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(54)【発明の名称】 固定プローブを使用する微生物の検出方法

(57)【要約】
本発明は、固定化された捕捉プローブを含む電気泳動を
用いる、テストサンプル中の微生物学的標的分子の有無
を検出する工程を含む、微生物の有無の検出方法を開示
する。また、本発明は、推定変異標的分子内の変異部位
の検出方法を開示する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下の工程：

（ａ）少なくとも１つの領域内に固定化された１種以上の捕捉プローブを含有す

る電気泳動媒体内に、微生物学的標的分子を導入する工程；

（ｂ）前記電気泳動媒体を電界に供し、固定化された捕捉プローブを含む前記電

気泳動媒体の少なくとも１つの領域に微生物学的標的分子の電気泳動移動をもた

らす工程；ならびに

（ｃ）前記媒体内に固定化された、微生物学的標的分子または微生物学的標的分

子／捕捉プローブ複合体の存在を検出する工程を含み、

それにより、固定化された捕捉プローブを含有する電気泳動媒体の少なくとも１

つの領域内における、微生物学的標的分子または微生物学的標的分子／捕捉プロ

ーブ複合体の検出が、前記テストサンプル中における微生物の存在を示す、

テストサンプル中の１種以上の微生物学的標的分子の有無を検出する工程を含む

、テストサンプル中の微生物の有無の検出方法。

    【請求項２】  工程（ａ）の前に、テストサンプルを処理して微生物および

／または宿主から標的分子の１種以上を放出させる、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  微生物が、細菌、ウイルス、真菌および寄生虫からなる群よ

り選ばれる請求項１記載の方法。

    【請求項４】  細菌が、セラチア・マルセッセンス、スタヒロコッカス・エ

ピデルミディス、スタヒロコッカス・アウレウス、シュードモナス・エルジノー

サ、大腸菌、バシラス・セレウス、エンテロバクター・クロアケ、ストレプトコ

ッカス・ピオゲネス、スタヒロコッカス・ワーネリ、ストレプトコッカス・（α

－ヘモリティク）（(-hemolyric ）、ストレプトコッカス・ニューモニエ、スト

レプトコッカス・ミティス、サルモネラ、セラチア・リクファシエンス(liquifa

ciens)、クレブシエラ、プロピオニバクテリウム・アクネス、エルシニア・エン

テロコリチカ、シュードモナス・フルオレッセンス、シュードモナス・プチダお

よびその組み合わせからなる群より選ばれる請求項３記載の方法。

    【請求項５】  微生物学的標的分子が、核酸、タンパク質、ペプチドおよび

その組み合わせからなる群より選ばれる請求項１記載の方法。
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    【請求項６】  核酸が、ＤＮＡおよびＲＮＡからなる群より選ばれる請求項

５記載の方法。

    【請求項７】  テストサンプルが、血液、血漿、血小板、赤血球、尿、糞便

、汗、気管滲出物、房水、硝子液、皮膚、毛髪、細胞、組織および器官の培養系

からなる群より選ばれる請求項１記載の方法。

    【請求項８】  捕捉プローブが、核酸、修飾核酸、核酸類似体およびその組

み合わせからなる群より選ばれる請求項１記載の方法。

    【請求項９】  電気泳動媒体が、少なくとも１種のポリマーを含む溶液であ

る請求項１記載の方法。

    【請求項１０】  ポリマーが、ポリアクリルアミド、ポリ（Ｎ，Ｎ－ジメチ

ルアクリルアミド）ポリマー、ポリ（ヒドロキシエチルセルロース）ポリマー、

ポリ（エチレンオキシド）ポリマー、ポリ（ビニルアルコール）ポリマーおよび

その組み合わせからなる群より選ばれる請求項９記載の方法。

    【請求項１１】  前記媒体が、少なくとも１種のポリマーから形成されてい

るゲルである請求項１記載の方法。

    【請求項１２】  電気泳動媒体が、ポリアクリルアミドポリマー、アガロー

スポリマー、澱粉ポリマーおよびその組み合わせからなる群より選ばれる少なく

とも１種のポリマーを用いて形成されている請求項１１記載の方法。

    【請求項１３】  以下の工程：

（ａ）テストサンプル由来の１種以上の微生物学的標的分子を、ハイブリダイゼ

ーションに適した条件下で、少なくとも１種のアダプターポリヌクレオチドと接

触させ、それによりアダプター／標的ハイブリダイゼーション複合体を形成する

、アダプター／標的ハイブリダイゼーション複合体を形成する工程；

（ｂ）（ａ）のハイブリダイゼーション複合体を、少なくとも１つのその領域内

に固定化された１種以上の捕捉プローブポリヌクレオチドを含有する電気泳動媒

体に導入する工程；

（ｃ）前記電気泳動媒体を電界に供し、固定化された捕捉プローブポリヌクレオ

チドを含む前記電気泳動媒体の少なくとも１つの領域に前記アダプター／標的複

合体の電気泳動移動をもたらす工程；ならびに
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（ｄ）前記媒体内に固定化された、アダプター／標的／捕捉プローブ複合体の存

在を検出する工程、

を含む、アダプター分子を用いる、テストサンプル中の１種以上の微生物学的標

的分子の有無を検出する工程を含む、テストサンプル中の微生物の有無の検出方

法。

    【請求項１４】  微生物が、細菌、ウイルス、真菌および寄生虫からなる群

より選ばれる請求項１３記載の方法。

    【請求項１５】  微生物学的標的分子が、核酸、タンパク質およびペプチド

からなる群より選ばれる請求項１３記載の方法。

    【請求項１６】  核酸が、ＤＮＡおよびＲＮＡからなる群より選ばれる請求

項１５記載の方法。

    【請求項１７】  テストサンプルが、血液、血漿、血小板、赤血球、尿、糞

便、汗、気管滲出物、房水、硝子液、皮膚、毛髪、細胞、組織および器官の培養

系からなる群より選ばれる請求項１３記載の方法。

    【請求項１８】  アダプターポリヌクレオチドが、配列番号：１である請求

項１３記載の方法。

    【請求項１９】  工程（ａ）において、アダプター／標的ハイブリダイゼー

ション複合体を、前記アダプターポリヌクレオチドと標的分子との間の結合配列

領域と重複しない前記標的分子に相補的なヌクレオチド配列を含有するサンドイ

ッチプローブと、ハイブリダイゼーションに適した条件下で混合する、請求項１

３記載の方法。

    【請求項２０】  サンドイッチプローブポリヌクレオチドがアルカリホスフ

ァターゼに結合している請求項１９記載の方法。

    【請求項２１】  サンドイッチプローブポリヌクレオチドが配列番号：２で

ある請求項２０記載の方法。

    【請求項２２】  微生物学的標的ポリヌクレオチドが配列番号：３である請

求項１３記載の方法。

    【請求項２３】  固定化された捕捉プローブポリヌクレオチドが配列番号：

４である請求項１３記載の方法。
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    【請求項２４】  （ａ）微生物学的標的分子のある領域に相補的なヌクレオ

チド配列領域を含有する少なくとも１種の捕捉プローブポリヌクレオチドを、捕

捉プローブポリヌクレオチドとハイブリダイズさせるのに使用する微生物学的標

的ヌクレオチド配列領域に部分的に相同なヌクレオチド配列を含有する少なくと

も１種のシグナルポリヌクレオチドと、前記捕捉プローブポリヌクレオチドとシ

グナルポリヌクレオチドとのハイブリダイゼーションに適した条件下で接触させ

、それにより捕捉プローブ／シグナルポリヌクレオチド複合体を形成する、少な

くとも１種の捕捉プローブ／シグナルポリヌクレオチド複合体を形成する工程；

（ｂ）微生物学的標的分子を、少なくとも１つの領域内に固定化された１種以上

の捕捉プローブを含む電気泳動媒体内に導入する工程；

（ｃ）前記電気泳動媒体を電界に供し、固定化された捕捉プローブポリヌクレオ

チドを含む前記電気泳動媒体の少なくとも１つの領域内に前記微生物学的標的分

子の電気泳動移動をもたらす工程；ならびに

（ｄ）前記媒体内のシグナル層における少なくとも１種の遊離シグナルポリヌク

レオチドの存在を検出し、それによりテストサンプル中の１種以上の微生物学的

標的分子の存在を示す工程

を含む、シグナルポリヌクレオチド置換反応を用いる、テストサンプル中の１種

以上の微生物学的標的分子の有無を検出する工程を含む、微生物の有無の検出方

法。

    【請求項２５】  捕捉プローブポリヌクレオチドが配列番号：５である請求

項２４記載の方法。

    【請求項２６】  シグナルポリヌクレオチドが配列番号：６である請求項２

４記載の方法。

    【請求項２７】  微生物学的標的分子が配列番号：７である請求項２４記載

の方法。

    【請求項２８】  以下の工程：

（ａ）少なくとも１つの領域内に固定化された１種以上の捕捉プローブを含有す

る電気泳動媒体内に、１種以上の推定変異標的分子を導入する工程；

（ｂ）前記電気泳動媒体を電界に供し、固定化された捕捉プローブを含む前記電
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気泳動媒体の少なくとも１つの領域に１種以上の推定変異標的分子の電気泳動移

動をもたらす工程；ならびに

（ｃ）前記媒体内に固定化された、推定変異標的分子／捕捉プローブ複合体の存

在を検出する工程、

を含むテストサンプル中に存在する推定変異標的分子または分子群の１種以上に

おける少なくとも１個のヌクレオチド配列変異部位の同定方法。

    【請求項２９】  捕捉プローブが、電気泳動媒体の１つ以上の不連続な領域

内に固定化されている請求項２８記載の方法。

    【請求項３０】  捕捉プローブが、核酸、修飾核酸、核酸類似体およびその

組み合わせからなる群より選ばれる請求項２８記載の方法。

    【請求項３１】  捕捉プローブが、配列番号：８、配列番号：１５および配

列番号：１６～２０からなる群より選ばれる請求項２８記載の方法。

    【請求項３２】  推定変異標的分子が、細菌分子、ウイルス分子、真菌分子

および寄生虫分子からなる群に由来する請求項２８記載の方法。

    【請求項３３】  推定変異標的分子が核酸である請求項３２記載の方法。

    【請求項３４】  推定変異標的分子が、ＤＮＡおよびＲＮＡからなる群より

選ばれる請求項３３記載の方法。

    【請求項３５】  推定変異標的分子が、配列番号：９～１４および配列番号

：２１～２４からなる群より選ばれる請求項３５記載の方法。

    【請求項３６】  推定変異標的分子が、配列番号：２５～２８からなる群よ

り選ばれるプライマーを用いて合成される請求項３５記載の方法。

    【請求項３７】  テストサンプルが、血液、尿、糞便、汗、気管滲出物、房

水、硝子液、皮膚、毛髪、細胞、組織および器官の培養系からなる群より選ばれ

る請求項２８記載の方法。

    【請求項３８】  （ａ）微生物標的分子を、内部に固定化された捕捉プロー

ブ複合体を含有する電気泳動媒体に導入する工程、ここで、前記捕捉プローブ複

合体は、つなぎ鎖(tether)核酸分子とハイブリダイズした標識シグナル核酸分子

を含有する；

（ｂ）前記電気泳動媒体を電界に供し、固定化された捕捉プローブを含む前記電
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気泳動媒体の少なくとも１つの領域に前記微生物標的分子の電気泳動移動をもた

らす工程；

（ｃ）ハイブリダイゼーションに適した条件下で、前記標的分子を工程（ａ）の

捕捉プローブ複合体と接触させることにより新しいハイブリッド複合体を形成す

る工程、ここで、前記シグナル核酸分子は、前記標的分子と置換され、それによ

り、前記つなぎ鎖核酸分子とハイブリダイズした標的分子を含有する新しいハイ

ブリッド複合体を形成する；ならびに

（ｄ）シグナル核酸を検出し、それによりテストサンプルにおける標的分子の存

在を示す工程

を含む、置換アッセイを用いる、テストサンプルにおける微生物標的分子の有無

の検出方法。

    【請求項３９】  捕捉プローブ複合体が、電気泳動媒体の不連続な層内に固

定化されている請求項３８記載の方法。

    【請求項４０】  前記標識が、放射活性、蛍光、化学発光、リン光、発光、

親和性標識、酵素抱合体およびその組み合わせからなる群より選ばれる請求項３

８記載の方法。

    【請求項４１】  検出の手段が、質量測定、密度測定、質量分光分析、プラ

ズモン共鳴、放出、分極、屈折率、電気伝導度、粘度、濁度および旋光度からな

る群より選ばれる請求項３８記載の方法。

    【請求項４２】  （ａ）微生物標的分子を、内部に固定化された捕捉プロー

ブ複合体を含有する電気泳動媒体に導入する工程、ここで、前記捕捉プローブ複

合体は、つなぎ鎖核酸分子とハイブリダイズした標識シグナル核酸分子を含有す

る；

（ｂ）前記電気泳動媒体を電界に供し、固定化された捕捉プローブを含む前記電

気泳動媒体の少なくとも１つの領域に前記微生物標的分子の電気泳動移動をもた

らす工程；

（ｃ）ハイブリダイゼーションに適した条件下で、前記標的分子を工程（ａ）の

捕捉プローブ複合体に接触させることにより標的－シグナルハイブリッド複合体

を形成する工程、ここで、前記シグナル核酸分子は、前記標的分子と置換され、
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かつハイブリダイズし、それにより、標的－シグナルハイブリッド複合体を形成

する；ならびに

（ｄ）標的－シグナルハイブリッド複合体を検出し、それによりテストサンプル

における標的分子の存在を示す工程

を含む、逆置換アッセイを用いる、テストサンプルにおける微生物標的分子の有

無の検出方法。

    【請求項４３】  捕捉プローブ複合体が、電気泳動媒体の不連続な層内に固

定化されている請求項４２記載の方法。

    【請求項４４】  前記標識が、放射活性、蛍光、化学発光、リン光、発光、

親和性標識、酵素抱合体およびその組み合わせからなる群より選ばれる請求項４

２記載の方法。

    【請求項４５】  検出の手段が、質量測定、密度測定、質量分光分析、プラ

ズモン共鳴、放出、分極、屈折率、電気伝導度、粘度、濁度および旋光度からな

る群より選ばれる請求項４２記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

関連出願

  本出願は、１９９７年５月１６日出願の米国仮特許出願第６０／０４６，７０

８号の恩恵を主張する、１９９７年８月８日出願の米国特許出願第０８／９７１

，８４５号の一部継続出願である、１９９９年４月２日（０２．０４．９９９）

出願の米国特許出願第０９／２８６，０９１号の継続出願であり、またそれに対

する優先権を主張する。これらは本明細書に参考文献としてそれらの教示の全体

が組み込まれている。

      【０００２】

発明の背景

  全血および赤血球、血小板、血漿といった血液産物はこの過去の世紀を通じて

、レシピエントの患者に輸血されてきた。これらの潜在的な輸血成分の微生物汚

染ついては頻度は少なかったものの、それでも輸血関連死亡の症例が報告されて

きており、またこうした輸血を受けなければならない患者にとってだけではなく

、医療関係者の社会においても双方で心配の種となっている。Ｃｌｉｎｉｃａｌ

  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ  Ｒｅｖｉｅｗｓで指摘されているように、全血あ

るいはその産物は採取時に少量の細菌を当初含む可能性があり、また、だからと

いって敗血症の脅威が存在しているわけではない。しかし、これらの血液産物を

保存するに当たっては、レシピエントの患者に敗血症を引き起こす可能性のある

レベルまで細菌が増殖する可能性がある。（Ｗａｇｎｅｒ，Ｓ．Ｊ．ら、Ｃｌｉ

ｎｉｃａｌ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ  Ｒｅｖｉｅｗｓ，７：２９０（１９９

４））。

      【０００３】

  患者に血液あるいは血液産物を輸血するのに先立って汚染微生物を検出する必

要がはっきりとそこには存在する。現在では、汚染微生物、特に細菌微生物をス

クリーニングするのに用いられる方法がいくつかある。視覚的検査は、血液バッ

グの内容物の色が変化したかどうかを判定するのに用いられている。その色が適

当な赤から暗赤色に変わった場合は、それは細菌汚染を示している可能性がある
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。しかし、この方法はやり損ねるおそれのないものではない。この方法は不正確

になる可能性がある定性的な評価に頼っており、汚染された血液バッグを見逃す

可能性がある。

      【０００４】

  染色は、微生物汚染の検出にもまた使用することができる。Ｗｒｉｇｈｔの染

色だけではなく、グラム染色あるいはアクリジンオレンジは多くの場合、細菌汚

染を検出するのに用いられる。しかし、こうした染色は、血液バッグ内に含まれ

ている細菌汚染種に対する陽性シグナルを示すのに充分なほど感受性があるわけ

ではないであろう。

      【０００５】

  血液サンプル、あるいはその産物のうちの１つは、汚染があるかどうかを判定

するために培養することができる。培養システムを使用する第１の欠点は、１つ

の結果を得るのに２４～４８時間が一般的にかかることである。結果として、そ

の血液を時間的に有効なやり方でテストすることができない。この技術に対する

もう１つの欠点は、陰性所見を検出することができるエンドポイントがないこと

である。

      【０００６】

  その他にも有用なアッセイ方法があるが、それらは顕著な欠点も有している  

（Ｒｏｒｅｒ，Ｍ．Ｌ．，Ａｄｖａｎｃｅ／Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，６月号：４

１－４６（１９９７））。例えば、いくつかの方法では、テストサンプル中の汚

染微生物に核酸が存在することを検出するのにハイブリダイゼーションアッセイ

に頼っている。これらの方法では、第１に、溶液相検出プロトコルによりその微

生物の核酸を検出する。例えば、標識化されている核酸プローブが溶液中で微生

物のヌクレオチド配列にハイブリダイズされる。そのテストサンプルから得られ

るハイブリダイズされていない核酸は、例えば、加水分解により処理されなけれ

ばならず、あるいはそのハイブリダイズされた複合体は、溶液中の核酸のハイブ

リダイズされていない種から取り出なければならない。（これについては、以下

を参照のこと：Ｂｒｅｃｈｅｒ，Ｍ．Ｅ．ら、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，３４：

７５０－７５５（１９９４）；Ｂｒｅｃｈｅｒ，Ｍ．Ｅ．ら、Ｔｒａｎｓｆｕｓ
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ｉｏｎ，３３：４５０－４５７（１９９３）；Ｈｏｇａｎらに付与された米国特

許第５，５４１，３０８号、Ｋｏｈｎｅに付与された米国特許第５，２８８，６

１１号；およびＫｏｈｎｅに付与された米国特許第４，８５１，３３０号）。こ

れらの溶液相プロトコルは、時間を浪費するものであり、また信頼できないもの

である可能性がある。

      【０００７】

  微生物汚染の自信に満ちたモニタリングを確実に行うのに十分な感受性があり

、迅速で正確である、血液および血液産物の微生物汚染を検出する方法に対する

必要性がいまだに存在する。その方法は、感受性があって、迅速で、また病院、

医師の診療所など、あるいは複雑な検査室装置が多くの場合欠けている分野など

のさまざまな環境に調整可能なものである必要がある。

      【０００８】

発明の要約

  本発明は、核酸、修飾核酸および核酸類似体を電気泳動媒体に共有結合で付着

させる（固定）ことができ、また、電気泳動法が、固定された核酸、修飾核酸あ

るいは核酸類似体に、特異的に結合（例えば、会合）するあるいはそれらにより

結合される標的分子を分離し、精製し、あるいは分析するのに使用することがで

きるという発見に関する。固定された核酸、修飾核酸あるいは核酸類似体は、本

明細書では捕捉プローブと呼ぶ。これらの固定捕捉プローブはさまざまな分子、

例えば、微生物学的標的分子の分析に使用することができる。本発明により包含

されている１つの特異的結合反応はハイブリダイゼーションである。ハイブリダ

イゼーションにより、捕捉プローブは典型的には、標的核酸、例えば、微生物学

的核酸分子のヌクレオチド配列に実質的に相補的であるヌクレオチド配列から成

る核酸であり、そのため、特異的なハイブリダイゼーションを結果的に生じる。

さらに、ペプチド核酸（ＰＮＡ）などの核酸類似体は、捕捉プローブとして使用

するために電気泳動媒体に共有結合で付着させることができる。電気泳動分離の

ために使用される媒体内に固定されているその捕捉プローブは、捕捉プローブと

特異的にハイブリダイズし、これまたその基質に固定される標的核酸を結果的に

生じる。本明細書で使用するとき、「基質」という用語は、媒体の分子篩特性を
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もたらし、また、その捕捉プローブの固定のための手段をもたらす、その電気泳

動媒体の固定高分子成分を言う。適当な基質材料の実施例には、架橋ポリアクリ

ルアミド、アガロースおよび澱粉などのゲル形成ポリマーが含まれる。キャピラ

リー電気泳動適用で通常使用されるものとしては、線形ポリアクリルアミド、ポ

リ（Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド）、ポリ（ヒドロキシエチルセルロース）

、ポリ（エチルレンオキシド）およびポリ（ビニルアルコール）などの非ゲル形

成ポリマーもまた適当な基質として役に立つ。

      【０００９】

  本発明は特に、電気泳動法が適当な電気泳動基質上に固定されている捕捉プロ

ーブと接触している溶液相標的分子を移動させるのに使用されている、微生物学

的標的分子の有無を検出することにより、テストサンプル中の微生物の有無を検

出する方法に関する。

      【００１０】

  本発明の方法は、電気泳動法にかけることができる、および核酸に結合するあ

るいは核酸により結合される、微生物に起源を有する何らかの化学的実体（例え

ば、電気泳動野に置かれたときに検出可能な移動性を有する荷電分子）の分析に

適用することができる。こうした実体には、例えば、ＤＮＡあるいはＲＮＡ分子

、核酸結合タンパク質、およびアプタマー結合パートナー（アプタマーは、ペプ

チド、タンパク質および多糖類などの特異的結合パートナーに結合するように選

択される核酸である；Ｊｅｎｉｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２６３：１４２５－

１４２９（１９９４））。例えば、本明細書に記載されている方法は、特異的結

合が標的核酸と捕捉プローブとの間の相互作用を包含する、固定捕捉プローブを

使用して微生物生物体から得られる標的核酸の分析のために使用することができ

る。

      【００１１】

  テストサンプルはいかなる供給源からのものでもあり得るし、また捕捉プロー

ブと結合複合体を形成できるいずれかの分子を含むことができる。本発明により

特異的に包含されるのは、体組織（例えば、皮膚、毛髪、内臓）、体液、例えば

、全血、血小板、赤血球、血漿、尿、精液、汗あるいは細胞、組織および臓器の
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培養系から、公知の技術を使用して得られる、微生物を含む生物学的供給源から

得られるサンプルである。

      【００１２】

  テストサンプルは、結合に有用なテストサンプルに含まれている標的分子にな

るように、当業者には公知のものである、そうしたやり方で処理される。例えば

、テストサンプル中のその標的分子が細菌特異的ヌクレオチド配列である場合、

細菌細胞溶解産物を調製し、またその細胞溶解産物（例えば、タンパク質および

脂質などのその他の細胞成分だけではなく、標的核酸をも含有している）を分析

することができる。代替的には、その標的核酸は分析に先立って単離する（標的

核酸をその他の細胞成分から実質的に遊離させる）ことができる。単離は公知の

ラボ技術を使用して達成することかできる。標的核酸はまた、分析に先立って増

幅する（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応あるいはリガーゼ連鎖反応技術により）

こともできる。

      【００１３】

  推定微生物標的分子を含有するテストサンプルはその後、適当な電気泳動媒体

の中に導入される。捕捉プローブが、直接その媒体に付着されることにより、あ

るいはその基質内に懸濁されまた捕集される粒子に付着されることにより電気泳

動基質内に固定される。いずれの場合でも、その捕捉プローブは固定され、つま

り、その印加電界の影響下では移動することはない。

      【００１４】

  微生物標的分子を含有するテストサンプルは、電気泳動工程の前、その間、あ

るいはその後に検出可能に標識化することができる。基質に固定された微生物標

的分子／捕捉プローブ複合体の存在を検出することは、標的分子が生じてくるテ

ストサンプル中の微生物の存在を示すものである。

      【００１５】

  一旦テストサンプルが電気泳動媒体の中に導入されると、そのテストサンプル

の標的分子が電界に供され、もし存在する場合は、１つあるいはそれ以上の捕捉

プローブに結合するのに十分な条件と時間の下で、基質中をテストサンプルが電

気泳動移動して、これを基質中に固定されている標的分子／捕捉プローブ複合体
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を生じる。核酸電気泳動法で使用される典型的な電圧勾配は、およそ１Ｖ／ｃｍ

～１００Ｖ／ｃｍの範囲にある。その他の電界強度はある種の高度に特殊化され

た適用には有効であり得る。

      【００１６】

  本明細書に記載されている方法に有用な電気泳動基質は数々の異なる形式で設

けることができる。例えば、基質はその物理的長さがその横幅あるいは深さを著

しく超えている、例えば、チューブ内に含まれているかあるいは狭いストリップ

としてフォーマット化されている形式で設けることができる。代替的には、基質

はその長さと横幅が著しくその深さを超えていて、例えば、表面上に比較的薄い

層としてあるいはスラブとしてフォーマット化されている形式で設けることがで

きる。代替的には、基質は、正確な、あるいはおおよそ直線状、多角形、球形、

楕円形の固体、あるいは同様の物理的形状として、その長さ、横幅および深さが

同じオーダーの場合は、１つの固形体として基本的には設けることができる。特

に、基質は、使い捨ての容器（例えば、カセット）の中に設けることができる。

      【００１７】

  本明細書に記載されている方法に有用な固定捕捉プローブの位置配置もまた数

々の異なる形式で設けることができる。例えば、基質には、均一に基質全体に、

あるいは、代替的には、基質の１つまたはそれ以上の別々の領域に分布された１

つまたはそれ以上の捕捉プローブを含めるこができる。また、サンプルがその基

質を移動するときに、捕捉プローブ領域の配列の中を、サンプルが移動するよう

に、同様の（または異なる）固定捕捉プローブの２つまたはそれ以上の領域ある

いはプローブの組み合わせたものの位置決めを行うことができる。

      【００１８】

  代替的には、固定捕捉プローブ領域の１つまたは配列の中をそれぞれが通過す

る、２つまたはそれ以上の移動路を形成するように固定捕捉プローブの複数領域

の位置決めを行うことができる。

      【００１９】

  微生物変異の検出もまた本発明に開示されている。テストサンプル内に含まれ

る１つあるいはそれ以上の推定変異標的分子に相補的である核酸捕捉プローブが
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、捕捉層を形成する電気泳動媒体内に固定される。テストサンプルは、捕捉層を

含む電気泳動媒体に適用され、また電気泳動にかけられる。相補的一本鎖核酸  

（すなわち、推定変異標的分子）が捕捉層に入ると、それらは、プローブにより

ハイブリダイズされ、固定される。非相補的な核酸は、妨害されずにその捕捉層

中を通過する。標的分子内の配列変異を検出するように捕捉プローブを特異的に

設計することができる。１つの実施態様では、捕捉層に入ると、推定変異標的分

子は、変異標的分子に相補的であるように設計される固定プローブにハイブリダ

イズする。このハイブリダイゼーションの結果、変異標的はゲルに固定される。

野生型標的分子あるいは検出されることを所望されていない、特異的変異を処理

していない標的分子は捕捉層中を通過する。１つ以上の変異部位を検出すること

が可能であると考えることができる。この実施態様では、特定の変異部位に特異

的な固定プローブを含有する複数の捕捉層を電気泳動媒体内に形成することがで

きる。

      【００２０】

  本発明のもう１つの実施態様では、アダプター分子を使用して１つあるいはそ

れ以上の微生物学的標的分子の有無を検出することにより、テストサンプル中の

微生物の有無を検出する方法が開示される。微生物標的分子は標的分子に特異的

な少なくとも１つのヌクレオチド配列領域を有するアダプター分子と混合される

。アダプター／標的複合体はその後電気泳動に供される。複合体は、アダプター

分子に特異的である固定捕捉プローブと接触するようになるまで電気泳動媒体中

で移動を継続する。アダプター分子は捕捉プローブの特定クラスに特異的である

第２ヌクレオチド配列領域を有する。より高度な複合体がアダプター／標的複合

体と適当な固定捕捉プローブとの間で形成される。この３部分からなる複合体の

検出はテストサンプル中の微生物標的分子の存在を示し、またしたがって、テス

トサンプル中の微生物の存在を示す。

      【００２１】

  もう１つの実施態様では、本発明はシグナルポリヌクレオチド置換反応を使用

して１つあるいはそれ以上の微生物学的標的分子の有無を検出することにより、

テストサンプル中の微生物の有無を検出する方法を開示する。複合体は、捕捉プ
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ローブとシグナルポリヌクレオチドの間で形成される。捕捉プローブは電気泳動

媒体中に固定、またはその媒体の１つあるいはそれ以上の別々の領域に固定する

ことができる。標的分子は電気泳動媒体に導入され、また電気泳動を行う。標的

分子の存在下では、シグナルポリヌクレオチドは、標的分子の濃度により、置換

されるか、シグナルポリヌクレオチドよりも標的に高い親和性を有する捕捉プロ

ーブにより置換することができるかのいずれかである。遊離されたシグナルポリ

ヌクレオチドの存在を検出することにより、テストサンプル中の微生物標的分子

の存在が示され、またしたがって、テストサンプル中の微生物の存在が示される

。

      【００２２】

  本発明のもう１つの実施態様では、置換アッセイを使用してテストサンプル中

の標的分子の有無を検出ための方法が開示される。１つあるいはそれ以上の標的

分子を含有するテストサンプルが固定捕捉プローブを含有する媒体中における電

気泳動にかけられる。これらの捕捉プローブは２つの成分から成る。第１の成分

は、検出可能に標識化された一本鎖核酸分子である。このシグナル分子は典型的

には第２の成分よりも短い。第２の成分はつなぎ鎖(tether)核酸分子である。こ

のつなぎ鎖分子には、標的分子内に含まれるヌクレオチド配列領域に相補的であ

るヌクレオチド配列領域が含まれる。このシグナル分子はつなぎ鎖分子のこの相

補的領域の一部にハイブリダイズする。このシグナルとつなぎ鎖型は共に１つの

プローブ複合体を形成する。つなぎ鎖分子は電気泳動媒体内に固定される。標的

分子は電気泳動下で移動する場合、そのプローブ複合体と接触することができる

。標的分子はそのつなぎ鎖から得られるシグナルを置換し、またそのつなぎ鎖分

子にハイブリダイズする。シグナル分子は電界が終止されるまで、移動を継続す

る。一本鎖シグナル分子の検出により、テストサンプル中の１つあるいはそれ以

上の標的分子の存在が示される。

      【００２３】

  もう１つの実施態様では、逆置換アッセイを使用してテストサンプル内の標的

分子の有無を検出するための方法が開示される。１つあるいはそれ以上の標的分

子を含有するテストサンプルが電気泳動にかけられる。電気泳動媒体には、固定
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捕捉プローブが含まれる。これらの捕捉プローブは２つの成分からなる。第１の

成分は、検出可能に標識化されるシグナル核酸分子である。第２の成分はつなぎ

鎖核酸分子である。シグナル分子は標的分子内に含まれるヌクレオチド配列に相

補的である。つなぎ鎖分子とシグナル分子はハイブリッドを形成し、このハイブ

リッドはプローブ複合体と呼称される。標的分子はそのプローブ複合体と接触し

、そのシグナル分子はその複合体から置換され、また標的分子にハイブリダイズ

する。この新しいハイブリッドは、電界が終止されるまで、移動を継続する。こ

のハイブリッドの検出は、テストサンプル中の１つあるいはそれ以上の標的分子

を示す。

      【００２４】

  固相方法論を用いることにより、ハイブリダイズされていない核酸を加水分解

するための付加的な酵素処理の使用、あるいはハイブリダイズされていない核酸

種からハイブリダイズされた複合体を分離するためのクロマトグラフィ法、例え

ば、サイズ排除クロマトグラフィを用いる必要、などの溶液相検出に伴う数々の

困難を回避することができる。これらの方法には、アッセイ時間の延長などの望

ましくない効果を生じる結果となり得る付加的な工程を必要とする。

      【００２５】

  さらに、汚染微生物を検出するのに使用されるいずれかの方法の感受性は、臨

床的に該当すると考えられる微生物のレベルを検出するのに十分である必要があ

る。テストは感受性があってまた正確である必要があるが、しかし、例えば、臨

床的な有意性が不可解のままの細菌の実際の濃度は１０5 ＣＦＵ／ｍＬあるいは

それ以上といった程度にすぎない。（Ｋｒｉｓｈｎａｎ，Ｌ．Ａら、Ｔｒａｎｓ

ｆｕｓｉｏｎ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ＩＩ，９（１）：１７６（１９９５））。

      【００２６】

  このように、本明細書に説明されている研究の結果、現在の方法は、微生物の

存在を示す微生物標的分子に特異的に結合する固定捕捉プローブを使用するテス

トサンプル中の潜在的汚染微生物の迅速で、感受性があり、効率的かつ正確な電

気泳動法による分析に利用可能である。ここで前記方法により説明される検出の

感受性により、蛍光などの非放射性手段を使用して微生物を検出することが可能
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になっている。これにより、汚染微生物を検出するより安全でさらに便利な方法

が用意される。

      【００２７】

発明の詳細な説明

  本発明は、捕捉プローブが電気泳動基質中で固定される（例えば、共有結合で

付着される）特異的結合反応を分析するための電気泳動法に関する。特に、本発

明は、細菌、ウイルス、真菌、および寄生虫の標的分子を含めた１つあるいはそ

れ以上の微生物標的分子の有無を検出することによりテストサンプル中の微生物

の有無を検出するための方法に関する。その捕捉プローブは、テストサンプル中

に存在する標的分子に特異的に結合する、あるいはハイブリダイズする、酸、修

飾核酸、あるいは核酸類似体（ＰＮＡなど）である。テストサンプルは電気泳動

基質の中に導入され、また捕捉プローブへのその標的分子の特異的な結合に適当

な条件下で電界に供される。固定されたプローブは、電気泳動基質中の内部に付

着され、またその基質内で結合が起こる。捕捉プローブは基質中の全般にわたっ

て固定することができ、またあるいはそれらは、基質の１つあるいはそれ以上の

個別領域内に固定することができる。図１は、テストサンプル中の１つあるいは

それ以上の微生物標的分子の有無を検出することにより微生物の有無を検出する

ことに関わる段階のいくつかを図示している概略説明図である。

      【００２８】

サンプル調製

  適当なサンプル調製には、微生物あるいは複数の微生物を溶解するのに要する

工程が含まれ、それによって、タンパク質、ペプチドおよび核酸を含むそれらの

生化学的内容物が放出される。宿主細胞に侵入する微生物の場合、その宿主細胞

は、微生物標的分子を遊離するために、例えば、呼吸器系の上皮細胞に感染する

ライノウイルスあるいはアデノウイルスにより示される哺乳類宿主細胞のウイル

ス侵入の場合、細胞溶解にかけることができる。微生物標的分子は特定の微生物

、例えば、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）に特異的であり得るし、あるいは微生物の１

つのクラス、例えば、細菌（細菌汚染を検出するためにたいていの細菌に共通し

ている１６Ｓ  ｒＲＮＡを使用する）を示し得る。１つあるいはそれ以上の微生
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物標的分子の存在が、テストサンプル中の微生物汚染の存在を示す。デオキシリ

ボ核酸（ＤＮＡ）とリボ核酸（ＲＮＡ）の両方が本発明の範囲内にあるように企

図されている。細菌標的に関しては、好適には、ＲＮＡは細胞壁と細胞膜の制約

から解放されている。しかし、細菌ＤＮＡ、例えば、プラスミドＤＮＡもまた、

本発明の範囲内にあるように企図されている。標的分子がウイルスから生成され

る場合は、ＤＮＡおよびＲＮＡ分子の両方とも、ウイルスのクラスにもよるが、

宿主細胞、あるいはウイルス感染の段階によるが、ウイルス被膜からまず遊離さ

せることにより分析にかけ得る。任意には、付加的な工程は、細胞溶解、続いて

その溶解産物の半精製などの汚染微生物から所望される標的分子をさらに精製す

るために採用することができる。例えば、所望される微生物標的分子が二本鎖Ｄ

ＮＡである場合、その場合には、その調製を、例えば、Ｓ１ヌクレアーゼを用い

て、分析されるテストサンプルから一本鎖核酸種を除去するように処理すること

ができる。図２は血小板含有供給源から得られる微生物標的分子特異的細菌標的

分子の調製を図示する概略説明図である。

      【００２９】

電気泳動基質

  電気泳動法に適当ないずれかの基質も本発明の方法に使用することができる。

適当な基質には、アクリルアミドおよびアガロースが含まれており、両方とも核

酸電気泳動法用に一般に使用されている。しかし、他の材料もまた使用すること

ができる。実施例には、化学的に修飾されたアクリルアミド、澱粉、デキストラ

ン、およびセルロース系のポリマーが含まれる。付加的な実施例には、修飾アク

リルアミドおよびアクリル酸エステル（例えば、Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ社、

ポリマーと単量体のカタログ、１９９６－１９９７、ペンシルバニア州ワリント

ン市、を参照のこと）、澱粉（Ｓｍｉｔｈｉｅｓ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．，７１

：５８５（１９５９）；製品番号Ｓ５６５１、Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  

Ｃｏ．，ミズーリ州セントルイス市）、デキストラン（例えば、Ｐｏｌｙｓｃｉ

ｅｎｃｅｓ社、ポリマーと単量体のカタログ、１９９６－１９９７、ペンシルバ

ニア州ワリントン市、を参照のこと）、そして、セルロース系ポリマー（例えば

、Ｑｕｅｓａｄａ，  Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎ．  ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
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ｌｏｇｙ，８：８２－９３（１９９７）を参照のこと）などが含まれる。上に挙

げられたこれらのポリマーのいずれも、本発明で使用される捕捉プローブの特異

的な付着を可能にするように化学的に修飾することができる。

      【００３０】

  本発明により特に包含されているのは、捕捉プローブとしての核酸、修飾核酸

、あるいは核酸類似体の使用方法である。核酸含有ゲルを作製するための核酸を

結合する方法は、当業者には公知のものである。核酸、修飾核酸および核酸類似

体は、臭化シアンあるいはシアヌル酸クロリド活性化を使用してアガロース、デ

キストラン、セルロース、およびスターチポリマーに結合することができる。カ

ルボキシル基を含有するポリマーはカルボジイミド結合を使用して第１級アミン

基を有する合成捕捉プローブに結合され得る。第１アミンを担体するポリマーは

、グルタルアルデヒドあるいはシアヌル酸クロリドによりアミン含有プローブに

結合され得る。多くのポリマーはチオール含有合成プローブに結合され得るチオ

ール反応基により修飾することができる。多くの他の適当な諸方法を文献に見つ

けることができる。（総説に関しては、Ｗｏｎｇ，『タンパク質共役と架橋の化

学（" Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ  

ａｎｄ  Ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ" ）』ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ刊，１９９３年

、フロリダ州Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ、を参照のこと）。

      【００３１】

  本明細書に記載されている捕捉プローブを重合可能な化学基に共有結合的に付

着させる方法もまた開発されている。重合可能な単量体化合物の適当な混合物に

より共重合化されるとき、高濃度の固定された核酸を含有する基質は産生するこ

とができる。重合可能な化学基に核酸を共有結合的に付着させる方法の例は「核

酸を含有する重合可能な複合体（" Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ－Ｃｏｎｔａｉｎ

ｉｎｇ  Ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｂｌｅ  Ｃｏｍｐｌｅｘ" ）」と題される米国特

許出願第０８／８１２，１０５号およびＲｅｈｍａｎら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

ｉｄ  Ｒｅｓ．，２７：６４９－６５５（１９９９）に見られ、両方の文献は参

考文献として本明細書に全体として組み込まれている。

      【００３２】
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  いくつかの方法に関しては、２つあるいはそれ以上の基質形成材料の混合物を

含有している複合基質を使用するのに有用であり得、１つの例は複合体アクリル

アミド－アガロースゲルを含む。これらのゲルは典型的には、２～５％アクリル

アミドおよび０．５％～１％アガロースを含む。こうしたゲルにおいては、アク

リルアミドゲルは、主要な篩機能をもたらすが、しかし、アガロースが入ってい

ない場合は、こうした低濃度のアクリルアミドゲルでは簡便な操作を行うには機

械的な強度に欠ける。アガロースは、アクリルアミドの篩機能を有意に改変する

ことなく，機械的な支持を与える。こうした場合、その成分が溶液相核酸標的と

もっとも緊密な接触を行うため、核酸はゲルの篩機能を与えるその成分に付着さ

せることができる。

      【００３３】

  多くの適用で、アガロースおよび架橋ポリアクリルアミドなどのゲル形成基質

が好ましいものとなる。しかし、キャピラリー電気泳動法（ＣＥ）適用に関して

は、電気泳動基質として可溶性ポリマーを使用することが簡便であり、また再現

性もある。ＣＥ分析に有用であると証明された可溶性ポリマーの例は、Ｑｕｅｓ

ａｄａ（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｏｐｉｎｉｏｎ  ｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

，８：８２－９３（１９９７））に記載されているように、ポリアクリルアミド

、ポリ（Ｎ，Ｎ－ジメチルアクリルアミド）、ポリ（ヒドロキシエチルセルロー

ス）、ポリ（エチレンオキシド）およびポリ（ビニルアルコール）といった線状

ポリマーである。こうした可溶性基質はまた、本発明の方法を実施するのに使用

することができる。固定捕捉プローブを含有する可溶性ポリマー基質の調製のた

めの「核酸を含有する重合可能な複合体（" Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ－Ｃｏｎ

ｔａｉｎｉｎｇ  Ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｂｌｅ  Ｃｏｍｐｌｅｘ" ）」と題され

る米国特許出願第０８／８１２，１０５号にみられる方法を使用するのに特に都

合が良く、この文献は参考文献として本出願に全体として組み込まれている。Ｔ

ｉｍｏｆｅｅｖら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，２４：３１４２－

３１４８（１９９６）にみられる事前に形成されたポリアクリルアミドゲルにオ

リゴヌクレオチドプローブを付着させるためのもう１つのアプローチもまた、事

前に重合された可溶性線状ポリアクリルアミドに捕捉プローブを付着させるのに
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使用することができ、その教示は参考文献として本出願に全体として組み込まれ

ている。

      【００３４】

  核酸はそれ自体を電気泳動基質の中に組み込むことができる粒子に付着させる

ことができる。粒子は肉眼的に、顕微鏡下でみることができ、あるいは天然のコ

ロイド状であり得る。（Ｐｏｌｙｃｉｅｎｃｅｓ社、１９９５－１９９６粒子カ

タログ、ペンシルバニア州ワリントン市、を参照のこと）。Ｃａｎｔｏｒら、米

国特許第５，４８２，８６３号には、懸濁液あるいは粒子を含有する電気泳動ゲ

ルを型にとるための方法が記載されている。その粒子はゲル形成化合物と混合さ

れる上述のものに類似した方法を使用して核酸に連結され、また所望される基質

形態の中に懸濁液として型にとられる。

      【００３５】

基質形式および基質を製造する方法

  基質はさまざまな形式で構成することができる。例えば、ゲルが支持体内の重

合により形成される場合、線状ゲルは、穴あるいは管などの線状支持体内での形

成を含む技術により形成され、代替的には間仕切りあるいは溝を形成することに

より数多くのストリップの中に２次元ゲルをさらに分けることにより形成される

。穴、ストリップあるいは溝形式で、１つあるいはそれ以上という数の共重合可

能な捕捉プローブが、重合ゲル内に１つあるいはそれ以上の捕捉プローブを供給

するために、ゲル重合の前あるいはその間かのいずれかで、空間位置決めドロッ

パー技術などの任意に空間的に規定された位置において、ゲル材料に加えられる

。管形式では、ゲル単量体の配列、ゲル単量体の混合物および重合可能な捕捉プ

ローブがその成分の空間的関係を保護するためにｉｎ  ｓｉｔｕでその後に重合

される、空間的に識別される成分のセットと濃度を提供するように連続して管の

中に導入することができる。重合誘導収縮の間にゲルの一体性を保護するために

、管壁は、ゲルの収縮時に側方に縮む弾性材料で作ることができる。代替的には

、漸進性重合がその管の一方の端から誘導され、一方、収縮を補償するためにも

う一方の端にさらに液体材料を加えることができる。こうした漸進性重合は、重

合触媒剤の拡散を含む手段により、あるいは、照射供給源の移動あるいはその照



(23) 特表２００３－５０３０１１

射供給源への漸進性曝露などによってその管の一方の端からもう一方への電磁気

あるいはその他の照射を誘導する重合の漸進性適用により、誘導することができ

る。代替的には、線状フォーマットゲルは、以下に説明されるように産生される

２次元ゲルから得られる線状スライスあるいは３次元ゲルから得られる線状コア

を取り出すことにより製造することができる。

      【００３６】

  ２次元ゲルは、支持体の表面上の形成、または２つの支持体表面間の形成を含

めた技術により形成することができる。ゲル単量体の層が適用され、多量の共重

合可能な捕捉プローブが、ゲル中での任意に空間的位置を保護するためにｉｎ  

ｓｉｔｕで重合される、重合前あるいは重合時に任意に空間的に有意なやり方で

その層に適用することができる。多量重合可能な捕捉プローブの適用は、位置決

めプログラム可能ドロッパー技術を含む公知の手段により実施することができる

。重合時のゲル収縮は、支持体表面間の間隙の縮小を可能にすることを含む手段

により、また補償するために側方からさらに加えられた材料により側方収縮を可

能にすることにより、調整することができる。２次元ゲルは、ゲル形成前、ゲル

形成時、あるいはゲル形成後に間仕切りの使用により、あるいは溝に形成するこ

とにより、あるいは形成後により幅の狭いセクションにスライスすることにより

、数多くのストリップにさらに分けることができる。

      【００３７】

  ３次元ゲルは数多くの技術により形成することができる。複数線状ストリップ

あるいは２次元層は、上述のように繰り返し構築することができ、それぞれは任

意に局在化した捕捉プローブを含み、各ストリップあるいは層は３次元容量を生

じるように下に横たわる層上で重合される。代替的には、任意に適所に局在する

捕捉プローブを任意に備えた多くの２次元ゲルを上述のように、形成することが

でき、また３次元構造を設けるために一緒に組み立てることができる。

      【００３８】

ハイブリダイゼーション結合反応の分析用固定プローブ

  本発明の方法においては、さまざまな捕捉プローブを使用することができる。

典型的には、本発明の捕捉プローブは、標的分子がその捕捉プローブにハイブリ
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ダイズする微生物標的分子に実質的に相補的なポリヌクレオチド配列を有する核

酸から成る。核酸捕捉プローブの相補性は、テストサンプル中で標的分子を特異

的に結合し、また、テストサンプル中でその微生物標的分子の有無、したがって

、テストサンプル中の微生物の有無を示すのに十分であるだけのものを必要とす

る。本発明における使用に適当なプローブは、ＲＮＡ、ＤＮＡ、核酸類似体、修

飾核酸、および、例えば、ペプチド核酸などの他の有機成分を有する核酸から成

る混合クラスのキメラプローブを含む。捕捉プローブは一本鎖あるいは二本鎖核

酸であり得る。典型的には、捕捉プローブの長さは少なくとも５ヌクレオチドの

長さであり、さらに典型的には、５～５０ヌクレオチドの間の長さであり、また

それは数千塩基の長さでもあり得る。

      【００３９】

  本明細書で定義されるとき、「核酸」という用語には、ＤＮＡ（デオキシリボ

核酸）あるいはＲＮＡ（リボ核酸）が含まれる。本明細書では「単離された」も

のとして表されている核酸は、起源となっているその供給源の成分（例えば、細

胞の中に存在しているとき、あるいはライブラリーなどの核酸の混合物）から分

離されている核酸であり、また、さらなる処理を行うことができるものである。

単離された核酸には、当業者には公知の方法により得られる核酸が含まれる。こ

うした単離された核酸には、実質的に純粋な核酸（すなわち、タンパク質、炭水

化物、あるいは脂質会合から遊離した核酸）、化学的合成により、生物学的およ

び化学的方法の組み合わせにより、製造される核酸、および単離された組換え核

酸が含まれる。

      【００４０】

  本明細書で使用される場合、「修飾核酸」には、修飾糖基、リン酸基、あるい

は修飾塩基を含有する核酸が含まれる。修飾塩基を有する核酸の例には、例えば

、アセチル化、カルボキシル化、あるいはメチル化塩基（例えば、４－アセチル

シチジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウリジン、１－メチルイノシン、

ノルバリン、あるいはアロ－イソロイシン）が含まれる。修飾ポリヌクレオチド

を含有するプローブもまた有用であり得る。例えば、デアザグアニン塩基とウラ

シル塩基を含有するポリヌクレオチドは、ハイブリダイズされたプローブの熱安
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定性を減少させるために、グアニンおよびチミン含有ポリヌクレオチドの代わり

に使用することができる（Ｗｅｔｍｕｒ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ  ｒｅｖｉｅｗｓ  

ｉｎ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇ

ｙ，２６：２２７－２５９（１９９１））。同様に、５－メチルシトシンは、熱

安定性が増大したハイブリッドが所望される場合は、シトシンの代わりに置換す

ることができる（Ｗｅｔｍｕｒ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ  ｒｅｖｉｅｗｓ  ｉｎ  Ｂ

ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，２６

：２２７－２５９（１９９１））。２’－Ｏ－メチル基の付加などのリボース糖

基への修飾は、固定ＲＮＡプローブのヌクレアーゼ感受性を低減することができ

る（Ｗａｇｎｅｒ，Ｎａｔｕｒｅ，３７２：３３３－３３５（１９９４））。ホ

スホジエステル主鎖から負の電荷を取り除く修飾はハイブリッドの熱安定性を増

大させることができる（Ｍｏｏｄｙら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．

，１７：４７６９－４７８２（１９８９）；Ｉｙｅｒら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅ

ｍ．，２７０：１４７１２－１４７１７（１９９５））。

      【００４１】

  本明細書で使用されるとき、「核酸類似体」には、糖リン酸主鎖は欠くが、し

かし、塩基対を介して複合体を形成する能力を保持している分子が含まれる。こ

うした核酸類似体は当業者には公知のものである。有用な核酸類似体の１つの例

は、標準的なＤＮＡ塩基が反復Ｎ－（２－アミノエチル）－グリシン単位から成

る修飾ペプチド主鎖に付着されるペプチド核酸（ＰＮＡ）である（Ｎｉｅｌｓｅ

ｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５４：１４９７－１５００，（１９９１））。ペプチ

ド主鎖は、標準的なＤＮＡおよびＲＮＡ一本鎖により塩基対に対して適当な距離

をとって塩基を保持することが可能である。ＰＮＡ鎖には負に荷電したホスホジ

エステル結合がないという事実におそらくは起因するのであろうが、ＰＮＡ－Ｄ

ＮＡハイブリッド二本鎖は、等価のＤＮＡ－ＤＮＡ二本鎖よりもずっと強い。さ

らに、それらの通常見られない構造のため、ＰＮＡはヌクレアーゼ分解には非常

な耐性がある。これらの理由で、ＰＮＡ核酸類似体は固定プローブアッセイに有

用である。同様の設計上のストラテジーは、固定プローブアッセイに関する有用

な特性を有することになるその他の核酸を構築することに使用することができる



(26) 特表２００３－５０３０１１

ことは当業者にとって明らかである。

      【００４２】

  本明細書で定義されるとき、「実質的に相補的」とは、捕捉プローブのポリヌ

クレオチド配列が微生物標的分子の正確なポリヌクレオチド配列を反映する必要

はないが、しかし、特定条件下で標的分子にハイブリダイズするように十分相補

的でなければならないということを意味する。例えば、非相補的塩基あるいは付

加的ポリヌクレオチドは、それとハイブリダイズするのに十分な相補的塩基を有

している配列中に散在することができる。一般的には、要求される相補性の度合

いは約９０％～約１００％である。

      【００４３】

  ハイブリダイゼーションの特異的条件は、当業者であれば、経験的に決定する

ことができる。例えば、非特異的ハイブリダイゼーション反応を有意に減少する

緊縮条件を選択するべきである。核酸ハイブリダイゼーションの緊縮条件は例え

ば、Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら編『分子生物学における現行プロトコル（Ｃｕ

ｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ

）』、第１巻、補遺２６、１９９１年刊で説明されており、その教示は参考文献

として本出願に全体として組み込まれている。プローブ長さ、塩基組成、ハイブ

リダイズする配列間のミスマッチの割合、温度およびイオン強度などの要因が核

酸ハイブリッドの安定性に影響を与える。例えば、適度なあるいは高度にストリ

ンジェントな緊縮条件は、プローブおよび微生物標的分子の化学的特性の一部に

依存して経験的に決定することができる。

      【００４４】

  微生物汚染のテストサンプルをスクリーニングするには、用いられている捕捉

プローブが微生物特異的分子に方向付けられる必要がある。例えば、テストサン

プルが、レトロウイルスに感染していると疑われる場合、その場合は、そのプロ

ーブをｇａｇ、ｐｏｌ、またはｅｎｖのウイルスヌクレオチド配列のいずれかあ

るいはそれらの断片に対して方向付けることができる。ちょうど提示されている

実施例では、各クラスが、挙げられているそのウイルスヌクレオチド配列あるい

はそれらの断片のうちの１つに対して方向付けられる、３つのクラスのプローブ
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が用いられる場合、複数プローブを使用することができる。テストサンプル、例

えば、血小板が細菌汚染の存在について分析される場合、その場合は、プローブ

は特定の細菌ＤＮＡ配列、あるいは細菌ＲＮＡ配列（例えば、ｒＲＮＡ配列）に

対するものであり得る。後者の場合は、プローブは好適には、ヒトＲＮＡとは反

応しないだろうが、その血小板を汚染した細菌種から得られるＲＮＡとは反応す

るだろう。（これについては、以下を参照のこと：Ｂｒｅｃｈｅｒ，Ｍ．Ｅ．ら

、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，３４：７５０－７５５（１９９４）；Ｂｒｅｃｈｅ

ｒ，Ｍ．Ｅ．ら、Ｔｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，３３：４５０－４５７（１９９３）

；Ｈｏｇａｎらに付与された米国特許第５，５４１，３０８号；Ｋｏｈｎｅに付

与された米国特許第５，２８８，６１１号；Ｋｏｈｎｅに付与された米国特許第

４，８５１，３３０号、これらの教示全体が参考文献として本明細書に全体とし

て組み込まれている。）血小板を汚染することが知られているいくつかの細菌種

が表１に挙げられている。その表に挙げられている種は本発明を使用するスクリ

ーニングに適当な標的微生物の例である。

      【００４５】

【表１】

      【００４６】

  一本鎖および二本鎖標的分子
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  本発明の１つの実施態様では、一本鎖微生物標的分子と一本鎖固定捕捉プロー

ブが使用される。この実施態様は、微生物ＲＮＡ標的分子の分析には特に有用で

ある。それはまた、標的の復元が急速ではない、複合体サンプルから得られる特

定の標的の捕捉には有用である。ＰＣＲ産物などの高度に濃縮された微生物標的

は、急速な回復のため、電気泳動法の直前に変性を要求することが可能である。

例えば、１００～２５０塩基対の長さであるＰＣＲ産物の分析に関しては、７５

％ホルムアミド（容量／容量）にそのサンプルを引き上げ、また電気泳動法の直

前に５分間７０℃よりも高く加熱するのに都合が良い。

      【００４７】

  本発明のもう１つの実施態様では、二本鎖微生物標的が一本鎖固定捕捉プロー

ブにより捕捉される。例えば、捕捉プローブは三本鎖構造を形成するために二本

鎖核酸と会合するように設計される。第３の鎖は二本鎖分子の主な溝に局在して

おり、二本鎖分子の塩基によりＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対相互作用を形成する  

（ＨｏｇａｎとＫｅｓｓｌｅｒ，米国特許第５，１７６，９６６号と、Ｃａｎｔ

ｏｒら、米国特許第５，４８２，８３６号）。プローブの設計はしたがって、こ

うした化学的相互作用を支配する制約を受けやすい。しかし、天然に存在する核

酸中に三重構造を形成することができる配列の頻度は、多くの微生物標的核酸が

このプローブ設計ストラテジーを使用して特に捕捉することができるほど高い。

      【００４８】

  代替的には、捕捉プローブは、置換ループ構造の形成により二本鎖核酸と会合

するように設計することができる。こうしたプローブは、二本鎖分子核酸の一本

鎖にのみ結合し、またその二本鎖分子のプローブ相同二本鎖を局所的に置換する

。この置換は、そのプローブ－標的鎖相互作用が標的鎖間の相互作用よりもずっ

と好ましい場合にのみ達成することができる。こうしたプローブは修飾塩基とＷ

ｅｔｍｕｒ，Ｃｒｉｔｉｃａｌ  Ｒｅｖｉｅｗｓ  ｉｎ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ

ｒｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，２６：２２７－２５９  

（１９９１）、主鎖修飾（Ｍｏｏｄｙら、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

．，  １７：４７６９－４７８２  （１９８９））および核酸類似体（Ｎｉｅｌ

ｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５４：１４９７－１５００（１９９１））を使用
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して作製することができる。塩基対が天然に存在する核酸と非常に緊密に且つ特

異的に結合しているペプチド核酸（ＰＮＡ）プローブの使用は本実施態様では特

に有用である。

      【００４９】

標的分子の分析のための均一に修飾された電気泳動媒体

  本発明の本実施態様では、実質的にすべての媒体が、捕捉プローブあるいは複

数のプローブにより修飾される。捕捉プローブおよび電気泳動条件の選択は、捕

捉プローブと標的分子との間の結合が、電気泳動分析の時間スケールについて、

一過性のもので、急速で可逆的なものであるように行われる。こうした条件下で

、標的分子は、電気泳動運転時に捕捉プローブに結合、放出および再結合すると

いう多くのサイクルを経験する。この可逆的結合は捕捉プローブが存在しない場

合にその移動度に比べて、測定された標的の電気泳動移動度を減らす効果を有し

ている。捕捉プローブへの結合が強い場合、標的の移動度は実質的に低減する。

捕捉プローブへの結合が弱い場合、標的の移動度はほんの少ししか低減しない。

このように、捕捉プローブあるいは複数のプローブが存在しない場合に同様の電

気泳動移動度を有する構造的に関連性のある標的は、特異的捕捉プローブに対す

るそれらの親和性に基づいて識別することができる。本方法は、以下に説明する

ように、微生物標的核酸配列変化の分析に特に有用である。この分析方法は、サ

ンプルを汚染していると疑われている複数の病原体を同定する必要が存在するテ

ストサンプル、例えば、血小板中の複数の汚染に対するスクリーニングに利用す

ることができる。

      【００５０】

標的分子分析用１次元アレイ

  本発明の本実施態様では、標的分子を含有するサンプルが、それぞれが少なく

とも１つのクラスの捕捉プローブを含有している、一連の個別の基質層中を電気

泳動にかけられる。例えば、ハイブリダイゼーション結合反応においては、捕捉

プローブに相補的である微生物標的核酸がゲル層内に含有されている捕捉プロー

ブにハイブリダイズし、また、したがってそのゲル層、すなわち、捕捉層に保持

される。非相補的サンプル核酸は捕捉層を通過する。捕捉プローブと相補的サン
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プル核酸との間のハイブリッドの存在が、本明細書に記載されている適当な標識

化ストラテジーにより捕捉層内で検出される。

      【００５１】

  この１次元形式にはいくつか重要な利点がある。まず、サンプルのすべてが捕

捉層を通過し、またしたがって、ハイブリダイゼーションには有用となる。これ

は、たいていの他の固相ハイブリダイゼーション法を超える主な利点となってい

る。高濃度の固定プローブを使用することで、小さなゲルバンド中のすべてのハ

イブリダイズ可能なサンプル核酸鎖を捕捉することができる。

      【００５２】

  第２に、個別の電気泳動移動度を有する完全な核酸種は本方法による分析には

必要とされない。ハイブリダイゼーションと検出は、単に短い配列の相同性を必

要とするだけであるし、部分的に減成された微生物核酸はまだシグナルを付与す

るからである。微生物標的核酸はすべて、それらが減成されるかどうか、その基

質において特定の点に濃縮されるため、この属性はまた検出感受性を増加させる

。伝統的なゾーン電気泳動法では、サンプル核酸はすべて、検出用の個別のバン

ドとして、移動しなければならない。

      【００５３】

  第３に、サンプル量は重要ではない。本発明では、サンプル核酸はすべてたと

え大量のサンプル量が使用されても、捕捉層を通過する。これは、最大限の検出

感受性と解像度のためにサンプル量が可能なかぎり少量である必要がある伝統的

なゾーン電気泳動法を超える有意な利点である。

      【００５４】

  本実施態様では、捕捉層は単一あるいは複数のクラスの捕捉プローブを含有し

ていてもよい。単層における複数の捕捉プローブの使用は、数多くの異なる微生

物のうちのいずれか１つが検出される必要があるアッセイに有用である。例えば

、培地中における、あるいは輸血に使用される血液サンプル（例えば、血小板）

中におけるいかなる細菌の存在および／または同定に本実施態様を用いることが

できる。したがって、細菌に対する一般的なテストは、捕捉プローブとして、す

べては必要ではなくとも、たいていの細菌に共通する保存された細菌遺伝子配列
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のコレクションを使用してもよい。特定細菌の同定は必ずしも重要ではないため

、プローブのコレクションは、いずれかの、またすべての細菌が同じ捕捉層で検

出されることを確実なものとする、さまざまな細菌に特異的な複数のプローブの

広範なスペクトルから構成することができるだろう。

      【００５５】

  複数の捕捉層もまた、本実施態様に使用することができる。これは多重ハイブ

リダイゼーションアッセイを作り出すために同じゲル装置で複数の捕捉層を連続

的に型どりをする簡単なものである。アッセイ時に、テストサンプルをそのすべ

ての層にわたって電気泳動にかけ、そして相補的なサンプル標的核酸を各層に捕

捉させる。各層のハイブリッドの量は、使用される捕捉プローブに関してサンプ

ル組成を直接反映する。例えば、固定捕捉プローブの異なる個別の層があり、各

層が特定の細菌種に特異的である場合、テストサンプルを電気泳動にかけるとき

、細菌の相補的な種が存在する場合は、細菌のその特定種に特異的な特定クラス

の固定捕捉プローブによって検出されるだろう。

      【００５６】

  例えば、本明細書に記載されている方法が、３つの細菌種、大腸菌（Ｅ．ｃｏ

ｌｉ）、Ｓ．アウレウス（Ｓ．ａｕｒｅｕｓ）およびＳ．ピオゲネス（Ｓ．ｐｙ

ｏｇｅｎｅｓ）に関するテストサンプルをスクリーニングするのに使用されれば

、電気泳動媒体は、固定捕捉プローブを含む３つの個別の層が存在するように構

築される。各層は３つの細菌のうちの１つに特異的であり、例えば、層１は大腸

菌に対して特異的な捕捉プローブを含んでおり、層２は、Ｓ．アウレウスに特異

的な捕捉プローブを含んでおり、また層３はＳ．ピオゲネスに特異的な捕捉プロ

ーブを含んでいる。テストサンプルはその後に電気泳動にかけられる。テストサ

ンプルが大腸菌とＳ．ピオゲネスとだけに汚染されている場合、その場合には、

捕捉層１と３には、そのテストサンプルが大腸菌とＳ．ピオゲネスにより汚染さ

れており、Ｓ．アウレウスではないことを示す捕捉プローブと標的分子の間に形

成されるハイブリダイゼーション複合体を含有する。

      【００５７】

  適当にハイブリダイズされる核酸のみが各層に保持されることを確実なものと
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する条件を同定することができる。２０塩基の長さの捕捉プローブによる電気泳

動ハイブリダイゼーションは、室温にて伝統的な非変性ゲルと緩衝液システムを

使用して実施することができる。このサイズの完全に相補的なハイブリッドは、

長時間の間安定であると思われる。しかし、さらなる緊縮性が、そのゲルに尿素

あるいはホルムアミドなどの変性剤を加えることにより、あるいは温度を上げな

がらそのゲルを泳動することにより、達成することができる。

      【００５８】

２次元プローブアレイ

  １次元プローブアレイは、限られた数の捕捉プローブを用いる分析に使用する

ことができる。大きな数の配列の分析には、固定プローブの２次元アレイを使用

することができる。そのアレイは多くのやり方で形成することができる。簡易２

次元アレイは、例えば、複数垂直整列スペーサーを使用して通常のスラブゲル装

置で鋳造することができ、結果において、１次元アレイの１つのアレイを作り出

すことができる。

      【００５９】

  さらに複雑な２次元アレイは２つのステップ、まず、１つのプレート上の基質

（例えば、ポリアクリルアミドゲル）点の集合の１つのアレイとして捕捉プロー

ブ領域を重合するというステップ、それから、そのアレイの上に上方ゲルプレー

トを戴置することによりその点の集合を「サンドイッチし」、またそのプローブ

点の集合の間の空隙スペース中に非修飾ゲルにより充填するというステップで作

り出すことができる。

      【００６０】

  いずれの場合でも、テストサンプルは基質の全長にわたるバンドとして、例え

ば、基質の一番上の端部に装填される。本実施態様では、テストサンプル全体は

捕捉プローブのすべてとは接触しない。しかし、２次元分析が望ましい場合のた

いていの適用では、そのサンプル核酸は高いコピー数で存在し、そのため、この

問題は影響の大きい障害物をもたらすことはない。

      【００６１】

３次元プローブアレイ
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  本出願に記載されているハイブリダイゼーションの諸方法にはまた、例えば、

高産出量および／あるいは価格効果を実現する多重並行アッセイに特に有用であ

り得る、そういった３次元アレイも包含することができる。こうしたアッセイは

、複数サンプルが表面あるいは面に適用することができる場合に３次元固体の形

式で供給することができ、そして、捕捉プローブの１つあるいはそれ以上の領域

が遭遇するよう、その固体の容量全体を移動するように作られる。そのアレイ中

を移動時に捕捉プローブの同じ配列に各サンブルが遭遇するようにアレイは産生

することができ、代替的には、異なるサンプル混合物を分析するように、あるい

は１つあるいはそれ以上のサンプル混合物内成分の異なるセットを分析するよう

に、捕捉プローブの異なる配列を、この目的のために位置決めすることができる

。

      【００６２】

変異の検出

  本実施態様では、本発明は、標的分子のヌクレオチド配列内の変異を検出する

方法に関する。例えば、細菌、ウイルス、寄生生物、その他が変異したかどうか

を判定することが所望される場合がある。微生物のゲノム内の変異を検出するこ

とは、その微生物に関する有意な情報につながる可能性がある。例えば、細菌は

、抵抗性を伝達する遺伝子材料を受け取ることにより、抗生物質に対して抵抗性

になることができる。レトロウイルスなどのある種のウイルスは、迅速な変異速

度を有していることで悪名が高い。一般的な風邪の原因となっているウイルス  

（例えば、アデノウイルス）は、宿主間できわめて容易に変異することができる

。特定の微生物汚染に対してどんな治療的な養生法が採用されるべきかを予測す

るために、例えば、抗体の攻撃に対して感受性がある以前の抗原を取り除くよう

な、そうしたやり方でウイルスが変異するかどうか、その遺伝子ステータスを確

かめることは非常に重要なことであると言うことができる。本実施態様では、テ

ストサンプルには、１つあるいはそれ以上の推定変異標的分子、すなわち、その

ヌクレオチド配列内に含まれている少なくとも１つの変異部位を有する標的核酸

を含んでいる。その変異部位には、ヌクレオチド配列内に１つあるいはそれ以上

の塩基変異が含まれている可能性がある。本実施態様では、電気泳動媒体内に固
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定された捕捉プローブは、変異標的分子内に含まれる特定の変異部位に対して相

補的であるヌクレオチド配列領域を含んでいる。この相補的領域は、その変異が

本当に任意のテストサンプル内に存在する場合は、その特定の変異標的分子にハ

イブリダイズするのに使用される。１つの実施態様では、捕捉プローブは均一な

濃度で基質中で見つけることができる。１つの好適な実施態様では、捕捉プロー

ブは電気泳動媒体の１つあるいはそれ以上の個別の領域に固定される。異なる変

異部位を含有する複数の変異標的分子は、さまざまな変異標的分子内に含まれる

、異なる変異部位に対応する、あるいは、その異なる変異部位に相補的なヌクレ

オチド配列領域を含有する固定化捕捉プローブを使用して検出することができる

。（Ｋｅｎｎｅｙ，Ｍ．ら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２５（３）：５１６

－５２１（１９９８）、その教示は本出願に全体として組み込まれている）。１

つの変異標的分子が１つ以上の変異部位を含んでいる可能性があることも考えら

れる。これらの変異部位は、その変異標的分子内に含まれている１つの特定の変

異部位に相補的であるように設計されている複数の捕捉プローブにより検出する

ことができる。複数の捕捉プローブは、電気泳動用媒体内の、１つの特定変異部

位の検出のための特異的な種々の捕捉層に固定化されうる。テストサンプル核酸

の電気泳動の移動度は、固定化プローブとの相補性の程度により影響を受ける。

プローブに対して完全な相補性を有する標的分子は、捕捉プローブを介して電気

泳動用媒体に固定化され、低い相補性を有する標的分子は、捕捉層を通過する  

（Ｋｅｎｎｅｙ，Ｍ．ら、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，２５（３）：５１６－

５２１（１９９８））。

      【００６３】

  サンプルは、固体相ハイブリダイゼーション分析に先立って標識化されたヌク

レオチド三リン酸塩を用いて、ＰＣＲ増幅法により都合よく調製し、標識化する

ことができる。

      【００６４】

単一置換による標的分子の検出

  本発明のもう１つの実施態様では、鎖置換反応（米国特許第４，７６６，０６

２号；米国特許第４，７６６，０６４号；Ｖａｒｙ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ
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ｓ  Ｒｅｓ．，１５：６８８３－６８９７（１９８７）；Ｖａｒｙら、Ｃｌｉｎ

ｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ３２：１６９６－１７０１（１９８６）を参照

のこと、それらの教示全体は参考文献として組み込まれている）、あるいは逆鎖

置換（米国特許第６０／１０３，０７５号を参照のこと、その教示全体が参考文

献として本出願に組み入れられている））を使用してテストサンプルから得られ

る微生物の検出のための諸方法が開示される。

      【００６５】

  置換アッセイでは、部分的二本鎖プローブが用いられている。本出願では「つ

なぎ鎖」核酸と呼称されているそのプローブの長い一本鎖核酸部分は、標的内に

含まれるヌクレオチド配列領域に相補的である。このつなぎ鎖は約５～約１００

ヌクレオチドの長さである。このプローブのその他の成分は、本出願では以降、

「シグナル」核酸と呼称される、非標識化つなぎ鎖成分の特定の部分配列（標的

分子内に含まれるヌクレオチド配列領域に相補的である同じサブ配列）に相補的

である、短い一本鎖の、検出可能に標識化された核酸である。このシグナルは約

５～約５０ヌクレオチドの長さである。これはそのつなぎ鎖に相補的であるため

、そのシグナル核酸の配列は標的の一部分に関する配列において同一（あるいは

非常に類似している）である。その２つのプローブの一本鎖成分がハイブリダイ

ズされるときには、そのシグナルおよびつなぎ鎖一本鎖は、シグナル核酸がその

つなぎ鎖と完全に塩基対であるハイブリッドを形成し、またそのつなぎ鎖には、

標的とのハイブリダイゼーションに有用である一本鎖領域が含まれる。

      【００６６】

  従来からの置換アッセイでは、プローブは１つあるいはそれ以上の標的分子を

含むテストサンプルと一緒にインキュベートされ、またその標的はつなぎ鎖成分

の一本鎖部分にハイブリダイズする。標的はそのつなぎ鎖の全長に相同であるた

め、その標的はシグナル核酸との相同鎖交換反応を開始し、またそのつなぎ鎖か

らそれを置換する。標的が長く、またそのつなぎ鎖によりより安定した二本鎖分

子を形成するので、その鎖交換反応は、シグナル核酸置換の方向に急速に進む。

（これについてはＧｒｅｅｎ，Ｃ．とＴｉｂｂｅｔｔｓ，Ｃ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ

  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，９：１９０５－１９１８（１９８１）を参照のこと、
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その教示全体は本出願に参考文献として組み込まれている）。当業者であれば、

置換された標識化シグナル核酸がサンプル中の標的の量を正確に反映する実験上

の条件を見つけ出すことができる。（これについては、米国特許第４，７６６，

０６２号；米国特許第４，７６６，０６４号；Ｖａｒｙ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１５：６８８３－６８９７（１９８７）；Ｖａｒｙら、Ｃｌ

ｉｎｉｃａｌ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ３２：１６９６－１７０１（１９８６）を

参照のこと、それらの教示全体は参考文献として組み込まれている）。

      【００６７】

  本発明の本実施態様では、置換法を使用して微生物学的アッセイを実施するた

めの簡便化されたプロセスが開示される。特に、置換プローブ複合対のつなぎ鎖

成分は、電気泳動基質内に固定される。このように、標的分子は、ハイブリダイ

ゼーションに適している条件下で、捕捉プローブを含有する基質中を通してそれ

らを電気泳動にかけることにより、プローブ複合体（ハイブリッドシグナルとつ

なぎ鎖核酸とから成る）と接触する。標的分子が固定化捕捉プローブ複合体と接

触するとき、その標的分子はプローブ複合体のシグナル成分を置換し、その複合

体の固定されてつながれた成分にハイブリダイズする。その置換の後、置換され

たシグナルプローブ成分が検出され、またその元のテストサンプル中の標的分子

の存在と数を測定するために定量化される。

      【００６８】

  もう１つの実施態様では、逆置換がテストサンプル中の１つあるいはそれ以上

の標的分子の検出に関して説明される。その置換プローブ複合体は２つの核酸か

ら成る。すなわち、「シグナル」核酸と「つなぎ鎖」核酸である。この複合体に

おいては、そのシグナルは標的核酸に対して相補的である。そのつなぎ鎖核酸は

したがって、その標的の特定部分配列に対して配列においては同一、あるいは実

質的にほぼ同じである。本発明の１つの好適な実施態様では、そのシグナル核酸

は検出可能に標識化される。標的核酸が固定化置換プローブ複合体を含む電気泳

動媒体を通って電気泳動にかけられ、またハイブリダイゼーションに適する条件

下で、そのプローブ複合体と接触するようになると、その場合には、そのシグナ

ル核酸はその標識とハイブリダイズし、またそのシグナル核酸は相同鎖交換によ
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りそのつなぎ鎖核酸から取り除かれる。逆置換反応の産物はそのシグナル核酸と

その標的とのハイブリッドである。このハイブリッドは捕捉プローブ層から移動

し、また検出することができ、また固定置換プローブ層からそれが移動して離れ

ると、定量化が可能になる。

      【００６９】

  これらの置換方法の１つの主な利点は、その標的分子が検出可能に標識化され

る必要がないことである。標的分子置換反応は、電気泳動基質における検出可能

に標識化されたプローブ分子の移動を生じる。プローブを標識化する数多くの異

なる方法が説明されてきたが、放射能、蛍光成分、化学発光部分、直接酵素抱合

体などの直接標識と、２次あるいは３次標識化分子と一緒に使用するための親和

性標識などの間接標識の両方がある。逆置換アッセイは標識特異的ではなく、ま

たいずれの実用的な標識も使用することができる。

      【００７０】

  本発明のもう１つの実施態様では、標的依存性プローブ置換は、つなぎ鎖核酸

の特性における変化により、あるいはその置換反応により改変されるシグナルつ

なぎ鎖複合体の特性における変化により、検出することができる。

      【００７１】

  その後ひき続いて、検出の異なる形態が標識化プローブ核酸を使用することが

多く、その他のものは標識化つなぎ鎖核酸を、さらに他のものは標識化つなぎ鎖

および標識化プローブを使用し、またその他のものは非標識化プローブおよび非

標識化つなぎ鎖を使用しうる。

      【００７２】

  プローブ置換の検出は、物質のいずれかの化学的あるいは物理的特性に関する

値、あるいは値の変化を検出することを含むその他の手段により達成することが

できるが、それらに限定されるわけではない。こうした値あるいは値における変

化には、それらに限定されるわけではないが、以下のものが含まれる。すなわち

、物理的測定法（質量あるいは密度測定法、質量分析法、プラズモン（染色体外

遺伝決定因子）共鳴法）、光学的検出（発光、吸光、蛍光、リン光、ルミネセン

ス、化学ルミネセンス、偏光、屈折率変化、その他）、電気的伝導度、その他の
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電磁気エネルギーの吸収あるいは放出、放射能および溶液特性における誘発変化

（粘度、濁度、旋光度）など、である。

      【００７３】

検出スキーム

  特異的結合反応の検出、例えば、捕捉プローブに結合される固定微生物標的分

子の検出は、数々の異なるやり方で達成することができる。

      【００７４】

  テスト分子は結合反応に先立って検出可能に標識化することができる。直接標

的標識化のための適当な標識は、集中的吸光（例えば、輝度の高い色調に）、放

射能、蛍光、リン光、化学ルミネセンス、あるいは触媒によるものであり得る。

修飾ポリヌクレオチドを使用した核酸サンプルの直接標的標識は、当業者であれ

ば、周知の数々の酵素による諸方法により達成することができる（Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋら、「分子クローニング：ラボマニュアル（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎ

ｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ）」、第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ社刊、１９８９年、ニュヨーク州コール

ドスプリングハーバー市、に総説）。

      【００７５】

  代替的には、標的分子は、それ自身標識化されているか、あるいは検出可能な

シグナルを産生できるかのいずれかである第２の特異的結合実体により認識する

ことができるリガンドを使用して間接的に標識化することができる。

      【００７６】

  こうした間接的システムの１つの例は、ビオチン化されたポリヌクレオチドを

使用した標識化である。このシステムでは、サンプルは標準的な核酸標識化技術

と、ビオチン化ポリヌクレオチドを使用して酵素的に標識化される。その結果し

て生じたビオチン修飾核酸は、ストレプトアビジンあるいはアビジンタンパク質

分子のビオチン特異的結合により検出することができる。ストレプトアビジンあ

るいはアビジン分子は、適当な物質により化学ルミネセンスあるいは比色シグナ

ルを産生するのに使用することができる、アルカリホスファターゼあるいは西洋

ワサビペルオキシダーゼなどの、フルオレセインあるいはリポーター酵素などの
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蛍光標識に結合することができる（総説に関しては、ＫｅｌｌｅｒとＭａｎａｋ

，「ＤＮＡプローブ（ＤＮＡ  Ｐｒｏｂｅｓ）」、第２版、マクミラン出版刊、

１９９３年、ロンドン；Ｐｅｒｓｈｉｎｇら編「診断学的分子生物学－原則と適

用（Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ：

Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）」、Ａｍｅｒｉｃ

ａｎ  Ｓｏｃｉｅｔｙ  ｆｏｒ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ刊、１９９３年、ワ

シントン，Ｄ．Ｃ．を参照のこと）。

      【００７７】

  もう１つの有用な検出システムは、核酸中に組み込まれているジゴキシゲニン

－ｄＵＴＰを認識する、アルカリホスファターゼに結合した、抗ジゴキシゲニン

抗体を使用するジゴキシゲニンシステムである。（Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．編

「分子生物学における現行プロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ）」、第１巻、§§３．１８．１～

３．１９．６（１９９５）；これらの教示全体は参考文献として本出願に全体と

して組み込まれている）

      【００７８】

  検出可能に標識化されたハイブリダイゼーションプローブもまた、間接的標的

標識として使用することができる。例えば、標的核酸は以降は「サンドイッチ」

プローブと呼ばれる、検出可能に標識化されたプローブによるハイブリダイゼー

ションにより、電気泳動法に先立って間接的に標識化することができる。このサ

ンドイッチプローブは捕捉プローブにより認識される領域とは重複しない微生物

標的の領域とハイブリダイズするように設計される。このサンドイッチプローブ

は電気泳動法時に残って標的と会合するように設計され、捕捉プローブには直接

結合し得ない。

      【００７９】

  サンドイッチプローブはまた、電気泳動による捕捉の後に標的分子を標識化す

るのに使用することができる。この標識化の方法においては、非標識化標的が電

気泳動法にかけられ、またまず捕捉プローブにハイブリダイズする。その後に、

サンドイッチプローブが捕捉層を通って電気泳動にかけられる。要するに、その
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捕捉された標的はその時点で、サンドイッチプローブに対する新しい「捕捉」プ

ローブとして作用する。この捕捉標的サンドイッチプローブ複合体はその時点で

、サンドイッチプローブ標識により検出することができる。

      【００８０】

  ブロット法もまた、標的結合捕捉プローブの検出に適応することができる。例

えば、検出表面は結合サンプル成分を有する分離媒体に並列され、またそのサン

プル成分はその後に、検出表面に移動し、任意に、例えば、溶媒あるいは試薬変

更などの化学的手段により補助が行われる。ここで、移されたサンプル成分が、

インターカレート染色の光学的検出などの公知の手段により、あるいはハイブリ

ダイズ放射線種から得られる放射能の検出により検出される。

      【００８１】

  さまざまな光学的技術が、捕捉プローブに結合されるサンプル成分の存在を検

出するのに使用することができる。例えば、その捕捉プローブが線状アレイ中に

配置されている場合は、各シグナルのその位置および強度が、機械的に、あるい

は光学的に、検出可能なシグナルのアレイに沿って単一検出器をスキャンするこ

とにより測定することができる。代替的には、検出可能なシグナルの線状アレイ

は検出可能なシグナルのアレイにアレイ検出器を並列させること、あるいはアレ

イ検出器上のシグナルレアイのすべてあるいは一部を光学的に画像化することな

どにより、線状アレイ検出器により検出することができる。

      【００８２】

  検出可能なシグナルを伴う捕捉プローブが２次元アレイとして配置されるとき

、数々の検出方式を用いることができる。単一検出器は、機械的あるいは光学的

スキャニングにより、あるいはいずれかの組み合わせより、各時点でそのシグナ

ルを測定するのに使用することができる。代替的には、線状光学的検出アレイは

、並列あるいは光学的画像化によりシグナルのセットを検出するのに使用するこ

とができ、またこうしたシグナルの複数セットは、機械的にあるいは光学的にシ

グナルアレイあるいは検出器をスキャニングすることにより、検出することがで

きる。代替的には、捕捉プローブの２次元アレイは、固定化捕捉プローブから得

られる光学的シグナルアレイに並列することにより、あるいはその光学的シグナ
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ルアレイの光学的画像により２次元光学領域検出器により全部あるいは一部で光

学的に検出することが可能である。

      【００８３】

  ３次元アレイとして捕捉プローブが配置されるとき、個々のシグナルの検出は

、１つあるいはそれ以上のアレイのサブセクションをまず物理的にとることによ

り、上記の技術により配置することができる。代替的には、共焦点顕微鏡技術な

どの光学方式を用いることができ、それによって１つあるいは数々の検出可能な

シグナルが画像化され、またその他からの干渉は最少限度で検出され、またその

他のシグナルが光学的調整後に引き続き検出される。

      【００８４】

  本発明の特徴およびその他の詳細は、次に実施例においてさらに詳細に説明さ

れ、また指摘されることになる。本発明の特定の実施態様は、図示説明により示

されるが、本発明に関する制限としてではない。本発明の主な特徴は、本発明の

範囲から離れることなく、さまざまな実施態様において用いることができる。

      【００８５】

実施例

実施例１：血小板濃縮物における細菌汚染用ゲルに基づくサンドイッチアッセイ

  微生物汚染が疑われる血小板濃縮物２５０μＬは、エシェリキア・コリ（大腸

菌；Ｅ．ｃｏｌｉ）細胞を含む緩衝液２５０ｍＬ（ｐＨ７．０の２００ｍＭリン

酸ナトリウム緩衝液、２ｍＭ  ＥＤＴＡ，２％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ

）、０．１％ヘパリン）を混合することにより作成された。その大腸菌細胞は、

ＬＢ寒天プレート培養培地から得た細菌のコロニーにより、液体ＬＢブイヨン２

ｍＬを摂取することにより作成され、また振とうを加えて３７℃にて一夜増殖さ

せた（Ｍａｎｉａｔｉｓら、「分子クローニング：ラボマニュアル（Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ）」、第

２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ社刊、１９８９年、

ニュヨーク州コールドスプリングハーバー市）。翌朝、一夜培養培地が新鮮なＬ

Ｂ媒体により１００倍に希釈され、また６００ｎｍで２．４の光学的吸光度にな

るまで増殖させた。その培養培地は３０秒間マイクロ遠心分離機（１０，０００
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ｘ  ｇ）でペレット化され、また氷冷ＴＥ緩衝液（１０ｍＭトリス－ＨＣｌ，ｐ

Ｈ８．０，１ｍＭ  ＥＤＴＡ）に、４ｘ１０9 細胞／ｍＬの密度まで再懸濁され

た。

      【００８６】

  血小板濃縮物のアリコートが、洗浄された大腸菌細胞により以下のように、注

入された。すなわち、

  １）  血小板濃縮液１．７５ｍＬ  

  ２）  ｐＨ６．８の１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液０．３５ｍＬ

  ３）  １０ｍＭアウリントリカルボン酸０．３６ｍＬ（Ｒｎａｓｅ阻害剤、Ｓ

ｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ社、ミズーリ州セントルイス市）

  ４）  １０％ｗｔ／ｖ  ＳＤＳ  ０．３５ｍＬ

  ５）  ０．５Ｍ  Ｎａ2 ＥＤＴＡ  ０．０３５ｍＬ  

  ６）  １０％低分子量へパリン（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ社）０．０３

５ｍＬ

      【００８７】

  緩衝液／血小板混合物のアリコート（４５０μＬ）がネジ蓋マイクロ遠心分離

機試験管の中に施与され、また洗浄された大腸菌細胞の連続希釈液の５０μＬア

リコートが加えられた。この試験管は短時間混ぜ合わされ、また、アルミニウム

加熱ブロックで１３０～１４０℃にて１０分間加熱された。その結果生じた溶解

産物はマイクロ遠心分離機（１０，０００ｘ  ｇ）で室温にて１０分間遠心分離

に掛けられた。

      【００８８】

  溶解産物のアリコートがハイブリダイゼーション反応で以下のように使用され

る。すなわち、

  １）  溶解され、注入された血小板濃縮液２４μＬ

  ２）  １０ｘ共役ハイブリダイゼーション緩衝液４μＬ（１Ｍ  ＮａＣｌ，ｐ

Ｈ８．３の３３７Ｍｍトリス－ホウ酸塩、１０ｍＭ  ＭｇＣｌ2 ，１ｍＭ  Ｚｎ

Ｃｌ2 ，ｐＨ６．８の３０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液）

  ３）  １０μＭアダプターポリヌクレオチド配列（５’－ＧＣＴ  ＧＣＴ  Ｔ
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ＣＣ  ＴＴＣ  ＣＧＧ  ＡＣＣ  ＴＧＡ  ＧＴＧ  ＡＡＴ  ＡＣＧ  ＴＴＣ  Ｃ

ＣＧ  ＧＧＣ  ＣＴ－３’［配列番号：１］）、２μｌ

  ４）  ３００  ｎＭアルカリホスファターゼ（ＡＰ）共役サンドイッチプロー

ブ６μＬ（５’－ＡＰ－ＮＨ2 －Ｇ  ＧＣＡ  ＣＡＣ  ＧＣＧ  ＴＣＡ  ＴＣＴ

  ＧＣＣ  ＴＴＣ－３’［配列番号：２］）、６μｌ

  ５）  １０ｍＭアウリントリカルボン酸１μＬ

  ６）  水１μＬ

ハイブリダイゼーションは５３℃にて１０分間実施した。ちなみに、本出願で使

用されるとき、ポリヌクレオチドという用語は、「ポリヌクレオチド配列」とい

う語句と相互に交換可能である。

      【００８９】

  アダプタープローブは、５’最末端側の２１ヌクレオチドが、大腸菌の４．５

Ｓ  ＲＮＡの塩基６５から４１までに相補的であり、また３’最末端側の２０ヌ

クレオチドがゲル固定化捕捉プローブポリヌクレオチドに相補的である４１－ｍ

ｅｒ  ＤＮＡポリヌクオチドである。本実施例で使用されている細菌標的ポリヌ

クレオチドは大腸菌の４．５Ｓ  ＲＮＡから得たヌクレオチド配列であり、また

それは以下のとおりである。

すなわち、

  ＧＧＧＧＧＣＴＣＴＧ  ＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣ  ＣＧＣＡＡＣＧＣＴＡ  ＣＴ

ＣＴＧＴＴＴＡＣ  ＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴ  ＣＣＧＧＡＡＧＧＡＡ  ＧＣＡＧＣ

ＣＡＡＧＧ  ＣＡＧＡＴＧＡＣＧＣ  ＧＴＧＴＧＣＣＧＧＧ  ＡＴＧＴＧＡＧＣ

ＴＧＧ  ＣＡＧＧＧＣＣＣＣＣ  ＡＣＣＣ  （Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号  ＃  Ａ

Ｅ０００１５１  Ｕ０００９６；塩基１０８９９－１１０１３；配列番号：３）

。

      【００９０】

  ハイブリダイズサンプルは、ＥＤＴＡは含めることなくｐＨ８．３の９０ｍＭ

トリスホウ酸緩衝液を含む垂直５％ポリアクリルアミドゲル（２９：１、単量体

：ビスｗｔ／ｗｔ）上に装填された。そのゲルは３つのセクションに注ぎ込まれ

た。ゲルの中央層には固定化捕捉プローブポリヌクレオチドが含まれる（あるい
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は単に捕捉プローブ、５’－アクリルアミド－ＡＧＧ  ＣＣＣ  ＧＧＧ  ＡＡＣ

  ＧＴＡ  ＴＴＣ  ＡＣ－３’［配列番号：４］）。アクリルアミド修飾プロー

ブは、ポリアクリルアミド基質との重合時にアクリルアミドゲル混合物の中に含

まれていた。そのアクリルアミド基は、市販されていて入手可能なアクリルアミ

ドホスホルアミダイト（Ａｃｒｙｄｉｔｅ（商標），Ｍｏｓａｉｃ  Ｔｅｃｈｎ

ｏｌｏｇｉｅｓ，マサチューセッツ州ボストン市）を使用して捕捉プローブに加

えられた。捕捉層の捕捉プローブの濃度は４μＭであった。ゲルの上方および下

方セクションには捕捉プローブは含まれていなかった。ゲルは、およそ０．７５

ｍｍの厚さｘ１０ｃｍの長さｘ１０ｃｍ幅であった。電気泳動は２００Ｖで９０

分間、３４℃というゲル温度にて実施された（Ｐｅｎｇｕｉｎ装置，Ｏｗｌ  Ｓ

ｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社、マサチューセッツ州ウォボーン市）。

      【００９１】

  電気泳動の後、ゲルがガラス電気泳動プレートから取り外され、またＡＰ緩衝

液（ｐＨ１１の２．４Ｍジエチルアミン－ＨＣｌ緩衝液、１ｍＭ  ＭｇＣｌ2 ，

０．１ｍＭ  ＺｎＣｌ2 ）の中で１０分間洗浄された。ゲルはその後、Ａｔｔｏ

ｐｈｏｓ  化学蛍光ＡＰ基板（Ａｔｔｏｐｈｏｓ，Ｌｕｍｉｇｅｎ，Ｂｏｅｈｒ

ｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ社，インディアナ州

インディアナポリス市）１５ｍＬに１０分間浸漬された。蛍光ＡＰ産物が、２次

元蛍光スキャナーを使用して画像化された（Ｆｌｕｏｒｉｍａｇｅｒ  ５９５，

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｙｎａｍｉｃｓ社，カリフォルニア州Ｓｕｎｎｙｖａｌ

ｅ）。

      【００９２】

  そのゲルの蛍光画像は図５に図示されている。そのゲルを水平に横切るように

伸びている捕捉層の位置は、かぎ括弧付きの７により示されている。

サンプルは以下のやり方で装填された。すなわち、

  レーン１：１０7 大腸菌細胞を含む事前にハイブリダイズされた溶解産物、

  レーン２：装填されたサンプルなし、

  レーン３：１０6 大腸菌細胞を含む事前にハイブリダイズされた溶解産物、

  レーン４：１０5 大腸菌細胞を含む事前にハイブリダイズされた溶解産物、
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  レーン５：１０4 大腸菌細胞を含む事前にハイブリダイズされた溶解産物、

  レーン６：大腸菌細胞を加えずに事前にハイブリダイズされた溶解産物。

      【００９３】

  結果はレーン１、３および４の捕捉層におけるＡＰ活性を示す。微量ＡＰ活性

がレーン５の高度対照画像では観察される。レーン６ではバックグラウンドの上

のＡＰ活性の払底がみられる。結論としては、本出願で説明されているサンドイ

ッチアッセイには、１０4 ～１０5 細菌細胞を検出するのには十分な感受性があ

る。

      【００９４】

実施例２：ゲルハイブリダイゼーションによる細菌ＲＮＡの鎖置換検出

  エンテロバクター・クロアケ（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ  ｃｌｏａｃａｅ）

、シュードモナス・エルジノーサ（Ｐｓｅｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓ

ａ）、セラチア・マルセッセンス（Ｓｅｒｒａｔｉａ  ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）

、バシラス・セレウス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ  ｃｅｒｅｕｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈ

ｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）、スタヒロコッカス・エピデルミディス（Ｓｔａｐ

ｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、スタヒロコッカス・アウレ

ウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ  ａｕｒｅｕｓ）から得られたすべての細

菌ＲＮＡは、加熱フェノールを使用して培養された細胞からの抽出により精製さ

れた。５ｍＬ栄養ブイヨン（Ｄｉｆｃｏ、Ｆｉｓｈｅｒ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

社により配送、ペンシルバニア州ピッツバーグ市）培養培地は、栄養寒天プレー

トから得られた単一分離コロニーで開始して、３７℃にて一夜増殖された。次い

でこの一夜培養後に、１００ｍＬ栄養ブイヨンが一夜培養培地に接種された。こ

の新しい培養培地は４時間増殖することができ、その後細菌は遠心分離機（６０

００ｘ  ｇ）を使用することにより集菌された。細菌細胞は、酢酸ナトリウム緩

衝液５ｍＬ中に再懸濁された（ｐＨ５．２，２０ｍＭ酢酸ナトリウム、１ｍＭ  

ＥＤＴＡ）。懸濁された細胞に対して、事前に加熱されていた（７０℃、１：１

，容量：容量、水で事前に平衡化）１０％ＳＤＳ  ５００μＬおよびフェノール

クロロホルム５ｍＬが加えられ、またその後に、力強い振とうにかけられた。そ

の混合液はその後に７０℃にて１０分間、間欠的振とうを加えながらインキュベ
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ートされた。細菌細胞を含有する混合液はその後に、親水性相と疎水性相を分離

するために８０００ｘ  ｇで１０分間遠心分離にかけられた。水性相は新しい試

験管に移され、また上述のように、フェノール／クロロホルムを使用して再抽出

された。ＲＮＡはその後に、３Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５．２，３Ｍ酢酸ナトリ

ウム）とエタノール２．５容量の１０％容量溶液を使用して、２回連続エタノー

ル析出により水性相から回収された。回収されたＲＮＡはその後、およそ１～２

ｍＬ  ＴＥ緩衝液（ｐＨ８．０の１０ｍＭトリス－ＨＣｌ，１ｍＭ  ＥＤＴＡ）

の中で溶解され、また－２０℃にて保存された。ＲＮＡの濃度は、１  ＯＤ260 

単位当たり３３μｇ／ｍＬであると想定して、２６０ｎｍにおける吸光度により

測定された。ＲＮＡ濃度は最終溶液の中で、１～３μｇ／μＬの範囲であった。

      【００９５】

  電気泳動ゲルは３つのセクションに注ぎ込まれた。そのゲルの中央層には、固

定可能なつなぎ鎖捕捉プローブポリヌクレオチド（５’－アクリルアミド－ＧＧ

Ｔ  ＡＡＧ  ＧＴＴ  ＣＴＴ  ＣＧＣ  ＧＴＴ  ＧＣＡ  ＴＣＧ  ＡＡＴ  ＴＡ

Ａ  ＡＣＣ  ＡＣＡ  ＴＧＣ  ＴＣＣ  ＡＣＣ  ＧＣＴ  ＴＧＴ  Ｇ－３’［配

列番号：５］）を蛍光シグナルポリヌクレオチド（５’－Ｃｙ３－ＣＡＣ  ＡＡ

Ｇ  ＣＧＧ  ＴＧＧ  ＡＧＣ  ＡＴＧ  ＴＧＧ  ＴＴＴ－３’［配列番号：６］

、ここで、Ｃｙ３が蛍光ホスホルアミダイトの位置を示す）によりハイブリダイ

ズすることにより形成される、固定されていて部分的に二本鎖置換プローブ複合

体が含まれる。アクリルアミド修飾置換複合体は、重合時にアクリルアミドゲル

混合物の中に含められ、ポリアクリルアミド基質による共重合により層の中に固

定化された。アクリルアミド基は、市販されていて入手可能なアクリルアミドホ

スホルアミダイト（Ａｃｒｙｄｉｔｅ（商標），Ｍｏｓａｉｃ  Ｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｉｅｓ社、マサチューセッツ州ボストン市）を使用してつなぎ鎖ポリヌクレ

オチドに加えられる。捕捉層中の置換プローブ複合体の濃度は、２μＭであった

。そのゲルの上方および下方セクションには捕捉プローブは含まれていなかった

。そのゲルはおよそ０．７５ｍｍの厚さｘ１０ｃｍ長さｘ１０ｃｍ幅であった。

      【００９６】

  細菌ＲＮＡあるいは細菌標的ポリヌクレオチドのサンプルは、そのＲＮＡを小
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さな片に切断するために、５０℃にて３０分間１００ｍＭ  ＮａＯＨでの処理に

より、加水分解され、またそれによって、１６Ｓ  ｒＲＮＡの分子内２次構造を

減らした。本実施例の中で使用された大腸菌１６Ｓ  ｒＲＮＡヌクレオチド配列

は次のとおりである。すなわち、５’－ＣＡＣ  ＡＡＧ  ＣＧＧ  ＴＧＧ  ＡＧ

Ｃ  ＡＴＧ  ＴＧＧ  ＴＴＴ  ＡＡＴ  ＴＣＧ  ＡＴＧ  ＣＡＡ  ＣＧＣ  ＧＡ

Ａ  ＧＡＡ  ＣＣＴ  ＴＡＣ  Ｃ－３’（Ｇｅｎｂａｎｋ受託番号：＃Ｍ２４３

８６；ｒＲＮＡヌクレオチド配列位置９３３－９８４，［配列番号：７］）であ

る。大腸菌から得たこの１６Ｓ  ｒＲＮＡの５’－末端は、上記の蛍光シグナル

ポリヌクレオチドと部分的配列相同を分かち合って共有していた。大腸菌１６Ｓ

  ｒＲＮＡヌクレオチド配列では、捕捉プローブポリヌクレオチドによりその増

加した塩基対のため、蛍光シグナルよりも、固定化捕捉プローブとの相補性の度

合いが高かった。標的ポリヌクレオチドが捕捉プローブ／シグナルポリヌクレオ

チド複合体と接触するとき、基本的には親和性の差異であるこの差異に基づいて

、標的ポリヌクレオチドは、シグナルポリヌクレオチドを置換し、また新しい複

合体が標的ポリヌクレオチドと捕捉プローブポリヌクレオチドの間に形成される

ことになる。

      【００９７】

  中和後、サンプルを中性１ｘ  ＴＢＥ（ｐＨ８．３の８９ｍＭトリス－ホウ酸

塩、２ｍＭ  ＥＤＴＡ）６％ポリアクリルアミドゲル（２９：１単量体：ビスア

クリルアミド、ｗｔ：ｗｔ）上で走行させた。すべてのＲＮＡのおよそ３０～４

０μｇをそのゲルの各レーンで走行させた。ヒト１８Ｓ  ｒＲＮＡ配列と大腸菌

１６Ｓ  ｒＲＮＡ配列から成る陰性および陽性の対照サンプルはそれぞれ、Ｔ７

  ＲＮＡポリメラーゼを使用して適当なベクターのインビトロ転写により産生さ

れた。これらインビトロ転写物もまたＮａＯＨにより加水分解され、中和され、

また細菌ＲＮＡ標準サンプルと並行して電気泳動にかけられた。電気泳動は３５

℃のゲル温度を使用して１００Ｖで実施された（Ｐｅｎｇｕｉｎ装置、Ｏｗｌ  

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社、マサチューセッツ州ウォーバーン市）。電気泳動後、

そのゲルはガラスプレートから取り外され、Ｃｙ３染色蛍光（Ａｍｅｒｓｈａｍ

  Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ社、ニュージャージー州ピスカタウェイ
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市）がゲルスキャナー（Ｆｌｕｏｒｉｍａｇｅｒ  ５９５，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

  Ｄｙｎａｍｉｃｓ社、カルフォルニア州サニーバレー市）を使用して測定され

た。

      【００９８】

  図６はゲルの蛍光画像を図示している。インビトロ転写対照を含むレーンは除

いて、ＲＮＡのおよそ３０～４０μｇが各レーンに加えられた。ヒトインビトロ

転写物のおよそ８ピコモル；それに、大腸菌インビトロ転写物４ピコモルが、対

照として使用された（右レーン）。観察できるように、大腸菌インビトロ転写物

およびその他のすべてのＲＮＡは、その置換複合体から、シグナル層に図示され

ている蛍光シグナルポリヌクレオチドを置換することができた。対照的に、ヒト

１８Ｓ  ｒＲＮＡインビトロ転写物はその置換複合体に相補的なヌクレオチド配

列の欠損のため、シグナルを置換することができなかった。したがって、図示さ

れているその置換アッセイは、ヒトｒＲＮＡから干渉されることなく、広範な系

統多様性を有する細菌ＲＮＡを検出することができる。

      【００９９】

実施例３：固体相分析を使用した変異検出

  ５’－末端アクリダイト基を含有するポリヌクレオチドが、本実施例で使用さ

れた（Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ社，アラバマ州Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌ

ｅ；Ｅｕｒｏｇｅｎｔｅｃ社、ベルギー、Ｓｅｒａｉｎｇ；Ｏｐｅｒｏｎ  Ｔｅ

ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、カリフォルニア州Ａｌａｍｅｄａ市）。非修飾および

５’－フルオレレイン標識化ポリヌクレオチドが、Ｒａｎｓｏｍ  Ｈｉｌｌ  Ｂ

ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ社（カリフォルニア州Ｒａｍｏｎａ市）から入手された。

凍結乾燥されたポリヌクレオチドがＴＥ緩衝液（ｐＨ８．３の１０ｍＭトリス－

ＨＣｌ、１ｍＭ  ＥＤＴＡ）の中で溶解され、－２０℃にて冷凍保存された。濃

度はＡ260 ｎｍ読み取り値（１光学濃度（ＯＤ）単位当たり３３μｇ／ｍＬオリ

ゴヌクレオチドと想定）から測定された。すべての濃度はオリゴヌクレオチド鎖

に関連しているものである。

      【０１００】

  本実施例で使用されるポリヌクレオチドの配列は以下に説明される。「Ｆｌ」



(49) 特表２００３－５０３０１１

および「Ａｃ」はフルオレセインとアクリダイト修飾をそれぞれ表わす。フルオ

レセイン標識化標的分子を使用して、ハイブリダイゼーション（ｖｉｚ，捕捉）

の効率を示すために設計された第１実験で使用された捕捉プローブは、５’－Ａ

ｃ－ＧＴＡ  ＣＣＡ  ＴＡＡ  ＣＡＧ  ＣＡＡ  ＧＣＣ  ＴＣＡ－３’［配列番

号：８］、それに、使用された標的ポリヌクレオチドは以下のとおりであった。

すなわち、（ｉ）左相補的レーン、５’－Ｆｌ－ＴＧＡ  ＧＧＣ  ＴＴＧ  ＣＴ

Ｇ  ＴＴＡ  ＴＧＧ  ＴＡＣ－３’［配列番号：９］；（ｉｉ）右相補的レーン

、５’－Ｆｌ－ＴＧＡ  ＧＧＣ  ＴＴＧ  ＣＴＴ  ＴＴＡ  ＴＧＧ  ＴＡＣ－３

’［配列番号：１０］；（ｉｉｉ）非相補的、５’－Ｆｌ－ＡＴＴ  ＡＣＧ  Ｔ

ＴＧ  ＡＴＡ  ＴＴＧ  ＣＴＧ  ＡＴＴ  Ａ－３’［配列番号：１１］、である

（図７参照）。その２つの相補的ポリヌクレオチドは、５’末端から１２塩基の

単一位置で異なる（下線部）。使用された非緊縮ゲル条件下（すなわち、２３℃

ゲル温度）で、その２つの相補的なポリヌクレオチドの間のヌクレオチド配列差

異は識別されない（図７参照）。

      【０１０１】

  次の実験では、異なる複数および単数の塩基ミスマッチを含有する一連の標的

分子は、以前の実験で使用されたように、同じ捕捉プローブを使用して走行させ

、またその標的分子は、フルオレセイン標識化補体(compl.)：５’－Ｆｌ－ＴＧ

Ａ  ＧＧＣ  ＴＴＧ  ＣＴＧ  ＴＴＡ  ＴＧＧ  ＴＡＣ－３’［配列番号：１２

］に基づいたものであった（図８参照）。さまざまな変異標的分子は、捕捉プロ

ーブとのミス対合のタイプと、標的分子の５’末端からの距離により上の図８に

標識化されている。そのミス対合はコロンにより分離されている標的分子中の塩

基がその後に続く捕捉プローブの中の塩基により同定される。例えば、ｃ：ｔ，

５レーンで使用される標的分子は、５’－Ｆｌ－ＴＧＡ  ＧＴＣ  ＴＴＧ  ＣＴ

Ｇ  ＴＴＡ  ＴＧＧ  ＴＡＣ－３’［配列番号：１３］であり、またｃ：ｔ，５

；ａ：ａ，７；ａ：ｃ，１４レーンで使用されている標的は、５’－Ｆｌ－ＴＧ

Ａ  ＧＴＣ  ＡＴＧ  ＣＴＧ  ＴＣＡ  ＴＧＧ  ＴＡＣ－３’［配列番号：１４

］である。下線部の位置は、完全相補的標的分子とは異なるものである。この実

験の非相補的標的分子は以前の実験で使用されたものと同じものである。
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      【０１０２】

  次の実験では、固体相ハイブリダイゼーションがＰＣＲ産物における変異を検

出するのに使用され、特に、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）逆転写酵素コドン

４１変異：５’－Ａｃ－ＧＴ  ＡＣＡ  ＧＡＧ  ＣＴＧ  ＧＡＡ  ＡＡＧ  Ｇ－

３’［配列番号：１５］（その変異位置は下線部）を同定するのに使用される捕

捉プローブを使用してＨＩＶ逆転写酵素における変異を検出するのに使用された

。そのコドン２１５～２１９変異を同定するのに使用された捕捉プローブは、５

’－Ａｃ－ＧＧ  ＣＴＣ  ＴＡＣ  ＡＣＡ  ＣＣＡ  ＧＡＣ  ＣＡＡ－３’［配

列番号：１６］であった（その変異位置は下線部）（図９参照）。

      【０１０３】

  次に多形態を検出する能力が調べられた。その捕捉プローブは、以下のとおり

である。すなわち、（ｉ）Ａ’，５’－Ａｃ－ＧＴＴ  ＴＴＣ  ＡＧＣ  ＴＣＣ

  ＡＣＣ  ＴＡＣ  ＣＡＣ  ＡＡＧ  Ｔ－３’［配列番号：１７］、（ｉｉ）Ｂ

’，５’－Ａｃ－ＧＴＴ  ＴＴＡ  ＧＣＴ  ＣＣＡ  ＡＣＴ  ＡＣＣ  ＡＣＡ  

ＡＧＴ  Ｔ－３’［配列番号：１８］、（ｉｉｉ）Ｃ’，５’－Ａｃ－ＧＴＴ  

ＴＴＧ  ＣＡＣ  ＣＴＣ  ＡＡＡ  ＧＣＴ  ＧＴＴ  ＣＣＧ  Ｔ－３’［配列番

号：１９］、および（ｉｖ）Ｄ’，５’－Ａｃ－ＧＴＴ  ＴＴＧ  ＴＴＣ  ＡＴ

Ｇ  ＣＣＧ  ＣＣＣ  ＡＴＧ  ＣＡＧ  Ｇ－３’［配列番号：２０］、そして、

その標的分子は以下のとおりであった。すなわち、（ｉ）Ａ，５’－Ｆｌ－ＡＣ

  ＴＴＧ  ＴＧＧ  ＴＡＧ  ＴＴＧ  ＧＡＧ  ＣＴＧ－３’［配列番号：２１］

、（ｉｉ）Ｂ，５’－Ｆｌ－ＡＡ  ＣＴＴ  ＧＴＧ  ＧＴＡ  ＧＴＴ  ＧＧＡ  

ＧＣＴ－３’［配列番号：２２］、（ｉｉｉ）Ｃ，５’－Ｆｌ－ＡＣ  ＧＧＡ  

ＡＣＡ  ＧＣＴ  ＴＴＧ  ＡＧＧ  ＴＧＣ－３’［配列番号：２３］、（ｉｖ）

Ｄ，５’－Ｆｌ－ＣＣ  ＴＧＣ  ＡＴＧ  ＧＧＣ  ＧＧＣ  ＡＴＧ  ＡＡＣ－３

’［配列番号：２４］であった。標的分子ＡおよびＢは、１９塩基の共通ヌクレ

オチド配列を分かち合って共有している（図１０参照）。

      【０１０４】

  アクリルアミドゲル（５％～２０％総アクリルアミド、２９：１単量体：ビス

－アクリルアミド）が、０．５ｘ  ＴＢＥ緩衝液（ｐＨ８．３，の４５ｍＭトリ
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ス－ホウ酸塩、１ｍＭ  ＥＤＴＡ）の中に１０％水性過硫酸アンモニウム７μＬ

およびゲル溶液のｍＬ当たり２μＬのＮ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチレンジア

ミン（ＴＥＭＥＤ）を加えることにより、調製され、また、重合された。標準的

なミニゲルシステム（Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ（登録商標）ＩＩ，８ｘ１０ｃ

ｍプレート（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）およびＰｅｎｇｕｉｎ（商標），１０ｘ１０ｃｍ

プレート（Ｏｗｌ  Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社、マサチューセッツ州ウォーバーン

市））が、０．８～１．５ｍｍの間の厚さの範囲にあるスペーサーと一緒に使用

された。

      【０１０５】

  典型的には、そのゲルは３つのセクションで鋳造された。まず、低い方の非修

飾ゲルが注ぎ込まれ、また重合が可能となった。次に、アクリダイト修飾捕捉プ

ローブを含有する捕捉層が非修飾ゲル上で重合された。その層の均一な重合を確

実なものとするため、捕捉層の容量はおよそ０．５ｃｍであった。アクリダイト

捕捉プローブ（１０μＭ最終的な濃度）は、触媒添加の前に非重合ゲル溶液と混

ぜ合わせる。その捕捉層の重合後、ゲル表面が０．５ｘ  ＴＢＥにより完全に洗

浄され、またそのゲルカセットの残りが非修飾ゲルで充填された。  

      【０１０６】

  非変性アクリルアミドゲルは１００～１５０Ｖの印加電圧で０．５ｘ  ＴＢＥ

緩衝液で泳動させた（ゲル長さは８～１０ｃｍ）。ゲルは、サンプル装填前に１

５～２０分間事前に泳動させた。フルオレセイン標識化標的分子は、ショ糖含有

緩衝液と混合され、また事前に加熱することなく装填された。標識化ＰＣＲ産物

は、通常は５０μＬ反応液から５μＬであるが、７５％ホルムアミド（容量／容

量）まで引き上げて、また装填前に９０℃にて２分間加熱された。

      【０１０７】

  変異を含有するプラスミド（ｐＫＲＴ６７／７０／２１５／２１９，ｐＫＲＴ

４１／２１５／２１９）および、ＨＩＶ逆転写酵素遺伝子（ＨＩＶ－ＲＴ）の野

生型（ｐＫＲＴｗｔ）サブクローンが使用された。プラスミドサンプルはＨｉｎ

ｄＩＩＩにより制限され、また制限材料の１０6 コピーが、初期ＰＣＲ標的とし

て使用された。増幅が９４℃にて１０秒間、５０℃にて１０秒間、および７２℃



(52) 特表２００３－５０３０１１

にて１分間から成る３０サイクルの間、実施された。反応混合液には１０ｍＭト

リス－ＨＣｌ（ｐＨ８．３）、５０ｍＭ  ＫＣｌ，２．５ｍＭ  ＭｇＣｌ2 ，０

．５％  Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０，５０μＭ  ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰおよびｄ

ＡＴＰ、３２μＭ  ｄＧＴＰ，１６μＭフルオレセイン－ｄＧＴＰ（ＮＥＮ  Ｌ

ｉｆｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，マサチューセッツ州ボストン市）

、０．００５Ｕ／μＬ  ＡｍｐｌｉＴａｑ（登録商標）  ＤＮＡポリメラーゼ  

（Ｐｅｒｋｉｎｓ  Ｅｌｍｅｒ社、コネチカット州ノーウォーク市）および１μ

Ｍ増幅プライマーが含まれる。ＨＩＶ－ＲＴのコドン２１５～２１９領域を含有

する３２１－塩基対（ｂｐ）標的分子が、プライマー５’－ＡＴＧ  ＡＧＡ  Ｃ

ＡＣ  ＣＡＧ  ＧＧＡ  ＴＴＡ  ＧＡ－３’［配列番号：２５］、および５’－

ＴＡＧ  ＧＣＴ  ＧＴＡ  ＣＴＧ  ＴＣＣ  ＡＴＴ  ＴＡＴ－３’［配列番号：

２６］を使用して増幅された。ＨＩＶ－ＲＴのコドン４１領域を含む２４９－ｂ

ｐ標的分子は、プライマー５’－ＧＧＡ  ＴＧＧ  ＣＣＣ  ＡＡＡ  ＡＧＴ  Ｔ

Ａ－３’［配列番号：２７］、および５’－ＣＣＴ  ＧＣＧ  ＧＧＡ  ＴＧＴ  

ＧＧＴ  ＡＴＴ  Ｃ－３’［配列番号：２８］を使用して増幅された。

      【０１０８】

  図７はフルオレセイン標識化標的分子を使用してハイブリダイゼーションの効

率を図示説明している。その結果により、相補的サンプル（Ｃレーン）が捕捉プ

ローブを含む捕捉層上に完全に固定されたが、一方、非相補的標的分子（Ｎレー

ン）は保持されていなかったことが示されている。

      【０１０９】

  図８は、さまざまな温度におけるアクリダイトゲル中の捕捉プローブの泳動を

用いて、異なる複数および単一塩基ミスマッチを含む一連の標的分子を図示して

いる。アクリダイトゲル測定により達成された高度緊縮性は、末端に近い変異標

的が、完全に相補的な標的が緊密なバンドを形成する条件下でその結合が弱めら

れているため、捕捉層へスメア(smear) し（そして、その中を通っていく）とい

う事実により示される。図８Ａは、４０℃にて典型的なゲル泳動を示し、一方、

図８Ｂは、データセット全体のグラフ図を提供している。図８Ｂにみられるよう

に、ミスマッチはいくつかのクラスに分類された。たいていは、４０℃というゲ
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ル温度が捕捉を妨げるように十分に不安定化された。いくつかはまだ部分的に４

０℃では保持されていたが、しかし、４５℃にて捕捉層から効率的に取り除かれ

た。たった１つのミスマッチは４５℃では捕捉層から完全に取り除かれることは

なかった。しかし、その変異体は末端近くの位置に局在していて（２１塩基標的

分子のうち２０）、また、通常、こうした末端近くのミスマッチは反応速度論的

溶解分析を行わないで識別することは難しい。

      【０１１０】

  図９はＰＣＲ産物の変異をタイプ分けする際のアクリダイトゲルの使用法を図

示説明している。特にＨＩＶ逆転写酵素における変異の２つのセットが検出され

た。コドン４１変異が単一ヌクレオチド変化であり、一方、コドン２１５～２１

９では、変異は、４つのヌクレオチドの置換を含む。フルオレセイン標識化ＰＣ

Ｒ産物が、ＨＩＶ－ＲＴ断片を有するプラスミド標的分子から調製され、ホルム

アミドにより変性され、またその後に、ＨＩＶ－ＲＴ変異に特異的な捕捉プロー

ブを含むゲル上に装填される。両方の場合で、その変異プローブ－相補的鎖は効

率的に捕捉され、一方、野生型産物ではそうではない。このように、両方の場合

で、変異遺伝子は野生型遺伝子からはっきりと識別することができる。

      【０１１１】

  図１０は、複数の捕捉層を使用して、多形態の検出を図示説明している。標的

分子「Ａ」および「Ｂ」は、共通１９－塩基配列を共有しており、また両方とも

効率的に第１「Ａ」捕捉層により捕捉される。「Ａ」および「Ｂ」標的が同時に

装填された場合にレーンでもっとも良くみられるように（図１０、一番左と右の

レーン）、「Ｂ」捕捉層による標的「Ａ」および「Ｂ」の相補性は、「Ａ」捕捉

層の僅かな過剰装填が原因となって引き起こされる標的の溢れ出しから観察する

ことができる。標的「Ｃ」および「Ｄ」は、層「Ｃ」および「Ｄ」に対する完全

な特異性をそれぞれ示している。

      【０１１２】

  本発明はその一定の実施態様を参照しつつ詳細に示され、説明されてきたが、

当業者であれば、形態における、また詳細におけるさまざまな変更が、添付の請

求項により定義されているような本発明の主旨と範囲から離れることなく、その
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中で行われる場合があることは理解されるであろう。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、細菌標的分子を検出することに関わる、種々の段階を示す概略説明図

である。

    【図２】

  図２は、血小板含有供給源から得られる、潜在的な細菌標的分子の調製を図示

している概略説明図である。

    【図３】

  図３は、サンドイッチアッセイを図示している概略説明図である。

    【図４】

  図４は、鎖置換アッセイを図示している概略説明図である。

    【図５】

  図５は、標的分子に対するサンドイッチアッセイの結果を示すゲルの写真であ

る。

    【図６】

  図６は、標的分子に対する単一置換アッセイの結果を示すゲルの写真である。

    【図７】

  図７は、媒体内の個別層の中で固定された捕捉プローブと、その捕捉プローブ

に相補的な２つの分子と、１つの非相補的標的分子とを使用する置換アッセイの

結果を示すゲルの写真である。

    【図８】

  図８ＡとＢは、固相技術を使用して変異体の分析を図示している。図８Ａは標

的分子内の変異を検出するというゲル分析から得られたゲルである。図８Ｂはこ

の実験で使用される１１個の異なる標的分子に関するプロフィールである。

    【図９】

  図９は、特にＨＩＶ逆転写酵素遺伝子におけるＰＣＲ産物中の変異体を検出す

るための実験の結果を示すゲルの写真である。

    【図１０】
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  図１０は複数の捕捉層ゲルを使用した１つの実験の結果を示すゲルの写真であ

る。

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】

【図５】
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【図６】

【図７】
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【図８】

【図９】
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【図１０】
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【国際調査報告】
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Ｆターム(参考） 2G043 AA01 BA16 CA03 DA02 EA01
                      EA02 GA07 GB21 
                2G045 BB01 BB20 CA02 CA24 CA25
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摘要(译)

本发明公开了一种检测微生物的存在或不存在的方法，该方法包括以下
步骤：使用固定化的捕获探针的电泳来检测待测样品中微生物目标分子
的存在或不存在。 本发明还公开了一种用于检测推定的突变靶分子中的
突变位点的方法。
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