
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヘリコバクター  ピロリ（ Helicobacter pylori）菌を特異的かつ迅速に検出可能
なプローブを提供する。
【解決手段】特定なる塩基配列からなり、かつヘリコバクター  ピロリ菌が保有するＤＮ
Ａと特異的に反応するＨＰ -３４  プローブ。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ （ Helicobacter 
pylori） 菌 が 保 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と 特 異 的 に 反 応 す る 、 こ と を 特 徴 と す る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ
ロ リ 菌 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 胃 炎 、 胃 潰 瘍 お よ び 十 二 指 腸 潰 瘍 な ど の 消 化 器 系 疾 患 の 起 炎 菌 で あ る ヘ リ コ
バ ク タ ー  ピ ロ リ （ ） 菌 の 検 出 お よ び 同 定 に 有 用 な プ ロ ー ブ に 関 す る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 〔 旧 名 ： カ ン ピ ロ バ ク タ ー  ピ ロ リ （ ）
菌 〕 の ヒ ト の 胃 粘 膜 で の 存 在 が 報 告 （ Warren J. R. et al., "Unidentified curved baci
lli on gastric epithelium in active chronic gastritis", Lancet １ : pp.1273-1275 
(1983))さ れ て 以 来 、 そ の 生 化 学 的 性 質 、 特 に 、 胃 ・ 十 二 指 腸 潰 瘍 な ど の 消 化 器 系 疾 患 と
の 関 連 に つ い て 数 々 の 研 究 が 進 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 は 、 胃 炎 や 胃 潰 瘍 患 者 の 胃 粘 膜 か ら 高 頻 度 に 分 離 ・ 検 出 さ れ
〔 例 え ば 、 慢 性 胃 炎 、 表 層 性 胃 炎 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糜 爛 性 胃 炎 な ど か ら は 、 50～ 80％ の 率 で
検 出 さ れ た と の 報 告 も あ る 〕 、 ま た 、 然 る べ き 薬 剤 を 投 与 し て 除 菌 す る こ と で 症 状 も 改 善
す る こ と か ら 、 消 化 器 系 疾 患 と の 関 連 性 が 示 唆 さ れ て い た 。 　 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌
は 、 粘 膜 細 胞 内 へ 侵 入 す る 性 質 は 無 く 、 そ の 定 着 ・ 増 殖 部 位 は 上 皮 粘 膜 面 や 細 胞 間 隙 で あ
り 、 菌 の 増 殖 に よ る 胃 粘 膜 の Ｐ Ａ Ｓ （ Periodic Acid-Sciff） 反 応 陽 性 層 の ひ 薄 化 に よ り
、 粘 膜 を 保 護 し て い る ム チ ン の 効 果 が 低 下 し 、 胃 粘 膜 の 防 御 因 子 が 減 退 す る と 考 え ら れ て
い る （ 伊 藤 武 、 「  に 関 す る 最 近 の 知 見 」 、 Medical Technology, 19
 (10),pp.892-893（ 1991年 ９ 月 ))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 そ し て こ れ ま で に 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 が 胃 粘 膜 上 皮 に 接 し て 生 息 し 、 ヘ リ コ バ
ク タ ー  ピ ロ リ 菌 が 保 有 す る ウ レ ア ー ゼ に よ る 胃 内 の 尿 素 の 分 解 を 経 て 生 成 し た ア ン モ ニ
ア が 直 接 胃 粘 膜 障 害 を 引 き 起 こ し 、 水 素 イ オ ン の 逆 拡 散 な ど を 発 生 せ し め 、 ひ い て は 腫 瘍
の 形 成 に 至 る と の 作 用 機 序 も 報 告 さ れ て い る (Tsujii,M. et al., "Mechanism of gastric
 mucosal damage Induced by ammonia", Gastroenterology 107: pp.1881-1888 (1992))
。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 か よ う な ヒ ト の 消 化 器 系 疾 患 と の 関 連 が 指 摘 さ れ て い る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 の 診
断 方 法 と し て は 、 (１ )粘 膜 局 所 に お け る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 の 直 接 的 な 証 明 （ 塗 抹
法 、 組 織 鏡 検 法 、 培 養 法 ） 、 (２ )ウ レ ア ー ゼ 活 性 な ど の ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 の 特 性
を 利 用 し た 方 法 、 お よ び (３ )血 清 免 疫 診 断 法 が あ る （ 白 井 孝 之 、 他 、 「

の 存 在 診 断 」 、 最 新 医 学 、 44 (2)、 pp.284-288 (1989))な ど に 大 別 さ れ る 。 　 こ の 内
、 胃 粘 膜 の 生 検 材 料 の 微 好 気 培 養 か ら ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 を 検 出 す る 方 法 （ 培 養 法
） が 最 も 精 度 が 高 く 、 確 実 な 方 法 で あ る が 、 培 養 時 間 が 長 い た め 、 結 果 と し て 検 査 に 長 時
間 を 要 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 の ウ レ ア ー ゼ 産 生 能 力 に 鑑 み 、 胃 生 検 材 料 か ら 直 接 ウ
レ ア ー ゼ を 検 出 す る 方 法 な ど も 利 用 さ れ て い る （ 伊 藤 武 、 「 特 殊 な 細 菌 感 染 症 の 診 断 法 ／
4. 」 、 臨 床 医 、 15 (増 刊 号 ) 、 pp.367-369 (1989))。 　 し か し 、 こ
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れ ら 方 法 は い ず れ も 、 内 視 鏡 検 査 に よ る 生 検 材 料 を 対 象 と し た 検 査 法 で あ る た め 、 そ の 検
査 処 置 に お い て 患 者 に 少 な か ら ず の 苦 痛 を 強 い る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 に よ っ て 胃 内 の 尿 素 が ア ン モ ニ ア と 1 4 CO 2 に 分 解 さ れ
る こ と に 着 目 し 、 こ の 1 4 CO 2 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 す る 診 断 法 も あ る が 、
こ の 方 法 で は 、 放 射 性 同 位 元 素 の 取 扱 い と い う 繁 雑 で 熟 練 を 要 す る 検 査 処 置 を 経 な け れ ば
な ら な い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 し た 技 術 背 景 に 鑑 み て 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 を 、 内 視 鏡 な ど の 医
療 器 具 を 患 者 体 内 に 導 入 す る 必 要 が 無 く 、 よ り 特 異 的 か つ 効 率 良 く 検 出 で き る 技 術 の 確 立
を 目 指 し て 完 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
  そ し て 、 そ の 要 旨 と す る と こ ろ は 、 胃 炎 、 胃 潰 瘍 、 十 二 指 腸 潰 瘍 な ど の 消 化 器 系 疾 患 の
起 炎 菌 ／ 原 因 菌 で あ る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 が 保 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的
な 反 応 性 を 有 す る プ ロ ー ブ 、 お よ び 、 当 該 プ ロ ー ブ に 含 ま れ る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌
が 本 質 的 に 保 有 し て い る 遺 伝 子 部 分 の 塩 基 配 列 を 解 明 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  す な わ ち 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ に よ り 、 例 え ば 、 検 出 対 象 た る 菌 に お い て 維 持 さ れ て い る
Ｄ Ｎ Ａ を 、 当 該 プ ロ ー ブ と Ｄ Ｎ Ａ と の 間 の 特 異 性 に 基 づ い て 有 為 に 検 出 で き 、 こ れ に よ り
、 菌 を 培 養 ・ 増 殖 す る と い っ た 手 間 を か け る こ と な く 、 迅 速 か つ 確 実 に 菌 を 検 出 ・ 同 定 で
き る の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 こ れ ら プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 情 報 を 参 照 し て プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン す れ ば 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 わ な く と も 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 の 有 無 を 検 出 ・ 確 認 す る
こ と で 、 原 因 菌 を 同 定 で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
  さ ら に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用 い る プ ロ ー ブ を 非 放 射 性 の も の 、 例 え ば 、 ビ オ チ
ン 化 し た プ ロ ー ブ と す る こ と で 、 放 射 性 同 位 元 素 使 用 施 設 の な い 一 般 検 査 室 で も 菌 の 検 出
が で き 、 そ れ に よ り 、 菌 の 同 定 検 出 作 業 が 迅 速 、 簡 便 に 行 え る の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ を 用 い れ ば 、 例 え ば 、 内 視 鏡 な ど の 医 療 器 具 を 患 者 体 内 に 導 入 す る こ
と に 伴 う 患 者 の 身 体 的 負 担 を 解 消 で き 、 ま た 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 の 増 殖 ・ 培 養 を
経 る こ と な く 迅 速 ・ 正 確 に 直 接 的 に 菌 を 検 出 お よ び 同 定 で き る 。 　 す な わ ち 、 本 発 明 の プ
ロ ー ブ を 用 い た 診 断 で は 、 検 出 率 が 飛 躍 的 に 向 上 す る の み な ら ず 、 １ 回 分 の 検 体 で 菌 の 同
定 ま で 行 え 、 診 断 に 要 す る 時 間 も 約 １ ～ ２ 日 程 度 と 短 く な る 。 　 そ れ 故 、 早 期 の 内 に 有 効
な 治 療 方 針 が 示 さ れ 、 実 施 に 移 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 ヒ ト の 消 化 器 系 疾 患 に 深 く 関 連 す る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 が 保 有 す る Ｄ Ｎ Ａ
に 特 異 的 に 反 応 す る プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 を 明 ら か に し た こ と に よ り 、 こ れ ら プ ロ ー ブ を 人
工 的 に 調 製 す る こ と を 可 能 と し た 。 　 さ ら に 、 解 析 し た 塩 基 配 列 の 情 報 の 一 部 を 利 用 し て
作 製 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 臨 床 検 体 に 含 ま れ る 原 因 菌 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ て
増 幅 し て 、 原 因 菌 の 迅 速 な 診 断 に 役 立 て る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 臨 床 検 体 に 含 ま れ る ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と 本 発 明 に よ っ て 解 析 さ れ た
塩 基 配 列 と を 比 較 参 照 す る こ と に よ り 、 消 化 器 系 疾 患 原 因 菌 の 菌 種 の 迅 速 な 同 定 が 行 え る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 以 下 に 、 本 発 明 の ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 に 由 来 す る プ ロ ー ブ の 実 施 例 を 示 す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　
　
　 ま ず 、 下 記 表 １ に 記 載 の 組 成 を 有 す る ス キ ロ ー (Skirrow) 培 地 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 次 に 、 臨 床 菌 株 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 を 、 ブ ル セ ラ 寒 天 培 地 （ デ ィ フ コ 社 製 ） お よ
び 前 出 の ス キ ロ ー 培 地 に て 、 微 好 気 的 条 件 （ ２ ％ 水 素 、 ５ ％ 酸 素 、 ７ ％ 二 酸 化 炭 素 、 86％
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実 施 例 １ ： ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ
(１ )ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 由 来 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 調 製



窒 素 、 相 対 湿 度 90％ ） 下 で 、 37℃ で 、 ５ 日 間 培 養 し て 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 を 分 離
お よ び 増 殖 し た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 培 養 終 了 後 に 、 培 養 菌 体 を 集 菌 し て 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ メ ル ク 社 製 ） -0.1％ SDS を 用
い た 核 酸 の 単 離 を 利 用 す る  Saito-Miura法  ("Preparation of transforming deoxyribonu
cleic acid by phenol treatment", Biochem. Biophys. Acta. vol. , pp.619-629 (196
3))の 変 法 に 従 っ て 、 そ の ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 　 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 制 限 酵 素  
HindIIIで 完 全 消 化 し 、 ベ ク タ ー pGEM-3Z(プ ロ メ ガ 製 ） に ラ ン ダ ム ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 得 ら れ た ク ロ ー ン か ら 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 と 特 異 的 に 反 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 含
む ８ 種 の プ ロ ー ブ を 選 抜 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ し て 選 抜 さ れ た 各 プ ロ ー ブ を 、 プ ロ ー ブ HP-32、 プ ロ ー ブ HP-34、 プ ロ ー ブ HP-49、 プ
ロ ー ブ HP-55(down)、 プ ロ ー ブ HP-55(up)、 プ ロ ー ブ HP-60、 プ ロ ー ブ HP-64、 お よ び プ ロ ー
ブ HP-66と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　
　 前 述 の プ ロ ー ブ の 選 抜 に お い て 、 各 プ ロ ー ブ と 各 種 感 染 症 原 因 菌 株 の Ｄ Ｎ Ａ と の 反 応 性
を 、 以 下 の 方 法 に よ り 検 討 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま ず 、 検 討 対 象 菌 株 と し て 、 下 記 表 ２ に 列 挙 し た 臨 床 単 離 株 お よ び 寄 託 菌 株 を 準 備 し た
。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 な お 、 表 ２ 中 の 、 ヒ ト ・ ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ の 入 手 源 と し て １ 名 の 健 康 な 成 人 男 子 （ 30才
） か ら 採 取 し た 白 血 球 、 な ら び に 対 照 試 料 の 入 手 源 と し て プ ラ ス ミ ド pGEM-3Z(生 化 学 工 業
製 )を 含 ん だ   K-12, JM109 株 を そ れ ぞ れ 準 備 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 そ し て 、 表 ２ 中 の ヘ リ コ バ ク タ ー 属 に 属 す る 細 菌 は 実 施 例 １ (１ )に 記 載 の 方 法 、 ま た 、
そ の 他 の 細 菌 に つ い て は 、 各 種 溶 菌 株 酵 素 〔 リ ゾ ス タ フ ィ ン （ シ グ マ 製 ） 、 リ ゾ チ ー ム （
シ グ マ 製 ） 、 ア セ チ ル ム ラ ミ ダ ー ゼ Ｓ Ｇ （ 生 化 学 工 業 製 ) 〕 を 取 り 入 れ た  Saito-Miura法
 ( ） に 従 っ て 、 各 菌 株 が 保 有 す る 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。 　 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ の 一 定
量 （ 例 え ば 、 0.1μ g/５ μ l)を ナ イ ロ ン フ ィ ル タ （ ポ ー ル ダ イ ン 製 ） に ス ポ ッ ト し 、 ア ル
カ リ 変 性 し た も の を ド ッ ト  ブ ロ ッ ト  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 試 料 と し た 。 　 な お 、 ヒ
ト ・ ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ 試 料 は 、 先 に 入 手 し た 白 血 球 を  Saito-Miura 法  ( ） に 適 用 す
る こ と で 調 製 し た 。 　 一 方 、 対 照 試 料 は 、 後 述 す る 実 施 例 ２ (１ )に 記 載 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ の 調 製 方 法 に 、 先 に 入 手 し た プ ラ ス ミ ド  pGEM-3Z を 含 ん だ   K-12, J
M109 株 を 適 用 す る こ と で 調 製 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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  次 い で 、 Digoxigenin-11-dUTP(ベ ー リ ン ガ ー  マ ン ハ イ ム 社 製 ) で ラ ベ ル し た ヘ リ コ バ
ク タ ー  ピ ロ リ 菌 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 マ ニ ア テ ィ ス の マ ニ ュ ア ル （ T. Maniatis, et
 al., "Molecular Cloning (A Laboratory Manual)", Cold Spring Harbour Laboratory 
(1982))に 従 い 、 45％ ホ ル ム ア ミ ド （ メ ル ク 社 製 ） 、 ５ × SSC、 42℃ の 条 件 下 で 、 終 夜 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 終 夜 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 終 え た 試 料 を 、 55℃ に て 、 0.1× SSC、 0.1% SDSに よ る 20
分 間 の 洗 浄 を ２ 回 行 っ た 後 に 、 Anti-Dig-ALP conjugates(ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 製
)で 検 出 ・ 発 色 さ せ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 特 異 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
  各 プ ロ ー ブ と 各 臨 床 菌 株 の Ｄ Ｎ Ａ と の 反 応 性 に 関 す る 実 験 結 果 を 図 ２ に 示 し た 。 　 ま た
、 ウ ェ ル の 位 置 と 被 検 試 料 （ ブ ロ ッ テ ィ ン グ さ れ た 菌 株 Ｄ Ｎ Ａ ） と の 対 応 関 係 を 図 １ に 示
し た 。 　 す な わ ち 、 図 １ に 示 し た ウ ェ ル プ レ ー ト の 模 式 図 に 付 し た ウ ェ ル の 位 置 番 号 は 、
表 ２ に 列 挙 し た 試 料 （ 菌 株 ） に 付 し た 番 号 と 符 合 す る 関 係 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 図 ２ の 反 応 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 試 験 し た い ず れ の プ ロ ー ブ も ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ
ロ リ 菌 に 由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て の み 反 応 性 を 示 し 、 ヘ リ コ バ ク タ ー 属 に 属 さ な い 菌 種 に
由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ は も ち ろ ん 、 ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 以 外 の ヘ リ コ バ ク タ ー 属 に 属 す る
他 の 菌 種 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て も 反 応 性 （ ハ イ ブ リ ッ ド の 形 成 ） が 認 め ら れ ず 、 本 願 発 明
の プ ロ ー ブ に よ る 種 特 異 性 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 実 施 例 １ に て 種 特 異 性 が 確 認 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ （ 計 ８ 本 ） の 塩 基 配 列 を 下 記 の 方 法
に 従 っ て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　
　 サ ブ ク ロ ー ン さ れ た （ 塩 基 配 列 を 決 定 す べ き ） 挿 入 断 片 を  pGEM-3Z（ プ ロ メ ガ 製 ) に 含
ん だ   K-12, JM109 株 を 、 ５ mlの  Luria-Bactani Medium (bacto-trypt
one, 10g/1L; bacto-yeast extract, 5g/1L; NaCl, 10g/1L;５ Ｎ  NaOH で pH 7.0に 調 整 ）
に 植 菌 し 、 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 培 養 液 を 遠 心 分 離 (5,000rpm,５ min.） し て 集 菌 し た 。 　 沈 澱 物 に 2.5mg/mlの 濃 度 で リ ゾ
チ ー ム （ シ グ マ 製 ) を 含 む  50mM グ ル コ ー ス /25mM Tris-HCl(pH8.0)/10mM EDTA 溶 液 を  1
00μ l 加 え 、 室 温 で ５ 分 間 放 置 し た 。 　 得 ら れ た 懸 濁 液 に １ ％ の 濃 度 で ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト
リ ウ ム （ シ グ マ 製 ) を 含 む  0.2Ｍ 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 を 加 え て 混 合 し た 。 　 ５ Ｍ 酢 酸
カ リ ウ ム 水 溶 液  (pH4.8) 150μ l を さ ら に 加 え て 混 合 し 、 15分 間 氷 冷 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 そ し て 、 遠 心 分 離 （ 15,000rpm, 15min.)し て 得 た 上 清 を 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム (C
HCl 3 ) 処 理 し 、 こ の 上 清 に ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 加 え 、 さ ら に 遠 心 分 離 (12,000rpm, ５ 分
間 ） し て 沈 澱 を 得 た 。 　 こ の 沈 澱 物 を 、 10mM Tris-HCl (pH7.5)/0.1mM EDTA溶 液  100μ l 
に 溶 解 し 、 10mg/ml RNaseA（ シ グ マ 製 ) 溶 液 を 加 え 、 室 温 で 15分 間 放 置 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ の 調 製 物 に  0.1M 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 (pH4.8) を  300μ l 加 え 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ
ロ ホ ル ム (CHCl 3 ) 処 理 し 、 上 清 に エ タ ノ ー ル を 加 え て 沈 澱 を 得 た 。 　 こ の 沈 澱 物 を 乾 燥 し
、 10μ l の 蒸 留 水 に 溶 解 し た も の を Ｄ Ｎ Ａ 試 料 と し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 塩 基 配 列 決 定 の 前 処 理 を 、 AutoRead(登 録 商 標 ) Sequencing Kit (フ ァ ル マ シ ア 製 ） を
用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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  す な わ ち 、 鋳 型 と な る Ｄ Ｎ Ａ が 32μ l 溶 液 中 に ５ ～ 10μ gの 濃 度 に な る よ う に 調 整 し た
。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 1.5mlの ミ ニ チ ュ ー ブ （ エ ッ ペ ン ド ル フ ） に 、 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ  32μ l を 移 し 、 ２ Ｍ 水 酸 化 ナ
ト リ ウ ム 水 溶 液 を ８ μ l 加 え て 穏 や か に 混 合 し た 。 　 そ し て 、 軽 く 遠 心 し た 後 、 室 温 で 10
分 間 放 置 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ３ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH4.8) ７ μ l と 蒸 留 水 ４ μ l を 加 え 、 さ ら に エ タ ノ ー ル を 120μ l
加 え て 混 合 し 、 ド ラ イ ア イ ス 上 で 15分 間 放 置 し た 。 　 そ し て 、 15分 間 遠 心 分 離 し て 沈 澱 し
た Ｄ Ｎ Ａ を 集 め 、 注 意 し な が ら 上 清 を 除 去 し た 。 　 得 ら れ た 沈 澱 物 を 70％ エ タ ノ ー ル で 洗
浄 し 、 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 　 そ し て 、 注 意 し な が ら 再 度 上 清 を 除 去 し 、 減 圧 条 件 下 で 沈
澱 物 を 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 沈 澱 物 を 蒸 留 水 10μ l に 溶 解 し 、 螢 光 性 の プ ラ イ マ ー 〔 Fluorescent Primer, M13 Univ
ersal Primer; 5'-Fluorescein-d[CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT（ 配 列 番 号 ： ９ ） ]-3'(1.6p
mol/μ l; 0.42 A 2 6 0  unit/ml); M13 Reverse Primer, 5'-Fluorescein-d[CAGGAAACAGCTAT
GAC（ 配 列 番 号 ： 10） ]-3'(2.1pmol/μ l; 0.42 A 2 6 0  unit/ml) 〕 ２ μ l (0.42 A 2 6 0  unit/
ml, ４ ～ ６ pmol） と 、 ア ニ ー リ ン グ 用 緩 衝 液 ２ μ l と を 加 え 穏 や か に 混 合 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 そ し て 、 軽 く 遠 心 し た 後 、 65℃ で ５ 分 間 熱 処 理 を 行 い 、 素 早 く 37℃ 条 件 下 に 置 き 、 そ こ
で 10分 間 保 温 し た 。 　 保 温 後 10分 以 上 室 温 で 放 置 し 、 軽 く 遠 心 し た 。 　 そ し て 、 延 長 用 緩
衝 液 １ μ l と ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド ３ μ l を 加 え た も の を 試 料 と し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ４ 本 の ミ ニ チ ュ ー ブ に Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ お よ び Ｔ と 記 入 し 、 そ れ ぞ れ の チ ュ ー ブ に Ａ Mix (ddA
TPを dATP、 dCTP、 dGTP、 お よ び dTTPと 共 に 溶 解 し た も の ) 、 Ｃ  Mix (ddCTP を dATP、 dCTP
、 dGTP、 お よ び dTTPと 共 に 溶 解 し た も の ) 、 Ｇ  Mix (ddGTP を dATP、 dCTP、 dGTP、 お よ び
dTTPと 共 に 溶 解 し た も の ) お よ び Ｔ  Mix(ddTTPを dATP、 dCTP、 dGTP、 お よ び dTTPと 共 に 溶
解 し た も の ) を  2.5μ l ず つ 分 注 し た 。 　 な お 、 そ れ ぞ れ の 溶 液 は 使 用 時 ま で は 氷 中 で 保
存 し 、 使 用 時 に は 37℃ で １ 分 間 以 上 保 温 し て か ら 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 希 釈 し た T7DNA ポ リ メ ラ ー ゼ （ フ ァ ル マ シ ア 製 ； ６ ～ ８ units/２ μ l)２ μ l を Ｄ Ｎ Ａ 試
料 に 加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ も し く は 穏 や か な 混 合 に よ り 、 完 全 に 混 合 し た 。 　 混 合 後 す ぐ
に 、 こ の 混 合 液 を  4.5μ l ず つ 保 温 し て お い た ４ 種 の 溶 液 に 分 注 し た 。 　 な お 、 分 注 に 際
し て は 新 し い チ ッ プ を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 37℃ で ５ 分 間 保 温 し 、 前 出 の  AutoRead(登 録 商 標 ) Sequencing Kitに 添 付 さ れ て い た 反
応 停 止 溶 液 を ５ μ l ず つ そ れ ぞ れ の 反 応 液 に 加 え た 。 　 こ の 分 注 に お い て も 、 新 し い チ ッ
プ を 用 い た 。 　 90℃ で 、 ２ ～ ３ 分 間 保 温 し 、 す ぐ に 氷 中 で 冷 却 し た 。 　 電 気 泳 動 に は １ レ
ー ン あ た り ４ ～ ６ μ l を 泳 動 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
  実 施 例 １ に 記 載 の ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 が 保 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 特 異 性 を 有 す る
プ ロ ー ブ そ れ ぞ れ の 塩 基 配 列 を 、 泳 動 温 度 45℃ 、 泳 動 時 間 ６ 時 間 と し て 、 A.L.F. DNA Seq
uencerシ ス テ ム （ フ ァ ル マ シ ア 製 ） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ の 結 果 、 プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -３ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ） 、 プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -３ ４ （ 配 列 番 号 ： ２
） 、 プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -４ ９ （ 配 列 番 号 ： ３ ） 、 プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -５ ５ (down)（ 配 列 番 号 ： ４ ）
、 プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -５ ５ (up)（ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -６ ０ （ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 プ
ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -６ ４ （ 配 列 番 号 ： ７ ） 、 お よ び プ ロ ー ブ  Ｈ Ｐ -６ ６ （ 配 列 番 号 ： ８ ） そ れ ぞ
れ の 塩 基 配 列 の 全 容 が 明 ら か と な っ た 。
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 所 期 の 目 的 で あ っ た 感 染 症 診 断 用 プ ロ ー ブ を 提 供 す る の み な ら
ず 、 Ｐ Ｃ Ｒ 用 プ ラ イ マ ー 作 製 の 指 針 と し て 、 ま た 臨 床 検 体 に 含 ま れ る ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ と
の 比 較 参 照 用 に 適 し た 標 準 配 列 と し て 優 れ た 有 用 で あ り 、 さ ら に は 消 化 器 系 疾 患 の 原 因 菌
で あ る ヘ リ コ バ ク タ ー  ピ ロ リ 菌 が 保 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 に 反 応 す る プ ロ ー ブ の 今 後 の
探 究 ・ 開 発 に お け る 貴 重 な 手 が か り を も た ら す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 本 願 で 開 示 し た 塩 基 配 列 は 、 臨 床 分 離 株 の ゲ ノ ミ ッ ク Ｄ Ｎ Ａ を ラ ン ダ ム に ク ロ ー
ニ ン グ し て 得 ら れ た も の で あ り 、 そ れ 故 、 本 発 明 の 塩 基 配 列 の 有 用 性 は そ の 相 補 鎖 に ま で
及 ぶ も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 野 性 株 が 保 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に 変 異 部 分 が 存 在 す る こ と は 当 然 考 え ら れ る 。 　 し か
し な が ら 、 上 記 実 施 例 の 開 示 か ら 明 ら か な よ う に 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ 変 異 部 分 は 、 消 化 器 系 疾 患
診 断 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン へ 利 用 す る 際 の 本 発 明 プ ロ ー ブ の 特 異 性 、 あ る い は
本 願 で 開 示 し た 塩 基 配 列 情 報 を 消 化 器 系 疾 患 の 迅 速 診 断 を 目 的 と し た Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ
ー を デ ザ イ ン す る た め に 利 用 で き る 等 の 本 発 明 が 奏 す る 有 用 性 に は 何 ら 影 響 を 与 え る も の
で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 図 １ 】 ウ ェ ル の 位 置 と 被 験 試 料 （ ブ ロ ッ テ ィ ン グ さ れ た 菌 株 Ｄ Ｎ Ａ ） と の 対 応 関 係 を 示
す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の プ ロ ー ブ と 各 種 菌 株 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ と の 反 応 性 を 示 す ド ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 配 列 表 】
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