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(57)【要約】
　伝染性皮下造血器壊死症ウイルス（ＩＨＨＮＶ）を検
出するための診断用に単離されたプライマー。このプラ
イマーはＩＨＨＮＶゲノムの新規部分に基づき、プライ
マー特異的増幅法又は核酸ハイブリダイゼーションアッ
セイ法において使用され得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号１と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項２】
　配列番号２に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号２と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項３】
　配列番号３に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号３と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項４】
　配列番号４に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号４と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項５】
　配列番号５に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号５と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項６】
　配列番号６に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号６と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項７】
　配列番号７に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号７と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項８】
　配列番号８に記載の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又は配列番号８と完全
に相補的な単離核酸分子。
【請求項９】
　ＩＨＨＮＶゲノム内の核酸の領域を増幅する核酸増幅反応をプライムする能力を有する
、請求項１～８のいずれか一項に記載の２つの異なるＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列の
対。
【請求項１０】
　配列番号１及び２、配列番号３及び４、配列番号５及び６、配列番号７及び８、並びに
配列番号１及び４からなる群から選択される、請求項９に記載の２つの異なるＩＨＨＮＶ
診断用プライマー配列の対。
【請求項１１】
　請求項９に記載のＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列の少なくとも１つの対を含むＩＨＨ
ＮＶの検出用キット。
【請求項１２】
　耐熱性ポリメラーゼ、４つの異なるデオキシヌクレオチド三リン酸の混合物、核酸結合
性蛍光分子、試料内部対照プライマーの少なくとも１つの対、少なくとも１つの鋳型内部
対照及び鋳型内部対照プライマーの少なくとも１つの対、並びにＩＨＨＮＶ診断用プライ
マー配列の少なくとも１つの対により増幅可能なＩＨＨＮＶゲノム内の核酸の少なくとも
１つの領域の一部分と相補的な配列を含むプローブからなる群から選択された少なくとも
１つの試薬をさらに含む、請求項１０に記載のＩＨＨＮＶの検出用キット。
【請求項１３】
　試料中のＩＨＨＮＶの存在を検出するための方法であって、
　（ｉ）ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料からＤＮＡを提供する工程、及び
　（ｉｉ）好適なハイブリダイゼーション条件下で、請求項１～８のいずれか一項に記載
の単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来するプローブにより上記ＤＮＡを探
索する工程、
を含み、ハイブリダイズ可能な核酸断片が同定されると、それがＩＨＨＮＶの存在の確証
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となる、上記方法。
【請求項１４】
　単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来するプローブが、配列番号１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、及びそれらの完全相補配列からなる群
から選択される、請求項１３に記載の試料中のＩＨＨＮＶの存在を検出するための方法。
【請求項１５】
　プローブが３’末端に複製阻害部分を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　複製阻害部分が、ジデオキシヌクレオチド、３’デオキシヌクレオチド、ミスマッチヌ
クレオシド又はヌクレオチドの配列、３’リン酸基及び化学剤からなる群から選択される
、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　３’デオキシヌクレオチドがコルジセピンである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　試料中のＩＨＨＮＶの存在を検出するための方法であって、
　（ｉ）ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料からＤＮＡを提供する工程、及び
　（ｉｉ）増幅産物が生成されるよう、請求項９に記載のＩＨＨＮＶ診断用プライマー配
列の少なくとも１つの対により上記ＤＮＡを増幅する工程、
を含み、増幅産物が存在すると、それがＩＨＨＮＶの存在の確証となる上記方法。
【請求項１９】
　（ｉｉ）の増幅工程がポリメラーゼ連鎖反応を用いて行われる、請求項１８に記載の試
料中のＩＨＨＮＶの存在を検出するための方法。
【請求項２０】
　（ｉｉ）の増幅工程が核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブの存在下で行われ、増幅
産物の存在が蛍光検出を用いて確認される、請求項１８に記載の試料中のＩＨＨＮＶの存
在を検出するための方法。
【請求項２１】
　蛍光標識プローブが、配列番号１７及び配列番号１８からなる群から選択される、請求
項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　試料内部対照プライマーの少なくとも１つの対が（ｉｉ）の増幅工程に含まれることに
より試料内部対照産物が産生される、請求項１８に記載の方法。
【請求項２３】
　試料内部対照プライマーの少なくとも１つの対が、配列番号１３，１４及び配列番号１
５，１６からなる群から選択される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　鋳型内部対照プライマーの少なくとも１つの対及び少なくとも１つの鋳型内部対照が、
（ｉｉ）の増幅工程に含まれることにより鋳型内部対照産物が産生される、請求項１８に
記載の方法。
【請求項２５】
　試料中のＩＨＨＮＶの量を定量するための方法であって、
　（ｉ）ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料からＤＮＡを提供する工程、
　（ｉｉ）核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブの存在下での少なくとも変性温度と伸
長温度との間の熱サイクリングによって、請求項９に記載のＩＨＨＮＶ診断用プライマー
配列の少なくとも１つの対により上記ＤＮＡを増幅する工程、
　（ｉｉｉ）上記熱サイクリング中に上記核酸結合性蛍光剤又は上記蛍光標識プローブに
より生成される蛍光量を測定する工程、
　（ｉｖ）上記核酸結合性蛍光剤又は上記蛍光標識プローブにより生成された蛍光量が基
礎値を上回る固定閾値に達するときの閾値サイクル数を決定する工程、及び
　（ｖ）上記試料中のＩＨＨＮＶについて決定された上記閾値サイクル数を、既知の濃度
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の標準溶液を用いて決定された鋳型濃度の対数に対する閾値サイクル数の標準曲線と比較
することにより、該試料中のＩＨＨＮＶの量を計算する工程、
を含む、上記方法。
【請求項２６】
　蛍光標識プローブが、配列番号１７及び配列番号１８からなる群から選択される、請求
項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　ＤＮＡ損傷又はＩＨＨＮＶ不活化の評価に用いられる、請求項１３、１８、又は２５の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２８】
　エビの健康及び発育を向上させるために化学的処置と組み合わせて用いられる、請求項
１３、１８、又は２５のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本願は、米国特許法第１１９条に基づき、２００６年８月２４日出願の米国仮特許出願
第６０／８３９８６５号明細書からの優先権を主張する。
【０００２】
　本発明は、診断検査の分野に関する。より具体的には、エビの伝染性皮下造血器壊死症
ウイルス病原体の検出に用いるための新規プライマーが開発されている。
【背景技術】
【０００３】
　商業的なエビ養殖場は、数多くの一般的な病原体の影響により多大な損失を被っている
。伝染性皮下造血器壊死症ウイルス（ＩＨＨＮＶ）は、養殖クルマエビの最も深刻なウイ
ルス性病原体の１つである。このウイルスは多くの国に広く分布しており、広範な宿主域
を有する。例えば、ＩＨＨＮＶはウェスタンブルーシュリンプ（ペナエウス・スティリロ
ストリス（Ｐｅｎａｅｕｓ　ｓｔｙｌｉｒｏｓｔｒｉｓ））に大量死を、及びパシフィッ
クホワイトシュリンプ（ペナエウス・バナメイ（Ｐｅｎａｅｕｓ　ｖａｎｎａｍｅｉ））
に重度の奇形を引き起こす。ＩＨＨＮＶは小さい一本鎖ＤＮＡを含むパルボウイルスであ
り、その完全ゲノムは配列決定されている（非特許文献１）。
【０００４】
　ＩＨＨＮＶは世界規模での壊滅的な流行の原因となり、エビ養殖業にとって極めて有害
である。孵化場の種親及び後期幼生においてＩＨＨＮＶを検出することで、商業生産シス
テムに侵入する前に感染したエビを除去することが可能となる。その結果、エビにおいて
ＩＨＨＮＶを検出するための様々な方法が、核酸ベースの方法及び免疫学的方法を含めて
開発されてきた（非特許文献２）。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）及び等温増幅などの
核酸増幅法は、単純で高速、且つ感度が高いことから特に興味深い。ＩＨＨＮＶを検出す
るための、ゲノムの種々の診断領域の増幅に基づくＰＣＲ法については、説明がなされて
いる（例えば非特許文献３；非特許文献４；非特許文献５；非特許文献６；及び非特許文
献７を参照）。加えて、ＩＨＨＮＶを検出するためのループ媒介等温法がＳｕｎらにより
記載されている（非特許文献８を参照）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Ｂｏｎａｍｉら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７１（第１１部）：
６５７－２６６４頁（１９９０年）；ＧｅｎＢａｎｋ　ＡＦ２１８２６６
【非特許文献２】Ｌｉｇｈｔｎｅｒら、Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ　１６４（１）：２０１
－２２０頁（１９９８年）
【非特許文献３】Ｎｕｎａｎら、Ｍａｒ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２（４）：３１９－３
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２８頁（２０００年）
【非特許文献４】Ｙｕｅら、Ｊ．ＡＯＡＣ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　８９（１）：
２４０－２４４頁（２００６年）
【非特許文献５】Ｔａｎｇら、Ｄｉｓ．Ａｑｕａｔ．Ｏｒｇ．４４（２）：７９－８５頁
（２００１年）
【非特許文献６】Ｈｕら、ＣＮ　１４１０５４９
【非特許文献７】Ｄｈａｒら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３９（８）：２８３
５－２８４５頁（２００１年）
【非特許文献８】Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１３１（１）：４１－４６頁（２０
０６年）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上記の方法はいずれもＩＨＨＮＶの検出に有用であるが、概して、特異性、感度の不足
が弱点となっているか、又は複雑で時間がかかる。加えて、ウイルスは遺伝子の突然変異
率が高いため、ゲノムの種々の領域を対象とした検査が有用であり得る。従って、ＩＨＨ
ＮＶについての高速で正確、且つ現場での使用が容易な高感度アッセイが必要とされてい
る。本明細書では、指摘された問題が、ＩＨＨＮＶゲノムの新規部分に基づくプライマー
の発見により対処される。本明細書で同定されるプライマーをプライマー特異的増幅法又
は核酸ハイブリダイゼーションアッセイ法で使用することにより、先行の方法論に付随す
る問題なしにＩＨＨＮＶを検出できる。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　一実施形態において、本発明は配列番号１～８のいずれか１つに記載の単離されたＩＨ
ＨＮＶ診断用プライマー配列、又は配列番号１～８と完全に相補的な単離核酸分子を提供
する。
【０００８】
　別の実施形態において、本発明は本明細書に開示されるとおりの２つの異なるＩＨＨＮ
Ｖ診断用プライマー配列の対を提供し、この対は、ＩＨＨＮＶゲノム内の核酸領域を増幅
する核酸増幅反応をプライムする能力を有する。
【０００９】
　別の実施形態において、本発明はＩＨＨＮＶの検出用キットを提供し、これは本明細書
に開示されるＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列の少なくとも１つの対を含む。
【００１０】
　別の実施形態において、本発明は試料中のＩＨＨＮＶの存在を検出するための方法を提
供し、これは、
（ｉ）ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料からＤＮＡを提供するステップと、
（ｉｉ）好適なハイブリダイゼーション条件下で配列番号１～８のいずれかの単離された
ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来するプローブを用いてＤＮＡを探索するステップ
と、
を含み、ここでハイブリダイズ可能な核酸断片が同定されると、それがＩＨＨＮＶの存在
の確証となる。
【００１１】
　他の実施形態において、この検出方法はＩＨＨＮＶに感染していないＤＮＡ試料を同定
する。
【００１２】
　別の実施形態において、本発明は試料中のＩＨＨＮＶの存在を検出するための方法を提
供し、これは、
（ｉ）ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料からＤＮＡを提供するステップと、
（ｉｉ）増幅産物が生成されるように本明細書に開示されるＩＨＨＮＶ診断用プライマー
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配列の少なくとも１つの対によりＤＮＡを増幅するステップと、
を含み、ここで増幅産物が存在すると、それがＩＨＨＮＶの存在の確証となる。
【００１３】
　別の実施形態において、本発明は試料中のＩＨＨＮＶの量を定量するための方法を提供
し、これは、
（ｉ）ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料からＤＮＡを提供するステップと、
（ｉｉ）核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブの存在下での少なくとも変性温度と伸長
温度との間の熱サイクリングによって、本明細書に開示されるＩＨＨＮＶ診断用プライマ
ー配列の少なくとも１つの対によりＤＮＡを増幅するステップと、
（ｉｉｉ）熱サイクリング中に核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブにより生成された
蛍光量を測定するステップと、
（ｉｖ）核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブにより生成された蛍光量が基礎値を上回
る固定閾値に達するときの閾値サイクル数を決定するステップと、
（ｖ）試料中のＩＨＨＮＶについて決定された閾値サイクル数を、既知の濃度の標準溶液
を用いて決定された鋳型濃度の対数に対する閾値サイクル数の標準曲線と比較することに
より、試料中のＩＨＨＮＶの量を計算するステップと、
を含む。
【００１４】
図面の簡単な説明及び配列説明
　本発明の様々な実施形態が、本願の一部をなす以下の詳細な説明及び添付の配列説明か
らさらに十分に理解され得る。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】Ａは、実施例１０に記載されるとおり、ＩＨＨＮＶウイルスＤＮＡとアクチンＤ
ＮＡとの同時ＰＣＲ増幅により形成されたＩＨＨＮＶ４産物及びアクチン試料内部対照産
物についての融解曲線を示す。ＩＨＨＮＶ産物及びアクチン産物の融解温度（Ｔｍ）の値
は、それらの対応する融解曲線上に示される。　Ｂは、実施例１０に記載されるとおり、
ＩＨＨＮＶウイルスＤＮＡとアクチンＤＮＡとの同時ＰＣＲ増幅により形成されたＩＨＨ
ＮＶ４産物及びアクチン試料内部対照産物を含む試料のアガロースゲル電気泳動による分
離結果を示す。ＩＨＨＮＶ及びエビＤＮＡの量は各レーンの上側に示される。「Ｍ」は１
００ｂｐのＤＮＡラダーである。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　以下の配列は、米国特許法施行規則第１．８２１～１．８２５条（「ヌクレオチド配列
及び／又はアミノ酸配列の開示を含む特許出願に関する要件－配列規則（Ｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｐａｔｅｎｔ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ／ｏｒ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ　
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｉｓｃｌｏｓｕｒｅｓ－ｔｈｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｒｕｌｅｓ）
」）に準拠し、世界知的所有権機関（Ｗｏｒｌｄ　Ｉｎｔｅｌｌｅｃｔｕａｌ　Ｐｒｏｐ
ｅｒｔｙ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ：ＷＩＰＯ）標準ＳＴ．２５（１９９８年）及びＥ
ＰＯ及びＰＣＴの配列列記要件（規則５．２及び４９．５（ａの２）、並びに実施細則の
第２０８条及び付録Ｃ）と整合性を有している。ヌクレオチド及びアミノ酸配列データに
使用される記号及び形式は、米国特許法施行規則第１．８２２条に定められる規則に従う
。
【００１７】
　配列番号１～８は、ＩＨＨＮＶの検出に有用なＩＨＨＮＶ診断用プライマーのヌクレオ
チド配列である。
【００１８】
　配列番号９～１２は、実施例の一般的方法の節に記載されるＩＨＨＮＶ合成鋳型のヌク
レオチド配列である。これらの配列は、本明細書に開示されるＩＨＨＮＶ診断用プライマ
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ーの対を使用して得られる増幅産物のヌクレオチド配列でもある。
【００１９】
　配列番号１３～１６は、実施例１０に記載される試料内部対照プライマーのヌクレオチ
ド配列である。
【００２０】
　配列番号１７及び１８は、蛍光標識プローブのヌクレオチド配列である。
【００２１】
　本明細書では、伝染性皮下造血器壊死症ウイルス（ＩＨＨＮＶ）を検出するためのアッ
セイにおいて有用なプライマーが開示される。このプライマーを核酸増幅法並びにハイブ
リダイゼーションアッセイにおいて用いることにより、毒性の伝染性皮下造血器壊死症ウ
イルスを効率的に検出及び定量し得る。
【００２２】
　本開示では、数多くの用語及び略語が使用される。以下に定義が提供され、これらは特
許請求の範囲及び本明細書を解釈するために参照されるものとする。
【００２３】
　「ポリメラーゼ連鎖反応」はＰＣＲと略記される。
【００２４】
　「伝染性皮下造血器壊死症ウイルス」はＩＨＨＮＶと略記される。
【００２５】
　用語「単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列」は、ＩＨＨＮＶゲノムのなかでＩ
ＨＨＮＶの存在について診断される部分に相当する配列を指す。
【００２６】
　本明細書で使用されるとき、「単離核酸断片」は、一本鎖又は二本鎖のＲＮＡ又はＤＮ
Ａの重合体であり、場合により合成の、非天然の、又は改変されたヌクレオチド塩基を含
む。ＤＮＡの重合体の形態の単離核酸断片は、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ又は合成ＤＮＡの
１つ又は複数のセグメントからなり得る。
【００２７】
　用語「増幅産物」又は「アンプリコン」は、プライマー特異的増幅反応において産生さ
れる核酸断片を指す。典型的なプライマー特異的増幅法としては、ポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、鎖置換増幅（ＳＤＡ）、又は他の等温増幅プ
ロセスが挙げられる。ＰＣＲ法が選択される場合、複製の組成は典型的には、例えば、デ
オキシヌクレオチド三リン酸、然るべき配列の２つのプライマー、耐熱性ＤＮＡポリメラ
ーゼ及びタンパク質を含み得る。これらの試薬及び核酸の増幅におけるその使用について
の手順を説明する詳細は、米国特許第４，６８３，２０２号明細書（１９８７年、Ｍｕｌ
ｌｉｓら）及び米国特許第４，６８３，１９５号明細書（１９８６年、Ｍｕｌｌｉｓら）
に提供される。ＬＣＲ法が選択される場合、核酸複製の組成は、例えば、耐熱性リガーゼ
（例えば、Ｔ．アクアチカス（Ｔ．ａｑｕａｔｉｃｕｓ）リガーゼ）、２組の隣接オリゴ
ヌクレオチド（ここで各組のうち一方のメンバーは標的鎖の各々と相補的である）、トリ
ス－ＨＣｌ緩衝液、ＫＣｌ、ＥＤＴＡ、ＮＡＤ、ジチオスレイトール及びサケ精子ＤＮＡ
を含んでなり得る（例えば、Ｔａｂｏｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
．Ｓ．Ａ．、８２：１０７４－１０７８頁（１９８５年）を参照）。
【００２８】
　用語「プライマー」は、相補鎖（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ　ｓｔａｎｄ）の合成が
ポリメラーゼにより触媒される条件下に置かれると、相補鎖に沿った核酸合成又は複製の
開始点として作用する能力を有するオリゴヌクレオチド（合成又は天然）を指す。
【００２９】
　用語「熱サイクリング」は、ＰＣＲ及びＬＣＲなどの特定の核酸増幅法において用いら
れる温度の全体的な変化パターンを指す。この過程は一般的であり、当該技術分野におい
て周知である。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．及びＭａｎ
ｉａｔｉｓ，Ｔ．、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
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　Ｍａｎｕａｌ」、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｐｒｅｓｓ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９８９年）；並び
にＭｕｌｌｉｓらに対する米国特許第４，６８３，２０２号明細書及びＭｕｌｌｉｓらに
対する米国特許第４，６８３，１９５号明細書を参照のこと。一般にＰＣＲ熱サイクリン
グは、高温での初期変性ステップと、それに続く、鋳型変性、プライマーのアニーリング
、及びポリメラーゼによるアニールされたプライマーの伸長を可能にするよう設計された
温度サイクルを含む。
【００３０】
　用語「閾値サイクル数」は、本明細書では「ＣＴ」とも称され、産物形成による蛍光量
が基礎値を上回る固定閾値に達するときの熱サイクリングにおけるサイクル数を指す。
【００３１】
　用語「プローブ」は、標的配列と相補性の高いオリゴヌクレオチド（合成又は天然）を
指し、本明細書では「断片」とも称され（すなわち、検出対象の配列又は検出対象の配列
の一部分）、標的配列の少なくとも１本の鎖とハイブリダイズすることにより二重鎖構造
を形成する。プローブは、例えば蛍光標識又はリガンド標識を使用して標識されることに
より、検出が容易になり得る。
【００３２】
　用語「複製阻害部分」は、オリゴヌクレオチドの３’末端ヒドロキシル基に結合する任
意の原子、分子又は化学基を指し、核酸鎖を複製するための鎖伸長の開始を阻止するもの
である。例としては、限定はされないが、３’デオキシヌクレオチド（例えば、コルジセ
ピン）、ジデオキシヌクレオチド、リン酸塩、リガンド（例えば、ビオチン及びジニトロ
フェノール）、レポーター分子（例えば、フルオレセイン及びローダミン）、炭素鎖（例
えば、プロパノール）、ミスマッチヌクレオチド若しくはポリヌクレオチド、又はペプチ
ド核酸単位が挙げられる。
【００３３】
　用語「非関与型」は、核酸分子を増幅するための反応におけるプローブ又はプライマー
の関与の欠如を指す。具体的には、非関与型プローブ又はプライマーは、ＤＮＡポリメラ
ーゼの基質として働いたり、又はＤＮＡポリメラーゼによって伸長されたりすることのな
いものである。「非関与型プローブ」は本質的にポリメラーゼによる鎖伸長が不可能であ
る。これは複製阻害部分を有することも、又は有しないこともある。
【００３４】
　温度及び溶液のイオン強度が好適な条件下で一本鎖形態の核酸分子が他の核酸分子にア
ニールできるとき、その核酸分子は、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、又はＲＮＡなどの別の核
酸分子と「ハイブリダイズ可能」である。ハイブリダイゼーション及び洗浄の条件は周知
であり、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．及びＭａｎｉａｔｉｓ，Ｔ
．、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ
」、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９８９年）、特にこの文献中の第
１１章及び第１１．１表に例示される（全体として参照により本明細書に援用される）。
温度及びイオン強度の条件が、ハイブリダイゼーションの「ストリンジェンシー」を決定
する。相同的な核酸の予備スクリーニングについては、５５℃の融解温度（Ｔｍ）に相当
する低ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件を用いることができ、例えば、５
×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、０．２５％乳、及びホルムアミド無し；又は３０％ホルムア
ミド、５×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳである。中程度のストリンジェンシーハイブリダイゼ
ーション条件はより高いＴｍに相当し、例えば、４０％ホルムアミド、５×又は６×ＳＳ
Ｃである。ハイブリダイゼーションでは２つの核酸が相補配列を含むことが要求されるが
、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーによっては塩基間のミスマッチは可能で
ある。核酸のハイブリダイゼーションに適したストリンジェンシーは、核酸の長さ及び相
補性の程度といった当該技術分野において周知の変数に依存する。２本のヌクレオチド配
列間の類似性又は相同性の程度が大きいほど、これらの配列を有する核酸のハイブリッド
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用のＴｍ値は上がる。核酸のハイブリダイゼーションの相対的な安定性（より高いＴｍに
相当する）は、ＲＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＤＮＡの順に低下する。１０
０ヌクレオチド長より大きいハイブリッドについては、Ｔｍの計算式が導かれている（Ｓ
ａｍｂｒｏｏｋら、上記、９．５０～９．５１を参照）。より短い核酸、すなわちオリゴ
ヌクレオチドとのハイブリダイゼーションについては、ミスマッチの位置がより重要とな
り、オリゴヌクレオチドの長さがその特異性を決定する（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、上記、１
１．７～１１．８を参照）。一実施形態において、ハイブリダイズ可能な核酸の長さは少
なくとも約１０ヌクレオチドである。好ましくは、ハイブリダイズ可能な核酸の最小長さ
は少なくとも約１５ヌクレオチドであり、より好ましくは少なくとも約２０ヌクレオチド
であり、及び最も好ましくは長さは少なくとも３０ヌクレオチドである。さらに当業者は
、プローブの長さなどの因子に従い必要に応じて温度及び洗浄溶液の塩濃度が調整され得
ることを認識するであろう。
【００３５】
　「遺伝子」は、特異的タンパク質を発現する核酸断片を指し、調節配列をコード配列の
前（５’非コード配列）、及び後ろ（３’非コード配列）に含む。「天然遺伝子」は、独
自の調節配列を有する天然に存在するとおりの遺伝子を指す。「キメラ遺伝子」は、天然
遺伝子ではない任意の遺伝子を指し、天然には同時に存在しない調節配列及びコード配列
を含んでなる。従ってキメラ遺伝子は、異なる供給源に由来する調節配列及びコード配列
、又は同じ供給源に由来するが天然に存在するものとは異なる様式で配列されている調節
配列及びコード配列を含んでなり得る。「内在性遺伝子」は、生物体のゲノムにおいてそ
の天然位置にある天然遺伝子を指す。「外来」遺伝子は、宿主生物中には通常存在しない
が、遺伝子導入により宿主生物中に導入される遺伝子を指す。外来遺伝子は、天然でない
生物体に挿入される天然遺伝子か、又はキメラ遺伝子を含んでなり得る。「導入遺伝子」
は、形質転換手法によりゲノムに導入された遺伝子である。
【００３６】
　用語「機能的に連結された」は、一方の機能が他方により影響を受けるような単一の核
酸断片上の核酸配列の結合を指す。例えば、プロモーターは、それがコード配列の発現を
生じさせる能力を有する（すなわち、そのコード配列がプロモーターの転写制御下にある
）場合、当該コード配列と機能的に連結される。コード配列はセンス方向又はアンチセン
ス方向で調節配列に機能的に連結できる。
【００３７】
　用語「発現」は、本明細書で使用されるとき、本発明の核酸断片に由来するセンス（ｍ
ＲＮＡ）又はアンチセンスＲＮＡの転写及び安定的な蓄積を指す。発現はまた、ｍＲＮＡ
のポリペプチドへの翻訳も指す。
【００３８】
　用語「プラスミド」、「ベクター」及び「カセット」は、多くの場合に細胞の中央代謝
の一部ではなく、通常は環状二本鎖ＤＮＡ分子の形態の遺伝子を保有する染色体外要素を
指す。かかる要素は、直鎖状又は環状の、任意の供給源に由来する一本鎖又は二本鎖ＤＮ
Ａ又はＲＮＡの自己複製配列、ゲノム組込み配列、ファージ又はヌクレオチド配列であっ
てもよく、ここでは多数のヌクレオチド配列が、選択された遺伝子産物のプロモーター断
片及びＤＮＡ配列を然るべき３’非翻訳配列と共に細胞中に導入する能力を有する独自の
構造と連結されるか、又はそれに組み換えられている。「形質転換カセット」は、外来遺
伝子を含み、さらに外来遺伝子に加え、特定の宿主細胞の形質転換を促進する要素を有す
る特異的ベクターを指す。「発現カセット」は、外来遺伝子を含み、さらに外来遺伝子に
加え、外来宿主中での当該遺伝子の発現を可能にする要素を有する特異的ベクターを指す
。
【００３９】
　用語「配列分析ソフトウェア」は、ヌクレオチド配列又はアミノ酸配列の分析に有用な
任意のコンピュータアルゴリズム又はソフトウェアプログラムを指す。「配列分析ソフト
ウェア」は市販のものであってもよく、又は独自に開発したものであってもよい。典型的
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な配列分析ソフトウェアとしては、限定はされないが、ＧＣＧ　ｓｕｉｔｅプログラム（
Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ、バージョン９．０、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐ
ｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ（ＧＣＧ）、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴ
Ｎ、ＢＬＡＳＴＸ（Ａｌｔｓｃｈｕｌら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１
０頁（１９９０年）、ＤＮＡＳＴＡＲ（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．、Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗ
Ｉ）、及びＶｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ（登録商標）ソフトウェア、バージョン７．０を挙げる
ことができる。本願に関連するなかで、配列分析ソフトウェアを用いて分析される場合、
特記されない限り、分析の結果は参照されるプログラムの「初期値」に基づくことは理解
されるであろう。本明細書で使用されるとき、「初期値」は、初めて初期化したときに最
初にソフトウェアに取り込まれる任意の値又はパラメータのセットを意味するものとする
。
【００４０】
　本明細書で用いられる標準的な組換えＤＮＡ及び分子クローン技術は、当該技術分野に
おいて周知であり、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．及びＭａｎｉａ
ｔｉｓ，Ｔ．、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍ
ａｎｕａｌ」、第２版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｐｒｅｓｓ：Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９８９年）（これ以降
、「Ｍａｎｉａｔｉｓ」）；及びＡｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃ．ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ発刊（１
９８７年）により記載される。
【００４１】
伝染性皮下造血器壊死症ウイルスゲノム
　伝染性皮下造血器壊死症ウイルス（ＩＨＨＮＶ）は高死亡率及び広範な宿主域を伴う主
要なエビ病原体である。ＩＨＨＮＶの完全ゲノムは配列決定されている（Ｂｏｎａｍｉら
、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７１（第１１部）：６５７－２６６４頁（１９９０年
）；ＧｅｎＢａｎｋ　ＡＦ２１８２６６）。このゲノムは４，０７５塩基及び３つのオー
プンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む一本鎖ＤＮＡからなる。
【００４２】
ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列
　本明細書には、ＩＨＨＮＶの高感度検出のための様々なアッセイフォーマットにおいて
有用な診断用プライマー配列が開示される。これらのプライマーは、ＩＨＨＮＶゲノムの
なかでこれまでＩＨＨＮＶ検出に使用されていない領域を対象とする。
【００４３】
　一連の「インシリコ（ｉｎ　ｓｉｌｉｃａ）」（すなわちコンピュータベースの）配列
分析ツールを使用して、プライマー配列を実験的に同定した。このプロセスでは、既知の
あらゆるＩＨＨＮＶ配列を含むデータベースを構築した。まず初めにこれらの配列を整列
させ、次にプライマー部位について、Ｖｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ（登録商標）ソフトウェア（
ＩｎｆｏｒＭａｘ　Ｉｎｃ．、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ）を使用して、他のＩＨＨＮＶ配
列との相同性、特定のアンプリコンの長さ、塩濃度、Ｔｍ（融解温度）、Ｃ＋Ｇ含量並び
にヘアピン及び二次構造パラメータの不在に基づき分析した。次に有望なプライマーをＧ
ｅｎＢａｎｋ配列に対しスクリーニングした。他の非標的遺伝子配列との相同性が５塩基
未満しか含まれないことが確立されたプライマーを、ＰＣＲ増幅効率及び最小限のプライ
マーダイマー形成から実験的調査のために選択した。高い増幅効率及び最小限のプライマ
ーダイマー形成の双方を示したプライマーを、様々なエビ病原体に感染したエビから単離
されたＤＮＡ及び疾患にかかっていないことが証明されているエビ由来のＤＮＡのパネル
による検査のために選択した。全てのＩＨＨＮＶ株を増幅し、且つ非ＩＨＨＮＶ病原体に
感染したエビ由来のＤＮＡ及び様々な種の疾患にかかっていないことが証明されているエ
ビから単離されたＤＮＡのいずれにも反応を示さなかったプライマーを、有用なプライマ
ーとして選択した。
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【００４４】
　ＩＨＨＮＶの検出に有用であることが分かったプライマー配列、及びそれらのＩＨＨＮ
Ｖゲノムにおける位置が、表１に示される。これらのプライマーは標準的なホスホラミダ
イト化学反応を用いて合成してもよく、又はＳｉｇｍａ　Ｇｅｎｏｓｙｓ（Ｔｈｅ　Ｗｏ
ｏｄｌａｎｄｓ、ＴＸ）などの企業から購入してもよい。
【００４５】
【表１】

【００４６】
アッセイ法
　本明細書に開示されるプライマー配列は、様々なアッセイフォーマットで用いてＩＨＨ
ＮＶを検出及び定量し得る。最も簡便な２つのフォーマットは、核酸ハイブリダイゼーシ
ョンの方法か、又はＰＣＲなどのプライマー特異的増幅法を利用するものである。
【００４７】
プライマー特異的増幅アッセイ法
　一実施形態において、本ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列はプライマー特異的核酸増幅
に用いることで、ＩＨＨＮＶの存在を検出し得る。様々なプライマー特異的核酸増幅法が
当該技術分野において周知であり、本明細書に開示されるプライマーと共に使用するのに
好適である。これらの核酸増幅法としては、熱サイクリング法（例えば、ポリメラーゼ連
鎖反応（ＰＣＲ）及びリガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ））、並びに等温法及び鎖置換増幅（Ｓ
ＤＡ）が挙げられる。
【００４８】
　ＬＣＲ法は当該技術分野において周知である（例えば、Ｔａｂｏｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、８２：１０７４－１０７８頁（１９８５年）を
参照）。典型的には、ＬＣＲ核酸複製の組成は、例えば、耐熱性リガーゼ（例えば、Ｔ．
アクアチカス（Ｔ．ａｑｕａｔｉｃｕｓ）リガーゼ）、２組の隣接オリゴヌクレオチドプ
ライマー（各組のうち一方のメンバーは標的鎖の各々と相補的である）、トリス－ＨＣｌ
緩衝液、ＫＣｌ、ＥＤＴＡ、ＮＡＤ、ジチオスレイトール及びサケ精子ＤＮＡを含んでな
る。
【００４９】
　ＳＤＡ法もまた当該技術分野において周知である。ＳＤＡの方法論についての詳しい考
察は、Ｗａｌｋｅｒら（Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、８９：
３９２頁（１９９２年））により提供される。典型的には、ＳＤＡでは２つのオリゴヌク
レオチドプライマーが使用され、各々が標的中の一方の鎖のみに相補的な領域を有する。
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熱変性後、一本鎖の標的断片は過剰に存在するそれぞれのプライマーと結合する。双方の
プライマーとも、標的結合配列の５’に位置する非対称の制限酵素認識配列を含む。各プ
ライマー－標的複合体は、制限酵素、ＤＮＡポリメラーゼ並びに３つのデオキシヌクレオ
チド三リン酸（ｄＮＴＰ）及び１つのデオキシヌクレオチドα－チオ三リン酸（ｄＮＴＰ
［ａＳ］）の存在下で、ニッキング及び重合／置換ステップを繰り返す。
【００５０】
　本明細書に開示される診断用プライマー配列を用いてＩＨＨＮＶを検出するための好ま
しい方法はＰＣＲであり、これはＭｕｌｌｉｓらにより米国特許第４，６８３，２０２号
明細書及び米国特許第４，６８３，１９５号明細書に記載され、これらの文献は双方とも
具体的に参照により本明細書に援用される。ＰＣＲ法では、本明細書に開示されるＩＨＨ
ＮＶ診断用プライマー配列及びそれらの完全相補（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔａｒｙ）配列が
、ＩＨＨＮＶゲノム内の領域を増幅する核酸増幅反応のプライミングが可能な対で使用さ
れる。ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列及びそれらの相補体（ｃｏｍｐｌｉｍｅｎｔ）の
様々な組み合わせを用いることができる。好適なプライマー対としては、限定はされない
が、配列番号１及び２、配列番号３及び４、配列番号５及び６、配列番号７及び８、並び
に配列番号１及び４が挙げられる。
【００５１】
　一般に、２つのプライマーは、試料ＤＮＡ、４つのデオキシヌクレオチド三リン酸（す
なわち、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ、及びｄＧＴＰ）の混合物、耐熱性ＤＮＡポリメ
ラーゼ、例えばＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼと共に緩衝溶液中に混合される。次にこの混
合物がサーマルサイクラー機を用いて熱サイクルにかけられ、所望の標的領域が増幅され
る。サーマルサイクラーは多くの供給元から市販されている（例えば、Ａｐｐｌｉｅｄ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）；Ｂｒｉｎｋｍａｎｎ（Ｗｅｓ
ｔｂｕｒｙ、ＮＹ）；ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）；及びＳｔｒａ
ｔａｇｅｎｅ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ））。
【００５２】
　一般に、ＰＣＲ熱サイクリングは高温での初期変性ステップと、それに続く、鋳型変性
、プライマーのアニーリング、及びアニーリングされたプライマーのポリメラーゼによる
伸長を可能にするよう設計された一連の温度サイクルの繰り返しを含む。一般的には、試
料は最初に約２～１０分間、約９５℃の温度で加熱され、二本鎖ＤＮＡ試料が変性される
。次に、各サイクルの始めに、試料及び使用される機器のタイプに応じて試料が約１０～
６０秒間変性される。変性後、プライマーがより低温の約４０℃～約６０℃で約２０～６
０秒間、標的ＤＮＡにアニールされる。ポリメラーゼによるプライマーの伸長は、多くの
場合に約６０℃～約７２℃の温度範囲で行われる。伸長にかかる時間はアンプリコンのサ
イズ及び増幅に使用される酵素の種類に依存し得るが、所定の実験により容易に決定され
る。加えて、アニーリングステップを伸長ステップと組み合わせて２ステップサイクリン
グとすることができる。熱サイクリングはまた、ＰＣＲアッセイにおいてさらなる温度変
更も含み得る。アッセイで用いられるサイクル数は多くの要因に依存し、使用されるプラ
イマー、存在する試料ＤＮＡの量、及び熱サイクリング条件が挙げられる。任意のアッセ
イで用いられるサイクル数は、所定の実験を用いて当業者により容易に決定され得る。場
合により、全ての増幅産物の合成を確実にするため、熱サイクリングの完了後に最終伸長
ステップが追加されてもよい。
【００５３】
　増幅後、増幅されたヌクレオチド配列は好適なベクターにライゲートされ、続いて前記
ベクターにより好適な宿主生物が形質転換され得る。これにより、増幅された配列がより
容易に利用可能な供給形態で確保される。或いは、増幅後、増幅された配列又はその一部
分は、以下に記載されるとおり、ハイブリダイゼーションアッセイ用のヌクレオチドプロ
ーブとして使用するために化学的に合成されてもよい。いずれの場合にも、可変領域のＤ
ＮＡ配列がジデオキシ法などの方法を用いて構築され得る（Ｓａｎｇｅｒ，Ｆ．ら、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７４：５４６３－５４６７頁（１９７７年））。得
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られる配列を用いることでその生物体に対するプローブの選択肢が導かれ、最も適切な配
列が選択される。
【００５４】
　ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料（例えば、エビ又は他の甲殻類）中のＩＨＨＮＶ
の存在を、プライマー特異的核酸増幅法を用いて検出するため、試料からのＤＮＡは増幅
可能な形態で提供されなければならない。典型的には、ＤＮＡは無細胞でなければならず
、試料材料は処理されてタンパク質及び他の細胞成分が除去され得る。ＤＮＡは任意の好
適な組織、液体又は試料材料から得ることができ、限定はされないが、エビ組織（例えば
、鰓、腹肢、血リンパ、筋肉、尾、眼柄、胃、脚、及び結合組織）、洗浄液、及び池水試
料が挙げられる。試料は、既知の汚染物質に近接していることなどを含む様々な理由から
ＩＨＨＮＶを含むことが疑われ得るか、又は単にエビ産業にＩＨＨＮＶの存在がよく見ら
れることから汚染が疑われ得る。従って、ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料は上記の
任意のＤＮＡ試料であり得る。
【００５５】
　増幅に好適なＤＮＡを組織から提供するための方法は、当該技術分野において周知であ
る。例えば、ＤＮＡは、Ｎｕｎａｎら（Ｍａｒ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２（４）：３１
９－３２８頁（２０００年））により記載されるとおり、試料材料又は組織をＮａＣｌを
含有するトリス－ＨＣｌ緩衝液でホモジナイズし、遠心して固形細片を除去し、得られた
上清液をＰＣＲ反応に使用することによって試料から抽出され得る。或いは、Ｙｏｇａｎ
ａｎｄｈａｎら（Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３４（１２）：１０９３
－１０９７頁（２００３年））及びＫｏｕら（米国特許第６，１９０，８６２号明細書）
により記載される様々な組織からホワイトスポットシンドロームウイルスＤＮＡを単離す
るための方法が用いられてもよい。ＤＮＡはまた、ＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋ
ｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ　ＣＡ）、又はＤＮＡｚｏｌ（登録商標）ゲノム
ＤＮＡ単離試薬（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｉｎｃ．、Ｃ
ｉｎｃｉｎｎａｔｉ、ＯＨ）などの市販のＤＮＡ単離キットを使用した増幅に好適な形態
で提供されてもよい。
【００５６】
　次にＤＮＡは、上記のとおり核酸増幅法を用いて、本明細書に開示される診断用プライ
マー配列の少なくとも１つの対により増幅される。診断用プライマー配列の異なる対の組
み合わせもまた使用され得る。増幅産物の存在が以下に記載されるとおり検出されると、
それが試料中のＩＨＨＮＶの存在の確証となる。一実施形態においては、ＰＣＲを用いて
ＤＮＡが増幅される。
【００５７】
　核酸増幅法においては、試薬の不具合、手順の間違い、及び機器の誤動作から検査結果
が誤って解釈され得る。加えて、試料材料中の阻害物質の存在、又は試料を処理し、核酸
を回収する間の試料ＤＮＡ若しくはＲＮＡの分解によって問題が生じる。これらの問題を
克服するため、ＩＨＨＮＶアッセイと組み合わせて内部対照試験を実施することで、使用
者にこの種のエラーに対する注意を喚起し、検査結果の定量を補助することができる。
【００５８】
　２種類の内部対照試験を用いることができる。一手法は、「鋳型内部対照」（ＩＴＣ）
の共増幅に基づき、ＩＴＣは反応前に核酸増幅試薬混合物に添加される。第２の手法は試
料に含まれる「試料内部対照」（ＩＳＣ）の共増幅に基づく。いずれの場合にも、内部対
照ＤＮＡ又はＲＮＡの配列はＩＨＨＮＶ　ＤＮＡの配列と異なる。
【００５９】
　試料内部対照は、試料材料（例えばエビ組織及び血リンパ）中に保存された、又は常に
存在するＤＮＡ又はＲＮＡ遺伝子配列であり得る。ＩＳＣ標的ＤＮＡ又はＲＮＡを増幅す
るために使用されるプライマーは、ＩＨＨＮＶ　ＤＮＡを増幅しないよう選択され、ＩＨ
ＨＮＶ検査プライマーは試料内部対照ＤＮＡ又はＲＮＡ標的を増幅しないよう選択される
。このようにして、ＩＳＣ標的及びＩＨＨＮＶ標的が独立して増幅する。アッセイでは、
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ＩＳＣ標的及びＩＨＨＮＶ標的の双方が同じ試薬及び条件を用いてプロセシングされる。
さらに、双方の標的鋳型とも、同じ試薬及び反応条件を用いて増幅される。ＩＳＣ鋳型及
びプライマーは検査試料中に存在するため、増幅中にＩＳＣ産物が産生されるはずである
。ＩＳＣ産物が形成されない場合、それは検査の化学反応が正しく機能しなかったことを
示すものであり、そのＩＨＨＮＶ検査結果は誤っており、信頼してはならない。正しいＩ
ＳＣ産物形成が生じた場合、それは検査の化学反応が正しく作用したことを示すものであ
り、そのＩＨＨＮＶ試料のプロセシング及び検査反応は正しく機能したと考えられ、従っ
てそのＩＨＨＮＶ検査はより正確に解釈され得る。
【００６０】
　ＩＳＣプライマーは、ＩＨＨＮＶに感染し易い病原体宿主種の構造タンパク質、代謝酵
素又はリボソーム産物をコードする遺伝子の遺伝子配列から選択できる。例えば、ＩＳＣ
プライマーは、エビアクチン遺伝子、又はエビの１８Ｓ、２３Ｓ若しくは５Ｓリボソーム
遺伝子、又は他の構成遺伝子に由来する遺伝子配列であり得る。ＩＳＣプライマー対の好
適な例としては、限定はされないが、表２に示されるとおりのウシエビ（Ｐｅｎａｅｕｓ
　ｍｏｎｏｄｏｎ）アクチン１遺伝子（ＧｅｎＢａｎｋ　ＡＦ１００９８６）に由来する
配列番号１３，１４、及び配列番号１５，１６が挙げられる。
【００６１】
【表２】

【００６２】
　一実施形態において、増幅反応で試料内部対照産物が産生されるよう、ＩＳＣプライマ
ーの少なくとも１つの対が核酸増幅試薬混合物に含まれる。一実施形態において、ＩＳＣ
プライマーの少なくとも１つの対は、配列番号１３，１４、及び配列番号１５，１６から
なる群から選択される。
【００６３】
　加えて、鋳型内部対照（ＩＴＣ）をＩＨＨＮＶ検査プライマーと共に有利に使用するこ
とにより、検査反応の定量を補助できる。ＩＴＣについてのプライマー要件は、ＩＴＣ鋳
型とプライマーとの双方が増幅試薬混合物に添加される点を除いてＩＳＣプライマーの要
件と同じである。ＩＴＣプライマーは、ＩＨＨＮＶに感染し易いエビなどの被験種由来の
ゲノムＤＮＡ又はＲＮＡを増幅しないように選択される。ＩＴＣ鋳型は既知の濃度で添加
されるため、１反応当たりのコピー数が分かる。ＩＴＣ鋳型は増幅試薬混合物中に含まれ
るため、増幅中にＩＴＣ産物が産生される。ＩＴＣ産物の量は反応の増幅効率及び他の変
数に応じて反応毎に異なり得る。これらの同じ変数はＩＨＨＮＶ　ＤＮＡ増幅にも影響す
るため、産生されるＩＨＨＮＶ産物の量は反応で産生されるＩＴＣ産物の量に比例するこ
とになる。従って、アッセイにおけるＩＨＨＮＶ鋳型のコピー数は、当初加えられたＩＴ
Ｃと、形成されたＩＴＣ産物と、産生されたＩＨＨＮＶ産物との間の比例関係から推測で
きる。相対的な産物形成は、標識された内部プローブが用いられる場合はＣＴ単位で、又
は産物それぞれの融解温度における融解曲線の微分係数により決定できる。
【００６４】
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　ＩＴＣプライマー配列は理論的に設計されてもよく、又は被験試料に存在しない植物及
び動物からの他のウイルス又は遺伝子などの非被験種からの遺伝子配列に由来してもよい
。このように、試料材料はＩＴＣプライマーによって増幅される可能性のある他のＤＮＡ
又はＲＮＡを含まない。
【００６５】
　一実施形態において、増幅反応で少なくとも１つのＩＴＣ産物が産生されるよう、少な
くとも１つの鋳型内部対照及びＩＴＣプライマーの少なくとも１つの対が核酸増幅試薬混
合物に含まれる。
【００６６】
　当該技術分野において周知の様々な検出方法が、本明細書に開示される方法に用いられ
得る。これらの検出方法としては、限定はされないが、標準未変性ゲル電気泳動法（例え
ば、アクリルアミド又はアガロース）、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法、温度勾配ゲル電
気泳動法、キャピラリー電気泳動法、及び蛍光検出が挙げられる。
【００６７】
　蛍光検出方法は高速で高感度の増幅産物の検出を提供する。蛍光検出はまた、リアルタ
イムでの検出能力も提供し、ここでは熱サイクリングプロセス中の増幅産物の形成がモニ
タされる。加えて、初期標的の量が蛍光検出を用いて定量され得る。蛍光検出は、熱サイ
クリングプロセスの前か、又はその後に、核酸結合性蛍光剤を反応混合物に添加すること
により行われ得る。好ましくは、核酸結合性蛍光剤は、核酸の二重らせんにおける積み重
なった塩基対の間への非共有結合性の挿入が可能なインターカレート色素である。しかし
ながら、インターカレートされない核酸結合性蛍光剤もまた好適である。本発明の方法に
おいて有用な核酸結合性蛍光剤の非限定的な例は、臭化エチジウム及びＳＹＢＲ（登録商
標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ；Ｅｕｇｅｎｅ、ＯＲから入手
可能）である。熱サイクリング前に反応混合物に核酸結合性蛍光剤を添加することで、Ｈ
ｉｇｕｃｈｉ（米国特許第５，９９４，０５６号明細書）により記載されるとおり、増幅
産物の形成をリアルタイムでモニタすることが可能となる。リアルタイム蛍光測定が可能
なサーマルサイクラーは、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉ
ｔｙ、ＣＡ）、ＭＪ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｗａｌｔｈａｍ、ＭＡ）、及びＳｔｒａｔａｇ
ｅｎｅ（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、ＣＡ）などの企業から市販されている。増幅後の増幅産物の
確認は、当該技術分野において周知の方法を用いて、例えば、蛍光測定値を使用して融解
曲線を生成することにより、産物の融解温度を決定することで評価できる。
【００６８】
　増幅産物の蛍光検出は当該技術分野において周知の他の方法、例えば蛍光標識プローブ
の使用を用いても達成され得る。プローブは増幅産物の少なくとも一部分と相補的な（ｃ
ｏｍｐｌｉｍｅｎｔａｒｙ）配列を含んでなる。かかるプローブの非限定的な例としては
、ＴａｑＭａｎ（登録商標）プローブ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）及びＭ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｅａｃｏｎｓ（Ｇｏｅｌら、Ｊ．Ａｐｐｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．
９９（３）：４３５－４４２頁（２００５年））が挙げられる。例えば、本明細書に開示
されるＩＨＨＮＶプライマーと共に使用される蛍光標識プローブを構築するための遺伝子
配列は、以下の実施例１１に詳細に記載されるとおり、Ｐｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓｓ（
登録商標）ｖ２．０（Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．、Ｆｏｓｔｅｒ
　Ｃｉｔｙ　カリフォルニア州）などの市販の分析ソフトウェアを使用したＩＨＨＮＶ遺
伝子及び被験アンプリコンの分析により選択され得る。プローブ配列は特異的ＩＨＨＮＶ
被験アンプリコンの近位末端の範囲内に収まるよう選択される。好適なプローブ配列とし
ては、限定はされないが、配列番号１７及び１８に示される配列が挙げられる。プローブ
は、以下に記載されるハイブリダイゼーションプローブを標識するための方法など、当該
技術分野において周知の方法を用いて蛍光標識されてもよい。リアルタイム蛍光検出用に
は、プローブは二重標識され得る。例えば、プローブの５’末端を６ＦＡＭ（商標）（Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ）などのフルオロフォアで標識でき、３’末端を６
－カルボキシテトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）などのクエンチャー色素で標識でき
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る。副溝結合性プローブの場合、３’末端をクエンチャー色素と副溝結合剤との複合体で
標識できる。蛍光標識プローブは、Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓなどの商業的
供給元から入手してもよい。
【００６９】
　一実施形態において、本発明は、試料中のＩＨＨＮＶの量を定量するための方法を提供
する。本実施形態において、ＤＮＡは上記のとおり、ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試
料から提供される。ＤＮＡは、核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブの存在下での少な
くとも変性温度と伸長温度との間の熱サイクリングによって、本明細書に開示されるオリ
ゴヌクレオチドプライマーの少なくとも１つの対により増幅される。熱サイクリング中、
核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブにより生成される蛍光量が測定される。蛍光測定
から、核酸結合性蛍光剤又は蛍光標識プローブにより生成される蛍光量が基礎値を上回る
固定閾値に達するときの閾値サイクル数が決定される。閾値サイクル数は本明細書ではＣ
Ｔ数又はＣＴ値と称される。ＣＴ数は手動で決定されてもよく、又は機器により自動的に
決定されてもよい。ＣＴ数を決定するため、初回の増幅サイクル中に各試料についてベー
スラインの蛍光が決定される。次に数学的アルゴリズムを用いて、蛍光シグナルがバック
グラウンドを上回るには蛍光にどのような統計的に有意な変化が必要とされ得るかが設定
される。蛍光（ｆｌｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）がこの閾値を超えるときのサイクル数がＣＴ数
と称される。典型的には、熱サイクリングの開始時の試料中に存在するＤＮＡが多いほど
、閾値に達するために費やすサイクル数が少なくなる。従って、ＣＴ数は試料中のＩＨＨ
ＮＶの初期量に反比例する。ＩＨＨＮＶ試料についてＣＴ数が決定されると、試料中のＩ
ＨＨＮＶについて決定された閾値サイクル数を、当該技術分野において周知のとおり既知
の濃度の標準溶液を使用して決定された鋳型濃度の対数に対する閾値サイクル数の標準曲
線と比較することにより、試料に当初存在するＩＨＨＮＶの量を計算できる。
【００７０】
核酸ハイブリダイゼーション法
　ＩＨＨＮＶについての核酸ハイブリダイゼーション検査の基本要素としては、ＤＮＡプ
ローブ、ＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料、及び特異的ハイブリダイゼーション法が
挙げられる。本発明のプローブは、検出対象の核酸配列と相補的であり、且つそれと「ハ
イブリダイズ可能」な一本鎖核酸配列である。典型的にはハイブリダイゼーション法では
、プローブの長さは５塩基ほどの短いものから数キロベースまで異なり得るとともに、こ
れは行われる特異的な検査に依存するであろう。検出対象の核酸配列と相補的である必要
があるのは、プローブ分子の一部のみである。加えて、プローブと標的配列との間の相補
性は完全でなくともよい。ハイブリダイゼーションは不完全に相補的な分子間にも確かに
起こり、その結果、ハイブリダイズされた領域の塩基のうちある割合は適切な相補塩基と
対合しない。
【００７１】
　本明細書に開示されるＤＮＡプローブは、上記のＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由
来する。本明細書で使用されるとき、語句「ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来する
」は、そのＤＮＡプローブが、ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列、それから核酸増幅法を
用いて得られる増幅産物配列、ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列若しくは増幅産物配列の
一部分、又は前述の配列のいずれかの完全相補配列であり得ることを意味する。上記で使
用されるときの用語「一部分」は、ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列又はそれから得られ
る増幅産物の完全配列より短い任意の一部を指す。好ましくは、プローブとして使用する
ための一部分の長さは、少なくとも約１５塩基、より好ましくは、少なくとも約２０塩基
である。ＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来するＤＮＡプローブの非限定的な例とし
ては、配列番号１～８として示されるＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列、配列番号９、１
０、１１、及び１２として示される増幅産物配列、及び配列番号１～１２の完全相補（ｃ
ｏｍｐｌｉｍｅｎｔａｒｙ）配列が挙げられる。
【００７２】
　プローブが標識されることで検出が促進され得る。核酸プローブに標識を結合させる方
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法は、当該技術分野において周知である。例えば、プローブは標識されたヌクレオチドを
取り込むことによって合成中に標識できる。或いは、プローブ標識はニックトランスレー
ション又は末端標識により行うことができる。標識は蛍光検出用のフルオロフォア、又は
リガンド、例えばビオチンを含んでなってもよく、リガンドはハイブリダイゼーション後
にリガンド（例えば、酵素標識ストレプトアビジン）と結合する酵素標識された結合分子
を使用して検出される。
【００７３】
　エビ又は他の甲殻類などのＩＨＨＮＶを含むことが疑われる試料中のＩＨＨＮＶの存在
を検出するため、上記のとおり、試料からＤＮＡが提供される。試料ＤＮＡは、プローブ
と標的分子との任意のハイブリダイゼーションが起こる前に、プローブと接触可能となる
。従って、ＤＮＡは無細胞で、ハイブリダイゼーションが起こる前は適切な条件下に置か
れなければならない。加えて、ある実施形態においては、ＤＮＡを精製してタンパク質、
脂質、及び他の細胞成分を除去することが望ましいこともある。様々な核酸精製方法、例
えばフェノール－クロロホルム抽出が当業者には周知である（Ｍａｎｉａｔｉｓ、上記）
。加えて、ＤＮＡの抽出及び精製用のキットを商業的供給元から入手できる（例えば、Ｉ
ｓｏＱｕｉｃｋ（登録商標）核酸抽出キット（ＭｉｃｒｏＰｒｏｂｅ　Ｃｏｒｐ．、Ｂｏ
ｔｈｅｌｌ、ＷＡ）；及びＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖ
ａｌｅｎｃｉａ　ＣＡ））。プレハイブリダイゼーション精製は、特に標準フィルターハ
イブリダイゼーションアッセイに有用である。
【００７４】
　一実施形態において、ハイブリダイゼーションアッセイは核酸抽出の必要なしに細胞溶
解物上で直接行われ得る。これにより試料処理プロセスから数ステップが削減され、アッ
セイの速度が速まる。かかるアッセイを粗細胞溶解物上で実施するため、典型的にはカオ
トロピック剤が上記のとおり調製された細胞溶解物に添加される。カオトロピック剤はヌ
クレアーゼ活性を阻害することにより核酸を安定化させる。さらに、カオトロピック剤は
短鎖オリゴヌクレオチドプローブのＤＮＡとの室温での高感度及びストリンジェントなハ
イブリダイゼーションを可能にする（Ｖａｎ　Ｎｅｓｓ及びＣｈｅｎ、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉ
ｄｓ　Ｒｅｓ．１９：５１４３－５１５１頁（１９９１年））。好適なカオトロピック剤
としては、とりわけ、塩化グアニジン、チオシアン酸グアニジン、チオシアン酸ナトリウ
ム、テトラクロロ酢酸リチウム、過塩素酸ナトリウム、テトラクロロ酢酸ルビジウム、ヨ
ウ化カリウム、及びトリフルオロ酢酸セシウムが挙げられる。典型的には、カオトロピッ
ク剤は約３Ｍの最終濃度で存在する。必要に応じて、ハイブリダイゼーション混合物にホ
ルムアミドを、典型的には３０～５０容量％で添加できる。
【００７５】
　ハイブリダイゼーション法は確立されており、溶液（すなわち、同種）及び固相（すな
わち、異種）ハイブリダイゼーション法が挙げられる。典型的には、試料ＤＮＡが本明細
書に開示されるＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来するプローブにより探索される（
すなわち核酸ハイブリダイゼーションを可能にする条件下でプローブと接触する）。これ
は、無機塩又は有機塩の存在下で適切な濃度及び温度条件のもとプローブと試料ＤＮＡと
を接触させることを伴う。プローブ及び試料核酸は十分に長い時間接触させて、プローブ
と試料核酸との間のあらゆる可能なハイブリダイゼーションが起こり得るようにしなけれ
ばならない。混合物中のプローブ又は標的の濃度により、ハイブリダイゼーションが起こ
るのに必要な時間が決定され得る。プローブ又は標的の濃度が高いほど、ハイブリダイゼ
ーションで必要なインキュベート時間は短くなる。
【００７６】
　様々なハイブリダイゼーション溶液を用いることができる。典型的には、これらは約２
０～６０容量％、好ましくは３０％の極性有機溶媒を含んでなり得る。一般的なハイブリ
ダイゼーション溶液は、約３０～５０容量％のホルムアミド、約０．１５～１Ｍの塩化ナ
トリウム、約０．０５～０．１Ｍの緩衝液、例えばクエン酸ナトリウム、トリスＨＣｌ、
ＰＩＰＥＳ又はＨＥＰＥＳ（ｐＨ範囲は約６～９）、約０．０５～０．２％の界面活性剤
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、例えばドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、０．５～２０ｍＭのＥＤＴＡ、ＦＩＣＯＬ
Ｌ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｉｎｃ．、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ
）（分子量が約３００～５００キロダルトン）、ポリビニルピロリドン（分子量が約２５
０～５００キロダルトン）、及び血清アルブミンを用いる。また、典型的なハイブリダイ
ゼーション溶液には、約０．１～５ｍｇ／ｍＬの未標識キャリア核酸、断片化された核Ｄ
ＮＡ（例えば、仔ウシ胸腺若しくはサケ精子ＤＮＡ、又は酵母ＲＮＡ）、及び場合により
単位容量当たり約０．５～２重量％のグリシンも含まれ得る。様々な極性水溶剤又は膨潤
剤（例えば、ポリエチレングリコール）、アニオン性ポリマー（例えば、ポリアクリレー
ト又はポリメチルアクリレート）、及びアニオン性糖ポリマー（例えば、硫酸デキストラ
ン）を含む体積排除剤などの他の添加剤が含まれてもよい。
【００７７】
　核酸ハイブリダイゼーションは様々なアッセイフォーマットに適応性を有する。最も好
適な１つはサンドイッチアッセイフォーマットである。サンドイッチアッセイは特に非変
性条件下でのハイブリダイゼーションに適応性を有する。サンドイッチ型アッセイの主な
要素は固体担体である。固体担体は、標識されておらず試料ＤＮＡ配列の一部分と相補的
な固定化された核酸捕捉プローブに吸収されているか、又はそれと共有結合している。本
発明において特に有用なプローブは、上記のとおりの、本ＩＨＨＮＶ診断用配列に由来す
るものである。捕捉されたＤＮＡは、上記のとおり標識されていて、且つ試料ＤＮＡ配列
の異なる部分と相補的な第２のプローブを使用して検出される。標識は当該技術分野にお
いて周知の方法（例えば、蛍光、化学発光及び結合対酵素アッセイなど）を用いて検出さ
れ得る。
【００７８】
　ハイブリダイゼーション法はまた、ＰＣＲなどの核酸増幅法と組み合わせて用いられて
もよい。例えば、本ＩＨＨＮＶ診断用配列は、同種又は異種アッセイフォーマットのいず
れにおいても３’末端がブロックされた検出プローブとして用いられ得る。例えば、本配
列から生成されたプローブは３’末端がブロックされているか、又は非関与型であっても
よく、核酸増幅反応によっては伸長されないか、又はそれに関与しないであろう。加えて
、プローブは、プローブ／分析物ハイブリッドを固定化するための結合点として、又は検
出可能なシグナルを生成するためのレポーターとして作用する反応性リガンドとして働き
得る標識を取り込む。従って、ＩＨＨＮＶを保因していると疑われる試料から単離された
ゲノムＤＮＡは過剰量の３’末端がブロックされた検出プローブの存在下で標準プライマ
ー特異的増幅プロトコルにより増幅され、増幅産物を産生する。プローブは３’末端がブ
ロックされているため、標的の増幅に関与したり、又はそれを妨害したりすることはない
。最後の増幅サイクルの後、検出プローブは増幅されたＤＮＡの関連する部分にアニール
され、次にアニールされた複合体が反応性リガンドを介して担体に捕捉される。
【００７９】
　本プローブは用途が広く、いくつかの代替的形態で設計され得る。プローブの３’末端
は、複製阻害部分の結合によってプライマー伸長反応への関与が阻止され得る。典型的な
複製阻害部分としては、限定はされないが、ジデオキシヌクレオチド（ｄｉｄｅｏｘｙｎ
ｕｌｅｏｔｉｄｅ）、３’デオキシヌクレオチド、ミスマッチヌクレオシド又はヌクレオ
チドの配列、３’リン酸基及び化学剤、例えば、ビオチン、ジニトロフェノール、フルオ
レセイン、ローダミン、及び炭素鎖が挙げられる。複製阻害剤は標準シアノエチルホスホ
ラミダイト化学反応を用いて、化学合成中に非関与プローブの３’末端ヌクレオチドの３
’ヒドロキシ基と共有結合する。このプロセスは固相合成化学反応を用いるもので、ここ
では３’末端が不溶性担体（コントロールド・ポア・グラス、すなわち「ＣＰＧ」）と共
有結合し、一方で新しく合成された鎖が５’末端に成長する。本発明に関連するなかでは
、３－デオキシリボヌクレオチドが好ましい複製阻害剤である。コルジセピン（３－デオ
キシアデノシン）は最も好ましい。コルジセピンはプローブの３’末端の終端に結合する
ため、合成は、ＣＰＧと共有結合したコルジセピン、５－ジメトキシトリチル－Ｎ－ベン
ゾイル－３－デオキシアデノシン（コルジセピン）、２－サクシノイル－長鎖アルキルア
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ミノＣＰＧ（Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｓｔｅｒｌｉｎｇ、ＶＡ）から開始される。
ジメトキシトリチル基が外れ、鎖合成の開始が固相コルジセピンの脱保護された５’ヒド
ロキシル基から始まる。合成の完了後、オリゴヌクレオチドプローブは固体担体から切断
されて外れ、３’末端に結合したコルジセピンの遊離２’ヒドロキシル基が残る。他の試
薬もまた非関与型プローブの合成中に３’末端に結合して複製阻害剤として働くことがで
きる。これらとしては、限定はされないが、他の３－デオキシリボヌクレオチド、ビオチ
ン、ジニトロフェノール、フルオレセイン、及びジゴキシゲニンが挙げられる。これらの
試薬の各々で誘導体化されたＣＰＧ担体は、商業的供給元から入手可能である（例えば、
Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、Ｓｔｅｒｌｉｎｇ、ＶＡ；及びＣＬＯＮＴＥＣＨ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ、ＣＡ）。
【００８０】
　或いは、非対称増幅を使用して検出プローブと相補的な鎖を生成してもよい。一本鎖Ｄ
ＮＡを産生するための非対称ＰＣＲ条件はＰＣＲについての上記の条件と同様だが、プラ
イマー濃度は一方のプライマーが過剰で、他方のプライマーが限定的であるように調整さ
れる。この手順により方法の感度が高まるであろうことが企図される。この感度の向上は
、検出プローブとの結合に利用可能な一本鎖の数が増えることにより起こり得る。
【００８１】
感染リスク及びＤＮＡ損傷又はＩＨＨＮＶ不活化の評価
　本明細書に開示される試料中のＩＨＨＮＶの存在を検出し、その量を定量するための方
法は、ＤＮＡ損傷又はＩＨＨＮＶ不活化の程度を評価するために用いられ得る。例えば、
本明細書に開示される方法は化学的処置と組み合わせて用いることによりエビの健康及び
発育を向上させ得る。具体的には、エビを生産し、発育させる間に、生産施設から採取さ
れた試料、又はエビの生存環境から採取された試料がサンプリングされ、ＩＨＨＮＶの存
在について本明細書に開示される方法を用いて検査され得る。ＩＨＨＮＶが見つかった場
合、施設及び／又はエビには、ウイルスを死滅させるか、又は制圧するための処置が施さ
れ得る。この検査は高感度であるため、ＩＨＨＮＶはその生産群が壊滅し損失を被る前に
早期に検出され得る。従って、本明細書に開示される方法を化学的介入と組み合わせて用
いることで、生産の効率性及び生産高を向上させることができる。化学的な処置の例とし
ては、限定はされないが、Ｖｉｒｋｏｎ（登録商標）Ｓ殺菌剤（Ｅ．Ｉ．　Ｄｕ　Ｐｏｎ
ｔ　ｄｅ　Ｎｅｍｏｕｒｓ　ａｎｄ　Ｃｏ．の登録商標）、過酢酸、過酸化水素、過マン
ガン酸塩、一過硫酸カリウム、次亜塩素酸、次亜塩素酸塩及びヨウ素などの酸化殺菌剤；
プロバイオティクス、免疫賦活剤、飼料補助剤、及びウイルスの宿主結合を妨げる組換え
タンパク質／核酸が挙げられる。化学的処置の後、エビはサンプリングされ、再検査によ
って処置が成功してウイルスが根絶されたかどうかが判定され得る。
【００８２】
　別の実施形態において、本明細書に開示されるプライマーを様々な組み合わせで使用す
ることにより、完全性及び化学的処置によって生じたウイルスゲノムの損傷程度を確認し
得ることが考えられる。例えば、フォワードプライマーのＩＨＨＮＶ１Ｆ（配列番号１）
とリバースプライマーのＩＨＨＮＶ２Ｒ（配列番号４）とを組み合わせて用いることによ
り４８０塩基の増幅産物が産生され得る。このより長い産物はウイルスゲノムが無傷で損
傷を受けていない状態にある場合にのみ形成され得る。従って、より小さい産物（配列番
号９又は配列番号１０）の、増幅中に形成されたより長い産物（又はより長い産物の不在
）に対する比を比較することにより、化学的処置又は介入によって生じたウイルスゲノム
の損傷の程度を評価できる。これは化学的処置又は介入の効力を確定するのに役立ち得る
。同様に、配列番号１又は配列番号８を本明細書に開示される他のプライマーと組み合わ
せて使用することにより、ＩＨＨＮＶゲノムのより長いセグメントの完全性を調べてもよ
い。
【００８３】
検出キット
　別の実施形態において、本発明は核酸増幅法に基づくＩＨＨＮＶの検出用キットを提供
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する。このキットは、上記のとおりのＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列の少なくとも１つ
の対を含む。加えて、このキットはさらに、以下の試薬、すなわち、耐熱性ＤＮＡポリメ
ラーゼ、４つの異なるデオキシヌクレオチド三リン酸の混合物、核酸結合性蛍光剤、試料
内部対照プライマーの少なくとも１つの対、少なくとも１つの鋳型内部対照及び鋳型内部
対照プライマーの少なくとも１つの対、及びキットに含まれるＩＨＨＮＶ診断用プライマ
ー配列による増幅が可能なＩＨＨＮＶゲノム内の核酸の少なくとも１つの領域の一部分と
相補的な配列を含んでなるプローブのなかの少なくとも１つを含む。キットのプライマー
及び他の試薬は、液状、乾燥状態、又は錠剤などの様々な形態であってもよく、バイアル
、試験管などの１つ又は複数の任意の好適な容器中に存在し得る。
【００８４】
　別の実施形態において、本発明はサンドイッチアッセイハイブリダイゼーション法に基
づくＩＨＨＮＶの検出用キットを提供する。このキットは、ＩＨＨＮＶにかかっているこ
とが疑われるエビ又は他の甲殻類から試料を採取するための第１の要素と、試料を投入（
ｄｉｓｂｕｒｓｅｍｅｎｔ）し、溶解させるための緩衝液とを含む。第２の要素としては
、標的核酸とプローブ核酸とをハイブリダイズすると同時に、望ましくない、ハイブリダ
イズしない形態のものを洗浄により除去するための、乾燥形態又は液状形態の媒質が挙げ
られる。第３の要素としては固体担体（例えば、ディップスティック、ビーズなど）が挙
げられ、その上に本明細書に開示される単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由
来する未標識核酸プローブが固定される（又はそれとコンジュゲートされる）。第４の要
素は同じＤＮＡ鎖のなかの第２の異なる領域と相補的な標識プローブを含み、それに対し
、第３の要素の固定化された未標識の核酸プローブがハイブリダイズされる。標識プロー
ブはまた、本明細書に開示される単離されたＩＨＨＮＶ診断用プライマー配列に由来して
もよい。
【実施例】
【００８５】
　本発明は、以下の実施例においてさらに定義される。これらの実施例は、本発明の好ま
しい実施形態を示すものではあるが、例示として提示されるに過ぎないことは理解された
い。上記の考察及びこれらの実施例から、当業者は本発明の本質的な特徴を確認でき、且
つ本発明の趣旨及び精神から逸脱することなく、本発明の様々な変更及び修正を行って本
発明を様々な用途及び条件に適応させることができる。
【００８６】
　略語の意味は次のとおりである：「ｓｅｃ」は秒を意味し、「ｍｉｎ」は分を意味し、
「ｈｒ」は時間を意味し、「ｄ」は日を意味し、「μＬ」はマイクロリットルを意味し、
「ｍＬ」はミリリットルを意味し、「Ｌ」はリットルを意味し、「μＭ」はマイクロモル
濃度を意味し、「ｍＭ」はミリモル濃度を意味し、「ｎＭ」はナノモル濃度を意味し、「
Ｍ」はモル濃度を意味し、「ｍｍｏｌ」はミリモルを意味し、「μｍｏｌ」はマイクロモ
ルを意味し、「ｎｇ」はナノグラムを意味し、「ｆｇ」はフェムトグラムを意味し、「μ
ｇ」はマイクログラムを意味し、「ｍｇ」はミリグラムを意味し、「ｇ」はグラムを意味
し、「ｎｍ」はナノメートルを意味し、「ｍＵ」はミリ単位を意味し、「Ｕ」は単位を意
味し、「ｒｘｎ」は反応を意味し、「ＰＣＲ」はポリメラーゼ連鎖反応を意味し、「ＯＤ
」は光学濃度を意味し、「ＯＤ２６０」は２６０ｎｍの波長で測定された光学濃度を意味
し、「ＯＤ２８０」は２８０ｎｍの波長で測定された光学濃度を意味し、「ＯＤ２８０／

２６０」はＯＤ２８０値のＯＤ２６０値に対する比を意味し、「ｒｐｍ」は毎分回転数を
意味し、「ＣＴ」は反応における蛍光の増加が検出閾値を超えるときのサイクル数を意味
し、及び「ＳＰＦ」は特定病原体を含まないことが証明されていることを意味する。
【００８７】
一般的方法
　本実施例で用いられる標準的な組換えＤＮＡ及び分子クローン技術は当該技術分野にお
いて周知であり、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．、Ｆｒｉｔｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．及びＭａｎｉａｔ
ｉｓ，Ｔ．、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
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ｎｕａｌ」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓ
ｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８９年と、Ｔ．Ｊ．Ｓｉｌ
ｈａｖｙ、Ｍ．Ｌ．Ｂｅｎｎａｎ、及びＬ．Ｗ．Ｅｎｑｕｉｓｔ、「Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ
ｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｇｅｎｅ　Ｆｕｓｉｏｎｓ」、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ
．、１９８４年と、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎ
ｇ　Ａｓｓｏｃ．ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ、ＮＹ、１９８７年と
により記載されている。
【００８８】
　ゲノム配列の分析及びプライマーの指定は、ＩｎｆｏｒＭａｘ　Ｉｎｃ．（Ｂｅｔｈｅ
ｓｄａ、ＭＤ）から入手可能なＶｅｃｔｏｒ　ＮＴＩ（登録商標）Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｓ
ｕｉｔｅを使用して達成された。
【００８９】
　本明細書で使用される酵素及び試薬は、以下の業者から購入した：
　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ：Ａｍｐｌｉ
Ｔａｑ（カタログ番号Ｎ８０８－０１６０）；
　Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｂｅｖｅｒｌｙ、ＭＡ：デオキシヌクレオ
チド溶液混合物（カタログ番号Ｎ０４４７Ｓ）；
　Ｓｉｇｍａ　Ｇｅｎｏｓｙｓ、Ｔｈｅ　Ｗｏｏｄｌａｎｄｓ、ＴＸ：オリゴヌクレオチ
ド；
　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃ
Ａ：４％アガロースＥ－ｇｅｌ（カタログ番号Ｇ６０１８－０２）；
　Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ：プロテイナーゼＫ（カタログ番号１９１３１
）；及びＲＮａｓｅ　Ａ、ＤＮａｓｅフリー（カタログ番号１９１０１）。
【００９０】
　加えて、キット及び試薬は以下の業者から購入した：ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ
　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅ
ｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ；カタログ番号４３０９１５５）；及びＱＩＡａｍｐ　ＤＮＡ　Ｍｉ
ｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ、Ｖａｌｅｎｃｉａ、ＣＡ；カタログ番号５１３０４）。
【００９１】
　全てのエビＤＮＡ試料は、Ｄｏｎａｌｄ　Ｖ．Ｌｉｇｈｔｎｅｒ、アリゾナ大学獣医学
・微生物学科（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
ａｎｄ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ａｒｉｚｏ
ｎａ）、Ｔｕｃｓｏｎ、ＡＺ　８５７２１、米国から入手した。これらには、疾患にかか
っていないことが証明されているエビ（ＳＰＦ）及びペナエウスモノドン（Ｐｅｎａｅｕ
ｓ　ｍｏｎｏｄｏｎ）型バキュロウイルス（ＭＢＶ）、タウラ症候群ウイルス（ＴＳＶ）
、ホワイトスポットシンドロームウイルス（ＷＳＳＶ）、Ｐ．モノドン（Ｐ．ｍｏｎｏｄ
ｏｎ）のイエローヘッド病ウイルス（ＹＨＶ）、伝染性皮下造血器壊死症ウイルス（ＩＨ
ＨＮＶ）及び伝染性筋壊死ウイルス（ＩＭＮＶ）を含む感染エビからのＤＮＡ試料が含ま
れた。
【００９２】
鋳型及びプライマー
　ＩＨＨＮＶ合成鋳型を合成するためのＤＮＡオリゴヌクレオチド配列を伝染性皮下造血
器壊死症ウイルス（ＩＨＮＮＶ）のＤＮＡゲノム（ＧｅｎＢａｎｋ受託番号ＡＦ２１８２
６６；Ｂｏｎａｍｉ，Ｊ．Ｒ．ら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　７１（第１１部）：
６５７－２６６４頁（１９９０年））から調製し、標準的なホスホラミダイト化学反応を
用いて合成するか、又は市販品を購入した（Ｓｉｇｍａ　Ｇｅｎｏｓｙｓ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ、Ｔｈｅ　Ｗｏｏｄｌａｎｄｓ、ＴＸ）。合成鋳型標的及び試料のＤＮＡ濃度及びコピ
ー数を分光光度法により２６０ｎｍで測定した（ＯＤ２６０）。鋳型を特定のコピー数ま
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で精製水で希釈し、これをアッセイ定量の陽性対照及び標準として使用した。表３は、ゲ
ノム位置、配列番号、及び鋳型標的の長さを提示する。ＩＨＨＮＶ検出に有用なプライマ
ーの配列は配列番号１～８として示される。
【００９３】
【表３】

【００９４】
実施例１～４
合成標的を使用したＩＨＨＮＶアッセイの実証
　これらの実施例の目的は、本明細書に開示されるプライマーによるＰＣＲ増幅を用いた
ＩＨＨＮＶ合成鋳型の検出を実証することであった。
【００９５】
　ＩＨＨＮＶ合成鋳型（上記）をＤＮａｓｅフリー水で１０倍連続希釈することにより鋳
型標準を調製した。概して、標準の鋳型濃度は１０７～０コピー／μＬの範囲であった。
表４に示されるとおりの然るべきＩＨＨＮＶフォワードプライマー及びリバースプライマ
ーを各１２５ｎＭ含む２５μＬのＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅ
ｒ　Ｍｉｘ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ；
カタログ番号４３０９１５５）、及び４５μＬ／反応の最終容量を作成するのに十分なＤ
Ｎａｓｅフリー水を添加することにより、マスター混合物を調製した。マスター混合物は
使用するまで氷上で保管した。
【００９６】
　各反応について、まず初めに５μＬの鋳型標準をＰＣＲ反応ウェルに添加し、次に４５
μＬのマスター混合物を添加した。次に反応液を、９５℃で１０分間の初期変性ステップ
で、９５℃で１５秒間及び６０℃で１分間の温度プログラムを用いた４０サイクルの熱サ
イクルにかけた。増幅は、ＭｉｃｒｏＡｍｐ光学９６ウェル反応プレートにおいて、ＡＢ
Ｉ　ＰＲＩＳＭ　７９００サーマルサイクラー（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて行った。各サイクル中、ＳＹＢＲ（登録商標
）Ｇｒｅｅｎレポーター色素のＤＮＡ増幅産物との相互作用により生じる蛍光の増加をモ
ニタすることにより、ＰＣＲ産物の形成を検出した。ＰＣＲの完了後、６０℃～９５℃の
範囲にわたり解離曲線（融解曲線）を生成した。ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００　ＳＤＳ
ソフトウェアを用いてデータを分析した。さらに、ＰＣＲ産物の形成について、４％アガ
ロースＥｇｅｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ、ＣＡ；カタログ番号Ｇ６０１８－０２）及びゲル製造者のプロトコルを用い
たアガロースゲル電気泳動により分析した。
【００９７】
　表４に要約される結果は、然るべきＩＨＨＮＶ鋳型が存在するとき、各プライマーセッ
トについて然るべきサイズのアンプリコン産物が産生されたことを実証している。鋳型の
最小検出レベルは、使用されるプライマーに応じて２～１００コピー／ｒｘｎであった。
鋳型を含まない試料からは検出可能な産物は産生されなかった。
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【００９８】
　増幅（ＣＴ）及びアンプリコン産物の形成は、鋳型の出発濃度の対数にそれぞれ反比例
及び正比例した。
【００９９】
【表４】

【０１００】
実施例５～８
感染エビ組織からのＩＨＨＮＶ　ＤＮＡの検出及び定量
　これらの実施例の目的は、本明細書に開示されるプライマーによるＰＣＲアッセイを用
いた感染エビにおけるＩＨＨＮＶの検出及び定量を実証することであった。
【０１０１】
　これらの実施例では、実施例１～４に記載される条件を用いて、１反応当たり１０６～
１００コピーの範囲の然るべき合成鋳型ＩＨＨＮＶ　ＤＮＡ（上記）の連続希釈液を増幅
した。合成鋳型濃度の各々から決定されたＣＴ値を用いて、９５％信頼区間のＣＴ値を標
準における初期鋳型コピー数の対数に対しプロットすることにより標準曲線（図示せず）
を生成した。次にこの曲線の傾き（すなわち、ｌｏｇ濃度に対するＣＴ）を用いて、未知
の試料におけるウイルスゲノムのコピーをそれぞれのＣＴ値から推定した。
【０１０２】
　ＩＨＨＮＶのハワイ分離株に感染させたエビ由来のゲノムＤＮＡを使用した。感染エビ
鰓から単離された全てのＤＮＡ（３４７ｎｇ／μＬ）を精製水で連続希釈し、これを用い
てＤＮＡ濃度が総ＤＮＡの１ｎｇ／μＬ～１ｆｇ／μＬの範囲の一連の試料を提供した。
陰性対照としては、鋳型を含まない水対照と、２つの非感染（ＳＰＦ）エビ株（バナメイ
エビ（Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ　ｖａｎｎａｍｅｉ）及びウシエビ（Ｐｅｎａｅｕｓ　ｍ
ｏｎｏｄｏｎ））からＤＮＡを抽出することにより得られた２つのＤＮＡエビ試料（５０
ｎｇ／ｒｘｎ）とを含んだ。
【０１０３】
　次に、プライマー対（表５を参照）の１つ、並びに実施例１～４に記載されるものと同
じ増幅、マスター混合物、熱サイクリングの条件及び機器を用いて希釈された試料を増幅
した。次に、希釈された各ＤＮＡ試料のＣＴ値をＰＣＲ増幅反応から評価した。次に、試
料中のウイルスゲノムのコピーを、鋳型ｌｏｇ濃度のプロットに対する標準ＣＴのＣＴ値
及び傾きから推定した。ＰＣＲ産物もまた、実施例１～４に記載されるとおりアガロース
ゲル電気泳動により分析した。
【０１０４】
　結果は表５に要約される。表では、３回反復した平均として９５％信頼区間と共に１反
応当たりのＩＨＨＮＶコピー数が示される。結果は、全てのプライマーセットが感染エビ
のＤＮＡから正しいアンプリコン産物サイズを産生し、感染エビ試料においてＩＨＨＮＶ
　ＤＮＡを検出したことを示す。検出限界は、使用されるプライマー対に応じて約２コピ
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つのＳＰＦエビ試料からは増幅産物は検出されなかった。陰性対照試料により得られた結
果は、このアッセイが２つの被験エビ株由来の非ウイルス性ＤＮＡに対し反応性を有しな
いことを実証している。
【０１０５】
【表５】

【０１０６】
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【０１０７】



(26) JP 2010-501178 A 2010.1.21

10

20

30

40

50

【表７】

【０１０８】
実施例９
　これらの実施例の目的は、本明細書に開示されるプライマーが、世界の種々の地域から
のＩＨＨＮＶ株由来のＤＮＡは増幅するが、他のエビ病原体に感染したエビのＤＮＡ又は
ＲＮＡは増幅しないことを実証することである。
【０１０９】
　この実施例では、他のエビ病原体に感染したエビのＤＮＡを使用した。具体的には、種
々の地理的領域（ハワイ、フィリピン、タイ、パナマ、メキシコ、モザンビーク及びマダ
ガスカル）のＩＨＨＮＶ株、並びに非ＩＨＨＮＶエビウイルス（ＭＢＶ、ＷＳＳＶ、ＹＨ
Ｖ及びＩＭＮＶ）に感染させたエビから単離されたＤＮＡ試料を、実施例５～８に記載さ
れるプライマー及びＰＣＲ法を用いて試験した。
【０１１０】
　全てのＩＨＨＮＶ株が、実施例５～８に記載される株と同様の検出限界で検出された。
非ＩＨＨＮＶに感染させたエビのＤＮＡ試料を検査すると、ＰＣＲ増幅は観察されなかっ
た。これらの所見をまとめて考えれば、これは本明細書に開示されるＩＨＨＮＶ　ＰＣＲ
プライマー及び方法がＩＨＨＮＶに対し選択性を有し、これらのプライマーがエビＤＮＡ
又は他のエビウイルスには反応しないことを実証している。
【０１１１】
実施例１０
ＰＣＲを用いた試料内部対照との組み合わせによるＩＨＨＮＶ　ＤＮＡの検出
　この実施例の目的は、本明細書に開示されるＩＨＨＮＶプライマーを試料内部対照（Ｉ
ＳＣ）プライマーと組み合わせて使用することにより、ＩＨＨＮＶ産物に加えＩＳＣ産物
を産生できることを実証することであった。以下に提示される結果は、ＩＳＣプライマー
が独立して試料ＤＮＡを増幅し、ＩＨＨＮＶ　ＤＮＡの増幅を妨害しないことを実証して
いる。ＩＳＣ産物の存在により、検査に十分な量及び質の試料ＤＮＡが回収されたことの
指標として用いることのできるマーカーが提供される。
【０１１２】
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　ＩＳＣプライマーはウシエビ（Ｐｅｎａｅｕｓ　ｍｏｎｏｄｏｎ）アクチン１遺伝子配
列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＡＦ１００９８６）に由来した。ＩＨＨＮＶアンプリコンの選択的
増幅を促進するため、ＩＳＣプライマーは標的ＩＨＨＮＶアンプリコンより大きいＤＮＡ
断片を増幅するよう設計した。ＩＳＣプライマー対の配列は、配列番号１３，１４、及び
配列番号１５，１６として示される（表２を参照）。
【０１１３】
　ＩＨＨＮＶに感染したエビ（ウシエビ（Ｐｅｎａｅｕｓ　ｍｏｎｏｄｏｎ））からのゲ
ノムＤＮＡ調製物をＤＮａｓｅフリー水で１０倍連続希釈することにより、ＩＨＨＮＶ及
びエビアクチン（ａｃｉｔｎ）ＤＮＡを含む試料を調製した。試料のＤＮＡ含量は１反応
当たり０．１ｎｇ～０．１ｐｇの範囲であった。次に非感染エビ由来のゲノムエビＤＮＡ
（１０ｎｇ）を、各ＩＨＨＮＶ試料及びＩＨＨＮＶ　ＤＮＡを含まない陰性対照試料に添
加した。
【０１１４】
　１５μＬ／反応のＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（
Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ；カタログ番号
４３０９１５５）を、ＩＨＨＮＶ４フォワードプライマー及びリバースプライマー（それ
ぞれ、配列番号７及び８）の各々について１２５ｎＭ、及びアクチン２フォワードプライ
マー及びリバースプライマー（配列番号１３及び１４）の各々について３２ｎＭの最終濃
度を得るのに十分な量のプライマー原液（ＩＨＨＮＶプライマーの各々について２０μＭ
及びアクチンプライマーの各々について１０μＭ）と組み合わせることにより、マスター
ＰＣＲ混合物を調製した。ＤＮａｓｅフリー水を添加して２５μＬ／反応の最終容量を作
成した。マスター混合物は使用するまで氷上で保管した。
【０１１５】
　各反応について、まず初めに５μＬの試料をＰＣＲ反応ウェルに添加し、次に２５μＬ
のマスター混合物を添加した。次に反応液を、９５℃で５分間の初期変性ステップで、９
５℃で１５秒間及び６０℃で１分間の温度プログラムを用いた４０サイクルの熱サイクル
にかけた。増幅は、ＭｉｃｒｏＡｍｐ光学９６ウェル反応プレートにおいて、ＡＢＩ　Ｐ
ＲＩＳＭ　７９００サーマルサイクラー（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏ
ｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて行った。
【０１１６】
　各サイクル中、上記のとおりＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎレポーター色素のＤＮＡ
増幅産物との相互作用により生じる蛍光の増加から決定されるＣＴ値により、産物の形成
をモニタした。４０サイクル後、６０℃～９５℃の範囲にわたり解離曲線（融解曲線）を
生成した。ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００　ＳＤＳソフトウェアを用いてデータを分析し
た。さらに、ＰＣＲ産物の形成について、４％アガロースＥｇｅｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ；カタログ番号Ｇ６
０１８－０２）及びゲル製造者のプロトコルを用いたアガロースゲル電気泳動により分析
した。
【０１１７】
　ＩＳＣプライマーのアクチンＦ２（配列番号１３）及びアクチンＲ２（配列番号１４）
を使用して得られた結果が図１Ａ及び１Ｂに示され、これらの結果は双方の鋳型標的の同
時増幅を実証している。特異的ＩＨＨＮＶ　ＤＮＡは、８０℃の融解温度で１１６ｂｐの
産物を産生した。アクチンＩＳＣは２３９ｂｐの産物を産生した（Ｔｍ＝８３．８℃）。
ＩＨＨＮＶ産物及びアクチン内部対照産物は、双方の融解曲線分析（図１Ａ）及びゲル電
気泳動（図１Ｂ）によりそれらのサイズ及び融解温度の差に基づいて検出された。ＩＨＨ
ＮＶ標的の不在下では様々なＩＨＨＮＶ標的濃度において、ＩＳＣ産物の形成は８３．８
℃の単一の融解温度ピークとして（図１Ａに示されるとおり）、及び電気泳動法（図１Ｂ
に示されるとおり）により検出された。ＩＨＨＮＶ鋳型を含む全ての試料において、特異
的ＩＨＨＮＶアンプリコンが融解温度（Ｔｍ＝８０℃）及びゲル電気泳動の双方により検
出された。これらの結果は、アクチンＩＳＣ鋳型がＩＨＨＮＶ鋳型と共増幅し、且つＰＣ
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Ｒ増幅及びＰＣＲアッセイの検出限界（０．１ｐｇのＩＨＨＮＶ　ＤＮＡ）がＩＳＣの存
在により影響を受けないことを実証している。
【０１１８】
実施例１１
蛍光標識プローブを用いたＩＨＨＮＶ　ＤＮＡのリアルタイム検出
　この実施例は、本明細書に開示されるＩＨＨＮＶプライマーが蛍光標識プローブと組み
合わせてＩＨＨＮＶのリアルタイム検出及び定量に使用できることを実証する。
【０１１９】
　蛍光標識プローブを構築するための遺伝子配列を、Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏＳｙｓｔｅ
ｍｓ　Ｉｎｃ．（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ９４４０４）から購入したＰｒｉｍｅｒ
　Ｅｘｐｒｅｓｓ（登録商標）ｖ２．０ソフトウェアを用いたＩＨＨＮＶ遺伝子及び被験
アンプリコンの分析により選択した。プローブ配列は、特異的ＩＨＨＮＶ被験アンプリコ
ンの近位末端の範囲内に収まるよう選択し、アンプリコンのサイズ及び配列に応じて５０
～１１０塩基長であった。プローブ配列の選択性は、Ｇ／Ｃ含量が３０～８０％で、Ｃ含
量がＧ含量より高く、且つ５’末端のＧがない領域に付与した。概して、プローブ配列は
Ｔｍが被験プライマーのそれぞれのＴｍを上回る８～１０℃であるものを選択した。使用
に際し他の種とクロスハイブリダイズするプローブ配列は選択しなかった。これらの基準
を満たすよう選択されたプローブ配列が、表６に列挙される。
【０１２０】
　リアルタイム検出のため、プローブ配列を二重標識した。２つの異なる標識手法を用い
た。プローブの５’末端はフルオロフォア（６ＦＡＭ（商標）、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ）で標識した。３’末端はクエンチャー色素で標識するか、又は副溝（ｍ
ｉｎｏｒ　ｇｒｏｖｅ）結合性（ＭＧＢ）プローブの場合には、３’末端はクエンチャー
色素と副溝（ｍｉｎｏｒ　ｇｒｏｖｅ）結合剤との複合体で標識した。標識プローブを調
製し、Ａｐｐｌｉｅｄ　ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓから購入した。以下に提示されるデータは
、ＩＨＨＮＶ４ＰＴプローブ（配列番号１８）を使用して得られた。同様にＩＨＨＮＶ４
ＰＭプローブ（配列番号１７）を用い得ることも考えられる。
【０１２１】

【表８】

【０１２２】
　ＩＨＨＮＶ合成鋳型（上記）をＤＮａｓｅフリー水で１０倍連続希釈することにより鋳
型標準を調製した。概して、標準の鋳型濃度は１０７～０コピー／μＬの範囲であった。
２５μＬ／反応のＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ
（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ、ＣＡ；カタログ番
号４３２６７０８）を、表７に示されるとおりの然るべきＩＨＨＮＶフォワードプライマ



(29) JP 2010-501178 A 2010.1.21

10

20

30

ー及びリバースプライマーの各々について１２５ｎＭの最終濃度を得るのに十分な量のプ
ライマー原液（ＩＨＨＮＶプライマーの各々について２０μＭ）、５０ｎＭの最終濃度を
得る量のプローブ原液、及び４５μＬ／反応の最終容量を作成するのに十分なＤＮａｓｅ
フリー水と組み合わせることにより、マスター混合物を調製した。マスター混合物は使用
するまで氷上で保管した。
【０１２３】
　各反応について、５μＬの鋳型標準及び次に４５μＬのマスター混合物を各ＰＣＲ反応
ウェルに添加した。次に反応液を、９５℃で１０分間の初期変性ステップで、９５℃で１
５秒間及び６０℃で１分間の温度プログラムを用いた４０サイクルの熱サイクルにかけた
。増幅は、ＭｉｃｒｏＡｍｐ光学９６ウェル反応プレートにおいて、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ
　７９００サーマルサイクラー（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｆｏｓｔｅｒ
　Ｃｉｔｙ、ＣＡ）を用いて行った。各サイクル中、蛍光標識プローブから生じる蛍光の
増加をモニタすることによりＰＣＲ産物の形成を検出した。
【０１２４】
　ＡＢＩ　ＳＤＳ　２．２ソフトウェアを用いてデータを分析した。さらに、ＰＣＲ産物
の形成について、４％アガロースＥｇｅｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ；カタログ番号Ｇ６０１８－０２）及び製造
者のプロトコルを用いたアガロースゲル電気泳動により分析した。
【０１２５】
　表７に要約される結果は、然るべきＩＨＨＮＶ鋳型が存在するとき、各プライマー／プ
ローブセットについて然るべきサイズのアンプリコン産物が産生されたことを実証してい
る。鋳型の最小検出レベルは、使用されるプライマー及びプローブに応じて５０コピー／
ｒｘｎであった。鋳型を含まない試料は、検出可能な産物を産生しなかった。
【０１２６】
　増幅（ＣＴ）及びアンプリコン産物の形成は、鋳型の出発濃度の対数にそれぞれ反比例
及び正比例した。
【０１２７】
【表９】
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