ Acidaminococcus） の 微 生 物 を 検 出 す
る た め に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 記 載 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も ア シ ダ ミ ノ コ ッ カ ス ・ フ ェ ル メ ン タ ン ス 種
（ Acidaminococcus fermentans） 、 フ ァ ス コ ラ ル ク ト バ ク テ リ ウ ム ・ フ ェ ウ ム 種 （ Phasco
larctobacterium faecium） お よ び 非 常 に よ く 似 た Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る 近 親 の 関 係 の 微 生 物 を
検 出 す る が 、 以 下 の 微 生 物 は 検 出 し な い ： ベ イ ヨ ネ ラ 種 、 ハ ロ バ チ ル ス ・ ハ ロ フ ィ ル ス （
Halobacillus halophilus） 、 ス ポ ロ ム サ ・ パ ウ チ ボ ラ ン ス （ Sporomusa paucivorans） 、
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マ ク ロ コ ッ カ ス ・ カ セ オ リ チ ク ス （ Macrococcus caseolyticus） 、 ア ネ ロ ム サ ・ ア シ ダ ミ
ノ フ ィ ラ （ Anaeromusa acidaminophila） 、 ハ ロ セ ラ ・ セ ル ロ シ リ チ カ （ Halocella cellu
losilytica） 、 ペ プ ト ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ア ネ ロ ビ ル ス （ Peptostreptococcus anaerob
ius） 、 ス ク シ ク ラ ス チ カ ム ・ ル ミ ニ ス （ Succiniclasticum ruminis） お よ び ス ク シ ニ ス
ピ ラ ・ モ ビ リ ス （ Succinispira mobilis） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 １ つ の 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド だ
け で な く 、 標 識 し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も 含 み 、 微 生 物 の 検 出 に 用 い ら れ 得 る 。 標
識 し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 両 方 を 含 む 試 料 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 プ ロ ー ブ の 特 異 性 を 増 大 す る た め に 用 い ら れ る こ と が 好 ま し い 。
例 え ば 、 近 親 の 関 係 の 微 生 物 種 を 、 検 出 さ れ る 微 生 物 種 と 近 親 の 関 係 に あ る 検 出 さ れ な い
微 生 物 種 に 対 す る １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 識 別 す る こ と が で き 、 そ の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 選 択 さ れ た 条 件 下 で 標 識 し た プ ロ ー ブ よ り も ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 標 的 配 列 を 有 す る
検 出 さ れ な い 微 生 物 と よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 標 識 し て い な い プ ロ ー ブ が 、 標 識 し た プ
ロ ー ブ よ り も 検 出 さ れ な い 微 生 物 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ と よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 標 識 し た プ ロ ー ブ
と 検 出 さ れ な い 微 生 物 の ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 結 合 の た め に 、 標 識 し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （
competitor） の 使 用 に よ っ て 偽 陽 性 結 果 が 防 止 さ れ る 。 任 意 の 微 生 物 種 ま た は 微 生 物 群 の
特 異 的 な 検 出 が こ う し て 可 能 と な り 、 と り わ け 非 常 に よ く 似 た ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 近 親
の 関 係 で あ る 種 の 存 在 に お い て も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 に て 、 配 列 番 号 ： ２ ２ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 一 緒 に 配 列 番 号 ： ２ １ の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と が 適 当 で あ る 。 こ の 場 合 、 配 列 番 号 ： ２ １ に 示 す オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 標 識 さ れ て お り 、 配 列 番 号 ： ２ ２ に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 標 識 さ れ て
い な い こ と が 好 ま し い 。 故 に 、 16 S ｒ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 配 列 番 号 ： ３ １ に 示 す 配 列 を 含 む 微
生 物 種 は 検 出 さ れ 得 る が 、 同 時 に コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermenta
ns） を 検 出 さ れ な く す る こ と が 容 易 で あ る （ 実 施 例 の 分 析 結 果 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 に て 、 配 列 番 号 ： ２ ３ と ２ ４ を 共 に 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と も 、
適 当 で あ ろ う 。 配 列 番 号 ： ２ ３ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ア
フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 標 識 し て 用 い ら れ 、
配 列 番 号 ： ２ ４ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ３ １ に 示 す 配 列 を 含 む 16 S rＲ Ｎ Ａ
配 列 の 微 生 物 種 の 非 常 に よ く 似 た 標 的 配 列 を 覆 い 隠 し て い る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 配 列 番 号 ： ２ ６ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ２ ５ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド と 一 緒 に 標 識 し て い な い 競 合 物 質 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 に て 、 系 統 樹 に
て 互 い に 近 親 の 以 下 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 は 、 検 出 す る こ と が で き る ： コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム ・ ア フ ェ メ ン タ ン ス （ C. afermentans） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ジ ェ ニ タ リ ウ
ム （ C. genitalium） 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ ム チ フ ァ シ エ ン ス 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・
コ レ イ エ （ C. coyleiae） が 、 非 常 に よ く 似 た rＲ Ｎ Ａ 配 列 を 有 し 、 同 時 に 検 出 さ れ る コ リ
ネ バ ク テ リ ウ ム 種 の コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ リ エ ジ ェ リ イ （ C. riegelii） は 検 出 さ れ な い
。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 キ ッ ト は さ ら に 他 の 微 生 物 種 、 群 ま た は 属 を 検 出
す る た め の 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ３ ０ の １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 加 え て 、 １ つ の キ
ッ ト は 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 属 、 ベ イ ヨ ネ ラ 属 、 マ ラ セ チ ア 属 お よ び ／ ま た は プ ロ ピ オ ニ
バ ク テ リ ウ ム 属 の 一 種 を 検 出 す る た め に １ つ ま た は そ れ 以 上 の 他 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む こ と が 好 ま し い 。 様 々 な 皮 膚 関 連 微 生 物 を 、 １ つ の 試 料 に て 同 時 に ま た は 「 並 行 し て
」 、 よ り 好 ま し く は 一 回 の 工 程 に て 検 出 す る こ と が で き る こ と が 都 合 良 い 。 さ ら に 、 本 明
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細 書 に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 配 列 番 号 ： １ ～ １ ８ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 特
に 適 し て い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ３ ０ の 配 列 を 有 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 あ る い は す べ て の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 し た キ ッ ト は 、 検 出 さ れ る よ り 多 く の 群 の 微 生 物 を 検 出 す る こ と
を 可 能 に す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が 、 特 に 好 ま し い 。
　 例 え ば 、 実 際 に ま ず 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の プ ロ ー ブ を 用 い て コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の
微 生 物 を 含 む 試 料 を 同 定 し 、 そ の 後 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 個 々 の 微 生 物 種 ま た は 群 に
特 異 的 な 陽 性 試 料 を 調 べ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 多 く の 異 な る 種 を 検 出 す る た
め 、 好 ま し く は コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 の 皮 膚 関 連 種 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 、 好 ま し く
は 組 合 せ て 用 い ら れ 、 そ れ ら は 配 列 番 号 ： ７ ～ １ ２ に 示 す 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド で あ り 、 よ り 好 ま し く は 配 列 番 号 ： ７ 、 ８ 、 １ ０ お よ び １ １ で あ り 、 特 に 配 列 番 号 ： ７
、 ８ 、 １ ０ お よ び １ １ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 同 時 に 用 い ら れ る 場 合 が 好 ま し い 。 最 後 に
、 上 述 し た 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ２ ６ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ ま た は そ れ 以 上 を 、 コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム 属 の 所 望 の 微 生 物 の 一 種 に 依 存 し て キ ッ ト に 添 加 し て も 良 い 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 配 列 プ ロ ト コ ー ル の 配 列 を 、 以 下 の 表 ２ に 示 す 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
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　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 重 要 な 構 成 成 分 と し て （ 特 に イ ン サ イ チ ュ ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 法 に て 用 い ら れ る 場 合 に ） 検 出 さ れ る 微 生 物 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 特 定
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 を 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 ま な い 相 当 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 、 お よ び 相 当 す る 洗 浄 溶 液 ま た は 相 当 す る
洗 浄 溶 液 の 濃 縮 液 を 含 ん で い て 良 い 。 さ ら に 、 任 意 に 酵 素 溶 液 、 固 定 液 、 お よ び 任 意 に 包
埋 液 を 含 ん で い て 良 い 。 陽 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び 陰 性 コ ン ト ロ ー ル を 同 時 に 行 う た め の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 （ 例 え ば 、 非 ハ イ ブ リ ダ イ ジ ン グ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 添 加
の 有 無 ） は 、 任 意 に 存 在 し て 良 い 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 　 ａ ） 皮 膚 の 試 料 を 採 取 し 、
　 　 ｂ ） 採 取 し た 試 料 に 存 在 す る 微 生 物 を 固 定 し 、
　 　 ｃ ） 固 定 化 し た 微 生 物 を 少 な く と も １ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 誘 導 し 、
　 　 ｄ ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 そ し て
　 　 ｅ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 微 生 物 を 検 出 し 、 場 合 に よ り 定 量 す る
。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 に て 、 微 生 物 の 「 固 定 」 と は 、 微 生 物 細 胞 壁 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 透 過
性 に な る よ う に 処 置 さ れ る こ と と 解 さ れ る 。 通 常 、 エ タ ノ ー ル を 固 定 に 用 い る 。 細 胞 壁 が
、 以 下 の こ れ ら の 手 段 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ り 透 過 性 に さ れ 得 な い 場 合 、 同 様 の 結 果
を 導 く の に 十 分 な 他 の 手 段 が 専 門 家 に 知 ら れ て い る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 メ タ ノ ー ル 、
ア ル コ ー ル の 混 合 液 、 希 釈 し た パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 ま た は 希 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液
な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 特 に 固 定 し た 細 胞 を 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 の た め に 蛍 光 標 識 し
た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ れ ら の 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
任 意 に 細 胞 壁 を 透 過 し た 後 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 相 同 的 な 標 的 配 列 に そ れ 自 身 が 結 合 す
る こ と が で き る 。 そ の 結 合 は 、 相 補 的 な 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 間 に 水 素 結 合 を 構 築 す る こ と で
あ る と 解 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 溶 液 と 一 緒 に 用 い ら れ る 。 こ の 溶 液 の 適 切 な 構 成 成 分 は 、 専 門 家 に よ く 知 ら れ て
い る 。 相 当 す る 溶 液 は 、 例 え ば 、 0％ ～ 80％ の 濃 度 の ホ ル ム ア ミ ド 、 好 ま し く は 0％ ～ 45％
の 濃 度 の ホ ル ム ア ミ ド 、 よ り 好 ま し く は 20％ ～ 40％ の 濃 度 の ホ ル ム ア ミ ド を 含 み 、 か つ 例
え ば 、 0.1 mol／ l～ 1.5 mol／ lの 塩 濃 度 、 好 ま し く は 0.5 mol／ l～ 1.0 mol／ lの 塩 濃 度 （
塩 と し て は 、 NaClが 好 ま し い ） 、 よ り 好 ま し く は 0.9 mol／ lの 塩 濃 度 を 有 す る 。 さ ら に 、
洗 浄 剤 （ 一 般 的 に は 、 Ｓ Ｄ Ｓ ） は 、 一 般 に 0.001％ ～ 0.2％ の 濃 度 、 好 ま し く は 0.005％ ～ 0
.1％ の 濃 度 、 よ り 好 ま し く は 0.01％ の 濃 度 で あ る 。 適 切 な 緩 衝 物 質 （ 例 え ば 、 Tris-HCl、
ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 HEPES、 PIPESな ど ） は 、 溶 液 を バ ッ フ ァ リ ン グ し て お り 、 典 型 的 に
0.01 mol／ l～ 0.1 mol／ lの 濃 度 、 好 ま し く は 0.01 mol／ l～ 0.05 mol／ lの 濃 度 、 よ り 好
ま し く は 0.02 mol／ lの 濃 度 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の ｐ Ｈ は 、 一 般 に 6.0～
9.0の 間 で あ り 、 好 ま し く は 7.0～ 8.0の 間 、 よ り 好 ま し く は 約 8.0で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 他 の 添 加 物 と し て は 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 非 特 異 的 結 合 を 防 ぐ
た め の サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ま た は ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 、 あ る い は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を
加 速 さ せ る た め の ポ リ エ チ レ ン ・ グ リ コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ・ ピ ロ リ ド ン ま た は 硫 酸 デ キ ス
ト ラ ン を も 含 ん で 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 す べ て の 生 存 微 生 物 お よ び ／ ま た は 試 料
中 に 存 在 す る 微 生 物 の Ｄ Ｎ Ａ を 着 色 す る た め に 、 物 質 （ 例 え ば 、 DAPI、 4', 6-ジ ア ミ ジ ノ
-2-フ ェ ニ ル イ ン ド ー ル 二 塩 酸 塩 ） を 添 加 す る こ と も で き る 。 相 当 す る 添 加 剤 は 、 専 門 家

10

20

30

40

50

(29) JP 2005-532818 A 2005.11.4



に よ く 知 ら れ て お り 、 既 知 の 典 型 的 な 濃 度 で 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 は 、 そ の 標 識 の 性 質 お よ び
標 的 構 造 物 の 数 に よ り 決 定 さ れ る 。 迅 速 か つ 効 率 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 供 す る た
め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 数 を 標 的 物 質 の 数 よ り も 桁 違 い に 多 く し な け れ ば な ら な い 。
し か し 、 過 剰 量 の 蛍 光 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 の 増 大 を
導 く こ と を 念 頭 に 置 く こ と が 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 は 、 0.5～ 5
00 ng／ μ lの 範 囲 で あ る べ き で あ る 。 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 濃 度 は 、 １ μ lの ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 に 対 し て 、 用 い た 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 1～ 10 ngで あ る 。 用 い
た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 の 量 は 、 8μ l～ 100mlの 間 で あ り 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様
に て 10μ l～ 1,000μ lの 間 で あ り 、 具 体 的 に 好 ま し い 態 様 に て 20μ l～ 40μ lの 間 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 継 続 時 間 は 、 通 常 10分 ～ 12時 間 の 間 で あ り 、 好 ま し く は 約 1.
5時 間 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 、 44℃ ～ 48℃ の 間 が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し
く は 46℃ で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 に
お け る 塩 な ら び に 洗 浄 剤 の 濃 度 と い っ た パ ラ メ ー タ ー は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま
し く は 検 出 す る 細 胞 内 の 標 的 配 列 に 対 す る そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ お よ び 相 補 性 の
程 度 に 依 存 し て 最 適 化 す る こ と が で き る 。 こ の 点 に 関 し 専 門 家 は 、 相 関 性 の 予 測 に 精 通 し
て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 完 了 時 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お
よ び 余 剰 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 従 来 的 な 洗 浄 溶 液 を 用 い て 通 常 通 り に 、 除 去 ま た は 洗 い
流 す 必 要 が あ る 。 所 望 で あ れ ば 、 こ の 洗 浄 溶 液 は 、 洗 浄 剤 、 例 え ば Ｓ Ｄ Ｓ な ど を 0.001～ 0
.1％ 、 好 ま し く は 0.01％ の 濃 度 で 含 み 、 Tris-HClま た は 適 切 な 緩 衝 物 質 を 0.001～ 0.1 mol
／ lの 濃 度 で 、 好 ま し く は 0.02 mol／ lの 濃 度 で 含 み 、 ｐ Ｈ は 6.0～ 9.0の 範 囲 で あ り 、 好 ま
し く は 約 8.0で あ る 。 洗 浄 剤 は 存 在 し て も 良 い が 、 必 須 で は な い 。 さ ら に 、 洗 浄 溶 液 は 通
常 、 （ 必 要 な 厳 密 度 に 依 存 し て ） 0.003 mol／ l～ 0.9 mol／ lの 濃 度 、 好 ま し く は 0.01 mol
／ l～ 0.9 mol／ lの 濃 度 で NaClを 含 む 。 0.07 mol／ lの 濃 度 の NaClが 、 特 に 好 ま し い 。 0.05
 mol／ l～ 0.22 mol／ lの 濃 度 の NaClは 、 配 列 番 号 ： １ ９ ～ ３ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用
い て 行 い 得 る 特 異 的 な 検 出 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 特 に 適 当 で あ る 。 さ ら に 、 洗 浄 溶
液 は 、 好 ま し く は 0.005 mol／ lの 濃 度 で EDTAを 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 洗 浄 溶 液 は 、 適 当
な 量 で 専 門 家 に 知 ら れ て い る 保 存 料 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 結 合 し て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 通 常 44℃ ～ 52℃ 、 好 ま し く は 44℃ ～ 50℃ 、 よ り
好 ま し く は 44℃ ～ 48℃ の 温 度 で 、 10～ 40分 間 、 好 ま し く は 15分 間 、 「 洗 い 流 し 」 を 行 う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 の 性 質 に 依 存 し て 、 最 終 評 価 を 光 学 顕 微 鏡 、 epifluor
escence顕 微 鏡 、 化 学 照 度 計 （ chemoluminometer） 、 蛍 光 光 度 計 な ど を 用 い て 行 う こ と が
で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 の 利 点 は 、 多 種 多 様 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 具 体 的 な 利 点 と し て は 、 こ の 検 出 工 程 の 速 さ で あ る 。 従 来 の 培 養 が 、 検 出 に 最 高 ７ 日 ま
で を 要 す る の に 対 し 、 本 発 明 の 工 程 を 利 用 後 ３ 時 間 で 結 果 が 得 ら れ る 。 こ れ は 初 め て 、 用
い た 処 置 の 効 果 お よ び 望 ま な い 効 果 の 添 付 の 診 断 用 対 照 を 供 す る 。 こ の 点 に 関 す る も う １
つ の 利 点 と し て は 、 本 発 明 の 方 法 が 、 記 載 し た す べ て の 微 生 物 を 同 時 に 検 出 す る こ と を 可
能 に し 、 サ ン プ ル 採 取 か ら 評 価 ま で の す べ て の 工 程 を １ 度 に 行 う こ と が で き る た め の 時 間
的 な 利 点 が あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 も う １ つ の 主 な 利 点 は 、 こ れ ら の 医 学 的 お よ び 美 容 的 に 関 連 の あ る 皮 膚 フ ロ ー ラ の 微 生
物 を 、 こ こ に 初 め て 同 時 に 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る こ と で あ る 。 故 に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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チ ド に 対 す る 異 な る マ ー カ ー を 用 い て 、 す べ て の 、 い く つ か の ま た は 個 々 の 微 生 物 群 ま た
は 種 を 、 お 互 い に 区 別 し て 同 時 に か つ 明 確 に 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 微
生 物 群 ま た は 種 の 集 団 比 率 お よ び そ れ ら の 相 互 作 用 を 、 こ う し て 初 め て 分 析 す る こ と が で
き る 。 こ れ は 、 医 学 的 お よ び ／ ま た は 美 容 的 に 関 連 あ る 皮 膚 の 問 題 を 明 確 に 診 断 す る こ と
、 か つ 選 択 的 に 処 置 す る こ と の 可 能 性 を 初 め て 開 示 す る 。 皮 膚 の ミ ク ロ フ ロ ー ラ 全 体 に お
け る 医 学 的 治 療 ま た は 美 容 的 処 置 の 効 果 を 測 定 す る こ と も 、 こ こ に 初 め て 可 能 で あ る 。 故
に 、 処 置 の あ ら ゆ る 効 果 お よ び 望 ま な い 効 果 を 早 期 に 認 識 し 、 さ ら な る 処 置 に て 増 幅 あ る
い は 抑 制 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 従 来 の 検 出 方 法 に よ り 検 出 す る こ と が で き な か っ た 皮 膚 フ ロ ー ラ の 微 生 物 を 、
本 発 明 の キ ッ ト を 用 い て 本 工 程 に て こ こ に 初 め て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 微 生 物 の 様 々 な 群 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 特 異 性 ま た は 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に
よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 一 方 で は 微 生 物 の 大 集 団 、 も う 一 方 で は 比 較 的 小 集 団 の 、 近
親 関 係 の 群 お よ び 一 様 な 個 々 の 種 を 、 近 親 の 関 係 の 微 生 物 種 と 同 じ く 、 他 と 同 時 に 特 異 的
に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 （ 陽 性 シ グ ナ ル の 場 合 に ） 系 統 樹 に 未 知 の 微 生 物 種 を 組
込 む こ と が で き 、 ま た は 特 定 の プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 に よ る 生 化
学 的 な 検 出 を 基 に 配 属 の 確 認 を 行 う こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 好 ま し い 態 様 に て 、 本 方 法 の 工 程 ａ ） に て 皮 膚 表 面 か ら 試 料 を 採 取 す る
。 ボ ラ ン テ ィ ア か ら 皮 膚 試 料 を 採 取 し 、 皮 膚 表 面 か ら の 微 生 物 の 剥 離 を 促 す こ と を 目 的 と
し て 、 皮 膚 を 洗 浄 液 に 接 触 す る 。 生 理 的 に 安 全 な 洗 浄 剤 、 例 え ば ト ゥ イ ー ン （ Tween） ま
た は ト ラ イ ト ン （ Triton） を 総 重 量 に 対 し 約 0.01～ 1％ の 濃 度 で 用 い る こ と が 好 ま し い 。
ｐ Ｈ は 5～ 10、 好 ま し く は 7～ 9の 範 囲 、 例 え ば 8が 好 都 合 で あ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 微 生 物 の よ り よ い 剥 離 を 達 成 す る た め に 、 皮 膚 の 表 面 を 掻 爬 用 器 具 で 削 る 。 適 切 な 掻 爬
用 器 具 は 、 様 々 な 直 径 、 例 え ば 0.05～ 1.5ｃ ｍ 、 様 々 な 材 料 、 例 え ば ガ ラ ス 、 金 属 ま た は
プ ラ ス チ ッ ク の 棒 で あ る 。 同 じ 材 料 の 円 形 の ス パ チ ュ ラ も 適 し て い る 。 直 径 0.4～ 0.8ｃ ｍ
の ガ ラ ス の 棒 ま た は プ ラ ス チ ッ ク ・ ス パ チ ュ ラ を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ガ ラ ス ピ ペ ッ ト
の マ ウ ス ピ ー ス 、 例 え ば 5ｍ ｌ  ガ ラ ス ピ ペ ッ ト も 、 都 合 良 く 用 い る こ と が で き る 。 微 生 物
の 改 善 し た 剥 離 の た め に 皮 膚 の 表 面 に 比 較 的 丸 い 棒 を 用 い る こ と が 特 に 適 当 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 粗 い 表 面 の プ ラ ス チ ッ ク ・ ス パ チ ュ ラ 、 例 え ば ガ ラ ス － フ ァ イ バ ー － 強 化 ポ リ ア ミ ド の
サ ン プ リ ン グ 用 ス パ チ ュ ラ （ Merck, Art. No. 231J2412、 二 重 ス パ チ ュ ラ 、 長 さ 180 mm）
は 、 特 に 適 し て い る 。 綿 棒 で 擦 り 、 比 較 的 粘 性 の 媒 体 で 軽 く 叩 く こ と に よ り サ ン プ リ ン グ
し 、 ま た は 接 着 膜 （ 例 え ば 、 商 業 的 に 利 用 可 能 な 家 庭 用 接 着 テ ー プ ） で 皮 膚 サ ン プ リ ン グ
す る こ と も ま た 、 本 発 明 の 目 的 に 適 当 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 適 切 な 緩
衝 溶 液 で 洗 い 流 す こ と に よ り 微 生 物 を 入 手 す る こ と が 可 能 で あ る 。 他 の 方 法 と し て は 、 接
着 テ ー プ 自 体 上 で も 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 好 ま し い 態 様 に て 、 ｉ ） エ タ ノ ー ル 、 ア セ ト ン お よ び エ タ ノ ー ル ／
酢 酸 混 合 液 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 好 ま し い 変 性 試 薬 、 ｉ ｉ ） ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド お よ び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 好 ま し い 架 橋 試 薬
、 ま た は ｉ ｉ ｉ ） 熱 固 定 、 に よ り 固 定 を 行 う こ と が で き る 。
　 １ つ の 好 ま し い 態 様 に て 、 固 定 後 、 微 生 物 を 担 体 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。
　 具 体 的 に 好 ま し い 態 様 に て 、 微 生 物 の 固 定 し た 細 胞 を 、 本 発 明 の 方 法 の 工 程 ｃ ） 前 に 透
過 性 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 に て 、 「 透 過 性 に す る 」 と は 、 細 胞 を 酵 素 的 に 処 理 す る こ と と 解 さ れ る 。 こ の 処
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理 は 、 菌 類 お よ び グ ラ ム 陽 性 細 菌 の 細 胞 壁 を オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 透 過 性 に す る 。 こ
の 処 理 の た め に 適 切 な 酵 素 、 そ の 適 切 な 濃 度 お よ び 適 切 な 溶 媒 が 、 専 門 家 に 知 ら れ て い る
。 本 発 明 の 方 法 は 、 も ち ろ ん グ ラ ム 陰 性 細 菌 の 分 析 に も 適 し て い る ； そ の 時 、 透 過 性 に す
る た め の 酵 素 的 処 理 は 、 適 宜 適 合 さ れ 、 あ る い は 完 全 に な く て も よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 透 過 性 に し た 細 胞 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 内 に 透 過
す る こ と は 可 能 で あ る が 、 リ ボ ソ ー ム お よ び そ の ｒ Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 か ら 除 く こ と は で き な い
と い う 利 点 を 有 す る 。 全 細 胞 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の こ の 技 術 の 主 な 利 点 は 、 細 菌 の 形
態 が 原 型 の ま ま 残 り 、 こ れ ら の 原 型 の 細 菌 を イ ン サ イ チ ュ ウ （ in situ） 、 す な わ ち そ れ
ら の 自 然 な 環 境 に て 検 出 す る こ と が で き る こ と で あ る 。 従 っ て 、 細 菌 の 定 量 の み で な く 、
様 々 な 細 菌 群 の つ な が り も 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 最 も 具 体 的 な 好 ま し い 態 様 に て 、 透 過 性 に す る こ と は 、 細 胞 壁 溶 解 酵 素 （ cell-wall-ly
tic enzyme） 、 好 ま し く は リ ゾ チ ー ム （ lysozyme） 、 リ ソ ス タ フ ィ ン （ lysostaphin） 、
プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ proteinase K） 、 プ ロ ナ ー ゼ （ pronase） お よ び ム タ ノ リ シ ン （ mutan
olysin） か ら な る 群 か ら 望 ま し く 選 択 さ れ る 酵 素 を 用 い た 部 分 分 解 に よ り 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 具 体 的 な 好 ま し 態 様 に て 、 本 発 明 は 、 陽 性 対 照 と し て 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 供 す る 。 こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 分 析 し た 試 料 中 に 存 在 す る 多 く の 、 任 意 に は す
べ て の 細 菌 ま た は 原 核 生 物 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  E
UB338（ 細 菌 ） は 、 Amann et al.（ 1990） に 記 載 さ れ て お り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  EUK（
原 核 生 物 ） は 、 こ の 方 法 に 適 し て い る 。 こ の よ う な 陽 性 対 照 を 、 適 用 し た 方 法 が 適 切 に 行
わ れ る か ど う か を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 し か し 、 と り わ け 、 測 定 さ れ
た 全 体 と し て の 細 菌 集 団 内 に 特 異 的 に 検 出 さ れ る 微 生 物 の 割 合 を 決 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 皮 膚 上 の 微 生 物 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た め の キ ッ ト の 使 用 に 関
す る 。 故 に 、 キ ッ ト の 使 用 、 よ り 具 体 的 に は 本 発 明 の 方 法 に お け る キ ッ ト の 使 用 は 、 活 性
物 質 の 探 索 、 皮 膚 ミ ク ロ フ ロ ー ラ の 分 析 、 お よ び 活 性 物 質 を 含 む 化 粧 品 の 効 果 試 験 に て 有
用 で あ る 。 ヒ ト 皮 膚 お よ び 動 物 皮 膚 の 直 接 的 な 分 析 、 ま た は そ れ ら か ら 採 取 し た 試 料 に お
け る 分 析 は 両 方 と も 、 他 の 微 生 物 の 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 し て さ え 、 本 発 明 の キ ッ ト
を 用 い て 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 の 目 的 で 記 載 さ れ て お り 、 い か な る 場 合 に も 本 発 明 を 制 限 す る も
の で は な い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ［ 実 施 例 ］
　 皮 膚 菌 の 微 生 物 の 検 出
　
　 サ ン プ リ ン グ は 洗 浄 剤 に よ る 洗 浄 法 に よ り 行 っ た （ P. Williamson, A.M. Kligman（ 196
5） , J. Invest. Derm., Vol. 45, No. 6） 。
手 順 ：
　 1.　 両 端 が 開 い て い る プ ラ ス チ ッ ク ・ シ リ ン ダ ー を 、 調 査 す る 皮 膚 表 面 上 に そ の 損 傷 の
な い 末 端 を 押 さ え つ け 、 1.5 mlの 洗 浄 溶 液 （ 0.523 KH 2 PO 4  g／ liter、 16.73 K 2 HPO 4  g／ l
iter、 8.50 NaCl g／ liter、 10.00 ト ゥ イ ー ン  80 g／ literお よ び 1.00 ト リ プ ト ン  g／ l
iterを 含 む 、 pH 8.0の 生 理 的 ト ゥ イ ー ン 緩 衝 溶 液 ） を 充 填 し た 。
　 2.　 上 述 の 掻 爬 用 器 具 の １ つ を 用 い て 、 処 理 す る 範 囲 を 、 そ の 6× 横 お よ び 6× 縦 を 軽 い
圧 力 で 擦 っ た 。
　 3.　 吸 引 下 で 液 体 を 除 い た 後 、 そ の 手 順 を 繰 り 返 し た 。

10

20

30

40

50

(32) JP 2005-532818 A 2005.11.4

サ ン プ リ ン グ



【 ０ １ ４ ０ 】
　 ２ つ の 液 体 を 混 合 し た 。 ２ つ の 混 合 し た 液 体 試 料 の 一 部 を 、 次 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
用 い た 検 出 に 用 い た ； 他 の 一 部 を 、 試 料 中 に 存 在 す る 微 生 物 の 培 養 に よ る 同 時 の 検 出 に 用
い た （ 対 照 と し て 用 い る た め の ） 。
　 洗 浄 溶 液 の 調 製 に は 、 無 菌 水 （ 例 え ば 、 ミ リ ポ ア 水 ） を 用 い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　 そ の 後 、 １ 容 量 の 純 エ タ ノ ー ル を 、 採 取 し た 試 料 に 添 加 し 、 次 に 遠 心 し た （ 室 温 、 8,00
0 r.p.m、 ５ 分 ） 。 上 清 の 液 体 を 廃 棄 し 、 ペ レ ッ ト を １ 容 量 の 1× PBS溶 液 中 に て 洗 浄 し た
。 最 後 に 、 ペ レ ッ ト を 1／ 10容 量 の 固 定 溶 液 （ 50％  エ タ ノ ー ル ） に 再 懸 濁 し 、 さ ら に 用 い
る ま で － 20℃ で 保 存 し た 。
　 細 胞 懸 濁 液 の ア リ コ ー ト を 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド に 塗 布 し 、 乾 燥 し た （ 46℃ 、 30分 。 ま た
は 十 分 に 乾 燥 す る ま で ） 。 そ の 後 、 細 胞 を 、 も う １ つ の 固 定 溶 液 （ 純 エ タ ノ ー ル ） を 塗 布
す る こ と に よ り 十 分 に 脱 水 状 態 に し 、 乾 燥 し た （ 46℃ 、 3分 。 ま た は 十 分 に 乾 燥 す る ま で
） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 そ の 後 、 適 当 な 容 量 の 適 当 な 酵 素 溶 液 を 塗 布 し 、 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 室 温 で 、
１ ５ 分 ） 。 こ の 工 程 を 、 他 の 適 当 な 酵 素 溶 液 で 任 意 に 繰 り 返 し た 。
　 透 過 処 理 液 （ 透 過 性 化 液 ） を 蒸 留 水 で 取 り 除 き 、 試 料 を 再 び 十 分 に 乾 燥 し た （ 十 分 に 乾
燥 す る ま で ４ ６ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ） 。 そ の 後 、 細 胞 を 、 固 定 液 （ 純 エ タ ノ ー ル ） を
塗 布 す る こ と に よ り 十 分 に 再 脱 水 し 、 乾 燥 し た （ 46℃ 、 3分 。 ま た は 十 分 に 乾 燥 す る ま で
） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　
　 そ の 後 、 検 出 す る 微 生 物 に 特 異 的 な 上 述 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 溶 液 を 固 定 し 、 完 全 に 消 化 し 脱 水 し た 細 胞 に 適 用 し た 。 そ の 後 、 ス ラ イ ド を 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 で 湿 ら せ た チ ャ ン バ ー 内 に 置 い た （ 46℃ で 90分 間 、 ヌ ク レ オ チ ド
な し で ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　
　 そ の 後 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド を 、 洗 浄 溶 液 を 充 満 し た チ ャ ン バ ー 内 に 置 き 、 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た （ 46℃ 、 15分 ） 。
　 そ の 後 、 ス ラ イ ド を 、 蒸 留 水 を 充 満 し た チ ャ ン バ ー に 短 期 間 浸 し 側 面 位 か ら 空 気 乾 燥 し
た （ 46℃ 、 30分 。 ま た は 十 分 に 乾 燥 す る ま で ） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　 そ の 後 、 標 本 ホ ル ダ ー を 適 切 な 包 埋 媒 質 中 に 包 埋 し た 。 そ の 後 、 試 料 を 、 蛍 光 顕 微 鏡 を
用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　
　 1.　 上 述 の サ ン プ リ ン グ 方 法 を 用 い て 、 混 合 皮 膚 の 女 性 ボ ラ ン テ ィ ア の 前 額 部 か ら 微 生
物 試 料 を 採 取 し た （ typized by a cosmetician and confirmed by sebometer measuremen
ts） 。
　 蛍 光 シ グ ナ ル を 計 測 し 、 結 果 を 全 細 胞 数 と 比 較 す る こ と に よ り 、 プ ロ ピ オ ニ 細 菌 の 非 常
に 高 い 割 合 を 測 定 し た （ ＞ 90％ ） 。 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス の 低 い 割 合 を 、 発 見 し た （ ＜ １ ０
％ ） 。 コ リ ネ 細 菌 は 発 見 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 2.　  微 生 物 試 料 を 、 上 述 の サ ン プ リ ン グ 方 法 に よ り 他 の 女 性 ボ ラ ン テ ィ ア の 皮 膚 か ら
採 取 し た 。
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分 析 結 果



　 微 生 物 の 16 S ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 を 、 試 料 の 一 部 か ら 単 離 し た 。 そ の 後 の 配 列 決 定 が 、 配
列 が 新 規 の 配 列 で あ る が 、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 に 属 し う る 微 生 物 で あ る こ と を 示 し た 。
こ の 配 列 は 、 開 発 さ れ た こ の 微 生 物 を 検 出 で き る 相 当 す る プ ロ ー ブ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） に
基 づ き 、 配 列 プ ロ ト コ ー ル 中 の 配 列 番 号 ： ３ １ を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 試 料 の 他 の 部 分 を 、 皮 膚 関 連 コ リ ネ 細 菌 を 検 出 す る た め に 、 前 述 の 細 菌 特 異 的 プ ロ ー ブ
EUBお よ び 混 合 プ ロ ー ブ （ 配 列 番 号 ： ０ ７ ～ １ １ ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
　 蛍 光 シ グ ナ ル を 計 測 し 、 結 果 を 細 菌 特 異 的 プ ロ ー ブ に よ り 測 定 し た 全 細 胞 数 と 比 較 す る
こ と に よ り 、 コ リ ネ 細 菌 の 高 割 合 を 測 定 し た （ 約 73％ ） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 配 列 番 号 ： ２ １ の 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た こ の 試 料 の コ リ ネ
細 菌 の 低 い 割 合 （ 約 ５ ％ ） を 、 同 時 に 競 合 物 質 と し て 標 識 し て い な い 配 列 番 号 ： ２ ２ の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 蛍 光 シ グ ナ ル を 計 測 し 、 結 果 を 前 述 の 検 出 し た コ リ ネ 細 菌 数
と 比 較 し て 測 定 し た 。

【 配 列 表 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 3月 18日 (2005.3.18)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 変 更
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