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(57)【要約】
生物学的試料由来のＲＮＡを単離する方法、生物学的試
料中での特定のＲＮＡスプライシング形態変異体の存在
を決定するための方法および手段、生物学的試料中での
ＲＮＡ比の相対比を決定するための方法および手段、な
らびに前癌性子宮頸部病変の進行を予測するための方法
および手段が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的ＲＮＡの存在を検出する方法であって、
ａ）支持体に結合された少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブを提供するステップと、
ｂ）前記標的ＲＮＡを前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブとハイブリダイズさせ、
標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を生成するステップと、
ｃ）前記標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を単離するステップと、
ｄ）少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブを提供し、かつ前記少なくとも１つのＤＮＡ増
幅プローブを前記標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体とハイブリダイズさせ、標的Ｒ
ＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体を生成するステップと、
ｅ）抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体を提供し、かつ前記標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／
増幅プローブ複合体を前記抗体とともにインキュベートし、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複
合体を生成するステップと、
ｆ）前記標的ＲＮＡの存在を示す前記抗体を検出するステップと、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲートされ、かつここで前記検出するステ
ップは、前記マーカーを検出するステップを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記検出可能なマーカーは、アルカリホスファターゼおよび西洋わさびペルオキシダー
ゼからなる群から選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記検出するステップは、前記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体に結合する二次抗
体を提供するステップを含み、ここで前記二次抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲ
ートされ、かつここで前記検出するステップは、前記マーカーを検出するステップをさら
に含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記支持体は、磁性ビーズを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブは、ビオチン分子にコンジュゲートされ、か
つここで前記支持体は、少なくとも１つのストレプトアビジン分子にコンジュゲートされ
ている、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記標的ＲＮＡは、ウイルス、細菌、抗酸菌または原虫に由来する、請求項１に記載の
方法。
【請求項８】
　前記標的ＲＮＡは、ヘルペスウイルス科（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｄａｅ）、ヒト免疫不
全ウイルス、クラミジア種（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｓｐｐ．）、ナイセリア種（Ｎｅｉｓ
ｓｅｒｉａ　ｓｐｐ．）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕ
ｓ）、抗酸菌、ＳＡＲＳコロナウイルス、オルソミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｉｘｏ
ｖｉｒｉｄａｅ）、またはパピローマウイルス科（Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｉｄａｅ）
に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブおよび前記少なくとも１つのＤＮＡ増幅プロ
ーブは、約１５～約２００塩基長である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記標的ＲＮＡは、スプライス変異体であり、かつここで前記少なくとも１つのＤＮＡ
捕捉プローブおよび前記少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブは、前記スプライス変異体
の存在を検出するように選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
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　前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブおよび前記少なくとも１つのＤＮＡ増幅プロ
ーブは、ＨＰＶ高リスク型１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５
６、５８、５９、６８、２６、６６、７３、および８２に由来するＲＮＡに相補的である
、請求項１１に記載の方法。
【請求項１２】
　標的ＲＮＡを検出するためのキットであって、
ａ）磁性支持体に結合された少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブ、
ｂ）少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブ、
ｃ）抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体、および
ｄ）検出試薬
を含む、キット。
【請求項１３】
　前記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲートさ
れ、かつここで前記検出試薬は、前記検出可能なマーカーに対する基質を含む、請求項１
２に記載のキット。
【請求項１４】
　前記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体に結合する二次抗体をさらに含み、ここで前
記二次抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲートされ、かつここで前記検出試薬は、
前記検出可能なマーカーに対する基質を含む、請求項１２に記載のキット。
【請求項１５】
　検出のための標的ＲＮＡを提供する方法であって、
ａ）前記標的ＲＮＡを含有する生物学的試料をカルボキシルビーズとともにインキュベー
トするステップと、
ｂ）前記ビーズを単離するステップと、
ｃ）前記単離されたビーズに結合された前記生物学的試料を溶解するステップと、
ｄ）前記溶解された生物学的試料から前記ビーズを単離するステップであって、得られた
上清は、検出のための前記標的ＲＮＡを含有する、ステップ
を含む、方法。
【請求項１６】
　標的ＲＮＡの存在を検出する方法であって、
ａ）少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブを提供するステップと、
ｂ）支持体に結合された一次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体を提供するステップと
、
ｃ）前記標的ＲＮＡを前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブとハイブリダイズさせ、
標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を生成するステップと、
ｄ）前記標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を前記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド
抗体とともにインキュベートし、結合された標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を生
成するステップと、
ｅ）少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブを提供し、かつ前記少なくとも１つのＤＮＡ増
幅プローブを前記結合された標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体とハイブリダイズさ
せ、結合された標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体を生成するステップと、
ｆ）二次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体を提供し、かつ前記結合された標的ＲＮＡ
：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体を前記二次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体とと
もにインキュベートし、結合された標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を生成するステップ
と、
ｇ）前記標的ＲＮＡの存在を示す、前記二次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体を検出
するステップと、
を含む、方法。
【請求項１７】
　前記二次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲー
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トされ、かつここで前記検出するステップは、前記マーカーを検出するステップを含む、
請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記検出可能なマーカーは、アルカリホスファターゼおよび西洋わさびペルオキシダー
ゼからなる群から選択される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記検出するステップは、前記二次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体に結合する三
次抗体を提供するステップを含み、ここで前記三次抗体は、検出可能なマーカーにコンジ
ュゲートされ、かつここで前記検出するステップは、前記マーカーを検出するステップを
さらに含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項２０】
　前記支持体は、磁性ビーズを含む、請求項１６に記載の方法。
【請求項２１】
　前記一次抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体は、ビオチン分子にコンジュゲートされ
、かつここで前記支持体は、少なくとも１つのストレプトアビジン分子にコンジュゲート
される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記標的ＲＮＡは、ウイルス、細菌、抗酸菌または原虫に由来する、請求項１６に記載
の方法。
【請求項２３】
　前記標的ＲＮＡは、ヘルペスウイルス科（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｄａｅ）、ヒト免疫不
全ウイルス、クラミジア種（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｓｐｐ．）、ナイセリア種（Ｎｅｉｓ
ｓｅｒｉａ　ｓｐｐ．）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕ
ｓ）、抗酸菌、ＳＡＲＳコロナウイルス、オルソミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｉｘｏ
ｖｉｒｉｄａｅ）、またはパピローマウイルス科（Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｉｄａｅ）
に由来する、請求項１６に記載の方法。
【請求項２４】
　前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブおよび前記少なくとも１つのＤＮＡ増幅プロ
ーブは、約１５～約２００塩基長である、請求項１６に記載の方法。
【請求項２５】
　前記標的ＲＮＡは、スプライス変異体であり、かつここで前記少なくとも１つのＤＮＡ
捕捉プローブおよび前記少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブは、前記スプライス変異体
の存在を検出するように選択される、請求項１６に記載の方法。
【請求項２６】
　前記少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブおよび前記少なくとも１つのＤＮＡ増幅プロ
ーブは、ＨＰＶ高リスク型１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５
６、５８、５９、６８、２６、６６、７３、および８２に由来するＲＮＡに相補的である
、請求項２５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願に対する相互参照
　３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１１（ａ）の下で出願された本米国非仮特許出願は、２００９年
５月１日に３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１１（ｂ）の下で出願された米国仮特許出願第６１／１
７４，９３８号明細書、および２００９年５月１日に３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§１１１（ｂ）の
下で出願された米国仮特許出願第６１／１７４，９４６号明細書の、３５Ｕ．Ｓ．Ｃ．§
１１９（ｅ）（１）の下での便益性を主張し、その各々は、その全体が参照により本明細
書中に援用される。
【０００２】
１．分野
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　本開示は、試料中でのリボ核酸（ＲＮＡ）の存在を決定するための方法およびキットに
関する。
【背景技術】
【０００３】
２．関連技術の説明
　特定の核酸配列および配列変化の検出および特徴づけを用い、感染を示唆するウイルス
または細菌核酸配列の存在、疾患および癌に関連した哺乳類遺伝子の変異体または対立遺
伝子の存在を検出し、かつ、法医学試料中、ならびに父子関係の決定において見出される
核酸の供給源を同定している。正常な生物学的プロセスに関与するＲＮＡ種の特徴づけは
、様々なあまり知られていない生物学的プロセスを理解する上で重要でありうる。
【０００４】
検出
　ＲＮＡ（例えば、メッセンジャーＲＮＡ、トランスファーＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、
小核ＲＮＡ、および他のＲＮＡ）の検出および特徴づけは、分子生物学、毒物学、および
生化学を含む多くの分野における重要なツールである。メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ
）は、細胞に必須の機能性成分（ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ）であ
り、遺伝子発現のプロセスの間、ｍＲＮＡの機能性一本鎖構造は、合成され、タンパク質
合成中の翻訳プロセスにおける中間体鋳型として役立つ。短命のｍＲＮＡ分子の存在は、
ＤＮＡのＲＮＡ分子への転写に始まり、最終的に分解されることになる。その寿命の期間
、ｍＲＮＡ分子はまた、翻訳前に、プロセシングされ、編集され、輸送されうる。スプラ
イシングは、プレｍＲＮＡが修飾され、イントロンと称される非コード配列の特定のスト
レッチが除去されるプロセスであり、残存するストレッチは、タンパク質コード配列を含
む場合があり、エクソンと称される。場合により、プレｍＲＮＡメッセージは、いくつか
の異なる方法でスプライシングされる場合があり、それは、単一の転写産物が複数のタン
パク質をコードすることを可能にする。
【０００５】
　メッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）の検出は、ＤＮＡの検出では提供できないウイルス
量および遺伝子発現情報を提供しうることから、診断上重要である。これらの要素は、疾
患の進行および予後についての手掛かりを与えることが多い。ｍＲＮＡ検出についての現
行の技術は、費用および汚染に対する潜在性を含む多数の問題を提示する。
【０００６】
　リバースハイブリッド（ｒｅｖｅｒｓｅ　ｈｙｂｒｉｄ）捕捉は、汚染のリスクが極め
て低い生物学的試料に由来する特定の遺伝子転写産物を検出するのに使用可能な、ＲＮＡ
検出における新規の非標的増幅方法である。この方法では、ＲＮＡ標的にハイブリダイズ
されるＤＮＡプローブが使用される。次いで、生成されるハイブリッドは、ハイブリッド
捕捉抗体系を用いて検出される。
【０００７】
　ｍＲＮＡ検出の最も一般的な方法は、ノーザンブロット、リボヌクレアーゼ保護アッセ
イ（ＲＰＡ）、および逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を含む。しかし
、これらの技術の各々は、感度においていくつかの利点を提供する一方、時間および材料
に対する需要を要求する。さらに、全ｍＲＮＡが全ＲＮＡの約１％を表すにすぎないこと
や、任意の特定のｍＲＮＡが有意により小さい百分率を占めることから、一部の技術では
、標的ｍＲＮＡの増幅が要求される。
【０００８】
特徴づけ
　現在、逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）は、ＲＮＡ転写産物を特徴
づけるために広く用いられている。しかし、本方法は、次の制限、すなわち、１）限られ
た数の特定の領域のみが同時増幅されうること、２）突然変異または選択的スプライシン
グが特定のプライマーのＲＮＡに対する検出能を制限しうること、および３）ｍＲＮＡ構
造を連続モード法で特徴づけることが困難であること、を含む。
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【発明の概要】
【０００９】
簡単な概要
　本開示は、ＲＮＡ転写産物を特徴づけることが可能な、ＲＮＡ検出の非標的増幅法を提
供する。一実施形態では、本開示は、ｍＲＮＡ転写産物を特徴づけることが可能な、ｍＲ
ＮＡ検出の非標的増幅法を提供する。
【００１０】
　本開示は、標的ＲＮＡの存在を検出する方法であって、ａ）支持体に結合された少なく
とも１つのＤＮＡ捕捉プローブを提供するステップと、ｂ）標的ＲＮＡを上記少なくとも
１つのＤＮＡ捕捉プローブとハイブリダイズし、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体
を生成するステップと、ｃ）標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を単離するステップ
と、ｄ）少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブを提供し、かつ上記少なくとも１つのＤＮ
Ａ増幅プローブを上記標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体とハイブリダイズし、標的
ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体を生成するステップと、ｅ）抗－ＲＮＡ：ＤＮ
Ａハイブリッド抗体を提供し、かつ上記標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体を
上記抗体とともにインキュベートし、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を生成するステッ
プと、ｆ）上記標的ＲＮＡの存在を示す上記抗体を検出するステップと、を含む方法を提
供する。一態様では、抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲートされ、かつ、検出す
るステップは、マーカーを検出するステップを含む。一態様では、検出可能なマーカーは
、アルカリホスファターゼおよび西洋わさびペルオキシダーゼからなる群から選択される
。一態様では、検出するステップは、上記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体に結合す
る二次抗体を提供するステップを含み、ここで上記二次抗体は、検出可能なマーカーにコ
ンジュゲートされ、またここで上記検出するステップは、マーカーを検出するステップを
さらに含む。一態様では、支持体は、磁性ビーズを含む。一態様では、磁性ビーズは、少
なくとも１つのストレプトアビジン分子にコンジュゲートされ、かつ少なくとも１つのＤ
ＮＡ捕捉プローブは、ビオチン分子にコンジュゲートされる。
【００１１】
　標的ＲＮＡは、ウイルス、細菌、抗酸菌または原虫に由来しうる。標的ＲＮＡは、ヘル
ペスウイルス科（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｄａｅ）、ヒト免疫不全ウイルス、バクテリオフ
ァージ、クラミジア種（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｓｐｐ．）、ナイセリア種（Ｎｅｉｓｓｅ
ｒｉａ　ｓｐｐ．）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）
、抗酸菌、ＳＡＲＳコロナウイルス、オルソミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｉｘｏｖｉ
ｒｉｄａｅ）またはパピローマウイルス科（Ｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｉｄａｅ）に由来
しうる。
【００１２】
　一態様では、少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブおよび少なくとも１つのＤＮＡ増幅
プローブは、約１５～約２００塩基長である。
【００１３】
　一態様では、標的ＲＮＡは、スプライス変異体であり、かつ、少なくとも１つのＤＮＡ
捕捉プローブおよび少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブは、上記スプライス変異体の存
在を検出するように選択される。
【００１４】
　一態様では、少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブおよび少なくとも１つのＤＮＡ増幅
プローブは、ＨＰＶ高リスク型１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２
、５６、５８、５９、６８、２６、６６、７３、および８２に由来するＲＮＡに対して相
補的である。
【００１５】
　本開示は、標的ＲＮＡを検出するためのキットであって、ａ）磁性支持体に結合された
少なくとも１つのＤＮＡ捕捉プローブ、ｂ）少なくとも１つのＤＮＡ増幅プローブ、ｃ）
抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体、およびｄ）検出試薬を含む、キットを提供する。
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一態様では、上記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体は、検出可能なマーカーにコンジ
ュゲートされ、かつ、上記検出試薬は、上記検出可能なマーカーに対する基質を含む。一
態様では、キットは、上記抗－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体に結合する二次抗体をさ
らに含み、ここで上記二次抗体は、検出可能なマーカーにコンジュゲートされ、またここ
で上記検出試薬は、上記検出可能なマーカーに対する基質を含む。
【００１６】
　本開示は、検出のための標的ＲＮＡを提供する方法であって、標的ＲＮＡを含有する生
物学的試料をカルボキシルビーズとともにインキュベートするステップと、ビーズを単離
するステップと、単離されたビーズに結合された生物学的試料を溶解するステップと、溶
解された生物学的試料からビーズを単離するステップと、を含み、ここで得られた上清は
検出のための標的ＲＮＡを含有する、方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
　本開示の性質、目的、および利点をさらに理解するため、以下の詳細な説明を、以下の
図面と併せて理解するように参照すべきであり、ここで同様の参照番号は、同様の要素を
意味する。
【００１８】
【図１】ビオチン化ＤＮＡプローブ（白色バー）によって捕捉された標的ＲＮＡ（斜交平
行バー）の略図である。「Ｂ」はビオチン部分を表し、「ＳＡ」はストレプトアビジン部
分を表し、「ＡＰ」は抗体にコンジュゲートされたアルカリホスファターゼを表すが、Ｓ
Ａは、任意の他の適切な検出可能な部分（例えば西洋わさびペルオキシダーゼなど）であ
ってもよい。
【図２】ＤＮＡ捕捉プローブ（白色バー）、複数のＤＮＡ増幅プローブ（黒色バー）、お
よび複数のＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッド抗体を使用し、標的ＲＮＡ（斜交平行バー）を増
幅する必要性を伴わずにシグナルを「増幅する」ことを示す略図である。「Ｂ」はビオチ
ン部分を表し、「ＳＡ」はストレプトアビジン部分を表し、ＢおよびＳＡは、ＤＮＡプロ
ーブをビーズにコンジュゲートさせる他のコンジュゲーション技術と交換してもよく、「
ＡＰ」は抗体にコンジュゲートされたアルカリホスファターゼを表すが、ＡＰは、任意の
他の適切な検出可能な部分（例えば西洋わさびペルオキシダーゼなど）であってもよい。
【図３】基質（Ｓ）に結合された異なるＤＮＡ捕捉プローブによって捕捉された標的ＲＮ
Ａ（破線矢印）の略図である。非コンジュゲートＤＮＡ増幅プローブ（黒色バー）と、（
アルカリホスファターゼまたは任意の他の適切な検出可能な部分、例えば西洋わさびペル
オキシダーゼなどにコンジュゲートされた）ＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッド領域を検出しか
つそれに結合する複数の抗体もまた示される。基質（例えばビーズ）は、複数のＤＮＡ捕
捉プローブを担持し、かつＤＮＡ捕捉プローブは、同じ（すなわち同じ配列および／また
は長さ）ものであっても、または異なる（すなわち異なる配列および／または異なる長さ
）ものであってもよい。
【図４】ＲＮＡ捕捉後に未ビオチン化ＤＮＡプローブを添加する効果を示す実験の結果を
提供する。この実験では、可変数のビオチン化プローブが、ストレプトアビジンビーズに
コンジュゲートされた。標的は、ＨＰＶ１６のＥ６／７遺伝子転写産物であった。アッセ
イは、未標識シグナル増幅プローブが添加される場合（黒色バー）および添加されない場
合（白色バー）に、各ビーズセットを用いて行われた（１ステップ対２ステップアッセイ
）。シグナル増幅ステップが加えられない場合（白色バー）、シグナルは、捕捉プローブ
によって提供される範囲の量とともに増加した。しかし、シグナル増幅プローブが加えら
れた場合（黒色バー）、シグナルは、１ステップアッセイの場合より著しく高く、改善さ
れたシグナルのために必要であったのは、わずか３～５つの捕捉プローブであった。
【図５】内因性ハイブリッドが臨床上のバックグラウンドノイズ源であることが多いこと
を示す。「ＲＬＵ」＝相対発光単位。
【図６】ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録商標）溶液中で細胞試料をアッセイする場合での、
アッセイでのバックグラウンドに対する溶解緩衝液（ここで１００％緩衝液は約３Ｍグア
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ニジンチオシアネートおよび約２％界面活性剤を含有する）濃度の効果を示し、これは、
臨床上のバックグラウンドが溶解緩衝液の濃度の低下とともに低下することを示す。
【図７】細胞ペレットの低張性溶解が、バックグラウンドノイズが安定状態を維持し、か
つ使用される標本の量にかかわらずバックグラウンドが有意に変化しないことを保証する
ことを示す。「ＰＣ」＝ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録商標）溶液；「ＰＣ（－）」＝ＨＰ
Ｖ標的を有しないＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録商標）溶液中に固定された標本（子宮頸部
擦過）プール。
【図８】ＨＰＶ陽性細胞（ＳｉＨａ）由来のＨＰＶ　Ｅ６／Ｅ７の検出の限界を示す。こ
れは、本開示の方法を用いると、ＨＰＶ　Ｅ６／７　ＲＮＡの検出のために必要とされる
のが、わずか１×１０３個の細胞であることを示す。
【図９】ＣＯＯＨビーズによって捕捉される細胞に対する様々な溶解緩衝液の溶解能につ
いての試験から得られる結果を示す。図９のデータは、下の表１のデータとともに、好ま
しい溶解緩衝液が約１Ｍグアニジンチオシアネートおよび約０．７％界面活性剤であるこ
とを示す。
【図１０】磁性カルボン酸塩で修飾された（ＣＯＯＨ）ビーズ（Ｓｅｒａ　Ｄｙｎカタロ
グ番号６５１５－２１０５－０５０３５０）による細胞捕捉を経時的に示し、これは約９
５％の細胞が３０分のインキュベーション後に捕捉されていることを示す。
【図１１】ＣＯＯＨビーズ捕捉と低張性（ｈｙｏｔｏｎｉｃ）溶解との比較を示し、ｍＲ
ＮＡを細胞から得るのに、ＣＯＯＨビーズ捕捉が低張性溶解より効率的であることを示す
。「ＰＣ－」は、ＨＰＶの存在が欠如している子宮頸部擦過標本のプールを示す。
【図１２】捕捉およびシグナルプローブ設計領域を示す略図である。ＨＰＶ転写産物の長
さは、特異的標的を捕捉する特異的捕捉オリゴを有する磁性ビーズ上への捕捉によって「
特徴づけ」られ、ハイブリッド領域の長さを延長するのに使用される未標識オリゴヌクレ
オチドの様々なセットで検出することが可能である。捕捉ＲＮＡが、使用される検出プロ
ーブに相補的な配列を担持する場合、シグナルが発生することになる。シグナル出力は、
増幅シグナルプローブを、シグナルがプラトー状態になる、最長に達するまで連続添加す
ることで、増大することになる。ＨＰＶ１６における様々なＨＰＶ転写産物が示される。
破線ボックスによって示される領域は、プローブ設計用に指定される。
【図１３】シグナル増幅プローブの数が増加するにつれて、シグナルが増大することを示
す。この方法で、ＲＮＡ転写産物長は、連続検出プローブの数の増加によってもたらされ
るシグナルの増大によって決定されうる。図１３では、５つのオリゴの各セットが互いに
隣接し、連続セットが添加されるにつれ、結果的に、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドが長く
なり、かつシグナルが強力になっている。
【図１４】高い初期：後期ＨＰＶ　ｍＲＮＡ比を有する細胞の画分が、低い比を有する細
胞のバックグラウンドに対して検出されうることを示す。この図１４においては、ＳｉＨ
ａ細胞（子宮頸癌細胞系）が、頸部標本のプール（それぞれ高グレードＨＰＶ関連病変と
診断された）に添加された。ＳｉＨａ細胞は、高いＨＰＶ初期転写産物：ＨＰＶ後期転写
産物の比を包含し、それは子宮頸癌の一般的特徴である。試料は、前癌性病変細胞内部に
癌細胞を有する標本を模倣したものである。結果は、本アッセイが、より良性の病変細胞
のプール中で癌細胞を検出することを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本開示がさらに説明される前に、本開示が、特定の実施形態の変形がなされても、依然
として添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれるものとして、下記の開示の特定の実施形
態に限定されないことは理解されるべきである。また、使用される用語が、特定の実施形
態を記述することを目的とし、かつ限定するように意図されていないことは理解されるべ
きである。事実、本開示の範囲は、添付の特許請求の範囲によって確立されることになる
。
【００２０】
　本明細書および添付の特許請求の範囲における、単数形「ａ」、「ａｎ」および「ｔｈ
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ｅ」は、文脈上そうでないとする明確な指示がない限り、複数の参照を含む。他に定義さ
れない限り、本明細書で使用されるすべての科学技術用語は、本開示が属する当業者に一
般に理解される場合と同じ意味を有する。
【００２１】
　本開示の方法を用い、試料由来の標的核酸の存在を検出することが可能である。かかる
核酸は、ＲＮＡであってもよく、かかる試料は、限定はされないが、標本または培養物（
例えば、生物学的および環境試料を含む、細胞、微生物およびウイルス培養物）を含んで
もよい。生物学的試料は、真核生物、原核生物、古細菌、ウイルス、動物、例えば、ヒト
、植物、菌類、発掘物（ｅｘｃａｖａｔｅ）に由来してもよく、また、液体、固形物（例
えば排泄物）または組織、細胞培養物、液体または固体培地、ならびに液体および固体の
食品および飼料とその原料、例えば、乳製品の品目、野菜、肉および肉副産物、ならびに
廃棄物に由来してもよい。環境試料は、表面物質、土、水、空気および工業試料、ならび
に食品および乳製品加工用の計器、装置、機器、器具、消耗品目および非消耗品目から得
られる試料などの環境材料を含む。特に好ましいものは、限定はされないが、頸部上皮細
胞（例えば、頸部スワブまたは生検から得られる試料）、アデノイド細胞、肛門上皮細胞
（ａｎａｌ　ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ）、血液、唾液、脳脊髄液、胸膜液、ミル
ク、リンパ液、痰および精液を含む生物学的試料である。試料は、メッセンジャーＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）を含むリボ核酸を含んでもよい。
【００２２】
　本開示は、試料中の標的ＲＮＡの存在を決定するための方法であって、ａ）標的ＲＮＡ
を、標的ＲＮＡに相補的な配列を有するＤＮＡ捕捉プローブとハイブリダイズし、ここで
ＤＮＡ捕捉プローブは支持体にコンジュゲートされ、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複
合体を形成するステップと、ｂ）標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を未結合ＲＮＡ
から（例えば洗浄によって）分離するステップと、ｃ）場合により、少なくとも１つの増
幅プローブを標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体にハイブリダイズさせ、ここで少な
くとも１つの増幅プローブは標的ＲＮＡに相補的な配列を有し、それにより、標的ＲＮＡ
：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体を形成するステップと、ｄ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリ
ッドを認識しかつそれに結合する抗体を添加し、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ
複合体に結合させ、ここで抗体は検出可能なマーカーで標識され、それにより標的ＲＮＡ
：ＤＮＡ：抗体複合体を形成するステップと、ｅ）上記抗体上のマーカーを検出し、ここ
で検出が標的リボ核酸の存在を示すステップと、ｆ）検出結果を増幅プローブの異なる組
み合わせから得られる結果と比較し、存在する特定のＲＮＡスプライシング形態を示すス
テップと、を含む方法を提供する。
【００２３】
　本開示は、試料中の標的ＲＮＡの存在を決定するための方法であって、ａ）標的ＲＮＡ
を、標的ＲＮＡに相補的な配列を有するＤＮＡ捕捉プローブとハイブリダイズし、ここで
ＤＮＡ捕捉プローブは支持体にコンジュゲートされ、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複
合体を形成するステップと、ｂ）標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を未結合ＲＮＡ
から分離するステップと、ｃ）場合により、少なくとも１つの増幅プローブを標的ＲＮＡ
：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体にハイブリダイズさせ、ここで少なくとも１つの増幅プロー
ブは標的ＲＮＡに相補的な配列を有し、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プロ
ーブ複合体を形成するステップと、ｄ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを認識しかつそれに
結合する抗体を添加し、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉／増幅プローブ複合体に結合させ、それ
により標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を形成するステップと、ｅ）一次抗体を認識しか
つそれに結合する二次抗体を添加し、ここで二次抗体は、検出可能なマーカーで標識され
るステップと、ｆ）二次抗体上のマーカーを検出し、ここで検出が標的リボ核酸の存在を
示すステップと、ｇ）検出結果を増幅プローブの異なる組み合わせから得られる結果と比
較し、存在する特定のＲＮＡスプライシング形態を示すステップと、を含む、方法を提供
する。
【００２４】
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　本開示はまた、試料中でのリボ核酸（ＲＮＡ）スプライシング形態の存在を検出する方
法であって、ａ）標的ＲＮＡを、標的ＲＮＡに相補的な配列を有するＤＮＡ捕捉プローブ
と、プローブおよび標的リボ核酸がハイブリダイズすることを可能にする条件下でハイブ
リダイズし、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を形成するステップと
、ｂ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを認識しかつそれに結合する一次抗体を添加し、標的
ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体に結合させ、ここで一次抗体は、支持体にコンジュゲ
ートされ、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ：抗体複合体を形成するステッ
プと、ｃ）標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ：抗体複合体を未結合ＲＮＡから分離するス
テップと、ｄ）少なくとも１つの増幅プローブを標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ：抗体
複合体にハイブリダイズさせ、ここで少なくとも１つの増幅プローブは標的ＲＮＡに相補
的な配列を有し、かつ特定の標的ＲＮＡ領域をカバーすることになる組み合わせで添加さ
れ、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を形成するステップと、ｅ）ＲＮＡ：
ＤＮＡ二本鎖を認識しかつそれに結合する二次抗体を添加し、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体
複合体に結合し、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を形成し、ここで二次抗体は検出可能
なマーカーで標識されるステップと、ｆ）上記二次抗体上のマーカーを検出し、ここで検
出が標的ＲＮＡの存在を示すステップと、ｇ）検出結果を増幅プローブの異なる組み合わ
せから得られる結果と比較し、存在する特定のＲＮＡスプライシング形態を示すステップ
と、
を含む、方法を提供する。
【００２５】
　本開示はまた、試料中でのリボ核酸（ＲＮＡ）スプライシング形態の存在を検出する方
法であって、ａ）標的ＲＮＡを、標的ＲＮＡに相補的な配列を有するＤＮＡ捕捉プローブ
と、プローブおよび標的リボ核酸がハイブリダイズすることを可能にする条件下でハイブ
リダイズし、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体を形成するステップと
、ｂ）ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを認識しかつそれに結合する一次抗体を添加し、ここ
で一次抗体は、支持体にコンジュゲートされ、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体に
結合し、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ：抗体複合体を形成するステップ
と、ｃ）標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ：抗体複合体を未結合ＲＮＡから分離するステ
ップと、ｄ）少なくとも１つの増幅プローブを標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ：抗体複
合体にハイブリダイズし、ここで少なくとも１つの増幅プローブは、標的ＲＮＡに相補的
な配列を有し、かつ特定の標的ＲＮＡ領域をカバーすることになる組み合わせで添加され
、それにより、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を形成するステップと、ｅ）ＲＮＡ：Ｄ
ＮＡ二本鎖を認識しかつそれに結合する二次抗体を添加し、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複
合体に結合し、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ：抗体複合体を形成するステップと、ｆ）標的ＲＮＡ
：ＤＮＡ：抗体複合体を未結合二次抗体から分離するステップと、ｇ）検出可能なマーカ
ーで標識された三次抗体を添加し、ここで三次抗体は、二次および／または一次抗体を認
識しかつそれに結合するステップと、ｈ）三次抗体上のマーカーを検出し、ここで検出が
標的ＲＮＡの存在を示すステップと、ｉ）検出結果を少なくとも１つの増幅プローブの異
なる組み合わせから得られる結果と比較し、存在するＲＮＡスプライシング形態を示すス
テップと、を含む、方法をさらに提供する。
【００２６】
　ＲＮＡは、異なるプロモータから転写されることが多く、それにより、異なる遺伝子に
おけるコード領域を含む複数の形態が得られる。基礎研究および特定のｍＲＮＡアイソフ
ォームの検出が重要である場合の応用において、ＲＮＡのこれらの複数のスプライシング
形態を特徴づけることは重要である。
【００２７】
　本開示の一応用が、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）におけるｍＲＮＡ発現の検出お
よび特徴づけである。頸部の癌は、高リスクＨＰＶ型の存在（現在、約１３～約１８の高
リスク型が同定されている）に関連することが示されている。ＨＰＶ　ＤＮＡ試験は、高
リスクＨＰＶ型を同定しうるが、前癌性臨床標本における疾患の進行に対する不良の予測
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因子である。したがって、ＨＰＶ試験の予測値を改善するため、追加的な方法およびマー
カーが必要とされる。本開示によって提供される、Ｅ６／７腫瘍遺伝子および他のｍＲＮ
Ａの存在についてのｍＲＮＡの特徴づけは、これらの腫瘍遺伝子に対する他のウイルス遺
伝子の発現の比を決定する正確かつ信頼できる方法を提供することになる。Ｅ２、Ｅ４、
および／もしくはＬ１　ｍＲＮＡに対するＥ６／Ｅ７　ｍＲＮＡの比は、前癌性子宮頸部
病変の進行に対するより良好な予測因子でありえるが（例えば、参照により本明細書中に
援用される米国特許第６，３５５，４２４号明細書を参照）、現在利用可能なアッセイは
、ｍＲＮＡ比を検出しない。ハイブリッド捕捉技術は、線形シグナル増幅法である。した
がって、本開示は、治療法を導くための貴重な方法を提供する一方、コルポスコピーに必
要な患者数を最小にする。本開示は、スプライシング形態を特徴づけるための、ＲＮＡ（
および特にｍＲＮＡ）の異なる長さ／遺伝子にハイブリダイズ可能な短いオリゴヌクレオ
チドの混合物を使用する方法を提供する。
【００２８】
標的核酸
　一実施形態では、検出されるべき標的リボ核酸は、ｍＲＮＡ、リボソームＲＮＡ、核小
体ＲＮＡ、トランスファーＲＮＡ、ウイルスＲＮＡ、異種核ＲＮＡなどであってもよく、
ここで１つもしくは複数のポリヌクレオチドプローブは、ＤＮＡプローブである。標的リ
ボ核酸は、限定はされないが、生物学的試料および環境試料を含む、標本または培養物（
例えば、細胞、微生物およびウイルス培養物）中に見出される核酸を含む。標的リボ核酸
は、ヒト、液、固形物（例えば排泄物）または組織、ならびに液体および固体の食品およ
び飼料とその原料、例えば、乳製品の品目、野菜、肉および肉副産物、ならびに廃棄物を
含む、動物由来の生物学的試料中に見出されうる。標的リボ核酸は、環境試料中に見出さ
れる場合があり、また、表面物質、土、水および工業試料、ならびに食品および乳製品加
工用の計器、装置、機器、器具、消耗品目および非消耗品目から得られる試料などの環境
材料を含む。特に好ましいものは、限定はされないが、頸部試料（例えば、頸部スワブか
ら得られる試料）、アデノイド細胞、肛門上皮細胞、血液、唾液、脳脊髄液、胸膜液、ミ
ルク、リンパ液、痰、尿および精液を含む生物学的試料中に見出される標的核酸である。
【００２９】
　他の実施形態では、標的リボ核酸は、ウイルス、細菌、抗酸菌または原虫、例えば、そ
れにより限定されることを意図しない場合、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ヘルペス
ウイルス科（Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｉｄａｅ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、クラミ
ジア種（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ　ｓｐｐ．）、ナイセリア種（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｓｐｐ
．）（例えば淋菌（Ｎ．ｇｏｎｏｒｒｈｅａ））、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、抗酸菌（例えばマイコバクテリウム・ツベルクローシス（
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ））、ＳＡＲＳコロナウイルス
（ＳＡＲＳ－ＣｏＶ）、またはオルソミクソウイルス科（Ｏｒｔｈｏｍｉｘｏｖｉｒｉｄ
ａｅ）（例えばインフルエンザウイルス）に由来する。
【００３０】
　一実施形態では、標的リボ核酸は、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）であり、ＨＰＶ
の遺伝的変異体を含む。変異体は、標的核酸の、多型、突然変異体、誘導体、修飾形態、
改変形態、またはそれに類する形態を含む。一実施形態では、標的核酸は、ＨＰＶ核酸で
ある。別の実施形態では、ＨＰＶ核酸は、高リスクＨＰＶ型のＨＰＶ　ＤＮＡである。別
の実施形態では、標的核酸は、高リスクＨＰＶ型１６、１８、３１、３３、３５、３９、
４５、５１、５２、５６、５８、５９、６８、２６、６６、７３、および８２である。
【００３１】
　ＲＮＡは、（限定はされないが）グアニジンチオシアネート－フェノール－クロロホル
ム抽出（例えば、ＴＲＩ試薬としても知られるＴＲＩｚｏｌ（登録商標）試薬）、低張性
溶解、およびカルボキシル（ＣＯＯＨ）ビーズ捕捉を含む、種々の方法および試薬による
ハイブリダイゼーションにおいて、単離され、調製されうる。ＲＮＡ単離の原理は、細胞
／組織溶解、その後の抽出、沈降、および洗浄に基づく。これらの技術は、非常に有効で
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ある一方、高レベルの技術的精度を必要とし、自動化にとっての候補ではない。他のＲＮ
Ａ調製方法は、ＤＮＡおよび他の潜在的な汚染物質を完全に除去することはなく、高価な
酵素を必要とし、また多くの（場合によって時間のかかる）洗浄ステップを必要とする。
同課題は、現在の課題の多くを低減する、ｍＲＮＡ検出のための方法を開発することであ
り、特定遺伝子の発現についての迅速な情報を提供しうる。本開示においては、２つの一
次試料の調製方法、すなわち低張性細胞溶解およびカルボキシルビーズ捕捉、が考案され
ている。また、ＴＲＩｚｏｌ（登録商標）またはＱＩＡＧＥＮ樹脂技術（例えば、ＱＩＡ
ＧＥＮ　ＲＮｅａｓｙ　Ｐｌｕｓ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ）を用いて単離されるＲＮＡを、こ
のアッセイにおいて使用してもよい。
【００３２】
　特定の実施形態では、生物学的試料は、頸部細胞、特にヒト頸部細胞からなる。試料は
、Ｄａｃｒｏｎ（登録商標）（ポリ（エチレンテレフタレート））先端スワブ（ｔｉｐｐ
ｅｄ　ｓｗａｂ）などの化学的に不活性な回収デバイスを含む、当該技術分野で既知の任
意の方法またはデバイスを用いて回収してもよい。限定はされないが、綿棒、頸部ブラシ
、フロックスワブ（ｆｌｏｃｋｅｄ　ｓｗａｂ）（Ｄａｃｒｏｎ（登録商標）スワブ様形
状であるが、より多くの細胞の回収および細胞のより容易な放出を可能にするナイロン繊
維製のスワブ）、頸部ブルーム、ミニブルーム（ｍｉｎｉ　ｂｒｏｏｍ）、洗浄、または
ＰＡＰ塗抹試験（パパニコロー（Ｐａｐａｎｉｋｏｌａｏｕ'ｓ）試験）で使用されるこ
とが多い任意の回収デバイスを含む、他の許容可能な回収デバイスを使用してもよい。頸
部細胞はまた、生検標本の一部であってもよい。
【００３３】
試料調製
　ＲＮＡを単離するためのＴＲＩｚｏｌ（登録商標）の使用、およびＲＮＡ単離のための
他の既知の方法は、本開示の方法において用いてもよい。細胞ペレットの低張性溶解によ
る試料調製は、アッセイ検出ステップと干渉する可能性がある内因性ＲＮＡ：ＤＮＡハイ
ブリッドの放出を回避し、またこれは好ましいＲＮＡ単離方法である。この試料調製方法
では、細胞は遠心分離を介してペレット化され、上清は除去され、ペレットは再懸濁され
、細胞は溶解される。溶解後、細胞残屑はペレット化され、（ＲＮＡを含有する）上清は
回収される。（緩衝液中の塩および界面活性剤濃度によって測定される）溶解のストリン
ジェンシーが低下することにより、メタノールに基づく頸部標本のプールから生成される
臨床上のバックグラウンドが低減される（図５および６）。また、シグナル：ノイズ比は
上昇し、プール間のバックグラウンドおよび干渉における変動性は低下する。他の試験に
よると、低張性溶解は、細胞と環境の間の張性における差異が原因で細胞膜を破裂させる
ことによって作用するが、細胞小器官は無傷のままであることが示されている。したがっ
て、細胞内のＲＮＡは、細胞から溶液中に放出される一方、アッセイに対する汚染物質（
内因性ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドなど）は、不溶性細胞残渣中に残存することになる。
この方法は、標本中のＲＮＡの量が限られている場合、標本の量の増加がバックグラウン
ドの増大をまねかないことから、有用でありうる。
【００３４】
　試料調製の別の方法では、生物学的試料に直接添加可能な磁性カルボキシル（ＣＯＯＨ
）ビーズが使用される。試料中の細胞は、疎水相互作用を介してビーズに引き付けられる
。磁性ラックを使用し、ビーズをペレット化した後、上清を除去し、細胞を溶解してもよ
い。非磁性ＣＯＯＨビーズまたは他の吸着性粒子（ａｄｓｏｒｂｔｉｖｅ　ｐａｒｔｉｃ
ｌｅ）も使用すれば、磁性ラックを介したペレット化の代わりに遠心分離を用いることが
できる。（通常６５℃で１５分間行われる）溶解後、ビーズは再びペレット化され、残留
上清は、本開示の方法において直接使用してもよい。本方法において、溶解ストリンジェ
ンシーが低下することにより、バックグラウンドがさらに低減される一方、水単独は、細
胞からＲＮＡを放出するのに不十分である。したがって、本開示のすべての試料調製方法
において、約１Ｍグアニジンチオシアネートおよび約０．７％界面活性剤を含む溶解緩衝
液を使用することは好ましい（例えば、図５および６を参照）。
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【００３５】
ハイブリダイゼーション／捕捉　―　捕捉プローブ
　試料が調製され、標的ＲＮＡが放出された後、それは、少なくとも１つのポリヌクレオ
チドＤＮＡ捕捉プローブと、少なくとも１つのポリヌクレオチドプローブが試料中の標的
ＲＮＡとハイブリダイズし、二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのに十分な条件下で、接
触される。ＤＮＡ捕捉プローブは、完全長、切断、または合成ＤＮＡであってもよい。Ｄ
ＮＡ捕捉プローブは、標的ＲＮＡに特異的な配列である。ＤＮＡ捕捉プローブは、理想的
には約３５塩基長であり、かつ標的ＲＮＡの任意の領域に相補的であってもよい。ＤＮＡ
捕捉プローブは、約１５～約２００塩基長の範囲であってもよい。ＤＮＡ捕捉プローブは
、支持体に結合されていてもよい。「結合される」は、限定はされないが、化学的に結合
される、共有結合される（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　ｂｏｕｎｄ）、また共有結合される（
ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ　ｌｉｎｋｅｄ）を含む。図３に略図的に示されるように、複数の
ＤＮＡ捕捉プローブおよび複数の異なるＤＮＡ捕捉プローブは、同じ支持体（例えば、同
じ磁性ビーズ）に結合されていてもよい。最適な結果を得るのに必要なのは、わずか３～
５つの異なる捕捉プローブであり（図４を参照）、そこでは、これらのプローブが、配列
特異的でありかつ一部の変異体内でスプライシングアウトされうる領域に含まれないこと
を可能にするような多大な柔軟性が提供される。一実施形態では、配列特異的なＤＮＡ捕
捉プローブは、ビオチン化され、また、磁性ストレプトアビジンビーズとのコンジュゲー
ションによって結合されている。
【００３６】
　一態様では、本開示は、場合により、高リスク（ＨＲ）ヒトパピローマウイルスの検出
にとって有用なＤＮＡ捕捉プローブセットの使用を含んでもよく、ここで同セットは、Ｈ
ＰＶ高リスク型１６、１８、３１、３３、３５、３９、４５、５１、５２、５６、５８、
５９、６８、２６、６６、７３、および８２に対するポリヌクレオチド捕捉プローブを含
む。
【００３７】
　支持体は、限定はされないが、ビーズ、磁性ビーズ、カラム、プレート、ろ紙、ポリジ
メチルシロキサン（ＰＤＭＳ）、およびディップスティックを含む。任意の支持体は、液
相の抽出を可能にし、かつ結合および未結合捕捉プローブまたは抗体に対する分離能を提
供する限り、使用してもよい。磁性ビーズは、それが溶液中に残存可能であり、かつ液相
が抽出またはデカント可能である場合、磁場の適用によってビーズが所定の位置で保持さ
れる限り、特に有用である。小規模でかつ大きい表面積を有するビーズ、例えば直径が約
１μｍのビーズが好ましい。特定の実施形態では、支持体は、修飾された磁性ビーズ、す
なわちコーティングされるか、またはそれに対して標的ｍＲＮＡに相補的かつ特異的なＤ
ＮＡ捕捉プローブが結合しているものを含む。磁場を用いることで、二本鎖核酸／磁性ビ
ーズ複合体が非結合リボ核酸から分離される。特定の実施形態では、支持体は、修飾され
た磁性ビーズを含み、ここで磁性ビーズは、ビーズを、二本鎖ハイブリッド核酸に対して
免疫特異的な一次抗体でコーティングすることによって修飾される。磁場を用いると、核
酸ハイブリッド／抗体／磁性ビーズ複合体が未結合リボ核酸から分離される。電荷スイッ
チング（ｃｈａｒｇｅ　ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ）またはシリカ捕捉（磁場と逆向きの場合）
を用いる他のビーズも、同様に使用してもよい。
【００３８】
　上記のように標的ＲＮＡまたは標的ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドの捕捉後、捕捉された
標的ＲＮＡまたはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、磁場の適用（磁性ビーズの場合）や、
捕捉されなかった核酸を洗い流すことにより、試料の残りから分離することが可能である
。望ましくない干渉物質を洗い流すことは、様々な温度で使用される、塩および／または
界面活性剤を含有する緩衝液を用いて実行できる。磁性ビーズ以外の支持体を使用する場
合、捕捉されたハイブリッドを試料の残りから分離する他の方法、例えば限定はされない
が洗浄、が行われる。
【００３９】
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ハイブリダイゼーション／捕捉　―　増幅プローブ
　洗浄ステップによって標的のみが残存することを確認した後、シグナル増幅ＤＮＡプロ
ーブは、標的ｍＲＮＡにハイブリダイズされ、ここでシグナル増幅プローブは、標的ｍＲ
ＮＡに対して相補的および／または特異的な未標識ＤＮＡプローブである。増幅プローブ
は、標的核酸に特異的である必要がない。例えば、ＤＮＡ増幅プローブは、設計された標
的以外の他の核酸に結合できる場合がある。ｍＲＮＡ領域に相補的なＤＮＡシグナル増幅
プローブは、特異的遺伝子をカバーする混合物中で設計され、結合される。範囲を拡大し
、変化させることにより、いずれの遺伝子が存在し、ＲＮＡの特定のスプライシング形態
であるかを判定することができる。「範囲」は、相補的シグナルプローブによって隣接さ
れた標的配列の範囲および長さとして定義される。シグナル増幅プローブは、約４０塩基
長であるが、それらが捕捉プローブの周囲に設計されることから、一部は４０塩基より増
減する場合がある。シグナル増幅プローブは、約１５～約２００塩基長であってもよい。
範囲を増大させること（すなわち、より多くのシグナルプローブを標的ＲＮＡの相補的領
域とハイブリダイズさせること）により、シグナルが増大することになる。したがって、
より多くのプローブを使用し、増幅シグナルを得ることが好ましい。検出の限界は、部分
的には、標的核酸（すなわち標的遺伝子）の長さに依存する。
【００４０】
　増幅シグナルプローブは、既知のＲＮＡスプライシング形態の遺伝子配列全体に広がる
ことになる組み合わせで添加される。シグナル増幅プローブの組み合わせは、標的ｍＲＮ
Ａ上の範囲の程度、それ故にシグナル出力を決定づけることになる。増幅プローブの異な
る組み合わせから得られるシグナル出力の比較により、特定のｍＲＮＡスプライシング形
態変異体の存在が示されることになる。このように、本方法は、シグナル出力が存在する
スプライシング形態に依存する点で「分子定規（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｒｕｌｅｒ）」で
ある。例えば、捕捉プローブ３は、Ｅ６／７標的ｍＲＮＡとハイブリダイズするが、Ｅｌ
、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｌ１、もしくはＬ２とハイブリダイズしないことが想定される（例
えば、表３および図１１を参照）。シグナル増幅プローブ１および６は、捕捉プローブ３
とのハイブリダイゼーション後に使用される場合、スプライシングされたＥ６／７形態か
ら強いシグナル、またスプライシングされた／組み込まれたＥ６／７形態から弱いシグナ
ルを生成することになる。捕捉プローブおよび増幅プローブの組み合わせおよび数を変化
させることにより、シグナル出力は、いずれのウイルス遺伝子が発現されているか（例え
ばその比）に加え、それら遺伝子のいずれのスプライシング形態が発現されるかについて
の情報を提供する。かかる情報は、臨床および実験データと併せると、前癌性子宮頸部病
変の進行に対するより良好な予測因子を提供することが期待される。
【００４１】
　細胞内での遺伝子発現の、ｍＲＮＡレベルの測定を介する特徴づけは、細胞が病原体に
感染されているか否か、および病状の進行を判定するのに有用なツールである。
【００４２】
　本開示は、既知および未知のスプライシング形態変異体における遺伝子転写産物の長さ
を決定する方法を提供する。交互にスプライシングされた転写産物の発現を測定するため
の信頼できる強固な方法は、各変異体の有意性を検討する上で重要なステップである。こ
れまで、スプライス変異体の正確な定量、例えばノーザンブロッティング、ＲＴ－ＰＣＲ
およびリアルタイムＲＴ－ＰＣＲは、従来の方法に特有の制限に起因し、骨の折れる困難
なものであった。本開示は、スプライシング形態変異体の存在を決定する方法を提供する
。例えば、初期ＨＰＶ転写産物（例えばＨＰＶ　Ｅ６＊Ｉ）が後期遺伝子配列を担持する
か否かについての疑問は、転写産物を初期領域に相補的な捕捉プローブで捕捉し、次いで
後期領域に相補的な検出プローブで検出することによって判定可能であり、得られたシグ
ナルは、初期遺伝子転写産物上での後期領域の存在を示しうる。さらに、予測されるスプ
ライシング形態配列をカバーすることになる縮重シグナル増幅プローブの組み合わせを提
供することにより、スプライス変異体の存在は決定されうる。さらに、領域の不在は、選
択した（ｓｅｌｅｃｔ）ＤＮＡプローブによる捕捉の欠如によって示されうる。
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【００４３】
　得られたハイブリッドは、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドを認識する分子を使用して捕捉
／検出される。二本鎖核酸ハイブリッドに特異的な分子は、限定はされないが、モノクロ
ーナル抗体、ポリクローナル抗体、限定はされないがＲＮアーゼＨなどのタンパク質、限
定はされないがアプタマー、または配列特異的な核酸を含む核酸を含む。アプタマーは、
特定の標的分子に結合する短いオリゴヌクレオチドまたはペプチド分子である。それらは
、それらをランダム配列の大規模なプールから選択することによって作成されることが多
いが、天然アプタマー（例えばリボスイッチアプタマー）は既知である。
【００４４】
ハイブリダイゼーション／捕捉　―　抗－ハイブリッド抗体
　一実施形態では、二本鎖核酸ハイブリッドに特異的な分子は、抗体（「抗－ハイブリッ
ド抗体」）である。ハイブリッドは、抗－ハイブリッド抗体とともに、二本鎖核酸ハイブ
リッドへの結合を可能にするのに十分な時間インキュベートされる。抗－ハイブリッド抗
体は、モノクローナルであっても、またはポリクローナルであってもよい。最も好ましい
実施形態では、抗体は、モノクローナルである。
【００４５】
　別の実施形態では、一次抗体は、支持体に結合される。本実施形態では、試料が調製さ
れ、ＲＮＡが放出された後、それは、少なくとも１つのポリヌクレオチドＤＮＡ捕捉プロ
ーブと、少なくとも１つのポリヌクレオチドプローブが試料中の標的ＲＮＡにハイブリダ
イズし、二本鎖核酸ハイブリッドを形成するのに十分な条件下で、接触される。標的ＲＮ
Ａは、標的ＲＮＡ：ＤＮＡ捕捉プローブ複合体の形態の場合、未結合ＲＮＡから洗浄によ
って分離される。洗浄ステップによって残存するＲＮＡのみが標的ＲＮＡであることを確
認した後、シグナル増幅ＤＮＡプローブは、標的ｍＲＮＡにハイブリダイズされ、ここで
シグナル増幅プローブは、標的ｍＲＮＡに対して相補的および／または特異的な未標識Ｄ
ＮＡプローブである。標的ＲＮＡに対する捕捉および増幅プローブのハイブリダイゼーシ
ョンにより、二本鎖核酸ハイブリッドが生成される。得られたハイブリッドは、ＲＮＡ：
ＤＮＡハイブリッドを認識する分子を使用して検出される。好ましい実施形態では、二本
鎖核酸ハイブリッドに特異的な分子は、抗体（「抗－ハイブリッド抗体」）である。ハイ
ブリッドは、抗－ハイブリッド抗体とともに、二本鎖核酸ハイブリッド領域への結合を可
能にするのに十分な時間インキュベートされる。抗－ハイブリッド抗体は、支持体にコン
ジュゲートされ、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドへの結合は、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド
：抗体複合体を形成する。複合体は、未結合抗体から分離される。支持体が磁性ビーズで
ある用途では、磁場を使用し、任意の未結合抗体が分離される。
【００４６】
検出
　未結合抗－ハイブリッド抗体が除去された後、二次抗体が添加され、ここで二次抗体は
、検出可能なマーカーで標識され、一次抗体を認識しかつそれに結合する。二次抗体上に
存在する標識が検出され、それにより、標的リボ核酸の存在が示される。様々な標識を検
出するための方法は、当該技術分野で既知である。例えば、比色定量法、放射性（ｒａｄ
ｉｏａｃｔｉｖｅ）、表面プラスモン共鳴、または化学発光法については、例えば、Ｃｏ
ｕｔｌｅｅら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．２７：１００２－１００７頁（１９
８９年）によって記載がなされている。
【００４７】
　例えば、少なくとも１つのアルカリホスファターゼ分子とコンジュゲートされた抗体は
、例えば、Ｅ／Ｌｕｍｉｎａ（商標）ルミノメーター（Ｓｏｕｒｃｅ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｇａｒｄｅｎ　Ｇｒｏｖｅ，ＣＡ））、Ｏｐｔｏｃｏ
ｍｐ　Ｉ（商標）ルミノメーター（ＭＧＭ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｈａｍｄｅｎ，Ｃ
Ｔ））、またはそれに類する検出器を使用する、Ｌｕｍｉ－Ｐｈｏｓ（商標）５３０試薬
（Ｌｕｍｉｇｅｎ（Ｄｅｔｒｏｉｔ，ＭＩ））またはＤＲ２（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓ
ｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））などの試薬を用いた化学発光により、
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検出してもよい。本明細書中に記載のように、二次抗体上の標識の検出は、試料中での、
１つもしくは複数のプローブに相補的な１つもしくは複数の標的リボ核酸の存在を示唆す
る。洗浄後、試料は、例えば、二次抗体上の標識に対する基質を含有する検出緩衝液に懸
濁される。
【００４８】
　下記の本アッセイでは、抗－ハイブリッド抗体を、使用し、および／または磁性ビーズ
とカップリングし、および／または支持体上に固定化してもよい。好ましい実施形態では
、標的核酸の捕捉および検出のために使用される抗体は、モノクローナル抗体である。一
次および二次抗体は、捕捉および検出において同じであって（すなわち同じハイブリッド
骨髄腫細胞系によって産生されて）もよく、または異なり、異なるハイブリッド骨髄腫細
胞系によって生成してもよい。最も好ましい実施形態では、捕捉および／または検出のた
めに使用される一次および二次モノクローナル抗体は、同じであり、またＲＮＡ／ＤＮＡ
ハイブリッドに特異的である。また、二本鎖ハイブリッドに特異的な抗体の免疫断片（ｉ
ｍｍｕｎｏｆｒａｇｍｅｎｔ）または誘導体も、かかる断片または誘導体が抗体の結合領
域を有する場合、含まれる。
【００４９】
　例えば、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドで免疫された脾臓細胞と融合された骨髄腫細胞に
由来するモノクローナルＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド抗体は、使用してもよい。ハイブリ
ッド－特異抗体は、例えば、Ｋｉｔａｗａｇａら、Ｍｏl．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１９
：４１３頁（１９８２年）；および米国特許第４，７３２，８４７号明細書（これらの各
々は参照により本明細書中に援用される）に記載のように、固体支持体上に固定化された
ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドに対する親和性精製によって精製することが可能である。
【００５０】
　例えば、ライブラリーから組換え抗体（例えば、一本鎖ＦｖもしくはＦａｂ、または他
のその断片）を選択するか、またはヒト抗体のレパートリーを産生する能力があるトラン
スジェニック動物（例えばマウス）の免疫に依存する方法を含む、ヒトまたは人工抗体を
含む抗体を産生または単離する他の好適な方法を使用してもよい（例えば、Ｊａｋｏｂｏ
ｖｉｔｓら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９０：２５５１頁（１９
９３年）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ、３６２：２５５頁（１９９３年）；
および米国特許第５，５４５，８０６号明細書および米国特許第５，５４５，８０７号明
細書を参照）。
【００５１】
　さらに別の態様では、本開示は、生物学的試料または核酸を含有する試料中でのリボ核
酸の検出を可能にするキットを提供する。好ましい実施形態では、キットは、ａ）磁性ビ
ーズにコンジュゲートされたＤＮＡ捕捉プローブ；ｂ）ＤＮＡ増幅プローブ；ｃ）一次抗
－ハイブリッド抗体；ｄ）一次抗体に結合しかつ検出可能に標識された二次抗体を含む検
出試薬；ｅ）界面活性剤に基づく洗浄用緩衝液；およびｆ）二次抗体上の標識に対する基
質を含む二次検出試薬を含む。好ましい界面活性剤に基づく洗浄用緩衝液は、４０ｍＭト
リス－ＨＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００である。
【００５２】
　特定の実施形態では、本開示の検出方法では、まず標的を、磁性ストレプトアビジンビ
ーズにコンジュゲートされた相補的ビオチン化ＤＮＡプローブ上に捕捉することにより、
ＲＮＡが検出される。このプローブ－ビーズ複合体は、前コンジュゲートしてもよく、４
℃で数か月間安定である。この捕捉ステップは、好ましくは、常に振とうしながら６０℃
で行われ、約３０分間（捕捉を可能にするのに十分な時間）進行可能である。次いで、捕
捉された標的を有するビーズは、任意の非標的ＲＮＡ配列が除去されるように洗浄される
。ハイブリッド捕捉抗体が個別のＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドに結合することから、ＤＮ
Ａ増幅プローブで標的領域をカバーし、最大シグナルを得ることが好ましい（図１および
２を参照）。それ故、次いで、さらなるプローブが、標的ｍＲＮＡにハイブリダイズされ
る。このポイントで標的のみが捕捉されることから、これらのプローブは配列特異的であ
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る必要はないが、それよりも、既に特異的なビオチン化プローブによってカバーされてい
る領域を除く、遺伝子の完全長をカバーしうる。シグナル増幅プローブは、ｍＲＮＡ領域
に相補的であり、特異的遺伝子をカバーすることになる混合物中で設計され、結合される
。範囲を拡大し、変化させることにより、特定の遺伝子および特定のスプライス変異体を
決定することができる。これらの「シグナル増幅」プローブは、好ましくは４．２ｎＭの
濃度で使用される。このハイブリダイゼーションはまた、好ましくは、約７．８のｐＨ、
６０℃で３０分間行われる。次いで、ハイブリダイゼーションに続き、上で考察したハイ
ブリッド捕捉抗体系を用いて検出がなされる（抗－ハイブリッド抗体および抗－ハイブリ
ッド抗体を検出するための二次抗体の使用）。
【実施例】
【００５３】
実施例１　細胞ペレットの低張性溶解を介する試料調製
　内因性ハイブリッドは、ハイブリッド捕捉抗体によって検出されることになることから
、検出アッセイに対する特有の課題を提示する。したがって、試料調製は、好ましくは、
これらのハイブリッドを破壊するか、またはその放出を回避する。低張性溶解は、後者の
方法に依存する。この方法では、細胞は遠心分離を介してペレット化され、上清は除去さ
れ、ペレットは溶解される。図６に示されるように、緩衝液中の塩および界面活性剤濃度
を変化させることによって溶解のストリンジェンシーを低下させることにより、メタノー
ルに基づく頸部標本のプールからもたらされる臨床上のバックグラウンドが低減される。
シグナル：ノイズ比もまた高くなり、プール間のバックグラウンドおよび干渉における変
動性は低下する（表２）。他の試験は、低張性溶解が、環境に対する細胞張性の差異から
細胞膜を破裂することによって作用しても、細胞小器官が無傷で残存することを示してい
る。したがって、細胞内のＲＮＡは、細胞から溶液中へ放出される一方、ハイブリッドな
どのアッセイに対する汚染物質は、不溶性細胞残渣とともに残存することになる。この方
法は、標本の量の増加がバックグラウンドの増大をまねかない理由から、標本中のＲＮＡ
の量が制限される場合に有用でありうる（図７）。ＨＰＶ陽性細胞を陰性頸部標本のプー
ルにスパイクするというモデルを使用すると、低張性溶解と後の本開示の検出方法により
、丁度１０００個の細胞に由来するＨＰＶ　Ｅ６／７　ＲＮＡを検出することができる（
図８）。
【００５４】
実施例２
磁性カルボキシルビーズを介する試料調製
　本開示の方法における使用として特徴づけられている別の試料調製方法では、生物学的
試料（例えば、Ｓｅｒａ－Ｍａｇ（登録商標）　Ｍａｇｎｅｔｉｃ　Ｃａｒｂｏｘｙｌａ
ｔｅ－Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ；Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．）に直接添加されうる磁性カルボキシル修飾（ＣＯＯＨ）ビーズ
を使用する。試料中の細胞を、疎水相互作用を介してビーズに結合させる。磁性ラックを
使用し、ビーズをペレット化した後は、上清を除去し、細胞を溶解することができる。溶
解後、ビーズを再びペレット化し、残存する上清を、本開示の方法での使用のために移す
。本方法において、溶解ストリンジェンシーの低下により、再びバックグラウンドが低減
されるが（表１を参照）、水単独では、細胞からＲＮＡを放出するには不十分である。む
しろ、好ましい溶解緩衝液は、溶解およびハイブリダイゼーションの双方を支持すること
から、約１Ｍグアニジンチオシアネートおよび約０．７％界面活性剤である（図９を参照
）。ハイブリダイゼーション捕捉ステップ前に希釈される場合、より強い溶解緩衝液の濃
度を使用してもよい。図１０で示されるように、細胞のビーズ上への捕捉は、二相性反応
である。カルボキシルビーズを、頸部細胞のＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録商標）に基づく
試料に直接スパイクした。試料中の全細胞の約５０～６０％を、暴露から最初の１分以内
にビーズに引き付けた。このプロセスは、少なくとも１５分間プラトー状態であるが、ビ
ーズ添加の約３０分後、細胞の少なくとも９５％が捕捉されている（上清中に残存する細
胞を計数することによって測定；図１０を参照）。図１１は、本開示の方法を用いると、
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約１０００個のＨＰＶ陽性細胞のみを使用する場合に結果が得られる可能性があり、細胞
からｍＲＮＡを得る際、カルボキシルビーズ細胞捕捉と後の本開示の検出方法が、低張性
細胞溶解と後の本開示の検出方法よりも効率的であることを示す（図１１を参照）。
【００５５】
【表１】

【００５６】
実施例４
アッセイのバックグラウンドに対する内因性ハイブリッドの効果
　内因性ハイブリッドは、臨床上のバックグラウンドノイズ源であることが多い（図５を
参照）。ＨＰＶ１６　Ｅ６／７　ＲＮＡを（ＨＰＶ；ＫＰＳＴＭ（－）を有しない）臨床
プールにスパイクする場合、バックグラウンドは高く、シグナルはマスクされる。しかし
、ＲＮＡの添加前、プールが変性され（１．７５Ｍ　ＮａＯＨ）、中和される場合、バッ
クグラウンドは低く、シグナルは回復される。これは、核酸ハイブリッドを認識する抗体
を使用する検出方法を用いる前に、内因性核酸ハイブリッドを除去するかまたはその放出
を阻止する必要性があることを示す。
【００５７】
実施例５
バックグラウンドに対する溶解緩衝液濃度の効果
　溶解ストリンジェンシーの低下により、臨床上のバックグラウンドノイズが低減される
（図６を参照）。１ｍＬのメタノールに基づく頸部標本を遠沈させ、ｘ軸上に示されるよ
うに、ペレットを緩衝液に様々な濃度（１００％緩衝液＝約３Ｍグアニジンチオシアネー
ト＋約２％界面活性剤）で再懸濁した。ペレット化細胞を、６５℃で１５分間加熱した。
次いで、ＲＮＡの捕捉のため、本開示の方法に従い、溶解緩衝液の最終濃度を３２．５％
に調整した。図６に示されるように、バックグラウンドは、溶解緩衝液の濃度の減少とと
もに低減した。本実験は、細胞の低張性溶解が内因性核酸ハイブリッドの放出の阻止にお
いて奏功した証拠を提供する。細胞質中のＲＮＡが細胞から放出される一方、ハイブリッ
ドなどのアッセイに対する汚染物質は、核内に残存することになる。
【００５８】
　さらに、水溶解は、よりストリンジェントな溶解に対し、バックグラウンドおよび変動
性の低下とシグナル：ノイズの上昇をもたらす（下の表２を参照）。表２中の値は、頸部
標本の４つの異なる臨床プールから得られる結果を通じて平均化されている。典型的には
、これらのプールは、バックグラウンドが大幅に変化する。
【００５９】
【表２】
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【００６０】
実施例６
細胞ペレットの低張性溶解
　図７は、細胞ペレットの低張性溶解が、バックグラウンドノイズが安定状態を維持する
ことを保証することを示す。様々な量の頸部標本（２５０μｌ～１０ｍｌ）を遠沈させ、
水で溶解し、本開示のＲＮＡ検出アッセイを施した。図７中のグラフに示されるように、
バックグラウンドは、使用した標本の量にかかわらず有意に変化しない。
【００６１】
実施例７
検出の限界
　ＨＰＶ陽性細胞（ＳｉＨａ細胞）由来のＨＰＶ１６　Ｅ６／７　ＲＮＡにおける検出の
限界について試験した（図８を参照）。細胞を１ｍＬの陰性頸部標本のプールにスパイク
し、臨床試料をモデル化した。遠沈し、水で溶解し、加熱してから、緩衝液を細胞に加え
（３２．５％緩衝液、または約１Ｍグアニジンチオシアネートおよび約０．７％界面活性
剤の濃度になるまで）、それらをプレート内に置き、本開示のＲＮＡ検出アッセイを開始
した。結果は、本開示の方法を用い、ＨＰＶ　Ｅ６／７　ＲＮＡ検出において必要なのは
、わずか１ｘ１０３個の細胞であることを示す。
【００６２】
実施例８
ＣＯＯＨビーズによって捕捉される細胞の溶解
　様々な溶解緩衝液を、ＣＯＯＨビーズによって捕捉される細胞に対する溶解能について
比較した（図９を参照）。結果は、水単独がＣＯＯＨビーズによって捕捉される細胞を溶
解するのに十分でないことを示す。ＨＰＶ陰性またはＨＰＶ陽性のいずれかの細胞を、１
ｍＬの陰性頸部プールにスパイクした。細胞をビーズによって捕捉し、上清を除去した後
、（グアニジンチオシアネートおよび界面活性剤を含有する）様々な濃度の緩衝液を試料
に添加し、次いでそれを６５℃で１５分間加熱した。ＲＮＡ検出のため、本開示の方法を
用い、緩衝液濃度を全部で３２．５％に調整した。遠沈方法で見られるように、バックグ
ラウンドは、塩および界面活性剤の量の減少とともに低下する。しかし、ＲＮＡを放出す
るのに十分な細胞を溶解するためには、少なくとも３２．５％の緩衝液（全部で約１Ｍの
塩および０．７％界面活性剤）が必要である。
【００６３】
実施例９
ＣＯＯＨビーズによる細胞捕捉の経時変化は細胞のビーズ上への捕捉が二相性反応である
ことを示す
　ＣＯＯＨビーズによる細胞捕捉の経時変化を実施した（図１０を参照）。細胞を１ｍＬ
の陰性頸部プールにスパイクした。細胞のベースライン数を計数し、ＣＯＯＨビーズの添
加後の各時点で、計数のため、ビーズを１．５分間ペレット化し、次いで上清を除去し、
希釈した。約５０％の細胞が、１分以内に捕捉された。捕捉し、次いでプラトーに達した
が、３０分後、少なくとも９５％の細胞が捕捉されている。ビーズを増加させることによ
り、わずかにより効率的な捕捉が得られる。
【００６４】
実施例１０
カルボキシル（ＣＯＯＨ）ビーズ捕捉は低張性溶解より効率的である
　１ｍＬの陰性頸部標本のプール中のＨＰＶ１８陽性（ＨｅＬａ）細胞を、ＣＯＯＨビー
ズ捕捉またはペレット化および低張性溶解を用いて調製した。また、カルボキシルビーズ
捕捉方法における検出の限界は約１０００個のＨＰＶ陽性細胞であり、リバースハイブリ
ッド捕捉アッセイの結果は、この方法が細胞からｍＲＮＡを得るためにより効率的である
ことを示す（図１１を参照）。バックグラウンドはＣＯＯＨビーズ捕捉が用いられる場合
よりわずかに高く（２７１ＲＬＵ対１６３ＲＬＵ（低張性溶解））、一方、シグナル：ノ
イズおよびシグナル－ノイズ（検出される全ＲＮＡの尺度）の双方は、低張性溶解が用い
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られる場合よりはるかに高かった
【００６５】
実施例１１
標的ＲＮＡの検出と組み合わされる前処理手順（低張性溶解）
　次のプロトコルでは、試料前処理手順（低張性細胞溶解を使用）が本開示のＲＮＡ検出
方法と組み合わされる。管内の細胞を、１５００相対遠心力（ＲＣＦ）で３分間遠沈する
。上清を除去し、３３．７５μＬの水を添加し、ペレットをゆっくりとピペットで取り、
再懸濁した。次いで、ゆっくりと振とうさせながら、６５℃で１５分間加熱する。次いで
、１６．２５μＬの緩衝液（約３Ｍグアニジンチオシアネートおよび約２％界面活性剤）
を添加し、５０μＬの試料をプレート上のウェルに移す。次いで、ビオチン化捕捉プロー
ブを有する１０μＬの前コンジュゲート（ｐｒｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）ストレプトアビ
ジンビーズを加え、プレートを、１１５０毎分回転数（ＲＰＭ）で振とうさせながら、６
０℃で３０分間インキュベートする。プレートを磁性ラック上に置き、ビーズを１．５分
間ペレット化し、次いでプレートをデカントし、ブロットする。Ｓｈａｒｐ洗浄用緩衝液
（１Ｍトリス－ＨＣｌ、０．６Ｍ　ＮａＣｌ、０．２５％　Ｔｗｅｅｎ－２０）で２回洗
浄する（１回目の洗浄は２分間、２回目の洗浄は５分間である必要がある）。洗浄後、プ
レートをデカントし、ブロッティングにより十分に乾燥させる。各ウェルに対し、６５μ
Ｌのシグナル増幅プローブを加え、ＲＮＡハイブリダイゼーション緩衝液で４．２ｎＭに
希釈する。次いで、プレートを、１１５０ＲＰＭで振とうさせながら、６０℃で３０分間
インキュベートする。プレートを磁性ラック上に３分間置き、デカントし、ウェルを乾燥
させる。３５μＬのＤｉｇｅｎｅ　Ｈｙｂｒｉｄ　Ｃａｐｔｕｒｅ　２キットのＤｅｔｅ
ｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　１（０．０５％（ｗ／ｖ）のナトリウムアジドを有し、Ｒ
Ｎアーゼを有しない緩衝溶液中、アルカリホスファターゼ－ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッド
とのコンジュゲート抗体）を各ウェルに加え、プレートを４５℃で３０分間インキュベー
トする。プレートを磁性ラック上に置き、デカントし、ブロットする。プレートを、４０
ｍＭトリス－ＨＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含
有する緩衝液で５回洗浄し、プレートを１回の洗浄につき１分間静置しておく。次いで、
ウェルをデカントし、乾燥させる。次いで、４５μＬのＤｉｇｅｎｅ　Ｈｙｂｒｉｄ　Ｃ
ａｐｔｕｒｅ　２キットのＤｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　２（化学発光基質のＥ
ｍｅｒａｌｄ　ＩＩ（商標）を有するＣＤＰ－Ｓｔａｒ（登録商標）試薬）を各ウェルに
加える。プレートを、光から保護し、３００ＲＰＭで振とうさせながら、室温で１５分間
インキュベートする。プレートを、ルミノメーターで読み取る。
【００６６】
実施例１２
標的ＲＮＡの検出と組み合わされる前処理手順（ＣＯＯＨビーズ捕捉）
　以下のプロトコルでは、カルボキシルビーズ捕捉試料調製が本開示のＲＮＡ検出方法と
組み合わされる。各試料に対し、８μＬのカルボキシル（ＣＯＯＨ）ビーズ（２ｍＬのウ
ェルプレート）を加え、室温、８００ＲＰＭで３０分間振とうする。プレートを磁性ラッ
ク上に２分間置き、ビーズをペレット化する。上清を真空下で除去し、５０μＬの３２．
５％緩衝液（約１Ｍグアニジンチオシアネートおよび約０．７％界面活性剤）に再懸濁す
る。次いで、６５℃、１０００ＲＰＭで１５分間振とうする。プレートを磁性ラック上に
置き、ビーズをペレット化し、上清を新しいウェルに移す。次いで、ビオチン化捕捉プロ
ーブを有する１０μＬの前コンジュゲートストレプトアビジンビーズを加え、プレートを
、１１５０ＲＰＭで振とうさせながら、６０℃で３０分間インキュベートする。プレート
を磁性ラック上に置き、ビーズを１．５分間ペレット化し、次いでプレートをデカントし
、ブロットする。Ｓｈａｒｐ洗浄用緩衝液（１Ｍトリス－ＨＣｌ、０．６Ｍ　ＮａＣｌ、
０．２５％　Ｔｗｅｅｎ－２０）で２回洗浄する（１回目の洗浄は２分間、２回目の洗浄
は５分間である必要がある）。洗浄後、プレートウェルをデカントし、ブロッティングに
より十分に乾燥させる。各ウェルに対し、６５μＬのシグナル増幅プローブを加え、ＲＮ
Ａハイブリダイゼーション緩衝液で４．２ｎＭに希釈する。次いで、プレートを、１１５



(21) JP 2012-525153 A 2012.10.22

10

20

30

40

50

０ＲＰＭで振とうさせながら、６０℃で３０分間インキュベートする。プレートを磁性ラ
ック上に３分間置き、デカントし、ウェルを乾燥させる。３５μＬのＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
　Ｒｅａｇｅｎｔ　１（０．０５％（ｗ／ｖ）のナトリウムアジドを有し、ＲＮアーゼを
有しない緩衝溶液中、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドへのアルカリホスファターゼコンジュ
ゲート抗体）を各ウェルに加え、プレートを４５℃で３０分間インキュベートする。プレ
ートを磁性ラック上に置き、デカントし、ブロットする。プレートを、４０ｍＭトリス－
ＨＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含有する緩衝液
で５回洗浄し、プレートを１回の洗浄につき１分間静置しておく。次いで、ウェルをデカ
ントし、乾燥させる。次いで、４５μＬのＤｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　２（化
学発光基質のＥｍｅｒａｌｄ　ＩＩ（商標）を有するＣＤＰ－Ｓｔａｒ（登録商標）試薬
）を各ウェルに加える。プレートを、光から保護し、３００ＲＰＭで振とうさせながら、
室温で１５分間インキュベートする。プレートを、ルミノメーターで読み取る。
【００６７】
実施例１３
ストレプトアビジンビーズ－ビオチン化プローブコンジュゲーション
　以下のプロトコルは、磁性ビーズに結合されたＤＮＡ捕捉プローブを形成する方法を提
供する。Ｓｅｒａｄｙｎ　ｄｓＭａｇストレプトアビジンビーズ（Ｓｅｒａｄｙｎパート
番号３０１５２１０３０１０５０、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
，Ｉｎｃ．）をボルテックスし、超音波処理する。５μＬのビーズを、２５０μＬのビー
ズコンジュゲーション緩衝液（ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ）（１×ＰＢＳ；
０．１５Ｍ　ＮａＣｌ）に加える。磁性ラック上のビーズをプルダウンし（ｐｕｌｌ　ｄ
ｏｗｎ）、ビーズコンジュゲーション洗浄用緩衝液（上記の０．５％　Ｔｗｅｅｎ－２０
）で２回洗浄する。ビーズを、４５ｎＭの各ＤＮＡ捕捉プローブとともに、ビーズコンジ
ュゲーション緩衝液に再懸濁する。１１５０ＲＰＭで振とうさせながら、３７℃で３０分
間インキュベートする。ビーズをプルダウンし、ビーズコンジュゲーション洗浄用緩衝液
で３回洗浄する。Ｄｉｇｅｎｅ　Ｈｙｂｒｉｄ　Ｃａｐｔｕｒｅ　２からの２５０μＬの
Ｂｌｏｃｋｅｒ緩衝液（カゼインベース）に再懸濁し、５０×のビーズを得る。
【００６８】
実施例１４
リバースハイブリッド捕捉アッセイ
　リバースハイブリッド捕捉では、まず、標的ＲＮＡを、磁性ストレプトアビジンビーズ
にコンジュゲートされた相補的ビオチン化ＤＮＡプローブ上に捕捉することにより、ｍＲ
ＮＡが検出される。このプローブ－ビーズ複合体は、前コンジュゲートしてもよく、４℃
で数か月間安定である。この捕捉ステップは、３０分を要し、常に振とうさせながら、６
０℃で行う必要がある。次いで、捕捉された標的を伴うビーズを、あらゆる非標的ＲＮＡ
配列が除去されるように洗浄する。ハイブリッド捕捉抗体が個別のＤＮＡ－ＲＮＡハイブ
リッドに結合することから、ＤＮＡプローブ（例えば、ＤＮＡ捕捉プローブおよび増幅プ
ローブ）で標的ＲＮＡをカバーし、最大シグナルを得ることが好ましい（例えば図１およ
び２を参照）。したがって、次いで追加的プローブを標的ｍＲＮＡとハイブリダイズさせ
る。標的のみがこのポイントに存在することから（非標的ＲＮＡは洗い流されていること
から）、これらのプローブは、配列特異的である必要はないが、それよりも、既にビオチ
ン化ＤＮＡプローブによってカバーされている領域を除く、遺伝子の完全長をカバーしう
る。これらの「シグナル増幅」プローブを、４．２ｎＭの作用濃度まで希釈する。このハ
イブリダイゼーションはまた、好ましくは振とうさせながら、約７．８のｐＨ、６０℃で
３０分間行う。次いで、ハイブリダイゼーションを行った後、ハイブリッド捕捉抗体系で
検出する、すなわちＤｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　１（０．０５％（ｗ／ｖ）の
ナトリウムアジドを有し、ＲＮアーゼを有しない緩衝溶液中、ＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッ
ドへのアルカリホスファターゼコンジュゲート抗体）に４５°で３０分間暴露した後、さ
らに洗浄し、それに続き、Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　２（化学発光基質のＥ
ｍｅｒａｌｄ　ＩＩ（商標）を有するＣＤＰ－Ｓｔａｒ（登録商標）試薬）を室温で１５
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約２時間１５分かかる。
【００６９】
実施例１５
未標識シグナル増幅プローブを添加する効果
　シグナルは、わずか３もしくは５つのビオチン化ＤＮＡ捕捉プローブおよび未標識シグ
ナルプローブなしで捕捉されるＲＮＡ標的において比較的低い。シグナルは、ハイブリッ
ド－捕捉抗体および発光技術を用いた検出前、未標識プローブが標的にハイブリダイズさ
れる場合より実質的に高い。リバースハイブリッド－捕捉アッセイを使用することで、Ｒ
ＮＡが検出される。この実験では、可変数のビオチン化ＤＮＡ捕捉プローブは、ストレプ
トアビジンビーズにコンジュゲートされた（図４を参照）。標的は、ＨＰＶ１６のＥ６／
７遺伝子であった。アッセイは、シグナル増幅プローブの添加を伴う場合と伴わない場合
（各々、１ステップ対２ステップアッセイ）に、ビーズの各セットを用いて実施した。シ
グナル増幅に対して未標識ＤＮＡプローブを全く添加しなかったとき（１ステップアッセ
イ；灰色バー）、シグナルは、ビオチン化捕捉プローブによって提供される範囲の量とと
もに増大した。しかし、シグナル増幅に対する未標識ＤＮＡプローブを添加したとき（２
ステップアッセイ；黒色バー）、シグナルは、わずか１、３、もしくは５つの捕捉プロー
ブを使用した場合の１ステップアッセイにおけるよりはるかに高かった。２ステップアッ
セイでは、わずか３～５つの捕捉プローブで、最適なシグナルが得られた。
【００７０】
実施例１６
分子定規法によって決定されるｍＲＮＡ転写産物の長さ
　ＨＰＶ転写産物の長さは、ハイブリッド領域の長さを延長するため、磁性ビーズ上への
捕捉および使用される未標識オリゴヌクレオチドでの検出によって「測定する」ことが可
能である。シグナル出力は、増幅シグナルプローブを、最長に達する（シグナルがプラト
ーになる場合）まで連続添加することで、増大することになる。ＨＰＶ１６における様々
なＨＰＶ転写産物を、図１２中に略図で示す。プローブ設計においては、番号付けられた
領域１～７（図１２）を指定する。例えば、Ｅ６／７遺伝子転写産物は、ＤＮＡ捕捉プロ
ーブ３を使用して試料から捕捉することが可能であり、シグナル増幅プローブの組み合わ
せは、シグナル出力を決定づけることになる。存在する変異体形態が完全長であり、かつ
増幅プローブの組み合わせが転写産物の全長をカバーする場合、シグナルは強力になる。
存在するＥ６／７変異体形態がスプライシングされ、シグナルプローブのサブセットが使
用される（例えば、プローブ１および６）場合、シグナル出力は、完全長／未スプライシ
ング型Ｅ６／７からのシグナルと比べてやや弱いものになる（表３を参照）。Ｅ６／７変
異体形態がスプライシングされ、組み込まれる場合、それははるかに弱いシグナルをもた
らすことになる（表３を参照）。より強いシグナルは、より多くの標的および特定の病状
を示唆する。スプライシングされ、組み込まれたＥ６／７変異体は、より弱いシグナルを
もたらし、また、捕捉される標的が減少し、それ故、この遺伝子の発現が低下することを
示唆する。それはまた、異なる病状を示唆する。表３は、ＨＰＶ１６の様々な領域に由来
する、（図１２中に示される）列挙されるプローブの併用から得られる想定されるシグナ
ルを示す。
【００７１】
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【表３】

【００７２】
　再び図１２および表３を参照すると、（例えば）捕捉プローブ＃２にハイブリダイズす
る非スプライシング型転写産物によって与えられるシグナルを、他の捕捉プローブを使用
して生成されるシグナルから差し引くことで、スプライシングされた転写産物単独から生
じるシグナルの程度を判定できる。シグナル増幅プローブの組み合わせは、標的ｍＲＮＡ
上の範囲の程度、それ故にシグナル出力を決定づけることになる。増幅プローブの異なる
組み合わせから得られるシグナル出力の比較により、特定のｍＲＮＡスプライシング形態
変異体の存在が示されることになる。このようにして、本方法は、シグナル出力が存在す
るスプライシング形態に依存し、病状の進行を示しうる「分子定規」である。
【００７３】
実施例１７
初期：後期ｍＲＮＡ比の上昇の検出
　本開示の方法は、初期および後期ＨＰＶ　ｍＲＮＡ転写産物の比の検出を可能にし、そ
れはＨＰＶ関連子宮頸部疾患の進行を示唆しうる。記載のアッセイは、ＨＰＶ－陽性標本
のバックグラウンドに対するＳｉＨａ細胞（癌細胞系）の高い初期：後期ｍＲＮＡ比を検
出した（図１４）。捕捉および検出ＤＮＡプローブを、ＨＰＶの初期転写産物および後期
転写産物を検出するように設計した。これら２つのアッセイを、同じ試料に対して同時に
行い、得られたシグナルの比は、初期および後期ＨＰＶ転写産物の比を示す。前癌性病変
の細胞と混合された数個の癌細胞を含む標本を模倣するため、ＨＳＩＬ標本のプール（高
グレード扁平上皮内病変、頸部細胞学におけるベセスダシステムによるもの（ｐｅｒ　Ｂ
ｅｔｈｅｓｄａ　Ｓｙｓｔｅｍ））を、既知数のＳｉＨａ細胞（ｘ軸上に示される）でス
パイクし、次いで本開示の方法（例えば、実施例１２を参照）を介してアッセイした。図
１４によって示されるように、高いＥ６／７　ｍＲＮＡ比を有する細胞の画分が、低い比
を有する細胞のバックグラウンドに対して検出されうる。
【００７４】
　本明細書中に引用されるすべての参考文献は、あたかも各参考文献が参照により援用さ
れるべく具体的かつ個別に示されるように、参照により本明細書中に援用される。任意の
参考文献の引用は、出願日に先立つその開示を目的とし、本開示が、先行発明を踏まえ、
かかる参考文献に先立つものとしての権限を付与されないことの承認として解釈されるべ
きではない。
【００７５】
　上記の要素の各々、または２つ以上が相まって、上記のタイプと異なる他のタイプの方
法において有用な用途を見出すことも可能であることは理解されるであろう。さらなる分
析を行わずに、上記において本開示の主旨が十分に示されることにより、他者は、現行の
知識を適用することにより、それを様々な用途向けに、添付の特許請求の範囲において示
される本開示の一般または特定の態様の本質的特性を先行技術の観点から公正に構成する
特徴を省略することなく、容易に適合させることができる。上記の実施形態は、あくまで
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例として提示され、本開示の範囲は、あくまで以下の特許請求の範囲によって限定される
べきである。
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