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(57)【要約】
本発明は、増幅させた核酸分子より生物学的複雑性が高い核酸分子を含む試料などの試料
中のメチシリン耐性黄色ブドウ球菌を検出するための、単離オリゴヌクレオチドおよび方
法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配
列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で示す核酸配列、あるいは
　ｂ．配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配
列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で示す該核酸配列の相補体とハ
イブリダイズする核酸配列
で構成される単離オリゴヌクレオチド。
【請求項２】
　請求項１に記載の前記核酸分子を含むベクター。
【請求項３】
　請求項３に記載の前記ベクターを含む宿主細胞。
【請求項４】
　請求項１に記載の単離オリゴヌクレオチドを含むキット。
【請求項５】
　試料中のメチシリン耐性黄色ブドウ球菌を検出する方法であって、
　ａ．請求項１に記載のオリゴヌクレオチドを含んでなる捕捉プローブが結合した位置指
定可能な基材を供給する工程と、
　ｂ．ＭＲＳＡ核酸配列の少なくとも一部と相補的な配列を有する検出オリゴヌクレオチ
ドを含んでなる検出プローブを供給する工程と、
　ｃ．捕捉オリゴヌクレオチドとＭＲＳＡ核酸配列とのハイブリダイゼーションおよび検
出プローブとＭＲＳＡ核酸配列とのハイブリダイゼーションに有効な条件下で試料を基材
および検出プローブと接触させる工程と、
　ｄ．基材を洗浄して非特異的に結合した物質を除去する工程と、
　ｅ．捕捉オリゴヌクレオチドおよび検出プローブがＭＲＳＡ核酸配列とハイブリダイズ
したかどうかを検出する工程と、
からなる方法。
【請求項６】
　前記捕捉オリゴヌクレオチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、
配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で
示す核酸配列を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記検出オリゴヌクレオチドが、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番
号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配
列番号２０、配列番号２１、配列番号２２、または配列番号２３で示す核酸配列を含む、
請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　試料中に存在するメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸が検出プローブ上の検出オリゴ
ヌクレオチドとハイブリダイズするように、試料を検出プローブと接触させ、次いで、メ
チシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸が基材上の捕捉オリゴヌクレオチドとハイブリダイズ
するように、検出プローブに結合したメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸を基材と接触
させる、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　試料中に存在するメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸が捕捉オリゴヌクレオチドとハ
イブリダイズするように、試料を基材と接触させ、次いで、メチシリン耐性黄色ブドウ球
菌の核酸が検出プローブ上の検出オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするように、捕捉
オリゴヌクレオチドに結合したメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸を検出プローブと接
触させる、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　試料を検出プローブおよび基材と同時に接触させる、請求項５に記載の方法。
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【請求項１１】
　検出オリゴヌクレオチドが、検出可能な標識を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
　検出可能な標識が、光学的、電子的、音響学的、音響光学的、重力学的、電気化学的、
電気光学的、質量分析的、酵素的、化学的、生化学的、または物理的な手段による検出を
可能にする、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記標識が蛍光性である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記標識が発光性である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記標識がリン光性である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記標識が放射性である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記標識がナノ粒子である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記標識がデンドリマーである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記標識が分子凝集物である、請求項１１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記標識が量子ドットである、請求項１１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記標識がビーズである、請求項１１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記検出プローブが、検出オリゴヌクレオチドが結合したナノ粒子プローブである、請
求項５に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ナノ粒子が貴金属から作製される、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記ナノ粒子が金または銀から作製される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ナノ粒子が金から作製される、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記検出工程が、基材を銀染色液と接触させる工程を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記検出工程が、前記ナノ粒子によって散乱した光を検出する工程を含む、請求項２３
に記載の方法。
【請求項２８】
　前記検出工程が、光学スキャナを用いた観察を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　前記スキャナはグレースケール測定値を算出することが可能なソフトウェアを搭載した
コンピュータと連結され、検出した核酸の量を定量的に測定するためにグレースケール測
定値が算出される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記検出工程が、平台式スキャナを用いた観察を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項３１】
　前記スキャナはグレースケール測定値を算出することが可能なソフトウェアを搭載した
コンピュータと連結され、検出した核酸の量を定量的に測定するためにグレースケール測
定値が算出される、請求項３０に記載の方法。
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【請求項３２】
　基材に結合したオリゴヌクレオチドが２つの電極の間に配置され、ナノ粒子が電気の伝
導体である物質から作製され、かつ工程（ｄ）が電気伝導度の変化を検出する工程を含む
、請求項２３に記載の方法。
【請求項３３】
　前記電極が金から作製され、前記ナノ粒子が金から作製される、請求項３２に記載の方
法。
【請求項３４】
　電気伝導度の変化を生じさせるために、基材を銀染色液と接触させる、請求項３２に記
載の方法。
【請求項３５】
　前記試料が、増幅させた核酸分子と比べて生物学的複雑性が高い核酸分子を含む、請求
項５に記載の方法。
【請求項３６】
　前記高い生物学的複雑性が約５０，０００を超える、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記高い生物学的複雑性が約５０，０００～約３，０００，０００である、請求項３５
に記載の方法。
【請求項３８】
　前記高い生物学的複雑性が約３，０００，０００である、請求項３５に記載の方法。
【請求項３９】
　試料中の核酸分子を増幅させる、請求項５に記載の方法。
【請求項４０】
　試料中の核酸分子が、ポリメラーゼ連鎖反応、ローリングサークル型増幅、ＮＡＳＢＡ
、またはｉＣＡＮによって増幅される、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　試料中のメチシリン耐性黄色ブドウ球菌を検出する方法であって、
　ａ．捕捉プローブがＭＲＳＡ核酸配列の少なくとも一部と相補的な配列を有するオリゴ
ヌクレオチドを含む、捕捉オリゴヌクレオチドが結合した位置指定可能な基材を供給する
工程と、
　ｂ．請求項１に記載のオリゴヌクレオチドである検出オリゴヌクレオチドを含んでなる
検出プローブを供給する工程と、
　ｃ．捕捉オリゴヌクレオチドとＭＲＳＡ核酸配列とのハイブリダイゼーションおよび検
出プローブとＭＲＳＡ核酸配列とのハイブリダイゼーションに有効な条件下で、試料を基
材および検出プローブと接触させる工程と、
　ｄ．基材を洗浄して非特異的に結合した物質を除去する工程と、
　ｅ．捕捉オリゴヌクレオチドおよび検出プローブがＭＲＳＡ核酸配列とハイブリダイズ
したかどうかを検出する工程と、
からなる方法。
【請求項４２】
　前記検出オリゴヌクレオチドが、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、
配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で
示す核酸配列を含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記捕捉オリゴヌクレオチドが、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列番
号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、配
列番号２０、配列番号２１、配列番号２２、または配列番号２３で示す核酸配列を含む、
請求項４１に記載の方法。
【請求項４４】
　試料中に存在するメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸が検出プローブ上の検出オリゴ
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ヌクレオチドとハイブリダイズするように、該試料を検出プローブと接触させ、次いで、
該メチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸が基材上の捕捉オリゴヌクレオチドとハイブリダ
イズするように、検出プローブと結合した該メチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸を基材
と接触させる、請求項４１に記載の方法。
【請求項４５】
　試料中に存在するメチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸が捕捉オリゴヌクレオチドとハ
イブリダイズするように、該試料を基材と接触させ、次いで、該メチシリン耐性黄色ブド
ウ球菌の核酸が検出プローブ上の検出オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするように、
捕捉オリゴヌクレオチドと結合した該メチシリン耐性黄色ブドウ球菌の核酸を検出プロー
ブと接触させる、請求項４１に記載の方法。
【請求項４６】
　試料を検出プローブおよび基材と同時に接触させる、請求項４１に記載の方法。
【請求項４７】
　検出オリゴヌクレオチドが、検出可能な標識を含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４８】
　検出可能な標識が、光学的、電子的、音響学的、音響光学的、重力学的、電気化学的、
電気光学的、質量分析的、酵素的、化学的、生化学的、または物理的な手段による検出を
可能にする、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記標識が蛍光性である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５０】
　前記標識が発光性である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５１】
　前記標識がリン光性である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５２】
　前記標識が放射性である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５３】
　前記標識がナノ粒子である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５４】
　前記標識がデンドリマーである、請求項４７に記載の方法。
【請求項５５】
　前記標識が分子凝集物である、請求項４７に記載の方法。
【請求項５６】
　前記標識が量子ドットである、請求項４７に記載の方法。
【請求項５７】
　前記標識がビーズである、請求項４７に記載の方法。
【請求項５８】
　前記検出プローブが、検出オリゴヌクレオチドが結合したナノ粒子プローブである、請
求項４１に記載の方法。
【請求項５９】
　前記ナノ粒子が貴金属から作製される、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記ナノ粒子が金または銀から作製される、請求項５９に記載の方法。
【請求項６１】
　前記ナノ粒子が金から作製される、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　前記検出工程が、基材を銀染色液と接触させる工程を含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６３】
　前記検出工程が、前記ナノ粒子によって散乱した光を検出する工程を含む、請求項５８
に記載の方法。
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【請求項６４】
　前記検出工程が、光学スキャナを用いた観察を含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６５】
　前記スキャナはグレースケール測定値を算出することが可能なソフトウェアを搭載した
コンピュータと連結され、検出した核酸の量を定量的に測定するためにグレースケール測
定値が算出される、請求項６４に記載の方法。
【請求項６６】
　前記検出工程が、平台式スキャナを用いた観察を含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６７】
　前記スキャナはグレースケール測定値を算出することが可能なソフトウェアを搭載した
コンピュータと連結され、検出した核酸の量を定量的に測定するためにグレースケール測
定値が算出される、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　基材に結合したオリゴヌクレオチドが２つの電極の間に配置され、ナノ粒子が電気の伝
導体である物質から作製され、かつ工程（ｄ）が電気伝導度の変化を検出する工程を含む
、請求項５８に記載の方法。
【請求項６９】
　前記電極が金から作製され、前記ナノ粒子が金から作製される、請求項６８に記載の方
法。
【請求項７０】
　電気伝導度の変化を生じさせるために、基材を銀染色液と接触させる、請求項６８に記
載の方法。
【請求項７１】
　前記試料が、増幅させた核酸分子と比べて生物学的複雑性が高い核酸分子を含む、請求
項４１に記載の方法。
【請求項７２】
　前記高い生物学的複雑性が約５０，０００を超える、請求項６６に記載の方法。
【請求項７３】
　前記高い生物学的複雑性が約５０，０００～約３，０００，０００である、請求項６６
に記載の方法。
【請求項７４】
　前記高い生物学的複雑性が約３，０００，０００である、請求項６６に記載の方法。
【請求項７５】
　試料中の核酸分子を増幅させる、請求項４１に記載の方法。
【請求項７６】
　試料中の核酸分子が、ポリメラーゼ連鎖反応、ローリングサークル型増幅、ＮＡＳＢＡ
、またはｉＣＡＮによって増幅される、請求項４１に記載の方法。
【請求項７７】
　捕捉プローブおよび基材が、特異的な結合対の相互作用によって結合する、請求項１ま
たは４１に記載の方法。
【請求項７８】
　捕捉プローブおよび基材が、特異的な結合対の相補体を含む、請求項７７に記載の方法
。
【請求項７９】
　特異的な結合対の相補体が、核酸、オリゴヌクレオチド、ペプチド核酸、ポリペプチド
、抗体、抗原、炭水化物、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、ホルモン、ステロイド、ビ
タミン、薬物、ウイルス、多糖、脂質、リポ多糖、糖タンパク質、リポタンパク質、核タ
ンパク質、オリゴヌクレオチド、抗体、イムノグロブリン、アルブミン、ヘモグロビン、
凝固因子、ペプチド性ホルモンおよびタンパク質性ホルモン、非ペプチド性ホルモン、イ
ンターロイキン、インターフェロン、サイトカイン、腫瘍特異的エピトープを含むペプチ
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ド、細胞、細胞表面分子、微生物、微生物の断片、部分、構成成分もしくは生成物、有機
小分子、核酸およびオリゴヌクレオチド、上記の物質のいずれかの代謝物または上記の物
質のいずれかに対する抗体を含む、請求項７８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、増幅させた核酸分子より生物学的複雑性が高い核酸分子を含む試料などの試
料中、例えばゲノムＤＮＡ中の、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）を検出する
ための、オリゴヌクレオチドおよび方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　本願は、２００４年７月２６日に出願した米国特許仮出願第６０／５９１，１２７号の
利益を主張するものである。
　（発明の背景）
　黄色ブドウ球菌のメチシリン耐性株（ＭＲＳＡ）は、世界で第１位の院内病原菌となっ
ている。この細菌は、米国の大規模な大学付属病院におけるブドウ球菌院内感染全体の４
０％超の原因である。ごく最近では、該細菌はより小規模な病院（２００～５００床の病
院で２０％の発生率）、ならびに療養施設でも蔓延するようになってきた（非特許文献１
）。ＭＲＳＡ株の異常かつ最も憂うべき特性は、この菌株が化学療法的に有用な他の抗生
物質に対するその感受性を抑制するさらなる耐性因子を獲得することができることである
。そのような多剤耐性の菌株は現在世界中で蔓延し、最も「進んだ」形態のこの病原菌は
、ほとんどの使用可能な抗菌剤に対する耐性機構を有している（非特許文献２）。
【０００３】
　メチシリン耐性は、ｍｅｃＡ遺伝子と関係する。この遺伝子は、祖先のＭＲＳＡ細胞が
外来の供給源から獲得したと思われる、ＳＣＣｍｅｃ因子（ブドウ球菌カセット染色体（
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｌ　Ｃａｓｓｅｔｔｅ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）ｍｅｃ；非
特許文献３）と呼ばれるブドウ球菌でない起源不明のＤＮＡ片上に認められる。ｍｅｃＡ
遺伝子は、ＰＢＰ２Ａと呼ばれるペニシリン結合タンパク質（ＰＢＰ）をコードし（非特
許文献４）、このタンパク質はβラクタム系抗生物質ファミリー全体に対する親和性が極
めて低い。現在の見方では、ＰＢＰ２Ａは１種の「代理の」細胞壁合成酵素であり、ＰＢ
Ｐの通常の相補体（壁合成の通常の触媒）がその環境中のβラクタム系抗生物質によって
完全に不活性化されてしまったためにもはや機能できないとき、ブドウ球菌中で重要な作
業である細胞壁合成を引き継ぐことができる。抗生物質耐性の表現型についてのｍｅｃＡ
遺伝子およびその遺伝子産物ＰＢＰ２Ａの極めて重要な性質は、トランスポゾンＴｎ５５
１をｍｅｃＡ遺伝子内に組み込む初期のトランスポゾン不活性化実験によって示された。
その結果は、親細菌での最小発育阻止濃度（ＭＩＣ）の値１６００ｕｇ／ｍｌからトラン
スポゾン突然変異体での低い値約４ｕｇ／ｍｌへの、耐性レベルの劇的な低下であった（
非特許文献５）。
【０００４】
　病院内でのブドウ球菌感染は、抗生物質耐性株が増加し、コアグラーゼ陽性および陰性
の両方のブドウ球菌種により引き起こされる感染の数が増加するにつれて、治療がますま
す困難になってきている。これらの感染の有効な治療は、種の同定（種の特定）および抗
生物質耐性の決定のための多数の試験が非常に長い時間を要するために、軽減されてしま
う。菌種と抗生物質耐性の状態の両方が迅速に同定されると、患者の治療コースを早く実
施し、かつ広域抗生物質の使用を少なくすることができる。したがって、ブドウ球菌種を
同定かつ区別し、かつ／またはｍｅｃＡ遺伝子を検出するための迅速、高感度かつ選択的
な方法が必要である。
【０００５】
　通常、患者内のＭＲＳＡを検出するためには、患者から鼻腔スワブを採取してこれを反
復培養し、感染の特定を行うと同時に最も一般的に使用される抗生物質であるメチシリン
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またはその誘導体に対する耐性または感受性を決定する。そもそも複数回培養する必要が
あるために、スワブから最終的なアッセイまで確定診断を行うのにかかる典型的な時間は
２４～４８時間である。スワブから直接ＭＲＳＡを同定するアッセイを開発することによ
って、培養する必要がなくなる可能性がある。
【０００６】
　メチシリン感受性黄色ブドウ球菌（ＭＳＳＡ）、ならびにｍｅｃＡ遺伝子を含む日和見
性の非病原性細菌を含む、患者の鼻腔スワブ由来の混合培養物から、ＭＲＳＡを確実に区
別する技術は、標準的な方法としては現れていない。フレツスキーら（Ｈｕｌｅｔｓｋｙ
　ｅｔ　ａｌ．）は、ｍｅｃＡ挿入部位の右末端結合部でＭＲＳＡの核酸配列とハイブリ
ダイズするプローブを用いたリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用してＭ
ＲＳＡを同定する方法を開発している（非特許文献６；特許文献１）。しかし、ディーケ
マら（Ｄｉｅｋｅｍａ　ｅｔ　ａｌ．）によって最近指摘されたように（非特許文献７）
、抗菌耐性の検出にＰＣＲを使用することは、患者試料の品質が原因で増幅工程が阻害さ
れる可能性など、リスクを伴う（非特許文献８）。
【０００７】
　したがって、ＰＣＲを行わずに鼻腔スワブなどの混合培養物からこれら２つの集団を区
別することができる技術が開発されると、ＭＲＳＡ細胞の偽陽性率が解消し、一部の患者
にはメチシリンを投与する必要がなくなり、臨床医／医師は代替の抗生物質（バンコマイ
シンなど）を投与することができ、ならびに２４～４８時間が不要となることによって患
者の入院が短くなるであろう。
【特許文献１】国際公開公報第０２／０９９０３４号パンフレット
【非特許文献１】ウェンツェルら（Ｗｅｎｚｅｌ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９２年、Ａｍ．
Ｊ．Ｍｅｄ．第９１巻（補巻３Ｂ）、ｐ．２２１～７ページ
【非特許文献２】ブルームバーグら（Ｂｌｕｍｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９１年、
Ｊ．Ｉｎｆ．Ｄｉｓｅａｓｅ、第６３巻、ｐ．１２７９～８５
【非特許文献３】イトウら（Ｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ．）、２００１年、Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈ
ｅｍｏｔｈｅｒ．第４５巻、ｐ．１３２３～１３３６
【非特許文献４】ムラカミ（Ｍｕｒａｋａｍｉ）およびトマシュ（Ｔｏｍａｓｚ）、１９
８９年、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．第１７１巻、ｐ．８７４～７９
【非特許文献５】マシューズ（Ｍａｔｔｈｅｗｓ）およびトマシュ（Ｔｏｍａｓｚ）、１
９９０年、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ａｇｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａ
ｐｙ、第３４巻、ｐ．１７７７～９
【非特許文献６】フレツスキーら（Ｈｕｌｅｔｓｋｙ　ｅｔ　ａｌ．）、２００４年、Ｊ
．ｏｆ　Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．第４２巻、ｐ．１８７５～８４
【非特許文献７】ディーケマら（Ｄｉｅｋｅｍａ　ｅｔ　ａｌ．）、２００４年、Ｊ．Ｃ
ｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．７月号、ｐ．２８７９～８３
【非特許文献８】ポールら（Ｐａｕｌｅ　ｅｔ　ａｌ．）、２００３年、Ｊ．Ｃｌｉｎ．
Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ．第４１巻、ｐ．４８０５～４８０７
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、混合培養物中でメチシリン耐性黄色ブドウ球菌とメチシリン感受性黄
色ブドウ球菌とを区別する方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、増幅させた核酸分子より生物学的複雑性が高い核酸分子を含む試料中のメチ
シリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）を検出する方法を提供する。ｍｅｃＡ遺伝子は、
ブドウ球菌カセット染色体ｍｅｃ（ＳＣＣｍｅｃ）と呼ばれる遺伝因子によって担持され
ている（非特許文献３）。このｍｅｃＡ遺伝子カセットの、黄色ブドウ球菌ゲノム中への
挿入部位は既知であり、その配列は保存されている（非特許文献３）。黄色ブドウ球菌染
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色体への挿入後、ＳＣＣｍｅｃは左末端結合領域と右末端結合領域とを有し（図１）、Ｓ
ＣＣｍｅｃ配列は黄色ブドウ球菌染色体の配列と隣接している。本発明の１態様では、ｍ
ｅｃＡ遺伝子カセット配列の一部と挿入領域内の黄色ブドウ球菌配列の一部とを含むｍｅ
ｃＡ遺伝子カセット挿入部位の左側結合部に相補的な配列を有するオリゴヌクレオチドプ
ローブでＭＲＳＡを検出する。
【００１０】
　本発明は、（ａ）配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配
列番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で示す核酸配列、
あるいは（ｂ）配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番
号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で示す核酸配列の相補
体とハイブリダイズする核酸配列、で構成される単離オリゴヌクレオチドを提供する。本
発明はまた、本発明のオリゴヌクレオチドを含むベクター、本発明のベクターを含む宿主
細胞、および本発明の単離オリゴヌクレオチドを含むキットも提供する。
【００１１】
　１態様では、試料中のＭＲＳＡを検出する方法は、ａ）左側結合部のｍｅｃＡ遺伝子カ
セットの一部と、かつ挿入領域の黄色ブドウ球菌配列の一部と相補的な配列を有する捕捉
オリゴヌクレオチドが結合した、位置指定可能な基材を供給する工程と、ｂ）ＭＲＳＡ核
酸配列の少なくとも一部と相補的な配列を有する検出オリゴヌクレオチドを含んでなる検
出プローブを供給する工程と、ｃ）捕捉オリゴヌクレオチドとＭＲＳＡ核酸配列とのハイ
ブリダイゼーションおよび検出プローブとＭＲＳＡ核酸配列とのハイブリダイゼーション
に有効な条件下で試料を基材および検出プローブと接触させる工程と、ｄ）基材を洗浄し
て非特異的に結合した物質を除去する工程と、ｅ）捕捉オリゴヌクレオチドおよび検出プ
ローブがＭＲＳＡ核酸配列とハイブリダイズしたかどうかを検出する工程と、からなる。
【００１２】
　他の態様では、事前に標的の増幅または複雑性の低減を行わずに試料中の標的核酸配列
を検出する方法は、ａ）捕捉プローブがＭＲＳＡ核酸配列の少なくとも一部と相補的な配
列を有するオリゴヌクレオチドを含む、捕捉オリゴヌクレオチドが結合した位置指定可能
な基材を供給する工程と、ｂ）左側結合部のｍｅｃＡ遺伝子カセットの一部と、かつ黄色
ブドウ球菌挿入部位の一部と相補的な配列を有する検出オリゴヌクレオチドを含む検出プ
ローブを供給する工程と、ｃ）捕捉オリゴヌクレオチドとＭＲＳＡ核酸配列のハイブリダ
イゼーションおよび検出プローブとＭＲＳＡ核酸配列のハイブリダイゼーションに有効な
条件下で試料を基材および検出プローブと接触させる工程と、ｄ）基材を洗浄して非特異
的に結合した物質を除去する工程と、ｅ）捕捉オリゴヌクレオチドおよび検出プローブが
ＭＲＳＡ核酸配列とハイブリダイズしたかどうかを検出する工程と、からなる。
【００１３】
　特定の態様では、左側結合部のｍｅｃＡ遺伝子カセットの一部および黄色ブドウ球菌挿
入部位の一部と相補的な配列を有する捕捉オリゴヌクレオチドまたは検出オリゴヌクレオ
チドは、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、
配列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で示す配列を含む。
【００１４】
　他の特定の態様では、ＭＲＳＡ核酸配列の少なくとも一部と相補的な配列を有する捕捉
オリゴヌクレオチドまたは検出オリゴヌクレオチドは、配列番号１１、配列番号１２、配
列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８
、配列番号１９、配列番号２０、配列番号２１、配列番号２２、または配列番号２３で示
す核酸配列を含む。
【００１５】
　他の実施形態では、試料中の核酸分子は、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＲＮＡ、発現したＲＮ
Ａ、プラスミドＤＮＡ、ミトコンドリアまたは他の細胞小器官のＤＮＡ、遊離の細胞ＤＮ
Ａ、ウイルスＤＮＡまたはウイルスＲＮＡ、あるいは上記の２種以上の混合物を含みうる
。
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【００１６】
　１実施形態では、本発明の方法で使用する基材は、それぞれが１つまたは複数の異なる
１塩基多型またはヌクレオチドの相違を認識することができる複数の捕捉オリゴヌクレオ
チドを含むことが可能であり、試料は、それぞれが異なる１塩基多型またはヌクレオチド
の相違を含むとともに複数の捕捉オリゴヌクレオチドの１つとハイブリダイズすることが
できる複数の核酸標的を含み得る。さらに、本発明の方法において、異なる核酸標的とハ
イブリダイズすることができる検出オリゴヌクレオチドがそれぞれ結合した１つまたは複
数の種類の検出プローブを供給することができる。
【００１７】
　１実施形態では、試料中に存在する核酸標的が検出プローブ上の検出オリゴヌクレオチ
ドとハイブリダイズするように、試料を検出プローブと接触させ、次いで、核酸標的が基
材上の捕捉オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするように、検出プローブに結合した核
酸標的を基材と接触させることができる。あるいは、試料中に存在する核酸標的が捕捉オ
リゴヌクレオチドとハイブリダイズするように、試料を基材と接触させ、次いで、核酸標
的が検出プローブ上の検出オリゴヌクレオチドとハイブリダイズするように、捕捉オリゴ
ヌクレオチドに結合した核酸標的を検出プローブと接触させることができる。他の実施形
態では、試料を検出プローブおよび基材と同時に接触させることができる。
【００１８】
　さらに他の実施形態では、検出オリゴヌクレオチドは検出可能な標識を含み得る。標識
は、例えば、蛍光性、発光性、リン光性、放射性、またはナノ粒子であってもよく、検出
オリゴヌクレオチドは、デンドリマー、分子凝集物、量子ドット、またはビーズと結合す
ることができる。標識は、例えば、光学的、電子的、音響学的、音響光学的、重力学的、
電気化学的、電気光学的、質量分析的、酵素的、化学的、生化学的、または物理的な手段
による検出を可能にする。
【００１９】
　１実施形態では、検出プローブは、検出オリゴヌクレオチドが結合したナノ粒子プロー
ブでもよい。ナノ粒子は、例えば、金や銀などの貴金属から作製することができる。ナノ
粒子は、例えば、光学スキャナまたは平台式スキャナを使用して検出することができる。
スキャナは、グレースケール測定値を算出することが可能なソフトウェアを搭載したコン
ピュータと連結することが可能であり、検出した核酸の量を定量的に測定するためにグレ
ースケール測定値が算出される。ナノ粒子が、オートメタログラフィーを進めることがで
きる金、銀、または他の金属から作製される場合、標的核酸分子によってナノ粒子と結合
した基材を、銀染色などのシグナル増幅工程を使用して高感度で検出することができる。
あるいは、ナノ粒子と結合した基材を、例えば、いずれもその全体が本願明細書に援用さ
れる２００１年１２月７日出願の米国特許出願第１０／００８，９７８号、２００１年１
２月７日出願の国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０１／４６４１８号、２００４年５月２７日
出願の米国特許出願第１０／８５４，８４８号、２００４年１１月２２日出願の米国特許
出願第１０／９９５，０５１号、２００４年５月２７日出願の国際特許出願第ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ０４／１６６５６号に記載の方法を使用して、ナノ粒子によって散乱した光を検出する
ことにより、検出することもできる。
【００２０】
　他の実施形態では、基材に結合したオリゴヌクレオチドが２つの電極の間に配置され、
ナノ粒子が電気の伝導体である物質から作製され、かつ本発明の方法における工程（ｅ）
が、電気伝導度の変化を検出する工程を含んでいてもよい。電極を、例えば金から作製す
ることができ、ナノ粒子を金から作製する。あるいは、基材を銀染色液と接触させて、電
気伝導度の変化を生じさせることもできる。
【００２１】
　特定の実施形態では、特異的な結合対の相互作用によって、捕捉プローブと基材とを結
合させることができる。他の実施形態では、捕捉プローブおよび基材は、特異的な結合対
の相補体を含み得る。特異的な結合対の相補体は、核酸、オリゴヌクレオチド、ペプチド
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核酸、ポリペプチド、抗体、抗原、炭水化物、タンパク質、ペプチド、アミノ酸、ホルモ
ン、ステロイド、ビタミン、薬物、ウイルス、多糖、脂質、リポ多糖、糖タンパク質、リ
ポタンパク質、核タンパク質、オリゴヌクレオチド、抗体、イムノグロブリン、アルブミ
ン、ヘモグロビン、凝固因子、ペプチド性ホルモンおよびタンパク質性ホルモン、非ペプ
チド性ホルモン、インターロイキン、インターフェロン、サイトカイン、腫瘍特異的エピ
トープを含むペプチド、細胞、細胞表面分子、微生物、微生物の断片、部分、構成成分ま
たは生成物、有機小分子、核酸およびオリゴヌクレオチド、上記の物質のいずれかの代謝
物または上記の物質のいずれかに対する抗体を含み得る。
【００２２】
　本発明の具体的な好ましい実施形態は、下記の特定の好ましい実施形態のより詳細な説
明および特許請求の範囲から明らかとなるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　前後関係より別段に必要とされない限り、単数形の用語は複数を含むものとし、複数形
の用語は、単数形を含むものとする。
　本開示に従って使用されるとき、下記の用語は、別途指定のない限り、下記の意味を有
すると理解されるものとする。
【００２４】
　本願明細書において、「核酸配列」、「核酸分子」、または「核酸」とは、本願明細書
で定義される１つまたは複数のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドを指す。本願
明細書において、「標的核酸分子」または「標的核酸配列」とは、本発明の方法の使用者
が試料中に検出することを所望する配列を構成するオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレ
オチドを指す。
【００２５】
　本願明細書において言及される「ポリヌクレオチド」という用語は、複数のヌクレオチ
ドで構成される１本鎖または２本鎖の核酸ポリマーを意味する。特定の実施形態では、ポ
リヌクレオチドを構成するヌクレオチドは、リボヌクレオチドでもデオキシリボヌクレオ
チドでもよいし、あるいはいずれかの種類のヌクレオチドの修飾体でもよい。前記の修飾
体には、ブロモウリジンなどの塩基修飾、アラビノシドや２’，３’－ジデオキシリボー
スなどのリボース修飾、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート、ホスホロセレノエ
ート、ホスホロジセレノエート、ホスホロアニロチオエート、ホスホルアニラデート（ｐ
ｈｏｓｈｏｒａｎｉｌａｄａｔｅ）やホスホロアミデートなどのヌクレオチド間結合の修
飾がある。「ポリヌクレオチド」という用語は、具体的には、ＤＮＡの１本鎖型および２
本鎖型を含む。
【００２６】
　本願明細書において言及される「オリゴヌクレオチド」という用語は、天然に存在する
オリゴヌクレオチド結合または天然に存在しないオリゴヌクレオチド結合のうち少なくと
もいずれかによって一緒に結合した、天然に存在するヌクレオチドおよび修飾ヌクレオチ
ドを含む。オリゴヌクレオチドとは、一般に１本鎖で長さが２００塩基以下であるポリヌ
クレオチドメンバーを含んでなる、ポリヌクレオチドのサブセットである。特定の実施形
態では、オリゴヌクレオチドの長さは２～６０塩基である。特定の実施形態では、オリゴ
ヌクレオチドの長さは１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、
２２、２３、２４、または２５～４０塩基である。他の特定の実施形態では、オリゴヌク
レオチドの長さは２５塩基以下である。例えば、遺伝子突然変異体の構築における使用で
は、オリゴヌクレオチドは、１本鎖でも２本鎖でもよい。タンパク質コード配列に関して
、本発明のオリゴヌクレオチドはセンスオリゴヌクレオチドでもアンチセンスオリゴヌク
レオチドでもよい。
【００２７】
　「天然に存在するヌクレオチド」という用語は、デオキシリボヌクレオチドおよびリボ
ヌクレオチドを含む。「修飾ヌクレオチド」という用語は、修飾または置換された糖基な
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どを有するヌクレオチドを含む。「オリゴヌクレオチド結合」という用語は、ホスホロチ
オエート、ホスホロジチオエート、ホスホロセレノエート、ホスホロジセレノエート、ホ
スホロアニロチオエート、ホスホルアニラデートやホスホロアミデートなどのオリゴヌク
レオチド結合を含む。例えば、ラプランシュら（ＬａＰｌａｎｃｈｅ　ｅｔ　ａｌ．）、
１９８６年、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、第１４巻、ｐ．９０８１；ステックら（
Ｓｔｅｃ　ｅｔ　ａｌ．）、１９８４年、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、第１０６巻、
ｐ．６０７７；スタインら（Ｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．）、１９８８年、Ｎｕｃｌ．Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．第１６巻、ｐ．３２０９；ゾンら（Ｚｏｎ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９１
年、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓｉｇｎ、第６巻、ｐ．５３９；ゾンら（
Ｚｏｎ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９１年、「ＯＬＩＧＯＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥＳ　ＡＮＤ　
ＡＮＡＬＯＧＵＥＳ：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ」、ｐ．８７～１０８
（エフ　エクスタイン（Ｆ．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ）編、オックスフォード大学出版局（Ｏｘ
ｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）［英国オックスフォード（Ｏｘｆｏｒｄ
）所在］；ステックら（Ｓｔｅｃ　ｅｔ　ａｌ．）、米国特許第５，１５１，５１０号；
ウールマン（Ｕｈｌｍａｎｎ）およびペイマン（Ｐｅｙｍａｎ）、１９９０年、Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、第９０巻、ｐ．５４３（これらの開示は任意の目的で本願明
細書に援用される）を参照されたい。オリゴヌクレオチドは、該オリゴヌクレオチドまた
はそのハイブリダイゼーションの検出が可能となるように検出可能な標識を含んでもよい
。
【００２８】
　「ベクター」という用語は、コード情報を宿主細胞へと受け渡すのに使用される任意の
分子（例えば、核酸、プラスミド、またはウイルス）を指すのに使用する。
　「発現ベクター」という用語は、宿主細胞の形質転換に適しており、かつ挿入した異種
核酸配列の発現を誘導および／または調節する核酸配列を含むベクターを指す。発現には
、転写、翻訳、およびイントロンが存在する場合はＲＮＡスプライシングなどのプロセス
が含まれるが、これらに限定はされない。
【００２９】
　「作動可能なように連結した」という用語は、本願明細書において、隣接配列（フラン
キング配列）がその通常の機能を発揮するように構成または構築されている、隣接配列の
配置を指すのに使用する。したがって、コード配列と作動可能なように連結した隣接配列
は、該コード配列の複製、転写および／または翻訳を行うことができる。例えば、プロモ
ーターがコード配列の転写を誘導できるとき、該コード配列はプロモーターと作動可能な
ように連結している。正しく機能する限り、隣接配列はコード配列と連続している必要は
ない。したがって、例えば、プロモーター配列とコード配列の間に、翻訳されないが転写
される介在配列が存在する場合もあり、該プロモーター配列は、依然として該コード配列
と「作動可能なように連結している」とみなすことができる。
【００３０】
　「宿主細胞」という用語は、核酸配列で形質転換されているか、または形質転換するこ
とが可能で、次いで対象とする選択した遺伝子を発現することができる細胞を指すのに使
用する。この用語は、選択した遺伝子が存在する限り、形態または遺伝子構造が元の親と
同一であってもなくても、親細胞の子孫を含む。
【００３１】
　１実施形態では、本発明は、配列番号１～２３のいずれかで示される核酸分子のいずれ
かと関連する核酸分子を提供する。本願明細書において、「関連核酸分子」とは、配列番
号１～２３のいずれかの核酸分子の対立遺伝子バリアントまたはスプライスバリアントを
含み、上記ヌクレオチド配列のいずれかと相補的な配列を含む。さらに、関連核酸分子は
また、本願明細書で定義する中程度または高度にストリンジェントな条件下で、配列番号
１～２３のいずれかの核酸分子、または本願明細書で定義する核酸断片の完全に相補的な
配列とハイブリダイズするヌクレオチド配列を含む分子をも含む。本願明細書で提供され
るヌクレオチド配列を使用して、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたは合成ＤＮＡのライブラリ
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ーを関連配列についてスクリーニングするためのハイブリダイゼーションプローブを調製
することができる。本願明細書に記載の配列アラインメントアルゴリズムを使用して、既
知の配列と有意な同一性を示す本発明の核酸分子のヌクレオチド配列領域が容易に決定さ
れ、この領域を使用してスクリーニング用プローブを設計することができる。
【００３２】
　「高度にストリンジェントな条件」という用語は、その配列が高度に相補的であるＤＮ
Ａ鎖のハイブリダイゼーションを許容するとともに、著しくミスマッチなＤＮＡのハイブ
リダイゼーションを除外するように設計された条件を指す。ハイブリダイゼーションのス
トリンジェンシー（厳密性）は、主として温度、イオン強度、およびホルムアミドなどの
変性剤の濃度によって決まる。ハイブリダイゼーションおよび洗浄のための「高度にスト
リンジェントな条件」の例は、６５～６８℃で０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１
５Ｍクエン酸ナトリウム、または４２℃で０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍ
クエン酸ナトリウム、および４２℃で５０％ホルムアミドである。サムブルック（Ｓａｍ
ｂｒｏｏｋ）、フリッシュ（Ｆｒｉｔｓｃｈ）およびマニアティス（Ｍａｎｉａｔｉｓ）
、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」
（第２版、コールドスプリングハーバー研究所（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）、１９８９年）；アンダーソンら（Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　
ａｌ．）、「Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔ
ｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」第４章（アイアールエルプレスリミテッド社（ＩＲＬ　Ｐ
ｒｅｓｓ　Ｌｉｍｉｔｅｄ））を参照されたい。
【００３３】
　よりストリンジェントな条件（高温、低イオン強度、高濃度のホルムアミドまたは他の
変性剤など）を使用することもできるが、ハイブリダイゼーション率が影響を受けること
になる。非特異的ハイブリダイゼーションかつ／またはバックグラウンドのハイブリダイ
ゼーションを減少させる目的で、ハイブリダイゼーションおよび洗浄の緩衝液中に他の物
質を含めてもよい。その例は、０．１％ウシ血清アルブミン、０．１％ポリビニルピロリ
ドン、０．１％ピロリン酸ナトリウム、０．１％ドデシル硫酸ナトリウム、ＮａＤｏｄＳ
Ｏ４（ＳＤＳ）、フィコール（ｆｉｃｏｌｌ）、デンハルト溶液（Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ
　ｓｏｌｕｔｉｏｎ）、超音波破砕したサケ精子ＤＮＡ（または他の非相補的ＤＮＡ）、
および硫酸デキストランであるが、他の適切な物質を使用することもできる。ハイブリダ
イゼーション条件のストリンジェンシーに実質的な影響を及ぼさずに、これらの添加物の
濃度および種類を変化させることができる。ハイブリダイゼーション実験は通常、ｐＨ６
．８～７．４で行われるが、典型的なイオン強度の条件では、ハイブリダイゼーション率
はｐＨにほとんど関係がない。アンダーソンら（Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．）、「
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａ
ｐｐｒｏａｃｈ」第４章（アイアールエルプレスリミテッド社（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ　Ｌ
ｉｍｉｔｅｄ））を参照されたい。
【００３４】
　ＤＮＡ２重鎖の安定性に影響を及ぼす要因には、塩基の組成、長さ、および塩基対ミス
マッチの程度が挙げられる。これらの変量を調節し、配列関連性が異なるＤＮＡのハイブ
リッド形成を可能にするために、当業者はハイブリダイゼーション条件を調整することが
できる。完全に整合したＤＮＡ２重鎖の融解温度は、下記の方程式によって概算すること
ができる：
　Ｔｍ（℃）＝８１．５＋１６．６（ｌｏｇ［Ｎａ＋］）＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）－６０
０／Ｎ－０．７２（％ホルムアミド）
式中、Ｎは形成される２重鎖の長さであり、［Ｎａ＋］はハイブリダイゼーションまたは
洗浄溶液中のナトリウムイオンのモル濃度であり、（％Ｇ＋Ｃ）はハイブリッド中の（グ
アニン＋シトシン）塩基の割合（％）である。整合が不完全なハイブリッドでは、融解温
度は１％のミスマッチそれぞれについて約１℃低下する。
【００３５】
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　「中程度にストリンジェントな条件」という用語は、「高度にストリンジェントな条件
」の下で生じ得るものより塩基対のミスマッチの程度が大きいＤＮＡ２重鎖が形成可能で
ある条件を指す。典型的な「中程度にストリンジェントな条件」の例は、５０～６５℃で
０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム、または３７～５０℃
で０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウムおよび２０％ホルム
アミドである。１例として、０．０１５Ｍのナトリウムイオン中５０℃の「中程度にスト
リンジェントな条件」によって約２１％のミスマッチが許容される。
【００３６】
　「高度にストリンジェントな条件」と「中程度にストリンジェントな条件」の間には絶
対的な区別がないことが当業者には理解されるであろう。例えば、０．０１５Ｍのナトリ
ウムイオン（ホルムアミドは含まない）では、完全に整合した長いＤＮＡの融解温度は約
７１℃である。（同じイオン強度で）６５℃で洗浄する場合、この洗浄では約６％のミス
マッチが許容されるであろう。より関連性が低い配列を捕捉するためには、当業者は、単
に温度を低下させてもよいし、イオン強度を上昇させてもよい。
【００３７】
　下記の式により、最大で約２０ｎｔのオリゴヌクレオチドプローブについて１ＭのＮａ
Ｃｌ＊中での融解温度の十分な概算値が得られる：
　　Ｔｍ＝２℃／（Ａ－Ｔ塩基対）＋４℃／（Ｇ－Ｃ塩基対）
＊６×クエン酸ナトリウム塩（ＳＳＣ）中のナトリウムイオン濃度は１Ｍである。サグス
ら（Ｓｕｇｇｓ　ｅｔ　ａｌ．）、「Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｕ
ｓｉｎｇ　Ｐｕｒｉｆｉｅｄ　Ｇｅｎｅｓ」６８３ページ（ブラウン（Ｂｒｏｗｎ）およ
びフォックス（Ｆｏｘ）編、１９８１年）を参照されたい。
【００３８】
　オリゴヌクレオチドについてのストリンジェンシーの高い洗浄条件は通常、６×ＳＳＣ
，０．１％ＳＤＳ中で該オリゴヌクレオチドのＴｍより０～５℃低い温度である。
　他の実施形態では、関連核酸分子は、配列番号１～２３のいずれかで示されるヌクレオ
チド配列と少なくとも約７０％同一であるヌクレオチド配列を含むか、または該ヌクレオ
チド配列で構成される。好ましい実施形態では、ヌクレオチド配列は、配列番号１～２３
のいずれかで示されるヌクレオチド配列と約７５％、または約８０％、または約８５％、
または約９０％、または約９５、９６、９７、９８もしくは９９％同一である。
【００３９】
　当技術分野で知られている「同一性」という用語は、２つ以上のポリペプチド分子また
は２つ以上の核酸分子の配列間の関係であって、配列を比較することによって決定される
関係を指す。当技術分野では、「同一性」はまた、場合によっては、核酸分子またはポリ
ペプチド間の配列関連性の程度であって、２つ以上のヌクレオチド配列または２つ以上の
アミノ酸配列の間の整合によって決定される程度をも意味する。「同一性」とは、特定の
数学的モデルまたはコンピュータプログラム（すなわち、「アルゴリズム」）によって位
置指定される、（もしあれば）ギャップアラインメントを用いて、２つ以上の配列のうち
短い方の同一な整合の割合（％）を測定するものである。
【００４０】
　「類似性」という用語は、関連する概念に関して当技術分野で使用されるが、「同一性
」と異なり、「類似性」とは、同一な整合と保存的置換の整合とをどちらも含む関連性の
尺度を指す。例えば、２つのポリペプチド配列が、１０／２０の同一なアミノ酸を有し、
残りがすべて非保存的置換である場合、同一性および類似性の割合（％）はどちらも５０
％となる。同じ例において、さらに保存的置換の部位が５つある場合は、同一性（％）は
５０％のままであるが類似性（％）は７５％（１５／２０）となる。したがって、保存的
置換がある場合、２つのポリペプチド間の類似性（％）は、その２つのポリペプチド間の
同一性（％）よりも高くなる。
【００４１】
　関連する核酸およびポリペプチドの同一性および類似性は、既知の方法によって容易に
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算出することができる。そのような方法には、それだけに限らないが、「ＣＯＭＰＵＴＡ
ＴＩＯＮＡＬ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ」（レスク　エーエム（Ｌｅｓｋ，
Ａ．Ｍ．）編）、１９８８年、オックスフォード大学出版局（Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）［米国ニューヨーク州所在］；「ＢＩＯＣＯＭＰＵＴＩＮＧ：
ＩＮＦＯＲＭＡＴＩＣＳ　ＡＮＤ　ＧＥＮＯＭＥ　ＰＲＯＪＥＣＴＳ」（スミス　ディー
ダブリュー（Ｓｍｉｔｈ，Ｄ．Ｗ．）編）、１９９３年、アカデミックプレス社（Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）［米国ニューヨーク州所在］；「ＣＯＭＰＵＴＥＲ　ＡＮＡＬ
ＹＳＩＳ　ＯＦ　ＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＤＡＴＡ，Ｐａｒｔ１」（グリフィン　エーエム（
Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ａ．Ｍ．）およびグリフィン　エイチジー（Ｇｒｉｆｆｉｎ，Ｈ．Ｇ．
）編）、１９９４年、ヒューマナプレス社（Ｈｕｍａｎａ　Ｐｒｅｓｓ）［米国ニュージ
ャージー州所在］；フォンハインジェ　ジー（ｖｏｎ　Ｈｅｉｎｊｅ，Ｇ．）「ＳＥＱＵ
ＥＮＣＥ　ＡＮＡＬＹＳＩＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＢＩＯＬＯＧＹ」、１９８７
年、アカデミックプレス社（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）；「ＳＥＱＵＥＮＣＥ　Ａ
ＮＡＬＹＳＩＳ　ＰＲＩＭＥＲ」（グリブスコフ　エム（Ｇｒｉｂｓｋｏｖ，Ｍ．）およ
びデベロー　ジェイ（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ，Ｊ．）編）、１９９１年、エム　ストックトン
プレス社（Ｍ．Ｓｔｏｃｋｔｏｎ　Ｐｒｅｓｓ）［米国ニューヨーク州所在］；カリロら
（Ｃａｒｉｌｌｏ　ｅｔ　ａｌ．）、１９８８年、ＳＩＡＭ　Ｊ．Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｍａ
ｔｈ．、第４８巻、ｐ．１０７３；ならびにダービンら（Ｄｕｒｂｉｎ　ｅｔ　ａｌ．）
、１９９８年、「ＢＩＯＬＯＧＩＣＡＬ　ＳＥＱＵＥＮＣＥ　ＡＮＡＬＹＳＩＳ」、ケン
ブリッジ大学出版局（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ）に記載
されているものがある。
【００４２】
　同一性を決定する好ましい方法を設計して、試験した配列間で最大の整合を得る。同一
性を決定する方法は、公的に利用可能なコンピュータプログラム中に記載されている。２
つの配列間で同一性を決定する好ましいコンピュータプログラムの方法には、限定するも
のではないが、ＧＡＰを含むＧＣＧプログラムパッケージ（デベローら（Ｄｅｖｅｒｅｕ
ｘ　ｅｔ　ａｌ．）、１９８４年、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．、第１２巻、ｐ．３８
７；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ、ウィスコンシン大学（Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）［米国ウィスコンシン州マジソン（Ｍａｄｉ
ｓｏｎ）所在］）、ＢＬＡＳＴＰ、ＢＬＡＳＴＮ、およびＦＡＳＴＡ（アルツシュールら
（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９０年、Ｊ．Ｍｏｄ．Ｂｉｏｌ．、第２１５
巻、ｐ．４０３～４１０）がある。ＢＬＡＳＴＸプログラムは、米国バイオテクノロジー
情報センター（ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ）（ＮＣＢＩ）および他の供給源（ＢＬＡＳＴ　Ｍａ
ｎｕａｌ、アルツシュールら（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．）、ＮＣＢ／ＮＬＭ／Ｎ
ＩＨ［米国メリーランド州ベゼスタ（Ｂｅｔｈｅｓｄａ）２０８９４所在］；アルツシュ
ールら（Ａｌｔｓｃｈｕｌ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９０年、上記）から公的に利用可能で
ある。有名なスミスウォーターマン（Ｓｍｉｔｈ　Ｗａｔｅｒｍａｎ）アルゴリズムを使
用して、同一性を決定することもできる。
【００４３】
　例えば、コンピュータアルゴリズムＧＡＰ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇ
ｒｏｕｐ、ウィスコンシン大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ）［
米国ウィスコンシン州マジソン（Ｍａｄｉｓｏｎ）所在］）を使用して、配列同一性（％
）を決定すべき２つの核酸分子を、それぞれのヌクレオチドが最適に整合するようにアラ
インメントする（アルゴリズムによって決定される「整合範囲（ｍａｔｃｈｅｄ　ｓｐａ
ｎ）」）。ギャップ開始ペナルティ（３×対角項平均として算出される；「対角項平均（
ａｖｅｒａｇｅ　ｄｉａｇｏｎａｌ）」とは、使用する比較行列の対角項の平均である；
「対角項」とは、特定の比較行列によって、完全なヌクレオチドの整合それぞれに割り当
てられたスコアまたは数である）およびギャップ伸長ペナルティ（通常は０．１×ギャッ
プ開始ペナルティである）、ならびにＰＡＭ２５０やＢＬＯＳＵＭ６２などの比較行列を
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、アルゴリズムと併せて使用する。標準的な比較行列もアルゴリズムによって使用される
（デイホフら（Ｄａｙｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．）、「５Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ」（補巻３、１９７８年）（ＰＡＭ
２５０比較行列）；ヘニコフら（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．）、１９９２年、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　第８９巻、ｐ．１０９１５～１９（ＢＬＯ
ＳＵＭ６２比較行列）を参照）。
【００４４】
　核酸分子配列の比較で好ましいパラメータには、
　アルゴリズム：ニードルマン（Ｎｅｅｄｌｅｍａｎ）およびブンシュ（Ｗｕｎｓｃｈ）
、上記；
　比較行列：整合＝＋１０、不整合（ミスマッチ）＝０
　ギャップペナルティ：５０
　ギャップ長ペナルティ：３
が挙げられる。
【００４５】
　上記のパラメータを備えたＧＡＰプログラムも有用である。上記のパラメータは、核酸
分子比較の初期設定パラメータである。
　Ｐｒｏｇｒａｍ　Ｍａｎｕａｌ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ、バージョン９
、１９９７年９月で示されるものなど、他の例示的なアルゴリズム、ギャップ開始ペナル
ティ、ギャップ伸長ペナルティ、比較行列、および類似性の閾値を使用することができる
。行われるべき特定の選択は、当業者には明らかであり、ＤＮＡ対ＤＮＡ、タンパク質対
タンパク質、タンパク質対ＤＮＡなど、行われる特定の比較、さらには比較が所与の配列
対の間のものであるのか（この場合はＧＡＰまたはＢｅｓｔＦｉｔが一般に好ましい）、
または１つの配列と大きな配列データベースとの間のものであるのか（この場合はＦＡＳ
ＴＡまたはＢＬＡＳＴＡが好ましい）によって決まることになる。
【００４６】
　「相同性」という用語は、タンパク質または核酸の配列間での類似性の程度を指す。相
同性の情報は、特定のタンパク質または核酸の種の遺伝学的関連性を理解するのに重要で
ある。相同性は、配列をアラインメントして比較することによって決定することができる
。通常、アミノ酸の相同性を決定するために、タンパク質の配列を、既知タンパク質の配
列のデータベースと比較する。相同な配列は、その配列に沿ってどこかに共通の機能的同
一性を共有している。類似性または同一性が高いことは通常相同性を示すものであるが、
類似性または同一性が低いことが必ずしも相同性の欠如を示すものではない。
【００４７】
　本発明の核酸分子は、様々な方法、例えば、それだけに限らないが、化学合成、ｃＤＮ
Ａライブラリーまたはゲノムライブラリーのスクリーニング、発現ライブラリーのスクリ
ーニング、および／またはｃＤＮＡのＰＣＲ増幅などで容易に得ることができる。
【００４８】
　本願明細書で使用する組換えＤＮＡ法は一般に、サムブルックら（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　
ｅｔ　ａｌ．）、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　
Ｍａｎｕａｌ」（コールドスプリングハーバー研究所出版局（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　
Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）、１９８９年）および／または「Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（オ
ースベルら（Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．）編、グリーンパブリッシャーズインコーポ
レイテッド社（Ｇｒｅｅｎ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｉｎｃ．）およびウイリーアンドサ
ンズ社（Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ）、１９９４年）中に示されるものである。本発
明は、本願明細書に記載の核酸分子、およびそのような分子を得る方法を提供する。
【００４９】
　本発明の方法で使用する「基材」は、オリゴヌクレオチドが結合することができる任意
の表面でよい。そのような表面には、限定するものではないが、ガラス、金属、プラスチ
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ック、またはオリゴヌクレオチドの結合用に設計された官能基で被覆された材料が挙げら
れる。被覆は、単分子層より薄くてもよく、実際、被覆は、オリゴヌクレオチドがその中
へと拡散して内部表面と結合することができる多孔性の三次元構造を作り出すのに十分な
厚さの多孔性物質を含み得る。
【００５０】
　本願明細書において「位置指定可能な基材」という用語は、スポットの列など１つまた
は複数の別個の領域を備えた基材を指し、各領域またはスポットは、標的オリゴヌクレオ
チドの一部と結合するように設計された異なる種類のオリゴヌクレオチドを含むことがで
きる。１つまたは複数の標的オリゴヌクレオチドを含む試料を各領域またはスポットに適
用することが可能であり、アッセイの残りは本願明細書に記載の方法の１つでを行うこと
ができる。
【００５１】
　本願明細書において、「オリゴヌクレオチドの種類」とは、同じ配列を有する複数のオ
リゴヌクレオチド分子を指す。オリゴヌクレオチドが結合したナノ粒子、結合体、粒子、
ラテックス微小球などの「種類」とは、同じ種類のオリゴヌクレオチドが結合しているも
のを指す。「オリゴヌクレオチドが結合したナノ粒子」は、「ナノ粒子－オリゴヌクレオ
チド結合体」と呼ばれることもあるし、あるいは、本発明の検出方法の場合には「ナノ粒
子－オリゴヌクレオチドプローブ」、「ナノ粒子プローブ」または単に「プローブ」と呼
ばれることもある。
【００５２】
　「結合する（ｂｉｎｄ）」および「結合した（ｂｏｕｎｄ）」という用語、ならびに該
用語が文法的に変化したものすべては、本願明細書において、分子がその表面の部分の構
造および／または形状ならびに化学的性質から互いに固着する能力を指すのに使用される
。例えば、酵素はその基質と結合することができ、抗体はその抗原と結合することができ
、ＤＮＡ鎖はその相補的な鎖と結合することができる。結合は、例えば、結合定数または
会合定数（Ｋａ）、またはその逆数である解離定数（Ｋｄ）によって特徴付けることがで
きる。
【００５３】
　本願明細書において使用する「相補体」という用語および該用語が文法的に変化したも
のは、相補的なヌクレオチド塩基対（すなわち、アデニンと、ＤＮＡではチミン、ＲＮＡ
ではウラシルとの対、およびシトシンとグアニンとの対）で互いに水素結合を形成する核
酸配列を指す。「相補体」は、互いにハイブリダイズすることができる一対の核酸配列の
部分または鎖のうちの１つでもよい。本願明細書において使用する核酸配列の「相補体」
は、必ずしもすべての部位に相補的な塩基対を有していなければならないわけではないが
、本願明細書に記載の中程度および／または高度にストリンジェントな条件下での核酸分
子とその相補体とのハイブリダイゼーションを可能にするのに十分な数の相補的な塩基対
を有する。
【００５４】
　本願明細書において使用する「捕捉オリゴヌクレオチド」という用語は、基材に結合し
、標的核酸分子上の相補的なヌクレオチド配列または遺伝子の位置を突き止める（すなわ
ち試料中でハイブリダイズする）ことができる核酸配列を含むオリゴヌクレオチドを指し
、従って標的核酸分子はハイブリダイゼーション後に捕捉オリゴヌクレオチドを介して基
材と結合する。適切であるが非限定的な捕捉オリゴヌクレオチドの例には、ＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、ＰＮＡ、ＬＮＡ、またはその組合せがある。捕捉オリゴヌクレオチドは天然の配列を
含んでいても合成配列を含んでいてもよく、修飾ヌクレオチドを有していても有していな
くてもよい。
【００５５】
　本発明の「検出プローブ」は、特定の核酸配列と相補的なヌクレオチド配列を含んでな
る１つまたは複数の検出オリゴヌクレオチドを結合させることができる任意の担体であっ
てよい。担体それ自体が標識として働いてもよいし、または検出可能な標識を含むか該標



(18) JP 2008-507296 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

識で修飾されてもよく、あるいは検出オリゴヌクレオチドがそのような標識を有していて
もよい。本発明の方法に適した担体には、限定するものではないが、ナノ粒子、量子ドッ
ト、デンドリマー、半導体、ビーズ、上方または下方に転換するリン光体、大きなタンパ
ク質、脂質、炭水化物、または十分なサイズの任意の適切な無機分子もしくは有機分子、
あるいはこれらの組合せがある。
【００５６】
　本願明細書において、「検出オリゴヌクレオチド（ｄｅｔｅｃｔｏｒ　ｏｌｉｇｏｎｕ
ｃｌｅｏｔｉｄｅ）」または「検出オリゴヌクレオチド（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｌｉｇ
ｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）」とは、標的核酸分子上の相補的なヌクレオチド配列または遺
伝子の位置を突き止める（すなわち試料中でハイブリダイズする）のに使用することがで
きる核酸配列を含む、本願明細書で定義するオリゴヌクレオチドである。適切であるが非
限定的な検出オリゴヌクレオチドの例には、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、ＬＮＡ、またはそ
の組合せがある。検出オリゴヌクレオチドは天然の配列を含んでいても合成配列を含んで
いてもよく、修飾ヌクレオチドを有していても有していなくてもよい。
【００５７】
　１実施形態では、捕捉オリゴヌクレオチドまたは検出オリゴヌクレオチドは、左側結合
部の、ｍｅｃＡ遺伝子カセットの一部および黄色ブドウ球菌挿入部位の一部と相補的な配
列を有する（すなわち、この相補的な配列は、挿入部位にまたがって挿入部位の一方の側
のｍｅｃＡ遺伝子カセット配列と他方の側の黄色ブドウ球菌遺伝子配列とにハイブリダイ
ズする）。特定の実施形態では、そのようなオリゴヌクレオチドは、配列番号１、配列番
号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列番号６、配列番号７、配列番号８、配
列番号９、または配列番号１０で示す配列を含む。
【００５８】
　本願明細書において、「ｍｅｃＡ遺伝子カセット」という用語は、ＳＣＣｍｅｃとして
定義される遺伝因子を指し、ＳＣＣｍｅｃは、イトウら（Ｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ．）の文献
（２００１年、Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．第４５巻、
ｐ．１３２３～１３３６）に記載のように、ｍｅｃＡ遺伝子を担持し、黄色ブドウ球菌ゲ
ノム中に挿入される。本願明細書において、「挿入部位」とは、ｍｅｃＡ遺伝子カセット
が黄色ブドウ球菌ゲノムにつながる部位であり、すなわち、挿入部位の一方の側がｍｅｃ
Ａ遺伝子カセット配列であり、他方の側が黄色ブドウ球菌の配列である。挿入部位は、本
願明細書に援用するイトウら（Ｉｔｏ　ｅｔ　ａｌ．）（２００１年、Ａｎｔｉｍｉｃｒ
ｏｂ．Ａｇｅｎｔｓ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ．第４５巻、ｐ．１３２３～１３３６）および
米国特許第６，１５６，５０７号明細書に記載されている。
【００５９】
　他の実施形態では、捕捉オリゴヌクレオチドまたは検出オリゴヌクレオチドは、黄色ブ
ドウ球菌ゲノム核酸配列の少なくとも一部と相補的な配列を有する。特定の実施形態では
、そのようなオリゴヌクレオチドは、配列番号１１、配列番号１２、配列番号１３、配列
番号１４、配列番号１５、配列番号１６、配列番号１７、配列番号１８、配列番号１９、
配列番号２０、配列番号２１、配列番号２２、または配列番号２３で示す核酸配列を含む
。
【００６０】
　本願明細書において、「標識」という用語は、光学的、電子的、光電子工学的、磁気的
、重力学的、音響学的、酵素的、あるいはその他の物理的または化学的な手段によって検
出することができる検出可能なマーカーを指す。「標識される（標識された）」という用
語は、そのような検出可能なマーカーを、例えば、放射標識ヌクレオチドの組み込み、ま
たは検出可能なマーカーのオリゴヌクレオチドへの結合により組み込むことを指す。
【００６１】
　本願明細書における「試料」とは、核酸を含み、本発明の方法で使用することができる
、任意の量の物質を指す。例えば、試料は、ヒト、動物、植物、菌類、酵母、細菌、ウイ
ルス、組織培養物またはウイルス培養物、あるいは上記の組合せに由来する生物学的な試
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料でもよいし、あるいは該生物学的な試料から抽出されてもよい。固形組織（例えば、骨
髄、リンパ節、脳、皮膚）、体液（例えば、血清、血液、尿、喀痰、精液またはリンパ液
）、骨格組織、または個々の細胞を含んでもよいし、またはそれらから抽出されてもよい
。あるいは、試料は、精製または部分的に精製された核酸分子、ならびに、例えば、本発
明の方法をうまく実施するのに適した条件を作るために使用する緩衝液および／または試
薬を含んでもよい。
【００６２】
　本発明の１実施形態では、試料中の標的核酸分子は、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＲＮＡ、発
現ＲＮＡ、プラスミドＤＮＡ、細胞の核酸、または細胞小器官（例えば、ミトコンドリア
）もしくは寄生体に由来する核酸、あるいはこれらの組合せを含んでもよい。
【００６３】
　他の実施形態では、試料中の標的核酸分子を増幅することができる。例えば、任意の目
的で本願明細書に援用するサムブルックら（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．）、２００
１年、「ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＭＡＮＵＡ
Ｌ」、第３版、コールドスプリングハーバー研究所出版局（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈ
ａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）［米国ニューヨーク州コールドスプリ
ングハーバー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）所在］に記載のように、核酸分
子を増幅する複数の方法が当技術分野で知られている。そのような方法には、例えば、ポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、ローリングサークル型増幅、および縮重プライマーを使
用する全ゲノム増幅がある。さらなる例示的な方法には、核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳ
ＢＡ）、およびキメラプライマーで開始する等温核酸増幅法（ＩＣＡＮ（商標）、タカラ
バイオ株式会社（Ｔａｋａｒａ　Ｂｉｏ　Ｉｎｃ）［日本国所在］）がある。当業者なら
、ＮＡＳＢＡがＲＮＡ標的またはＤＮＡ標的からＲＮＡを増幅する転写に基づく増幅方法
であり、例えば、ビオメリュー社（ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ）［オランダ国ボクステル（Ｂ
ｏｘｔｅｌ）所在］から入手可能であるプロトコールを使用して実行できることを認識す
るであろう。本発明の方法で有用な核酸分子のＰＣＲ増幅の特定の例は、例えば、その開
示をすべて本願明細書に援用する、米国特許第５，６２９，１５６号明細書、米国特許第
５，７５０，３３８号明細書、および米国特許第５，７８０，２２４号明細書に記載され
ている。
【００６４】
　本願明細書において、核酸分子の「生物学的複雑性」とは、例えば、本願明細書に援用
する、レビン（Ｌｅｗｉｎ）著「ＧＥＮＥ　ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　２、Ｓｅｃｏｎｄ　
Ｅｄｉｔｉｏｎ：Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ」、１９８０年、ジョ
ンウイリーアンドサンズ社（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ）［ニューヨーク
所在］に記載のように、核酸分子中に存在する非反復ヌクレオチド配列の数を指す。例え
ば、非反復配列を含む３０塩基の単純なオリゴヌクレオチドは複雑性が３０である。４，
２００，０００塩基対を含む大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）ゲノムは、本質的に反復配列を有し
ていないので、複雑性は４，２００，０００である。細菌ゲノムは通常約５００，０００
～約１０，０００，０００塩基対であり（カスジェンス（Ｃａｓｊｅｎｓ）、１９９８年
、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ．第３２巻、ｐ．３３９～７７）、それぞれ約５００，
０００～約１０，０００，０００の複雑性に相当する。メチシリン耐性黄色ブドウ球菌Ｍ
ＲＳＡ２５２のゲノムは、２，９０２，６１９塩基対のゲノムを有し（ＧｅｎＢａｎｋ（
登録商標）受入番号ＮＣ＿００２９５２）、メチシリン感受性黄色ブドウ球菌ＭＳＳＡ４
７６（ＧｅｎＢａｎｋ受入番号ＮＣ＿００２９５３）は、２，７９９，８０２塩基対のゲ
ノムを有する。黄色ブドウ球菌ゲノムは反復配列をほとんど有しておらず、全体的な複雑
性が約３，０００，０００である。それと対照的に、ヒトゲノムは３，０００，０００，
０００塩基対程度を有し、その多くが反復配列である（例えば、約２，０００，０００，
０００塩基対）。ヒトゲノムの全体的な複雑性（すなわち、非反復ヌクレオチドの数）は
、１，０００，０００，０００程度である。
【００６５】
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　ＤＮＡ分子などの核酸分子の複雑性は、異なる反復配列の数（すなわち、該核酸分子中
に存在する各々の異なる配列のコピー数）に依存しない。例えば、ＤＮＡが、長さａヌク
レオチドの配列を１つ、長さｂヌクレオチドの配列を５コピー、長さｃヌクレオチドの配
列を５０コピー有する場合、複雑性はａ＋ｂ＋ｃとなるが、配列ａの反復頻度は１、ｂは
５、ｃは１０となる。
【００６６】
　所与のＤＮＡ内の異なる配列の全長は、該ＤＮＡのＣ０ｔ１／２を算出することによっ
て、実験的に決定することが可能であり、下記の式：
　　Ｃ０ｔ１／２＝１／ｋ
で表される。
上記の式において、Ｃは時間ｔ１／２（反応が１／２終了したとき）で１本鎖であるＤＮ
Ａの濃度であり、ｋは速度定数である。Ｃ０ｔ１／２は、ＤＮＡの相補的な２つの鎖が半
分再会合するのに必要とされる値を表す。ＤＮＡの再会合は通常、１本鎖のままであるＤ
ＮＡの分画（Ｃ／Ｃ０）または再会合した分画（１－Ｃ／Ｃ０）を、Ｃ０ｔの対数に対し
てプロットしたＣｏｔ曲線の形で表される。Ｃｏｔ曲線は、１９６８年にブリテン（Ｂｒ
ｉｔｔｅｎ）およびコーネ（Ｋｏｈｎｅ）によって導入された（１９６８年、Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ第１６１巻、ｐ．５２９～５４０）。Ｃｏｔ曲線は、再会合している配列それぞれの
濃度が所与のＤＮＡの再生の速度を決定することを示している。これに対し、Ｃ０ｔ１／

２は、反応中に存在する異なる配列の全長を表すものである。
【００６７】
　ＤＮＡのＣ０ｔ１／２は、該ＤＮＡの複雑性に比例する。したがって、ＤＮＡの複雑性
の決定は、そのＣ０ｔ１／２を複雑性が既知である標準ＤＮＡのＣ０ｔ１／２と比較する
ことによって行うことができる。通常、ＤＮＡの生物学的複雑性の決定に使用する標準Ｄ
ＮＡは大腸菌ＤＮＡである。大腸菌ＤＮＡは、大腸菌ゲノム中のあらゆる配列が固有のも
のであると推定されるため、そのゲノムの長さ（４．２×１０６塩基対）と同一の複雑性
を有する。したがって、下記の式：
　　［Ｃ０ｔ１／２（任意のＤＮＡ）］／［Ｃ０ｔ１／２（大腸菌ＤＮＡ）］
　　　　　＝［複雑性（任意のＤＮＡ）］／４．２×１０６

を使用して、ＤＮＡの生物学的複雑性を決定することができる。
【００６８】
　特定の実施形態では、本発明は、ＰＣＲまたは特定のＤＮＡ配列を優先的に増幅する任
意の他の方法による酵素的な複雑性の低減を必要とせずに、ゲノムＤＮＡを含む試料中の
メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）の信頼性のある検出および識別（すなわち同
定）を行う方法を提供する。
【００６９】
　１実施形態では、本発明の方法は、１工程または２工程のハイブリダイゼーションを使
用して実現することができる。図２に１工程のハイブリダイゼーションの概略図を示す。
図３に２工程のハイブリダイゼーションの概略図を示す。２工程の方法では、ハイブリダ
イゼーション事象は２つの別々の反応中で起こる。第１に標的が捕捉オリゴヌクレオチド
と結合し、結合しなかった核酸をすべて除去した後、捕捉された標的核酸の第２の部分と
特異的に結合することができる検出プローブを供給する第２のハイブリダイゼーションが
行われる。
【００７０】
　２工程のハイブリダイゼーションが関与する本発明の方法は、反応が２工程で行われる
ため、第１のハイブリダイゼーション事象（すなわち、標的核酸分子の捕捉）の間、検出
プローブの特定の固有の特性（ナノ粒子プローブの高いＴｍや鋭敏な融解挙動など）の調
節を伴わずに行われる。第１の工程は所望の標的配列だけを捕捉するには十分にストリン
ジェントではないが、第１工程の適用によって、対象とする特定の配列がかなり濃縮され
る。したがって、次いで第２の工程（検出プローブの結合）を行って、標的核酸分子につ
いての所望の特異性が実現される。これら２つの識別ハイブリダイゼーション事象の組合
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せから、標的核酸分子についての全体的な特異性が可能となる。しかし、この優れた特異
性を実現するためには、非常にストリンジェントなハイブリダイゼーション条件が選択さ
れる。そのようなストリンジェントな条件下では、捕捉プローブによって少量の標的およ
び検出プローブしか捕捉されない。この標的の量は通常非常に少ないので、バックグラウ
ンド内に埋もれて標準的な蛍光の方法による検出を免れてしまう。したがって、適当に設
計された検出プローブを使用してこの少量の標的を検出することが本発明にとって極めて
重要である。本発明において記載される検出プローブの本質は、典型的には多数の検出オ
リゴヌクレオチドを含むように修飾されている担体部分に存し、このことによってこの検
出プローブのハイブリダイゼーション動態が促進される。第２に、該検出プローブはまた
、１つまたは複数の高感度な標識部分で標識され、このことによって、適当な検出機器と
併せて、少数の捕捉された標的－検出プローブの複合体の検出が可能となる。したがって
、このプロセスを機能させるのは、高感度な検出系と併せて、全ての因子を適切に調整す
ることである。
【００７１】
　本発明の２工程のハイブリダイゼーション法は、検出工程について本願明細書に記載し
た任意の検出プローブを使用する工程を含んでもよい。好ましい実施形態では、この方法
の第２の工程でナノ粒子プローブを使用する。ナノ粒子を使用し、第２のハイブリダイゼ
ーション工程でのストリンジェンシー条件が第１の工程と同じである場合、ナノ粒子プロ
ーブ上の検出オリゴヌクレオチドは、捕捉オリゴヌクレオチドより長くてもよい。したが
って、ナノ粒子プローブの固有の特徴（高いＴｍおよび鋭敏な融解挙動）に必要な条件は
不要である。
【００７２】
　本発明の適当に設計された捕捉オリゴおよび検出プローブと組み合わせた１工程および
２工程のハイブリダイゼーション法は、試料中のＭＲＳＡ核酸配列を検出する以前の方法
を超える、予期されない新たな利点をもたらす。具体的には、本発明の方法は、例えばポ
リメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に基づく検出方法において、必要に応じて、試料中の標的
の数を最大にし、同時に標的でない配列の相対的な濃度を低下させて、標的との結合の可
能性を高める増幅工程を必要とせず、かつ、それ自体固有の問題を有する放射性トレーサ
ーの使用も必要としない。事前に標的配列を増幅せずに特異的な検出を行うことは、非常
に大きな利点をもたらす。例えば、増幅は研究施設または診断施設からの汚染を生じるこ
とが多く、その結果偽陽性の試験結果が生じうる。ＰＣＲまたは他の標的増幅法は、特別
に訓練された人員、高価な酵素および特別な設備を必要とする。最も重要なことに、増幅
の効率は各標的配列およびプライマー対によって変化しうるので、ゲノム中に存在する標
的配列および／または標的配列の相対量の決定に誤りまたは失敗が生じうる。さらに、本
発明の方法は工程が少なく、したがって、核酸標的を検出するノーザンブロットアッセイ
およびサザンブロットアッセイなどのゲルに基づく方法より実施が容易でありかつ効率が
よい。
【００７３】
　１実施形態では、試料中のＭＲＳＡを検出する方法は、ａ）左側結合部の、ｍｅｃＡ遺
伝子カセットの一部および黄色ブドウ球菌挿入部位の一部と相補的な配列を有する捕捉オ
リゴヌクレオチドが結合した位置指定可能な基材を供給する工程と、ｂ）ＭＲＳＡ核酸配
列の少なくとも一部と相補的な配列を有する検出オリゴヌクレオチドを含む検出プローブ
を供給する工程と、ｃ）捕捉オリゴヌクレオチドとＭＲＳＡ核酸配列のハイブリダイゼー
ションおよび検出プローブとＭＲＳＡ核酸配列のハイブリダイゼーションに有効な条件下
で試料を基材および検出プローブと接触させる工程と、ｄ）捕捉オリゴヌクレオチドおよ
び検出プローブがＭＲＳＡ核酸配列とハイブリダイズしたかどうかを検出する工程と、か
らなる。
【００７４】
　他の実施形態では、事前の標的増幅または複雑性の低減を行わずに試料中の標的核酸配
列を検出する方法は、ａ）ＭＲＳＡ核酸配列の少なくとも一部と相補的な配列を有する捕
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捉オリゴヌクレオチドが結合した位置指定可能な基材を供給する工程と、ｂ）左側結合部
の、ｍｅｃＡ遺伝子の遺伝子カセットの一部および黄色ブドウ球菌挿入部位の一部と相補
的な配列を有する検出オリゴヌクレオチドを含む検出プローブを供給する工程と、ｃ）捕
捉オリゴヌクレオチドとＭＲＳＡ核酸配列のハイブリダイゼーションおよび検出プローブ
とＭＲＳＡ核酸配列のハイブリダイゼーションに有効な条件下で試料を基材および検出プ
ローブと接触させる工程と、ｄ）捕捉オリゴヌクレオチドおよび検出プローブがＭＲＳＡ
核酸配列とハイブリダイズしたかどうかを検出する工程と、からなる。
【００７５】
　他の実施形態では、検出可能となるように検出オリゴヌクレオチドを標識することがで
きる。ポリヌクレオチドを標識する様々な方法が当技術分野で知られ、本願明細書で開示
される方法において有利に使用することができる。特定の実施形態では、本発明の検出可
能な標識は、蛍光性、発光性、ラマン活性、リン光性、放射性であってもよいし、散乱光
中で有効であってもよいし、固有の質量を有するものでもよく、あるいは他のものは何ら
かの他の容易かつ特異的に検出可能な物理的または化学的特性を有し、前記の検出可能な
特性を高めるために、標識を凝集させてもよいし、または標識を１つもしくは複数コピー
としてデンドリマー、分子凝集物、量子ドットやビーズなどの担体と結合させてもよい。
標識は、例えば、光学的、電子的、音響学的、音響光学的、重力学的、電気化学的、酵素
的、化学的、ラマン法の、または質量分析的な手段によって検出を可能にする。
【００７６】
　１実施形態では、本発明の検出プローブは、検出オリゴヌクレオチドが結合したナノ粒
子プローブでもよい。ナノ粒子は、そのサイズに由来する固有の物理的化学的特性のため
に強い関心の対象となっている。その特性により、ナノ粒子は、従来の検出方法よりも感
度がよく、特異的が高く、費用効率が良い新たな種類の生物学的センサーを開発する有望
な経路を提供するものである。ナノ粒子を合成する方法およびその得られた特性を研究す
る方法が、過去１０年にわたって広く開発されてきた（クラブンデ（Ｋｌａｂｕｎｄｅ）
編、「Ｎａｎｏｓｃａｌｅ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、ウィリ
ーインターサイエンス社（Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ）、２００１年）。し
かし、生物学的検出におけるその使用は、これら２つの異質な物質の本質的な不適合性に
起因して、対象とする生物学的分子でナノ粒子を官能化する堅牢な方法がないことから限
定されていた。修飾されたオリゴヌクレオチドでナノ粒子を官能化する高度に有効な方法
が開発された。その全体を本願明細書に援用する米国特許第６，３６１，９４４号明細書
および同第６，４１７，３４０号明細書（譲受人：ナノスフェアー　インコーポレイテッ
ド（Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ．））を参照されたい。その方法は、オリゴヌクレオ
チドで濃密に官能化され、驚くべき粒子安定性およびハイブリダイゼーション特性を有す
るナノ粒子をもたらす。得られたＤＮＡ修飾粒子はまた、高濃度の電解質を含む溶液中で
のその安定性、遠心分離または凍結に対する安定性、および加熱と冷却とを反復したとき
の温度安定性によって示されるように、非常に頑強であることも証明されている。この装
荷方法はまた、制御可能かつ調整可能でもある。異なるサイズおよび組成のナノ粒子を官
能化し、該ナノ粒子上へのオリゴヌクレオチド認識配列の装荷を上記装荷方法で制御する
ことができる。適切であるが非限定的なナノ粒子の例には、いずれもその全体を本願明細
書に援用する、米国特許第６，５０６，５６４号明細書；国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０
２／１６３８２号；２００３年５月７日に出願された米国特許出願第１０／４３１，３４
１号明細書；および国際特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ０３／１４１００号に記載されているも
のがある。
【００７７】
　ＤＮＡ修飾ナノ粒子、特にＤＮＡ修飾金ナノ粒子プローブを調製するための上記の装荷
方法から、オリゴヌクレオチドの新たな比色検出の方式が開発されるに至った。この方法
は、２つの金ナノ粒子プローブと、対象とするＤＮＡ標的の２つの別々の領域とのハイブ
リダイゼーションに基づいている。各プローブが、同じ配列を有する複数のオリゴヌクレ
オチドで官能化されているので、標的の結合により、十分な標的が存在すれば標的ＤＮＡ
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／金ナノ粒子プローブ凝集物が形成される。ＤＮＡ標的の認識の結果、粒子同士の粒子間
距離の短縮による比色上の変化が生じる。この比色上の変化は、ＵＶ－可視光分光光度計
で光学的に、または裸眼で視覚的に確認することができる。さらに、溶液が膜上で濃縮さ
れれば、この色が強くなる。したがって、単純な比色上の変化によって、特定のＤＮＡ配
列の有無に関する証拠がもたらされる。このアッセイを使用して、フェムトモル量および
ｎＭ濃度のモデルＤＮＡ標的、およびポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で増幅された核酸
配列が、ゲノムＤＮＡを伴った状態でも同様に検出された（ストルホフ（Ｓｔｏｒｈｏｆ
ｆ　ｅｔ　ａｌ．）ら、２００４年、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　第２
２巻、ｐ．８８３～７）。重要なことに、金プローブ／ＤＮＡ標的複合体が極度に鋭敏な
融解変化を示し、それによって該複合体がＤＮＡ標的に対する特異性の高い標識となるこ
とが実証されている。モデル系では、色および温度に基づくスポット試験を介して、また
は分光光度分析で凝集物の融解変化をモニターすることにより、１塩基の挿入、欠失、ま
たはミスマッチが容易に検出可能であった（ストルホフ（Ｓｔｏｒｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ
．）ら、１９９８年、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．第１２０巻、ｐ．１９５９）。例え
ば、米国特許第５，５０６，５６４号明細書も参照されたい。
【００７８】
　鋭敏な融解変化により、ミスマッチな標的の存在下でも、非常に高いストリンジェンシ
ー（例えば、プローブ／標的の完全な整合の融解温度より１度だけ低い）の下でハイブリ
ダイゼーションおよび検出を行えば、完全に整合する標的を検出することができた。分子
蛍光体標識で観察される融解変化など、融解変化がより幅広い場合は、融解温度に近い温
度でハイブリダイゼーションおよび検出を行うと、プローブ／標的複合体の部分的な融解
によるシグナルの著しい減少からもたらされる感度の低下、ならびにミスマッチなプロー
ブ／標的複合体の部分的なハイブリダイゼーションによりもたらされるミスマッチなプロ
ーブのシグナルに起因する特異性の低下が生じるであろうことに留意することが重要であ
る。したがって、ナノ粒子プローブは、核酸検出法について特異性の高い検出を提供する
ものである。
【００７９】
　本願明細書において、ナノ粒子プローブ、特に金ナノ粒子プローブは、驚くべきことに
、かつ思いがけないことに、増幅を伴っても伴わなくても、ゲノムＤＮＡ、細菌ＤＮＡを
含む試料中のＭＲＳＡの直接検出に適している。第１に、ナノ粒子オリゴヌクレオチド検
出プローブで観察される極度に鋭敏な融解変化から、ヒトゲノムＤＮＡのバックグラウン
ド中でも単一塩基の識別を可能にする先例のない驚くべきアッセイの特異性が得られる。
第２に、ＤＮＡマイクロアレイに基づくアッセイにおける、銀を用いるシグナル増幅手法
はさらに、非常に高い感度の向上をもたらすことができる。
【００８０】
　ナノ粒子は、例えば、光学スキャナまたは平台式スキャナを使用して、本発明の方法で
検出することができる。スキャナは、グレースケール測定値を算出することが可能なソフ
トウェアを搭載したコンピュータと連結することが可能であり、検出した核酸の量を定量
的に測定するためにグレースケール測定値が算出される。
【００８１】
　適切なスキャナには、反射形式で操作することができる、コンピュータ内へ文書を走査
するために使用するもの（例えば、平台式スキャナ）、この機能を発揮することができる
か、または同じ種類の光学部品を利用する他の装置、任意の種類のグレースケールを感知
する測定装置、および本発明に従って基材を走査するように改変されている標準的なスキ
ャナ（例えば、基材用の保持器を備えるように改変された平台式スキャナ）（現時点では
、透過形式で作動するスキャナを使用できる可能性は見出されていない）がある。スキャ
ナの解像度は、基材上の反応領域がスキャナの単一画素より大きくなるように十分でなけ
ればならない。アッセイによって生じた検出可能な変化を、基材を背景として観察するこ
とができれば、任意の基材とともにスキャナを使用することができる（例えば、銀染色に
よって生じるような灰色のスポット（グレースポット）は、白色のバックグラウンドに対
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して観察することはできるが、灰色のバックグラウンドに対して観察することはできない
）。スキャナは、白黒スキャナでもよいし、あるいは、好ましくはカラースキャナでもよ
い。
【００８２】
　最も好ましくは、スキャナは、コンピュータ内へ文書を走査するのに使用する種類の標
準的なカラースキャナである。そのようなスキャナは安価であり、商業的に容易に入手可
能である。例えば、エプソン社（Ｅｐｓｏｎ）のＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｒ）６３６（６
００×６００ｄｐｉ）、ユーマックス社（ＵＭＡＸ）のＡｓｔｒａ　１２００（３００×
３００ｄｐｉ）、またはマイクロテック（Ｍｉｃｒｏｔｅｃ）１６００（１６００×１６
００ｄｐｉ）を使用することができる。該スキャナを、基材を走査することによって得ら
れた画像を処理するソフトウェアを搭載したコンピュータと連結する。該ソフトウェアは
、アドビ社（Ａｄｏｂｅ）のＰｈｏｔｏｓｈｏｐ（Ｒ）５．２やコーレル社（Ｃｏｒｅｌ
）のＰｈｏｔｏｐａｉｎｔ（Ｒ）８．０などの商業的に容易に入手可能な標準的なソフト
ウェアでよい。グレースケール測定値の算出にソフトウェアを使用することにより、アッ
セイの結果を定量する手段がもたらされる。
【００８３】
　ソフトウェアはまた、着色スポットに色番号を提供することもでき、走査結果の画像（
例えば、プリントアウト）を作成してこれを再検討して、核酸の存在、核酸の量またはそ
の両方を定量的に決定することができる。さらに、陽性結果を表す色から陰性結果を表す
色を差し引くことによって、アッセイの感度を上昇させることができることが分かってい
る。
【００８４】
　コンピュータは、商業的に容易に入手可能である標準的なパーソナルコンピュータでよ
い。したがって、標準的なソフトウェアを搭載した標準的なコンピュータと連結した標準
的なスキャナを使用することによって、アッセイを基材上で行うとき、核酸を検出し定量
する、便利で、簡単で、安価な手段をもたらすことができる。走査結果をコンピュータに
保存して、さらに参照または使用するための結果の記録を維持することもできる。もちろ
ん、必要に応じて、より洗練された機器およびソフトウェアを使用することもできる。
【００８５】
　銀染色は、銀の還元を触媒する任意の種類のナノ粒子を用いて使用することができる。
貴金属（例えば、金および銀）から作製されるナノ粒子が好ましい。バッセルら（Ｂａｓ
ｓｅｌｌ，ｅｔ　ａｌ．）、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、第１２６巻、ｐ．８６３～８７
６（１９９４年）；ブラウン－ハウランドら（Ｂｒａｕｎ－Ｈｏｗｌａｎｄ　ｅｔ　ａｌ
．）、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、第１３巻、ｐ．９２８～９３１（１９９２年）を参
照されたい。核酸の検出に使用するナノ粒子が銀の還元を触媒しない場合、銀イオンが核
酸と複合体を形成して還元を触媒することができる。ブラウンら（Ｂｒａｕｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．）、Ｎａｔｕｒｅ、第３９１巻、ｐ．７７５（１９９８年）を参照されたい。また、
核酸上のリン酸基と反応することができる銀染色も知られている。
【００８６】
　銀染色を使用して、上記に記載のものを含めた、基材上で行う任意のアッセイにおいて
、検出可能な変化を生じさせるかまたは促進することができる。具体的には、銀染色は、
一種類のナノ粒子を使用するアッセイの感度の大きな上昇をもたらし、その結果、ナノ粒
子の層、凝集プローブおよびコアプローブを使用せずにすむ場合が多いことが分かってい
る。
【００８７】
　他の実施形態では、基材に結合したオリゴヌクレオチドを２つの電極の間に位置付けて
、ナノ粒子を電気の伝導体である物質から作製し、かつ本発明の方法の工程（ｄ）に、電
気伝導度の変化を検出する工程を含めることもできる。さらに他の実施形態では、それぞ
れが異なる標的核酸配列を認識することができる複数のオリゴヌクレオチドをアレイ状の
スポットとして基材に結合させ、オリゴヌクレオチドの各スポットを２つの電極の間に位



(25) JP 2008-507296 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

置付け、ナノ粒子を電気の伝導体である物質から作製し、かつ本発明の方法の工程（ｄ）
に、電気伝導度の変化を検出する工程を含める。電極を、例えば、金から作製することが
でき、ナノ粒子を金から作製する。あるいは、基材を銀染色液と接触させて、電気伝導度
の変化を生じさせることもできる。
【００８８】
　特定の実施形態では、試料中の核酸分子は、増幅させた核酸分子より生物学的複雑性が
高い。当業者なら、例えば、本願明細書に援用するレビン（Ｌｅｗｉｎ）著「ＧＥＮＥ　
ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　２、Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ：Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　Ｃ
ｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ」、１９８０年、ジョンウイリーアンドサンズ社（Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ）［ニューヨーク所在］に記載の方法を使用して、標的核酸配
列の生物学的複雑性を容易に決定することができる。
【００８９】
　ハイブリダイゼーション動態は、反応相手（すなわちハイブリダイズしなければならな
い鎖）の濃度に絶対的に依存する。細胞試料から抽出した所与の量のＤＮＡでは、ゲノム
ＤＮＡ、ミトコンドリアＤＮＡ（存在する場合）、および染色体外因子のＤＮＡ（存在す
る場合）の全ＤＮＡ量は、わずか数μｇである。したがって、ハイブリダイズする反応相
手の現実の濃度は、これらの反応相手のサイズおよび抽出したＤＮＡの複雑性に依存する
ことになる。例えば、単一ゲノム当たり１コピーで存在する３０塩基の標的配列は、異な
る複雑性を有する異なる供給源由来のＤＮＡ試料を比較すると、異なる濃度で存在する。
例えば、全ヒトＤＮＡ１μｇにおける同じ標的配列の濃度は、１μｇの細菌ＤＮＡ試料中
の約１０００分の１であり、小プラスミドＤＮＡ１μｇの試料の約１，０００，０００分
の１となる。
【００９０】
　１実施形態では、ハイブリダイゼーション条件は、例えば下記の実施例で示すように、
標的核酸が５０，０００以上の生物学的複雑性を有する核酸試料の一部である場合でも、
捕捉オリゴヌクレオチドおよび／または検出オリゴヌクレオチドと前記標的核酸配列との
特異的かつ選択的なハイブリダイゼーションに有効であり、該特異的かつ選択的ハイブリ
ダイゼーションによって１塩基のミスマッチが検出可能である。
【００９１】
　本発明の方法をさらに使用して、生物学的な微生物（例えば、ブドウ球菌）の特定の種
を同定し、かつ／または抗生物質耐性を付与する遺伝子（例えば、抗生物質メチシリンに
対する耐性を付与するｍｅｃＡ遺伝子）を検出することができる。
【００９２】
　他の実施形態では、本発明は、左側結合部におけるｍｅｃＡ遺伝子カセットの一部およ
びｍｅｃＡ遺伝子を含む黄色ブドウ球菌の挿入部位と結合するオリゴヌクレオチド配列、
ならびにこれらの配列を使用するキットを提供する。これらの配列は、ブドウ球菌種、ま
たはいくつかの形の抗生物質耐性を引き起こすｍｅｃＡ遺伝子に対して、感度が高いと同
時に選択的でもあるように設計されている。
【００９３】
　本発明はまた、配列番号１、配列番号２、配列番号３、配列番号４、配列番号５、配列
番号６、配列番号７、配列番号８、配列番号９、または配列番号１０で示す配列を含む少
なくとも１つのオリゴヌクレオチドと、生物学的試料中のメチシリン耐性黄色ブドウ球菌
（ＭＲＳＡ）の検出に有用な他の試薬とを含むキットにも関する。そのような試薬は、検
出可能な標識、ブロッキング処理用血清、陽性および陰性対照試料、ならびに検出試薬を
含んでもよい。
【００９４】
　［実施例］
　下記の例示的な実施例により、本発明をさらに実証する。実施例は例示の目的で提供さ
れるものであり、本発明をどのような形にも限定しないものとする。これらの実施例にお
いて、すべての割合（％）は、固体の場合は重量％、液体の場合は体積％であり、すべて
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の温度は、別段に示さない限り、摂氏度数で示す。
【実施例１】
【００９５】
　ナノ粒子プローブを使用する、増幅していないゲノムＤＮＡ中のＳＮＰを同定するため
の１工程および２工程のハイブリダイゼーション法
　その全体を本願明細書に援用する、１９９７年７月２１日に出願された国際出願第ＰＣ
Ｔ／ＵＳ９７／１２７８３号；２０００年６月２６日に出願された国際出願第ＰＣＴ／Ｕ
Ｓ００／１７５０７号；２００１年１月１２日に出願された国際出願第ＰＣＴ／ＵＳ０１
／０１１９０号に記載の手順を使用して、標的のメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳ
Ａ）配列を検出する金ナノ粒子－オリゴヌクレオチドプローブを調製した。図４に、ＭＲ
ＳＡ（メチシリン耐性黄色ブドウ球菌）またはＭＳＳＡ（メチシリン感受性黄色ブドウ球
菌）捕捉プローブオリゴヌクレオチドを有するＤＮＡマイクロアレイを用いた、標的ＤＮ
Ａ検出用の、オリゴヌクレオチドが結合した金ナノ粒子プローブの使用を概念的に示す。
ナノ粒子に結合したオリゴヌクレオチドの配列は、標的の配列の一部分と相補的であり、
基材に結合した捕捉オリゴヌクレオチドの配列は、標的配列の他の部分と相補的である。
ハイブリダイゼーション条件下で、ナノ粒子プローブ、捕捉プローブ、および標的配列が
結合して複合体を形成する。得られた複合体のシグナル検出は、従来の銀染色で促進する
ことができる。
【００９６】
　（ａ）金ナノ粒子の調製
　フレンス（Ｆｒｅｎｓ）、１９７３年、Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｈｙｓ．Ｓｃｉ．、第２４１
巻、ｐ．２０およびグラバー（Ｇｒａｂａｒ）、１９９５年、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．第６
７巻、ｐ．７３５に記載のように、クエン酸塩を用いたＨＡｕＣｌ４の還元によって、金
コロイド（直径１３ｎｍ）を調製した。簡潔に述べると、すべてのガラス器具を王水（Ｈ
Ｃｌ３部、ＨＮＯ３一部）中で洗浄し、Ｎａｎｏｐｕｒｅ（Ｒ）Ｈ２Ｏですすぎ、使用前
にオーブン乾燥させた。ＨＡｕＣｌ４およびクエン酸ナトリウムは、アルドリッチケミカ
ルカンパニー社（Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ）から購入した。
ＨＡｕＣｌ４水溶液（１ｍＭ、５００ｍＬ）を撹拌しながら還流した。次いで、３８．８
ｍＭのクエン酸ナトリウム（５０ｍＬ）を迅速に添加した。溶液の色が淡黄色から暗紅色
に変化し、還流は１５分間継続した。室温まで冷却した後、この赤色の溶液をミクロンセ
パレーションズインコーポレイテッド社（Ｍｉｃｒｏｎ　Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ　Ｉｎ
ｃ．）の１ミクロンフィルターに通して濾過した。ヒューレットパッカード（Ｈｅｗｌｅ
ｔｔ　Ｐａｃｋａｒｄ）８４５２Ａダイオードアレイ分光光度計を使用したＵＶ－可視光
分光分析、および日立（Ｈｉｔａｃｈｉ）８１００透過電子顕微鏡を使用した透過電子顕
微鏡法（ＴＥＭ）によって、Ａｕコロイドを特徴付けた。直径１５ｎｍの金粒子は、１０
～３５ヌクレオチドの範囲の標的およびプローブオリゴヌクレオチド配列とともに凝集さ
せると、眼に見える色の変化を生じる。
【００９７】
　（ｂ）オリゴヌクレオチドの合成
　ＭＲＳＡのＤＮＡ配列の特定の標的セグメントと相補的となるように設計された捕捉プ
ローブオリゴヌクレオチドを、ホスホロアミダイト化学法［エクスタイン　エフ（Ｅｃｋ
ｓｔｅｉｎ，Ｆ．）（編）「ＯＬＩＧＯＮＵＣＬＥＯＴＩＤＥＳ　ＡＮＤ　ＡＮＡＬＯＧ
ＵＥＳ：Ａ　ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ　ＡＰＰＲＯＡＣＨ」、（アイアールエルプレス社（Ｉ
ＲＬ　Ｐｒｅｓｓ）、英国オックスフォード（Ｏｘｆｏｒｄ）所在、１９９１年）］を用
いるシングルカラム形式で、ＡＢＩ８９０９ＤＮＡ合成機を使用して、１マイクロモルス
ケールで合成した。捕捉配列には、アレイ化工程の間に基材に共有結合させるための活性
基として働く、いずれかの３’－アミノ修飾体を含めた。ＤＮＡ合成に関する下記の標準
的なプロトコールによってオリゴヌクレオチドを合成した。３’－アミノ修飾体が固体支
持体に結合しているカラム、標準的なヌクレオチドホスホロアミダイトおよび試薬は、グ
レンリサーチ社（Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）［米国バージニア州スターリング（Ｓｔ
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ｅｒｌｉｎｇ）所在］から入手した。最終的なジメトキシトリチル（ＤＭＴ）保護基は、
精製を援助するためオリゴヌクレオチドから切断しなかった。合成後、アンモニア水を使
用してＤＮＡを固体支持体から切断し、その結果、３’末端に遊離アミンを含むＤＮＡ分
子が得られた。逆相カラム（バイダック社（Ｖｙｄａｃ））を装備したアジレント（Ａｇ
ｉｌｅｎｔ）１１００シリーズの機器で、０．０３ＭのＥｔ３ＮＨ＋ＯＡｃ－緩衝液（Ｔ
ＥＡＡ）、ｐＨ７を、９５％ＣＨ３ＣＮ／５％ＴＥＡＡの１％／分の勾配で使用すること
により、逆相ＨＰＬＣを実施した。流速は１ｍＬ／分とし、２６０ｎｍでＵＶ検出を行っ
た。緩衝液の回収および蒸発の後、８０％酢酸で室温にて３０分間処理することにより、
オリゴヌクレオチドからＤＭＴを切断した。次いで、該溶液を乾固状態近くまで蒸発させ
、水を添加し、該オリゴヌクレオチド水溶液から酢酸エチルを使用して切断されたＤＭＴ
を抽出した。２６０ｎｍでの吸光度によりオリゴヌクレオチドの量を決定し、分析用逆相
ＨＰＬＣにより最終的な純度を評価した。
【００９８】
　ＭＲＳＡ遺伝子のアッセイで使用する捕捉配列を下記の表１に示す。ＭＲＳＡ遺伝子の
検出用に設計された検出プローブオリゴヌクレオチドは、５’末端にステロイドジスルフ
ィドリンカーを含み、その後に認識配列が続いている。プローブの配列も下記の表１に示
す。
【００９９】
【表１】

【０１００】
　プローブオリゴヌクレオチドの合成は、捕捉プローブについて記載した方法に下記の改
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変を加えて行った。第１に、アミノ修飾体カラムの代わりに、認識配列の３’－末端を反
映する適当なヌクレオチドを備えた支持体を使用した。第２に、ステロイドジスルフィド
を含む修飾ホスホロアミダイトを使用することによって、カップリング工程で５’－末端
のステロイド環ジスルフィドを導入した（その開示全体を本願明細書に援用する、レッチ
ンガーら（Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．）、２０００年、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔ
ｅ　Ｃｈｅｍ．第１１巻、ｐ．２８９～２９１および国際出願第ＰＣＴ／ＵＳ０１／０１
１９０号（ナノスフェアー　インコーポレイテッド社（Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ．
））を参照）。ホスホロアミダイト試薬は、以下のように調製することができる：エピア
ンドロステロン（０．５ｇ）、１，２－ジチアン－４，５－ジオール（０．２８ｇ）、お
よびｐ－トルエンスルホン酸（１５ｍｇ）のトルエン（３０ｍＬ）溶液を、水を除去する
条件下で７時間還流した（ディーンスターク（Ｄｅａｎ　Ｓｔａｒｋ）装置）；次いで、
減圧下でトルエンを除去し、残留物を酢酸エチル中に溶解させた。この溶液を水で洗浄し
、硫酸ナトリウムで脱水し、シロップ状の残留物になるまで濃縮し、ペンタン／エーテル
中で１晩置いた後、白色固体としてステロイド－ジチオケタール化合物（４００ｍｇ）を
得た；Ｒｆ（ＴＬＣ、シリカプレート、溶離液としてエーテル）０．５；比較のために、
同じ条件下で得られたエピアンドロステロンおよび１，２－ジチアン－４，５－ジオール
のＲｆ値は、それぞれ０．４および０．３である。ペンタン／エーテルからの再結晶化に
よって、ｍｐ１１０～１１２℃の白色粉末が得られた；１Ｈ　ＮＭＲ、δ３．６（１Ｈ，
Ｃ３ＯＨ）、３．５４－３．３９（２Ｈ，ｍ　２ＣＯＨ／ジチアン環）、３．２－３．０
（４Ｈ，ｍ　２ＣＨ２Ｓ）、２．１－０．７（２９Ｈ，ｍ　ステロイドＨ）；質量スペク
トル（ＥＳ＋）：Ｃ２３Ｈ３６Ｏ３Ｓ２（Ｍ＋Ｈ）の計算値　４２５．２１７９、実測値
　４２５．２１５１；（Ｃ２３Ｈ３７Ｏ３Ｓ２）Ｓの分析：計算値　１５．１２、実測値
　１５．２６。ステロイド－ジスルフィドケタールホスホロアミダイト誘導体を調製する
ために、ステロイド－ジチオケタール（１００ｍｇ）をＴＨＦ（３ｍＬ）中に溶解させ、
ドライアイスアルコール槽で冷却した。Ｎ，Ｎ－ジイソプロピルエチルアミン（８０μＬ
）およびβ－シアノエチルクロロジイソプロピルホスホロアミダイト（８０μＬ）を連続
して添加した；次いで混合物を室温まで温め、２時間撹拌し、酢酸エチル（１００ｍＬ）
と混合し、５％ＮａＨＣＯ３水溶液および水で洗浄し、硫酸ナトリウムで脱水し、濃縮乾
固した。残留物を最小量のジクロロメタン中に溶解させ、ヘキサンの添加により－７０℃
で沈殿させ、真空下で乾燥させた；収量１００ｍｇ；３１Ｐ　ＮＭＲ　１４６．０２。Ｄ
ＮＡ合成が終了した後、エピアンドロステロン－ジスルフィドが連結したオリゴヌクレオ
チドをアンモニア水条件下で支持体から脱保護し、上記に記載のように逆相カラムを使用
するＨＰＬＣで精製した。
【０１０１】
　（ｃ）オリゴヌクレオチドと金ナノ粒子の結合
　プローブは、最終体積２ｍＬで、最初に４μＭのオリゴヌクレオチド溶液を１５ｎｍの
クエン酸塩安定化金ナノ粒子コロイドの約１４ｎＭ溶液とともに２４時間インキュベート
することにより調製した。この調製物の塩濃度を、室温で４０時間にわたって０．８Ｍま
で徐々に上昇させた。得られた溶液を０．２μｍのセルロースアセテートフィルターに通
し、１３，０００Ｇで２０分間遠心することによってナノ粒子プローブをペレットにした
。上清を除去した後、ペレットを水中に再懸濁させた。最終工程で、プローブ溶液を再度
ペレットにし、プローブ貯蔵用緩衝液（１０ｍＭ　リン酸、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．
０１％（ｗ／ｖ）ＮａＮ３）中に再懸濁させた。５２０ｎｍでの吸光度に基づいて濃度を
概算した後、濃度を１０ｎＭに調整した（ε＝２．４×１０８Ｍ－１ｃｍ－１）。
【０１０２】
　ＭＲＳＡのＤＮＡに特異的な下記のナノ粒子－オリゴヌクレオチド結合体を、金ナノ粒
子がエピアンドロステロンジスルフィド基を介して適当なオリゴヌクレオチドの５’末端
と結合するように調製した。
【０１０３】
　（ｄ）ＤＮＡマイクロアレイの調製
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　ＮｏＡｂ（ノアブ・バイオディスカバリーズ社（ＮｏＡｂ　Ｂｉｏｄｉｓｃｏｖｅｒｉ
ｅｓ）［カナダ国オンタリオ州ミシソーガ（Ｍｉｓｓｉｓｓａｕｇａ）所在］）またはＣ
ｏｄｅＬｉｎｋ（商標）（アマシャムバイオサイエンス社（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ）［米国ニュージャージー州ピスカタウェイ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ）所
在］）の修飾顕微鏡スライド上に、ゲノミックソルーションズプロシスガントリー（Ｇｅ
ｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　Ｐｒｏｓｙｓ（商標）Ｇａｎｔｒｙ）（ゲノミックソ
ルーションズ社（Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ）［米国ミシガン州アンアーバー
（Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ）所在］）を用いて、ＳｙｎＱｕａｄ（商標）非接触型分注ノズル
またはテレケムステルスＳＭＰ３（Ｔｅｌｅｃｈｅｍ　Ｓｔｅａｌｔｈ　ＳＭＰ３）（テ
レケムインターナショナル社（Ｔｅｌｅｃｈｅｍ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）［米国
カリフォルニア州サニーベール（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ）所在］）スプリットピンによりア
レイをプリントした。各アレイ上の各スポットは、プリント後に直径２００～４００μｍ
であった。スライドの種類または分注方法とは無関係に、アミン修飾オリゴヌクレオチド
を１５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ８．５）中で約１００μＭに懸濁させた。スライド
を低湿度（相対湿度＜３０％）でアレイ化し、その後保湿チャンバ（相対湿度＞７０％）
中で約１８時間再水和した。次いでスライドを乾燥させ、洗浄して過剰なオリゴヌクレオ
チドを除去し、使用するまでキャビネット型乾燥器（相対湿度＜２０％）中で貯蔵した。
各スライド上で複数のハイブリダイゼーション実験が可能となるように、アレイ化スポッ
トの配置を設計し、その全体を本願明細書に援用する２００３年４月２１日に出願された
米国特許出願第１０／３５２，７１４号明細書に記載の方法を使用して、スライドを別々
の試験用ウェルに区分することによって実現された。捕捉体はそれぞれ３連でスポット化
した。スライドのアレイ化後の工程については、製造業者が推奨するプロトコールに従っ
た。
【０１０４】
　（ｅ）ハイブリダイゼーション
　ＭＲＳＡ検出アッセイの手順
　その全体を本願明細書に援用する、２００３年１２月１２日に出願された米国特許出願
第１０／７３５，３５７号明細書中に概略的に記載されているプロトコールを使用するこ
とによって、ＭＲＳＡ検出を行った。具体的には、ＭＲＳＡアッセイの手順を下記の通り
に行った。各細菌試料由来の超音波破砕した精製ゲノムＤＮＡを、最初に９５℃で９０秒
間変性させ、次いで、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、０．０５％トゥイーン２０（Ｔ
ｗｅｅｎ２０）、およびナノ粒子プローブの複合混合物（２５０ｐＭ）を含む緩衝液中で
、最終体積を５０μｌとして、４０℃で３０分間ハイブリダイズさせた。スライドを０．
５ＭのＮａＮＯ３中で洗浄し、銀現像液（ナノスフェアー　インコーポレイテッド社（Ｎ
ａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ）［米国イリノイ州ノースブルック（Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ
）所在］）を使用して室温で３分間シグナルを現像した。あるいは、銀染色工程について
のシグマ社（Ｓｉｇｍａ）のプロトコールに従って、２つの市販の銀増感液（カタログ番
号５５０２０および５５１４５、シグマコーポレーション社（Ｓｉｇｍａ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ）［米国ミズーリ州セントルイス（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ）所在］）を新たに混合
した１：１の混合物試料に室温で５分間さらすことによりシグナルを得ることもできる。
スライドを空気乾燥させ、次いで、Ｖｅｒｉｇｅｎｅ（商標）（ナノスフェアー　インコ
ーポレイテッド社（Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ）［米国イリノイ州ノースブルック（
Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ）所在］）を使用してスライドを走査し画像化した。
【実施例２】
【０１０５】
　金ナノ粒子プローブを用いた、細菌ゲノムＤＮＡからのＭＲＳＡの検出
　この実施例では、アレイ形式の金ナノ粒子に基づく検出を使用してＭＲＳＡ配列を検出
する方法を説明する。表１に示すオリゴヌクレオチド捕捉プローブを有するマイクロアレ
イプレートを、表１に示すオリゴヌクレオチド検出プローブで標識した金ナノ粒子ととも
に使用した。マイクロアレイプレート、捕捉プローブ、および検出プローブは、実施例１



(30) JP 2008-507296 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

に記載の通りに調製した。
【０１０６】
　（ａ）標的ＤＮＡの調製
　２９個のメチシリン耐性コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（ＣｏＮＳ）試料および１９個の
黄色ブドウ球菌試料を、エバンストンノースウェスタンヘルスケア病院（Ｅｖａｎｓｔｏ
ｎ　Ｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ）、［米国イ
リノイ州６０２０１、エバンストン（Ｅｖａｎｓｔｏｎ）、エバンストンホスピタル（Ｅ
ｖａｎｓｔｏｎ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ）所在］からスワブとして受け取った。該スワブを使
用して、トリプチックソイブロス（Ｔｒｙｐｔｉｃ　Ｓｏｙ　Ｂｒｏｔｈ）（ＴＳＢ）入
りの２ｍｌ管に接種し、これを３７℃で１晩増殖させた。
【０１０７】
　１白金耳量の１晩培養物を（ａ）個々のコロニー増殖用の５％ヒツジ血液寒天プレート
上、ならびに（ｂ）メチシリン耐性試験用の６ｍｃｇ／ｍＬのオキサシリンを含むマンニ
トール塩寒天プレートの４分円上、に画線した。プレートを３７℃で２４時間インキュベ
ートした。コロニーの形態および溶血パターンを各試料について記録した。
【０１０８】
　１試料だけが、血液寒天上で混合形態のコロニーを示した。８個の試料が混合溶血パタ
ーンを有するコロニーを示した。１２個の試料（２個がＣｏＮＳに分類され、１０個が黄
色ブドウ球菌に分類される）が、オキサシリン含有寒天上で著しい増殖を示した。これら
をメチシリン耐性とした。５個の試料がオキサシリン含有寒天上で非常に限局した増殖ま
たは極小点のコロニーを示し、これらをメチシリン半耐性とし、３０℃に戻してさらに２
４時間置いた。３１個の試料は、オキサシリン含有寒天上でいかなる種類の増殖も示さな
かった。これらをメチシリン感受性とした。
【０１０９】
　メチシリン耐性試料については、複数コロニーに相当する１白金耳量の細胞をＭＳＡ－
オキサシリンプレートから拾い、ＴＳＢ入りの２ｍｌ管に接種した。メチシリン半耐性お
よびメチシリン感受性の試料については、ブドウ球菌と一致する表現型を有する複数コロ
ニーに相当する１白金耳量の細胞を血液寒天プレートから拾い、ＴＳＢ入りの２ｍｌ管に
接種した。接種した培養物を３７℃で１晩振盪しながら増殖させ、次いで無菌グリセロー
ルと混合し、－８０℃で凍結した。これらの凍結培養物を使用してＴＳＢに接種して、Ｄ
ＮＡ単離用の細胞を増殖させた。アクロモペプチダーゼを使用して細胞を溶解し、キアゲ
ン社（ＱＩＡＧＥＮ）のゲノミックＤＮＡ２０／Ｇ（ＱＩＡＧＥＮ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｄ
ＮＡ　２０／Ｇ）プロトコールを使用してゲノムＤＮＡを単離した。
【０１１０】
　（ｂ）ＭＲＳＡ遺伝子検出アッセイ
　精製したゲノムＤＮＡを、マイクロアレイ形式で、ＣｌｅａｒＲｅａｄ（商標）技術（
ナノスフェアー　インコーポレイテッド社（Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ）［米国イリ
ノイ州ノースブルック（Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ）所在］）を使用して、オリゴヌクレオチ
ドＰＶＲ１～１０を捕捉プローブとして使用してスクリーニングした。簡潔に述べると、
精製ゲノムＤＮＡ５００ｎｇを、先に記載したように、最初の変性工程の後、２０％ホル
ムアミド、５×ＳＳＣ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、および２５０ｐＭのナノ粒子プロー
ブ複合混合物（表１に示すＮａｎｏＲＲ２およびＮａｎｏＲＲ５）を含む緩衝液中で、４
０℃で３０分間ハイブリダイズさせた（各試料についてｎ＝４８）。スライドを０．５Ｍ
のＮａＮＯ３中で洗浄し、銀現像液（ナノスフェアー　インコーポレイテッド社（Ｎａｎ
ｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ）［米国イリノイ州ノースブルック（Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ）所
在］）を使用して、シグナルを現像した。Ｖｅｒｉｇｅｎｅ（商標）機器（ナノスフェア
ー　インコーポレイテッド社（Ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ，Ｉｎｃ）［米国イリノイ州ノース
ブルック（Ｎｏｒｔｈｂｒｏｏｋ）所在］）を使用してスライドを走査し画像化し、ＪＭ
Ｐソフトウェア（ＳＡＳインスティテュートインコーポレイテッド社（ＳＡＳ　Ｉｎｓｔ
ｉｔｕｔｅ，Ｉｎｃ．）、［米国ノースカロライナ州ケアリー（Ｃａｒｙ）所在］）を使
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用してデータを分析した。
【０１１１】
　１ウェル当たり陰性対照スポット９個の平均強度値＋３×標準偏差を使用して閾値を作
成した。強度値がその試料ウェルの閾値を上回った場合に、試料を陽性反応が得られたも
のと定義した。
【０１１２】
　実験の結果を表２に示す。細菌培養から得られた結果と比較して成功率は１００％であ
った。すなわち、ＭＲＳＡ、ＭＳＳＡおよびＭＲ／ＭＳ非ＳＡ（ＭＲＣＯＮおよびＭＳＣ
ＯＮ）はすべて正しく同定された。捕捉オリゴヌクレオチドＰＶＲ１～１０ならびに複合
的なナノ粒子プローブ混合物ＮａｎｏＲＲ２およびＮａｎｏＲＲ５（表１）とハイブリダ
イズした菌株はすべてＭＲＳＡとして正しく同定されたが、非ＭＲＳＡ株はハイブリダイ
ズしなかった。
【０１１３】
【表２】

【０１１４】
　メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）（ＭＲＣＯＮの１例）のゲノムＤＮＡを、
メチシリン感受性黄色ブドウ球菌（ＭＳＳＡ）のゲノムＤＮＡと混合することによって、
該手法の特異性を調べた。この混合試料を従来の分子生物学に基づく手法、たとえばＰＣ
Ｒ、プローブを使用するハイブリダイゼーションなどで、ｍｅｃＡ遺伝子を使用して評価
すると、ＭＲＳＥ細菌がｍｅｃＡ遺伝子を１コピー有することが知られているため、偽陽
性を招くはずである。そのような混合試料は、従来の技術を使用する場合、ＭＲＳＡを含
む試料と区別できず、その結果ＭＲＳＡについて偽陽性となるはずである。
【０１１５】
　ＡＴＣＣからＭＲＳＥおよびＭＳＳＡ細胞を入手し（それぞれカタログ番号２７６２６
および２９２１３）、上記に記載のように培養してゲノムＤＮＡを精製した。３：１～１
：３（ＭＲＳＥ：ＭＳＳＡ）の範囲で、ＭＲＳＥのゲノムＤＮＡをＭＳＳＡのゲノムＤＮ
Ａに添加（スパイク）した。同じプローブ混合物を使用して、マイクロアレイスライドを
前と同様にハイブリダイズさせた（各希釈についてＮ＝１０）。その結果を図５に示す。
スパイクされたＭＳＳＡは、３：１（ＭＲＳＥ：ＭＳＳＡ）の比でもＭＲＳＡと全く間違
えられなかった。図５には、ｍｅｃＡ遺伝子に対する捕捉プローブおよび検出プローブを
マイクロアレイハイブリダイゼーションアッセイで調べた、より従来的な手法から得られ
た結果も示す。ｍｅｃＡを使用すると、１：３（ＭＲＳＥ：ＭＳＳＡ）の比でも明らかに
誤りが生じた。この実験の結果は、アッセイの特異性を示すものである。
【０１１６】
　上記の開示は、本発明の特定の具体的な実施形態を強調するものであり、該実施形態と
等価な改変形態または代替形態はすべて、添付の特許請求の範囲に示す本発明の趣旨およ
び範囲内にあることが理解されるはずである。
【図面の簡単な説明】
【０１１７】
【図１】黄色ブドウ球菌へのｍｅｃＡ遺伝子カセット挿入部位の左側結合部における結合
部捕捉プローブの位置を示す図。
【図２】本発明の１工程ハイブリダイゼーション法を示す概略図。
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【図３】本発明の２工程ハイブリダイゼーション法を示す概略図。
【図４】ナノ粒子で標識した検出プローブ、基材と結合した野生型または変異型捕捉プロ
ーブ、および野生型の標的がハイブリダイズした複合体を示す概略図。
【図５Ａ】本発明の結合部捕捉体／プローブ手法の優れた特異性を、より従来的なハイブ
リダイゼーション手法と比較して実証する結果を示す図。メチシリン感受性黄色ブドウ球
菌株由来のＤＮＡに、メチシリン耐性表皮ブドウ球菌株由来のＤＮＡを様々なモル比で意
図的に添加（スパイク）した。得られたＤＮＡ混合物を使用して、特定のナノ粒子プロー
ブ（ＮａｎｏＲＲ２）とともに、特定の左側結合部捕捉体を含むマイクロアレイスライド
とハイブリダイズさせ、上側パネルにその強度の結果を示す。下側パネルには、同じＤＮ
Ａ混合物を、ｍｅｃＡ遺伝子に特異的なナノ粒子プローブを使用してｍｅｃＡ遺伝子捕捉
体とハイブリダイズさせたときのハイブリダイゼーションの結果を示す。結合部捕捉体／
プローブでの結果は、存在するＭＲＳＥ　ＤＮＡの量に関わらず交差ハイブリダイゼーシ
ョンを示さなかったが、ｍｅｃＡ遺伝子特異的捕捉体／プローブの組合せを使用した場合
は、添加されたＭＲＳＥ　ＤＮＡが極めて少量でも広範な交差ハイブリダイゼーションが
観察されている。
【図５Ｂ】本発明の結合部捕捉体／プローブ手法の優れた特異性を、より従来的なハイブ
リダイゼーション手法と比較して実証する結果を示す図。メチシリン感受性黄色ブドウ球
菌株由来のＤＮＡに、メチシリン耐性表皮ブドウ球菌株由来のＤＮＡを様々なモル比で意
図的に添加（スパイク）した。得られたＤＮＡ混合物を使用して、特定のナノ粒子プロー
ブ（ＮａｎｏＲＲ２）とともに、特定の左側結合部捕捉体を含むマイクロアレイスライド
とハイブリダイズさせ、上側パネルにその強度の結果を示す。下側パネルには、同じＤＮ
Ａ混合物を、ｍｅｃＡ遺伝子に特異的なナノ粒子プローブを使用してｍｅｃＡ遺伝子捕捉
体とハイブリダイズさせたときのハイブリダイゼーションの結果を示す。結合部捕捉体／
プローブでの結果は、存在するＭＲＳＥ　ＤＮＡの量に関わらず交差ハイブリダイゼーシ
ョンを示さなかったが、ｍｅｃＡ遺伝子特異的捕捉体／プローブの組合せを使用した場合
は、添加されたＭＲＳＥ　ＤＮＡが極めて少量でも広範な交差ハイブリダイゼーションが
観察されている。
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