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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｃ
）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｅ）及び（ｆ
）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴ
ヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに下記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌク
レオチドからなるオリゴヌクレオチド対からなる群より選ばれる少なくとも１種のオリゴ
ヌクレオチド対を用いてネオサルトリア（Neosartorya）属真菌の種レベルでの同定を行
う工程を含む、ネオサルトリア（Neosartorya）属真菌の検出方法。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号２に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｃ）配列番号３に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号３に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できるオ



(2) JP 5820658 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

リゴヌクレオチド
（ｄ）配列番号４に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号４に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できるオ
リゴヌクレオチド
（ｅ）配列番号５に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号５に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・シュードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に
使用できるオリゴヌクレオチド
（ｆ）配列番号６に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号６に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・シュードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に
使用できるオリゴヌクレオチド
（ｇ）配列番号７に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号７に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
（ｈ）配列番号８に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号８に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
（ｉ）配列番号９に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号９に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｊ）配列番号１０に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１０
に記載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネ
オサルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
【請求項２】
　前記ネオサルトリア属真菌が、ネオサルトリア・グラブラ、ネオサルトリア・ヒラツカ
エ、ネオサルトリア・シュードフィシェリ、ネオサルトリア・フィシェリ及びネオサルト
リア・スピノサの少なくともいずれか１種である、請求項１記載の検出方法。
【請求項３】
　前記ネオサルトリア・スピノサに、同一菌種として、ネオサルトリア・スピノサ、ネオ
サルトリア・コレアナ（Neosartorya　coreana）、ネオサルトリア・ラシニオサ（Neosar
torya　lacinosa）及びネオサルトリア・パウリステンシス（Neosartorya　paulistensis
）が含まれる、請求項１又は２に記載の検出方法。
【請求項４】
　同定を行うために、前記少なくとも１種のオリゴヌクレオチド対を用いてネオサルトリ
ア属真菌のβ－チューブリン遺伝子及び／又はカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列を増
幅し、増幅産物の有無を確認する、請求項１～３のいずれか１項記載の検出方法。
【請求項５】
　前記部分塩基配列の増幅反応をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法によって行う、請求
項４記載の検出方法。
【請求項６】
　前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、ネオサルトリア・グラブラのβ－チューブリン遺伝子の部分塩
基配列を増幅する、請求項５記載の検出方法。
【請求項７】
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　前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、ネオサルトリア・ヒラツカエのβ－チューブリン遺伝子の部分
塩基配列を増幅する、請求項５記載の検出方法。
【請求項８】
　前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、ネオサルトリア・シュードフィシェリのカルモジュリン遺伝子
の部分塩基配列を増幅する、請求項５記載の検出方法。
【請求項９】
　前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、ネオサルトリア・フィシェリのカルモジュリン遺伝子の部分塩
基配列を増幅する、請求項５記載の検出方法。
【請求項１０】
　前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、ネオサルトリア・スピノサのカルモジュリン遺伝子の部分塩基
配列を増幅する、請求項５記載の検出方法。
【請求項１１】
　下記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｃ
）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｅ）及び（ｆ
）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴ
ヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに下記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌク
レオチドからなるオリゴヌクレオチド対からなる群より選ばれる少なくとも１種のオリゴ
ヌクレオチド対を用いて、下記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列で表される核酸の存
在を確認する、ネオサルトリア（Neosartorya）属真菌の検出方法。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号２に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｃ）配列番号３に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号３に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できるオ
リゴヌクレオチド
（ｄ）配列番号４に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号４に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できるオ
リゴヌクレオチド
（ｅ）配列番号５に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号５に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・シュードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に
使用できるオリゴヌクレオチド
（ｆ）配列番号６に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号６に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・シュードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に
使用できるオリゴヌクレオチド
（ｇ）配列番号７に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号７に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できるオリ
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ゴヌクレオチド
（ｈ）配列番号８に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号８に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
（ｉ）配列番号９に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号９に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｊ）配列番号１０に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１０
に記載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネ
オサルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
（ｋ）配列番号１１に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｌ）配列番号１１に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・グラブ
ラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配
列
（ｍ）配列番号１２に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｎ）配列番号１２に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・ヒラツ
カエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその
相補配列
（ｏ）配列番号１３に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｐ）配列番号１３に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・シュー
ドフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に使用できる塩基配
列、又はその相補配列
（ｑ）配列番号１４に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｒ）配列番号１４に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・フィシ
ェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相
補配列
（ｓ）配列番号１５に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｔ）配列番号１５に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・スピノ
サ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配
列
【請求項１２】
　前記ネオサルトリア属真菌が、ネオサルトリア・グラブラ、ネオサルトリア・ヒラツカ
エ、ネオサルトリア・シュードフィシェリ、ネオサルトリア・フィシェリ及びネオサルト
リア・スピノサの少なくともいずれか１種である、請求項１１記載の検出方法。
【請求項１３】
　前記ネオサルトリア・スピノサに、同一菌種として、ネオサルトリア・スピノサ、ネオ
サルトリア・コレアナ（Neosartorya　coreana）、ネオサルトリア・ラシニオサ（Neosar
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torya　lacinosa）及びネオサルトリア・パウリステンシス（Neosartorya　paulistensis
）が含まれる、請求項１１又は１２記載の検出方法。
【請求項１４】
　前記少なくとも１種のオリゴヌクレオチド対を用いて前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの
塩基配列の一部を増幅し、増幅産物の有無を確認し、前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩
基配列で表される核酸の存在を確認する、請求項１１～１３のいずれか１項記載の検出方
法。
【請求項１５】
　前記塩基配列の一部の増幅反応をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法によって行う、請
求項１４記載の検出方法。
【請求項１６】
　前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、前記（ｋ）又は（ｌ）の塩基配列の一部を増幅し、ネオサルト
リア・グラブラの同定を行う、請求項１５記載の検出方法。
【請求項１７】
　前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、前記（ｍ）又は（ｎ）の塩基配列の一部を増幅し、ネオサルト
リア・ヒラツカエの同定を行う、請求項１５記載の検出方法。
【請求項１８】
　前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、前記（ｏ）又は（ｐ）の塩基配列の一部を増幅し、ネオサルト
リア・シュードフィシェリの同定を行う、請求項１５記載の検出方法。
【請求項１９】
　前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、前記（ｑ）又は（ｒ）の塩基配列の一部を増幅し、ネオサルト
リア・フィシェリの同定を行う、請求項１５記載の検出方法。
【請求項２０】
　前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて前記ポリメ
ラーゼ連鎖反応法を行い、前記（ｓ）又は（ｔ）の塩基配列の一部を増幅し、ネオサルト
リア・スピノサの同定を行う、請求項１５記載の検出方法。
【請求項２１】
　下記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチド、下記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオ
チド、下記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチド、下記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌク
レオチド、又は下記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなる、オリゴヌクレオチ
ド対。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号２に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｃ）配列番号３に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号３に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できるオ
リゴヌクレオチド
（ｄ）配列番号４に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号４に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できるオ
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リゴヌクレオチド
（ｅ）配列番号５に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号５に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・シュードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に
使用できるオリゴヌクレオチド
（ｆ）配列番号６に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号６に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・シュードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に
使用できるオリゴヌクレオチド
（ｇ）配列番号７に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号７に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
（ｈ）配列番号８に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号８に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
（ｉ）配列番号９に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号９に記
載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネオサ
ルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌ
クレオチド
（ｊ）配列番号１０に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１０
に記載の塩基配列において１個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されておりかつネ
オサルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できるオリ
ゴヌクレオチド
【請求項２２】
　前記オリゴヌクレオチドが核酸プライマーである、請求項２１記載のオリゴヌクレオチ
ド対。
【請求項２３】
　前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法に
よって下記（ｋ）及び／又は（ｌ）の塩基配列の一部を増幅でき、ネオサルトリア・グラ
ブラ（Neosartorya　glabra）を種レベルで特異的に検出するための核酸プライマーとし
て機能し得る、請求項２１又は２２記載のオリゴヌクレオチド対。
（ｋ）配列番号１１に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｌ）配列番号１１に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・グラブ
ラ（Neosartorya　glabra）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配
列
【請求項２４】
　前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法に
よって下記（ｍ）及び／又は（ｎ）の塩基配列の一部を増幅でき、ネオサルトリア・ヒラ
ツカエ（Neosartorya　hiratsukae）を種レベルで特異的に検出するための核酸プライマ
ーとして機能し得る、請求項２１又は２２記載のオリゴヌクレオチド対。
（ｍ）配列番号１２に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｎ）配列番号１２に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・ヒラツ
カエ（Neosartorya　hiratsukae）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその
相補配列
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【請求項２５】
　前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法に
よって下記（ｏ）及び／又は（ｐ）の塩基配列の一部を増幅でき、ネオサルトリア・シュ
ードフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）を種レベルで特異的に検出するための
核酸プライマーとして機能し得る、請求項２１又は２２記載のオリゴヌクレオチド対。
（ｏ）配列番号１３に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｐ）配列番号１３に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・シュー
ドフィシェリ（Neosartorya　pseudofischeri）の種レベルでの検出に使用できる塩基配
列、又はその相補配列
【請求項２６】
　前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法に
よって下記（ｑ）及び／又は（ｒ）の塩基配列の一部を増幅でき、ネオサルトリア・フィ
シェリ（Neosartorya　fischeri）を種レベルで特異的に検出するための核酸プライマー
として機能し得る、請求項２１又は２２記載のオリゴヌクレオチド対。
（ｑ）配列番号１４に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｒ）配列番号１４に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・フィシ
ェリ（Neosartorya　fischeri）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相
補配列
【請求項２７】
　前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドが、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法に
よって下記（ｓ）及び／又は（ｔ）の塩基配列の一部を増幅でき、ネオサルトリア・スピ
ノサ（Neosartorya　spinosa）を種レベルで特異的に検出するための核酸プライマーとし
て機能し得る、請求項２１又は２２記載のオリゴヌクレオチド対。
（ｓ）配列番号１５に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｔ）配列番号１５に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつ上記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対がストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能であり、ネオサルトリア・スピノ
サ（Neosartorya　spinosa）の種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配
列
【請求項２８】
　前記ネオサルトリア・スピノサに、同一菌種として、ネオサルトリア・スピノサ、ネオ
サルトリア・コレアナ（Neosartorya　coreana）、ネオサルトリア・ラシニオサ（Neosar
torya　lacinosa）及びネオサルトリア・パウリステンシス（Neosartorya　paulistensis
）が含まれる、請求項２１、２２及び２７のいずれか１項記載のオリゴヌクレオチド対。
【請求項２９】
　請求項２１～２８のいずれか１項記載のオリゴヌクレオチド対を含むネオサルトリア（
Neosartorya）属真菌検出キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ネオサルトリア（Neosartorya）属真菌の検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　耐熱性の菌類（真菌）は自然界に広く分布し、野菜、果物等の農作物で繁殖し、これら
の農作物を原材料とした飲食品を汚染する。しかも、耐熱性の菌類は通常の他の菌類に比
べて高い耐熱性を有する子嚢胞子を生活環の中で形成する。例えば酸性飲料の加熱殺菌処
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理を行ったとしても耐熱性菌類が生存、増殖し、カビの発生原因となることがある。
　加熱殺菌処理後の飲食品からも検出されることがある汚染事故の原因菌の主な耐熱性菌
類の１つとして、ネオサルトリア・グラブラ（Neosartorya　glabra）、ネオサルトリア
・ヒラツカエ（Neosartorya　hiratsukae）、ネオサルトリア・シュードフィシェリ（Neo
sartorya　pseudofischeri）、ネオサルトリア・フィシェリ（Neosartorya　fischeri）
及びネオサルトリア・スピノサ（Neosartorya　spinosa）等のネオサルトリア（Neosarto
rya）属に属する耐熱性真菌が知られている。飲食品及びこれらの原材料中の耐熱性真菌
による事故防止のためには、ネオサルトリア属に属する耐熱性真菌の検出が重要である。
【０００３】
　従来のネオサルトリア属の真菌の検出及び同定法は、培養による形態学的な種分類が主
である。この方法は形態学的な特徴が発生するまで培養を続ける必要があるため、最短で
も１４日以上の長期間を必要とする。また、形態学的な同定には極めて高い専門性を必要
とするため、判定者によって同定結果が異なる危険性が否定できない。さらには加熱や薬
剤などによる損傷菌体等は形態形成能を失うケースが存在し、それら菌体は長期間培養を
行っても特徴的な形態を形成しないことから、同定結果の信頼性に問題があった。このよ
うに真菌の検出に長期間を要し、同定結果の信頼性に問題がある形態学的な検出・同定法
は、飲食品の衛生管理、原材料の鮮度確保、流通上の制約など観点から、必ずしも満足で
きるとは言いがたい。従って、迅速性及び信頼性の問題を解決した検出・同定方法の確立
が求められてきた。
【０００４】
　特許文献１には、ネオサルトリア属真菌のゲノムＤＮＡ中のβ－チューブリン遺伝子の
特定領域を増幅することにより、ネオサルトリア属真菌を検出する方法が記載されている
。しかし、特許文献１記載の方法はネオサルトリア属真菌を属レベルで同定するものであ
り、これらの方法で検出される菌類はネオサルトリアピーシーズ（Neosartorya　sp．）
としか同定することができず、ネオサルトリア属真菌を種レベルで同定するにはさらなる
検討が必要である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特開２０１０－４８７９号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　耐熱性を有するネオサルトリア属真菌の特徴として、菌種により耐熱性が異なることが
知られている。例えば、ネオサルトリア属真菌各種のＤ値（耐熱性菌の耐熱性を表す指標
の１つであり、初期の菌数を1／10にするのに必要な滅菌処理単位）及びＺ値（耐熱性菌
の耐熱性を表す指標の１つであり、前記滅菌処理単位を1／10に低減又は10倍増加させる
のに必要な温度変化）を測定したところ、ネオサルトリア・スピノサ及びネオサルトリア
・グラブラについてはＤ85℃＝９６分（ここで、「Ｄ85℃」とは、８５℃で処理した場合
に初期の菌数を1／10にするのに必要な時間）、Ｚ＝１４℃（すなわち、８５℃で処理し
た場合初期の菌数を1／10にするのには９６分処理しなければならないので、処理時間９
．６分（９６分の1／10）で初期の菌数を1／10にするのには（８５＋１４）＝９９℃での
処理が必要であり、処理時間９６０分（９６分の10倍）で初期の菌数を1／10にするのに
は（８５－１４）＝７１℃での処理が必要である）であり、ネオサルトリア・フィシェリ
のＤ85℃値は１０分、Ｚ値は１０℃である。このように、同じネオサルトリア属真菌であ
っても耐熱性が異なるので、飲食品業界などにおいて、菌種によって異なる耐熱性のネオ
サルトリア属真菌の殺菌・滅菌処理条件が必要となる。
　さらには、ネオサルトリア属真菌として、ネオサルトリア・オーストラレンシス（Neos
artorya　australensis）などが存在する。これらの菌種は他のネオサルトリア属真菌と
同様高い耐熱性を有するが、前記ネオサルトリア・グラブラ等とは異なり飲食品の汚染事
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故の報告がほとんどない。
　したがって、飲食品業界などにおいて危害菌の正確なリスク評価を行うには、ネオサル
トリア属真菌を属レベルのみならず種レベルで同定することも重要となる。
【０００７】
　本発明は、飲食品汚染の主な原因菌の１種であるネオサルトリア属真菌を種レベルでか
つ迅速に検出しうる方法を提供することを課題とする。また、本発明はこの方法に適用可
能なオリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチド対及び検出キットを提供することを課題と
する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　このような課題に鑑み、本発明者等は、ネオサルトリア属真菌を種レベルで特異的に検
出・識別しうる新たなＤＮＡ領域を探索すべく、鋭意検討を行った。その結果、ネオサル
トリア属真菌のβ－チューブリン遺伝子及び／又はカルモジュリン遺伝子の中に、他の真
菌類のものとは明確に区別しうる、特異的な塩基配列を有する部位（以下、「可変部位」
ともいう）が存在することを見出した。また、これらの可変部位をターゲットとすること
でネオサルトリア属真菌を種レベルで特異的かつ迅速に検出できることを見出した。本発
明はこの知見に基づき完成するに至った。
【０００９】
　本発明は、下記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対
、下記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｅ
）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｇ）及び（ｈ
）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに下記（ｉ）及び（ｊ）の
オリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対からなる群より選ばれる少なくとも１
種のオリゴヌクレオチド対を用いてネオサルトリア属真菌の種レベルでの同定を行う工程
を含む、ネオサルトリア属真菌の検出方法に関する。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号２に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｃ）配列番号３に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号３に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｄ）配列番号４に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号４に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｅ）配列番号５に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号５に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｆ）配列番号６に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号６に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｇ）配列番号７に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号７に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｈ）配列番号８に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号８に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｉ）配列番号９に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号９に記
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載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｊ）配列番号１０に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１０
に記載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されて
おりかつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
【００１０】
　また、本発明は、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオ
チド対、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前
記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｇ）及
び（ｈ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに前記（ｉ）及び（
ｊ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対からなる群より選ばれる少なく
とも１種のオリゴヌクレオチド対を用いて、下記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列で
表される核酸の存在を確認する、ネオサルトリア属真菌の検出方法に関する。
（ｋ）配列番号１１に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｌ）配列番号１１に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつネオサルトリア・グラブラの種レベルでの検出に使用できる塩基配列
、又はその相補配列
（ｍ）配列番号１２に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｎ）配列番号１２に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつネオサルトリア・ヒラツカエの種レベルでの検出に使用できる塩基配
列、又はその相補配列
（ｏ）配列番号１３に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｐ）配列番号１３に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつネオサルトリア・シュードフィシェリの種レベルでの検出に使用でき
る塩基配列、又はその相補配列
（ｑ）配列番号１４に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｒ）配列番号１４に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつネオサルトリア・フィシェリの種レベルでの検出に使用できる塩基配
列、又はその相補配列
（ｓ）配列番号１５に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｔ）配列番号１５に記載の塩基配列において１又は数個の塩基が欠失、置換、挿入又は
付加されておりかつネオサルトリア・スピノサの種レベルでの検出に使用できる塩基配列
、又はその相補配列
【００１１】
　また、本発明は、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチド、前記（ｃ）及び（ｄ）
のオリゴヌクレオチド、前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチド、前記（ｇ）及び（
ｈ）のオリゴヌクレオチド、又は前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなる、
オリゴヌクレオチド対に関する。
【００１２】
　また、本発明は、前記（ａ）～（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなる群より選ばれるオ
リゴヌクレオチドに関する。
【００１３】
　また、本発明は、前記オリゴヌクレオチド又はオリゴヌクレオチド対を含むネオサルト
リア属真菌検出キットに関する。
【発明の効果】
【００１４】
　本発明の検出方法は、飲食品の汚染事故の主な原因菌の１つであるネオサルトリア属真
菌を種レベルでかつ迅速に検出することができる。また、本発明オリゴヌクレオチド、オ
リゴヌクレオチド対及び検出キットは、前記方法に好適に適用することができる。
【図面の簡単な説明】
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【００１５】
【図１】ネオサルトリア・グラブラ及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルトリ
ア・フィシェリのアナモルフ（無性世代）に形態学的に極めて類似したアスペルギルス・
フミガタス（Aspergillus　fumigatus）を含む）のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配
列、並びにネオサルトリア・グラブラのβ－チューブリン遺伝子の塩基配列における前記
（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す図である。
【図２】ネオサルトリア・ヒラツカエ及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルト
リア・フィシェリのアナモルフ（無性世代）に形態学的に極めて類似したアスペルギルス
・フミガタスを含む）のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサルトリア
・ヒラツカエのβ－チューブリン遺伝子の塩基配列における前記（ｃ）及び（ｄ）のオリ
ゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す図である。
【図３】ネオサルトリア・シュードフィシェリ及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネ
オサルトリア・フィシェリのアナモルフ（無性世代）に形態学的に極めて類似したアスペ
ルギルス・フミガタスを含む）のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサル
トリア・シュードフィシェリのカルモジュリン遺伝子の塩基配列における前記（ｅ）及び
（ｆ）のオリゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す図である。
【図４】ネオサルトリア・フィシェリ及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルト
リア・フィシェリのアナモルフ（無性世代）に形態学的に極めて類似したアスペルギルス
・フミガタスを含む）のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサルトリア・
フィシェリのカルモジュリン遺伝子の塩基配列における前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌ
クレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す図である。
【図５】ネオサルトリア・スピノサ及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルトリ
ア・フィシェリのアナモルフ（無性世代）に形態学的に極めて類似したアスペルギルス・
フミガタス及びその類縁菌を含む）のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオ
サルトリア・スピノサのカルモジュリン遺伝子の塩基配列における前記（ｉ）及び（ｊ）
のオリゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す図である。
【図６】実施例における、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅し
たＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【図７】実施例における、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅し
たＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【図８】実施例における、前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅し
たＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【図９】実施例における、前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅し
たＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【図１０】実施例における、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅
したＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【図１１】実施例における、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅
したＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【図１２】実施例における、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチド対を用いて増幅
したＰＣＲ産物の電気泳動図である。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本発明は、ネオサルトリア（Neosartorya）属真菌のβ－チューブリン遺伝子又はカル
モジュリン遺伝子の特定の部分塩基配列、すなわち本遺伝子に存在するネオサルトリア属
真菌の種にそれぞれ特異的な塩基配列部位（可変部位）にストリンジェントな条件でハイ
ブリダイズ可能なオリゴヌクレオチド対を用いてネオサルトリア属真菌の検出を行い、ネ
オサルトリア属真菌を種レベルで特異的に識別・検出する方法である。ここで、「可変部
位」とは、β－チューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子中で塩基変異が蓄積しやす
い部位であり、この部位の塩基配列はネオサルトリア属真菌の種の間で大きく異なる。
　本明細書において、「β－チューブリン」とは微小管を構成するタンパク質であり、「
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β－チューブリン遺伝子」とは、β－チューブリンをコードする遺伝子である。また、「
カルモジュリン」とは真核生物に広く分布するカルシウム結合タンパク質の１種で、カル
シウムがカルモジュリンに結合することによりカルモジュリンキナーゼ、カルシニューリ
ン等の酵素の活性を制御するタンパク質であり、「カルモジュリン遺伝子」とは、カルモ
ジュリンをコードする遺伝子である。
【００１７】
　本発明における「ネオサルトリア属真菌」とは、マユハキタケ科（Trichocomaceae）に
属する不整子嚢菌類を意味する。ネオサルトリア属真菌は、７５℃、３０分間の加熱処理
後であっても生存可能な子嚢胞子を形成する耐熱性菌類である。
　また、「ネオサルトリア・グラブラ」とはネオサルトリア属真菌の１種であり、子嚢胞
子のレンズ面に微細な突起を有し、２枚の赤道面の帯状隆起が離れ、その間の溝に微細な
突起が２列平行に並ぶ形態を有する菌種である。ネオサルトリア・グラブラは、果汁飲料
、焼き菓子などの汚染事故の原因菌として知られている。
　また、「ネオサルトリア・ヒラツカエ」とはネオサルトリア属真菌の１種であり、子嚢
胞子が大型で、レンズ面が微細な網目構造を有し、２枚の赤道面の帯状隆起の幅が狭く互
いに密着する形態を有する菌種である。ネオサルトリア・ヒラツカエは、果汁ゼリー、野
菜飲料などの汚染事故の原因菌として知られている。
　また、「ネオサルトリア・シュードフィシェリ」とはネオサルトリア属真菌の１種であ
り、子嚢胞子が大型で、レンズ面に三角形と短い筋状の突起を有し、２枚の赤道面の帯状
隆起がある形態を有する菌種である。ネオサルトリア・シュードフィシェリは、飲料、缶
詰などの汚染事故の原因菌として知られている。
　また、「ネオサルトリア・フィシェリ」とはネオサルトリア属真菌の１種であり、子嚢
胞子のレンズ面が網目構造であり、２枚の赤道面の帯状面隆起がほぼ密着する形態を有す
る菌種である。ネオサルトリア・フィシェリは、缶詰、ゼリーなどの汚染事故の原因菌と
して知られている。
　また、「ネオサルトリア・スピノサ」とはネオサルトリア属真菌の１種であり、子嚢胞
子のレンズ面に刺状突起を有し、２枚の赤道面の帯状隆起がある形態の菌種である。ネオ
サルトリア・スピノサは、果汁飲料、缶詰などの汚染事故の原因菌として知られている。
【００１８】
　ネオサルトリア属真菌に限らず、真菌全般として、一般的に形態学的に別種に分類可能
であっても、遺伝子レベルで識別することが困難な場合がある。例えば、前記ネオサルト
リア・スピノサに極めて類縁な菌種として、ネオサルトリア・コレアナ（Neosartorya　c
oreana）、ネオサルトリア・ラシニオサ（Neosartorya　lacinosa）及びネオサルトリア
・パウリステンシス（Neosartorya　paulistensis）が存在する。これらの菌種は別種と
して報告されることもあるが、形態学的な違いがほとんど存在しない。さらには、系統分
類の指標に用いられる遺伝子の相同性が極めて高く、遺伝子レベルでこれらの菌種を識別
することが難しい。真菌の分類は、まず、形態的特徴によって菌種が提案される。したが
って、培養条件等によって形態が変化した場合、本来は同一の菌種であるものが新種とし
て提案されることがある。さらに、真菌は、細菌と比較して同物異名（１つの菌種が複数
の学名をもつこと）が多いことも知られている。したがって、ネオサルトリア属真菌につ
いて、別種として提案された菌種間でも、実際は同種である場合が存在する。よって、そ
れらの菌種は耐熱性等食品での危害性も同等であると考えられるとともに、同物異名であ
る可能性も否定できない。
　上記観点から、形態学的観点からは別種として分類されていても遺伝子レベルが同一の
菌種について、本発明では同一の種として扱う。具体例を挙げて説明すると、ネオサルト
リア・スピノサ、ネオサルトリア・コレアナ、ネオサルトリア・ラシニオサ及びネオサル
トリア・パウリステンシスは別種として提案されることもあるが、形態学的だけではなく
、下記表１に示すように遺伝学的にも極めて類縁性が高いため、本発明では同一の種とし
て扱われる。すなわち、本明細書において、「ネオサルトリア・スピノサ」には、遺伝子
レベルが同一であるネオサルトリア・コレアナ、ネオサルトリア・ラシニオサ及びネオサ
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ルトリア・パウリステンシスを含むものである。なお、本明細書において「遺伝子レベル
が同一」とは、遺伝的進化速度が速い複数の遺伝子（例えば、β－チューブリン遺伝子、
カルモジュリン遺伝子、アクチン遺伝子等）の塩基配列の相同性を比較して、９７%以上
（好ましくは９８％以上、より好ましくは９９％以上）の相同性を有することを意味する
。塩基配列の相同性については、Lipman-Pearson法(Science，227，1435，1985等参照)等
によって計算される。具体的には、遺伝情報処理ソフトウェアGenetyx-Win(ソフトウェア
開発製)のホモロジー解析(Search　homology)プログラムを用いて、パラメーターであるU
nit　size　to　compare(ktup)を２として解析を行うことにより算出することができる。
【００１９】
【表１】

【００２０】
　なお、本明細書において、「ストリンジェントな条件」としては、例えばMolecular　C
loning－A　LABORATORY　MANUAL　THIRD　EDITION［Joseph　Sambrook，David　W．Russe
ll.，Cold　Spring　Harbor　Laboratory　Press］記載の方法が挙げられ、例えば、６×
ＳＳＣ（１×ＳＳＣの組成：０.１５Ｍ塩化ナトリウム、０．０１５Ｍクエン酸ナトリウ
ム、pH７．０）、０．５％ＳＤＳ、５×デンハート及び１００ｍｇ／ｍＬニシン精子ＤＮ
Ａを含む溶液にプローブとともに６５℃で８～１６時間恒温し、ハイブリダイズさせる条
件が挙げられる。
【００２１】
　本発明の検出方法は、ネオサルトリア属真菌のβ－チューブリン遺伝子又はカルモジュ
リン遺伝子中の可変部位に対応する核酸で表されるオリゴヌクレオチド対を用いることを
特徴とする。
　発明者等は、図１～５に示すように、ネオサルトリア属を含めた種々の真菌類のβ－チ
ューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子の塩基配列を決定し、真菌種間での遺伝的距
離と塩基配列の相同性の解析を行った。すなわち、シークエンシング法により各真菌のβ
チューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子の塩基配列を決定し、アライメント解析に
より一致する塩基領域の検討を行った。その結果、β－チューブリン遺伝子又はカルモジ
ュリン遺伝子中に同一の種内では保存性が高いが異なる種間で塩基配列の保存性が低く、
種によって固有の塩基配列を有する可変部位を見い出した。この可変部位においてネオサ
ルトリア属真菌は種固有の塩基配列を有している。そのため、当該領域はネオサルトリア
属真菌を種レベルで識別・同定するための遺伝学的な指標として有用である。
【００２２】
　本発明の検出方法は、下記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌク
レオチド対、下記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対
、下記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、下記（ｇ
）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに下記（ｉ）及
び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対からなる群より選ばれる少
なくとも１種のオリゴヌクレオチド対を用いる。
（ａ）配列番号１に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｂ）配列番号２に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号２に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
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かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｃ）配列番号３に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号３に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｄ）配列番号４に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号４に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｅ）配列番号５に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号５に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｆ）配列番号６に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号６に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｇ）配列番号７に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号７に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｈ）配列番号８に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号８に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｉ）配列番号９に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号９に記
載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されており
かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
（ｊ）配列番号１０に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド、又は配列番号１０
に記載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換、挿入若しくは付加されて
おりかつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレオチド
【００２３】
　ネオサルトリア属真菌の１種である、ネオサルトリア・グラブラのβ－チューブリン遺
伝子の可変部位を図１及び配列番号１１に記載の塩基配列に基づき説明する。なお、配列
番号１１に記載の塩基配列は、ネオサルトリア・グラブラCBS　111.55T株のβ－チューブ
リン遺伝子の部分塩基配列を示す。また、図１は、ネオサルトリア・グラブラCBS　111.5
5T株及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルトリア・ニシムラエ　CBS　116047
株、ネオサルトリア・オーストラレンシス　CBS　112.55T株、ネオサルトリア・フェネリ
アエ　CBS　598.74T株、ネオサルトリア・ヒラツカエNHL　3008T株、ネオサルトリア・ウ
ダガワエ　CBM-FA-0702T株、ネオサルトリア・コレアナ　KACC　41659T株、ネオサルトリ
ア・パウリステンシス　CBM-FA-0690T株、ネオサルトリア・ラシニオサ　KACC　41657T株
、ネオサルトリア・スピノサ　CBS　483.65T株、ネオサルトリア・フィシェリ　CBS　544
.65T株、ネオサルトリア・フィシェリのアナモルフに形態学的に極めて類似したアスペル
ギルス・フミガタス　IAM　13869　ex　type株及びネオサルトリア・シュードフィシェリ
　CBS　208.92T株）のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサルトリア・
グラブラのβ－チューブリン遺伝子の塩基配列における前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌ
クレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す。
　前記（ａ）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Ngl_F1ともいう）及び前記（ｂ
）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Ngl_R1ともいう）はそれぞれ、図１に示す
ように、配列番号１１に記載の塩基配列のうち８１位～１０２位までの領域及び３１８位
～３４０位までの領域にストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能なオリゴヌクレオ
チドである。これらの領域は種間での塩基配列の保存性が低い可変領域であり、ネオサル
トリア・グラブラとその他の種間での塩基配列の保存性が特に低い領域であること、これ
らの領域の塩基配列はネオサルトリア・グラブラが固有に有する塩基配列であること、を
本発明者らが見出した。したがって、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドを用い
て、ネオサルトリア・グラブラを種レベルで特異的に識別・同定することができる。具体
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的には、本領域にポリメラーゼによるＤＮＡの伸長方向であるプライマーの３’末端５塩
基以上がハイブリダイズするように設計すればネオサルトリア・グラブラに特異的なプラ
イマーに用いることが可能であり、それらのプライマーを用いたポリメラーゼ連鎖反応（
ＰＣＲ）法による同定が可能となる。また、本領域を１０塩基以上ハイブリダイズするよ
うに設計したプローブは、ネオサルトリア・グラブラのβ－チューブリン遺伝子と特異的
にハイブリダイズするため、ハイブリダイズの有無によりネオサルトリア・グラブラを同
定することが可能となる。
【００２４】
　本発明において、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドを用いて、下記（ｋ）及
び／又は（ｌ）の塩基配列で表される核酸（好ましくは、前記可変部位）の存在を確認す
ることが好ましい。
（ｋ）配列番号１１に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｌ）配列番号１１に記載の塩基配列において１又は数個（好ましくは１～２５個、より
好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～１５個、特に好ましくは１～１０個、最も
好ましくは１～５個）の塩基が欠失、置換、挿入又は付加されておりかつネオサルトリア
・グラブラの種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配列
【００２５】
　ネオサルトリア属真菌の１種である、ネオサルトリア・ヒラツカエのβ－チューブリン
遺伝子の可変部位を図２及び配列番号１２に記載の塩基配列に基づき説明する。なお、配
列番号１２に記載の塩基配列は、ネオサルトリア・ヒラツカエ　NHL　3008T株のβ－チュ
ーブリン遺伝子の部分塩基配列を示す。また、図２は、ネオサルトリア・ヒラツカエ　NH
L　3008T株及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルトリア・オーストラレンシス
　CBS　112.55T株、ネオサルトリア・フェネリアエ　CBS　598.74T株、ネオサルトリア・
グラブラ　CBS　111.55T株、ネオサルトリア・ニシムラエ　CBS　116047株、ネオサルト
リア・ウダガワエ　CBM-FA-0702T株、ネオサルトリア・コレアナ　KACC　41659T株、ネオ
サルトリア・パウリステンシス　CBM-FA-0690T株、ネオサルトリア・ラシニオサ　KACC　
41657T株、ネオサルトリア・スピノサ　CBS　483.65T株、ネオサルトリア・フィシェリ　
CBS　544.65T株、ネオサルトリア・フィシェリのアナモルフに形態学的に極めて類似した
アスペルギルス・フミガタス　IAM　13869　ex　type株及びネオサルトリア・シュードフ
ィシェリ　CBS　208.92T株）のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサル
トリア・ヒラツカエのβ－チューブリン遺伝子の塩基配列における前記（ｃ）及び（ｄ）
のオリゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す。
　前記（ｃ）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Nhi_F1ともいう）及び前記（ｄ
）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Nhi_R1ともいう）はそれぞれ、図２に示す
ように、配列番号１２に記載の塩基配列のうち２８位～５１位までの領域及び３１１位～
３３６位までの領域にストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能なオリゴヌクレオチ
ドである。これらの領域は種間での塩基配列の保存性が低い可変領域であり、ネオサルト
リア・ヒラツカエとその他の種間での塩基配列の保存性が特に低い領域であること、これ
らの領域の塩基配列はネオサルトリア・ヒラツカエが固有に有する塩基配列であること、
を本発明者らが見出した。したがって、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドを用
いて、ネオサルトリア・ヒラツカエを種レベルで特異的に識別・同定することができる。
具体的には、本領域にポリメラーゼによるＤＮＡの伸長方向であるプライマーの３’末端
５塩基以上がハイブリダイズするように設計すればネオサルトリア・ヒラツカエに特異的
なプライマーに用いることが可能であり、それらのプライマーを用いたＰＣＲによる同定
が可能となる。また、本領域を１０塩基以上ハイブリダイズするように設計したプローブ
は、ネオサルトリア・ヒラツカエのβ－チューブリン遺伝子と特異的にハイブリダイズす
るため、ハイブリダイズの有無によりネオサルトリア・ヒラツカエを同定することが可能
となる。
【００２６】
　本発明において、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドを用いて、下記（ｍ）及
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び／又は（ｎ）の塩基配列で表される核酸（好ましくは、前記可変部位）の存在を確認す
ることが好ましい。
（ｍ）配列番号１２に記載のβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｎ）配列番号１２に記載の塩基配列において１又は数個（好ましくは１～２５個、より
好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～１５個、特に好ましくは１～１０個、最も
好ましくは１～５個）の塩基が欠失、置換、挿入又は付加されておりかつネオサルトリア
・ヒラツカエの種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配列
【００２７】
　ネオサルトリア属真菌の１種である、ネオサルトリア・シュードフィシェリのカルモジ
ュリン遺伝子の可変部位を図３及び配列番号１３に記載の塩基配列に基づき説明する。な
お、配列番号１３に記載の塩基配列は、ネオサルトリア・シュードフィシェリ　CBS　208
.92T株のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列を示す。また、図３は、ネオサルトリア・
シュードフィシェリ　CBS　208.92T株及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルト
リア・オーストラレンシス　CBS　112.55T株、ネオサルトリア・ヒラツカエ　NHL　3008T
株、ネオサルトリア・フェネリアエ　CBS　598.74T株、ネオサルトリア・グラブラ　CBS
　111.55T株、ネオサルトリア・ニシムラエ　CBS　116047株、ネオサルトリア・ウダガワ
エ　CBM-FA-0702T株、ネオサルトリア・コレアナ　KACC　41659T株、ネオサルトリア・パ
ウリステンシス　CBM-FA-0690T株、ネオサルトリア・ラシニオサ　KACC　41657T株、ネオ
サルトリア・スピノサ　CBS　483.65T株、ネオサルトリア・フィシェリのアナモルフに形
態学的に極めて類似したアスペルギルス・フミガタス　IAM　13869　ex　type株、及びネ
オサルトリア・フィシェリ　CBS　544.65T株）のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列、
並びにネオサルトリア・シュードフィシェリのカルモジュリン遺伝子の塩基配列における
前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す。
　前記（ｅ）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Npf_F2ともいう）及び前記（ｆ
）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Npf_R2ともいう）はそれぞれ、図３に示す
ように、配列番号１３に記載の塩基配列のうち１３８位～１５８位までの領域及び３８２
位～４０５位までの領域にストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能なオリゴヌクレ
オチドである。これらの領域は種間での塩基配列の保存性が低い可変領域であり、ネオサ
ルトリア・シュードフィシェリとその他の種間での塩基配列の保存性が特に低い領域であ
ること、これらの領域の塩基配列はネオサルトリア・シュードフィシェリが固有に有する
塩基配列であること、を本発明者らが見出した。したがって、前記（ｅ）及び（ｆ）のオ
リゴヌクレオチドを用いて、ネオサルトリア・シュードフィシェリを種レベルで特異的に
識別・同定することができる。具体的には、本領域にポリメラーゼによるＤＮＡの伸長方
向であるプライマーの３’末端５塩基以上がハイブリダイズするように設計すればネオサ
ルトリア・シュードフィシェリに特異的なプライマーに用いることが可能であり、それら
のプライマーを用いたＰＣＲによる同定が可能となる。また、本領域を１０塩基以上ハイ
ブリダイズするように設計したプローブは、ネオサルトリア・シュードフィシェリのカル
モジュリン遺伝子と特異的にハイブリダイズするため、ハイブリダイズの有無によりネオ
サルトリア・シュードフィシェリを同定することが可能となる。
【００２８】
　本発明において、前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドを用いて、下記（ｏ）及
び／又は（ｐ）の塩基配列で表される核酸（好ましくは、前記可変部位）の存在を確認す
ることが好ましい。
（ｏ）配列番号１３に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｐ）配列番号１３に記載の塩基配列において１又は数個（好ましくは１～２５個、より
好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～１５個、特に好ましくは１～１０個、最も
好ましくは１～５個）の塩基が欠失、置換、挿入又は付加されておりかつネオサルトリア
・シュードフィシェリの種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配列
【００２９】
　ネオサルトリア属真菌の１種である、ネオサルトリア・フィシェリのカルモジュリン遺
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伝子の可変部位を図４及び配列番号１４に記載の塩基配列に基づき説明する。なお、配列
番号１４に記載の塩基配列は、ネオサルトリア・フィシェリ　CBS　544.65T株のカルモジ
ュリン遺伝子の部分塩基配列を示す。また、図４は、ネオサルトリア・フィシェリ　CBS
　544.65T株及びその他のネオサルトリア属真菌類（ネオサルトリア・フィシェリのアナ
モルフに形態学的に極めて類似したアスペルギルス・フミガタス　IAM　13869　ex　type
株、ネオサルトリア・オーストラレンシス　CBS　112.55T株、ネオサルトリア・ヒラツカ
エ　NHL　3008T株、ネオサルトリア・フェネリアエ　CBS　598.74T株、ネオサルトリア・
グラブラ　CBS　111.55T株、ネオサルトリア・ニシムラエ　CBS　116047株、ネオサルト
リア・ウダガワエ　CBM-FA-0702T株、ネオサルトリア・コレアナ　KACC　41659T株、ネオ
サルトリア・パウリステンシス　CBM-FA-0690T株、ネオサルトリア・ラシニオサ　KACC　
41657T株、ネオサルトリア・スピノサ　CBS　483.65T株、及びネオサルトリア・シュード
フィシェリ　CBS　208.92T株）のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサル
トリア・フィシェリのカルモジュリン遺伝子の塩基配列における前記（ｇ）及び（ｈ）の
オリゴヌクレオチドが認識する塩基配列の位置関係を示す。
　前記（ｇ）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Nfi_F3ともいう）及び前記（ｈ
）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Nfi_R3ともいう）はそれぞれ、図４に示す
ように、配列番号１４に記載の塩基配列のうち２４位～４６位までの領域及び３６３位～
３８５位までの領域にストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能なオリゴヌクレオチ
ドである。これらの領域は種間での塩基配列の保存性が低い可変領域であり、ネオサルト
リア・フィシェリとその他の種間での塩基配列の保存性が特に低い領域であること、これ
らの領域の塩基配列はネオサルトリア・フィシェリが固有に有する塩基配列であること、
を本発明者らが見出した。したがって、前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドを用
いて、ネオサルトリア・フィシェリを種レベルで特異的に識別・同定することができる。
具体的には、本領域にポリメラーゼによるＤＮＡの伸長方向であるプライマーの３’末端
５塩基以上がハイブリダイズするように設計すればネオサルトリア・フィシェリに特異的
なプライマーに用いることが可能であり、それらのプライマーを用いたＰＣＲによる同定
が可能となる。また、本領域を１０塩基以上ハイブリダイズするように設計したプローブ
は、ネオサルトリア・フィシェリのカルモジュリン遺伝子と特異的にハイブリダイズする
ため、ハイブリダイズの有無によりネオサルトリア・フィシェリを同定することが可能と
なる。
【００３０】
　本発明において、前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドを用いて、下記（ｑ）及
び／又は（ｒ）の塩基配列で表される核酸（好ましくは、前記可変部位）の存在を確認す
ることが好ましい。
（ｑ）配列番号１４に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｒ）配列番号１４に記載の塩基配列において１又は数個（好ましくは１～２５個、より
好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～１５個、特に好ましくは１～１０個、最も
好ましくは１～５個）の塩基が欠失、置換、挿入又は付加されておりかつネオサルトリア
・フィシェリの種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配列
【００３１】
　ネオサルトリア属真菌の１種である、ネオサルトリア・スピノサのカルモジュリン遺伝
子の可変部位を図５及び配列番号１５に記載の塩基配列に基づき説明する。なお、配列番
号１５に記載の塩基配列は、ネオサルトリア・スピノサCBS　483.65T株のカルモジュリン
遺伝子の部分塩基配列を示す。また、図５は、ネオサルトリア・スピノサCBS　483.65T株
、本発明においてネオサルトリア・スピノサと同一菌種として扱うネオサルトリア・コレ
アナ（KACC　41659T株）、ネオサルトリア・ラシニオサ（KACC　41657T株）及びネオサル
トリア・パウリステンシス（CBM-FA-0690T株）並びにその他のネオサルトリア属真菌類（
ネオサルトリア・アウレオラ（Neosartorya　aureola）CBS　105.55T株、ネオサルトリア
・ウダガワエCBM-FA-0702T株及びネオサルトリア・フィシェリCBS　544.65T株、並びにネ
オサルトリア・フィシェリのアナモルフに形態学的に極めて類似したアスペルギルス・フ
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ミガタス　IAM　13869　ex　type株及びその類縁菌（アスペルギルス・ビリジニュータン
ス（Aspergillus　viridinutans）CBS　127.56T株、アスペルギルス・ノボフミガタス（A
spergillus　novofumigatus）ITB　16806T株、アスペルギルス・フミシネマタス（Asperg
illus　fumisynnematus）IFM　42277T株、アスペルギルス・レンタス（Aspergillus　len
tulus）FH5T株））のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列、並びにネオサルトリア・ス
ピノサのカルモジュリン遺伝子の塩基配列における前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレ
オチドが認識する塩基配列の位置関係を示す。
　前記（ｉ）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Nspc_1Fともいう）及び前記（
ｊ）のオリゴヌクレオチド（本明細書において、Nspc_1Rともいう）はそれぞれ、図５に
示すように、配列番号１５に記載の塩基配列のうち１０５位～１２４位までの領域及び３
３６位～３５５位までの領域にストリンジェントな条件でハイブリダイズ可能なオリゴヌ
クレオチドである。これらの領域は種間での塩基配列の保存性が低い可変領域であり、ネ
オサルトリア・スピノサとその他の種間での塩基配列の保存性が特に低い領域であること
、これらの領域の塩基配列はネオサルトリア・スピノサが固有に有する塩基配列であるこ
と、を本発明者らが見出した。したがって、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチド
を用いて、ネオサルトリア・スピノサを種レベルで特異的に識別・同定することができる
。具体的には、本領域にポリメラーゼによるＤＮＡの伸長方向であるプライマーの３’末
端５塩基以上がハイブリダイズするように設計すればネオサルトリア・スピノサに特異的
なプライマーに用いることが可能であり、それらのプライマーを用いたＰＣＲによる同定
が可能となる。また、本領域を１０塩基以上ハイブリダイズするように設計したプローブ
は、ネオサルトリア・スピノサのカルモジュリン遺伝子と特異的にハイブリダイズするた
め、ハイブリダイズの有無によりネネオサルトリア・スピノサを同定することが可能とな
る。
【００３２】
　本発明において、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドを用いて、下記（ｓ）及
び／又は（ｔ）の塩基配列で表される核酸（好ましくは、前記可変部位）の存在を確認す
ることが好ましい。
（ｓ）配列番号１５に記載のカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列又はその相補配列
（ｔ）配列番号１５に記載の塩基配列において１又は数個（好ましくは１～２５個、より
好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～１５個、特に好ましくは１～１０個、最も
好ましくは１～５個）の塩基が欠失、置換、挿入又は付加されておりかつネオサルトリア
・スピノサの種レベルでの検出に使用できる塩基配列、又はその相補配列
【００３３】
　本発明の検出方法に用いる前記オリゴヌクレオチド（ａ）～（ｊ）は、配列番号１～１
０のいずれかに記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドが好ましい。また、本発明
の検出方法に用いるオリゴヌクレオチドは、配列番号１～１０のいずれかに記載の塩基配
列に対して７０％以上の相同性を有する塩基配列又はその相補配列で表されるオリゴヌク
レオチドであってもよく、相同性が８０％以上であることがさらに好ましく、相同性が８
５％以上であることがさらに好ましく、相同性が９０％以上であることがさらに好ましく
、相同性が９５％以上であることが特に好ましい。また、本発明で用いることができるオ
リゴヌクレオチドには、配列番号１～１０のいずれかに記載の塩基配列において１又は数
個、好ましくは１から５個、より好ましくは１から４個、さらに好ましくは１から３個、
よりさらに好ましくは１から２個、特に好ましくは１個の塩基の欠失、置換、挿入又は付
加されており、かつネオサルトリア属真菌の種レベルでの検出に使用できるオリゴヌクレ
オチドも包含される。また、配列番号１～１０のいずれかに記載の塩基配列に、適当な塩
基配列を付加してもよい。
　塩基配列の相同性については、Lipman-Pearson法（Science，227，1435，1985）等によ
って計算される。具体的には、遺伝情報処理ソフトウェアGenetyx-Win（ソフトウェア開
発製）のホモロジー解析（Search　homology）プログラムを用いて、パラメーターである
Unit　size　to　compare（ktup）を２として解析を行うことにより算出することができ
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る。
【００３４】
　前記オリゴヌクレオチドの結合様式は、天然の核酸に存在するホスホジエステル結合だ
けでなく、例えばホスホロアミデート結合、ホスホロチオエート結合等であってもよい。
【００３５】
　前記オリゴヌクレオチドは、例えばＤＮＡ自動合成機等を用いた化学合成等の通常の合
成方法により調製することができる。また、ネオサルトリア属真菌の遺伝子から制限酵素
等を用いて直接切り出したり、また遺伝子をクローニングして単離精製した後、制限酵素
などを用いて切り出して調製することも可能である。操作の容易さ、大量かつ安価に一定
品質のオリゴヌクレオチドを得られる点から化学合成により調製するのが好ましい。
【００３６】
　前記オリゴヌクレオチド対を用いてネオサルトリア属真菌のβ－チューブリン遺伝子及
び／又はカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列の存在を確認し、ネオサルトリア属真菌を
種レベルで同定する方法として特に制限はなく、シークエンシング法、ハイブリダイゼン
ション法、ＰＣＲ法、ＬＡＭＰ法など通常用いられる遺伝子工学的手法で行うことができ
る。
【００３７】
　本発明の検出用オリゴヌクレオチドは、核酸プライマー及び核酸プローブとして用いる
ことができる。
【００３８】
　核酸プローブは、前記オリゴヌクレオチドを標識物によって標識化することで調製する
ことができる。前記標識物としては特に制限されず、放射性物質や酵素、蛍光物質、発光
物質、抗原、ハプテン、酵素基質、不溶性担体などの通常の標識物を用いることができる
。標識方法は、末端標識でも、配列の途中に標識してもよく、また、糖、リン酸基、塩基
部分への標識であってもよい。かかる標識の検出手段としては、例えば核酸プローブが放
射性同位元素で標識されている場合にはオートラジオグラフィー等、蛍光物質で標識され
ている場合には蛍光顕微鏡等、化学発光物質で標識されている場合には感光フィルムを用
いた解析やＣＣＤカメラを用いたデジタル解析等が挙げられる。かかる標識の検出手段と
しては、例えば核酸プローブが放射性同位元素で標識されている場合にはオートラジオグ
ラフィー等、蛍光物質で標識されている場合には蛍光顕微鏡等、化学発光物質で標識され
ている場合には感光フィルムを用いた解析やＣＣＤカメラを用いたデジタル解析等が挙げ
られる。このようにして標識化されたオリゴヌクレオチドを、通常の方法により検査対象
物から抽出された核酸とストリンジェントな条件下でハイブリダイズさせた後、ハイブリ
ダイズした検出用オリゴヌクレオチドの標識を測定することでネオサルトリア属真菌を検
出することができる。核酸とハイブリダイズした核酸プローブの標識を測定する方法とし
ては、通常の方法（ＦＩＳＨ法、ドットブロット法、サザンブロット法、ノーザンブロッ
ト法等）を用いることができる。
　また、前記オリゴヌクレオチドは、固相担体に結合させて捕捉プローブとして用いるこ
ともできる。この場合、捕捉プローブと、標識核酸プローブの組み合わせでサンドイッチ
アッセイを行うこともできるし、標的核酸を標識して捕捉することもできる。
【００３９】
　本発明の検出方法において、ネオサルトリア属真菌を種レベルで検出するために、前記
（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｃ）及び
（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｅ）及び（ｆ）のオ
リゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレ
オチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに／又は前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌク
レオチドからなるオリゴヌクレオチド対を核酸プローブとして用いたハイブリダイゼーシ
ョンを行うことが好ましい。ネオサルトリア・グラブラを検出するためには、前記（ａ）
及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対を核酸プローブとして用
いるのが好ましい。ネオサルトリア・ヒラツカエを検出するためには、前記（ｃ）及び（
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ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対を核酸プローブとして用いるの
が好ましい。ネオサルトリア・シュードフィシェリを検出するためには、前記（ｅ）及び
（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対を核酸プローブとして用いる
のが好ましい。ネオサルトリア・フィシェリを検出するためには、前記（ｇ）及び（ｈ）
のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対を核酸プローブとして用いるのが好
ましい。ネオサルトリア・スピノサを検出するためには、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴ
ヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対を核酸プローブとして用いるのが好ましい。
【００４０】
　被検体中のネオサルトリア属真菌を種レベルで検出するためには、前記（ａ）及び（ｂ
）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴ
ヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチ
ドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドからなる
オリゴヌクレオチド対並びに前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴ
ヌクレオチド対からなる群より選ばれる少なくとも１種のオリゴヌクレオチド対を標識化
して核酸プローブとし、得られた核酸プローブをＤＮＡ又はＲＮＡとハイブリダイズさせ
、ハイブリダイズしたプローブの標識を適当な検出法により検出すればよい。上記核酸プ
ローブはネオサルトリア属真菌のβ－チューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子の可
変部位と特異的にハイブリダイズするので、被検体中のネオサルトリア属真菌を迅速かつ
簡便に種レベルで検出することができる。ＤＮＡ又はＲＮＡとハイブリダイズした核酸プ
ローブの標識を測定する方法としては、通常の方法（ＦＩＳＨ法、ドットブロット法、サ
ザンブロット法、ノーザンブロット法等）を用いることができる。
【００４１】
　本発明の検出方法において、ネオサルトリア属真菌の検出／同定を行うため、前記少な
くとも１種のオリゴヌクレオチド対を用いて、増幅産物の有無を確認することが好ましい
。ＤＮＡ断片を増幅する方法として特に制限はなく、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法
、ＬＣＲ（Ligase　Chain　Reaction）法、ＳＤＡ（Strand　Displacement　Amplificati
on）法、ＮＡＳＢＡ（Nucleic　Acid　Sequence-based　Amplification）法、ＲＣＡ（Ro
lling-circle　amplification）法、ＬＡＭＰ（Loop　mediated　isothermal　amplifica
tion）法など通常の方法を用いることができる。本発明においては、ＰＣＲ法を用いるの
が好ましい。
　本発明において、ＰＣＲ法により増幅反応を行いネオサルトリア属真菌の検出を行う場
合について詳しく説明する。
【００４２】
　本発明において、ネオサルトリア・グラブラを検出するためには、前記（ａ）及び（ｂ
）のオリゴヌクレオチド（好ましくは、配列番号１に記載の塩基配列で表されるオリゴヌ
クレオチド及び配列番号２に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド）をそれぞれ
核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行い、ネオサルトリア・グラブラのβ－チューブ
リン遺伝子の部分塩基配列（好ましくは、前記（ｋ）又は（ｌ）の塩基配列の一部）を増
幅し、増幅産物の有無を確認するのが好ましい。
　また、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対をネ
オサルトリア属真菌（具体的には、ネオサルトリア・グラブラ）検出用オリゴヌクレオチ
ド対とすることができる。
【００４３】
　本発明において、ネオサルトリア・ヒラツカエを検出するためには、前記（ｃ）及び（
ｄ）のオリゴヌクレオチド（好ましくは、配列番号３に記載の塩基配列で表されるオリゴ
ヌクレオチド及び配列番号４に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド）をそれぞ
れ核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行い、ネオサルトリア・ヒラツカエのβ－チュ
ーブリン遺伝子の部分塩基配列（好ましくは、前記（ｍ）又は（ｎ）の塩基配列の一部）
を増幅し、増幅産物の有無を確認するのが好ましい。
　また、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対をネ
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オサルトリア属真菌（具体的には、ネオサルトリア・ヒラツカエ）検出用オリゴヌクレオ
チド対とすることができる。
【００４４】
　本発明において、ネオサルトリア・シュードフィシェリを検出するためには、前記（ｅ
）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチド（好ましくは、配列番号５に記載の塩基配列で表され
るオリゴヌクレオチド及び配列番号６に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド）
をそれぞれ核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行い、ネオサルトリア・シュードフィ
シェリのカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列（好ましくは、前記（ｏ）又は（ｐ）の塩
基配列の一部）を増幅し、増幅産物の有無を確認するのが好ましい。
　前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対をネオサル
トリア属真菌（具体的には、ネオサルトリア・シュードフィシェリ）検出用オリゴヌクレ
オチド対とすることができる。
【００４５】
　本発明において、ネオサルトリア・フィシェリを検出するためには、前記（ｇ）及び（
ｈ）のオリゴヌクレオチド（好ましくは、配列番号７に記載の塩基配列で表されるオリゴ
ヌクレオチド及び配列番号８に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド）をそれぞ
れ核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行い、ネオサルトリア・フィシェリのカルモジ
ュリン遺伝子の部分塩基配列（好ましくは、前記（ｑ）又は（ｒ）の塩基配列の一部）を
増幅し、増幅産物の有無を確認するのが好ましい。
　前記（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対をネオサル
トリア属真菌（具体的には、ネオサルトリア・フィシェリ）検出用オリゴヌクレオチド対
とすることができる。
【００４６】
　本発明において、ネオサルトリア・スピノサを検出するためには、前記（ｉ）及び（ｊ
）のオリゴヌクレオチド（好ましくは、配列番号９に記載の塩基配列で表されるオリゴヌ
クレオチド及び配列番号１０に記載の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド）をそれぞ
れ核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行い、ネオサルトリア・スピノサのカルモジュ
リン遺伝子の部分塩基配列（好ましくは、前記（ｓ）又は（ｔ）の塩基配列の一部）を増
幅し、増幅産物の有無を確認するのが好ましい。
　前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対をネオサル
トリア属真菌（具体的には、ネオサルトリア・スピノサ）検出用オリゴヌクレオチド対と
することができる。
【００４７】
　ＰＣＲの条件は、目的のＤＮＡ断片を検出可能な程度に増幅することができれば特に制
限されない。
　例えば、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いてＰ
ＣＲ法を行う場合、２本鎖ＤＮＡを１本鎖にする熱変性反応を９５～９８℃で約５～６０
秒間行い、プライマー対を１本鎖ＤＮＡにハイブリダイズさせるアニーリング反応を５７
～６３℃で約５～６０秒間行い、ＤＮＡポリメラーゼを作用させる伸長反応を約７２℃で
約１０～１２０秒間行い、これらを１サイクルとしたものを約３０～３５サイクル行う。
また、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いてＰＣＲ
法を行う場合、２本鎖ＤＮＡを１本鎖にする熱変性反応を９５～９８℃で約５～６０秒間
行い、プライマー対を１本鎖ＤＮＡにハイブリダイズさせるアニーリング反応を５６～６
３℃で約５～６０秒間行い、ＤＮＡポリメラーゼを作用させる伸長反応を約７２℃で約１
０～６０秒間行い、これらを１サイクルとしたものを約３０～３５サイクル行う。また、
前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチド対を核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を
行う場合、２本鎖ＤＮＡを１本鎖にする熱変性反応を９５～９８℃で約５～６０秒間行い
、プライマー対を１本鎖ＤＮＡにハイブリダイズさせるアニーリング反応を５７～６３℃
で約５～６０秒間行い、ＤＮＡポリメラーゼを作用させる伸長反応を約７２℃で約１０～
６０秒間行い、これらを１サイクルとしたものを約３０～３５サイクル行う。また、前記



(22) JP 5820658 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

（ｇ）及び（ｈ）のオリゴヌクレオチド対を核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行う
場合、２本鎖ＤＮＡを１本鎖にする熱変性反応を９５～９８℃で約５～６０秒間行い、プ
ライマー対を１本鎖ＤＮＡにハイブリダイズさせるアニーリング反応を５７～６３℃で約
５～６０秒間行い、ＤＮＡポリメラーゼを作用させる伸長反応を約７２℃で約１０～６０
秒間行い、これらを１サイクルとしたものを約３０～３５サイクル行う。また、前記（ｉ
）及び（ｊ）オリゴヌクレオチド対を核酸プライマーとして用いてＰＣＲ法を行う場合、
２本鎖ＤＮＡを１本鎖にする熱変性反応を９５～９８℃で約５～６０秒間行い、プライマ
ー対を１本鎖ＤＮＡにハイブリダイズさせるアニーリング反応を５５～６１℃で約５～６
０秒間行い、ＤＮＡポリメラーゼを作用させる伸長反応を約７２℃で約１０～６０秒間行
い、これらを１サイクルとしたものを約３０～３５サイクル行う。
【００４８】
　本発明において、遺伝子断片の確認は通常の方法で行うことができる。例えば増幅産物
について電気泳動を行い増幅した遺伝子の大きさに対応するバンドの有無を確認する方法
、増幅産物量を経時的に計測する方法、増幅産物の塩基配列を解読する方法等が挙げられ
るが、本発明はこれらの方法に限定されるものではない。本発明においては、遺伝子増幅
処理後に電気泳動を行い、増幅した遺伝子の大きさに対応するバンドの有無を確認する方
法が好ましい。また、本発明において、増幅産物の検出は通常の方法で行うことができる
。例えば増幅反応時に放射性物質などで標識されたヌクレオチドを取り込ませる方法、蛍
光物質などで標識されたプライマーを用いる方法、増幅したＤＮＡ２本鎖の間にエチジウ
ムブロマイドなどのＤＮＡと結合することにより蛍光強度が強くなる蛍光物質を入り込ま
させる方法等が挙げられるが、本発明はこれらの方法に限定されるものではない。本発明
においては、増幅したＤＮＡ２本鎖の間にＤＮＡと結合することにより蛍光強度が強くな
る蛍光物質を入り込ませる方法が好ましい。
　検体に検出対象真菌が含まれる場合、本発明のオリゴヌクレオチド対をプライマーセッ
トとして使用してＰＣＲを行い、得られたＰＣＲ産物について電気泳動を行うと、特定の
サイズでＤＮＡ断片が確認される。具体的には、検体にネオサルトリア・グラブラが含ま
れる場合、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドを核酸プライマーとして用いて得
られたＰＣＲ産物の電気泳動を行うと、約２５０ｂｐのサイズでＤＮＡ断片が確認される
。検体にネオサルトリア・ヒラツカエが含まれる場合、前記（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌ
クレオチドを核酸プライマーとして用いて得られたＰＣＲ産物の電気泳動を行うと、約３
００ｂｐのサイズでＤＮＡ断片が確認される。検体にネオサルトリア・シュードフィシェ
リが含まれる場合、前記（ｅ）及び（ｆ）のオリゴヌクレオチド対を核酸プライマーとし
て用いて得られたＰＣＲ産物の電気泳動を行うと、約２５０ｂｐのサイズでＤＮＡ断片が
確認される。検体にネオサルトリア・フィシェリが含まれる場合、前記（ｇ）及び（ｈ）
のオリゴヌクレオチド対を核酸プライマーとして用いて得られたＰＣＲ産物の電気泳動を
行うと、約３５０ｂｐのサイズでＤＮＡ断片が確認される。検体にネオサルトリア・スピ
ノサが含まれる場合、前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴヌクレオチド対を核酸プライマーと
して用いて得られたＰＣＲ産物の電気泳動を行うと、約２５０ｂｐのサイズでＤＮＡ断片
が確認される。
　このような操作を行うことにより、検体に検出対象真菌が含まれているかを確認するこ
とができる。
【００４９】
　本発明において、ネオサルトリア属真菌の同定を行うために、前記オリゴヌクレオチド
対を用いて被検体のβ－チューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列を
決定し、該遺伝子の部分塩基配列が前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列に含まれる
か否かを確認することで、前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列で表される核酸の存
在を確認しネオサルトリア属真菌を種レベルで検出することもできる。すなわち、本発明
の検出方法は、被検体の有するβ－チューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子の部分
塩基配列を解析・決定し、決定した塩基配列と前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列
とを比較し、その一致又は相違に基づいて前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列で表
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される核酸の存在を確認しネオサルトリア属真菌の種レベルの同定を行うものである。例
えば、前記（ａ）及び（ｂ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記
（ｃ）及び（ｄ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｅ）及び
（ｆ）のオリゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、前記（ｇ）及び（ｈ）のオ
リゴヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対、並びに前記（ｉ）及び（ｊ）のオリゴ
ヌクレオチドからなるオリゴヌクレオチド対からなる群より選ばれる少なくとも１種のオ
リゴヌクレオチド対をプライマーとして用いてＰＣＲを行い、得られる増幅産物の塩基配
列と前記（ｋ）～（ｔ）のいずれかの塩基配列とを比較する。増幅産物の塩基配列が、前
記（ｋ）又は（ｌ）の塩基配列で表される核酸の一部として含まれていれば検体に含まれ
る微生物をネオサルトリア・グラブラと同定することができ、前記（ｍ）又は（ｎ）の塩
基配列で表される核酸の一部として含まれていれば検体に含まれる微生物をネオサルトリ
ア・ヒラツカエと同定することができ、前記（ｏ）又は（ｐ）の塩基配列で表される核酸
の一部として含まれていれば検体に含まれる微生物をネオサルトリア・シュードフィシェ
リと同定することができ、前記（ｑ）又は（ｒ）の塩基配列で表される核酸の一部として
含まれていれば検体に含まれる微生物をネオサルトリア・フィシェリと同定することがで
き、前記（ｓ）又は（ｔ）の塩基配列で表される核酸の一部として含まれていれば検体に
含まれる微生物をネオサルトリア・スピノサと同定することができる。
　塩基配列を解析・決定する方法としては特に限定されず、通常行われているＲＮＡ又は
ＤＮＡシークエンシングの手法を用いることができる。
　具体的には、マクサム－ギルバート法、サンガー法等の電気泳動法、質量分析法、ハイ
ブリダイゼーション法等が挙げられる。サンガー法においては、放射線標識法、蛍光標識
法等により、プライマー又は、ターミネーターを標識する方法が挙げられる。
【００５０】
　本発明において、増幅反応に用いられるプライマーは、設計した配列を基にして化学合
成したり、試薬メーカーから購入することができる。具体的には、オリゴヌクレオチド合
成装置等を用いて合成することができる。また、合成後、吸着カラム、高速液体クロマト
グラフィーや電気泳動法を用いて精製したものを用いることもできる。また、１ないし数
個の塩基が置換、欠失、挿入若しくは付加された塩基配列を有するオリゴヌクレオチドに
ついても、通常の方法を使用して合成できる。
【００５１】
　本発明において使用される検体としては特に制限はなく、飲食品自体、飲食品の原材料
、単離菌体、培養菌体等を用いることができる。
　検体からＤＮＡを調製する方法としては、ネオサルトリア属真菌の検出を行うのに十分
な精製度及び量のＤＮＡが得られるのであれば特に制限されず、未精製の状態でも使用で
きるが、さらに分離、抽出、濃縮、精製等の前処理をして使用することもできる。例えば
、フェノール及びクロロホルム抽出を行って精製したり、市販の抽出キットを用いて精製
して、核酸の純度を高めて使用することができる。また、被検体中のＲＮＡを逆転写して
得られるＤＮＡを用いることもできる。
【００５２】
　本発明のネオサルトリア属真菌検出用キットは、前記本発明の検出用オリゴヌクレオチ
ド又は検出用オリゴヌクレオチド対を核酸プローブ又は核酸プライマーとして含有するも
のである。本発明のキットは、前記核酸プローブ又は核酸プライマーの他に、目的に応じ
、標識検出物質、緩衝液、核酸合成酵素（ＤＮＡポリメラーゼ、ＲＮＡポリメラーゼ、逆
転写酵素等）、酵素基質（ｄＮＴＰ，ｒＮＴＰ等）等、菌類の検出に通常用いられる物質
を含有する。本発明のキットには、本発明の検出用オリゴヌクレオチド又は検出用オリゴ
ヌクレオチド対によって検出反応が可能であることを確認するための陽性対照（ポジティ
ブコントロール）を含んでいてもよい。陽性対照としては、例えば、本発明の方法により
増幅される領域を含んだＤＮＡが挙げられる。
【実施例】
【００５３】
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　以下、本発明を実施例に基づきさらに詳細に説明するが、本発明はこれに限定されるも
のではない。
【００５４】
（１）ネオサルトリア属真菌に特異的なβ－チューブリン遺伝子の部分塩基配列の解析
　下記の方法により、ネオサルトリア属に属する真菌各種（ネオサルトリア・グラブラ、
ネオサルトリア・ニシムラエ、ネオサルトリア・オーストラレンシス、ネオサルトリア・
フェネリアエ、ネオサルトリア・ヒラツカエ、ネオサルトリア・ウダガワエ、ネオサルト
リア・コレアナ、ネオサルトリア・パウリステンシス、ネオサルトリア・ラシニオサ、ネ
オサルトリア・スピノサ、ネオサルトリア・フィシェリ及びネオサルトリア・シュードフ
ィシェリ）及びネオサルトリア・フィシェリのアナモルフであるアスペルギルス・フミガ
タスのβ－チューブリン遺伝子の塩基配列を決定した。
　ＰＤＡ（ポテトデキストロース寒天）斜面培地にて３０℃で７日間暗所培養した菌体か
ら、GenとるくんTM（タカラバイオ社製）を使用し、ＤＮＡを抽出した。目的とする部位
のＰＣＲ増幅は、PuRe　TaqTM　Ready-To-Go　PCR　Beads（GE　Health　Care　UK　LTD)
を用いて、プライマーとしてBt2a（5’-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3’：配列番号１６）
、Bt2b（5’-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3’：配列番号１７）（Glass　and　Donaldson
，Appl.，Environ.，Microbiol.，61，p．1323－1330，1995参照）を使用した。増幅条件
は、変性温度９５℃、アニーリング温度５９℃、伸長温度７２℃、３５サイクルで実施し
た。ＰＣＲ産物は、Auto　SegTM　G-50（Amersham　Pharmacia　Biotech社製）を使用し
精製した。ＰＣＲ産物は、BigDye　terminator　Ver．3.1（商品名、Applied　Biosystem
s社製）を使用してラベル化し、ABI　PRISM　3130　Genetic　Analyzer（Applied　Biosy
stems社製）で電気泳動を実施した。電気泳動時の蛍光シグナルからの塩基配列の決定に
は、ソフトウエアー‘ATGC　Ver．4’（Genetyx社製）を使用した。
　シークエンシング法により決定したネオサルトリア属真菌各種や、各種菌類の公知のβ
－チューブリン遺伝子の塩基配列情報をもとに、Clustal　W（http://clustalw.ddbj.nig
.ac.jp/top-j.html）を用いてアライメント解析を行い、ネオサルトリア・グラブラ及び
ネオサルトリア・ヒラツカエにそれぞれ特異的な塩基配列を含有するβ－チューブリン遺
伝子の中の特定部位を決定した。
【００５５】
（２）ネオサルトリア属真菌に特異的なカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列の解析
　下記の方法により、ネオサルトリア属に属する真菌各種（ネオサルトリア・グラブラ、
ネオサルトリア・ニシムラエ、ネオサルトリア・オーストラレンシス、ネオサルトリア・
フェネリアエ、ネオサルトリア・ヒラツカエ、ネオサルトリア・ウダガワエ、ネオサルト
リア・コレアナ、ネオサルトリア・パウリステンシス、ネオサルトリア・ラシニオサ、ネ
オサルトリア・スピノサ、ネオサルトリア・フィシェリ及びネオサルトリア・シュードフ
ィシェリ）並びにネオサルトリア・フィシェリのアナモルフであるアスペルギルス・フミ
ガタス及びその類縁菌のカルモジュリン遺伝子の塩基配列を決定した。
　ＰＤＡ（ポテトデキストロース寒天）斜面培地にて３０℃で３～５日間暗所培養した菌
体から、ＧｅｎとるくんＴＭ（タカラバイオ社製）を使用し、ＤＮＡを抽出した。目的と
する部位のＰＣＲ増幅は、PuRe　TaqTM　Ready-To-Go　PCR　Beads（GE　Health　Care　
UK　LTD)を用いて、プライマーとしてcmd5（5’-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3’：配列番号１
８）、cmd6（5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3’：配列番号１９）を使用した。増幅条件は
、変性温度９５℃、アニーリング温度５５℃、伸長温度７２℃、３５サイクルで実施した
。ＰＣＲ産物は、Auto　SegTM　G-50（Amersham　Pharmacia　Biotech）を使用し精製し
た。ＰＣＲ産物は、BigDye　terminator　Ver．3.1（商品名、Applied　Biosystems社製
）を使用してラベル化し、ABI　PRISM　3130　Genetic　Analyzer（Applied　Biosystems
社製）で電気泳動を実施した。電気泳動時の蛍光シグナルからの塩基配列の決定には、ソ
フトウエアー‘ATGC　Ver．4’（Genetyx社製）を使用した。
　シークエンシング法により決定したネオサルトリア属真菌各種や、各種菌類の公知のカ
ルモジュリン遺伝子の塩基配列情報をもとに、Clustal　W（http://clustalw.ddbj.nig.a
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ェリ、ネオサルトリア・フィシェリ及びネオサルトリア・スピノサにそれぞれ特異的な塩
基配列を含有するカルモジュリン遺伝子の中の特定部位を決定した。
【００５６】
（３）プライマーの設計
　上記で決定したネオサルトリア属真菌各種に特異的な塩基配列部位をもとに、配列番号
１の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドからなるプライマー（Ngl_F1プライマー）、
配列番号２の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドからなるプライマー（Ngl_R1プライ
マー）、配列番号３の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドからなるプライマー（Nhi_
F1プライマー）、配列番号４の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドからなるプライマ
ー（Nhi_R1プライマー）、配列番号５の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドからなる
プライマー（Npf_F2プライマー）、配列番号６の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチド
からなるプライマー（Npf_R2プライマー）、配列番号７の塩基配列で表されるオリゴヌク
レオチドからなるプライマー（Nfi_F3プライマー）、配列番号８の塩基配列で表されるオ
リゴヌクレオチドからなるプライマー（Nfi_R3プライマー）、配列番号９の塩基配列で表
されるオリゴヌクレオチドからなるプライマー（Nspc_1Fプライマー）、及び配列番号１
０の塩基配列で表されるオリゴヌクレオチドからなるプライマー（Nspc_1Rプライマー）
を設計し、シグマ　アルドリッチ　ジャパン社に合成依頼し（脱塩精製品、０．０２μｍ
ｏｌスケール）、購入した。
　前記の各プライマーは、図１～５に示すように、ネオサルトリア・グラブラ及びネオサ
ルトリア・ヒラツカエのβ－チューブリン遺伝子の各特定領域並びにネオサルトリア・シ
ュードフィシェリ、ネオサルトリア・フィシェリ及びネオサルトリア・スピノサのカルモ
ジュリン遺伝子の各特定領域の塩基配列に基づき設計したものである。
【００５７】
（４）ネオサルトリア・グラブラの検出
　設計したNgl_F1プライマー及びNgl_R1プライマーの有効性の評価に用いる真菌類、すな
わちネオサルトリア・グラブラとその他の真菌類としては、表２に記載した菌株を使用し
た。これらの菌株に関しては、千葉大学医学部真菌医学研究センターが保管し管理ナンバ
ーにより管理されている株、The　Centraalbureau　voor　Schimmelculturesが保管しCBS
ナンバーにより管理されている株、及び財団法人発酵研究所が管理しIFOナンバーで管理
されている株等を入手し、使用した。
　各菌株を至適条件下で培養した。培養条件についてはポテトデキストロース培地（商品
名：パールコアポテトデキストロース寒天培地、栄研化学株式会社製）を用いて２５～３
０℃で３～５日間培養した。
【００５８】
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【表２】

【００５９】
　培養した各菌体を白金耳を用いて回収し、ゲノムＤＮＡ調製用キット（アプライドバイ
オシステムズ社製PrepMan　ultra（商品名））を用いて、ゲノムＤＮＡ溶液を調製した。
ＤＮＡ溶液の濃度は５ｎｇ／μＬに調製した。
【００６０】
　ＤＮＡテンプレートとして上記で調製したゲノムＤＮＡ溶液１μＬ、Ｐｒｅ　Ｍｉｘ　
Ｔａｑ（商品名、タカラバイオ社製）１３μＬ及び無菌蒸留水１０μＬを混合し、Ngl_F1
プライマー（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ及びNgl_R1プライマー（２０ｐｍｏｌ／μ
Ｌ）０．５μＬを加え、２５μＬのＰＣＲ溶液を調製した。
　ＰＣＲ溶液について、自動遺伝子増幅装置サーマルサイクラーＤＩＣＥ（タカラバイオ
）を用いて遺伝子増幅処理を行った。ＰＣＲ条件は、(i)９８℃、５秒間の熱変性反応、(
ii)６１℃、５秒間のアニーリング反応、及び(iii)７２℃、１０秒間の伸長反応を１サイ
クルとしたものを３５サイクル行った。
【００６１】
　ＰＣＲ後、ＰＣＲ溶液から２μＬを分取してローディングバッファーと十分に混和し、
２％アガロースゲルを用いて電気泳動（１３５Ｖ、２５分間）を行った。電気泳動終了後
、アガロースゲルをSYBR　Safe　DNA　gel　stain　in　1×TAE（インビトロジェン）で
ＤＮＡを染色後、増幅されたＤＮＡ断片の有無を確認した。その結果を図６に示す。図中
の番号は表記載の対応する試料番号の試料から抽出したＤＮＡを用いて反応を行ったサン
プルであることを示している。なお、分子量マーカーとして、EZ　LoadTM　100bp　Molec
ular　Ruler（商品名、BIO　RAD社製）を用いた。
【００６２】
　その結果、ネオサルトリア・グラブラのゲノムＤＮＡを含む試料では、約２５０ｂｐの
サイズで遺伝子断片が確認された。一方、ネオサルトリア・グラブラ以外の真菌のゲノム
ＤＮＡを含む試料では、遺伝子断片は確認されなかった。したがって、特定のオリゴヌク
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レオチド対を用いることによって、ネオサルトリア・グラブラを特異的に検出し、種レベ
ルで同定することができる。
【００６３】
（５）ネオサルトリア・ヒラツカエの検出
　設計したNhi_F1プライマー及びNhi_R1プライマーの有効性の評価に用いる真菌類、すな
わちネオサルトリア・ヒラツカエとその他の真菌類としては、表３に記載した菌株を使用
した。これらの菌株に関しては、独立行政法人製品評価技術基盤機構が保管しNBRCナンバ
ーにより管理されている株、千葉大学医学部真菌医学研究センターが保管しIFMナンバー
により管理されている株、The　Centraalbureau　voor　Schimmelculturesが保管しCBSナ
ンバーにより管理されている株、及び財団法人発酵研究所が管理しIFOナンバーで管理さ
れている株等を入手し、使用した。
　各菌株を至適条件下で培養した。培養条件についてはポテトデキストロース培地（商品
名：パールコア　ポテトデキストロース寒天培地、栄研化学株式会社製）を用いて２５～
３０℃で３～５日間培養した。
【００６４】
【表３】

【００６５】
　培養した各菌体を白金耳を用いて回収し、ゲノムＤＮＡ調製用キット（アプライドバイ
オシステムズ社製PrepMan　ultra（商品名））を用いて、ゲノムＤＮＡ溶液を調製した。
ＤＮＡ溶液の濃度は５ｎｇ／μＬに調製した。
【００６６】
　ＤＮＡテンプレートとして上記で調製したゲノムＤＮＡ溶液１μＬ、Ｐｒｅ　Ｍｉｘ　



(28) JP 5820658 B2 2015.11.24

10

20

30

40

50

Ｔａｑ（商品名、タカラバイオ社製）１３μＬ及び無菌蒸留水１０μＬを混合し、Nhi_F1
プライマー（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ及びNhi_R1プライマー（２０ｐｍｏｌ／μ
Ｌ）０．５μＬを加え、２５μＬのＰＣＲ溶液を調製した。
　ＰＣＲ溶液について、自動遺伝子増幅装置サーマルサイクラーＤＩＣＥ（タカラバイオ
）を用いて遺伝子増幅処理を行った。ＰＣＲ条件は、(i)９８℃、５秒間の熱変性反応、(
ii)６１℃、５秒間のアニーリング反応、及び(iii)７２℃、１０秒間の伸長反応を１サイ
クルとしたものを３０サイクル行った。
【００６７】
　ＰＣＲ後、ＰＣＲ溶液から２μＬを分取してローディングバッファーと十分に混和し、
２％アガロースゲルを用いて電気泳動（１３５Ｖ、２５分間）を行った。電気泳動終了後
、アガロースゲルをSYBR　Safe　DNA　gel　stain　in　1×TAE（インビトロジェン）で
ＤＮＡを染色後、増幅されたＤＮＡ断片の有無を確認した。その結果を図７に示す。図中
の番号は表記載の対応する試料番号の試料から抽出したＤＮＡを用いて反応を行ったサン
プルであることを示している。なお、分子量マーカーとして、EZ　LoadTM　100bp　Molec
ular　Ruler（商品名、BIO　RAD社製）を用いた。
【００６８】
　その結果、ネオサルトリア・ヒラツカエのゲノムＤＮＡを含む試料では、約３００ｂｐ
のサイズで遺伝子断片が確認された。一方、ネオサルトリア・ヒラツカエ以外の真菌のゲ
ノムＤＮＡを含む試料では、遺伝子断片は確認されなかった。したがって、特定のオリゴ
ヌクレオチド対を用いることによって、ネオサルトリア・ヒラツカエを特異的に検出し、
種レベルで同定することができる。
【００６９】
（６）ネオサルトリア・シュードフィシェリの検出
　設計したNpf_F2プライマー及びNpf_R2プライマーの有効性の評価に用いる真菌類、すな
わちネオサルトリア・シュードフィシェリとその他の真菌類としては、前記表３に記載し
た菌株を使用した。
　各菌株を至適条件下で培養した。培養条件についてはポテトデキストロース培地（商品
名：パールコア　ポテトデキストロース寒天培地、栄研化学株式会社製）を用いて２５～
３０℃で３～５日間培養した。
【００７０】
　培養した各菌体を白金耳を用いて回収し、ゲノムＤＮＡ調製用キット（アプライドバイ
オシステムズ社製PrepMan　ultra（商品名））を用いて、ゲノムＤＮＡ溶液を調製した。
ＤＮＡ溶液の濃度は５ｎｇ／μＬに調製した。
【００７１】
　ＤＮＡテンプレートとして上記で調製したゲノムＤＮＡ溶液１μＬ、Ｐｒｅ　Ｍｉｘ　
Ｔａｑ（商品名、タカラバイオ社製）１３μＬ及び無菌蒸留水１０μＬを混合し、Npf_F2
プライマー（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ及びNpf_R2プライマー（２０ｐｍｏｌ／μ
Ｌ）０．５μＬを加え、２５μＬのＰＣＲ溶液を調製した。
　ＰＣＲ溶液について、自動遺伝子増幅装置サーマルサイクラーＤＩＣＥ（タカラバイオ
）を用いて遺伝子増幅処理を行った。ＰＣＲ条件は、(i)９８℃、５秒間の熱変性反応、(
ii)６１℃、５秒間のアニーリング反応、及び(iii)７２℃、１０秒間の伸長反応を１サイ
クルとしたものを３５サイクル行った。
【００７２】
　ＰＣＲ後、ＰＣＲ溶液から２μＬを分取してローディングバッファーと十分に混和し、
２％アガロースゲルを用いて電気泳動（１３５Ｖ、２５分間）を行った。電気泳動終了後
、アガロースゲルをSYBR　Safe　DNA　gel　stain　in　1×TAE（インビトロジェン）で
ＤＮＡを染色後、増幅されたＤＮＡ断片の有無を確認した。その結果を図８に示す。図中
の番号は表記載の対応する試料番号の試料から抽出したＤＮＡを用いて反応を行ったサン
プルであることを示している。なお、分子量マーカーとして、EZ　LoadTM　100bp　Molec
ular　Ruler（商品名、BIO　RAD社製）を用いた。
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【００７３】
　その結果、ネオサルトリア・シュードフィシェリのゲノムＤＮＡを含む試料では、約２
５０ｂｐのサイズで遺伝子断片が確認された。一方、ネオサルトリア・シュードフィシェ
リ以外の真菌のゲノムＤＮＡを含む試料では、遺伝子断片は確認されなかった。したがっ
て、特定のオリゴヌクレオチド対を用いることによって、ネオサルトリア・シュードフィ
シェリを特異的に検出し、種レベルで同定することができる。
【００７４】
（７）ネオサルトリア・フィシェリの検出
　設計したNfi_F3プライマー及びNfi_R3プライマーの有効性の評価に用いる真菌類、すな
わちネオサルトリア・シュードフィシェリとその他の真菌類としては、前記表２に記載し
た菌株を使用した。
　各菌株を至適条件下で培養した。培養条件についてはポテトデキストロース培地（商品
名：パールコア　ポテトデキストロース寒天培地、栄研化学株式会社製）を用いて２５～
３０℃で３～５日間培養した。
【００７５】
　培養した各菌体を白金耳を用いて回収し、ゲノムＤＮＡ調製用キット（アプライドバイ
オシステムズ社製PrepMan　ultra（商品名））を用いて、ゲノムＤＮＡ溶液を調製した。
ＤＮＡ溶液の濃度は５ｎｇ／μＬに調製した。
【００７６】
　ＤＮＡテンプレートとして上記で調製したゲノムＤＮＡ溶液１μＬ、Ｐｒｅ　Ｍｉｘ　
Ｔａｑ（商品名、タカラバイオ社製）１３μＬ及び無菌蒸留水１０μＬを混合し、Nfi_F3
プライマー（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ及びNfi_R3プライマー（２０ｐｍｏｌ／μ
Ｌ）０．５μＬを加え、２５μＬのＰＣＲ溶液を調製した。
　ＰＣＲ溶液について、自動遺伝子増幅装置サーマルサイクラーＤＩＣＥ（タカラバイオ
）を用いて遺伝子増幅処理を行った。ＰＣＲ条件は、(i)９８℃、５秒間の熱変性反応、(
ii)６１℃、５秒間のアニーリング反応、及び(iii)７２℃、１０秒間の伸長反応を１サイ
クルとしたものを３５サイクル行った。
【００７７】
　ＰＣＲ後、ＰＣＲ溶液から２μＬを分取してローディングバッファーと十分に混和し、
２％アガロースゲルを用いて電気泳動（１３５Ｖ、２５分間）を行った。電気泳動終了後
、アガロースゲルをSYBR　Safe　DNA　gel　stain　in　1×TAE（インビトロジェン）で
ＤＮＡを染色後、増幅されたＤＮＡ断片の有無を確認した。その結果を図９に示す。図中
の番号は表記載の対応する試料番号の試料から抽出したＤＮＡを用いて反応を行ったサン
プルであることを示している。なお、分子量マーカーとして、EZ　LoadTM　100bp　Molec
ular　Ruler（商品名、BIO　RAD社製）を用いた。
【００７８】
　その結果、ネオサルトリア・フィシェリのゲノムＤＮＡを含む試料では、約３５０ｂｐ
のサイズで遺伝子断片が確認された。一方、ネオサルトリア・フィシェリ以外の真菌のゲ
ノムＤＮＡを含む試料では、遺伝子断片は確認されなかった。したがって、特定のオリゴ
ヌクレオチド対を用いることによって、ネオサルトリア・フィシェリを特異的に検出し、
種レベルで同定することができる。
【００７９】
（８）ネオサルトリア・スピノサの検出
　設計したNspc_1Fプライマー及びNspc_1Rプライマーの有効性の評価に用いる真菌類、す
なわちネオサルトリア・スピノサ（ネオサルトリア・コレアナ、ネオサルトリア・ラシニ
オサ及びネオサルトリア・パウリステンシスを含む）とその他の真菌類としては、表４～
６に記載した菌株を使用した。これらの菌株に関しては、千葉大学医学部真菌医学研究セ
ンターが保管し管理ナンバーにより管理されている株、The　Centraalbureau　voor　Sch
immelculturesが保管しCBSナンバーにより管理されている株、及び財団法人発酵研究所が
管理しIFOナンバーで管理されている株等を入手し、使用した。
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　各菌株を至適条件下で培養した。培養条件についてはポテトデキストロース培地（商品
名：パールコア　ポテトデキストロース寒天培地、栄研化学株式会社製）を用いて２５～
３０℃で３～５日間培養した。
【００８０】
【表４】

【００８１】
【表５】

【００８２】
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【表６】

【００８３】
　培養した各菌体を白金耳を用いて回収し、ゲノムＤＮＡ調製用キット（アプライドバイ
オシステムズ社製ＰｒｅｐＭａｎ　ｕｌｔｒａ（商品名））を用いて、ゲノムＤＮＡ溶液
を調製した。ＤＮＡ溶液の濃度は５ｎｇ／μＬに調製した。
【００８４】
　ＤＮＡテンプレートとして上記で調製したゲノムＤＮＡ溶液１μＬ、Ｐｒｅ　Ｍｉｘ　
Ｔａｑ（商品名、タカラバイオ社製）１３μＬ及び無菌蒸留水１０μＬを混合し、Nspc_1
Fプライマー（２０ｐｍｏｌ／μＬ）０．５μＬ及びNgl_R1プライマー（２０ｐｍｏｌ／
μＬ）０．５μＬを加え、２５μＬのＰＣＲ溶液を調製した。
　ＰＣＲ溶液について、自動遺伝子増幅装置サーマルサイクラーＤＩＣＥ（タカラバイオ
）を用いて遺伝子増幅処理を行った。ＰＣＲ条件は、(i)９７℃、１分間の熱変性反応、(
ii)６０℃、１分間のアニーリング反応、及び(iii)７２℃、１分間の伸長反応を１サイク
ルとしたものを３５サイクル行った。
【００８５】
　ＰＣＲ後、ＰＣＲ溶液から２μＬを分取してローディングバッファーと十分に混和し、
２％アガロースゲルを用いて電気泳動（１３５Ｖ、２５分間）を行った。電気泳動終了後
、アガロースゲルをSYBR　Safe　DNA　gel　stain　in　1×TAE（インビトロジェン）で
ＤＮＡを染色後、増幅されたＤＮＡ断片の有無を確認した。その結果を図１０～１２に示
す。なお、図１０は表４に示す菌類の試料についての電気泳動図を示し、図１１は表５に
示す菌類の試料についての電気泳動図を示し、図１２は表６に示す菌類の試料についての
電気泳動図を示す。図中の番号は表記載の対応する試料番号の試料から抽出したＤＮＡを
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用いて反応を行ったサンプルであることを示している。なお、分子量マーカーとして、EZ
　LoadTM　100bp　Molecular　Ruler（商品名、BIO　RAD社製）を用いた。
【００８６】
　その結果、ネオサルトリア・スピノサ、ネオサルトリア・コレアナ、ネオサルトリア・
ラシニオサ又はネオサルトリア・パウリステンシスのゲノムＤＮＡを含む試料では、約２
５０ｂｐのサイズで遺伝子断片が確認された。一方、ネオサルトリア・スピノサ以外の真
菌のゲノムＤＮＡを含む試料では、遺伝子断片は確認されなかった。したがって、特定の
オリゴヌクレオチド対を用いることによって、ネオサルトリア・スピノサ（ネオサルトリ
ア・コレアナ、ネオサルトリア・ラシニオサ及びネオサルトリア・パウリステンシスを含
む）を特異的に検出し、種レベルで同定することができる。
【００８７】
　上記の結果から、本発明のオリゴヌクレオチドを用いることによって、ネオサルトリア
属真菌のβ－チューブリン遺伝子又はカルモジュリン遺伝子の部分塩基配列の存在を確認
することができ、ネオサルトリア属真菌を種レベルで特異的に検出できることがわかる。
したがって、本発明の方法によれば、種レベルで簡便、迅速かつ特異的にネオサルトリア
属真菌を検出することが可能である。

【図１】 【図２】
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【図５】
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