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(57)【要約】
　各種実施形態において、イムノPCRを使用して標的検
体を検出及び/又は定量し、任意に核酸を増幅する方法
が提供される。特定の実施形態において、その方法は、
イムノPCRを行い、1つ又は複数の標的検体を検出及び/
又は定量し、核酸を任意に検出及び/又は定量するため
にカートリッジを利用するものであり、前記カートリッ
ジは、サンプル受容チャンバーと、フィルター及び/又
はDNA結合剤として作用するマトリックス材料を含むチ
ャンバーと、温度調節されたチャネル又はチャンバーと
、イムノPCRを行うための試薬及び/又はバッファーを含
む複数のチャンバーとを備え、複数のチャンバーは、検
出される検体に結合する捕捉抗体を含むチャンバーを備
え、複数のチャンバーは、検出抗体を含むチャンバーを
備え、前記検出抗体は、直接的又は間接的にシグナルDN
Aに任意に付着し、複数のチャンバーは、PCRマスターミ
ックスを含むチャンバーを備え、複数のチャンバーは、
前記シグナルDNAの全て又は一領域を増幅するためのプ
ライマーを含むチャンバーを備え、複数のチャンバーは
、前記シグナルDNAの全て又は一領域を検出するための
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任意に核酸を
検出及び/又は定量するためのカートリッジであって、
サンプル受容チャンバーと、
フィルター及び/又はDNA結合剤として作用するマトリックス材料を含むチャンバーと、
温度調節されたチャネル又はチャンバーと、
イムノPCRを実施するための試薬及び/又はバッファーを含む複数のチャンバーと
を備え、
前記複数のチャンバーが、検出される検体に結合する捕捉抗体を含むチャンバーを備え、
前記複数のチャンバーが、検出抗体を含むチャンバーを備え、前記検出抗体が、直接又は
間接的にシグナルDNAに任意に付着し、
前記複数のチャンバーが、PCRマスターミックスを含むチャンバーを備え、
前記複数のチャンバーが、前記シグナルDNAの全て又は一領域を増幅するためのプライマ
ーを含むチャンバーを備え、
前記複数のチャンバーが、前記シグナルDNAの全て又は一領域を検出するためのプローブ
を含むチャンバーを備える、カートリッジ。
【請求項２】
　前記マスターミックス中の前記PCRプライマー、及び/又はプローブ、及び/又はポリメ
ラーゼが、ビーズとして提供される、請求項1に記載のカートリッジ。
【請求項３】
　単一の検体を検出するための検出抗体を含む、請求項1又は2に記載のカートリッジ。
【請求項４】
　単一の検体を捕捉するための捕捉抗体を含む、請求項1から3のいずれか一項に記載のカ
ートリッジ。
【請求項５】
　複数の検体を検出するための検出抗体を含む、請求項1又は2に記載のカートリッジ。
【請求項６】
　前記捕捉抗体が、粒子に付着する、請求項1から5のいずれか一項に記載のカートリッジ
。
【請求項７】
　前記粒子が、約0.5μmから若しくは約1μmから約10μmまで若しくは約3μmまでの範囲
のサイズであるか、又は、前記粒子が、約1μmから約2.8μmまでの範囲のサイズである、
請求項6に記載のカートリッジ。
【請求項８】
　前記複数のチャンバーが、前記シグナル核酸以外の核酸を増幅するためのPCRプライマ
ーを含むチャンバーを更に備える、請求項1から7のいずれか一項に記載のカートリッジ。
【請求項９】
　前記複数のチャンバーが、前記シグナル核酸以外の核酸を検出及び/又は定量するため
のプローブを含むチャンバーを更に備える、請求項1から8のいずれか一項に記載のカート
リッジ。
【請求項１０】
　前記標的検体がポリペプチドを含み、前記シグナル核酸以外の前記核酸が、前記ポリペ
プチド又はその断片をコードする核酸を含む、請求項8又は9に記載のカートリッジ。
【請求項１１】
　前記標的検体がポリペプチドを含み、前記シグナル核酸以外の前記核酸が、前記ポリペ
プチドを産生する細胞、組織又は生物に特徴的な核酸を含む、請求項8又は9に記載のカー
トリッジ。
【請求項１２】
　使用時において、
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サンプルを含むチャンバーと、
前記検出抗体を含むチャンバーと、
前記捕捉抗体を含むチャンバーと、
洗浄バッファーを含むチャンバーと、
前記シグナルDNAを増幅するためのPCRマスターミックスを含むチャンバーと
を備えるように構成される、請求項1から11のいずれか一項に記載のカートリッジ。
【請求項１３】
　イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任意に標的核
酸を検出及び/又は定量する方法であって、
イムノPCRを実施するように構成されたカートリッジのサンプル受容チャンバーにサンプ
ルを提供する工程と、前記カートリッジを使用して、
捕捉抗体が検体と結合して捕捉抗体/検体複合体を形成する条件下で、前記捕捉抗体と前
記検体とを接触させる工程と、
検出抗体が前記捕捉抗体/検体複合体と特異的に結合して免疫複合体を形成する条件下で
、シグナルDNAに付着する検出抗体と前記検体とを接触させる工程と、
前記シグナルDNAを含む前記免疫複合体又はその部分を放出させ、温度調節されたチャネ
ル又はチャンバーに前記免疫複合体又はその部分を送達する工程と、
前記温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて核酸増幅を実施して前記シグナル核
酸を検出及び/又は定量し、それにより前記検体を検出及び/又は定量する工程と
を含む方法。
【請求項１４】
　イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任意に核酸を
検出及び/又は定量する方法であって、
イムノPCRを実施するように構成されたカートリッジのサンプル受容チャンバーにサンプ
ルを提供する工程と、前記カートリッジを使用して、
捕捉抗体が検体と結合して捕捉抗体/検体複合体を形成する条件下で、前記捕捉抗体と前
記検体とを接触させる工程と、
検出抗体が前記捕捉抗体/検体複合体と特異的に結合して免疫複合体を形成する条件下で
、前記検出抗体と前記検体とを接触させる工程と、
前記検出抗体に結合する標識抗体であって、シグナルDNAに付着している標識抗体と前記
免疫複合体とを、前記標識抗体が前記検出抗体に特異的に結合して標識免疫複合体を形成
する条件下で接触させる工程と、
前記シグナルDNAを含む前記標識免疫複合体又はその部分を放出させ、温度調節されたチ
ャネル又はチャンバーに前記免疫複合体又はその部分を送達する工程と、
前記温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて核酸増幅を実施して前記シグナル核
酸を検出及び/又は定量し、それにより前記検体を検出及び/又は定量する工程と
を含む方法。
【請求項１５】
　前記カートリッジが、請求項1から12のいずれか一項に記載のカートリッジである、請
求項13又は14に記載の方法。
【請求項１６】
　同じカートリッジ内の複数の異なる検体に対して行われる、請求項13から15のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１７】
　約1時間以下、又は約50分以下、又は約40分以下、又は約30分以下、又は約20分以下、
又は約15分以下で完了させることができる、請求項13から16のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１８】
　請求項8から12のいずれか一項に記載のカートリッジにおいて行われ、
前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程を更に含む、請求項13から17のいずれか一項
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に記載の方法。
【請求項１９】
　前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程が、
前記サンプル由来の核酸をマトリックス材料に結合させる工程と、
結合した核酸を洗浄して洗浄された核酸を提供する工程と、
洗浄された核酸を溶出させる工程と、
前記洗浄された核酸を増幅反応に供して、前記洗浄された核酸に存在する場合に標的核酸
配列を増幅する工程と
を含む、請求項18に記載の方法。
【請求項２０】
　前記シグナルDNA以外の前記核酸が、DNAを含む、請求項18又は19に記載の方法。
【請求項２１】
　前記シグナルDNA以外の前記核酸が、RNAを含む、請求項18又は19に記載の方法。
【請求項２２】
　前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程が、前記イムノPCRに使用されるサンプルチ
ャンバー内の同じサンプルから得られる核酸に対して行われる、請求項18から21のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記シグナルDNA以外の核酸の前記増幅が、前記イムノPCRに使用されるサンプルチャン
バーとは異なるサンプルチャンバーのサンプルから得られる核酸に対して行われる、請求
項18から21のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸が、同じ温度調節されたチャネル又はチャンバ
ーにおいて順次増幅される、請求項18から23のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任意に核酸を
検出及び/又は定量するシステムであって、1つ又は複数のサンプル処理モジュールを含む
ように構成される筐体と、請求項1から12のいずれか一項に記載の着脱可能なカートリッ
ジを保持するように構成される各サンプル処理モジュールとを備え、前記システムが、サ
ンプル処理モジュールを操作して、イムノPCRを実施して、対応する着脱可能なサンプル
カートリッジ内の1つ又は複数の標的検体の存在及び/又は量を決定し、任意に1つ又は複
数の標的DNAの塩基配列のレベルを決定するように構成され、対応する着脱可能なサンプ
ルカートリッジ内のサンプルに対する前記処理が、請求項13から24のいずれか一項に記載
の方法を実施する、システム。
【請求項２６】
　イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任意に核酸を
検出及び/又は定量するためのキットであって、
請求項1から12のいずれか一項に記載のカートリッジを含む容器
を備える、キット。
【請求項２７】
　イムノPCR用のサンプルを調製するための1つ又は複数の試薬を含む容器を更に備える、
請求項26に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる、2016年12月12日に出願され
た先行する米国仮出願第62/433,155号の利益を主張するものである。
【背景技術】
【０００２】
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　信頼性が高く、高感度で、特異的で、かつ迅速な診断検査の開発は、感染症及び他の病
態の効果的な治療を決定するための主要な課題である。PCRは、感染因子由来の又は他の
病態(例えば癌)に特徴的な核酸を直接検出するための最も普及している方法になっている
。単一のDNA分子を検出できるPCRは、その感度が非常に高いため、診断目的のための優れ
た選択肢である。しかしながら、場合によっては、標的タンパク質が核酸より高いコピー
数で発現されることがある。
【０００３】
　イムノアッセイが1960年以降タンパク質の定量化のために用いられ(Lequin、2005、Cli
n. Chem. 51、2415～2418頁、Brechotら、(1985)、N. Engl. J. Med. 312、270～276頁等
を参照)、診断法のための広範な、かつ強力なツールとなっている。イムノアッセイは、
標的タンパク質(例えば病原体タンパク質)及び他の検体を直接検出する診断も、また微生
物又は他の免疫原に対する抗体産生を間接的に検出する診断も可能とする。酵素結合免疫
吸着アッセイ(ELISA)は、抗原と抗体との反応を用いてサンプル中の抗体又は抗原を検出
する、一般的に用いられている技術である(Lequin、(2005)、Clin. Chem. 51、2415～241
8頁)。ELISAは単純な酵素アッセイの感度と抗体の特異性とを組み合わせたものであり、
抗体は容易に分析される酵素にカップリングされる。その効果及びその特異性にもかかわ
らず、ELISAは、場合によっては、特に抗原が低濃度で存在するときにはそれを検出する
ことができず、例えば、B型肝炎ウイルス(HBV)の抗原の場合がそれであり(Brechotら、(1
985)、N. Engl. J. Med. 312、270～276頁)、すなわち宿主における維持機構としてその
遺伝子の低レベルの転写を利用していると考えられる。
【０００４】
　イムノPCR(I-PCR)は、ELISAの用途の広範さと、PCRの指数関数的増幅力及び感度性とを
組み合わせることにより、アナログ的なELISAと比較し感度を上昇させるものである。イ
ムノPCRは基本的にELISAに類似し(図1a)、抗原抗体反応を検出するものであるが、酵素コ
ンジュゲート抗体を使用する代わりに、PCRにより増幅できるDNA断片で抗体を標識するも
のである。
【０００５】
　イムノPCRを使用することで、検出限界をELISAよりも通常100～10000倍改善することが
可能となった(Brechotら、(1985)、N. Engl. J. Med. 312、270～276頁)。この感度上昇
にもかかわらず、長い期間、イムノPCRに関する研究はあまり行われず、その大部分の用
途が試験研究用途であり、プロトコルを要するものであった。ELISA及びPCRの両方におい
ては、実験に関する専門知識を要することや、プロトコルの複雑さ及び操作の煩雑さから
、診断目的でのイムノPCRの使用は制限されていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】米国特許第6,027,998号
【特許文献２】米国特許第5,830,711号
【特許文献３】米国特許第6,027,889号
【特許文献４】米国特許第5,686,243号
【特許文献５】米国特許第6,605,451号明細書
【特許文献６】国際公開第97/31256号
【特許文献７】国際公開第01/92579号
【特許文献８】国際公開第00/56927A3号
【特許文献９】国際公開第98/03673A1号パンフレット
【特許文献１０】米国特許第5,733,743号
【特許文献１１】米国特許第5,091,513号
【特許文献１２】米国特許第5,132,405号
【特許文献１３】米国特許第4,956,778号
【特許文献１４】国際公開第2007/059782号パンフレット
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【特許文献１５】米国特許第5,831,012号
【特許文献１６】米国特許第5,168,038号
【特許文献１７】米国特許第5,210,015号
【特許文献１８】米国特許第6,174,670号
【特許文献１９】米国特許第6,569,627号
【特許文献２０】米国特許第5,925,517号
【特許文献２１】米国特許第4,230,558号
【特許文献２２】米国特許第4,811,218号
【特許文献２３】米国特許第4,659,839号
【特許文献２４】欧州特許出願第188,256号
【特許文献２５】米国特許第4,671,958号
【特許文献２６】米国特許第4,414,148号
【特許文献２７】米国特許第4,699,784号
【特許文献２８】米国特許第4,680,338号
【特許文献２９】米国特許第4,569,789号
【特許文献３０】米国特許第4,589,071号
【特許文献３１】米国特許第4,618,492号
【特許文献３２】米国特許第4,542,225号
【特許文献３３】米国特許第4,625,014号
【特許文献３４】米国特許第6,610,492号
【特許文献３５】欧州特許出願公開第0070685号明細書
【特許文献３６】米国特許第5,538,848号
【特許文献３７】米国特許第6,150,097号
【特許文献３８】国際公開第2014/052551号パンフレット
【特許文献３９】国際出願第PCT/US16/41917号
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Lequin、2005、Clin. Chem. 51、2415～2418頁
【非特許文献２】Brechotら、(1985)、N. Engl. J. Med. 312、270～276頁
【非特許文献３】Dieffenbach編、「PCR Primer: A Laboratory Manual」、第2版(Cold S
pring Harbor Press, New York、2003)
【非特許文献４】Ausbelら、(1995)「PCR Primer: A Laboratory Manual」Diffenbach編
、 Cold Spring Harbor Press
【非特許文献５】Msuihら、(1996) J. Clin. Micro. 34: 501-07
【非特許文献６】Rapley編、(2002) The Nucleic Acid Protocols Handbook, Humana Pre
ss, Totowa, N.J.
【非特許文献７】Abramsonら、(1993) Curr. Opin. Biotechnol. 4(1):41-47
【非特許文献８】Dayら、(1995) Genomics, 29(1): 152-162
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【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本明細書で考えられる各種実施形態としては、限定されないが、以下の1つ又は複数が
挙げられうる:
【０００９】
　実施形態1:イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任
意に核酸を検出及び/又は定量するためのカートリッジであって、
サンプル受容チャンバーと、フィルター及び/又はDNA結合剤として作用するマトリックス
材料を含むチャンバーと、
温度調節されたチャネル又はチャンバーと、
イムノPCRを実施するための試薬及び/又はバッファーを含む複数のチャンバーと
を備え、
前記複数のチャンバーは、検出される検体に結合する捕捉抗体を含むチャンバーを備え、
前記複数のチャンバーは、検出抗体を含むチャンバーを備え、前記検出抗体は、直接又は
間接的にシグナルDNAに任意に付着し、
前記複数のチャンバーは、PCRマスターミックスを含むチャンバーを備え、
前記複数のチャンバーは、前記シグナルDNAの全て又は一領域を増幅するためのプライマ
ーを含むチャンバーを備え、
前記複数のチャンバーは、前記シグナルDNAの全て又は一領域を検出するためのプローブ
を含むチャンバーを備える、カートリッジ。
【００１０】
　実施形態2:前記PCRマスターミックス及び前記プライマーが、同一のチャンバーに存在
する、実施形態1のカートリッジ。
【００１１】
　実施形態3:前記PCRマスターミックス及び前記プローブが、同一のチャンバーに存在す
る、実施形態1又は2に記載のカートリッジ。
【００１２】
　実施形態4:前記マスターミックス中の前記PCRプライマー、及び/又はプローブ、及び/
又はポリメラーゼが、ビーズとして提供される、実施形態1から3のいずれか1つに記載の
カートリッジ。
【００１３】
　実施形態5:単一の検体を検出するための検出抗体を含む、実施形態1から4のいずれか1
つに記載のカートリッジ。
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【００１４】
　実施形態6:単一の検体を捕捉するための捕捉抗体を含む、実施形態1から5のいずれか1
つに記載のカートリッジ。
【００１５】
　実施形態7:複数の検体を検出するための検出抗体を含む、実施形態1から4のいずれか1
つに記載のカートリッジ。
【００１６】
　実施形態8:少なくとも2、又は少なくとも3、又は少なくとも4、又は少なくとも5、又は
少なくとも6、又は少なくとも7、又は少なくとも8、又は少なくとも9、又は少なくとも10
の異なる検体を検出するための検出抗体を含む、実施形態7のカートリッジ。
【００１７】
　実施形態9:複数の検体を捕捉するための捕捉抗体を含む、実施形態1から4及び6から7の
いずれか1つに記載のカートリッジ。
【００１８】
　実施形態10:前記捕捉抗体が、反応チャンバーの壁に、又は前記マトリックス材料に付
着する、実施形態1から9のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００１９】
　実施形態11:前記捕捉抗体が、反応チャンバーの壁に、又は前記マトリックス材料に化
学的にコンジュゲートされている、実施形態10のカートリッジ。
【００２０】
　実施形態12:前記捕捉抗体が、反応室の壁に、又は前記マトリックス材料に、ビオチン/
ストレプトアビジン相互作用を経て付着する、実施形態10のカートリッジ。
【００２１】
　実施形態13:前記捕捉抗体が、粒子に付着する、実施形態1から9のいずれか1つに記載の
カートリッジ。
【００２２】
　実施形態14:前記捕捉抗体が、前記粒子に化学的にコンジュゲートされている、実施形
態13のカートリッジ。
【００２３】
　実施形態15:前記捕捉抗体が、ビオチン/ストレプトアビジン相互作用を経て前記粒子に
付着する、実施形態13のカートリッジ。
【００２４】
　実施形態16:前記粒子が、ラテックス粒子(ポリスチレン)、ポリ(スチレン/ジビニルベ
ンゼン)コポリマー、ポリメチルメタクリレート(PMMA)、ポリ(ヒドロキシエチルメタクリ
レート)(pHEMA)、シリカ粒子、テフロン（登録商標）粒子及び貴金属粒子及び磁性粒子か
らなる群から選択される粒子を含む、実施形態13から15のいずれか1つに記載のカートリ
ッジ。
【００２５】
　実施形態17:前記粒子が、ラテックス粒子を含む、実施形態16のカートリッジ。
【００２６】
　実施形態18:前記粒子が、約0.5μmから又は約1μmから約10μmまで又は約3μmの範囲の
サイズであるか、又は、前記粒子が、約1μmから約2.8μmまでの範囲のサイズである、実
施形態13から17のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００２７】
　実施形態19:前記複数のチャンバーが、非特異的結合を減少させる1つ又は複数のブロッ
キング剤を含むチャンバーを備える、実施形態1から18のいずれか1つに記載のカートリッ
ジ。
【００２８】
　実施形態20:前記ブロッキング剤が、ポリマー、洗剤、炭水化物、タンパク質、界面活
性剤及び多糖からなる群から選択される、実施形態19のカートリッジ。
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【００２９】
　実施形態21:前記ブロッキング剤が、PEG、プルロニックF68/F108/F127(好ましくはF68)
、PVP、Biolipidure 802(NOF America社)、Tween 20又は80、TEGME(トリ(エチレングリコ
ール)モノエチルエーテル)、TEG(テトラエチレングリコール)及びホスホリルコリン含有
ポリマーからなる群から選択される、ポリマー、洗剤又は炭水化物を含む、実施形態20の
カートリッジ。
【００３０】
　実施形態22:前記ブロッキング剤が、カゼイン、BSA、ヤギ免疫グロブリンG、ウシ免疫
グロブリンG、Stabilcoat(ThermoFisher社)、イオタ-カラゲナン、デキストラン硫酸、ニ
シン又はサケ精子DNA及びマウス血清からなる群から選択される、タンパク質、界面活性
剤又は炭水化物を含む、実施形態20のカートリッジ。
【００３１】
　実施形態23:前記検出抗体が、シグナルDNAに付着しておらず、前記カートリッジが、前
記検出抗体に結合する標識抗体を含むチャンバーを更に備え、そこにおいて前記標識抗体
がシグナルDNAに付着する、実施形態1から22のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００３２】
　実施形態24:前記検出抗体が、シグナルDNAに付着する、実施形態1から22のいずれか1つ
に記載のカートリッジ。
【００３３】
　実施形態25:前記シグナルDNAが、前記検出抗体に化学的にコンジュゲートするか、又は
、前記標識抗体が存在するときに、前記シグナルDNAが前記標識抗体に化学的にコンジュ
ゲートする、実施形態23又は24に記載のカートリッジ。
【００３４】
　実施形態26:前記シグナルDNAが、システインを介して、リジンを介して、又は炭水化物
を介して前記抗体に化学的にコンジュゲートする、実施形態25のカートリッジ。
【００３５】
　実施形態27:前記シグナルDNAが、C6～C18リンカー又はC6～C12リンカーと化学的にコン
ジュゲートする、実施形態25のカートリッジ。
【００３６】
　実施形態28:前記シグナルDNAが、ヘテロ二官能性架橋剤と化学的にコンジュゲートする
、実施形態25のカートリッジ。
【００３７】
　実施形態29:前記シグナルDNAが、スクシンイミジル4-ヒドラジノニコチネートアセトン
ヒドラゾン(SANH)又はスクシンイミジル4-(N-マレイミドメチル)シクロヘキサン-1-カル
ボキシレートエステル(SMCC)と化学的にコンジュゲートする、実施形態28のカートリッジ
。
【００３８】
　実施形態30:前記シグナルDNAが、DNAのアジド修飾を経た、ジベンゾシクロオクチン(DB
CO)部分を介する抗体との結合により、化学的にコンジュゲートする、実施形態25のカー
トリッジ。
【００３９】
　実施形態31:前記リンカーが、DBCO-PEG-NHSリンカーを含む、実施形態30のカートリッ
ジ。
【００４０】
　実施形態32:前記シグナルDNAが、切断可能なリンカーと化学的にコンジュゲートする、
実施形態25のカートリッジ。
【００４１】
　実施形態33:前記切断可能なリンカーが、切断可能なジスルフィド結合を含むリンカー
、塩基によって切断可能なリンカー及び酸によって切断可能なリンカーからなる群から選
択される、実施形態32のカートリッジ。
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【００４２】
　実施形態34:前記切断可能なリンカーが、DTTによって切断可能なジスルフィド結合を含
む、実施形態32のカートリッジ。
【００４３】
　実施形態35:前記切断可能なリンカーが、更にテトラジンを含む、実施形態34のカート
リッジ。
【００４４】
　実施形態36:前記シグナルDNAが、ビオチン/アビジン相互作用を経て前記検出抗体に付
着するか、又は、前記標識抗体が存在するとき、前記シグナルDNAが、ビオチン/アビジン
相互作用を経て前記標識抗体に付着する、実施形態23又は24に記載のカートリッジ。
【００４５】
　実施形態37:前記ビオチン/アビジン相互作用が、ビオチン/ストレプトアビジン相互作
用又はビオチン/ニュートラアビジン相互作用である、実施形態36のカートリッジ。
【００４６】
　実施形態38:前記シグナルDNAが、Ter配列を含み、前記検出抗体又は前記標識抗体が、T
usタンパク質に付着しており、前記シグナル核酸が、Tus-Ter相互作用を経て、前記検出
抗体又は前記標識抗体に結合する、実施形態23又は24に記載のカートリッジ。
【００４７】
　実施形態39:前記検出抗体がビーズに付着し、かつ前記シグナルDNAが同じビーズに付着
するか、又は、前記標識抗体が存在するとき、前記標識抗体がビーズに付着し、かつ前記
シグナルDNAが同じビーズに付着する、実施形態23又は24に記載のカートリッジ。
【００４８】
　実施形態40:前記抗体及び/又は前記シグナルDNAが、前記ビーズに化学的にコンジュゲ
ートする、実施形態39のカートリッジ。
【００４９】
　実施形態41:前記抗体及び/又は前記シグナルDNAが、ビオチン/ストレプトアビジン相互
作用を経て前記ビーズに付着する、実施形態39のカートリッジ。
【００５０】
　実施形態42:前記ビーズが、ラテックス、シリカ、セラミック、テフロン（登録商標）
、貴金属、半導体及び磁性材料からなる群から選択される材料を含む、実施形態39から41
のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００５１】
　実施形態43:前記ビーズが金を含む、実施形態42のカートリッジ。
【００５２】
　実施形態44:前記検出抗体がファージの表面に提示され、前記シグナルDNAが前記ファー
ジ中に含まれるか、又は、前記標識抗体が存在するとき、前記標識抗体がファージの表面
に提示され、前記ファージ中に前記シグナルDNAが含まれる、実施形態23又は24に記載の
カートリッジ。
【００５３】
　実施形態45:前記複数のチャンバーが、前記シグナル核酸以外の核酸を増幅するためのP
CRプライマーを含むチャンバーを更に備える、実施形態1から44のいずれか1つに記載のカ
ートリッジ。
【００５４】
　実施形態46:前記複数のチャンバーが、前記シグナル核酸以外の核酸を検出及び/又は定
量するためのPCRプローブを含むチャンバーを更に備える、実施形態1から45のいずれか1
つに記載のカートリッジ。
【００５５】
　実施形態47:前記標的検体がポリペプチドを含み、前記シグナル核酸以外の前記核酸が
、前記ポリペプチド又はその断片をコードする核酸を含む、実施形態45又は46に記載のカ
ートリッジ。
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【００５６】
　実施形態48:前記標的検体がポリペプチドを含み、前記シグナル核酸以外の前記核酸が
、前記ポリペプチドを産生する細胞、組織又は生物に特徴的な核酸を含む、実施形態45又
は46に記載のカートリッジ。
【００５７】
　実施形態49: TaqMan PCR反応用の試薬を含む1つ又は複数のチャンバーを備える、実施
形態1から48のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００５８】
　実施形態50:増幅されたシグナルDNAのマーカーである1つ又は複数の蛍光プローブと、
任意に、増幅されたシグナルDNA以外の増幅された配列のマーカーである1つ又は複数の蛍
光プローブとを含む1つ又は複数のチャンバーを備える、実施形態1から49のいずれか1つ
に記載のカートリッジ。
【００５９】
　実施形態51:前記プローブが、蛍光レポーター色素及びクエンチャー色素を含み、プロ
ーブが、Taq DNAポリメラーゼの5'→3'ヌクレアーゼ活性による分裂によりシグナルを提
供する、実施形態50のカートリッジ。
【００６０】
　実施形態52:前記シグナル核酸以外の核酸を増幅するための前記プライマー、及び/又は
、前記シグナル核酸以外の核酸を検出するための前記プローブが、ビーズとして提供され
る、実施形態45から51のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００６１】
　実施形態53:前記温度調節されたチャネル又はチャンバーが、熱サイクリングチャネル
又はチャンバーである、実施形態1から52のいずれか1つのカートリッジ。
【００６２】
　実施形態54:前記マトリックス材料が、ガラス又はシリカ、イオン交換樹脂及びヒドロ
キシアパタイトからなる群から選択される材料を含む、実施形態1から53のいずれか1つに
記載のカートリッジ。
【００６３】
　実施形態55:前記サンプル受容チャンバー、前記マトリックス材料を含むチャンバー、
前記試薬を含む複数のチャンバー及び前記温度制御された加熱チャネル又はチャンバーが
、選択的に流体連通する、実施形態1から54のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００６４】
　実施形態56:前記サンプル受容チャンバー、前記マトリックス材料を含むチャンバー、
前記試薬を含む複数のチャンバー及び前記温度制御された加熱チャネル又はチャンバーが
、微小流体チャネル及びバルブによって選択的に流体連通する、実施形態55のカートリッ
ジ。
【００６５】
　実施形態57:前記サンプル収容チャンバー、前記マトリックス材料を含むチャンバー、
前記試薬を含む複数のチャンバー、及び前記温度制御された加熱チャネル若しくはチャン
バー又は前記温度調節されたチャネル若しくはチャンバーへのポートが、中央バルブ周辺
に配置され、選択的に前記中央バルブのチャネルと流体連通し、前記中央バルブが、前記
中央バルブと流体連通するチャンバーとの間で流体を給排出できるプランジャーを収容す
るように構成される、実施形態55のカートリッジ。
【００６６】
　実施形態58:使用時において、サンプルを含むチャンバーと、前記検出抗体を含むチャ
ンバーと、前記捕捉抗体を含むチャンバーと、洗浄バッファーを含むチャンバーと、前記
シグナルDNAを増幅するためのPCRマスターミックスを含むチャンバーとを備えるように構
成される、実施形態1から57のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００６７】
　実施形態59:サンプルを含むチャンバーと、前記検出抗体を含むチャンバーと、前記捕
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捉抗体を含むチャンバーと、洗浄バッファーを含むチャンバーと、KOHを含むチャンバー
と、HEPES又はトリス-HClを含むチャンバーと、廃液を受容するチャンバーとを備える、
実施形態58のカートリッジ。
【００６８】
　実施形態60:サンプルを含むチャンバーと、約pH 7.25のPBS中に前記検出抗体を含むチ
ャンバーと、約pH 7.25のPBS中に前記捕捉抗体を含むチャンバーと、PBS洗浄バッファー
を含むチャンバーと、KOHを含むチャンバーと、約pH 8.25のHEPES又は約pH 7.4のトリス-
HClを含むチャンバーと、廃液を受容するチャンバーとを備える、実施形態58のカートリ
ッジ。
【００６９】
　実施形態61:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、ウイルス抗原、細菌抗原、プリオン、
寄生虫抗原、マイコトキシン、及び癌マーカー、及び薬剤耐性遺伝子産物からなる群から
選択される検体と結合する抗体である、実施形態1から60のいずれか1つに記載のカートリ
ッジ。
【００７０】
　実施形態62:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、B型肝炎表面抗原、C型肝炎表面抗原、
ウシヘルペスウィルス抗原、ノロウイルスカプシド、ロタウィルス、広東住血線虫、ハン
タウイルス属タンパク質、鳥インフルエンザウイルス抗原、HIV-1抗原及びH5N1抗原から
なる群から選択されるウイルス抗原と結合する抗体である実施形態61のカートリッジ。
【００７１】
　実施形態63:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、ウシPRP及びヒト脳PRPからなる群から
選択されるプリオンと結合する抗体である、実施形態61のカートリッジ。
【００７２】
　実施形態64:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、C.difficile抗原、C.difficile毒素A、
C.difficile毒素B、P.piscidia、大腸菌抗原、Bacteroides fragilis、BoNT/A、Streptoc
occus pyogenesグループA、Staphylococcus aureus、Y.pestis抗原及びM. tuberculosis
抗原からなる群から選択される細菌抗原又は細菌毒素と結合する抗体である、実施形態61
のカートリッジ。
【００７３】
　実施形態65:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、shiga毒素2、Clostridium botulinumニ
ューロトキシンA、Staphylococcalエンテロトキシン、Bacillus thurigiensis毒素、C.di
fficile毒素A及びC.difficile毒素Bからなる群から選択される細菌毒素と結合する抗体で
ある、実施形態61のカートリッジ。
【００７４】
　実施形態66:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、薬剤耐性遺伝子によってコードされる
ポリペプチドと結合する抗体である、実施形態61のカートリッジ。
【００７５】
　実施形態67:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、p糖タンパク質、OleCポリペプチド、mb
cFポリペプチド、MsrAポリペプチド、bexAポリペプチド、bexBポリペプチド、kpsTポリペ
プチド及びkpsMポリペプチドからなる群から選択される薬剤耐性性ポリペプチドと結合す
る抗体である、実施形態61のカートリッジ。
【００７６】
　実施形態68:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、宿主応答の炎症マーカーである検体と
結合する抗体である、実施形態1から60のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００７７】
　実施形態69:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、IL-8、カルプロテクチン及びラクトフ
ェリンからなる群から選択される検体と結合する抗体である、実施形態68のカートリッジ
。
【００７８】
　実施形態70:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、癌マーカーである検体と結合する抗体
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である、実施形態1から60のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００７９】
　実施形態71:前記捕捉抗体及び前記検出抗体が、Table 5(表5)の癌マーカーと結合する
抗体である、実施形態70の方法。
【００８０】
　実施形態72:ウイルス抗原、細菌抗原、プリオン、寄生虫抗原、マイコトキシン及び癌
細胞由来の検体からなる群から選択される検体又は検体の断片をコードする核酸を検出及
び/又は定量するためのプライマー及びプローブを含む、実施形態45から71のいずれか1つ
に記載のカートリッジ。
【００８１】
　実施形態73:前記カートリッジが、ウイルス抗原又はその断片をコードする核酸を検出
及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを含み、前記抗原が、B型肝炎表面抗原
、C型肝炎表面抗原、ウシヘルペスウィルス抗原、ノロウイルスカプシド、ロタウィルス
、広東住血線虫、ハンタウイルス属タンパク質、鳥インフルエンザウイルス抗原、HIV-1
抗原及びH5N1抗原からなる群から選択される、実施形態72のカートリッジ。
【００８２】
　実施形態74:前記カートリッジが、細菌抗原又は細菌毒素又はそれらの断片をコードす
る核酸を検出及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを含み、前記細菌抗原又
は細菌毒素が、C.difficile抗原、C.difficile Toxin A、C.difficile Toxin B、P.pisci
dia、大腸菌抗原、Bacteroides fragilis、BoNT/A、Streptococcus pyogenes群A、Staphy
lococcus aureus、Y.pestis抗原及びM. tuberculosis抗原からなる群から選択される、実
施形態72のカートリッジ。
【００８３】
　実施形態75:前記カートリッジが、細菌毒素又はその断片をコードする核酸を検出及び/
又は定量するためのプライマー及びプローブを含み、前記細菌毒素が、shiga毒素2、Clos
tridium botulinumニューロトキシンA、Staphylococcalエンテロトキシン、Bacillus thu
rigiensis毒素、C.difficile毒素A及びC.difficile毒素Bからなる群から選択される、実
施形態72のカートリッジ。
【００８４】
　実施形態76:薬剤耐性遺伝子によって発現されるポリペプチドをコードする核酸を検出
及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを含む、実施形態72のカートリッジ。
【００８５】
　実施形態77: MRP、p糖タンパク質、OleCポリペプチド、mbcFポリペプチド、MsrAポリペ
プチド、bexAポリペプチド、bexBポリペプチド、kpsTポリペプチド及びkpsMポリペプチド
からなる群から選択される薬剤耐性ポリペプチドをコードする核酸を検出及び/又は定量
するためのプライマー及びプローブを含む、実施形態76のカートリッジ。
【００８６】
　実施形態78:宿主応答の炎症マーカー又はマーカーの断片をコードする核酸を検出及び/
又は定量するためのプライマー及びプローブを含む、実施形態45から71のいずれか1つに
記載のカートリッジ。
【００８７】
　実施形態79: IL-8、カルプロテクチン及びラクトフェリンからなる群から選択されるマ
ーカー又はマーカーの断片をコードする核酸を検出及び/又は定量するためのプライマー
及びプローブを含む、実施形態78のカートリッジ。
【００８８】
　実施形態80:癌マーカー又は癌マーカーの断片をコードする核酸を検出及び/又は定量す
るためのプライマー及びプローブを含む、実施形態45から71のいずれか1つに記載のカー
トリッジ。
【００８９】
　実施形態81: Table 5(表5)の癌マーカー又は癌マーカーの断片をコードする核酸を検出
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及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを含む、実施形態80のカートリッジ。
【００９０】
　実施形態82:生物由来、環境由来、医療由来又は患者由来の材料を含むサンプルをロー
ドされる、実施形態1から81のいずれか1つに記載のカートリッジ。
【００９１】
　実施形態83:前記サンプルが、表層物質、土壌、水、植生及び工業由来サンプルからな
る群から選択される環境サンプルを含む、実施形態82のカートリッジ。
【００９２】
　実施形態84:前記サンプルが、培養液、血液、唾液、脳脊髄液、尿、便、気管支吸引液
、気管洗浄液、胸膜液、乳汁、リンパ液、痰、精液、ニードル吸引液、パンチ生検、外科
的生検、低温保存切片、FFPE切片からなる群から選択される生物学的サンプルを含む、実
施形態82のカートリッジ。
【００９３】
　実施形態85:前記サンプルが、表層物質、土壌、水、植生及び工業由来サンプルからな
る群から選択される環境サンプルを含む、実施形態82のカートリッジ。
【００９４】
　実施形態86:前記サンプルが、食肉、食肉加工品、鳥肉又は鳥肉製品、牛乳又は乳製品
、並びに農作物、並びに有機廃棄物からなる群から選択される食品又は農業由来サンプル
を含む、実施形態82のカートリッジ。
【００９５】
　実施形態87:イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任
意に標的核酸を検出及び/又は定量する方法であって、
イムノPCRを実施するように構成されたカートリッジのサンプル受容チャンバーにサンプ
ルを提供する工程と、前記カートリッジを使用して、
捕捉抗体が検体と結合して捕捉抗体/検体複合体を形成する条件下で、前記捕捉抗体と前
記検体とを接触させる工程と、
検出抗体が前記捕捉抗体/検体複合体と特異的に結合して免疫複合体を形成する条件下で
、シグナルDNAに付着する検出抗体と前記検体とを接触させる工程と、
前記シグナルDNAを含む前記免疫複合体又はその部分を放出させ、温度調節されたチャネ
ル又はチャンバーに前記免疫複合体又はその部分を送達する工程と、
前記温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて核酸増幅を実施して前記シグナル核
酸を検出及び/又は定量し、それにより前記検体を検出及び/又は定量する工程と
を含む方法。
【００９６】
　実施形態88:イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、任
意に、核酸を検出及び/又は定量する方法であって、
イムノPCRを実施するように構成されたカートリッジのサンプル受容チャンバーにサンプ
ルを提供する工程と、前記カートリッジを使用して、
捕捉抗体が検体と結合して捕捉抗体/検体複合体を形成する条件下で、前記捕捉抗体と前
記検体とを接触させる工程と、
検出抗体が前記捕捉抗体/検体複合体と特異的に結合して免疫複合体を形成する条件下で
、前記検出抗体と前記検体とを接触させる工程と、
前記検出抗体に結合する標識抗体であって、シグナルDNAに付着している標識抗体と前記
免疫複合体とを、前記標識抗体が前記検出抗体に特異的に結合して標識免疫複合体を形成
する条件下で接触させる工程と、
前記シグナルDNAを含む前記標識免疫複合体又はその部分を放出させ、温度調節されたチ
ャネル又はチャンバーに前記免疫複合体又はその部分を送達する工程と、
前記温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて核酸増幅を実施して前記シグナル核
酸を検出及び/又は定量し、それにより前記検体を検出及び/又は定量する工程と
を含む方法。
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【００９７】
　実施形態89:前記核酸増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応法(PCR)、リガーゼ連鎖反応(LCR)
、リガーゼ検出反応(LDR)、多重ライゲーション依存的プローブ増幅法(MLPA)、Q-レプリ
カーゼ増幅が続くライゲーション法、プライマー伸長法、鎖置換増幅法(SDA)、過剰分岐
鎖置換増幅法、多置換増幅法(MDA)、核酸鎖ベースの増幅法(NASBA)及びローリングサーク
ル増幅法(RCA)からなる群から選択される方法を含む、実施形態87又は88に記載の方法。
【００９８】
　実施形態90:前記核酸増幅が、ポリメラーゼ連鎖反応法(PCR)を含む、実施形態89の方法
。
【００９９】
　実施形態91:前記核酸増幅が、qPCR法を含む、実施形態90の方法。
【０１００】
　実施形態92:前記カートリッジが、実施形態1から77のいずれか1つのカートリッジであ
る、実施形態87から91のいずれか1つに記載の方法。
【０１０１】
　実施形態93:前記カートリッジが、実施形態1から12及び23から77のいずれか1つのカー
トリッジであり、前記捕捉抗体が、反応チャンバーの壁に、又は前記マトリックス材料に
付着し、前記検体の結合が、前記反応チャンバー又は前記マトリックス材料中の前記検体
を固定する、実施形態87から91のいずれか1つに記載の方法。
【０１０２】
　実施形態94:前記カートリッジが、実施形態1から9及び13から77のいずれか1つのカート
リッジであり、前記捕捉抗体が粒子に付着し、前記検体の結合が、前記検体を前記粒子に
付着させる、実施形態87から91のいずれか1つに記載の方法。
【０１０３】
　実施形態95:前記検出抗体と前記検体との接触が、前記検出抗体と、前記粒子に付着し
た前記検体との接触を含む、実施形態94の方法。
【０１０４】
　実施形態96:前記マトリックスへの前記粒子のトラッピングを含む、実施形態94又は95
に記載の方法。
【０１０５】
　実施形態97:実施形態87から96のいずれか1つに記載の方法であって、
前記捕捉抗体がビーズに付着するときは、前記免疫複合体若しくはその部分を放出する工
程、又は前記標識免疫複合体若しくはその部分を放出する工程が、全ての複合体を逆溶出
させる工程と、前記温度調節されたチャネル又はチャンバーに前記複合体を送達する工程
とを含み、
前記捕捉抗体が、反応チャンバーの壁に、又は前記マトリックス材料に付着するときは、
前記免疫複合体若しくはその部分を放出する工程、又は前記標識免疫複合体若しくはその
部分の放出が、全ての複合体を前記壁又はマトリックス材料から切り離す工程と、前記温
度調節されたチャネル又はチャンバーにその複合体を送達する工程とを含む、方法。
【０１０６】
　実施形態98:前記免疫複合体若しくはその部分を放出する工程、又は前記標識免疫複合
体若しくはその部分を放出する工程が、前記免疫複合体からシグナルDNAに付着した前記
検出抗体を放出させ、シグナルDNAが付着した前記検出抗体を、前記温度調節されたチャ
ネル又はチャンバーに送達する工程、又は
前記標識免疫複合体からシグナルDNAに付着した前記標識抗体を放出させ、シグナルDNAが
付着した前記標識抗体を、前記温度調節されたチャネル又はチャンバーに送達する工程を
含む、実施形態87から96のいずれか1つに記載の方法。
【０１０７】
　実施形態99:前記放出する工程が、前記免疫複合体からの前記検出抗体を化学的に破壊
するか、又は、前記標識免疫複合体からの前記標識抗体を化学的に破壊する工程を含む、
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実施形態98の方法。
【０１０８】
　実施形態100:前記破壊する工程が、前記免疫複合体又は標識免疫複合体を塩基と接触さ
せる工程を含む、実施形態99の方法。
【０１０９】
　実施形態101:前記破壊する工程が、前記免疫複合体又は標識免疫複合体をKOHと接触さ
せる工程を含む、実施形態99の方法。
【０１１０】
　実施形態102:前記放出する工程が、熱を用いて、前記免疫複合体からの前記検出抗体を
破壊するか、又は、前記標識免疫複合体からの前記標識抗体を破壊する工程を含む、実施
形態98の方法。
【０１１１】
　実施形態103:前記放出する工程が、超音波処理を用いて、前記免疫複合体からの前記検
出抗体を破壊するか、又は、前記標識免疫複合体からの前記標識抗体を破壊する工程を含
む、実施形態98の方法。
【０１１２】
　実施形態104:前記シグナルDNAが、前記検出抗体に、又は前記標識抗体に化学的にコン
ジュゲートし、前記免疫複合体若しくはその部分を放出する工程、又は前記標識免疫複合
体若しくはその部分を放出する工程が、前記検出抗体に対して、又は前記標識抗体に対し
て前記シグナルDNAをコンジュゲートさせるリンカーを切断する工程と、前記温度調節さ
れたチャネル又はチャンバーに前記シグナルDNAを送達する工程とを含む、実施形態87か
ら96のいずれか1つの方法。
【０１１３】
　実施形態105:前記シグナルDNAを前記検出抗体に、又は前記標識抗体に付着させるリン
カーが、酸に不安定なリンカーであり、前記切断する工程が、前記リンカーを切断できる
酸と前記リンカーとを接触させる工程を含む、実施形態104の方法。
【０１１４】
　実施形態106:前記シグナルDNAを前記検出抗体に、又は前記標識抗体に付着させるリン
カーが、塩基に不安定なリンカーであり、前記切断する工程が、前記リンカーを切断でき
る塩基と前記リンカーとを接触させる工程を含む、実施形態104の方法。
【０１１５】
　実施形態107:前記シグナルDNAを前記検出抗体に、又は前記標識抗体に付着させるリン
カーが、ジスルフィド結合を含み、前記切断する工程が、前記ジスルフィド結合を破壊で
きる剤と前記リンカーとを接触させる工程を含む、実施形態104の方法。
【０１１６】
　実施形態108:前記ジスルフィド結合を破壊できる前記剤がジチオスレイトール(DTT)を
含む、実施形態106の方法。
【０１１７】
　実施形態109:前記シグナルDNAが、前記検出抗体若しくは前記標識抗体に化学的にコン
ジュゲートするか、又は前記検出抗体若しくは前記標識抗体にアビジン/ビオチン相互作
用によって連結され、前記免疫複合体若しくはその部分を放出する工程、又は前記標識免
疫複合体若しくはその部分を放出する工程が、前記シグナルDNAを切断して核酸増幅反応
の検出又は定量ができる前記シグナルDNAの断片を放出する工程と、前記温度調節された
チャネル又はチャンバーに前記シグナルDNAの前記放出された断片を送達する工程とを含
む、実施形態87から96のいずれか1つに記載の方法。
【０１１８】
　実施形態110:前記シグナルDNAを切断する工程、前記シグナルDNAの制限酵素部位を認識
して、前記制限酵素部位で、又はその近傍で前記シグナルDNAを切断する制限エンドヌク
レアーゼと前記シグナルDNAとを接触させる工程を含む、実施形態109の方法。
【０１１９】
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　実施形態111:前記シグナルDNAがビーズに結合し、前記検出抗体又は前記標識抗体が同
じビーズに結合し、前記シグナルDNAを放出する工程が、前記シグナルDNA及び/又はビー
ズを加熱又は超音波破砕して前記シグナルDNAを放出する工程と、前記温度調節されたチ
ャネル又はチャンバーに前記シグナルDNAを送達する工程とを含む、実施形態87から96の
いずれか1つに記載の方法。
【０１２０】
　実施形態112:前記検出抗体が前記シグナルDNAを含むファージの表面に提示されるか、
又は、前記標識抗体が前記シグナルDNAを含むファージの表面に提示され、前記シグナルD
NAを放出する工程が、前記ファージを加熱又は超音波破砕又は溶解して前記シグナルDNA
を放出する工程と、前記温度調節されたチャネル又はチャンバーに前記シグナルDNAを送
達する工程とを含む、実施形態87から96のいずれか1つの方法。
【０１２１】
　実施形態113:前記免疫複合体若しくはその部分又は前記標識免疫複合体若しくはその部
分を放出させる前に、前記免疫複合体又は前記標識免疫複合体を洗浄して、結合していな
い材料又は非特異的に結合した材料を除去する工程を含む、実施形態87から112のいずれ
か1つに記載の方法。
【０１２２】
　実施形態114:前記温度調節されたチャネル又はチャンバーが、熱サイクリングチャネル
又はチャンバーを備え、前記増幅する工程がポリメラーゼ連鎖反応(PCR)を含む、実施形
態87から113のいずれか1つに記載の方法。
【０１２３】
　実施形態115:前記PCRがqPCRを含む、実施形態114の方法。
【０１２４】
　実施形態116:前記増幅する工程が、直鎖状ポリメラーゼ反応、リガーゼ連鎖反応、鎖置
換反応、核酸配列ベースの増幅及びローリングサークル増幅反応からなる群から選択され
る方法を含む、実施形態87から113のいずれか1つに記載の方法。
【０１２５】
　実施形態117:前記増幅が、前記シグナルDNAを含む反応混合物を増幅条件に供する工程
と、反応混合物中の指示薬の光シグナルをモニターする工程とを含む、実施形態87から11
6のいずれか1つに記載の方法。
【０１２６】
　実施形態118:前記光シグナルが、蛍光シグナル、化学発光シグナル、電気化学的発光シ
グナル及び比色シグナルからなる群から選択される、実施形態117の方法。
【０１２７】
　実施形態119:光シグナルが蛍光指示薬によって発生する蛍光光シグナルである、実施形
態118の方法。
【０１２８】
　実施形態120:前記蛍光指示薬が、二本鎖DNA生成物と結合する非特異的インターカレー
ション色素である、実施形態119の方法。
【０１２９】
　実施形態121:前記蛍光指示薬が、標的配列に特異的なプローブを含む、実施形態119の
方法。
【０１３０】
　実施形態122:前記標的配列に特異的なプローブが、TAQMANプローブ、SCORPIONプローブ
及びMOLECULAR BEACONからなる群から選択される、実施形態121の方法。
【０１３１】
　実施形態123:同じカートリッジ内の複数の異なる検体に対して行われる、実施形態87か
ら122のいずれか1つに記載の方法。
【０１３２】
　実施形態124:前記複数が、少なくとも2、又は少なくとも3、又は少なくとも4、又は少
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なくとも5、又は少なくとも6つの異なる検体である、実施形態123の方法。
【０１３３】
　実施形態125:前記複数の検体を含む各検体が、前記カートリッジ内の同じサンプルに由
来する、実施形態123又は124に記載の方法。
【０１３４】
　実施形態126:前記複数を構成する各検体を表すシグナルDNAが、同じ温度調節されたチ
ャネル又はチャンバーにおいて順次増幅される、実施形態123から125のいずれか1つに記
載の方法。
【０１３５】
　実施形態127:各増幅反応の間、
洗浄溶液により前記温度調節されたチャネル又はチャンバーを洗浄する工程と、
前記温度調節されたチャネル又はチャンバーから前記洗浄溶液を除去し、洗浄溶液を流動
させて廃液リザーバーに移動させる工程と
を含む、実施形態126の方法。
【０１３６】
　実施形態128:前記温度調節されたチャネル又はチャンバーから前記洗浄溶液を除去した
後、前記温度調節されたチャネル又はチャンバーへ空気を供給する工程と、チャネル又は
チャンバーをDNA変性温度以上の温度に加熱する工程とを含む、実施形態127の方法。
【０１３７】
　実施形態129:前記変性温度が約90℃～約99℃の範囲である、実施形態128の方法。
【０１３８】
　実施形態130:前記複数の検体を構成する各検体を表すシグナルDNAが、前記カートリッ
ジ内の異なる温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて同時に各々増幅される、実
施形態123から125のいずれか1つに記載の方法。
【０１３９】
　実施形態131:前記複数の検体を構成する各検体を表すシグナルDNAが、前記カートリッ
ジ内の同じ温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて同時に増幅され、各シグナル
DNAの増幅が、異なる識別可能な光シグナルを提供する、実施形態123から125のいずれか1
つに記載の方法。
【０１４０】
　実施形態132:約1時間以下、又は約50分以下、又は約40分以下、又は約30分以下、又は
約20分以下、又は約15分以下で完了させることができる、実施形態87から131のいずれか1
つに記載の方法。
【０１４１】
　実施形態133:実施形態45から77のいずれか1つのカートリッジにおいて行われ、
前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程を更に含む、実施形態87から132のいずれか1
つに記載の方法。
【０１４２】
　実施形態134:前記シグナルDNA酸以外の核酸を増幅する工程が、
前記サンプル由来の核酸をマトリックス材料に結合させる工程と、
結合した核酸を洗浄して洗浄された核酸を提供する工程と、
洗浄された核酸を溶出させる工程と、
前記洗浄された核酸を増幅反応に供して、前記洗浄された核酸に存在する場合に標的核酸
配列を増幅する工程と
を含む、実施形態133の方法。
【０１４３】
　実施形態135:前記シグナルDNA以外の前記核酸が、DNAを含む、実施形態133又は134に記
載の方法。
【０１４４】
　実施形態136:前記シグナルDNA以外の前記核酸が、RNAを含む、実施形態133又は134に記
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載の方法。
【０１４５】
　実施形態137:前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程が、前記イムノPCRに使用され
るサンプルチャンバー内の同じサンプルから得られる核酸に対して行われる、実施形態13
3から136のいずれか1つに記載の方法。
【０１４６】
　実施形態138:前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程が、前記イムノPCRに使用され
るサンプルチャンバーとは異なるサンプルチャンバーのサンプルから得られる核酸に対し
て行われる、実施形態133から136のいずれか1つに記載の方法。
【０１４７】
　実施形態139:シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸が、同じ温度調節されたチャネル
又はチャンバーにおいて順次増幅される、実施形態133から138のいずれか1つに記載の方
法。
【０１４８】
　実施形態140:シグナルDNAが、シグナルDNA以外の核酸の増幅の前に増幅される、実施形
態139の方法。
【０１４９】
　実施形態141:シグナルDNAが、シグナルDNA以外の核酸の増幅の後に増幅される、実施形
態139の方法。
【０１５０】
　実施形態142:前記シグナルDNAの増幅とシグナルDNA以外の核酸の増幅との間に、
洗浄溶液により前記温度調節されたチャネル又はチャンバーを洗浄する工程と、
前記温度調節されたチャネル又はチャンバーから前記洗浄溶液を除去し、洗浄溶液を流動
させて廃液リザーバーに移動させる工程と
を含む、実施形態139から141のいずれか1つに記載の方法。
【０１５１】
　実施形態143:前記温度調節されたチャネル又はチャンバーから前記洗浄溶液を除去した
後、前記温度調節されたチャネル又はチャンバーへ空気を供給する工程と、チャネル又は
チャンバーをDNA変性温度以上の温度に加熱する工程とを含む、実施形態142の方法。
【０１５２】
　実施形態144:前記変性温度が約90℃～約99℃の範囲である、実施形態143の方法。
【０１５３】
　実施形態145:シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸が、前記カートリッジ内の異なる
温度調節されたチャネル又はチャンバー内において各々同時に増幅される、実施形態133
から144のいずれか1つに記載の方法。
【０１５４】
　実施形態146:シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸が、前記カートリッジ内の同じ温
度調節されたチャネル又はチャンバー内において同時に増幅され、シグナルDNAの増幅及
びシグナルDNA以外の核酸が、異なる識別可能な光シグナルを提供する、実施形態133から
144のいずれか1つに記載の方法。
【０１５５】
　実施形態147:シグナルDNA以外の核酸の前記増幅が、前記シグナルDNA以外の核酸を含む
反応混合物を増幅条件に供する工程と、反応混合物中の指示薬の光シグナルをモニターす
る工程とを含む、実施形態133から146のいずれか1つに記載の方法。
【０１５６】
　実施形態148:前記光シグナルが、蛍光シグナル、化学発光シグナル、電気化学的発光シ
グナル及び比色シグナルからなる群から選択される、実施形態147の方法。
【０１５７】
　実施形態149:光シグナルが蛍光指示薬によって発生する蛍光光シグナルである、実施形
態148の方法。
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【０１５８】
　実施形態150:前記蛍光指示薬が、二本鎖DNA生成物と結合する非特異的インターカレー
ション色素である、実施形態149の方法。
【０１５９】
　実施形態151:前記蛍光指示薬が、標的配列に特異的なプローブを含む、実施形態149の
方法。
【０１６０】
　実施形態152:前記標的配列に特異的なプローブが、TAQMANプローブ、SCORPIONプローブ
及びMOLECULAR BEACONからなる群から選択される、実施形態151の方法。
【０１６１】
　実施形態153:前記サンプルが、生物由来、環境由来、医療由来又は患者由来の材料を含
む、実施形態88から152のいずれか1つに記載の方法。
【０１６２】
　実施形態154:前記サンプルが、表層物質、土壌、水、植生及び工業由来サンプルからな
る群から選択される環境サンプルを含む、実施形態153の方法。
【０１６３】
　実施形態155:前記サンプルが、培養液、血液、唾液、脳脊髄液、尿、便、気管支吸引液
、気管洗浄液、胸膜液、乳汁、リンパ液、痰、精液、ニードル吸引液、パンチ生検、外科
的生検、低温保存切片、FFPE切片からなる群から選択される生物学的サンプルを含む、実
施形態153の方法。
【０１６４】
　実施形態156:前記サンプルが、表層物質、土壌、水、植生及び工業由来サンプルからな
る群から選択される環境サンプルを含む、実施形態153の方法。
【０１６５】
　実施形態157:前記サンプルが、食肉、食肉加工品、鳥肉又は鳥肉製品、牛乳又は乳製品
、並びに農作物、並びに有機廃棄物からなる群から選択される食品又は農業由来サンプル
を含む、実施形態153の方法。
【０１６６】
　実施形態158:前記検体が、ポリペプチド、レクチン、脂質、炭水化物及び有機小分子か
らなる群から選択される部分を含む、実施形態87から157のいずれか1つに記載の方法。
【０１６７】
　実施形態159:検体が、ウイルス抗原、細菌抗原、プリオン、寄生虫抗原、マイコトキシ
ン、及び癌マーカー、及び薬剤耐性遺伝子産物からなる群から選択される、実施形態87か
ら158のいずれか1つに記載の方法。
【０１６８】
　実施形態160:前記検体が、B型肝炎表面抗原、C型肝炎表面抗原、ウシヘルペスウィルス
抗原、ノロウイルスカプシド、ロタウィルス、広東住血線虫、ハンタウイルス属タンパク
質、鳥インフルエンザウイルス抗原、HIV-1抗原及びH5N1抗原からなる群から選択される
ウイルス抗原を含む、実施形態159の方法。
【０１６９】
　実施形態161:前記検体が、ウシPRP及びヒト脳PRPからなる群から選択されるプリオンを
含む、実施形態159の方法。
【０１７０】
　実施形態162:前記検体が、C.difficile抗原、C.difficile Toxin A、C.difficile Toxi
n B、P.piscidia、大腸菌抗原、Bacteroides fragilis、BoNT/A、Streptococcus pyogene
s群A、Staphylococcus aureus、Y.pestis抗原及びM. tuberculosis抗原からなる群から選
択される細菌抗原又は細菌毒素を含む、実施形態159の方法。
【０１７１】
　実施形態163:前記検体が、shiga毒素2、Clostridium botulinumニューロトキシンA、St
aphylococcalエンテロトキシン、Bacillus thurigiensis毒素、C.difficile毒素A及びC.d
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ifficile毒素Bからなる群から選択される細菌毒素を含む、実施形態159の方法。
【０１７２】
　実施形態164:前記検体が、薬剤耐性遺伝子によってコードされるポリペプチドを含む、
実施形態159の方法。
【０１７３】
　実施形態165:前記検体が、p糖タンパク質、OleCポリペプチド、mbcFポリペプチド、Msr
Aポリペプチド、bexAポリペプチド、bexBポリペプチド、kpsTポリペプチド及びkpsMポリ
ペプチドからなる群から選択される薬剤耐性ポリペプチドを含む、実施形態164の方法。
【０１７４】
　実施形態166:前記検体が、宿主応答の炎症マーカーを含む、実施形態87から157のいず
れか1つに記載の方法。
【０１７５】
　実施形態167:前記マーカーが、IL-8、カルプロテクチン及びラクトフェリンからなる群
から選択される、実施形態166の方法。
【０１７６】
　実施形態168:前記検体が、癌マーカーを含む、実施形態87から157のいずれか1つに記載
の方法。
【０１７７】
　実施形態169:前記検体が、Table 5(表5)に記載の癌マーカーを含む、実施形態168の方
法。
【０１７８】
　実施形態170:ウイルス抗原、細菌抗原、プリオン、寄生虫抗原、マイコトキシン及び癌
細胞由来の検体からなる群から選択される検体又は検体の断片をコードする核酸を増幅す
る工程を含む、実施形態133から169のいずれか1つに記載の方法。
【０１７９】
　実施形態171: B型肝炎表面抗原、C型肝炎表面抗原、ウシヘルペスウィルス抗原、ノロ
ウイルスカプシド、ロタウィルス、広東住血線虫、ハンタウイルス属タンパク質、鳥イン
フルエンザウイルス抗原、HIV-1抗原及びH5N1抗原からなる群から選択されるウイルス抗
原又はその断片をコードする核酸を増幅する工程を含む、実施形態170の方法。
【０１８０】
　実施形態172: C.difficile抗原、C.difficile Toxin A、C.difficile Toxin B、P.pisc
idia、大腸菌抗原、Bacteroides fragilis、BoNT/A、Streptococcus pyogenes群A、Staph
ylococcus aureus、Y.pestis抗原及びM. tuberculosis抗原からなる群から選択される細
菌抗原又は細菌毒素又はそれらの断片をコードする核酸を増幅する工程を含む、実施形態
170の方法。
【０１８１】
　実施形態173:shiga毒素2、Clostridium botulinumニューロトキシンA、Staphylococcal
エンテロトキシン、Bacillus thurigiensis毒素、C.difficile毒素A及びC.difficile毒素
Bからなる群から選択される、細菌毒素又はその断片をコードする核酸を増幅する工程を
含む、実施形態170の方法。
【０１８２】
　実施形態174:薬剤耐性遺伝子によって発現されるポリペプチドをコードする核酸を増幅
する工程を含む、実施形態170の方法。
【０１８３】
　実施形態175:前記カートリッジが、p糖タンパク質、OleCポリペプチド、mbcFポリペプ
チド、MsrAポリペプチド、bexAポリペプチド、bexBポリペプチド、kpsTポリペプチド及び
kpsMポリペプチドからなる群から選択される薬剤耐性ポリペプチドをコードする核酸を検
出及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを含む、実施形態174の方法。
【０１８４】
　実施形態176:宿主応答の炎症マーカーをコードする核酸を増幅する工程を含む、実施形
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態133から169のいずれか1つに記載の方法。
【０１８５】
　実施形態177:前記カートリッジが、IL-8、カルプロテクチン及びラクトフェリンからな
る群から選択されるマーカーをコードする核酸を検出及び/又は定量するためのプライマ
ー及びプローブを含む、実施形態176の方法。
【０１８６】
　実施形態178:癌マーカーをコードする核酸を増幅する工程を含む、実施形態133から169
のいずれか1つに記載の方法。
【０１８７】
　実施形態179: Table 5(表5)に記載の癌マーカーをコードする核酸を増幅する工程を含
む、実施形態178の方法。
【０１８８】
　実施形態180:イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、
任意に核酸を検出及び/又は定量するシステムであって、前記システムが、1つ又は複数の
サンプル処理モジュールを含むように構成される筐体と、実施形態1から86のいずれか1つ
に係る着脱可能なカートリッジを保持するように構成される各サンプル処理モジュールと
を備え、前記システムが、サンプル処理モジュールを操作して、イムノPCRを実施して、
対応する着脱可能なサンプルカートリッジ内の1つ又は複数の標的検体の存在及び/又は量
を決定し、任意に1つ又は複数の標的DNAの塩基配列のレベルを決定するように構成され、
対応する着脱可能なサンプルカートリッジ内のサンプルに対する前記処理が、実施形態87
から179のいずれか1つの方法を実施する、システム。
【０１８９】
　実施形態181:1つのサンプル処理モジュールを備えるように構成される、実施形態180の
システム。
【０１９０】
　実施形態182:少なくとも2つのサンプル処理モジュール、又は少なくとも4つのサンプル
処理モジュール、又は少なくとも8つのサンプル処理モジュール、又は少なくとも12のサ
ンプル処理モジュール、又は少なくとも16のサンプル処理モジュール、又は少なくとも20
のサンプル処理モジュール、又は少なくとも24のサンプル処理モジュール、又は少なくと
も28のサンプル処理モジュール、又は少なくとも32のサンプル処理モジュール、又は少な
くとも64のサンプル処理モジュール、又は少なくとも128のサンプル処理モジュールを備
えるように構成される、実施形態180のシステム。
【０１９１】
　実施形態183:前記モジュールが、前記カートリッジ内の温度調節されたチャンバー又は
チャネルを加熱する1つ又は複数の加熱プレートを備える、実施形態180から182のいずれ
か1つに記載のシステム。
【０１９２】
　実施形態184:前記モジュールが、前記カートリッジ内の温度調節されたチャネル又はチ
ャンバーを冷却するように構成されるファンを備える、実施形態180から183のいずれか1
つに記載のシステム。
【０１９３】
　実施形態185:前記モジュールが、コンピュータに分析のための情報(例えば光学的情報)
を供給する回路を備える、実施形態180から184のいずれか1つに記載のシステム。
【０１９４】
　実施形態186:前記モジュールが、前記カートリッジ内の反応によって発生する1つ又は
複数の光シグナルの励起及び/又は検出を行う光学的ブロックを備える、実施形態180から
185のいずれか1つに記載のシステム。
【０１９５】
　実施形態187:前記カートリッジを操作してイムノPCRを実施するように構成される、実
施形態180から186のいずれか1つに記載のシステム。
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【０１９６】
　実施形態188:前記カートリッジを操作してシグナルDNA以外の核酸の増幅を実施するよ
うに構成される、実施形態180から187のいずれか1つに記載のシステム。
【０１９７】
　実施形態189:前記カートリッジを操作して実施形態87から175のいずれか1つの方法を実
施するように構成される、実施形態180から188のいずれか1つに記載のシステム。
【０１９８】
　実施形態190:イムノPCRを実施して、1つ又は複数の標的検体を検出及び/又は定量し、
任意に核酸を検出及び/又は定量するためのキットであって、
実施形態1から86のいずれか1つに記載のカートリッジを含む容器
を備える、キット。
【０１９９】
　実施形態191:イムノPCR用のサンプルを調製するための1つ又は複数の試薬を含む容器を
更に備える、実施形態190のキット。
【０２００】
　実施形態192:核酸増幅用のサンプルを調製するための1つ又は複数の試薬を含む容器を
更に備える、実施形態190又は191に記載のキット。
【０２０１】
　実施形態193:核酸増幅用のサンプルを調製するための前記1つ又は複数の試薬が、血清
、又は血漿、又はFFPEサンプルの溶解溶液を含む、実施形態192のキット。
【０２０２】
　実施形態194:核酸増幅用のサンプルを調製するための前記1つ又は複数の試薬が、プロ
テイナーゼKを含む、実施形態192又は193に記載のキット。
【０２０３】
　実施形態195:イムノPCRの実施のための前記カートリッジの使用説明書を含む、実施形
態190から194のいずれか1つに記載のキット。
【０２０４】
　実施形態196:前記イムノPCRに加えて核酸増幅を実施するための前記カートリッジの使
用説明書を含む、実施形態195に記載のキット。
【０２０５】
　上記の各種実施形態のいずれにおいても、捕捉抗体及び/又は検出抗体で、及び/又は、
存在するときには標識抗体で、目的とする標的と結合する他の部分を置換できることが理
解される。したがって、例えば、特定の実施形態では、捕捉抗体がアプタマーで置換され
、及び/又は、検出抗体がアプタマーで置換され、及び/又はアプタマーが、存在するとき
には標識抗体で置換される。
【図面の簡単な説明】
【０２０６】
【図１】図1は、直接的なサンドイッチアッセイ(左)及び間接的なサンドイッチアッセイ(
右)を示す。特に、表面は、粒子表面、又はチャンバー若しくはチャネル壁若しくは底部
の表面、又はマトリックス材料(例えばフィルター)の表面であってもよい。
【図２】図2は、粒子に付着する、捕捉抗体を有する直接的なサンドイッチ免疫複合体を
示す。
【図３】図3は、カートリッジにおいて実施されるいくつかの非限定的なイムノPCR法の例
を示す。
【図４】図4(パネルA～D)は、シグナルDNAを抗体に連結するための各種スキームを示す。
パネルAは、シグナル核酸がリンカーを介して検出抗体に化学的にコンジュゲートされた
ことを示す。パネルBは、シグナルDNAがアビジン/ビオチン結合を介して検出抗体に付着
したことを示す。パネルCは、シグナルDNAが検出抗体も付着する粒子に付着したことを示
す。パネルDは、ファージ内に含まれるシグナルDNAを有するファージ上に提示される検出
抗体を示す。なお、間接的アッセイにおいて、これらの実施形態のいずれかの検出抗体は



(25) JP 2020-503857 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

、検出抗体と結合する標識抗体で置換できることが理解される。
【図５Ａ】図5Aは、本明細書に記載の方法での使用に適するカートリッジ(例えばGENEXPE
RT(登録商標)カートリッジ)の主な部品を示す。
【図５Ｂ】図5Bは、中央バルブ付近にチャンバーが配置されたカートリッジの上面図を示
す。
【図６Ａ】図6Aは、1つの非限定的な例示的実施態様に係るイムノPCR用に構成されたGENE
XPERRT(登録商標)カートリッジを示す。
【図６Ｂ】図6Bは、1つの非限定的な例示的実施態様に係る、イムノPCR及び核酸分析用に
構成されたGENEXPERRT(登録商標)カートリッジを示す。
【図７】図7(パネルA～C)は、本明細書に記載のイムノPCR及び任意の統合化核酸分析に適
する、GENEXPERT(登録商標)カートリッジの一実施形態を例示する。
【図８Ａ】図8A～8Cは、ポリペプチドのイムノPCR検出及び/又は定量、並びに任意の統合
化核酸分析のための、モジュール及びシステム(例えば処理装置)の、非限定的な実施形態
を示す。図8Aは、GENEXPERT(登録商標)カートリッジの操作のためのモジュールを示す。
【図８Ｂ】図8Bは、イムノPCR及び任意の核酸分析用のカートリッジの操作のためのモジ
ュールの一実施形態のいくつかの成分を例示する。
【図８Ｃ】図8Cは、複数のモジュールを組み込んだシステム(例えば処理装置)を例示する
。
【図９】図9は、捕捉抗体を含む免疫複合体が表面(例えばビーズの表面)に結合した様子
、すなわち、捕捉抗体が抗原(検体)と結合し、次に検出抗体と結合する様子を示す。検出
抗体は、リンカーを介して単一のDNAに付着し、また検出抗体は、抗FITCアルカリ性ホス
ファターゼコンジュゲートと結合できるFAMに結合する。
【図１０】図10A及び10Bは、イムノPCR及び任意の核酸分析のための非限定的なワークフ
ローを図示する。ある種の実施形態では、イムノPCR及び核酸分析の両方を実施するとき
、同じサンプルで実施する。したがって、単一のサンプルを1つのサンプルチャンバーに
導入することができる(図10A)。他の実施形態では、サンプルを、イムノPCR及び核酸分析
で異なる処理に供することもできる。かかる例において、イムノPCRサンプルを1つのサン
プルチャンバーに導入し、核酸分析サンプルを同じカートリッジの他のサンプルチャンバ
ーに導入することができる(図10B)。示される核酸調製物は例示的なものであり、限定的
なものではない。
【図１１】図11は、実施例2に記載されるGeneXpert(登録商標)カートリッジを使用した自
動イムノPCRアッセイの概略図である。
【図１２】図12は、実施例2に記載されているGeneXpert(登録商標)カートリッジを使用し
た自動イムノPCRアッセイ用のカートリッジチャンバー(CH)の割り当て、試薬及び初期体
積を示す。
【図１３】図13は、実施例2に記載されているヒトIL-8の検出における用量反応曲線であ
る。
【図１４】図14は、実施例2に記載されているC.difficileの検出における用量反応曲線で
ある。
【図１５】図15A～15Bは、(A)手動、及び(B)自動による、C.difficile毒素BのイムノPCR
フォーマットにおける用量反応曲線である(実施例2を参照)。
【発明を実施するための形態】
【０２０７】
定義
　本発明の理解を促進するため、用語及び表現のいくつかについて以下の通り定義する:
【０２０８】
　本明細書において、用語「検出する」、「検出すること」又は「検出」とは、検出可能
に標識された組成物を一般的に発見し又は認識すること、又は具体的に観察することを表
しうる。
【０２０９】
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　本明細書中で使用する「検出可能的に異なる」又は「スペクトルで識別可能である」と
いう用語は、同時に検出でき、また区別できる一組のラベル(例えば色素/蛍光団)を意味
する。
【０２１０】
　本明細書において、用語「患者」及び「対象」は、典型的にはヒトを指すものとして交
換可能に使用される。いくつかの実施形態において、本明細書に記載の方法は、ヒト以外
の動物由来のサンプルに使用することができ、例えば、ヒト以外の霊長類、イヌ、ウマ、
ネコ、ブタ、ウシ、ウサギ等に使用できる。更に、用語「患者」は、獣医学の文脈ではヒ
ト以外の動物に使用される場合もある。
【０２１１】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」及び「タンパク質」は、アミノ酸残基のポリマー
を指すものとして本明細書において交換可能に使用される。特定の実施形態において、ポ
リペプチドは、少なくとも2アミノ酸長、又は少なくとも4アミノ酸長、又は少なくとも4
アミノ酸長、又は少なくとも6アミノ酸長、又は少なくとも8アミノ酸長、又は少なくとも
10アミノ酸長、又は少なくとも15アミノ酸長、又は少なくとも20アミノ酸長、又は少なく
とも25アミノ酸長、又は少なくとも30アミノ酸長、又はそれ以上である。当該用語は、1
つ又は複数のアミノ酸残基が対応する天然に存在するアミノ酸の人工的化学的アナログで
ある、並びに、天然に存在するアミノ酸ポリマーである、アミノ酸ポリマーに適用される
。当該用語には、ポリペプチドを構成するアミノ酸を連結する従来のペプチド結合におけ
る変異体が含まれる。好適な「ペプチド/ポリペプチド/タンパク質」は、α炭素がペプチ
ド結合で連結されたアミノ酸の鎖である。したがって、鎖の一端の末端アミノ酸(N末端)
は遊離アミノ基を有し、一方、鎖の他端の末端アミノ酸(カルボキシ末端)は遊離カルボキ
シル基を有する。本明細書において、用語「アミノ末端」(略してN末端)は、タンパク質
のN末端のアミノ酸上の遊離α-アミノ基、又は、タンパク質内の他のいかなる位置のアミ
ノ酸のα-アミノ基(ペプチド結合を構成するときはイミノ基)を指す。同様に、用語「カ
ルボキシ末端」は、タンパク質のカルボキシ末端上の遊離カルボキシル基、又はタンパク
質内の他のいかなる位置のアミノ酸のカルボキシル基を指す。タンパク質にはまた、限定
されないがペプチド擬晶(例えばアミド結合ではなくエーテル結合したアミノ酸)等の他の
いずれのポリアミノ酸も基本的に包含される。典型的には、本明細書において提供される
タンパク質配列は、全て「L」型のアミノ酸を含む。しかしながら、特定の実施形態では
、本明細書において提供されるタンパク質配列のいずれかは、「L」及び「D」アミノ酸の
組合せを含むことができる。特定の実施形態において、本明細書において記載されるタン
パク質配列のいずれかは、全て「D」型アミノ酸を含むことによって、D-エナンチオマー
又はタンパク質のインベルソ形態を提供する。特定の実施形態において、本明細書におい
て記載されるタンパク質配列のいずれかは、アミノ酸が全ての「L」型アミノ酸であるレ
トロタンパク質を、但し逆の順序で含む。特定の実施形態において、本明細書において記
載されるタンパク質配列のいずれかは、逆の順序で全て「D」型アミノ酸から構成される
レトロインベルソタンパク質を含む。
【０２１２】
　本明細書において、用語「オリゴヌクレオチド」、「ポリヌクレオチド」、「核酸分子
」等は、核酸含有分子のことを指し、限定されないがDNAが包含される。当該用語には、
限定されないが、4-アセチルシトシン、8-ヒドロキシ-N6-メチルアデノシン、アジリジニ
ルシトシン、プソイドイソシトシン、5-(カルボキシヒドロキシルメチル)ウラシル、5-フ
ルオロウラシル、5-ブロムウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウラシル
、5-カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、イノシン、N6-イソペ
ンテニルアデニン、1-メチルアデニン、1-メチルプソイドウラシル、1-メチルグアニン、
1-メチルイノシン、2,2-ジメチル-グアニン、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-
メチルシトシン、5-メチルシトシン、N6-メチルアデニン、7-メチルグアニン、5-メチル
アミノメチルウラシル、5-メトキシアミノ-メチル-2-チオウラシル、β-D-マンノ合成キ
ュエオシン、5'-メトキシカルボニルメチルウラシル、5-メトキシウラシル、2-メチルチ
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オ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オ
キシ酢酸、オキシブトキソシン、プソイドウラシル、キュエオシン、2-チオシトシン、5-
メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル、5-メチルウラシル、N-ウラ
シル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸、プソイドウラシル、キュエ
オシン、2-チオシトシン及び2,6-ジアミノプリン等のDNA及びRNAの公知の塩基アナログの
いずれかを含む配列が包含される。特定の実施形態では、用語「オリゴヌクレオチド」と
は、典型的には500以下のヌクレオチドを有する一本鎖ポリヌクレオチドを指す。いくつ
かの実施形態では、オリゴヌクレオチドは、少なくとも6nt、又は少なくとも8nt、又は少
なくとも約10nt、又は少なくとも約12nt、又は少なくとも約15ntであり、多くとも約200n
t、又は多くとも約100nt、又は多くとも約50nt、又は多くとも約30nt、又は多くとも約25
ntである。オリゴヌクレオチドはそれらの長さによって表示されてもよく、例えば24残基
オリゴヌクレオチドは「24-mer」と称することもある。
【０２１３】
　本明細書において、標的遺伝子(又はその標的領域)と「相補性」という用語、並びに、
標的遺伝子配列に対するプローブ配列の「相補性」のパーセンテージとは、標的遺伝子の
配列、又は該標的遺伝子の相補配列に対する「同一性」のパーセンテージのことを指す。
本明細書に記載の組成物において使用されるプローブ(又はその領域)と標的遺伝子との間
の「相補性」の程度を、例えば本明細書において開示されるように決定する際、「相補性
」の程度は、プローブ(又はその領域)の配列と標的遺伝子又は該標的遺伝子の相補配列と
の間の、それらを最も適切に整列させたときの同一性パーセントとして表される。パーセ
ンテージは、整列配置された2つの配列間において同一である塩基の数を計数し、プロー
ブの隣接するヌクレオチド総数で除算し、100を乗算することによって算出される。用語
「相補的」を使用するときは、特に明記しない限り、対象となるオリゴヌクレオチドは、
標的分子と少なくとも90%相補的である。いくつかの実施形態において、対象オリゴヌク
レオチドは、標的分子と少なくとも91%、少なくとも92%、少なくとも93%、少なくとも94%
、少なくとも95%、少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、少なくとも99%又は1
00%相補的である。
【０２１４】
　用語「プライマー」は、二重鎖をポリヌクレオチド鋳型と共に形成した後、核酸合成の
開始部分として作用し、鋳型に沿ってその3'末端から伸張し、その結果伸張型二重鎖を形
成する能力を有する天然又は合成オリゴヌクレオチドを指す。プライマーの伸張は、通常
核酸ポリメラーゼ(例えばDNA又はRNAポリメラーゼ)によって実施される。伸張プロセスで
追加されるヌクレオチドの配列は、鋳型ポリヌクレオチドの配列により決定される。通常
、プライマーがDNAポリメラーゼによって伸張される。各種実施形態において、プライマ
ーは、約14～約40ヌクレオチド長の範囲、又は約18～約36若しくは約30若しくは約25ヌク
レオチド長の範囲を典型的に有する。特定の実施形態において、用語「プライマー」は、
例えば標的遺伝子、シグナルDNA等の、標的核酸分子の一連の少なくとも8つの隣接するヌ
クレオチドと相補的である領域を含むオリゴヌクレオチドを指す。いくつかの実施形態で
は、プライマー又はプローブは、標的分子の少なくとも9、少なくとも10、少なくとも11
、少なくとも12、少なくとも13、少なくとも14、少なくとも15、少なくとも16、少なくと
も17、少なくとも18、少なくとも19、少なくとも20、少なくとも21、少なくとも22、少な
くとも23、少なくとも24、少なくとも25、少なくとも26、少なくとも27、少なくとも28、
少なくとも29、少なくとも29、少なくとも30、少なくとも31、少なくとも32、少なくとも
33、少なくとも34、少なくとも35、少なくとも36、少なくとも37、少なくとも38、少なく
とも39、又は少なくとも40の隣接するヌクレオチド配列に対する相補的領域を含む。プラ
イマー又はプローブが「標的分子の隣接する少なくとも×ヌクレオチドと相補的である」
領域を含むとき、当該プライマー又はプローブは、標的分子の隣接する少なくとも×ヌク
レオチドと少なくとも95%相補的である。いくつかの実施形態において、プライマー又は
プローブは、標的分子と少なくとも96%、少なくとも97%、少なくとも98%、少なくとも99%
又は100%相補的である。プライマーは、様々な核酸の増幅反応において使用され、例えば
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単一のプライマーを使用する直鎖的な増幅反応又は2つ以上のプライマーを使用するポリ
メラーゼ連鎖反応に使用される。特定の用途のためのプ
ライマーの長さ及び配列を選択するためのガイダンスは当業者に周知であり、参照により
本明細書に組み込むDieffenbach編、「PCR Primer: A Laboratory Manual」、第2版(Cold
 Spring Harbor Press, New York、2003)に記載される通りである。
【０２１５】
　「核酸増幅」という用語には、典型的に鋳型依存的な方法で、少なくとも1つの標的核
酸の少なくとも一部が複製されるかいかなる手段も含まれ、限定されないが、一次関数的
に、又は指数関数的に、核酸配列を増幅する幅広い範囲の技術が含まれる。増幅する工程
を実施するための例示的な手段としてはポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反応(
LCR)、リガーゼ検出反応(LDR)、複合ライゲーション依存的プローブ増幅(MLPA)、ライゲ
ーション後のQ-レプリカーゼ増幅に、プライマー伸長、鎖置換増幅(SDA)、過剰分岐鎖置
換増幅、多置換増幅(MDA)、核酸鎖ベースの増幅(NASBA)、二段階多重増幅、ローリングサ
ークル増幅(RCA)が挙げられ、それらの多重バージョン及びそれらの組合せも含まれ、例
えば、限定されないがOLA/PCR、PCR/OLA、LDR/PCR、PCR/PCR/LDR、PCR/LDR、LCR/PCR、PC
R/LCR(別名、複合連鎖反応　CCR)、デジタル増幅等が含まれる。かかる技術に関する説明
は、多くの出典の中でも、Ausbelら、(1995)「PCR Primer: A Laboratory Manual」Diffe
nbach編、Cold Spring Harbor Press;Msuihら、(1996) J. Clin. Micro. 34: 501-07;Rap
ley編、(2002) The Nucleic Acid Protocols Handbook, Humana Press, Totowa, N.J.;Ab
ramsonら、(1993) Curr. Opin. Biotechnol. 4(1):41-47;Dayら、(1995) Genomics, 29(1
): 152-162;Ehrlichら、(1991) Science, 252: 1643-1650;Innisら、(1990)「PCR Protoc
ols: A Guide to Methods and Applications」Academic Press;Favisら、(2000) Nat. Bi
otechnol., 18: 561-564;Rabenauら、(2000) Infection, 28: 97-102;Belgrader, Barany
及びLubin、「Development of a Multiplex Ligation Detection Reaction DNA Typing A
ssay,」、Sixth International Symposium on Human Identification, 1995 (promega.co
m/geneticidproc/ussymp6proc/blegrad.htmlのウェブサイト);LCR Kit Instruction Manu
al, Cat. #200520, Rev. #050002, Stratagene社、2002;Baranyら、(1991) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 88: 188-193;Bi及びSambrook (1997) Nucl. Acids Res. 25: 2924-2951
;Zirviら、(1999) Nucl. Acid Res. 27: e40i-viii;Deanら、(2002) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 99: 5261-5266;Barany及びGelfand (1991) Gene, 109: 1-11;Walkerら、(1992
) Nucl. Acid Res. 20: 1691-1696;Polstraら、(2002) BMC Inf. Dis. 2: 18;Lageら、(2
003) Genome Res. 13(2): 294-307;Landegrenら、(1988) Science, 241: 1077-1080;Demi
dov (2002) Expert Rev. Mol. Diagn. 2(6): 542-548;Cookら、(2003) J. Microbiol. Me
th. 53(2): 165-174, Schweitzerら、(2001) Curr. Opin. Biotechnol. 12(1): 21-27;米
国特許第6,027,998号、第5,830,711号、第6,027,889号、第5,686,243号及び第6,605,451
号明細書;国際公開第97/31256号、第01/92579号、第00/56927A3号及び第98/03673A1号パ
ンフレット等に記載が存在する。
【０２１６】
　いくつかの実施形態において、増幅は、以下の経時的な手順の少なくとも1つのサイク
ルを含む:
少なくとも1つの標的核酸と相補的な、又は実質的に相補的な配列を有する少なくとも1つ
のプライマーをアニールすること、ポリメラーゼを使用してテンプレート依存的な方法で
少なくとも1つのヌクレオチド鎖を合成すること、及び新たに形成された核酸二重鎖を変
性させて鎖を分離させること。当該サイクルは、繰り返してもよく、又は繰り返さなくと
もよい。増幅は、熱サイクリングを含んでもよく、又は特定の実施形態においては、等温
的に実施してもよい。
【０２１７】
　本明細書において使用する用語「ハイブリダイズする」とは、典型的には「特異的なハ
イブリダイゼーション」を指し、すなわち、実施形態によってはストリンジェントな条件
下で、核酸分子が優先的に特定のヌクレオチド配列に対して、結合、デュプレキシング又
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はハイブリダイズすることである。「ストリンジェントな条件」という用語は、プローブ
がその標的配列に対し優先的にハイブリダイズし、他の配列とは少ない程度でハイブリダ
イズするか、又は全くハイブリダイズしない条件を指す。核酸ハイブリッド形成の文脈の
「ストリンジェントなハイブリダイゼーション」及び「ストリンジェントなハイブリダイ
ゼーション洗浄条件」は、配列依存的で、そして、異なる環境因子の下で異なる。例えば
、核酸のハイブリダイゼーションの詳細なガイドは、Tijssen(1993) 「Laboratory Techn
iques in Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with Nucleic Acid Pro
bes」、パートI、第2章、「Overview of principles of hybridization and the strateg
y of nucleic acid probe assays」、Elsevier, N.Y.(「Tijssen」)に記載されている。
一般的に、フィルターハイブリダイゼーションのための非常にストリンジェントなハイブ
リダイゼーション及び洗浄条件は、所定のイオン強度及びpHにおいて、特定の配列に対す
る熱融解点(Tm)より約5℃低いものが選択される。Tmは、(所定のイオン強度及びpH下で)
標的配列の50%が完全にマッチするプローブとハイブリダイズする温度である。特定の実
施形態において、非常にストリンジェントな条件は、特定のプローブのTmと等しいものが
選択される。ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーのバッファー組成物、温度及
びプローブ長に対する依存性は、当業者に公知である(Sambrook及びRussell (2001) Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual (3rd ed.)、第1～3巻、Cold Spring Harbor Labor
atory, Cold Spring Harbor Press, NYを参照)。
【０２１８】
　本明細書中で使用する「抗体」とは、ヒト又は他の種由来の免疫グロブリン遺伝子又は
免疫グロブリン遺伝子の断片によって実質的にコードされる1つ又は複数のポリペプチド
、又は、それらに由来する標的分子(例えば抗原)と結合できるポリペプチドからなるタン
パク質を意味する。確認されているヒト免疫グロブリン遺伝子は、κ、λ、α、γ、δ、
ε及びμ定常領域遺伝子、並びに無数のイムノグロブリン可変領域遺伝子を含む。軽鎖は
、κ又はλに分類される。重鎖は、γ、μ、α、δ又はεに分類され、それらはそれぞれ
、免疫グロブリンG、免疫グロブリンM、免疫グロブリンA、免疫グロブリンD及び免疫グロ
ブリンEの免疫グロブリンクラスとして定義される。
【０２１９】
　典型的なイムノグロブリン(抗体)構造単位は、四量体を含むことが公知である。各四量
体は、2対の同一のポリペプチド鎖(各対当たり1つの「軽」鎖(約25kD)及び1つの「重」鎖
(約50～70kD))から構成される。各鎖のN末端は、主に抗原認識の基となる約100～110以上
のアミノ酸による可変領域を決定する。用語「可変軽鎖(VL)及び可変重鎖(VH)」は、それ
ぞれそれらの軽鎖及び重鎖を指す。
【０２２０】
　抗体は、本来のイムノグロブリンとして存在するか、又は種々のペプチダーゼによる消
化によって産生され十分に解析されたいくつかの断片として存在する。すなわち、例えば
、ペプシンを用いてヒンジ領域のジスルフィド結合の下の部分で抗体を消化し、それ自体
ジスルフィド結合によってVH-CH1に連結する軽鎖であるFabのダイマー、すなわちF(ab)'2
を得る。F(ab)'2は穏やかな条件で還元され、ヒンジ領域のジスルフィド結合が切断され
、それにより(Fab')2のダイマーがFab'モノマーに変換されうる。Fab'モノマーは、基本
的にヒンジ領域の部分を有するFabである(他の抗体断片に関するより詳細な説明について
は、Fundamental Immunology, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993)を参照)。完
全抗体の消化物として各種の抗体断片が定義されているが、当業者であれば、かかるFab'
断片を、化学的に、又は組換えDNA法を利用することによって新たに合成できることを理
解する。したがって、本明細書で用いられる用語「抗体」には、全長抗体の修飾によって
産生されるか、又は組換えDNA法を使用して新たに合成される抗体断片も含まれる。特定
の好適な抗体としては、単鎖抗体(単一のポリペプチド鎖として存在する抗体)、より好ま
しくは単鎖Fv抗体(sFv又はscFv)が挙げられ、それらは、可変重鎖及び可変軽鎖が(直接、
又はペプチドリンカーで)連結されて連続したポリペプチドを形成したものである。単鎖F
v抗体は、共有結合で連結されたVH-VLヘテロダイマーであり、それらは、直接連結される
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か、又はペプチドをコードするリンカーを介して連結されたVH-及びVL-をコードする核酸
配列から発現することができる。Hustonら、(1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85: 58
79-5883。VH及びVLは、単一のポリペプチド鎖として相互に連結される一方で、VH及びVL
ドメインは、非共有結合的に会合する。繊維状ファージの表面に初めて発現させた機能性
抗体分子は単鎖Fv(scFv)であったが、しかしながら、代替的な発現ストラテジーも奏功し
た。例えば、鎖の1つ(重鎖又は軽鎖)がg3キャプシドタンパク質と融合し、その相補鎖が
可溶性分子としてペリプラズムに輸送される場合、Fab分子はファージ上に提示されうる
。2つの鎖は、同一又は異なるレプリコンにコードされうるが、重要な点は、各Fab分子の
2つの抗体鎖が翻訳後に会合し、ダイマーが、例えば鎖の1つのg3pへの連結を経てファー
ジ粒子に組み込まれるということである(例えば、米国特許第5,733,743号を参照)。抗体V
領域に由来する、天然に凝集するが化学的には分離された軽及び重ポリペプチド鎖が、抗
原結合部位の構造と実質的に類似する三次元構造にフォールディングされる分子に変換さ
れる、scFv抗体及び他の多くの構造が、当業者に公知である(例えば、米国特許第5,091,5
13号、第5,132,405号及び第4,956,778号を参照)。特に好適な抗体としては、ファージ上
に提示するあらゆるもの(例えば、scFv、Fv、Fab及びジスルフィド結合されたFv)とすべ
きである(Reiterら、(1995) Protein Eng. 8: 1323-1331を参照)。また、本明細書で用い
られる抗体には、限定されないが、nanobody(例えば、ラクダ抗体)(Harmsen及びHaard (2
007) Appl. Microbiol. Biotechnol. 77 (1): 13-22;Muller　ら、(2010) J. Biol. Chem
. 285(49): 38348-38361:Dolkら　(2005) Appl. Environ. Microbiol. 71(1): 442-450;S
tanfieldら、(2004) Science, 305(5691): 1770-1773;Desmyterら、(1996) Nat. Struct.
 Biol. 3(9): 803-811等を参照)、unibody(Kolfschotenら、(2007) Science 317: 1554-1
557;国際公開第2007/059782号パンフレット等)、affibody(Nordら、(1997) Nat. Biotech
nol. 15: 772-777;Ronmarkら、(2002) Eur. J. Biochem., 269: 2647-2655;米国特許第5,
831,012号等)が含まれる。
【０２２１】
　「特異的に結合する」というフレーズは、ある分子がある目的の標的に優先的に結合す
るか、又は、他の分子よりも標的(検体)に対して高い親和性で結合することを指す。例え
ば、抗体は、それに対応する抗原に選択的に結合する。DNA分子は実質的に相補的な配列
に結合し、ストリンジェントな条件下では無関係な配列とは結合しない。特異的な結合と
は、雑多な分子集団(例えばタンパク質及び他の生物学的物質)中における標的の有無を決
定付けるような結合反応を指す場合もある。すなわち、所定の条件下(例えば抗体の場合
、イムノアッセイ条件、又は核酸の場合、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条
件)では、特異的なリガンド又は抗体は、その特定の「標的」分子と結合し、その他の顕
著な量でサンプル中に存在する分子とは結合しない。すなわち、各種実施形態において、
ある分子の他の分子に対する結合、例えばプローブの場合には標的配列に対する結合に関
する「特異的である」又は「特異性」とは、2つの分子の間での認識、接触及び安定な錯
体形成が行われる一方で、その分子の他の分子に対しては実質的に少ない認識、接触又は
錯体形成が行われることを意味する。1つの態様では、第1の分子の第2の分子に対する結
合に関して「特異的である」とは、反応又はサンプルにおいて第1の分子が他の分子を認
識し、複合体を形成する場合において、それが第2の分子と最も多い数で複合体を形成す
ることを意味する。好ましくは、この最も多い数は、複合体の少なくとも50%、又は少な
くとも60%、又は少なくとも70%、又は少なくとも80%、又は少なくとも90%、又は少なくと
も95%が、複合体のいずれかの部材によって形成される。一般的には、特異的結合のイベ
ントに関係する分子は、それらの表面上に、又は空洞に、各々結合する分子間での特定の
認識を生じさせる領域を有する。特異的結合の例としては、抗体-抗原相互作用、酵素-基
質相互作用、ポリヌクレオチド及び/又はオリゴヌクレオチドの二重鎖又は三重鎖の形成
、受容体-リガンド相互作用等が挙げられる。本明細書において「接触」とは、特異性又
は特異的結合に関しては、2つの分子が、十分に近接する位置関係であるため、弱い非共
有結合的な化学的相互作用(例えばVan der Waal力、水素結合、塩基スタッキング相互作
用、イオン性及び疎水相互作用等)の分子間相
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互作用が支配的に作用することを意味する。
【０２２２】
　用語「サンプル」とは、標的検体(例えばポリペプチド、核酸等)の検出又は測定が求め
られる、生物学的、環境的、医療的、又は患者の身体的な起源に由来する一定量の材料を
指す。一方で、用語「サンプル」には、試料又は培養物(例えば微生物学的な培養物)が含
まれる。他方で、用語「サンプル」には、生物学的及び環境的サンプルの両方が含まれる
。サンプルには、合成された試料が含まれうる。生物学的サンプルは、ヒトを含む動物、
液体、固体(例えば便)、細胞又は組織、並びに液体及び固体状の食品及び餌料、並びに例
えば乳製品、野菜、食肉及び食肉副産物等の製品及び成分、並びに廃棄物であってもよい
。生物学的サンプルには、限定されないが、培養組織、血漿、血清、血液、唾液、羊水、
粘液、尿、膵液、脳脊髄液、胸膜液、乳汁、リンパ液、痰、精液、皮膚生検、気管支及び
/又は気管吸引液、ニードル吸引液、パンチ生検、低温保存された切片、FFPE切片等の、
対象(例えば患者)から採取した材料が含まれうる。生物学的サンプルは、ヒト及び各種の
家畜、並びに、限定されないが有蹄類、クマ、魚、齧歯動物、ウサギ等の動物を含む野性
動物の全てから得ることができる。環境的サンプルには、環境物質(例えば表層、土壌、
水及び産業的サンプル)、並びに食品及び乳製品の加工機械、装置、器材、用具、使い捨
て可能及び非使い捨て可能なアイテムから得られるサンプルが含まれる。これらの例は、
本発明に適用できるサンプルのタイプを限定するものとして解釈すべきでない。用語「サ
ンプル」及び「試料」は互換的に用いられる。
【０２２３】
　用語「検体」は、検出される及び/又は定量されるあらゆる部分を指す。検体には、限
定されないが、特定の生体分子(タンパク質、抗体、核酸(例えばDNA及び/又はRNA)、炭水
化物、レクチン等)、細菌又はその構成要素、細菌毒素又はその構成要素、ウイルス又は
その構成要素(例えばコートタンパク質)、菌類又はその構成要素、菌類毒素又はその構成
要素、原生動物又はその構成要素、原虫性毒素又はその構成要素、薬剤、他の毒素、食品
病原体等が含まれる。
【０２２４】
　用語「ポリメラーゼ連鎖反応」(又は「PCR」)とは、DNAの相補鎖の同時プライマー伸長
による、特異的なDNA配列のインビトロ増幅反応を指す。換言すれば、PCRとは、プライマ
ー結合部位に隣接する標的核酸の複数のコピー又は複製物を製造するための反応であり、
かかる反応には、以下の工程の一回以上の反復が含まれる:(i)標的核酸を変性させる工程
と、(ii)プライマー結合部位にプライマーをアニールさせる工程と、(iii)ヌクレオシド3
リン酸の存在下で、核酸ポリメラーゼによりプライマーを伸張させる工程。通常、当該反
応は、サーマルサイクラー装置において、工程ごとに最適化された異なる温度を周期的に
繰り返す。具体的な温度、各工程の時間及び工程間の変化の速度は、当業者に公知の多く
の要因に依存し変化する(McPhersonら編、(1995)「PCR: A Practical Approach」第二版
、IRL Press, Oxford等を参照)。例えば、従来のTaq DNAポリメラーゼを使用するPCRにお
いては、二本鎖の標的核酸を約90℃超の温度で変性させ、約50～約75℃の範囲の温度でプ
ライマーをアニールさせ、プライマーを約72℃～約78℃の範囲の温度で伸張させる。用語
「PCR」には、かかる反応の派生形態が含まれ、限定されないが、RT-PCR、リアルタイムP
CR、入れ子型PCR、定量的PCR、多重PCR等が含まれる。各種の実施形態において、PCR反応
液の量は、数百ナノリットル(例えば200nL)から数百μL(例えば約200μL)の範囲であって
もよい。
【０２２５】
　「逆転写PCR」(又は、「RT-PCR」)という用語は、標的RNAを相補一本鎖DNAに変換する
逆転写反応の後、それを増幅するPCRのことを指す(米国特許第5,168,038号参照)。
【０２２６】
　用語「リアルタイムPCR」は、反応の進行に伴い、反応生成物(すなわちアンプリコン)
の量がモニターされるPCRのことを指す。リアルタイムPCRには多くのタイプが存在し、そ
れらは、反応生成物をモニターするために使用される検出用化学物質の点で主に異なる(G
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elfandら、米国特許第5,210,015号(「TAQMAN(商標)」);Wittwerら、米国特許第6,174,670
号、及び第6,569,627号(インターカレーション色素);Tyagiら、米国特許第5,925,517号(
モレキュラービーコン)等を参照)。リアルタイムPCR用の検出用化学物質は、特にMackay
ら、(2002) Nucl. Acids Res. 30: 1292-1305にレビューが存在する。
【０２２７】
　用語「定量的PCR」又は「qPCR」は、サンプル又は試料中の1つ又は複数の特異的な標的
配列の量を測定するよう設計されたPCRのことを指す。定量的PCRには、かかる標的配列の
絶対量の定量及び相対量の定量の両方が含まれる。典型的には、定量的測定は、標的配列
とは別に、又は共に分析できる1つ又は複数の参照配列を使用して行われる。参照配列は
、サンプル又は試料に内在するか、又は外部由来のものであってもよく、後者の場合、1
つ又は複数の競合テンプレートを含めてもよい。典型的な内在性の参照配列としては、限
定されないが、以下の遺伝子の転写セグメントが挙げられる:β-アクチン、GAPDH、β2-
マイクログロブリン、リボソームRNA等。定量的PCR技術は、当業者に公知である(例えばF
reemanら、(1999)Biotechniques、26:112-126;Becker-Andreら、(1989)Nucl.Acids Res.1
7:9437-9447;Zimmermanら、(1996)Biotechniques、21:268-279;Diviaccoら、(1992)Gene
、122:3013-3020等を参照)。
【０２２８】
　複数の光学的(例えば蛍光)ラベルに関して「スペクトル分解可能な」又は「異なる、識
別可能な」という用語は、ラベルの光シグナル(例えば蛍光放射)バンドが十分に区別でき
、すなわち十分に非オーバーラップであるため、標準的な光検波システム(例えばバンド
パスフィルター及び光電子増倍管等のシステム等)を使用してそれぞれのラベルによって
発生するシグナル(例えば蛍光発光)に基づいて、それぞれのラベルが付着した分子タグを
識別できることを意味する(米国特許第4,230,558号、第4,811,218号等、又はWheelessら
、(1985)21～76頁、「Flow Cytometry:Instrumentation and Data Analysis」(Academic 
Press、New York)を参照)。
【０２２９】
　用語「試験管式手順」とは、カセット式(例えば、本明細書に記載のGENEXPERT(登録商
標)又は改良GENEXPERT(登録商標)カートリッジ)ではなく標準的な研究室用の装置類を用
いて作動させる手順を意味する。
【０２３０】
詳細な説明
　各種の実施形態において、イムノPCRを使用してポリペプチド(又は他の検体)の迅速な
検出及び/又は定量を容易にする装置及び方法が提供される。特定の実施形態において、
当該装置はまた、PCR又は他の増幅方法による目的の(イムノPCRのシグナルDNA以外の)核
酸の検出及び/又は定量を提供する。ポリペプチド(又は他の検体)及び核酸の両方を検出
及び/又は定量する能力に鑑み、本発明において提供される装置は、標的検体(例えばポリ
ペプチド)の検出又は定量、及び、任意に、関連する核酸の反射アッセイ、又は、逆にい
えば、標的核酸の検出又は定量、及び、関連するポリペプチドの反射アッセイを可能にす
る。特定の実施形態において、自動反応カートリッジを利用して、1つ又は複数の標的検
体(例えばポリペプチド)及び、任意に1つ又は複数の核酸標的の検出及び/又は定量を容易
にする方法において、迅速かつ正確なイムノPCR並びに核酸検出(例えばqPCRを介して)を
容易にする自動反応カートリッジが提供される。
【０２３１】
　ある種の実施形態では、本明細書に記載されるカートリッジは、限定されないが直接的
、及び間接的なサンドイッチフォーマットの両方を含む1つ又は複数のイムノPCR反応の全
部又は一部を実施する。特定の実施形態において、当該カートリッジは、標的イムノコン
ジュゲートを調製し、任意に全ての免疫複合体を除去し、又は、シグナルDNAで標識され
た抗体を除去し、又は、後で分離される結合したイムノコンジュゲートからシグナルDNA
を除去し、そしてこれらの部分のいずれかを、例えば、PCRカートリッジ、又はベンチト
ップPCRシステムで別に分析することができる。特定の実施形態において、当該カートリ
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ッジは、増幅及び増幅された生成物の検出及び/又は定量を含む完全なイムノPCRアッセイ
を提供する。特定の実施形態において、当該カートリッジは更に、イムノPCR反応におい
て使用されるシグナルDNA以外の核酸(例えばRNA、DNA)を、核酸分析(例えば調製、増幅及
び検出及び/又は定量)に対し提供する。特定の実施形態において、イムノPCRによって分
析される標的検体、及び任意に、分析される更なる核酸の単離及び精製が提供される。
【０２３２】
　イムノPCR分析の自動化により、例えば全体の処理時間の低減、効率の改善、ユーザー
エラー及び変動性の低減、工程間のロスの最小化、及びより小量のサンプルを使用する際
の改良された能力等、いくつかの利点が得られる。本明細書に記載されるように、カート
リッジベースのプロセスの使用は、複数のサンプルタイプを用いた迅速かつ簡単な試験を
可能にする。更に、同じサンプルに対する核酸分析(例えばRNA又はDNAのqPCR)を実施する
能力により、最小の時間及び資源の使用により有効な反射アッセイが実施でき、また検出
閾値及び精度が改善されると考えられる。
【０２３３】
　本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、幅広い範囲で使用できる。
例えば、イムノPCRは、限定されないが、ウイルス、細菌、菌類、原生動物、並びに、限
定されないが、かかる微生物のあらゆる病原性の形態/種/株等、様々な微生物の存在を同
定し、及び/又はその定量に用いることができる。
【０２３４】
　特定の実施形態において、イムノPCRは、これらの微生物のいずれかによって産生され
る、例えば志賀毒素、Clostridium difficile毒素A及び毒素B、ボツリヌスニューロトキ
シンA及びB、各種のマイコトキシン等を含むが、これらに限定されない毒素を同定するた
めに用いることができる。本明細書のイムノPCR装置及び方法は、例えばClostridium dif
ficile感染(Swaleら、(2014) PLoS ONE 9(8): e106118参照)と関連するIL-8、カルプロテ
クチン及びラクトフェリン等の宿主応答炎症マーカーを同定するために用いることができ
る。本明細書に記載のイムノPCR装置及び方法は、各種の癌又は癌マーカーを同定し、薬
剤耐性を示す癌細胞又は微生物(例えばMRSA、薬物抵抗性結核、ドキソルビシン又はゲン
タマイシン耐性癌細胞等)を同定するために用いることができる。イムノPCRアッセイは、
特に、医療分野のみならず、環境分野(例えば水及び土壌汚染物質のスクリーニング)及び
農業分野(例えば牛肉、鳥肉、各種の食用作物等のスクリーニング)での使用を見出す。
【０２３５】
　各種実施形態において、本明細書に記載のカートリッジが、(1つ又は複数の標的検体の
)イムノ-PCR分析及び(1つ又は複数の標的核酸の)核酸分析の両方を可能にするため、第1
にイムノPCRの標的のアッセイを行い、次に関連する核酸に関する反射アッセイを行うか
、又は、第1に核酸標的のアッセイを行い、次に関連する標的検体に関する反射イムノPCR
アッセイを行うことが可能である。基本的に同じ検体に対してかかる反射アッセイを迅速
に行う能力は、アッセイ(例えば、特に転写と翻訳のパターンが必ずしも正の相関でない
場合)の感度を改善し、偽陽性の発生を減らすことができる。
【０２３６】
イムノPCR法
　イムノPCR(I-PCR)は、ELISAの用途の広範さと、PCRの指数関数的増幅力及び感度性とを
組み合わせることにより、アナログ的なELISAと比較し感度を上昇させるものである。イ
ムノPCRは、抗原-抗体相互作用を検出するELISAと類似するが、酵素コンジュゲート抗体
を使用する代わりに、抗体にはDNAフラグメント(シグナルDNA)のラベルが付着しており、
それは例えばPCRによって増幅することができる。ELISAは、抗原の検出のための最も一般
的に用いられる方法であるにもかかわらず、標的抗原の濃度が低いときには機能しないこ
とが多い。PCRは、核酸分子の検出のためのルーチン法として実験室では広く用いられる
が、それは非核酸分子を検出することができない。
【０２３７】
　イムノPCRは、タンパク質(又は他の)抗原及びそれらの抗原に対して生じる抗体の検出
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を可能にする用途範囲の広い方法である。イムノPCRは、限定されないが、サイトカイン
、腫瘍マーカー、T細胞受容体、アンギオテンシノーゲン、毒素、ホルモン類、並びに自
己免疫疾患及びアルツハイマー型疾患のバイオマーカー等、様々な生体分子の検出のため
に広く研究されてきた。それは、微生物抗原及び抗体の検出のための新規な診断ツールと
して構成することができる(Niemeyerら、(2005) Trends Biotechnol. 23: 208-216;Nieme
yerら、(2007) Nat. Protoc. 2: 1918-1930;Malou and Raoult (2011) Trends Microbiol
. 19: 295-302;Potuckovaら、(2011) J. Immunol. Meth. 371: 38-47;Mehtaら、(2012) D
iagn. Microbiol. Infect. Dis. 72: 166-174等を参照)。イムノPCRは、各種のウイルス
及び細菌タンパク質(例えばロタウィルス抗原VP6(Adlerら、(2005) Biochem. Biophys. R
es. Commun. 333: 1289-1294を参照)、HIV p24抗原(例えばBarlettaら、(2004) Am. J. C
lin. Pathol. 122: 20-27を参照)、ノロウイルスカプシド(例えばTian and Mandrell (20
06) J. Appl. Microbiol. 100: 564-574を参照)、及びStaphylococcus aureusの細胞壁の
プロテインA(例えばHuang and Chang (2004) Clin. Chem. 50: 1673-1674を参照))の検出
に使用されてきた。イムノPCRは、ヒト血清中の流行性耳下腺炎特異的免疫グロブリンG(I
gG)の測定(例えばMcKieら、(2002) J. Immunol. Meth. 270: 135-141等を参照)等、抗体
検出用にも構成され、適用されてきた。
【０２３８】
　一般的に用いられるイムノPCRのいくつかのフォーマットとしては、直接的イムノPCR、
間接的イムノPCR、サンドイッチイムノPCR及び間接的サンドイッチイムノPCRが挙げられ
るが、これらに限定されない。
【０２３９】
　従来のサンドイッチイムノPCRにおいては、マイクロタイタープレートのウェルに付着
する捕捉抗体によって、検出される抗原(標的検体)が結合し、捕捉抗体と、同様に抗原と
結合する検出抗体との間にはさまれる(例えば図1の左図参照)。検出抗体には、シグナルD
NA(別名レポーターDNA)が付着し、それは検出シグナルを提供させるためにその後増幅さ
れる。「サンドイッチ」(捕捉Ab-検体-検出Ab-シグナルDNA)の形成により、免疫複合体(I
C)(別名イムノコンジュゲート)が生じる。結合していない材料及び/又は非特異的に結合
した材料を除去するために洗浄した後、シグナルDNAを検出抗体から除去するか、又は、
免疫複合体を破壊してシグナルDNAを担持する検出抗体を放出させ、それにより、次のシ
グナルDNA増幅産物の増幅及び検出及び/又は定量を行うことができ、それにより、標的検
体の存在及び/又は量の指標を提供することが可能となる。本明細書に記載の特定の新規
な実施形態において、免疫複合体全体を増幅反応に供することができる。
【０２４０】
　間接的サンドイッチイムノPCRにおいて、抗原(標的検体)は、捕捉抗体(典型的にはマイ
クロタイタープレートウェルに付着)と検出抗体との間に挟まれる。検出抗体は次に、シ
グナルDNA(別名レポーターDNA)が付着した標識抗体と結合し、該DNAは検出シグナルを提
供させるためにその後増幅される(図1の右図参照)。「標識サンドイッチ」(捕捉Ab-検体-
検出Ab-標識Ab-シグナルDNA)の形成により、標識イムノコンジュゲート(別名標識免疫複
合体)を提供する。結合していない材料及び/又は非特異的に結合した材料を除去するため
に洗浄した後、シグナルDNAを標識抗体から除去するか、又は、免疫複合体を破壊してシ
グナルDNAを担持する標識抗体を放出させ、それにより、次のシグナルDNA増幅産物の増幅
及び検出及び/又は定量を行うことができ、それにより、標的検体の存在の指標すること
、及び/又はその量の測定が可能となる。本明細書に記載の特定の新規な実施形態におい
て、標識免疫複合体全体を増幅反応に導入することができる。
【０２４１】
　直接的イムノPCR及び間接的イムノPCRにおいては、捕捉抗体は省略され、検体は表面(
例えばマイクロタイタープレートの表面)に直接結合する。
【０２４２】
　特定の理論に拘束されないが、サンドイッチフォーマット(例えばサンドイッチイムノP
CR及び間接的サンドイッチイムノPCR)は、直接的イムノPCR及び間接的イムノPCRよりも優
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れていると考えられ、その理由としては、サンドイッチ法では表面上に検体を直接塗布す
る必要がなく、それにより、安定性を損なうことなく非特異的結合を減少させることがで
きることが挙げられる(Niemeyerら、(1997) Anal. Biochem. 246: 140-145;Mehtaら、(20
12) Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 72: 166-174等を参照)。本明細書においては、カ
ートリッジ式のイムノPCR法をサンドイッチ法に関して記載するが、各種実施形態におい
て、ビーズに、及び/又はチャンバー/チャネル/マトリックス表面に検体を直接付着させ
る非サンドイッチフォーマットにフォーマット変更することもできることが理解できるで
あろう。
【０２４３】
　後述するように、本明細書に記載のカートリッジ法では、シグナルDNAの付着及び/又は
放出のための多数のストラテジーを利用することができる。
【０２４４】
　本明細書に記載されるイムノPCRは、単にシグナルDNAのPCR増幅だけに限定されないこ
とも理解される。本発明では他の増幅方法も考えられ、例えば、限定されないが、リガー
ゼ連鎖反応(LCR)、リガーゼ検出反応(LDR)、複合ライゲーション依存的なプローブ増幅(M
LPA)、ライゲーション及びそれに続くQ-レプリカーゼ増幅、プライマー伸長法、鎖置換増
幅(SDA)、過剰分岐鎖置換増幅、多置換増幅(MDA)、核酸鎖ベースの増幅(NASBA)、ローリ
ングサークル増幅(RCA)、近傍リガーゼアッセイ(PLA)等が挙げられる。
【０２４５】
カートリッジベースのイムノPCR法
　各種実施形態においてイムノPCR、及び、任意に、イムノPCRに使用するシグナルDNA以
外の核酸の核酸分析(例えばqPCR)は、カートリッジにおいて行われる。特定の実施形態に
おいて、イムノPCR及び核酸分析の両方が実施される場合、両方のアッセイを同じカート
リッジにおいて実施することができる。
【０２４６】
　特定の実施形態において、標的検体(例えばポリペプチド)の結合、サンドイッチ免疫複
合体(又は間接アッセイの場合、標識サンドイッチ免疫複合体)の形成、シグナルDNAの放
出、並びに次のシグナルDNAの増幅及び検出及び/又は定量(標的検体の存在及び/又は量の
測定)は、いずれも単一のカートリッジにおいて行われる。同様に、核酸分析を更に実施
する場合、精製及び増幅及び増幅された核酸の検出及び/又は定量は、いずれも同じカー
トリッジにおいて実施することができる。
【０２４７】
　イムノPCRの際、サンプルを、イムノPCRと互換性を有するバッファー/溶液において任
意に調製した上で、カートリッジのサンプルチャンバーに導入する。カートリッジは典型
的には、直接的イムノPCR反応又は間接的イムノPCR反応を実施するのに必要な1つ又は複
数の、又は全ての試薬を含む。特定の実施形態において、カートリッジは、イムノPCRを
使用して複数の検体を検出するための1つ又は複数又は全ての試薬を含む。すなわち、カ
ートリッジは、例えば2若しくは3、4若しくは5、6若しくは7、8若しくは9、又は10以上の
異なる標的検体のための捕捉及び/又は検出抗体を含んでもよい。
【０２４８】
　特定の実施形態において、カートリッジを処理モジュールに設置し、処理モジュールを
制御するソフトウェアの選択画面において一通りクリックし、イムノPCRアッセイが開始
される(図10A及び10Bを参照)。次に、カートリッジはイムノPCRアッセイを行う。特定の
実施形態において、核酸分析(例えばDNA又はRNAの検出又は定量)も行われる。ある特定の
実施形態においては、操作の全てがそのカートリッジにおいて行われ、一方他の実施形態
においては、例えば後述するように、全操作のうちのサブセットがそのカートリッジにお
いて行われる。
【０２４９】
　各種の例示的であるが非限定的な実施形態において、サンプルとして、検出しようとす
る検体を含むと考えられるいかなる材料も挙げられる。特定の実施形態において、サンプ
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ルは、標的検体(例えばポリペプチド、有機小分子、糖、レクチン、炭水化物、核酸等)の
検出又は測定が求められる、生物学的、環境的、医療的、又は患者の身体的な起源に由来
する一定量の材料を含む。各種実施形態において、サンプルは、試料又は培養物(例えば
微生物学的な培養物)を含む。特定の実施形態において、サンプルは、ヒト又はヒト以外
の動物由来の生体サンプル(例えば体液、生体内固形物(例えば便)、細胞又は組織)を含む
。特定の実施形態において、サンプルは、便、血漿、血清、血液、唾液、羊水、粘液、尿
、膵液、脳脊髄液、胸膜液、乳汁、リンパ液、痰、精液、皮膚生検、気管支及び/又は気
管吸引液、ニードル吸引液、パンチ生検、低温保存された切片、FFPE切片等の、対象(例
えばヒト患者又は動物)から採取した材料を含む。特定の実施形態において、サンプルは
、液体又は固体状の食品及び餌料(例えば乳製品、野菜、食肉及び食肉副産物等)を含む。
特定の実施形態において、サンプルは、環境由来のサンプル(例えば表層物質、土壌、水
及び/又は植生)を含む。特定の実施形態において、サンプルは、バクテリア、ウイルス、
原生動物又は他の病原体を含むことが疑われる材料を含みうる。
【０２５０】
　各種実施形態において、直接アッセイを使用した例示的なカートリッジベースのイムノ
PCRでは、イムノPCRを行うように構成されるカートリッジの(例えば後述するような)サン
プル受容チャンバーにサンプルを提供し、更にカートリッジを用いて、
1)捕捉抗体が検体と結合して捕捉抗体/検体複合体を形成する条件下で、捕捉抗体と検体(
サンプルに存在する場合)とを接触させ、
2)検出抗体が特異的に捕捉抗体/検体複合体と結合し、免疫複合体を形成する条件下で、
シグナルDNAに付着する検出抗体と検体とを接触させ、
3)シグナルDNAを含む免疫複合体又はその部分を放出して、温度調節されたチャネル又は
チャンバーに免疫複合体又はその部分を送達し、
4)温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて核酸増幅を行い、シグナル核酸を検出
及び/又は定量し、それにより、検体を検出及び/又は定量する。
【０２５１】
　特定の実施形態において、間接アッセイを使用した例示的なカートリッジベースのイム
ノPCRでは、イムノPCRを行うように構成されるカートリッジの(例えば後述するような)サ
ンプル受容チャンバーにサンプルを提供し、更にカートリッジを用いて、
1)イムノPCRを行うように構成されるカートリッジのサンプル受容チャンバーにサンプル
を提供し、カートリッジを用いて、
2)捕捉抗体が検体と結合して捕捉抗体/検体複合体を形成する条件下で、捕捉抗体と検体(
サンプルに存在する場合)とを接触させ、
3)検出抗体が捕捉抗体/検体複合体と特異的に結合し、免疫複合体を形成する接触条件下
で、検出抗体と検体とを接触させ、
4)シグナルDNAに付着する標識抗体が検出抗体と特異的に結合し、標識免疫複合体を形成
する接触条件下で、検出抗体に結合する標識抗体と免疫複合体とを接触させ、
5)シグナルDNAを含む標識免疫複合体又はその部分を放出して、温度調節されたチャネル
又はチャンバーに免疫複合体又はその部分を送達し、
6)温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて核酸増幅を行い、シグナル核酸を検出
及び/又は定量し、それにより、検体を検出及び/又は定量する。
【０２５２】
　各種実施形態において、核酸増幅は、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反応(
LCR)、リガーゼ検出反応(LDR)、複合ライゲーション依存的なプローブ増幅(MLPA)、ライ
ゲーション及びそれに続くQ-レプリカーゼ増幅、プライマー伸長法、鎖置換増幅(SDA)、
過剰分岐鎖置換増幅、多置換増幅(MDA)、核酸鎖ベースの増幅(NASBA)及びローリングサー
クル増幅(RCA)からなる群から選択される方法を含む。
【０２５３】
　イムノPCRは、多くのフォーマットのいずれかを使用するカートリッジにおいて実施す
ることができる。例えば、特定の実施形態では、捕捉抗体を反応チャンバーの壁に、又は
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カートリッジのチャンバー内のマトリックス材料(例えばシリカ)に付着させ、検体の結合
では、前記反応チャンバー又はマトリックス材料に検体を固定する。検出抗体が結合し、
また間接アッセイの場合、標識抗体が結合し、得られるイムノコンジュゲート又は標識イ
ムノコンジュゲートを洗浄して未結合の材料及び/又は非特異的に結合した材料を除去し
、シグナルDNA(直接アッセイでは検出抗体に付着、又は間接アッセイでは標識抗体に付着
)を、例えば後述するように、次の増幅のために放出させる。
【０２５４】
　しかしながら、各種実施形態において、捕捉抗体は、粒子(例えばラテックス粒子、シ
リカ粒子、テフロン（登録商標）粒子、貴金属粒子(例えば金)、磁性粒子等)に(例えば図
2に図示するように)付着する。特定の実施形態において、捕捉抗体は、(例えば粒子及び
抗体上に存在する官能性基間の反応を介して)直接粒子に付着するか、又は、捕捉抗体は
、抗体(例えば二官能性リンカー、例えばヘテロ二官能性リンカー)を介して化学的にコン
ジュゲートするか、又は、当該抗体は、ビオチン/アビジン反応により粒子に連結される
。
【０２５５】
　粒子に付着する捕捉抗体は検体と結合し、それは次に検出抗体と結合することができ、
免疫複合体(又は、間接アッセイの場合には標識免疫複合体)を形成する。なお、図2は、
直接サンドイッチアッセイによって産生される免疫複合体を例示するものである。洗浄後
、例えば後述するように、シグナルDNAが放出され、検出のために増幅される(例えば図3
参照)。
【０２５６】
　特定の実施形態において、粒子は、表面に付着せず、<粒子>-<捕捉Ab>-<検体>-<検出Ab
-シグナルDNA>免疫複合体、又は、<粒子>-<捕捉Ab>-<検体>-<検出Ab>-<ラベルAb-シグナ
ルDNA>標識免疫複合体が、溶液/懸濁液において形成される。得られる免疫複合体又は標
識免疫複合体を、次に、例えば、基材に対する粒子の化学結合(例えばビオチン/アビジン
相互作用)を経て、例えば本明細書に記載されるマトリックス材料に固定させることもで
き、又は、得られる免疫複合体又は標識免疫複合体を、多孔性基材(例えば本明細書に記
載されるマトリックス材料)への単純な機械的包括及び/又は吸着により固定させることも
できる。
【０２５７】
　シグナルDNAの放出機構は、シグナルDNAを検出抗体に、又は間接アッセイの場合、標識
抗体に付着させるために使用される具体的な結合様式に依存する。各種実施形態において
、免疫複合体全体若しくは標識免疫複合体全体、又は、免疫複合体若しくは標識免疫複合
体の一部、又は、シグナルDNA若しくはシグナルDNAの断片は、放出され、増幅のため、温
度調節されたチャネル又はチャンバーに送達される。
【０２５８】
　図4(パネルA～D)は、シグナルDNAを検出抗体に、又は標識抗体にカップリングさせるた
めの、いくつかの例示的であるが非限定的な方法を示す。図4に例示するように、パネルA
の特定の実施形態では、シグナルDNAを検出抗体(又は標識抗体)に化学的にコンジュゲー
トさせることができる。
【０２５９】
　典型的には、リンカーは、核酸に対して抗体を化学的にコンジュゲートさせるために用
いる。一般にリンカーは官能性基を含む。官能性基には、1つの反応基を含む単官能性リ
ンカー、並びに、2つ以上の異なる機能的標的と結合を形成することができる2つ以上の反
応基を含む多官能性リンカーが含まれる。いくつかの実施形態において、多官能性リンカ
ーは、2つ以上の異なる反応基を含むヘテロ二官能性リンカーである。
【０２６０】
　適切な反応基としては、チオール(-SH)、カルボキシレート(COOH)、カルボキシル(-COO
H)、カルボニル、アミン(NH2)、ヒドロキシル(-OH)、アルデヒド(-CHO)、アルコール(ROH
)、ケトン(R2CO)、活性水素、エステル、スルフヒドリル(SH)、リン酸塩(-PO3)又は光反



(38) JP 2020-503857 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

応性部分が挙げられるが、これらに限定されない。アミン反応基としては、例えばイソチ
オシアネート、イソシアネート、アシルアザイド、NHSエステル、塩化スルホニル、アル
デヒド及びグリオキサール、エポキサイド及びオキシラン、カルボネート、アリール化剤
、イミドエステル、カルボジイミド及び無水物が挙げられるが、これらに限定されない。
チオール反応基としては、例えばハロアセチル及びハロゲン化アルキル誘導体、マレイミ
ド、アジリジン、アクリロイル誘導体、アリール化剤、及びチオール-ジスルフィド交換
試薬が挙げられるが、これらに限定されない。カルボキシレート反応基としては、例えば
ジアゾアルカン及びジアゾアセチル化合物、例えばカルボニルジイミダゾール及びカルボ
ジイミドが挙げられるが、これらに限定されない。ヒドロキシル反応基としては、例えば
エポキサイド及びオキシラン、カルボニルジイミダゾール、過ヨウ素酸による酸化、N、N
'-ジスクシニミジルカルボネート又はN-ヒドロキシスクシニミジルクロロホルメート、酵
素的酸化、ハロゲン化アルキル及びイソシアネートが挙げられるが、これらに限定されな
い。アルデヒド及びケトン反応基としては、例えばシッフ塩基形成又は還元アミノ化のた
めのヒドラジン誘導体が挙げられるが、これらに限定されない。活性水素反応基としては
、例えばマンニッヒ凝集反応及びヨウ素化反応のためのジアゾニウム誘導体が挙げられる
が、これらに限定されない。光反応性基としては、例えばアリールアジド及びハロゲン化
アリールアジド、ベンゾフェノン、ジアゾ化合物及びジアジリン誘導体が挙げられるが、
これらに限定されない。
【０２６１】
　化学的コンジュゲートを形成する際に有用な他の適切な反応基及び反応の種類としては
、バイオコンジュゲートの化学で公知のものが挙げられる。抗体の化学的コンジュゲート
反応において現在用いられる種類としては、求核置換(例えばハロゲン化アシルとアミン
及びアルコールとの反応、活性化エステル)、求電子置換(例えばエナミン反応)及び炭素-
炭素及び炭素-ヘテロ原子多重結合への付加(例えばミカエル反応、ディールス-アルダー
付加)が挙げられるが、これらに限定されない。これらの、また他の有用な反応は、例え
ばMarch (1985) Advanced Organic Chemistry, 3rd Ed., John Wiley & Sons, New York;
Hermanson (1996) Bioconjugate Techniques, Academic Press, San Diego;及びFeeneyら
、(1982) Modification of Proteins; Advances in Chemistry Series, Vol. 198, Ameri
can Chemical Society, Washington, D.C.に記載されている。
【０２６２】
　特定の実施形態において、リンカーは典型的には、両方の分子(例えば抗体及び核酸)と
共有結合を形成することができる。特に適切なリンカーは、当業者に公知であり、直鎖状
又は分岐鎖状の炭素リンカー、複素環式炭素リンカー又はペプチドリンカーが挙げられる
が、これらに限定されない。特定の実施形態において、リンカーは、抗体の構成アミノ酸
に対し、それらの側鎖基を介して(例えばシステインに対するジスルフィド結合によって)
連結されうる。しかしながら、特定の実施形態では、リンカーは、抗体上の末端アミノ酸
のα炭素アミノ基及びカルボキシル基に連結される。
【０２６３】
　特定の実施形態において、抗体上の基との反応性を有する1つの官能性基と、核酸との
反応性を有する他の基とを有する二官能性リンカーを用いることで、所望のコンジュゲー
トを形成できる。或いは、誘導体化を行うことでも官能性基を提供できる。すなわち、例
えばペプチド上への遊離スルフヒドリル基の生成手順も公知である(米国特許第4,659,839
号を参照)。
【０２６４】
　特定の実施形態において、連結剤は、2つ以上の異なる反応基を含むヘテロ二官能性リ
ンカーである。例えば、システイン等のヘテロ二官能性リンカーは、アミン反応基を有す
ることができ、チオール反応基は、誘導体化されたペプチド上のアルデヒドと相互作用す
ることができる。特定の実施形態において、リンカーはリジンとカップリングすることが
できる。ヘテロ二官能性リンカーに適する反応基の更なる組合せとしては、例えばアミン
及びスルフヒドリル反応基、カルボニル及びスルフヒドリル反応基、アミン及び光反応性
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基、スルフヒドリル及び光反応性基、カルボニル及び光反応性基、カルボキシレート及び
光反応性基、並びにアルギニン及び光反応性基、が挙げられる。特定の実施形態において
、適切なリンカーとしては、スクシンイミジル4-ヒドラジノニコチネートアセトンヒドラ
ゾン(SANH)又はスクシンイミジル4-(N-マレイミドメチル)、シクロヘキサン-1-カルボキ
シレート(SMCC)等が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２６５】
　ペプチド又はタンパク質に対する各種の分子を付着させるための様々な手順及びリンカ
ー分子が公知である(例えば、欧州特許出願第188,256号;米国特許第4,671,958号、第4,65
9,839号、第4,414,148号、第4,699,784号;第4,680,338号;第4,569,789号及び第4,589,071
号、並びにBorlinghausら、(1987) Cancer Res. 47: 4071-4075;van Buggenumら、(2106)
 Sci. Rep., 6: 22675;Gongら、(2015) Bioconjug. Chem., 27: 217-227等を参照)。
【０２６６】
　特定の実施形態において、標識DNAを検出抗体(又は標識抗体に)に連結するリンカーは
、切断不可能なリンカーである。
【０２６７】
　化学的コンジュゲーションに代わるものとして、アビジン/ビオチン相互作用を使用し
て核酸に抗体を連結することができる(例えば図4のパネルBを参照)。かかる相互作用とし
ては、アビジン/ビオチン相互作用、ストレプトアビジン/ビオチン相互作用、ニュートラ
アビジン/ビオチン相互作用等が挙げられるが、これらに限定されない。アビジン-ビオチ
ン相互作用は、適切な化学的条件下では基本的に不可逆的である。
【０２６８】
　ある種の実施形態では、特に抗体に対するシグナルDNAの付着が切断できない場合、増
幅反応部位(例えば温度制御チャネル又はチャンバー)に対するシグナルDNAの送達は、単
に免疫複合体(又は標識免疫複合体)全てを増幅反応に送達することによって達成できる。
したがって、例えば本明細書に記載されるように免疫複合体が粒子上に形成される場合、
粒子は単に(例えばマトリックス材料への)機械的包括から逆溶出させることができる。(
最初に粒子に結合した免疫複合体を送達した方向から)流れ方向を逆転させることにより
、増幅反応における検出のために十分な量の免疫複合体が放出される。
【０２６９】
　特定の実施形態において、免疫複合体は、シグナルDNAを担持する検出抗体、又はシグ
ナルDNAを担持する標識抗体を放出させるために単に破壊することもでき、それにより、
抗体が結合したシグナルDNAが増幅反応に送達される。抗体/検体複合体を破壊する方法は
、当業者に公知である。かかる方法としては、抗体/検体複合体を加熱して、又は抗体/検
体複合体を塩基性溶液(例えばKOH)下に置くことが挙げられるが、これらに限定されない
。特定の実施形態において、抗体/検体複合体は、例えば、高塩条件、例えばSDS/尿素(例
えば8M)等の変性条件、グリシン・HCl等を使用して破壊することができる。
【０２７０】
　特定の実施形態において、抗体は、切断可能なリンカーを使用してシグナルDNAに付着
する。多数の切断可能なリンカーが当業者に公知である(例えば米国特許第4,618,492号;
第4,542,225号、第4,625,014号等を参照)。切断可能なリンカーの例としては、酸に不安
定なリンカー、塩基に不安定なリンカー、プロテアーゼ切断可能なリンカー、ジスルフィ
ドリンカー等が挙げられるが、これらに限定されない。酸に不安定なリンカーは、中性付
近のpHで安定であるが、低いpH条件では不安定になり、分解するよう設計されている。プ
ロテアーゼ切断可能なリンカーは、カートリッジに添加されてかかる切断を触媒できる各
種のプロテアーゼに感受性を有するよう設計されている。1つの例示的であるが非限定的
なプロテアーゼ切断可能なリンカーは、各種のカテプシンにより迅速に加水分解されるVa
l-Cit結合を含む。ジスルフィド結合を含むリンカーは、例えばジチオスレイトール(DTT)
又はトリス(2-カルボキシエチル)ホスフィン(TECP)等を用いて容易に切断できる。
【０２７１】
　1つの例示的であるが非限定的な実施形態において、シグナルDNAに対する抗体のコンジ
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ュゲーションは、アルキン-アジド環化付加(銅フリークリック反応)を使用して実施でき
、そこでは、抗体がジベンゾシクロオクチン(DBCO)部分により活性化され、その後アジド
変性DNAと共有結合で連結される(Gongら、(2015) Bioconjug. Chem., 27: 217-225を参照
)。リンカーには、プロテアーゼ切断可能な結合、ジスルフィド結合等を容易に組み込む
ことができる。他の例示的であるが非限定的なアプローチでは、抗体は、化学的に切断可
能なNHS-s-s-テトラジンによって官能化される。二本鎖DNAは、N3-dATPの酵素的付加及び
トランス-シクロオクテン-PEG-ジベンゾシクロオクチンへのカップリングにより、TCO官
能化される。次に官能化された抗体及びdsDNAを、例えば1:2の低いモル比で混合すること
により、コンジュゲートが効率的に得られる(例えばvan Buggenumら、(2016) Sci. Rep.,
 6: 22675を参照)。特定の実施形態において、リンカーを構成するPEGはPEG12である。
【０２７２】
　抗体を切断可能なリンカーを使用してシグナルDNAに付着させる場合、カートリッジは
、リンカーを切断するのに適する試薬(例えばプロテアーゼ、DTT、酸、塩基等)を含むこ
とができる。シグナルが放出される場合、免疫複合体(又は標識免疫複合体)を切断試薬に
接触させ、それによりシグナルDNAを放出させ、それを増幅反応(例えば温度制御された反
応チャンバー又はチャネル)へ送達できるよう、カートリッジを操作する。
【０２７３】
　特定の実施形態において、シグナルDNAはビーズに付着し、それはまた、検出抗体に、
又は標識抗体に付着する(例えば図4のパネルC参照)。抗体又はシグナルDNAが、切断可能
なリンカーを介してビーズに付着する場合、例えば、上記の通りリンカーを切断すること
により、シグナルDNAは粒子から放出でき、又はビーズ-シグナルDNA複合体は抗体から放
出できる。シグナルDNA及び抗体が切断できない手段(例えば切断されないリンカー、ビオ
チン/アビジン相互作用等)によってビーズに付着する場合、抗体/検体複合体は、例えば
、上記の通りに破壊することができ、それにより、検出抗体-ビーズ-シグナルDNA部分、
又は標識抗体-ビーズ-シグナルDNA部分が放出され、それを増幅反応に送達することがで
きる。特定の実施形態において、熱によりビーズからシグナルDNAを十分に放出させるこ
とができる。
【０２７４】
　ある種の実施形態では、例えば、シグナルDNAが抗体に化学的にコンジュゲートする場
合、又は、シグナルDNAがビオチン/アビジン相互作用によって抗体に付着する場合、又は
、抗体及びシグナルDNAがビーズに付着する場合、シグナルDNAの配列は、一部のシグナル
DNAの切断により放出できる。特定の実施形態において、シグナルDNAは、それが化学試薬
を使用して容易に切断されるヌクレオチドを組み込むように調製されうる。これについて
は、例えば米国特許第6,610,492号は、所定の数のいずれかのヌクレオチドを含む核酸、
容易に切断される修飾複素環窒素塩基を記載している。特定の実施形態において、核酸は
、塩基化合物、特にアミン含有塩基を使用して切断される。塩基の例としては、3-ピロリ
ジノール、2-ピロリジンメタノール、3-ピロリジンメタノール、4-ヒドロキシピペリジン
、4-ピペリジンエタノール等が挙げられるが、これらに限定されない。
【０２７５】
　特定の実施形態において、制限エンドヌクレアーゼによって認識されるヌクレオチド配
列(制限酵素部位)を有するシグナルDNAが提供される。シグナルDNAが対応する制限エンド
ヌクレアーゼと接触することにより、シグナルDNAが切断される。典型的に、シグナルDNA
が切断されるときは、切断された断片が十分な長さ及び配列同一性を有することで増幅及
び検出が可能となるよう、シグナルDNAは設計される。
【０２７６】
　他の例示的であるが非限定的な実施形態において、抗体-シグナルDNAコンジュゲートは
、Tus-Terロックを使用して作製することができる(例えばMorinら、(2011) Analyst, 136
(22): 4815-4821参照)。このアプローチでは、Tusペプチド配列(別名末端利用物質)を抗
体に融合させ、またTer配列を有するシグナルDNAを提供する。Ter配列をTusペプチドに結
合させ、それによりイムノコンジュゲートを得る。特定の実施形態において、シグナルDN



(41) JP 2020-503857 A 2020.2.6

10

20

30

40

50

Aを、免疫複合体の形成後、検出抗体又は標識抗体と接触させる。他の実施態様において
、免疫複合体の形成前にTus-Terイムノコンジュゲーションを提供する。
【０２７７】
　他のアプローチにおいて、検出抗体又は標識抗体はファージ(例えば繊維状ファージ)の
表面に発現され、ファージ内部にシグナルDNAが提供される(例えば図4のパネルD参照)。
免疫複合体又は標識免疫複合体の形成後、熱及び/又は溶解試薬によるファージの溶解に
よりシグナルDNAが放出される。次に、放出されたシグナルDNAが増幅反応に送達される。
【０２７８】
　各種実施形態において、1つ又は複数のシグナルDNAの増幅は、シグナルDNAを含む反応
混合物を増幅条件下に置き、反応混合物中の指示薬のシグナル(例えば光シグナル)をモニ
ターする工程を含む。特定の実施形態において、シグナルは、蛍光シグナル、化学発光シ
グナル、電気化学的発光シグナル及び比色シグナルからなる群から選択される光シグナル
を含む。特定の実施形態において、光シグナルは、蛍光指示薬によって発生する蛍光光シ
グナルを含む。特定の実施形態において、蛍光指示薬は、二本鎖DNA生成物に結合する非
特異的なインターカレーション色素であり、一方、他の実施形態において、蛍光指示薬は
、標的配列特異的なプローブを含む。特定の実施形態において、標的配列に特異的なプロ
ーブは、TAQMANプローブ、SCORPIONプローブ及びMOLECULAR BEACONからなる群から選択さ
れる。
【０２７９】
　特定の実施形態において、イムノPCRは、同じカートリッジ中の複数の異なる検体(例え
ば、少なくとも2つ、又は少なくとも3つ、又は少なくとも4つ、又は少なくとも5つ、又は
少なくとも6つの異なる検体)に対して実施される。特定の実施形態において、前記複数の
検体を構成する各検体は、前記カートリッジ内の同じサンプルに由来する。特定の実施形
態において、複数含まれる各検体を表すシグナルDNAは、同じ温度調節されたチャネル又
はチャンバーにおいて順次増幅される。特定の実施形態において、チャンバーは、増幅反
応の間における相互のコンタミネーションを減少させ、又は回避するため、増幅反応の間
に「洗浄」され、「浄化」される。すなわち、例えば、特定の実施形態では、温度調節さ
れたチャネル又はチャンバーは、洗浄溶液により洗浄される。特定の実施形態において、
洗浄溶液を除去した後、温度調節されたチャネル又はチャンバーに空気が供給され、チャ
ネル又はチャンバーは、DNA変性温度以上の温度(例えば約90℃～約99℃)に加熱される。
【０２８０】
　特定の実施形態において、複数含まれる各検体を表すシグナルDNAは、前記カートリッ
ジ内の異なる温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて各々同時に増幅される。特
定の実施形態において、前記複数含まれる各検体を表すシグナルDNAは、カートリッジ内
の同じ温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて同時に増幅され、各シグナルDNA
の増幅は、異なる識別可能な光シグナルを提供する。
【０２８１】
　特定の実施形態において、カートリッジベースのイムノPCRは、非特異的結合を減少さ
せ、又は防止するため、1つ又は複数のブロッキング剤を使用して実施してもよい。
【０２８２】
　ブロッキング剤の例としては、限定されないが、各種ポリマー、及び/又は界面活性剤
、及び/又は炭水化物(例えばPEG、プルロニックF68/F108/F127(好ましくはF68)、PVP、Bi
olipidure 802(NOF America社製)、Tween 20又は80、TEGME(トリ(エチレングリコール)モ
ノエチルエーテル)、TEG(テトラエチレングリコール)等)、及び/又は各種タンパク質及び
/又は界面活性剤及び/又は多糖(例えばカゼイン、BSA、ヤギ免疫グロブリンG、ウシ免疫
グロブリンG、Stabilcoat(ThermoFisher社製)、イオタカラギーナン、デキストラン硫酸
、マウス血清等)が挙げられる。
【０２８３】
　上記のように、本明細書に記載されるカートリッジにおいて行われるイムノPCR法は、
従来のイムノPCR法より典型的に顕著により迅速であり、かつ実質的に労働集約的でない
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。特定の実施形態において、上記の方法は、約1時間以下、又は約50分以下、又は約40分
以下、又は約30分以下、又は約20分以下、又は約15分以下で完了させることができる。
【０２８４】
核酸増幅と組み合わせたイムノPCR
　各種実施形態において、本明細書において提供されるカートリッジは、イムノPCR反応
に加え、核酸分析(例えば核酸の検出及び/又は定量)も提供する。同じカートリッジにお
けるイムノPCR反応及び核酸増幅反応を行う能力により、特に、1つ又は複数の標的検体の
イムノPCR分析の反射としての、同じサンプルにおける核酸分析、又は、逆に、1つ又は複
数の検体の核酸分析の反射としての、イムノPCRアッセイが可能となる。
【０２８５】
　特定の実施形態において、イムノPCRと同じサンプルに対して核酸分析が行われるが、
その際、イムノPCRアッセイと同じサンプルチャンバーから核酸分析用のサンプルが引き
継がれる(図10A参照)。他の実施形態において、第1サンプルチャンバーから引き出される
サンプルに対してイムノPCR分析を行うことができ、一方、第2試料チャンバーから引き出
されるサンプルに対して核酸分析が実施される(例えば図10B参照)。後者のアプローチは
、イムノPCRにおいて使用されるサンプルと核酸分析において使用されるサンプルとで、
異なるサンプル処置を可能にする。すなわち、例えば、核酸分析では、カートリッジにサ
ンプルを配置する前にDNAの単離及び/又は精製を行う必要が生じる場合もあり、或いは、
そのカートリッジ自体においてそれを実施することも可能である。したがって、特定の実
施形態では、核酸分析用のサンプルが直接反応カートリッジに添加され、一方、他の実施
形態では、サンプルが1つ又は複数の試薬と混合される。特定の実施形態において、DNA調
製物は典型的には、実質的に単離されたDNAを調製する必要が生じる。この場合、細胞を
溶解させてDNAを放出させ、粒子及び細胞残渣を除去し、及び/又はタンパク質成分を除去
し、実質的に純粋な核酸(例えば実質的に純粋なDNA、及び/又はDNAとRNAの実質的に純粋
な組合せ)を含むサンプルを提供する必要が生じうる。例示的であるが非限定的な一実施
形態では、サンプル(例えば組織サンプル)を溶解試薬中に添加し、撹拌し、その後で更な
る処理のためにカートリッジに挿入される。或いは、全てのサンプル処置をカートリッジ
内で実施する。
【０２８６】
　したがって、各種実施形態において、本発明に係るカートリッジベースのイムノPCR法
は、イムノPCRにおいて使用されるシグナルDNA以外の核酸を増幅する工程を更に含む。特
定の実施形態において、前記シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程は、前記サンプル由
来の核酸をマトリックス材料に結合させる工程と、結合した核酸を洗浄して洗浄された核
酸を提供する工程と、洗浄された核酸を溶出させる工程と、洗浄された核酸を増幅反応に
供して、洗浄された核酸に存在する場合に標的核酸配列を増幅する工程とを含む。
【０２８７】
　特定の実施形態において、核酸は、イムノPCRイムノコンジュゲート又は標識イムノコ
ンジュゲートとの結合、或いは固定化するために用いる同じマトリックス材料に結合する
。他の実施形態において、第2の、異なるマトリックス材料(例えば第2の異なるチャンバ
ー/チャネルにおいて)を用いて、核酸を結合させ、溶出させる。
【０２８８】
　特定の実施形態において、シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程が、前記イムノPCRに
使用されるサンプルチャンバー内の同じサンプルから得られる核酸に対して行われる。特
定の実施形態において、シグナルDNA以外の核酸を増幅する工程が、イムノPCRに使用され
るサンプルチャンバーとは異なるサンプルチャンバーのサンプルから得られる核酸に対し
て行われる。特定の実施形態において、シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸が、同じ
温度調節されたチャネル又はチャンバーにおいて順次増幅される。特定の実施形態におい
て、シグナルDNAが、シグナルDNA以外の核酸の増幅の前に、同じ温度調節されたチャネル
又はチャンバーにおいて増幅され、他の実施形態では、シグナルDNAが、シグナルDNA以外
の核酸の増幅の後に増幅される。特定の実施形態において、温度調節されたチャネル及び
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/又はチャンバーは、イムノPCRシグナルDNA増幅とシグナルDNA以外の核酸に対して行われ
る増幅反応の間に洗浄され、及び/又はフラッシュされる。特定の実施形態において、洗
浄する工程は、洗浄溶液で温度調節されたチャネル又はチャンバーを洗浄する工程を含む
。特定の実施形態において、洗浄及びフラッシングする工程は、温度調節されたチャネル
又はチャンバーから洗浄溶液を除去し、温度調節されたチャネル又はチャンバーへ空気を
供給し、DNA変性温度以上の温度(例えば約90℃から約99℃)にチャネル又はチャンバーを
加熱する工程を含む。
【０２８９】
　特定の実施形態において、シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸は、カートリッジ内
の異なる温度調節されたチャネル又はチャンバー内において各々同時に増幅される。特定
の実施形態において、シグナルDNA及びシグナルDNA以外の核酸が、カートリッジ内の同じ
温度調節されたチャネル又はチャンバー内において同時に増幅され、シグナルDNA及びシ
グナルDNA以外の核酸の増幅が、異なる識別可能なシグナル(例えば異なる識別可能な光シ
グナル)を提供する。各種実施形態において、シグナルDNA以外の核酸の増幅は、シグナル
DNA以外の核酸を含む反応混合物を増幅条件下に置き、反応混合物中の指示薬のシグナル(
例えば光シグナル)をモニターする工程を含む。特定の実施形態において、シグナルは、
蛍光シグナル、化学発光シグナル、電気化学的発光シグナル及び比色シグナルからなる群
から選択される光シグナルを含む。特定の実施形態において、光シグナルは、蛍光指示薬
によって発生する蛍光光シグナルである。特定の実施形態において、蛍光指示薬は、二本
鎖DNA生成物に結合する非特異的なインターカレーション色素であるか、又は標的配列特
異的なプローブを含む。特定の実施形態において、蛍光指示薬は、標的配列に特異的なプ
ローブを含み、それはTAQMANプローブ、SCORPIONプローブ及びMOLECULAR BEACONからなる
群から選択される。
【０２９０】
　上記のカートリッジベースのイムノPCR及びイムノPCR/核酸分析法の組合せは例示的、
かつ非限定的なものである。当業者であれば、本明細書における教示を基に、多数の他の
カートリッジベースのイムノPCR及びイムノPCR/核酸分析法の組合せを利用できる。
【０２９１】
イムノPCR及び任意の核酸分析のためのカートリッジ、モジュール及びシステム
カートリッジ
　各種実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCR法の実施のためのカートリッ
ジが提供される。特定の実施形態において、カートリッジは、本明細書に記載されるイム
ノPCR法の実施、並びにイムノPCR反応において使用されるシグナルDNA以外の1つ又は複数
の核酸の増幅のために提供される。
【０２９２】
　特定の例示的であるが非限定的な実施形態において、カートリッジは、1つ又は複数の
サンプル受容チャンバーと、フィルター及び/又はDNA結合剤として作用するマトリックス
材料を含む1つ又は複数のチャンバーと、1つ又は複数の温度調節されたチャネル又はチャ
ンバーと、
イムノPCRを実施するための試薬及び/又はバッファーを含む複数のチャンバーと、検出さ
れる検体に結合する捕捉抗体を含むチャンバーを備える複数のチャンバーと、直接的又は
間接的にシグナルDNAに任意に結合する検出抗体を含むチャンバーを備える複数のチャン
バーと、PCRマスターミックスを含む1つ又は複数のチャンバーを備える複数のチャンバー
と、イムノPCRシグナルDNAの全て又は一領域を増幅するためのプライマーを含む1つ又は
複数のチャンバーを備える複数のチャンバーと、イムノ-PCRシグナルDNAの全て又は一領
域を検出するためのプローブを含むチャンバーを備える複数のチャンバーとを備える。
【０２９３】
　特定の実施形態において、PCRマスターミックス、及び/又はプライマー、及び/又はプ
ローブは、同一のチャンバーに存在する。各種実施形態において、PCRプライマー、及び/
又はプローブ、及び/又はマスターミックス中のポリメラーゼは、ビーズとして提供され
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る。特定の実施形態において、カートリッジは、単一の検体の検出用の検出抗体を含み、
一方、他の実施形態において、カートリッジは、複数の検体の検出用の検出抗体を含む。
特定の実施形態において、カートリッジは、単一の検体の捕捉用の捕捉抗体を含み、一方
、他の実施形態において、カートリッジは、複数の検体の検出用の検出抗体を含む。特定
の実施形態において、複数の検体は、少なくとも2、又は少なくとも3、又は少なくとも4
、又は少なくとも5、又は少なくとも6、又は少なくとも7、又は少なくとも8、又は少なく
とも9、又は少なくとも10の異なる検体を含む。
【０２９４】
　特定の実施形態において、イムノPCRカートリッジは、チャンバー又は反応チャンバー
のチャネルの壁又は底面に付着した(例えば化学的にコンジュゲートした、又はビオチン/
アビジン相互作用を介して連結した、又は磁気引力により固定化した)1つ又は複数のタイ
プの捕捉抗体を含む。特定の実施形態において、イムノPCRカートリッジは、粒子(例えば
ラテックス、ガラス、テフロン（登録商標）、金属(例えば金等の貴金属)、半導体、磁性
体等)に付着する1つ又は複数の捕捉抗体を含む。特定の実施形態において、捕捉抗体は、
(例えば上記の通りの)粒子に化学的にコンジュゲートする。特定の実施形態において、捕
捉抗体は、ビオチン/ストレプトアビジン相互作用を経て粒子に付着する。特定の実施形
態において、粒子は、約0.5μmから若しくは約1μmから約10μmまで若しくは約3μmまで
の範囲のサイズであるか、又は、粒子は、約1μmから約2.8μmまでの範囲のサイズである
。
【０２９５】
　特定の実施形態において、複数のチャンバーを備えるイムノPCRカートリッジは、非特
異的結合を低減できる1つ又は複数のブロッキング剤を含む1つ又は複数のチャンバーを備
える。ブロッキング剤の例としては、限定されないが、各種ポリマー、及び/又は界面活
性剤、及び/又は炭水化物(例えばPEG、プルロニックF68/F108/F127(好ましくはF68)、PVP
、Biolipidure 802(NOF America社製)、Tween 20又は80、TEGME(トリ(エチレングリコー
ル)モノエチルエーテル)、TEG(テトラエチレングリコール)等)、及び/又は各種タンパク
質及び/又は界面活性剤及び/又は多糖(例えばカゼイン、BSA、ヤギ免疫グロブリンG、ウ
シ免疫グロブリンG、Stabilcoat(ThermoFisher社製)、イオタカラギーナン、デキストラ
ン硫酸、マウス血清等)が挙げられる。
【０２９６】
　特定の実施形態において、カートリッジは、直接的なサンドイッチアッセイ用の試薬を
含む(例えば、カートリッジは特に、捕捉抗体(粒子に付着しうる)、及び付着するシグナ
ルDNAを有する、又は、シグナルDNAを付着するように構成される部分(例えばTusタンパク
質)を有する検出抗体を含む)。特定の実施形態において、カートリッジは、間接的なサン
ドイッチアッセイ用の試薬を含む(例えば、カートリッジは特に、捕捉抗体(粒子に付着し
うる)、及び付着するシグナルDNAを有する、又は、シグナルDNAを付着するように構成さ
れる部分(例えばTusタンパク質)を有する標識抗体を含む)。特定の実施形態において、シ
グナルDNAは、検出抗体に化学的にコンジュゲートするか、又は、標識抗体が存在すると
きに、シグナルDNAが標識抗体に化学的にコンジュゲートする。特定の実施形態において
、シグナルDNAは、システインを介して、リジンを介して、又は炭水化物を介して抗体に
化学的にコンジュゲートする。特定の実施形態において、シグナルDNAは、C6～C18リンカ
ー又はC6～C12リンカーを含むリンカーにより抗体に化学的にコンジュゲートする。特定
の実施形態において、リンカーはヘテロ二官能性架橋剤である。特定の実施形態において
、シグナルDNAは、スクシンイミジル4-ヒドラジノニコチネートアセトンヒドラゾン(SANH
)又はスクシンイミジル4-(N-マレイミドメチル)シクロヘキサン-1-カルボキシレートエス
テル(SMCC)と化学的にコンジュゲートする。特定の実施形態において、シグナルDNAは、D
NAのアジド修飾を経た、ジベンゾシクロオクチン(DBCO)部分を介する抗体との結合により
、抗体に化学的にコンジュゲートする。特定の実施形態において、リンカーはDBCO-PEG-N
HSリンカーを含む。
【０２９７】
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　特定の実施形態において、シグナルDNAは、切断可能なリンカーにより、検出抗体、又
は標識抗体が存在する場合には標識抗体に、化学的に付着する。切断可能リンカーの例と
しては、限定されないが、切断可能なジスルフィド結合、塩基切断可能リンカー及び酸切
断可能リンカーを含むリンカー、プロテアーゼ/ペプチダーゼ認識部位を含むリンカー、
又は制限酵素部位を含むリンカーが挙げられる。特定の実施形態において、切断可能なリ
ンカーは、DTTにより切断可能なジスルフィド結合を含む。特定の実施形態において、切
断可能なリンカーは、テトラジンを更に含む。
【０２９８】
　特定の実施形態において、シグナルDNAは、アビジン/ビオチン相互作用を使用して検出
抗体に付着するか、又は、シグナルDNAは、標識抗体が存在するときは、アビジン/ビオチ
ン相互作用を使用して標識抗体に付着する。
【０２９９】
　特定の実施形態において、検出抗体、又は存在するときは標識抗体は、Tusタンパク質
に付着し、例えば遺伝的に融合し、またシグナルDNAは、Tusタンパク質により認識され、
結合されるTer配列を有する。
【０３００】
　特定の実施形態において、検出抗体がビーズに付着し、かつシグナルDNAが同じビーズ
に付着するか、又は、標識抗体が存在するとき、標識抗体がビーズに付着し、かつシグナ
ルDNAが同じビーズ(例えば金のビーズ)に付着する。特定の実施形態において、抗体及び/
又はシグナルDNAは、(例えば上記の)ビーズに化学的にコンジュゲートし、一方、他の実
施形態において、抗体及び/又はシグナルDNAは、ビオチン/ストレプトアビジン相互作用
を介してビーズに付着する。特定の実施形態において、ビーズは、例えばラテックス、シ
リカ、テフロン（登録商標）、貴金属、半導体材料及び磁性材料等の材料を含む。特定の
実施形態において、ビーズは金を含む。
【０３０１】
　特定の実施形態において、検出抗体は、ファージ(例えば、ファージディスプレイライ
ブラリー由来のファージ)の表面に提示され、シグナルDNAはファージ内に含まれるか、又
は、標識抗体が存在するとき、標識抗体は、ファージの表面に提示され、シグナルDNAは
ファージ内に含まれる。
【０３０２】
　各種実施形態において、カートリッジは、更にイムノPCRシグナルDNA以外の核酸の分析
(例えば増幅及び検出及び/又は定量)を行うように構成される。かかる実施形態において
、複数のチャンバーは、シグナル核酸以外の核酸を増幅し、検出するためのPCRプライマ
ー及び/又はプローブを含むチャンバーを更に備えてもよい。
【０３０３】
　特定の実施形態では、標的検体がポリペプチドを含む場合、シグナル核酸以外の核酸は
、該ポリペプチド又はその断片をコードする核酸を含みうる。特定の実施形態では、標的
検体がポリペプチドを含む場合、シグナル核酸以外の核酸は、該ポリペプチドを産生する
細胞、組織又は微生物に特徴的な核酸を含みうる。
【０３０４】
　特定の実施形態において、カートリッジは、TAQMANプローブ、及び/又はSCORPIONプロ
ーブ、及び/又はMOLECULAR BEACONを含む1つ又は複数のチャンバーを備える。特定の実施
形態において、カートリッジは、TaqMan PCR反応用の試薬を含む1つ又は複数のチャンバ
ーを含む。
【０３０５】
　特定の実施形態において、カートリッジは、増幅されたシグナルDNAのマーカーである1
つ又は複数の蛍光プローブ、及び任意に、増幅されたシグナルDNA以外の増幅された配列
のマーカーである1つ又は複数の蛍光プローブを含む、1つ又は複数のチャンバーを備える
。特定の実施形態において、プローブは、蛍光レポーター色素及びクエンチャー色素を含
み、該プローブは、Taq DNAポリメラーゼの5'→3'ヌクレアーゼ活性による切断によりシ
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グナルを提供する。特定の実施形態において、シグナル核酸以外の核酸を増幅するための
プライマー、及び/又はシグナル核酸以外の核酸を検出するためのプローブは、ビーズと
して提供される。
【０３０６】
　各種実施形態において、カートリッジ内の温度調節されたチャネル又はチャンバーは、
熱サイクリングチャネル又はチャンバーである。各種実施形態において、マトリックス材
料は、免疫複合体(例えばビーズに結合した免疫複合体又はビーズに結合した標識免疫複
合体)を吸着でき、又は化学的に結合でき、又は機械的にトラップすることができるもの
である。特定の実施形態において、マトリックス材料は、更に核酸に結合することができ
、また溶出させることができる。特定の実施形態において、マトリックス材料は、ガラス
又はシリカ、イオン交換樹脂及びヒドロキシアパタイトからなる群から選択される材料を
含む。
【０３０７】
　各種の例示的であるが非限定的な実施形態において、サンプル受容チャンバー、マトリ
ックス材料を含むチャンバー、試薬を含む複数のチャンバー、及び温度制御された加熱チ
ャネル又はチャンバーは、選択的に流体連通する。特定の実施形態において、サンプル受
容チャンバー、マトリックス材料を含むチャンバー、試薬を含む複数のチャンバー、及び
温度制御された加熱チャネル又はチャンバーは、微小流体チャネル及びバルブにより選択
的に流体連通する。
【０３０８】
　カートリッジの特定の実施形態において、サンプル収容チャンバー、マトリックス材料
を含むチャンバー、試薬を含む複数のチャンバー、及び温度制御された加熱チャネル若し
くはチャンバー又は温度調節されたチャネル若しくはチャンバーへのポートが、中央バル
ブ周辺に配置され、選択的に中央バルブのチャネルと流体連通し、中央バルブが、中央バ
ルブと流体連通するチャンバーとの間で流体を給排出できるプランジャーを収容するよう
に構成される。
【０３０９】
　各種実施形態において、カートリッジは、使用時において、サンプルを含むチャンバー
と、検出抗体を含むチャンバーと、捕捉抗体を含むチャンバーと、洗浄バッファーを含む
チャンバーと、シグナルDNAを増幅するためのPCRマスターミックスを含むチャンバーとを
備えるように構成される。各種実施形態において、カートリッジは、使用時において、サ
ンプルを含むチャンバーと、検出抗体を含むチャンバーと、捕捉抗体を含むチャンバーと
、洗浄バッファーを含むチャンバーと、KOHを含むチャンバーと、HEPES又はトリス-HClを
含むチャンバーと、廃液を受容するチャンバーとを備える。各種実施形態において、カー
トリッジは、使用時において、サンプルを含むチャンバーと、約pH 7.25のPBS中に検出抗
体を含むチャンバーと、約pH 7.25のPBS中に捕捉抗体を含むチャンバーと、PBS洗浄バッ
ファーを含むチャンバーと、KOHを含むチャンバーと、約pH 8.25のHEPES又は約pH 7.4の
トリス-HClを含むチャンバーと、廃液を受容するチャンバーとを備える。
【０３１０】
　各種実施形態において、カートリッジは、サンプル収容チャンバー、前記カラム、複数
のチャンバー、及び温度調節されたチャネル又はチャンバーが、選択的に流体連通するよ
うに構成される。特定の実施形態において、選択的な流体連通は、微小流体チャネル及び
バルブにより提供される。特定の実施形態において、選択的な流体連通は、サンプル収容
チャンバー、前記カラム、複数のチャンバー、及び加熱チャネル若しくはチャンバー又は
加熱チャネル若しくはチャンバーへのポートを、中央バルブ周辺に配置し、選択的に前記
中央バルブのチャネルと流体連通させることにより提供される。
【０３１１】
　図5A、5B、6A、6B及び7は、本明細書に記載される方法の実施に適するカートリッジを
例示する。図示するカートリッジは、GENEXPERT(登録商標)cartridige(Cepheid社、Sunny
vale、CA)に基づくものである。図7のパネルAに示すように、カートリッジ200は、複数の
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試薬を含むカートリッジ本体202及び/又はバッファーチャンバー208を備える。チャンバ
ーは、バルブ本体210(パネルB及び図5B)と流体連通しガスケット204で密閉される中央シ
リンジバレル206周辺に配置される。バルブ本体210はキャップ212を備えることができ、
カートリッジ本体全体をカートリッジベース226で支持することができる。カートリッジ
は典型的には、本明細書に記載されるマトリックス材料を含むことができ、イムノPCR免
疫複合体を固定化し、任意に核酸と結合し、溶出させるよう機能できる1つ又は複数のチ
ャネル又は空洞(チャンバー)214を備える。各種実施形態において、カートリッジは、1つ
又は複数の温度調節されたチャネル又はチャンバー216を更に備え、特定の実施形態にお
いて、熱サイクリングチャンバーとして機能することができる。図示しないが、「プラン
ジャー」は、シリンジバレル206に流体を吸引する操作を行うことができ、シリンジバレ
ル206及び付随するバルブ本体210の回転は、各種の試薬チャンバー208及びチャネル、反
応チャンバー及び温度調節されたチャネル又はチャンバーの間に選択的な流体連通を提供
する。したがって、各種の試薬チャンバ208、反応チャンバー、マトリックス材料及び温
度調節されたチャンバー又はチャネルは、選択的にプランジャーの回転により流体連通し
、試薬の移動(例えばチャンバーへのローディング又はアンローディング)は、プランジャ
ーの「シリンジ」作用により操作される。
【０３１２】
　図5Aに示すように、特定の実施形態において、カートリッジは、例えば、増幅製品、シ
ークエンシング操作における塩基同一性等のリアルタイム検出を行うための光学窓を提供
する。
【０３１３】
　上記の(及び実施例1、例えば図6A及び6B参照)方法を、GENEXPERT(登録商標)カートリッ
ジの具体的なチャンバーに関して記載するが、その具体的な試薬/チャンバーの設定は、
イムノPCR及び/又は更なる核酸検出/定量の特殊性に応じて適宜変更できることが理解さ
れる。特定の実施形態において、GENEXPERT(登録商標)カートリッジの改良型も想定され
ることも理解される。改良型としては、限定されないが、試薬チャンバーを多くし、又は
試薬チャンバーを少なくし、及び/又はチャンバーのサイズを変更し、サンプル受容チャ
ンバーを2つ(又はそれ以上)にし、温度調節されたチャネル又はチャンバーを2つ(又はそ
れ以上)にし、積み重ねカートリッジ(1台のモジュールによって2つのカートリッジを制御
)とする、等が挙げられる。
【０３１４】
反応モジュール
　特定の実施形態において、カートリッジ200は、(例えば図8Aに示すように)反応モジュ
ール300へ挿入されるように構成される。図8Bに図示するように、モジュールはカートリ
ッジ200を受容するように構成される。特定の実施形態において、反応モジュールは、ヒ
ートプレート308を有し、温度調節されたチャンバー又はチャネルを加熱する。モジュー
ルはファン304を更に任意に備え、温度調節されたチャネル又はチャンバーが熱循環チャ
ネル又はチャンバーである場合に、冷却機能を発揮する。電子回路部品302を設けること
により、情報(例えば光学的情報)を分析用のコンピュータに提供できる。特定の実施形態
において、モジュールは光学ブロック306を備えることにより、例えば、イムノPCRシグナ
ルDNA以外の各種のイムノPCR標的及び/又は各種の増幅された核酸の増幅されたシグナルD
NAを表す1つ又は複数(例えば、1、2、3、4又はそれ以上)の光シグナルの励起及び/又は検
出が可能となる。各種実施形態において電気コネクタ312を設けることにより、(例えばシ
ステムコントローラー、又は別々の分析/制御装置)を有するシステムを有するモジュール
との相互作動が可能となる。図示するように、図8Bでは、サンプルを、ピペット310を使
用してカートリッジに導入することができる。
【０３１５】
　特定の実施形態において、モジュールはまた、シリンジバレルのプランジャー及びバル
ブ本体の回転を操作するコントローラーを備える。
【０３１６】
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システム
　特定の実施形態において、システム(例えば処理装置)が提供される。1つの例示的であ
るが非限定的な実施形態を図8Cに示す。ある種の実施形態では、処理装置は、各処理モジ
ュールが本明細書に記載される着脱可能なカートリッジを保持し、操作するように構成さ
れる、1つ又は複数のサンプル処理モジュールを含むように構成される筐体を備える。特
定の実施形態において、システムは、対応する着脱可能なサンプルカートリッジ内で、1
つ又は複数の標的検体に対するイムノPCRアッセイを実施し、任意に1つ又は複数の(イム
ノPCRシグナルDNA以外の)標的RNA/DNAの配列のレベルを測定するためのサンプル処理モジ
ュールを操作するように構成される。典型的には、対応する着脱可能なサンプルカートリ
ッジ内のサンプルに対する処理は、カートリッジを操作して本明細書に記載される方法を
実施することを含む。特定の実施形態において、システムは、1つのサンプル処理モジュ
ールを備えるように構成される。特定の実施形態において、システムは、少なくとも2つ
のサンプル処理モジュール、又は少なくとも4つのサンプル処理モジュール、又は少なく
とも8つのサンプル処理モジュール、又は少なくとも12のサンプル処理モジュール、又は
少なくとも16のサンプル処理モジュール、又は少なくとも20のサンプル処理モジュール、
又は少なくとも24のサンプル処理モジュール、又は少なくとも28のサンプル処理モジュー
ル、又は少なくとも32のサンプル処理モジュール、又は少なくとも64のサンプル処理モジ
ュール、又は少なくとも128のサンプル処理モジュールを備えるように構成される。特定
の実施形態において、システムは、ユーザーが入力操作を行う際の指示、及び/又は、1つ
又は複数のイムノPCR検体の存在及び/又は量、及び/又はイムノPCRシグナルDNAでない1つ
又は複数の核酸の存在及び/又は量を決定するためのカートリッジの操作のモニターを可
能にする、ユーザーインタフェースを提供する。
【０３１７】
　本明細書に記載される方法はGENEXPERT(登録商標)カートリッジ(Cepheid社製、Sunnyva
le、CA)に関して主に記載するが(例えば図5A参照)、本明細書の教示に鑑み、方法が、他
のカートリッジ/微小流体システムにおいても実施できることが理解できるであろう。か
かるカートリッジ/微小流体システムとしては、例えばソフトリソグラフィを使用して実
施される微小流体システム、ハードリソグラフィを使用して実施されるマイクロ/ナノレ
ベルの微小流体システム等が挙げられる。
【０３１８】
シグナルDNA及び/又はイムノPCRのDNA以外の核酸の検出/定量
　各種実施形態において、イムノPCR反応からのシグナルDNAを増幅し、検出及び/又は定
量を行うことができる。特定の実施形態において、イムノPCRシグナルDNA以外の核酸(例
えばDNA、mRNA等)を追加的に増幅(例えば同じカートリッジで作動させるイムノPCRからの
反応)して、検出及び/又は定量を行う。特定の実施形態において、増幅は、限定されない
が、ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)、リガーゼ連鎖反応(LCR)、リガーゼ検出反応(LDR)、複
合ライゲーション依存的なプローブ増幅(MLPA)、ライゲーション及びそれに続くQ-レプリ
カーゼ増幅、プライマー伸長法、鎖置換増幅(SDA)、過剰分岐鎖置換増幅、多置換増幅(MD
A)、核酸鎖ベースの増幅(NASBA)及びローリングサークル増幅(RCA)等の多くの方法のうち
のいずれかを含む。
【０３１９】
　例示的であるが非限定的な実施形態において、増幅反応は、増幅された標的核酸(例え
ばシグナルDNA)の量に比例する光シグナルを生じさせることができる。例示的な光シグナ
ルとしては蛍光シグナル、化学発光シグナル、電気化学発光シグナル、比色シグナル等が
挙げられるが、これらに限定されない。特定の実施形態において、光シグナルは、蛍光指
示薬によって発生する蛍光光シグナルである。特定の実施形態において、蛍光指示薬は、
二本鎖DNA生成物に結合する非特異的なインターカレーション色素であり、一方、他の実
施形態において、蛍光指示薬は、標的配列特異的なプローブ(例えばTAQMAN(登録商標)プ
ローブ、SCORPION(登録商標)プローブ、MOLECULAR BEACON(登録商標)等)を含む。
【０３２０】
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　順次作動するイムノPCRによりシグナルDNAが順次分析され、また、同時のイムノPCRに
よりシグナルDNAが異なる温度調節されたチャネル又はチャンバーにいて同定されて区別
できるため、単一のイムノPCR反応又は順次に(又は別々の温度制御されたチャネル又はチ
ャンバーで同時に)実施される複数のイムノPCR反応も、同じ検出可能マーカーを使用でき
る。カートリッジを更に1つ又は複数の(イムノPCRシグナルDNA以外の)標的核酸の分析/増
幅用に使用する場合も同様である。すなわち、この増幅により生じるシグナルは、それが
同時に作動しないため、及び/又は、それが異なる反応チャネル/チャンバーにおいて作動
するため、他の増幅産物と区別できる。
【０３２１】
　しかしながら、複数のイムノPCR産物が同一チャンバーにおいて同時に作動する場合、
及び/又は、(イムノPCRシグナルDNA以外の核酸に対する)核酸増幅が同一チャンバーにお
いて同時に作動する場合も、分析ごとの反応生成物は、典型的には異なる、識別可能な標
識を用いて検出され及び/又は定量される。
【０３２２】
　特定の実施形態において、増幅産物(増幅されたシグナルDNA、及び核酸分析の実施から
得られた増幅された核酸)は、当業者に公知の方法を使用して検出することができる。特
定の実施形態において、増幅は、直接的な単純なPCR増幅反応である。しかしながら、特
定の実施形態では、イムノPCRシグナルDNA標的及び核酸分析の実施により増幅された核酸
に対して入れ子PCR反応を用いる。
【０３２３】
　各種実施形態において、特に同じ増幅反応において複数のイムノPCR検体を分析するこ
とが望ましい場合、及び/又は、イムノPCR分析と同じ増幅反応における核酸分析の生成物
を分析することが望ましい場合には、多重PCRアッセイが可能である。特定の実施形態に
おいてかかる多重増幅反応では、(例えば各特異的な検体に対する)各プローブは、それが
他のプローブとは独立に検出可能となるよう、それ自身の特異的な色素/fluorを有する。
【０３２４】
　特定の実施形態において、シグナル発生の際、典型的には、各種の増幅反応において使
用するプローブは、他の分子又は部分とのその相互作用の変化に起因するフルオロフォア
の蛍光変化を利用するものであり、かかる変化は、フルオロフォアと、増幅産物の検出及
び/又は定量用の相互作用分子又は部分との間の距離を変化させることによりもたらされ
るものである。或いは、サンプル中のポリヌクレオチドを検出する他の方法として、限定
されないが、放射性標識等のプローブの使用が可能である。
【０３２５】
　蛍光ベースのアッセイは、典型的には蛍光共鳴エネルギー転移(又は「FRET」)における
シグナル発生に依存し、それによれば、蛍光変化は第1フルオロフォアと相互作用する共
鳴エネルギーアクセプター(他のフルオロフォア又はクエンチャー)との間の距離の変化に
より生じる。フルオロフォア及び相互作用分子又は部分の組合せとしては、クエンチング
分子又はその部分が挙げられ、「FRETペア」として公知である。FRETペアの相互作用の機
構では、典型的には、ペア中の1つの物質の吸収スペクトルが他の物質(第1フルオロフォ
ア)の発光スペクトルと重なることが必要である。相互作用分子又はその部分がクエンチ
ャーである場合、その吸収スペクトルは、典型的にはフルオロフォアの発光スペクトルに
重なる(例えばStryer (1978) Ann. Rev. Biochem. 47: 819-846; Selvin (1995) Meth. E
nzymol. 246: 300-335等を参照)。ペアの吸収及び発光スペクトルが顕著な程度で重なる
とき、効果的なFRET相互作用が典型的に達成される。FRET相互作用の効率は、その重なり
と直線的に比例する。典型的には、顕著な程度のシグナル(すなわち高度な重なり)が必要
となる。したがって、フルオロフォア-クエンチャーのペア等のFRETペアは、かかる点を
基礎に典型的に選択される。
【０３２６】
　様々な標識核酸ハイブリダイゼーションプローブ、並びにFRET及びFRETペアを利用する
検出アッセイが公知である。かかるスキームは、Cardulloら、(1988) Proc. Natl. Acad.
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 Sci. USA, 85: 8790-8794、及びHellerら、欧州特許出願公開第0070685号明細書に記載
されている。このスキームは、標的DNA鎖の隣接する領域と相補的な一対のオリゴデオキ
シヌクレオチドを含むプローブを使用する。1つのプローブ分子は、その5'末端上に蛍光
標識(フルオロフォア)を含み、他のプローブ分子は、その3'末端上に異なる蛍光標識(ま
たフルオロフォア)を含む。プローブが標的配列にハイブリダイズするとき、2つの標識は
各々非常に近接した位置関係となる。サンプルが適切な周波数の光により刺激されるとき
、1つの標識から他の標識への蛍光共鳴エネルギー転移が発生する。FRETは標識からの顕
著なスペクトル応答の変化を生じさせ、それにより標的の存在に関するシグナルを供給す
る。1つの標識は「クエンチャー」であってもよく、特に、熱として受容したエネルギー
を放出する相互作用部分(又は分子)でありうる。
【０３２７】
　FRETペアを利用する他のタイプの核酸ハイブリダイゼーションプローブアッセイは、例
えば米国特許第5,210,015号及び第5,538,848号に記載される「TAQMAN(登録商標)」アッセ
イである。プローブは、典型的には、FRETペアが標識さあれた一本鎖オリゴヌクレオチド
である。TAQMAN(登録商標)アッセイにおいて、DNAポリメラーゼは、それが標的の鎖とハ
イブリダイズするとき、オリゴヌクレオチドプローブの切断によって単一又は複数のヌク
レオチドを放出する。その放出は、FRETペアのクエンチャー標識とフルオロフォア標識と
を分離する方法を提供する。
【０３２８】
　特定の実施形態において、非FRET蛍光プローブ(例えばTyagiら、米国特許第6,150,097
号に記載)を使用することもできる。例えば、Tiyagiらの特許では、標識ペアの吸収スペ
クトルの変化が、どのように蛍光変化に代わるものとして検出可能なシグナルとして使用
できるかについて述べている。吸収変化を利用するとき、標識ペアは、いかなる2つのク
ロモフォア(すなわちフルオロフォア、クエンチャー及び他のクロモフォア)を含んでもよ
い。標識ペアは、同一のクロモフォアであってもよい。
【０３２９】
　いくつかの実施形態において、本明細書に記載される方法及びカートリッジにおいて使
用されるプライマー及び/又はプローブに、色素及び他の部分(例えばクエンチャー)が導
入される。特定の実施形態において、かかる色素及びクエンチャーとしては、FRETプロー
ブとしての用途に適する色素(fluors)が挙げられるが、これに限定されない。特定の実施
形態において、色素及び/又はクエンチャーは、修飾ヌクレオチドを含む。「修飾ヌクレ
オチド」は、未だヌクレオチドとして機能する化学修飾されたヌクレオチドを指す。いく
つかの実施形態において、修飾ヌクレオチドは、共有結合する化学的部分(例えば色素又
はクエンチャー)を有し、例えばポリヌクレオチドの固相法によりポリヌクレオチドに導
入することができる。いくつかの実施形態において、修飾ヌクレオチドは、修飾ヌクレオ
チドの核酸への組み入れの前に、その間に、又はその後に、色素又はクエンチャーと反応
できる1つ又は複数の反応性基を含む。いくつかの実施形態において、修飾ヌクレオチド
は、アミン修飾ヌクレオチド(すなわち反応性アミン基を有するよう修飾されたヌクレオ
チド)である。いくつかの実施形態において、修飾ヌクレオチドは、修飾塩基部分(例えば
ウリジン、アデノシン、グアノシン及び/又はシトシン)を含む。いくつかの実施形態にお
いて、アミン修飾ヌクレオチドは、5-(3-アミノアリル)-UTP、8-[(4-アミノ)ブチル]-ア
ミノ-ATP及び8-[(6-アミノ)ブチル]-アミノ-ATP、N6-(4-アミノ)ブチル-ATP、N6-(6-アミ
ノ)ブチル-ATP、N4-[2,2-オキシビス-(エチルアミン)]-CTP、N6-(6-アミノ)ヘキシル-ATP
、8-[(6-アミノ)ヘキシル]-アミノ-ATP、5-プロパルギルアミノ-CTP、5-プロパルギルア
ミノ-UTPから選択される。いくつかの実施形態において、異なる核酸塩基部分を有するヌ
クレオチドが、同様に修飾される(例えば5-(3-アミノアリル)-UTPの代わりに5-(3-アミノ
アリル)-GTP)。例えば、多くのアミン修飾ヌクレオチドは、Applied Biosystems社、Sigm
a社、Jena Bioscience社及びTriLink社等から市販されている。適切なfluorsの例示的で
あるが非限定的なリストをTable 1(表1)に示す。
【０３３０】
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【表１Ｂ】

【０３３２】
　アッセイが1つの標的DNA配列(例えば、1つのイムノPCRシグナルDNA)を検出するよう設
計されている場合、1つの蛍光ハイブリダイゼーションプローブのみの使用が必要となり
、特定の実施形態では、FAM、TET又はHEX(又はTable 2(表2)に列挙されるそれらの変形例
のいずれか)が、プローブを標識するのに適するフルオロフォアである。これらのフルオ
ロフォアは、各種の分光蛍光分析的なサーマルサイクラーにおいて容易に励起され、検出
されうる。更に、これらのフルオロフォアのホスホラミダイト誘導体の入手可能性、及び
クエンチャーに連結された対照用の孔ガラス製カラムの入手可能性のため、これらの標識
を有する蛍光ハイブリダイゼーションプローブは、自動化されたDNA合成プロセスで完全
に合成することができ、比較的少ない製造コスト及び労力のプローブ製造の利点がある。
【０３３３】
【表２】

【０３３４】
　特定の実施形態において、例えば異なるイムノPCR反応のための異なるシグナルDNAを用
い、及び/又は、イムノPCRシグナルDNAとは別の核酸を増幅に供する増幅反応を行うこと
により、複数の標的を単一の多重反応において検出する。いくつかの実施形態において、
異なる増幅産物から標的とされる各プローブは、多重反応において用いられる他のプロー
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ブから、スペクトルにより識別可能である(検出可能に異なる)。多重検出に適するプロー
ブの組合せは、当業者に公知である。例えば、4標的マルチプレックスシステムにおける
、検出可能に異なるフルオロフォアの例示的な組合せとしては、限定されないが以下のも
のが挙げられる:
【０３３５】
　1)FAM、TMR、テキサスレッド及びCy5、
【０３３６】
　2)FAM、TET、TMR及びテキサスレッド、
【０３３７】
　3)FAM、HEX、テキサスレッド及びCy5、並びに
【０３３８】
　4)FAM、Cy3、テキサスレッド及びCy5。
【０３３９】
　5標的マルチプレックスシステムにおける、検出可能に異なるフルオロフォアの例示的
な組合せとしては、FAM、TET、TMR、テキサスレッド及びCy5である。例えば、6標的マル
チプレックスシステムにおける、検出可能に異なるフルオロフォアの例示的な組合せとし
ては、限定されないが以下のものが挙げられる:
【０３４０】
　1)FAM、TET、HEX、TMR、ROX及びテキサスレッド、並びに
【０３４１】
　2)FAM、HEX、LCred610、LCred640、LCred670及びLCred705。
【０３４２】
　これらのフルオロフォアの組合せは例示的、かつ非限定的であると認識され、また当業
者であれば多数の他のフルオロフォアを利用できる。
【０３４３】
　上記のように、蛍光共鳴エネルギー転移(FRET)を利用する蛍光ハイブリダイゼーション
プローブの設計においては、充分なスペクトルの重なりを有するフルオロフォア-クエン
チャーのペアが選択されなければならない。500～550nm間の発光極大のフルオロフォア(
例えばFAM、TET及びHEX)は、450～550nmの間の吸収極大を有するクエンチャー(例えばダ
ブシル、BHQ-1等)により最もクエンチされる(例えばクエンチャーラベルの例についてはT
able 3(表3)参照)。550nm以上の発光極大のフルオロフォア(例えばローダミン(TMR、ROX
及びテキサスレッドを含む)及びCy色素(Cy3及びCy5を含む)は、550nm以上の吸収極大を有
するクエンチャー(BHQ-2を含む)により効果的にクエンチされる。
【０３４４】
　接触クエンチングを利用する蛍光ハイブリダイゼーションプローブの設計においては、
非蛍光性のクエンチャーを、フルオロフォアからのエネルギーの良好なアクセプターとし
て利用することができる。例えば、Cy3及びCy5は、BHQ-1及びBHQ-2クエンチャーにより効
果的にクエンチされる。
【０３４５】
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【表３】

【０３４６】
　特定の実施形態において、ヌクレオチドはフルオロフォアの蛍光をクエンチでき、最も
効率的なクエンチャーはグアノシン、それに続き、アデノシン、シチジン及びチミジンで
ある。一般に、500～550nmの間の励起波長を有するフルオロフォアは、より長い励起波長
を有するフルオロフォアよりも、ヌクレオチドにより効率的にクエンチされる。蛍光ハイ
ブリダイゼーションプローブの設計において、フルオロフォアから高い蛍光シグナルを得
るために、グアノシンの隣に直接フルオロフォアラベルを配置することを回避するのが望
ましい場合もある。
【０３４７】
　接触クエンチングにより相互作用するいくつかのフルオロフォア-クエンチャーペアの
安定化効果には、ハイブリダイゼーションプローブの設計のための重要な知見が含まれる
と考えられる(例えばMarrasら、(2002) Nucleic Acids Res. 30: e122、Johanssonら、(2
002) J. Am. Chem. Soc. 124: 6950-6956を参照)。例えば、BHQ-1又はBHQ-2によりクエン
チされるフルオロフォアで標識されたハイブリダイゼーションプローブが、同じプローブ
配列を有するが、ダブシルによりクエンチされるフルオロフォアで標識されたハイブリダ
イゼーションプローブと比較し、約4℃のハイブリッド融解温度の増加を示すことが観察
されている。また、強い親和性がCy、Cy3及びCy5色素とBlack HoleクエンチャーであるBH
Q-1及びBHQ-2との間に観察された点にも留意すべきである。
【０３４８】
　本明細書において提供される前述の記載及び実施例及び教示に鑑み、本明細書に記載さ
れる方法及びカートリッジに対し、多数のプライマー/プローブの組合せが利用できる。
【０３４９】



(55) JP 2020-503857 A 2020.2.6

10

20

30

イムノPCR検出/定量及び任意の核酸分析のための標的/検体
　本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、幅広い範囲で使用を見出す
。例えば、イムノPCRは、限定されないが、ウイルス、細菌、菌類、植物、藻類、原生動
物、並びに、限定されないが、かかる生物又は微生物のあらゆる病原性の形態/種/株等、
様々な生物又は微生物の存在を同定し、及び/又はその定量に用いることができる。特定
の実施形態において、イムノPCRは、これらの微生物のいずれかにより産生される毒素を
同定するために用いることができる。各種実施形態において、本明細書に記載されるイム
ノPCR装置及び方法は、各種の癌又は癌マーカーを同定及び/又は薬剤耐性を示す癌細胞又
は微生物(例えばMRSA、薬物耐性結核、ドキソルビシン又はゲンタマイシン耐性癌細胞等)
を同定するために用いることができる。イムノPCRアッセイは、特に、医療分野のみなら
ず、環境分野(例えば水及び土壌汚染物質のスクリーニング)、農業分野(例えば牛肉、鳥
肉、各種の食用作物等のスクリーニング)での使用を見出す。
【０３５０】
　したがって、カートリッジには、生物学的な、環境由来の、医療用の、又は患者由来の
材料を含むサンプルをロードする(又は、例えばロードされるように構成される)。各種実
施形態において、サンプルには、物体の表面、土壌、水、植生及び産業的なサンプルから
なる群から選択される環境サンプルが含まれる。特定の実施形態において、サンプルには
、肉、食肉加工品、鳥肉又は鳥肉製品、牛乳又は乳製品、及び作物、及び有機廃棄物から
なる群から選択される食品又は農業サンプルが含まれる。特定の実施形態において、サン
プルには、培養物、血液、唾液、脳脊椎液、尿、便、気管支吸引液、胸膜液、気管液、乳
汁、リンパ液、痰、精液、ニードル吸引液、パンチ生検、外科的生検、低温保存された切
片、FFPE切片等からなる群から選択される生体サンプルが含まれる。
【０３５１】
　特定の実施形態において、イムノPCRカートリッジ及びその使用方法は、各種の病原性
細菌及び/若しくはウイルス、又はかかる病原性細菌及び/若しくはウイルスにより産生さ
れる毒素を検出及び/又は定量し、それにより、疾患の状態を診断及び/又は特徴づけ、適
切な治療法の選択を容易にするために利用される。この点に関して、例えばTable 4(表4)
に示すように、多くのウイルス、細菌及び細菌毒素を検出及び/又は定量するために、イ
ムノPCRが用いられていることに留意されたい。更に、イムノPCRは、プリオンタンパク質
(Table 4(表4)を参照)を検出するために用いられ、したがって、プリオン病(例えばウシ
、又はヒトの海綿状脳症)を検出すること、及び/又はプリオンに感染した動物性の製品の
スクリーニングに用いることができる。本明細書で提供される教示を用いて、またTable 
4(表4)を参照して、本明細書に記載されるカートリッジにおいて、各種記載されるイムノ
PCRアッセイを容易に実施できる。
【０３５２】
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【表４Ｂ】

【０３５４】
　各種実施形態において、本明細書に記載されるようなカートリッジベースのイムノPCR
を使用して各種の微生物に特徴的な抗原性マーカーを検出及び/又は定量し、微生物の存
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在及び/又は量の検出を提供する。かかるスクリーニングは、患者の診断、環境試験、及
び家畜、肉及び農産品のスクリーニングにおいて使用を見出す。
【０３５５】
　特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、
各種の細菌毒素を検出及び/又は定量するために用いる。細菌毒素には、ボツリヌス菌の
ニューロトキシン、クロストリジウム-ディフィシルの毒素A、毒素B、リポポリサッカラ
イド又はエンドトキシン(グラム陰性菌に関連)、テタヌストキシン、志賀毒素、志賀様毒
素、スタフィロコッカス毒素(例えば黄色ブドウ球菌のエンテロトキシンA及びB)、炭疽毒
素、シアノトキシン、ジフテリア毒素、エキソトキシン、百日咳毒素等が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【０３５６】
　菌類及び/又は各種の菌類により産生されるマイコトキシンに特徴的な各種の抗原性マ
ーカーの検出も可能である。本明細書に記載されるカートリッジベースのイムノPCRを用
いて検出できるマイコトキシンとしては、アフラトキシン、オクラトキシン、シトリニン
、麦角アルカロイド、パツリン、フザリウム毒素等が挙げられるが、これらに限定されな
い。アフラトキシンは、A.flavus及びA.parasiticus等のアスペルギルス属の菌類により
産生される一種のマイコトキシンである。アフラトキシンには、B1、B2、G1及びG2と称さ
れる4つの異なるマイコトキシンのタイプが含まれる。アフラトキシンB1(最も有毒)は、
強力な発癌物質であり、多くの動物種において健康に対する負の効果(例えば肝癌)と直接
相関するものであった[8]。アフラトキシンは、熱帯及び亜熱帯地方で生産される、綿、
ピーナッツ、スパイス、ピスタチオ及びトウモロコシ等の生活必需品と主に関連する。マ
イコトキシンであるオクラトキシンは、3つの二次代謝産物を形成するが、その全てはPen
icillium及びAspergillus属の種により産生される。オクラトキシンB(OTB)がオクラトキ
シンA(OTA)の非含塩素形であり、オクラトキシンC(OTC)がエチルエステル型のオクラトキ
シンAである点で、3つの形態は異なる。Aspergillus ochraceusは、飲料(例えばビール及
びワイン)等の広範囲にわたる必需品の汚染物質として検出される。Aspergillys carbona
riusは、ぶどう果で検出される主な種であり、それはジュースの製造工程の間にその毒素
を放出する。OTAは、発癌物質及び腎毒素とされており、ヒト尿路の腫瘍に関連する。シ
トリニンは、Penicilliumの12の種、及びAspergillusのいくつかの種において同定されて
いる。これらの種の一部は、チーズ(Penicillium camemberti)、酒、味噌及び醤油(Asper
gillus oryzae)等のヒトの食品の生産に使用される。シトリニンは、日本米の黄変米病と
関連し、試験した全ての動物種において腎毒素として作用する。それは、Monascusの色素
により変色した小麦、米、穀物、大麦、オート麦、ライ麦及び食品を含むがこれに限定さ
れない多くのヒト食品と関連する。麦角アルカロイドは、Clavicepsの種の菌核アルカロ
イドの有毒な混合物として産生される化合物を含み、それは各種の草種における共通の病
原体である。感染した穀類からの麦角菌核の摂取は、一般に汚染された小麦粉から生産さ
れたパンを通じて、歴史的に聖アントニーの火として公知のヒト疾患である麦角中毒を生
じさせる。麦角中毒には2つの形式が存在し、1つは壊疽で、四肢への血液供給に影響を与
えるものであり、もう1つは痙攣で、中枢神経系に影響を与えるものである。現代の精白
方法の発達により、ヒト疾患としての麦角中毒が著しく減少したが、未だ重要な獣医学的
な課題である。パツリンは、P. expansum、Aspergillus、Penicillium及びPaecilomyces
の菌種により産生される毒素である。P. expansumは、特に腐りかけのリンゴ及びイチジ
ク等、特にかびの生えた一定の範囲の果菜類と関連する。それは、発酵プロセスにより破
壊され、リンゴ飲料(例えばサイダー)では検出されない。パツリンは、発癌性を示すこと
が示されなかったが、動物の免疫系にダメージを与えることが報告されている。2004年に
おいて、欧州共同体は食品製品におけるパツリン濃度を規制した。フザリウム毒素は、Fu
sariumの50以上の種により産生され、例えば小麦及びトウモロコシ等の穀類の発芽粒子を
これまで汚染させてきた。それらは、例えば、フモニシン(ウマの神経系に影響を及ぼし
、齧歯動物において癌を生じさせうる)、トリコテセン(動物及びヒトの慢性及び致命的な
毒性作用と最も強く関連する)、及びゼアラレノン(動物又はヒトにおけるいかなる致命的
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のいくつかの主なタイプとしては、ボーベリシン及びエンニアチン、ブテノリド、エクイ
セチン及びフザリン等が挙げられる。
【０３５７】
　特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、
各種の藻類により産生される各種の藻類の抗原性マーカー及び/又は毒素の検出に使用さ
れる。各種の藻類及び藻類の毒素は、特に魚介類産業において重要な病原体である。藻類
の毒素としては、シアノバクテリア(例えばMicrocystis sp.、Anabaena sp.、Aphanizome
non sp.、Nodularia sp.、Oscillatoria sp等)により産生される毒素、肝臓毒(例えばマ
イクロシスチン及びノジュラリン)及びニューロトキシン(例えばアナトキシンa及びアナ
トキシンa類)、貝毒に関連するPseudonitzschia sp.により産生されるニューロトキシン
であるドモイ酸、麻痺型貝中毒の原因となるAlexandrium sp.により産生されるニューロ
トキシンであるサキシトキシン、Gymnodinuum sp.により産生されるニューロトキシンで
あるブレベトキシン等が挙げられる。
【０３５８】
　特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、
各種の薬剤耐性遺伝子又は各種の薬剤耐性病原菌の株に特徴的な抗原性マーカーの検出に
使用される。すなわち、特定の実施形態において、本明細書において記載されているイム
ノPCRカートリッジ及び方法は、薬剤耐性細菌を迅速に同定し、治療方針を知らせるため
に用いることができ、又は、癌の場合、特定の薬剤耐性の癌細胞を同定するために用いる
ことができ、それにより、最も適切な化学療法を決定することが可能となる。薬剤耐性細
菌の例としては、Staphylococcus aureus (MRSA)、Burkholderia cepacian、Pseudomonas
 aeruginosa、Clostridium difficile、Klebsiella pneumoniae、Escherichia coli (E. 
coli)、Acinetobacter baumannii、Mycobacterium tuberculosis、Neisseria gonorrhoea
e、Streptococcus pyogenes等の薬剤耐性株が挙げられるが、これらに限定されない。
【０３５９】
　特定の実施形態では、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、炎症
反応(例えば宿主応答炎症)の1つ又は複数のマーカーを検出するために用いる。かかるマ
ーカーとしては、限定されないが、IL-8、カルプロテクチン及びラクトフェリンが挙げら
れる。
【０３６０】
　特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジ及び方法は、1
つ又は複数の癌マーカーを検出するために用いる。かかるマーカーとしては、限定されな
いが、Table 5(表5)に示される癌マーカーが挙げられる。
【０３６１】
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【表５Ａ】

【０３６２】
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【表５Ｂ】

【０３６３】
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【表５Ｃ】

【０３６４】
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【表５Ｄ】

【０３６５】
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【表５Ｅ】

【０３６６】
　上記を考慮すると、特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカート
リッジは、ウイルス抗原、細菌抗原、プリオン、寄生虫抗原、マイコトキシン、藻類抗原
、真菌抗原、癌マーカー及び薬剤耐性遺伝子産物からなる群から選択される検体に結合す
る捕捉抗体及び検出抗体を含むことができる。特定の実施形態において、捕捉抗体及び検
出抗体は、B型肝炎表面抗原、C型肝炎表面抗原、ウシヘルペスウィルス抗原、ノロウイル
スカプシド、ロタウィルス、広東住血線虫、ハンタウイルス属タンパク質、鳥インフルエ
ンザウイルス抗原、HIV-1抗原及びH5N1抗原からなる群から選択されるウイルス抗原と結
合する抗体である。特定の実施形態において、捕捉抗体及び検出抗体は、ウシPRP及びヒ
ト脳PRPからなる群から選択されるプリオンと結合する抗体である。特定の実施形態にお
いて、捕捉抗体及び検出抗体は、C.difficile抗原、C.difficile Toxin A、C.difficile 
Toxin B、P.piscidia、大腸菌抗原、Bacteroides fragilis、BoNT/A、Streptococcus pyo
genes群A、Staphylococcus aureus、Y.pestis抗原及びM. tuberculosis抗原からなる群か
ら選択される細菌抗原又は細菌毒素と結合する抗体である。特定の実施形態において、捕
捉抗体及び検出抗体は、志賀毒素2、ボツリヌス菌ニューロトキシンA、Staphylococcalの
エンテロトキシン、Bacillus thurigiensis毒素、C.difficile毒素A及びC.difficile毒素
Bからなる群から選択される細菌毒素と結合する抗体である。特定の実施形態において、
捕捉抗体及び検出抗体は、薬剤耐性遺伝子によりコードされるポリペプチド(例えば、p糖
タンパク質、OleCポリペプチド、mbcFポリペプチド、MsrAポリペプチド、bexAポリペプチ
ド、bexBポリペプチド、kpsTポリペプチド、kpsMポリペプチド等の薬剤耐性ポリペプチド
)と結合する抗体である。特定の実施形態において、捕捉抗体及び検出抗体は、Staphyloc
occus aureus (MRSA)、Burkholderia cepacian、Pseudomonas aeruginosa、Clostridium 
difficile、Klebsiella pneumoniae、Escherichia coli (E. coli)、Acinetobacter baum
annii、Mycobacterium tuberculosis、Neisseria gonorrhoeae、及び/又はStreptococcus
 pyogenesの薬剤耐性株、又は、これらの株の薬剤抵抗性遺伝子によりコードされるポリ
ペプチドに結合する抗体である。
【０３６７】
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　特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジは、炎症反応(
例えば宿主応答炎症)のマーカーを含む検体に結合する捕捉抗体及び検出抗体を含むこと
ができる。かかるマーカーとしては、限定されないが、IL-8、カルプロテクチン及びラク
トフェリンが挙げられる。
【０３６８】
　特定の実施形態において、本明細書に記載されるイムノPCRカートリッジは、癌マーカ
ーを含む検体に結合する捕捉抗体及び検出抗体を含むことができる。かかるマーカーとし
ては、Table 5(表5)に示される癌マーカーが挙げられるが、これらに限定されない。
【０３６９】
　各種実施形態において、本明細書に記載のカートリッジが、(1つ又は複数の、ポリペプ
チドであってもよくなくてもよい標的検体の)イムノPCR分析及び(カートリッジ内のイム
ノPCRシグナルDNA以外の1つ又は複数の標的核酸の)核酸分析の両方を可能にするため、第
1にイムノPCRの標的のアッセイを行い、次に関連する核酸に関する反射アッセイを行うか
、又は、第1に核酸標的のアッセイを行い、次に関連する標的検体に関する反射イムノPCR
アッセイを行うことが可能である。
【０３７０】
　したがって、例えば、イムノPCRアッセイが生物の病原性株に特徴的な抗原(例えば癌マ
ーカー)を目的とする場合、核酸分析は、(例えば検証のために)そのマーカーをコードす
る核酸、又は薬剤耐性遺伝子若しくはマーカーをコードする核酸を目的とさせることによ
り、第1に病原体を同定し、第2にその病原体の薬剤耐性の状態を決定することが可能とな
る。逆に、特定の実施形態において、イムノPCR及び核酸分析のこれらの役割は逆転しう
る。
【０３７１】
　イムノPCRアッセイが炎症反応のマーカー(例えばIL-8、カルプロテクチン、ラクトフェ
リン等)を目的とする場合、核酸分析は、(例えば検証のために)そのマーカーをコードす
る核酸を目的とさせることができる。
【０３７２】
　同様に、イムノPCRアッセイが癌細胞に特徴的な抗原を目的とする場合、核酸分析は、(
例えば検証のため、Table 5(表5)に示すマーカーを参照)そのマーカーをコードする核酸
、又は薬剤耐性遺伝子若しくはマーカーをコードする核酸を目的とさせることにより、第
1に癌を同定し、次にその癌の状態を同定し、化学療法プロトコルを通知することが可能
となる。逆に、特定の実施形態において、イムノPCR及び核酸分析のこれらの役割は逆転
しうる。
【０３７３】
　他の例において、イムノPCRは、微生物により産生される毒素を同定するために用いる
ことができ、核酸分析は、毒素を産生する微生物又は株を特異的に同定するために用いる
ことができる。逆に、特定の実施形態において、イムノPCR及び核酸分析のこれらの役割
は逆転しうる。
【０３７４】
　各種実施形態において、イムノPCRカートリッジは、ウイルス抗原、細菌抗原、プリオ
ン、寄生虫抗原、マイコトキシン及び癌細胞由来の検体からなる群から選択される検体又
は検体の断片をコードする核酸を検出及び/又は定量するためのプライマー及びプローブ
を更に含む。特定の実施形態において、イムノPCRカートリッジは、B型肝炎表面抗原、C
型肝炎表面抗原、ウシヘルペスウィルス抗原、ノロウイルスカプシド、ロタウィルス、広
東住血線虫、ハンタウイルス属タンパク質、鳥インフルエンザウイルス抗原、HIV-1抗原
及びH5N1抗原からなる群から選択されるウイルス抗原又はそれらの断片をコードする核酸
を検出及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを更に含む。特定の実施形態に
おいて、イムノPCRカートリッジは、C.difficile抗原、C.difficile Toxin A、C.diffici
le Toxin B、P.piscidia、大腸菌抗原、Bacteroides fragilis、BoNT/A、Streptococcus 
pyogenes群A、Staphylococcus aureus、Y.pestis抗原及びM. tuberculosis抗原からなる
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群から選択される細菌抗原又は細菌毒素又はそれらの断片をコードする核酸を検出及び/
又は定量するためのプライマー及びプローブを更に含む。特定の実施形態において、イム
ノPCRカートリッジは、志賀毒素2、ボツリヌス菌ニューロトキシンA、Staphylococcalの
エンテロトキシン、Bacillus thurigiensis毒素、C.difficile毒素A及びC.difficile毒素
Bからなる群から選択される細菌毒素又はそれらの断片をコードする核酸を検出及び/又は
定量するためのプライマー及びプローブを更に含む。特定の実施形態において、イムノPC
Rカートリッジは、薬剤耐性遺伝子により発現するポリペプチド(例えば、MRP、p糖タンパ
ク質、OleCポリペプチド、mbcFポリペプチド、MsrAポリペプチド、bexAポリペプチド、be
xBポリペプチド、kpsTポリペプチド、kpsMポリペプチド等の薬剤耐性ポリペプチド)をコ
ードする核酸を検出及び/又は定量するためのプライマー及びプローブを更に含む。
【０３７５】
　上記の各種の検体及び「反射」アッセイは例示的なものであり、また非限定的なもので
ある。本明細書において提供される教示に鑑み、多くの他のアッセイ標的及びアッセイの
組合せが、当業者により理解されるであろう。
【０３７６】
キット
　各種実施形態において、本明細書に記載される方法の実施のためのキットが提供される
。例示的実施形態において、キットは、本明細書に記載されるイムノPCRを実施するよう
に構成される1つ又は複数のカートリッジを備える。特定の実施形態において、キットは
、本明細書に記載される核酸サンプルを調製し、分析するように構成される第2のカート
リッジ(例えばGENEXPERT(登録商標)カートリッジ)を更に備える。各種実施形態において
、キットは、本明細書に記載されるイムノPCR、並びに本明細書に記載される更なる核酸
増幅を実施するように構成されるカートリッジを備える。
【０３７７】
　特定の実施形態において、キット内のカートリッジには、生物学的な、環境由来の、医
療用の、又は患者由来の材料を含むサンプルがロードされるように構成される。各種実施
形態において、キットには、キットに提供されるカートリッジ用のサンプルを得及び/又
は調製するための1つ又は複数の機器及び/又は装置を更に提供することができる。特定の
実施形態において、キットは、表面物質、土壌、水、植生及び産業サンプルからなる群か
ら選択される環境サンプルを含むサンプルを得及び/又は調製するための1つ又は複数の器
具及び/又は装置を備える。特定の実施形態において、キットは、培養物、血液、唾液、
脳脊椎液、尿、便、気管支吸引液、胸膜液、気管液、乳汁、リンパ液、痰、精液、ニード
ル吸引液、パンチ生検、外科的生検、低温保存された切片、FFPE切片等からなる群から選
択される生体サンプルを得及び/又は調製するための1つ又は複数の器具及び/又は装置を
備える。特定の実施形態において、キットは、肉、食肉加工品、鳥肉又は鳥肉製品、牛乳
又は乳製品、及び作物、及び有機廃棄物からなる群から選択される食品又は農業サンプル
を含むサンプルを得及び/又は調製するための1つ又は複数の器具及び/又は装置を備える
。
【０３７８】
　特定の実施形態において、更にキットが、本明細書に記載される核酸サンプルを調製し
、分析するように構成される第2のカートリッジ(例えばGENEXPERT(登録商標)カートリッ
ジ)を備える場合、又は、キットが、本明細書に記載されるイムノPCR、及び本明細書に記
載される更なる核酸増幅を行うように構成されるカートリッジを備える場合、キットは、
核酸サンプルを処理し、調製するための試薬を更に含むことができる。かかる試薬は、例
えば国際公開第2014/052551号パンフレット、国際出願第PCT/US16/41917号等で説明され
るような溶解溶液を含むことができる。特定の実施形態において、キットは、プロテイナ
ーゼKを含む容器、及び/又はエタノールを含む容器を含み、及び/又は、キットは、DNA調
製用のカラムを含む。
【０３７９】
　特定の実施形態において、キットは、イムノPCRのためのカートリッジの使用、又はイ
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ムノPCR及び更なる核酸分析のためのカートリッジの使用を教示する説明書を含む。サン
プル調製カートリッジ(例えばPCT出願第PCT/US16/37422)がキットに含まれる場合、キッ
トは、サンプル調製カートリッジの使用及び操作を教示する説明書を更に含むことができ
る。
【０３８０】
　上記のキットの説明書には、典型的には取り扱い説明が記載された印刷物が含まれるが
、かかるものに限定されない。かかる取り扱い説明を記録し、エンドユーザーにそれらを
表示できるいかなる媒体も、本発明に含まれる。かかる媒体には、電子的記憶媒体(例え
ば磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チップ)、光学式媒体(例えばCD-ROM)等が含ま
れるが、これらに限定されない。かかる媒体には、かかる取り扱い説明を提供するための
インターネットサイトへのアドレスが含まれうる。
【実施例】
【０３８１】
　以下の実施例において本発明を例示するが、特許請求された本発明を限定するものでは
ない。
【０３８２】
(実施例1)
カートリッジベースのイムノPCR
　本実施例の1つの目的は、イムノ-PCR単独に、又は核酸増幅(例えばDNA又はRNAのqPCR)
との組合せで、Cepheid社製のGENEXPERT(登録商標)カートリッジ又は同様のカートリッジ
の使用を広げることである。転写と翻訳のパターンが必ずしも正に相関しなかったため、
核酸分析に加えてGENEXPERT(登録商標)カートリッジを使用したイムノPCRによるポリペプ
チドの検出を行う能力により、顕著な有用性がもたらされると考えられる。ポリペプチド
のアッセイ、またその次の、例えば、対応する核酸のアッセイにサンプルを反射させるこ
と、又は、逆に、標的核酸のアッセイ、またその次の、例えば、対応するポリペプチドの
アッセイにサンプルを反射させること、ができる能力は、目的の標的検体の検出可能性を
増加させる。かかるシステムは、病原体(例えば細菌、ウイルス、原生動物病原体等)細菌
毒素、環境汚染物質の検出及び/又は定量、薬剤耐性を示す細菌及び細胞(例えば癌細胞)
の同定、プリオンに「感染」した動物、食品及び患者等の検出に非常に適する。
【０３８３】
　モデル系としてGENEXPERT(登録商標)カートリッジを用い、クロストリジウム-ディフィ
シル(Clostridium difficile)毒素BのイムノPCR検出を行った。本実施の1つの目的は、約
60分未満の時間内における、約2.5～約1,000ng/mLの範囲の濃度のC.difficile毒素Bの検
出、及び当該濃度範囲にわたる不正確性を約15%未満にすることである。
【０３８４】
　クロストリジウム・ディフィシルは、クロストリジウム・ディフィシル関連の下痢(CDA
D)、抗生物質関連の下痢及び偽膜性腸炎(PMC)の原因である。これらの障害において、典
型的に抗生物質使用の結果として、クロストリジウム・ディフィシルの大腸内での増殖が
過剰となる。クリンダマイシン及び広宿主域セファロスポリンは、CDAD及びPMCと最も関
連性が高いことが知られているが、ほとんど全ての抗菌物質が原因となりうる。疾患は、
毒素A及び/又はBの産生に関連する。その治療では、典型的には関連する抗菌物質の使用
停止、並びに、症状が続く場合には活性メトロニダゾール、バンコマイシン又はフィダキ
ソマイシンの経口投与及び経管内投与を行う。経口剤を投与できない場合、静脈内へのメ
トロニダゾールが使われうる。近年、CDADは高い羅病率及び死亡率を伴う重篤な形態が見
られるが、これはクロストリジウム・ディフィシルの流行性毒素高産生株(NAP1株)によっ
て生じることが知られている。単離された多くの毒素高産生株はまた、2つの毒素遺伝子
を有し、またキノロンに対する耐性を有する。
【０３８５】
　伝統的に、診断は、1)臨床的及び疫学的特徴、2)培養(労働集約的で、時間がかかる)、
3)細胞毒性アッセイ(労働集約的で、時間がかかる)及び4)トキシン検出イムノアッセイ(
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【０３８６】
　本明細書に記載されるカートリッジベースのイムノPCRは、無症候性コロニー形成の迅
速検出、活性感染の確認を容易にし、特に、対応する核酸分析の反射を用いるとき、過剰
診断を減らすことができる。
【０３８７】
　便サンプル、固体、半固体又は液体を利用する。固体及び半固体サンプルの場合、無菌
スワブ(例えばPur-Wraps(Puritan Medical社製))を使用して、試料でスワブを直径約3mm
で等しく被覆する。液体糞便の試料の場合、スワブを少なくとも10秒間、試料中に入れる
か、又は処理用のサンプルの約50～300μLを使用する。サンプル付きのスワブ又は液体糞
便サンプルを、サンプル抽出/希釈試薬(限定されないが、PBS(pH 7.5)中に、0.5%のマウ
ス血清、0.1%のCHAPS、1mMのEDTA、防腐剤としての0.09%のアジ化ナトリウム又は0.02%の
チメロサールを含有)100～1,000μLに移す。希釈したサンプルを約10秒間十分にボルテッ
クスする。サンプルは、最大5分間、1,000～5,000rpmで遠心分離して固体分を除去するか
、又は、カートリッジのサンプル濾過用の漏斗に挿入された任意のプレフィルター又は繊
維プラグを有するカートリッジのサンプルチャンバー(図5Bのチャンバー3)へ移すことが
できる。希釈したサンプルを2～8℃で約72時間保存するか、又は、より長い期間≦-20℃
で保存する。C.diff.の毒素Bを含む試験サンプル。
【０３８８】
　捕捉抗体(BBI溶液からのマウスモノクローナル抗毒素B抗体)を、アビジンコンジュゲー
トした粒子(各種実施形態として、ラテックス粒子(Spherotech社製)、シリカ粒子(Bangs 
Lab社製)、及び親水性疎水性磁性粒子(Dynal, ThermoFisher社製))に、NHS-PEG12-ビオチ
ンを介するビオチン/アビジン相互作用(スペーサアーム56Å(ThermoFisher社)、N-ヒドロ
キシスクシンイミドエステルを用い、リジンを介する捕捉抗体とのコンジュゲート)を使
用して付着させた。粒子は、約1μm～約2.9μmのサイズ範囲である。
【０３８９】
　検出抗体(BBI溶液からのマウスモノクローナル抗毒素B抗体)を、抗体のリジンとNHSエ
ステルとのコンジュゲートにより、C12リンカー(Innova Biosciencesキット)を介して、
シグナルDNA(配列番号4、以下のTable 6(表6)参照)に付着させ、抗体との付着及びグリカ
ン構造の末端シアリン酸の過ヨウ素酸酸化による反応性アルデヒドの形成、シグナルDNA
鋳型の1°アミンとの還元的アミノ化による安定なコンジュゲート(2°アミン結合)の形成
を行った。図示するイムノコンジュゲートは、このコンジュゲート型シグナルDNAを形成
し、これを図9において略図で示す。
【０３９０】
　PCR増幅及びシグナルDNAの検出に使用されるプライマー及びプローブを、以下のTable 
6(表6)において示す。
【０３９１】
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【表６】

【０３９２】
　GENEXPERT(登録商標)カートリッジに用いられるPCRマスターミックスの組成は、50mMの
KCL、6mMのMgCl2、200μMのdNTPs、0.5U/μLのPheonix Taq(Enzymatics社製)、0.25μMの
プライマー及びプローブ(Table 6(表6)に示す)、1Mのベタイン、10mMの(NH4)2SO4、0.2%
のTween 20、0.2mg/mLのBSA及び25mMのHEPES(pH 8.2)とした。
【０３９３】
　1つの例示的実施形態において、GENEXPERT(登録商標)カートリッジをTable 7(表7)に示
すように構成し、図6Aに示す。
【０３９４】
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【表７】

【０３９５】
　ローディングの後、カートリッジを処理装置(例えば図8C参照)に配置された反応モジュ
ール(例えば図8A参照)に設置し、イムノPCRの操作を行った。表に示すシグナルDNAシグナ
ルDNA、プライマー及びプローブを使用したシグナルDNAの検出の際の熱サイクリングパラ
メーターを以下のTable 8(表8)に示す。
【０３９６】
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【表８】

【０３９７】
　前述のカートリッジベースのイムノPCRは例示的なものであり、また非限定的である。
更に考えられる他のバリエーションとしては、特にストレプトアビジン/ビオチンを経た
連結の代わりに粒子に対する(例えば炭水化物、リジン又はシステインによる)捕捉抗体の
共有結合、切断可能なリンカー(例えば塩基不安定リンカー、酸不安定リンカー、ジスル
フィドリンカー及び制限酵素部位)による検出抗体のシグナルDNAへの結合、並びに各種の
グリココンジュゲーション方法(例えばシスジオールの過ヨウ素酸ソーダ酸化(ガラクトー
ス又はシアリン酸)、又は、β1,4-ガラクトシルトランスフェラーゼ(Gal T)及びα2,6-シ
アリルトランスフェラーゼ(Sial T)の混合物によるグリカン構造のリモデリング及びそれ
に続くコンジュゲーションのためのシアリン酸の穏やかな酸化、等が挙げられる。
【０３９８】
　各種のブロッキング剤を用いて、例えば非特異的結合を防止又は低減することも検討中
である。かかるブロッキング剤の例としては、限定されないが、各種ポリマー、又は界面
活性剤、又は炭水化物(例えばPEG、プルロニックF68/F108/F127(好ましくはF68)、PVP、B
iolipidure 802(NOF America社製)、Tween 20又は80、TEGME(トリ(エチレングリコール)
モノエチルエーテル)、TEG(テトラエチレングリコール)等)、及び/又は各種タンパク質/
界面活性剤/多糖(例えばカゼイン、BSA、ヤギ免疫グロブリンG、ウシ免疫グロブリンG、S
tabilcoat(ThermoFisher社製)、イオタカラギーナン、デキストラン硫酸、マウス血清等)
、ニシン又はサケ精子DNA等が挙げられる。
【０３９９】
　また、抗体の直接のコンジュゲーションのための粒子の修飾が、レビュー中である。特
定の実施形態において、かかる修飾は、例えば抗体を直接付着させるための、又はリンカ
ー付着のための通常の官能性基(カルボキシレート、アルデヒド、ヒドラジド、アミド、
アジド等)を利用する。特定の実施形態において、親水性スペーサーアームの使用も考え
られる。かかるスペーサー/リンカーは、PEG等の部分、及び/又はホスホリルコリン親水
性ペンダント基を含むポリマー等を含む。
【０４００】
　本明細書に記載される実施例及び実施形態は、例示のみを目的とするものであり、それ
を踏まえた各種の修飾又は変更は当業者に自明であり、またそれらも本願発明の趣旨及び
本願に添付の特許請求項の範囲内に含まれる。本明細書において引用される全ての刊行物
、特許及び特許出願は、全ての目的において、それらの全開示内容を参照により本明細書
に組み込む。
【０４０１】
(実施例2)
カートリッジベースのイムノPCR:ヒトIL-8及びClostridium difficile毒素Bの検出
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　本試験は、カートリッジベースの免疫PCRを使用したヒトインターロイキン-8(IL-8)及
びClostridium difficileの毒素Bの検出を例示し、このフォーマットを使用して得られた
結果を、手動フォーマットを使用して得られたそれらと比較するものである。
【０４０２】
材料及び方法
捕捉抗体のビオチン化
　10倍過剰のEZ-LINK(商標)NHS-PEG12-ビオチン(Thermo Fisher社)により、DMSO中の修飾
試薬の250mMのストック液を使用してマウス抗C.Difficile毒素B(BBI溶液)モノクローナル
抗体(0.5mg、PBS(pH 7.2)、0.1%のNaN3)をビオチン化した。反応液を30分間室温でインキ
ュベートした。反応混合液を脱塩し、ZEBA(商標)脱塩スピンカラム(MWCO 30kDa、Thermo 
Fisher社製)を使用してPBS(pH 7.4)及び0.09%のNaN3へとバッファー交換した。A280測定
により定量を行い、更なる精製なしで使用した。マウスモノクローナル抗ヒトIL-8抗体(B
D Biosciences社製)のビオチン化は、20倍過剰のビオチン化試薬により上記の通りに行い
、VIVASPIN(登録商標)500(50kDaのMWCO(Sartorius社製))濃縮器を使用して脱塩し、バッ
ファー交換及び濃縮を行った。
【０４０３】
　マウス抗C.Difficile毒素Bモノクローナル抗体はまた、粒子1mg当たり抗体20～30μgで
、EDAC/Sulfo-NHSカップリングを介して、カルボキシル修飾ラテックス粒子(Thermo Fish
er社製)に直接コンジュゲーションすることもできる。簡潔には、カルボキシレート粒子
を、室温で40分間、Sulfo-NHSとカルボン酸エステルの20:1の比、及びEDACとカルボキシ
レートの2.5:1の比を有する活性化/カップリングバッファー(MESバッファー、pH 6.0)に
おいて活性化した。反応副産物を遠心分離により除去し、活性化粒子を活性化/カップリ
ングバッファーで一度洗浄した。抗体のコンジュゲーションの際、粒子を活性化/カップ
リングバッファーで再懸濁し、4～6秒、10%振幅で超音波処理し、更に捕捉抗体を添加し
た。0.2～0.3mg/mLの抗体との抗体コンジュゲーションの間の最終的粒子濃度は2%(w/v)で
あった。コンジュゲーションを2～8℃で一晩行った。エタノールアミン30μLにより反応
をクエンチし、PBS(pH 7.43)、0.1%のトリトンX-100により粒子を6回洗浄し、そのうち最
初の2回の洗浄サイクルでは、20%振幅で2～3回の超音波処理した。粒子に共有結合した抗
体の量を、Micro BCAアッセイ(Thermo Fisher社製)を使用して推定した。
【０４０４】
検出抗体とDNAとのコンジュゲーション
抗ヒトIL-8検出抗体の調製
　マウス抗ヒトIL-8モノクローナル抗体のDNAとのコンジュゲートは、利用できる抗体表
面のリジンとのTHUNDER-LINK(登録商標) Oligoコンジュゲーションシステム(Innova Bios
ciences社製)を使用して行った。簡潔には、抗体100μgを室温で45分間、活性化試薬によ
り活性化し、付属品の洗浄バッファーで平衡化したPD-10カラムを使用して脱塩した。
【０４０５】
　製造業者のプロトコルに従い、一級アミンで5'末端を、FAM(Integrated DNA Technolog
ies社製、Table 9(表9))で3'末端を誘導体化し、DNA鋳型を活性化した。簡潔には、鋳型
のストック液を、付属の洗浄バッファーで100μMに希釈し、活性化試薬に添加し、室温で
35分間反応させた。洗浄バッファーで平衡化したPD-10カラムを使用し、混合液を脱塩し
た。
【０４０６】
　活性化抗体に3倍過剰の活性化鋳型を混合し、室温で1.5時間反応させ、抗体-DNAコンジ
ュゲートを生成した。コンジュゲートClean Up試薬600μLを混合物に添加し、30分間氷上
でインキュベートし、15,000×gで5分間遠心分離し、コンジュゲートペレットを単離した
。コンジュゲートをPBS(pH 7.2、0.09%のNaN3)で再懸濁した。Bradfordアッセイを使用し
て定量を行った。
【０４０７】
抗C.diff毒素B検出抗体の調製
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　マウス抗C.Diff毒素Bモノクローナル抗体とDNAとのコンジュゲートの形成は、抗体とDN
A鋳型との間でビスアリールヒドラゾン結合を形成させることによって行った。Im001_NH2
 DNA鋳型(Table 9(表9))を、1.7nmol/ODとなるよう修飾バッファー(0.1Mのリン酸バッフ
ァー、pH 8.0、0.15MのNaCl)で再懸濁した。DMF中のスクシンイミジル4-ホルミル安息香
酸(SFB、TriLink Biotechnologies社製)を過剰にアミノ化鋳型に添加し、室温で2.5時間
、600rpmで混合した。アルデヒド修飾鋳型を2回脱塩し、1,500×gで2分間、ZEBA(商標)ス
ピンカラムを使用して、コンジュゲーションバッファー(0.1Mのリン酸塩、pH 6.0、0.15M
のNaCl)へとバッファー交換した。
【０４０８】
　抗体516μgを、ZEBA(商標)スピンカラムを使用して修飾バッファーに交換し、280nmの
吸光度測定の結果、2.5mg/mLの濃度であった。12当量のDMF中のスクシンイミジル4-ヒド
ラジノニコチン酸アセトンヒドラゾン(SANH、TriLink Biotechnologies社製)を抗体に添
加し、室温で2.5時間、600rpmで混合した。ZEBA(商標)スピンカラムを用い、修飾抗体を
脱塩して、コンジュゲーションバッファーに交換した。Bradfordアッセイを使用して修飾
抗体の濃度を測定した。
【０４０９】
　4℃で一晩、ヒドラゾン修飾抗体と過剰量のアルデヒド修飾DNAテンプレートとを混合す
ることにより、抗体-DNAコンジュゲートを形成させた。得られたコンジュゲートを、0.75
mL/分のPBS(pH 7.3)のアイソクラチック勾配にて、サイズ排除(Superdex 200 Increase 1
0/300、GE Healthcare社製)により精製した。抗体-DNAコンジュゲートを、50kDaのMWCOの
VIVASPIN(登録商標)500遠心濃縮器を使用して濃縮した。MICRO BCA(商標)アッセイ(Therm
o Fisher社製)を使用し、コンジュゲート濃度を3.5mg/mLと決定した。
【０４１０】
【表９】

【０４１１】
フィルタープレートを使用した粒子ベースのイムノ-PCR(iPCR)アッセイ
捕捉粒子の調製
　ビオチン化抗体(4μg/mL)を、アッセイ希釈液(PBS(pH 7.4)、1%のカゼイン及び1%のBSA
)中、2×109粒子/mLの濃度の1μmのストレプトアビジンコートされたラテックスマイクロ
スフェア(Spherotech社製)に、室温で1時間混合しながら固定化した。抗体固定化ビーズ
懸濁液を、1mLのPBST(PBS(pH 7.3)、0.1%のTween 20)又はPBS-TX(0.1%のトリトンX-100)
で5回洗浄した。洗浄の間、粒子を9,000×gで4分間遠心分離して回収した。抗体固定化ビ
ーズを、37℃、600rpmで2時間混合しながら、STABILCOAT(登録商標)Plus Microarray Sta
bilizer(Surmodics社製)でブロッキングし、使用まで4℃で保存した。使用前に、粒子をP
BS(pH 7.3)で1回洗浄し、アッセイ希釈液で約2.8×109粒子/mLの実用濃度に調整した。
【０４１２】
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C.diff毒素B及びヒトIL-8のフィルタープレートアッセイ
1. アッセイ希釈液を使用して、C.Difficile毒素B(Enzo Life Sciences社製)の0～1,600n
g/mLの範囲の10倍希釈系列を調製した。アッセイ希釈液を0ng/mLとして使用した。
2. アッセイ希釈液を使用して、ヒトIL-8(Perpotech社製)の0～10,000pg/mLの範囲の5倍
希釈系列を調製した。アッセイ希釈液を0 pg/mLとして使用した。
3. 使用前に1時間、室温で、アッセイ希釈液150μLを使用して、0.45μmの孔サイズを有
する96ウェルPCF(ポリカーボネート)フィルタープレート(Millipore Sigma社製)を予め湿
らせ、表面をブロッキングした。MULTISCREEN(商標)Vacuum Manifold(Millipore Sigma社
製)を使用して、7''Hgの真空による真空濾過を行い、希釈液を除去した。
4. 毒素Bアッセイ
　a.　75μLのアッセイ希釈液を全てのウェルに添加した。
　b.　実用濃度(約2.8×109粒子/mL)の粒子25μLを全てのウェルに添加した。
　c.　各連続希釈された毒素Bを25μL、適切なウェルに添加した。アッセイ希釈液を0対
照として使用した。アッセイを2回実施した。
　d.　プレートを密封し、650rpmで5分間振とう機で振とうした。反応液を6～7''Hgで濾
過した。
　e.　反応液をPBST 200μLで10回洗浄した。
　f.　抗C.Diff毒素B抗体-DNAコンジュゲート(0.5μg/mL)100μLを全てのウェルに添加し
た。
　g.　プレートを密封し、650rpmで5分間振とう機で振とうした。反応液を6～7''Hgで濾
過した。
　h.　反応液をPBST 200μLで10回洗浄した。
　i.　65μLの25mMのKOHを各ウェルに添加し、プレートを密封し、650rpmで5分間振とう
機で振とうした。
　j.　70μLの50mMのトリス-Cl(pH 7.0)を各ウェルに添加し、6～7''Hgの真空によりソリ
ッドボトムの96ウェルプレートに溶出液を回収した。
5. IL-8アッセイ
　a.　50μLのアッセイ希釈液を全てのウェルに添加した。
　b.　実用濃度(約2.8×109粒子/mL)の粒子25μLを全てのウェルに添加した。
　c.　各連続希釈された毒素Bを25μL、適切なウェルに添加した。アッセイ希釈液を0対
照として使用した。アッセイを2回実施した。
　d.　プレートを密封し、650rpmで10分間振とう機で振とうした。反応液を6～7''Hgで濾
過した。
　e.　反応液をPBST 250μLで5回洗浄した。
　f.　抗ヒトIL-8抗体-DNAコンジュゲート(30ng/mL)100μLを全てのウェルに添加した。
　g.　プレートを密封し、650rpmで10分間振とう機で振とうした。反応液を6～7''Hgで濾
過した。
　h.　反応液をPBST 225μLで9回洗浄した。
　i.　65μLの25mMのKOHを各ウェルに添加し、プレートを密封し、650rpmで5分間振とう
機で振とうした。
　j.　70μLの50mMのトリス-Cl(pH 7.0)を各ウェルに添加し、6～7''Hgの真空によりソリ
ッドボトムの96ウェルプレートに溶出液を回収した。
6. PCRによる検出
　a.　アッセイ溶出液2μLを96ウェルPCRプレートに添加した。次に、0.2mg/mLのBSA、0.
2%のTween 20、0.4mMのマグネシウム(全2.4mMのMg2+)、200μMのdNTP、0.5μMのFwdプラ
イマー、1.0μMのRevプライマー及び0.35μMのプローブ(Table 2(表2))を補充した1x GC
バッファー中のPheonix Hot Start Taqポリメラーゼ(Enzymatics社)2ユニットを含むPCR
マスター混合物18μLを添加した。
　b.　Table 10(表10)に列挙されるプロトコルに従い、二段階PCRを行った。
【０４１３】
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【表１０】

【０４１４】
GeneXpertカートリッジを使用した自動イムノPCRアッセイ:
　図11は、自動アッセイプロセスの概要を表す。図12は、カートリッジチャンバー(CH)の
割り当て、試薬及び初期体積を示す。ガラス繊維フィルターを備え、0.7μmの孔サイズを
有するカートリッジA+に、アッセイ用試薬を分配した。
【０４１５】
1. 自動毒素Bアッセイ
カートリッジのプライミング
　a.　500μLのPBST(CH2)を用いて、直接フィルター流路を満たし、CH8に送達させた。
毒素Bの捕捉
　b.　C.Diff毒素Bの標準25μLをCH3から吸引し、CH4内の捕捉粒子に送達する。
　c.　CH3において、5分間、サンプルを142秒で2回混合しながら、捕捉粒子とインキュベ
ートする。
　d.　粒子に固定された毒素Bをフィルターに移動させるため、125μLのCH3内容物を、CH
3からフィルター流路を通じてCH8に移動させる。
　e.　CH2からCH3までPBSTを200μL移動させてCH3を洗浄し、次にCH3内容物を、フィルタ
ー流路を通じてCH8へ移動させる。
　f.　CH2からフィルター流路を通じてCH8までPBSTを移動させることにより、粒子に固定
化された毒素BをPBSTの250μLアリコートで10回洗浄する。
毒素Bの検出
　g.　検出において、アッセイ希釈液(CH1)75μLをフィルター流路を通じて吸引し、CH10
へ送達し、毒素Bを担持させた粒子を、抗C.Diff毒素B-DNAコンジュゲートへと移動させる
。
　h.　CH10において、5分間、サンプルを142秒で2回混合しながら、粒子とインキュベー
トする。
　i.　固定された免疫複合体をフィルターに移動させるため、100μLのCH10内容物を、CH
10からフィルター流路を通じてCH8に移動させる。
　j.　CH5からCH10までPBSTを200μL移動させてCH10を洗浄し、次にCH10内容物を、フィ
ルター流路を通じてCH8へ移動させる。
　k.　CH5からフィルター流路を通じてCH8までPBSTを移動させることにより、固定化され
た免疫複合体をPBSTの250μLアリコートで10回洗浄する。
免疫複合体の破壊及び中和
　l.　KOHの65μLをCH11から吸引し、免疫複合体を固定化した粒子を含むフィルターを通
じてCH9に分配し、2回混合する。
　m.　シリンジに、KOHの15μLをCH9から吸引し、シリンジ15μL、フィルター領域40μL
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及びCH9 10μLのように3つの空間での液体含量のバランスを維持する。
　n.　フィルター領域において、免疫複合体を担持する粒子を、15秒、40%振幅で超音波
処理し、混合し、更に60秒待機する工程に供する。プロセスをもう1度繰り返し、KOHへの
免疫複合体の曝露時間を計2分間とする。(注:溶出は超音波処理の有無にかかわらず2～5
分間実施できる)
　o.　トリスCl 70μLを、CH6からフィルター流路を通じてCH9まで移動させ、溶出したDN
A鋳型を中和した。
PCRの調製及び検出
　p.　8μLのサンプルをCH9からCH7まで移動させ、PCRマスターミックスと一回混合させ
る。CH7は、0.2mg/mLのBSA、0.2%のTween 20、0.4mMのマグネシウム(全2.4mMのMg2+)、20
0μMのdNTP、0.5μMのFwdプライマー、1.0μMのRevプライマー及び0.35μMのプローブ(Ta
ble 2(表2))を補充した1x GCバッファー中のPheonix Hot Start Taqポリメラーゼ(Enzyma
tics社)6.4ユニットを含むPCRマスター混合物72μLを含む。
　q.　PCR混合物70μLをPCR反応チューブに吸引する。
　r.　Table 10(表10)に記載されるプロトコルに従い、PCRを行う。Taqmanプローブを調
製するため、専用のフルオロフォア及びクエンチャーを使用する。プローブの加水分解か
ら発生する放出シグナルは、620～645nmの間で検出される。
【０４１６】
結果
　ヒトIL-8のiPCR投与量反応性は、組換えサイトカインの5倍希釈系列(10,000～0.64pg/m
L)と、2回の測定とを組み合わせることにより確立した。結果を図13に示す。ダイナミッ
クレンジ(80～10,000pg/mL)及び検出限界(80pg/mL)は、粒子表面と抗ヒトIL8-DNA検出コ
ンジュゲートとの非特異的相互作用により制限される。内部アッセイ精度CVは≦4%であり
、投与量3.2～10,000pg/mLの範囲で許容できる能力を表すものである。アッセイの高い不
正確性(%CV>10)は、低濃度及び濃度ゼロの投与量、0.64pg/mL及び0pg/mLで生じる(Table 
11(表11))。
【０４１７】
【表１１】

【０４１８】
　C.Diff毒素BのiPCRによる手動フィルタープレートアッセイは、0.16ng/mLの検出限界に
て、1,600～0.0016ng/mLの10倍希釈系列において、≦4%の内部アッセイCVを示した(図14
及びTable 12(表12))。比較として、GENEXPERT(登録商標)カートリッジを使用するアッセ
イの自動化では、アッセイ範囲にわたり高い不正確性(最大14%のCV)を示した(Table 4(表
4))。検出限界は、反復する不正確性のため1,000倍低下した。自動カートリッジ流体プロ
トコルに対する更なる改善が、アッセイの不正確性を低下させ、アッセイ感度を上昇させ
ると予想される。
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【０４１９】
【表１２】

【０４２０】
　C.Difficile毒素BのイムノPCRアッセイを、自動アッセイとフィルタープレートアッセ
イとで性能を比較するため、毒素Bをアッセイ希釈液(PBS、1%のBSA、0.05%のNaN3、pH 7.
4)に添加し、10倍連続希釈し、各フォーマットでアッセイを行ったところ、いずれも結果
が出るまで1時間を要した。両方のフォーマット共に、希釈範囲全体にわたり<10%の%CVと
なった(Table 13(表13))。
【０４２１】
【表１３】

【０４２２】
　4パラメーターロジスティックフィットを用いて用量反応曲線を作成し、その際、プロ
ットされた濃度の逆推定を用いて、上限値の定量(ULOQ)及び下限値の定量(LLOQ)を算出し
た。標準偏差の3倍を、それぞれ95%の信頼水準を使用したLLOQ又はULOQ算出における平均
Ct値に減算又は加算した。図15は、2つの方法における、フィットさせた用量反応曲線を
表す。手動プロセスと比較し、自動プロセスではLODの65倍の低下が見られたが、自動プ
ロセスにおけるLLOQ(32.5ng/mL)は未だ臨床的に適切であり、C.Difficile感染患者の治療
法選択をサポートするのに十分である。
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料的室，温度控制的通道或室，以及用于进行免疫PCR的多种试剂和/或
缓冲剂。 包含与要检测的分析物结合的捕获抗体的腔室，多个腔室包含
包含检测抗体的腔室，并且检测抗体直接或间接发出信号 可选地连接到
DNA，多个小室，多个小室包含PCR主混合物 杆设置有含有引物用于扩
增全部或信号的DNA区域的腔室，所述多个室包括含有一个探针，用于
检测所有或信号DNA区域的腔室。
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