
(57)【要約】

本発明は、アルコール性保存溶液中で標的物質を検出す

るのに有用な、およびそのような標的への結合に有用な

センサーを同定するための、方法、物品ならびに組成物

に関する。本方法は、試料の十分な固定化および試料に

おける対象となる標的への検出可能なセンサーの結合の

同時実行を可能にする。一つの局面において、アルコー

ル性保存溶液において、標的を含むのではないかと疑わ

れる試料を、そのような標的に結合することが知られて

いる検出可能なセンサー分子と接触させる段階を含む方

法が提供される。本方法は、複数の標的の同時分析を可

能にする多重形式で行われうる。アルコール性保存溶液

において所望の標的に結合する能力があるセンサーを同

定するための方法もまた提供される。1つまたは複数の

そのような検出可能なセンサーを含むアルコール性保存

溶液もまた提供される。また、そのような過程により供

給された結合したセンサーを含む試料も提供される。ま

た、そのような方法に有用なキットも提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む ア ッ セ イ 方 法 ：
中 心 体 の 標 的 を 含 む の で は な い か と 疑 わ れ る 試 料 を 供 給 す る 段 階 ；
ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 に お い て 中 心 体 の 標 的 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 可 能 な セ ン サ ー
を 供 給 す る 段 階 ；
標 的 が 存 在 し て い る 場 合 に 、 セ ン サ ー が 標 的 に 結 合 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 ア ル コ ー
ル 性 保 存 溶 液 に お い て 試 料 を セ ン サ ー と 接 触 さ せ る 段 階 ；
セ ン サ ー が 標 的 に 結 合 し て い る か ど う か を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 が 、 血 液 ； 尿 ； 精 液 ； 乳 ； 痰 ； 粘 液 ； 胸 膜 液 ； 骨 盤 液 ； 滑 液 ； 腹 水 ； 体 腔 洗 浄 液 ；
眼 ブ ラ ッ シ ン グ ； 皮 膚 剥 離 物 ； 頬 側 ス ワ ブ ； 膣 ス ワ ブ ； パ ッ プ ス メ ア ； 直 腸 ス ワ ブ ； 吸 引
液 ； 針 生 検 ； 組 織 切 片 ； 血 漿 ； 血 清 ； 脊 髄 液 ； リ ン パ 液 ； 皮 膚 、 気 道 、 腸 管 、 ま た は 尿 生
殖 路 の 外 分 泌 物 ； 涙 ； 唾 液 ； 腫 瘍 ； 器 官 ； お よ び イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養 成 分 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 セ ン サ ー が ア プ タ マ ー を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 セ ン サ ー が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 セ ン サ ー が ペ プ チ ド 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 セ ン サ ー が ロ ッ ク ド 核 酸 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 セ ン サ ー が 発 色 団 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 発 色 団 が フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 半 導 体 ナ ノ 結 晶 、 蛍 光 色 素 、 お よ び ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト か ら 選 択 さ
れ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア が 半 導 体 ナ ノ 結 晶 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア が 蛍 光 色 素 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 蛍 光 色 素 が フ ル オ レ セ イ ン で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア が ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 試 料 が 細 胞 画 分 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 試 料 が 支 持 体 に 移 動 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 支 持 体 が ス ラ イ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 支 持 体 が カ バ ー ス リ ッ プ で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 試 料 が 生 検 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 試 料 が パ ッ プ ス メ ア で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 料 が さ ら に 染 色 手 順 に 供 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 染 色 手 順 が パ パ ニ コ ロ ー 染 色 手 順 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 検 出 段 階 か ら の 結 果 を 対 照 試 料 か ら 得 ら れ た 結 果 と 比 較 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 対 照 試 料 が 陽 性 対 照 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 対 照 試 料 が 陰 性 対 照 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 検 出 段 階 の 前 に 試 料 を 洗 浄 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 セ ン サ ー が 検 出 可 能 な 部 分 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 セ ン サ ー 自 体 が 検 出 可 能 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 自 動 化 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 手 作 業 で 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 自 動 画 像 化 シ ス テ ム に よ り 行 わ れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 自 動 画 像 化 シ ス テ ム が 試 料 の 領 域 に 存 在 す る 中 心 体 の 数 を 定 量 化 す る 、 請 求 項 31記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 中 心 体 の 標 的 が 、 カ タ ニ ン 、 カ タ ニ ン サ ブ ユ ニ ッ ト 、 eg5、 Nlk1、 HSP90、 ト リ ネ ク チ ン
、 ペ リ セ ン ト リ ン 、 cp140、 セ ン ト リ ン 、 γ -チ ュ ー ブ リ ン 、 α -チ ュ ー ブ リ ン 、 β -チ ュ ー
ブ リ ン 、 CENP-F、 オ ー ロ ラ タ ン パ ク 質 、 お よ び BTAKか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 中 心 体 の 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る セ ン サ ー を 同 定 す る た め の 方 法 ：
中 心 体 を 含 む 試 料 を 検 出 可 能 な セ ン サ ー と 接 触 さ せ る 段 階 で あ っ て 、 該 接 触 段 階 が 、 少 な
く と も 1つ の 夾 雑 物 か ら 溶 液 を 保 護 す る の に 有 効 な 量 の 1つ ま た は 複 数 の 水 溶 性 ア ル コ ー ル
を 含 む 保 存 溶 液 に お い て 起 こ る 、 段 階 ； お よ び
該 セ ン サ ー が 中 心 体 の 標 的 に 結 合 し た か ど う か を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 複 数 の 候 補 セ ン サ ー に お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の も の を 含 む 保 存 さ れ た セ ン シ ン グ 溶 液 ：
試 料 の 存 在 下 に お い て 少 な く と も 1つ の 夾 雑 物 か ら 溶 液 の 無 菌 性 を 保 護 す る の に 有 効 な 量
で の 水 溶 性 ア ル コ ー ル ；
緩 衝 液 ；
抗 ク ラ ン ピ ン グ 剤 ； お よ び
ア ル コ ー ル 含 有 溶 液 に お い て 中 心 体 の 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 可 能 な セ
ン サ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ア ル コ ー ル が 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 お よ び メ タ ノ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択
さ れ る 、 請 求 項 35記 載 の 溶 液 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ア ル コ ー ル が メ タ ノ ー ル で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 溶 液 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 ク ラ ン ピ ン グ 剤 が 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 お よ び そ の 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
キ レ ー ト 化 剤 で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 溶 液 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 緩 衝 剤 が 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 ト リ ス 緩 衝 剤 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢
酸 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 、 お よ び ク エ ン 酸 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
、 請 求 項 35記 載 の 溶 液 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 緩 衝 剤 が 酢 酸 ナ ト リ ウ ム で あ る 、 請 求 項 35記 載 の 溶 液 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 分 野
　 本 発 明 は 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 中 で 標 的 物 質 を 検 出 す る の に 有 用 な 、 お よ び そ の よ う
な 標 的 へ の 結 合 に 有 用 な セ ン サ ー を 同 定 す る た め の 、 方 法 、 製 品 な ら び に 組 成 物 に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 医 学 的 診 断 検 査 方 法 は 、 病 的 状 態 の 早 期 発 見 の た め の 重 要 な ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル で あ
る 。 早 期 発 見 は 、 治 療 の 成 功 が よ り 可 能 性 が 高 い 段 階 で そ の よ う な 状 態 の 同 定 を 可 能 に す
る 。 早 期 治 療 は ま た 、 し ば し ば 、 与 え る 損 傷 が よ り 少 な い ま た は よ り 低 侵 襲 性 の 治 療 方 法
を 含 み 、 患 者 へ の 影 響 を 減 少 さ せ る 。 日 常 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 加 え て 、 診 断 検 査 は ま た 、
生 検 分 析 お よ び 進 行 中 の 医 学 的 治 療 の 結 果 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 様 々 な 他 の 適 用 に
用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 特 定 の 成 分 の 存 在 に つ い て 医 学 的 試 料 の よ う な 試 料 を 分 析 す る 典 型 的 な 方 法 は 、 行 わ れ
る こ と に な っ て い る 特 定 の ア ッ セ イ 法 に 依 存 し て 、 固 定 化 、 染 色 、 透 過 化 処 理 、 イ ン サ イ
チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 な ら び に 他 の 酵 素 的 お よ び /ま た は 化 学 的 処 理 の よ う な
多 数 の 処 理 段 階 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 試 料 か ら 得 ら れ う る 診 断 的 情 報 量 へ の 制 限 は 、 入 手 さ れ か つ 容 易 に 操 作 さ れ う る 試 料 の
サ イ ズ 、 複 数 の 検 査 を 行 う た め に 必 要 と さ れ る 処 理 時 間 、 シ グ ナ ル の 損 失 な し の 複 数 の 処
理 段 階 に 対 す る 試 料 の 耐 容 能 、 お よ び 分 析 の 複 数 の 方 法 を 行 う た め の 費 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 医 学 的 試 料 は 、 し ば し ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 様 々 な 技 術 を 用 い て 染 色 さ れ る 。
多 数 の 染 色 溶 液 は 、 多 く が ま た 固 定 化 段 階 を 必 要 と し て い る の だ が 、 ア ル コ ー ル の よ う な
定 着 剤 を 含 む 。 し ば し ば 、 試 料 に 存 在 し て い る ま た は 存 在 し て い る 可 能 性 が あ る 様 々 な 種
に 関 す る 追 加 の 情 報 を 得 る こ と 、 お よ び /ま た は 試 料 に 存 在 す る 可 能 性 が あ る が 、 染 色 方
法 を 用 い て 十 分 に は 取 り 調 べ ら れ る こ と が で き な い 、 ウ イ ル ス ま た は 他 の 細 胞 性 も し く は
他 の 種 の よ う な よ り 小 さ い 成 分 に つ い て の 情 報 を 得 る こ と は 、 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な よ り 正 確 な 分 子 技 術 の 使 用 は 、 染 色 技
術 よ り ず っ と 詳 細 な 試 料 か ら の 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 イ ン サ イ チ
ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 固 定 化 、 ス ラ イ ド へ の 移 動 、 溶 液 勾 配 を 通 し て の 段 階 を
追 っ て の 操 作 、 カ バ ー ス リ ッ プ 、 長 た ら し い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 段 階 、 洗 浄 、 乾 燥 お
よ び 他 の 処 理 段 階 を 含 む 、 試 料 の 多 数 の 単 調 で 退 屈 な 操 作 を 必 要 と す る 。 そ の よ う な 方 法
は 、 時 間 が か か り 、 多 数 の 段 階 に お い て 厳 格 な 配 慮 を 必 要 と す る 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 試 料 を 分 析 す る た め の 改 善 さ れ た 手 順 な ら び に そ の よ う な 方 法 に 有 用 な 組 成 物 お よ び 製
造 品 に つ い て の 、 当 技 術 分 野 に お け る 必 要 性 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 中 で 標 的 物 質 を 検 出 す る に お い て 有 用 な 、 お よ び そ の
よ う な 標 的 へ の 結 合 に 有 用 な セ ン サ ー を 同 定 す る た め の 、 方 法 、 製 品 な ら び に 組 成 物 に 関
す る 。 方 法 は 、 試 料 の 十 分 な 固 定 化 お よ び 試 料 に お け る 対 象 と な る 標 的 へ の 検 出 可 能 な セ
ン サ ー の 結 合 の 同 時 実 行 を 可 能 に す る 。 一 つ の 局 面 に お い て 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 に お
い て 、 標 的 を 含 む の で は な い か と 疑 わ れ る 試 料 を 、 そ の よ う な 標 的 に 結 合 す る こ と が 知 ら
れ て い る 検 出 可 能 な セ ン サ ー 分 子 と 接 触 さ せ る 段 階 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。 方 法 は 、 複
数 の 標 的 の 同 時 分 析 を 可 能 に す る 多 重 形 式 で 行 わ れ う る 。 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 に お い て
所 望 の 標 的 に 結 合 す る 能 力 が あ る セ ン サ ー を 同 定 す る た め の 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 1つ
ま た は 複 数 の そ の よ う な 検 出 可 能 な セ ン サ ー を 含 む ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 も ま た 提 供 さ れ
る 。 ま た 、 そ の よ う な 過 程 に よ り 供 給 さ れ た 結 合 し た セ ン サ ー を 含 む 試 料 も 提 供 さ れ る 。
ま た 、 そ の よ う な 方 法 に 有 用 な キ ッ ト も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 者 ら は 、 都 合 の 良 い こ と に 、 セ ン サ ー 分 子 の ア ル コ ー ル 含 有 保 存 溶 液 へ の 組 み 込
み が 1つ の 溶 液 に お け る 複 数 の 細 胞 学 的 手 順 の 実 行 を 可 能 に し 、 そ れ に よ り 試 料 を 処 理 す
る の に 必 要 と さ れ る 段 階 の 数 お よ び 時 間 量 を 減 少 さ せ 、 か つ 与 え ら れ た 時 間 に お い て 与 え
ら れ た 試 料 に お い て 実 行 さ れ う る ア ッ セ イ の 数 を 増 加 さ せ る こ と を 発 見 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 例 え ば 、 FISH手 順 は 、 扱 い に く く 、 多 数 の 段 階 お よ び 操 作 を 必 要 と す る の だ が 、 核 酸 標
的 を 検 出 し う る PNAプ ロ ー ブ の よ う な セ ン サ ー を 含 む PreservCytの よ う な ア ル コ ー ル 性 保
存 溶 液 内 で 行 わ れ る 場 合 に は 、 簡 単 に さ れ う る 。 こ れ は 、 都 合 の 良 い こ と に は 、 PreservC
yt中 の メ タ ノ ー ル が 定 着 剤 と し て も 働 く こ と が で き る た め 、 時 間 の か か る 無 用 の 固 定 化 段
階 の 必 要 性 を 排 除 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 FISH(蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン )に よ る PreservCyt(
登 録 商 標 )に お け る 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (Staphlococcus aureus)お よ び カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス (
Candida albicans)の 微 生 物 検 出 の た め の PNAプ ロ ー ブ の 利 用 を 実 証 す る 研 究 を 行 っ た 。 本
発 明 者 ら は 、 PNAプ ロ ー ブ で の FISHが PreservCytの 溶 液 基 質 内 で 効 果 的 に 実 行 さ れ う る こ
と を 実 証 し た 。 通 常 の 方 法 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 は 、 最 適 な 実 行 の た め
に 新 鮮 で あ る こ と を 必 要 と す る 血 液 培 養 検 体 か ら 調 製 さ れ た ス ラ イ ド 上 で 行 わ れ る 。 Pres
ervCytの 保 存 力 の 良 質 の た め に 、 PNA標 的 (rRNA配 列 )の 安 定 性 は よ く 維 持 さ れ る 。 本 発 明
者 ら の 研 究 は 、 rRNA完 全 性 が PreservCytに お い て 維 持 さ れ 、 少 な く と も 4年 間 、 PNA FISH
に よ り 検 出 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 。 本 発 明 者 ら は ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事
象 が PreservCytに お い て 、 室 温 で 少 な く と も 23日 間 、 安 定 し た ま ま で あ る こ と を 測 定 し た
。 こ れ は 、 都 合 の 良 い こ と に は 、 以 前 に 得 ら れ た 試 料 の 遡 及 的 分 析 の 方 法 を 提 供 す る 。 従
っ て 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 に お け る 長 期 間 の 保 存 後 、 標 的 を 検 出 す る た め の 検 出 方 法 も
ま た 提 供 さ れ る 。 標 的 を 検 出 す る 方 法 は 、 1週 間 、 2週 間 も し く は 3週 間 後 、 ま た は 1ヶ 月 、
2ヶ 月 、 3ヶ 月 、 4ヶ 月 、 6ヶ 月 も し く は 9ヶ 月 後 、 ま た は 1年 、 2年 、 3年 、 4年 も し く は そ れ
以 上 の 後 、 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 モ デ ル 系 と し て PNA FISHに よ る カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌
の 検 出 に よ り 例 示 さ れ て い る が 、 こ れ ら の 生 物 体 を 検 出 す る 方 法 に 限 定 さ れ な い 。 方 法 は
、 他 の 感 染 性 ま た は 病 理 学 的 作 用 物 質 (ウ イ ル ス を 含 む )の 検 出 、 お よ び 点 突 然 変 異 ま た は
他 の 染 色 体 異 常 (す な わ ち 、 異 数 性 を 検 出 し う る 動 原 体 プ ロ ー ブ )の 同 定 の よ う な 遺 伝 分 析
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に 適 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 方 法 は ま た 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 に お け る 分 子 ア ッ セ イ 法 、 例 え ば 増 幅 反 応 、 例 え
ば PCR、 の た め に 用 い ら れ 、 例 え ば 、 ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス (HPV)の 特 定 の 選 択 さ れ た 株
、 例 え ば 病 原 性 株 を 、 他 の 選 択 さ れ て い な い 株 、 例 え ば 非 病 原 性 株 の 検 出 を 避 け る と 同 時
に 、 検 出 す る た め に 、 望 ま し く な い 標 的 の 増 幅 を ブ ロ ッ ク し う る 1つ ま た は 複 数 の PNAプ ロ
ー ブ の 使 用 を 含 む 。 方 法 は 多 重 形 式 で 用 い ら れ う る 。 本 方 法 は ま た 、 所 望 の 標 的 に 結 合 す
る 能 力 に つ い て 候 補 セ ン サ ー を 試 験 す る た め に 用 い ら れ う る ； そ の よ う な 試 験 は 、 多 重 形
式 で 、 例 え ば 、 化 合 物 、 例 え ば 、 低 分 子 、 有 機 分 子 お よ び /も し く は 無 機 分 子 、 の ラ イ ブ
ラ リ ー 、 ま た は 混 合 物 か ら 所 望 の 結 合 プ ロ フ ァ イ ル を も つ ア プ タ マ ー を 同 定 す る た め の 試
験 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 用 い て 、 な さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 癌 の 病 理 学 的 診 断 は 、 一 般 的 に 、 悪 性 を 示 す 形 態 学 的 異 常 を 同 定 す る た め に 単 細 胞 ま た
は 組 織 生 検 の 顕 微 鏡 検 査 を 必 要 と す る 。 補 助 的 な 実 験 室 試 験 は 、 形 態 学 的 検 査 を 補 強 し う
る 。 こ れ ら の 試 験 は 、 以 下 の も の の 検 出 を 含 む ： 染 色 体 異 常 (例 え ば 、 増 幅 、 欠 失 ま た は
転 座 )、 異 常 発 現 さ れ た 酵 素 、 タ ン パ ク 質 ま た は 脂 質 ま た は 糖 質 。 異 な る 分 析 方 法 が 異 常
な 細 胞 成 分 を 実 証 す る た め に 用 い ら れ う る が 、 そ れ ら は 、 最 初 の 形 態 学 的 検 査 に 用 い ら れ
た 細 胞 と は 異 な る 、 組 織 切 片 、 フ ル イ ド サ ス ペ ン シ ョ ン ま た は 顕 微 鏡 ス ラ イ ド の い ず れ か
に お け る 細 胞 群 に つ い て 行 わ れ る 。 こ れ は 、 診 断 プ ロ セ ス の 難 題 を 生 み 出 し う る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 方 法 は 、 中 心 体 特 異 的 セ ン サ ー を 用 い る こ と に よ り 試 料 に 存 在 す
る 中 心 体 を 分 析 す る た め に 用 い ら れ う る 。 現 在 、 中 心 体 の 計 数 は 、 悪 性 度 ま た は そ れ の 前
兆 に つ い て の 診 断 の 補 助 的 手 段 と し て 実 施 さ れ て い な い 。 一 つ の バ リ エ ー シ ョ ン に お い て
、 細 胞 形 態 学 お よ び 中 心 体 数 の 計 数 に つ い て の 同 時 的 評 価 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ 、 そ の
結 果 、 両 方 の 要 素 に 関 す る 情 報 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 正 常 対 異 常 の よ り 正 確 な 分 類
が 決 定 さ れ う る 。 例 え ば 、 ThinPrepス ラ イ ド は 、 保 存 さ れ た 細 胞 か ら 調 製 さ れ 、 パ パ ニ コ
ロ ー （ Papanicolaou） 染 色 手 順 に か け ら れ う る 。 細 胞 は 、 染 色 手 順 の 前 ま た は 後 の い ず れ
か で 、 中 心 体 標 的 に 特 異 的 な 検 出 可 能 な セ ン サ ー と 接 触 さ れ う る 。 ス ラ イ ド は 、 形 態 学 的
特 徴 お よ び 中 心 体 特 異 的 セ ン サ ー の 特 異 的 結 合 の 測 定 の た め に 特 定 の 、 確 定 し た 光 の 波 長
に よ り 調 べ ら れ る 。 自 動 画 像 化 シ ス テ ム 、 例 え ば ThinPrep(登 録 商 標 )Imaging Systemが 検
出 可 能 な セ ン サ ー を 結 合 す る こ と に よ っ て 中 心 体 の 数 を 定 量 化 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 保 存 溶 液 に お け る セ ン サ ー へ の 曝 露 後 、 試 料 は 、 セ ン サ ー が 標 的 に 結 合 し た か ど う か を
測 定 す る よ う に 取 り 調 べ ら れ う る 。 取 り 調 べ は 、 溶 液 中 に 試 料 を 含 む 容 器 に お い て 行 わ れ
う る 、 ま た は 異 な る 容 器 へ 、 も し く は 支 持 体 、 例 え ば 、 フ ィ ル タ ー 、 ス ラ イ ド も し く は カ
バ ー ス リ ッ プ へ 、 試 料 の 一 部 ま た は 全 部 の 移 動 後 、 行 わ れ う る 。 試 料 は 、 形 態 学 的 特 徴 、
お よ び 標 的 と セ ン サ ー の 存 在 の 特 異 的 結 合 の 測 定 の た め に 1つ ま た は 複 数 の 特 定 の 確 定 し
た 光 の 波 長 で 取 り 調 べ ら れ う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 試 料 は 、 手 作 業 で お よ び /ま た は 適 切 な 装 置 、 例 え ば 、 自 動 画 像 化 シ ス テ ム 、 に よ り 分
析 さ れ う る 。 例 示 的 自 動 画 像 化 シ ス テ ム は 、 Cytyc Corporationの ThinPrep(登 録 商 標 )Ima
ging System、 TriPath FocalPoint(商 標 )Profiler、 ChromaVision Acis(登 録 商 標 )System
、 CompuCyt iCyte Imaging System、 Applied Imaging CytoVision(商 標 )System、 お よ び V
eracel Verasys Imaging Systemを 含 む 。 こ れ ら の よ う な 装 置 は 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 染 色
溶 液 へ 組 み 込 ま れ る べ き セ ン サ ー 上 に 用 い ら れ る 追 加 の 標 識 に つ い て の 1つ ま た は 複 数 の
検 出 系 を 組 み 込 む よ う に 改 変 さ れ う る 。 例 え ば 、 装 置 は 、 保 存 溶 液 に 添 加 さ れ た セ ン サ ー
(お よ び /ま た は そ れ ら の 標 識 )に よ り 供 給 さ れ る 1つ ま た は 複 数 の 特 定 の 波 長 を 検 出 お よ び
/ま た は 分 析 す る よ う に 適 応 さ れ う る 。 標 的 が 中 心 体 で あ る 場 合 、 自 動 画 像 化 シ ス テ ム は
、 試 料 に 結 合 し た 中 心 体 特 異 的 セ ン サ ー の 量 ま た は 数 を 検 出 す る こ と に よ り 中 心 体 の 数 を
定 量 化 す る た め に 用 い ら れ う る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 が さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ る 前 に 、 本 発 明 は 、 記 載 さ れ た 特 定 の 方 法 、 溶 液 ま た は
装 置 に 限 定 さ れ ず 、 そ の よ う な 方 法 、 溶 液 ま た は 装 置 が 、 当 然 な が ら 、 変 わ り う る の だ が
、 そ れ は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 専 門 用 語 は 、 特 定 の 態 様 の み を 記
載 す る こ と を 目 的 と し 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 単 数 形 「 1つ の (a)」 、 「 1つ の (an)」 、 お よ び 「 そ の (the)」 の 使 用 は 、 文 脈 が 明 ら か に
他 に 規 定 し な い 限 り 、 複 数 形 へ の 言 及 を 含 む 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 1つ の 試 料 」 へ の 言 及
は 複 数 の 試 料 を 含 み 、 「 1つ の セ ン サ ー 」 へ の 言 及 は 複 数 の そ の よ う な セ ン サ ー を 含 み 、
「 1つ の 標 的 」 へ の 言 及 は 複 数 の 標 的 を 含 む な ど 。 さ ら に 、 「 2つ の 」 「 3つ の 」 な ど の よ
う な 特 定 の 複 数 形 の 言 及 の 使 用 は 、 文 脈 が 明 ら か に 他 に 規 定 し な い 限 り 、 同 じ 対 象 の よ り
大 き な 数 と し て 読 め る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 接 続 し た (connected)」 、 「 付 着 し た (attached)」 お よ び 「 連 結 し た (linked)」 は 本
明 細 書 で 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 文 脈 が 明 ら か に 他 に 規 定 し な い 限 り 、 直 接 的 お よ び 間 接 的
な 接 続 (connection)、 付 着 (attachment)、 連 結 (linkage)ま た は 結 合 (conjugation)を 含 む
。 値 の 範 囲 が 挙 げ ら れ て い る 場 合 、 挙 げ ら れ た そ の 範 囲 の 上 限 と 下 限 の 間 の 、 間 に あ る 各
整 数 値 、 お よ び そ れ ら の 各 小 数 部 も ま た 、 そ の よ う な 値 の 間 の 各 部 分 的 範 囲 と 共 に 、 具 体
的 に 開 示 さ れ る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 任 意 の 範 囲 の 上 限 お よ び 下 限 は 、 独 立 し て
、 範 囲 に 含 ま れ う る か ま た は 範 囲 か ら 除 外 さ れ う る か で 、 ど ち ら か の 限 界 が 含 ま れ る 、 ど
ち ら の 限 界 も 含 ま れ な い 、 ま た は 両 方 の 限 界 が 含 ま れ る 各 範 囲 も ま た 、 本 発 明 内 に 含 ま れ
る 。 考 察 さ れ よ う と し て い る 値 が 固 有 の 限 界 を 有 す る 場 合 、 例 え ば 、 成 分 が 0%か ら 100%ま
で の 濃 度 で 存 在 し う る 場 合 、 ま た は 水 溶 液 の pHが 1か ら 14ま で の 範 囲 で あ り う る 場 合 、 そ
れ ら の 固 有 の 限 界 は 、 具 体 的 に 開 示 さ れ る 。 値 が 明 確 に 挙 げ ら れ て い る 場 合 、 挙 げ ら れ た
値 と お よ そ 同 じ 量 で あ る 値 も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ り 、 そ れ ら に 基 づ い た 範 囲 も 同 様 で
あ る こ と は 、 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 組 み 合 わ せ が 開 示 さ れ て い る 場 合 、 そ の 組 み 合 わ せ
の 要 素 の 各 下 位 組 み 合 わ せ も ま た 、 具 体 的 に 開 示 さ れ 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 逆 に 、 異
な る 要 素 ま た は 要 素 の 群 が 開 示 さ れ て い る 場 合 、 そ れ ら の 組 み 合 わ せ も ま た 開 示 さ れ る 。
本 発 明 の 任 意 の 要 素 が 複 数 の 代 替 物 を 有 す る と し て 開 示 さ れ て い る 場 合 、 各 代 替 物 が 、 単
独 で 、 ま た は 他 の 代 替 物 と の 任 意 の 組 み 合 わ せ で 除 外 さ れ る そ の 発 明 の 例 も ま た 、 本 明 細
書 に よ り 開 示 さ れ て い る ； 発 明 の 複 数 の 要 素 が そ の よ う な 除 外 を 含 み 得 、 そ の よ う な 除 外
を 含 む 要 素 の す べ て の 組 み 合 わ せ は 本 明 細 書 に よ り 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 に 定 義 さ れ て い な い 、 ま た は 文 脈 が 明 ら か に 他 に 規 定 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に 用 い ら
れ る す べ て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 に お け る 業 者 に よ り 一
般 に 理 解 さ れ て い る の と 同 じ 意 味 を も つ 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た も の と 類 似 ま た は 等 価 の
任 意 の 方 法 お よ び 材 料 は 、 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 に 用 い ら れ う る が 、 好 ま し い 方 法 お よ
び 材 料 は 今 、 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 分 子 」 は
、 本 明 細 書 で 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド の 重 合 体 形 を 指 し 、 リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ れ ら の 類 似 体 、 ま た は そ れ ら の 混 合 物 を 含 み
う る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 分 子 の 一 次 構 造 へ の み 言 及 す る 。 従 っ て 、 三 本 鎖 、 二 本 鎖 お よ び
一 本 鎖 の デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (「 DNA」 )、 加 え て 三 本 鎖 、 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 の リ ボ 核 酸 (「
RNA」 )を 含 む 。 そ れ は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 例 え ば 、 ア ル キ ル 化 に よ り お よ び /ま
た は キ ャ ッ ピ ン グ に よ り 修 飾 さ れ た 型 、 な ら び に 修 飾 さ れ て い な い 型 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 与 え ら れ た ア ッ セ イ 形 式 に つ い て の 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 当 業 者 に よ
り 決 定 さ れ う る ； 調 整 さ れ う る 非 限 定 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 ア ッ セ イ 成 分 の 濃 度 、 pH、 用 い
ら れ る 塩 お よ び そ れ ら の 濃 度 、 イ オ ン 強 度 、 温 度 な ど を 含 む 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 核 酸 」 お よ
び 「 核 酸 分 子 」 は 、 ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (2-デ オ キ シ -D-リ ボ ー ス を 含 む )、 ス
プ ラ イ ス さ れ て い る か い な い か に か か わ ら ず 、 tRNA、 rRNA、 hRNA、 お よ び mRNAを 含 む ポ リ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (D-リ ボ ー ス を 含 む )、 プ リ ン も し く は ピ リ ミ ジ ン 塩 基 の N-ま た は C-グ リ
コ シ ド で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 任 意 の 他 の 型 、 な ら び に 、 ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)を 含 む 代
替 の バ ッ ク ボ ー ン を 含 む 他 の 重 合 体 、 お よ び 重 合 体 が 、 DNAお よ び RNAに 見 出 さ れ る よ う な
塩 基 対 形 成 お よ び 塩 基 ス タ ッ キ ン グ を 可 能 に す る 立 体 配 置 で 核 酸 塩 基 を 含 む と い う 条 件 で
の 他 の 合 成 配 列 特 異 的 核 酸 重 合 体 を 含 む 。 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 」 、 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 分 子 」 の 間 で 長 さ に お け る 意 図 さ れ た 区 別 は な く 、 こ れ ら
の 用 語 は 、 本 明 細 書 で 交 換 可 能 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 分 子 の 一 次 構 造 へ の み 言
及 す る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 用 語 は 、 例 え ば 、 3'-デ オ キ シ -2',5'-DNA、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ
ボ ヌ ク レ オ チ ド N3'P5'ホ ス ホ ラ ミ デ ー ト 、 2'-O-ア ル キ ル -置 換 RNA、 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 D
NA、 加 え て 二 本 鎖 お よ び 一 本 鎖 RNA、 な ら び に 、 例 え ば 、 DNAお よ び /ま た は RNAお よ び /ま
た は PNAお よ び /ま た は 他 の 型 の 間 の ハ イ ブ リ ッ ド を 含 む そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド を 含 み 、 ま
た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 非 修 飾 型 だ け で な く 、 公 知 の 型 の 修 飾
、 例 え ば 、 標 識 、 ア ル キ ル 化 、 「 キ ャ ッ プ 」 、 ヌ ク レ オ チ ド の う ち の 1個 ま た は 複 数 の 類
似 体 で の 置 換 、 例 え ば 、 負 荷 電 結 合 を も つ も の (例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ
ジ チ オ ネ ー ト な ど )の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 間 修 飾 、 例 え ば タ ン パ ク 質 (酵 素 (例 え ば 、 ヌ ク
レ ア ー ゼ )、 毒 素 、 抗 体 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ポ リ -L-リ シ ン な ど )の よ う な ペ ン ダ ン ト 部
分 を 含 む も の 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー (例 え ば 、 ア ク リ ジ ン 、 ソ ラ レ ン な ど )を も つ も の 、 キ
レ ー ト (例 え ば 、 金 属 、 放 射 性 金 属 、 ホ ウ 素 、 酸 化 的 金 属 な ど の )を 含 む も の 、 ア ル キ レ ー
タ ー を 含 む も の 、 改 変 さ れ た 結 合 を も つ も の (例 え ば 、 α ア ノ マ ー 核 酸 な ど )、 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 ヌ ク レ オ シ ド 」 お よ び 「 ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 公 知 の
プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 塩 基 だ け で な く 、 修 飾 さ れ た 他 の 複 素 環 式 塩 基 も ま た 含 む そ れ ら
の 部 分 を 含 む こ と は 、 認 識 さ れ て い る と 思 わ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 メ チ ル 化 プ リ ン も
し く は ピ リ ミ ジ ン 、 ア シ ル 化 プ リ ン も し く は ピ リ ミ ジ ン 、 ま た は 他 の 複 素 環 を 含 む 。 修 飾
ヌ ク レ オ シ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 糖 部 分 に お け る 修 飾 、 例 え ば 、 1つ ま た は 複 数
の 水 酸 基 が 、 ハ ロ ゲ ン 、 脂 肪 族 基 で 置 換 さ れ て い る 、 ま た は エ ー テ ル 、 ア ミ ン な ど と し て
官 能 性 を も た せ ら れ て い る 、 を 含 む 。 用 語 「 ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト 」 は 、 ヌ ク レ オ シ ド お
よ び ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト へ の 修 飾 は 、 そ れ ぞ れ の 相 補 的 な ピ リ ミ ジ ン ま た は プ リ
ン へ の 水 素 結 合 を 形 成 す る プ リ ン ま た は ピ リ ミ ジ ン 上 の 官 能 基 を 再 編 成 す る 、 付 加 す る 、
取 り 換 え る 、 ま た は 変 化 さ せ る こ と を 含 む 。 結 果 と し て 生 じ る 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド ユ
ニ ッ ト は 、 任 意 で 、 A、 T、 C、 G、 ま た は Uと で は な く 、 他 の そ の よ う な 修 飾 さ れ た ヌ ク レ
オ チ ド ユ ニ ッ ト と 塩 基 対 を 形 成 し う る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 機 能 を 妨 げ な い 脱 塩 基 部 位 が
組 み 入 れ ら れ う る ； 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 脱 塩 基 部 位 を 含 ま な い 。 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド に お け る 残 基 の 一 部 ま た は 全 部 は 、 任 意 で 、 1つ ま た は 複 数 の 方 法 で 修 飾 さ れ う る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 例 示 的 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト は 、 ア ジ リ ジ ニ ル シ ト シ ン 、 4-ア セ チ ル シ ト シ ン 、 5-
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 5-ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ
ル 、 5-カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 イ ノ シ ン 、 N6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン
、 1-メ チ ル ア デ ニ ン 、 1-メ チ ル プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 1-メ チ ル グ ア ニ ン 、 1-メ チ ル イ ノ シ ン
、 2,2-ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 2-メ チ ル ア デ ニ ン 、 2-メ チ ル グ ア ニ ン 、 3-メ チ ル シ ト シ ン 、 5-
メ チ ル シ ト シ ン 、 N6-メ チ ル ア デ ニ ン 、 7-メ チ ル グ ア ニ ン 、 5-メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ
ル 、 5-メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 β -D-マ ン ノ シ ル ク エ オ シ ン （ beta-D-man
nosylqueosine） 、 5-メ ト キ シ ウ ラ シ ル 、 2-メ チ ル チ オ -N-6-イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 ウ
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ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 ク エ オ シ ン （ queosine） 、 2-
チ オ シ ト シ ン 、 5-メ チ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 2-チ オ ウ ラ シ ル 、 4-チ オ ウ ラ シ ル 、 5-メ チ ル
ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル -5-オ キ シ 酢 酸 、 2,6-ジ ア ミ ノ プ リ ン 、 な ら び に 「 ロ ッ ク ド (locked)
」 核 酸 ユ ニ ッ ト (LNA)お よ び そ の 類 似 体 を 含 む 。 Koshkin, et al., Tetrahedron Letters 
1998 39:4381-4384;国 際 公 開 公 報 第 99/14226号 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 標 準 A-Tお よ び G-C塩 基 対 は 、 チ ミ ジ ン の N3-Hお よ び C4-オ キ シ と 、 ア デ ノ シ ン の 、 そ れ
ぞ れ に 、 N1お よ び C6-NH2と の 間 、 な ら び に シ チ ジ ン の C2-オ キ シ 、 N3お よ び C4-NH2と 、 グ
ア ノ シ ン の 、 そ れ ぞ れ に 、 C2-NH2、 N'-Hお よ び C6-オ キ シ と の 間 に 水 素 結 合 の 形 成 を 可 能
に す る 条 件 下 で 形 成 す る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 グ ア ノ シ ン (2-ア ミ ノ -6-オ キ シ -9-β -D-リ ボ
フ ラ ノ シ ル -プ リ ン )は 、 イ ソ グ ア ノ シ ン (2-オ キ シ -6-ア ミ ノ -9-β -D-リ ボ フ ラ ノ シ ル -プ
リ ン )を 形 成 す る よ う に 修 飾 さ れ う る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 結 果 と し て 、 も は や シ ト シ ン
と 標 準 塩 基 対 を 効 果 的 に は 形 成 し な い ヌ ク レ オ シ ド 塩 基 を 生 じ る 。 し か し な が ら 、 イ ソ シ
ト シ ン (1-β -D-リ ボ フ ラ ノ シ ル -2-ア ミ ノ -4-オ キ シ -ピ リ ミ ジ ン )を 形 成 す る シ ト シ ン (1-
β -D-リ ボ フ ラ ノ シ ル -2-オ キ シ -4-ア ミ ノ -ピ リ ミ ジ ン )の 修 飾 は 、 結 果 と し て 、 グ ア ノ シ
ン と 効 果 的 に は 塩 基 対 形 成 し な い が 、 イ ソ グ ア ノ シ ン と の 塩 基 対 を 形 成 す る 修 飾 ヌ ク レ オ
チ ド を 生 じ る 。 イ ソ シ ト シ ン は 、 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO)か ら 入 手 で き る ；
イ ソ シ チ ジ ン は 、 Switzer et al. (1993) Biochemistry 32:10489-10496お よ び そ れ に 引
用 さ れ た 参 照 文 献 に よ り 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 調 製 さ れ う る ； 2'-デ オ キ シ -5-メ チ ル -イ
ソ シ チ ジ ン は 、 Tor et al. (1993) J. Am. Chem. Soc. 115:4461-4467お よ び そ れ に 引 用
さ れ る 参 照 文 献 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ う る ； な ら び に 、 イ ソ グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド は 、 Sw
itzer et al. (1993) 前 記 お よ び Mantsch et al. (1993) Biochem. 14:5593-5601に よ り
記 載 さ れ た 方 法 を 用 い て 、 ま た は Collins et al.の 米 国 特 許 第 5,780,610号 に 記 載 さ れ た
方 法 に よ り 、 調 製 さ れ う る 。 他 の 非 天 然 の 塩 基 対 は 、 2,6-ジ ア ミ ノ ピ リ ミ ジ ン お よ び そ の
相 補 体 (1-メ チ ル ピ ラ ゾ ロ -[4,3]ピ リ ミ ジ ン -5,7-(4H,6H)-ジ オ ン )の 合 成 に つ い て Picciri
lli et al. (1990) Nature 343:33-37に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 合 成 さ れ う る 。 Leach et a
l. (1992) J. Am. Chem. Soc. 114:3675-3683お よ び Switzer et al.（ 前 記 ） に 記 載 さ れ
た も の の よ う な 、 独 特 の 塩 基 対 を 形 成 す る 他 の そ の よ う な 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト が 知
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 相 補 的 な 」 ま た は 「 実 質 的 に 相 補 的 な 」 と は 、 例 え ば 、 セ ン サ ー ペ プ チ ド 核 酸 と 標 的
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の よ う な 、 ヌ ク レ オ チ ド も し く は 核 酸 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ま た
は 塩 基 対 形 成 す る 能 力 を 指 す 。 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 的 に 、 Aと T(ま た は Aと U)、 ま
た は Cと Gで あ る 。 2つ の 一 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は PNAは 、 最 適 に 整 列 お よ び 比 較 さ れ
、 か つ 適 切 な 挿 入 ま た は 欠 失 を 含 む 一 方 の 鎖 の 塩 基 が 、 他 方 の 鎖 の 塩 基 の 少 な く と も 約 80
%、 通 常 に は 少 な く と も 約 90%～ 95%、 お よ び よ り 好 ま し く は 約 98%か ら 100%ま で と 対 形 成 す
る 場 合 、 実 質 的 に 相 補 的 で あ る と 言 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た は 、 実 質 的 相 補 性 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は PNAが そ れ の 相 補 体 へ 選 択 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に 存 在 す る 。 典 型 的 に は 、 選 択 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 少 な く と も 14個 ～ 25個 の 塩 基 の ひ と 続 き に 対 し て 少 な く と も 約 65%相
補 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 75%、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 90%相 補 が あ る 場 合 に 起 こ
る 。 M. Kanehisa Nucleic Acids Res. 12:203 (1984)を 参 照 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 優 先 的 結 合 」 ま た は 「 優 先 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 試 料 に お け る 非 相 補 的 重
合 体 と 比 較 し た 場 合 、 試 料 に お い て そ れ の 相 補 体 に 結 合 す る 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は PNAの 増 加 し た 性 向 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 典 型 的 に は 、 約 1 M未 満 、 よ り 通 常 に は 約 500 mM未 満
、 お よ び 好 ま し く は 約 200 mM未 満 の 塩 濃 度 を 含 む 。 ペ プ チ ド 核 酸 ま た は 他 の 類 似 し た 核 酸
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と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、
有 る か 無 し か の 塩 を 含 む 溶 液 中 で 行 わ れ う る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 は 、 5℃ ほ ど
で あ り う る が 、 典 型 的 に は 、 22℃ よ り 高 い 、 よ り 典 型 的 に は 約 30℃ よ り 高 い 、 お よ び 好 ま
し く は 約 37℃ を 超 え る 。 よ り 長 い 断 片 は 、 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に よ り 高
い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 を 必 要 と し う る 。 他 の 因 子 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス
ト リ ン ジ ェ ン ト 性 に 影 響 を 及 ぼ し う り 、 相 補 鎖 の 塩 基 組 成 お よ び 長 さ 、 有 機 溶 媒 の 存 在 、
な ら び に 塩 基 ミ ス マ ッ チ の 程 度 を 含 み 、 用 い ら れ る パ ラ メ ー タ ー の 組 み 合 わ せ は 、 い ず れ
か 1つ 単 独 の 絶 対 的 測 定 よ り 重 要 で あ る 。 制 御 さ れ う る 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
は 、 緩 衝 液 の 型 お よ び 濃 度 、 溶 液 pH、 反 復 配 列 の よ う な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 結 合 を 減 少 さ せ
る ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 ま た は ブ ロ ッ キ ン グ タ ン パ ク 質 溶 液 の 存 在 お よ び 濃 度 、 界 面 活 性 剤 の
型 お よ び 濃 度 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 対 的 濃 度 を 増 加 さ せ る 重 合 体 の よ う な 分 子 、 金 属 イ
オ ン お よ び そ れ ら の 濃 度 、 キ レ ー ト 化 剤 お よ び そ れ ら の 濃 度 、 な ら び に 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 の 他 の 条 件 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 ア プ タ マ ー 」 (ま た は 「 核 酸 抗 体 」 )は 、 所 望 の 標 的 分 子 を そ れ の 形 に よ っ て 認 識
か つ 結 合 す る 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 指 す た め に 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 。
例 え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 92/14843号 、 第 91/19813号 、 お よ び 第 92/05285号 を 参 照 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 本 明 細 書 で 交 換 可 能 で 用 い ら れ 、 ペ プ チ ド
結 合 を 通 し て 連 結 さ れ た ア ミ ノ 酸 の 分 子 鎖 を 含 む 。 そ の 用 語 は 、 産 物 の 特 定 の 長 さ に 言 及
し な い 。 従 っ て 、 「 ペ プ チ ド 」 、 「 オ リ ゴ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド の 定 義 内 に 含 ま れ る 。 そ の 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 、 例 え ば 、 グ リ コ シ ル
化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 硫 酸 化 、 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 断
片 、 類 似 体 (遺 伝 暗 号 に よ り コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 、 例 え ば 、 ホ モ シ ス テ イ ン 、 オ ル ニ
チ ン 、 D-ア ミ ノ 酸 お よ び ク レ ア チ ン 、 を 含 む )、 天 然 も し く は 人 工 の 突 然 変 異 体 ま た は 変
異 体 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 誘 導 体 化 残 基 (例 え ば 、 ア ミ ン 基 の ア
ル キ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア セ チ ル 化 ま た は エ ス テ ル 化 )な ど が ポ リ ペ プ チ ド の 意 味 の
内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 結 合 ペ ア 」 は 、 試 料 に お け る 他 の 成 分 へ よ り も 高 い
親 和 性 で お 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 お よ び 第 二 分 子 を 指 す 。 結 合 ペ ア の メ ン バ ー 間 の
結 合 は 、 典 型 的 に は 、 非 共 有 結 合 性 で あ る 。 例 示 的 結 合 ペ ア は 、 免 疫 学 的 結 合 ペ ア (例 え
ば 、 対 応 す る 抗 体 ま た は そ の 結 合 部 分 も し く は 断 片 と 組 み 合 わ せ た 任 意 の ハ プ テ ン ま た は
抗 原 性 の 化 合 物 、 例 え ば 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン お よ び 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ
び 抗 フ ル オ レ セ イ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル お よ び 抗 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 ブ ロ モ デ オ キ シ
ウ リ ジ ン お よ び 抗 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン 、 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免
疫 グ ロ ブ リ ン )、 お よ び 非 免 疫 学 的 結 合 ペ ア (例 え ば 、 ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン -ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ホ ル モ ン [例 え ば 、 チ ロ キ シ ン お よ び コ ル チ ゾ ー ル ]-ホ ル モ ン 結 合 タ ン
パ ク 質 、 受 容 体 -受 容 体 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト (例 え ば 、 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体
-ア セ チ ル コ リ ン ま た は そ の 類 似 体 )、 IgG-プ ロ テ イ ン A、 レ ク チ ン -糖 、 酵 素 -酵 素 補 因 子
、 酵 素 -酵 素 阻 害 剤 、 お よ び 核 酸 二 重 鎖 を 形 成 す る 能 力 が あ る 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ペ
ア )な ど を 含 む 。 結 合 ペ ア の 1つ ま た は 両 方 の メ ン バ ー は 、 追 加 の 分 子 に 結 合 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 抗 体 」 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 調
製 物 の 両 方 か ら 得 ら れ る 抗 体 、 加 え て 以 下 の も の を 含 む ： ハ イ ブ リ ッ ド (キ メ ラ )抗 体 分 子
(例 え ば 、 Winter et al. (1991) Nature 349:293-299;お よ び 米 国 特 許 第 4,816,567号 を 参
照 )； F(ab')2お よ び F(ab)断 片 ； Fv分 子 (非 共 有 結 合 性 ヘ テ ロ 二 量 体 、 例 え ば 、 Inbar et a
l. (1972) Proc Natl Acad Sci USA 69:2659-2662;お よ び Ehrlich et al. (1980) Bioche
m 19:4091-4096参 照 )； 一 本 鎖 Fv分 子 (sFv)(例 え ば 、 Huston et al. (1988) Proc Natl Ac
ad Sci USA 85:5879-5883参 照 )； 二 量 体 お よ び 三 量 体 抗 体 断 片 構 築 物 ； ミ ニ 抗 体 (minibod
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y)(例 え ば 、 Pack et al. (1992) Biochem 31:1579-1584; Cumber et al. (1992) J Immun
ology 149B:120-126参 照 )； ヒ ト 化 抗 体 分 子 (例 え ば 、 Riechmann et al. (1988) Nature 3
32:323-327; Verhoeyan et al. (1988) Science 239:1534-1536;お よ び 英 国 公 開 特 許 第 GB
 2,276,169号 (1994年 9月 21日 公 開 )を 参 照 )； な ら び に そ の よ う な 分 子 か ら 得 ら れ る 任 意 の
機 能 的 断 片 で あ っ て 、 そ の よ う な 断 片 が 親 の 抗 体 分 子 の 特 異 的 結 合 性 質 を 保 持 し て い る 、
断 片 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 均 一 な 抗 体 集 団 を 有 す る
抗 体 組 成 物 を 指 す 。 そ の 用 語 は 、 抗 体 の 種 ま た は 源 に 関 し て 限 定 さ れ な い し 、 ま た そ れ が
作 製 さ れ た 方 法 に よ り 限 定 さ れ る こ と も 意 図 さ れ な い 。 従 っ て 、 そ の 用 語 は 、 マ ウ ス ハ イ
ブ リ ド ー マ か ら 得 ら れ る 抗 体 、 加 え て ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て 、 ま た は マ ウ ス 発 現 ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 遺 伝 子 も し く は そ れ ら の 部 分 か ら 作 製 さ れ た マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ か
ら 、 得 ら れ る ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 例 え ば 、 Cote, et al. Monoclonal Antibo
dies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, 1985, p. 77を 参 照 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で の 「 多 重 化 」 と は 、 複 数 の 分 析 物 が 同 時 に ア ッ セ イ さ れ う る ア ッ セ イ 法 ま た
は 他 の 分 析 方 法 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 任 意 の 」 ま た は 「 任 意 で 」 と は 、 そ の 後 に 記 載 さ れ る 事 象 ま た は 状 況 が 生 じ る 場 合 も
あ る し 生 じ な い 場 合 も あ る こ と 、 な ら び に そ の 記 載 が 、 事 象 ま た は 状 況 が 生 じ て い る 例 、
お よ び そ れ が 生 じ て い な い 例 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
試 料
　 分 析 さ れ る べ き 試 料 の 部 分 は 、 細 胞 、 組 織 ま た は 体 液 を 含 む 、 生 き て い る 生 物 体 か ら 直
接 的 に ま た は 間 接 的 に 得 ら れ う る 任 意 の 源 の 生 体 物 質 で あ り う る 。 試 料 の 非 限 定 的 例 は 、
血 液 、 尿 、 精 液 、 乳 、 痰 、 粘 液 、 胸 膜 液 （ plueral fluid） 、 骨 盤 液 、 滑 液 （ sinovial fl
uid） 、 腹 水 、 体 腔 洗 浄 液 、 眼 ブ ラ ッ シ ン グ （ eye brushing） 、 皮 膚 剥 離 物 、 頬 側 ス ワ ブ
、 膣 ス ワ ブ 、 パ ッ プ ス メ ア 、 直 腸 ス ワ ブ 、 吸 引 液 、 針 生 検 、 例 え ば 手 術 ま た は 剖 検 に よ り
得 ら れ る 組 織 切 片 、 血 漿 、 血 清 、 脊 髄 液 、 リ ン パ 液 、 皮 膚 、 気 道 、 腸 管 お よ び 尿 生 殖 路 の
外 分 泌 物 、 涙 、 唾 液 、 腫 瘍 、 器 官 、 微 生 物 培 養 物 、 ウ イ ル ス 、 お よ び イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養
成 分 の 試 料 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 試 料 は 、 標 的 を 含 む こ と が わ か っ て い る 陽 性 対 照 試 料 で あ り う る 。 与 え ら れ た 条 件 の 設
定 が 偽 陽 性 を 生 じ る か ど う か を 測 定 す る た め に 用 い ら れ る 陰 性 対 照 試 料 も ま た 、 用 い ら れ
う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 試 料 は 、 溶 液 中 に 、 ま た は 下 記 の よ う な 支 持 体 上 で 提 供 さ れ う る 。 試 料 は 、 試 料 が 保 存
溶 液 に お い て セ ン サ ー 分 子 と 接 触 さ せ ら れ る 前 ま た は 後 に 支 持 体 へ 移 動 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
支 持 体
　 支 持 体 は 、 生 物 学 的 か 、 非 生 物 学 的 か 、 有 機 か 、 無 機 か 、 ま た は こ れ ら の い ず れ か の 組
み 合 わ せ か の 広 範 囲 な 材 料 を 含 み う る 。 例 え ば 、 支 持 体 は 、 重 合 し た Langmuir Blodgett
フ ィ ル ム 、 官 能 性 を も た せ た ガ ラ ス 、 Si、 Ge、 GaAs、 GaP、 SiO2、 SiN4、 改 質 シ リ コ ン 、
ま た は 、 (ポ リ )テ ト ラ フ ル オ ロ エ チ レ ン 、 (ポ リ )二 フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 架
橋 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ア ク リ ル 酸 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 ポ リ (ラ ク チ ド コ グ リ
コ リ ド )、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ (メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル )、 ポ リ (エ チ レ ン -コ -酢 酸 ビ ニ ル )、 ポ
リ シ ロ キ サ ン 、 重 合 体 シ リ カ 、 ラ テ ッ ク ス 、 デ キ ス ト ラ ン 重 合 体 、 エ ポ キ シ 樹 脂 、 ポ リ カ
ー ボ ネ ー ト 、 も し く は そ れ ら の 組 み 合 わ せ の よ う な 幅 広 い 種 類 の ゲ ル も し く は 重 合 体 の い
ず れ か 1つ で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 支 持 体 は 、 シ リ カ を 素 材 と す る 支 持 体 (例 え ば 、 ガ ラ ス 、 水 晶 な ど )の よ う な 平 面 結 晶 性
支 持 体 、 ま た は 、 シ リ コ ン 、 ガ リ ウ ム 砒 素 な ど の よ う な 、 例 え ば 、 半 導 体 お よ び マ イ ク ロ
プ ロ セ ッ サ ー 産 業 で 用 い ら れ る 結 晶 性 支 持 体 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 シ リ カ エ ア ロ ゲ ル （ silica aerogel） も ま た 、 支 持 体 と し て 用 い る こ と が で き 、 当 技 術
分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ う る 。 エ ア ロ ゲ ル 支 持 体 は 、 支 柱 な し で 立 っ て い
る 支 持 体 と し て 、 ま た は も う 一 つ の 支 持 体 材 料 に つ い て の 表 面 被 覆 と し て 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 支 持 体 は 、 任 意 の 形 を 取 る こ と が で き 、 典 型 的 に は 、 プ レ ー ト 、 ス ラ イ ド 、 カ バ ー ス リ
ッ プ 、 ビ ー ズ 、 ペ レ ッ ト 、 デ ィ ス ク 、 粒 子 、 ス ト ラ ン ド 、 沈 澱 物 、 膜 、 任 意 で 多 孔 質 ゲ ル
、 シ ー ト 、 チ ュ ー ブ 、 球 体 、 コ ン テ ナ 、 キ ャ ピ ラ リ ー 、 パ ッ ド 、 ス ラ イ ス 、 フ ィ ル ム 、 チ
ッ プ 、 複 数 ウ ェ ル の プ レ ー ト ま た は デ ィ ッ シ ュ 、 光 フ ァ イ バ ー な ど で あ る 。 典 型 的 に は 支
持 体 は 動 か な い 形 を 取 る が 、 い く つ か の 適 用 に つ い て は 、 支 持 体 は 、 剛 体 ま た は 半 剛 体 で
あ る 任 意 の 形 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 支 持 体 上 の 表 面 は 、 支 持 体 と 同 じ 材 料 か ら 構 成 さ れ う る 、 ま た は 異 な る 材 料 か ら 作 製 さ
れ う り 、 化 学 的 ま た は 物 理 的 手 段 に よ り 支 持 体 に 結 合 さ れ う る 。 そ の よ う な 結 合 さ れ た 表
面 は 、 幅 広 い 種 類 の 材 料 の い ず れ か 、 例 え ば 、 重 合 体 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 樹 脂 、 多 糖 、 シ リ
カ 、 ま た は シ リ カ を 素 材 と す る 材 料 、 炭 素 、 金 属 、 無 機 ガ ラ ス 、 膜 、 ま た は 上 で 列 挙 さ れ
た 支 持 体 材 料 の い ず れ か 、 か ら 構 成 さ れ う る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 表 面 は 、 任 意 で 透 明
で あ り 、 シ リ カ 表 面 上 に 見 出 さ れ る も の の よ う な 表 面 Si-OH官 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
標 的
　 標 的 は 、 可 視 化 さ れ る こ と が 望 ま れ る 試 料 の 任 意 の 成 分 で あ り う る 。 標 的 の 非 限 定 的 例
は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 、 ム コ 多 糖 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 脂 質 、 細 胞 、
細 胞 型 、 生 物 体 、 ウ イ ル ス 、 構 造 、 ま た は そ れ に 対 す る セ ン サ ー が 得 ら れ う る 分 子 を 含 む
。 標 的 は 、 細 胞 下 構 造 、 例 え ば 、 中 心 体 も し く は 中 心 体 成 分 、 ま た は 細 胞 外 産 物 も し く は
成 分 で あ り う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 標 的 が 細 胞 も し く は 細 胞 成 分 ま た は 産 物 で あ る 場 合 、 細 胞 は 、 原 核 生 物 、 真 核 生 物 ま た
は 始 生 界 を 含 む 任 意 の 起 源 か ら で あ り う る 。 細 胞 は 、 生 き て い る 場 合 も あ る し 、 ま た は 死
ん で い る 場 合 も あ る 。 多 細 胞 生 物 体 か ら 得 ら れ た 場 合 に は 、 細 胞 は 、 任 意 の 細 胞 型 で あ り
う る 。 細 胞 は 、 培 養 細 胞 系 ま た は 一 次 単 離 物 で あ り う る 、 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 、 両 生 類 、 爬
虫 類 、 植 物 、 酵 母 、 細 菌 、 ス ピ ロ ヘ ー タ 、 ま た は 原 生 動 物 で あ り う る 。 細 胞 は 、 ヒ ト 、 マ
ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ニ ワ ト リ 、 ウ ズ ラ 、 ま た は イ ヌ で あ り う る 。 細 胞 は 、 正 常 細
胞 、 突 然 変 異 し た 細 胞 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 、 腫 瘍 細 胞 な ど で あ り う る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 多 細 胞 生 物 体 由 来 の 例 示 的 細 胞 型 は 、 好 酸 性 白 血 球 、 腺 房 細 胞 、 松 果 体 細 胞 、 含 脂 肪 細
胞 、 エ ナ メ ル 芽 細 胞 、 星 状 細 胞 、 基 底 (幹 )細 胞 、 好 塩 基 球 、 肝 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 隆 起 表
面 細 胞 、 C細 胞 、 心 筋 細 胞 、 房 心 細 胞 、 主 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 ク ラ ラ 細 胞 、 円 柱 上 皮 細 胞 、
黄 体 細 胞 、 脱 落 膜 細 胞 、 樹 状 突 起 、 内 皮 細 胞 、 腸 内 分 泌 細 胞 、 エ オ シ ン 好 性 白 血 球 、 赤 血
球 、 糸 球 体 外 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 胎 児 線 維 芽 細 胞 、 胎 児 赤 血 球 、 線 維 芽 細 胞 、 濾 胞 上 皮 細
胞 、 神 経 節 細 胞 、 巨 大 ベ ッ ツ 細 胞 、 杯 状 細 胞 、 有 毛 細 胞 、 内 有 毛 細 胞 、 I型 有 毛 細 胞 、 肝
細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ラ イ ジ ヒ 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 肝 実 質 細 胞 、 リ ン パ 球 、 リ ゾ チ ー ム 分 泌 細 胞
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 マ ス ト 細 胞 、 巨 核 球 、 メ ラ ノ サ イ ト 、 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 単 球 、 筋 上
皮 細 胞 、 筋 様 細 胞 、 頸 部 粘 液 細 胞 、 神 経 細 胞 、 好 中 球 、 乏 突 起 神 経 膠 芽 細 胞 、 卵 母 細 胞 、
骨 芽 細 胞 、 骨 軟 骨 破 骨 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 骨 細 胞 、 柱 細 胞 、 溝 細 胞 、 上 皮 小 体 細 胞 、 壁 細 胞
、 ペ プ シ ノ ゲ ン 分 泌 細 胞 、 周 細 胞 、 松 果 体 細 胞 、 下 垂 体 細 胞 、 形 質 細 胞 、 血 小 板 、 有 足 細
胞 、 精 母 細 胞 、 プ ル キ ン エ 細 胞 、 錐 体 細 胞 、 赤 血 球 、 網 状 赤 血 球 、 シ ュ ワ ン 細 胞 、 セ ル ト
リ 細 胞 、 円 柱 細 胞 、 骨 格 筋 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 ソ マ ト ス タ チ ン 細 胞 、 腸 内 分 泌 細 胞 、 精 子
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細 胞 、 精 原 細 胞 、 精 子 、 星 細 胞 、 支 持 ダ イ テ ル ス 細 胞 、 支 持 ハ ン セ ン 細 胞 、 表 面 細 胞 、 表
面 上 皮 細 胞 、 表 面 粘 液 細 胞 、 汗 腺 細 胞 、 Tリ ン パ 球 、 卵 胞 膜 黄 体 細 胞 、 胸 腺 細 胞 、 胸 腺 上
皮 細 胞 、 甲 状 腺 細 胞 、 移 行 上 皮 細 胞 、 I型 肺 胞 細 胞 、 お よ び II型 肺 胞 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 例 示 的 型 は 、 腺 腫 、 癌 腫 、 腺 癌 、 線 維 腺 腫 、 エ ナ メ ル 上 皮 腫 、 星 状 細 胞 腫 、
中 皮 腫 、 胆 管 癌 、 胆 管 線 維 腫 、 胆 管 腫 、 軟 骨 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 軟 骨 腫 、 絨 毛 癌 、 頭 蓋 咽 頭 腫
、 嚢 胞 腺 癌 、 嚢 胞 腺 腫 、 未 分 化 胚 細 胞 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 上 皮 腫 、 赤 血 球 系 白 血 病 、 線 維 腺
腫 、 線 維 腫 、 線 維 肉 腫 、 神 経 節 膠 腫 、 神 経 節 細 胞 腫 、 神 経 節 芽 細 胞 腫 、 神 経 膠 腫 、 顆 粒 球
性 白 血 病 、 血 管 腫 、 血 管 周 囲 細 胞 腫 、 血 管 肉 腫 、 褐 色 脂 肪 腫 、 組 織 球 腫 、 角 化 棘 細 胞 腫 、
平 滑 筋 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 脂 肪 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 黄 体 腫 、 リ ン パ 管 腫 、 リ ン パ 管 肉 腫 、 リ ン パ
腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 黒 色 腫 、 髄 膜 腫 、 中 皮 腫 、 骨 髄 脂 肪 腫 、 腎 芽 細 胞 腫 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 神
経 筋 芽 細 胞 腫 、 歯 牙 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 骨 軟 骨 腫 、 骨 腫 、 骨 肉 腫 、 乳 頭 腫 、 傍 神 経 節 腫 、 ク
ロ ム 親 和 性 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 下 垂 体 細 胞 腫 、 網 膜 芽 細 胞 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 肉 腫 、 神 経 鞘
腫 、 精 上 皮 腫 、 奇 形 腫 、 莢 膜 細 胞 腫 、 お よ び 胸 腺 腫 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 例 示 的 細 菌 は 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (Staphylococcus aureus)、 レ ジ オ ネ ラ ニ ュ ー モ フ ィ ラ (
Legionella pneumophila)、 大 腸 菌 (Escherichia coli)、 結 核 菌 (M. tuberculosis)、 ネ ズ
ミ チ フ ス 菌 (S. typhimurium)、 コ レ ラ 菌 (Vibrio cholera)、 ウ ェ ル シ ュ 菌 (Clostridium p
erfringens)、 破 傷 風 菌 (Clostridium tetani)、 ボ ツ リ ヌ ス 菌 (Clostridium botulinum)、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム バ ラ テ ィ (Clostridium baratii)、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム デ ィ フ ィ シ レ (Clos
tridium difficile)、 ラ イ 菌 (M. leprae)、 ヘ リ コ バ ク タ ー ピ ロ リ (Helicobacter pylori)
、 ヘ モ フ ィ ル ス イ ン フ ル エ ン ザ b型 (Hemophilus influenzae type b)、 ジ フ テ リ ア 菌 (Cory
nebacterium diphtheriae)、 コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ミ ヌ テ ィ シ マ ム (Corynebacterium minut
issimum)、 百 日 咳 菌 (Bordetella pertussis)、 肺 炎 連 鎖 球 菌 (Streptococcus pneumoniae)
、 淋 菌 (Neisseria gonorrhoeae)、 髄 膜 炎 菌 (Neisseria meningitides)、 志 賀 赤 痢 菌 (Shig
ella dysenteriae)、 緑 膿 菌 (Pseudomonas aeruginosa)、 バ ク テ ロ イ デ ス フ ラ ギ リ ス (Bact
eroides fragilis)、 プ レ ボ テ ラ メ ラ ニ ノ ゲ ニ カ (Prevotella melaninogenica)、 フ ゾ バ ク
テ リ ウ ム 属 (Fusobacterium)、 豚 丹 毒 菌 (Erysipelothrix rhusiopathiae)、 リ ス テ リ ア モ
ノ サ イ ト ゲ ネ ス (Listeria monocytogenes)、 炭 疽 菌 (Bacillus anthracis)、 ヘ モ フ ィ ル ス
デ ュ ク レ イ (Hemophilus ducreyi)、 野 兎 病 菌 (Francisella tularensis)、 ペ ス ト 菌 (Yersi
nia pestis)、 バ ル ト ネ ラ ヘ ン セ ラ エ (Bartonella henselae)、 ク レ ブ シ エ ラ 属 (Klebsiell
a)、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 属 (Enterobacter)、 セ ラ チ ア 属 (Serratia)、 プ ロ テ ウ ス 属 (Proteus
)お よ び シ ゲ ラ 属 (Shigella)を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 示 的 ス ピ ロ ヘ ー タ は 、 梅 毒 ト レ ポ ネ ー マ (Treponema pallidum)、 フ ラ ン ペ ジ ア ト レ ポ
ネ ー マ (T. pertenue)、 ト レ ポ ネ ー マ カ ラ テ ウ ム (T. carateum)、 回 帰 熱 ボ レ リ ア (Borreli
a recurrentis)、 ヴ ァ ン サ ン ボ レ リ ア (B. vincentii)、 B. ブ ル グ ド ル フ ェ リ (B. burgdor
feri)、 お よ び 黄 疸 出 血 病 レ プ ト ス ピ ラ (Leptospira icterohaemorrhagiae)を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 例 示 的 真 菌 は 、 ウ シ 放 線 菌 (Actinomyces bovis)、 ア ス ペ ル ギ ル ス フ ミ ガ ー ツ ス (Asperg
illus fumigatus)、 ブ ラ ス ト ミ セ ス デ ル マ テ ィ テ ィ デ ィ ス (Blastomyces dermatitidis)、
カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス (Candida albicans)、 コ ク シ ジ オ イ デ ス イ ミ テ ィ ス (Coccidioides 
immitis)、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ネ オ フ ォ ル マ ン ス (Cryptococcus enoformans)、 ヒ ス ト プ ラ
ズ マ カ プ ス ラ ー ツ ム (Histoplasma capsulatum)、 ス ポ ロ ト リ ク ム シ ェ ン キ ー (Sporotrichu
m schenckii)、 イ ス ラ エ ル 放 線 菌 (Actinomyces israelii)、 ウ シ 放 線 菌 、 ア ス ペ ル ギ ル ス
フ ミ ガ ー ツ ス 、 ブ ラ ス ト ミ セ ス デ ル マ テ ィ テ ィ デ ィ ス 、 カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス 、 コ ク シ ジ
オ イ デ ス イ ミ テ ィ ス 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス ネ オ フ ォ ル マ ン ス 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ カ プ ス ラ ー ツ
ム 、 ノ カ ル ジ ア ア ス テ ロ イ デ ス (Nocardia asteroides)、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス カ リ ニ (Pneumo
cystis carinii)、 ス ポ ロ ト リ ク ス シ ェ ン キ ー (Sporothrix schenckii)、 ピ チ ア パ ス ト リ
ス (Pichia pastoris))、 サ ッ カ ロ ミ セ ス セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevisiae)お よ び シ
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ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ポ ン ベ (Schizosaccharomyces pombe)を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 コ ー ド さ れ う る 例 示 的 原 生 動 物 お よ び 寄 生 生 物 は 、 熱 帯 熱 マ ラ リ ア 原 虫 (Plasmodium fa
lciparum)、 赤 痢 ア メ ー バ (Entamoeba histolytica)、 ト リ パ ノ ソ ー マ 属 の 住 血 鞭 毛 虫 (try
pansomes)、 リ ー シ ュ マ ニ ア 属 (Leishmania)、 ト キ ソ プ ラ ズ マ ゴ ン デ ィ (Toxoplasma gondi
i)、 ラ ン ブ ル 鞭 毛 虫 (Giardia lamblia)、 お よ び ト ラ コ ー マ ク ラ ミ ジ ア (Chlamydia tracho
matis)を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 標 的 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 場 合 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 ま た
は よ り 高 位 で あ り う り 、 任 意 の ト ポ ロ ジ ー 、 例 え ば 、 線 状 、 環 状 、 分 枝 型 、 を 取 り う る 。
例 示 的 一 本 鎖 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 mRNA、 rRNA、 tRNA、 hnRNA、 ssRNAま た は ssDNAウ
イ ル ス ゲ ノ ム を 含 む が 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 内 部 的 に 、 相 補 的 配 列 お よ び 意 味
の あ る 二 次 構 造 を 含 み う る 。 例 示 的 二 本 鎖 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ゲ ノ ム DNA、 ミ ト コ
ン ド リ ア DNA、 葉 緑 体 DNA、 dsRNAま た は dsDNAウ イ ル ス ゲ ノ ム 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ お よ
び ウ イ ロ イ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
セ ン サ ー
　 セ ン サ ー は 、 安 定 し た 、 可 溶 性 で あ る 任 意 の 物 質 で あ り 得 、 ア ル コ ー ル 含 有 保 存 溶 液 に
お い て そ れ の 標 的 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。 セ ン サ ー の 非 限 定 的 例 は 、 低 分 子 有
機 化 学 物 質 、 無 機 分 子 、 ペ プ チ ド 核 酸 お よ び ア プ タ マ ー を 含 む 上 記 の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 。 異 な る セ ン サ ー の 組 み 合 わ せ も ま た 用 い ら れ う り 、 試 料 に お け る 複 数 の 標 的
の 検 出 お よ び 分 析 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 セ ン サ ー は 、 中 心 体 ま た は そ の 小 成 分 の よ
う な 細 胞 の 成 分 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に 選 択 さ れ た も の で あ り う る 。 複 数 の 候 補 セ ン サ
ー 分 子 、 例 え ば 、 化 学 物 質 の ラ イ ブ ラ リ ー 、 が 所 望 の 標 的 へ の 結 合 に つ い て 試 験 さ れ う り
、 そ の 試 験 は 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 の 存 在 下 に お い て な さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 セ ン サ ー は 検 出 可 能 で な け れ ば な ら ず 、 自 然 に 検 出 可 能 で あ る 場 合 も あ る し 、 標 識 に 連
結 す る こ と に よ り 検 出 可 能 に さ れ る 場 合 も あ る 。 任 意 の 効 果 的 な 検 出 方 法 が 用 い ら れ う り
、 光 学 的 、 分 光 ス ペ ク ト ル 、 電 気 的 、 圧 電 的 、 磁 気 的 、 ラ マ ン 散 乱 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴
、 X線 撮 影 法 、 比 色 定 量 、 熱 量 測 定 な ど を 含 む 。 好 ま し く は 、 セ ン サ ー は 、 ヒ ト お よ び /ま
た は 検 出 装 置 に 対 し て 光 学 的 検 出 可 能 に さ れ て い る ま た は さ れ う る 。 一 つ の 態 様 に お い て
、 検 出 は 、 発 光 ダ イ オ ー ド (LED)を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 一 つ の バ リ エ ー シ ョ ン に お い て 、 セ ン サ ー は 、 試 料 に 存 在 す る の で は な い か と 疑 わ れ る
標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る PNAで あ り う る 。 PNAは 、 ペ プ チ ド 由 来 構 造 を も
つ 合 成 核 酸 類 似 体 で あ る 。 そ れ は 、 DNAに 見 出 さ れ る 糖 -リ ン 酸 基 の 代 わ り に ア ミ ド 結 合 に
よ り 連 結 さ れ た 、 繰 り 返 す N-2-ア ミ ノ エ チ ル グ リ シ ン 単 位 か ら 構 成 さ れ る バ ッ ク ボ ー ン を
有 す る (1)。 PNAは 、 し ば し ば 、 そ れ が 、 相 補 的 核 酸 標 的 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ
い て ワ ト ソ ン -ク リ ッ ク 塩 基 対 形 成 ル ー ル に 従 う た め 、 「 DNA模 倣 体 」 と 呼 ば れ る (2)。 し
か し な が ら 、 そ れ ら の ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン の た め 、 PNAは 、 中 性 に 荷 電 し て お り 、 増 加
し た 熱 安 定 性 、 迅 速 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 速 度 (DNA:DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 速
度 の 50,000倍 )(3)、 な ら び に プ ロ テ ア ー ゼ お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 に 対 す る 抵 抗 性 を 含 む
、 DNAに 優 る 固 有 の 性 質 を 有 す る 。 ま た 、 PNAは 、 そ の 疎 水 的 性 質 の た め 、 生 物 体 の 細 胞 壁
を 容 易 に 貫 通 し て 、 そ れ の 核 酸 標 的 を 見 出 す こ と が で き る (4)。 こ れ ら の 特 徴 は 、 PNAを 、
イ ン ビ ト ロ 診 断 の た め の 、 具 体 的 に は イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 、
優 れ た ツ ー ル に さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 バ リ エ ー シ ョ ン に お い て 、 セ ン サ ー は ア プ タ マ ー で あ り う る 。 所 望 の 標
的 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 は 、 Blackwell, T.K., et al., Science (1990) 
250:1104-1110; Blackwell, T.K., et al., Science (1990) 250:1149-1152; Tuerk, C.,
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 and Gold, L., Science (1990) 249:505-510; Joyce, G.F., Gene (1989)82:83-87;1993
年 12月 14日 に 発 行 さ れ た Gold et al.の 米 国 特 許 第 5,270,163号 に よ り 記 載 さ れ て い る 。 そ
の よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 「 ア プ タ マ ー 」 と 名 付 け ら れ た 。 Tuerkお よ び Goldは 、
「 指 数 関 数 的 濃 縮 に よ る リ ガ ン ド の 体 系 的 進 化 」 と 名 付 け ら れ た 手 順 の 使 用 を 記 載 し て い
る 。 こ の 方 法 に お い て 、 特 定 の 位 置 に お い て 完 全 に ラ ン ダ ム 化 さ れ て い る RNAの プ ー ル が
、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 上 に 固 定 さ れ た 所 望 の 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質 に よ る 結 合 に つ
い て の 選 択 に か け ら れ る 。 結 合 し た RNAは 、 そ の 後 、 回 収 さ れ 、 そ の 後 の イ ン ビ ト ロ 転 写
に 適 格 で あ る 二 本 鎖 DNAと し て 増 幅 さ れ る 。 新 し く 転 写 さ れ た RNAは 、 そ の 後 、 同 族 の タ ン
パ ク 質 に よ る 結 合 に つ い て の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 濃 縮 す る た
め に こ の 手 順 を 通 じ て 再 利 用 さ れ る 。 そ の よ う に 得 ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 後
、 さ ら な る 研 究 の た め に シ ー ケ ン シ ン グ さ れ う る 。 Tuerkお よ び Goldは 、 こ の 手 順 を 、 T4 
DNAポ リ メ ラ ー ゼ の RNA結 合 領 域 に よ り 結 合 さ れ る RNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る た め
に 適 用 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ア プ タ マ ー を 含 む セ ン サ ー は 、 PreservCytの よ う な ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 の 存 在 下 に お
い て 結 合 に つ い て 試 験 さ れ う る 、 ま た は そ の よ う な 溶 液 を 用 い る ア ッ セ イ 法 に お い て 展 開
さ れ う る 。 セ ン サ ー ア プ タ マ ー は 、 合 成 、 組 換 え お よ び 精 製 方 法 を 含 む 任 意 の 公 知 の 方 法
に よ り 調 製 さ れ う り 、 単 独 で 、 ま た は 同 じ 標 的 に 特 異 的 な 他 の ア プ タ マ ー と 組 み 合 わ せ て
用 い ら れ う る 。 ア プ タ マ ー は 、 標 識 さ れ う る お よ び /ま た は 他 の 物 質 に 結 合 さ れ う る 。 用
語 「 ア プ タ マ ー 」 は 、 特 に 、 与 え ら れ た 標 的 に 対 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 公 知 の ア プ タ
マ ー を 比 較 す る こ と か ら 導 か れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む 「 二 次 ア プ タ マ ー 」 を 含 む 。 ア
プ タ マ ー の 調 製 は 、 1996年 12月 10日 に 発 行 さ れ た Toole et al.の 米 国 特 許 第 5,582,981号
に 広 く 考 察 さ れ て い る 。 ア プ タ マ ー セ ン サ ー に つ い て の 特 異 的 な 結 合 配 列 を 決 定 す る た め
に 出 発 物 質 と し て 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 DNAま た は RNA
で あ り う る 。 出 発 物 質 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ラ ン ダ ム 化 さ れ た 配 列 部 分 、 一 般 的 に は 約
10個 か ら 400個 ま で の ヌ ク レ オ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 20個 ～ 100個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、
を 含 む 。 ラ ン ダ ム 化 さ れ た 配 列 は 、 複 合 体 か ら 回 収 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ の ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 適 用 を 可 能 に す る プ ラ マ イ ー 配 列 に 隣 接 さ れ て い る 。 標 的 に 結 合 す る こ
と が 見 出 さ れ た ア プ タ マ ー は 、 単 離 、 シ ー ケ ン シ ン グ 、 お よ び そ の 後 、 通 常 の DNAも し く
は RNA部 分 と し て 再 合 成 さ れ う る 、 ま た は 上 記 の よ う な 「 修 飾 さ れ た 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
で あ り う る 。 例 え ば 、 通 常 、 存 在 す る 水 酸 基 の い ず れ か が 、 ホ ス ホ ン 酸 基 、 リ ン 酸 基 に 置
換 さ れ う る 、 標 準 的 保 護 基 に よ り 保 護 さ れ う る 、 も し く は 追 加 の ヌ ク レ オ チ ド へ の 付 加 的
連 結 を 準 備 す る よ う に 活 性 化 さ れ う る 、 ま た は 固 体 支 持 体 へ 結 合 さ れ う る 。 5'末 端 OHは 、
通 常 、 遊 離 型 で あ る が 、 リ ン 酸 化 さ れ う る ； 3'末 端 に お け る OH置 換 基 も ま た 、 リ ン 酸 化 さ
れ う る 。 水 酸 基 は ま た 、 標 準 的 保 護 基 へ 誘 導 体 化 さ れ う る 。 1つ ま た は 複 数 の ホ ス ホ ジ エ
ス テ ル 結 合 は 、 代 替 の 結 合 基 に 取 っ て 代 わ ら れ う る 。 こ れ ら の 代 替 結 合 基 は 、 限 定 さ れ る
わ け で は な い が 、 P(O)Oが P(O)S、 P(O)NR 2 、 P(O)R、 P(O)OR'、 COま た は CNR 2 に 置 換 さ れ て
い る (Rは Hま た は ア ル キ ル (1～ 20C)で あ り 、 R'は ア ル キ ル (1～ 20C)で あ る )態 様 を 含 む ； さ
ら に 、 こ の 基 は 、 Oま た は Sを 通 し て 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド に 付 着 さ れ う る 。 す べ て の 結 合 が 同
一 で あ る 必 要 は な い 。 ア プ タ マ ー は 、 任 意 の 所 望 の 標 的 、 例 え ば 中 心 体 の 成 分 に つ い て 決
定 さ れ う る 。 2002年 4月 9日 に 発 行 さ れ た Kongの 米 国 特 許 第 6,368,818号 に 記 載 さ れ た 結 晶
化 作 用 物 質 の よ う な 低 分 子 も ま た 、 中 心 体 、 微 小 管 お よ び /ま た は 細 胞 骨 格 を 含 む 細 胞 小
器 官 に 結 合 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 細 胞 分 裂 の 過 程 は 、 最 初 に 染 色 体 の コ ピ ー を 生 成 し 、 続 い て 細 胞 の 分 裂 を 行 う 、 一 連 の
制 御 さ れ た 互 い に 依 存 す る 生 化 学 的 反 応 を 含 む 。 有 糸 分 裂 と 呼 ば れ る こ の 過 程 は 、 最 初 に
細 胞 分 裂 に 必 要 な 構 造 的 フ レ ー ム ワ ー ク を 作 成 す る 細 胞 内 小 器 官 の 形 成 を 含 む 。 一 つ の 重
要 な 小 器 官 は 中 心 体 で あ り 、 そ の 付 随 成 分 と 共 に 、 そ こ か ら 延 び る 微 小 管 タ ン パ ク 質 の ネ
ッ ト ワ ー ク が 、 娘 細 胞 か ら 親 の DNAを 分 離 す る こ と が で き る ア ン カ ー ポ イ ン ト と し て の 役
割 を 果 た す 。 正 常 な 休 止 細 胞 は 、 典 型 的 に は 、 1つ の 中 心 体 を 有 す る が 、 細 胞 分 裂 の 前 に
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中 心 体 複 製 が あ り 、 そ の 結 果 、 2つ の ア ン カ ー ポ イ ン ト が 形 成 さ れ る 。 癌 細 胞 、 ま た は 癌
へ 導 く 前 駆 細 胞 は 、 異 常 な 数 の 中 心 体 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て 、 中 心 体 の 計 数 は 、
異 常 細 胞 を 同 定 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 つ の バ リ エ ー シ ョ ン に お い て 、 中 心 体 を 数 え る た め の 工 程 は 、 試 料 を 、 ア ル コ ー ル 性
保 存 溶 液 へ 組 み 入 れ ら れ た 中 心 体 特 異 的 セ ン サ ー と 接 触 さ せ 、 続 い て 、 そ の 混 合 物 か ら 引
き 出 さ れ た 試 料 の 定 量 的 画 像 化 を 行 う こ と に よ り 提 供 さ れ る 。 従 っ て 、 中 心 体 の 数 が 目 視
検 査 に よ り 、 ま た は コ ン ピ ュ ー タ ー 画 像 化 に よ り 数 え ら れ る こ と を 可 能 に す る た め に 、 優
先 的 に 中 心 体 、 ま た は 中 心 体 周 囲 物 質 に 結 合 す る セ ン サ ー が 用 い ら れ う る 。 例 示 的 中 心 体
標 的 分 子 は 、 カ タ ニ ン 、 カ タ ニ ン サ ブ ユ ニ ッ ト (2002年 8月 6日 に 発 行 さ れ た Vale et al.の
米 国 特 許 第 6,429,304号 参 照 )、 eg5(2002年 10月 29日 に 発 行 さ れ た Uhlmann et al.の 米 国 特
許 第 6,472,521号 参 照 )、 Nlk1(米 国 特 許 第 6,476,193号 参 照 )、 HSP90(2002年 1月 1日 に 発 行
さ れ た Gonzalez et al.の 米 国 特 許 第 6,335,157号 参 照 )、 ト リ ネ ク チ ン 、 ペ リ セ ン ト リ ン
、 cp140、 セ ン ト リ ン 、 γ -チ ュ ー ブ リ ン 、 α -チ ュ ー ブ リ ン 、 β -チ ュ ー ブ リ ン (1999年 10
月 26日 に 発 行 さ れ た Doxseyの 米 国 特 許 第 5,972,626号 参 照 )、 CENP-F(1997年 2月 4日 に 発 行
さ れ た Yen et al.の 米 国 特 許 第 5,599,919号 参 照 )、 オ ー ロ ラ タ ン パ ク 質 (米 国 特 許 第 6,207
,401号 、 第 5,972,676号 お よ び 第 5,962,312号 参 照 )、 お よ び BTAK(米 国 特 許 第 6,352,858号
参 照 )を 含 む 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る 場 合 の 用 語 「 中 心 体 」 お よ び 「 中 心 体 の 」 な ど は 、
中 心 体 の 領 域 に 加 え て 中 心 体 周 囲 の 領 域 の 両 方 を 指 す ； 従 っ て 、 例 え ば 、 用 語 「 中 心 体 の
標 的 」 は 、 中 心 体 の 標 的 だ け で な く 中 心 体 周 囲 の 標 的 も 含 む 。 セ ン サ ー は ま た 、 中 心 体 酵
素 の 検 出 可 能 な 基 質 を 含 み う り 、 そ れ は 、 結 合 に 際 し 検 出 可 能 で あ り う る 、 お よ び /ま た
は 中 心 体 酵 素 に よ り 作 用 さ れ る 時 に 検 出 可 能 な 反 応 生 成 物 を 生 じ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
標 識
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 本 発 明 に 有 用 な 標 識 は 、 セ ン サ ー の 標 的 へ の 結 合 に 際 し 、 試 料 に
存 在 す る 標 的 に 関 連 し て 、 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 、 検 出 さ れ う る 任 意 の 物 質 を 含 む 。 例
示 的 標 識 は 、 発 色 団 、 発 光 団 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 色 原 体 、 ハ プ テ ン 、 抗 原 、 放 射 性 同 位 元
素 、 磁 気 粒 子 、 金 ま た は 銀 ナ ノ 粒 子 の よ う な 金 属 ナ ノ 粒 子 、 酵 素 、 抗 原 ま た は そ の 結 合 部
分 も し く は 等 価 物 、 ア プ タ マ ー 、 お よ び 結 合 ペ ア の 1つ の メ ン バ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 1つ の 波 長 の 光 を 吸 収 し 、 異 な る 波 長 の 光 を 放 射 す る 任 意 の 物 質 で
あ り う る 。 典 型 的 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 蛍 光 色 素 、 半 導 体 ナ ノ 結 晶 、 ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト 、
お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 例 示 的 蛍 光 色 素 は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 6-FAM、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド (Texas Red)
、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 、 カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 6G、 カ ル ボ キ
シ ロ ー ド ル 、 カ ル ボ キ シ ロ ー ダ ミ ン 110、 カ ス ケ ー ド ブ ル ー (Cascade Blue)、 カ ス ケ ー ド
イ エ ロ ー (Cascade Yellow)、 ク マ リ ン 、 Cy2(登 録 商 標 )、 Cy3(登 録 商 標 )、 Cy3.5(登 録 商 標
)、 Cy5(登 録 商 標 )、 Cy5.5(登 録 商 標 )、 Cy-ク ロ ム (Cy-Chrome)、 フ ィ コ エ リ ト リ ン 、 PerCP
(ペ リ ジ ニ ン ク ロ ロ フ ィ ル -aタ ン パ ク 質 )、 PerCP-Cy5.5、 JOE(6-カ ル ボ キ シ -4',5'-ジ ク ロ
ロ -2',7'-ジ メ ト キ シ フ ル オ レ セ イ ン )、 NED、 ROX(5-(お よ び -6)-カ ル ボ キ シ -X-ロ ー ダ ミ
ン )、 HEX、 ル シ フ ァ ー イ エ ロ ー (Lucifer Yellow)、 マ リ ナ ブ ル ー (Marina Blue)、 オ レ ゴ
ン グ リ ー ン 488(Oregon Green 488)、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 500(Oregon Green 500)、 オ レ ゴ ン
グ リ ー ン 514(Oregon Green 514)、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )350、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )43
0、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )488、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )532、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )546
、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )568、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )594、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )633、
Alexa Fluor(登 録 商 標 )647、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )660、 Alexa Fluor(登 録 商 標 )680、 7-
ア ミ ノ -4-メ チ ル ク マ リ ン -3-酢 酸 、 BODIPY(登 録 商 標 )FL、 BODIPY(登 録 商 標 )FL-Br2、 BODI
PY(登 録 商 標 )530/550、 BODIPY(登 録 商 標 )558/568、 BODIPY(登 録 商 標 )564/570、 BODIPY(登
録 商 標 )576/589、 BODIPY(登 録 商 標 )581/591、 BODIPY(登 録 商 標 )630/650、 BODIPY(登 録 商
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標 )650/665、 BODIPY(登 録 商 標 )R6G、 BODIPY(登 録 商 標 )TMR、 BODIPY(登 録 商 標 )TR、 そ れ ら
の 結 合 体 、 お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 例 示 的 ラ ン タ ニ ド キ レ ー ト は 、 ユ ー ロ ピ ウ
ム キ レ ー ト 、 テ ル ビ ウ ム キ レ ー ト お よ び サ マ リ ウ ム キ レ ー ト を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 幅 広 い 種 類 の 蛍 光 半 導 体 ナ ノ 結 晶 (「 SCNC」 )は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る ； 半 導
体 ナ ノ 結 晶 を 作 製 お よ び 利 用 す る 方 法 は 、 以 下 に 記 載 さ れ て い る ： 発 明 者 Bawendi et al.
、 1999年 5月 27日 に 公 開 さ れ た 、 国 際 公 開 公 報 第 99/26299号 ； Weiss et al.の 1999年 11月 2
3日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,990,479号 ； お よ び Bruchez et al., Science 281:2013, 19
98。 半 導 体 ナ ノ 結 晶 は 、 明 瞭 な ピ ー ク 発 光 波 長 を も つ 非 常 に 狭 い 発 光 バ ン ド で 得 ら れ う り
、 多 数 の 異 な る SCNCが 同 じ ア ッ セ イ に お い て 、 シ グ ナ ル 発 信 発 色 団 と し て 、 任 意 で 他 の 非
SCNC型 の シ グ ナ ル 発 信 発 色 団 と 組 み 合 わ せ て 、 用 い ら れ る の を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 用 語 「 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 」 は 、 天 然 の オ ワ ン ク ラ ゲ (Aequorea)緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、
な ら び に 、 変 化 し た 励 起 お よ び 発 光 極 大 、 加 え て 異 な る 形 の 励 起 お よ び 発 光 ス ペ ク ト ル を
含 む 変 化 し た 蛍 光 特 性 を 示 す と し て 同 定 さ れ た 突 然 変 異 型 の 両 方 を 指 す (Delagrave, S. e
t al. (1995) Bio/Technology 13:151-154; Heim, R. et al. (1994) Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 91:12501-12504; Heim, R. et al. (1995) Nature 373:663-664)。 Delgrave e
t al.は 、 赤 色 シ フ ト し た 励 起 ス ペ ク ト ル を も つ ク ロ ー ン 化 オ ワ ン ク ラ ゲ (Aequorea victo
ria)GFPの 突 然 変 異 体 を 単 離 し た (Bio/Technology 13:151-154 (1995))。 Heim, R. et al.
は 、 青 色 蛍 光 を も つ 突 然 変 異 体 (Tyr66が Hisへ )を 報 告 し た (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
(1994) 91:12501-12504)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 例 示 的 酵 素 は 、 ア ル コ ー ル 含 有 保 存 溶 液 に お い て 安 定 し て い る も の を 含 む 。 こ れ ら の 条
件 下 で 安 定 性 に つ い て 試 験 さ れ う る 酵 素 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 細 菌 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、
昆 虫 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び ウ ミ シ イ タ ケ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ (Renilla koellikeri)を 含
み 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 、 適 切 な 基 質 お よ び ア ッ セ イ 条 件 の 存 在 下 で 、 検 出 可 能 な
シ グ ナ ル を 生 じ う る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 例 示 的 ハ プ テ ン お よ び /ま た は 結 合 ペ ア の メ ン バ ー は 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ビ オ チ ン 、 お よ び 上 記 の も の を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
保 存 溶 液
　 保 存 溶 液 は 、 周 囲 温 度 に お い て 細 胞 お よ び 組 織 の 保 存 に 適 し て い る 。 溶 液 は 、 ア ル コ ー
ル お よ び 好 ま し く は 緩 衝 剤 を 含 み 、 生 検 後 、 お よ び 染 色 ま た は 他 の 型 の 分 析 の 前 に 、 周 囲
温 度 に お い て 哺 乳 動 物 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 保 存 の た め に 用 い ら れ う る 。 溶 液 は 、 1993年 10月
26日 に 発 行 さ れ た Hurley et al.の 米 国 特 許 第 5,256,571号 に 記 載 さ れ て い る よ う な も の で
あ り う る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 保 存 溶 液 は 、 比 較 的 長 期 間 の 外 界 保 存 の た め の 媒 体 を 提
供 す る 。 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 保 存 溶 液 は 、 輸 送 、 お よ び 試 料 溶 液 か ら の 望 ま し く な
い 成 分 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、 の 除 去 の た め の 媒 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 保 存 溶 液 は 、 水 混 和 性 ア ル コ ー ル 、 な ら び に 好 ま し く は 抗 ク ラ ン ピ ン
グ 剤 お よ び 緩 衝 剤 を 含 む 。 ア ル コ ー ル 成 分 は 、 セ ン サ ー の そ れ の 標 的 へ の 許 容 で き る 結 合
を な お 可 能 に し な が ら 、 試 料 細 胞 ま た は 組 織 を 固 定 す る の に 十 分 な 量 で 存 在 し て い る 。 ア
ル コ ー ル は 、 典 型 的 に は 、 低 級 ア ル キ ル (C 1 - 6 )ア ル コ ー ル で あ り 、 C 1 - 4 ア ル コ ー ル で あ り
う る 、 な ら び に メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 お よ び イ ソ プ ロ パ ノ ー ル か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ う る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ア ル コ ー ル は メ タ ノ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 ア ル コ ー ル は 、 対 象 と な る 試 料 成 分 を 固 定 お よ び 保 存 す
る の に 十 分 な レ ベ ル で 存 在 し 、 約 40%よ り 多 く か つ 約 60%よ り 少 な い 量 で 存 在 し う る 、 お よ
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び 約 45%ま た は そ れ よ り 多 く あ り う る 、 お よ び 約 55%ま た は そ れ 未 満 で あ り う る 。 60%ま た
は そ れ よ り 多 い ア ル コ ー ル 成 分 は 、 試 料 細 胞 を 効 果 的 に 染 色 す る そ の 後 の 能 力 に 干 渉 す る
、 ク ラ ン ピ ン グ ま た は 凝 固 を 示 す 傾 向 が あ る 。 逆 に 、 こ の 態 様 に お け る ア ル コ ー ル の 濃 度
が 40%ま た は そ れ 未 満 で あ る 場 合 に は 、 細 胞 は 、 比 較 的 長 期 間 保 存 に と っ て 十 分 に 固 定 さ
れ て お ら ず 、 時 間 が 経 て ば 、 細 胞 を 分 解 さ せ る 。 こ の 態 様 に つ い て 、 溶 液 は 、 溶 液 で 約 50
%メ タ ノ ー ル を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 ア ル コ ー ル は 、 溶 液 で 少 な く と も 約 20パ ー セ ン ト の
量 で 存 在 す る 。 こ の ア ル コ ー ル 濃 度 は 、 上 で 述 べ た よ う に 、 長 期 間 保 存 (す な わ ち 、 2日 間
を 超 え る )を 可 能 に し な い が 、 そ れ は 、 そ の 期 間 内 の 引 き 続 き の 分 析 に つ い て は 、 十 分 に
細 胞 を 固 定 し て い る 。 ま た は 、 細 胞 は 、 次 の 分 析 前 の 長 期 間 保 存 の た め に 、 こ の 20%態 様
溶 液 か ら よ り 高 い ア ル コ ー ル 濃 度 、 例 え ば 50%、 へ 移 動 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 ク ラ ン ピ ン グ 剤 は 、 溶 液 に お い て 細 胞 が ク ラ ン ピ ン グ す る の を 防 ぐ の に 十 分 な 量 で 存
在 し う る 。 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 に お い て 発 揮 す る 任 意 の 適 切 な 抗 ク ラ ン ピ ン グ 剤 が 、 用
い ら れ う り 、 例 と し て 、 例 え ば 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)な ら び に 二 ナ ト リ ウ ム 、
三 カ リ ウ ム お よ び 四 ナ ト リ ウ ム の よ う な そ れ の 塩 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 キ レ ー ト 化
剤 で あ り う る 。 抗 ク ラ ン ピ ン グ 剤 と し て 有 用 と 考 え ら れ る 他 の 作 用 物 質 は 、 ク ミ ニ ン 、 ヘ
パ リ ン 、 ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ 、 お よ び 溶 解 ま た は 抗 凝 固 組 成 物 に 見 出 さ れ る そ の よ う な 作
用 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 使 用 中 に 所 望 の pHに 保 存 溶 液 を 維 持 す る こ と が で き る 任 意 の 緩 衝 剤 が 、 用 い ら れ う る 。
例 示 的 緩 衝 剤 は 、 PBS、 ト リ ス 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び ク エ ン 酸 を 含 む 。 EDTAお よ び そ
れ の 塩 も ま た 、 緩 衝 剤 と し て 用 い ら れ う る 。 緩 衝 剤 は 、 好 ま し く は 、 保 存 の 期 間 中 、 約 4
日 ～ 約 7日 の 間 の 範 囲 内 で 溶 液 の pHを 維 持 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 緩 衝 剤 は 、
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 酢 酸 カ ル シ ウ ム お よ び そ れ ら の 組 み 合 わ せ の よ う な
酢 酸 緩 衝 剤 で あ る 。 リ ン 酸 ま た は ト リ ス 緩 衝 剤 の よ う な 他 の 緩 衝 剤 が 本 溶 液 に 用 い ら れ う
る が 、 こ れ ら の 緩 衝 剤 の 有 効 緩 衝 範 囲 は 、 酢 酸 の そ れ ほ ど に は 、 所 望 の pHに お い て 広 く な
い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 用 い ら れ る 、 特 に 長 期 間 保 存 に お け る 、 緩 衝 剤 は 、 好 ま し く は 、 溶 液 に 懸 濁 さ れ た 試 料
細 胞 か ら の 自 己 分 解 性 副 産 物 に 起 因 す る pHの ど ん な 変 化 を も 調 整 す る 大 き な 緩 衝 範 囲 を も
つ 。 例 え ば 、 頸 部 細 胞 が 老 化 す る に つ れ て 、 そ れ ら は 、 懸 濁 溶 液 の pHバ ラ ン ス を 変 化 さ せ
る 自 己 分 解 性 副 産 物 を 放 出 す る 。 さ ら に 、 異 な る 細 胞 型 の 保 存 は 、 異 な る 酸 度 お よ び 異 な
る pH範 囲 内 の 溶 液 を 必 要 と し う る 。 従 っ て 、 広 い 緩 衝 範 囲 を も つ 溶 液 が 、 広 範 な 細 胞 型 に
つ い て 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 保 存 溶 液 は 、 メ タ ノ ー ル 、 酸 と し て の EDTA、 お よ び 酢 酸 ナ ト リ ウ
ム を 含 む 。 そ の 態 様 に お い て 、 メ タ ノ ー ル は 溶 液 の 約 45～ 55パ ー セ ン ト を 構 成 し 、 EDTAは
約 2～ 4パ ー セ ン ト を 構 成 し 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 剤 は 約 6～ 8パ ー セ ン ト を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 保 存 溶 液 は 、 メ タ ノ ー ル 、 ナ ト リ ウ ム お よ び カ リ ウ ム EDTA塩
の 組 み 合 わ せ 、 な ら び に 酢 酸 緩 衝 剤 を 含 む 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 溶 液 は 、 メ タ ノ ー ル
、 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 酢 酸 カ ル シ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 み 、 ア
ル コ ー ル は 溶 液 の 約 20パ ー セ ン ト を 構 成 し 、 約 0.1% 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 10 mM 塩 化 カ リ ウ
ム 、 2 mM 酢 酸 カ ル シ ウ ム 、 お よ び 1 mM 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 保 存 溶 液 は 、 少 な く と も 約 3週 間 、 約 摂 氏 約 4° か ら 約 38° ま で の 範 囲 の 周 囲 温 度 で 懸 濁
さ れ た 細 胞 を 保 存 す る の に 適 し て い る 。 こ の 時 間 の 間 、 細 胞 は 、 完 全 性 の 有 意 な 損 失 な し
に 染 色 を 可 能 に す る の に 十 分 な 構 造 を 保 持 す る 。 溶 液 は 、 そ れ が 次 の 細 胞 学 的 染 色 を 可 能
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に す る よ う に 十 分 に 細 胞 膜 を 維 持 す る こ と が で き る こ と か ら 、 細 胞 の 核 構 造 の 維 持 を 高 め
る こ と が で き る 。 溶 液 は ま た 、 試 料 に お け る 微 生 物 病 原 体 を 破 壊 し 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 活 性
を 阻 害 す る こ と が で き る 。 溶 液 は 、 試 料 か ら タ ン パ ク 質 の よ う な 望 ま し く な い 成 分 を 除 去
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 期 間 は 、 外 界 の 細 胞 懸 濁 の 前 の 溶 液 の 保 存 期 間 数 、 細 胞 採 取 と 細 胞 懸 濁 の 間 の 時 間
の 量 、 お よ び ア ル コ ー ル 含 有 量 の 両 方 に よ り 変 わ り う る 。 例 え ば 、 溶 液 が 、 冷 蔵 状 態 か ま
た は 外 界 状 態 の い ず れ か に お い て 、 か な り 長 い 時 間 、 保 存 さ れ て い た 場 合 に は 、 溶 液 の 残
存 す る 細 胞 保 存 実 行 可 能 性 は 制 限 さ れ て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 細 胞 保 存 性 で あ る こ と に 加 え て 、 溶 液 は ま た 、 選 択 さ れ た 病 原 体 を 殺 す こ と が で き る 。
例 え ば 、 試 験 試 料 に お い て 、 溶 液 は 、 以 下 の 生 物 体 を 効 果 的 に 殺 す ： カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン
ス (Candida albicans)、 ア ス ペ ル ギ ル ス ニ ガ ー (Aspergillus niger)、 大 腸 菌 (Escherichi
a coli)、 緑 膿 菌 (Pseudomonas aeruginosa)、 お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (Staphylococcus aur
eus)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 界 面 活 性 剤 が 溶 液 に 用 い ら れ う る 。 界 面 活 性 剤 は 、 非 イ オ ン 性 、 陽 イ オ ン 性 、 陰 イ オ ン
性 、 ま た は 両 性 イ オ ン 性 で あ り う る 。 界 面 活 性 剤 の 混 合 物 も ま た 用 い ら れ う る 。 界 面 活 性
剤 の 例 示 的 ク ラ ス は 、 ア ル コ ー ル エ ー テ ル 硫 酸 、 ア ル コ ー ル 硫 酸 、 ア ル カ ノ ー ル ア ミ ド 、
ア ル キ ル ス ル ホ ン 酸 塩 、 ア ミ ン オ キ シ ド 、 両 性 界 面 活 性 剤 、 陰 イ オ ン 界 面 活 性 剤 、 ベ タ イ
ン 誘 導 体 、 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 、 二 ス ル ホ ン 酸 塩 、 ド デ シ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 、 エ ト キ
シ 化 ア ル コ ー ル 、 エ ト キ シ 化 ア ル キ ル フ ェ ノ ー ル 、 エ ト キ シ 化 脂 肪 酸 、 グ リ セ ロ ー ル エ ス
テ ル ヒ ド ロ ト ロ ー プ 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 塩 、 モ ノ グ リ セ リ ド お よ び ジ グ リ セ リ ド 、 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 、 リ ン 酸 エ ス テ ル 、 第 四 級 界 面 活 性 剤 、 お よ び ソ ル ビ タ ン 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
キ ッ ト
　 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 有 用 な 試 薬 を 含 む キ ッ ト も ま た 提 供 さ れ る 。 一 つ の 態 様
に お い て 、 キ ッ ト は 、 ア ル コ ー ル 性 保 存 溶 液 、 お よ び 溶 液 に お い て 与 え ら れ る 場 合 、 試 料
に お け る 中 心 体 標 的 に 結 合 す る の に 適 し た 検 出 可 能 セ ン サ ー を 含 む 。 セ ン サ ー は 、 標 識 に
結 合 さ せ ら れ う り 、 標 識 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む 発 色 団 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 キ ッ ト の 成 分 は 、 収 納 箱 に よ り 保 持 さ れ う る 。 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に キ ッ ト を
用 い る こ と に つ い て の 使 用 説 明 書 は 、 キ ッ ト と 共 に 提 供 さ れ う り 、 任 意 の 固 定 媒 体 で 提 供
さ れ う る 。 使 用 説 明 書 は 、 収 納 箱 の 内 側 ま た は 収 納 箱 の 外 側 に 配 置 さ れ う り 、 使 用 説 明 書
を 読 み や す く す る 、 収 納 箱 を 形 成 す る 任 意 の 表 面 の 内 側 ま た は 外 側 に 印 刷 さ れ う る 。 キ ッ
ト は 、 試 料 に お け る 対 応 す る 異 な る 標 的 に 結 合 す る こ と が で き る 1つ ま た は 複 数 の 異 な る
セ ン サ ー の 複 数 個 を 含 む 多 重 形 式 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 行 う お よ び 用 い る 方 法 の 完 全 な 説 明 を 当 業 者 に 提 供 す る た め
に 示 さ れ て お り 、 本 発 明 と み な さ れ る 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 用 い
ら れ る 数 (例 え ば 、 量 、 温 度 な ど )に 関 し て 正 確 さ を 保 証 す る よ う に 努 力 が な さ れ た が 、 い
く ら か の 実 験 誤 差 お よ び 偏 差 は 考 慮 さ れ る べ き で あ る 。 他 に 規 定 が な い 限 り 、 割 合 は 、 重
量 で の 割 合 で あ り 、 温 度 は 摂 氏 度 で あ り 、 圧 力 は 、 大 気 圧 に お い て ま た は 大 気 圧 近 く に お
い て で あ り 、 す べ て の 材 料 は 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 1
　 PNAの 50 ulの 容 量 は 、 ThinPrepバ イ ア ル (Cytyc Corp.)か ま た は 多 量 の 細 胞 PreservCyt(
Cytyc Corp.)を 含 む ミ ク ロ チ ュ ー ブ の い ず れ か へ 混 合 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象
は 、 55℃ 水 浴 を 用 い て 溶 液 中 で 起 こ る 。 ま た は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 は 、 室 温 で
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一 晩 行 わ れ う る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 検 体 を 12,000 rpmで 5 min遠 心 分 離 し 、 細
胞 を ペ レ ッ ト に し て 、 そ の 後 、 多 量 の 洗 浄 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る 。 試 料 を 55℃ 水 浴 に 30分 間
、 置 く こ と に よ り 細 胞 を 洗 浄 す る 。 洗 浄 後 、 試 料 を 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 再 び 遠 心 分 離
し 、 ス ラ イ ド へ 移 動 す る 前 に 新 し い 多 量 の 洗 浄 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る 。 ス ラ イ ド を 空 気 乾 燥
し 、 カ バ ー ス リ ッ プ を か け 、 陽 性 (多 視 野 に お け る 緑 色 蛍 光 放 射 生 物 体 の ク ラ ス タ ー の 存
在 )に つ い て 調 べ た 。 ま た は 、 ス ラ イ ド を 作 製 す る た め に T2プ ロ セ ッ サ ー 上 で 検 体 を 処 理
す る こ と に よ り 検 体 も ま た 、 洗 浄 す る こ と が で き る (T2操 作 の 細 胞 収 集 工 程 中 に 結 合 し て
い な い プ ロ ー ブ が 除 去 さ れ る )。 こ こ で 、 T2プ ロ セ ッ サ ー に よ り 、 調 製 さ れ た ス ラ イ ド を 1
x 洗 浄 緩 衝 液 (AdvanDx)の 収 集 バ イ ア ル へ 放 出 し 、 そ の 後 、 55℃ で 30 min、 緩 衝 液 内 で イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
実 施 例 2
　 PNAテ ク ノ ロ ジ ー を 用 い る FISH(蛍 光 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン )に よ り Pre
servCyt溶 液 に お い て 微 生 物 を 検 出 す る た め に 方 法 が 開 発 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ れ ら の 研 究 に 用 い ら れ る PNAプ ロ ー ブ は 、 AdvanDx, Inc.か ら 入 手 さ れ た 。 AdvanDx, I
nc.は 、 Boston Probes, Inc.か ら 許 可 を 得 て 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (S. aureus)お よ び C. ア ル
ビ カ ン ス (C. albicans)に つ い て の PNAキ ッ ト を 製 造 し て い る 。 使 用 目 的 は 、 血 液 培 養 物 か
ら 調 製 さ れ た ス メ ア か ら の C. ア ル ビ カ ン ス お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 の 検 出 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
PreservCytに お け る 溶 液 中 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ い て の 手 順
1. 50 ulの PNAプ ロ ー ブ を 500 ulの PreservCyt検 体 ＊ へ 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス す る 。 ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ る た め に 55℃ 水 浴 に 置 く (90 min.ま た は 一 晩 )。
2. 検 体 を T2プ ロ セ ッ サ ー 上 で 処 理 し 、 細 胞 を ThinPrepス ラ イ ド 上 へ 移 動 す る 。 細 胞 ス ポ
ッ ト が 調 製 さ れ た 後 、 装 置 は 、 ス ラ イ ド を 1x 洗 浄 緩 衝 液 (AdvanDx)の 収 集 バ イ ア ル へ 放 出
す る 。
3. ス ラ イ ド (1x 洗 浄 緩 衝 液 に 沈 め た )を 55℃ 水 浴 に お い て 30 minイ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
4. ス ラ イ ド を 取 り 出 し 、 空 気 乾 燥 さ せ る 。 検 鏡 板 に 固 定 し 、 カ バ ー ス リ ッ プ を か け 、 蛍
光 顕 微 鏡 で 観 察 す る 。 陽 性 は 、 多 視 野 に お け る 緑 色 蛍 光 放 射 生 物 体 の ク ラ ス タ ー の 存 在 に
よ り 決 定 さ れ る 。
＊ 方 法 は 主 と し て 、 C. ア ル ビ カ ン ス ま た は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 で ス パ イ ク さ れ た 細 胞 Preserv
Cytを 用 い て 行 わ れ た 。 し か し な が ら 、 ア ッ セ イ 性 能 は ま た 、 4年 間 ま で 経 過 し た C. ア ル
ビ カ ン ス 陽 性 ThinPrep検 体 を 用 い て 実 証 さ れ て い る (ス ラ イ ド を 基 盤 と し て )。
【 ０ ０ ９ １ 】
通 常 の 方 法 (AdvanDxキ ッ ト 挿 入 シ ー ト に 概 要 を 説 明 さ れ て い る よ う な )：
1. 顕 微 鏡 ス ラ イ ド (AdvanDx)に Fixation Solution(AdvanDx)の 1滴 、 続 い て 、 血 液 培 養 検
体 の 1滴 を 置 き 、 混 合 す る 。
2. 55～ 80℃ で 20 min.加 熱 す る こ と に よ り ス メ ア を 固 定 す る 。
3. 80%ま た は 96%エ タ ノ ー ル 中 に 5～ 10 minス ラ イ ド を 浸 し て 、 空 気 乾 燥 す る 。
4. PNAプ ロ ー ブ の 1滴 を 固 定 さ れ た ス メ ア 上 へ 置 き 、 カ バ ー ス リ ッ プ を か け 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る よ う に 55℃ で 90 minイ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
5. 55℃ に 予 熱 さ れ た 1x Wash Solutionに ス ラ イ ド を 置 き 、 カ バ ー ス リ ッ プ を 除 去 す る 。 W
ash Solution中 、 55℃ で 30 min、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
ス ラ イ ド を 取 り 出 し 、 空 気 乾 燥 さ せ る 。 検 鏡 板 に 固 定 し 、 カ バ ー ス リ ッ プ を か け 、 蛍 光 顕
微 鏡 で 観 察 す る 。 陽 性 は 、 多 視 野 に お け る 緑 色 蛍 光 放 射 生 物 体 の ク ラ ス タ ー の 存 在 に よ り
決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
結 論
　 PreservCytに お い て 溶 液 中 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と は 、 ThinPrep(登 録 商 標 )
バ イ ア ル か ら の 補 助 分 子 試 験 の 技 術 を 検 証 す る 。 こ れ は 、 PNAプ ロ ー ブ を 含 む ThinPrep検
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体 が 、 PNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 事 象 へ の 標 的 を 損 な う こ と な く 、 FISH後 、 ThinPrep(登
録 商 標 )2000 Processor上 で 処 理 さ れ う る こ と を 実 証 し て い る 。 細 胞 お よ び 標 的 生 物 体 は
、 両 方 と も ス ラ イ ド へ 移 動 さ れ 、 結 果 と し て 、 通 常 の ス メ ア 方 法 よ り も 解 釈 す る の が 容 易
で あ る 細 胞 の 単 層 を 生 じ る 。 ま た 、 ThinPrepプ ロ セ ッ サ ー は 、 試 料 か ら の 結 合 し て い な い
PNAの 除 去 を 容 易 に し 、 結 果 と し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ノ イ ズ が よ り 少 な い 調 製 さ れ た ス
ラ イ ド を 生 じ る 。 ThinPrepバ イ ア ル 内 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と お よ び ThinPr
ep Processor上 で ス ラ イ ド を 調 製 す る こ と は 、 補 助 分 子 試 験 に つ い て の 工 程 を 合 理 化 し な
が ら 、 段 階 の 数 を 引 き 下 げ る こ と に よ り 、 FISH手 順 を 簡 単 に す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 図 １ 】 50x 油 浸 レ ン ズ お よ び Omega FITC/Texas Red二 重 フ ィ ル タ ー で 観 察 さ れ た 、 Pres
ervCyt溶 液 に お け る 90分 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (S. aureus)rRNA
に 特 異 的 な フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)標 識 PNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 に つ い て 陰 性 の 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 (S. epidermitis)検 体 の 画 像 を 示 す 。
【 図 ２ 】 50x 油 浸 レ ン ズ お よ び Omega FITC/Texas Red二 重 フ ィ ル タ ー で 観 察 さ れ た 、 Pres
ervCyt溶 液 に お け る 90分 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 (S. aureus)rRNA
に 特 異 的 な FITC標 識 PNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 陽 性 検 体 の 画 像 を
示 す 。
【 図 ３ 】 Omega二 重 フ ィ ル タ ー を も つ 油 浸 で の 50xに お い て 観 察 さ れ た 、 C. ア ル ビ カ ン ス r
RNAに 特 異 的 な FITC標 識 PNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 酵 母 陰 性 の ThinPrep調 製 試 料 の
画 像 を 示 す 。
【 図 ４ 】 50x 油 浸 レ ン ズ お よ び FITC/Texas Red二 重 フ ィ ル タ ー で 観 察 さ れ た 、 C. ア ル ビ
カ ン ス rRNAに 特 異 的 な FITC標 識 PNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 酵 母 陽 性 の ThinPrep調
製 試 料 の 画 像 を 示 す 。 こ の ThinPrep検 体 は 、 1999年 に 収 集 さ れ 、 PreservCytに お け る 4年
間 の 保 存 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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