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(54)【発明の名称】 ポリヌクレオチドマトリックスに基づく微生物同定方法

(57)【要約】
本発明は、核酸を含有する生物試料をポリヌクレオチド
プローブのコレクションとハイブリダイズさせる微生物
同定方法である。各プローブは少なくとも１つの微生物
のリボソーム核酸に対する特異性を有する。プローブの
コレクションは、生物試料中の１またはそれ以上のポリ
ヌクレオチド配列の存在または不存在についての情報を
提供する一連の”アドレス”に組織化されている。マト
リックス中のプローブは、既知の系統発生関係により互
いに異なる微生物を識別するように選択される。有利に
は、本発明方法は混合培養物中に存在する微生物を検出
し、そのアイデンティティーを解明することができる。
本発明の系は特に自動分析に適する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  下記のものを含む、核酸をハイブリダイズするためのデバイ

ス：

  固体支持体；ならびに

  固体支持体上に配置した複数のアドレス（ａｄｄｒｅｓｓ）：各アドレスは少

なくとも１つの微生物種に由来するリボソーム核酸を高ストリンジェントハイブ

リダイゼーション条件下でハイブリダイズする少なくとも１つのプローブを含み

、複数のアドレスは下記のものを含む：

    高次（ｈｉｇｈｅｒ－ｏｒｄｅｒ）アドレス、

    中次（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ－ｏｒｄｅｒ）アドレス、および

    低次（ｌｏｗｅｒ－ｏｒｄｅｒ）アドレス；

      これらにおいて、

      低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズし、

かつ

      中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする

。

    【請求項２】  固体支持体が、マルチウェルプレート、およびそれぞれ間隔

をおいた配置に維持された複数の個別試験管よりなる群から選択される、請求項

１に記載のデバイス。

    【請求項３】  高次アドレスが、複数のグラム陽性（Ｇｒａｍ(+)）細菌種

、腸内（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）細菌科の複数の細菌種、腸球

菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）属の複数の細菌種、ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙ

ｌｏｃｏｃｃｕｓ）属の複数の細菌種、およびカンピロバクター属の複数の細菌

種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎細菌（ｐａｎ－ｂ

ａｃｔｅｒｉａｌ）アドレスである、請求項１に記載のデバイス。

    【請求項４】  高次アドレスが、複数の真菌種に由来するリボソーム核酸を

特異的にハイブリダイズする汎真菌アドレスである、請求項１に記載のデバイス
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。

    【請求項５】  さらに、複数の真菌種に由来するリボソーム核酸を特異的に

ハイブリダイズする汎真菌アドレスを含む、請求項３に記載のデバイス。

    【請求項６】  高次アドレスが、複数のグラム陽性細菌種に由来するリボソ

ーム核酸を特異的にハイブリダイズするグラム陽性菌アドレスである、請求項１

に記載のデバイス。

    【請求項７】  中次アドレスが、複数のグラム陽性細菌のリボソーム核酸を

特異的にハイブリダイズするグラム陽性菌アドレス、腸内細菌科の複数の細菌に

由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする腸内細菌科アドレス、ブ

ドウ球菌属の複数の種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする

ブドウ球菌属アドレス、腸球菌属の複数の種に由来するリボソーム核酸を特異的

にハイブリダイズする腸球菌属アドレス、および複数のカンピロバクター属菌種

に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするカンピロバクター属ア

ドレスよりなる群から選択される、請求項３または５に記載のデバイス。

    【請求項８】  中次アドレスがグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレス

が高（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌に属する複数の細菌のリボソーム核

酸を特異的にハイブリダイズする放線菌（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）類アド

レスである、請求項７に記載のデバイス。

    【請求項９】  中次アドレスがグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレス

が複数のマイコバクテリウム属菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）種に由来する

リボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするアドレスである、請求項７に記載

のデバイス。

    【請求項１０】  複数のマイコバクテリウム属菌種が結核菌（Ｍｙｃｏｂａ

ｃｔｅｒｉｕｍ  ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコバクテリウム・ボビス（

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｂｏｖｉｓ）、マイコバクテリウム・ボビスＢＣ

Ｇおよびマイコバクテリウム・アフリカヌム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ａ

ｆｒｉｃａｎｕｍ）を含む、請求項９に記載のデバイス。

    【請求項１１】  中次アドレスがグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレ

スが肺炎連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）のリ
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ボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするアドレスである、請求項７に記載の

デバイス。

    【請求項１２】  中次アドレスがグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレ

スがリステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ  ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅ

ｎｅｓ）に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするアドレスであ

る、請求項７に記載のデバイス。

    【請求項１３】  中次アドレスがグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレ

スが黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ）のリボソ

ーム核酸を特異的にハイブリダイズするアドレスである、請求項７に記載のデバ

イス。

    【請求項１４】  中次アドレスが腸内細菌科アドレスであり、低次アドレス

が大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする大腸

菌アドレスである、請求項７に記載のデバイス。

    【請求項１５】  中次アドレスがブドウ球菌属アドレスであり、低次アドレ

スが黄色ブドウ球菌に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする黄

色ブドウ球菌アドレスである、請求項７に記載のデバイス。

    【請求項１６】  中次アドレスが腸球菌属アドレスである、請求項７に記載

のデバイス。

    【請求項１７】  中次アドレスがカンピロバクター属アドレスである、請求

項７に記載のデバイス。

    【請求項１８】  低次アドレスが、結核菌、マイコバクテリウム・ボビス、

マイコバクテリウム・ボビスＢＣＧおよびマイコバクテリウム・アフリカヌムに

由来するリボソーム核酸を検出するアドレスである、請求項６に記載のデバイス

。

    【請求項１９】  中次アドレスが、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄ

ａ  ａｌｂｉｃａｎｓ）、カンジダ・トロピカリス（Ｃａｎｄｉｄａ  ｔｒｏｐ

ｉｃａｌｉｓ）、カンジダ・デュブリニエンシス（Ｃａｎｄｉｄａ  ｄｕｂｌｉ

ｎｉｅｎｓｉｓ）、カンジダ・ビスワナチイ（Ｃａｎｄｉｄａ  ｖｉｓｗａｎａ

ｔｈｉｉ）およびカンジダ・パラプシローシス（Ｃａｎｄｉｄａ  ｐａｒａｐｓ
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ｉｌｏｓｉｓ）を含む複数のカンジダ属菌種に由来するリボソーム核酸を特異的

にハイブリダイズし、低次アドレスが、カンジダ・アルビカンスおよびカンジダ

・デュブリニエンシスに由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする

が、カンジダ・トロピカリス、カンジダ・ビスワナチイまたはカンジダ・パラプ

シローシスに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズしない、請求項４に記載

のデバイス。

    【請求項２０】  さらに、複数の真菌種に由来するリボソーム核酸をハイブ

リダイズする汎真菌アドレスを含む、請求項８に記載のデバイス。

    【請求項２１】  複数のアドレスがさらに、腸内細菌科の細菌に由来するリ

ボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項２０に記載のデバイ

ス。

    【請求項２２】  複数のアドレスがさらに、腸球菌属細菌に由来するリボソ

ーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項２０に記載のデバイス。

    【請求項２３】  複数のアドレスがさらに、腸球菌属細菌に由来するリボソ

ーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項２１に記載のデバイス。

    【請求項２４】  さらに、腸球菌属細菌のリボソーム核酸および腸内細菌科

の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする単一アドレスを含む、請

求項２０に記載のデバイス。

    【請求項２５】  複数のアドレスがさらに、ブドウ球菌属細菌に由来するリ

ボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項２０に記載のデバイ

ス。

    【請求項２６】  複数のアドレスがさらに、カンピロバクター属の複数の細

菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項２０

に記載のデバイス。

    【請求項２７】  複数のアドレスがさらに、カンピロバクター属の複数の細

菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項２５

に記載のデバイス。

    【請求項２８】  複数のアドレスがさらに、ブドウ球菌属細菌に由来するリ

ボソーム核酸をハイブリダイズするアドレス、およびカンピロバクター属の複数
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の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む、請求項

２３に記載のデバイス。

    【請求項２９】  複数のアドレスがさらに、ブドウ球菌属細菌に由来するリ

ボソーム核酸およびカンピロバクター属の複数の細菌に由来するリボソーム核酸

をハイブリダイズする単一アドレスを含む、請求項２４に記載のデバイス。

    【請求項３０】  複数のアドレスがさらに、単一微生物種に由来するリボソ

ーム核酸を特異的にハイブリダイズする少なくとも１つのアドレスを含む、請求

項２８に記載のデバイス。

    【請求項３１】  単一微生物種が、大腸菌、肺炎連鎖球菌、緑膿菌（Ｐｓｅ

ｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、カンジダ・アルビカンスおよび黄

色ブドウ球菌よりなる群から選択される、請求項３０に記載のデバイス。

    【請求項３２】  複数のアドレスがさらに、複数の微生物種に由来するリボ

ソーム核酸を個別にハイブリダイズする複数のアドレスを含む、請求項２９に記

載のデバイス。

    【請求項３３】  汎細菌アドレスが、配列番号：１および配列番号：５８よ

りなる群から選択される配列を有するポリヌクレオチドプローブを含む、請求項

２０に記載のデバイス。

    【請求項３４】  汎真菌アドレスが、配列番号：４の配列を有するポリヌク

レオチドプローブを含む、請求項２０に記載のデバイス。

    【請求項３５】  グラム陽性菌アドレスが、配列番号：７の配列を有するポ

リヌクレオチドプローブを含む、請求項２０に記載のデバイス。

    【請求項３６】  放線菌類アドレスが、配列番号：１０の配列を有するポリ

ヌクレオチドプローブを含む、請求項２０に記載のデバイス。

    【請求項３７】  汎細菌アドレスが配列番号：１および配列番号：５８より

なる群から選択される配列を有するポリヌクレオチドプローブを含み、汎真菌ア

ドレスが配列番号：４の配列を有するポリヌクレオチドプローブを含み、グラム

陽性菌アドレスが配列番号：７の配列を有するポリヌクレオチドプローブを含み

、放線菌類アドレスが、配列番号：１０の配列を有するポリヌクレオチドプロー

ブを含む、請求項２０に記載のデバイス。
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    【請求項３８】  少なくとも１つのプローブがそれぞれアクリジニウムエス

テルで標識されている、請求項１に記載のデバイス。

    【請求項３９】  微生物を含有する疑いのある生物試料を分析するための、

下記の工程を含む方法：

  生物試料を入手し；

  該生物試料に含有されるいずれかの微生物の数が増加する期間、試料を培養し

；

  培養した生物試料中のいずれかの微生物からポリヌクレオチドを放出させ；

  放出されたポリヌクレオチドを高ストリンジェント条件下でプローブマトリッ

クスとハイブリダイズさせ、その際ポリヌクレオチドプローブマトリックスは複

数のアドレスを含み、各アドレスは１またはそれ以上の微生物種に由来するリボ

ソーム核酸をハイブリダイズする少なくとも１つのプローブを含み、複数のアド

レスは下記のものを含む：

    高次アドレス、

    中次アドレス、および

    低次アドレス；

      これらにおいて、

      低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズし、

かつ

      中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする

；

  複数のアドレスのそれぞれに対する陽性および陰性のハイブリダイゼーション

結果を検出してハイブリダイゼーションプロフィールを確立し；そして

  微生物のアイデンティティーを各アドレスにおけるハイブリダイゼーション結

果と相関させたルックアップ表と、該ハイブリダイゼーションプロフィールを比

較し、これにより生物試料に含有される微生物のアイデンティティーに関する情

報を得る。
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    【請求項４０】  高ストリンジェント条件下でハイブリダイズさせる工程が

、０．６ＭのＬｉＣｌ、１％のラウリル硫酸リチウム、６０ｍＭのコハク酸リチ

ウム、ならびに各１０ｍＭのＥＤＴＡおよびＥＧＴＡを含む、請求項３９に記載

の方法。

    【請求項４１】  ハイブリダイゼーション工程の高次アドレスが、複数のグ

ラム陽性細菌種、腸内細菌科の複数の細菌種、腸球菌属の複数の細菌種、ブドウ

球菌属の複数の細菌種、およびカンピロバクター属の複数の細菌種に由来するリ

ボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎細菌アドレスであり、ハイブリダ

イゼーション工程の複数のアドレスがさらに、複数の真菌種に由来するリボソー

ム核酸を特異的にハイブリダイズする汎真菌アドレスを含む、請求項４０に記載

の方法。

    【請求項４２】  ハイブリダイゼーション工程の中次アドレスが複数のグラ

ム陽性細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするグラム陽

性菌アドレスであり、ハイブリダイゼーション工程の低次アドレスが高（Ｇ＋Ｃ

）サブセットのグラム陽性細菌に属する複数の細菌のリボソーム核酸を特異的に

ハイブリダイズする放線菌類アドレスである、請求項４１に記載の方法。

    【請求項４３】  入手工程の生物試料が、菌血症、敗血症および真菌血症よ

りなる群から選択される医学的状態について検査される個体から採取した血液試

料であり、培養工程が、血液ボトルに該血液試料の一部を接種し、次いで接種し

た血液ボトルをインキュベートすることを含む、請求項４２に記載の方法。

    【請求項４４】  検出工程がルミノメトリー（ｌｕｍｉｎｏｍｅｔｒｙ）に

よる検出を含む、請求項４３に記載の方法。

    【請求項４５】  リボソーム核酸を含有する試料を分析するための、下記の

工程を含む方法：

  試料を高ストリンジェント条件下でプローブマトリックスとハイブリダイズさ

せてハイブリダイズした試料にし、その際プローブマトリックスは下記のものを

含む複数のアドレスを含み：

    高次アドレス、

    中次アドレス、および
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    低次アドレス；

      これらにおいて、

      低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズし、

かつ

      中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする

；

  ハイブリダイズした試料を分析して、試料中に存在するリボソーム核酸に相補

的な少なくとも１つのプローブを含む第１アドレスコレクションを同定し、かつ

試料中に存在するリボソーム核酸に相補的な少なくとも１つのプローブを含まな

い第２アドレスコレクションを同定し；そして

  分析工程で同定した第１および第２アドレスコレクションから、どの微生物コ

レクションが対応するプロフィールのリボソーム核酸配列を有するリボソーム核

酸を保有するかを判定し、これによりＲＮＡ含有試料の微生物源を判定する。

    【請求項４６】  ハイブリダイゼーション工程の高次アドレスが、複数のグ

ラム陽性細菌種、腸内細菌科の複数の細菌種、腸球菌属の複数の細菌種、ブドウ

球菌属の複数の細菌種、およびカンピロバクター属の複数の細菌種に由来するリ

ボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎細菌アドレスであり、ハイブリダ

イゼーション工程の複数のアドレスがさらに、複数の真菌種に由来するリボソー

ム核酸を特異的にハイブリダイズする汎真菌アドレスを含む、請求項４５に記載

の方法。

    【請求項４７】  ハイブリダイゼーション工程の中次アドレスが複数のグラ

ム陽性細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするグラム陽

性菌アドレスであり、ハイブリダイゼーション工程の低次アドレスが高（Ｇ＋Ｃ

）サブセットのグラム陽性細菌に属する複数の細菌のリボソーム核酸を特異的に

ハイブリダイズする放線菌類アドレスである、請求項４６に記載の方法。

    【請求項４８】  分析工程がルミノメトリーによる検出を含む、請求項４７

に記載の方法。
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    【請求項４９】  ハイブリダイゼーション工程を５５～６５℃で実施する、

請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作で得た

結果を分析するための、下記のものを含むデバイス：

  ルックアップ表を記憶させたメモリーデバイス；該ルックアップ表は複数の微

生物のアイデンティティーをプローブマトリックス中の複数のアドレスにおける

陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果と相関させたものであり、複数の

アドレスは少なくとも下記のものを含み：

    高次アドレス、

    中次アドレス、および

    低次アドレス；

      これらにおいて、

      低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズし、

かつ

      中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核

酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする

；

  メモリーデバイスに接続されたプロセッサー：該プロセッサーはプロセッサー

に入力された結果と該ルックアップ表の比較を行うように設定され、該結果は、

微生物から放出させたポリヌクレオチドに対する、プローブマトリックス中の複

数のアドレスにおける陽性および陰性のハイブリダイゼーションを示すものであ

る；

  比較を開始するためにプロセッサーに接続されたユーザーインターフェース；

および

  比較の結果を表示するためにプロセッサーに接続された出力デバイス。

    【請求項５１】  メモリーデバイスが磁気記憶媒体を含む、請求項５０に記

載のデバイス。

    【請求項５２】  ユーザーインターフェースが、陽性および陰性のハイブリ
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ダイゼーション結果をプロセッサーに入力するためのキーボードを含む、請求項

５０に記載のデバイス。

    【請求項５３】  さらに、陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果を

プロセッサーに入力するためのインターフェースを介してプロセッサーに接続さ

れたプローブハイブリダイゼーション検出器を含む、請求項５０に記載のデバイ

ス。

    【請求項５４】  検出器がルミノメーターを含む、請求項５３に記載のデバ

イス。

    【請求項５５】  出力デバイスが視覚表示モニターまたはプリンターである

、請求項５０に記載の自動デバイス。

    【請求項５６】  細菌試料が黄色ブドウ球菌以外のブドウ球菌属菌種を含有

するかを判定するための、下記の工程を含む方法：

  細菌試料からポリヌクレオチドを放出させて、放出ポリヌクレオチドを採集し

；

  採集した放出ポリヌクレオチドを、ブドウ球菌属細菌のリボソーム核酸に対す

る特異性を有する第１プローブ、および黄色ブドウ球菌のリボソーム核酸に対す

る特異性を有する第２プローブとハイブリダイズさせ；

  採集した放出ポリヌクレオチドとハイブリダイズする第１または第２プローブ

を検出し；そして

  第１プローブがハイブリダイズし、第２プローブがハイブリダイズしなかった

場合には、該細菌試料が黄色ブドウ球菌以外のブドウ球菌属菌種を含有すると判

定する。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  関連出願

  本発明は、米国仮特許出願６０／１３２，４１１（１９９９年５月３日出願）

、および米国仮特許出願６０／１５０，１４９（１９９９年８月２０日出願）の

権利を主張する。これら関連出願の開示内容を本明細書に援用する。

      【０００２】

  発明の分野

  本発明は、微生物を同定するための方法、組成物およびデバイスに関する。よ

り詳細には、本発明は微生物種または微生物グループを分子系統発生に基づいて

互いに識別するリボソーム核酸（ｒＲＮＡおよびｒＤＮＡ）に対する特異性をも

つポリヌクレオチドプローブのマトリックスの使用に関する。

      【０００３】

  発明の背景

  感染性生物を検出および同定するための方法は、臨床検査室で行う最も重要な

職務の一部である。以前は感染性疾患の検査室診断は染色した臨床材料の視覚検

査を用いる、経験をつんだ技術により行われていたが、現代の技術を用いるとよ

り迅速で客観的な結果が得られる。ラジオイムノアッセイ、酵素結合免疫アッセ

イ、ならびにラテックス凝集アッセイおよびイムノブロッティングアッセイを含

めたイムノアッセイ法が開発され、モノクローナル抗体の利用によって増強され

た有用性をもつ強力な診断道具となった。より最近のシグナルおよび標的の増幅

の進歩によって、ポリヌクレオチドプローブの使用に基づく分子診断の段階に入

った。

      【０００４】

  事実、臨床微生物関係者は現在では感染性生物の同定のために広範な一連の技

術を用いている（参照：Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｍｉｃｒｏｂ

ｉｏｌｏｇｙ，Ｍｕｒｒａｙ  ｅｔ  ａｌ．編，第６版，ＡＳＭ  Ｐｒｅｓｓ（

１９９５））。自動化された基質利用システムは、一般に色素原もしくは蛍光原

化合物を放出させる酵素反応、種々の炭素源の存在下でのテトラゾリウム系の代
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謝活性指示薬、または酸系代謝産物の検出に依存している。これらの基質を用い

た陽性および陰性の反応パターンは、臨床試料から分離した微生物の同定に使用

できる生化学的プロフィールを形成する。細菌および酵母における脂質形成に関

与する３００種類を超える脂肪酸のクロマトグラフィープロフィールも、微生物

の表現型判定に利用されている。これらのきわめて強力な技術を利用できるにも

かかわらず、ポリヌクレオチドに基づくアッセイが臨床検査室の業務では急速に

普及している。

      【０００５】

  ポリヌクレオチドハイブリダイゼーション反応の特異性と、核酸増幅技術によ

り得られるきわめて高い感度により、分子診断法はごく少量得られる微生物を検

出および同定するための好ましい方法となった。一般に用いられるＤＮＡプロー

ブハイブリダイゼーション方式には、固相ハイブリダイゼーション、溶液相ハイ

ブリダイゼーションおよびｉｎ  ｓｉｔｕハイブリダイゼーションが含まれる。

固相ハイブリダイゼーション法では、微生物ポリヌクレオチドを含有する試料を

固体支持体に固定化し、変性させ、次いで検出可能な標識を含むポリヌクレオチ

ドプローブで探査する。ハイブリダイズしていないプローブを系から除去し、特

異的にハイブリダイズしたプローブをオートラジオグラフィーまたは直接視覚観

察により検出する。溶液相ハイブリダイゼーション法では、標的ポリヌクレオチ

ドと標識プローブが水性ハイブリダイゼーション緩衝液中で自由に相互作用でき

る。次いで特異的にハイブリダイズしたプローブを、混合物中の標的ポリヌクレ

オチドの存在を指示するものとして検出する。微生物の物理的分布および量につ

いての情報を得るためには、ホルマリン固定切片を用いるｉｎ  ｓｉｔｕハイブ

リダイゼーションを利用する。分子診断アッセイ法は簡便に実施できるので、検

査中の生物試料中に特定の種またはグループの生物が存在するか否かを判定する

ために行われる。

      【０００６】

  菌血症および真菌血症は、循環血中に細菌性および真菌性の生物が存在するこ

とを特色とする状態である。敗血症は、全身に及ぶ血液中に拡散した重度の細菌

感染を表す。敗血症の場合、血液中に微生物が存在するのは宿主の免疫系が感染
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を局在化できなかったことを示す。これらの状態に関与する生物は、一般に”血

液培養ボトル”に患者の血液試料を接種した後、次いで増殖した微生物のタイプ

を調べることにより同定される。血流感染症に関連する死亡率は２０～５０％と

推定される（参照：Ｃｌｉｎｉｃｓ  ｉｎ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍｅｄｉｃ

ｉｎｅ，１４：９（１９９４））。米国では毎年推定５０，０００人の死亡が敗

血症により起きている（Ｖａｎｄｅｒｂｉｌｔ  Ｕｎｉｖ．Ｍｅｄ．Ｃｅｎｔｅ

ｒ  Ｒｅｐｏｒｔｅｒ，１９９１年３月１日，２（８）：１，３）。したがって

、この症候群の診断および処置に多くの関心が向けられた。

      【０００７】

  残念ながら、敗血症診断のための”最良の方法”である血液培養法には重大な

制限がある（Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎ，Ｃｌｉｎ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，２３：

４０（１９９６））。事実、可能性のある血流生物すべてを増殖させるのに理想

的な単一培地はなく、ある関連微生物は慣用の培地および系では増殖が低く、陽

性の結果を得るには数時間ないし数日間のインキュベーションを必要とする。敗

血症の診断がより迅速かつ正確になれば、この分野それぞれに改善が得られる。

      【０００８】

  種特異的ＤＮＡプローブのコレクションを用いる分子診断法が、血液培養物中

の微生物を同定するために利用されている。１方法によれば、増殖陽性培養ボト

ル中に存在する微生物をまず分離し、次いでグラム染色し、形態分析した（Ｄａ

ｖｉｓ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，２９：２１９３

（１９９１））。染色微生物の外観から、その後の検査工程で数種類のポリヌク

レオチドのうちどれを使用するかを判断した。陽性のハイブリダイゼーション結

果が得られた場合、推論により同定された。陰性のハイブリダイゼーション結果

を与えた細菌の同定は、グラム染色および顕微鏡分析による観察に限定された。

これらの検査で、血液培養ボトルから直接採取した細菌の迅速同定にＤＮＡプロ

ーブを使用できることは確認されたが、経験をつんだ微生物関係者によるグラム

染色微生物の評価がなお必要であった。重要な点であるが、多重微生物による菌

血症は、利用できるプローブが無いためこの方法では分析できなかった。

      【０００９】
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  敗血症患者から得た数百例の陽性血液培養物の研究で、Ｗｅｉｎｓｔｅｉｎら

（Ｃｌｉｎ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．，２４：５８４（１９９７））は、最も一

般的な５つの病原体が、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕ

ｒｅｕｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）、コアグラーゼ陰性

ブドウ球菌属、クレブシエラ・ニューモニエ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ  ｐｎｅｕ

ｍｏｎｉａｅ）および腸球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）菌種であると結論

した。酵母も血液培養ボトルから一般的に分離され、その時点で約９２％検出さ

れた場合は真の真菌血症であった。カンジダ・アルビカンスは敗血症を引き起こ

す上位１０種類の微生物に含まれる。興味深いことに、菌血症および真菌血症の

症例の約９１％が単一微生物性であり、残りの症例が２または３種類の微生物を

伴っていた。陽性血液培養を示した患者のうち最低の関連死亡率はコアグラーゼ

陰性ブドウ球菌属（５．５％）、最高は酵母および真菌（３５．８％）を伴って

いた。最も重大な敗血症関連死亡率は、不適切な抗微生物療法期間に比例して増

大することが示された。この所見から、初期の適切な臨床診断の重要性が明らか

になった。

      【００１０】

  以下に詳述する本発明は、自動分析に適した技術を用いて微生物を同定するた

めの迅速な手段を提供する。本発明のデバイスおよび方法は、混合微生物集団中

に含まれる微生物のアイデンティティーを解明するためにも使用できる。

      【００１１】

  発明の概要

  本発明の１側面は、核酸をハイブリダイズするためのデバイスに関する。本発

明のデバイスは、固体支持体、および固体支持体上に配置した複数のアドレスを

含む。各アドレスは、少なくとも１つの微生物種に由来するリボソーム核酸を高

ストリンジェントハイブリダイゼーション条件下でハイブリダイズする少なくと

も１つのプローブを含む。複数のアドレスは、高次アドレス（ｈｉｇｈｅｒ－ｏ

ｒｄｅｒ  ａｄｄｒｅｓｓ）、中次アドレス（ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ－ｏｒ

ｄｅｒ  ａｄｄｒｅｓｓ）、および低次アドレス（ｌｏｗｅｒ－ｏｒｄｅｒ  ａ

ｄｄｒｅｓｓ）を含む。低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズ
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するリボソーム核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハ

イブリダイズする。中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズする

リボソーム核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブ

リダイズする。特定の態様において、デバイスの固体支持体は、マルチウェルプ

レート、またはそれぞれ間隔をおいた配置に維持された複数の個別試験管である

。特定の好ましい態様において、高次アドレスは、複数のグラム陽性細菌種、腸

内細菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）の複数の細菌種、腸球菌属

（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）の複数の細菌種、ブドウ球菌属（Ｓｔａｐｈｙｌ

ｏｃｏｃｃｕｓ）の複数の細菌種、およびカンピロバクター属（Ｃａｍｐｙｌｏ

ｂａｃｔｅｒ）の複数の細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダ

イズする汎細菌アドレス（ｐａｎ－ｂａｃｔｅｒｉａｌ  ａｄｄｒｅｓｓ）であ

る。他の態様において高次アドレスは、複数の真菌種に由来するリボソーム核酸

を特異的にハイブリダイズする汎真菌アドレス（ｐａｎ－ｆｕｎｇａｌ  ａｄｄ

ｒｅｓｓ）である。本発明デバイスの特定の態様は、高次アドレスとしての汎細

菌アドレス、および汎真菌アドレスの両方を含む。高次アドレスは、複数のグラ

ム陽性細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするグラム陽

性菌アドレスであってもよい。高次アドレスが汎細菌アドレスである場合、汎真

菌生物を検出するためのアドレスが含まれるか否かに関係なく、中次アドレスは

、複数のグラム陽性細菌のリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするグラム

陽性菌アドレス、腸内細菌科の複数の細菌に由来するリボソーム核酸を特異的に

ハイブリダイズする腸内細菌科アドレス、ブドウ球菌属の複数の種に由来するリ

ボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするブドウ球菌属アドレス、腸球菌属の

複数の種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする腸球菌属アド

レス、またはカンピロバクター属の複数の種に由来するリボソーム核酸を特異的

にハイブリダイズするカンピロバクター属アドレスであってよい。好ましい態様

において、中次アドレスはグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレスは高（Ｇ

＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌に属する複数の細菌のリボソーム核酸を特異

的にハイブリダイズする放線菌類（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）アドレスであ

る。他の好ましい態様において、中次アドレスはグラム陽性菌アドレスであり、



(17) 特表２００２－５４２８０８

低次アドレスは複数のマイコバクテリウム属（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）菌

種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするアドレスである。複

数のマイコバクテリウム属菌種には、たとえば結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ

ｕｍ  ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコバクテリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂ

ａｃｔｅｒｉｕｍ  ｂｏｖｉｓ）、マイコバクテリウム・ボビスＢＣＧおよびマ

イコバクテリウム・アフリカヌム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ａｆｒｉｃａ

ｎｕｍ）が含まれる。さらに他の好ましい態様において、高次アドレスが汎細菌

アドレスである場合、汎真菌生物を検出するためのアドレスが含まれるか否かに

関係なく、中次アドレスはグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレスは肺炎連

鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）のリボソーム核

酸を特異的にハイブリダイズするアドレスである。さらに別の好ましい態様にお

いて、高次アドレスが汎細菌アドレスである場合、汎真菌生物を検出するための

アドレスが含まれるか否かに関係なく、中次アドレスはグラム陽性菌アドレスで

あり、低次アドレスはリステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ  ｍｏ

ｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズ

するアドレスである。本発明のさらに別の好ましい態様において、高次アドレス

が汎細菌アドレスである場合、汎真菌生物を検出するためのアドレスが含まれる

か否かに関係なく、中次アドレスはグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレス

は黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ）のリボソー

ム核酸を特異的にハイブリダイズするアドレスである。本発明による別態様のデ

バイスは、高次アドレスとして汎細菌アドレスを含み、汎真菌生物を検出するた

めのアドレスが含まれるか否かに関係なく、中次アドレスは腸内細菌科アドレス

であり、低次アドレスは大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のリボソーム核酸を特異的にハ

イブリダイズする大腸菌アドレスである。別の好ましい態様において、高次アド

レスが汎細菌アドレスである場合、汎真菌生物を検出するためのアドレスが含ま

れるか否かに関係なく、低次アドレスは黄色ブドウ球菌に由来するリボソーム核

酸を特異的にハイブリダイズする黄色ブドウ球菌アドレスである。別の好ましい

態様において、高次アドレスが汎細菌アドレスである場合、汎真菌生物を検出す

るためのアドレスが含まれるか否かに関係なく、中次アドレスは腸球菌属アドレ
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スである。別の好ましい態様において、高次アドレスが汎細菌アドレスである場

合、汎真菌生物を検出するためのアドレスが含まれるか否かに関係なく、中次ア

ドレスはカンピロバクター属アドレスである。他の好ましいデバイスにおいて、

高次アドレスはグラム陽性菌アドレスであり、低次アドレスは、結核菌、マイコ

バクテリウム・ボビス、マイコバクテリウム・ボビスＢＣＧおよびマイコバクテ

リウム・アフリカヌムに由来するリボソーム核酸を検出するアドレスである。さ

らに他のデバイスにおいて、高次アドレスは汎真菌アドレスであり、中次アドレ

スは、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ  ａｌｂｉｃａｎｓ）、カンジ

ダ・トロピカリス（Ｃａｎｄｉｄａ  ｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ）、カンジダ・デュ

ブリニエンシス（Ｃａｎｄｉｄａ  ｄｕｂｌｉｎｉｅｎｓｉｓ）、カンジダ・ビ

スワナチイ（Ｃａｎｄｉｄａ  ｖｉｓｗａｎａｔｈｉｉ）およびカンジダ・パラ

プシローシス（Ｃａｎｄｉｄａ  ｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ）を含む複数のカン

ジダ属菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズし、低次アドレ

スは、カンジダ・アルビカンスおよびカンジダ・デュブリニエンシスに由来する

リボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするが、カンジダ・トロピカリス、カ

ンジダ・ビスワナチイまたはカンジダ・パラプシローシスに由来するリボソーム

核酸をハイブリダイズしない。別の好ましい態様において、高次アドレスが汎細

菌アドレスである場合、複数の真菌種に由来するリボソーム核酸をハイブリダイ

ズする汎真菌アドレスが含まれる。きわめて好ましい態様において、本発明のデ

バイスは汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、および放線

菌類アドレスを含む。さらにきわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎

細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、および腸内細菌科の

細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む。別態様の

きわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌

アドレス、放線菌類アドレス、および腸球菌属細菌に由来するリボソーム核酸を

ハイブリダイズするアドレスを含む。汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム

陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、および腸内細菌科の細菌に由来するリボソ

ーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含むデバイスに、さらに腸球菌属細菌

に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスが含まれてもよい。さ
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らに他のきわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラ

ム陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、ならびに腸球菌属細菌のリボソーム核酸

および腸内細菌科の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする単一ア

ドレスを含む。さらに他のきわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細

菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、およびブドウ球菌属細

菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む。さらに他の

きわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌

アドレス、放線菌類アドレス、およびカンピロバクター属の複数の細菌に由来す

るリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含む。さらに他のきわめて好

ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、

放線菌類アドレス、ブドウ球菌属細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイ

ズするアドレス、およびカンピロバクター属の複数の細菌に由来するリボソーム

核酸をハイブリダイズするアドレスを含む。さらに他のきわめて好ましいデバイ

スは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、放線菌類アド

レス、腸内細菌科の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレ

ス、腸球菌属細菌のリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含み、さら

にブドウ球菌属細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレス、

およびカンピロバクター属の複数の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダ

イズするアドレスを含む。さらに別のきわめて好ましいデバイスは、汎真菌アド

レス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、ならびに腸

球菌属細菌のリボソーム核酸および腸内細菌科の細菌に由来するリボソーム核酸

をハイブリダイズする単一アドレス、ならびにブドウ球菌属細菌に由来するリボ

ソーム核酸およびカンピロバクター属の複数の細菌に由来するリボソーム核酸を

ハイブリダイズする単一アドレスを含む。さらに他のきわめて好ましいデバイス

は、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、放線菌類アドレ

ス、腸内細菌科の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレス

、腸球菌属細菌のリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレスを含み、さらに

ブドウ球菌属細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするアドレス、お

よびカンピロバクター属の複数の細菌に由来するリボソーム核酸をハイブリダイ
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ズするアドレスを含み、さらに単一微生物種に由来するリボソーム核酸を特異的

にハイブリダイズする少なくとも１つのアドレスを含む。きわめて好ましい態様

において、単一微生物種は大腸菌、肺炎連鎖球菌、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎ

ａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、カンジダ・アルビカンスおよび黄色ブドウ球菌

よりなる群から選択される。さらに他のきわめて好ましいデバイスは、汎真菌ア

ドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、ならびに

腸球菌属細菌のリボソーム核酸および腸内細菌科の細菌に由来するリボソーム核

酸をハイブリダイズする単一アドレス、ならびにブドウ球菌属細菌に由来するリ

ボソーム核酸およびカンピロバクター属の複数の細菌に由来するリボソーム核酸

をハイブリダイズする単一アドレス、ならびに複数の微生物種に由来するリボソ

ーム核酸を個別にハイブリダイズする複数のアドレスを含む。さらに別のきわめ

て好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレ

スおよび放線菌類アドレスを含み、その際、汎細菌アドレスは配列番号：１およ

び配列番号：５８よりなる群から選択される配列を有するポリヌクレオチドプロ

ーブを含む。さらに別のきわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌

アドレス、グラム陽性菌アドレスおよび放線菌類アドレスを含み、その際、汎真

菌アドレスは配列番号：４の配列を有するポリヌクレオチドプローブを含む。さ

らに別のきわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラ

ム陽性菌アドレスおよび放線菌類アドレスを含み、その際、グラム陽性菌アドレ

スは配列番号：７の配列を有するポリヌクレオチドプローブを含む。さらに別の

きわめて好ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌

アドレスおよび放線菌類アドレスを含み、その際、放線菌類アドレスは配列番号

：１０の配列を有するポリヌクレオチドプローブを含む。さらに別のきわめて好

ましいデバイスは、汎真菌アドレス、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレスお

よび放線菌類アドレスを含み、その際、汎細菌アドレスは配列番号：１および配

列番号：５８よりなる群から選択される配列を有するポリヌクレオチドプローブ

を含み、汎真菌アドレスは配列番号：４の配列を有するポリヌクレオチドプロー

ブを含み、グラム陽性菌アドレスは配列番号：７の配列を有するポリヌクレオチ

ドプローブを含み、放線菌類アドレスは配列番号：１０の配列を有するポリヌク
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レオチドプローブを含む。さらに別のきわめて好ましい本発明デバイスでは、プ

ローブがそれぞれアクリジニウムエステルで標識されている。

      【００１２】

  本発明の他の態様は、微生物を含有する疑いのある生物試料を分析する方法に

関する。この方法は、生物試料を入手する工程から始まる。次いで該試料に含有

されるいずれかの微生物の数が増加するのに十分な期間、生物試料を培養する工

程がある。次いで、培養した生物試料中のいずれかの微生物からポリヌクレオチ

ドを放出させ、次いで放出されたポリヌクレオチドをプローブマトリックスとハ

イブリダイズさせる工程がある。本発明方法のある態様によれば、放出されたポ

リヌクレオチドをｉｎ  ｖｉｔｒｏポリヌクレオチド増幅反応において増幅させ

ない。他の態様では、ハイブリダイゼーション工程の前にポリヌクレオチドをた

とえばｉｎ  ｖｉｔｒｏ増幅反応により増幅させる。ポリヌクレオチドプローブ

マトリックスは複数のアドレスを含み、各アドレスは１以上の微生物種に由来す

るリボソーム核酸を高ストリンジェント条件下でハイブリダイズする少なくとも

１つのプローブを含む。複数のアドレスは、高次アドレス、中次アドレスおよび

低次アドレスを含む。低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズす

るリボソーム核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイ

ブリダイズする。中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズするリ

ボソーム核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリ

ダイズする。本発明方法の工程はさらに、複数のアドレスのそれぞれに対する陽

性および陰性のハイブリダイゼーション結果を検出して、ハイブリダイゼーショ

ンプロフィールを確立し；次いで微生物のアイデンティティーを各アドレスにお

けるハイブリダイゼーション結果と相関させたルックアップ表と、該ハイブリダ

イゼーションプロフィールを比較することを伴う。この操作で、生物試料に含有

される微生物のアイデンティティーに関する情報が得られる。好ましい態様にお

いて、ハイブリダイゼーション反応の塩類濃度は、ハイブリダイゼーション温度

が５５～６５℃の場合は０．６～０．９Ｍであってよい。選択する高ストリンジ

ェント条件に関係なく、ハイブリダイゼーション工程の高次アドレスは、複数の

グラム陽性細菌種、腸内細菌科の複数の細菌種、腸球菌属の複数の細菌種、ブド
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ウ球菌属の複数の細菌種、およびカンピロバクター属の複数の細菌種に由来する

リボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎細菌アドレスであってよく、ハ

イブリダイゼーション工程の複数のアドレスは、複数の真菌種に由来するリボソ

ーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎真菌アドレスを含むことができる。こ

の場合、かつ好ましい態様においては、ハイブリダイゼーション工程の中次アド

レスは複数のグラム陽性細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダ

イズするグラム陽性菌アドレスであってよく、ハイブリダイゼーション工程の低

次アドレスは高（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌に属する複数の細菌のリ

ボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする放線菌類アドレスであってよい。所

望により、入手工程の生物試料は、菌血症、敗血症および真菌血症よりなる群か

ら選択される医学的状態について検査される個体から採取した血液試料であって

よく、培養工程は、血液ボトルに該血液試料の一部を接種し、次いで接種した血

液ボトルをインキュベートすることを含むことができる。きわめて好ましい態様

において、検出工程はルミノメトリーによる検出工程を含む。

      【００１３】

  本発明のさらに他の態様は、リボソーム核酸を含有する試料を分析する方法に

関する。この方法は、試料を高ストリンジェント条件下でプローブマトリックス

とハイブリダイズさせてハイブリダイズした試料にする工程から始まる。プロー

ブマトリックスは複数のアドレスを含み、これには高次アドレス、中次アドレス

および低次アドレスが含まれる。低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブ

リダイズするリボソーム核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム

核酸をハイブリダイズする。中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダ

イズするリボソーム核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸

をハイブリダイズする。本発明方法の他の工程は、ハイブリダイズした試料を分

析して、試料中に存在するリボソーム核酸に相補的な少なくとも１つのプローブ

を含む第１アドレスコレクションを同定し、かつ試料中に存在するリボソーム核

酸に相補的な少なくとも１つのプローブを含まない第２アドレスコレクションを

同定する。次いで分析工程で同定した第１および第２アドレスコレクションから

、どの微生物コレクションが対応するプロフィールのリボソーム核酸配列を有す
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るリボソーム核酸を保有するかを判定し、これによりＲＮＡ含有試料の微生物源

を判定する工程がある。好ましい態様において、ハイブリダイゼーション工程の

高次アドレスは、複数のグラム陽性細菌種、腸内細菌科の複数の細菌種、腸球菌

属の複数の細菌種、ブドウ球菌属の複数の細菌種、およびカンピロバクター属の

複数の細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎細菌ア

ドレスであり、ハイブリダイゼーション工程の複数のアドレスはさらに、複数の

真菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズする汎真菌アドレス

を含む。この場合、ハイブリダイゼーション工程の中次アドレスは複数のグラム

陽性細菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするグラム陽性

菌アドレスであってよく、ハイブリダイゼーション工程の低次アドレスは高（Ｇ

＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌に属する複数の細菌のリボソーム核酸を特異

的にハイブリダイズする放線菌類アドレスであってよい。本発明方法の分析工程

は、ルミノメトリーによる検出を含むことができる。所望により、ハイブリダイ

ゼーション工程を５５～６５℃で実施する。

      【００１４】

  本発明のさらに別の態様は、プローブマトリックスハイブリダイゼーション操

作で得た結果を分析するのに使用するデバイスに関する。この分析デバイスは、

ルックアップ表を記憶させたメモリーデバイスを含む。このルックアップ表は、

複数の微生物のアイデンティティーをプローブマトリックス中の複数のアドレス

における陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果と相関させたものである

。複数のアドレスは少なくとも高次アドレス、中次アドレスおよび低次アドレス

を含む。低次アドレスは、中次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム

核酸を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズす

る。中次アドレスは、高次アドレスにおいてハイブリダイズするリボソーム核酸

を有する微生物のサブセットに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズする。

このデバイスは、メモリーデバイスに接続されたプロセッサーをも含み、このプ

ロセッサーはプロセッサーに入力された結果と該ルックアップ表の比較を行うよ

うに設定される。これらの結果は、微生物から放出させたポリヌクレオチドに対

する、プローブマトリックス中の複数のアドレスにおける陽性および陰性のハイ
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ブリダイゼーションを示すものである。このデバイスはさらに、比較を開始する

ためにプロセッサーに接続されたユーザーインターフェース、および比較の結果

を表示するためにプロセッサーに接続された出力デバイスを含む。好ましい態様

において、メモリーデバイスは磁気記憶媒体を含む。別の好ましい態様において

、ユーザーインターフェースは陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果を

プロセッサーに入力するためのキーボードを含む。さらに他の好ましい態様にお

いて、分析デバイスはさらに、陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果を

プロセッサーに入力するためのインターフェースを介してプロセッサーに接続さ

れたプローブハイブリダイゼーション検出器を含む。この場合、検出器はルミノ

メーターを含むことができる。きわめて好ましい態様において、出力デバイスは

視覚表示モニターまたはプリンターである。

      【００１５】

  本発明のさらに他の態様は、細菌試料が黄色ブドウ球菌以外のブドウ球菌属菌

種を含有するかを判定する方法に関する。この方法は、細菌試料からポリヌクレ

オチドを放出させて、放出ポリヌクレオチドを採集する工程から始まる。次いで

採集した放出ポリヌクレオチドを、ブドウ球菌属細菌のリボソーム核酸に対する

特異性を有する第１プローブ、および黄色ブドウ球菌のリボソーム核酸に対する

特異性を有する第２プローブとハイブリダイズさせる工程がある。次いで、採集

した放出ポリヌクレオチドとハイブリダイズする第１または第２プローブを検出

する工程がある。最後に、第１プローブがハイブリダイズし、第２プローブがハ

イブリダイズしなかった場合には、該細菌試料が黄色ブドウ球菌以外のブドウ球

菌属菌種を含有すると判定する工程がある。

      【００１６】

  発明の詳細な説明

  本発明は、生物試料中の微生物を同定するために使用できる、ポリヌクレオチ

ドに基づく方法、組成物およびデバイスに関する。本明細書に詳述する方法は、

ポリヌクレオチドハイブリダイゼーションプローブの”マトリックス”の使用に

依存する。本発明の好ましい態様において、これらのハイブリダイゼーションプ

ローブは、多様な種または分類学上関連のあるグループの生物のリボソーム核酸
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（ｒＲＮＡおよびｒＤＮＡ）に対して特異的である。この方法を用いると、ハイ

ブリダイゼーション結果を互いに別個に考慮した場合には曖昧な同定が得られる

データコレクションから、微生物の種を判定することができる。事実、プローブ

マトリックスハイブリダイゼーション法で得た結果を相関性のある一組の結果に

属する要素として分析した場合、種および株レベルの同定ですら可能である。以

下に記載する方法は、自動微生物同定システムと組み合わせて使用するのに特に

適する。

      【００１７】

    緒言と背景

  本明細書には、微生物に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするポリヌ

クレオチドプローブの組合わせを用いる、マトリックスに基づく微生物同定方法

を記載する。マトリックス中のプローブは、既知の系統発生関係により互いに区

別される微生物を識別する。たとえば、細菌または真菌を識別するｒＲＮＡ配列

の存在または不存在に基づいて微生物を細菌または真菌に分類するように、プロ

ーブを選択できる。別の例では、グラム陽性細菌を系統発生的に別個のグラム陰

性細菌から識別するために、グラム陽性細菌を同定する１以上のプローブを使用

できる。

      【００１８】

  マトリックスに基づく他の態様の微生物同定方法は、リボソーム核酸特異的プ

ローブの組合わせを１回のハイブリダイゼーション反応に使用することに関する

。以下にさらに詳細に記載するように、曖昧な結果を与えるプローブの組合わせ

ですら、これらのプローブ組合わせから得たハイブリダイゼーション結果を同一

マトリックスから得た他の結果を考慮して解釈すると、種レベルでの同定を提供

できる。たとえば、微生物が多数の異なる種のうちの１つである場合、プローブ

マトリックス中の１つのアドレスが陽性のハイブリダイゼーションシグナルを与

えるであろう。より詳細には、マトリックス中のあるアドレスにおける陽性のハ

イブリダイゼーションシグナルは、細菌分離株がブドウ球菌または大腸菌である

と指示できるが、これらの可能性のうちどちらが正しいかは指示しない。しかし

、被験生物に由来するｒＲＮＡが腸内細菌に特異的なプローブにハイブリダイズ
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したという追加所見を考慮に入れると、その微生物は大腸菌にちがいないことが

明らかになる。大腸菌のみが腸内細菌として分類され、ブドウ球菌はそうではな

いからである。”腸内”細菌は腸内細菌科のメンバーであることを理解すべきで

ある。こうして、マトリックスに基づくポリヌクレオチドハイブリダイゼーショ

ン操作からの情報を、種同定レベルにまで曖昧にではなく解釈できる。

      【００１９】

  プローブマトリックスハイブリダイゼーションにおける陰性の結果ですら、マ

トリックスから得られた他の結果と関連づけて考慮すると意味あるものとなりう

る。たとえば２座マトリックスから、汎細菌生物を同定する第１アドレスにおい

て陽性のハイブリダイゼーションシグナルを与え、汎真菌生物および特定の細菌

種の両方を同定する第２アドレスにおいて陰性の結果を与えるポリヌクレオチド

を試料が含有すると判定された場合、この組合わせ結果はそのポリヌクレオチド

がマトリックスの第２アドレスにおいて陽性のハイブリダイゼーションシグナル

を生じる可能性のある細菌種と異なる細菌種に由来するにちがいないことを示す

。この簡単な例は、多重態様のプローブマトリックスがハイブリダイゼーション

操作においてごく限られた数の座からの臨床関連情報をいかにして提供できるか

を説明する。

      【００２０】

    定義

  本明細書中で用いる下記の用語は、別途明記しない限り下記の意味をもつ。

  ”リボソーム核酸”は、ｒＲＮＡ、およびそのｒＲＮＡをコードするｒＤＮＡ

である。

      【００２１】

  ”座（ｌｏｃｕｓ）”は、あるものが配置される場である。座は、可溶性ポリ

ヌクレオチドを収容するための、マルチウェル内の１つのウェル；ニトロセルロ

ース膜片もしくはディップスティックに固定化したポリヌクレオチドの単一スポ

ット；または”ＤＮＡチップ”上に固定化したポリヌクレオチドの単一スポット

であってよい。試験デバイス中の１つの座に配置されたプローブ分子は、デバイ

ス中の他の座に配置されたプローブ分子と混和しない。



(27) 特表２００２－５４２８０８

      【００２２】

  ”アドレス”は、試験デバイス中の１つの座にある１または以上のポリヌクレ

オチドプローブを表す。これにより、そのアドレスにおけるハイブリダイゼーシ

ョン結果は、被験ポリヌクレオチドコレクション中に相補的ポリヌクレオチド配

列が存在するか存在しないかについての別個の情報を提供する。たとえば、ある

アドレスは、細菌由来のｒＲＮＡの存在についての情報を提供することができる

。そのような情報は、試験デバイス上の単一の座に配置された単一プローブまた

はプローブカクテルから得ることができる。あるアドレスは、１またはそれ以上

の微生物種、たとえば大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・アルビカンス、緑膿

菌および肺炎連鎖球菌に由来するｒＲＮＡの存在についての情報を提供すること

もできる。便宜上、特定の生物または特定のタイプの生物の核酸を検出するアド

レスを、その生物の名称またはタイプで呼ぶ。従って、”汎細菌アドレス”にお

ける陽性のシグナルは細菌由来のリボソーム核酸が存在することを示す。

      【００２３】

  プローブ”マトリックス”は、未知の微生物を同定するために、または未知の

生物の、可能性のある同定範囲を狭めるために有用なアドレスのコレクションで

ある。マトリックスのプローブは通常は試験デバイスの複数の物理的座に配置さ

れ（可溶性プローブの収容、または物理的固定化による）、ここで各座が１また

は複数の微生物種に由来する核酸をハイブリダイズする。マトリックスの少なく

とも１つの座には、マトリックス中の異なる座に配置された高次プローブにより

ハイブリダイズする核酸を有する微生物サブグループに由来する核酸をハイブリ

ダイズする低次プローブが配置される。種特異的プローブに対して”高次プロー

ブ”とみなされるプローブの例（系統発生分類の例として）には、分類学上の属

、分類学上の科または分類学上の目に対する特異性をもつプローブが含まれる。

      【００２４】

  ”低次アドレス”および”高次アドレス”という用語は、互いに機能的に定義

される。低次アドレスは、高次アドレスにおいて検出されるリボソーム核酸を有

する生物サブセットに由来するリボソーム核酸を検出する。たとえば、単一種の

細菌を検出するアドレスは、汎細菌生物を検出する他のアドレスに対して”低次
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アドレス”とみなされる。

      【００２５】

  ”中次アドレス”は、機能的に、対応する高次アドレスにおいて検出されるリ

ボソーム核酸を有する生物サブセットに由来するリボソーム核酸を検出するアド

レスと定義される。中次アドレスは、対応する低次アドレスにおいて検出される

生物サブセットより多数またはより広い範囲のリボソーム核酸を検出する。たと

えば汎細菌生物および大腸菌細菌種を独立して検出する２つのアドレスに対して

、腸内細菌科の細菌を検出するためのアドレスは中次アドレスであろう。その理

由は、腸内細菌科アドレスは汎細菌アドレスにおいて検出できるリボソーム核酸

を有する生物サブセットに由来するリボソーム核酸を検出し、腸内細菌科アドレ

スにおいて検出される細菌生物の範囲は大腸菌を他の細菌種のほかに含むからで

ある。

      【００２６】

  ”プローブ”は、相補的一本鎖標的ポリヌクレオチドと結合して二本鎖ハイブ

リッドを形成する一本鎖ポリヌクレオチドである。プローブはオリゴヌクレオチ

ドまたはヌクレオチドポリマーであってよく、検出可能部分を含むことができ、

この部分はプローブ末端（両端）に結合していてもよく、あるいはプローブ内部

にあってもよい。標的ポリヌクレオチドと結合するヌクレオチドは、検出可能部

分がプローブ配列に対して内部にある場合のように、厳密に連続的である必要は

ない。

      【００２７】

  ”検出可能部分”は、ポリヌクレオチドプローブに結合した、またはその一部

として合成された分子である。この分子は特異的に検出されなければならず、そ

の結果そのプローブも検出されるであろう。これらの検出可能部分は、しばしば

放射性同位体、化学発光分子、酵素、ハプテン、レドックス活性電子伝達性部分

、たとえば遷移金属錯体、金属標識、たとえば銀粒子もしくは金粒子であり、あ

るいはユニークオリゴヌクレオチド配列であってもよい。

      【００２８】

  ”ハイブリッド”は、相補的塩基間のワトソン－クリック塩基対合または非規
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定（ｎｏｎ－ｃａｎｏｎｉｃａｌ）塩基対合により２つの一本鎖ポリヌクレオチ

ド間に形成された複合体である。

      【００２９】

  ”ハイブリダイゼーション”は、２つのポリヌクレオチド相補鎖が結合して二

本鎖構造体（”ハイブリッド”）を形成するプロセスである。

  ”相補性”は、各鎖上のワトソン－クリック塩基対間の水素結合によりハイブ

リッドまたは二本鎖ＤＮＡ：ＤＮＡ、ＲＮＡ：ＲＮＡ、またはＤＮＡ：ＲＮＡを

形成しうる一本鎖ＤＮＡまたはＲＮＡの塩基配列により得られる特性である。ア

デニン（Ａ）は通常はチミン（Ｔ）またはウラシル（Ｕ）と相補し、一方グアニ

ン（Ｇ）は通常はシトシン（Ｃ）と相補する。

      【００３０】

  ”ミスマッチ”とは、ハイブリッドにおいて規定（ｃａｎｏｃｉａｌ）ワトソ

ン－クリック水素結合を形成しない２つのヌクレオチドの対合を表す。さらに以

下の考察のために、ミスマッチには、ハイブリッドの一方の鎖において非対合ヌ

クレオチド（１以上）を生じるような挿入または欠失を含めることができる。

      【００３１】

  ”ストリンジェント”という用語は、ハイブリダイゼーションおよびその後の

処理工程に際して存在する温度および溶媒組成物を記述するために用いられる。

高ストリンジェント条件下では、相補性の高い核酸のハイブリッドのみが形成さ

れ、十分な相補度をもたないハイブリッドは形成されないであろう。したがって

、アッセイ条件のストリンジェントは、ハイブリッドを形成する２つのポリヌク

レオチド間に必要な相補性の程度を決定する。ストリンジェント条件は、標的ポ

リヌクレオチドおよび非標的ポリヌクレオチドと形成されるハイブリッド間の安

定性の差が最大になるように選ばれる。

      【００３２】

  ”プローブ特異性”という用語は、標的配列と非標的配列を識別する能力を記

述するプローブ特性を表す。プローブ特異性は、配列およびアッセイ条件に依存

し、絶対的であってもよく（すなわちプローブが標的生物と非標的生物を識別す

ることができる）、あるいは機能的であってもよい（すなわちプローブが標的生
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物とその試料中に普通に存在する他のいずれの生物をも識別することができる）

。使用条件に応じて、広いまたは狭い特異性決定のために多数のプローブ配列を

使用できる。

      【００３３】

  ”ポリヌクレオチド”とは、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、および合成ヌクレオチド

類似体、または他の分子であって、配列中に存在してもよく、かつそのポリヌク

レオチドと相補配列をもつ第２分子とのハイブリダイゼーションを阻害しない分

子を意味する。この用語には、天然に出現するヌクレオチドの類似体を含むポリ

マーが含まれ、特にプローブの２’位にメトキシ基（ＯＭｅ）をもつ類似体が含

まれる。本明細書中で用いるメトキシポリヌクレオチド、または”Ｔ”残基を含

むオリゴヌクレオチドは、リボース部分の２’位にメトキシ基、およびヌクレオ

チドの塩基の位置にウラシルをもつ。”ＯＭｅＴ”と具体的に明記した場合、そ

れはヌクレオチドの塩基部分がチミン残基で占められていることを意味する。

      【００３４】

  ”オリゴヌクレオチド”は、長さ１０～１００ヌクレオチド、より好ましくは

１０～５０ヌクレオチドをもつポリヌクレオチド分子である。通常は、オリゴヌ

クレオチドは有機化学的方法で合成され、別途明記しない限り一本鎖である。オ

リゴヌクレオチドを検出可能な標識で標識することができる。

      【００３５】

  ”ヘルパーオリゴヌクレオチド”は、アッセイプローブが結合する領域以外の

標的ポリヌクレオチド領域を結合するオリゴヌクレオチドである。これらのオリ

ゴヌクレオチドは、一本鎖ポリヌクレオチドの標的化領域に新たな二次元または

三次元構造を与え、これによりアッセイプローブの結合速度が促進される。ヘル

パーオリゴヌクレオチドは検出可能な標識で標識されていないが、標識プローブ

の結合を容易にし、したがって間接的にハイブリダイゼーションシグナルを増強

する。

      【００３６】

  ”微生物（ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍまたはｍｉｃｒｏｂｅ）”は、細菌、

真菌または原生動物である。
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  ”汎細菌生物”は、他のいずれかの細胞タイプではなく細菌として分類される

微生物である。すべての真正細菌が汎細菌生物として分類されるであろう（古細

菌は必ずしもそうではない）。酵母または他の真菌もしくは真核生物は汎細菌生

物に分類されない。

      【００３７】

  ”汎真菌生物”は、他のいずれかの細胞タイプではなく真菌として分類される

微生物である。すべての酵母が必然的に汎真菌生物として分類されるであろう。

もちろん真正細菌および古細菌（これらは分類学上、異なる上位界（ｓｕｐｅｒ

ｋｉｎｇｄｏｍ）のメンバーである）は汎真菌生物としては分類できない。

      【００３８】

  ”生物試料”は、微生物の存在について検査すべき材料の試料を表す。生物試

料は、生物、たとえばヒト患者、実験動物、たとえばマウス、ラット、ブタ、サ

ルまたは他の科の霊長類から、血液試料、喀痰試料、髄液試料または尿試料を採

取することにより得られる。通常は生物試料はハイブリダイゼーション可能なポ

リヌクレオチドを含有するであろう。これらのポリヌクレオチドを、生物試料を

構成する生物から放出させてもよく、あるいは試料中の生物から細胞の超音波破

壊または酵素分解もしくは化学分解などの方法で放出させてもよく、これにより

ポリヌクレオチドをポリヌクレオチドプローブとのハイブリダイゼーションに利

用できる。

      【００３９】

  ”確定結果（ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇ  ｒｅｓｕｌｔ）”は、あるプローブマト

リックスの１つのアドレスにおいて得た結果であって、同一プローブマトリック

ス中の異なるアドレスにおいて得た異なる結果を解釈するのに必要な情報を提供

するものである。たとえば第１結果が、ある微生物はグラム陽性細菌または真菌

であることを指示した場合、その生物が汎細菌アドレスにおいてハイブリダイズ

するｒＲＮＡをも含有することを示す結果は、その生物がグラム陽性細菌であっ

たことを示す確定結果となるであろう。

      【００４０】

  ”ルックアップ表”は、プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作に
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おける陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果の可能な組合わせを示すデ

ータコレクションを、そのコレクションの各データエントリーの関連解釈と共に

示したものである。ルックアップ表は、コンピューター可読媒体に記憶させるこ

とができる。

      【００４１】

    マトリックスに基づく微生物検出および同定方法の有用性

  マトリックスに基づく微生物同定方法は、臨床試験室検査、食品検査および環

境検査に幅広く役立つ。本発明は培養微生物の同定に使用できるが、微生物のア

イデンティティーを判定するために微生物を特殊な培地で増殖させる必要はない

。この系は、微生物感染症の迅速臨床診断に特に有用であり、これには口腔、血

流（敗血症および真菌血症）、生殖器および生殖器周囲組織、尿路、消化管、外

傷および外科創傷、心臓組織（感染性心内膜炎）、眼、聴覚器官、ならびに脳脊

髄液の感染症が含まれる。この系は、免疫無防備状態の個体、たとえばＨＩＶ感

染個体、または骨髄移植に用いる免疫抑制剤で処置された個体において、その個

体が感染症の症状を示していなくても、潜在的有害微生物の存在を監視するのに

も有用である。同様に、本発明方法は家畜の獣医学的診断に際して感染症（たと

えばウシの乳腺炎）を検出するのに有用である。

      【００４２】

  本発明は、環境試料中の１またはそれ以上のタイプの微生物の存在を検出する

のに利用できる。たとえば本発明は、市の水処理効果またはレクリエーション水

源の汚染物質レベルの監視に利用できる。環境試料を本発明方法に従って検査す

ることにより、水系または非水系中の有害微生物を検出できる。本発明のこの態

様において特に関心のある微生物は、腐食、バイオマス蓄積の原因となるか、あ

るいはパイプライン、貯蔵タンクまたは加工施設の破壊プロセスに関与する。製

造プロセス、たとえば紙、繊維および電子部品の製造に有益または有害な影響を

与える微生物に関する環境水試料の検査も、本発明方法により実施できる。本発

明は、食品または農業試料中の微生物の検査にも利用できる。本発明のこの態様

において特に関心のある微生物は、疾病の予防のために、または環境汚染の指標

として利用できる。試料を有害微生物（すなわち汚染体）に関して監視するほか
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、本発明は有益微生物、たとえば天然発酵食品および飲料中に存在する微生物の

検出、同定および定量にも利用できる。

      【００４３】

  さらに、以下に詳述する方法は、新規な抗微生物療法薬を見出すのに利用でき

る。より具体的には、本発明のマトリックスに基づく微生物同定方法は、候補抗

微生物薬がｉｎ  ｖｉｔｒｏまたはｉｎ  ｖｉｖｏで微生物の増殖を阻害または

抑制するかということを迅速監視するのに利用できる。さらに本発明方法は、抗

生物質に対する生物（混合培養において、または精製分離培養として）の感受性

を監視するために利用できる。

      【００４４】

    最小プローブマトリックス

  本発明方法によれば、ポリヌクレオチドを含有する生物試料をポリヌクレオチ

ドプローブのコレクションにハイブリダイズさせる。これらのプローブはそれぞ

れ少なくとも１種類の微生物のリボソーム核酸に対する結合特異性をもつ。プロ

ーブのコレクションは、核酸を含有する試料中における１またはそれ以上のポリ

ヌクレオチド配列の存在または不存在に関する情報を提供する一連の”アドレス

”として組織化されている。重要な点であるが、リボソーム核酸配列のｉｎ  ｖ

ｉｔｒｏ増幅は、本明細書の開示する方法の成功にとって不必要である。事実、

ｒＲＮＡまたはｒＤＮＡ配列のｉｎ  ｖｉｔｒｏ増幅をハイブリダイゼーション

工程前に行ってもよいが、生物試料から放出されたポリヌクレオチドを前増幅工

程なしにポリヌクレオチドプローブのコレクションにハイブリダイズさせること

が好ましい。ハイブリダイゼーション操作後、各アドレスを分析して、陽性また

は陰性のいずれの結果が得られたかを評価する。

      【００４５】

  最小プローブマトリックスには２つの座が含まれ、第１座に単一プローブが配

置され、第２座に複数のプローブが配置される。プローブマトリックスの第１ア

ドレスの一例は、すべての細菌生物に由来するｒＲＮＡを検出するために使用で

きる。第２アドレスの一例は、すべての真菌生物およびグラム陽性細菌に由来す

るｒＲＮＡを検出するために使用できる。これは下記により達成できる。９６ウ
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ェルマイクロタイタープレートの第１ウェルに、すべての細菌種間に保存されて

いるｒＲＮＡセグメントをハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブを配置

する。第２ウェルには、任意の真菌生物に保存されているｒＲＮＡセグメントを

ハイブリダイズするプローブ、およびグラム陽性細菌のｒＲＮＡをハイブリダイ

ズするがグラム陰性細菌のｒＲＮＡはハイブリダイズしないプローブの組合わせ

を収容する。この２座マトリックスを、十分に分離された微生物の単一コロニー

から単離したポリヌクレオチドとハイブリダイズさせると、３つの疑問に対する

回答が得られるであろう。より具体的には、例示した２座マトリックスは、その

生物の由来が細菌であったか；細菌生物がグラム陽性細菌またはグラム陰性細菌

のいずれであったか；およびその微生物が真菌であったか（これは互いに単一微

生物系についての細菌同定を排除する）を指示することができるであろう。

      【００４６】

  わずか２つの座から得た結果を分析することによりこれら３つの疑問に曖昧で

ない回答を得ることができるという事実は、マトリックス法を利用すればごく簡

単な試験デバイスからの出力データの価値をいかに最大限に利用できるかを具体

的に説明する。２つの座はそれぞれ２つの結果のうちの１つ、すなわち陽性また

は陰性を生じるので、可能性のある結論の数は、各座において可能性のある結果

の数（２）にマトリックス中の座の数（２）を乗じたものであろう。たとえば２

座マトリックスについては、可能性のある結論の数は２2、すなわち４であろう

。これらの結果の解釈は表１を参照すれば理解できる。表１には、陽性のハイブ

リダイゼーション結果を”（＋）”、陰性のハイブリダイゼーション結果を”（

－）”で示す。

      【００４７】

【表１】



(35) 特表２００２－５４２８０８

      【００４８】

  表１の情報は、被験生物のタイプを同定するためにハイブリダイゼーション結

果のプロフィールを復号するのに利用できる”ルックアップ”表の１形態を示す

。上記の例においてグラム陽性プローブの代わりに大腸菌に対する種特異的プロ

ーブを用いると、この改変２座マトリックスはその生物が細菌または真菌のいず

れであるか、およびいずれか検出された細菌が大腸菌であるかを判定するのに有

用であろう。

      【００４９】

  プローブマトリックスハイブリダイゼーション手法で得た結果を、キーボード

を用いて手動で、または自動デバイス、たとえばプレートリーダー、フィルムス

キャナーもしくはルミノメーターからインターフェースを介して直接に、コンピ

ューターまたはデータプロセッサー（”コンピューター”）に入力することがで

きる。コンピューターは特定の生物についての陽性または陰性のハイブリダイゼ

ーション結果をソーティングして、プロフィールを確立することができる。次い

で、操作を実施するのに用いた生物のアイデンティティー、または結果が曖昧で

ある場合には１より多くの生物に特徴的なアイデンティティー候補を判定するた

めに、このプロフィールをコンピューターに接続したメモリーデバイスに記憶さ

せたルックアップ表と比較して、このハイブリダイゼーションプロフィールと対

照生物を用いて得たハイブリダイゼーション結果とを関連づけることができる。

      【００５０】

  たとえばインターフェースを介してルミノメーターに接続したコンピューター

に、表１に示した可能性のある４つの結論についてのルックアップ表をメモリー

デバイスに記憶させておくことができる。（＋／＋）ハイブリダイゼーション結
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果を表す入力の受信に応答して、コンピューターが用いるアルゴリムがこの結果

とルックアップ表を比較し、被験生物がグラム陽性細菌であったことを指示する

出力を与える。入力（－／－）、（＋／－）および（－／＋）についての別の結

果は、それぞれ細菌性または真菌性のハイブリダイゼーションポリヌクレオチド

種の不存在、グラム陽性細菌以外の細菌の存在、および真菌生物の存在を指示す

る出力を催促するであろう。２より多い座をもつ、より複雑なマトリックスにつ

いての同様な復号プロセスも、同じ操作で実施できる。より複雑なマトリックス

は、より完全な生物同定を提供するであろう。

      【００５１】

  プローブマトリックスに基づく方法の別の例では、特定の微生物種を検出する

ための第３座を前記の２つの座に加えることができる。より具体的には、第１座

は汎細菌ｒＲＮＡ配列の存在についての情報を提供し；第２座は汎真菌プローブ

およびグラム陽性細菌に対するプローブのハイブリダイゼーションについての情

報を提供し；第３座は特定の細菌種および真菌種についての情報を提供すること

ができる。具体的な第３座は、大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・アルビカン

ス、緑膿菌および肺炎連鎖球菌に由来するｒＲＮＡの存在についての情報を提供

することができる。この３座マトリックスを用いたハイブリダイゼーション結果

の予想結論を表２に示す。３つの座はそれぞれ２つの結果のうちの１つを提供す

るので、この表のエントリー数は２3、すなわち８により与えられる。この場合

も、次表に示す結果は単一タイプの生物の純粋培養を想定する。

      【００５２】

【表２】
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      【００５３】

  表２に示した情報は、例示した３座マトリックスについて得たあらゆる結果を

解釈するのに使用できるルックアップ表である。この場合も、３座マトリックス

を用いて得た結果が、わずか１つの座の違いがあるマトリックスと比較してより

広範囲の同定情報を提供するのに十分であることは明らかであろう。上記の例で

は、３座マトリックスは：（１）ある生物を細菌または真菌のいずれかに分類す

る；（２）細菌をグラム陽性菌またはグラム陰性菌と同定する；（３）真菌種が

カンジダ・アルビカンスであるかを判定する；（４）グラム陰性性細菌が大腸菌

または緑膿菌であるか否かを指示する；（５）グラム陽性細菌が黄色ブドウ球菌

または肺炎連鎖球菌のいずれかであるかを指示する；（６）グラム陽性細菌では

ない細菌培養物が大腸菌または緑膿菌のいずれかであるかを指示する、ために十

分であった。

      【００５４】

  重要な点であるが、表２に示した結果は、曖昧なエントリーがルックアップ表

にあるのを許容できることを示す。これらの結果は、感染症の診断に際してなお
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意味をもちうるからである。たとえばこの表の”（＋／＋／－）”の結果は、そ

の生物が黄色ブドウ球菌または肺炎連鎖球菌以外のグラム陽性細菌であることを

指示した。このように、診断から特定の生物を排除するために曖昧な同定スキー

ムを用いるのが許容される。同様に、ある生物を多数の異なる種のうちの１つで

あると同定することも許容され、これも適切な抗生療法の判断に利用できる、臨

床上意味のある結果を達成する。これを表２に”（＋／－／＋）”の結果で示す

。これは細菌生物が２つの候補のうちの１つであることを指示した。

      【００５５】

  さらに、表２の結果は、意味のないエントリーがルックアップ表にあるのを許

容できることを示す。この例では、”（－／－／＋）”の結果は意味がなかった

。最初の２つの座のうちの少なくとも１つにおいて同様に陽性のハイブリダイゼ

ーション結果をもつことなく、第３座において陽性のハイブリダイゼーション結

果を達成するのは不可能だからである。このように意味のないプローブマトリッ

クスハイブリダイゼーション結果があるのは許容できる。ただし、真正細菌と交

差反応しない古細菌プローブを第３アドレスの種特異的プローブのコレクション

中に配置すると、”（－／－／＋）”の結果に意味が与えられるであろう。

      【００５６】

  明らかに、２つという少ないアドレスをもつプローブマトリックスが被験生物

のアイデンティティーについて有用な情報を提供できる。たとえば第１アドレス

が細菌生物を検出し、第２アドレスが真菌生物を検出する場合、この２アドレス

マトリックスはある生物が細菌または真菌のいずれであったかを判定するのに有

用であろう。このマトリックスに第３アドレスを加えると、さらに情報が得られ

、マトリックスの有用性が拡大するであろう。第３アドレスの一例は、たとえば

グラム陽性細菌のｒＲＮＡを検出することにより、グラム陽性細菌とグラム陰性

細菌のｒＲＮＡを識別する。したがって、汎細菌プローブおよびグラム陽性プロ

ーブについて陽性のハイブリダイゼーション結果を指示し、汎真菌ハイブリダイ

ゼーションプローブについては陰性の結果を指示した３アドレスマトリックスは

、グラム陽性細菌の存在および真菌の不存在を指示するであろう。第４アドレス

をこのマトリックスに加えると、さらに大きな機能性が得られる。第４アドレス
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の一例は、放線菌類サブセットのグラム陽性細菌に属する細菌を検出する。マト

リックスへの第５アドレスの追加は、腸内細菌の生物または腸球菌属のメンバー

を同定するのに使用できる。これは、これら２タイプの細菌が存在したとき陽性

のハイブリダイゼーションシグナルを与える複数のｒＲＮＡ特異性プローブを用

いて達成できる。明らかに、本発明の別個の好ましい態様においては、腸球菌ま

たは腸内細菌のｒＲＮＡに対する特異性をもつプローブを、試験デバイスの異な

る座および共通の１つの座に配置する。ブドウ球菌属およびカンピロバクターグ

ループの細菌を同定するために第６アドレスを使用できる。また本発明の別個の

好ましい態様においては、ブドウ球菌属およびカンピロバクターグループの細菌

のｒＲＮＡに対する特異性をもつプローブを、試験デバイスの異なる座および共

通の１つの座に配置する。種特異的プローブのコレクションを示す第７アドレス

は、特定の種を確実に同定するのに適切な情報を提供できる。たとえば、第７ア

ドレスは大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・アルビカンス、緑膿菌および肺炎

連鎖球菌に対する種特異的プローブを含むことができる。これらの種はきわめて

異なる生物であるが、第７アドレスの種特異的プローブについて陽性のハイブリ

ダイゼーション結果をこのマトリックスにおける他のすべての結果と組み合わせ

、またはそれらと関連づけて解釈しなければならないことは明らかであろう。第

７アドレスにおいてみられた陰性のハイブリダイゼーション結果についても同じ

ことが言える。以上のマトリックスの例は、本発明の好ましい態様である。以上

の例ではｒＲＮＡ特異性プローブについて具体的に述べたが、もちろんプローブ

はｒＲＮＡまたはｒＤＮＡに対する結合特異性をもつことができると理解すべき

である。

      【００５７】

    マトリックスに基づく生物同定方法

  マトリックスに基づくハイブリダイゼーション方法の重要な特色は、マトリッ

クスを構成する要素的アドレス間の関係に関連する。好ましいプローブマトリッ

クスは、”高次”アドレスと”低次”アドレスの組合わせを含む。高次アドレス

は常に１より多い生物種の同定に用いられ、同じマトリックスの他の少なくとも

１つのアドレスにおいて同定される生物を完全に包含する。つまり、放線菌類サ
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ブセットのグラム陽性細菌を同定するアドレスは、より広範囲のカテゴリーのグ

ラム陽性細菌に特異的なアドレスに対して低次アドレスとみなされる。同じ関係

が、グラム陽性細菌を同定するのに有用なアドレスと汎細菌生物を同定するのに

有用なアドレスの特性である。有利には、特定のｒＲＮＡまたはｒＤＮＡ種がプ

ローブマトリックス中の１より多いアドレスにおいてハイブリダイズする能力に

固有の冗長性（ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ）は、陽性と陰性の両方のハイブリダイゼ

ーション結果が有益であることを意味する。３つのアドレスを含むプローブマト

リックスは、高次アドレスおよび低次アドレスのほかに中次アドレスを含むこと

ができる。

      【００５８】

  高次アドレス、中次アドレスおよび低次アドレスは、分子分類学のヒエラルキ

ーにより関連づけられる。高次アドレスは広範囲のカテゴリーの微生物細胞タイ

プを同定する。たとえば高次アドレスは汎細菌生物の同定に使用できる。中次ア

ドレスは、グラム陽性細菌のサブセットを同定できる。次いで低次アドレスは放

線菌類サブセットのグラム陽性細菌を同定できる。さらに、低次アドレスは放線

菌類のメンバーである特定の種、たとえば肺炎連鎖球菌を同定できる。

      【００５９】

  プローブマトリックスに基づくハイブリダイゼーション操作から得た結果は、

標的核酸が予め選択したアドレスにおいて陽性のハイブリダイゼーションを示す

か否かを指示する。特定のアドレスにあるポリヌクレオチド（１以上）は陽性の

ハイブリダイゼーションを示す標的配列とのミスマッチを含んでいてもよいので

、陽性のハイブリダイゼーションシグナルは、必ずしもそのプローブの相補配列

が標的核酸配列中にみられることを示すわけではないことを理解すべきである。

これは、微生物コレクション、たとえば汎細菌生物またはある細菌属を同定する

ために単一ハイブリダイゼーションプローブを用いる場合についても言える。た

だし、ある場合には陽性のハイブリダイゼーション結果がプローブの配列と標的

ポリヌクレオチド中にみられる相補配列との厳密な対応を示すことも理解すべき

である。これは、種特異的プローブを用いる場合に当てはまることが多い。その

ような場合、特に単一タイプの標的核酸にのみハイブリダイズするプローブを用



(41) 特表２００２－５４２８０８

いることが望ましい。

      【００６０】

  プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作から得た結果は、同じ操作

から得た他の結果と関連づけて解釈すると、最も有益である。高次アドレスにお

ける陽性のハイブリダイゼーション結果は、被験生物がそのアドレスにおいて同

定された生物グループのメンバーであることを指示する。たとえば汎細菌生物を

同定するアドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結果は、その被験生物

が細菌であることを指示するが、その生物のアイデンティティーに関してそれ以

上の情報を提供しない。中次アドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結

果は、その被験生物が高次アドレスにおいて同定された生物サブセットのメンバ

ーであり、かつ中次アドレスにおいて同定された生物コレクションのメンバーで

あることも指示する。もちろん、高次アドレスにおける陽性のハイブリダイゼー

ション結果および中次アドレスにおける陰性のハイブリダイゼーション結果は、

その被験生物が中次アドレスにおいて同定された生物グループに含まれないこと

を意味する。たとえば汎細菌およびグラム陽性菌アドレスにおける陽性のハイブ

リダイゼーション結果は、その生物がグラム陽性サブセットの細菌であったこと

を指示する。陰性のハイブリダイゼーション結果は、その生物が陽性のハイブリ

ダイゼーション結果を与えるであろう生物とは異なるにちがいないということを

指示する。たとえばグラム陽性細菌を検出するアドレスにおける陰性のハイブリ

ダイゼーション結果は、その被験生物がグラム陽性細菌ではなかったことを指示

する。最後に、低次アドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結果は、そ

の生物がその低次アドレスにより同定された生物グループのメンバーであること

を指示する。低次アドレスが特定の種に対応する場合、この陽性の結果は被験生

物の種を同定する。

      【００６１】

  もちろん、プローブマトリックス中のアドレス間の高次／中次／低次関係が相

対的なものであることは、当業者に自明であろう。グラム陽性菌アドレスは放線

菌類アドレスに対しては高次であり（放線菌類はグラム陽性生物の１サブセット

だからである）、グラム陽性菌アドレスは汎細菌生物を同定するアドレスに対し
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ては低次である（グラム陽性生物は汎細菌生物の１サブセットだからである）。

しかし、汎細菌アドレス、グラム陽性菌アドレスおよび放線菌類アドレスを含む

３アドレスプローブマトリックスに関しては、グラム陽性菌アドレスはそのマト

リックス中の他のアドレスとの関係で中次アドレスとみなされる。

      【００６２】

  プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作からの陽性と陰性の結果の

総合コレクションを解釈して、生物試料中に存在する生物のアイデンティティー

についての情報を得ることができる。重要なことは、陰性の結果がプローブマト

リックスに関して報知性が高いことである。多くの場合、生物の種レベルのアイ

デンティティーを判定できるであろう。しかし、有用な情報を得るためには必ず

しも種レベルの同定を達成する必要はない。生物の広範な分類学上の特性の判定

のみ、または候補生物のコレクションから１またはそれ以上の種を排除すること

ですら、臨床状況において有益となる可能性がある。

      【００６３】

  事実、感染に関与する生物が細菌または真菌のいずれであるかを判定するのは

きわめて有益であろう。この基礎的情報は、ある感染症の処置に抗菌薬または抗

真菌薬のいずれを使用すべきかを判断するために有用である。あるいは、細菌感

染症がグラム陽性またはグラム陰性のいずれの生物により起きたかを確認するこ

とは有用であろう。これら２タイプの細菌により起きる感染症は、一般に異なる

抗生物方式で処置され、異なる臨床予後をもつからである。マトリックスに基づ

く微生物同定方法の他の利点は、結果入手の迅速性に関係する。

      【００６４】

  臨床試験室業務では、原因生物を同定しなければならない感染症を伴う患者か

ら生物試料を得る必要のある場合が多い。生物試料はスワブ（ｓｗａｂ）または

体液試料の形であってよい。たとえば患者が呼吸器系感染症に罹患している場合

は喀痰試料、または菌血症もしくは敗血症の疑いがある場合は血液試料であって

よい。次いでこの生物試料を、生物の増殖の結果として生物数が増加する期間、

培養することができる。次いで代謝試験または生化学的検査を行って、培養生物

に関する情報をさらに得ることができる。
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      【００６５】

  マトリックスに基づく微生物同定方法は、従来法と幾つかの点で異なる。マト

リックスハイブリダイゼーションは、一連の独立した検査として実施するのでは

なく、同時にかつ好ましくは同じプラットフォームで実施されるので、第２検査

の選択および開始前に第１検査の結果を得る必要がない。前記のように、陰性の

結果に意味がある。それらを陽性のハイブリダイゼーション結果のバックグラウ

ンドと対比して解釈するからである。

      【００６６】

  重要な点であるが、本明細書に記載するプローブマトリックス法は、他の場合

には曖昧な同定が得られるにすぎないデータコレクションから生物のアイデンテ

ィティーを解明できる。場合により、プローブマトリックス中のアドレスは、生

物試料が幾つかの異なるポリヌクレオチドプローブの１つをハイブリダイズする

ｒＲＮＡを含有するかを指示することができる。たとえば、プローブマトリック

スの単一アドレスが、大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・アルビカンス、緑膿

菌および肺炎連鎖球菌に対する種特異的プローブを含むことができる。このアド

レスにおける陽性のハイブリダイゼーションシグナルは、これら５種の微生物の

うち１またはそれ以上の存在を曖昧に指示する。しかし、マトリックス中の他の

アドレスからの確定結果を考慮すると、ハイブリダイズしたｒＲＮＡの由来を解

明できる。たとえば汎細菌プローブに対応するアドレスにおける陽性のハイブリ

ダイゼーション結果、および汎真菌プローブに対応するアドレスにおける陰性の

ハイブリダイゼーション結果を考慮すると、汎真菌プローブは陰性のハイブリダ

イゼーションシグナルを与えたのであるから、その由来が酵母カンジダ・アルビ

カンスではあり得ないことが明らかである。さらにグラム陽性細菌に対するアド

レスにおける陽性のハイブリダイゼーションシグナルを考慮すると、その微生物

は大腸菌または緑膿菌ではあり得ないことが明らかである。これらの微生物はグ

ラム陰性細菌だからである。したがって、被験試料は黄色ブドウ球菌または肺炎

連鎖球菌にちがいない。最後に、これらの総合結果をさらにブドウ球菌属または

カンピロバクターグループの細菌に対応するアドレスにおける陽性のハイブリダ

イゼーション結果を考慮すると、この生物試料に含有されていた生物は黄色ブド
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ウ球菌にちがいないことが明らかである。肺炎連鎖球菌はブドウ球菌属またはカ

ンピロバクター属の生物ではないからである。こうして、さもなければ曖昧な結

果のコレクションを提示された場合に、生物のアイデンティティーについて曖昧

でない結論に到達することができる。

      【００６７】

    生物の存在の指標としてのリボソーム核酸

  一般に、生物試料が微生物に特徴的なｒＲＮＡまたはｒＤＮＡを含有する場合

、その生物試料中に微生物の存在が指示されるというのは真実である。つまり、

生物試料中に特定のｒＲＮＡが存在すると、そのｒＲＮＡを産生する微生物の存

在が診断される。グラム陽性細菌に特異的なプローブとのハイブリダイゼーショ

ン反応により陽性の結果が得られると、その結果はその生物試料中に１種または

それ以上のグラム陽性細菌が存在することを指示する。これに対し、陰性の結果

は、グラム陽性細菌が存在しないことを指示する。もちろん、検査結果の有効性

を確実にするために、陽性および陰性の対照ハイブリダイゼーションを並行して

実施することができる。

      【００６８】

    微生物の検出および同定に関する分子系統発生関係

  マトリックスに基づく微生物同定方法は、好ましくは既知の分子系統発生関係

に従って生物のリボソーム核酸を識別するアドレスに対応するポリヌクレオチド

を使用する。これらの識別を行うのに有用なプローブを、本明細書において”分

類学的識別体（ｔａｘｏｎｏｍｉｃ  ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｏｒ）”と呼ぶ

。本発明の目的は、異なる種およびグループの微生物に由来するリボソーム核酸

を識別する分子系統発生分岐点を区別するのに最適なポリヌクレオチドプローブ

の組を使用することである。

      【００６９】

  分子分類学のヒエラルキーにより関連するアドレスを用いてプローブマトリッ

クスを構築すると、最小数のハイブリダイゼーションプローブのみに基づいて、

微生物の特徴を臨床的に適切な程度に分類することが可能になる。この場合も、

本発明のこの特色が可能であるのは、プローブマトリックスハイブリダイゼーシ
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ョン方法に関しては陽性と陰性の両方のハイブリダイゼーション結果が意味をも

つからである。

      【００７０】

  ”分子分類学のヒエラルキー（ｈｉｅｒａｒｃｈｙ  ｏｆ  ｍｏｌｅｃｕｌａ

ｒ  ｔａｘｏｎｏｍｙ）”という句は、本明細書において関連核酸配列により検

出できる界、門、綱、目、科、属、亜属、種および株レベルでの生物間の関係を

表すために用いられる。たとえば個々の細菌種は、ユニークドメイン（その種に

特徴的）および細菌属に一般的な共通ドメインを含むリボソーム核酸配列をもつ

であろう。アドレス間のこのヒエラルキー関係が、プローブマトリックスに基づ

く微生物同定方法の広範な有用性に寄与する。

      【００７１】

  好ましいプローブマトリックスは、少なくとも１つの高次アドレスおよび少な

くとも１つの低次アドレスをもつ。他の好ましいプローブマトリックスは、さら

に少なくとも１つの中次アドレスを含む。さらに他の好ましいプローブマトリッ

クスは、さらに少なくとも１つの中次アドレスと、高次アドレスにおいて同定で

きる生物を包含する上位界と異なる分類学上の上位界に属する生物に特異的な少

なくとも１つのアドレスの両方を含む。たとえば特定のプローブマトリックスの

高次アドレスが汎細菌生物（上位界原核生物（Ｐｒｏｃａｒｙｏｔａｅ）のメン

バーである）を同定する場合、分類学上の異なる上位界の生物に特異的なアドレ

スの例は、上位界真核生物（Ｅｕｃａｒｙｏｔａｅ）（真菌界、原生生物界、動

物界および植物界を含む）の生物に対するアドレスであろう。プローブマトリッ

クスの高次、中次および低次アドレスが細菌生物を同定する場合、特定の好まし

いマトリックス中の第４アドレスは真菌生物を同定する。

      【００７２】

  本発明方法に従って多数の３アドレスプローブマトリックスを作製し、使用す

ることができる。表３に、種々の３アドレスプローブマトリックスに使用できる

若干のアドレスの機能を記載する。

      【００７３】

【表３】
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      【００７４】

  表３には、３アドレスマトリックスのコレクションにおける高次、中次および

低次アドレス間の機能関係を示す。一般に低次アドレスは中次アドレスにおいて

同定できる生物サブセットを同定し、中次アドレスはプローブマトリックスの高

次アドレスにおいて同定できる生物サブセットを同定する。この関係は下記のア

ドレスをもつプローブマトリックスの特色である：（１）汎細菌生物、（２）ブ

ドウ球菌属に属する生物、および（３）黄色ブドウ球菌種。別の例では、高次ア

ドレスはある分類学上の科に属する生物を同定でき、中次アドレスはある分類学

上の属に属する生物を同定でき、低次アドレスはある分類学上の亜属に属する生

物を同定できる。属、亜属、および特定の細菌種に属する生物を同定するアドレ

スについても、同じパターンの関係がある。もちろん、高次アドレスは特定の界

の生物、たとえばすべての細菌を包含する原核生物界を同定することもできる。

事実、汎細菌アドレスを含むプローブマトリックスが本発明にきわめて好ましい

。

      【００７５】

    分類学的指標の具体例

  汎細菌アドレスにおいて陽性のハイブリダイゼーション結果を与える生物には

、マトリックス中のグラム陽性菌アドレス、放線菌類アドレス、腸内細菌科の細

菌を検出するアドレス、ブドウ球菌属の細菌を検出するアドレス、カンピロバク

ター属菌種を検出するアドレス、または細菌種アドレスにおいてハイブリダイズ

するすべての細菌が含まれる。汎細菌アドレスは、真菌生物のリボソーム核酸を

ハイブリダイズしない。

      【００７６】
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  汎真菌アドレスにおいて陽性のハイブリダイゼーション結果を与える生物には

、カンジダ・アルビカンスおよび他の真菌種が含まれるが、細菌生物は含まれな

い。

      【００７７】

  グラム陽性細菌とグラム陰性細菌の区別は、２方法のいずれかにおいて行うこ

とができる。第１に、グラム陽性細菌に特異的なアドレスにおける陽性のハイブ

リダイゼーションシグナルは、生物がグラム陽性細菌であり、グラム陰性細菌で

はないことを指示できる。第２に、グラム陰性細菌に特異的なアドレスにおける

陽性のハイブリダイゼーションシグナルは、生物がグラム陰性細菌であり、グラ

ム陽性細菌ではないことを指示できる。本明細書の実施例に示すように、この区

別を行うためにはグラム陽性細菌に特異的なアドレスを用いるのが好都合であっ

た。グラム陽性菌アドレスにおいて陽性のハイブリダイゼーション結果を与える

生物には、放線菌類、ブドウ球菌属に分類される細菌、腸球菌属に分類される細

菌が含まれるが、腸内細菌科に属する細菌は含まれない。

      【００７８】

  放線菌類、すなわち”高（Ｇ＋Ｃ）”サブセットのグラム陽性細菌は、真正細

菌に属する別個の進化系統である。放線菌類は、特徴的に高い変異率を反映して

、きわめて異例な表現型特色を示す。このグループの多数のメンバーが抗生物質

を産生し、一般に土壌中にみられる。放線菌類の細菌は結核、らい病、ジフテリ

アおよび歯周疾患を含めた重大な動物疾患に関与する。コリネバクテリウム属（

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）およびマイコバクテリウム属は、重大なヒト

病原体である放線菌類の例である。免疫不全の個体は、マイコバクテリア・アビ

ウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ａｖｉｕｍ）、マイコバクテリア・イントラ

セルラーレ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ）、お

よびマイコバクテリア・スクロフラセウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｓｃｒ

ｏｆｕｌａｃｅｕｍ）による感染に特に感受性である。これらはすべて放線菌類

に属する個々の種である。放線菌類には下記のものが含まれる：コリネバクテリ

ウム・アクアティクム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ａｑｕａｔｉｃｕｍ

）、コリネバクテリウム・ジェイキーアム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  
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ｊｅｉｋｉｅｕｍ）、コリネバクテリウム・ゼローシス（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔ

ｅｒｉｕｍ  ｚｅｒｏｓｉｓ）、マイクロコッカス・ルテウス（Ｍｉｃｒｏｃｏ

ｃｃｕｓ  ｌｕｔｅｕｓ）、プロピオニバクテリウム・アクネス（Ｐｒｏｐｉｏ

ｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ａｃｎｅｓ）、マイコバクテリア・ケローネ（Ｍｙｃ

ｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｃｈｅｌｏｎａｅ）、マイコバクテリア・テラエ（Ｍｙｃ

ｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｔｅｒｒａｅ）、マイコバクテリア・イントラセルラーレ

（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ）、マイコバク

テリア・シミエ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｓｉｍｉａｅ）、マイコバクテリ

ア・アビウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ａｖｉｕｍ）、マイコバクテリア

・スクロフラセウム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｓｃｒｏｆｕｌａｃｅｕｍ

）、マイコバクテリア・ゴルドネ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｇｏｒｄｏｎａ

ｅ）、マイコバクテリア・カンサシイ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｋａｎｓａ

ｓｉｉ）、マイコバクテリア・スメガチス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ  ｓｍｅ

ｇａｔｉｓ）、マイコバクテリア・フォーチュイタム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ

ａ  ｆｏｒｔｕｉｔｕｍ）、マイコバクテリア・ガストリ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅ

ｒｉａ  ｇａｓｔｒｉ）、マイコバクテリア・ゼノピ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ

ａ  ｘｅｎｏｐｉ）、マイコバクテリア・マリナム（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉａ

  ｍａｒｉｎｕｍ）およびマイコバクテリア・フレイ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉ

ａ  ｐｈｌｅｉ）。

      【００７９】

  腸内細菌科に属する属のメンバーは、臨床微生物学の分野で最も病原性が高く

、かつ最もよく遭遇する生物に含まれる。これらの大型グラム陰性桿菌は、膿瘍

、肺炎、髄膜炎、細菌性赤痢、腸チフス、敗血症および食中毒を含む多様なヒト

感染症の原因となる。この科の多様な種が類似の症状を引き起こす可能性がある

ので、感染症の同定、診断および処置には生化学的検査または核酸検査が重要で

ある。腸内細菌科には下記のものが含まれる：シトロバクター・ダイバーサス（

Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ  ｄｉｖｅｒｓｕｓ）、シトロバクター・フロインディ

イ（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ  ｆｒｅｕｎｄｉｉ）、エンテロバクター・エロゲ

ネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ  ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、エンテロバクター・



(49) 特表２００２－５４２８０８

アグロメランス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ  ａｇｇｌｏｍｅｒａｎｓ）、エン

テロバクター・クロアケ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ  ｃｌｏａｃａｅ）、エン

テロバクター・フラギリス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ  ｆｒａｇｉｌｉｓ）、

エンテロバクター・ジェルゴビエ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ  ｇｅｒｇｏｖｉ

ａｅ）、大腸菌、エシェリキア・ファーグソニイ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｆ

ｅｒｇｕｓｏｎｉｉ）、エシェリキア・ハーマニイ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  

ｈｅｒｍａｎｉｉ）、ハフニア・アルベイ（Ｈａｆｎｉａ  ａｌｖｅｉ）、クレ

ブシェラ・オキシトカ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ  ｏｘｙｔｏｃａ）、クレブシェ

ラ・オゼネ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ  ｏｚａｅｎａｅ）、クレブシエラ・ニュー

モニエ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ  ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、クレブシエラ・リノ

スクレロマティス（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ  ｒｈｉｎｏｓｃｌｅｒｏｍａｔｉｓ

）、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ  ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、プロテ

ウス・ペンネリ（Ｐｒｏｔｅｕｓ  ｐｅｎｎｅｒｉ）、プロテウス・ブルガリス

（Ｐｒｏｔｅｕｓ  ｖｕｌｇａｒｉｓ）、プロビデンシア・アルカリファシエン

ス（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ  ａｌｃａｌｉｆａｃｉｅｎｓ）、プロビデンシア

・レットゲリ（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ  ｒｅｔｔｇｅｒｉ）、プロビデンシア

・スチュアルティイ（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ  ｓｔｕａｒｔｉｉ）、サルモネ

ラ・エンテリティディス（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ）、

サルモネラ・パラティフィ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｐａｒａｔｙｐｈｉ）、サ

ルモネラ・ティフィ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉ）、サルモネラ・ティ

フィムリウム（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ  ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、セラチア・

リクファシエンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ  ｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）、セラチア

・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ  ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）、志賀赤痢菌（

Ｓｈｉｇｅｌｌａ  ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ）、赤痢菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ  ｓ

ｏｎｎｅｉ）、エルシニア・エンテロコリチカ（Ｙｅｒｓｉｎｉａ  ｅｎｔｅｒ

ｏｃｏｌｉｔｉｃａ）、エルシニア・インターメディア（Ｙｅｒｓｉｎｉａ  ｉ

ｎｔｅｒｍｅｄｉａ）、エルシニア・シュードツベルクローシス（Ｙｅｒｓｉｎ

ｉａ  ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）およびモルガネラ・モルガニイ

（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ  ｍｏｒｇａｎｉｉ）。
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      【００８０】

  腸球菌属のメンバーである細菌は消化管の正常菌叢の一部であるが、尿路感染

症、創傷、腹膜炎、敗血症および心内膜炎を引き起こす可能性がある。この属は

下記の種からなる３グループに下位分類される：グループＩ：エンテロコッカス

・アビウム（Ｅ．ａｖｉｕｍ）、エンテロコッカス・シュードアビウム（Ｅ．ｐ

ｓｅｕｄｏａｖｉｕｍ）、エンテロコッカス・マロドラタス（Ｅ．ｍａｌｏｄｏ

ｒａｔｕｓ）およびエンテロコッカス・ラフィノーサス（Ｅ．ｒａｆｆｉｎｏｓ

ｕｓ）；グループＩＩ：エンテロコッカス・フェーカリス（Ｅ．ｆａｅｃａｌｉ

ｓ）、エンテロコッカス・ソリタリウス（Ｅ．ｓｏｌｉｔａｒｉｕｓ）、エンテ

ロコッカス・ガリナラム（Ｅ．ｇａｌｌｉｎａｒｕｍ）、エンテロコッカス・フ

ェシウム（Ｅ．ｆａｅｃｉｕｍ）、エンテロコッカス・カセリフラブス（Ｅ．ｃ

ａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓ）およびエンテロコッカス・ムンチイ（Ｅ．ｍｕｎｄ

ｔｉｉ）；グループＩＩＩ：エンテロコッカス・デュランス（Ｅ．ｄｕｒａｎｓ

）、エンテロコッカス・ハイレ（Ｅ．ｈｉｒａｅ）およびエンテロコッカス・フ

ェーカリス（Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ）（ａｓａｃ）。現在まで、エンテロコッカ

ス・ソリタリウスの１分離株、すなわちこれらの種の基準株があるにすぎない。

ヒト感染症から分離された腸球菌の最近の国家研究で、エンテロコッカス・フェ

ーカリスおよびエンテロコッカス・フェシウムの分離株は試料の９８％を占める

ことが示された（Ｆａｃｋｉａｍ  ｅｔ  ａｌ．，１９８５，１６章，腸球菌属

およびアエロコッカス属，ｐ．１５４－１７５，Ｌｅｎｎｅｔｔｅ  ｅｔ  ａｌ

．（編）Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｃｌｉｎｉｃａｌ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，

第４版，Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｓｏｃｉｅｔｙ  ｆｏｒ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇ

ｙ，ワシントンＤ．Ｃ．）。腸球菌属に属する細菌には下記のものが含まれる：

エンテロコッカス・アビウム、エンテロコッカス・シュードアビウム、エンテロ

コッカス・マロドラタス、エンテロコッカス・ラフィノーサス、エンテロコッカ

ス・フェーカリス、エンテロコッカス・ソリタリウス、エンテロコッカス・ガリ

ナラム、エンテロコッカス・フェシウム、エンテロコッカス・カセリフラブス（

Ｅ．ｃａｓｓｅｌｉｆｌａｖｕｓ）およびエンテロコッカス・ムンチイ、エンテ

ロコッカス・デュランスおよびエンテロコッカス・ハイレ。本明細書に記載する
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方法に用いたプローブは、エンテロコッカス・ソリタリウス以外のすべての腸球

菌属菌種を特異的に検出した。

      【００８１】

  ブドウ球菌属は、黄色ブドウ球菌と黄色ブドウ球菌以外の２つの主グループに

分類される。黄色ブドウ球菌は、軟組織感染症および毒素ショック症候群（ＴＳ

Ｓ）の原因菌である。この生物はコアグラーゼ試験での陽性結果によりブドウ球

菌属の他の種と区別される（他のすべての種が陰性である）。ブドウ球菌属の病

原性は主にそれが産生する毒素に関連する。黄色ブドウ球菌のエンテロトキシン

は急激な食中毒を引き起こし、このため痙攣および激しい嘔吐を生じる可能性が

ある。感染は調理不十分な汚染肉が原因である場合が多い。これらの微生物はロ

イコシジン（ｌｅｕｋｏｃｉｄｉｎ）をも分泌する。これは白血球を破壊し、膿

およびアクネを形成する。より詳細には、黄色ブドウ球菌は肺炎、髄膜炎、フル

ンケル（ｂｏｉｌ）、関節炎および骨髄炎（慢性骨感染症）などの疾患の原因菌

であることが見出された。ブドウ球菌属に属する細菌には下記のものが含まれる

：黄色ブドウ球菌、スタフィロコッカス・コーニイ（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ

ｕｓ  ｃｏｈｎｉｉ）、スタフィロコッカス・デルフィ（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏ

ｃｃｕｓ  ｄｅｌｐｈｉ）、表皮ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  

ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、スタフィロコッカス・ヘモリティカス（Ｓｔａｐｈ

ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、スタフィロコッカス・ホミ

ニス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｈｏｍｉｎｉｓ）、スタフィロコッカス

・ヒイカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｈｙｉｃｕｓ）、スタフィロコッ

カス・インターメディウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｉｎｔｅｒｍｅｄ

ｉｕｓ）、スタフィロコッカス・サプロフィティカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ

ｃｕｓ  ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）、スタフィロコッカス・シミュランス（

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｓｉｍｕｌａｎｓ）およびスタフィロコッカス

・ワーネリ（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｗａｒｎｅｒｉ）。

      【００８２】

  カンピロバクター属菌種に分類される生物は、米国ですべての下痢症例の５～

１１％の原因となるグラム陰性細菌である。これらの生物は、弯曲した棒状細胞
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から出る極鞭毛により細胞運動性をもつ。最も一般的なカンピロバクター属分離

菌種はカンピロバクター・ジェジュニ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ  ｊｅｊｕ

ｎｉ）であり、これは消化管感染症を引き起こす生物である。ヒトは一般に、調

理不十分な鳥肉の摂食または汚染したミルクや水の飲用により、これらの生物に

感染する。感染により、通常は発熱、痙攣および血性下痢が起きる。この生物は

ヒトの敗血症の原因となる可能性もある。カンピロバクター属菌種として分類さ

れる細菌には下記のものが含まれる：カンピロバクター・ジェジュニ、カンピロ

バクター・コリ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ  ｃｏｌｉ）およびカンピロバク

ター・ラリディス（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ  ｌａｒｉｄｉｓ）。

      【００８３】

  生物間の系統発生関係を特徴づけるために、形態、色および代謝要件などの基

準を用いることができるが、本発明の開発中に、分子遺伝学的分析に役立つ特に

有用な一組の関係が確認された。これらの関係を図１～３に示す。

      【００８４】

  図１に示すように、”汎細菌”アドレスおよび”汎真菌菌”アドレスのポリヌ

クレオチドプローブは、生物試料が細菌または真菌に由来するリボソーム核酸を

含有するかを判定するのに有用である。細菌系列の微生物は、グラム陽性細菌に

由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダイズするが、グラム陰性細菌に由

来するリボソーム核酸にはハイブリダイズしないポリヌクレオチドプローブに対

応するアドレスにおいて、グラム陽性菌またはグラム陰性菌に下位分類できる。

興味深いことに、グラム陽性細菌類に属するある細菌はグラム染色法で陽性染色

される能力を与える形質を失ったことが知られている。これらの細菌は染色によ

れば誤ってグラム陰性として分類されるであろうが、ポリヌクレオチド配列レベ

ルではグラム陽性細菌の分子系統発生特性を保持している。特に有用な分類学的

識別体は、放線菌類を同定するアドレスにおいてグラム陽性細菌を”低（Ｇ＋Ｃ

）”と”高（Ｇ＋Ｃ）”または”放線菌類”に下位分類するものである。この細

菌分類は、全ゲノムのグアニンとシトシン（Ｇ＋Ｃ）のモル％を表すことを理解

すべきである。図２は、高（Ｇ＋Ｃ）または低（Ｇ＋Ｃ）グループのグラム陽性

細菌のメンバーとして下位分類した後、数種類の関連細菌を属レベル、さらには
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種レベルにまで分類できる方法を具体的に示す。この図は、腸球菌属細菌を低（

Ｇ＋Ｃ）グループのグラム陽性細菌のメンバーとして下位分類学できる方式を示

す。この図は、大腸菌を含めた数種類の異なる細菌種が腸内細菌科、すなわち”

腸内細菌”グループのメンバーとして、共通の分子系統発生関係をもつ状態を具

体的に示す。

      【００８５】

  図１～３それぞれに示した矢印は、系統発生関係を示し、微生物を同定するた

めの経路を確立する。たとえば図２は、黄色ブドウ球菌がブドウ球菌属のメンバ

ーの細菌であり、低（Ｇ＋Ｃ）サブカテゴリーのグラム陽性細菌のメンバーとし

て分類されることを示す。したがって、黄色ブドウ球菌に由来するｒＲＮＡは、

汎細菌プローブ、グラム陽性細菌に対するプローブ、ブドウ球菌属に特異的なプ

ローブ、および黄色ブドウ球菌に対する種特異的プローブにハイブリダイズする

と予想される。この細菌は低（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌のメンバー

であるので、高（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌に特異的なプローブとの

ハイブリダイゼーションは予想されない。したがって、図１～３に示した関係は

、プローブマトリックス中の種々のアドレスにおけるリボソーム核酸に対する陽

性および陰性のハイブリダイゼーションプロフィールを予測するために使用でき

る。

      【００８６】

  したがって本発明の１態様は、微生物の同定方法であって、リボソーム核酸標

的配列に対する結合特異性をもつハイブリダイゼーションプローブを含むアドレ

スのコレクションにより、分子系統発生に基づいて生物を識別する方法に関する

。本発明方法に使用できる特に好ましいプローブは下記のことができる：（１）

細菌を真菌と識別する；（２）グラム陽性細菌をグラム陰性細菌と識別する；（

３）高（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌を同定する；（４）腸内細菌科の

メンバーである細菌を同定する；（５）腸球菌属として分類される細菌を同定す

る；（６）ブドウ球菌属のメンバーである細菌を同定する；（７）カンピロバク

ターグループのメンバーである細菌を同定する；（８）大腸菌、黄色ブドウ球菌

、カンジダ・アルビカンス、緑膿菌および肺炎連鎖球菌の種レベル同定を行う。
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種レベルでの微生物の陽性同定は種特異的プローブとの陽性のハイブリダイゼー

ション結果により指示されることを理解すべきである。これは、グラム陽性細菌

としての微生物の陽性の同定についても言える。しかしグラム陰性細菌はグラム

陽性細菌に特異的なプローブをハイブリダイズできないリボソーム核酸をもつ細

菌サブセットとして同定される。グラム陰性細菌はグラム陽性細菌よりいくぶん

分岐度が大きいので、グラム陰性細菌を同定するためのこの減法は、簡単かつき

わめて好都合である。グラム陰性細菌の実質画分を同定するには数種類の異なる

プローブを用いる必要があろうが、グラム陽性細菌は単一プローブを用いて同定

できる。ハイブリダイゼーション反応のプローブ数を限定すると、通常は不都合

な交差ハイブリダイゼーションの可能性が少なくなる。それにもかかわらず、グ

ラム陽性細菌のリボソーム核酸をグラム陰性細菌のリボソーム核酸と識別するた

めに、グラム陰性細菌に特異的なポリヌクレオチドプローブを用いることができ

る。

      【００８７】

  マトリックスに基づく微生物分類を実施するために有用な好ましいアドレスの

組には、下記のものが含まれる：汎細菌アドレス；汎真菌アドレス；グラム陽性

細菌とグラム陰性細菌を識別するためのアドレス；および放線菌類サブセットの

グラム陽性細菌を同定するためのアドレス。さらに、腸内細菌科の細菌に対する

アドレスはこれらの組のアドレスと組み合わせて用いるのに好ましい。このアド

レスにより提供される追加情報は、グラム陰性細菌の分類に有用だからである。

同様に、腸球菌属の細菌に対するアドレスも、低（Ｇ＋Ｃ）グラム陽性細菌のカ

テゴリーに属する微生物のアイデンティティーを洞察するのに有用である。他の

有用なアドレスは、ブドウ球菌属のメンバーおよびカンピロバクターグループの

細菌を同定する。最後に、マトリックスに基づくアッセイ法を用いた種レベルで

の同定には下記のものが含まれる：大腸菌（腸内細菌科のメンバーであるグラム

陰性細菌）に対する種特異的アドレス、黄色ブドウ球菌（ブドウ球菌属に属する

低（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌のメンバー）に対する種特異的アドレ

ス、カンジダ・アルビカンス（真菌）に対する種特異的アドレス、緑膿菌（グラ

ム陰性細菌）に対する種特異的アドレス、および肺炎連鎖球菌（低（Ｇ＋Ｃ）サ
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ブセットのグラム陽性細菌のメンバー）に対する種特異的アドレス。これらのア

ドレスはそれぞれ、本明細書に記載するいずれかの試験デバイス中の特定の座に

配置された１以上のポリヌクレオチドプローブで表すことができる。

      【００８８】

  表４に、高次、中次および低次アドレスを含むきわめて好ましい３アドレスプ

ローブマトリックスを幾つか示す。この表のエントリーは、タスク特異的プロー

ブマトリックスの作製に使用できる特に好ましい組合わせのアドレスを幾つか具

体的に示す。これらのマトリックスは、生物のアイデンティティーが既におおま

かに決定している場合に最も有用である。より具体的には、表４に挙げたプロー

ブマトリックスは、細菌生物（１～７列）、および真菌生物（８列）の解明に有

用であろう。

      【００８９】

【表４】

      【００９０】

  放線菌類サブセットのグラム陽性細菌の臨床的に重要な画分には、結核菌、マ

イコバクテリウム・ボビス、マイコバクテリウム・ボビスＢＣＧおよびマイコバ
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クテリウム・アフリカヌムが含まれ、これらは結核菌コンプレックス（ＴＢコン

プレックス）を構成する。この分類を図２に具体的に示す。ＴＢコンプレックス

の生物は、ヒトにおいて重大な罹患率および死亡率に関与する。結核菌はヒトか

ら分離された最も一般的なＴＢコンプレックス病原体である。マイコバクテリウ

ム・ボビスＢＣＧは感染動物からヒトへ伝達される。マイコバクテリウム・アフ

リカヌムは熱帯アフリカで肺結核を引き起こす。米国特許第５，９０６，９１７

号（その開示内容を本明細書に援用する）に、ＴＢコンプレックスの同定に有用

な２つの高特異的ハイブリダイゼーションプローブが示されている。第１プロー

ブは配列ＧＧＴＡＧＣＧＣＴＧＡＧＡＣＡＴＡＴＣＣＴＣＣ（配列番号：４２）

をもち、配列ＣＣＧＣＴＡＡＣＣＡＣＧＡＣＡＣＴＴＴＣＴＧＴＡＣＴＧＣＣＴ

ＣＴＣＡＧＣＣＧ（配列番号：４３）およびＣＡＣＡＡＣＣＣＣＧＣＡＣＡＣＡ

ＣＡＡＣＣＣＣＴＡＣＣＣＧＧＴＴＡＣＣＣ（配列番号：４４）をもつヘルパー

オリゴヌクレオチドと組み合わせて使用できる。第２プローブは配列ＣＡＧＡＡ

ＣＴＣＣＡＣＡＣＣＣＣＣＧＡＡＧ（配列番号：４５）をもち、配列ＴＧＡＴＴ

ＣＧＴＣＡＣＧＧＧＣＧＣＣＣＡＣＡＣＡＣＧＧＧＴＡＣＧＧＧＡＡＴＡＴＣＡ

ＡＣＣＣ（配列番号：４６）およびＣＴＡＣＴＡＣＣＡＧＣＣＧＡＡＧＴＴＣＣ

ＣＡＣＧＧＡＧＣＣＣ（配列番号：４７）およびＧＧＡＧＴＴＧＡＴＣＧＡＴＣ

ＣＧＧＴＴＴＴＧＧＧＴＧＧＴＴＡＧＴＡＣＣＧＣ（配列番号：４８）およびＧ

ＧＧＧＴＡＣＧＧＧＣＣＧＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＣＧＣＴＡＧＡＧＧＣＴＴＴＴ

ＣＴＴＧＧＣ（配列番号：４９）をもつヘルパーオリゴヌクレオチドと組み合わ

せて使用できる。これらのプローブは、プローブマトリックスにおいて放線菌類

サブセットの細菌を同定するのにきわめて好ましい。より具体的には、きわめて

好ましいプローブマトリックスはグラム陽性細菌、放線菌類およびＴＢコンプレ

ックスに対するアドレスを含む。他のきわめて好ましいプローブマトリックスは

、汎細菌生物、グラム陽性細菌およびＴＢコンプレックスに対するアドレスを含

む。ＴＢコンプレックスアドレスは、高次アドレス、たとえば汎細菌生物、グラ

ム陽性細菌および放線菌類アドレスにおいて陽性のハイブリダイゼーションシグ

ナルを生じることができる生物サブセットを同定できる。

      【００９１】
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  リステリア・モノサイトゲネスは、放線菌類のメンバーではないグラム陽性細

菌である。この生物は環境全体に分布する主に土壌細菌である。水源、農産物お

よび動物中に発見されたこの生物がヒトの病原体であることは、５０年以上前か

ら認められている。それはリステリア症の病因菌であり、ヒトに髄膜炎、脳炎、

敗血症および心内膜炎を引き起こす。米国特許第６，０２８，１８７号（その開

示内容を本明細書に援用する）に、リステリア・モノサイトゲネスのリボソーム

核酸をハイブリダイズするために使用できる高特異的ハイブリダイゼーションプ

ローブが示されている。このプローブは配列ＣＴＧＡＧＡＡＴＡＧＴＴＴＴＡＴ

ＧＧＧＡＴＴＡＧＣＴＣＣ（配列番号：５０）をもち、配列ＧＧＣＧＡＧＴＴＧ

ＣＡＧＣＣＴＡＣＡＡＴＣＣＧＡＡ（配列番号：５１）をもつヘルパーオリゴヌ

クレオチドと組み合わせて使用できる。この配列はプローブマトリックスにおい

てグラム陽性細菌サブセットの同定に有用である。ハイブリダイゼーション操作

の実施にきわめて好ましいプローブマトリックスには、グラム陽性細菌およびリ

ステリア・モノサイトゲネスに対するアドレスが含まれる。他のきわめて好まし

いプローブマトリックスには、汎細菌生物、グラム陽性細菌およびリステリア・

モノサイトゲネスに対するアドレスが含まれる。リステリア・モノサイトゲネス

のアドレスは、高次アドレス、たとえば汎細菌アドレスおよびグラム陽性菌アド

レスにおいて陽性のハイブリダイゼーションシグナルを生じる生物サブセットを

同定できる。

      【００９２】

  高次アドレスおよび中次アドレス、たとえば汎細菌アドレスおよびグラム陽性

菌アドレスと組み合わせて使用できる他の好ましい低次アドレスには、黄色ブド

ウ球菌に対するアドレスおよび肺炎連鎖球菌に対するアドレスが含まれる。

      【００９３】

  大腸菌アドレスは低次アドレスとして、汎細菌生物に対するアドレスおよび腸

内細菌科の細菌に対するアドレスと組み合わせて使用できる。

  黄色ブドウ球菌アドレスは低次アドレスとして、汎細菌生物に対するアドレス

およびブドウ球菌属の細菌に対するアドレスと組み合わせて使用できる。

      【００９４】
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  前記の３アドレスマトリックスのいずれかに追加できる好ましいアドレスには

、汎真菌生物の同定のためのアドレス、および真菌生物の特定の種、たとえばカ

ンジダ・アルビカンスの同定のためのアドレスが含まれる。

      【００９５】

  汎真菌生物および酵母種カンジダ・アルビカンスの同定のためのプローブのほ

かに、プローブマトリックスの構成要素として真菌の分類に使用できる別のプロ

ーブがきわめて好ましい。より具体的には、あるきわめて好ましいプローブマト

リックスは、カンジダ・アルビカンス、カンジダ・トロピカリス、カンジダ・デ

ュブリニエンシス、カンジダ・ビスワナチイおよびカンジダ・パラプシローシス

を含めた複数のカンジダ属菌種に由来するリボソーム核酸を特異的にハイブリダ

イズするが、他の種、たとえばカンジダ・クルセイ（Ｃ．ｋｒｕｓｅｉ）または

カンジダ・グラブラタ（Ｃ．ｇｌａｂｒａｔａ）に由来するリボソーム核酸をハ

イブリダイズしないポリヌクレオチドプローブを含む。このハイブリダイゼーシ

ョン特異性は、配列ＧＣＧＴＣＡＡＴＡＡＡＡＧＡＡＣＡＡＣＡＡＣＣＧＡＴＣ

ＣＣ（配列番号：５５）をもつプローブにより得られる。このプローブを配列Ｔ

ＡＧＴＣＧＧＣＡＴＡＧＴＴＴＡＴＧＧＴＴＡＡＧＡＣ（ＯＭｅＴ）（配列番号

：５６）および配列ＣＣＣＡＧＡＡＣＣＣＡＡＡＧＡＣＴＴＴＧＡＴＴＴＣＴＣ

ＧＴＡＡＧＧＴＧＣＣＧＡＴＴ（配列番号：５７）をもつヘルパーオリゴヌクレ

オチドと組み合わせて使用できる。これらのポリヌクレオチドは、カンジダ・ア

ルビカンス、カンジダ・トロピカリス、カンジダ・デュブリニエンシス、カンジ

ダ・ビスワナチイおよびカンジダ・パラプシローシスに由来するリボソーム核酸

を特異的にハイブリダイズするアドレスをもつプローブマトリックスの構成要素

としてきわめて好ましい。明らかに、このアドレスは汎真菌アドレスおよびカン

ジダ・アルビカンスを同定したアドレスの組合わせに対して中次アドレスとみな

される。つまり、本明細書に記載する要件および指針に適合するきわめて好まし

い３アドレスプローブマトリックスは、下記のものを含む：（１）複数の真菌種

に由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするが、細菌種に由来するものはハ

イブリダイズしない汎真菌アドレス、（２）カンジダ・アルビカンス、カンジダ

・トロピカリス、カンジダ・デュブリニエンシス、カンジダ・ビスワナチイおよ
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びカンジダ・パラプシローシスを含めた複数のカンジダ属菌種に由来するリボソ

ーム核酸をハイブリダイズするカンジダグループアドレス、ならびに（３）カン

ジダ・アルビカンスに由来するリボソーム核酸をハイブリダイズするカンジダ・

アルビカンスアドレス。

      【００９６】

  カンジダ・アルビカンスのリボソーム核酸を特異的に同定するためのプローブ

マトリックスとして、別のハイブリダイゼーションプローブを使用できる。たと

えば配列ＣＧＧＣＣＡＴＡＡＡＧＡＣＣＴＡＣＣＡＡＧＣＧ（配列番号：５２）

をもつプローブは、配列ＣＣＡＧＴＴＣＴＡＡＧＴＴＧＡＴＣＧＴＴＡＡＡＣＧ

ＴＧＣＣＣＣＧＧＡ（配列番号：５３）および配列ＴＧＴＣＴＡＣＡＧＣＡＧＣ

ＡＴＣＣＡＣＣＡＧＣＡＧＴＣＣＧＴＣＧＴＧ（配列番号：５４）をもつヘルパ

ーオリゴヌクレオチドと組み合わせて、カンジダ・トロピカリス、、カンジダ・

ビスワナチイ、カンジダ・グラブラタ、カンジダ・クルセイまたはカンジダ・パ

ラプシローシスのリボソーム核酸を実質的にハイブリダイズせずに、多数のカン

ジダ・アルビカンス株およびカンジダ・デュブリニエンシスに由来するリボソー

ム核酸をハイブリダイズするために使用できる。これらのポリヌクレオチドは、

プローブマトリックスにおいてカンジダ・アルビカンスおよびカンジダ・デュブ

リニエンシスを特異的に同定するアドレスを含む構成要素としてきわめて好まし

い。

      【００９７】

  非病原性ブドウ球菌属細菌を同定できる、細菌間の系統発生の違いを利用した

特に有用な分類方式を開発した。まずブドウ球菌属プローブを用いて広範なブド

ウ球菌属細菌のメンバーとして生物を同定した。種特異的プローブを独立して用

いて、黄色ブドウ球菌を同定した。これら２プローブのハイブリダイゼーション

プロフィールについての知識を用いて、本明細書において”Ｓｔａｐｈ－Ｎｏｔ

－Ａｕｒｅｕｓ”（ＳＮＡ）と呼ぶ細菌グループを同定できる。これは偽陽性血

液培養の最も一般的な原因の１つである細菌の臨床関連同定である。黄色ブドウ

球菌は血液培養中に検出されると”真の病原体”とみなされるが、黄色ブドウ球

菌ではない菌種のブドウ球菌属細菌は一般に採血中に意図せずに採取された汚染
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皮膚細菌であると考えられる。

      【００９８】

  したがって、ブドウ球菌属細菌の同定についてのきわめて有用な情報は、ブド

ウ球菌属に特異的なプローブをハイブリダイズするリボソーム核酸をもつ細菌が

黄色ブドウ球菌種特異的プローブをもハイブリダイズするかを判定することによ

り得られる。ブドウ球菌属プローブをハイブリダイズするｒＲＮＡまたはｒＤＮ

Ａをもつが、黄色ブドウ球菌種特異的プローブをもたない細菌を、いずれもＳＮ

Ａとして分類する。血液培養ボトルがＳＮＡ細菌を含む場合、その所見は、ドナ

ーから血液を採取するとき適切に微生物を除去しなかった皮膚表面からの細菌が

接種された偽陽性培養の可能性があることを指示するであろう。これは、分子系

統発生分岐点に対する特異性をもつハイブリダイゼーションプローブのコレクシ

ョンを、微生物を属のメンバーまたは種として同定するために利用できることに

ついての簡単な例である。

      【００９９】

  病原性黄色ブドウ球菌と皮膚からの無害なブドウ球菌属細菌を識別するための

別法は、標準凝固試験の実施を伴う。大部分の黄色ブドウ球菌培養物は凝固する

が、無害なブドウ球菌属細菌の培養物は通常はこの特性を示さない。凝固しない

これらの無害なブドウ球菌属細菌を”コアグラーゼ陰性Ｓｔａｐｈ”または”Ｃ

ＯＮＳ”と呼ぶ。陽性コアグラーゼ試験を示す能力も、同一細菌種についての市

販試験間で異なる。したがって、本明細書に記載する微生物同定方法は、黄色ブ

ドウ球菌特異的ハイブリダイゼーションプローブにハイブリダイズしないブドウ

球菌属細菌サブセットとしてＣＯＮＳを同定する工程を含むことが有利である。

      【０１００】

  黄色ブドウ球菌ではないブドウ球菌属菌のリボソーム核酸を検出するためのプ

ローブマトリックスは、ブドウ球菌属のメンバーである細菌を検出するためのア

ドレス、および黄色ブドウ球菌種を検出するためのアドレスを含む。便宜上、汎

細菌生物のリボソーム核酸をハイブリダイズするためのアドレスを含めることが

できる。汎細菌アドレス、ブドウ球菌属アドレスおよび黄色ブドウ球菌アドレス

における陽性のハイブリダイゼーション結果は、被験試料中に黄色ブドウ球菌が
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存在することを示すであろう。逆に、黄色ブドウ球菌ではないブドウ球菌属菌（

”ＳＮＡ”）の存在は、汎細菌アドレスおよびブドウ球菌属アドレスにおける陽

性のハイブリダイゼーション結果、ただし黄色ブドウ球菌アドレスにおいては陰

性の結果により指示されるであろう。もちろん、さらに汎真菌生物に対するアド

レスおよびカンジダ・アルビカンス種に対するアドレスを含めることにより、こ

のマトリックスの有用性を拡大することができる。事実、きわめて好ましいプロ

ーブマトリックスは下記のものを含む：（１）汎細菌アドレス、（２）ブドウ球

菌属に属する細菌に対するアドレス、（３）黄色ブドウ球菌種に対するアドレス

、および（４）汎真菌生物に対するアドレス。所望により、カンジダ・アルビカ

ンス種に対する追加アドレスを含めることもできる。さらにいっそう好ましいプ

ローブマトリックスにおいては、これらのアドレスを１またはそれ以上の共通座

において組み合わせる。本発明のこの後者の態様を”ハイブリダイゼーションプ

ローブ多重化”と呼ぶ。

      【０１０１】

    ハイブリダイゼーションプローブ多重化

  本発明の他の態様は、”多重化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｉｎｇ）”態様のプロー

ブハイブリダイゼーション方法に関する。多重化は、試験デバイスの単一座にお

いて物理的に結合した複数の核酸プローブを表す。したがってこの座における質

的に陽性のハイブリダイゼーションシグナルは、プローブの１つが標的にハイブ

リダイズしたことを指示するが、複数のプローブのうちどれがハイブリダイズし

たかは指示しない。試験デバイスの単一座は、１またはそれ以上のリボソーム核

酸配列の存在または不存在を指示ために使用できる複数のポリヌクレオチドハイ

ブリダイゼーションプローブを収容できるので、物理的な座およびその座におい

て陽性のハイブリダイゼーションシグナルにより同定された微生物のタイプの両

方を、本明細書においては”アドレス”と呼ぶ。

      【０１０２】

  本発明の開発に際して、幾つかの核酸プローブを同一ハイブリダイゼーション

反応に組み合わせることができ、これにより１以上の異なるタイプの微生物が生

物試料中に存在したか否かを判定するのに有用な結果が得られることを見出した
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。たとえば、腸内細菌科の細菌に対して特異的なプローブおよび腸球菌属の細菌

に対して特異的なプローブを第１の共通座において組み合わせることができる。

プローブマトリックスにおいて同定すべきすべての微生物に対するハイブリダイ

ゼーションプロフィールのユニークさは、この組合わせにより損なわれないから

である。同様に、ブドウ球菌属に属する細菌およびカンピロバクターグループに

属する細菌に対して特異的なプローブを第２の共通座において組み合わせても、

ハイブリダイゼーションプロフィールのユニークさは損なわれない。有利には、

異なる微生物を同定するためのユニーク経路として用いられる複数のアドレスを

プローブマトリックスが含む場合、微生物の混合培養物を検出および解明するこ

とが可能になる。

      【０１０３】

  プローブマトリックス法に関しては陰性のハイブリダイゼーション結果が意味

をもつので、特定のアドレスを共通の座において組み合わせても、ハイブリダイ

ゼーション結果からきわめて有用な情報を得る能力は損なわれない。下記のもの

を含むプローブマトリックスを考慮することにより、この点について説明するこ

とができる：（ａ）汎細菌アドレス、（ｂ）グラム陽性細菌に対するアドレス、

（ｃ）細菌種黄色ブドウ球菌に対するアドレス、（ｄ）汎真菌生物に対するアド

レス、および（ｅ）真菌種カンジダ・アルビカンスに対するアドレス。ハイブリ

ダイゼーション結果から得られる情報の統合性を損なうことなく、下記のように

４座を用いてこのマトリックスを構成することができる：（１）汎細菌アドレス

、（２）汎真菌アドレス、（３）グラム陽性菌アドレス、ならびに（４）黄色ブ

ドウ球菌およびカンジダ・アルビカンスに対するアドレス。この例では、２種の

アドレスを組み合わせることができる。共通座における陽性のハイブリダイゼー

ション結果は、必然的に（１）汎細菌アドレスおよびグラム陽性菌アドレス、ま

たは（２）汎真菌アドレスのいずれかにおいて陽性の結果を伴わなければならな

いからである。前者のハイブリダイゼーション結果を種アドレスにおける陽性の

ハイブリダイゼーション結果と合わせて考慮すると、被験生物が細菌黄色ブドウ

球菌であったことが指示されるであろう。逆に、後者のハイブリダイゼーション

結果は、生物が酵母カンジダ・アルビカンスであったことを指示するであろう。
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これは、１種より多い生物を同定する単一アドレスにおけるハイブリダイゼーシ

ョン結果から、種由来のリボソーム核酸を判定できることを説明する。

      【０１０４】

  事実、複雑なマトリックスを用いる場合にも、マトリックスの単一アドレスに

おいて種特異的プローブのコレクションを組み合わせることが好ましい。好まし

い種プローブのコレクションは、たとえば大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・

アルビカンス、緑膿菌および肺炎連鎖球菌のｒＲＮＡに対する特異性をもつプロ

ーブが含まれる。この場合も、この種プローブコレクションに対応するマトリッ

クスアドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結果は、マトリックスの他

のアドレスにおける結果を考慮することによって容易に解明されるであろう。し

かし、プローブマトリックス中の単一アドレスに配置された種特異的プローブが

ハイブリダイズした核酸はプローブマトリックス中の少なくとも１つの他のアド

レスにより得られる情報の同定によって互いに識別されなければならないという

ことが重要である。たとえば、異なる微生物種に対する特異性をもつプローブの

コレクションに対応するアドレスはそれぞれ、他のアドレスのうち高次関係のユ

ニークパターンに対応しなければならない。プローブマトリックス中の種々のア

ドレスにおける陽性または陰性のハイブリダイゼーション結果のプロフィールは

、”ルックアップ表”を利用して容易に解明される。

      【０１０５】

  マトリックスに基づくハイブリダイゼーション反応において同一座に組み合わ

せることができるプローブの決定は、ルーティンに実施できる。事実、科学文献

から容易に確認できる既知の分子系統発生関係に基づいて、いかなる当該細菌に

も特定のマトリックス中のアドレスコレクションそれぞれに対する予想陽性－お

よび陰性－ハイブリダイゼーション結果のプロフィールを帰属させることができ

る。マトリックス中の種特異的ハイブリダイゼーションプローブに対応する各微

生物種は、それらの種を曖昧ではなく同定するためには陽性および陰性のハイブ

リダイゼーション結果のユニークプロフィールにより同定できなければならない

。

      【０１０６】
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  物理的に別個の座において実施するハイブリダイゼーションに用いるのに好ま

しい特定のプローブとは別に、マトリックス中の残りのプローブを任意の組合わ

せで混合することができる。ただし、そのような組合わせにより２つの異なる種

特異的プローブが共通のハイブリダイゼーションプロフィールで表わされるマト

リックスが得られる場合は、これらのプローブを同一座において組み合わせない

。たとえば、汎細菌生物、グラム陽性細菌、放線菌類サブセットのグラム陽性細

菌、およびブドウ球菌属に対するアドレスをもつプローブマトリックスに、黄色

ブドウ球菌と上皮ブドウ球菌の両方に対する種特異的プローブを表す単一アドレ

スがあってはならない。このマトリックスではこれら２つの種に対するハイブリ

ダイゼーションプロフィールを識別できないからである。したがって、種レベル

での同定を望む場合、それぞれの種同定に対応する陽性および陰性のハイブリダ

イゼーション結果のプロフィールをそのマトリックスにおける他のすべてのプロ

フィールと識別できる限り、プローブを共通アドレスにおいて組み合わせること

ができる。属レベルでの分類を含めた高次系統発生分類についても同じことが言

える。

      【０１０７】

  異なる種の生物に由来する核酸を検出する識別可能な標識をハイブリダイゼー

ションプローブに用いない限り、複数種のプローブに対応するアドレスにおける

陽性のハイブリダイゼーションシグナルはどの種のプローブがこのハイブリダイ

ゼーションに関与しているかを曖昧にではなく同定することはできないことを留

意すべきである。そのような場合、ハイブリダイズしたプローブのレベルに達す

る解明は、この結果をプローブマトリックス中の種々のアドレスにおける他の結

果との関連で解釈することによる。

      【０１０８】

  最後に、本明細書に記載する多重化ハイブリダイゼーション法は、アッセイの

実施における計測器の複雑さが最小になるので、さらに他の利点をもつ。より具

体的には、本発明方法はプロトコルの実施またはアッセイ結果の読取りのための

複雑な実験装置を必要としない。この方法は標準的な臨床アルゴリズムおよびデ

バイスプラットフォームに適合するので、このアッセイに専用の高価な装置は必
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要ない。したがって、本明細書に記載するプローブマトリックスハイブリダイゼ

ーション操作の実施に特殊な計測器プラットフォームを必要としない。

      【０１０９】

    ハイブリダイゼーションプローブ多重化の具体例

  プローブマトリックスの多重化は、これに応じて多量のハイブリダイゼーショ

ンデータを比較的少数の座から得るための手段を提供する。４座をもつ多重構成

の前記アドレスを用いた有用なプローブマトリックスの例は、下記の構造をもつ

：

  座    アドレス

  １    汎細菌

  ２    汎真菌

  ３    グラム陽性およびカンジダグループ（カンジダ・アルビカンス／

            カンジダ・トロピカリス／カンジダ・デュブリニエンシス／

            カンジダ・ビスワナチイ／カンジダ・パラプシローシス）

  ４    黄色ブドウ球菌およびカンジダ・アルビカンス

  単一微生物の生物試料が細菌生物と真菌生物の両方を同時に含有することはな

いので、第３座および第４座における細菌または真菌の中次アドレスと低次アド

レスを交換して、下記の構造をもつマトリックスを得ることができる：

  座    アドレス

  １    汎細菌

  ２    汎真菌

  ３    グラム陽性菌およびカンジダ・アルビカンス

  ４    黄色ブドウ球菌およびカンジダグループ（カンジダ・アルビカンス／

            カンジダ・トロピカリス／カンジダ・デュブリニエンシス／

            カンジダ・ビスワナチイ／カンジダ・パラプシローシス）

  これら２例の多重ハイブリダイゼーションプローブは、本発明による好ましい

プローブマトリックスを表す。これらのマトリックスは、細菌生物のリボソーム

核酸に特異的な３つのアドレスおよび真菌生物のリボソーム核酸に特異的な３つ

のアドレスを含む。細菌門および真菌門のそれぞれに対するアドレスは、互いに
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高次、中次および低次アドレスに関連する。これらのマトリックスは、異なる上

位界に属する生物に対する高次アドレスを同一プローブマトリックス中へ組み合

わせた具体例をも示す。最後に、これらのマトリックスにおけるアドレスの多重

化により、わずか４つの座に６つのアドレスをもつデバイスを構成することがで

きる。

      【０１１０】

    オリゴヌクレオチドの化学構造

  プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作を実施するのに有用なオリ

ゴヌクレオチドを、それらの性能を高めるための基で修飾してもよい。したがっ

て、”オリゴヌクレオチド”または”オリゴヌクレオチドプローブ”または”ヘ

ルパーオリゴヌクレオチド”または単に”プローブ”という表現は、天然ヌクレ

オチドのポリマーおよび少なくとも１つのヌクレオチド類似体を含むポリマーを

包含すると理解すべきである。

      【０１１１】

  主鎖修飾オリゴヌクレオチド、たとえばホスホロチオエート基またはメチルホ

スホナート基をもつものは、本発明のオリゴヌクレオチドと組み合わせて使用で

きる類似体の例である。これらの修飾により、オリゴヌクレオチドはあるポリメ

ラーゼのヌクレオチド分解活性またはヌクレアーゼ酵素に対して耐性になる。本

明細書に開示するオリゴヌクレオチドの構造中へ組み込むことができる他の類似

体には、ペプチド核酸、すなわち”ＰＮＡ”が含まれる。ＰＮＡは、ホスホジエ

ステル主鎖にではなくペプチド主鎖に結合したリガンドを含む化合物である。代

表的なリガンドは、適切なリンカーによりペプチド主鎖に結合した４つの主な天

然ＤＮＡ塩基（すなわちチミン、シトシン、アデニンまたはグアニン）または他

の天然核酸塩基（たとえばイノシン、ウラシル、５－メチルシトシンまたはチオ

ウラシル）または合成塩基（たとえばブロモチミン、アザアデニンまたはアザグ

アニンなど）を含む。ＰＮＡは相補的な一本鎖ＤＮＡおよびＲＮＡ鎖を結合する

ことができる。ＰＮＡの製造方法および使用方法は米国特許第５，５３９，０８

２号に開示されている。本明細書に記載する配列をもつオリゴヌクレオチドの製

造に使用できる他のタイプの修飾は、核酸鎖中のヌクレオチド間に組み込んだ、
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プライマーの延長を妨害しない非ヌクレオチドリンカー（たとえばＡｒｎｏｌｄ

ら、”ヌクレオチドプローブのための非ヌクレオチド結合剤”、米国特許第６，

０３１，０９１号、本明細書に援用する）の使用を伴う。

      【０１１２】

    有用なポリヌクレオチドプローブの例

  本明細書に記載する方法により微生物を同定するために用いるポリヌクレオチ

ドプローブは、一般に特定のグループまたは種の微生物のｒＲＮＡまたはｒＤＮ

Ａを高特異的にハイブリダイズする。たとえば真菌生物をハイブリダイズせずに

全部またはほぼ全部の既知細菌種のｒＲＮＡを特異的にハイブリダイズする”汎

細菌”プローブは、生物試料が細菌を含有するか否かを判定するために使用でき

る。同様に、細菌性ｒＲＮＡをハイブリダイズせずに全部またはほぼ全部の既知

真菌種のｒＲＮＡを特異的にハイブリダイズする”汎真菌”プローブは、ｒＲＮ

Ａ試料が真菌を含有することを判定するために有用である。表５に、本発明の説

明に用いたプローブのポリヌクレオチド配列を示す。もちろん、この表に示した

プローブの代わりに他のプローブを使用できることは、当業者に自明であろう。

      【０１１３】

【表５】
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      【０１１４】

  表５に示したプローブおよびヘルパーは、表に示した対応する標的ｒＲＮＡを
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特異的にハイブリダイズし、したがって分類学的識別体の具体例に関連して前記

に挙げた生物コレクションを同定した。

      【０１１５】

  本発明のデバイスおよび方法を特定のオリゴヌクレオチドプローブを用いて説

明したが、他の核酸プローブを代わりに用いても同様に良好な結果が得られるこ

とを理解すべきである。たとえばＨｏｇａｎら、米国特許第５，５４１，３０８

号（本明細書に援用する）は、系統発生上の広範な断面の細菌を検出するための

ハイブリダイゼーションアッセイ法に使用できるオリゴヌクレオチドプローブの

コレクションを教示している。このプローブコレクションを、別態様のプローブ

マトリックス中の汎細菌アドレスに使用できる。プローブマトリックスにおいて

汎細菌生物のリボソーム核酸を検出するためのアドレスに用いた別態様のハイブ

リダイゼーションプローブは、配列ＧＧＡＡＣＴＴＡＣＣＣＧＡＣＡＡＧＧＡＡ

ＴＴＴＣＧＣＴＡＣＣＴＴＡＧＧ（配列番号：５８）をもち、配列ＡＣＣＧＴＴ

ＡＴＡＧＴＴＡＣＧＧＣＣＧＣＣＧＴＴＴＡＣＣＧＧＧＧＣＴＴＣ（配列番号：

５９）およびＧＣＣＴＧＧＣＣＡＴＣＡＴＴＡＣＧＣＣＡＴＴＣＧＴＧＣＡＧＧ

ＴＣ（配列番号：６０）および配列ＧＣＣＣＡＡＡＴＣＧＴＴＡＣＧＣＣＴＴＴ

ＣＧＴＧＣＧＧＧＴＣ（配列番号：６１）をもつヘルパーオリゴヌクレオチドと

組み合わせて使用できる。これらのポリヌクレオチドは、汎細菌生物を同定する

アドレスをもつプローブマトリックスの構成要素としてきわめて好ましく、実施

例に記載する汎細菌プローブの代わりに用いて同様に良好な結果を得ることがで

きる。米国特許第５，５４１，３０８号にはさらに、多数の真菌生物のｒＲＮＡ

と反応性であるオリゴヌクレオチドプローブが教示されている。同様に、Ｗｅｉ

ｓｂｕｒｇら、米国特許第５，４０３，７１０号（本明細書に援用する）には、

大部分の真菌に由来する核酸をハイブリダイズする２つの”汎属（ｐａｎ－ｇｅ

ｎｅｒｉｃ）”プローブが開示されている。これら後者の組のプローブはいずれ

も、別態様のプローブマトリックスにおいて汎真菌アドレスに使用できる。米国

特許第５，６３５，３４８号（本明細書に援用する）には、グラム陽性およびグ

ラム陰性細菌の同定に有用なプローブの配列が開示されている。高（Ｇ＋Ｃ）サ

ブセットのグラム陽性細菌の同定に有用なオリゴヌクレオチドハイブリダイゼー
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ションプローブが、Ｒｏｌｌｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｇｅｎ．Ｍｉｃｒｏ．，

１３８：１１６７（１９９２）およびＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，１４０：２８

４９（１９９４）に示されている。Ｓｈｅｉｎｅｓｓら、米国特許第５，７７６

，６９４号（本明細書に援用する）には、腸内細菌科に対して特異性をもつプロ

ーブが教示されている。Ｈｏｇａｎら、米国特許第５，６７４，６８４号（本明

細書に援用する）には、腸球菌属のｒＲＮＡに対して結合特異性をもつハイブリ

ダイゼーションプローブが開示され；カンピロバクター属のｒＲＮＡに対して結

合特異性をもつ別のハイブリダイゼーションプローブが開示および特許請求され

ている。したがって当業者には、表５に記載したもの以外の核酸プローブを本明

細書に開示するマトリックスに基づくハイブリダイゼーション方法の実施に使用

できることが理解されるであろう。

      【０１１６】

  前記の表に示したように、プローブマトリックスハイブリダイゼーションを実

施するために数種類の異なる種特異的プローブを使用できる。本発明を説明する

ために大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・アルビカンス、緑膿菌および肺炎連

鎖球菌を同定するための種特異的プローブを用いた。本明細書に詳述した実施例

に用いた組に他の種特異的プローブを追加し、または代わりに使用できることは

、当業者に自明であろう。もちろん、種特異的プローブの選択は、マトリックス

中の種々のアドレスにおける陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果のプ

ロフィールがそれぞれの種特異的プローブにユニークであることを前提とする。

種レベルでの同定を望む場合には、異なる種特異的プローブにより表される２種

類の微生物は、他のすべてのアドレスにおいて一致するハイブリダイゼーション

プロフィールをもつべきでない。

      【０１１７】

    有用なポリヌクレオチドの標識、ハイブリダイゼーションおよび検出システ

ム

  特異的な核酸ハイブリダイゼーションを監視するために使用できる、本質的に

すべての標識および検出システムを、本明細書に開示するプローブマトリックス

と組み合わせて使用できる。有用な標識のコレクションに含まれるのは下記のも
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のである：オリゴヌクレオチドに結合した放射性標識、酵素、ハプテン、結合オ

リゴヌクレオチド、化学発光分子およびレドックス活性部分など、電子検出方法

で検出できるものである。好ましい化学発光分子には、Ａｒｎｏｌｄら、米国特

許第５，２８３，１７４号に開示されたタイプの同属保護アッセイ（ｈｏｍｏｇ

ｅｎｏｕｓ  ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ  ａｓｓａｙ）に関して使用するための、お

よびＷｏｏｄｈｅａｄら、米国特許第５，６５６，２０７号に開示されたタイプ

の単一反応で複数の標的を定量するアッセイに関して使用するための、アクリジ

ニウムエステルが含まれる。これらの特許明細書に含まれる開示内容を本明細書

に援用する。好ましい電子標識および検出方法は米国特許第５，５９１，５７８

号および第５，７７０，３６９号、ならびにＷＯ９８／５７１５８に開示されて

おり、それらの開示内容を本明細書に援用する。本発明において標識として有用

なレドックス活性部分には、遷移金属、たとえばＣｄ、Ｍｇ、Ｃｕ、Ｃｏ、Ｐｄ

、Ｚｎ、ＦｅおよびＲｕが含まれる。

      【０１１８】

  本明細書に記載する方法に従って作製したプローブマトリックスが分子系統発

生分析に基づく分析方法を用いて選択された非ランダム配列をもつことは明らか

であろう。本発明のプローブは、好ましくは１４～４５ヌクレオチド、より好ま

しくは１６～３０ヌクレオチドの長さをもつが、長さ１００ヌクレオチドという

長いものであってもよい。ヘルパーオリゴヌクレオチドも、好ましくは同様な長

さをもつであろう。本発明のプローブマトリックスが非ランダム配列をもつとい

う事実は、遺伝子発現研究の実施に用いられる種類の”ＤＮＡマイクロチップ”

上の高密度アレイに配置される短いランダムオリゴヌクレオチド配列（Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ，２８２：３９６（１９９８））と対照的である。

      【０１１９】

  本明細書に開示するハイブリダイゼーション操作の実施に有用な高ストリンジ

ェント条件には、塩類濃度が０．６～０．９Ｍである場合は５５～６５℃の条件

が含まれる。好ましい塩類には塩化リチウムが含まれるが、他の塩類、たとえば

塩化ナトリウムおよびクエン酸ナトリウムもハイブリダイゼーション溶液中に使

用できる。あるいは他の高ストリンジェントハイブリダイゼーション条件は、０
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．４８Ｍリン酸ナトリウム緩衝液、０．１％ドデシル硫酸ナトリウム、ならびに

各１ｍＭのＥＤＴＡおよびＥＧＴＡにより、または０．６Ｍ  ＬｉＣｌ、１％ラ

ウリル硫酸リチウム、６０ｍＭコハク酸リチウム、ならびに各１０ｍＭのＥＤＴ

ＡおよびＥＧＴＡにより得られる。プローブマトリックスに用いるすべてのプロ

ーブが互いに１５℃以内のＴｍ値をもつことが好ましい。さらに、約６０℃での

ハイブリダイゼーションに最適化したプローブマトリックスに用いるすべてのプ

ローブが６３～７８℃のＴｍ値をもつことが好ましい。

      【０１２０】

  本明細書に開示するハイブリダイゼーション方法に使用できる核酸を微生物か

ら放出させるのに適した方法がＣｌａｒｋら、米国特許第５，８３７，４５２号

およびＫａｃｉａｎら、米国特許第５，３６４，７６３号に開示されていること

を留意する。これらの特許の開示内容を本明細書に援用する。

      【０１２１】

    ハイブリダイゼーション反応の実施に有用な装置

  微生物の同定のためのマトリックスに基づく方法は、幾つかの異なるタイプの

検査フォーマットのいずれかを用いて実施できる。ハイブリダイゼーションの実

施に使用できるフォーマットの例には下記のものが含まれるが、これらに限定さ

れない：１またはそれ以上のプローブを異なる試験管に収容された他のプローブ

またはプローブコレクションから物理的に隔離できる個別の試験管；９６ウェル

その他のマルチウェルマイクロタイタープレートのウェル；および固体支持体、

たとえばポリヌクレオチドプローブが間隔をおいた構造で支持体に固定化された

ディップスティックまたは”ＤＮＡチップ”。

      【０１２２】

  本発明の核酸検査系による微生物の同定は、有利にはいずれのｉｎ  ｖｉｔｒ

ｏ増幅工程も必要なく実施できる。たとえばポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に

よる予備増幅を用いる別態様の微生物同定系は、環境からの汚染による偽陽性結

果を生じやすいと考えられる。これらの偽陽性結果は、不適切な臨床検査サンプ

リング技術、高増幅レベルをもつ増幅反応からの、または検体処理もしくは核酸

増幅に用いた実験試薬の汚染からのキャリーオーバー汚染のため生じる可能性が
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ある。生物試料に由来するポリヌクレオチドをまずｉｎ  ｖｉｔｒｏ増幅工程で

処理することなくプローブマトリックスハイブリダイゼーション操作に用いると

、これらの難点をすべて避けることができる。

      【０１２３】

  マトリックスに基づくハイブリダイゼーション操作の１方法によれば、プロー

ブを識別可能な標識で標識できる。本明細書に記載する方法の実施に使用できる

特に好ましい化学発光標識の例は、Ｗｏｏｄｈｅａｄら、米国特許第５，７５６

，０１１号（その開示内容を本明細書に援用する）に開示されたアクリジニウム

エステル（ＡＥ）標識である。より具体的には、発光後の異なる時点でピークエ

ネルギーを放出する化学発光標識で独立して標識された別個のプローブを、単一

アドレスが含むことができる。本発明に関して有用な識別可能なプローブの作製

および使用に利用できる材料および方法は、米国特許第５，７５６，０１１号に

みられ、その開示内容を本明細書に援用する。励起により種々の波長の光を発す

る蛍光標識は、本明細書に記載する方法に関して使用できる識別可能な標識のさ

らに他の例である。この方法で、識別可能な標識を用いた２つのプローブは、そ

れらを試験デバイスの同一座において組み合わせた場合ですら、識別できる。し

たがって、多数の異なるプローブを単一アドレスにおいて組み合わせても、異な

るプローブまたはプローブ組についてのハイブリダイゼーション結果をなお識別

できる。

      【０１２４】

    プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作を実施するためのキット

  プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作を実施するために用いる材

料をキットに組み込み、これを診断操作の実施に使用できる。これらのキットは

、被験生物に由来する核酸をハイブリダイズするための複数のプローブを含む少

なくとも１つのデバイス、およびこのデバイスを用いて核酸ハイブリダイゼーシ

ョン操作を実施するための指示を含む。このデバイスは、被験微生物のリボソー

ム核酸をハイブリダイズするための、本質的に本明細書に開示する複数の高次ア

ドレスおよび低次アドレスを含む。これらのアドレスは本明細書に具体的に開示

するアドレスに相当するものであってもよいが、高次、中次および低次アドレス
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の関係が維持される限り、異なるアドレスをも含むことができる。キットは所望

により、種々のアドレスを構成するプローブと、このデバイスで検査しようとす

る生物試料から得た標的リボソーム核酸との特異的ハイブリッドを検出するため

の指示を含むことができる。この指示は印刷された指示書であってもよく、コン

ピューター読出し可能な媒体、たとえば磁気ディスクまたは光ディスクに記憶さ

せた指示であってもよい。

      【０１２５】

    ハイブリダイゼーション結果を解釈するための分析デバイス

  プローブマトリックスハイブリダイゼーションからの結果は、手動で、または

コンピューターもしくはデータプロセッサー（”プロセッサー”）を用いて解釈

または分析できる。ハイブリダイゼーション操作で得た結果をユーザーインター

フェース、たとえばキーボードによりプロセッサーに入力するか、あるいは自動

デバイス、たとえばマシーンインターフェースを介してプレートリーダー、フィ

ルムスキャナーまたはルミノメーターから直接入力することができる。次いでプ

ロセッサーが陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果をソーティングして

、プロフィールを確立する。次いでこのプロフィールを、コンピューターに接続

したメモリーデバイスに記憶させたルックアップ表と比較する。ルックアップ表

は、種々の微生物のアイデンティティーについてのハイブリダイゼーション結果

の種々のプロフィールを集めたものである。この方法で、プローブマトリックス

を用いて測定したハイブリダイゼーションプロフィールを、ハイブリダイゼーシ

ョン操作の実施に用いた核酸源であった生物のアイデンティティー、または１よ

り多くの以上の生物に特徴的な曖昧な結果の場合には候補アイデンティティーと

関連づけることができる。

      【０１２６】

  前記のように、プローブマトリックスハイブリダイゼーション操作で得た結果

の分析に有用な自動デバイスは、微生物のアイデンティティーとプローブマトリ

ックス中の種々のアドレスにおける陽性および陰性のハイブリダイゼーション結

果とを相関させるルックアップ表を記憶させたメモリーデバイスを含む。本発明

の実施に特に有用なアドレスには、下記のものが含まれる：（ａ）汎細菌生物に
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由来するリボソーム核酸を検出するが、汎真菌生物に由来するものは検出しない

アドレス；（ｂ）汎真菌生物に由来するリボソーム核酸を検出するが、汎細菌生

物に由来するものは検出しないアドレス；（ｃ）グラム陽性細菌のリボソーム核

酸とグラム陰性細菌のリボソーム核酸を識別するアドレス；ならびに（ｄ）放線

菌類サブセットのグラム陽性細菌に由来するリボソーム核酸を検出するアドレス

。代表的なメモリーデバイスは、ハードドライブ、および磁気記憶媒体を含むフ

ロッピー（登録商標）ディスクを含む。プローブマトリックスハイブリダイゼー

ション操作の結果を解釈するために用いた自動デバイスの１つは、ルックアップ

表の蓄積の場として用いられるメモリーデバイスとして、コンピューター内部ハ

ードドライブを用いた。

      【０１２７】

  プローブマトリックスの特定のアドレスにおける陽性のハイブリダイゼーショ

ン結果は必ずしも標的核酸がプローブとして用いた配列の相補配列を厳密に含む

ことを指示するわけではないと理解すべきである。たとえば、プローブとｒＲＮ

Ａ標的配列の間に１つまたは少数のミスマッチがあるにもかかわらず、特定のプ

ローブが実質的にすべての細菌種のｒＲＮＡをハイブリダイズするというのは事

実であろう。これは、そのプローブ配列がそのクラスの微生物のゲノム中に必ず

しも存在しなくても、特定のアドレスにおける陽性の結果はあるクラスの微生物

の”診断用”となりうることを示す。本明細書中で用いる”診断用”とは、陽性

のハイブリダイゼーション結果はハイブリダイズするポリヌクレオチドが特定の

由来のものであることを指示すると言えるということを意味する。重要な点であ

るが、プローブと標的の厳密な適性塩基対合により得られる陽性のハイブリダイ

ゼーションシグナルは対応するアドレスにおいて陽性の結果を与えるであろうが

、逆の場合は必ずしも真実ではない。より具体的には、あるアドレスにおける陽

性のハイブリダイゼーション結果は、必ずしも標的ポリヌクレオチドがプローブ

に対して完璧または完全に相補的な配列を含むことを証明するわけではない。

      【０１２８】

  微生物に由来するリボソーム核酸の分析に有用な自動デバイスは、メモリーデ

バイスに接続したプロセッサーをも含むであろう。一部は、プロセッサーは、ハ
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イブリダイゼーションデータのプロフィールと、これらのハイブリダイゼーショ

ン結果を生じた可能性のあるリボソーム核酸を保有する微生物のアイデンティテ

ィーとを相関させるアルゴリズムを達成するために用いられる。プロセッサーは

、ハイブリダイゼーション操作で得た多数の結果が陽性または陰性のいずれであ

るかを判定する基礎を提供するための定量分析をも行うことができる。この判定

を行うために採用できる多様な方法があるが、好ましい方法はマトリックスの部

分であるプローブ間の”部分－全体”関係を利用する。たとえば、ハイブリダイ

ゼーション値が低い方の閾値より大きく、陰性の対照ハイブリダイゼーション値

より少なくとも数倍大きい場合は、陽性の結果が指示されるであろう。各ハイブ

リダイゼーション結果が陽性または陰性と判定されると、結果のコレクションを

プロフィールとして、すなわちメモリーデバイスに記憶させたルックアップ表と

比較できる数値または”文字列（ｓｔｒｉｎｇ）”として、組み立てることがで

きる。４アドレスプローブマトリックスに対する結果の文字列の例は、（１０１

１）または（＋／－／＋／＋）であり、ここで”１”または”＋”は陽性のハイ

ブリダイゼーション結果を表し、”０”または”－”は陰性のハイブリダイゼー

ション結果を表す。

      【０１２９】

  市販の表計算コンピューターソフトウェアを、比較アルゴリズムの実施に容易

に適合させることができる。たとえばマイクロソフト社（ワシントン州レドモン

ド）が販売しているＥＸＣＥＬ表計算プログラムを、プローブマトリックスハイ

ブリダイゼーション結果の分析のための自動デバイスの一例を作製するのに特に

用いた。このデバイス例に収容したルックアップ表の一部は下記の構造をもって

いた：

  アドレス                    出力

  １  ２  ３  ４  ５  ６  ７

  ＋  －  ＋  －  ＋  －  －  腸球菌

  ＋  －  ＋  －  －  ＋  ＋  黄色ブドウ球菌

  ＋  －  ＋  －  －  ＋  －  黄色ブドウ球菌以外のブドウ球菌("SNA")

  ＋  －  ＋  －  －  －  ＋  肺炎連鎖球菌
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  ＋  －  ＋  －  －  －  －  グラム陽性細菌；放線菌類サブセットの

                              グラム陽性細菌ではなく、腸球菌ではなく、

                              ブドウ球菌属のメンバーではなく、かつ

                              肺炎連鎖球菌ではない

  所望により、分析デバイスにより得られた結果はルックアップ表からの結果に

対応する候補生物のリストを提供してもよい。たとえば、候補生物を同定するた

めのコンピューターアルゴリズムは、デバイスオペレーターに候補生物のリスト

を提示するハイパーリンクを提供することができる。この例では、（＋／－／＋

／－／＋／－／－）に対応するエントリーは、下記の候補生物として同定するハ

イパーリンクに接続させることができる：エンテロコッカス・カセリフラブス、

エンテロコッカス・デュランス、エンテロコッカス・フェーカリス、エンテロコ

ッカス・フェシウム、エンテロコッカス・ガリナラム、エンテロコッカス・ハイ

レおよびエンテロコッカス・ムンチイ。この候補生物リストは表６に示した情報

から得られる。

      【０１３０】

  自動分析デバイスと共に使用できる出力デバイスには、過渡出力または恒久出

力を提供するものが含まれる。過渡出力には、視覚表示モニターまたはスクリー

ン上に現れるものが含まれる。恒久出力には、プリントした記録、たとえばプロ

セッサーに接続したプリンターにより作製されるものが含まれる。これらのタイ

プの出力デバイスそれぞれをプロセッサーに接続し、これによりプロセッサーに

入力した結果とメモリーデバイスに記憶させたルックアップ表の比較結果を自動

デバイスのユーザーまたはオペレーターに提供できることは、当業者に自明であ

ろう。

      【０１３１】

    プローブマトリックスの具体例

  プローブマトリックスの１形態は、菌血症または敗血症の原因として関与する

頻度が最も高いものを含めた多様な微生物の同定に格別有用であることが認めら

れた。敗血症は血流中に細菌が存在するものであり、多くの副次的外科手術の数

時間後に起きる可能性がある。敗血症は急激な細菌増殖であり、血中に細菌毒素
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が存在するのを特色とする。敗血症は常に重篤な致命的状態である。前記のよう

に、これらのいずれかの状態を引き起こす生物の検出および同定に用いられる代

表的な臨床検査は、無菌の血液ボトルに少量の患者血液を接種して血液中の在住

微生物を増殖させることを伴う。この方法は、採血者が静脈血採血のために穿刺

する予定の皮膚領域を十分に清浄にすることから始まる。この操作は、その領域

をアルコールおよびヨウ素含有溶液で拭うことでってもよい。血液ボトル内での

微生物の増殖を監視するために使用できる自動システムの例には、ＢＡＣＴＥＣ

  ９２４０（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，メリーランド州スパークス）

、ＢＡＣＴ／ＡＬＥＲＴ（Ｏｒｇａｎｏｎ  Ｔｅｋｎｉｋａ，ノースカロライナ

州ダーラム）およびＥＳＰ（Ｄｉｆｃｏ，ミシガン州デトロイト）が含まれる。

数時間ないし数日間後、二酸化炭素を発生しているボトルを自動監視システムに

より確認し、それらのボトルを開放し、ボトルに含有される生物をグラム染色、

増殖要求についての標準代謝試験、または特定の検出可能な物質を分解する能力

に関して調べる。二酸化炭素を少量しか発生しない微生物には、陽性のシグナル

の引金を引くまでに５日間を必要とするものもある。汚染性の皮膚細菌が血液ボ

トルに導入された場合、または患者の血液試料が十分に多数の呼吸性白血球を含

有する場合、偽陽性結果が得られることがしばしばある。菌血症および敗血症に

ついてのこれまでの調査で、わずか約２０の微生物種が血液ボトルからの分離株

の９５％を占めると結論された。したがって、臨床関連情報を与えることができ

るきわめて有用な検査装置を作製するために、すべての既知細菌種および真菌種

の種を判定する能力をもつ必要はないことは明らかであろう。

      【０１３２】

  実施例１には、微生物同定のためのプローブマトリックス法の基礎となる操作

の原理を証明するために用いた方法を記載する。この実施例では、既知のアイデ

ンティティーをもつ対照微生物から得た精製ｒＲＮＡコレクションまたはポリヌ

クレオチド含有溶解物を用いてハイブリダイゼーション反応を実施した。

      【０１３３】

  実施例１

    プローブマトリックスハイブリダイゼーションを用いる対照微生物の同定
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  ７つのハイブリダイゼーション容器（試験管またはマイクロタイターウェル）

それぞれに、表５に示したようにＡＥ標識プローブのコレクションおよび非標識

ヘルパーオリゴヌクレオチドを入れた。各プローブは、１つの種の生物または特

定の生物グループのｒＲＮＡに対して特異的であった。この操作では、表５に挙

げた配列をもつアクリジニウムエステル標識プローブを下記のアドレスにより用

いた：（１）汎細菌；（２）汎真菌；（３）グラム陽性菌；（４）放線菌類サブ

セットのグラム陽性菌；（５）腸内細菌科および腸球菌属；（６）ブドウ球菌属

およびカンピロバクター属；ならびに（７）大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ

・アルビカンス、緑膿菌および肺炎連鎖球菌に対する種特異的プローブ。各アド

レスは約０．１ｐｍｏｌの各ＡＥ標識プローブおよび約１０ｐｍｏｌの各ヘルパ

ーオリゴヌクレオチドを含んでいた。約１．０～１００ｆｍｏｌの精製ｒＲＮＡ

、またはアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション（ＡＴＣＣ）もしくは

本発明者らの研究室の微生物マスターストックから得た培養細菌に由来する、等

量のｒＲＮＡを含有する溶解物を、マトリックス中の各アドレスに対するプロー

ブの混合物に添加した。混合物を高ストリンジェント条件下でハイブリダイズさ

せた後、ハイブリダイズしていないプローブに結合している標識を不活性化し、

特異的にハイブリダイズしたプローブを、本質的にＡｒｎｏｌｄら、米国特許第

５，２８３，１７４号（その開示内容を前記において本明細書に援用した）に示

された方法に従ってルミノメトリーにより定量した。

      【０１３４】

  表６に示した定量結果は、単一プローブマトリックスを用いて多数の異なる微

生物が分類されることを示す。陰性対照反応で検出されたバックグラウンドシグ

ナルより少なくとも２倍高い定量ハイブリダイゼーションシグナルを与えるアド

レスを、陽性のハイブリダイゼーション結果を表すと判定した。表６の影付きエ

ントリーはそこに指示されたアドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結

果を表す。

      【０１３５】

【表６】
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      【０１３６】

【表７】
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      【０１３７】
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      【０１３８】

【表８】
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      【０１３９】
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      【０１４０】

【表９】

      【０１４１】

    *  ”ＧＰ＃”は、Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ社マスターログＮｏ．による微生物

を表す。

  表６に示す結果から、ハイブリダイゼーション操作がマトリックス中の７つの

アドレスそれぞれにおいて予想したパターンの結果を与えることが確認された。

たとえば黄色ブドウ球菌に由来するｒＲＮＡは、マトリックスの汎細菌アドレス
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において陽性のハイブリダイゼーションシグナルを与え、汎真菌アドレスにおい

ては陰性のハイブリダイゼーションシグナルを与えた。これにより、予想どおり

黄色ブドウ球菌試料中に真菌由来のｒＲＮＡは存在しないことが確認された。グ

ラム陽性菌アドレスにおける陽性のシグナルは、黄色ブドウ球菌がグラム陽性細

菌であるという事実と一致した。放線菌類サブセットのグラム陽性細菌ならびに

腸内細菌科および腸球菌グループに対応するアドレスにおける陰性の結果は、黄

色ブドウ球菌が放線菌類として分類される細菌、または腸内細菌科もしくは腸球

菌グループの細菌に属さないことを確認した。黄色ブドウ球菌はブドウ球菌属の

メンバーであるので、カンピロバクターグループではなくても、これらのプロー

ブに対応する第６アドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結果は適切で

ある。この後者の結果は、特定のアドレスにおける複数のプローブのうちのいず

れか１つについての陽性のハイブリダイゼーションが陽性の結果を与えることを

例示する。最後に、種特異的プローブのコレクションに対応する第７アドレスに

おける陽性のハイブリダイゼーションシグナルは適切であった。この座には黄色

ブドウ球菌の種特異的プローブが含まれるからである。

      【０１４２】

  重要な点であるが、５つの種特異的プローブに対応するアドレスにおける陽性

のハイブリダイゼーション結果をマトリックスにおける他の結果と分離して考慮

すると、曖昧なデータ解釈が可能であるにすぎない。より具体的には、この結果

は、ハイブリダイズしたｒＲＮＡ（１以上）が大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジ

ダ・アルビカンス、緑膿菌および肺炎連鎖球菌により与えられる種のうちの少な

くとも１つであったことを示すであろう。しかし、ハイブリダイゼーションマト

リックスにおける他の結果との関連で考えると、マトリックスにおける他の結果

によりこれらの種のうちあるものは排除されることが明らかになる。たとえば汎

真菌アドレスにおける陰性の結果は、ハイブリダイズしたｒＲＮＡが酵母カンジ

ダ・アルビカンス由来のものではあり得ないことを意味する。同様に、腸球菌属

および腸内細菌科に対する陰性の結果は、種特異的アドレスにおいてハイブリダ

イズしたｒＲＮＡが腸内細菌である大腸菌由来のものではあり得ないことを意味

する。ブドウ球菌属およびカンピロバクターグループのプローブに対応するマト
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リックスの第６アドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結果は、種特異

的アドレスにおける陽性のハイブリダイゼーション結果が緑膿菌または肺炎連鎖

球菌のいずれによるものでもなかったことを意味する。これらの生物は、ブドウ

球菌属およびカンピロバクターグループに対応するアドレスにおいて陰性のハイ

ブリダイゼーション結果を与えたはずだからである。これは、ある生物に由来す

るｒＲＮＡが前記のプローブマトリックス法を用いると明瞭なパターンのハイブ

リダイゼーション結果を与えることを説明する。

      【０１４３】

  重要な点であるが、表６は、表中の定性ハイブリダイゼーションプロフィール

のうちの１つにより特徴づけられる生物のアイデンティティーを復号するために

利用できるルックアップ表でもある。たとえば、表６を参照すると、この表の７

つのアドレスにおける陽性および陰性のハイブリダイゼーション結果に対応する

”（＋／－／＋／－／－／＋／＋）”により与えられるプロフィールは、微生物

を黄色ブドウ球菌と同定することが明らかである。

      【０１４４】

  本発明の開発に際して、意外にもマトリックスに基づく微生物同定方法は混合

微生物試料中に含有される微生物のアイデンティティーをも解明できることが見

出された。より具体的には、微生物実験室で栄養寒天平板上に増殖させた、分離

十分と思われたコロニーですら、しばしば１種より多い微生物を含有していたこ

とが見出された。このように１種より多い生物の存在を検出できること、および

さらに分離または精製の工程なしでこれらの生物のアイデンティティーを判定で

きることは、他の分子診断法に優る本発明の利点を強く証明する。たとえば、異

なる生物に由来するｒＲＮＡまたはｒＤＮＡを表す鋳型の混合物のポリヌクレオ

チド配列は曖昧な結果を与え、これらの結果を信頼性をもって個々の配列にソー

ティングすることはできないであろう。同様に、より包括性の低いハイブリダイ

ゼーション方式（陰性のハイブリダイゼーションシグナルからは確定結果が得ら

れない方式を含む）を用いたプローブに基づく微生物同定方法は、第１の種特異

的プローブにより陽性のハイブリダイゼーション結果が達成されると、第２生物

の存在を見過ごす可能性がある。したがって、本明細書に開示する方法は、他の
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方法では実施できない分析を実施するために利用できる。

      【０１４５】

  マトリックスに基づく生物同定方法において得られる結果がもつ定量性は、プ

ローブが標的ポリヌクレオチドに結合できなかった陰性のハイブリダイゼーショ

ン結果から推論を引き出しうることと共に、本発明のこの独自の属性の基礎であ

る。事実、マトリックスハイブリダイゼーション操作の結果を汎細菌アドレスま

たは汎真菌アドレスにおいて測定したシグナルに対して正規化すると、ある微生

物混合物を１回のハイブリダイゼーション操作で解明できるのに十分なほど、こ

の系を定量的にすることができる。

      【０１４６】

  実施例２に、マトリックスに基づく微生物同定方法が微生物混合物を検出およ

び解明しうることを証明する方法を記載する。

  実施例２

    混合微生物培養物の解明

  数種類の対照細菌ｒＲＮＡ試料を、実施例１に記載した７アドレスプローブマ

トリックスにより試験した。３つの異なる菌株の化膿連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏ

ｃｏｃｃｕｓ  ｐｙｏｇｅｎｅｓ）（Ａ～Ｃ株）に由来するｒＲＮＡを含有する

溶解物を、プローブマトリックスにおいて試験した。Ａｒｎｏｌｄら、米国特許

第５，２８３，１７４号に開示されたハイブリダイゼーションおよび定量の操作

を用いて、異なるアドレスにおいてプローブが結合した標的ｒＲＮＡを定量した

。同種細菌の第４菌株（Ｄ株）も同じ方法で試験した。

      【０１４７】

  表７に、プローブマトリックスの各アドレスにおけるハイブリダイゼーション

シグナルを指示する正規化した定量結果を示す。７つのアドレスにおける化膿連

鎖球菌Ａ～Ｃ株についての平均相対光単位（Ｒｅｌａｔｉｖｅ  Ｌｉｇｈｔ  Ｕ

ｎｉｔ（ＲＬＵ））読みを表の第１列に示す。化膿連鎖球菌Ｄ株について得た結

果を表の第２列に示す。すべての数値がそれぞれの汎細菌アドレスにおいて得た

読みに対して正規化されている。この場合、汎細菌シグナルの２０％より大きい

正規化数値を陽性とみなした。
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      【０１４８】

【表１０】

      【０１４９】

    *  数値は汎細菌アドレスにおいてみられたハイブリダイゼーションシグナ

ルに対して正規化されており、％として示される。

  表７に示すように、３つの異なる菌株の化膿連鎖球菌（Ａ～Ｃ株）に関する正

規化平均値は、汎細菌アドレスおよびグラム陽性菌アドレスにおいて陽性のハイ

ブリダイゼーション結果を示すプロフィールを与えた。これに対し、この菌種の

第４菌株（Ｄ株）は汎細菌、グラム陽性、およびブドウ球菌属／カンピロバクタ

ーグループのアドレスにおいて陽性の結果を示すプロフィールを与え、他の菌株

の平均値と比較してわずかに高い相対シグナルをグラム陽性菌アドレスにおいて

示した。化膿連鎖球菌はブドウ球菌属またはカンピロバクターグループのメンバ

ーではないグラム陽性細菌であるので、ブドウ球菌属／カンピロバクターのアド

レスにおいてみられた陽性のハイブリダイゼーションシグナルは化膿連鎖球菌以

外の汚染細菌に由来するハイブリダイゼーション性ｒＲＮＡの存在によるものに

ちがいないことは明らかであった。カンピロバクター属細菌はグラム陰性であり

、ブドウ球菌属細菌はグラム陽性であり、グラム陽性菌アドレスにおける相対シ

グナルが増大し、低下してはいないことを考慮すると、ハイブリダイゼーション

のためのｒＲＮＡの調製に用いた出発細菌試料中に汚染菌としてグラム陽性ブド

ウ球菌が存在したにちがいないと結論される。マトリックス中の種アドレスに存

在する種特異的黄色ブドウ球菌プローブが陽性のハイブリダイゼーションシグナ
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ルを与えなかったので、汚染細菌は黄色ブドウ球菌以外のブドウ球菌属細菌、す

なわち”ＳＮＡ”であるにちがいないと結論される。これは、マトリックスに基

づく生物同定方法が微生物混合物を解明できることを具体的に示す。他の混合微

生物集団の多数の例も、この手法で解明された。

      【０１５０】

  前記のように、少なくともある場合には、混合集団中に存在する微生物のアイ

デンティティーを解明するためにマトリックスに基づく微生物同定方法を有利に

使用できる。この方法の定量性を証明するために、（ａ）対照細胞溶解物の混合

物を用いて得た実際のハイブリダイゼーション結果と（ｂ）分離した対照を用い

て得た結果に基づくハイブリダイゼーションについて推定した定量値とを比較す

るための実験を行った。実験の第１部では、３種の細菌からの既知量の溶解物を

混和し、標準的なプローブマトリックスハイブリダイゼーション操作に従ってハ

イブリダイズさせた。第２部の操作では、ｒＲＮＡ含有溶解物の混合物を調製し

、同じハイブリダイゼーション操作を施した。これらの混合試料から得た結果を

、混合物中の各成分が比例して関与するという前提で予想した数値と比較し、混

合試料を定量的に解明できることを示した。下記の操作例では培養微生物から別

個に調製した細胞溶解物の混合物を用いたが、微生物の混合培養物から調製した

溶解物も同様な結果を与えることが理解されるであろう。

      【０１５１】

  実施例３は、２種類の異なる微生物に由来する核酸試料をプローブマトリック

スハイブリダイゼーションプロトコルにより定量的に解明できることを証明する

方法を記載する。

      【０１５２】

  実施例３

    ポリヌクレオチドプローブマトリックスを用いた微生物混合集団の解明

  ３種類の異なるｒＲＮＡ含有細菌溶解物を調製し、実施例１に記載したプロー

ブマトリックスハイブリダイゼーションおよび検出の操作を行った。エンテロコ

ッカス・フェーカリス（ＡＴＣＣ＃２９２１２；グラム陽性腸球菌）、ストレプ

トコッカス・ユベリス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ  ｕｂｅｒｉｓ）（ＡＴＣ
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Ｃ＃２７９５８；グラム陽性細菌）、および大腸菌（ＡＴＣＣ＃１０７９８；腸

内細菌科のグラム陰性メンバー）をこれらの操作でｒＲＮＡ源として用いた。大

腸菌、カンジダ・アルビカンス、黄色ブドウ球菌およびマイコバクテリウム・ケ

ローネ（Ｍ．ｃｈｅｌｏｎａｅ）を陽性のハイブリダイゼーション対照として用

い、一方、ハイブリダイゼーション緩衝液を陰性の対照として用いた。１００μ

ｌのハイブリダイゼーション反応液中に用いたｒＲＮＡ含有溶解物の体積を５０

μｌに一定に維持した。表８は、３種類の細菌溶解物をそれぞれ別個に用いて得

た定量ハイブリダイゼーション結果を示す。

      【０１５３】

【表１１】

      【０１５４】

  体積比４：１、１：１および１：４で混和したエンテロコッカス・フェーカリ

スおよびストレプトコッカス・ユベリスの溶解物を用いて、同様にハイブリダイ

ゼーションおよび検出の操作を行った。大腸菌溶解物とストレプトコッカス・ユ

ベリス溶解物も同様に比率１：１および１：４で混和し、次いでハイブリダイゼ

ーション操作に用いた。これらの混合試料を用いて得た結果を表９に示す。
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      【０１５５】

【表１２】

      【０１５６】

    Ｅｃ：大腸菌

    Ｅｆ：エンテロコッカス・フェーカリス

    Ｓｕ：ストレプトコッカス・ユベリス

  最後に、表９に示したＲＬＵ実測値を、表８に示した数値結果の比例組合わせ

に基づいて予想した数値と比較した。この比較結果を％として表１０に示す。

      【０１５７】

【表１３】
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      【０１５８】

    Ｅｃ：大腸菌

    Ｅｆ：エンテロコッカス・フェーカリス

    Ｓｕ：ストレプトコッカス・ユベリス

    ｎａ：”適用できず”

  表１０に示した結果は、マトリックスに基づく方法でのプローブハイブリダイ

ゼーションについて計算値と実測値が密接に対応することを証明する。事実、ハ

イブリダイゼーションについての実測値と推定値は、互いに約１５％より大きな

差がなかった。これは、プローブマトリックスに基づくハイブリダイゼーション

操作は混合物中に含有される異なる微生物種に由来するｒＲＮＡの相対関与を反

映した定量ハイブリダイゼーションデータの導出に使用できるということを証明

した。したがって、マトリックスに基づくハイブリダイゼーションプロトコルは

、微生物混合集団中の異なる微生物の相対関与の判定に利用できる。

      【０１５９】

  下記の実施例は、マトリックスに基づく微生物同定方法を利用して敗血症を診

断できることを記載する。

  実施例４
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    マトリックスに基づく微生物同定方法を用いた敗血症診断

  血流感染症を伴う疑いのあるヒト患者を、まず医師が確認する。標準医療処置

に従ってアルコールおよびヨウ素溶液で清浄にした部位の患者の皮膚から静脈血

試料を採取する。この試料を血液培養ボトルの接種に用い、次いで３７℃に保持

し、自動インキュベーター内でＣＯ2産生を監視する。２日後、培養物は混濁を

示し、ガス産生微生物を含有することが肉眼で判定される。培養ボトルから取り

出した液体試料を選択遠心分離工程で処理して（Ｄａｖｉｓ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ

．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，２９：２１９３（１９９１））、微生物を

採集する。まず、ボトルからブロス１．５ｍｌの試料を取り出し、約９，６００

×ｇで２秒間遠心分離して、赤血球を沈降させる。上清を分離し、９，６００×

ｇで１分間遠心分離して、微生物を濃縮する。得られたペレットを実験室標準法

で細胞溶解し、放出されたポリヌクレオチドを実施例１に記載した７アドレスプ

ローブマトリックスによるマトリックスに基づくハイブリダイゼーション操作で

処理する。汎真菌アドレスと、大腸菌、黄色ブドウ球菌、カンジダ・アルビカン

ス、緑膿菌および肺炎連鎖球菌に対する種特異的プローブに対応するアドレスに

おいてのみ、陽性のハイブリダイゼーションシグナルが検出される。これらの結

果に基づいて、患者の血液はカンジダ・アルビカンスを宿していると結論される

。直ちに適切な抗真菌療法を開始すると、患者の状態が改善される。

      【０１６０】

  本明細書に記載するように、本発明のマトリックスに基づく微生物同定方法は

、明らかに増幅および配列決定プロトコルの正確さを備え、かつプローブハイブ

リダイゼーション方法の簡便さと簡潔さを備えた、種レベルの微生物同定方法を

提供することができる。しかも、このマトリックスに基づく微生物同定方法はさ

らに、微生物混合培養物中に含まれる微生物のアイデンティティーを解明するこ

とができる。さらに、このマトリックスに基づく微生物同定方法は陰性のハイブ

リダイゼーション結果からも意味ある情報を導き出すことができる。これは他の

分子診断方法にはない特徴である。

      【０１６１】

  本発明をその多数の具体的な例および態様に関して記載した。もちろん、以上
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の詳細な記述を参照すると、当業者には本発明の多種多様な態様が容易に理解さ

れるであろう。したがって本発明の真の範囲は特許請求の範囲の記載に基づいて

決定される。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

  【図１】

  系統発生ヒエラルキーを示す模式図である。腸内細菌科はグラム陰性細菌サブ

セットであることが示され、一方グラム陽性細菌のクラスは低（Ｇ＋Ｃ）および

高（Ｇ＋Ｃ）サブセットに分類される。汎真菌プローブは、汎細菌プローブによ

り同定される生物とは関連のないことが示される生物を同定する。矢印は系統発

生関係を示す。

  【図２】

  グラム陽性細菌間の系統発生ヒエラルキーを示す模式図である。グラム陽性細
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菌の高（Ｇ＋Ｃ）サブセットはマイコバクテリウム属を含むことが示され、一方

、低（Ｇ＋Ｃ）サブセットのグラム陽性細菌にはブドウ球菌属、連鎖球菌属およ

び腸球菌属が含まれる。矢印は系統発生関係を示す。

  【図３】

  グラム陰性細菌間の系統発生ヒエラルキーを示す模式図である。数種のグラム

陰性細菌が腸内細菌科の細胞と関連することが示される。矢印は系統発生関係を

示す。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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