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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体試料から核酸を分離するための方法であって、前記核酸を含有する液体試料又は前
記核酸を含有することが疑われる液体試料を、核酸に対する特異的な結合剤を含まないセ
ルロースをベースとした吸水性膜の試料受容部分に添加する工程と、核酸が吸水性膜の長
手方向に分布されるように、前記液体試料を前記吸水性膜に沿って流す工程と、その後、
試料受容部分から離れた前記膜の領域における核酸を検出する又は試料受容部分から離れ
た前記膜の領域から核酸を回収する工程とを含む、方法。
【請求項２】
　液体が膜に沿って流れた後、核酸を検出又は回収する前に、膜が乾燥され、又は膜を乾
燥させる、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　乾燥された膜が保存され、及び、その後の工程において、膜上の核酸の存在が検出され
、又は核酸が前記膜から回収される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　分離された核酸がさらなる分析に供せられる、請求項１から３の何れか一項に記載の方
法。
【請求項５】
　さらなる分析が膜の試料を用いて実施される、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
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　前記さらなる分析の前に、核酸が膜から溶出される、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　さらなる分析がＳＮＰの種類決定、ＤＮＡフィンガープリント法又は配列決定を含む、
請求項４から６の何れか一項に記載の方法。
【請求項８】
　特異的な標的核酸が検出される、請求項４から７の何れか一項に記載の方法。
【請求項９】
　セルロースをベースとした吸水性膜がニトロセルロース膜である、請求項１から８の何
れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　セルロースをベースとした吸水性膜が液体流動装置の要素である、請求項１から９の何
れか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　液体流動装置が試料受容部分及び膜上の前記試料受容部分から離隔して配置された吸収
性部分を含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　膜が固形収納体の中に収容されており、又は膜が積層化されている、請求項１から１１
の何れか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　液体の膜に沿ったウィッキングを増強するように膜が加工されている、請求項１から１
２の何れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　試料が生理的若しくは臨床的試料又は組織抽出物である、請求項１から１３の何れか一
項に記載の方法。
【請求項１５】
　試料が植物又は動物組織の抽出物である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　試料が血液、血清、尿、乳又は唾液又は糞便抽出物である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　試料が環境試料である、請求項１から１３の何れか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　試料が水試料又は固体抽出物である、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　試料中の標的核酸の存在を検出するためのアッセイにおいて使用される請求項１に記載
の方法であって、前記核酸を含有すると疑われる液体試料を液体流動装置の膜に沿って流
す工程と、及び試料受容部分から離れた前記膜の領域上の特異的な核酸の存在を検出する
工程とを含む、方法。
【請求項２０】
　膜に沿って試料を走行させた後に膜の一部が採取され、及び膜上の核酸の存在が検出さ
れる、請求項１から１９の何れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　核酸が核酸増幅反応を用いて検出される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　試料が膜に沿って流れた後に、前記核酸増幅反応において有用な試薬が膜上に存在する
、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　試料を添加する前に、前記試薬が膜上に存在する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記試薬が増幅プライマーである、請求項２２又は２３に記載の方法。
【請求項２５】
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　増幅反応がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）である、請求項２１から２４の何れか一項
に記載の方法。
【請求項２６】
　ＰＣＲの進行がリアルタイムにモニターされる、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　膜に添加された試料の量が知られており、及び存在する核酸の量を定量するためにモニ
タリングの結果が使用される、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　膜上の２以上の核酸の存在が検出される、請求項１から２７の何れか一項に記載の方法
。
【請求項２９】
　膜の同じ試料を用いて複数のＰＣＲ反応が実施される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　膜の異なる試料を用いて複数のＰＣＲ反応が実施される、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　単一のＰＣＲ中で２以上の核酸を検出できるようにするために、多重ＰＣＲ反応が実施
される、請求項２９又は３０に記載の方法。
【請求項３２】
　２以上の核酸が膜から回収される、請求項１から２７の何れか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　膜が、さらなる分析物のためのアッセイを実施するように配置された液体流動装置の一
部である、請求項１から３２の何れか一項に記載の方法。
【請求項３４】
　アッセイがイムノアッセイである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　分析物の存在を検出し、液体試料中の核酸も場合によって検出するための二段階アッセ
イであって、（ｉ）さらなる分析物の存在を検出するためのアッセイを実施することがで
きる液体流動装置のセルロースをベースとした吸水性膜の試料受容部分に、前記分析物及
び核酸を含有すると疑われる液体試料を添加する工程と、ここで、膜は核酸に対する特異
的な結合剤を含まず、液体試料は前記膜の長手方向に沿って流れる、（ｉｉ）工程（ｉ）
の結果に応じて、試料受容部分から離れた前記膜の領域における核酸を検出する又は試料
受容部分から離れた前記膜の領域から回収する工程とを含む、アッセイ。
【請求項３６】
　工程（ｉ）のアッセイがイムノアッセイである、請求項３５に記載のアッセイ。
【請求項３７】
　前記分析物及び核酸が同一の生物又は該生物の特定の種若しくは遺伝子型に由来する、
請求項３５又は請求項３６に記載のアッセイ。
【請求項３８】
　分析物が生物の種類に特徴的であり、及び核酸が前記生物の特定の種に特徴的である、
請求項３７に記載のアッセイ。
【請求項３９】
　分析物又は核酸の一方が特定の感染性生物に特徴的であり、及び他方が前記生物の宿主
に特徴的である、請求項３５又は請求項３６に記載のアッセイ。
【請求項４０】
　分析物が感染性生物に特徴的であり、及び前記生物に対する宿主の感受性又は耐性に対
して影響を与える宿主の遺伝子中に核酸が見出される、請求項３９に記載のアッセイ。
【請求項４１】
　分析物が植物に適用可能な殺虫剤であり、及び核酸が植物の遺伝子中に見出される、請
求項３５又は請求項３６に記載のアッセイ。
【請求項４２】
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　請求項１から３４の何れか一項に記載の方法又は請求項３５から請求項４１の何れか一
項に記載のアッセイを実施するためのキットであって、核酸に対する特異的な結合剤を含
まないセルロースをベースとした吸水性膜と、核酸の検出において使用される、膜に組み
込まれた少なくとも１つの試薬とを含み、吸水性膜は液体流動装置の要素であり、液体流
動装置はポリペプチドを検出するためのイムノアッセイを実施するように配置されている
、キット。
【請求項４３】
　試料が膜に沿って流れた後に、前記試薬が膜上に存在する、請求項４２に記載のキット
。
【請求項４４】
　試料を付与する前に、前記試薬が膜上に存在する、請求項４３に記載のキット。
【請求項４５】
　前記少なくとも１つの試薬が標的核酸配列の増幅に適したプライマーを含む、請求項４
２から４４の何れか一項に記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、様々なアッセイにおいて使用され得る新規精製方法並びに該方法において有
用な試薬及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　多様なアッセイ方法が、診断又は検出において使用されている。様々な固体支持体上の
タンパク質等の分析物の検出は、本分野において周知である。このような検査の多くは、
分析物を含有する液体試料の膜に沿った側方流に依存する「試験紙」アッセイの形態であ
り、このような検査において、それらは、検出可能な可視的シグナルが膜上に展開される
順序で、標識、標識された結合対及び／又は固定化された結合対に遭遇する。このような
方法は、迅速な結果を与え、ほぼあらゆる場所で、熟練していない操作者によって使用さ
れ得るという点で有利である。
【０００３】
　例えば、このような検査は、真菌の抗原又はウイルス感染症など、穀物植物上の特定の
有害生物又は病原体を検出するために、農業で使用され得る。
【０００４】
　ある種の状況では、分析物の存在又は不存在を示唆する単純な陽性又は陰性結果のみが
必要とされる。例えば、このようなアッセイは、妊娠検査で一般的に使用されており、単
に、ＨＣＧなどの特異的なホルモンの存在することが、当該被験者が妊娠していることを
示唆する。
【０００５】
　しかしながら、多くの事例において、この種の検査は、存在する可能性がある問題又は
症状の予備的な診断を与え得るに過ぎない。多くの微生物の事例では、例えば、特定のタ
ンパク質の存在は、存在する一般的な細菌、真菌又はウイルスのクラスなど、生物の特定
の種類の存在の指標となり得るが、生物の正確な系統は、このようにして検出し得ない。
正確な系統は、しばしば、何らかのシナリオのリスクの正確なレベルを決定する上で不可
欠であるので、さらなる調査が必要とされる。例えば、イー・コリなどの特定の細菌又は
インフルエンザウイルスなどのウイルスの多くの系統が存在し得るが、イー・コリＯ１５
７又は鳥インフルエンザＨ５Ｎ１株などの特定の株のみが重大な健康上のリスクをもたら
す。診断技術において使用される抗体は様々な株に由来するタンパク質と反応又は交叉反
応し得るので、これらの株の正確な診断は困難であり得る。
【０００６】
　検出又は診断の別の方法は、核酸レベルで作用する。これらの方法では、ＤＮＡ又はＲ
ＮＡ配列などの特定の核酸配列が試料中で検出され、これが特定の生物の存在を示す。こ
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れらの技術は極めて感度が高く、適切な特徴的標的核酸の選択によって、ゲノム疾患又は
ある種の病状に対する素因に特徴的であり得る特定の遺伝子の正確な株又は特定の遺伝子
の正確な対立遺伝子形態若しくはゲノム形態でさえ検出され得る。
【０００７】
　ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）又は逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ
）などの増幅技術は、アッセイ中に存在し、又は存在する可能性がある核酸の量が実際に
は極めて少ない場合でさえ、これらの技術を使用できることを意味する。
【０００８】
　従って、これらの技術は、検出及び診断分野での強力なツールである。
【０００９】
　しかしながら、これらの技術は、一般に、重要な試料準備方法を必要とする。核酸検出
方法を阻害し、又は結果を遮蔽する試料中の部分を除去するために、しばしば、植物若し
くは動物組織などの組織から得られた未精製抽出物又は血液若しくは尿試料などの大量の
試料の精製又は調製を行う必要がある。その結果、しばしば、研究室環境外でこれらの検
査を実施することが困難であり、従って、さらなる分析のために、採取された試料を輸送
しなければならない。
【００１０】
　遺伝材料を含有する液体試料の輸送は困難であり得、このような試料の収集の無菌性及
び／又は試料の凍結を必要とする。固体支持体、特にろ紙などの膜上の核酸上に乾燥され
た血液などの遺伝材料を含有する試料の一時的な保存は公知である。しかしながら、この
ような保存された材料の安定性に伴う問題が存在し得ることが一般に認識されており、弱
塩基及びキレート剤などの様々な化学的試薬を固体支持体に含浸させることを含む、これ
を改善するための方法が示唆されている（例えば、ＵＳ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．５，７５
６，１２６を参照されたい。）。
【００１１】
　細胞溶解及びタンパク質変性などのある種の予備的試料調製工程を実施することを目的
とし、その後の分析において使用され得るＰＣＲプライマーなどの試薬を添加する可能性
がある保存カードもＵＳ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．５，７５６，１２６中に開示されており
、ＷｈａｔｍａｎからＦＴＡカードとして入手可能である。これらは、保存能力を高める
ために、キレート剤、塩基及びイオン性界面活性剤などの特異的試薬を担持する。
【００１２】
　特異的な核酸、ハプテン及び／又は標識された部分に対する結合剤を使用する複雑な装
置及びシステムを用いて、膜上での核酸の直接の検出が、慣用のタンパク質分析物を用い
て見出されるシグナルと同様のシグナルを発生できるようにするための試みが行われてき
た（例えば、ＷＯ００／２９１１２及びＤｉｎｅｒｖａ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　ｏｆ　
Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．（２００５）ｐ４０１５－４０２１を参照されたい。）
。一般的に、これらの事例では、例えば、試料中に存在する標的ＤＮＡを十分に得て検出
可能なシグナルを与えるために、ポリメラーゼ連鎖反応を用いて増幅することが必要であ
る。
【００１３】
　しかしながら、出願人は、例えば、試験紙型のイムノアッセイにおいて使用されるよう
な慣用の液体側方流動装置が、その後の分析に直ちに使用できる、核酸の優れた精製及び
保存手段を提供し得ることを見出した。
【００１４】
　本発明によれば、液体試料から核酸を分離するための方法であり、核酸が吸水性膜の長
手方向に分布されるように、前記核酸を含有する液体試料、又は前記核酸を含有すること
が疑われる液体試料を前記吸水性膜に沿って流す工程を含む、前記方法が提供される。
【００１５】
　出願人は、液体流動装置中で使用されている条件下の種類を含む吸水性膜に沿って流し
たときに、核酸は、これらの装置中に使用されている膜、特にセルロース又はニトロセル
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ロース膜に結合した状態となることを見出した。吸水性膜に沿って液体試料を通過させる
ことによって、存在する一切の核酸が膜上に優先的に保持され、従って、試料中の他の成
分から分離され得るようである。これらの状況下において、核酸は、それらが安定な形態
で、膜の長手方向に沿って、とりわけ、膜の実質的に全長、好適には全長に沿って、分布
した状態となる。特定の領域中に核酸が確実に保持又は濃縮されるようにするために、又
は膜から完全に溶出されることを防ぐために、膜上に特異的な結合剤を与える必要はない
。これによって、装置の製造がより簡易で、より経済的になる。膜上の核酸の存在は、慣
用の検出方法の何れかを用いて検出することができる。
【００１６】
　膜上の核酸の存在が続いて検出され得、又は膜を乾燥させる前若しくは後に、核酸が続
いて前記膜から回収され得る。
【００１７】
　その結果、これらの膜は、多様な用途に使用できる、容易に入手可能で、使用しやすい
精製手段を与える。これらが使用され得る分野には、食品及び農業検査、診断（ヒト、獣
医診断を含む。）、環境のモニタリング（水及び土壌のモニタリングを含む。）、法医学
、遺伝子導入、輸血医療、プラスミドスクリーニング、薬物送達、ゲノム科学、植物又は
動物の同定又は分類、薬理遺伝学、ＳＴＲ分析及び分子生物学研究が含まれる。
【００１８】
　例えば、本発明の方法は、ＳＮＰの種類決定、ＤＮＡフィンガープリント法又は核酸配
列決定など、あらゆる形態又は遺伝学的分析に対する予備的工程として実施することがで
き、及び疾病の診断又は病原体の検出において有用であり得る特異的な核酸の検出におい
て実施することができる。
【００１９】
　一旦膜上で分離されたら、核酸は原位置でさらなる分析に供され得、又は、必要であれ
ば、核酸は、適切な緩衝液を用いて膜から溶出若しくはその他除去され、溶出液若しくは
抽出液に対して分析を実施し得る。
【００２０】
　慣用の精製カラムに代えて膜を使用することができ、ずっと経済的で、使用しやすい選
択肢となる。
【００２１】
　出願人は、長期間にわたって、例えば、何年にもわたって、核酸が、乾燥させた膜上に
保たれ、安定的であることも見出した。その結果、分析の前に、試料を長期間保存するこ
とが可能であり、又は記録することさえ可能である。
【００２２】
　膜は、好適には、慣用の液体流動装置の要素である。
【００２３】
　本明細書において使用される「液体流動装置」という用語は、多孔性又は吸水性の膜を
含む装置であり、該装置を通じて液体試料及び試薬（幾つかの事例では、標識された試薬
を含む。）が通過し得る装置を表す。これらには、周知の側方流動装置（ＬＦＤ；ｌａｔ
ｅｒａｌ　ｆｌｏｗ　ｄｅｖｉｃｅ）が含まれ得る。
【００２４】
　回収又は検出される核酸は、例えば、病原性生物、例えば、ウイルス、真菌若しくは細
菌などの特定の生物に特徴的である核酸であり得、又は、より好適には、このような生物
の特定の病原性株若しくは種に特徴的である核酸であり得る。
【００２５】
　あるいは、診断目的のために、核酸は、植物若しくはヒトを含む動物中の遺伝病状態に
特徴的であり、又は遺伝病若しくは症状に対する素因に特徴的である（この場合には、配
列内の１つ又はそれ以上の多型又は変動の存在を検出することが必要であり得る。）特異
的な核酸配列を含み得る。
【００２６】
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　上述のように、分析を目的とする核酸の単離は、幅広い分野において広く使用されてお
り、本発明は、これらの何れにおいても使用され得る。
【００２７】
　複数の核酸配列が、膜上で検出され、又は膜から回収され得る。これらは、検査の目的
に応じて、同一又は別異の源に由来し得る。例えば、試料内の感染性生物の存在を同定す
ることを目的とする場合には、試料の正確さを確認するために、感染性生物に特徴的であ
る核酸のみならず、宿主生物に特徴的な核酸の検出も望む場合があり得る。
【００２８】
　これは、例えば、（例えば、多重ＰＣＲを用いて）膜の特定の試料上で２以上の核酸を
検出することによって、又は膜の異なる試料を異なる検出反応に供することによって実施
され得る。
【００２９】
　本明細書において使用される「膜」という用語は、一般に平面状であり、及び多孔性で
ある固体マトリックスを表す。適切なマトリックス又は膜は、セルロース、ニトロセルロ
ース又はカルボキシメチルセルロースなどのセルロースをベースとした材料、ポリエステ
ル、ポリアミド、炭水化物ポリマーなどの合成親水性ポリマーを含む親水性ポリマー、ポ
リテトラフルオロエチレンなどのハロゲン化されたポリマー、ガラス繊維又は多孔性セラ
ミックなどの疎水性ポリマーを含み得る。
【００３０】
　特に適切な膜には、セルロース膜、とりわけ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅから入手可能なもの
など、積層化され得るニトロセルロース膜が含まれる。これらは、ポリエステル（Ｍｙｌ
ａｒ（Ｒ））などのプラスチックを基礎とする膜又はＰＥＴを基礎とするセルロース膜な
どの裏打ち材料の上に支持され得る。膜の孔径は、広く変動し得る。出願人は、核酸の保
持又はその他に関して、孔径が重要でないように見受けられることを見出した。３５から
２４０秒の範囲で、膜の４ｃｍ長にわたって側方流速を有する膜を使用することが可能で
あり、本発明の方法では、好適には、６５から１８０秒が効果的である。これは、一般に
、本分野で理解されているように、ニトロセルロースなどの膜材料の孔径及び／又は処方
に相関する。
【００３１】
　前記装置は様々な形態を採り得るが、一般に、試料受容部分を含み、試料受容部分は膜
自体の一部であり、又は液体を通じて膜と接触している吸収性パッドである。好適には、
膜そのものが細長い片の形態であり、試料受容部分中に戴置された液体がこれに沿って移
動することができる。過剰な試料を吸収するために、また、膜に沿って液体試料を効果的
に吸引するために、吸収性パッドは、試料受容部分から離れた膜の端部に位置し得る。
【００３２】
　好適には、少なくとも膜は、プラスチック収納体などの固体収納体内に収容され、固体
収納体には、慣用のイムノアッセイ操作において使用されたときに、試料を送達するため
の及び／又は結果を読み取るための１以上の開口部又は窓が付与され得る。あるいは、試
料受容部分は、収納体の外側に設置され得る。
【００３３】
　しかしながら、幾つかの事例では、特に、実験室用途に関しては、とりわけ、支持及び
保護のために積層化されていれば、収納されていない試験紙構造が好ましい場合があり得
る。
【００３４】
　一実施形態において、前記方法は、液体試料中の特異的な核酸の存在を検出するための
アッセイにおいて使用することができる。
【００３５】
　適用される試料は、好適には、核酸配列を含有し、又は含有すると疑われる全ての液体
試料である。従って、試料は、その中に溶解され、懸濁され、混合され、又はその他含有
される液体、核酸（ＤＮＡ及び／又はＲＮＡを含む。）、又はＤＮＡ及び／又はＲＮＡを
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含有する細胞、細胞成分若しくは細胞抽出物を含む。
【００３６】
　この性質の試料は、多様な採取源から得られ得る。これには、例えば、ヒト又は動物の
分泌、排泄、浸出液及び漏出液などの生理的、病理的又は臨床的体液、並びに血液、血清
、リンパ、滑液、精液、（特に、頬細胞を含有する）唾液、皮膚擦過物及びヒトを含む動
物から採取された毛根細胞などの細胞懸濁物が含まれる。さらなる試料には、植物の生理
的又は病理的液体又は細胞懸濁物、細菌、真菌、プラスミド又はウイルスなどの抽出液又
は懸濁液などの液体産物並びに蠕虫、原生動物、スピロヘータなどの寄生生物の液体産物
、抽出液又は懸濁液が含まれ得る。組織抽出物、例えば、植物又は動物組織を形成するこ
とによって得られる液体試料も、形成され得る。しかしながら、試料は、化学的に又は生
化学的に合成されたＤＮＡ又はＲＮＡのＤＮＡ又はＲＮＡ合成又は混合物から得られた溶
媒も含み得る。
【００３７】
　特に、試料は、血液、尿、乳若しくは唾液及び血清などの生理的若しくは臨床的試料を
含み得、又は組織抽出物、例えば、葉、茎、樹皮若しくは塊茎抽出物などの植物組織抽出
物、若しくは動物組織（血液、骨、肝臓、腎臓など）若しくは糞便抽出物を含み得る。
【００３８】
　好ましくは、試料は、例えば、微生物、特に病原性微生物によって感染され得る、又は
種類決定若しくはその他の目的で遺伝的分析を行うことが必要とされる植物又は動物など
の生物から得られる組織抽出物を含む。抽出物は、好適には、適切な緩衝溶液中に試料を
抽出することによって調製される。出願人は、イムノアッセイにおいて使用するためのタ
ンパク質試料の抽出のために使用される緩衝液が核酸も抽出し、従って、本発明の方法に
おいてこれらを使用し得ることを見出した。何れかの事例においても、使用される正確な
緩衝溶液は、検査されている試料の性質に依存する。しかしながら、植物又は動物試料か
ら得られた核酸の抽出に関しては、適切な緩衝溶液は、リン酸緩衝化された生理的食塩水
（ＰＢＳ）又はＴｒｉｓ緩衝化された生理的食塩水（ＴＢＳ）などの容易に入手可能な緩
衝液を含み得る。
【００３９】
　緩衝液は、好適には、アジ化ナトリウム、ホルマリン又はチオマーサルなどの防腐剤を
含み得る。何れの事例においても、添加される防腐剤の量は、使用される具体的な防腐剤
、含まれる緩衝液の種類及び容量に依存するが、例えば、アジ化ナトリウムに関しては、
好適には、０．２から１．５％ｗ／ｗ、例えば、約０．５％ｗ／ｗの量で添加され得る。
【００４０】
　好適には、検査されるべき組織試料は、場合によって機械的破壊手段を用いて、抽出緩
衝液と密接に混合される。例えば、組織試料、特に植物組織試料は、抽出緩衝液及びボー
ルベアリングを含む小さな瓶の中にこれらを配置し、ボールベアリングが試料に対して影
響を与え、細胞構造の破壊を助けるように、これらを激しく震盪することによって、イム
ノアッセイ操作のために調製されてきた。
【００４１】
　組織又は他の試料は、取り扱いが異なり得るが、抽出物中に核酸を抽出する正確な手段
は、当業者によって決定される。
【００４２】
　試料受容ゾーン中の膜に試料が付与されると、試料は、吸水性の流れの結果、膜に沿っ
て移動することが可能となる。試料及び膜の性質に応じて、この操作は素早く実施するこ
とができ、必要とされる操作者の技術及び関与は最小限に抑えられる。
【００４３】
　その後、膜、又は、より好適には、膜の一部、例えば、小片若しくは膜から抽出された
切り抜かれた穿孔が、例えば、研究室環境内において採取され、さらなる分析のために使
用される。これは、上述されているようなＳＮＰの種類決定又はＤＮＡフィンガープリン
ト法及び核酸検出アッセイなどの遺伝的分析を含み得る。
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【００４４】
　前記一部は、膜の何れの部分からも採取することが可能であるが、試料受容部分から離
れた領域から試料を抽出することが好ましい場合があり得る。これは、例えば、膜に沿っ
て十分に溶出せず、従って、試料受容部分中に集まり、ＰＣＲなどのその後の何れかの検
出方法を阻害し得る特に巨大なタンパク質又は分子を試料が含有する場合に特に適切であ
り得る。このように作用され得る具体的な試料には、クロロフィルなどの巨大分子が装置
上の試料受容部分の領域内の膜上に集まる傾向がある植物抽出物が含まれる。
【００４５】
　所望であれば、膜には、適切な部分のサイズと位置を示すために印を付し得る。膜試料
を取り出すための具体的な部位は、慣用のイムノアッセイＬＦＤ中の検出及び対照ゾーン
の領域中であり得る。特にイムノアッセイ技術によってアッセイの間に展開される対照ラ
インは、試料抽出部分との境界を定めるために標識を使用し得る。これは、アッセイが適
切に進行したことを確認するというさらなる利点を提供する。核酸の定量が必要であれば
、検査において使用される膜の部分のサイズは、特に重要であり得る。
【００４６】
　核酸の検出又は分析は、あらゆる慣用技術を用いて実施され得る。必要であれば又は所
望であれば、膜上に保存又は保持された核酸は、まず、水を用いて、膜から洗浄除去する
ことができ、又は、必要であれば、慣用の溶出緩衝液を用いて溶出することができ、洗浄
液又は溶出液は分析に供せられる。周囲温度から例えば最高１００℃までの高温にわたる
温度で１０分間洗浄すると、一般に、膜から核酸を放出する。
【００４７】
　しかしながら、好ましくは、分析は、膜の一部に対して直接実施される。
【００４８】
　予め、核酸分析がどのような形態を採るかが明らかであれば、使用に先立って、例えば
、乾燥された形態で、その分析において有用な１以上の試薬を膜内に取り込ませることが
便利であり得る。これらの試薬は膜の長手方向に沿って配置され得、又は、これらの試薬
が膜を通じて移動するが、少なくともある程度は膜上に保持されるのであれば、これらの
試薬が膜の長手方向に沿って液体試料とともに輸送されるように、これらの試薬は膜上の
試料受容部分又はパッド中に拡散可能に配置され得る。
【００４９】
　例えば、膜上の特異的な核酸の存在を検出するために、膜又は膜の一部はＰＣＲ混合物
中に浸漬される。ＰＣＲ混合物は、本分野において周知である。ＰＣＲ混合物は、好適に
は、ヌクレオチド、ポリメラーゼ及び特定の生物に特徴的であり得る特異的な核酸配列を
増幅するように設計されたＰＣＲプライマーの組などの試薬を含有する。ＰＣＲ反応は、
緩衝液、マグネシウム塩などをさらに含み得る。
【００５０】
　所望であれば、ＰＣＲを実施するのに必要な１以上の試薬は、膜の上に「予め搭載され
」得、その長手方向に沿って、又は試料受容部分又は膜上のパッド中に拡散可能に搭載さ
れ得る。後者の場合には、これらの１以上の試薬に対して特異的である抗体又は抗体の結
合断片などの適切な「捕捉」剤は、その部分にこれらの試薬を濃縮し、後者の用途に対し
て準備が整えられた状態になるように、その後の分析が予定されている膜の部分内に固定
化され得る。試薬がポリメラーゼ酵素などのポリペプチド又はタンパク質である場合に、
これは、特に望ましく、便利であり得る。
【００５１】
　このように含めるのに特に適した試薬には、特異的な核酸を実施又は検出するために必
要とされ得るあらゆるプライマー又はプローブが含まれる。この種の特異的な試薬を膜内
に取り込ませることによって、ＰＣＲレディビーズ（ＰＣＲｒｅａｄｙ　ｂｅａｄ）など
の予め混合された増幅混合物又は部分を分析のために使用することが可能である。
【００５２】
　膜上の核酸の存在下でＰＣＲ混合物が形成されたら、次いで、試料中に存在する核酸の
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変性を引き起こすために、これを熱サイクルの複数に供し、反応混合物中に存在する何れ
かの標的配列にプライマーを徐冷させ、次いで、各サイクルの間にポリメラーゼによって
伸長させる。
【００５３】
　特定の実施形態において、ＰＣＲ反応は定量的な様式で実施される。この目的のために
、標識された試薬、例えば、標識されたプローブ及び／又は挿入色素などのＤＮＡ結合剤
をＰＣＲ反応中に含め得る。具体的な定量的アッセイの種類はＴＡＱＭＡＮＴＭアッセイ
であり、本アッセイでは、ＦＥＴ又はＦＲＥＴによって、互いに相互作用する２つの蛍光
部分でプローブが標識される。ＰＣＲの間、プローブは増幅された配列とハイブリッドを
形成し、ハイブリッドが形成されると、ポリメラーゼの５’から３’へのエキソヌクレア
ーゼ活性がプローブを消化することによって、前記部分間の物理的距離が増加し、相互作
用がもはや起こらなくなると、異なって蛍光を発する蛍光性部分を分離する。蛍光の変化
は容易に検出することが可能であり、これにより、増幅された核酸配列の量の増加をモニ
ターすることができる。増幅サイクルにわたって変化をモニターすることによって、試料
中の核酸の量を測定することができる。
【００５４】
　膜上に存在する核酸の量を試料内に含有される量と関連付けるために、まず試料の正確
な量又は測定された量が膜に確実に付与され、及び分析で使用される膜のあらゆる部分の
大きさが調節されることが必要であり得、又は望ましい場合があり得る。
【００５５】
　例えば、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏ．　１０４９８０２Ｂ（その内容は、
参照により本明細書に組み込まれる。）に記載されているように、並びにＳｃｏｒｐｉｏ
ｎＴＭプローブ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｄｘｓｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ．ｃｏｍ／ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ．ｈｔｍ）及びＬｏｏｐ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ　Ａ
ｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄ（ＬＡＭＰ）（ｈｔｔｐ：／／ｌｏｏｐａｍｐ
．ｅｉｋｅｎ．ｃｏ．Ｊｐ／ｅ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）の使用によって、他の定量的な
ＰＣＲ法が利用可能である。
【００５６】
　特定の実施形態において、本発明は、試料中の標的核酸の存在を検出するためのアッセ
イであり、前記核酸を含有すると疑われる液体試料を、例えば液体流動装置の膜に沿って
流す工程と、及び前記膜上の前記標的核酸の存在を検出する工程とを含む、前記方法を提
供する。
【００５７】
　広い領域にわたって核酸を効果的に「広げる」ことによって、例えば、試料そのものが
ＰＣＲなどの慣用の核酸検出方法によって分析された場合と比べて、このような方法を用
いて核酸をずっと手軽且つ容易に検出できるように核酸が試料中の他の成分から十分に分
離された状態になるものと思われる。実際には、核酸は膜構造中に保持され、これが精製
効果を有するようである。
【００５８】
　上に示唆されているように、これは、何れの分析においても、単純な精製工程を実施す
るための極めて費用効果が高く、効率的な方法であるが、とりわけ、著しい阻害なしに膜
材料の存在下で実施することができるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）などの核酸増幅を
伴う分析に対して極めて費用効果が高く、効率的な方法である。
【００５９】
　上記方法のさらなる利点は、精製段階が「現地」、例えば、野外状況で実施できること
、又は自宅で、又は手術（医学的及び獣医学的手術を含む。）中に使用できるキットを用
いて実施できることである。膜のみ又は膜を含有する装置のみを、分析のために研究室に
送り、液体試料を送らないようにして、研究室の装置及び人員の汚染リスクを実質的に排
除することが必要である。
【００６０】
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　しかしながら、試料の輸送を必要とせずに、分析プロセス全体を実施できるようにする
ために、現場で核酸分析を実施することができる携帯装置も使用し得る。このような装置
は入手可能となっているが、現在までの問題は、複雑な試料調製操作に対する必要性がそ
れらの有用性と携帯性を制約しているということであった。
【００６１】
　所望であれば、膜を保持するように改変されており、使い捨てであり得る膜又はカセッ
ト、カートリッジなどを、このような装置中に含め得る。これは、現場での分析前に、「
野外」状況での迅速且つ簡易な精製の実施を可能とする。
【００６２】
　上述のように検出される核酸は、あらゆる所望の標的核酸であり得る。しかしながら、
一実施形態において、細菌、ウイルス又は真菌などの植物又は動物の特定の病原性生物に
特徴的であり、特に、これらの生物の株の種類決定又は血清型の決定を可能にする核酸を
検出することが一般に必要である。
【００６３】
　しかしながら、上述のように、前記方法は、遺伝子型決定又はＳＮＰ分析を含む配列決
定又は遺伝的分析などのあらゆる目的で、核酸を精製するために使用することが可能であ
る。これらの技術の多くは、ＰＣＲなどの増幅反応を使用し、上記方法はこれらの何れと
も組み合わせて使用することができる。
【００６４】
　特に好ましい実施形態において、膜は上記方法又はアッセイにおいて使用され、異なる
分析物のためのアッセイ、例えば、特定のポリペプチド分析物、例えば、タンパク質又は
ペプチド分析物のためのイムノアッセイを実施するように配置された液体流動装置の要素
であるが、この事例では、化学物質、例えば、殺虫剤又は殺虫剤残留物などの他の分析物
が異なる分析物を含み得る。異なる分析物は、検査されている特定の病原体又は症状の指
標でもある分析物であり得る。
【００６５】
　このように、イムノアッセイ法は、アッセイ操作における予備的工程として機能するこ
とができる。イムノアッセイ工程の結果が陰性であれば、より複雑な核酸検出工程ととも
に継続することが不要であり得る。しかしながら、結果が陽性であれば、例えば、特定の
生物種の存在を示すこと、その生物に特徴的である核酸を検出する第二の段階が結果の確
認を与え、さらに、標的核酸配列の性質に応じて、生物の性質、種又は株のさらなる明確
化を与え得る。
【００６６】
　しかしながら、異なる分析物及び該核酸又は各核酸は同一の源又は生物に由来する必要
はない。例えば、分析物又は核酸の一方が特定の感染性生物に特徴的であり、及び他方が
前記生物の宿主に特徴的であることが望ましい場合があり得る。特に、分析物が感染性生
物に特徴的である場合には、該生物に対する宿主の感受性又は耐性に対して影響を与える
宿主の遺伝子中に見出される核酸を検出することが有用であり得る。例えば、異なる分析
物が殺虫剤又は殺虫剤残留物である場合には、例えば、殺虫剤に対する宿主植物の耐性に
対して影響を与える宿主植物中の遺伝子の存在を検出することが有用であり得る。
【００６７】
　さらなる分析物は、例えば、特定の病原体に対する抗体を含み得、従って、宿主生物に
よって生成され得る。しかしながら、病原性生物そのものに特徴的であり、又は弱化され
たワクチン株若しくはサブユニットワクチンに特徴的であり、例えば、マーカー配列を含
み、その後検出される核酸を探す核酸分析は、動物が疾病に曝露され又はワクチン接種さ
れたか否かの指標を与えることができる。本発明の方法は、このような複合的分析を即時
且つ容易に実施することを可能にし、動物のワクチン接種状態についての情報をもたらす
ことができる。これは、ワクチン接種された動物の追跡が必要とされる結核又は狂犬病な
どの病気の場合に特に重要であり得る。
【００６８】
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　本発明の方法を使用するために検査され得る植物病原体の例には、例えば、特に葉に感
染するロドデンドラム（Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｕｍ）植物の害虫であり得るフィトフソラ
属種又はタバコの葉の問題であるＰＶＹが含まれるが、他の多くの用途が想定される。
【００６９】
　動物の健康の分野では、この方法を用いて、口蹄疫、ブタ熱及び鳥インフルエンザウイ
ルスなどの動物の疾病を都合よく検出し得る。ヒトの健康の問題の場合には、イー・コリ
又はサルモネラ感染症などの細菌感染症及びインフルエンザ、特に、鳥インフルエンザな
どのウイルス感染症が、本方法を用いて診断され得る。本方法は、感染生物の特定の株を
検出するように設計することが可能であり、このことは、異なる株の病原性が大幅に変動
し、予後又は治療結果がそれに応じて変動する場合に極めて重要であり得る。
【００７０】
　従って、さらなる実施形態において、本発明は、分析物の存在を検出し、液体試料中の
核酸も場合によって検出するための二段階アッセイであり、（ｉ）前記さらなる分析物の
存在を検出するためのアッセイ（例えば、イムノアッセイ）を実施することができる液体
流動装置の膜に沿って、前記分析物及び核酸を含有すると疑われる液体試料を流す工程と
、及び（ｉｉ）工程（ｉ）の結果に応じて、前記核酸の膜上の存在を検出する工程とを含
む、前記方法を提供する。
【００７１】
　このようにして使用される場合には、液体流動装置の膜は、好適には、膜上に拡散可能
に配置された、標的された結合剤をさらに含む。標識された結合剤は、好適には、液体試
料とともに膜に沿って運搬されるように、試料受容ゾーン中に又は試料受容ゾーンの領域
中に配置される。
【００７２】
　例えば、標識された結合剤は、試料受容ゾーン中に配置されたガラス繊維パッドなどの
吸収性パッドに付与され得、液体を通じて膜と接触している。例えば、ラテックス標識さ
れた抗体又は分析物のラテックス標識された類縁体を含む標識された結合剤が、好適には
、以下に論述されているようなタンパク質ブロッキング剤などの強力なブロッキング剤を
含有する緩衝溶液中のパッドに付与される。緩衝液は、タンパク質安定化剤、粘度修飾剤
又は防腐剤などのさらなる慣用の薬剤を含み得、これらの具体例は以下に記載されている
。
【００７３】
　パッドは、上記のように、プライマー、プローブ又はポリメラーゼなどのその後の核酸
分析において使用される試薬の１つ又はそれ以上も収容し得る。
【００７４】
　さらに、膜には、試料受容ゾーンの「下流」に存在する検出ゾーン中において、膜上に
固定化された第二の特異的結合剤が付与される。試料が膜を通過するにつれて、存在する
全ての分析物は、標識された結合剤及び／又は第二の特異的な結合剤の何れかと相互作用
して、試料中の分析物の存在又は不存在の指標となるシグナルの発生（又はシグナルの欠
如）を検出ゾーン中にもたらす。
【００７５】
　標識された結合剤及び固定化された第二の結合剤は、十分に確立されたイムノアッセイ
原理に従って、分析物に特異的に結合し、又は互いに特異的に結合する。
【００７６】
　例えば、いわゆる「サンドイッチアッセイ」において、標識された結合剤は、試料中の
何れかの分析物に特異的に結合して、標識された複合体を形成する。第二の結合剤は、標
識された複合体が検出ゾーン中に濃縮されて、可視的シグナルを発生するように、分析物
も特異的に結合する。これは、時に、「検査ライン」として知られる。
【００７７】
　競合アッセイにおいて、標識された結合剤は、前記分析物に対する結合対又は前記分析
物の標識された類縁体の何れかである。この場合には、検出ゾーン中の第二の結合剤は、
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分析物と競合して標識された結合剤を特異的に結合する。従って、例えば、標識された結
合剤が前記分析物に対する標識された結合対である場合には、標的分析物の類縁体は検出
ゾーン中に固定化される。試料が検出ゾーンを通過するにつれて、あらゆる遊離の標識さ
れた結合剤（すなわち、分析物に結合していない）は、固定化された結合剤と会合し、可
視的シグナルが発生する。しかしながら、分析物が試料中に存在するのであれば、検出ゾ
ーンに到達する前に、分析物は標識された結合対に結合して、この結合を妨げる。従って
、検出ゾーン中のシグナルの不存在は、試料中の分析物の存在を示唆する。
【００７８】
　同様に、標識された結合剤が前記分析物の標識された類縁体である場合には、第二の固
定化された結合剤は前記分析物の結合対であり、分析物の標識された類縁体である。この
場合には、分析物と標識された類縁体の両方が、検出ゾーン中の結合部位に関して競合す
る。シグナルは、標識された類縁体の結合の結果としてのみ生じ、従って、この事例でも
、同じく、より多くの分析物が存在すれば、より少量のシグナルが検出ゾーン中に蓄積す
る。
【００７９】
　本明細書において使用される「分析物の類縁体」という表現は、アッセイ系において、
分析物と類似の様式で挙動する部分を表す。従って、分析物の類縁体は、分析物そのもの
又は、分析物そのものと同様に、アッセイにおいて使用される特異的結合剤と相互作用す
る分析物のバリアント若しくは断片（エピトープ性断片など）を含み得る。
【００８０】
　出願人は、液体流動装置が試料中の特異的なタンパク質を検出するための迅速且つ簡易
な方法を提供するのみならず、試料が供される条件が、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応又
は「ＰＣＲ」などの核酸増幅方法を用いて容易に検出され得る形態で核酸を捕捉する有用
な手段であると思われることを見出した。これら２つの技術を組み合わせることによって
、顕著な利点が生じ得る。
【００８１】
　好ましくは、標識された結合試薬に対して使用される標識は、裸眼を用いて又は反射率
読み取り装置を用いて、最も好ましくは携帯又はデスクトップ反射率読取装置を用いて読
み取り可能なシグナルを与えるために使用することができる可視的標識である。このよう
な標識の例は、ラテックス、金及びシリカなどの粒子状標識である。
【００８２】
　それぞれ蛍光光度計又は光測定装置を用いて検出され得る蛍光又は化学発光標識などの
他の可視的標識を使用し得る。
【００８３】
　あるいは、標識は、放射線検出装置を用いて検出され得る放射性標識を含み得る。
【００８４】
　しかしながら、上述のように、本発明の方法は、核酸の分析又は検出のためのあらゆる
可視的検出手段の不存在下で利用可能である。
【００８５】
　液体流動装置中で使用される膜及び特に、ニトロセルロース膜など、上記方法で使用す
るのに適した膜は、性質上疎水性であり、これが必要なウィッキング効果を生じる。しか
しながら、これらの装置中で使用される膜は、好適には、慣用のブロッキング剤を用いて
ブロッキングされる点で、これらが慣用のイムノアッセイ操作において使用される場合に
は、疎水性は問題を生じ得る。ブロッキング剤とは、試料中の何れのタンパク質と膜との
間の非特異的相互作用も低下させ得、又は試料のウィッキング速度を増加させ得る薬剤で
ある。ブロッキング剤は、一般に、固定化された結合剤の付与後に付与され、通常、タン
パク質、界面活性剤及び合成ポリマーなどの薬剤の３種から選択される。
【００８６】
　ブロッキング剤として使用され得るタンパク質の具体例には、カゼインなどの無脂肪ド
ライミルク成分のウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が含まれる。
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【００８７】
　ブロッキング剤として使用され得る界面活性剤の例には、ＴｗｅｅｎＴＭ２０の商品名
で販売されているポリオキシエチレンソルビタンモノラウレアートなどの非イオン性界面
活性剤及び例えば、ＴｒｉｔｏｎＸＴＭシリーズ、例えばＴｒｉｔｏｎＸ－１００として
Ｄｏｗによって販売されているオクチルフェノールエトキシラートなどの非イオン性界面
活性剤が含まれる。
【００８８】
　ブロッキング試薬として使用するための適切な合成ポリマーには、ポリビニルアルコー
ル（ＰＶＡ）、ポリビニルピロリン（ＰＶＰ）、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）及び
ラウリル、セチル、ステアリル及びオレイルアルコールから誘導され、ＢｒｉｊＴＭの商
品名で販売されているものなどのポリオキシエチレン脂肪エーテルが含まれる。これらの
ポリマーの分子量は、使用されるポリマーの性質に応じて変動するが、一般に、５から５
０ｋＤａの範囲、例えば、８から１５ｋＤａの範囲である。
【００８９】
　ブロッキング試薬のこれらの種類又はクラスの２つ又はそれ以上の混合物、例えば、上
に概説されているような界面活性剤と合成ポリマーを含む混合物を特に使用し得ることが
一般に認められている。
【００９０】
　上に概説されているもののようなある種のブロッキング剤の存在は、本出願人によって
言及されたように、核酸の精製を妨害しないように思われる。
【００９１】
　本出願人は、上述のような通例の方法でブロッキングされた膜は、核酸の非特異的結合
にも適していることを見出した。従って、イムノアッセイ目的のための膜を調製し、本発
明の利点を保持することが可能である。
【００９２】
　ブロッキング試薬は、通例、緩衝溶液の形態で膜に付与され、次いで、使用前に乾燥さ
せられる。本出願人は、適切な緩衝液が８から９の範囲のｐＨ、好ましくは約８．５を有
することを見出した。この特性を有する様々な緩衝液は、当業者に自明である。酸又は塩
基が適宜含まれ得る慣用の緩衝液、例えば、Ｔｒｉｓ、ホスファート、フタル酸水素カリ
ウム、水和ホウ素ナトリウム（ｓｏｄｉｕｍ　ｂｏｒｏｈｙｄｒａｔｅ）又は炭酸水素カ
リウム若しくはナトリウムを基礎とする緩衝液、これらは、核酸の保持を低下させないと
思われる。
【００９３】
　これに加えて又はこれに代えて、膜に沿って確実に拡散できるようにするために、ブロ
ッキング剤は標識された試薬と組み合わされ得る。
【００９４】
　膜にブロッキング試薬を付与するために又は試料送達領域に標識された試薬を付与する
ために使用される緩衝溶液は、好適には、スクロース又はトレハロースなどのタンパク質
安定化剤をさらに含み得る。これらは、単にその中に浸漬させると直ちに、ブロッキング
剤が膜に結合された状態になるのに十分な程度まで、緩衝溶液の粘度も修飾し得る。緩衝
液中に含まれる安定化剤の量は、緩衝液の性質及び安定化剤又は粘度改変剤の正確な性質
に応じて変動する。
【００９５】
　この場合にも、必要であれば、抽出緩衝液に関して上に概説されているような防腐剤を
、ブロッキング剤を含有する緩衝液に添加し得る。
【００９６】
　所望であれば、イムノアッセイは、本分野において理解されているように、さらなる試
薬又は成分を含み得る。例えば、検出ゾーンの下流に適切に配置された「対照」ゾーン中
に固定化された、標識された結合剤に対する結合対が存在し得る。何れの残余の標識され
た結合剤も、この第二のゾーン中で結合して、好適には、「対照ライン」を与え、これは
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、標識された結合剤の十分な流動の指標となる。あるいは、特異的な標識された対照試薬
は、例えば、第一の標識された結合剤及び対照ゾーン中に固定化された、標識された対照
試薬に対する特異的結合剤と混合して、膜上に拡散可能に添加されて、対照ラインを生じ
得、イムノアッセイが満足に進行したことを確認することができる。
【００９７】
　所望であれば、イムノアッセイは、例えばＷＯ２００６００３３９４（その内容は、参
照により、本明細書に組み込まれる。）に概説されているように、定量的又は半定量的な
方法を用いて実施することができる。
【００９８】
　ＰＣＲを用いて、ＬＦＤ片上の陽性試験ラインからシグナルを増幅することができるか
どうかを決定するための研究を設定した。試験ラインを切り出し、研究室中でＰＣＲを実
施することによって陽性ＬＦＤの結果を確認するために、この能力を有することが有用で
あり得ると予想された。ＬＦＤ試験が試料中に存在する標的の株又は種を区別できない場
合に、例えば、疫病菌又は鳥インフルエンザアッセイの場合に、この技術が標的の株又は
種の区別を可能にすることがさらに予想された。
【００９９】
　以下に報告されている研究から得られた結果は、試験ラインから得られた結果をＰＣＲ
によって実際に確認できることを示した。本結果は、使用されたＬＦＤ片上の何れのドメ
インから採取されたＤＮＡからも陽性ＰＣＲ分析を実施可能であることをさらに示した。
試験ラインの上流及び下流にあるドメインが、首尾よく検査された。
【０１００】
　さらに、ＬＦＤ膜からのＤＮＡのＰＣＲ分析から得られたＣｔ値は、標準的な複雑な精
製及び／又は保存方法を用いた分析から得られたものと同じであった。これは、ＬＦＤ分
析中で使用される抽出緩衝液及び／又は膜処理システムが機能して、ＤＮＡを精製し、標
準的な方法と同程度に効果的にきょう雑物／阻害剤を除去することを示唆している。
【０１０１】
　以下でさらに概説されているように、標準的なサンドイッチアッセイフォーマットを基
礎とする側方流動装置（ＬＦＤ）を開発するために既存の技術及び専門的技術が使用され
、これらの原理は、ニトロセルロース膜上の標的特異抗体の固定化されたライン（試験ラ
イン）と標的の存在の可視的な確認を表示するための着色されたラテックス－抗体連結体
（抗標的マウス抗体）の間に標的を捕捉することに依存している。ラテックスの流れを視
覚的に確認するために、一連の抗マウス抗体が装置中に取り込まれ（対照ライン）、陽性
検出の指標及び陰性結果に対する単一のラインとして２つラインがもたらされた。安定な
粒子貯蔵場所を与えるために、ガラス繊維放出パッド上にラテックス抱合体を付与し、膜
及び吸収性パッドとともに保護用プラスチック収納体の中に設置した。
【０１０２】
　試料上への試料抽出物７５μＬ（約２から３滴）の添加は、ラテックス抱合体を膜上に
十分に放出させ、ラテックス抱合体は吸収性パッドの方向に流動し始めた。標的抗原が試
料抽出物中に存在すれば、抗体結合が起こってラテックス抗原複合体を生成し、次いで、
該複合体は試験ラインによって捕捉され、堆積されたラテックスの可視的なラインを生成
する。抗マウス抗体は全ての過剰なラテックス連結体を捕捉し、ラテックスの流動の可視
的な確認を与えた。
【０１０３】
　その後、リアルタイムＰＣＲアッセイにより、膜の長手方向に沿って膜の試料を分析す
ることによって、膜の長手方向に沿って、標的生物（この事例では、フィトフソラ・ラモ
ラム）の特定種に特徴的な核酸を検出できることが示された。膜のさらなる分析によって
、膜は宿主であるロドデンドロンに由来するＣＯＸＤＮＡも含有することが明らかとなっ
た。
【０１０４】
　上に概説されているように、一般に、使用時には、試験のイムノアッセイ要素の何れも
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が野外状況で実施され得ること、及び、液体流動装置は、一旦使用されると、さらなる分
析のために研究室環境へ核酸を輸送する便利な手段を提供することが想定され得る。しか
しながら、アッセイを実施するためにキットを調製し得る。
【０１０５】
　従って、さらなる態様において、本発明は、先行する請求項の何れか一項に記載のアッ
セイを実施するためのキットであり、吸水性膜、例えば、液体流動装置の要素を形成する
吸水性膜、及び核酸の検出において使用される少なくとも１つの試薬を含むキットを提供
する。
【０１０６】
　核酸の検出において使用される適切な試薬には、標的核酸配列の増幅に適した１つ又は
それ以上のプライマーが含まれるが、他の試薬は、プローブ、特に、標的核酸に対して特
異的であるＴＡＱＭＡＮＴＭアッセイにおいて使用されるものなど蛍光標識されたプロー
ブ及びＤＮＡポリメラーゼ、緩衝液、塩などの酵素が含まれ得る。
【０１０７】
　好適には、液体流動装置は、分析物、特に、標的核酸と同じ種に由来するポリペプチド
分析物を検出するためのイムノアッセイを実施するために配置される。イムノアッセイは
、上述のようなサンドイッチ又は競合アッセイ形式を採り得る。
【０１０８】
　ここで、添付の図面を参照しながら、例として、本発明を具体的に説明する。
【実施例１】
【０１０９】
　フィトフソラ・ラモナムの検出
　メスの刃を用いて、フィトフソラ・ラモラムに感染したロドデンドロン種の葉の試料（
１から２ｃｍ２）を小さな片に切断し、抽出緩衝液を含有するＰｏｃｋｅｔＤｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓＴＭ（ＣＳＬ，Ｙｏｒｋ，ＵＫ）から得られたＬＦＤキットのＬＦＤ抽出瓶の
中においた。
【０１１０】
　約２分間、瓶を震盪し、次いで、フィトフソラ属種の試料ウェルに試料２滴を移した。
ＬＤＦはキット内に含有した。この場合のＬＦＤは、図１に示されているように慣用のサ
ンドイッチアッセイフォーマットを含む。
【０１１１】
　一旦、試料が吸収されたら、プラスチック収納体から膜を取り出し、膜の長手方向に沿
って、１から２ｍｍ幅の８つの片を切り出した（図２）。各片を半分に切断し、Ｐ．ラモ
ラム及びＣＯＸ（１×ＰＣＲ緩衝液（５０ｍＭＫＣｌ、１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ、０．
００１％ゼラチン）、０．０２５Ｕ／μＬＨｏｔＴａｑ、０．２ｍＭ各ｄＮＴＰ、５．５
ｍＭＭｇＣｌ２、１×ＲＯＸ受動参照色素、３００ｎＭの各Ｐ．ラモラムプライマー、２
００ｎＭの各ＣＯＸプライマー及び１００ｎＭの各Ｐ．ラモラム及びＣＯＸプローブ）に
対する多重リアルタイムＰＣＲ用の２５μＬマスターミックス（Ｔａｑｍａｎ）を含有す
る９６ウェルプレートの別々のウェル中に、各半分の片を配置した。
【０１１２】
　９５℃で１０分、引き続き、９５℃で１５秒と６０℃で１分の２段階４０サイクルのサ
イクル条件を用いて、ＡＢＩ７９００ＨＴ上でリアルタイムＰＣＲを実行した。
【０１１３】
　結果
　各片に対するＰ．ラモラムとＣＯＸのＣｔ値が、図３に示されている（エラーバーは、
反復反応（各片の半分２つ）に対する標準偏差を示している。）。ＰＶＹＬＦＤを用いて
、極めて類似したＣｔ値が得られた（データは示さず。）。
【０１１４】
　Ｃｔ値は、試料位置とは無関係に、宿主ＤＮＡ（ＣＯＸ）と標的ＤＮＡ（Ｐ．ラモラム
）の両方がＬＦＤ膜から同定され得ることを示している。ＰＶＹＬＦＤに対してＰラモラ
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ムの試料を用いた結果は極めて似通っており、ＬＦＤの特異性、すなわち、特異的なモノ
クローナル抗体は、核酸抽出にとって重要でないことを示している。
【実施例２】
【０１１５】
　ＰＶＹ分析
　ＰＶＹに感染した植物（ジャガイモ）抽出物に曝露され（従って、陽性結果を示した）
ＰＶＹ抗原に対して特異的な抗体を使用することを除き、実施例１に上述されているよう
に調製されたジャガイモウイルスＹ（ＰＶＹ）ＬＦＤを、６年間より長く、密封されたプ
ラスチックバッグ中に、周囲温度で保存した。ＬＦＤから膜を取り出し、１から２ｍｍ幅
の数個の片を膜から切断した。各片を半分に切断し、ＰＶＹに対するリアルタイムＲＴ－
ＰＣＲ（Ｔａｑｍａｎ）用のマスターミックス２５μＬ（１×ＰＣＲ緩衝液（５０ｍＭＫ
Ｃｌ、１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ、０．００１％ゼラチン）、０．０２Ｕ／μＬＭ－ＭＬ
Ｖ逆転写酵素、０．０２５Ｕ／μＬＨｏｔＴａｑ、０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ、５．５ｍＭ
ＭｇＣｌ２、１×ＲＯＸ受動参照色素、３００ｎＭ各ＰＶＹプライマー及び１００ｎＭＰ
ＶＹローブ）又は植物チトクロムオキシダーゼ（ＣＯＸ）遺伝子に対するリアルタイムＰ
ＣＲ（Ｔａｑｍａｎ）用のマスターミックス２５μＬ（１×ＰＣＲ緩衝液、０．０２５Ｕ
／μＬＨｏｔＴａｑ、０．２ｍＭの各ｄＮＴＰ、５．５ｍＭＭｇＣｌ２、１×ＲＯＸ受動
参照色素、３００ｎＭの各ＣＯＸプライマー及び１００ｎＭＣＯＸプローブ）を含有する
９６ウェルプレートの別々のウェル中に、各半分の片を配置した。４８℃で３０分、次い
で、９５℃で１０分、続いて、９５℃で１５秒と６０℃で１分の２段階４０サイクルのサ
イクル条件を用いて、ＡＢＩ７９００ＨＴ上でリアルタイムＰＣＲを実行した。
【０１１６】
　結果
　ＰＶＹ及びＣＯＸは、それぞれ、ＲＴ－ＰＣＲ及びＰＣＲによって首尾よく検出された
。ＰＶＹ及びＣＯＸのＣｔ値が、表１に示されている。
【０１１７】
【表１】

【０１１８】
　この結果は、長期にわたって、安定に、側方流動装置すなわちＬＦＤが核酸を保持した
ことを示している。
【０１１９】
　ＰＶＹの新鮮な試料を用いて、及びＰＶＸに対して実施されたリアルタイムアッセイに
おいて、類似の優れた結果が得られた（それぞれ、図９及び１０参照）。
【実施例３】
【０１２０】
　膜／ＬＦＤの効果
　以下のような市販の様々な膜として、Ｐ．ラモラムが接種されたロドデンドロンの抽出
物を試料として用いてＰ．ラモラムを検出するために、実施例１に記載されている実験を
反復した。
【０１２１】
　１Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ１８０
　２Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ１３５
　３Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ１２０
　４Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ９０
　５Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ７５
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　６Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ６５
　７Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｅｌｌ　Ｐｒｉｍａ　４０
　ＬＦＤ作製において使用された慣用のブロッキング溶液で、及び慣用のＬＦＤのラテッ
クス標識システムを適用するために使用された慣用の緩衝液を用いて又は用いずに、それ
ぞれの膜を処理した。以降の実験では、処理されていない膜試料Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃ
ｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ７５及びＭｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐ．ＨｉＦｌｏｗ１８０も使
用した。
【０１２２】
　多岐にわたる市販のＬＦＤを、実施例１に記載されているような処理にも供した。これ
らには、「ＣｌｅａｒｂｌｕｅＴＭ」妊娠検査キット、Ｔｅｓｃｏ家庭用妊娠検査キット
、Ａｎｉｇｅｎから入手可能な鳥インフルエンザウイルス検出用の市販のキット及びＡｇ
ｄｉａによって製造されているキュウリモザイクウイルス（ＣＭＶ）ＩｍｍｕｎｏＳｔｒ
ｉｐが含まれた。これらのキットの幾つかは、タンパク質シグナル伝達機序として、金の
標識を使用し、他のキットはラテックスを使用した。
【０１２３】
　Ｐ．ラモラム核酸は、孔径又は膜の前処理スキームの存在若しくは不存在若しくは性質
とは無関係に、上に列記されている全ての膜及びＬＦＤから採取された試料中で首尾よく
検出された。
【実施例４】
【０１２４】
　純粋なＤＮＡ検出との比較
　実施例１に記載されているようにＰ．ラモラムを検出するためのＴａｑＭａｎＴＭアッ
セイに、同じく実施例１に記載されているようにＰ．ラモラムに対する健康なロドデンド
ロンの未精製抽出物で処理されたＬＦＤ由来の膜と一緒に、純粋なＰ．ラモラムＤＮＡの
試料を供した。次いで、ＴａｑＭａｎＴＭを実施する前に、Ｐ．ラモラムＤＮＡの等量を
試料に加えた。結果は表１に示されており、本明細書の以下の図４に示されている。
【０１２５】
【表２】

　（効率は、１０（－１／勾配）－１として標準曲線の勾配から算出した。）
【０１２６】
　これらの結果から、膜の存在は増幅反応の効率に対して無視できる効果を有することが
明らかである。さらに、ロドデンドロンＤＮＡの存在は、いかなる意味においても、アッ
セイの効率を阻害しなかった。
【実施例５】
【０１２７】
　保存実験
　調製後に直接、実施例３に記載されている未精製抽出物を、実施例１に記載されている
ＴａｑＭａｎアッセイに直接供した。未精製抽出物は実施例１に記載されているようにＬ
ＦＤに対しても適用され、未精製抽出物が走行したら直ちに、本装置由来の膜を類似のア
ッセイに供した。結果（図５）は、調製後直ちに、両試料が陽性結果を与えたことを示し
ている。
【０１２８】
　次いで、未精製抽出物と膜の両方を、７ヶ月間、室温で保存し、分析を繰り返した。結
果が図６及び図７に示されており、図７は、図６に示されている結果のＴａｑＭａｎ増幅
プロットである。
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【０１２９】
　これらの結果は、膜が効果的な核酸貯蔵機構として作用することを示している。
【実施例６】
【０１３０】
　他の試料の種類での核酸の検出。
【０１３１】
　マウス血清をＬＦＤに添加し、ＬＦＤに沿って走行させた。一旦、試料が吸収されたら
、プラスチック収納体から膜を取り出し、真核生物の１８ＳｒＲＮＡ遺伝子を検出するよ
うに設計されたＴａｑＭａｎリアルタイムＰＣＲアッセイに供した。これは、Ａｐｐｌｉ
ｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓから入手可能な予め展開された内在性対照アッセイである。陰
性対照（水）も、第二のＬＦＤに適用した。
【０１３２】
　結果は、図８に示されている。明らかに、血清は、本方法と組み合わせて使用するのに
適した試料の種類である。
【０１３３】
　（１８ＳｒＲＮＡ遺伝子は全ての真核生物中に見出され、おそらく、陰性対照中の僅か
な汚染を説明する）。
【実施例７】
【０１３４】
　異なる検出方法
　実施例１に記載されているＬＦＤ装置の膜に沿って、試料を走行させ、次いで、リアル
タイムＰＣＲ、具体的にはＴａｑＭａｎアッセイ又は慣用のＰＣＲ及びＬＡＭＰアッセイ
を用いて、該試料中に存在する核酸が検出される多様な異なるアッセイを実施した。
【０１３５】
　ＴａｑＭａｎＰＣＲ反応は、典型的には、１×Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
　Ｂｕｆｆｅｒ　Ａ（５０ｍＭＫＣｌ、１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌｐＨ８．３、カルボキ
シ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）受動参照色素）、０．０２５Ｕ／μＬＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　ＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇｏｌｄ、０．２ｍＭ各ｄＮＴＰ、５．５ｍＭ
ＭｇＣｌ２、３００ｎＭの各プライマー及び１００ｎＭＴａｑＭａｎプローブを含有する
。ＲＮＡウイルスの検出のためのＴａｑＭａｎ逆転写酵素ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）は、Ｍ
－ＭＬＶ逆転写酵素０．０２Ｕ／μＬも含有する。サイクリング条件は、９５℃で１０分
後に、９５℃で１５秒及び６０℃で１分の２段階４０サイクルであった。ＲＴ－ＰＣＲ４
８℃で３０分の逆転写段階がこの前に先行した。リアルタイムＰＣＲをＡＢＩ７９００Ｈ
Ｔ上で実施した。
【０１３６】
　結果は、Ｃｔ値、すなわち、蛍光が閾値を越えるサイクルの観点で解釈される。
【０１３７】
　ＬＡＭＰ反応は、０．３２Ｕ／μＬＢｓｔＤＮＡポリメラーゼ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎ
ｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｉｐｓｗｉｃｈ、ＭＡ）、１×Ｔｈｅｒｍｏｐｏｌ緩衝液、１．４
ｍＭ各ｄＮＴＰ、６ｍＭＭｇＣｌ２（Ｔｈｅｒｍｏｐｏｌ緩衝液中では２ｍＭを含む）、
１．２Ｍベタイン、２００ｎＭ各外部プライマー（Ｆ３及びＢ３）、２μＭ各内部プライ
マー（ＦＩＰ及びＢＩＰ）及び１μＭ各ループプライマー（Ｆ－Ｌｏｏｐ及びＢ－Ｌｏｏ
ｐ）を含有する。６５℃で４０分間、反応を温置し、次いで、Ｂｓｔポリメラーゼを不活
化するために、８０℃で５分間温置した。Ｑｕａｎｔ－ｉＴＰｉｃｏＧｒｅｅｎｄｓＤＮ
Ａ試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）２μＬを添加し、色の変化（
オレンジから黄色）を観察することによって、増幅された産物を可視化した。
【０１３８】
　ＰＣＲ反応は、１×ＦｅｒｍｅｎｔａｓＰＣＲ緩衝液（１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（２
５℃でｐＨ８．８）、５０ｍＭＫＣｌ、０．０８％（ｖ／ｖ）ＮｏｎｉｄｅｔＰ４０．）
、０．０２５Ｕ／μＬＦｒｅｍｅｎｔａｓＴａｑポリメラーゼ、０．２ｍＭ各ｄＮＴＰ、
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２ｍＭＭｇＣｌ２、５００ｎＭ各プライマーを含有する。サイクリング条件は、９５℃で
２分後に、９５℃で３０秒、５７℃で３０秒及び７２℃で３０秒の３段階３０サイクルで
あった。ゲル電気泳動（１．２％アガロースゲル）後に、臭化エチジウムでの染色によっ
て、産物を可視化した（図１１）。
【０１３９】
　全ての事例では、膜上で核酸が首尾よく検出されることが見出された。
【０１４０】
　アッセイ及びアンプリコンのサイズは、表２に要約されている。
【０１４１】
【表３】

【０１４２】
　膜の上で、多様な異なるアンプリコンサイズが検出され、核酸が膜上に保持されている
かどうかを決定する上で、核酸のサイズが重要でないことを示唆している。
【実施例８】
【０１４３】
　ＬＦＤ上へのＤＮＡの抽出及びＷｈａｔｍａｎＦＴＡカード及びその後のリアルタイム
ＰＣＲによる、根頭癌腫病の病原体であるアグロバクテリウム・ツメファシエンス（Ａｇ
ｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）の存在に関する、東アフリカのバラ
素材の検査
　最近、東アフリカ全体にわたってバラ穀物が、根頭癌腫病として知られる病気によって
深刻な影響を受けている。本疾患は、Ｔｉ－プラスミドとして知られるＤＮＡの小さな環
状片を有する細菌アグロバクテリウム・ツメファシエンスの株によって引き起こされる。
これらのプラスインドは、細菌の内部に保有されているので、また、多くの非病原性アグ
ロバクテリウム株が天然に存在するので、病原体を検出する唯一の方法は、細菌ＤＮＡを
単離し、次いで、Ｔｉ－プラスミドの存在に関して、本ＤＮＡを検査することによる方法
である。
【０１４４】
　最近、ケニアのバラ生育場へ旅をした。罹病したバラ植物から試料を採取し、Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅＨｉｆｌｏｗ７５膜及びＷｈａｔｍａｎＦＴＡカードを基礎とする両ＬＦＤに
投与した。次いで、アグロバクテリウム病原体を検出するＴ－ＤＮＡアッセイとして知ら
れるＴｉ－プラスミド特異的リアルタイムＰＣＲアッセイ、又はＤＮＡ抽出プロセスが機
能したことを確かめるために、内部対照として使用されるＣＯＸ植物ＤＮＡリアルタイム
ＰＣＲアッセイの何れかを使用する検査のために、これらをイギリスに輸送した。
【０１４５】
　膜の加工
　（ａ）ＬＦＤ装置の加工。ＨａｒｒｉｓＵｎｉｃｏｒｅＨｏｌｅＰｕｎｃｈを用いて、
接種された各ＬＦＤ膜から２つの直径１．２５ｍｍの円板を採取した。９６ウェルＰＣＲ
ぷラートの１つのウェル中にこれらの円板を直接配置した。全ての膜を試料として採取し
た後、円板を含有する各ウェルに、リアルタイムＰＣＲマスターミックス２５μＬを添加
した。ディスク及びマスターミックスの両者が各ウェルの底に位置するようにするため、
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ＰＣＲプレートを短時間遠心した。次いで、リアルタイムＰＣＲ機の中に、プレートを直
接配置し、サイクリング反応を開始した。（ｂ）ＷｈａｔｍａｎＦＴＡカード。Ｈａｒｒ
ｉｓＵｎｉｃｏｒｅＨｏｌｅＰｕｎｃｈを用いて、接種された各ＦＴＡカードから２つの
直径１．２５ｍｍの円板を採取した。９６ウェルＰＣＲプレートの１つのウェル中にこれ
らの円板を直接配置した。全ての膜を試料として採取した後、Ｗｈａｔｍａｎ精製緩衝液
２００μＬを各ウェルに添加し、室温で５分間、プレートを温置した。５分後、円板がウ
ェル中に残存するように注意を払いながら、各ウェルから緩衝液を除去した。この精製工
程を、さらに２回繰り返した。第三の精製工程後、１×ＴＥ緩衝液２００μＬをを各ウェ
ルに添加し、室温で５分間、プレートを温置した。５分後、円板がウェル中に残存するよ
うに注意を払いながら、各ウェルから緩衝液を除去した。この工程を、さらに１回繰り返
した。ウェルから、１×ＴＥ緩衝液の最後の分取試料を取り出した後、５６℃で２０分間
、ＰＣＲ機ヒートブロックを用いて、プレートを乾燥させた。円板が乾燥したら、円板を
含有する各ウェルに、リアルタイムＰＣＲマスターミックス２５μＬを添加した。ディス
ク及びマスターミックスの両者が各ウェルの底に位置するようにするため、ＰＣＲプレー
トを短時間遠心した。次いで、リアルタイムＰＣＲ機の中に、プレートを直接配置し、サ
イクリング反応を開始した。
【０１４６】
　結果
　バラ植物の様々な異なる点から試料が採取された。接木部によって創出された創が病原
性アグロバクテリウム属種を惹きつけ、従って、病原体がこの点に集合するので、茎部分
、特に、開花変種が台木変種に融合されている接木部が、根頭癌腫病の病原体を検出する
ための最も可能性が高い場所であることが見出された。以下に示されている結果は、液体
に浸して柔らかくされ、２つの小さなＤＮＡキット瓶の中に供給された緩衝液を用いて両
装置に適用された１０個の異なる１から２ｃｍの幹切片から得られたものである。これら
の試料のうち４つが、接木部を横切って採取された。
【０１４７】
【表４】

【０１４８】
　ＧＵ－接木部を取り込んだ幹切片
　これは、本発明の方法から得ることができる結果が、ＷｈａｔｍａｎＦＴＡカードを用
いて得られる結果より優れていないとしても、少なくとも同等であることを示している。
しかしながら、記載されているプロトコールから明らかであるように、本方法は操作がず
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さらに、ＬＦＤの使用は、予備的タンパク質診断アッセイを同時に実施し得るというさら
なる利点を提供する。
【図面の簡単な説明】
【０１４９】
【図１】図１は、本発明の方法において使用され得る液体流動装置を模式的に示している
。
【図２】図２は、本発明の方法において使用され得る膜試料採取スキームを示している。
【図３】図３は、本発明の実施形態において実施されるＰＣＲ反応の結果を示している。
【図４】図４は、フィトフソラ・ラモラム（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａ　ｒａｍｏｒｕｍ
）によって感染されたロドデンドロン種由来の未精製抽出物の試料が走行するＬＦＤから
の膜上で実施されたものと比べた、抽出されたＰ．ラモラムＤＮＡの希釈系列のＴａｑＭ
ａｎＴＭ増幅に対するＣｔ値を示すグラフである。
【図５】図５は、図４に関して使用されたものと同一であるが、調製が行われた後に直接
、未精製抽出物そのものの上での（未精製抽出物）、及び、調製後に直接未精製抽出物で
処理されたＬＦＤの膜上での（装置）Ｃｔ値を示すグラフである。
【図６】図６は、同一の未精製物質及び膜に対して、但し、室温で７ヵ月の保存後に実施
された後における、図６に示されているものに対するＣｔ値の同様の比較を示すグラフで
ある。
【図７】図７は、図６に示されている結果のＴａｑＭａｎ増幅プロットである。
【図８】図８は、正常なマウス血清中の１８ＳｒＲＮＡのＴａｑＭａｎＴＭ検出に対する
増幅プロットである。陰性対照＝水。
【図９】図９は、播種されたタバコ中のＰＶＹのＴａｑＭａｎＴＭ検出に対する増幅プロ
ットを示している。
【図１０】図１０は、播種されたタバコ中のＰＶＸのＴａｑＭａｎＴＭ検出に対する増幅
プロットを示している。
【図１１】図１１は、Ｐ．ラモラムに対する慣用のＰＣＲ反応後に得られたゲルを示して
いる。
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