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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】対象者由来サンプルが細菌の標的領域の核酸配

列解析に使用しうる品質を有するかを予測する方法を提

供する。

【解決手段】細菌の標的領域の核酸配列解析に用いるプ

ライマーセットを用い、対象者由来サンプルおよび標的

領域の核酸を所定量含有する基準サンプルについて、標

的領域の核酸を増幅し、得られた増幅断片の量を定量す

る定量工程と、各サンプルにおける増幅断片の量に基づ

き、対象者由来サンプルが、対象者由来サンプルに含有

される細菌の標的領域の核酸配列解析に使用しうる品質

を有するかを予測する品質予測工程とを含む。

【選択図】図６
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る 方 法 で あ っ て 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、

各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 者 由 来

サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る 品 質 予 測 工 程 と を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

前 記 標 的 領 域 は 、 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 少 な く と も 一 方 を 含 む 、

請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 は 、 前 記 標 的 領 域 を 含 む 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ４ 】

前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 複 数 で あ り 、

各 基 準 サ ン プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 異 な る 量 含 有 す る 、 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か

一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

各 サ ン プ ル に 対 し て 超 音 波 処 理 を 行 な う 前 処 理 工 程 を 含 み 、

前 記 超 音 波 処 理 さ れ た 各 サ ン プ ル を 用 い て 、 前 記 定 量 工 程 を 実 施 す る 、 請 求 項 １ か ら ４ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル は 、 イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル ま た は 生 体 サ ン プ ル で あ る 、 請 求

項 １ か ら ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

前 記 核 酸 配 列 解 析 は 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー に よ る 核 酸 配 列 解 析 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ６ の

い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 方 法 で

あ っ て 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、

前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な

う 配 列 解 析 工 程 と 、

前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 予 測 工 程 と を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

前 記 標 的 領 域 は 、 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 少 な く と も 一 方 を 含 む 、

請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 は 、 前 記 標 的 領 域 を 含 む 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 ８ ま た は ９ 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 １ １ 】

前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 複 数 で あ り 、

各 基 準 サ ン プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 異 な る 量 含 有 す る 、 請 求 項 ８ か ら １ ０ の い ず れ

か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】

各 サ ン プ ル に 対 し て 超 音 波 処 理 を 行 な う 前 処 理 工 程 を 含 み 、

前 記 超 音 波 処 理 さ れ た 各 サ ン プ ル を 用 い て 、 前 記 定 量 工 程 お よ び 配 列 解 析 工 程 を 実 施 す る

、 請 求 項 ８ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル は 、 イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル ま た は 生 体 サ ン プ ル で あ る 、 請 求

項 ８ か ら １ ２ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い て 、 前 記 配 列 解 析 工 程 を 実 施 す る 、 請 求 項 ８ か ら １ ３ の い ず れ

か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る 装 置 で あ っ て 、

取 得 部 お よ び 品 質 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

前 記 品 質 予 測 部 は 、

　 各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 、

装 置 。

【 請 求 項 １ ６ 】

対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 装 置 で

あ っ て 、

取 得 部 お よ び 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ と

を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う こ と で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、

前 記 予 測 部 は 、

　 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有

さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 、

装 置 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
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【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 サ ン プ ル の 品 質 の 予 測 方 法 、 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 の 予 測 方 法 、 サ ン プ ル の 品

質 の 予 測 装 置 、 お よ び 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 の 予 測 装 置 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 イ ン プ ラ ン ト 周 囲 で は 感 染 が 起 き る 場 合 が あ る 。 ま た 、 感 染 症 に よ り イ ン プ ラ ン ト の ゆ

る み 、 不 具 合 発 生 等 の 問 題 が 生 じ る こ と が 知 ら れ て い る 。 感 染 に よ り 早 期 に イ ン プ ラ ン ト

が ゆ る ん だ 場 合 に は 、 再 手 術 が 必 要 と な る こ と も あ る 。 ま た 、 ゆ る み の 原 因 と し て 感 染 診

断 が さ れ て い な い 場 合 は 、 ゆ る み に 伴 い 、 早 期 の 再 手 術 が 必 要 と な る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 イ ン プ ラ ン ト 周 囲 の 感 染 症 の 原 因 細 菌 の 同 定 方 法 と し て は 、 寒 天 培 地 を 用 い た 培 養 検 査

が 行 な わ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 し か し な が ら 、 培 養 検 査 で 検 出 可 能 な 菌 は 、 自 然 環

境 で 実 際 に 存 在 す る 細 菌 の 数 ％ に 過 ぎ な い と の 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Osmon DR et al. , ＂ Diagnosis and management of prosthetic joint

infection: clinical practice guidelines by the Infectious Diseases Society of A m

erica.＂ Clin Infect Dis, 2013;56:e1e25.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Rudolf I. A mann et.al . , ＂ Phylogenetic Identification and In Sit

u Detection of Individual Microbial Cells without Cultivation.2, MICROBIOLO GICAL

 REVIE WS, 1995, pages 143-169.

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 問 題 が 生 じ た イ ン プ ラ ン ト に つ い て 抜 去 後 、 前 記 イ ン プ ラ ン ト を 生 理 食

塩 水 存 在 下 で 超 音 波 処 理 す る こ と で 、 前 記 イ ン プ ラ ン ト 周 囲 の 細 菌 を 含 有 す る サ ン プ ル を

調 製 し た 。 そ し て 、 得 ら れ た サ ン プ ル を 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー （ Next Generation Sequence

r： Ｎ Ｇ Ｓ ） で 配 列 解 析 す る こ と で 、 イ ン プ ラ ン ト 周 囲 の 菌 を 同 定 す る 検 査 方 法 を 発 明 し

た 。 前 記 検 査 方 法 に よ れ ば 、 培 養 検 査 と 比 較 し て 、 よ り 多 く の 菌 、 具 体 的 に は 、 前 記 方 法

で は 同 定 が 困 難 な 複 数 の 細 菌 を 同 定 で き る こ と を 見 出 し て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 し か し な が ら 、 Ｎ Ｇ Ｓ に お い て も 、 菌 が 検 出 さ れ な い サ ン プ ル が 存 在 す る と い う 問 題 が

見 出 さ れ た 。 な お 、 同 様 の 問 題 は 、 生 体 由 来 の サ ン プ ル に つ い て も 同 様 に 生 じ る と 推 定 さ

れ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る

品 質 を 有 す る か を 予 測 し う る 方 法 ま た は 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的

領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 し う る 方 法 の 提 供 を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 前 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の

核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 方 法 （ 以 下 、 「 品 質 予 測 方 法 」 と も

い う ） で あ っ て 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、

各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 者 由 来

サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測
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す る 品 質 予 測 工 程 と を 含 む 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 方 法 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精

度 を 予 測 す る 方 法 （ 以 下 、 「 精 度 予 測 方 法 」 と も い う ） で あ っ て 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、

前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な

う 配 列 解 析 工 程 と 、

前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 予 測 工 程 と を 含 む 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 の 装 置 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品

質 を 有 す る か を 予 測 す る 装 置 （ 以 下 、 「 品 質 予 測 装 置 」 と も い う ） で あ っ て 、

取 得 部 お よ び 品 質 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

前 記 品 質 予 測 部 は 、

　 各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 装 置 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精

度 を 予 測 す る 装 置 （ 以 下 、 「 精 度 予 測 装 置 」 と も い う ） で あ っ て 、

取 得 部 お よ び 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ と

を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う こ と で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、

前 記 予 測 部 は 、

　 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有

さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う

る 品 質 を 有 す る か を 予 測 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 に よ れ ば 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に
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含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 可 能 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ３ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 実 施 形 態 １ の 品 質 予 測 装 置 の 一 例 の 構 成 を 示 す ブ ロ ッ ク 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 図 ２ は 、 実 施 形 態 １ の 品 質 予 測 装 置 の ハ ー ド ウ ェ ア 構 成 の 一 例 を 示 す ブ ロ ッ ク 図

で あ る 。

【 図 ３ 】 図 ３ は 、 実 施 形 態 １ の 品 質 予 測 装 置 に よ り 実 行 さ れ る 方 法 お よ び プ ロ グ ラ ム の 一

例 の 構 成 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。

【 図 ４ 】 図 ４ は 、 実 施 形 態 ２ の 精 度 予 測 装 置 の ハ ー ド ウ ェ ア 構 成 の 一 例 を 示 す ブ ロ ッ ク 図

で あ る 。

【 図 ５ 】 図 ５ は 、 実 施 形 態 ２ の 精 度 予 測 装 置 に よ り 実 行 さ れ る 方 法 お よ び プ ロ グ ラ ム の 一

例 の 構 成 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。

【 図 ６ 】 図 ６ は 、 実 施 例 １ に お け る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 と 、 各 サ ン プ ル の 核 酸 配

列 解 析 に お け る リ ー ド 数 ま た は 割 合 を 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。

【 図 ７ 】 図 ７ は 、 実 施 例 ２ に お け る 対 象 サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 と 、

各 サ ン プ ル の 核 酸 配 列 解 析 の 結 果 と を 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ４ 】

＜ 品 質 予 測 方 法 ＞

　 本 発 明 の 方 法 は 、 前 述 の よ う に 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル （ 以 下 、 「 対 象 サ ン プ ル 」 と も い

う ） が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 方 法 で あ っ

て 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由

来 サ ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的

領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、 各 サ ン プ ル に お け る

増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ

る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 品 質 予 測 工 程 と

を 含 む 。 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 は 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 加 え 、 前 記 基 準 サ ン プ ル に

つ い て も 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標

的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 各 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が

、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質

を 有 す る か を 予 測 す る こ と が 特 徴 で あ り 、 そ の 他 の 工 程 お よ び 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ な い

。 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る

細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 鋭 意 研 究 の 結 果 、 対 象 サ ン プ ル で は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 付 着 ま た は 存

在 し て い る 細 菌 の 量 に 大 き な ば ら つ き が あ り 、 こ れ に よ り 、 検 出 対 象 の 細 菌 の 濃 度 ま た は

量 が 低 い 対 象 サ ン プ ル が 生 じ る こ と に 起 因 す る こ と を 見 出 し た 。 こ の よ う な 対 象 サ ン プ ル

に 対 し て 核 酸 配 列 解 析 を 行 う と 、 前 記 細 菌 の 濃 度 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 の 検 出 限 界 以 下 と

な り 、 結 果 と し て 、 菌 が 検 出 さ れ な い 、 ま た は 検 体 に 実 際 に は 存 在 し な い 細 菌 が 検 出 さ れ

る と い う 現 象 が 生 じ る 。 そ し て 、 本 発 明 者 ら は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 が 既 知 で あ

る 基 準 サ ン プ ル を 参 照 と し て 利 用 す る こ と 、 お よ び 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に

用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 、 前 記 対 象 サ ン プ ル と 前 記 基 準 サ ン プ ル と に 含 ま れ る 標

的 領 域 の 核 酸 の 量 を 定 量 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 （ 定 量 値 ） を 用 い る こ と で 、 前 記 対 象

サ ン プ ル の 品 質 の 予 測 可 能 で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 確 立 す る に 至 っ た 。 し た が っ て

、 本 発 明 に よ れ ば 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析

に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 可 能 で あ る 。 な お 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て 、 前

記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る こ と で 、 前 記 定 量 時

の 標 的 領 域 の 増 幅 効 率 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 時 に 実 施 さ れ る 標 的 領 域 の 増 幅 効 率 と 同 程 度

と な る た め 、 前 記 定 量 値 を 用 い て 前 記 対 象 サ ン プ ル の 品 質 が 予 測 可 能 と 推 定 さ れ る 。 た だ

し 、 本 発 明 は 、 上 記 推 定 に 何 ら 制 限 さ れ な い 。
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【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 対 象 者 」 は 、 任 意 の 対 象 者 と で き る 。 前 記 対 象 者 は 、 例 え ば 、

ヒ ト ま た は ヒ ト を 除 く 非 ヒ ト 動 物 が あ げ ら れ る 。 前 記 非 ヒ ト 動 物 は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ

ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 ヤ ギ 、 サ ル 、 モ ル モ ッ ト 、 コ ウ モ リ 等 の 哺 乳

類 ； ト リ 等 の 鳥 類 ； 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 対 象 者 由 来 の サ ン プ ル 」 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 対 象 者

由 来 の 生 体 サ ン プ ル 、 対 象 者 か ら 単 離 し た イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 前 記 生 体 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 、 臓 器 、 ま た は こ れ ら の 一 部 等 が あ げ

ら れ る 。 具 体 例 と し て 、 前 記 生 体 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 膿 、 骨 、 筋 肉 、 滑 膜 、 瘢 痕 組 織 等

の 骨 ま た は 軟 部 組 織 ； 尿 ； 血 液 、 胸 水 、 腹 水 、 髄 液 等 の 体 液 ； 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 サ ン

プ ル は 、 前 記 対 象 者 か ら 単 離 し た 生 体 サ ン プ ル で も よ い し 、 単 離 し た 生 体 サ ン プ ル に 対 し

て 前 処 理 を 行 っ た サ ン プ ル で も よ い 。 前 記 前 処 理 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 分 子 等 の

抽 出 処 理 ； 超 音 波 処 理 ； ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ー 等 に よ る 破 砕 処 理 ； Ｄ Ｔ Ｔ 等 の 還 元 剤 を 用 い た

化 学 処 理 ； 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 細 菌 の バ イ オ フ ィ ル ム を 破 砕 す る 場 合 、 前 記 前 処 理 は 、

超 音 波 処 理 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 前 記 イ ン プ ラ ン ト は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 者 の 体 内 に 埋 め 込 ま れ る 医 療 器 具 を 意 味 す る 。

具 体 例 と し て 、 前 記 イ ン プ ラ ン ト は 、 例 え ば 、 人 工 関 節 、 人 工 歯 根 、 脊 椎 イ ン プ ラ ン ト 、

ペ ー ス メ ー カ ー 、 カ テ ー テ ル （ 中 心 静 脈 カ テ ー テ ル 、 豊 胸 イ ン プ ラ ン ト 、 骨 接 合 デ バ イ ス

、 尿 カ テ ー テ ル 等 ） 、 心 臓 弁 （ 機 械 弁 等 ） 、 ス テ ン ト 、 Ｃ Ｖ ポ ー ト 、 眼 内 レ ン ズ （ 人 工 水

晶 体 等 ） 、 セ メ ン ト （ 医 療 用 ・ 人 工 関 節 置 換 時 の 固 定 セ メ ン ト 、 腰 椎 圧 迫 骨 折 時 の 骨 セ メ

ン ト 等 ） 、 人 工 靭 帯 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル は 、 前 記 対 象 者 か ら

単 離 し た イ ン プ ラ ン ト そ の も の で も よ い し 、 単 離 し た イ ン プ ラ ン ト に 対 し て 前 処 理 を 行 っ

た サ ン プ ル で も よ い 。 前 記 前 処 理 は 、 前 述 の 説 明 を 援 用 で き る 。 前 記 前 処 理 は 、 イ ン プ ラ

ン ト に 付 着 し た 細 菌 の バ イ オ フ ィ ル ム を 破 壊 で き 、 こ れ に よ り 効 率 よ く 細 菌 を 抽 出 で き る

こ と か ら 、 好 ま し く は 、 超 音 波 処 理 で あ る 。 前 記 超 音 波 処 理 は 、 例 え ば 、 溶 媒 の 存 在 下 で

実 施 す る 。 前 記 溶 媒 は 、 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 水 ； 緩 衝 液 ； 細 胞 内 液 、 細 胞 外 液 等 の 輸 液

； UniversityofWisconsin（ U W） 液 、 histidine-tryptophan-ketogluta-rate（ HTK） 液 、 C

elsior液 等 の 保 存 液 ； 等 が あ げ ら れ 、 好 ま し く は 、 生 理 食 塩 水 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 細 菌 」 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 核 酸 配 列 解 析 の 目 的 に 応

じ て 、 適 宜 決 定 で き る 。 前 記 細 菌 は 、 例 え ば 、 ア ク チ ノ マ イ セ ス 属 （ A c t i n o m y c e s） ； ア

シ ネ ト バ ク タ ー 属 （ A c i n e t o b a c t e r） ； ア エ ロ コ ッ カ ス 属 （ A e r o c o c c u s） ； バ ク テ ロ イ デ

ス 属 （ B a c t e r o i d a l e s） ； バ シ ラ ス 属 （ B a c i l l u s） 等 の バ シ ラ ス 綱 （ B a c i l l i） ； ブ ラ デ ィ

リ ゾ ビ ウ ム 属 （ B r a d y r h i z o b i a c e a e） ； バ ー ク ホ ル デ リ ア 属 （ B u r k h o l d e r i a） ； コ マ モ ナ

ス 属 （ C o m a m o n a d a c e a） ； コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 （ C o r y n e b a c t e r i u m） ； ク ロ ス ト リ ジ ウ ム

科 （ C l o s t r i d i a c e a e） ； エ ン テ ロ バ ク タ ー 科 （ E n t e r o b a c t e r i a c e a e） ； エ ン テ ロ コ ッ カ ス

属 （ E n t e r o c o c c u s） ； ヘ リ コ バ ク タ ー 属 （ H e l i c o b a c t e r） ； Hydrogenophilus； リ ス テ リ

ア 属 （ L i s t e r i a） ； ラ ク ト バ シ ラ ス 属 （ L a c t o b a c i l l u s） 等 の ラ ク ト バ シ ラ ス 目 （ L a c t o b a

c i l l a l e s） ； ナ イ セ リ ア 属 （ N e i s s e r i a） ； シ ュ ー ド モ ナ ス 科 （ P s e u d o m o n a d a c e a e） ； プ

ラ ノ コ ッ カ ス 科 （ P l a n o c o c c a c e a e） ； プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム 属 （ P r o p i o n i b a c t e r i u m）

； ロ ド バ ク タ ー 科 （ R h o d o b a c t e r a c e a e） ； S e d i m i n i b a c t e r i u m； S i n o b a c t e r a c e a e； ス フ ィ

ン ゴ モ ナ ス 属 （ S p h i n g o m o n a s） ； ブ ド ウ 球 菌 属 （ S t a p h y l o c o c c u s） ； レ ン サ 球 菌 属 （ S t r e

p t o c o c c u s） ； キ サ ン ト モ ナ ス 科 （ X a n t h o m o n a d a c e a e） ； に 属 す る 細 菌 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 標 的 領 域 」 は 、 例 え ば 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に お い て 、 核 酸 配 列

の 解 読 を 目 的 と す る 領 域 、 す な わ ち 、 塩 基 配 列 の 決 定 を 目 的 と す る 領 域 を 意 味 す る 。 前 記

標 的 領 域 は 、 例 え ば 、 前 記 細 菌 を 識 別 可 能 な 領 域 に 設 定 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 「 細 菌

10

20

30

40

50



(8) JP  2021-193981  A   2021.12.27

を 識 別 可 能 」 は 、 例 え ば 、 分 類 学 上 、 異 な る 細 菌 を 区 別 で き る こ と を 意 味 す る 。 前 記 細 菌

の 識 別 の 単 位 は 、 例 え ば 、 綱 、 科 、 目 、 属 ま た は 種 で あ り 、 好 ま し く は 、 属 ま た は 種 で あ

る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 前 記 標 的 領 域 は 、 例 え ば 、 １ ６ Ｓ 　 リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ （ ｒ Ｒ Ｎ Ａ ） ま た は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ

ラ ー ゼ の β サ ブ ユ ニ ッ ト （ ｒ ｐ ｏ Ｂ ） の コ ー ド 遺 伝 子 内 に 設 定 さ れ る 。 前 記 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ

Ｎ Ａ は 、 細 菌 間 で 核 酸 配 列 が 共 通 す る 保 存 領 域 と 、 細 菌 間 で 核 酸 配 列 が 異 な る 可 変 領 域 と

を 含 む 。 こ の た め 、 前 記 標 的 領 域 は 、 前 記 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 可 変 領 域 （ 超 可 変 領 域 と も

い う ） 内 に 設 定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 前 記 可 変 領 域 は 、 例 え ば 、 Ｖ １ 領 域 、 Ｖ ２ 領 域 、

Ｖ ３ 領 域 、 Ｖ ４ 領 域 、 Ｖ ５ 領 域 、 Ｖ ６ 領 域 、 Ｖ ７ 領 域 、 Ｖ ８ 領 域 、 お よ び Ｖ ９ 領 域 等 が あ

げ ら れ 、 重 症 軟 部 組 織 感 染 症 、 ガ ス 壊 疽 、 壊 死 性 筋 膜 炎 等 の 感 染 症 の 原 因 と な り 得 る 黄 色

ブ ド ウ 球 菌 感 染 症 （ M RSA） お よ び Ｂ 群 溶 血 性 連 鎖 球 菌 GBS等 の 溶 連 菌 を 好 適 に 検 出 で き る

こ と か ら 、 好 ま し く は 、 Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 、 ま た は Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 と 、 Ｖ

１ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 間 の 保 存 領 域 で あ る 。 前 記 可 変 領 域 の 決 定 は 、 例 え ば 、 下 記 参 考 文

献 １ を 参 照 で き る 。 前 記 ｒ ｐ ｏ Ｂ 遺 伝 子 は 、 超 可 変 領 域 を 含 む 。 こ の た め 、 前 記 標 的 領 域

は 、 前 記 ｒ ｐ ｏ Ｂ 遺 伝 子 の 超 可 変 領 域 内 に 設 定 す る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て 、 前

記 標 的 領 域 は 、 １ つ で も よ い し 、 複 数 で も よ い 。 複 数 の 可 変 領 域 を 標 的 領 域 と し て 設 定 す

る 場 合 、 前 記 標 的 領 域 に 含 ま れ る 可 変 領 域 の 数 は 、 例 え ば 、 核 酸 配 列 解 析 に よ り 解 析 可 能

な 塩 基 数 に 応 じ て 、 適 宜 設 定 で き る 。

参 考 文 献 １ ： Fiona Fouhy et al. , ＂ 16S rRN A gene sequencing of mock microbial pop

ulations- impact of D N A extraction method, primer choice and sequencing platform

＂ , B M C Microbiology, 2016, 16, Article number 123

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 核 酸 配 列 」 は 、 例 え ば 、 天 然 も し く は 合 成 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ

ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ の 断 片 ま た は 部 分 の 塩 基 配 列 、 す な わ ち 、 核 酸 分 子 の

塩 基 配 列 を 意 味 す る 。 前 記 核 酸 分 子 は 、 Ｄ Ｎ Ａ で も よ い し 、 Ｒ Ｎ Ａ で も よ い 。 ま た 、 前 記

核 酸 分 子 は 、 一 本 鎖 で も よ い し 、 二 本 鎖 で も よ い 。 具 体 例 と し て 、 前 記 核 酸 分 子 は 、 例 え

ば 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 、 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 核 酸 配 列 解 析 」 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 に お け る 塩 基 の 配 列 （ 順

序 ） を 決 定 す る こ と を 意 味 し 、 シ ー ケ ン ス ま た は シ ー ケ ン シ ン グ と い う こ と も で き る 。 前

記 塩 基 は 、 例 え ば 、 ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 シ ト シ ン 、 チ ミ ン 、 お よ び ウ ラ シ ル が あ げ ら れ

る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 前 記 「 核 酸 配 列 解 析 」 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 の 目 的 に 応 じ て 、 任 意 の

核 酸 配 列 の 解 析 方 法 を 採 用 で き る 。 前 記 解 析 方 法 は 、 例 え ば 、 ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー 法 、

Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ／ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ （ Denaturing/Temperature Gradient Gel Electrophoresis） 法 、 メ

タ ゲ ノ ム 解 析 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー 法 は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ

ル か ら 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 得 ら れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 の １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 に つ

い て 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い て 各 細 菌 に 特 異 的 な 核 酸 配 列 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片

を プ ラ ス ミ ド 等 の ベ ク タ ー に 挿 入 し て 、 前 記 増 幅 断 片 を 含 む プ ラ ス ミ ド の 核 酸 配 列 （ 塩 基

配 列 ） を 決 定 す る 。 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ ／ Ｔ Ｇ Ｇ Ｅ 法 は 、 例 え ば 、 前 記 ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー 法 と 同

様 に し て Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 後 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 を 電 気 泳 動 に よ っ て 増 幅 断 片 の 核 酸 配 列 に 応

じ て 分 離 し 、 分 離 さ れ た 各 増 幅 断 片 の 核 酸 配 列 （ 塩 基 配 列 ） を 決 定 す る 。 前 記 メ タ ゲ ノ ム

解 析 は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 断 片 化 後 、 任 意 に 核 酸 増

幅 反 応 等 を 行 っ た 後 、 各 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 ま た は 増 幅 核 酸 鎖 の 核 酸 配 列 （ 塩 基 配 列 ） を 決 定 す る

。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 前 記 核 酸 配 列 の 決 定 は 、 例 え ば 、 サ ン ガ ー 法 を 利 用 し た シ ー ケ ン サ ー を 用 い て 実 施 し て

も よ い し 、 パ イ ロ シ ー ク エ ン ス 、 可 逆 的 タ ー ミ ネ ー タ 法 、 ま た は イ オ ン 半 導 体 シ ー ケ ン シ
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ン グ を 利 用 し た 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い て 実 施 し て も よ い し 、 単 分 子 シ ー ケ ン サ ー を 用

い て 実 施 し て も よ い が 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い て 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 次 世

代 シ ー ケ ン サ ー と し て は 、 例 え ば 、 GS Juniorお よ び GS FLX+プ ラ ッ ト フ ォ ー ム （ Roche社

製 ） 、 MiSeq、 NextSeqお よ び HiSeqプ ラ ッ ト フ ォ ー ム （ Illumina社 製 ） 、 Genetic Analyze

rお よ び Ion Proton System（ ThermoFisher Scientific社 製 ） 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 単 分

子 シ ー ケ ン サ ー と し て は 、 例 え ば 、 Nanoporeシ ー ケ ン サ ー （ Oxford Nanopore Technologi

es社 製 ） 等 が あ げ ら れ る 。 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 は 、 イ オ ン 半 導 体 シ ー ケ ン シ ン グ を 利 用

し た 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー （ 例 え ば 、 Ion Proton System） を 用 い て 実 施 す る 際 に 好 適 に 利

用 で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 「 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 」 は 、 例 え ば 、 対 象 の サ ン プ ル

が 、 前 記 対 象 の サ ン プ ル に 対 し て 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 す る こ と に よ り 、 細 菌 の 核 酸 配 列 を

得 ら れ う る 程 度 に 細 菌 を 含 有 す る こ と を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 「 予 測 」 は 、 例 え ば 、 予 想 、 推 定 、 分 析 、 ま た は 評 価 と い う こ と も で

き る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 の 各 工 程 に つ い て 、 具 体 的 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 前 記 定 量 工 程 は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い

、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ

い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 。 こ れ に よ り 、 前

記 定 量 工 程 で は 、 後 述 の 品 質 予 測 工 程 に 用 い る 増 幅 断 片 の 量 （ 定 量 値 ） を 取 得 で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 細 菌 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 の 対

象 と す る 細 菌 と 同 じ で も よ い し 、 異 な っ て も よ い が 、 前 者 が 好 ま し い 。 前 記 定 量 工 程 で は

、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る こ と に よ り 、 前

記 核 酸 配 列 解 析 の 対 象 と す る 細 菌 と 実 質 的 に 同 じ 細 菌 を 定 量 対 象 と で き る 。 前 記 細 菌 は 、

例 え ば 、 １ 種 類 で も よ い し 、 複 数 種 類 で も よ い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 標 的 領 域 は 、 例 え ば 、 各 細 菌 を 識 別 可 能 な 領 域 に 設 定 す る

。 具 体 例 と し て 、 前 記 標 的 領 域 は 、 例 え ば 、 細 菌 を 網 羅 的 に 識 別 し う る こ と か ら 、 好 ま し

く は 、 前 記 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 前 記 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 可 変 領 域

で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 前 記 可 変 領 域 に お け る Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 少 な く と も

一 方 を 含 み 、 特 に 好 ま し く は 、 前 記 Ｖ １ 領 域 お よ び 前 記 Ｖ ２ 領 域 で あ る 。 前 記 標 的 領 域 は

、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 内 に 設 定 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 標 的 領 域 と し て 、 複 数 の 可 変 領 域 を 設

定 す る 場 合 、 前 記 標 的 領 域 は 、 前 記 可 変 領 域 間 の 保 存 領 域 を 含 ん で も よ い 。 前 記 標 的 領 域

は 、 例 え ば 、 １ 箇 所 で も よ い し 、 複 数 箇 所 で も よ い が 、 １ 箇 所 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 前 記 標 的 領 域 の 長 さ は 、 例 え ば 、 利 用 す る 核 酸 配 列 解 析 方 法 に 応 じ て 、 各 細 菌 を 識 別 可

能 な 長 さ に 設 定 す る 。 具 体 例 と し て 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に お い て 単 分 子 シ ー ケ ン サ ー を 用

い る 場 合 、 前 記 標 的 領 域 の 長 さ は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 任 意 の 長 さ と で き る 。 ま た 、 前 記 核

酸 配 列 解 析 に お い て 、 前 記 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い る 場 合 、 前 記 標 的 領 域 の 長 さ は 、 例

え ば 、 １ ０ ０ ～ ７ ０ ０ ｂ ｐ 、 ３ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ｂ ｐ が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 前 記 標 的 領 域 お よ び そ の 近 傍 の 核 酸 配 列 に 応 じ て 、 適 宜 設 計

で き る 。 前 記 定 量 工 程 に お い て 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 各 プ ラ イ マ ー に お い て 、 前 記

標 的 領 域 に ア ニ ー ル す る 領 域 の 核 酸 配 列 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト

に お け る プ ラ イ マ ー の 対 応 す る 領 域 の 核 酸 配 列 と 同 じ で あ れ ば よ い 。 す な わ ち 、 前 記 定 量

工 程 に お い て 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト の 核 酸 配 列 と 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ
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ー セ ッ ト の 核 酸 配 列 と は 、 前 記 標 的 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 核 酸 の 核 酸 配 列 が 同 じ で あ れ ば

よ い 。 前 記 標 的 領 域 が 前 記 Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 場 合 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 例

え ば 、 下 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト １ が あ げ ら れ る 。 下 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト は 、 例 え ば 、 前 記 Ｖ

１ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 全 長 と 、 前 記 Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 間 の 保 存 領 域 を 増 幅 可 能 で

あ る 。

・ プ ラ イ マ ー セ ッ ト １

　 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 １ 、 8F）

　 　 5'-A G A GTTTG ATCCTG GCTCA G-3'

　 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ２ 、 338R）

　 　 5'-TGCTGCCTCCCGTA G G A GT-3'

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 、

す な わ ち 、 既 知 の 量 の 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 有 す る 。 前 記 基 準 サ ン プ ル と し て は 、 例 え ば 、

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 そ の も の 、 す な わ ち 、 前 記 標 的 領 域 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で

も よ い し 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 む プ ラ ス ミ ド 等 の ベ ク タ ー で も よ い し 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 含 む 細 菌 で も よ い 。 前 記 標 的 領 域 が 前 記 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 、 前 記 基 準 サ ン

プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 む 細 菌 が 好 ま し い 。 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 む 細 菌 は 、

例 え ば 、 そ の 含 有 量 の 測 定 が 容 易 で あ り 、 ま た 、 他 の 細 菌 と 比 較 し て 、 前 記 核 酸 配 列 解 析

に お け る 検 出 力 が 低 く 、 こ れ を 基 準 と す る こ と に よ り 、 他 の 細 菌 を よ り 精 度 よ く 検 出 で き

る こ と か ら 、 大 腸 菌 が 好 ま し い 。 前 記 大 腸 菌 は 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に お い て 、 次 世 代 シ ー

ケ ン サ ー を 用 い る と き に 、 特 に 好 適 な 基 準 サ ン プ ル と し て 使 用 で き る 。 前 記 大 腸 菌 と し て

は 、 例 え ば 、 A merican Type Culture Collection（ ATCC） よ り 分 譲 可 能 な E s c h e r i c h i a c o

l i ATCC 25922株 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 １ つ で も よ い し 、 複 数 で も よ く 、 予 測 精

度 が よ り 向 上 す る こ と か ら 、 好 ま し く は 、 複 数 で あ り 、 予 測 精 度 が さ ら に 向 上 す る こ と か

ら 、 よ り 好 ま し く は 、 ３ つ ま た は ４ つ 以 上 で あ る 。 前 記 基 準 サ ン プ ル が １ つ の 場 合 、 前 記

基 準 サ ン プ ル に お け る 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 は 、 例 え ば 、 既 知 量 の 標 的 領 域 の 核 酸

を 含 有 す る サ ン プ ル に 対 し て 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配

列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 に 設 定 し て も よ い し 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的

領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 に 設 定 し て も よ い し 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解

析 可 能 な 含 有 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 と の 間 に 設 定 し て も よ

い 。 各 含 有 量 は 、 例 え ば 、 既 知 量 の 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル に 対 し て 、 前 記 核

酸 配 列 解 析 を 実 施 す る こ と に よ り 決 定 で き る 。 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有

量 は 、 例 え ば 、 既 知 量 の 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル に つ い て 、 核 酸 配 列 解 析 を 用

い て 測 定 し た 際 の 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 が 、 前 記 既 知 量 に 対 し て 、 ５ ０ ～ １ ５ ０ ％ の 範

囲 、 ６ ０ ～ １ ４ ０ ％ の 範 囲 、 ７ ０ ～ １ ３ ０ ％ の 範 囲 、 ８ ０ ～ １ ２ ０ ％ の 範 囲 、 ９ ０ ～ １ １

０ ％ の 範 囲 と な る こ と を 意 味 す る 。 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 は 、 含 有

割 合 で 評 価 し て も よ い 。 こ の 場 合 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 は 、 例 え

ば 、 既 知 量 の 標 的 領 域 の 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル に つ い て 、 核 酸 配 列 解 析 を 用 い て 測 定 し

た 際 の 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 割 合 が 、 ７ ０ ％ 以 上 、 ８ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 、 ９ ０ ％

以 上 、 ９ ５ ％ 以 上 、 ９ ６ ％ 以 上 、 ９ ７ ％ 以 上 、 ９ ８ ％ 以 上 、 ま た は ９ ９ ％ 以 上 と な る こ と

を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 前 記 基 準 サ ン プ ル が 複 数 の 場 合 、 各 基 準 サ ン プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 異 な る 量 含

有 す る こ と が 好 ま し い 。 こ れ に よ り 、 後 述 の 品 質 予 測 工 程 に お い て 、 例 え ば 、 前 記 定 量 工

程 後 に 得 ら れ る 各 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 定 量 値 に 基 づ き 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の

品 質 を 予 測 で き る 。 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 複 数 の 基 準 サ ン プ ル を 用 い る 場 合 、 各 基 準 サ

ン プ ル は 、 例 え ば 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可

能 な 含 有 量 を 含 む 基 準 サ ン プ ル と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 （ 検 出
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限 界 以 下 の 含 有 量 ） を 含 む 基 準 サ ン プ ル と を 含 む こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 前 記 基 準 サ

ン プ ル は 、 例 え ば 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 を 含 む 基 準 サ ン プ ル と 、

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 を 含 む 基 準 サ ン プ ル を １ 以 上 の 段 階 希 釈 し た

基 準 サ ン プ ル と を 組 み 合 わ せ る こ と で 調 製 で き る 。 前 記 段 階 希 釈 に お け る １ 段 階 の 希 釈 倍

率 は 、 例 え ば 、 １ ～ ２ ０ 倍 で あ り 、 好 ま し く は 、 約 １ ０ 倍 で あ る 。 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配

列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 を 含 む 基 準 サ ン プ ル と し て は 、 例 え ば 、 １ × １ ０
５  

CFU/ml以 上 、

好 ま し く は 、 １ × １ ０
６  

CFU/ml以 上 の 大 腸 菌 を 含 む 大 腸 菌 液 が あ げ ら れ る 。 前 記 定 量 工

程 に お い て 、 複 数 の 基 準 サ ン プ ル を 用 い る 場 合 、 各 基 準 サ ン プ ル は 、 例 え ば 、 １ つ の 基 準

サ ン プ ル を 所 定 の 希 釈 倍 率 で 段 階 的 に 希 釈 す る こ と に よ り 調 製 し て も よ い 。 前 記 基 準 サ ン

プ ル が 前 記 大 腸 菌 を 所 定 量 含 有 し 、 前 記 基 準 サ ン プ ル が 複 数 で あ る 場 合 、 前 記 基 準 サ ン プ

ル に お け る 大 腸 菌 の 量 は 、 例 え ば 、 約 １ × １ ０
７
 CFU/ml、 約 １ × １ ０

６  
CFU/ml、 約 １ ×

１ ０
５

CFU/ml、 お よ び 約 １ × １ ０
４

CFU/mlと 設 定 で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル お よ び ／ ま た は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 含 ん

で も よ い 。 前 記 陽 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 そ の 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析

を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き る 含 有 量 で あ る サ ン プ ル で あ る 。 前

記 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 、 そ の 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施

し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き る 含 有 量 で あ る サ ン プ ル 、 ま た は 核 酸 を 実

質 的 に 含 ま な い サ ン プ ル （ 例 え ば 、 水 、 生 理 的 塩 水 、 緩 衝 液 等 ） 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 増 幅 方 法 は 、 前 記 核 酸 の 種 類 に 応 じ て 適

宜 設 定 で き る 。 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 が Ｄ Ｎ Ａ で あ る 場 合 、 前 記 定 量 工 程 で は 、 前 記 対 象 サ

ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル と 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ と 、 前 記 プ ラ イ マ ー

セ ッ ト と を 含 む 核 酸 増 幅 系 を 用 い て 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け る

標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 で き る 。 前 記 標 的 核 酸 が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 場 合 、 前 記 定 量 工 程 で は 、 前

記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル と 、 逆 転 写 酵 素 と 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ と 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 用

プ ラ イ マ ー と を 含 む 逆 転 写 系 を 用 い て 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け

る 標 的 領 域 の 核 酸 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 つ い で 、 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ

ー ゼ と 、 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ と 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 核 酸 増 幅 系 を 用 い て 、 前 記 対 象 サ ン プ ル

お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け る 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 で き る 。 前 記 標 的 核 酸 の 増 幅 は 、

例 え ば 、 市 販 の キ ッ ト 等 を 用 い て 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 標 的 核 酸 の 増 幅 に お け る 反 応 条 件 は 、 例 え ば 、 前 記 プ ラ イ

マ ー セ ッ ト の Ｔ ｍ 、 前 記 標 的 領 域 の 長 さ 等 に 応 じ て 適 宜 設 定 で き る 。 前 記 定 量 工 程 に お い

て 、 前 記 標 的 核 酸 の 増 幅 に お け る 反 応 条 件 は 、 核 酸 配 列 解 析 に お い て 増 幅 工 程 を 有 す る 場

合 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の 品 質 の 予 測 精 度 が 向 上 す る こ と か ら 、 核 酸 配 列 解 析 に お

い て 増 幅 工 程 に お け る 反 応 条 件 と 同 じ こ と が 好 ま し い 。 前 記 反 応 条 件 は 、 例 え ば 、 反 応 温

度 、 反 応 時 間 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 は 、 例 え ば 、 絶 対 量 で も よ い し 、 相 対 量 で も

よ い 。 す な わ ち 、 前 記 定 量 工 程 で は 、 前 記 増 幅 断 片 の 絶 対 定 量 ま た は 前 記 増 幅 断 片 の 相 対

定 量 を 実 施 す る 。 前 記 絶 対 量 は 、 例 え ば 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 分 子 数 、 モ ル 数 、 コ ピ ー

数 、 重 量 ま た は こ れ ら の 濃 度 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 相 対 量 は 、 例 え ば 、 任 意 の 基 準 に 対 す

る 増 幅 断 片 の 量 で あ り 、 具 体 例 と し て 、 内 在 性 の 核 酸 分 子 に 対 す る 増 幅 断 片 の 量 、 前 記 基

準 サ ン プ ル に 対 す る 増 幅 断 片 の 量 、 所 定 の 増 幅 断 片 の 量 に 達 す る ま で の 核 酸 増 幅 工 程 の 回

数 （ Ｃ ｑ 値 、 Ｃ ｔ 値 等 ） 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 は 、 例 え ば 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 等 の 核 酸 分

子 に キ レ ー ト す る 色 素 、 前 記 増 幅 断 片 を 検 出 可 能 な プ ロ ー ブ 等 を 用 い て 測 定 で き る 。 前 記

色 素 と し て は 、 例 え ば 、 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 法 に 利 用 可 能 な 蛍 光 色 素 が 利 用 で き 、 具 体 例
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と し て 、 SYBR（ 登 録 商 標 ） Green、 TB Green（ 登 録 商 標 ） 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 プ ロ ー ブ

は 、 例 え ば 、 Taqman（ 登 録 商 標 ） プ ロ ー ブ 等 の 加 水 分 解 型 プ ロ ー ブ ； ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ

ョ ン プ ロ ー ブ ； サ イ ク リ ン グ プ ロ ー ブ 等 が あ げ ら れ る 。 前 記 プ ロ ー ブ の 核 酸 配 列 の 設 計 は

、 前 記 増 幅 断 片 の 核 酸 配 列 に 応 じ て 、 適 宜 設 計 で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 前 記 定 量 工 程 に お い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 増 幅 と 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の 定 量 と

は 、 同 時 に 実 施 し て も よ い し 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 増 幅 後 に 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の

定 量 を 実 施 し て も よ い 。 前 者 の 場 合 、 す な わ ち 、 前 記 増 幅 と 前 記 定 量 と を 同 時 に 実 施 す る

場 合 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 は 、 例 え ば 、 前 記 イ ン タ ー カ レ ー タ ー 、 加 水 分 解 型 プ ロ ー ブ 、 サ

イ ク リ ン グ プ ロ ー ブ 等 を 用 い て 、 定 量 で き る 。 こ の 場 合 、 前 記 イ ン タ ー カ レ ー タ ー お よ び

プ ロ ー ブ 等 は 、 前 記 核 酸 増 幅 系 に 共 存 さ せ る 。 ま た 、 後 者 の 場 合 、 す な わ ち 、 前 記 増 幅 後

に 、 定 量 を 実 施 す る 場 合 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 は 、 例 え ば 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ

ロ ー ブ を 用 い て 、 定 量 で き る 。 こ の 場 合 、 前 記 定 量 は 、 例 え ば 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 サ ザ ン

ブ ロ ッ ト 等 に よ り 、 実 施 し て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 つ ぎ に 、 前 記 品 質 予 測 工 程 で は 、 各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象

サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る

品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 。 こ れ に よ り 、 前 記 品 質 予 測 工 程 は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の 品 質

を 予 測 で き る 。 前 記 品 質 予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 数 に 応 じ て 、 下 記 の

よ う に 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 前 記 基 準 サ ン プ ル が １ つ で あ り 、 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け る 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有

量 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 、

ま た は 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で

き な い 含 有 量 と の 間 の 含 有 量 で あ る 場 合 、 前 記 品 質 予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン

プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 と 同 じ 場 合 （ 有 意 差 が 無

い 場 合 ） 、 ま た は 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 多 い 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル は 、

前 記 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る と 予 測 で き る 。 他 方 、 前 記 品 質 予 測 工 程 で は

、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量

よ り 少 な い 場 合 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 多 い 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル は 、

前 記 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 さ な い と 予 測 で き る 。 ま た 、 前 記 基 準 サ ン プ ル が

１ つ で あ り 、 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け る 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 が 、 前 記 核 酸 配 列 解

析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 で あ る 場 合 、 前 記 品 質

予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の

増 幅 断 片 の 量 と 同 じ 場 合 （ 有 意 差 が 無 い 場 合 ） 、 ま た は 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量

よ り 低 い 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル は 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 さ な い と 予

測 で き る 。 他 方 、 前 記 品 質 予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の

量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 多 い 場 合 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量

よ り 多 い 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル は 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る と 予 測

で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 前 記 基 準 サ ン プ ル が 複 数 の 場 合 、 前 記 品 質 予 測 工 程 で は 、 前 記 複 数 の 基 準 サ ン プ ル か ら

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い

含 有 量 と を 判 別 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 前 記 増 幅 断 片

の 量 が 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の

量 と 同 じ （ 有 意 差 な し ） も し く は よ り 多 い の 場 合 、 ま た は 、 複 数 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が

解 析 可 能 な 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 間 に 存 在 す る 場 合 、 前 記 品 質 予 測

工 程 で は 、 前 記 基 準 サ ン プ ル が １ つ の 場 合 と 同 様 に し て 、 前 記 品 質 予 測 工 程 で は 、 前 記 対

象 サ ン プ ル は 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る と 予 測 で き る 。 他 方 、 前 記 品

質 予 測 工 程 で は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 前 記 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配
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列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 未 満 の 場 合 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核

酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 と の 間 に 存 在 す る 場 合

、 ま た は 、 複 数 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅

断 片 の 量 間 に 存 在 す る 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル は 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を

有 さ な い と 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 は 、 前 記 定 量 工 程 に 先 立 ち 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 対 し て 処 理 を 行

な う 前 処 理 工 程 を 含 ん で も よ い 。 前 記 前 処 理 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の み に

対 し て 処 理 を 行 な っ て も よ い し 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 加 え て 、 前 記 基 準 サ ン プ ル に 対 し て

前 処 理 を 実 施 し て も よ い 。 こ の 場 合 、 前 記 定 量 工 程 で は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル と し て 、 前 記

前 処 理 後 の 対 象 サ ン プ ル を 利 用 す る 。 前 記 前 処 理 は 、 例 え ば 、 前 述 の 説 明 を 援 用 で き る 。

前 記 前 処 理 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 の 抽 出 処 理 を 含 む こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 前 記 対 象 サ ン プ ル が 対 象 者 か ら 抜 去 し た イ ン プ ラ ン ト 等 の 医 療 器 具 の 場 合 、 前 記 前 処 理

は 、 例 え ば 、 前 記 医 療 器 具 か ら 前 記 細 菌 を 剥 離 で き る こ と か ら 、 前 記 超 音 波 処 理 が 好 ま し

い 。 前 記 超 音 波 処 理 は 、 例 え ば 、 溶 媒 の 存 在 下 で 実 施 す る 。 前 記 溶 媒 は 、 例 え ば 、 水 、 生

理 食 塩 水 ； 緩 衝 液 ； 細 胞 内 液 、 細 胞 外 液 等 の 輸 液 ； University of Wisconsin（ U W） 液 、 h

istidine-tryptophan-ketogluta-rate（ HTK） 液 、 Celsior液 、 ET-Kyoto液 、 IGL-1液 等 の

保 存 液 ； 等 が あ げ ら れ 、 好 ま し く は 、 生 理 食 塩 水 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 前 記 超 音 波 処 理 の 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 １ ０ ～ １ ０ ０ ｋ Ｈ ｚ で あ る 。 ま た

、 処 理 時 間 は 、 例 え ば 、 １ ０ 秒 ～ １ ０ 分 間 で あ る 。 前 記 超 音 波 処 理 に お け る 平 均 強 度 は 、

例 え ば 、 ０ ． １ ～ １ Ｗ ／ ｃ ｍ
２

で あ る 。 前 記 超 音 波 処 理 の 条 件 は 、 例 え ば 、 培 養 検 査 に 用

い る 条 件 、 Ｐ Ｃ Ｒ 等 に 用 い る サ ン プ ル の 調 製 条 件 を 利 用 で き る 。 具 体 例 と し て 、 培 養 検 査

に 用 い る 場 合 、 前 記 超 音 波 処 理 は 、 例 え ば 、 約 ４ ０ ± ２ ｋ Ｈ ｚ 、 約 ０ ． ２ ２ ± ０ ． ０ ４ ｃ

ｍ
２

で 、 約 １ 分 ～ ５ 分 間 実 施 す る 。 こ れ に よ り 、 前 記 細 菌 が 形 成 す る バ イ オ フ ィ ル ム が 破

壊 可 能 で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 等 に 用 い る サ ン プ ル を 調 製 す る 場 合 、 前 記 超 音 波 処 理 は 、 例 え ば 、

約 ４ ０ ± ２ ｋ Ｈ ｚ 、 約 ０ ． ２ ２ ± ０ ． ０ ４ ｃ ｍ
２

で 、 ５ ～ １ ０ 分 間 実 施 す る 。 こ れ に よ り

、 前 記 細 菌 が 形 成 す る バ イ オ フ ィ ル ム 破 砕 お よ び 細 菌 の 死 滅 に 伴 う Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 が 可 能 で あ

る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 前 記 前 処 理 工 程 は 、 例 え ば 、 前 記 細 菌 か ら 核 酸 を 抽 出 す る 抽 出 工 程 を 含 む こ と が 好 ま し

い 。 前 記 核 酸 の 抽 出 は 、 例 え ば 、 前 記 核 酸 の 種 類 に 応 じ て 、 常 法 に よ り 実 施 で き る 。 前 記

核 酸 の 抽 出 は 、 例 え ば 、 市 販 の Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト ま た は 市 販 の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト を 用 い て

も よ い 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 で き る 。 本

発 明 の 品 質 予 測 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 で き る た め 、 例 え ば 、 前 記

核 酸 配 列 解 析 に 供 す る サ ン プ ル の 選 抜 、 お よ び 前 記 核 酸 配 列 解 析 で 得 ら れ た 解 析 結 果 の 精

度 の 評 価 等 を 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

＜ 精 度 予 測 方 法 ＞

　 本 発 明 の 方 法 は 、 前 述 の よ う に 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核

酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る

プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定

量 す る 定 量 工 程 と 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 配 列 解 析 を 行 な う 配 列 解 析 工 程 と 、 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基

づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測
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す る 予 測 工 程 と を 含 む 。 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 加 え 、 前 記 基 準 サ

ン プ ル に つ い て も 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い

、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 各 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 サ ン プ ル

に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る こ と が 特 徴 で あ り 、 そ の 他

の 工 程 お よ び 条 件 は 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン

プ ル に お け る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に つ い て 、 精 度 を 予 測 で き る 。 本 発 明 の 精 度

予 測 方 法 は 、 前 記 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 の 説 明 を 援 用 で き る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 前 記 定 量 工 程 は 、 前 記 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 の 定 量 工 程 と 同 様 に し て 実 施 で き る 。 こ れ

に よ り 、 前 記 定 量 工 程 で は 、 後 述 の 予 測 工 程 に 用 い る 増 幅 断 片 の 量 （ 定 量 値 ） を 取 得 で き

る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 つ ぎ に 、 前 記 配 列 解 析 工 程 で は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う 。 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 は 、 例 え ば 、 前 記 核

酸 配 列 解 析 方 法 に 応 じ て 適 宜 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 前 記 配 列 解 析 工 程 に お い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 、 前 記 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー

（ Ｎ Ｇ Ｓ ） を 用 い て 実 施 す る 場 合 、 例 え ば 、 以 下 の 手 順 で 実 施 で き る 。 ま ず 、 前 記 対 象 サ

ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル か ら 、 Ｎ Ｇ Ｓ 用 の 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る 。 前 記 核 酸 ラ

イ ブ ラ リ は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル と 、 Ｎ Ｇ Ｓ 用 の タ グ 配 列

が ５ ＇ 末 端 に 付 加 さ れ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト と を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る こ と に よ り 調 製

で き る 。 前 記 タ グ 配 列 は 、 例 え ば 、 使 用 す る 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー の マ ニ ュ ア ル に 応 じ て 設

計 で き る 。 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と し て は 、 例 え ば 、 前 述 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト １ に タ グ 配

列 を 付 加 し た も の を 使 用 で き る 。 つ ぎ に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 後 の 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ

ル か ら 、 核 酸 を 精 製 す る 。 前 記 核 酸 の 精 製 は 、 例 え ば 、 前 記 核 酸 の 種 類 に 応 じ て 、 常 法 に

よ り 実 施 で き る 。 前 記 核 酸 の 精 製 は 、 例 え ば 、 市 販 の Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト を 用 い て も よ い 。

そ し て 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル か ら 精 製 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 、 Ｎ Ｇ

Ｓ に 供 し て 、 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 を 解 析 で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 つ ぎ に 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前

記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 。 こ

れ に よ り 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 前 記 配 列 解 析 工 程 で 得 ら れ た 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配

列 解 析 の 精 度 を 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 前 記 基 準 サ ン プ ル が １ つ で あ り 、 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け る 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有

量 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 、

ま た は 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で

き な い 含 有 量 と の 間 の 含 有 量 で あ る 場 合 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル

に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 と 同 じ 場 合 （ 有 意 差 が 無 い 場

合 ） 、 ま た は 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 多 い 場 合 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸

配 列 解 析 の 精 度 は 、 十 分 で あ る と 予 測 で き る 。 他 方 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対

象 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 少 な い 場 合 、

前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 多 い 場 合 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精

度 は 、 不 十 分 で あ る と 予 測 で き る 。 ま た 、 前 記 基 準 サ ン プ ル が １ つ で あ り 、 前 記 基 準 サ ン

プ ル に お け る 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 の 含 有 量 が 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 し た 際 に 、 前 記 標

的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 で あ る 場 合 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 例 え ば 、 前 記 対

象 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 と 同 じ 場 合 （ 有 意

差 が 無 い 場 合 ） 、 ま た は 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 低 い 場 合 、 前 記 細 菌 の 標 的

領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 は 、 不 十 分 で あ る と 予 測 で き る 。 他 方 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 例

え ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り
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多 い 場 合 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 よ り 多 い 場 合 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配

列 解 析 の 精 度 は 、 十 分 で あ る と 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 前 記 基 準 サ ン プ ル が 複 数 の 場 合 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 前 記 複 数 の 基 準 サ ン プ ル か ら 前 記

標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有

量 と を 判 別 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の 場 合 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 前 記 増 幅 断 片 の 量

が 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 と

同 じ （ 有 意 差 な し ） も し く は よ り 多 い の 場 合 、 ま た は 、 複 数 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析

可 能 な 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 間 に 存 在 す る 場 合 、 前 記 予 測 工 程 で は

、 前 記 基 準 サ ン プ ル が １ つ の 場 合 と 同 様 に し て 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域

の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 は 、 十 分 で あ る と 予 測 で き る 。 他 方 、 前 記 予 測 工 程 で は 、 前 記 対 象

サ ン プ ル に お け る 前 記 増 幅 断 片 の 量 が 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有 量 の 基

準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 未 満 の 場 合 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 可 能 な 含 有

量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有

量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 と の 間 に 存 在 す る 場 合 、 ま た は 、 複 数 の 標 的 領 域

の 核 酸 配 列 が 解 析 で き な い 含 有 量 の 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 間 に 存 在 す る 場 合

、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 は 、 不 十 分 で あ る と 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 は 、 例 え ば 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 に 基 づ き 、 前 記 対 象 サ ン プ

ル が 含 有 す る 細 菌 を 同 定 す る 同 定 工 程 を 含 ん で も よ い 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 の 精 度 予 測 方

法 は 、 例 え ば 、 前 記 予 測 工 程 に お い て 、 十 分 な 精 度 が あ る と 予 測 さ れ る 対 象 サ ン プ ル に つ

い て 、 細 菌 の 種 類 を 同 定 で き る 。 こ の 場 合 、 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 は 、 例 え ば 、 細 菌 の 同

定 方 法 と い う こ と も で き る 。 前 記 同 定 は 、 例 え ば 、 得 ら れ た 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 を 、 各 種

細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 が 登 録 さ れ た デ ー タ ベ ー ス に お け る 核 酸 配 列 と 照 合 す る こ と に

よ り 実 施 で き る 。 前 記 標 的 領 域 が １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス と し て は 、

例 え ば 、 Greengenes（ https://greengenes.secondgenome.com/） 、 MicroSEQ（ 登 録 商 標 ）

16S Reference Library（ ThermoFisher Scientific社 製 ） が 利 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 は 、 前 記 定 量 工 程 に 先 立 ち 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 対 し て 処 理 を 行

な う 前 処 理 工 程 を 含 ん で も よ い 。 前 記 前 処 理 工 程 は 、 前 記 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 に お け る

前 処 理 工 程 の 説 明 を 援 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 は 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 で 得 ら れ た 解 析 結 果 の 精

度 の 予 測 等 を 行 な う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

＜ 品 質 予 測 装 置 ＞

　 本 発 明 の 装 置 は 、 前 述 の よ う に 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析

に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 装 置 で あ っ て 、 取 得 部 お よ び 品 質 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核

酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 し 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン

プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー

セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ

た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増

幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有

す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー

タ で あ り 、 前 記 品 質 予 測 部 は 、 各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記

対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す

る か を 予 測 す る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し
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う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る た め に コ ン ピ ュ ー タ で 実 行 さ れ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法

は 、 取 得 処 理 お よ び 品 質 予 測 処 理 を 含 み 、 前 記 取 得 処 理 は 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増

幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片

の 量 の デ ー タ を 取 得 し 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の

標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ

い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、 前 記 標 的 領

域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ

ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、 前 記 品 質 予 測 処 理 は 、 各 サ ン プ ル

に お け る 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標

的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 の 品 質 予 測 装 置 お よ び 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル が 、 細 菌 の 標 的 領 域 の 核

酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 で き る 。 本 発 明 は 、 前 記 本 発 明 の 品 質 予 測

方 法 お よ び 精 度 予 測 方 法 の 説 明 を 援 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に つ い て 、 図 １ お よ び ２ を 用 い て 説 明 す る 。 な お 、 本 発 明 は 、

下 記 の 実 施 形 態 に よ っ て 何 ら 限 定 お よ び 制 限 さ れ な い 。 な お 、 以 下 の 図 １ お よ び ２ に お い

て 、 同 一 部 分 に は 、 同 一 符 号 を 付 し て い る 。 ま た 、 各 実 施 形 態 の 説 明 は 、 特 に 言 及 が な い

限 り 、 互 い の 説 明 を 援 用 で き る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

［ 実 施 形 態 １ ］

　 図 １ は 、 本 発 明 の 品 質 予 測 装 置 の 一 例 を 示 す ブ ロ ッ ク 図 で あ る 。 図 １ に 示 す よ う に 、 品

質 予 測 装 置 １ は 、 取 得 部 １ １ お よ び 品 質 予 測 部 １ ２ を 含 む 。 本 実 施 形 態 の 品 質 予 測 装 置 １

は 、 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム が イ ン ス ト ー ル さ れ た パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ （ Ｐ Ｃ ） で あ っ て

も よ い 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 図 ２ に 、 品 質 予 測 装 置 １ の ハ ー ド ウ ェ ア 構 成 の ブ ロ ッ ク 図 を 例 示 す る 。 品 質 予 測 装 置 １

は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｐ Ｕ （ 中 央 処 理 装 置 ） １ ０ １ 、 メ モ リ １ ０ ２ 、 バ ス １ ０ ３ 、 記 憶 装 置 １ ０

４ 、 入 力 装 置 １ ０ ６ 、 デ ィ ス プ レ イ １ ０ ７ 、 通 信 デ バ イ ス １ ０ ８ 等 を 有 す る 。 品 質 予 測 装

置 １ の 各 部 は 、 そ れ ぞ れ の イ ン タ フ ェ ー ス （ Ｉ ／ Ｆ ） に よ り 、 バ ス １ ０ ３ を 介 し て 接 続 さ

れ て い る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 Ｃ Ｐ Ｕ １ ０ １ は 、 例 え ば 、 コ ン ト ロ ー ラ （ シ ス テ ム コ ン ト ロ ー ラ 、 Ｉ ／ Ｏ コ ン ト ロ ー ラ

等 ） 等 に よ り 、 他 の 構 成 と 連 携 動 作 し 、 品 質 予 測 装 置 １ の 全 体 の 制 御 を 担 う 。 品 質 予 測 装

置 １ に お い て 、 Ｃ Ｐ Ｕ １ ０ １ に よ り 、 例 え ば 、 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム １ ０ ５ や そ の 他 の プ ロ

グ ラ ム が 実 行 さ れ 、 ま た 、 各 種 情 報 の 読 み 込 み や 書 き 込 み が 行 わ れ る 。 具 体 的 に は 、 例 え

ば 、 Ｃ Ｐ Ｕ １ ０ １ が 、 取 得 部 １ １ お よ び 品 質 予 測 部 １ ２ と し て 機 能 す る 。 品 質 予 測 装 置 １

は 、 演 算 装 置 と し て 、 Ｃ Ｐ Ｕ を 備 え る が 、 Ｇ Ｐ Ｕ （ Graphics Processing Unit） 、 Ａ Ｐ Ｕ

（ Accelerated Processing Unit） 等 の 他 の 演 算 装 置 を 備 え て も よ い し 、 Ｃ Ｐ Ｕ と こ れ ら

と の 組 合 せ を 備 え て も よ い 。 な お 、 Ｃ Ｐ Ｕ １ ０ １ は 、 例 え ば 、 後 述 す る 実 施 形 態 ２ の 精 度

予 測 装 置 に お け る 記 憶 部 以 外 の 各 部 と し て 機 能 す る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 メ モ リ １ ０ ２ は 、 例 え ば 、 メ イ ン メ モ リ を 含 む 。 前 記 メ イ ン メ モ リ は 、 主 記 憶 装 置 と も

い う 。 Ｃ Ｐ Ｕ １ ０ １ が 処 理 を 行 う 際 に は 、 例 え ば 、 後 述 す る 記 憶 装 置 １ ０ ４ （ 補 助 記 憶 装

置 ） に 記 憶 さ れ て い る 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム １ ０ ５ 等 の 種 々 の 動 作 プ ロ グ ラ ム を 、 メ モ リ １

０ ２ が 読 み 込 む 。 そ し て 、 Ｃ Ｐ Ｕ １ ０ １ は 、 メ モ リ １ ０ ２ か ら デ ー タ を 読 み 出 し 、 解 読 し

、 前 記 プ ロ グ ラ ム を 実 行 す る 。 前 記 メ イ ン メ モ リ は 、 例 え ば 、 Ｒ Ａ Ｍ （ ラ ン ダ ム ア ク セ ス

メ モ リ ） で あ る 。 メ モ リ １ ０ ２ は 、 例 え ば 、 さ ら に 、 Ｒ Ｏ Ｍ （ 読 み 出 し 専 用 メ モ リ ） を 含

む 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】

　 バ ス １ ０ ３ は 、 例 え ば 、 外 部 機 器 と も 接 続 で き る 。 前 記 外 部 機 器 は 、 例 え ば 、 外 部 記 憶

装 置 （ 外 部 デ ー タ ベ ー ス 等 ） 、 プ リ ン タ ー 等 が あ げ ら れ る 。 品 質 予 測 装 置 １ は 、 例 え ば 、

バ ス に 接 続 さ れ た 通 信 デ バ イ ス １ ０ ８ に よ り 、 通 信 回 線 網 に 接 続 で き 、 前 記 通 信 回 線 網 を

介 し て 、 前 記 外 部 機 器 と 接 続 す る こ と も で き る 。 前 記 通 信 回 線 網 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 公

知 の ネ ッ ト ワ ー ク を 使 用 で き 、 例 え ば 、 有 線 で も よ い し 、 無 線 で も よ い 。 前 記 通 信 回 線 網

は 、 例 え ば 、 イ ン タ ー ネ ッ ト 回 線 、 Ｗ Ｗ Ｗ （ World Wide Web） 、 電 話 回 線 、 Ｌ Ａ Ｎ （ Loca

l Area Network） 、 Ｗ ｉ Ｆ ｉ (Wireless Fidelity） 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 記 憶 装 置 １ ０ ４ は 、 例 え ば 、 前 記 メ イ ン メ モ リ （ 主 記 憶 装 置 ） に 対 し て 、 い わ ゆ る 補 助

記 憶 装 置 と も い う 。 前 述 の よ う に 、 記 憶 装 置 １ ０ ４ に は 、 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム １ ０ ５ を 含

む 動 作 プ ロ グ ラ ム が 格 納 さ れ て い る 。 記 憶 装 置 １ ０ ４ は 、 例 え ば 、 記 憶 媒 体 と 、 前 記 記 憶

媒 体 に 読 み 書 き す る ド ラ イ ブ と を 含 む 。 前 記 記 憶 媒 体 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 内 蔵

型 で も 外 付 け 型 で も よ く 、 Ｈ Ｄ （ ハ ー ド デ ィ ス ク ） 、 Ｆ Ｄ （ フ ロ ッ ピ ー （ 登 録 商 標 ） デ ィ

ス ク ） 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｗ 、 Ｍ Ｏ 、 Ｄ Ｖ Ｄ 、 フ ラ ッ シ ュ メ モ リ ー 、 メ

モ リ ー カ ー ド 等 が あ げ ら れ 、 前 記 ド ラ イ ブ は 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 記 憶 装 置 １ ０ ４ は 、 例

え ば 、 前 記 記 憶 媒 体 と 前 記 ド ラ イ ブ と が 一 体 化 さ れ た ハ ー ド デ ィ ス ク ド ラ イ ブ （ Ｈ Ｄ Ｄ ）

で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 品 質 予 測 装 置 １ は 、 例 え ば 、 さ ら に 、 入 力 装 置 １ ０ ６ 、 デ ィ ス プ レ イ １ ０ ７ を 有 す る 。

入 力 装 置 １ ０ ６ は 、 例 え ば 、 タ ッ チ パ ネ ル 、 ト ラ ッ ク パ ッ ド 、 マ ウ ス 等 の ポ イ ン テ ィ ン グ

デ バ イ ス ； キ ー ボ ー ド ； カ メ ラ 、 ス キ ャ ナ 等 の 撮 像 手 段 ； Ｉ Ｃ カ ー ド リ ー ダ 、 磁 気 カ ー ド

リ ー ダ 等 の カ ー ド リ ー ダ ； マ イ ク 等 の 音 声 入 力 手 段 ； 等 が あ げ ら れ る 。 デ ィ ス プ レ イ １ ０

７ は 、 例 え ば 、 Ｌ Ｅ Ｄ （ light emitting diode） デ ィ ス プ レ イ 、 液 晶 デ ィ ス プ レ イ 等 の 表

示 装 置 が あ げ ら れ る 。 本 実 施 形 態 １ に お い て 、 入 力 装 置 １ ０ ６ と デ ィ ス プ レ イ １ ０ ７ と は

、 別 個 に 構 成 さ れ て い る が 、 入 力 装 置 １ ０ ６ と デ ィ ス プ レ イ １ ０ ７ と は 、 タ ッ チ パ ネ ル デ

ィ ス プ レ イ の よ う に 、 一 体 と し て 構 成 さ れ て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 品 質 予 測 装 置 １ に お い て 、 メ モ リ １ ０ ２ お よ び 記 憶 装 置 １ ０ ４ は 、 ユ ー ザ か ら の ア ク セ

ス 情 報 お よ び ロ グ 情 報 、 な ら び に 、 外 部 デ ー タ ベ ー ス （ 図 示 せ ず ） か ら 取 得 し た 情 報 を 記

憶 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 つ ぎ に 、 本 実 施 形 態 の 品 質 予 測 測 置 １ に お け る 処 理 の 一 例 に つ い て 、 図 ３ の フ ロ ー チ ャ

ー ト に 基 づ き 、 説 明 す る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 ま ず 、 品 質 予 測 装 置 １ に よ る 処 理 に 先 立 ち 、 ユ ー ザ が 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列

解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に つ い

て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 す る 。 そ し て 、

前 記 ユ ー ザ は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 前 記

対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 情 報 と 紐 付 け て デ ー タ ベ ー ス 等 に 登 録 す る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 つ ぎ に 、 品 質 予 測 装 置 １ に よ る 処 理 を 開 始 す る 。 ま ず 、 品 質 予 測 装 置 １ の 取 得 部 １ １ が

、 前 記 デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ た 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片

の 量 の デ ー タ を 取 得 す る （ Ｓ １ 工 程 ） 。 な お 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル

の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ が 、 記 憶 装 置 １ ０ ４ に 登 録 さ れ る 場 合 、 取 得 部 １ １ は 、 記 憶 装 置

１ ０ ４ か ら こ れ ら の デ ー タ を 取 得 す る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 つ ぎ に 、 品 質 予 測 部 １ ２ は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量

の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記 対 象 サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 核 酸 配 列

解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る （ Ｓ ２ 工 程 ） 。 品 質 予 測 部 １ ２ に お け る 予 測
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は 、 前 記 本 発 明 の 品 質 予 測 方 法 に お け る 品 質 予 測 工 程 と 同 様 に し て 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 実 施 形 態 の 品 質 予 測 装 置 お よ び そ れ を 用 い た 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル が 前 記

対 象 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 で き る

。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 実 施 形 態 の 品 質 予 測 装 置 １ は 、 さ ら に 、 得 ら れ た 品 質 予 測 結 果 を 出 力 し て も よ い 。 こ

の 場 合 、 前 記 品 質 予 測 結 果 の 出 力 先 は 、 例 え ば 、 デ ィ ス プ レ イ １ ０ ７ 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

＜ 精 度 予 測 装 置 ＞

　 本 発 明 の 装 置 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精

度 を 予 測 す る 装 置 で あ っ て 、 取 得 部 お よ び 予 測 部 を 備 え 、 前 記 取 得 部 は 、 前 記 対 象 者 由 来

サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ

ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ と を 取 得 し 、 前 記 対

象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い

る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増

幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準

サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸

を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断

片 の 量 の デ ー タ で あ り 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各

サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う こ と で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、

前 記 予 測 部 は 、 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 の 精 度 を 予 測 す る た め に 、 コ ン ピ ュ ー タ で 実 行 さ れ る 方 法 で あ っ て 、 取 得 部 お よ び 予 測

部 を 備 え 、 前 記 取 得 部 は 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標

的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ と 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ と を 取 得 し 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ

イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記

標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 の デ

ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 を 行 な う こ と で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、 前 記 予 測 部 は 、 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記

増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列

解 析 の 精 度 を 予 測 す る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 の 精 度 予 測 装 置 お よ び 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け る 細 菌 の 標 的 領 域

の 核 酸 配 列 解 析 に つ い て 、 精 度 を 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に つ い て 、 図 ４ を 用 い て 説 明 す る 。 な お 、 本 発 明 は 、 下 記 の 実

施 形 態 に よ っ て 何 ら 限 定 お よ び 制 限 さ れ な い 。 な お 、 以 下 の 図 ４ に お い て 、 同 一 部 分 に は

、 同 一 符 号 を 付 し て い る 。 ま た 、 各 実 施 形 態 の 説 明 は 、 特 に 言 及 が な い 限 り 、 互 い の 説 明

を 援 用 で き る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

［ 実 施 形 態 ２ ］

　 図 ４ は 、 本 発 明 の 精 度 予 測 装 置 の 一 例 を 示 す ブ ロ ッ ク 図 で あ る 。 図 ４ に 示 す よ う に 、 品

質 予 測 装 置 ２ は 、 取 得 部 ２ １ お よ び 予 測 部 ２ ２ を 含 む 。 本 実 施 形 態 の 精 度 予 測 装 置 ２ は 、
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本 発 明 の プ ロ グ ラ ム が イ ン ス ト ー ル さ れ た パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ （ Ｐ Ｃ ） で あ っ て も よ

い 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 つ ぎ に 、 本 実 施 形 態 の 精 度 予 測 測 置 ２ に お け る 処 理 の 一 例 に つ い て 、 図 ５ の フ ロ ー チ ャ

ー ト に 基 づ き 、 説 明 す る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 ま ず 、 品 質 予 測 装 置 １ に よ る 処 理 に 先 立 ち 、 ユ ー ザ が 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列

解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に つ い

て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 す る 。 そ し て 、

前 記 ユ ー ザ は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 前 記

対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 情 報 と 紐 付 け て デ ー タ ベ ー ス 等 に 登 録 す る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 ま た 、 前 記 ユ ー ザ が 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン

プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う こ と で 、 核 酸 配 列 の デ ー タ を 取 得 す

る 。 そ し て 、 前 記 ユ ー ザ は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン プ ル の 核 酸 配 列 の デ ー タ を

前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 情 報 と 紐 付 け て デ ー タ ベ ー ス 等 に 登 録 す る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 つ ぎ に 、 精 度 予 測 測 置 ２ に よ る 処 理 を 開 始 す る 。 ま ず 、 精 度 予 測 測 置 ２ の 取 得 部 ２ １ が

、 前 記 デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ た 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片

の 量 の デ ー タ と 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 核 酸 配 列 の デ ー タ と を 取 得

す る （ Ｓ ３ 工 程 ） 。 な お 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ

ー タ お よ び 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル の 核 酸 配 列 の デ ー タ が 、 記 憶 装 置 １

０ ４ に 登 録 さ れ る 場 合 、 取 得 部 ２ １ は 、 記 憶 装 置 １ ０ ４ か ら こ れ ら の デ ー タ を 取 得 す る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 つ ぎ に 、 予 測 部 ２ ２ は 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅

断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度

を 予 測 す る （ Ｓ ４ 工 程 ） 。 予 測 部 ２ ２ に お け る 予 測 は 、 前 記 本 発 明 の 精 度 予 測 方 法 に お け

る 予 測 工 程 と 同 様 に し て 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 本 実 施 形 態 の 精 度 予 測 装 置 お よ び そ れ を 用 い た 方 法 に よ れ ば 、 前 記 対 象 サ ン プ ル に お け

る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に つ い て 、 精 度 を 予 測 で き る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 本 実 施 形 態 の 精 度 予 測 測 置 ２ は 、 さ ら に 、 得 ら れ た 精 度 予 測 結 果 を 出 力 し て も よ い 。 こ

の 場 合 、 前 記 精 度 予 測 結 果 の 出 力 先 は 、 例 え ば 、 デ ィ ス プ レ イ １ ０ ７ 等 が あ げ ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 実 施 形 態 の 精 度 予 測 測 置 ２ は 、 さ ら に 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 に 基 づ き 、 前 記 対 象

サ ン プ ル が 含 有 す る 細 菌 を 同 定 す る 同 定 部 を 備 え て も よ い 。 こ れ に よ り 、 本 実 施 形 態 の 精

度 予 測 測 置 ２ は 、 例 え ば 、 予 測 部 ２ ２ に お い て 、 十 分 な 精 度 が あ る と 予 測 さ れ る 対 象 サ ン

プ ル に つ い て 、 細 菌 の 種 類 を 同 定 で き る 。 こ の 場 合 、 本 実 施 形 態 の 精 度 予 測 装 置 ２ は 、 例

え ば 、 細 菌 の 同 定 装 置 と い う こ と も で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

＜ プ ロ グ ラ ム ＞

　 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム は 、 前 述 の 品 質 予 測 装 置 に お け る 方 法 、 ま た は 精 度 予 測 装 置 に お け

る 方 法 を 、 コ ン ピ ュ ー タ 上 で 実 行 可 能 な プ ロ グ ラ ム で あ る 。 ま た は 、 本 発 明 の プ ロ グ ラ ム

は 、 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 な 記 録 媒 体 に 記 録 さ れ て も よ い 。 前 記 記 録 媒 体 は

、 例 え ば 、 非 一 時 的 な コ ン ピ ュ ー タ 可 読 記 録 媒 体 （ non-transitory computer-readable s

torage medium） で あ る 。 前 記 記 録 媒 体 は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 例 え ば 、 ラ ン ダ ム ア ク セ ス

メ モ リ （ Ｒ Ａ Ｍ ） 、 読 み 出 し 専 用 メ モ リ （ Ｒ Ｏ Ｍ ） 、 ハ ー ド デ ィ ス ク （ Ｈ Ｄ ） 、 光 デ ィ ス

ク 、 フ ロ ッ ピ ー （ 登 録 商 標 ） デ ィ ス ク （ Ｆ Ｄ ） 等 が あ げ ら れ る 。

【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ９ ４ 】

　 以 下 、 実 施 例 を 用 い て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に 記 載 さ れ た 態 様 に

限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

［ 実 施 例 １ ］

　 本 発 明 に よ り 、 基 準 サ ン プ ル を 用 い る こ と で 、 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 可 能 で あ る こ

と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

（ １ ） サ ン プ ル の 調 製

　 培 地 性 能 試 験 用 の 大 腸 菌 調 製 キ ッ ト （ E.coli（ ATCC 25922株 ） EZ-CFU（ 商 標 ） One Ste

p (MicroBiologics社 製 )に つ い て 、 付 属 水 和 液 １ 本 に 対 し て 、 ２ 個 の ペ レ ッ ト を 水 和 し た

。 得 ら れ た 水 和 物 を 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ の リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 希 釈 し 、 １ ０
２

－ １ ０
３
 CFU/mlに 相 当 す る 基 準 サ ン プ ル （ EZ-CFU） を 調 製 し た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 E.coli　 ATCC 25922株 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 ） に つ い て 、 Ｌ Ｂ 培 地 を 用 い て ３ ７ ℃ で 約 １

日 培 養 し 、 増 殖 さ せ た 。 前 記 培 養 後 、 マ ク フ ァ ー ラ ン ド 比 濁 法 に よ り 、 得 ら れ た 大 腸 菌 液

に お け る 大 腸 菌 濃 度 を 算 出 し た 。 そ し て 、 前 記 大 腸 菌 液 を １ × １ ０
７
 CFU/ml、 １ × １ ０

６
 CFU/ml、 １ × １ ０

５
 CFU/ml、 ま た は １ × １ ０

４
 CFU/mlと な る よ う に 、 手 術 中 に 使 用

す る 滅 菌 生 理 食 塩 水 で 希 釈 し 、 基 準 サ ン プ ル を 調 製 し た 。 な お 、 各 濃 度 の サ ン プ ル に つ い

て 、 ４ 検 体 ず つ 調 製 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

（ ２ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出

　 各 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト （ QIAamp（ 登 録 商 標 ） D N A Mini Kit、 QIA G

EN社 製 ） を 用 い て 、 D N Aを 抽 出 し た 。 具 体 的 に は 、 1.5ｍ l マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に Protease20

μ lお よ び サ ン プ ル （ 超 音 波 処 理 液 ） 200μ lを 添 加 し た 。 前 記 添 加 後 、 前 記 マ イ ク ロ チ ュ

ー ブ を 、 ボ ル テ ッ ク ス を 用 い て 撹 拌 し 、 つ い で 、 Buffer AL 200μ lを 添 加 し た 。 前 記 添 加

後 、 前 記 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ を 、 １ ５ 秒 間 ボ ル テ ッ ク ス を 用 い て 撹 拌 し 、 ６ ０ ℃ で １ ０ 分 間

イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に 、 前 記 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 中 の 混 合 液 を ス ピ ン ダ ウ ン さ せ た 後

、 ９ ９ ． ５ ％ （ v/v） エ タ ノ ー ル を 200μ l添 加 し た 。 前 記 添 加 後 、 前 記 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ

を 、 １ ５ 秒 間 ボ ル テ ッ ク ス を 用 い て 撹 拌 後 、 前 記 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 中 の 混 合 液 を ス ピ ン ダ

ウ ン さ せ た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 つ ぎ に 、 前 記 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 中 の 混 合 液 全 量 を 、 コ レ ク シ ョ ン チ ュ ー ブ に セ ッ ト さ れ

た カ ラ ム （ QIAamp（ 登 録 商 標 ） Spin Culumn） に 負 荷 し た 。 前 記 負 荷 後 、 前 記 カ ラ ム を 、

８ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ５ １ ０ ０ × ｇ ） で １ 分 間 遠 心 し た 。 前 記 遠 心 後 、 室 温 （ 約 ２ ５ ℃ 、 以 下

同 様 ） で Buffer A W1 500μ lを 前 記 カ ラ ム に 負 荷 し た 。 再 度 、 前 記 カ ラ ム を 、 ８ ０ ０ ０ ｒ

ｐ ｍ （ ５ １ ０ ０ × ｇ ） で １ 分 間 遠 心 し た 後 、 室 温 で Buffer A W2 500μ lを 前 記 カ ラ ム に 負

荷 し た 。 さ ら に 、 前 記 カ ラ ム を 、 １ ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ １ ７ ９ ０ ０ × ｇ ） で ３ 分 間 遠 心 し た

後 、 室 温 で Buffer AE 100μ lを 前 記 カ ラ ム に 負 荷 し た 。 室 温 で １ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、

前 記 カ ラ ム を 、 ８ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ ５ １ ０ ０ × ｇ ） で １ 分 間 遠 心 し 、 得 ら れ た 溶 出 液 を 、 ゲ

ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル （ Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル ） と し て 回 収 し た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

（ ３ ） 標 的 領 域 の 核 酸 の 定 量

　 前 記 実 施 例 １ （ ２ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 基 準 サ ン プ ル に 相 当 ） に つ い て 、 次 世

代 シ ー ケ ン サ ー に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ Quantitative PCR、 qP

CR） に 供 し 、 標 的 領 域 の 核 酸 を 定 量 し た 。 具 体 的 に は 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 プ ラ イ

マ ー セ ッ ト １ お よ び ｑ Ｐ Ｃ Ｒ 試 薬 （ LightCycler 480 SYBR Green I Master、 Roche社 製 ）

を 用 い て 下 記 組 成 で qPCR反 応 液 を 調 製 し た 。 得 ら れ た 反 応 液 お よ び ｑ Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 （ Light

cycler（ 登 録 商 標 ） nano、 Roche社 製 ） を 用 い て 下 記 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 で ｑ Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し 、

蛍 光 色 素 （ SYBR（ 登 録 商 標 ） Green I） を 用 い て 、 増 幅 断 片 の 量 を Ｃ ｑ 値 と し て 定 量 し た
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。 な お 、 Ｃ ｑ 値 は 、 前 記 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 に 組 み 込 ま れ て い る ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い 、 自 動 設 定

に よ り 決 定 し た 。

【 ０ １ ０ １ 】

（ qPCR反 応 液 ）

Master Mix　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ６ μ ｌ

滅 菌 水 （ D2W） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 １ ０ μ ｌ

フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 50μ mol/ｌ ） 　 　 　 　 　 １ μ ｌ

リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 50μ mol/ｌ ） 　 　 　 　 　 　 １ μ ｌ

Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ μ ｌ

　 　 合 計 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２ ０ μ ｌ

【 ０ １ ０ ２ 】

（ qPCR反 応 条 件 ）

（ １ ） Hold： ９ ５ ℃ 、 ６ ０ ０ 秒

（ ２ ） 3-step A mplification： ３ ５ サ イ ク ル

　 　 （ １ サ イ ク ル ： ９ ４ ℃ ３ ０ 秒 、 ５ ８ ℃ ３ ０ 秒 お よ び ６ ８ ℃ ３ ０ 秒 ）

（ ３ ） Pre-melt Hold： ９ ５ ℃ 、 １ ０ sec

（ ４ ） Melting： ６ ０ ℃ か ら ９ ７ ℃ ま で ０ ． １ ℃ ／ 秒 で 昇 温

【 ０ １ ０ ３ 】

（ ４ ） 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 の 解 析

　 前 記 実 施 例 １ （ ２ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 基 準 サ ン プ ル に 相 当 ） に つ い て 、 ６ ０

種 類 の Ｎ Ｇ Ｓ 用 の タ グ 配 列 を 付 加 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト １ の 混 合 物 を 用 い て 核 酸 ラ イ ブ ラ

リ を 調 製 し た 。 な お 、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー 用 タ グ 配 列 を ６ ０ 種 類 の 異 な る 配 列 と し 、 リ

バ ー ス プ ラ イ マ ー 用 タ グ 配 列 は １ 種 類 と し た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 具 体 的 に は 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 タ グ 配 列 が 付 加 さ れ た プ ラ イ マ ー セ ッ ト １ お よ

び Ｐ Ｃ Ｒ 試 薬 （ Platinum PCR SuperMix-High Fidelity、 Invitrogen社 製 ） を 用 い て 下 記

組 成 で Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を 調 製 後 、 前 記 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 を 用 い て 下 記 Ｐ Ｃ Ｒ 条 件 で Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施

し た 。

【 ０ １ ０ ５ 】

（ PCR反 応 液 ）

Master Mix　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ ５ μ ｌ

フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 50μ mol/ｌ ） 　 　 　 ０ ． ５ μ ｌ

リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 50μ mol/ｌ ） 　 　 　 　 ０ ． ５ μ ｌ

Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４ μ ｌ 　 　

　 　 合 計 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ５ ０ μ ｌ

【 ０ １ ０ ６ 】

（ PCR反 応 条 件 ）

（ １ ） Hold： ９ ５ ℃ 、 180秒 間

（ ２ ） 3-step A mplification： ３ ０ サ イ ク ル

　 　 （ １ サ イ ク ル ： ９ ４ ℃ ３ ０ 秒 、 ５ ８ ℃ ３ ０ 秒 お よ び ６ ８ ℃ ３ ０ 秒 ）

（ ３ ） Pre-melt Hold： ９ ５ ℃ 、 １ ０ 秒 間

（ ４ ） Melting： ６ ０ ℃ か ら ９ ７ ℃ ま で ０ ． １ ℃ ／ 秒 で 昇 温

【 ０ １ ０ ７ 】

　 つ ぎ に 、 Ｄ Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト （ Agencourt A MPure XP、 Beckman Coulter社 製 ） を 用 い て 、

得 ら れ た 増 幅 産 物 か ら 、 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を 精 製 し た 。 前 記 精 製 は 、 ２ 回 行 な っ た 。 そ

し て 、 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ に つ い て 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー 用 キ ッ ト （ Ion PG M Hi-Q View

Chef 400 Kit、 ThermoFisher Scientific社 製 ） と 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー （ Ion Chef（ 商

標 ） System、 ThermoFisher Scientific社 製 ） と を 用 い て 、 標 的 配 列 で あ る 、 Ｖ １ 領 域 お

よ び Ｖ ２ 領 域 の 核 酸 配 列 を 解 析 し 、 核 酸 配 列 毎 の リ ー ド 数 （ Ｏ Ｔ Ｕ ） を 取 得 し た 。 得 ら れ

た Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 核 酸 配 列 に つ い て 、 デ ー タ ベ ー ス （ Greengeneお よ び MicroSE
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Q（ 登 録 商 標 ） 16S Reference Library） と 照 合 し 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン プ ル

に 含 ま れ て い る 細 菌 を 属 単 位 で 同 定 し た 。 な お 、 細 菌 の 同 定 は 、 ソ フ ト ウ ェ ア （ Ion Repo

rter（ 商 標 ） software version 5.12、 ThermoFisher Scientific社 製 ） そ し て 、 全 リ ー

ド 数 （ 総 Ｏ Ｔ Ｕ ） に 占 め る 大 腸 菌 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の リ ー ド 数 の 割 合 （ Ｏ Ｔ Ｕ ％ 、 Ｏ Ｔ

Ｕ ／ 総 Ｏ Ｔ Ｕ （ ％ ） ） を 算 出 し た 。 そ し て 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 （ Ｃ ｑ 値 ） と 、 リ ー ド 数 ま

た は リ ー ド 数 の 割 合 と を 比 較 し た 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル は 、 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ に 代 え て

、 前 記 滅 菌 生 理 食 塩 水 （ Saline） を 用 い た 以 外 は 同 様 に し て 実 施 し た 。 ま た 、 ネ ガ テ ィ ブ

コ ン ト ロ ー ル は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ フ リ ー 水 （ NF） を 用 い た 以 外 は 、 同 様 に し て 実 施 し た 。 な

お 、 前 記 Ｎ Ｇ Ｓ 解 析 は 、 異 な る 濃 度 の 基 準 サ ン プ ル と 、 前 記 コ ン ト ロ ー ル と 、 ネ ガ テ ィ ブ

コ ン ト ロ ー ル と の ７ 検 体 を １ セ ッ ト と し 、 独 立 に ４ 回 実 施 し た 。

【 ０ １ ０ ８ 】

（ ５ ） 統 計 解 析

　 前 記 実 施 例 １ （ ３ ） で 得 ら れ た Ｃ ｑ 値 と 、 前 記 実 施 例 １ （ ４ ） で 得 ら れ た Ｏ Ｔ Ｕ お よ び

％ Ｏ Ｔ Ｕ に つ い て 、 平 均 値 、 標 準 偏 差 （ Ｓ Ｄ ） 、 相 関 関 係 お よ び 検 査 精 度 の 評 価 を 統 計 解

析 ソ フ ト （ SPSS v22.0 software、 SPSS社 製 ） を 用 い て 行 っ た 。 前 記 相 関 関 係 は 、 Spearma

n の 順 位 相 関 係 数 を 用 い て 評 価 し た 。 ま た 、 前 記 検 査 精 度 （ 信 頼 性 ） は 、 一 般 化 可 能 性 理

論 （ generalizability theory） を 用 い て 、 級 内 相 関 （ Intraclass correlation coeffici

ents： ICC） に 基 づ き 評 価 し た 。 Ｃ ｑ 値 、 Ｏ Ｔ Ｕ お よ び ％ Ｏ Ｔ Ｕ の 平 均 値 、 標 準 偏 差 、 お

よ び 級 内 相 関 を 検 討 し た 結 果 を 下 記 表 １ ～ ４ に 、 Ｃ ｑ 値 と 、 Ｏ Ｔ Ｕ ま た は ％ Ｏ Ｔ Ｕ と の 相

関 関 係 を 検 討 し た 結 果 を 、 図 ６ に 示 す 。

【 ０ １ ０ ９ 】

【 表 １ 】

【 ０ １ １ ０ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ １ １ １ 】

【 表 ３ 】

【 ０ １ １ ２ 】

【 表 ４ 】

【 ０ １ １ ３ 】

　 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ の 標 準 偏 差 は 、 ０ ． ２ － ０ ． ７ で あ る の に 対 し て 、 Ｎ Ｇ Ｓ の Ｏ Ｔ Ｕ の 標 準 偏 差

は 、 ２ ． ３ × １ ０
３

－ ７ ． ９ × １ ０
４

と 数 値 の 変 動 幅 が 大 き か っ た 。 こ の た め 、 対 象 サ ン

プ ル に お け る 細 菌 の 定 量 評 価 の 指 数 と し て は 、 Ｎ Ｇ Ｓ の Ｏ Ｔ Ｕ を 用 い る こ と は 困 難 で あ り

、 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ が 適 し て い る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 前 記 表 ２ に 示 す よ う に 、 Ｃ ｑ 値 の 級 内 相 関 係 数 は 、 ０ ． ９ ９ １ で あ り 、 ９ ５ ％ 信 頼 区 間

は 、 ０ ． ９ ７ ３ － ０ ． ９ ９ ８ と 高 か っ た 。 ま た 、 前 記 表 ３ に 示 す よ う に 、 Ｏ Ｔ Ｕ は 、 ０ ．

７ ９ ５ で あ り 、 ９ ５ ％ 信 頼 区 間 は 、 ０ ． ５ ２ ０ － ０ ． ９ ５ ５ と 低 か っ た 。 し か し な が ら 、

前 記 表 ４ に 示 す よ う に 、 ％ Ｏ Ｔ Ｕ は 、 ０ ． ９ ８ ９ で あ り 、 ９ ５ ％ 信 頼 区 間 は 、 ０ ． ９ ６ ６

－ ０ ． ９ ９ ８ と 高 か っ た 。 こ れ ら の こ と か ら 、 標 的 領 域 の 定 量 に お い て 、 Ｃ ｑ 値 の 算 出 方

法 、 す な わ ち 、 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ の 再 現 性 お よ び 信 頼 性 が 高 い こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 図 ６ は 、 Ｃ ｑ 値 と 、 Ｏ Ｔ Ｕ ま た は ％ Ｏ Ｔ Ｕ と の 相 関 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 ６ に お

い て 、 （ Ａ ） は 、 Ｃ ｑ 値 と Ｏ Ｔ Ｕ と の 相 関 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ り 、 （ Ｂ ） は 、 Ｃ ｑ 値 と

％ Ｏ Ｔ Ｕ と の 相 関 関 係 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 図 ６ に お い て 、 横 軸 は 、 Ｏ Ｔ Ｕ ま た は ％ Ｏ Ｔ

Ｕ を 示 し 、 縦 軸 は 、 Ｃ ｑ 値 を 示 す 。 図 ６ （ Ａ ） に 示 す よ う に 、 Ｃ ｑ 値 と Ｏ Ｔ Ｕ と の 相 関 係

数 は 、 ０ ． ９ ６ ７ で あ り 、 ｐ 値 は 、 ０ ． ０ ０ ０ で あ っ た 。 ま た 、 図 ６ （ Ｂ ） に 示 す よ う に

、 Ｃ ｑ 値 と Ｏ Ｔ Ｕ と の 相 関 係 数 は 、 ０ ． ９ ３ １ で あ り 、 ｐ 値 は 、 ０ ． ０ ０ ０ で あ っ た 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 前 記 表 １ － ４ か ら 明 ら か な よ う に 、 ｑ Ｐ Ｃ Ｒ の 再 現 性 お よ び 信 頼 性 が 高 く 、 ま た は 、 ｑ

Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ る Ｃ ｑ 値 は 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー に よ り 得 ら れ る Ｏ Ｔ Ｕ お よ び ％ Ｏ Ｔ

Ｕ と 強 い 相 関 を 示 す こ と か ら 、 Ｃ ｑ 値 を 用 い る こ と 、 す な わ ち 、 標 的 領 域 の 増 幅 に よ り 得

ら れ る 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー に よ り 得 ら れ る リ ー ド 数 が 十 分 で あ る
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か 、 す な わ ち 、 核 酸 配 列 解 析 が 十 分 な 精 度 で 実 施 で き る か を 予 測 で き る こ と が わ か っ た 。

こ の た め 、 核 酸 配 列 解 析 に 供 す る 対 象 サ ン プ ル に つ い て 、 基 準 サ ン プ ル と あ わ せ て 増 幅 断

片 の 量 を 測 定 し 、 前 記 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 と 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量

と を 比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 対 象 サ ン プ ル を 核 酸 配 列 解 析 に 供 し た 際 に 十 分 な 解 析 結 果

を 予 測 で き る と い え る 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 に お い て 、 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 し 、 こ れ を 指 標

と す る こ と で 、 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ １ ８ 】

［ 実 施 例 ２ ］

　 本 発 明 に よ り 、 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 可 能 で あ る こ と 、 お よ び 核 酸 配 列 解 析 の 精 度

を 予 測 可 能 で あ る こ と を 確 認 し た 。

【 ０ １ １ ９ 】

（ １ ） 対 象 サ ン プ ル の 調 製

　 対 象 サ ン プ ル は 、 対 象 者 か ら 抜 去 し た イ ン プ ラ ン ト を 用 い て 調 製 し た 。 具 体 的 に は 、 慢

性 骨 髄 炎 患 者 （ 対 象 者 ） １ 名 の ８ 検 体 か ら 、 骨 軟 部 組 織 を 手 術 に よ り 清 潔 に 取 り 出 し た 。

つ ぎ に 、 取 り 出 し た 組 織 （ 腐 骨 、 瘢 痕 等 ） 等 を ス ピ ッ ツ に 収 容 後 、 臨 床 検 査 室 に 搬 送 し た

。 細 菌 検 査 室 に お い て 、 検 体 容 器 ご と 超 音 波 処 理 装 置 （ BactoSonic（ 登 録 商 標 ） 、 BA N DEL

IN社 製 ） を 用 い て 、 ４ ０ ± ２ ｋ Ｈ で １ 分 間 超 音 波 処 理 す る こ と で 、 検 体 周 囲 の バ イ オ フ ィ

ル ム を 破 砕 し 、 付 着 し て い る 細 菌 を 抽 出 し た （ イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル 、 対 象 サ ン プ ル

１ ～ ８ 　 ） 。 得 ら れ た 超 音 波 処 理 液 を ２ ６ ０ ０ ｒ ｐ ｍ （ １ ２ ６ ０ × ｇ ） で １ ５ 分 間 遠 心 後

、 上 清 を 回 収 し 、 寒 天 培 地 に よ る 細 菌 培 養 に よ り 、 イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル 中 の 細 菌 の

同 定 を 行 っ た 。 こ の 結 果 、 １ 名 の 患 者 由 来 の ８ 検 体 全 て に お い て 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ

ム 属 の 細 菌 が 検 出 さ れ た 。 残 部 の 超 音 波 処 理 液 は 、 後 述 す る 定 量 お よ び 核 酸 配 列 解 析 に 供

す る ま で － ８ ０ ℃ で 冷 凍 保 存 し た 。

【 ０ １ ２ ０ 】

（ ２ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 抽 出

　 前 記 基 準 サ ン プ ル に 代 え て 、 解 凍 後 の 超 音 波 処 理 液 を 用 い た 以 外 は 、 前 記 実 施 例 1（ ２

） と 同 様 に し て 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル を 回 収 し た 。

【 ０ １ ２ １ 】

（ ３ ） 基 準 サ ン プ ル の 調 製

　 E.coli ATCC 25922株 に つ い て 、 Ｌ Ｂ 培 地 を 用 い て ３ ７ ℃ で 培 養 し た 。 マ ク フ ァ ー ラ ン

ド 比 濁 法 に よ り 測 定 さ れ る 濃 度 が 、 ３ （ ９ × １ ０
８
 CFU/ml、 O D=0.582)と な っ た 際 に 前 記

培 養 液 を 回 収 し た 。 そ し て 、 得 ら れ た 大 腸 菌 液 を １ × １ ０
７
 CFU/ml、 １ × １ ０

６
 CFU/ml

、 １ × １ ０
５
 CFU/ml、 ま た は １ × １ ０

４
 CFU/mlと な る よ う に 希 釈 し た 。 前 記 実 施 例 １ （

１ ） の 基 準 サ ン プ ル に 代 え て 、 得 ら れ た 希 釈 液 を 用 い た 以 外 は 、 前 記 実 施 例 １ （ ２ ） と 同

様 に し て 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む サ ン プ ル （ Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル ） を 回 収 し た 。

【 ０ １ ２ ２ 】

（ ４ ） 標 的 領 域 の 核 酸 の 定 量

　 前 記 実 施 例 １ （ ２ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 基 準 サ ン プ ル に 相 当 ） に 代 え て 、 前 記

実 施 例 ２ （ ２ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 対 象 サ ン プ ル に 相 当 ） お よ び 前 記 実 施 例 ２ （

３ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 基 準 サ ン プ ル に 相 当 ） を 用 い た 以 外 は 、 前 記 実 施 例 １ （

３ ） と 同 様 に し て 、 増 幅 断 片 の 量 を Ｃ ｑ 値 と し て 定 量 し た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

（ ５ ） 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 の 解 析

　 前 記 実 施 例 １ （ ２ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 基 準 サ ン プ ル に 相 当 ） に 代 え て 、 前 記

実 施 例 ２ （ ２ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 対 象 サ ン プ ル に 相 当 ） お よ び 前 記 実 施 例 ２ （

３ ） で 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル （ 基 準 サ ン プ ル に 相 当 ） を 用 い た 以 外 は 、 前 記 実 施 例 １ （

４ ） 同 様 に し て 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を 調 製 後 、 前 記 Ｄ Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト を 用 い て 、 前 記 核 酸 ラ

イ ブ ラ リ の 精 製 を ２ 回 実 施 し た 。
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【 ０ １ ２ ４ 】

　 精 製 さ れ た 核 酸 ラ イ ブ ラ リ を 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー （ IonPG MSystem、 ThermoFisher Sci

entific社 製 ） に 供 し て 、 標 的 配 列 で あ る 、 Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 核 酸 配 列 を 解 析 し

、 核 酸 配 列 毎 の リ ー ド 数 を 取 得 し た 。 得 ら れ た Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 核 酸 配 列 に つ い

て 、 前 記 デ ー タ ベ ー ス と 照 合 し 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン プ ル に 含 ま れ て い る 細

菌 を 同 定 し た 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル は 、 前 記 核 酸 ラ イ ブ ラ リ に 代 え て 、 生 理 食 塩 水 を 用 い

た 以 外 は 同 様 に し て 実 施 し た 。 ま た 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル は 、 前 記 ヌ ク レ ア ー ゼ フ リ

ー 水 （ Ｎ Ｆ ） を 用 い た 以 外 は 、 同 様 に し て 実 施 し た 。 こ れ ら の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 図 ７ は 、 対 象 サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 と 、 各 サ ン プ ル の 核 酸

配 列 解 析 の 結 果 と を 比 較 し た グ ラ フ で あ る 。 図 ７ に お い て 、 縦 軸 の パ ー セ ン ト は 、 各 サ ン

プ ル に お け る ％ Ｏ Ｔ Ｕ を 示 す 。 ま た 、 図 ７ に お い て 、 横 軸 は 、 サ ン プ ル の 種 類 お よ び 対 象

サ ン プ ル お よ び 基 準 サ ン プ ル に お け る 前 記 増 幅 産 物 の 量 （ Ｃ ｑ 値 ） を 示 す 。 ま た 、 図 ７ に

お い て 、 図 中 の 数 値 は 、 大 腸 菌 の ％ Ｏ Ｔ Ｕ を 示 す 。 図 ７ の 基 準 サ ン プ ル の 結 果 が 示 す よ う

に 、 １ × １ ０
７

Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ ま た は １ × １ ０
７

Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ の 大 腸 菌 を 含 む 基 準 サ ン プ ル

で は 、 い ず れ も ％ Ｏ Ｔ Ｕ が ９ ９ ％ で あ り 、 高 い 精 度 で 核 酸 配 列 解 析 を 実 施 で き た 。 他 方 、

１ × １ ０
５

Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ の 大 腸 菌 を 含 む 基 準 サ ン プ ル で は 、 ％ Ｏ Ｔ Ｕ が ８ ９ ％ と な り 、 １

× １ ０
４

Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ の 大 腸 菌 を 含 む 基 準 サ ン プ ル で は 、 ％ Ｏ Ｔ Ｕ が ２ ６ ％ と な り 、 基 準

サ ン プ ル 中 に 含 ま れ る 大 腸 菌 以 外 に 混 入 し た 細 菌 （ 例 え ば 、 滅 菌 生 理 食 塩 水 中 の Streptoc

occus属 細 菌 ） 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 割 合 が 増 加 し 、 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 が 大 腸 菌 の 濃 度

依 存 的 に 低 下 し た 。 ま た 、 Ｃ ｑ 値 と 、 ％ Ｏ Ｔ Ｕ を 比 較 し た 場 合 も 同 様 の 結 果 で あ っ た 。 こ

の た め 、 １ × １ ０
５

Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ を 超 え る 細 菌 を 含 む 基 準 サ ン プ ル と 、 同 等 以 上 の 細 菌 含

有 量 の 場 合 、 す な わ ち 、 Ｃ ｑ 値 が ２ ２ ． ８ 未 満 の 場 合 、 核 酸 配 列 解 析 は 、 十 分 な 精 度 が 得

ら れ た と い え る 。 ま た 、 １ × １ ０
５

Ｃ Ｆ Ｕ ／ ｍ ｌ 以 下 の 細 菌 を 含 む 基 準 サ ン プ ル と 、 同 等

以 下 の 細 菌 含 有 量 の 場 合 、 す な わ ち 、 Ｃ ｑ 値 が ２ ２ ． ８ 以 上 の 場 合 、 核 酸 配 列 解 析 は 、 十

分 な 精 度 が 得 ら れ た と い え な い 。 ま た 、 対 象 サ ン プ ル １ ～ ８ に つ い て 、 Ｃ ｑ 値 と ％ Ｏ Ｔ Ｕ

と を 比 較 し た 場 合 、 Ｃ ｑ 値 が 増 加 す る に つ い て 、 プ ロ ピ オ ニ バ ク テ リ ウ ム 属 の 細 菌 （ Prop

ionibacterium） の ％ Ｏ Ｔ Ｕ が 減 少 し 、 滅 菌 生 理 食 塩 水 中 の Streptococcus属 細 菌 等 の ％ Ｏ

Ｔ Ｕ が 増 加 し て い た 。 こ の た め 、 同 一 症 例 よ り 得 ら れ た サ ン プ ル で あ っ て も 、 採 取 さ れ た

サ ン プ ル 間 で 検 体 に ふ く ま れ て い る 細 菌 な ど に 違 い が あ る と 考 え ら れ 、 基 準 サ ン プ ル の Ｃ

ｑ 値 を 指 標 と し 、 対 象 サ ン プ ル の Ｃ ｑ 値 と 、 基 準 サ ン プ ル の Ｃ ｑ 値 と を 比 較 す る こ と に よ

り 、 前 記 対 象 サ ン プ ル が 、 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る と い え る

。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 し た が っ て 、 前 記 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 サ ン プ ル お

よ び 前 記 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を

指 標 と す る こ と に よ り 、 前 記 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 可 能 で あ り 、 ま た 、 核 酸 配 列 解 析

の 精 度 を 予 測 可 能 で あ る と い え る 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 本 発 明 に よ り 、 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 可 能 で あ る こ と 、 お よ び 核

酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 以 上 、 実 施 形 態 お よ び 実 施 例 を 参 照 し て 本 発 明 を 説 明 し た が 、 本 発 明 は 、 上 記 実 施 形 態

お よ び 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 構 成 や 詳 細 に は 、 本 発 明 の ス コ ー プ 内

で 当 業 者 が 理 解 し 得 る 様 々 な 変 更 を す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ２ ９ 】

＜ 付 記 ＞

　 上 記 の 実 施 形 態 お よ び 実 施 例 の 一 部 ま た は 全 部 は 、 以 下 の 付 記 の よ う に 記 載 さ れ う る が

、 以 下 に は 限 ら れ な い 。

（ 付 記 １ ）

10

20

30

40

50



(26) JP  2021-193981  A   2021.12.27

対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る 方 法 で あ っ て 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、

各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 、 前 記 対 象 者 由 来

サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る 品 質 予 測 工 程 と を 含 む 、 方 法 。

（ 付 記 ２ ）

前 記 標 的 領 域 は 、 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 少 な く と も 一 方 を 含 む 、

付 記 １ 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 ３ ）

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 は 、 前 記 標 的 領 域 を 含 む 大 腸 菌 で あ る 、 付 記 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 ４ ）

前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 複 数 で あ り 、

各 基 準 サ ン プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 異 な る 量 含 有 す る 、 付 記 １ か ら ３ の い ず れ か に

記 載 の 方 法 。

（ 付 記 ５ ）

各 サ ン プ ル に 対 し て 超 音 波 処 理 を 行 な う 前 処 理 工 程 を 含 み 、

前 記 超 音 波 処 理 さ れ た 各 サ ン プ ル を 用 い て 、 前 記 定 量 工 程 を 実 施 す る 、 付 記 １ か ら ４ の い

ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 ６ ）

前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル は 、 イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル ま た は 生 体 サ ン プ ル で あ る 、 付 記

１ か ら ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 ７ ）

前 記 核 酸 配 列 解 析 は 、 次 世 代 シ ー ケ ン サ ー に よ る 核 酸 配 列 解 析 で あ る 、 付 記 １ か ら ６ の い

ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 ８ ）

対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 方 法 で

あ っ て 、

前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ

ン プ ル お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域

の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 を 定 量 す る 定 量 工 程 と 、

前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な

う 配 列 解 析 工 程 と 、

前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 予 測 工 程 と を 含 む 、 方 法 。

（ 付 記 ９ ）

前 記 標 的 領 域 は 、 １ ６ Ｓ 　 ｒ Ｒ Ｎ Ａ の Ｖ １ 領 域 お よ び Ｖ ２ 領 域 の 少 な く と も 一 方 を 含 む 、

付 記 ８ 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 １ ０ ）

前 記 標 的 領 域 の 核 酸 は 、 前 記 標 的 領 域 を 含 む 大 腸 菌 で あ る 、 付 記 ８ ま た は ９ 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 １ １ ）

前 記 基 準 サ ン プ ル は 、 複 数 で あ り 、

各 基 準 サ ン プ ル は 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 異 な る 量 含 有 す る 、 付 記 ８ か ら １ ０ の い ず れ か

に 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 １ ２ ）

各 サ ン プ ル に 対 し て 超 音 波 処 理 を 行 な う 前 処 理 工 程 を 含 み 、

前 記 超 音 波 処 理 さ れ た 各 サ ン プ ル を 用 い て 、 前 記 定 量 工 程 お よ び 配 列 解 析 工 程 を 実 施 す る

、 付 記 ８ か ら １ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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（ 付 記 １ ３ ）

前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル は 、 イ ン プ ラ ン ト 由 来 サ ン プ ル ま た は 生 体 サ ン プ ル で あ る 、 付 記

８ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 １ ４ ）

次 世 代 シ ー ケ ン サ ー を 用 い て 、 前 記 配 列 解 析 工 程 を 実 施 す る 、 付 記 ８ か ら １ ３ の い ず れ か

に 記 載 の 方 法 。

（ 付 記 １ ５ ）

対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る 装 置 で あ っ て 、

取 得 部 お よ び 品 質 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

前 記 品 質 予 測 部 は 、

　 各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 、

装 置 。

（ 付 記 １ ６ ）

対 象 者 由 来 サ ン プ ル が 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測

す る た め に コ ン ピ ュ ー タ で 実 行 さ れ る 方 法 で あ っ て 、

取 得 処 理 お よ び 品 質 予 測 処 理 を 含 み 、

前 記 取 得 処 理 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

前 記 品 質 予 測 処 理 は 、

　 各 サ ン プ ル に お け る 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ

れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 に 使 用 し う る 品 質 を 有 す る か を 予 測 す る 、

方 法 。

（ 付 記 １ ７ ）

対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 装 置 で

あ っ て 、

取 得 部 お よ び 予 測 部 を 備 え 、

前 記 取 得 部 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ と

を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の
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核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う こ と で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、

前 記 予 測 部 は 、

　 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有

さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 、

装 置 。

（ 付 記 １ ８ ）

対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有 さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る た め に

コ ン ピ ュ ー タ で 実 行 さ れ る 方 法 で あ っ て 、

取 得 処 理 お よ び 予 測 処 理 を 含 み 、

前 記 取 得 処 理 は 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ お よ び 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含

有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ と 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ と

を 取 得 し 、

　 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解

析 に 用 い る プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 標 的 領 域 の

核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル の 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ は 、 前 記 プ

ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 前 記 標 的 領 域 の 核 酸 を 所 定 量 含 有 す る 基 準 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 を 増 幅 し 、 得 ら れ た 増 幅 断 片 の 量 の デ ー タ で あ り 、

　 前 記 核 酸 配 列 解 析 の デ ー タ は 、 前 記 プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 各 サ ン プ ル に つ い て 、 前

記 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 を 行 な う こ と で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、

前 記 予 測 処 理 は 、

　 前 記 各 サ ン プ ル に お け る 、 前 記 増 幅 断 片 の 量 に 基 づ き 、 前 記 対 象 者 由 来 サ ン プ ル に 含 有

さ れ る 細 菌 の 標 的 領 域 の 核 酸 配 列 解 析 の 精 度 を 予 測 す る 、

方 法 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ３ ０ 】

　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 に よ れ ば 、 対 象 サ ン プ ル の 品 質 を 予 測 で き る た め 、 例 え ば 、 前 記

核 酸 配 列 解 析 に 供 す る サ ン プ ル の 選 抜 、 お よ び 前 記 核 酸 配 列 解 析 で 得 ら れ た 解 析 結 果 の 精

度 の 評 価 等 を 行 な う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 感 染 症 の 診 断 等 の 医

療 分 野 に お い て 極 め て 有 用 で あ る 。
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