
(57)【要約】
B群連鎖球菌の分子的分類方法およびこのような方法に有用なポリヌクレオチドを提供す
る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
細 菌 の cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 お よ び /ま た は cpsI/M遺 伝 子 内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 分 析 す る 工 程 を 含 み 、 該 領 域 が 型 に よ っ て 配 列 が 異 な る 1つ ま た は 複
数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 B群 連 鎖 球 菌 の 分 類 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 1に 記 載 の 62位 、 78～ 86位 、 138位 、 139位 、 144位 、 198位 、 204位
、 211位 、 281位 、 240位 、 249位 、 300位 、 321位 、 419位 、 429位 、 437位 、 457位 、 466位 、 4
86位 、 602位 、 606位 、 627位 、 636位 、 645位 、 803位 、 971位 、 1026位 、 1044位 、 1173位 、 1
194位 、 1251位 、 1278位 、 1413位 、 1495位 、 1500位 、 1501位 、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1
595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 1832位 、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1
892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、 お よ び 2196位 に 対 応 す る 1つ ま た は 複
数 の 位 置 に つ い て 分 析 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
少 な く と も 1つ の 領 域 が 、 連 鎖 球 菌 の cpsE-cpsF-cspG遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の cpsE遺 伝 子 の 3’
末 端 の 136塩 基 お よ び cpsG遺 伝 子 の 5’ 末 端 の 218塩 基 で 示 さ れ る 配 列 内 に あ る 、 請 求 項 1記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 1に 記 載 の 1413位 、 1495位 、 1500位 、 1501位 、 1512位 、 1518位 、 1
527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 1832位 、 1856位 、 1866位 、 1
871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、 お よ び 2196位 に 対 応 す る 1つ
ま た は 複 数 の 位 置 に つ い て 分 析 す る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
少 な く と も 1つ の 領 域 が 、 細 菌 の cpsI/M遺 伝 子 内 に あ る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 が 、 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1
～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 が 、 細 菌 か ら 得 た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程
を 含 む 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
細 菌 か ら 得 た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 1つ ま た は 複 数 の 領 域 に 対 応 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ の 1つ ま た は 複 数 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 請
求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が マ イ ク ロ ア レ イ と し て 存 在 す る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 が 、 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 増 幅 工 程 を 含 み 、
そ の 少 な く と も 1つ が 型 間 で 異 な る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 請 求 項 1～ 5の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 が 、 プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る 増 幅 工 程 を 含 み 、 そ の 少 な く と も
1つ が 型 間 で 異 な る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
プ ラ イ マ ー が 、 表 2に 記 載 の プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 10ま た は 請 求 項 11記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
細 菌 の ゲ ノ ム 中 に お け る rib、 alp2、 ま た は alp3遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 表
面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 B群 連 鎖 球 菌 の 分 類 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 が 、 細 菌 か ら 得 た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 該 表 面
タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 が 、 該 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 領 域 を 特 異 的
に 増 幅 す る 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 増 幅 工 程 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ６ 】
プ ラ イ マ ー が 、 表 6に 記 載 の プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
細 菌 の ゲ ノ ム 中 に お け る rib、 alp2、 ま た は alp3遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 表
面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
細 菌 の ゲ ノ ム 中 に お け る IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1か ら 選 択 さ れ る 1つ
ま た は 複 数 の 可 動 遺 伝 因 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 B群 連 鎖 球 菌 の 分 類 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
可 動 遺 伝 因 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 が 、 細 菌 か ら 得 た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 該 可 動 遺 伝 因 子
の 領 域 に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る か ど う か を
決 定 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
可 動 遺 伝 因 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 が 、 該 可 動 遺 伝 因 子 の 領 域 を 特 異 的 に 増 幅 す る 1つ ま
た は 複 数 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 増 幅 工 程 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
プ ラ イ マ ー が 、 表 10に 記 載 の プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
細 菌 の ゲ ノ ム 中 に お け る IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1か ら 選 択 さ れ る 1つ
ま た は 複 数 の 可 動 遺 伝 因 子 の 有 無 を 決 定 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 13～ 17の い ず れ か
一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の cpsD-cpsE-cpsF-cpsG遺 伝 子 内 の 領 域 に 対 応 す る 少 な く と も 10個 の
連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 間 で 異
な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド が 、 図 1に 記 載 の 62位 、 78～ 86位 、 138位 、 1
39位 、 144位 、 198位 、 204位 、 211位 、 281位 、 240位 、 249位 、 300位 、 321位 、 419位 、 429
位 、 437位 、 457位 、 466位 、 486位 、 602位 、 606位 、 627位 、 636位 、 645位 、 803位 、 971位
、 1026位 、 1044位 、 1173位 、 1194位 、 1251位 、 1278位 、 1413位 、 1495位 、 1500位 、 1501位
、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 1832位
、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、 お よ び
2196位 の 1つ ま た は 複 数 に 対 応 す る 、 請 求 項 23記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の cpsE-cpsF-cspG遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の cpsEの 3’ 末 端 の 136塩 基 対 お
よ び cpsGの 5’ 末 端 の 218塩 基 対 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 内 の 領 域 に 対 応 す る 少 な く と も 10個
の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 B群 連 鎖 球 菌 の 型 間 で 異 な
る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】
B群 連 鎖 球 菌 の 型 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド が 、 図 1に 記 載 の 1413位 、 1495位 、 1500位 、 1501
位 、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 1832
位 、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、 お よ
び 2196位 の 1つ ま た は 複 数 に 対 応 す る 、 請 求 項 25記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の cpsI/M遺 伝 子 内 の 領 域 に 対 応 す る 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ヌ ク
レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 間 で 異 な る 1つ ま た は 複
数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
表 2に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 27記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の rib、 alp2、 ま た は alp3遺 伝 子 内 の 領 域 に 対 応 す る 少 な く と も 10個
の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 B群 連 鎖 球 菌 の 亜 型 間 で 異
な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
表 6に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 29記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 分 類 法 お よ び /ま た は 亜 型 分 類 法 に お け る 、 請 求 項 23～ 30の い ず れ か
一 項 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 23～ 30の い ず れ か 一 項 記 載 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 分 類 法 お よ び /ま た は 亜 型 分 類 法 に お け る 、 請 求 項 32記 載 の 組 成 物 の
使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
請 求 項 23～ 30の い ず れ か 一 項 記 載 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む マ イ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 分 類 法 お よ び /ま た は 亜 型 分 類 法 に お け る 、 請 求 項 34記 載 の マ イ ク ロ
ア レ イ の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
本 発 明 は 、 B群 連 鎖 球 菌 の 分 子 的 分 類 方 法 お よ び こ の よ う な 方 法 に 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
B群 連 鎖 球 菌 （ GBS） -Streptococcus agalactiae-は 、 新 生 児 お よ び 産 科 敗 血 症 の 最 も 一 般
的 な 原 因 で あ り 、 高 齢 の 患 者 お よ び 免 疫 無 防 備 状 態 の 患 者 の 敗 血 症 の 原 因 と し て 重 要 性 が
増 大 し て い る 。 新 生 児 GBS敗 血 症 の 発 生 率 は 、 分 娩 時 抗 生 物 質 予 防 法 の 使 用 に よ っ て 近 年
減 少 し て い る が 、 こ の ア プ ロ ー チ に 伴 う 問 題 は 多 数 あ る 。 今 後 、 ワ ク チ ン 接 種 が 好 ま し い
よ う で あ り 、 結 合 型 （ conjugate） 多 糖 GBSワ ク チ ン の 開 発 が か な り の 進 展 を 遂 げ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
結 合 型 ワ ク チ ン の 導 入 前 に 、 疾 病 の 負 担 だ け で な く 、 ワ ク チ ン 抗 原 の 最 適 な 処 方 を 決 定 す
る た め に 、 GBS型 （ 莢 膜 多 糖 類 遺 伝 子 血 清 型 、 血 清 亜 型 ； タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 の 亜 型 ；
可 動 遺 伝 因 子 の 亜 型 を 含 む ） の 分 布 を 評 価 す る 、 広 範 な 疫 学 的 お よ び 他 の 関 連 研 究 が 必 要
で あ る 。 1つ の 地 理 的 位 置 ま た は 少 数 の 患 者 に 基 づ い た 型 分 布 は 、 一 般 に 適 用 不 可 能 で あ
る 。 異 な る 地 理 的 位 置 に お け る 異 な る 標 的 集 団 に つ い て の GBSワ ク チ ン 抗 原 の 組 み 合 わ せ
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の 適 合 性 を 評 価 す る た め に 、 継 続 的 な モ ニ タ リ ン グ が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
9種 の 莢 膜 多 糖 類 GBSの 血 清 型 が 説 明 さ れ て い る （ Harrisonら 、 1998； Hickmanら 、 1999）
。 種 々 の 血 清 型 分 類 法 （ 免 疫 沈 降 （ Wilkinson and Moody、 1969） 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ （ H
olm and Hakansson、 1988） 、 共 凝 集 （ Hakanssonら 、 1992） 、 対 向 免 疫 電 気 泳 動 法 、 お よ
び 毛 細 管 沈 殿 （ Triscott and Davies、 1979） 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 （ Zuerleinら 、 1991） 、
蛍 光 顕 微 鏡 法 （ Croppら 、 1974） 、 な ら び に 阻 害 ELISA（ Arakereら 、 1999） ） な ど が 使 用
さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 骨 の 折 れ る 作 業 で あ り 、 高 力 価 血 清 型 特 異 的 抗 血 清 が 必 要
で あ る が 、 こ れ ら は 高 価 で あ る 上 に 作 製 が 困 難 で あ り 、 た っ た 6種 の 血 清 型 （ Ia～ V） し か
市 販 さ れ て い な い （ Arakereら 、 1999） 。 パ ル ス フ ィ ー ル ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Rollandら 、 19
99） 、 制 限 酵 素 分 析 （ Naganoら 、 1991） な ど の 分 子 的 遺 伝 子 型 同 定 法 は 、 疫 学 研 究 に 有 用
で あ る が 、 一 般 に 血 清 型 は 同 定 さ れ な い 。 し た が っ て 、 GBS血 清 型 同 定 の た め の 信 頼 で き
る 分 子 的 方 法 が 必 要 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 者 ら は 、 異 な る 型 （ 莢 膜 多 糖 類 遺 伝 子 血 清 型 、 血 清 亜 型 ； タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 の
亜 型 ； 可 動 遺 伝 因 子 の 亜 型 を 含 む ） を 識 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る B群 連 鎖 球 菌
ゲ ノ ム 内 の 特 異 的 な 型 間 配 列 異 種 性 領 域 を 同 定 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 配 列 異 種 性
を 検 出 す る 分 子 的 方 法 を 使 用 し て 、 B群 連 鎖 球 菌 を 正 確 に 識 別 お よ び 分 類 で き る こ と を 示
す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
し た が っ て 、 第 1の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 細 菌 の cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 cpsI/M遺 伝 子
内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 分 析 す る 工 程 を 含 み 、 前 記 領 域 が 型 に よ
っ て 配 列 が 異 な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 B群 連 鎖 球 菌 の 分 類 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
詳 細 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 1に 記 載 の 62位 、 78～ 86位 、 138位 、 139位 、 144位 、 19
8位 、 204位 、 211位 、 281位 、 240位 、 249位 、 300位 、 321位 、 419位 、 429位 、 437位 、 457位
、 466位 、 486位 、 602位 、 606位 、 627位 、 636位 、 645位 、 803位 、 971位 、 1026位 、 1044位
、 1173位 、 1194位 、 1251位 、 1278位 、 1413位 、 1495位 、 1500位 、 1501位 、 1512位 、 1518位
、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 1832位 、 1856位 、 1866位
、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、 お よ び 2196位 に 対 応 す る
1つ ま た は 複 数 の 位 置 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
好 ま し く は 、 少 な く と も 1つ の 領 域 は 、 B群 連 鎖 球 菌 の cpsE-cpsF-cspG遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の
cpsE遺 伝 子 の 3’ 末 端 の 136塩 基 お よ び cpsG遺 伝 子 の 5’ 末 端 の 218塩 基 で 示 さ れ る 配 列 内 の
も の で あ る 。 詳 細 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 1に 記 載 の 1413位 、 1495位 、 1500位 、 150
1位 、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 183
2位 、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、 お
よ び 2196位 に 対 応 す る 1つ ま た は 複 数 の 位 置 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
1つ の 態 様 で は 、 少 な く と も 1つ の 領 域 は 、 B群 連 鎖 球 菌 の cpsI/M遺 伝 子 内 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 者 ら は ま た 、 rib遺 伝 子 、 alp2遺 伝 子 、 ま た は alp3遺 伝 子 を 含 む 多 数 の 表 面 タ ン パ
ク 質 抗 原 遺 伝 子 、 お よ び 5個 の 可 動 遺 伝 因 子 を 、 GBSの 分 子 的 亜 型 分 類 に 使 用 で き る こ と を
示 す 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 細 菌 の ゲ ノ ム 中 に お い て 、 rib、 alp2、 ま た は alp3遺
伝 子 か ら 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 表 面 タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 、 な ら び に /ま た は 、 IS86
1、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1か ら 選 択 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 可 動 遺 伝 因 子 の
有 無 を 決 定 す る 工 程 を 含 む 、 B群 連 鎖 球 菌 の 分 類 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う
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な 方 法 を 、 本 発 明 の 上 記 方 法 と 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 は 、 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を 配 列 決 定 す る 工 程 を 含 み 得 る 。 ま
た は 、 あ る い は さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 は 、 細 菌 か ら 得 た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
1つ ま た は 複 数 の 前 記 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 好 ま し く は 1つ ま た は 複 数 の
前 記 領 域 に 対 応 す る 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 1つ ま た は 複 数 と 選 択 的 に ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 す る か ど う か を 決 定 す る 工 程 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
好 ま し い 態 様 で は 、 分 析 手 段 と し て 複 数 の プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 使 用 す る 場 合
、 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ が マ イ ク ロ ア レ イ と し て 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
別 の 態 様 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 分 析 工 程 は 、 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 少
な く と も そ の 1つ が 型 間 で 異 な る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 増 幅 工 程 を 含 む 。
典 型 的 に は 、 少 な く と も 1つ が 型 間 で 異 な る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る プ ラ イ
マ ー 対 を 使 用 す る 。 好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー は 、 表 2お よ び /ま た は 表 6お よ び /ま た は 表 10
に 記 載 の プ ラ イ マ ー か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
第 2の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の cpsD-cpsE-cpsF-cpsG遺 伝 子 内 の 領 域
に 対 応 す る 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
GBSの 型 間 で 異 な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
好 ま し く は 、 GBS型 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド は 、 1つ ま た は 複 数 の 図 1に 記 載 の 62位 、 78～ 8
6位 、 138位 、 139位 、 144位 、 198位 、 204位 、 211位 、 281位 、 240位 、 249位 、 300位 、 321位
、 419位 、 429位 、 437位 、 457位 、 466位 、 486位 、 602位 、 606位 、 627位 、 636位 、 645位 、 8
03位 、 971位 、 1026位 、 1044位 、 1173位 、 1194位 、 1251位 、 1278位 、 1413位 、 1495位 、 150
0位 、 1501位 、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 165
5位 、 1832位 、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2134位 、 218
7位 、 お よ び 2196位 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は ま た 、 本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の cpsE-cpsF-cspG遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の cpsEの 3’ 末 端
の 136塩 基 対 お よ び cpsGの 5’ 末 端 の 218塩 基 対 に よ っ て 示 さ れ る 配 列 内 の 領 域 に 対 応 す る
少 な く と も 10個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 GBS型 間 で
異 な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
好 ま し く は 、 B群 連 鎖 球 菌 の 型 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド は 、 1つ ま た は 複 数 の 図 1に 記 載 の 1
413位 、 1495位 、 1500位 、 1501位 、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1
627位 、 1629位 、 1655位 、 1832位 、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2
088位 、 2134位 、 2187位 、 お よ び 2196位 に 対 応 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 は ま た 、 本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の cpsI/M遺 伝 子 内 の 領 域 に 対 応 す る 少 な く と も 10個
の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 B群 連 鎖 球 菌 の 型 間 で 異 な
る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 表 2に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の rib、 alp2、 ま た は alp3遺 伝 子 内 の 領 域 に 対 応
す る 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 GBSタ
ン パ ク 質 抗 原 の 遺 伝 子 亜 型 間 で 異 な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 表 6に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 本 質 的 に B群 連 鎖 球 菌 の IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び /ま た
は GBSi1内 の 領 域 に 対 応 す る 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て 、 GBS可 動 遺 伝 因 子 の 亜 型 間 で 異 な る 1つ ま た は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 表 10に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 分 類 お よ び /ま た は 亜 型 分 類 な ど の 分
類 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
第 3の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 の 本 発 明 の 第 2の 局 面 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 を
提 供 す る 。 本 組 成 物 は 、 B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 分 類 お よ び /ま た は 亜 型 分 類 な ど の 分 類 方 法
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
第 4の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 複 数 の 本 発 明 の 第 2の 局 面 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む マ イ ク ロ
ア レ イ を 提 供 す る 。 本 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 B群 連 鎖 球 菌 の 血 清 型 分 類 お よ び /ま た は 亜 型 分
類 な ど の 分 類 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
他 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 当 業 者
（ 例 え ば 、 細 胞 培 養 、 分 子 遺 伝 学 、 核 酸 化 学 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 技 術 、 お よ び 生 化 学 ） に
一 般 的 に 理 解 さ れ て い る 意 味 を 有 す る 。 分 子 的 方 法 、 遺 伝 子 的 方 法 、 お よ び 生 化 学 的 方 法
（ 全 般 的 に 、 Sambrookら 、 「 Molecular Cloning： A Laboratory Manual」 、 第 3版 、 2001
、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 N.Yお よ び Ausubelら 、
「 Short Protocols in Molecular Biology」 、 1999、 第 4版 、 John Wiley＆ Sons,Inc.、 お
よ び タ イ ト ル 「 Current Protocols in Molecular Biology」 の 全 版 （ 参 照 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る ） を 参 照 の こ と ） な ら び に 化 学 的 方 法 に つ い て の 標 準 的 技 術 を 使 用 す る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 発 明 の 分 子 的 分 類 法 は 、 サ ン プ ル 中 、 本 発 明 者 ら が 種 々 の 型 間 で 異 な る こ と を 同 定 し た
B群 連 鎖 球 菌 （ GBS） の ゲ ノ ム 領 域 中 の 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 を 検 出 す る こ と
に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
よ り 詳 細 に は 、 検 出 す べ き 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 GBSの cpsD、 cpsE、 cpsF、 cps
G、 cpsI、 cpsM、 rib、 alp2、 お よ び /ま た は alp3遺 伝 子 、 な ら び に 可 動 遺 伝 因 子 IS861、 IS
1548、 お よ び IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1、 好 ま し く は 、 cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 お よ
び /ま た は cpsI/M遺 伝 子 内 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
上 記 遺 伝 子 の 範 囲 内 の 目 的 の 領 域 は 、 そ の 配 列 が 2つ ま た は そ れ 以 上 の 型 間 で 変 化 す る （
す な わ ち 、 異 種 性 ） 領 域 で あ る 。 異 種 性 は 、 異 な る 型 の 対 応 す る 領 域 間 の 挿 入 、 欠 失 、 お
よ び /ま た は 置 換 に 起 因 し 得 る 。 rib、 alp2、 お よ び alp3の 場 合 、 異 種 性 は 、 典 型 的 に は 、
全 遺 伝 子 の 有 無 の 形 態 を と る 。 同 様 に 、 因 子 IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi
1に つ い て は 、 異 種 性 は 、 典 型 的 に は 、 全 配 列 の 有 無 の 形 態 を と る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
特 定 の 異 種 性 領 域 に は 、 以 下 の 位 置 が 含 ま れ る 。 cpsD遺 伝 子 -62位 お よ び 78～ 86位 ； cpsD-
cpsE遺 伝 子 ス ペ ー サ ー -138位 、 139位 、 お よ び 144位 ； cpsE遺 伝 子 -198位 、 204位 、 211位 、
281位 、 240位 、 249位 、 300位 、 321位 、 419位 、 429位 、 437位 、 457位 、 466位 、 486位 、 602
位 、 606位 、 627位 、 636位 、 645位 、 803位 、 971位 、 1026位 、 1044位 、 1173位 、 1194位 、 12
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51位 、 1278位 、 1413位 、 1495位 、 1500位 、 1501位 、 1512位 、 1518位 、 お よ び 1527位 ； cpsF
遺 伝 子 -1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1629位 、 1655位 、 1832位 、 1856位 、 1866位 、 1
871位 、 1892位 、 お よ び 1971位 ； な ら び に cpsG遺 伝 子 -2026位 、 2088位 、 2134位 、 2187位 、
お よ び 2196位 （ 番 号 付 け は 図 1に 記 載 の 番 号 付 け に 対 応 す る ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
特 に 好 ま し い 目 的 の 位 置 は 、 cpsE-cpsF-cpsGの 790bp断 片 （ お よ そ cpsEの 3’ 末 端 の 136塩
基 お よ び cpsGの 5’ 末 端 の 218塩 基 か ら な る ） 内 の 位 置 、 す な わ ち 、 図 1に 記 載 の 1413位 、 1
495位 、 1500位 、 1501位 、 1512位 、 1518位 、 1527位 、 1595位 、 1611位 、 1620位 、 1627位 、 1
629位 、 1655位 、 1832位 、 1856位 、 1866位 、 1871位 、 1892位 、 1971位 、 2026位 、 2088位 、 2
134位 、 2187位 、 お よ び 2196位 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
別 の 異 種 性 領 域 は 、 cpsDの 62位 、 お よ び cpsDの 78位 か ら 86位 で 見 出 さ れ る 反 復 配 列 （ TTAC
GGCGA） で あ る が 、 こ れ は い く つ か の GBS血 清 型 に お け る も の で あ っ て 、 全 て で は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
特 定 の 異 種 性 領 域 に は 、 図 3の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 記 載 の cpsI/M遺 伝 子 内 の 多 数 の 位 置
も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
こ れ ら の 異 種 性 領 域 を 、 配 列 決 定 、 PCR、 お よ び 標 識 プ ロ ー ブ の 結 合 を 含 む 種 々 の 手 段 を
使 用 し て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
血 清 型 を 同 定 す る た め の 配 列 決 定 の 場 合 、 異 種 性 領 域 が 存 在 す る 領 域 内 ま た は そ の 付 近 と
特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る よ う に 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 選 択 す る 。 分 子 的 血 清 型 の 割
り 当 て に 使 用 す る 配 列 決 定 プ ロ セ ス 時 に 実 際 の 配 列 情 報 が 得 ら れ る の で 、 プ ラ イ マ ー は 特
定 の 血 清 型 に 特 異 的 で あ る 必 要 は な い 。 し た が っ て 、 プ ラ イ マ ー は 、 全 て の GBS血 清 型 （
少 な く と も 血 清 型 Iaか ら VII） ま た は 特 定 の 血 清 型 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
好 ま し い プ ラ イ マ ー は 、 図 1に 記 載 の cpsE-cpsF-cpsGの 790bp領 域 内 の 異 種 性 位 置 の 100、 5
0、 ま た は 20個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 内 に ア ニ ー リ ン グ す る 。 適 切 な 配 列 決 定 プ ラ イ マ
ー の 例 を 、 表 2に 示 す （ cspES3、 cspFA、 cspFS、 cspGA、 お よ び cspGA1） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
PCRお よ び 他 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ベ ー ス の 血 清 型 分 類 法 は 、 典 型 的 に は 、 2つ ま た は
そ れ 以 上 の 血 清 型 間 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む GBS血 清 型 の ゲ ノ ム 領 域 に 特 異 的 に 結 合
す る ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ の 使 用 を 含 む 。 し た が っ て 、 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ
は 、 こ の よ う な 領 域 の 1つ に 相 補 的 な 配 列 を 含 み 得 る 。 異 種 性 位 置 が 互 い に 近 接 し て い る
場 合 （ 例 え ば 、 cpsEの 198位 、 204位 、 211位 、 お よ び 218位 ） 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 異 種
性 位 置 を 含 む GBSゲ ノ ム 領 域 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ を 使 用
す る こ と が 望 ま し い 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 cpsEの ヌ ク レ オ チ ド 195か ら 220に 相 補 的 な プ
ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 こ の よ う な プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 特
異 性 を 改 善 し 、 偽 陽 性 の 可 能 性 を 減 少 さ せ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
PCRベ ー ス の 検 出 方 法 は 、 少 な く と も 1つ が 1つ ま た は 複 数 で あ る が 全 て で は な い 血 清 型 中
の 目 的 の 領 域 に 特 異 的 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー 対 の 使 用 に 依 存 し 得 る 。 両 プ ラ イ マ ー が 結 合
し な い 限 り 、 PCR産 物 は 得 ら れ な い 。 し た が っ て 、 特 異 的 PCR産 物 の 有 無 を 使 用 し て 、 特 定
の GBS血 清 型 を 示 す 配 列 の 存 在 を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 述 べ た よ う に 、 目 的 の
遺 伝 子 （ cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 cpsIお よ び /ま た は cpsM遺 伝 子 な ど ） 中 の 異 種 性 領 域
に た っ た 1つ の プ ラ イ マ ー が 対 応 す る 必 要 が あ る 。 他 の プ ラ イ マ ー は 、 前 記 遺 伝 子 内 の 保
存 も し く は 異 種 性 領 域 、 ま た は cpsH遺 伝 子 な ど の GBSゲ ノ ム の 別 の 部 分 内 の 領 域 さ え も 、
血 清 型 間 で 保 存 さ れ て い る も し く は 異 種 性 の い ず れ に せ よ 、 結 合 す る こ と が で き る 。 し た
が っ て 、 例 え ば 、 2172位 か ら 2210位 を 含 む cpsG遺 伝 子 領 域 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー （ cpsGS
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） と 異 種 性 の cpsH遺 伝 子 領 域 （ IacpsHA1、 IIIcpsHA） に 結 合 す る プ ラ イ マ ー と の 組 み 合 わ
せ を 、 血 清 型 （ Iaお よ び III） 識 別 の 基 本 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
さ ら に 、 異 種 性 cpsI領 域 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー を 、 不 変 の cpsG領 域 に 結 合 す る プ ラ イ マ ー
と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 そ の よ う な プ ラ イ マ ー 対 の 例 は 、 1517bpの PCR産 物 を 生 じ
、 且 つ GBS血 清 型 VI特 異 的 で あ る 、 プ ラ イ マ ー 対 VIcpsIAお よ び cpsGS1で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
ま た は 、 GBSゲ ノ ム の 保 存 領 域 に 結 合 す る が 、 血 清 型 間 で 長 さ が 異 な る 領 域 を は さ む 、 プ
ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 GBS細 菌 が 存 在 す る が PCR産 物 の サ イ ズ が 血
清 型 間 で 異 な る 場 合 に PCR産 物 が 常 に 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
さ ら に 、 一 方 ま た は 両 方 の プ ラ イ マ ー の 特 異 的 結 合 と 種 々 の 長 さ の PCRプ ラ イ マ ー と の 組
み 合 わ せ を 、 特 定 の 分 子 的 血 清 型 の 同 定 手 段 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 cpsI、 ま た は cpsM遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 特 異 的 プ ラ イ マ
ー /プ ロ ー ブ の 例 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
プ ラ イ マ ー の 命 名 は 、 表 2に 記 載 の も の に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
alp2、 alp3、 お よ び rib表 面 タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 に 関 し て 、 異 種 性 お よ び タ ン パ ク 質 抗
原 遺 伝 子 の 亜 型 を 、 B群 連 鎖 球 菌 が 遺 伝 子 を 含 む か ど う か の レ ベ ル で さ ら に 評 価 す る 。 本
発 明 者 ら の 結 果 は 、 GBSゲ ノ ム 中 に 存 在 す る 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 特 定 の 組 み 合 わ せ が
血 清 型 /血 清 亜 型 の 指 標 で あ る こ と を 示 す （ 表 9を 参 照 の こ と ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方
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法 で の 使 用 に 適 切 な プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 遺 伝 子 に 特 異 的 な も の で あ る 。 し た
が っ て 、 alp2ま た は alp3ま た は ribに 特 異 的 な プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー が 好 ま し い 。 図 4は 、 a
lp2に 特 異 的 ま た は alp3に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン す る た め に 使 用 し た alp2お よ び a
lp3の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
alp2、 alp3、 お よ び rib遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 特 異 的 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ の 例 に は
、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
プ ラ イ マ ー の 命 名 は 、 表 6に 記 載 の も の に 対 応 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1に 関 し て 、 異 種 性 お よ び 亜 型 を 、 B群 連 鎖 球
菌 が 因 子 を 含 む か ど う か の レ ベ ル で さ ら に 評 価 す る 。 因 子 数 を 評 価 す る こ と も で き る 。 本
発 明 者 ら の 結 果 は 、 GBSゲ ノ ム 中 に 存 在 す る 可 動 因 子 の 特 定 の 組 み 合 わ せ が 血 清 型 /血 清 亜
型 の 指 標 と な る こ と を 示 す （ 表 12を 参 照 の こ と ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 方 法 で の 使 用 に
適 切 な プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 特 定 の 可 動 遺 伝 因 子 に 特 異 的 な も の で あ る 。 し た が っ て
、 IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1に 特 異 的 な プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4、 お よ び GBSi1を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 特 異 的 プ ラ イ マ ー /プ
ロ ー ブ の 例 に は 、 以 下 の も の が 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
好 ま し く は 、 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 10、 15、 ま た は 20個 の ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 典 型 的 に は 、 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 100、 50、 ま た は 30個 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド か
ら な る 。 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 一 般 に 、 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で あ る 。 こ れ ら は ま た 、 合 成 ま た は 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得
る 。 多 数 の 異 な る 型 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 法 が 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 こ れ
ら に は 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト お よ び ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 骨 格 、 分 子 の 3’ お よ び /ま た は 5
’ 末 端 で の ア ク リ ジ ン ま た は ポ リ リ ジ ン 鎖 の 付 加 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 本
明 細 書 中 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 技 術 分 野 に お い て 利 用 可 能 な 任 意 の 方 法 に よ っ
て 修 飾 し て も よ い と 理 解 す べ き で あ る 。 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ を 、 放 射 性 元 素 、 蛍 光 分 子
、 ま た は ビ オ チ ン な ど の 任 意 の 適 切 な 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
1つ の 態 様 で は 、 プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 急 速 サ イ ク ル （ rapid cycle） PCRで 使 用 す る こ
と が で き る よ う に 、 高 い 融 点 （ ＞ 70℃ ） を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 ま た は cpsI/M遺 伝 子 内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を 分 析 す る た め
に 使 用 さ れ る 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 は ま た 、 cpsH遺 伝 子 内 の 1つ ま た は 複 数 の
領 域 を 分 析 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む こ と が で き る 。 実
施 例 に 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド を 記 載 す る が 、 当 業 者 は 、 図 3に 記 載 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に
基 づ い て 他 の 適 切 な 配 列 を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
さ ら に 、 alp2、 alp3、 ま た は rib遺 伝 子 内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を 分 析 す る た め に 使 用 さ
れ る 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 成 物 は ま た 、 Cα （ bca） 遺 伝 子 お よ び Cβ （ bac） 遺 伝 子
（ Cβ 遺 伝 子 は bagと し て も 公 知 ） 内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を 分 析 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
種 々 の 技 術 を 使 用 し て 、 目 的 の 細 菌 の ゲ ノ ム 内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 を 分 析 す る こ と が
で き る 。 典 型 的 に は 、 GBS細 菌 を 含 む と 疑 わ れ る 目 的 の サ ン プ ル を 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す
る 任 意 の 微 生 物 か ら ゲ ノ ム DNAを 得 る た め の 標 準 的 技 術 を 使 用 し て 処 理 す る 。 多 数 の そ の

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-502381 A 2005.1.27



後 の 検 出 工 程 の た め に 、 ゲ ノ ム DNAを 実 質 的 に 断 片 化 す る 核 酸 調 製 技 術 を 使 用 す る こ と が
望 ま し い 場 合 が あ る 。 サ ン プ ル は 、 細 菌 培 養 物 ま た は 患 者 （ 典 型 的 に は 、 ヒ ト 患 者 ） 由 来
の 臨 床 サ ン プ ル 由 来 で あ り 得 る 。 臨 床 サ ン プ ル は 細 菌 培 養 物 を 産 生 す る よ う に 培 養 さ れ 得
る 。 し か し 、 培 養 工 程 を 直 接 利 用 し て 臨 床 サ ン プ ル を 試 験 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
次 い で 、 ゲ ノ ム DNAを 、 配 列 決 定 、 酵 素 的 増 幅 、 お よ び /ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 含 み 得
る 1つ ま た は 複 数 の 分 析 工 程 に 供 す る 。 こ れ ら の 一 般 的 な DNA分 析 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Sambrookら 、 2001お よ び Ausubelら 、 1999、 前 出 で 詳 細 に 考 察 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
血 清 型 分 類 は 、 1つ ま た は 複 数 の 工 程 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル 中 に GBS血 清 型 間 で 保
存 さ れ て い る が い か な る 他 の 生 物 で も 見 出 さ れ な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 存 在 す る か ど う か
を 決 定 す る 最 初 の 工 程 を 行 う こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 任 意 （ し か し 唯 一 ） の GBS細 菌
を 検 出 す る PCRプ ラ イ マ ー の 使 用 に よ っ て こ れ を 行 う こ と が で き る （ 例 え ば 、 プ ラ イ マ ー
対 Sag59/Sag190お よ び /ま た は DSF2/DSR1を 使 用 -表 2お よ び 3を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
次 い で 、 上 記 で 考 察 し た プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー に 基 づ く 配 列 決 定 、 酵 素 的 増 幅 、 お よ び /ま
た は ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 な ど の 任 意 の 適 切 な 技 術 を 使 用 し て 目 的 の 領 域 中 の 1つ ま た は 複 数
の 異 種 性 領 域 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 特 異 的 GBS血 清 型 の 分 子 的 血 清 型 分 類 を 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
特 に 好 ま し い 検 出 技 術 は 、 急 速 サ イ ク ル PCR（ Kongら 、 2000） な ど の PCRで あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
多 工 程 血 清 型 分 類 ス ト ラ テ ジ ー （ ア ル ゴ リ ズ ム ） の 例 を 、 図 2に 示 す 。 し か し 、 種 々 の 他
の ス ト ラ テ ジ ー が 考 え ら れ 、 当 業 者 は 本 明 細 書 中 に 記 載 の 配 列 異 種 性 情 報 を 使 用 し て デ ザ
イ ン す る こ と が で き る 。 特 に 、 血 清 型 分 類 手 順 は 、 cpsD、 cpsE、 cpsF、 cpsG、 お よ び /ま
た は cpsI/M遺 伝 子 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 の 分 析 に 基 づ い た 少 な く と も 1つ の 分 析 工 程 を 含
む こ と が 好 ま し い 。 こ の 分 析 を 、 cpsH遺 伝 子 内 の 1つ ま た は 複 数 の 領 域 の 分 析 と 選 択 的 に
組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 類 似 の 技 術 を 使 用 し て 、 cpsH遺 伝 子 領 域 を 分 析 す る こ と が で
き 、 適 切 な プ ラ イ マ ー 配 列 お よ び 方 法 も 、 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
実 施 例 に 記 載 の よ う に 、 alp2、 alp3、 お よ び /ま た は rib遺 伝 子 の 有 無 の 分 析 を 、 Cα （ bca
遺 伝 子 ） 、 Cβ （ bac） 遺 伝 子 配 列 の 有 無 の 分 析 と 選 択 的 に 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 類
似 の 技 術 を 使 用 し て こ れ ら の 領 域 を 分 析 す る こ と が で き 、 適 切 な プ ラ イ マ ー 配 列 お よ び PC
R法 も ま た 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
さ ら に 、 alp2、 alp3、 お よ び /ま た は rib遺 伝 子 （ 選 択 的 に 、 bcaお よ び bac遺 伝 子 ） の 有 無
の 分 析 を 、 可 動 遺 伝 因 子 の 有 無 の 分 析 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
し た が っ て 、 分 類 ス ト ラ テ ジ ー は 、 よ り 多 く の 血 清 亜 型 分 類 お よ び 亜 型 分 類 情 報 を 得 る た
め の 種 々 の 組 み 合 わ せ に お け る cps遺 伝 子 、 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 、 お よ び /ま た は 可 動 遺
伝 因 子 の 分 析 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
上 記 技 術 を 使 用 し た GBSゲ ノ ム 配 列 の 分 析 を 溶 液 中 で 行 い 、 そ の 後 ゲ ル 電 気 泳 動 な ど の 方
法 を 使 用 し た 標 準 的 分 離 を 行 う こ と が で き る 。 し か し 、 本 発 明 の 好 ま し い 局 面 で は 、 ア レ
イ を 形 成 す る た め に プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ を 固 体 基 質 に 固 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 典 型 的 に は 、 固 体 基 質 の 別 々 の 領 域 上 ま た は 領 域 中 に 固 定
さ れ る 。 基 質 は 、 基 質 内 へ の 固 定 の た め に 多 孔 質 で あ っ て も 実 質 的 に 無 孔 で あ っ て も よ く
、 こ の 場 合 プ ロ ー ブ は 典 型 的 に は 、 基 質 表 面 に 固 定 さ れ る 。 適 切 な 固 体 基 質 の 例 に は 、 板
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ガ ラ ス （ ホ ウ ケ イ 酸 ガ ラ ス な ど ） 、 シ リ コ ン ウ ェ フ ァ 、 マ イ カ 、 セ ラ ミ ッ ク ス 、 な ら び に
ポ リ ス チ レ ン お よ び ポ リ メ タ ク リ レ ー ト を 含 む プ ラ ス チ ッ ク な ど の 有 機 ポ リ マ ー が 含 ま れ
る 。 広 範 に 利 用 可 能 な ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ま た は ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン な ど の 半 透 膜 を 使 用 す
る こ と も 可 能 で あ る 。 半 透 膜 を 、 ガ ラ ス な ど の よ り 強 固 な 固 体 表 面 に 置 く こ と が で き る 。
表 面 を 、 金 、 白 金 、 ま た は 他 の 遷 移 金 属 な ど の 金 属 層 で 選 択 的 に コ ー ト す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
好 ま し く は 、 固 体 基 質 は 、 一 般 に 、 剛 性 ま た は 半 剛 性 表 面 を 有 す る 材 料 で あ る 。 好 ま し い
態 様 で は 、 少 な く と も 1つ の 基 質 表 面 は 実 質 的 に 平 面 で あ る が 、 い く つ か の 態 様 で は 、 例
え ば 、 隆 起 し た 領 域 ま た は 窪 ん だ 溝 を 有 す る 異 な る ポ リ マ ー の た め の 合 成 領 域 を 物 理 的 に
分 離 す る こ と が 望 ま し い 。 固 体 基 質 が 典 型 的 に は 10000か ら 40000cm - 2 の 密 度 が 得 ら れ る 50
か ら 100μ mの 個 別 の 領 域 中 の DNA配 列 の 高 密 度 適 用 に 適 し て い る こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
固 体 基 質 は 、 都 合 よ く セ ク シ ョ ン に 分 け ら れ る 。 フ ォ ト エ ッ チ ン グ な ど の 技 術 に よ っ て 、
ま た は 疎 水 性 イ ン ク 、 例 え ば テ フ ロ ン ベ ー ス の イ ン ク （ Cel-line、 USA） の 適 用 に よ っ て
、 こ れ を 行 う こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 異 な る プ ロ ー ブ が 配 置 さ れ る 個 別 の 位 置 は 、 任 意
の 都 合 の 良 い 形 状 （ 例 え ば 、 円 形 、 長 方 形 、 楕 円 形 、 V字 型 な ど ） を 有 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
ラ イ ブ ラ リ ー 配 列 は 、 共 有 的 ま た は 非 共 有 的 手 段 に よ っ て 基 質 へ 結 合 し う る 。 ラ イ ブ ラ リ
ー 配 列 を 、 ラ イ ブ ラ リ ー 配 列 が 結 合 す る 分 子 層 を 介 し て 基 質 に 結 合 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 プ ロ ー ブ を ビ オ チ ン で 標 識 し 、 基 質 を ア ビ ジ ン お よ び /ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
で コ ー ド す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 化 プ ロ ー ブ 使 用 の 都 合 の 良 い 特 徴 は 、 固 体 基 質 へ の
カ ッ プ リ ン グ 効 率 を 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る と い う 点 で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ が い く つ か の 固 体 基 質 に は あ ま り 結 合 で き な い こ と が あ る の で 、 し ば し ば 固 体 基 質 （
ガ ラ ス の 場 合 な ど ） と プ ロ ー ブ と の 間 に 化 学 的 境 界 面 を 提 供 す る 必 要 が あ る 。 し た が っ て
、 基 質 表 面 を 、 例 え ば 、 疎 水 性 を 増 減 す る 化 学 物 質 で の コ ー テ ィ ン グ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ を 共 有 結 合 さ せ る 化 学 物 質 で の コ ー テ ィ ン グ に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。 い く つ か の 化 学 コ ー テ ィ ン グ に よ り 、 疎 水 性 を 変 化 さ せ 共 有 結 合 を さ せ る こ と が で き る
。 固 体 基 質 上 の 疎 水 性 を 、 シ ラ ン 処 理 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 処 理 に よ っ て
容 易 に 増 大 す る こ と が で き る 。 適 切 な 化 学 コ ー テ ィ ン グ の 例 に は 、 ポ リ リ ジ ン お よ び ポ リ
（ エ チ レ ン イ ミ ン ） が 含 ま れ る 。 結 合 方 法 の さ ら な る 詳 細 は 、 米 国 特 許 第 6,248,521号 に
記 載 さ れ て い る 。 分 子 へ の 種 々 の 官 能 基 の 導 入 に よ る 核 酸 の 固 定 方 法 は ま た 、 Bischoffら
、 1987（ Anal.Biochem.、 164、 336～ 3440お よ び Kremskyら 、 1987（ Nucl.Acids Res.、 15
、 2891～ 2910） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
固 定 化 核 酸 分 子 ア レ イ の 作 製 技 術 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 説 明 さ れ て い る 。 有 用 な 概 説 は
、 Schenaら 、 1998、 TibTech、 16、 301～ 306（ こ れ に 記 載 の 技 術 に つ い て の 参 考 文 献 も 記
載 さ れ て い る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
マ イ ク ロ ア レ イ 製 造 テ ク ノ ロ ジ ー は 、 主 に 2つ の カ テ ゴ リ ー -合 成 お よ び 送 達 に 分 類 さ れ る
。 合 成 ア プ ロ ー チ で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 、 生 化 学 的 基 礎 単 位 か ら の 核 酸 の イ ン サ イ チ ュ
ー 合 成 に よ る 段 階 的 様 式 で 調 製 す る 。 各 合 成 ラ ウ ン ド で 、 ヌ ク レ オ チ ド を 付 加 し て 所 望 の
長 さ に 達 す る ま で 鎖 を 伸 長 さ せ る 。 多 数 の 先 行 技 術 の 方 法 が 、 例 え ば 、 固 体 基 質 上 の 種 々
の 個 別 の 位 置 で 配 列 を 様 々 に 並 べ か え る た め の マ ス キ ン グ 技 術 （ フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ） を
使 用 し た 、 イ ン サ イ チ ュ ー で の 一 本 鎖 核 酸 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 方 法 を 記 載 し て い る 。
米 国 特 許 第 5,837,832号 は 、 非 常 に 大 規 模 な 組 み 込 み テ ク ノ ロ ジ ー に 基 づ い た シ リ コ ン 基
質 に 固 定 化 し た DNAア レ イ の 改 良 さ れ た 作 製 方 法 を 記 載 し て い る 。 特 に 、 米 国 特 許 第 5,837
,832号 は 、 本 発 明 の 固 定 化 DNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 に 使 用 す る こ と が で き る 基 質 上 の 空 間
的 に 定 義 さ れ た 位 置 に 特 定 の プ ロ ー ブ 組 を 合 成 す る た め の 「 タ イ リ ン グ （ tiling） 」 と 呼
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ば れ る ス ト ラ テ ジ ー を 記 載 し て い る 。 米 国 特 許 第 5,837,832号 は ま た 、 使 用 す る こ と が で
き る 初 期 の 技 術 に つ い て の 参 考 文 献 も 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
対 照 的 に 、 送 達 テ ク ノ ロ ジ ー は 、 チ ッ プ 製 造 の た め に あ ら か じ め 調 製 さ れ た 生 化 学 物 質 の
外 因 的 配 置 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 DNAを 、 ピ ン （ 機 械 的 マ イ ク ロ ス ポ ッ テ ィ ン グ ） ま た は
圧 電 性 デ バ イ ス （ イ ン ク ジ ェ ッ ト ） の い ず れ か を 具 備 し た ロ ボ ッ ト デ バ イ ス を 使 用 し て 基
質 上 に 直 接 プ リ ン ト す る こ と も で き る 。 機 械 的 マ イ ク ロ ス ポ ッ テ ィ ン グ で は 、 生 化 学 的 サ
ン プ ル を 、 毛 管 現 象 に よ っ て ス ポ ッ テ ィ ン グ ピ ン に ロ ー ド し 、 ピ ン と 固 体 基 質 と の 間 の 物
理 的 接 触 に よ っ て 、 少 量 を 固 体 表 面 に 導 入 す る 。 第 1の ス ポ ッ テ ィ ン グ サ イ ク ル 後 、 ピ ン
を 洗 浄 し 、 第 2の サ ン プ ル を ロ ー ド し 、 隣 接 す る ア ド レ ス に 配 置 さ せ る 。 ロ ボ ッ ト 制 御 系
お よ び 多 重 プ リ ン ト ヘ ッ ド に よ り 、 マ イ ク ロ ア レ イ 製 造 を 自 動 化 で き る 。 イ ン ク ジ ェ ッ ト
は 、 圧 電 付 属 品 を 具 備 し た 小 型 ノ ズ ル に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど の 生 化 学 的 サ ン プ ル を ロ ー
ド す る 工 程 を 含 み 、 電 流 を 使 用 し て ジ ェ ッ ト か ら 基 質 へ 正 確 な 量 の 液 体 を 発 射 す る 。 第 1
の ジ ェ ッ ト 工 程 後 、 ジ ェ ッ ト を 洗 浄 し 、 第 2の サ ン プ ル を ロ ー ド し 、 隣 接 す る ア ド レ ス に
配 置 さ せ る 。 複 数 の ジ ェ ッ ト で 一 連 の サ イ ク ル を 繰 り 返 す こ と に よ り 、 迅 速 な マ イ ク ロ ア
レ イ 作 製 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
1つ の 態 様 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 約 50個 、 好 ま し く は 約 100個 ま た は 200個 を 超 え る 異
な る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 高 密 度 ア レ イ で あ る 。 こ の よ う な 高 密 度 プ ロ ー ブ は 、 cm 2 あ た り
約 50個 、 好 ま し く は 約 500個 、 よ り 好 ま し く は 約 1000個 、 最 も 好 ま し く は 約 2000個 を 超 え
る 異 な る 核 酸 プ ロ ー ブ の プ ロ ー ブ 密 度 を 含 む 。 ア レ イ は 、 さ ら に 、 ミ ス マ ッ チ コ ン ト ロ ー
ル プ ロ ー ブ お よ び /ま た は 基 準 プ ロ ー ブ （ 正 の コ ン ト ロ ー ル な ど ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の マ イ ク ロ ア レ イ は 、 典 型 的 に は 、 複 数 の 上 記 の プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ を 含 む 。 プ
ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ は 、 任 意 の 順 序 で ア レ イ に グ ル ー プ 化 す る こ と が で き る 。 し か し 、 特
異 的 な 型 （ 莢 膜 多 糖 類 遺 伝 子 血 清 型 、 血 清 亜 型 ； タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 の 亜 型 ； 可 動 遺 伝
因 子 の 亜 型 ） ま た は 型 （ 莢 膜 多 糖 類 遺 伝 子 血 清 型 、 血 清 亜 型 ； タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 の 亜
型 ； 可 動 遺 伝 因 子 の 亜 型 ） の 群 に よ っ て プ ラ イ マ ー /プ ロ ー ブ を グ ル ー プ 化 す る こ と が 望
ま し い 場 合 が あ る 。 得 ら れ る パ タ ー ン が コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ ェ ア に よ る パ タ ー ン 認 識 に
容 易 に 影 響 を 受 け る よ う に 、 こ の よ う な グ ル ー プ 化 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
ア レ イ 中 の 因 子 は 、 た っ た 1つ の プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー 型 ま た は 多 数 の 異 な る プ ロ ー ブ /プ
ラ イ マ ー を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
多 数 の 技 術 を 使 用 し て 、 固 定 化 プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー へ の GBSゲ ノ ム DNAの 結 合 を 検 出 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 多 数 の 型 （ 莢 膜 多 糖 類 遺 伝 子 血 清 型 、 血 清 亜 型 ； タ ン パ ク 質 抗 原
遺 伝 子 の 亜 型 ； 可 動 遺 伝 因 子 の 亜 型 ） に 特 異 的 な 固 定 化 プ ロ ー ブ は 、 捕 捉 プ ロ ー ブ と し て
機 能 す る こ と が で き る 。 ア レ イ へ の ゲ ノ ム DNAの 結 合 後 、 ア レ イ を 洗 浄 し 、 保 存 さ れ た GBS
ゲ ノ ム 領 域 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 1つ ま た は 複 数 の 標 識 検 出 プ ロ ー ブ と イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 検 出 プ ロ ー ブ の 結 合 を 、 標 識 の 存 在 の 検 出 に よ っ て 決 定
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 識 は 、 蛍 光 標 識 で あ っ て よ く 、 ア レ イ を 、 電 荷 結 合 素 子 （
CCD） カ メ ラ 下 の X-Yリ ー ダ ー に 置 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
他 の 技 術 に は 、 ア レ イ と の 接 触 前 の ゲ ノ ム DNAの 標 識 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 ニ ッ ク ト ラ ン
ス レ ー シ ョ ン お よ び 標 識 dNTPを 使 用 す る ） 。 次 い で 、 ゲ ノ ム DNAの 結 合 を 、 直 接 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
標 識 dNTPを 使 用 し た 単 一 の PCR増 幅 工 程 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 態 様 で は 、 ゲ
ノ ム DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 ア レ イ 中 の 第 1の プ ラ イ マ ー に 結 合 す る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 い く つ
か の 標 識 dNTPを 含 む dNTP、 お よ び 第 2の プ ラ イ マ ー の 添 加 に よ り 、 標 識 ヌ ク レ オ チ ド が 組
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み 込 ま れ た PCR産 物 が 合 成 さ れ る 。 次 い で 、 プ レ ー ト 上 に 捕 捉 さ れ た 標 識 PCRフ ラ グ メ ン ト
を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
多 数 の 利 用 可 能 な 検 出 技 術 は 、 標 識 は 必 要 な い が 、 そ の 代 わ り に リ ガ ン ド 結 合 時 の 質 量 の
変 化 に 依 存 す る （ 例 え ば 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 -SPR） 。 SPRの 原 理 お よ び SPRの 使 用 に 必 要
な 固 体 基 質 の 型 （ 例 え ば 、 BIACoreチ ッ プ ） は 、 Ausubelら 、 1999、 前 出 に 記 載 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
C.使 用
上 記 の よ う に 、 B群 連 鎖 球 菌 （ GBS） -Streptococcus agalactiaeは 、 新 生 児 お よ び 産 科 敗
血 症 の 最 も 一 般 的 な 原 因 で あ り 、 高 齢 の 患 者 お よ び 免 疫 無 防 備 状 態 の 患 者 の 敗 血 症 の 原 因
と し て の 重 要 性 が 増 大 し て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 検 出 方 法 、 プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー
、 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ を 、 妊 婦 、 高 齢 者 、 お よ び /ま た は 免 疫 無 防 備 状 態 の 患 者 の GBS感
染 の 診 断 で 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の PCRお よ び マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 は
、 従 来 の 同 定 お よ び 血 清 型 分 類 と 比 較 し て 精 度 お よ び 感 度 が 高 く 、 妊 婦 の 日 常 的 な 出 生 前
ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 妊 婦 の 感 染 診 断 で 特 に 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 方 法 は ま た 、 一 般
に 十 分 な 材 料 を 得 る た め に 臨 床 サ ン プ ル を 培 養 す る 必 要 が な い の で 、 よ り 早 く 結 果 が 得 ら
れ る 可 能 性 が 高 い 。 さ ら に 、 ほ と ん ど の 研 究 所 で 専 門 的 知 識 ま た は 試 薬 を 必 要 と し な い で
分 子 的 技 術 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
本 発 明 の 分 子 的 分 類 法 は ま た 、 GBS結 合 型 ワ ク チ ン の 導 入 前 後 に GBS単 離 物 を モ ニ タ ー す る
必 要 が あ る 疫 学 的 研 究 お よ び 他 の 関 連 研 究 に 有 用 な 包 括 的 株 同 定 を 補 助 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 は 、 こ こ に 、 以 下 の 実 施 例 を 参 照 し て よ り 詳 細 に 記 載 さ れ る が 、 こ れ は 例 示 の み を
目 的 と し て 本 発 明 を 限 定 し な い 。 実 施 例 は 、 図 面 を 参 照 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例
材 料 と 方 法
GBS基 準 株 お よ び 臨 床 単 離 物
9個 の GBS血 清 型 の パ ネ ル （ Ia～ VIII） を 、 Lawrence Paoletti博 士 （ Channing Laboratory
、 Boston USA） か ら ご 提 供 い た だ い た （ 基 準 パ ネ ル 1） 。 Diana Martin博 士 （ Streptococc
us Reference Laboratory、 ESR、 Wellington、 New Zealand） か ら 血 清 型 Ia～ VIを 含 む 9個
の 国 際 基 準 GBS型 株 の 別 の パ ネ ル （ 基 準 パ ネ ル 2） を 入 手 し た （ 表 1） 。 さ ら に 、 本 発 明 者
ら は 、 血 清 型 分 類 の た め に ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド の 種 々 の 研 究 所 に 参 照 さ れ た 146種 を 含 む 205
臨 床 例 か ら の 単 離 物 お よ び シ ド ニ ー の 1つ の 診 断 研 究 所 の 10年 間 に わ た る 正 常 な 無 菌 部 位
由 来 の 59種 の 単 離 物 を 試 験 し た 。 1つ の 培 養 物 が 混 合 さ れ て い る こ と が 続 い て 示 さ れ 、 206
種 の 異 な る 単 離 物 を 試 験 し た 。 従 来 の 血 清 型 分 類 （ CS） は 、 Streptococcus Reference La
boratory、 ESR、 Wellington、 New Zealandで 行 い 、 MSは 、 Centre for Infectious Diseas
es and Microbiology Laboratory Services、 ICPMR、 Sydney、 Australiaで 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
GBS基 準 株 の 2つ の パ ネ ル お よ び 63種 の 選 択 さ れ た 臨 床 単 離 物 を 、 MSで 使 用 さ れ る 適 切 な 配
列 を 同 定 す る た め の そ れ ぞ れ の ＞ 2200塩 基 対 （ bp） の 配 列 決 定 に よ っ て よ り 詳 細 に 研 究 し
た 。 次 い で 、 こ れ ら お よ び 残 り の 臨 床 単 離 物 を 使 用 し て 、 MS法 を 評 価 し 、 CSの 結 果 と 比 較
し た 。 最 初 は 一 方 の 結 果 を 考 慮 せ ず に 、 両 方 法 に よ る 分 類 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
血 液 寒 天 プ レ ー ト （ 5％ ウ マ 血 液 を 補 っ た ColumbiaII寒 天 ベ ー ス ） の 継 代 培 養 に よ っ て 細
菌 単 離 物 を 保 存 物 か ら 取 り 出 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
侵 襲 性 GBS臨 床 単 離 物
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可 動 遺 伝 因 子 研 究 で 使 用 し た 全 194種 の 単 離 物 を 、 191人 の 患 者 （ 女 性 107人 、 男 性 80人 、 4
人 は 性 別 記 録 な し ； 3種 の 培 養 物 は そ れ ぞ れ 成 長 の 異 な る 2つ の GBS血 清 型 を 含 ん で い た ）
の 血 液 （ 177） ま た は CSF（ 17） か ら 回 収 し た 。 108種 の 単 離 物 は 、 1996年 か ら 2001年 に Cen
tre for Infectious Diseases and Microbiology Laboratory Services、 ICPMR、 Sydney
、 Australiaに 培 養 の た め に 提 出 さ れ た 標 本 に 由 来 し 、 83種 の 単 離 物 は 、 1994年 か ら 2000
年 に ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド の 種 々 の 診 断 研 究 所 か ら 血 清 型 分 類 の た め に Institute of Environ
mental Science and Research（ ESR） 、 Porirua、 Wellington、 New Zealandに 寄 託 さ れ た
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
遺 伝 子 型 分 布 の 分 析 の た め に 、 患 者 を 以 下 の よ う に 年 齢 群 に 分 類 し た ： 新 生 児 、 早 期 発 症
（ 0～ 6日 ） ； 新 生 児 、 後 期 発 症 （ 7日 ～ 3ヶ 月 ） ； 幼 児 お よ び 小 児 （ 4ヶ 月 ～ 14歳 ） ； 若 年
成 人 （ 15～ 45歳 ） ； 中 年 （ 46～ 60歳 ） ； 高 齢 者 （ ＞ 60歳 ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
こ れ ら の 単 離 物 は 、 主 に 上 記 の 単 離 物 の サ ブ セ ッ ト で あ る が 、 基 準 株 を 含 み 、 非 侵 襲 性 単
離 物 は 排 除 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
従 来 の 血 清 型 分 類 （ CS）
標 準 的 な 方 法 （ Wilkinson and Moody、 1969） を 使 用 し て CSを 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、
各 単 離 物 に つ い て 酸 加 熱 （ 56℃ ） 抽 出 物 を 調 製 し 、 ア ガ ロ ー ス 中 の 型 特 異 的 抗 血 清 の 免 疫
沈 降 に よ っ て 血 清 型 を 決 定 し た 。 生 じ る 沈 殿 が コ ン ト ロ ー ル 株 の も の と 同 一 の ラ イ ン を 形
成 し た 場 合 に 、 単 離 物 を 特 定 の 血 清 型 に つ い て 陽 性 と 見 な し た 。 ESRで ウ サ ギ に お い て 血
清 型 Ia、 Ib、 Ic、 II、 III、 IV、 V、 お よ び Rタ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 血 清 を 調 製 し て 使
用 し た 。 14種 の 選 択 し た 単 離 物 （ 血 清 型 I～ Vに 対 す る 抗 血 清 を 使 用 し て 分 類 不 可 能 な 6種
、 CSと MSと で 最 初 に 結 果 が 矛 盾 し た 6種 、 お よ び 混 合 培 養 物 か ら の 2種 の 個 別 の 単 離 物 を 含
む ） を 、 全 血 清 型 に 対 す る 抗 血 清 を 使 用 し て 、 Abbie Weisner氏 お よ び Androulla Efstrat
iou博 士 （ Central Public Health Laboratory、 Colindale、 London、 UK） が 試 験 し て く だ
さ っ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
分 子 的 血 清 型 同 定 （ MS） ； 方 法 の 開 発
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
本 研 究 で 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 そ の 標 的 部 位 、 お よ び 融 点 を 、 表 2、 6
、 お よ び 10に 示 す 。 そ の 特 異 性 お よ び 予 想 さ れ る ア ン プ リ コ ン の 長 さ を 、 表 3、 7、 お よ び
11に 示 す 。 プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 者 ら の 仕 様 に 従 っ て 、 Sigma-Aldrich（ Castle Hill NSW
、 Australia） に よ っ て 合 成 さ れ た 。 4つ の 以 前 に 公 開 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ
ー お よ び 本 発 明 者 ら に よ っ て デ ザ イ ン さ れ た 一 連 の 新 規 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 目 的 の
遺 伝 子 、 す な わ ち 16S/23S rRNA遺 伝 子 間 ス ペ ー サ ー 領 域 お よ び 部 分 的 cps遺 伝 子 ク ラ ス タ
ー を 配 列 決 定 し 、 ま た は 、 各 GBS血 清 型 の 固 有 の 配 列 を 増 幅 し た 。 6つ の 以 前 に 公 開 さ れ た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー お よ び 本 発 明 者 ら に よ っ て デ ザ イ ン さ れ た 一 連 の 新 規 の プ
ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 GBS表 面 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 一 部 を 配 列 決 定 し 、 お よ
び /ま た は こ の 遺 伝 子 を 特 異 的 に 増 幅 し た 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 5つ の 公 知 の GBS可 動 遺 伝
因 子 の 一 部 を 配 列 決 定 す る た め お よ び /ま た は こ れ を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の 、 一 連 の プ
ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し た 。 い く つ か は 、 急 速 サ イ ク ル PCRで 使 用 す る た め に 高 融 点 （ ＞ 70
℃ ） で デ ザ イ ン し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
DNA調 製 お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR）
5つ の 個 別 の GBSコ ロ ニ ー ま た は 一 連 の 培 養 物 を 、 使 い 捨 て ル ー プ を 使 用 し て サ ン プ リ ン グ
し 、 2mlエ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 中 、 1mlの 消 化 緩 衝 液 （ 10mM Tris-HCl（ pH8.0） 、 0.45％
Triton X-100、 お よ び 0.45％ Tween 20） に 再 懸 濁 し た 。 GBS懸 濁 液 を 含 む チ ュ ー ブ を 、 100
℃ （ ド ラ イ ブ ロ ッ ク ヒ ー タ ー ま た は 水 浴 ） で 10分 間 加 熱 し 、 そ の 後 氷 上 で 反 応 停 止 さ せ 、
14,000rpmで 2分 間 遠 心 分 離 し て 細 胞 残 屑 を ペ レ ッ ト 化 し た 。 抽 出 DNAを 含 む 5μ lの 各 上 清
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を 、 PCRの テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た （ Mawnら 、 1993） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
PCRシ ス テ ム （ 検 出 の み の た め に は 25μ L、 検 出 お よ び 配 列 決 定 の た め に は 50μ L） を 、 以
前 に 記 載 （ Kongら 、 1999） の よ う に 使 用 し た 。 使 用 し た 変 性 、 ア ニ ー リ ン グ 、 お よ び 伸 長
の 温 度 お よ び 時 間 は 、 そ れ ぞ れ 96℃ で 1秒 間 、 55～ 72℃ （ プ ラ イ マ ー の Tm値 に よ る 、 ま た
は 以 前 に 記 載 ） で 1秒 間 、 お よ び 74℃ で 1～ 30秒 間 （ ア ン プ リ コ ン の 長 さ に よ る ） を 35サ イ
ク ル で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
10μ Lの PCR産 物 を 、 1.5％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で の 電 気 泳 動 で 分 析 し 、 0.5μ g臭 化 エ チ ジ ウ ム m
L - 1 で 染 色 し た 。 検 出 お よ び /ま た は 血 清 型 同 定 の た め に 、 紫 外 線 透 視 に よ っ て 示 さ れ る 予
想 さ れ る 長 さ の PCRア ン プ リ コ ン の 存 在 を 、 陽 性 と 認 め た 。 配 列 決 定 の た め に 、 40μ Lの PC
R産 物 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 沈 殿 法 （ Ahmetら 、 1999） に よ っ て さ ら に 精 製 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
配 列 決 定
PCR産 物 を 、 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に し た が っ て 、 Applied Biosystems（ ABI） Taq DyeDeo
xyタ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル 配 列 決 定 キ ッ ト を 使 用 し て 配 列 決 定 し た 。 対 応 す る 増 幅 プ ラ イ
マ ー ま た は 内 部 プ ラ イ マ ー を 、 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー と し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
多 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 配 列 比 較
多 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム グ ル ー プ の Pileupお よ び Prettyプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 多 配 列 ア ラ
イ ン メ ン ト を 行 っ た 。 比 較 プ ロ グ ラ ム グ ル ー プ の Bestfitプ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 配 列 を
比 較 し た 。 全 て の プ ロ グ ラ ム は 、 WebANGIS、 ANGIS（ Australian National Genomic Infor
mation Service） 、 第 3版 か ら 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル コ ー ド
表 7に 示 す 種 々 の プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た 正 の PCR結 果 に し た が っ て 、 各 単 離 物 に タ ン パ ク
質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル コ ー ド を 与 え た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
記 載 の 新 規 の 配 列 デ ー タ を 、 GenBankヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 提 出 し 、 以 下 の ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 が 割 り 当 て ら れ た ： AF291411～ AF291419（ 基 準 パ ネ ル 1由 来 の 血 清 型 Ia
～ VIII基 準 株 に つ い て の 16S/23S rRNA遺 伝 子 間 ス ペ ー サ ー 領 域 ） ； AF332893～ AF332917、
AF363032～ AF363060、 AF367973、 AF381030、 お よ び AF381031（ 基 準 株 （ 表 ） の 2つ の パ ネ
ル の 部 分 的 cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー お よ び 選 択 さ れ た 代 表 的 臨 床 単 離 物 ） ； AF367974（ 1つ の
単 離 物 由 来 の 挿 入 配 列 IS1381を 含 む 部 分 的 bac遺 伝 子 配 列 ） ； AF362685～ AF362704（ 全 bac
陽 性 単 離 物 の 部 分 的 bac遺 伝 子 配 列 ） ； お よ び AF373214（ 基 準 株 Prague25/60（ Rタ ン パ ク
質 標 準 株 ） の 部 分 的 rib様 遺 伝 子 ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 明 細 書 中 で 言 及 し た 以 前 に 報 告 さ れ た 配 列 デ ー タ は 、 GenBankヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ
ベ ー ス 中 で 以 下 の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 で 認 め ら れ た ： AB023574（ 16S rRNA遺 伝 子 ） ； U397
65、 L31412（ 16S/23S rRNA遺 伝 子 間 ス ペ ー サ ー 領 域 ） ； X68427（ S.oralisの 23S rRNA遺 伝
子 ） ； X72754（ cfb遺 伝 子 ） ； AB028896（ 血 清 型 Iaの cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ） ； AB050723（
血 清 型 Ibの 部 分 的 cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ） ； AF163833（ 血 清 型 IIIの cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー
） ； AF355776（ 血 清 型 IVの cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ） ； AF349539（ 血 清 型 Vの cps遺 伝 子 ク ラ
ス タ ー ） ； AF337958（ 血 清 型 VIの cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー ） ； M97256（ bca遺 伝 子 ） ； X58470
、 X59771（ bac遺 伝 子 ） ； U58333（ rib遺 伝 子 ） ； AF208158（ alp2遺 伝 子 ） 、 AF291065～ AF
291072（ alp3遺 伝 子 ） ； AF064785（ IS1381） ； M22449（ IS861） ； Y14270（ IS1548） ； AF0
64785（ IS1381） ； AF165983（ ISSa4） ； お よ び AJ292930（ GBSi1） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
統 計 分 析 お よ び 樹 状 図
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統 計 分 析 に SSPSバ ー ジ ョ ン 11ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し た 。 SSPSバ ー ジ ョ ン 11ソ フ ト ウ ェ ア の
Average Linkage（ 群 間 ） お よ び Hierarchical Cluster Analysisを 使 用 し て 、 樹 状 図 を 作
成 し た 。 各 マ ー カ ー -MS Ia、 Ib、 II、 IV～ VI、 sst III-1～ 4； pgp「 A」 、 「 R」 、 「 a」 、
「 as」 、 「 alp2」 、 「 alp3」 ； bac亜 群 1、 1a、 2、 3、 3a、 3b、 3c、 4、 4b、 5a、 7、 7a、 8
、 9、 9a、 10、 n1、 n2； お よ び mge IS1381、 IS861、 IS1548、 ISSa4、 GBSil-の 有 無 が 、 分
析 に 含 ま れ て い た 。 遺 伝 子 型 を 、 そ れ ぞ れ 、 分 子 的 血 清 型 分 類 （ MS） ま た は sst、 pgp、 お
よ び mgeの 個 別 の 比 較 に よ っ て 特 徴 付 け た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 １
GBSゲ ノ ム の 特 定 領 域 中 の 血 清 型 /血 清 亜 型 配 列 間 お よ び 配 列 内 異 種 性 の 研 究 、 な ら び に 分
子 的 血 清 型 分 類 /血 清 亜 型 分 類 の 適 合 性 の 評 価
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
2つ の 例 外 を 除 い て 、 全 て の GBS特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 、 試 験 し た 全 て の 基 準 株 お よ び
臨 床 単 離 物 か ら 予 想 さ れ る サ イ ズ の ア ン プ リ コ ン が 産 生 さ れ た （ 表 3） 。 例 外 は 、 Sag59/S
ag190お よ び CFBS/CFBAで あ っ た 。 両 方 と も cfb遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る が 、 繰 り 返 し
試 み た に も か か わ ら ず 1つ の 臨 床 単 離 物 か ら ア ン プ リ コ ン を 産 生 で き な か っ た 。 本 発 明 者
ら は 、 こ の 単 離 物 は cfb遺 伝 子 を 欠 く か 遺 伝 子 が 変 異 形 態 で 存 在 す る と 予 想 し た 。 cfb遺 伝
子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る PCRに よ り 全 て の GBS単 離 物 が 同 定 さ れ ず （ Hassanら 、 2000） 、 16
S rRNA遺 伝 子 に 基 づ い た 別 の プ ラ イ マ ー 対 DSF2/DSR1（ Ahmetら 、 1999） は 完 全 に 特 異 的 で
は な い こ と が 以 前 に 示 唆 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 本 研 究 で は 、 両 プ ラ イ マ ー 対 （ DSF2/D
SR1お よ び Sag59/Sag190） を 使 用 し て 、 全 単 離 物 が GBSで あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
16S/23S rRNA遺 伝 子 間 ス ペ ー サ ー 領 域 の 配 列 異 種 性
基 準 パ ネ ル 1由 来 の 血 清 型 Ia～ VIIIの 16S/23S rRNA遺 伝 子 間 ス ペ ー サ ー 領 域 を 配 列 決 定 し
た 。 多 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 、 以 下 の 2つ の 位 置 の み で 血 清 型 間 で 異 な る こ と が 示 さ
れ た ： 207（ 血 清 型 Vは Tま た は C［ T/C］ で あ り 、 血 清 型 VIIお よ び VIIIは Cで あ り 、 他 は Tで
あ る ） お よ び 272（ 血 清 型 IIIは Tで あ り 、 他 は Gで あ る ） 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 領 域 は 、
MSに は 不 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
cpsD-cpsE-cpsFの 3’ 末 端 お よ び cpsGの 5’ 末 端 の 配 列 異 種 性
cpsD-cpsE-cpsFの 3’ 末 端 お よ び cpsGの 5’ 末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 一 連 の プ ラ イ マ ー を
使 用 し て 、 9塩 基 反 復 配 列 の 有 無 に よ っ て 、 基 準 株 （ 血 清 型 Iaか ら VII） の 両 パ ネ ル お よ び
63種 の 選 択 し た 臨 床 単 離 物 か ら 2226ま た は 2217bpを 増 幅 お よ び 配 列 決 定 し た 。 代 表 的 な 配
列 を 、 GenBankに 寄 託 し た 。 基 準 パ ネ ル 株 の GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 に つ い て は 、 表 1
を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
反 復 配 列
cpsDの 3’ 末 端 領 域 で 、 MS Iaお よ び IIの ほ と ん ど の 単 離 物 、 MS IIIの い く つ か の 単 離 物 、
MS IV、 V、 お よ び VIIの 全 て の 単 離 物 で 、 9塩 基 反 復 配 列 （ TTA CGG CGA） が 見 出 さ れ た が
、 MS Ibま た は VIの 単 離 物 で は 見 出 さ れ な か っ た （ 表 4） 。 こ の 反 復 配 列 の 有 無 を 使 用 し て
、 MS Ia、 II、 お よ び IIIを さ ら に 亜 型 分 類 す る こ と が で き る （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
血 清 型 内 の 異 種 性
一 般 に 、 血 清 型 内 異 種 性 は 低 か っ た -血 清 型 内 異 種 性 が よ り 複 雑 な MS IIIを 除 い て 、 全 て
の 血 清 型 の 少 数 の 単 離 物 で 無 作 為 な バ リ エ ー シ ョ ン が 少 し 存 在 し た 。 MS IIIを 、 22の 位 置
（ 62、 139、 144、 204、 300、 321、 429、 437、 457、 486、 602、 636、 971、 1026、 1194、 14
13、 1501、 1512、 1518、 1527、 1629、 お よ び 2134） で の 異 種 性 お よ び 反 復 配 列 （ 78～ 86）
の 有 無 に 基 づ い て 4つ の 配 列 亜 型 に 分 類 す る こ と が で き た （ 表 4） 。
【 ０ １ ０ １ 】
60種 の MS III単 離 物 （ 58種 の 臨 床 単 離 物 お よ び 2種 の 基 準 株 ） の う ち 、 血 清 型 III-1（ 30種
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の 単 離 物 ） お よ び III-2（ 22種 の 単 離 物 ） が 主 で あ っ た 。 反 復 配 列 は 、 血 清 亜 型 III-1中 に
は 存 在 し た が 、 III-2中 に は 存 在 し な か っ た ； 7つ の 他 の 部 位 （ 139、 144、 204、 300、 321
、 636、 お よ び 1629） で 相 違 が 存 在 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
反 復 配 列 を 含 み 、 3つ の 可 変 部 位 （ 139、 144、 お よ び 300） で 血 清 亜 型 III-1と 同 一 で あ り
、 且 つ 4つ の 部 位 （ 204、 321、 626、 お よ び 1629） で 血 清 亜 型 III-2と 同 一 で あ る 血 清 亜 型 I
II-3に 属 す る 5つ の 単 離 物 が 存 在 し た 。 血 清 亜 型 III-3は 、 7つ の 部 位 （ 486、 1026、 1413、
1512、 1518、 1527、 お よ び 2134） で 血 清 亜 型 III-1お よ び III-2と 異 な っ て い た 。 血 清 亜 型
III-3中 の こ れ ら の 7つ の 部 位 は 、 MS Iaの 対 応 す る 部 位 と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
配 列 が MS IIの 対 応 す る 配 列 と ほ ぼ 同 一 で あ る 血 清 亜 型 III-4単 離 物 が 3つ 存 在 し た 。 437位
の み が 例 外 で あ り 、 ヌ ク レ オ チ ド が 血 清 亜 型 III-4中 で は T（ MS VIIの よ う に ） で あ り 、 MS
 II中 で は Cで あ っ た 。 （ PCR（ 以 下 を 参 照 の こ と ） に 加 え て ） こ の 相 違 を 使 用 し て 、 血 清
亜 型 III-4と MS IIと を 区 別 す る こ と が で き る 。 2つ の 血 清 亜 型 III-4単 離 物 は 反 復 配 列 を 含
み 、 他 の 一 つ は 含 ん で い な か っ た 。 少 数 の 血 清 亜 型 III-4単 離 物 の た め に 、 こ れ ら を さ ら
に 亜 型 分 類 す る た め に 反 復 配 列 を 使 用 し な か っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
血 清 型 間 の 異 種 性
8つ の MS間 に 56部 位 の 異 種 性 が 存 在 し た （ 表 4） 。 MSの PCR/配 列 決 定 で の 使 用 に 最 も 適 切 な
部 位 は 、 領 域 の 3’ 末 端 に 最 も 近 い 23部 位 の 群 で あ っ た （ 表 4、 図 1） 。 第 1に 、 こ れ ら は 基
準 株 の 2つ の パ ネ ル お よ び ほ と ん ど の 臨 床 単 離 物 （ 少 数 の 血 清 亜 型 III-3お よ び III-4単 離
物 の み を 除 く 、 以 下 を 参 照 の こ と ） で 一 致 し て い た 。 第 2に 、 こ れ ら は 、 単 一 反 応 で の 配
列 決 定 に 都 合 の 良 い 長 さ で あ る 790bp領 域 内 に 比 較 的 集 中 し て い た 。 第 3に 、 こ れ ら は 、 MS
 Ia～ VIIの 区 別 に 十 分 な 異 種 部 位 を 含 ん で い た （ い く つ か の 例 外 あ り ） 。 こ の 790bp領 域
に 基 づ く だ け で は 、 血 清 亜 型 III-3を MS Iaと 区 別 す る こ と も 、 血 清 亜 型 III-4を MS IIと 区
別 す る こ と も で き な い 。 し か し 、 こ れ ら を 、 MS III特 異 的 PCRに よ っ て 同 定 す る こ と が で
き る （ 以 下 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
血 清 型 VIIIは 、 790bp領 域 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し て も ア ン プ リ コ ン
を 形 成 し な い が 、 GBSの PCR同 定 後 の 排 除 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 研 究 で は 、
（ 790bp領 域 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー 対 に 加 え て ） 2226bp領 域 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー 対 で は
ア ン プ リ コ ン が 産 生 さ れ な い 1つ の MS VIII単 離 物 が 同 定 さ れ た 。 こ の 結 果 を 、 血 清 型 VIII
特 異 的 抗 血 清 の 使 用 に よ っ て 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
単 一 の 単 離 物 に お け る 混 合 血 清 型 特 異 性
MS特 異 的 PCRお よ び 配 列 全 体 （ 2226/2217bpセ グ メ ン ト 内 ） に 基 づ い て 1つ の MSと し て 11種
の 単 離 物 を 同 定 し た が 、 そ の 配 列 は 同 一 の MSの 単 離 物 と い く つ か の 部 位 で 異 な り 、 且 つ 別
の 部 位 特 異 的 特 徴 を 共 有 し て い た 。 こ れ ら は 、 5つ の 血 清 亜 型 III-3単 離 物 お よ び 3つ の 血
清 亜 型 III-4を 含 ん で い た （ 上 記 を 参 照 の こ と ） 。 MS IIと 同 定 さ れ た 1つ の 血 清 型 分 類 不
可 能 な 基 準 株 （ Prague25/60） は 、 領 域 の 5’ 末 端 で 5つ の 部 位 で 他 の MS II単 離 物 と 異 な り
、 こ れ ら の 部 位 の 3つ で MS IIIと 同 一 で あ っ た 。 Prague25/60 MS III特 異 的 PCRは 、 陰 性 で
あ っ た 。 CS II、 お よ び そ の 配 列 全 体 に 基 づ い て MS IIと 同 定 さ れ た 1つ の 臨 床 単 離 物 は 、
血 清 型 Ibに 特 徴 的 な 領 域 の 5’ 末 端 に お い て 9つ の 部 位 で 塩 基 を 有 し て お り 、 MS Ib特 異 的 P
CRは 陰 性 で あ っ た 。 最 後 に 、 1つ の CS V基 準 株 （ Prague10/84） は 、 GenBankの 対 応 す る 配
列 （ AF349539） と 同 一 の 配 列 決 定 結 果 を 有 す る が 、 両 者 は 、 研 究 し た 他 の MS V株 の 配 列 と
領 域 の 5’ 末 端 に お い て 3つ の 部 位 で 異 な っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
血 清 亜 型 III-3お よ び III-4に 関 連 す る 特 異 性 を 除 い て 、 こ れ ら の 混 合 血 清 型 特 異 性 は 全 て
、 2226/2217フ ラ グ メ ン ト の 5’ 末 端 領 域 で 生 じ た 。 こ の こ と は 、 MSの 配 列 決 定 標 的 と し て
790bpの 3’ 末 端 の 選 択 を 支 持 し た 。 こ の 標 的 を 使 用 し て 、 MS III特 異 的 PCRに よ っ て 同 定
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す る こ と が で き る 血 清 亜 型 III-3お よ び III-4に 属 す る MS IIIを 除 い て 、 全 て の MSを 正 確 に
同 定 し た （ 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 ２
cpsG-cpsH-cpsI/cpsMの 3’ 末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る MS特 異 的 PCRに 基 づ い た 分 子 的 血 清
型 同 定 （ MS）
本 発 明 者 ら の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 結 果 に よ り 、 cpsG-cpsH-cpsI/cpsMの 3’ 末 端 中 に 意 義 深
い 配 列 異 種 性 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ （ 図 3） 、 こ れ に よ り 、 PCRに よ っ て 直 接 的 に 血 清 型
Ia、 Ib、 III、 IV、 V、 お よ び VIを 区 別 す る た め の 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 デ ザ イ ン の 使 用 が 適
す る よ う に な っ た 。 考 え ら れ る さ ら な る 将 来 的 な 要 件 （ 例 え ば 、 多 重 （ multiplex） PCRの
開 発 ） を 満 た す た め お よ び /ま た は 配 列 分 類 法 を さ ら に 評 価 す る た め に 、 各 血 清 型 の た め
の い く つ か の プ ラ イ マ ー 対 を デ ザ イ ン し た （ 表 2お よ び 3） 。 基 準 株 の 2つ の パ ネ ル お よ び
特 定 の 条 件 を 使 用 し て 、 全 プ ラ イ マ ー 対 に よ り 対 応 す る 血 清 型 か ら の み DNAが 増 幅 さ れ た
。 臨 床 単 離 物 を 試 験 し た 場 合 、 2組 の MS特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し て 類 似 の 結 果 が 得 ら
れ た 。 一 般 に 、 よ り 小 さ な ア ン プ リ コ ン を 生 じ る プ ラ イ マ ー と 共 に 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 （ よ り 低 い プ ラ イ マ ー 濃 度 、 よ り 高 い ア ニ ー リ ン グ 温 度 ） を 使 用 す る こ と が で き
る 。 MSに つ い て 選 択 さ れ た 条 件 を 、 表 3お よ び 図 2に 示 す 。
【 ０ １ ０ ９ 】
以 下 の よ う に 、 MSを PCRに よ っ て 206種 の 臨 床 単 離 物 中 179種 （ 86.9％ ） に 割 り 当 て た ： MS 
Ia 40； MS Ib 35； MS III 58（ 以 前 に 血 清 亜 型 III-3お よ び III-4と 同 定 さ れ た も の を 含 む
） ； MS IV 7； MS V 36； MS VI 3。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 ３
MSと CSと の 間 の 血 清 型 同 定 結 果 の 比 較
CSお よ び MSが 完 了 し た 後 、 結 果 を 比 較 し た 。 最 初 の 結 果 は 、 15種 の 単 離 物 で 矛 盾 し て い た
が 、 こ の う ち の 5種 を 除 く 全 部 （ 以 下 を 参 照 の こ と ） は 、 再 試 験 お よ び /ま た は 誤 記 の 訂 正
に よ っ て 解 決 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
CSお よ び MS/配 列 亜 型 分 類 の 結 果 を 、 表 5に 示 す 。 PCRお よ び /ま た は 配 列 決 定 に よ っ て 、 CS
に よ る 206中 188（ 91.3％ ） と 比 較 し て 、 MSを 全 て の 単 離 物 に 割 り 当 て た 。 MS IIお よ び VII
Iの た め の 特 異 的 PCRは 開 発 さ れ て い な い の で 、 全 MS II単 離 物 を 配 列 決 定 の み に よ っ て 決
定 し 、 1つ の 推 定 MS VIII単 離 物 を 、 排 除 に よ っ て 決 定 し た （ 実 施 例 1を 参 照 の こ と ） 。 他
の 全 て の 単 離 物 に つ い て 、 血 清 亜 型 III-3お よ び III-4な ら び に 上 記 の 他 の 軽 微 な 配 列 の 相
違 （ 実 施 例 1） を 除 い て 、 PCRお よ び 配 列 決 定 の 結 果 は 一 致 し た 。 CSの 結 果 は 、 PCRの 結 果
と 十 分 に 相 関 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
CSお よ び MSの 最 終 結 果 は 、 両 方 法 の 結 果 が 利 用 可 能 で あ る 188種 全 て の 単 離 物 （ 100％ ） で
同 一 で あ っ た 。 CSに よ っ て 血 清 型 分 類 不 可 能 な 18種 の 臨 床 単 離 物 を 、 以 下 の よ う に MSに 割
り 当 て た ： Ia、 2； Ib、 5； II、 1； 血 清 亜 型 III-1、 3； 血 清 亜 型 III-2、 1； V、 5； お よ び V
I、 1。
【 ０ １ １ ３ 】
MS VIと 同 定 さ れ た 3種 の 臨 床 単 離 物 の 配 列 （ 2217bp） は 、 血 清 型 VI基 準 株 の 配 列 お よ び Ge
nBankの 対 応 す る 配 列 （ AF337958） と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
混 合 培 養 物
4種 の 臨 床 単 離 物 に つ い て 、 MS III特 異 的 PCRで 正 の 結 果 が 得 ら れ た が 、 配 列 決 定 に よ っ て
MS IIと 暫 定 的 に 同 定 さ れ た 。 3つ は CS IIIで あ り 、 1つ は CS IIで あ り 、 血 清 型 III抗 血 清
と 弱 い 交 差 反 応 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 単 離 物 を 、 そ れ ぞ れ 12個 の 個 々 の コ ロ ニ ー の 継 代
培 養 に よ っ て さ ら に 研 究 し た 。 全 て の 継 代 培 養 物 を 、 MS III特 異 的 PCRに よ っ て 試 験 し た
。 3種 の CS III単 離 物 の 12個 の コ ロ ニ ー 継 代 培 養 物 は 全 て 、 MS III特 異 的 PCRに よ っ て 陽 性
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で あ っ た の で 、 単 離 物 を 血 清 亜 型 III-4と 分 類 し た （ 上 記 を 参 照 の こ と ） 。 し か し 、 第 4番
目 の 単 離 物 の 12個 の コ ロ ニ ー 継 代 培 養 物 の う ち の 11個 は 、 MS III特 異 的 PCRに よ っ て 陰 性
で あ り 、 1個 は MS III特 異 的 PCRに よ っ て 陽 性 で あ っ た 。 し た が っ て 、 こ れ は 主 に MS/CS II
の 混 合 培 養 物 と 予 想 さ れ た 。 そ の 後 、 そ の 1個 の MS III特 異 的 PCR陽 性 コ ロ ニ ー は 血 清 亜 型
III-2と 同 定 さ れ 、 さ ら な る 臨 床 単 離 物 と し て 含 ま れ た （ 全 部 で 206） 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ４
PCRお よ び 配 列 決 定 に よ る GBSの 血 清 型 割 り 当 て の ア ル ゴ リ ズ ム
GBS血 清 型 同 定 の 臨 床 的 実 施 に 上 記 の PCRお よ び 配 列 決 定 法 が ど の よ う に 使 用 さ れ う る か と
い う こ と の 例 と し て 、 臨 床 用 の ア ル ゴ リ ズ ム を デ ザ イ ン し た 。 使 用 す る 全 て の プ ラ イ マ ー
（ 内 部 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 除 く ） に 高 い 融 点 （ ＞ 70℃ ） を 与 え 、 急 速 サ イ ク ル PCRを 使
用 し た （ 図 2） （ プ ラ イ マ ー 配 列 に つ い て は 、 表 2を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ５
タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 特 異 的 亜 型 分 類 に 適 し た alp2、 alp3、 お よ び rib遺 伝 子 中 の 領 域 の
同 定
少 数 の 例 外 を 除 き 、 全 て の プ ラ イ マ ー 対 に よ り 、 正 の 結 果 が 得 ら れ る 単 離 物 由 来 の 予 想 さ
れ る 長 さ の ア ン プ リ コ ン が 産 生 さ れ た （ 表 7） 。 例 外 は 、 プ ラ イ マ ー 対 GBS1360S/GBS1937A
お よ び GBS1717S/GBS1937A（ 共 に bac遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） を 使 用 し た PCRに よ っ
て 陽 性 で あ る が 、 他 の bac遺 伝 子 陽 性 単 離 物 よ り も 有 意 に 長 い ア ン プ リ コ ン が 産 生 さ れ る
、 1つ の 単 離 物 を 含 ん で い た 。 配 列 決 定 に よ り 、 公 開 さ れ た 配 列 （ Tamuraら 、 2000） と 比
較 し て 、 ア ン プ リ コ ン は 軽 微 な バ リ エ ー シ ョ ン を 含 む 挿 入 配 列 IS1381を 含 む こ と が 示 さ れ
た 。 プ ラ イ マ ー IgAagGBS/RIgAagGBSお よ び IgAS1/IgAA1（ bac遺 伝 子 も タ ー ゲ テ ィ ン グ す る
） を 使 用 し て 産 生 し た ア ン プ リ コ ン は 長 さ が 異 な り （ Bernerら 、 1999） 、 さ ら な る 亜 型 分
類 の た め に 配 列 決 定 し た （ 以 下 お よ び 表 8を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ １ ７ 】
ア ン プ リ コ ン 配 列 決 定 の 結 果
デ ザ イ ン ま た は 改 変 さ れ た 選 択 プ ラ イ マ ー 対 の 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 基 準 株 の 2つ の
パ ネ ル お よ び 31種 の 無 作 為 に 選 択 し た 臨 床 単 離 物 由 来 の 、 bcaS1/bcaA（ bca遺 伝 子 の 5’ 末
端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） に よ っ て 産 生 さ れ た 23個 の ア ン プ リ コ ン の う ち 10個 、 な ら び に
ribS1/ribA3（ rib遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） お よ び GBS1360S/GBS1937A（ bac遺 伝 子 を
タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） に よ っ て 産 生 さ れ た 全 て の も の を 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
プ ラ イ マ ー bcaS1/bcaAの 全 10ア ン プ リ コ ン お よ び プ ラ イ マ ー ribS1/ribA3の 13の う ち の 12
は 、 GenBankの 対 応 す る 遺 伝 子 配 列 と 同 一 で あ っ た （ そ れ ぞ れ 、 M97256は bca遺 伝 子 、 お よ
び U58333は rib遺 伝 子 ） 。 1つ の さ ら な る 単 離 物 （ す な わ ち 、 基 準 パ ネ ル 2中 の Prague25/60
（ R抗 血 清 の 惹 起 に 使 用 ） ） に よ り 、 低 ア ニ ー リ ン グ 温 度 （ 55℃ ） で の み プ ラ イ マ ー 対 rib
S1/ribA3を 使 用 し て ア ン プ リ コ ン が 産 生 さ れ た が 、 ribS2/ribA1お よ び ribS2/ribA2で は 産
生 さ れ な か っ た 。 し た が っ て 、 rib遺 伝 子 を 含 ま な い と 予 想 さ れ る が 、 ア ン プ リ コ ン 配 列
は rib遺 伝 子 と か な り の 相 同 性 を 示 し た （ 71.4％ ま た は 66.6％ 、 プ ラ イ マ ー 配 列 を 含 む 場
合 ま た は 含 ま な い 場 合 ） （ 図 3） 。 こ の 単 離 物 は 、 試 験 し た 224種 の う ち の た っ た 1種 で あ
り 、 PCRは ribS2/ribA1お よ び ribS2/ribA2を 使 用 し て 陰 性 で あ っ た が 、 ribS1/ribA3を 使 用
し て 陽 性 で あ っ た 。 後 者 の プ ラ イ マ ー 対 は 、 rib遺 伝 子 と 完 全 に 特 異 的 で は な い と 考 え ら
れ る の で 、 配 列 決 定 の た め だ け に 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
プ ラ イ マ ー 対 GBS1360S/GBS1937A（ bac遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） の 10ア ン プ リ コ ン の
う ち の 4つ は 、 GenBank中 の 対 応 す る 配 列 （ X58470、 X59771） と 同 一 で あ っ た 。 残 る 6つ の b
ac遺 伝 子 ア ン プ リ コ ン に お い て 点 変 異 （ Aか ら G、 X59771の 1441） が 認 め ら れ 、 そ の う ち の
1つ は 挿 入 配 列 IS1381（ 上 記 お よ び AF367974参 照 ） を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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プ ラ イ マ ー 対 bcaS1/balA（ alp2/alp3遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） 、 bal23S1/bal2A2（ a
lp2遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） 、 お よ び IgAagGBS/RIgAagGBS（ bac遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ
ン グ す る ） を 使 用 し て 陽 性 の PCR結 果 が 得 ら れ る 224種 の 全 単 離 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン を 配
列 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
プ ラ イ マ ー 対 bcaS1/balAを 使 用 し て 、 50種 の 単 離 物 か ら ア ン プ リ コ ン を 産 生 し た 。 9個 の
配 列 は alp2遺 伝 子 の 公 開 さ れ た 配 列 （ AF208158） の 対 応 す る 部 分 と 同 一 で あ り 、 41個 は al
p3遺 伝 子 （ AF291065） と 同 一 で あ っ た 。 bcaS1/balAア ン プ リ コ ン の 配 列 中 の alp2遺 伝 子 と
alp3遺 伝 子 と の 間 に 2つ の 一 致 す る 異 種 部 位 が 存 在 し （ 図 4） 、 alp2お よ び alp3遺 伝 子 特 異
的 PCRに 加 え て 、 こ れ ら を 区 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ラ イ マ ー 対 bal23S1/b
al2A2の 9つ 全 て の ア ン プ リ コ ン は 、 GenBankの alp2遺 伝 子 配 列 （ AF208158） の 対 応 す る 部
分 と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
プ ラ イ マ ー 対 IgAagGBS/RIgAagGBSに よ り 、 52種 の 単 離 物 中 の bac遺 伝 子 が 同 定 さ れ た 。 ア
ン プ リ コ ン 長 お よ び 配 列 異 種 性 に 基 づ い て そ れ ぞ れ bac遺 伝 子 陽 性 単 離 物 を 11の 群 お よ び 2
0の 亜 群 に 分 離 す る こ と が で き る 多 数 の 配 列 バ リ エ ー シ ョ ン が 存 在 し た （ 表 8） 。 群 は 、 B1
（ 20種 の 単 離 物 、 2亜 群 ） お よ び B4（ 11種 の 単 離 物 、 3亜 群 ） を 除 い て 、 少 数 （ 1か ら 5種 ）
の 単 離 物 を 含 ん で い た 。 ア ン プ リ コ ン 長 の 相 違 は 概 し て 、 短 い 反 復 配 列 の 有 無 に 起 因 し て
い た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 の 特 異 性 の さ ら な る 確 認
プ ラ イ マ ー 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 bac遺 伝 子 PCR用 に デ ザ イ ン ま た は 改 変 し た プ ラ イ マ
ー 配 列 を 使 用 し た PCRの 結 果 と 以 前 に 公 開 さ れ た プ ラ イ マ ー を 使 用 し た PCRと を 比 較 し 、 10
0％ 相 関 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
公 開 プ ラ イ マ ー 対 bcaRUS/bcaRUA（ bca遺 伝 子 反 復 単 位 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） の 以 前 に 報
告 さ れ た 非 特 異 性 を 確 認 し た 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 9つ 全 て の alp2遺 伝 子 陽
性 （ bcaS1/bcaA陰 性 ） 単 離 物 お よ び プ ラ イ マ ー bcaS1/bcaA、 bcaS2/bcaA（ bca遺 伝 子 の 5’
末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） 、 bal23S1/bal2A2、 お よ び bal23S2/bal2A1（ alp2遺 伝 子 の 5
’ 末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る ） を 使 用 し て PCR陰 性 で あ っ た 53種 に よ り 、 ア ン プ リ コ ン が
産 生 さ れ た 。 配 列 決 定 に よ り 、 bca遺 伝 子 お よ び alp2遺 伝 子 は 、 alp2遺 伝 子 陽 性 株 か ら ア
ン プ リ コ ン が 形 成 さ れ る bcaRUS/bcaRUAに よ っ て タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ る 領 域 中 に 有 意 な 相
同 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 偽 陽 性 の 結 果 は 、 bca遺 伝 子 反 復 単 位 に 相 同 な 領
域 （ bca遺 伝 子 反 復 単 位 様 配 列 ） を 含 む 他 の Cα 様 タ ン パ ク 質 の 存 在 に 起 因 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
各 遺 伝 子 （ rib、 alp2、 お よ び alp3遺 伝 子 ） の た め に デ ザ イ ン し た 2つ ま た は そ れ 以 上 の プ
ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た PCRの 結 果 が 十 分 に 相 関 し 、 各 組 の 特 異 性 を 支 持 す る こ と も 示 し た
。 上 記 の よ う に 、 試 験 さ れ た 224種 の 単 離 物 の う ち の 1つ に 由 来 す る 非 特 異 的 ア ン プ リ コ ン
を 産 生 す る ribS1/ribA3の み が 例 外 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ６
表 面 タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル と cps血 清 型 /血 清 亜 型 と の 関 係
表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル
各 遺 伝 子 （ bca遺 伝 子 反 復 単 位 ま た は bca遺 伝 子 反 復 単 位 様 領 域 を 除 く ） に つ い て 、 PCRに
よ る GBS表 面 タ ン パ ク 質 の 同 定 お よ び 特 徴 づ け の た め に 2つ の プ ラ イ マ ー 対 を 選 択 し た 。 各
単 離 物 に 、 PCRの 結 果 に よ っ て 以 下 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル コ ー ド を 与 え た 。
「 A」 ： bcaS1/bcaAお よ び bcaS2/bcaAに よ っ て 増 幅 さ れ た bca遺 伝 子 の 5’ 末 端 ；
「 a」 ま た は 「 as」 ： そ れ ぞ れ 複 数 ま た は 単 一 バ ン ド の ア ン プ リ コ ン を 有 す る 、 bcaRUS/bc
aRUAに よ っ て 増 幅 さ れ た bca遺 伝 子 反 復 単 位 ま た は bca遺 伝 子 反 復 単 位 様 領 域 ；
「 B」 ： GBS1360S/GBS1937Aお よ び IgAagGBS/RIgAagGBSに よ っ て 増 幅 さ れ た bac遺 伝 子 （ 配
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列 異 種 性 に 基 づ い た ＞ 20の 亜 群 ） ；
「 R」 ： ribS2/ribA1お よ び ribS2/ribA2に よ っ て 増 幅 さ れ た rib遺 伝 子 ；
「 alp2」 ： bal23S1/bal2A2お よ び bal23S2/bal2A1に よ っ て 増 幅 さ れ た alp2遺 伝 子 ； お よ び
「 alp3」 ： bal23S1/bal3Aお よ び bal23S2/bal3Aに よ っ て 増 幅 さ れ た alp3遺 伝 子 （ 表 7） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
4つ の 共 通 の プ ロ フ ィ ー ル が 224種 の 単 離 物 中 の 203種 （ 90.6％ ） を 占 め た ： 「 R」 （ 62単 離
物 ） 、 「 AaB」 （ 51単 離 物 ） 、 「 a」 （ 49単 離 物 ） 、 お よ び 「 alp3」 （ 41単 離 物 ） （ 表 4を
参 照 の こ と ） 。 2種 の 単 離 物 の み が 、 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 マ ー カ ー を 含 ま な か っ た 。 bac
遺 伝 子 を 含 む 単 離 物 （ 「 B」 ） は 1つ を 除 い て 全 て 、 反 復 単 位 を 含 む bca遺 伝 子 も 有 し （ 「 A
a」 ） 、 1種 は rib遺 伝 子 を 有 し て い た 。 全 て の 「 alp2」 単 離 物 は 、 単 一 の bca反 復 単 位 様 配
列 を 含 ん で い た （ 「 as」 ） 。 「 A」 、 「 R」 、 「 alp2」 、 「 alp3」 は 全 て 相 互 に 排 他 的 で あ
る 。 rib遺 伝 子 を 有 す る 63種 の 単 離 物 （ 「 R」 ） の う ち の 62種 お よ び alp3遺 伝 子 を 有 す る 41
種 の 単 離 物 の う ち の 41種 は 、 他 の タ ン パ ク 質 抗 原 マ ー カ ー を 有 し て い な か っ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
表 面 タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル と cps血 清 型 /血 清 亜 型 と の 関 係
cps分 子 的 血 清 型 （ MS） を 、 実 施 例 1か ら 4に 記 載 の 方 法 に し た が っ て 全 単 離 物 に 割 り 当 て
、 こ の 結 果 は 、 抗 血 清 を 使 用 し て 分 類 不 可 能 な 224種 の 単 離 物 の う ち の 19種 を 除 い て 従 来
の 血 清 型 分 類 （ CS） の 結 果 と 相 関 し た 。 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル と cpsMSと の
関 係 を 、 表 9に ま と め る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
以 下 の も の の 間 に 強 力 な 関 係 が 確 認 ま た は 証 明 さ れ た ： MS Iaと bca遺 伝 子 反 復 単 位 ま た は
bca遺 伝 子 反 復 単 位 様 配 列 （ ほ と ん ど が プ ロ フ ィ ー ル 「 a」 を 有 す る ） ； MS血 清 亜 型 III-1
お よ び III-2と rib遺 伝 子 ； MS血 清 亜 型 III-3と alp2遺 伝 子 ； MS Ibと bca/bac遺 伝 子 ； お よ
び MS Vと alp3遺 伝 子 。 MS IIは 、 最 も 変 化 し た 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し
た 。 し か し 、 こ の 関 係 は 絶 対 的 で は な く 、 cps血 清 型 と タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル と
の 異 な る 組 み 合 わ せ に よ り 、 bac遺 伝 子 （ 「 B」 ） 亜 群 を 考 慮 し た 場 合 に 、 31種 の 異 な る 血
清 変 異 型 （ serovariant） ま た は 51種 が 産 生 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 ７
表 面 タ ン パ ク 質 抗 原 と タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル と の 関 係
従 来 の 血 清 型 分 類 に 基 づ い て 、 33種 の 単 離 物 （ CS Ia/c、 Ib/c、 IIc、 IIb、 IIIc、 ま た は I
IIbに 属 す る ） は 、 C抗 血 清 と 反 応 し た 。 こ れ ら 全 て の 単 離 物 の 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ
フ ィ ー ル は 、 bca遺 伝 子 （ 「 A」 ） ま た は bca遺 伝 子 反 復 単 位 関 連 マ ー カ ー （ 「 a」 ま た は 「
as」 ） を 含 ん で い た ： Aa、 3； AaB、 18； a、 11； alp2as、 1。 29種 の 単 離 物 は R抗 血 清 と 反
応 し 、 こ れ ら の う ち の 22種 は rib遺 伝 子 を 含 み 、 6種 は alp3遺 伝 子 を 含 ん で い た 。 Rタ ン パ
ク 質 抗 血 清 を 惹 起 す る た め に 使 用 し た 株 （ Prague25/60） は 、 推 定 rib様 遺 伝 子 を 含 ん で い
た （ 上 記 お よ び 図 3を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
実 施 例 ８
分 子 的 亜 型 分 類 に 適 し た 可 動 遺 伝 因 子 の 同 定
GBS血 清 型 中 の 5つ の 可 動 因 子 の 存 在 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 一 連 の PCRプ ラ イ マ ー を
開 発 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
プ ラ イ マ ー 対 の 特 異 性
全 て の プ ラ イ マ ー 対 に よ り 、 い く つ か の 基 準 単 離 物 お よ び /ま た は い く つ か の 臨 床 単 離 物
か ら 予 想 さ れ る 長 さ の ア ン プ リ コ ン （ 表 11） が 産 生 さ れ た （ 表 12） 。 本 発 明 者 ら の プ ラ イ
マ ー 対 の 特 異 性 を 評 価 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー IS1548S/IS1548A3お よ び ISSa4S/ISSa4A2に
よ っ て 産 生 さ れ た 全 ア ン プ リ コ ン 、 な ら び に IS861S/IS861A2（ 12単 離 物 ） 、 IS1381S1/IS1
381A（ 24単 離 物 ） 、 お よ び GBSi1S1/GBSi1A2（ 11単 離 物 ） に よ っ て 産 生 さ れ た 基 準 単 離 物
お よ び 臨 床 単 離 物 両 方 か ら 選 択 さ れ た ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 し た 。
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【 ０ １ ３ ３ 】
41種 の IS1548お よ び 15種 の ISSa4ア ン プ リ コ ン 配 列 の 全 て が GenBankの 対 応 す る 配 列 （ そ れ
ぞ れ 、 Y14270お よ び AF165983） と 同 一 で あ っ た 。 12種 の IS861ア ン プ リ コ ン 配 列 の う ち の 5
種 は 、 GenBankの 対 応 す る IS861配 列 （ M22449） と 同 一 で あ っ た 。 他 の 7種 は 、 公 開 さ れ た
配 列 と 732位 が 異 な り （ G→ A） 、 基 準 株 Prague25/60は 、 M22449の 576位 お よ び 830位 に 2つ
の さ ら な る 相 違 を 有 し て い た （ そ れ ぞ れ G→ Aお よ び T→ A） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
以 前 に 、 本 発 明 者 ら は 、 元 の 公 開 さ れ た 配 列 （ AF064785） と 比 較 し て 以 下 の い く つ か の 相
違 を 有 す る 、 臨 床 単 離 物 の Cβ 抗 原 遺 伝 子 内 に 全 長 挿 入 配 列 IS1381（ AF367974） を 見 出 し
た ： 末 端 逆 位 反 復 配 列 は 20塩 基 対 （ bp） で は な く 15bpを 含 み 、 3bpが 欠 失 し 、 （ 元 の GenBa
nk配 列 の ） 419位 と 429位 と の 間 の 推 定 ト ラ ン ス ポ ザ ー ゼ 偽 遺 伝 子 中 で 4つ の 個 々 の 塩 基 対
が 異 な る -
　
　
　
。 12種 の 基 準 単 離 物 お よ び 12種 の 選 択 さ れ た 臨 床 単 離 物 由 来 の プ ラ イ マ ー 対 IS1381S1/IS1
381Aの 全 て の ア ン プ リ コ ン は 、 互 い に 同 一 で あ り 、 且 つ GenBankの 本 発 明 者 ら の IS1381配
列 （ AF367974） の ア ン プ リ コ ン と 一 致 す る が 、 上 記 の よ う に 、 最 初 に 報 告 さ れ た IS1381配
列 （ AF064785） と 異 な っ て い た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
4種 の GBSi1陽 性 基 準 株 お よ び 7種 の 選 択 し た 臨 床 単 離 物 の 全 て 由 来 の プ ラ イ マ ー 対 GBSi1S1
/GBSi1A2の ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 し た 。 6種 （ 3種 の 基 準 株 の も の を 含 む ） は 、 GenBank
の 対 応 す る GBSi1配 列 （ AJ292930） と 同 一 で あ っ た 。 4種 の 臨 床 単 離 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン
は 、 3つ の 部 位 バ リ エ ー シ ョ ン （ AJ292930配 列 の 767位 で の C→ T、 846位 で の A→ C、 お よ び 9
23位 で の T→ C） を 示 し た 。 基 準 株 Prague25/60は 、 こ れ ら の 部 位 バ リ エ ー シ ョ ン の う ち 最
初 の 2つ の み を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
配 列 決 定 に 加 え て 、 各 標 的 に 対 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 の PCR結 果 を 比 較 す
る こ と に よ っ て 本 発 明 者 ら の プ ラ イ マ ー 対 の 特 異 性 を 評 価 し た （ 表 11） 。 全 て の 場 合 、 同
一 の 可 動 遺 伝 因 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る PCRで 試 験 し た 場 合 に 同 一 の 単 離 物 の 組 は 陽 性 の
結 果 を 示 し た の で 、 プ ラ イ マ ー 対 の 特 異 性 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
5つ 全 て の 可 動 遺 伝 因 子 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た PCRの 結 果
そ れ ぞ れ 単 離 物 の 55％ 、 18％ 、 85％ 、 7％ 、 お よ び 19％ で IS861、 IS1548、 IS1381、 ISSa4
、 お よ び GBSi1が 同 定 さ れ た 。 10種 の 単 離 物 （ 4％ ） で 可 動 因 子 は 検 出 さ れ な か っ た 。 前 の
実 施 例 で 試 験 し た 224種 の GBS単 離 物 に お け る PCRに よ っ て 同 定 さ れ た 5つ の 可 動 因 子 の 分 布
を 、 表 12に 示 す 。 79種 の 単 離 物 中 で IS1381の み が 検 出 さ れ 、 1種 の 単 離 物 中 で GBSi1の み が
検 出 さ れ た 。 46種 の 単 離 物 は 2つ の 異 な る 挿 入 配 列 （ IS861お よ び IS1381、 42単 離 物 ； IS15
48お よ び IS1381、 3単 離 物 ； ISSa4お よ び IS1381、 1単 離 物 ） を 含 ん で い た 。 44種 の 単 離 物
は 、 3つ の 挿 入 配 列 （ IS861、 IS1548、 お よ び IS1381、 34； IS861、 ISSa4、 お よ び IS1381、
10） を 含 み 、 1種 の 単 離 物 は 4つ 全 て の 挿 入 配 列 を 含 ん で い た 。 41種 の 単 離 物 は 、 1つ （ IS8
61、 22； IS1381、 1単 離 物 ） 、 2つ （ IS861お よ び IS1381、 11； ISSa4お よ び IS1381、 3単 離
物 ） 、 ま た は 3つ （ IS861、 IS1548、 お よ び IS1381、 4単 離 物 ） の 挿 入 配 列 と 組 み 合 わ せ て G
BSi1を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
5つ 全 て の 可 動 遺 伝 因 子 に 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た 194種 の 侵 襲 性 単 離 物 の PCR結 果
異 な る 可 動 遺 伝 因 子 （ mge） 組 み 合 わ せ （ 単 離 物 あ た り 0か ら 4種 ） を 含 む 単 離 物 の 数 を 、
表 13に 示 す 。 そ れ ぞ れ 単 離 物 の 87％ 、 52％ 、 17％ 、 6％ 、 お よ び 18％ で 、 IS1381、 IS861、
IS1548、 ISSa4、 お よ び GBSi1が 同 定 さ れ た 。 6種 （ 3％ ） の 単 離 物 は 、 mgeを 含 ん で い な か
っ た 。
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【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 ９
cps血 清 型 、 血 清 亜 型 、 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル 、 お よ び 可 動 遺 伝 因 子 の 関 係
異 な る cps血 清 型 、 血 清 型 III亜 型 、 お よ び 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル 中 の 5つ の
各 可 動 遺 伝 因 子 の 分 布 を 、 表 12お よ び 13に 示 す 。 各 血 清 型 /血 清 亜 型 に つ い て 最 も 一 致 し
た 所 見 は 以 下 の と お り で あ っ た ：
1） 血 清 型 Ia-ほ と ん ど （ ＞ 80％ ） が 、 Cα タ ン パ ク 質 と 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 を 発 現
し 、 IS1381を 含 ん で い た 。
2） 血 清 型 Ib-ほ と ん ど （ ＞ 90％ ） が 、 Cα お よ び Cβ タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS861お よ び IS1
381を 含 ん で い た 。
3） 血 清 型 II-以 下 の 2つ の 共 通 の パ タ ー ン を 示 す ：
a） ＞ 50％ が 、 Cα タ ン パ ク 質 （ お よ び し ば し ば Cβ ） を 発 現 し 、 IS861、 IS1381お よ び 時 々
他 の 可 動 因 子 、 特 に ISSa4を 含 ん で い た 、 ま た は
b） ＞ 25％ が 、 Ribタ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS861、 IS1381、 お よ び GBSi1を 含 ん で い た 。
4） 血 清 亜 型 III-1： 全 て が Ribタ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS861、 IS1548、 お よ び IS1381を 含 む
が GBSi1を 含 ま な か っ た 。
5） 血 清 亜 型 III-2： 全 て が Ribタ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS861お よ び GBSi1を 含 む が IS1548お
よ び IS1381の い ず れ も 含 ま な か っ た 。
6） 血 清 亜 型 III-3： 全 て が Cα 様 タ ン パ ク 質 2を 発 現 し 、 可 動 遺 伝 因 子 を 含 ま な か っ た 。
7） 血 清 亜 型 III-4： 種 々 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 全 て が GBSi1を 含 ん で い た 。
8） 血 清 型 IV-ほ と ん ど が 、 Cα タ ン パ ク 質 と 密 接 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS1381
を 含 ん で い た 。
9） 血 清 型 V-ほ と ん ど が Cα 様 タ ン パ ク 質 3を 発 現 し 、 IS1381を 含 ん で い た 。
10） GBSi1お よ び IS1548は 血 清 型 III（ III-1、 III-2、 お よ び III-4） に お い て 互 い に 排 他
的 で あ る が 、 血 清 型 IIで は そ う で は な い 。
11） Cα 様 タ ン パ ク 質 2を 発 現 し た 単 離 物 は 全 て 、 挿 入 配 列 を 含 ま な か っ た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
MS/sst、 pgp、 お よ び mgeの 主 な 関 係
図 5は 、 種 々 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 間 の 関 係 を 示 す 。 IS1381は 、 MS Ia、 Ib、 IV、 V、 お よ び VI
の ほ ぼ 全 て の 単 離 物 に 存 在 し た が 、 sstIII-2ま た は III-3に は 存 在 し な か っ た 。 血 清 型 II
ま た は IIIで IS1548が 排 他 的 に 見 出 さ れ 、 GBSi1が 最 も 共 通 し て 見 出 さ れ ； 3種 の 単 離 物 （
全 て MS II） は 、 GBSi1お よ び IS1548の 両 方 を 含 ん で い た 。 全 て の sst III-1お よ び III-2な
ら び に ほ と ん ど の MS IIお よ び Ib単 離 物 で IS861が 見 出 さ れ た が 、 他 の MS単 離 物 で は た っ た
14％ で あ っ た 。 ISSa4は 、 6％ の 単 離 物 の み に 存 在 し 、 そ の 過 半 数 は MS IIで あ り ； こ れ は 1
996年 以 前 （ 1994年 ） に 得 ら れ た 1つ の 侵 襲 性 単 離 物 中 に 存 在 し て い た 。 IS1381は 、 挿 入 配
列 を 有 さ な い ク ラ ス タ ー 8中 の 単 離 物 （ pgp「 alp2」 ） 以 外 の ほ と ん ど の 単 離 物 中 で 見 出 さ
れ た 。 IS861は 、 pgp「 AaB」 （ ク ラ ス タ ー 3お よ び 4） を 有 す る ほ と ん ど の 遺 伝 子 型 お よ び p
gp「 R」 （ ク ラ ス タ ー 6お よ び 7） を 有 す る 全 て の 遺 伝 子 型 で 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
MS/sst、 pgp、 bac亜 型 、 お よ び mgeに 基 づ く 遺 伝 子 型
MS/sst、 pgp、 bac亜 型 （ pgp「 B」 を 含 む 単 離 物 に つ い て ） 、 お よ び mgeの 種 々 の 組 み 合 わ
せ の 存 在 に よ り 、 PCR/配 列 決 定 ベ ー ス の 遺 伝 子 型 同 定 系 が 得 ら れ る 。 本 研 究 に お け る 194
種 の 侵 襲 性 単 離 物 に よ り 、 bac亜 型 （ 主 に MS Ib） が 含 ま れ る 場 合 に 、 pgpお よ び mgeま た は
56種 の 遺 伝 子 型 の 分 布 に 基 づ い て 、 7種 の 血 清 型 、 10種 の MS/sst、 41種 の 亜 型 が 示 さ れ た
（ 図 5） 。
【 ０ １ ４ ２ 】
理 論 的 GBSク ロ ー ン 集 団 構 造
理 論 上 は 、 13種 の 可 能 な GBS MS/sst（ 8種 の MS-Ia、 Ib、 II、 IV～ VIII、 4種 の sst III 1～
4お よ び cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 不 在 ） お よ び 少 な く と も 10種 の pgp（ な し 、 「 Aa」 、 「 AaB」
、 「 a」 、 「 as」 、 「 R」 、 「 RB」 、 「 alp2as」 、 「 alp3」 、 ま た は 「 alp4a」 ） が 存 在 す
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る 。 こ れ ま で に 同 定 さ れ た 22種 の bac亜 型 が 含 ま れ る 場 合 、 31種 ま で の pgpが 存 在 す る 。 5
種 の mgeが 独 立 し て 無 作 為 に 分 布 し て 存 在 す る ま た は 存 在 し な い 場 合 、 13× 31× 2 5 ＝ 12,89
6種 の 分 子 マ ー カ ー の 異 な る 組 み 合 わ せ が 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。 56種 の 異 な る 組 み 合 わ
せ し か 見 出 さ れ な い と い う 事 実 （ 図 5） は 、 マ ー カ ー が 無 作 為 に 分 布 し な い 、 言 い 換 え れ
ば 、 こ れ ら の 侵 襲 性 オ ー ス ト ラ レ ー シ ア GBS単 離 物 は ク ロ ー ン 集 団 構 造 を 有 す る こ と を 示
し て い る 。 考 え に く い こ と で あ る が 、 こ れ ら の 単 離 物 は 非 常 に 限 ら れ た 数 の GBS遺 伝 子 型
し か 示 さ な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
オ ー ス ト ラ レ ー シ ア 侵 襲 性 GBSの 系 統 発 生 的 関 係
56種 の 遺 伝 子 型 は 8種 の ク ラ ス タ ー を 形 成 し 、 約 16の 遺 伝 的 距 離 で 分 離 さ れ て い た （ あ る
い は 、 3つ の ク ラ ス タ ー 群 が 約 22.5の 距 離 で 分 離 し て い た ） 。 pgpは 、 ク ラ ス タ ー 分 離 の 主
な 決 定 因 子 で あ っ た （ 図 5） 。 94％ の 単 離 物 は 、 5種 の MS（ Ia、 Ib、 II、 III、 お よ び V） に
属 し 、 62％ が 5種 （ 9％ ） の 遺 伝 子 型 （ Ia-1、 Ib-1、 III-1、 III-2、 V-1） に 属 し 、 92％ が 5
種 の 最 も 大 き い ク ラ ス タ ー （ 1、 2、 4、 6、 お よ び 7） に 属 し て い た 。 ク ラ ス タ ー 群 A（ 最 も
大 き い ） は 、 139種 （ 72％ ） の 単 離 物 お よ び 48種 （ 86％ ） の 遺 伝 子 型 を 含 み 、 そ の う ち の 4
5種 が 5種 未 満 の 単 離 物 を 含 み 、 ク ラ ス タ ー 群 Bは 49種 （ 25％ ） の 単 離 物 お よ び 5種 （ 9％ ）
の 遺 伝 子 型 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
各 ク ラ ス タ ー の 主 な 特 徴 は 、 以 下 の と お り で あ る ：
ク ラ ス タ ー 1： 「 alp3」 、 IS1381（ 39種 の 単 離 物 、 4種 の MS、 11種 の 遺 伝 子 型 ； 主 な 遺 伝 子
型 V-1） 。
ク ラ ス タ ー 2： 「 a」 ま た は 「 as」 、 IS1381（ 55種 の 単 離 物 、 4種 の MS、 12種 の 遺 伝 子 型 、
主 な 遺 伝 子 型 Ia-1） 。
ク ラ ス タ ー 3： 「 Aa」 ま た は 「 AaB」 、 MS II、 IS1381、 IS861（ 10種 の 単 離 物 、 6種 の 遺 伝
子 型 ） 。
ク ラ ス タ ー 4： 「 AaB」 、 IS1381、 IS861（ 35種 の 単 離 物 、 2種 の MS： VIま た は Ib； 18種 の 遺
伝 子 型 ； 主 な 遺 伝 子 型 Ib-1） 。
ク ラ ス タ ー 5： 「 AaB」 、 IS861、 GBSi1、 遺 伝 子 型 III-4-1（ 1種 の 単 離 物 ） 。
ク ラ ス タ ー 6： 「 R」 、 IS861、 お よ び GBSi1（ 22種 の 単 離 物 、 3種 の MS/遺 伝 子 型 ； 主 な 遺 伝
子 型 III-2） 。
ク ラ ス タ ー 7： 「 R」 、 IS1381お よ び IS861（ 27種 の 単 離 物 ； 2種 の MS/遺 伝 子 型 ； 主 な 遺 伝
子 型 III-1） 。
ク ラ ス タ ー 8： 「 alp2as」 、 ISな し （ 6種 の 単 離 物 ； 3種 の MS/遺 伝 子 型 ； 1つ が GBSi1を 含 む
） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
系 統 発 生 研 究 に よ り 、 SSPSに よ っ て 推 測 さ れ た 樹 状 図 は 非 常 に 強 固 で あ る こ と が 示 さ れ た
。
【 ０ １ ４ ６ 】
遺 伝 子 型 と GBS疾 患 パ タ ー ン と の 関 係
侵 襲 性 GBS疾 患 患 者 の 異 な る 年 齢 群 に お け る MSお よ び 遺 伝 子 型 の 分 布 を 、 表 14に 示 す 。 1つ
を 超 え る 患 者 群 で 全 て の 共 通 の MSが 示 さ れ た 。 し か し 、 （ 全 て の 他 の 年 齢 群 と 比 較 す る と
） sstIII-2と 遅 発 型 新 生 児 感 染 症 と の 間 （ p＝ 0.0005） お よ び MS Vと 高 齢 者 の 感 染 症 と の
間 （ p＝ 0.001） に 、 非 常 に 有 意 な 関 係 が 存 在 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
脳 脊 髄 液 標 本 由 来 の 17種 の 単 離 物 が 存 在 し 、 そ の う ち の 9種 （ 53％ ） が MS III（ そ れ ぞ れ
異 な る ク ラ ス タ ー 中 の 3種 の 異 な る sst/遺 伝 子 型 由 来 ） で あ っ た 。 他 の 8種 の 単 離 物 は 、 5
種 の MS、 7種 の 遺 伝 子 型 、 お よ び 4種 の ク ラ ス タ ー に 分 布 し て い た 。 全 年 齢 群 で 髄 膜 炎 を 発
症 し て い た が 、 他 の 全 て の 群 で の 5％ と 比 較 し て 、 遅 発 型 新 生 児 群 で は 症 例 の 23％ で あ っ
た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

10

20

30

40

50

(26) JP 2005-502381 A 2005.1.27



考 察
GBSに お け る 莢 膜 産 生 は 、 我 々 の 研 究 開 始 前 に 血 清 型 Iaお よ び 血 清 型 IIIに つ い て 配 列 決 定
さ れ て い た 莢 膜 多 糖 類 合 成 （ cps） 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー に よ っ て 調 節 さ れ る 。 プ ロ ジ ェ ク ト
が ほ ぼ 終 了 し て 、 血 清 型 Ibの 対 応 す る 配 列 （ Miyakeら 、 2001年 GenBank提 出 、 GenBankア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 AB050723） お よ び 血 清 型 IV、 V、 お よ び VIに 対 応 す る 配 列 （ McKinnonら 、 2
001年 GenBank提 出 、 そ れ ぞ れ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AF355776、 AF349539、 AF33795
8） が 最 近 公 開 さ れ た が 、 他 の 3種 の 血 清 型 （ II、 VII、 お よ び VIII） の 対 応 す る 配 列 （ cps
遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 配 列 ） は 、 以 前 に 公 開 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
血 清 型 Iaお よ び IIIの cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 配 列 は 、 cpsD-cpsE-cpsFの 3’ 末 端 お よ び cps
Gの 5’ 末 端 で 相 同 性 が 高 か っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ の 領 域 中 の 2226/2217bpセ グ メ ン ト を
増 幅 す る た め の 一 連 の プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し 、 VIII以 外 の 全 て の 血 清 型 か ら ア ン プ リ コ
ン が 得 ら れ る こ と を 見 出 し た 。 こ れ に よ り 、 こ の 領 域 で 血 清 型 VIIIが 他 の 血 清 型 と 著 し く
異 な る と い う 以 前 の 示 唆 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
本 発 明 者 ら は 、 8種 の 血 清 型 （ Iaか ら VII） の 基 準 株 を 使 用 し て 、 血 清 型 の 間 で 50種 を 超 え
る 異 な る 点 を 示 し た （ 図 1、 表 4） 。 従 来 の 方 法 に よ っ て 血 清 型 分 類 し た 63種 の 選 択 さ れ た
臨 床 単 離 物 を 使 用 し て 、 こ れ ら の 血 清 型 間 の 相 違 が 一 般 に 一 貫 し 且 つ 特 異 的 で あ り 、 特 に
23個 の 部 位 が 領 域 の 3’ 末 端 に ク ラ ス タ ー 化 し て い る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 従
来 の 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 血 清 型 に 関 す る 知 識 を 使 用 せ ず に 、 こ れ ら の 相 違 を 使 用 し て 本
研 究 で 回 収 し た 残 り の 臨 床 単 離 物 に 血 清 型 を 割 り 当 て た 。
【 ０ １ ５ １ 】
血 清 型 Ia、 III、 Ib、 IV、 V、 お よ び VIの cpsG-cpsH-cpsI/cpsMの 3’ 末 端 の 配 列 分 析 に よ り
、 こ の 領 域 の 可 変 性 が 高 く （ 図 3） 、 こ の 領 域 は PCRに よ る 直 接 的 血 清 型 同 定 の 適 切 な 標 的
と な る こ と が 示 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 MS Ia、 Ib、 III、 IV、 V、 お よ び VIの い く つ か の M
S特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 を デ ザ イ ン し 、 こ れ を 使 用 し て 2つ の CS基 準 パ ネ ル を 試 験 し た 。 206
種 の 臨 床 単 離 物 の 86.9％ の MSに つ い て 、 PCRの み に よ る 選 択 し た プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た
。 急 速 サ イ ク ル MS特 異 的 PCRを 使 用 し て 、 1作 業 日 内 に 結 果 を 利 用 す る こ と が で き る 。 後 に
、 こ の 領 域 中 の cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 配 列 が 血 清 型 II、 VII、 お よ び VIIIで 利 用 可 能 で あ る
場 合 、 全 MSに 対 し て こ の 方 法 を 拡 大 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 方 で 、 MS IIお よ び VIIを 、
cpsE-cpsFの 3’ 末 端 -cpsGの 5’ 末 端 の 790bpPCRア ン プ リ コ ン の 配 列 決 定 に よ っ て 同 定 す る
こ と が で き る （ 図 1、 表 4） 。 790bpを 増 幅 す る 全 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 陽 性 の GBS特 異 的 PC
R結 果 お よ び 陰 性 の PCR結 果 に よ り 、 排 除 に よ っ て MSVIIIが 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
後 に 、 お よ び 現 在 い く つ か の 研 究 所 に お い て 、 全 単 離 物 の cpsE-cpsFの 3’ 末 端 -cpsGの 5’
末 端 の 790bpPCRア ン プ リ コ ン の 配 列 決 定 は 、 た っ た 1つ の 方 法 お よ び よ り 少 数 の プ ラ イ マ
ー し か 必 要 で な い の で 、 よ り 都 合 が よ い 可 能 性 が あ る 。 し か し 、 院 内 で 配 列 決 定 が 利 用 で
き な い 場 合 、 納 期 が よ り 長 く な り 、 割 合 の 低 い 血 清 型 が 間 違 っ て 割 り 当 て ら れ る こ と が 考
え ら れ る （ 血 清 亜 型 III-3お よ び III-4が そ れ ぞ れ MS Iaお よ び IIと し て ） 。 最 初 に MS III
特 異 的 PCRを 使 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 こ れ を 回 避 す る こ と が で き る 。 7
90bpPCRア ン プ リ コ ン の 配 列 決 定 に よ り 、 配 列 異 種 性 に 基 づ い て MS IIIを 亜 型 分 類 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
以 前 の 研 究 に よ り 、 血 清 型 Ia、 Ib、 II、 III、 お よ び Vは 、 米 国 お よ び い く つ か の 国 で 正 常
な 無 菌 部 位 か ら 最 も 頻 繁 に 単 離 さ れ る も の で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 血 清 型 VIお よ び VI
IIは 、 日 本 の 患 者 か ら 単 離 さ れ た 主 な 血 清 型 で あ る が 、 他 の 地 域 で は 一 般 的 で は な い 。 本
発 明 者 ら の 単 離 物 を 選 択 し た が 、 こ れ ら は お そ ら く オ ー ス ト ラ レ ー シ ア で 疾 患 を 発 症 さ せ
る も の の 代 表 で あ り 、 Ia、 Ib、 II、 III、 お よ び Vは 同 定 さ れ た 最 も 一 般 的 な 血 清 型 で あ っ
た が 、 少 数 の 血 清 型 IV、 VI、 お よ び VIIIが 存 在 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
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13％ ま で の GBS単 離 物 は 血 清 型 分 類 す る こ と が で き ず 、 本 研 究 で は 、 利 用 可 能 な 抗 血 清 を
使 用 し て 、 そ の 割 合 は 8.7％ （ 18/206） で あ っ た 。 こ れ は 、 型 特 異 的 抗 原 合 成 の 減 少 ； 非
莢 膜 形 成 期 の 変 化 ； ま た は cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の 遺 伝 子 の 挿 入 も し く は 変 異 に 起 因 し て
い る 可 能 性 が あ る 。 本 研 究 に お け る 1つ の 血 清 型 分 類 不 可 能 な 株 GBSは 、 cpsG遺 伝 子 の T塩
基 が 欠 失 し て お り 、 こ れ に よ り cpsG遺 伝 子 の 読 み 取 り 枠 が 変 化 し て い た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
本 発 明 者 ら は 、 GBS表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 同 定 し 、 さ ら に こ れ ら の 単 離 物 を 特 徴 付 け る P
CRベ ー ス の 方 法 も 開 発 し た 。 公 開 さ れ た bac遺 伝 子 配 列 を 使 用 し て 、 bac遺 伝 子 特 異 的 プ ラ
イ マ ー を 改 変 し 、 全 て の 主 要 な 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 急 速 サ イ ク ル
PCRに 適 切 な 高 融 点 （ ＞ 70℃ ） を 有 す る 新 規 の プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
以 前 に 報 告 さ れ た よ う に 、 bca遺 伝 子 反 復 単 位 （ bca遺 伝 子 の 3’ 末 端 ） を タ ー ゲ テ ィ ン グ
す る 公 開 さ れ た PCRプ ラ イ マ ー 対 は 、 bca遺 伝 子 に 完 全 に 特 異 的 な わ け で は な か っ た 。 本 発
明 者 ら は 、 特 異 性 を 改 善 す る た め に 、 bca遺 伝 子 の 5’ 末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 新 規 の 2
つ の プ ラ イ マ ー 対 を デ ザ イ ン し た 。 し か し 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 非 常 に 少 数 の
血 清 型 Ia株 し か 正 の 結 果 が 得 ら れ な い の に 対 し て 、 bca遺 伝 子 反 復 単 位 を タ ー ゲ テ ィ ン グ
す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る と 全 て が PCR陽 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 bca遺 伝 子 の 5’
末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る プ ロ ー ブ は 9種 の 血 清 型 Ia株 の 1種 の み と し か ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
し な い が 、 タ ン デ ム リ ピ ー ト 領 域 を 含 む 巨 大 な bca遺 伝 子 プ ロ ー ブ は 9種 す べ て の 株 と ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 す る と い う 以 前 の 報 告 と 一 致 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
rib、 alp2、 お よ び alp3遺 伝 子 に 特 異 的 な PCRは 、 以 前 に は 記 載 さ れ て い な か っ た 。 本 発 明
者 ら が デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー 対 は 、 主 に 遺 伝 子 の 5’ 末 端 を タ ー ゲ テ ィ ン グ し 、 遺 伝 子
の 異 種 性 と 関 連 遺 伝 子 の 配 列 と の 比 較 後 に 選 択 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 同 一 の 遺 伝 子 を タ ー
ゲ テ ィ ン グ す る 異 な る PCRの 結 果 の 比 較 に よ っ て プ ラ イ マ ー の 特 異 性 を チ ェ ッ ク す る た め
の 各 遺 伝 子 に つ い て 2つ ま た は そ れ 以 上 の プ ラ イ マ ー 対 を デ ザ イ ン し た 。 タ ン パ ク 質 遺 伝
子 プ ロ フ ィ ー ル 「 alp2」 お よ び 「 alp3」 を 、 alp2お よ び alp3遺 伝 子 特 異 的 PCRな ら び に /ま
た は bcaS1/balAも し く は bcaS2/balAの ア ン プ リ コ ン 中 の 2つ の 配 列 異 種 性 部 位 に 基 づ い て
区 別 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
本 発 明 者 ら の プ ラ イ マ ー の 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら を 使 用 し て 2
つ の 基 準 パ ネ ル お よ び 選 択 し た GBS単 離 物 を 試 験 し た 。 各 遺 伝 子 に つ い て PCRに よ っ て 産 生
さ れ た 最 も 長 い ア ン プ リ コ ン を 配 列 決 定 し て 最 大 の 配 列 情 報 を 得 て 、 確 実 に 内 部 プ ラ イ マ
ー が 株 異 種 性 部 位 に 位 置 し な い よ う に し た 。 本 発 明 者 ら の 配 列 決 定 結 果 に よ り 、 プ ラ イ マ
ー の 特 異 性 が 確 認 さ れ た 。 各 遺 伝 子 の 2つ の プ ラ イ マ ー 対 を 、 類 似 の 結 果 と 比 較 し た 。 最
後 に 、 6種 の 遺 伝 子 /領 域 特 異 的 プ ラ イ マ ー 対 （ bca遺 伝 子 反 復 単 位 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る
も の を 含 む ） を 使 用 し て 、 224種 全 て の 単 離 物 の タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル を 定
義 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
本 研 究 に よ り 、 反 復 配 列 を 含 む 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー （ rib、 bca、 alp2、 お よ
び alp3遺 伝 子 ） の た っ た 1つ の メ ン バ ー し か 任 意 の 1つ の 単 離 物 に 存 在 す る こ と が で き な い
こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、 反 復 配 列 を 含 む 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で
は な い bac遺 伝 子 を 含 む 全 て の 単 離 物 も ま た 、 bca遺 伝 子 （ 51/52） ま た は rib遺 伝 子 （ 1/52
） の い ず れ か を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
bac遺 伝 子 は 、 単 離 物 の 23％ 中 に 存 在 し 、 そ の 類 似 の 比 率 （ 19～ 22％ ） が 以 前 に 報 告 さ れ
て い る 。 他 と 共 通 し て 、 bac遺 伝 子 中 に 可 変 性 の 小 さ な 内 部 反 復 配 列 に 起 因 す る バ リ エ ー
シ ョ ン が 見 出 さ れ た 。 こ れ ら の bac遺 伝 子 反 復 配 列 は 不 規 則 で あ っ た （ bca-rib遺 伝 子 フ ァ
ミ リ ー の も の と は 異 な る ） 。 そ の 役 割 は 明 ら か で は な い が 、 疫 学 研 究 用 の 有 用 な 分 子 マ ー
カ ー で あ る 可 能 性 が あ る 。
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【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 者 ら の デ ー タ は 、 い く つ か の 血 清 型 III単 離 物 （ MS血 清 亜 型 III-1お よ び III-2） が r
ib遺 伝 子 と 密 接 に 関 連 し 、 他 の 単 離 物 （ MS血 清 亜 型 III-3） が alp2遺 伝 子 に 関 連 す る こ と
を 示 す 。 血 清 型 Ibは 、 bcaお よ び bac遺 伝 子 と 関 連 し 、 血 清 型 Vは alp3と 関 連 し て い た 。 し
か し 、 こ の 関 係 は 絶 対 的 で は な い の で 、 cps血 清 型 -血 清 亜 型 /タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ
ー ル の 異 な る 組 み 合 わ せ に よ り 、 疫 学 研 究 お よ び 結 合 型 ワ ク チ ン の 処 方 に 有 用 な 多 数 の 血
清 バ リ ア ン ト が 同 定 さ れ た 。 PCRの み に 基 づ い て 、 224種 の 単 離 物 を 、 bac遺 伝 子 （ B） 群 に
基 づ い て 31種 の 血 清 バ リ ア ン ト に 分 類 す る か 、 亜 群 に 基 づ い て 51種 に 分 類 す る こ と が で き
た 。 理 論 的 に は 、 さ ら な る 血 清 バ リ ア ン ト が 存 在 す る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
本 発 明 者 ら は 、 抗 血 清 「 c」 お よ び 「 R」 タ ン パ ク 質 抗 原 が 、 あ る 特 定 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子
に 完 全 に 特 異 的 な わ け で は な い こ と を 見 出 し た 。 し か し 、 「 c」 抗 血 清 と の 反 応 の ほ と ん
ど が 、 Cα （ bca遺 伝 子 ） お よ び 関 連 タ ン パ ク 質 抗 原 （ 少 な く と も alp2遺 伝 子 を 含 む ） を コ
ー ド す る 遺 伝 子 、 な ら び に Rib（ rib遺 伝 子 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る 「 R」 、 お よ び
関 連 タ ン パ ク 質 （ 少 な く と も alp3遺 伝 子 お よ び 稀 な 推 定 rib様 遺 伝 子 を 含 む ） に 対 す る 抗
血 清 の 存 在 を 反 映 し て い た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
GBSの 異 な る 血 清 型 の 多 数 の 可 動 因 子 の 存 在 も 調 査 し た 。 以 前 に GBS中 に 4つ の 異 な る 挿 入
配 列 が 同 定 さ れ て い る 。 い く つ か の 血 清 型 III単 離 物 中 の IS861の 複 数 の コ ピ ー が 、 莢 膜 遺
伝 子 発 現 の 増 大 に 関 連 し て い た 。 全 て の 血 清 亜 型 III-1お よ び III-2な ら び に ほ と ん ど の 血
清 型 IIお よ び Ib単 離 物 中 で IS861が 見 出 さ れ た が 、 そ の 他 は ほ と ん ど 見 出 さ れ な か っ た 。
全 IS861含 有 単 離 物 は 、 少 な く と も 1つ の さ ら な る 可 動 因 子 を 含 ん で い た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
IS1381の 複 数 の コ ピ ー が 高 い 比 率 で GBSお よ び 他 の Streptococcus種 （ S. pneumoniaeを 含
む ） で 見 出 さ れ て お り 、 こ れ は 、 疫 学 研 究 の た め の GBSの 制 限 フ ラ グ メ ン ト 長 多 型 （ RFLP
） 分 析 用 の プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ て い る （ Tamuraら 、 2000） 。 本 発 明 者 ら は 、 単 離 物 全
体 の 85％ に お い て IS1381を 見 出 し た 。 こ れ ら は 血 清 亜 型 III-1の 全 単 離 物 中 に 存 在 し て い
た が 、 血 清 亜 型 III-2ま た は III-3に は 存 在 し な か っ た 。 24種 の 単 離 物 由 来 の IS1381配 列 は
互 い に 同 一 で あ る が 、 以 前 に 記 載 さ れ た 単 離 物 （ AF064785） 由 来 の も の は い く つ か の 部 位
が 異 な っ て い た 。 こ れ ら の 相 違 の 有 意 性 は 不 明 で あ る が 、 で き る だ け 多 数 の 異 な る 株 由 来
の 配 列 を 確 認 す る こ と の 重 要 性 が 強 調 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
非 溶 血 性 GBS単 離 物 中 で 、 溶 血 素 の 産 生 に 関 与 す る ABC輸 送 体 の 一 部 で あ る 遺 伝 子 cylBの 挿
入 性 不 活 化 を 引 き 起 こ す 、 ISSa4が 最 初 に 同 定 さ れ た 。 （ 主 に 溶 血 性 の ） GBS単 離 物 の わ ず
か な 割 合 （ 4％ ） に ISSa4が 含 ま れ 、 そ の 全 て が 1996年 か ら 単 離 さ れ て お り 、 ISSa4は GBSに
新 規 に 獲 得 さ れ た と 推 測 さ れ た 。 本 発 明 者 ら も 単 離 物 中 の わ ず か な 割 合 （ 7％ ） で ISSa4を
見 出 し た が 、 1996年 以 前 （ 44中 4） お よ び 以 降 （ 162中 11） で 得 ら れ た 臨 床 単 離 物 と 類 似 の
割 合 で 存 在 し て い た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
IS1548は 、 い く つ か の ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 陰 性 GBS血 清 型 III単 離 物 中 で 最 初 に 発 見 さ れ 、 こ
れ は 、 遺 伝 子 hylB（ ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ （ 重 要 な GBS毒 性 因 子 ） の 産 生 を 担 う ク ラ ス タ ー の 1
つ ） の 挿 入 性 不 活 化 を 引 き 起 こ す （ Granlundら 、 1998） 。 IS1548の コ ピ ー も ま た 、 こ れ を
含 む 単 離 物 中 の C5aペ プ チ ダ ー ゼ 遺 伝 子 （ 毒 性 に も 関 連 す る ） の 下 流 で 見 出 さ れ る 。 ほ と
ん ど の IS1548含 有 単 離 物 は 心 内 膜 炎 患 者 に 由 来 し 、 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 産 生 の 不 活 化 お よ び
/ま た は C5aペ プ チ ダ ー ゼ に 対 す る い く つ か の 効 果 に よ り GBS単 離 物 が 心 臓 弁 に 接 着 し て そ
こ で 生 存 す る こ と が で き る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
本 発 明 者 ら は 、 表 面 （ 12中 8） お よ び 正 常 に 滅 菌 し た （ 46中 22） 検 体 由 来 の 回 収 物 中 の 58
種 の 血 清 型 III単 離 物 の 52％ を 占 め る 全 血 清 亜 型 III-1単 離 物 中 に IS1548を 見 出 し た 。 後 者
は 新 生 児 （ 20中 7） 、 成 人 （ 6中 3） 、 お よ び 年 齢 が 特 定 さ れ て い な い 被 験 体 （ 20中 12） （
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デ ー タ 示 さ ず ） に 由 来 し た 。 特 定 の 臨 床 デ ー タ が 利 用 で き な か っ た が 、 GBS心 内 膜 炎 は 稀
で あ り 、 存 在 す る と し て も こ れ ら の 被 験 体 に は わ ず か し か 存 在 し な か っ た 可 能 性 が 高 い 。
こ の 挿 入 配 列 と 特 定 の 毒 性 因 子 お よ び 臨 床 的 な 症 候 群 と の 関 連 を 解 明 す る た め の さ ら な る
研 究 が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
本 発 明 者 ら は 、 224種 の 単 離 物 全 体 の 19％ に お い て GBSi1（ グ ル ー プ IIイ ン ト ロ ン ） を 見 出
し た ； こ れ は 、 IS861と よ く 関 連 し 、 血 清 型 /血 清 亜 型 に よ っ て 分 布 が 異 な っ て い た 。 IIお
よ び III以 外 の 血 清 型 で 見 出 さ れ る こ と は 稀 で あ っ た 。 IS1548も 含 ん で い た 4種 を 含 む 、 50
％ を こ え る 血 清 型 II単 離 物 に 存 在 し て い た 。 GBSi1は 、 IS1548が 見 出 さ れ な い 全 て の 血 清
亜 型 III-2お よ び III-4単 離 物 中 で 見 出 さ れ た が 、 IS1548を 含 む 血 清 亜 型 III-1単 離 物 ま た
は IS548を 含 ま な い 血 清 亜 型 III-3単 離 物 で は 見 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 内 の 相 違 に 基 づ い た GBS血 清 型 IIIの 4つ の 血 清 亜 型 へ の 下 位 区 分 は 、
本 研 究 に 記 載 の 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル の 対 応 す る 相 違 お よ び 5種 の 可 動 因 子
の 分 布 に よ っ て 支 持 さ れ た 。 本 発 明 者 ら の 単 離 物 は ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に つ い て 試 験 し
な か っ た が 、 Ribタ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS1548、 IS861、 お よ び IS1381を 含 む 本 発 明 者 ら の
血 清 亜 型 III-1は 、 Bohnsackら 、 2001に 記 載 の ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 陰 性 亜 型 III-2に 相 当 す る
可 能 性 が 高 い 。 本 発 明 者 ら の 血 清 亜 型 III-2は ま た 、 Ribタ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 IS861お よ
び GBSi1を 含 み 、 お そ ら く Bohnsackら 、 2001の 亜 型 III-3に 相 当 す る 。 血 清 亜 型 III-3お よ
び III-4は 、 比 較 的 少 数 の 単 離 物 で 示 さ れ た 。 前 者 （ い く つ か の 血 清 型 Ia単 離 物 と 共 通 ）
は 、 Cα 様 タ ン パ ク 質 2を 発 現 し 、 可 動 因 子 を 含 ま な か っ た （ 別 の 一 般 的 で な い 所 見 ） 。 後
者 は 、 血 清 型 IIと 密 接 に 関 連 し 、 cps遺 伝 子 ク ラ ス タ ー 区 分 、 種 々 の 表 面 タ ン パ ク 質 プ ロ
フ ィ ー ル 、 お よ び 可 動 因 子 と 配 列 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
ま と め
本 発 明 者 ら の 目 的 は 、 B群 連 鎖 球 菌 （ GBS） の た め の 包 括 的 遺 伝 子 型 同 定 シ ス テ ム の 開 発 で
あ る 。 こ の よ う な シ ス テ ム は 、 理 想 的 に は 、 再 現 性 が あ り 、 客 観 的 で あ り 、 研 究 所 間 で 移
動 可 能 で あ り 、 他 の 分 類 法 と 同 等 の 相 補 的 な も の で あ り 、 公 知 の 毒 性 マ ー カ ー を 組 み 込 む
こ と が で き な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 基 準 に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 最 初 に 、 cps遺
伝 子 ク ラ ス タ ー に 基 づ い た 分 子 的 血 清 分 類 （ MS） 法 を 開 発 し た 。 こ れ は 、 従 来 の 血 清 分 類
法 （ CS） と 比 較 し て 優 れ て お り 、 感 度 が 高 く 、 他 で 記 載 さ れ て い る よ う な 血 清 型 （ sst） I
IIの い く つ か の 亜 型 を 同 定 す る こ と が で き た 。 本 発 明 者 ら は 、 可 変 性 表 面 タ ン パ ク 質 抗 原
を コ ー ド す る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー （ bca/rib/alp2/alp3/alp4） お よ び IgA結 合 タ ン パ ク 質 Cβ
（ bac） に 基 づ い た 第 2の 分 子 的 亜 型 分 類 法 も 開 発 し 、 こ れ は 、 全 て の 単 離 物 を 分 類 す る こ
と が で き ず 且 つ 時 に 誤 っ た 方 向 に 導 く 従 来 の タ ン パ ク 質 血 清 型 分 類 よ り も 、 高 感 度 且 つ 客
観 的 で あ る 。 本 発 明 者 ら の 方 法 は 、 可 変 性 抗 原 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の よ り 多 数 の メ ン バ ー を
同 定 し 、 多 数 の bac亜 群 を 区 別 す る こ と も で き る 。 第 3の 亜 型 分 類 法 は 、 GBSで 同 定 さ れ た 4
つ の 異 な る 挿 入 配 列 （ IS） お よ び II型 イ ン ト ロ ン を 含 む 5つ の 可 動 遺 伝 因 子 （ mge） を 使 用
す る 。 こ の 第 3の 方 法 の 使 用 に よ り 、 本 発 明 者 ら の 遺 伝 子 型 同 定 シ ス テ ム の 識 別 能 力 が 、
さ ら に 高 め ら れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
本 発 明 者 ら は 、 次 い で 、 集 団 遺 伝 子 構 造 お よ び 194種 の 侵 襲 性 GBS単 離 物 の 遺 伝 子 型 の 年 齢
に 関 係 す る 疾 患 分 布 の 試 験 に 本 発 明 者 ら の 分 類 シ ス テ ム を 使 用 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
主 に 、 本 発 明 者 ら の 遺 伝 子 型 同 定 シ ス テ ム の 実 用 的 価 値 を 証 明 し 、 ク ロ ー ン 集 団 構 造 を 確
認 し 、 異 な る 患 者 群 の 遺 伝 子 型 分 布 を 決 定 す る た め に 、 侵 襲 性 GBS単 離 物 を 使 用 し た 。 単
離 物 は 、 GBS敗 血 症 を 有 す る 全 年 齢 の 患 者 に 由 来 し た 。 約 半 分 は 、 産 科 ユ ニ ッ ト を 有 す る
総 合 病 院 の 大 規 模 な 診 断 室 で の 血 液 ま た は CSF由 来 の 連 続 GBS単 離 物 で あ っ た （ す な わ ち 、
新 生 児 以 外 の 幼 児 由 来 の 単 離 物 は 存 在 し な か っ た ） 。 残 り は 、 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 全 土 か ら
の 血 清 分 類 の た め に 参 照 さ れ た 連 続 単 離 物 で あ っ た 。 し た が っ て 、 新 生 児 早 期 を 超 え る 幼
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児 が お そ ら く 過 小 評 価 さ れ る こ と 以 外 は 、 全 体 的 な 年 齢 分 布 が 、 GBS疾 患 に 罹 患 し た 集 団
の 分 布 を 表 す 。 し か し 、 各 年 齢 群 内 の 遺 伝 子 型 の 分 布 が 示 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
194種 の オ ー ス ト ラ レ ー シ ア 侵 襲 性 GBS単 離 物 の う ち 、 本 発 明 者 ら は 56種 の 遺 伝 子 型 を 同 定
し 、 そ の う ち の 5種 （ Ia-1、 Ib-1、 III-1、 III-2、 お よ び V-1） が 単 離 物 の 62％ を 占 め て い
た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
本 発 明 者 ら の 結 果 に 由 来 す る 樹 状 図 に よ り 、 cps血 清 型 と タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル
（ pgp） と の 関 係 が 示 さ れ た 。 本 発 明 者 ら の 結 果 は ま た 、 特 定 の 公 知 の 毒 性 マ ー カ ー -Cβ
、 Cα 変 バ リ ア ン ト 、 お よ び ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ 産 生 （ 間 接 的 ） が 異 な る ク ロ ー ン 系 統 と 関
連 し た こ と を 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
3つ の 遺 伝 子 マ ー カ ー 組 に 基 づ く 本 発 明 者 ら の 遺 伝 子 型 同 定 シ ス テ ム は 識 別 力 が 高 い 。 抗
原 性 組 成 物 を 含 む 有 用 な 表 現 型 デ ー タ が 得 ら れ る の で 、 特 に 潜 在 的 な GBSワ ク チ ン の 使 用
に 関 す る GBSの 疫 学 的 調 査 に 有 用 で あ る 。 推 定 高 毒 性 遺 伝 子 型 と 患 者 の 特 徴 （ 年 齢 お よ び /
ま た は 基 本 的 な 危 険 因 子 ） と の 関 係 、 CSF単 離 物 （ ま た は 遺 伝 子 型 ） と 他 の 侵 襲 性 ま た は
コ ロ ニ ー 化 株 と の 間 に 有 意 差 が あ る か ど う か に つ い て の 研 究 が 、 本 発 明 者 ら の 遺 伝 子 型 同
定 に よ っ て 容 易 に な る 。 こ の シ ス テ ム を 使 用 し て 、 侵 襲 性 オ ー ス ト ラ レ ー シ ア GBS単 離 物
の 間 の ク ロ ー ン 集 団 構 造 を 証 明 し た 。 こ の シ ス テ ム を 、 コ ロ ニ ー 化 GBS単 離 物 に 応 用 し て
、 毒 性 マ ー カ ー を 同 定 し う る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 正 確 且 つ 再 現 性 が あ り 、 PCR/配 列 決 定 法 が 利 用 可 能 な 任 意 の
研 究 所 で 実 施 す る こ と が で き 、 重 要 な こ と に は 、 維 持 が 困 難 に な る 血 清 型 特 異 的 抗 血 清 の
パ ネ ル を 必 要 と し な い 、 GBSの 従 来 の 血 清 型 分 類 の 代 替 法 を 開 発 し た 。 全 て の 単 離 物 が 血
清 型 分 類 可 能 で あ り 、 比 較 的 限 ら れ た 790bp領 域 の 配 列 決 定 に よ り MS IIIに つ い て の さ ら
な る 血 清 亜 型 分 類 情 報 を 得 る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ァ イ リ ン グ （ ま た は タ ン パ
ク 質 抗 原 亜 型 分 類 ） お よ び 可 動 遺 伝 因 子 の 同 定 （ ま た は 可 動 遺 伝 因 子 の 亜 型 分 類 ） と 共 に
血 清 型 同 定 に つ い て 本 発 明 者 ら が 述 べ た 分 子 的 方 法 に よ り 、 さ ら な る GBSの 系 統 発 生 学 研
究 お よ び 疫 学 研 究 な ら び に GBS結 合 型 ワ ク チ ン の 導 入 前 後 に GBS単 離 物 を モ ニ タ ー す る た め
に 必 要 な 疫 学 研 究 お よ び 他 の 関 連 研 究 に 有 用 な 包 括 的 株 同 定 に 潜 在 的 に 有 用 な マ ー カ ー が
得 ら れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
上 記 の 各 節 に 記 載 の 本 発 明 の 種 々 の 特 徴 お よ び 態 様 を 、 必 要 な 変 更 を 加 え て 他 の 節 に 適 切
に 適 用 す る 。 し た が っ て 、 1つ の 節 で 特 定 さ れ た 特 徴 を 他 の 節 で 特 定 さ れ た 特 徴 と 適 切 に
組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
上 記 明 細 書 に 記 載 の 全 て の 刊 行 物 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 記 載 さ れ た
本 発 明 の 方 法 お よ び シ ス テ ム の 種 々 の 修 正 形 態 お よ び 変 更 形 態 は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 本
旨 か ら 逸 脱 す る こ と な く 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 本 発 明 を 特 定 の 好 ま し い 態 様 と 併 せ て 記
載 し て い る が 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 の 発 明 が こ の よ う な 特 定 の 態 様 に 過 度 に 制 限 さ れ な
い と 理 解 す べ き で あ る 。 実 際 、 分 子 生 物 学 分 野 ま た は 関 連 分 野 の 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か な
本 発 明 の 実 施 の た め に 記 載 の 様 式 の 種 々 の 修 正 形 態 は 、 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 範 囲 内 で
あ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
参 考 文 献
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【 ０ １ ８ ０ 】
（ 表 １ ） 本 研 究 で 使 用 し た GBS基 準 パ ネ ル
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注 釈
1.基 準 パ ネ ル 1： Lawrence Paoletti博 士 （ Channing Laboratory、 Boston、 USA） か ら 提 供
。
2.基 準 パ ネ ル 2： Diana Martin博 士 （ ESR、 Porirua、 Wellington、 New Zealand） か ら 提 供
さ れ た New Zealand Reference Medical Culture Collection株 。
3.配 列 異 種 性 に 基 づ い た MS III血 清 亜 型 （ 詳 細 に つ い て は テ キ ス ト を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ８ １ 】
（ 表 ２ ） 本 研 究 で 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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注 釈
1.プ ラ イ マ ー の Tm値 は 、 プ ラ イ マ ー 合 成 機 （ Sigma-Aldrich） に よ っ て 得 ら れ る 。
2.数 字 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 が 開 始 お よ び 終 結 す る 番 号 付 け し た 塩 基 の 位 置 を 示 す （ 開 始 点
「 1」 の 番 号 付 け は 、 対 応 す る 遺 伝 子 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 の 開 始 点 「 1」 を い う ）
。
3.下 線 を 引 い た 配 列 は 、 以 前 に 公 開 さ れ た プ ラ イ マ ー を 改 変 す る た め に 付 加 し た 塩 基 を 示
す 。
4.「 /」 の 後 ろ の 文 字 は 、 異 な る 血 清 型 に お け る 別 の ヌ ク レ オ チ ド を 示 す 。
5.Keら 、 2000。
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6.Ahmetら 、 1999。
【 ０ １ ８ ２ 】
（ 表 ３ ） 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ア ン プ リ コ ン の 特 異 性 お よ び
予 想 さ れ る 長 さ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(41) JP 2005-502381 A 2005.1.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 釈
＊ プ ラ イ マ ー 配 列 に つ い て は 表 2お よ び い く つ か の プ ラ イ マ ー 部 位 に つ い て は 図 1を 参 照 の
こ と 。 分 子 的 血 清 型 同 定 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム で 使 用 し た プ ラ イ マ ー -図 2。 a.GBSの 同 定
の た め 、 b.配 列 決 定 の た め 、 c.MS特 異 的 PCRの た め 。
【 ０ １ ８ ３ 】
（ 表 ４ ） cpsD-cpsE-cpsFの 3’ 末 端 領 域 お よ び cpsGの 5’ 末 端 領 域 中 の 8種 の GBS血 清 型 の 異
種 性
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注 釈
1.反 復 配 列 ： 血 清 亜 型 Ia-1あ り （ ＋ ） ； 血 清 亜 型 Ia-2な し （ -） （ テ キ ス ト を 参 照 の こ と
） 。
2.反 復 配 列 ： 血 清 亜 型 II-1あ り （ ＋ ） ； 血 清 亜 型 II-2な し （ -） （ テ キ ス ト を 参 照 の こ と
） 。
3.反 復 配 列 ： 血 清 亜 型 III-1お よ び III-3あ り （ ＋ ） ； 血 清 亜 型 III-2な し （ -） ； 血 清 亜 型
III-4可 変 （ テ キ ス ト を 参 照 の こ と ） 。
4.1つ の CSII株 は 、 9つ の 部 位 で 変 異 を 有 す る （ テ キ ス ト を 参 照 の こ と ） 。
5.138位 、 198位 、 お よ び 249位 で 、 1つ の CS V基 準 株 （ Prague10/84） が 、 GenBankの 対 応 す
る 配 列 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF349539） と 同 一 で あ り 、 配 列 は そ れ ぞ れ G、 A、 お
よ び Tで あ る ； 別 の CS V基 準 株 （ CJB 111） お よ び 全 て の 他 の 配 列 決 定 し た CS V株 は 同 一 で
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あ り 、 配 列 は そ れ ぞ れ A、 C、 お よ び Cで あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
（ 表 ５ ） 206種 の 臨 床 GBS単 離 物 の 従 来 の 血 清 型 分 類 （ CS） と 分 子 的 血 清 型 同 定 （ MS） /亜
型 分 類 と の 結 果 比 較
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 釈
1.MS III血 清 亜 型 の 詳 細 に つ い て は 、 テ キ ス ト を 参 照 の こ と 。
2.1つ の 混 合 培 養 物 は 、 2つ の 個 別 の 単 離 物 （ 1つ が 血 清 型 II、 1つ が 亜 型 III-2） と し て 含
ま れ て い た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
（ 表 ６ ） 本 研 究 で 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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注 釈
＃ 配 列 決 定 の み で の 使 用 に つ い て は 、 rib遺 伝 子 に 完 全 に 特 異 的 な わ け で は な い 。
1.プ ラ イ マ ー の Tm値 は 、 プ ラ イ マ ー 合 成 機 （ Sigma-Aldrich） に よ っ て 得 ら れ る 。
2.数 字 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 が 開 始 お よ び 終 結 す る 番 号 付 け し た 塩 基 の 位 置 を 示 す （ 開 始 点
「 1」 の 番 号 付 け は 、 い く つ か の 配 列 に 対 し て は 2つ 存 在 す る 、 対 応 す る GenBankア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 の 開 始 点 「 1」 を い う ） 。
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3.下 線 を 引 い た 配 列 は 、 以 前 に 公 開 さ れ た プ ラ イ マ ー を 改 変 す る た め に 付 加 し た 塩 基 を 示
す 。
4.本 研 究 で の 使 用 の た め に デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー 。
5.Mawnら 、 1993。
6.Maelandら 、 1997。
7.Maelandら 、 2000。
【 ０ １ ８ ６ 】
（ 表 ７ ） 異 な る プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ア ン プ リ コ ン の 特 異 性 お よ び 予 想 さ れ る 長 さ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 釈
＊ プ ラ イ マ ー 配 列 に つ い て は 表 6を 参 照 の こ と 。
＃ 配 列 決 定 の み で の 使 用 に つ い て は 、 rib遺 伝 子 に 完 全 に 特 異 的 な わ け で は な い （ 詳 細 に
つ い て は 、 テ キ ス ト を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
（ 表 ８ ） ア ン プ リ コ ン 長 （ プ ラ イ マ ー IgAagGBS/RIgAagGBSを 使 用 ） お よ び 配 列 異 種 性 に 基
づ い た bac遺 伝 子 （ Cβ タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） の 遺 伝 子 群 お よ び 亜 群
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注 釈
＊ タ ン パ ク 質 抗 原 と の 血 清 型 /血 清 亜 型 の 関 係 の 詳 細 に つ い て は 表 9を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ８ 】
（ 表 ９ ） GBSタ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル と 莢 膜 多 糖 類 （ cps） 分 子 的 血 清 型 /血 清 亜 型
と の 関 係

10

20

30

(52) JP 2005-502381 A 2005.1.27



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 釈
＊ cps血 清 亜 型 の 説 明 に つ い て は テ キ ス ト を 参 照 し 、 タ ン パ ク 質 抗 原 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル
コ ー ド の 説 明 に つ い て は 表 7を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ９ 】
（ 表 １ ０ ） 本 研 究 で 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
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注 釈
1.プ ラ イ マ ー の Tm値 は 、 プ ラ イ マ ー 合 成 機 （ Sigma-Aldrich） に よ っ て 得 ら れ た 。
2.数 字 は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 が 開 始 お よ び 終 結 す る 番 号 付 け し た 塩 基 の 位 置 を 示 す （ 開 始 点
「 1」 の 番 号 付 け は 、 対 応 す る 遺 伝 子 GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 の 開 始 点 「 1」 を い う ）
。
【 ０ １ ９ ０ 】
（ 表 １ １ ） 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 し た ア ン プ リ コ ン の 特 異 性 お よ
び 予 想 さ れ る 長 さ
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注 釈
＊ プ ラ イ マ ー 配 列 に つ い て は 表 10を 参 照 の こ と 。
＃ 本 発 明 者 ら の 配 列 決 定 結 果 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF367974） は 、 Tamuraら 、 200
0に よ っ て 以 前 に 記 載 さ れ た 結 果 （ GenBankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF064785） よ り も 3bp短 か
っ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
（ 表 １ ２ ） 可 動 遺 伝 因 子 と 莢 膜 多 糖 類 血 清 型 、 血 清 型 III亜 型 と 表 面 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ
ロ フ ィ ー ル と の 関 係
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注 釈
A： bca遺 伝 子 （ Cα タ ン パ ク 質 ） の 5’ 末 端 ；
a： bca遺 伝 子 反 復 単 位 ま た は bca遺 伝 子 反 復 単 位 様 配 列 （ 多 バ ン ド ア ン プ リ コ ン ） ；
as： bca遺 伝 子 反 復 単 位 ま た は bca遺 伝 子 反 復 単 位 様 配 列 （ 単 一 バ ン ド ア ン プ リ コ ン ） ；
B： Cβ /IgA結 合 タ ン パ ク 質 （ bac） 遺 伝 子 ；
R： Ribタ ン パ ク 質 （ rib） 遺 伝 子 ；
alp2： Cα 様 タ ン パ ク 質 2（ alp2） 遺 伝 子 ；
alp3： Cα 様 タ ン パ ク 質 3（ alp3） 遺 伝 子 ；
r： 推 定 Rib様 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 。
【 ０ １ ９ ２ 】
（ 表 １ ３ ） 194種 の 侵 襲 性 GBS単 離 物 の 可 動 遺 伝 因 子 の 分 布
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
注 釈
デ ー タ は 、 種 々 の mge組 み 合 わ せ を 含 む 単 離 物 数 で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
（ 表 １ ４ ） GBS遺 伝 子 型 と 侵 襲 性 疾 患 年 齢 と の 関 係
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注 釈
1.「 ＋ 」 の 後 の 番 号 は 、 CSF単 離 物 を さ す ； そ の 他 は 全 て 血 液 に 由 来 す る 。
2.5症 例 は 4ヶ 月 か ら 1歳 で あ り 、 1症 例 は 3歳 で あ っ た 。
3.他 の 全 て の 群 と 比 較 し た 遅 発 型 感 染 症 に お け る sst III-2： p＝ 0.0005、 オ ッ ズ 比 （ OR）
6.8； 95％ 信 頼 区 間 （ CI） 2.4～ 19.4。
他 の 全 年 齢 群 と 比 較 し た 高 齢 者 の MS-V： p＝ 0.001、 OR 0.28、 95％ CI 0.13～ 0.59） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ４ 】
【 図 １ 】 cpsD-cpsE-cpsFの 3’ 末 端 お よ び cpsGの 5’ 末 端 の 配 列 異 種 性 に 基 づ い た 分 子 的 血
清 型 同 定 を 示 す 図 で あ る （ 関 連 プ ラ イ マ ー を 示 す ） 。
【 図 ２ 】 PCRお よ び 配 列 決 定 に よ る GBS分 子 的 血 清 型 （ MS） 同 定 の ア ル ゴ リ ズ ム を 示 す 図 で
あ る 。
【 図 ３ 】 血 清 型 Ia、 Ib、 II、 III、 IV、 V、 お よ び VIに つ い て の cpsG-cpsH-cpsI/Mの 遺 伝 子
配 列 の 多 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 図 で あ る （ 開 始 コ ド ン お よ び 終 止 コ ド ン を 太 字 で 強 調
す る ） 。
【 図 ４ 】 識 別 す る た め に 使 用 し た alp2（ AF208158、 上 の ラ イ ン ） と alp3（ AF291065、 下 の
ラ イ ン ） と の 間 の 配 列 異 種 性 の 2つ の 部 位 （ ＊ ） を 示 す 図 で あ る （ 関 連 プ ラ イ マ ー を 示 す
） 。
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【 図 ５ 】 194種 の 侵 襲 性 オ ー ス ト ラ レ ー シ ア GBS株 （ ま た は 56種 の 遺 伝 子 型 ） の 遺 伝 的 関 係
を 示 す 図 で あ る 。 見 出 し 「 GBS遺 伝 子 型 の 遺 伝 子 マ ー カ ー 」 の 列 の 注 釈 。 タ ン パ ク 質 抗 原
遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル コ ー ド ： 　 「 A」 ： bca陽 性 の 5’ 末 端 、 　 「 a」 ま た は 「 as」 ： そ れ ぞ
れ 多 数 ま た は 単 一 の バ ン ド の ア ン プ リ コ ン を 有 す る bca反 復 単 位 ま た は bca反 復 単 位 様 領 域
陽 性 、 　 「 B」 ： bac陽 性 、 　 「 R」 ： rib陽 性 、 　 「 alp2」 ： alp2陽 性 、 　 「 alp3」 ： alp3
陽 性 、 　 「 None」 ： 単 離 物 は 上 記 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 含 ま な い 。 太 字 の 分 子 マ ー カ ー は 、
各 ク ラ ス タ ー で 共 通 の 特 徴 を 示 す 。 見 出 し 「 株 数 」 の 列 の 注 釈 。
「 ＋ 」 の 後 が CSF単 離 物 数 で あ り 、 他 が 血 液 単 離 物 で あ る 。 見 出 し 「 遺 伝 子 型 」 の 列 の 注
釈 。
各 遺 伝 子 型 を 、 cps遺 伝 子 、 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 プ ロ フ ィ ー ル 、 お よ び 可 動 遺 伝 因 子 の 個 別
の 組 み 合 わ せ に よ っ て 特 徴 付 け た 。 各 血 清 型 中 の 主 な 遺 伝 子 型 を 、 そ の 血 清 型 の 数 字 「 1
」 遺 伝 子 型 と し た 。 樹 状 図 の 注 釈 。
距 離 約 16で 、 56種 の 遺 伝 子 型 を 8個 の ク ラ ス タ ー （ 1～ 8） に 分 離 す る こ と が で き 、 距 離 約 2
2.5で 、 56種 の 遺 伝 子 型 を 3個 の ク ラ ス タ ー 群 （ A、 B、 C） に 分 離 す る こ と が で き た 。
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