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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するためのディップスティックであって、以
下の：
　試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、
　接触端から離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に固定された捕捉プローブで
あって、標的核酸とハイブリダイズし得るか、あるいは標的核酸に結合されたフック（鈎
針）捕捉プローブとハイブリダイズし得る捕捉プローブであり、捕捉プローブが捕捉プロ
ーブスペーサーに連結され、捕捉プローブスペーサーが捕捉帯に連結され、それにより捕
捉帯に捕捉プローブを固定し、そして捕捉帯と捕捉プローブとの間に間隔を置く捕捉プロ
ーブを含み、
　i) 前記捕捉プローブスペーサーが捕捉プローブの一端に連結され、かつ前記捕捉プロ
ーブスペーサーに連結されない捕捉プローブの末端が、捕捉プローブが標的核酸とハイブ
リダイズしていた場合に標的核酸とハイブリダイズせず、あるいは捕捉プローブがフック
捕捉プローブとハイブリダイズしていた場合にフック捕捉プローブとハイブリダイズしな
い１つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合され；
　ii) 前記捕捉プローブスペーサーが捕捉プローブの末端間で捕捉プローブの一部に連結
され、かつ前記捕捉プローブの一端または両端が、捕捉プローブが標的核酸とハイブリダ
イズしていた場合に標的核酸とハイブリダイズせず、あるいは捕捉プローブがフック捕捉
プローブとハイブリダイズしていた場合にフック捕捉プローブとハイブリダイズしない１
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つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合され；
　iii) 前記捕捉プローブスペーサーが、標的核酸またはフック捕捉プローブとハイブリ
ダイズしていた場合、生成された塩基対との積重ね相互作用を生じ得るヌクレオ塩基を含
むヌクレオチド、３－ヒドロキシプロピルホスフェート又はヘキサエチレングリコールホ
スフェートを含む；又は
　iv) 前記捕捉プローブスペーサーが捕捉帯に直接吸着され、リンカーにより当該捕捉プ
ローブに共有結合したＢＳＡを含んでなる、
　ことを特徴とするディップスティック。
【請求項２】
　前記捕捉プローブスペーサーがＢＳＡをさらに含んで成り、ここで当該捕捉プローブは
前記ヌクレオチドに結合され、当該ヌクレオチドは前記ＢＳＡに結合され、それにより捕
捉プローブとＢＳＡとの間に間隔を置く、請求項１記載のディップスティック。
【請求項３】
　ヌクレオチドがリンカーによりＢＳＡに結合される請求項２記載のディップスティック
。
【請求項４】
　接触端およびクロマトグラフィーストリップの捕捉帯間に置かれたプローブ帯に放出可
能的に固定された検出プローブであって、標的核酸とハイブリダイズして、標的核酸の検
出を可能にし得る検出プローブをさらに含む請求項１～３のいずれかに記載のディップス
ティック。
【請求項５】
　検出プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に標的核酸の直接検出を可能に
する標識と検出プローブが結合される請求項４記載のディップスティック。
【請求項６】
　検出プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に標的核酸の直接検出を可能に
するために検出リガンド結合部分により結合され得る検出リガンドと検出プローブが結合
される請求項４記載のディップスティック。
【請求項７】
　標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され、そして検出プローブス
ペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検出リガンドを検出プロー
ブに結合させて、検出プローブと標識または検出リガンドとの間に間隔を置く請求項５ま
たは６記載のディップスティック。
【請求項８】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するためのディップスティックであって、以
下の：
　試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、
　接触端から遠く離れた捕捉帯に固定された捕捉部分であって、標的核酸と直接または間
接的に結合し得る捕捉部分、ならびに
　接触端および捕捉帯間に置かれたプローブ帯に放出可能的に固定された検出プローブで
あって、標的核酸とハイブリダイズし得る、そして標識と結合されて、検出プローブを利
用した標的核酸の直接的検出を可能にし、あるいは検出リガンドに結合されて検出プロー
ブを利用した標的核酸の間接的検出を可能にする検出プローブ
　を含み、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され、そして検出プ
ローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検出リガンドを検
出プローブに結合し、そして標識または検出リガンドと検出プローブとの間に間隔を置き
、
　i) 前記検出プローブスペーサーが検出プローブの一端に連結され、かつ前記検出プロ
ーブスペーサーに連結されない検出プローブの末端が、検出プローブが標的核酸とハイブ
リダイズしていた場合に標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオ
チドと結合され；
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　ii) 前記検出プローブスペーサーが検出プローブの末端間で検出プローブの一部に連結
され、かつ前記検出プローブの一端または両端が、検出プローブが標的核酸とハイブリダ
イズしていた場合に標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチド
と結合され；
　iii) 前記検出プローブスペーサーが、標的核酸とハイブリダイズしていた場合、生成
された塩基対との積重ね相互作用を生じ得るヌクレオ塩基を含むヌクレオチド、３－ヒド
ロキシプロピルホスフェート又はヘキサエチレングリコールホスフェートを含む；又は
　iv) 前記検出プローブスペーサーがＢＳＡを含んでなる、
　ことを特徴とするディップスティック。
【請求項９】
　標識または検出リガンドがビーズまたはビーズの一部に付着され、そしてＢＳＡがビー
ズに直接吸着される請求項８記載のディップスティック。
【請求項１０】
　ＢＳＡがリンカーにより検出プローブに連結される請求項８または９記載のディップス
ティック。
【請求項１１】
　検出プローブスペーサーがヌクレオチドを含む請求項８～１０のいずれかに記載のディ
ップスティック。
【請求項１２】
　検出プローブがヌクレオチドに結合され、そしてヌクレオチドがＢＳＡに結合されて、
それにより検出プローブとＢＳＡとの間に間隔を置く請求項１１記載のディップスティッ
ク。
【請求項１３】
　ヌクレオチドがリンカーによりＢＳＡに結合される請求項１２記載のディップスティッ
ク。
【請求項１４】
　捕捉部分が、標的核酸と、あるいは標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブ
リダイズし得る捕捉プローブを含む請求項８～１３のいずれかに記載のディップスティッ
ク。
【請求項１５】
　捕捉部分が、標的核酸に結合された捕捉プローブに結合された捕捉リガンドと結合し得
る請求項８～１３のいずれかに記載のディップスティック。
【請求項１６】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　請求項１～３のいずれかに記載のディップスティック、ならびに
　標的核酸とハイブリダイズし、それにより検出プローブを利用した標的核酸の検出を可
能にし得る検出プローブ
　を含むキット。
【請求項１７】
　検出プローブが、標的核酸とハイブリダイズされた標的検出プローブの直接的検出を可
能にする標識と、あるいは検出リガンド結合部分により標的核酸とハイブリダイズされた
検出プローブの間接的検出を可能にする検出リガンドと結合される請求項１６記載のキッ
トであって、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され、そして検出
プローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検出リガンドを
検出プローブに結合し、そして標識または検出リガンドと検出プローブとの間に間隔を置
くキット。
【請求項１８】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　請求項１５記載のディップスティック、ならびに
　標的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズし得る



(4) JP 5341291 B2 2013.11.13

10

20

30

40

50

捕捉プローブであって、捕捉部分により結合され得る捕捉リガンドに結合される捕捉プロ
ーブ
　を含むキット。
【請求項１９】
　捕捉リガンドが捕捉プローブに連結され、そして捕捉プローブスペーサーが捕捉プロー
ブに連結されて、それにより捕捉リガンドを捕捉プローブと結合し、そして捕捉リガンド
と捕捉プローブの間に間隔を置く請求項１８記載のキット。
【請求項２０】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、および標
的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズし得る捕捉
プローブであって、接触端から遠く離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に固定
されている捕捉プローブを含むディップスティック、ならびに
　標的核酸とハイブリダイズし得る、標識に結合されて検出プローブを利用した標的核酸
の直接検出を可能にし、あるいはリガンドに結合されて検出プローブを利用した標的核酸
の間接的検出を可能にする検出プローブ
　を含み、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され、そして検出プ
ローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検出リガンドを検
出プローブに結合して、標識または検出リガンドと検出プローブとの間に間隔を置き、
　i) 前記検出プローブスペーサーが検出プローブの一端に連結され、かつ前記検出プロ
ーブスペーサーに連結されない検出プローブの末端が、検出プローブが標的核酸とハイブ
リダイズしていた場合に標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオ
チドと結合され；
　ii) 前記検出プローブスペーサーが検出プローブの末端間で検出プローブの一部に連結
され、かつ前記検出プローブの一端または両端が、検出プローブが標的核酸とハイブリダ
イズしていた場合に標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチド
と結合され；
　iii) 前記検出プローブスペーサーが、標的核酸とハイブリダイズしていた場合、生成
された塩基対との積重ね相互作用を生じ得るヌクレオ塩基を含むヌクレオチド、３－ヒド
ロキシプロピルホスフェート又はヘキサエチレングリコールホスフェートを含む；又は
　iv) 前記検出プローブスペーサーがＢＳＡを含んでなる、
　ことを特徴とするキット。
【請求項２１】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、および接
触端から遠く離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に固定された捕捉部分であっ
て、標的核酸と直接または間接的に結合し得る捕捉部分を含むディップスティック、
　標的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズし得る
捕捉プローブであって、捕捉部分により結合され得る捕捉リガンドと結合される捕捉プロ
ーブ、ならびに
　標的核酸とハイブリダイズし得る、標識に結合されて検出プローブを利用した標的核酸
の直接検出を可能にし、あるいは検出リガンドに結合されて検出プローブを利用した標的
核酸の間接的検出を可能にする検出プローブ
　を含み、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され、そして検出プ
ローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検出リガンドを検
出プローブに結合し、そして標識または検出リガンドと検出プローブとの間に間隔を置き
、または捕捉プローブが捕捉プローブスペーサーに連結され、そして捕捉プローブスペー
サーが捕捉リガンドに連結されて、それにより捕捉リガンドを捕捉プローブに結合し、捕
捉リガンドと捕捉プローブとの間に間隔を置き、そして
　i) 前記スペーサーがプローブの一端に連結され、かつ前記スペーサーに連結されない
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プローブの末端が、プローブが標的核酸又はフック捕捉プローブとハイブリダイズしてい
た場合に標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合され
；
　ii) 前記スペーサーがプローブの末端間でプローブの一部に連結され、かつ前記プロー
ブの一端または両端が、プローブが標的核酸又はフック捕捉プローブとハイブリダイズし
ていた場合に標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合
され；
　iii) 前記スペーサーが、標的核酸はフック捕捉プローブとハイブリダイズしていた場
合、生成された塩基対との積重ね相互作用を生じ得るヌクレオ塩基を含むヌクレオチド、
３－ヒドロキシプロピルホスフェート又はヘキサエチレングリコールホスフェートを含む
；又は
　iv) 前記スペーサーがＢＳＡを含んでなる、
　ことを特徴とするキット。
【請求項２２】
　ディップスティックアッセイにおいて標的核酸を検出するためのディップスティックア
ッセイプローブであって、当該プローブは標的核酸にハイブリダイズすることができる核
酸又は核酸類似体と、当該プローブを使用して標的核酸の直接的な検出を可能にするラベ
ル又は当該プローブを使用して標的核酸の間接的な検出を可能にするリガンドを含み、こ
こで当該ラベル又はリガンドはスペーサーに結合され、そしてこのスペーサーは核酸又は
核酸類似体に結合され、これにより当該ラベル又はリガンドは当該核酸又は核酸類似体と
は間隔を置き、そして
　i)前記スペーサーがプローブの一端に連結され、かつ前記スペーサーに連結されないプ
ローブの末端が、プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に標的核酸とハイブ
リダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合され；
　ii) 前記スペーサーが、３－ヒドロキシプロピルホスフェート又はヘキサエチレングリ
コールホスフェートを含む；又は
　iii) 前記スペーサーがＢＳＡを含んでなる、
　ことを特徴とする、ディップスティックアッセイプローブ。
【請求項２３】
　ディップスティックアッセイにおいて標的核酸を捕捉するためのディップスティックア
ッセイプローブであって、当該プローブは標的核酸にハイブリダイズすることができる核
酸又は核酸類似体と、当該プローブを使用して標的核酸の捕捉を可能にするリガンドを含
み、ここで当該リガンドはスペーサーに結合され、そしてこのスペーサーは核酸又は核酸
類似体に結合され、これにより当該リガンドは当該核酸又は核酸類似体とは間隔を置き、
そして
　i) 前記スペーサーがプローブの一端に連結され、かつ前記スペーサーに連結されない
プローブの末端が、プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に標的核酸又はフ
ック捕捉プローブとハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合され
；
　ii) 前記スペーサーがプローブの末端間でプローブの一部に連結され、かつ前記プロー
ブの一端または両端が、プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に標的核酸又
はフック捕捉プローブとハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチドと結合
され；
　iii) 前記スペーサーが、当該スペーサーが標的核酸にハイブリダイズしていた場合に
生成される塩基対との積重ね相互作用を生じ得るヌクレオ塩基を含むヌクレオチド；３－
ヒドロキシプロピルホスフェート；又はヘキサエチレングリコールホスフェートを含む；
又は
　iv) 前記スペーサーがＢＳＡを含んでなる、
　ことを特徴とする、ディップスティックアッセイプローブ。
【請求項２４】
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　請求項１～１５のいずれかに記載のディップスティック、又は請求項１６～２１のいず
れかに記載のキット又は請求項２２又は２３記載のプローブを使用することを含んで成る
、試料液中の標的核酸の存在を試験するための方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、ディップスティックによる核酸検出強化に関する。本発明のディップスティ
ックは、例えばクラミジア属細菌のトラコーマクラミジアChlamydia trachomatisのよう
な病原性微生物に患者が感染しているか否かを同定するために、試料溶液中の標的核酸の
存在を検出するために用いられる。
【０００２】
　試料溶液中の標的核酸の存在を検出するためのいくつかの慣用的試験は、ポリメラーゼ
連鎖反応(ＰＣＲ)を用いた標的核酸の増幅によっている。この反応は少量の標的核酸の検
出を可能にする一方、それは結果が得られる前に数時間を要する。これは、例えば患者の
待ち時間を最小限にするために、しばしばできるだけ速く結果を得ることが望ましいため
、有意の欠点を有し得る。このような方法のさらなる欠点は、反応を実施するための高価
な専門家装備および相対的に高価な試薬に対する要件である。
【０００３】
　これに対照するものとして、ディップスティックは、任意の専門家装備を必要とせずに
非増幅化標的核酸を検出し得るし、結果は、ＰＣＲベースの方法よりはるかに迅速に得ら
れる。その場合、患者は同一来院で治療され得る。これは、患者が後日戻ってくる見込み
はありそうもなく、またはそれはできない場合に特に有益である。
【０００４】
　米国特許第5,310,650号に記載された典型的慣用的ディップスティックでは、一本鎖Ｄ
ＮＡ捕捉プローブは、フィルターの一端(接触端)から離れた捕捉帯でニトロセルロースフ
ィルター上に固定される。捕捉プローブの配列の一部は、検出される標的核酸の一次領域
の配列と相補的である。標的化一本鎖ＤＮＡ検出プローブは、フィルターの捕捉帯および
接触端間に位置するプローブ帯でニトロセルロースフィルター上に固定される。検出プロ
ーブは、標的核酸の二次領域(一次領域とは異なる)の配列と相補的な配列を有する。
【０００５】
　標的ＤＮＡを含有すると思われる試料溶液中の一本鎖標的ＤＮＡを検出するために、ニ
トロセルロースフィルターの接触端は試料溶液と接触される。試料溶液は毛管作用により
フィルターに吸い上げられ、プローブ帯および捕捉帯を通過する。試料溶液がプローブ帯
を通過すると、それは検出プローブを流動させて、それを捕捉帯に向かって試料溶液とと
もに上昇させる。流動化検出プローブは次に、試料溶液中に存在する任意の標的ＤＮＡの
二次領域とハイブリダイズし得る。
【０００６】
　ハイブリダイズ化検出プローブおよび標的ＤＮＡが捕捉帯に達すると、標的ＤＮＡの一
次領域は固定化捕捉プローブとハイブリダイズし得る。それにより三成分複合体が、標的
核酸、捕捉プローブおよび標識化検出プローブ間に形成される。したがって捕捉帯での標
識の存在は、標的ＤＮＡが試料溶液中に存在することを示す。
【０００７】
　第二の型の慣用的ディップスティックに関しては、標識化ＤＮＡ検出プローブはニトロ
セルロースフィルター上に固定されない。その代わり、検出プローブは、検出プローブと
試料溶液中の任意の標的核酸とのハイブリダイゼーションを可能にする条件下で試料溶液
に付加される。次にニトロセルロースフィルターの接触端が試料溶液と接触され、試料溶
液がディップスティックに吸い上げられると、検出プローブとハイブリダイズされる任意
の標的核酸が、捕捉プローブにより捕捉帯で捕捉され得る。
【０００８】
　しかしながら慣用的ディップスティックによる核酸検出の感度は低い可能性がある。標
的核酸が二本鎖である場合には、ディップスティック検出の感度は低いことがある。した
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がって試料溶液中の標的核酸の存在は、時としては検出され得ない。したがってディップ
スティックによる標的核酸検出の感度を改良するのが望ましい。
【０００９】
　本発明の第一の局面によれば、試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するためのデ
ィップスティックであって、以下の：
　試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、ならびに
　接触端から離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に固定された捕捉プローブで
あって、標的核酸とハイブリダイズし得るか、あるいは標的核酸に結合されたフック捕捉
プローブとハイブリダイズし得る捕捉プローブであり、捕捉プローブが捕捉プローブスペ
ーサーに連結され、捕捉プローブスペーサーが捕捉帯に連結され、それにより捕捉帯に捕
捉プローブを固定し、そして捕捉帯と捕捉プローブとの間に間隔を置く捕捉プローブ
　を含むディップスティックが提供される。
【００１０】
　「クロマトグラフィーストリップ」という用語は、毛管作用により溶液を輸送し得る物
質の任意の多孔性ストリップを意味するために本明細書中で用いられる。
　捕捉プローブスペーサーは、捕捉プローブが標的核酸またはフックプローブとハイブリ
ダイズし得るのを防止することなく、捕捉プローブと捕捉帯との間に間隔を置く任意の構
成成分を含み得る。好ましくは捕捉プローブスペーサーは、生体高分子を含む。
【００１１】
　捕捉プローブスペーサーは、タンパク質を含み得る。「タンパク質」という用語は、１
つまたはそれ以上のアミノ酸残基を含む任意の化合物を意味するために本明細書中で用い
られる。好ましいタンパク質の例は、天然タンパク質、好ましくはウシ血清アルブミン(
ＢＳＡ)、チログロブリンまたはその誘導体である。誘導体としては、アミノ酸置換、付
加または欠失により、あるいは翻訳後修飾によりＢＳＡまたはチログロブリンとは異なる
タンパク質が挙げられる。
【００１２】
　捕捉プローブをタンパク質スペーサーに連結するためには、捕捉プローブを機能的にす
ることが一般的に必要である。これは、捕捉プローブと反応し得る一次反応基およびタン
パク質と反応し得る二次反応基を含む変性剤の使用によりなされ得る。適切な変性剤は、
ホスホルアミダイト基および第一アミノ基(または使用前に脱保護化される保護化第一ア
ミノ基)を含む。ホスホルアミダイト基は、ヒドロキシル基(捕捉プローブが核酸である場
合、通常は捕捉プローブの５‘－ＯＨまたは３’－ＯＨ)と反応し得るし、第一アミノ基
はタンパク質のカルボキシル基と反応し得る。適切な変性剤の例は、６－(トリフルオロ
アセチルアミノ)ヘキシル－(２－シアノエチル)－(Ｎ，Ｎ－ジイソプロピル)－ホスホル
アミダイト(Ｃ６－ＴＦＡ)である。その他の適切な変性剤は、当業者に既知である。
【００１３】
　一旦変性剤が捕捉プローブおよびタンパク質と反応して、捕捉プローブをタンパク質に
連結すれば、反応化変性剤は、本明細書中では「リンカー」と呼ばれる。
　好ましくはタンパク質は、捕捉プローブに直接吸着される。
　慣用的ディップスティックでは、検出プローブまたは捕捉プローブは、共有結合、吸着
、熱の使用により、またはＵＶ架橋によりディップスティックに固定される。しかしなが
ら、タンパク質は、捕捉プローブより容易に且つ効率的にディップスティックに固定され
得る、ということが判明した。その結果として、捕捉帯へのタンパク質の直接吸着は、慣
用的固定よりも、ディップスティックに捕捉プローブを固定するより便利で且つより効率
的な手段である。
【００１４】
　捕捉プローブスペーサーは、非タンパク質を含み得る。好ましい配置では、捕捉プロー
ブスペーサーは、タンパク質および非タンパク質を含み、捕捉プローブは非タンパク質に
結合され、そして非タンパク質はタンパク質に結合されて、それにより捕捉プローブとタ
ンパク質との間に間隔を置く。



(8) JP 5341291 B2 2013.11.13

10

20

30

40

50

　タンパク質に非タンパク質を連結するためには、非タンパク質と反応し得る一次反応基
およびタンパク質と反応し得る二次反応基を含む変性剤を用いることが一般的に必要であ
る。
【００１５】
　ヘキシル基を含む非タンパク質とともに用いるための適切な変性剤は、６－(トリフル
オロアセチルアミノ)ヘキシル－(２－シアノエチル)－(Ｎ，Ｎ－ジイソプロピル)－ホス
ホルアミダイト(Ｃ６－ＴＦＡ)である。その他の適切な変性剤は、当業者に既知である。
　一旦変性剤が非タンパク質およびタンパク質と反応して、非タンパク質をタンパク質に
連結すれば、反応化変性剤は、本明細書中では「リンカー」と呼ばれる。
【００１６】
　適切な非タンパク質スペーサー構成成分の例としては、１‘，２’－ジデオキシリボー
スホスフェート(ｄＳ)、３－ヒドロキシプロピルホスフェート(ＳC3)およびヘキサエチレ
ングリコールホスフェート(Ｓ)が挙げられる。これらの化合物の化学構造は、図１に示さ
れている。
　しかしながら好ましくは、非タンパク質は、捕捉プローブが標的核酸またはフック捕捉
プローブとハイブリダイズしていた場合、形成された塩基対と積重ね相互作用を生じ得る
ヌクレオ塩基を含む。さらに好ましくは、非タンパク質はヌクレオチドを含む。もっとも
好ましくは、非タンパク質は１つまたはそれ以上のヌクレオチドのみからなる。
【００１７】
　好ましくは非タンパク質は、少なくとも３ヌクレオチドモノマー長である。１つのヌク
レオチドモノマー(Ｎ)の長さは、１個の１‘，２’－ジデオキシリボースホスフェート(
ｄＳ)または１個の３－ヒドロキシプロピルホスフェート(ＳC3)の長さとほぼ等しい。３
個のヌクレオチドモノマーは、１個のヘキサエチレングリコールホスフェート(Ｓ)の長さ
とほぼ等しい。
【００１８】
　捕捉プローブスペーサーは、捕捉プローブが標的核酸またはフック捕捉プローブとハイ
ブリダイズするのを妨げない捕捉プローブの任意の部分に連結され得る。捕捉プローブス
ペーサーが捕捉プローブの末端間の捕捉プローブの一部分に連結される場合、捕捉プロー
ブの一端または両端は、捕捉プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合には標的
核酸とハイブリダイズせず、あるいは捕捉プローブがフック捕捉プローブとハイブリダイ
ズしていた場合にはフック捕捉プローブとハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌ
クレオチド、好ましくは少なくとも３つのヌクレオチドと結合され得る。
【００１９】
　好ましくは捕捉プローブスペーサーは、捕捉プローブの一端に連結される。捕捉プロー
ブスペーサーが捕捉プローブの一端に連結される場合、捕捉プローブスペーサーに連結さ
れない捕捉プローブの末端は、捕捉プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に
は標的核酸とハイブリダイズせず、あるいは捕捉プローブがフック捕捉プローブとハイブ
リダイズしていた場合にはフック捕捉プローブとハイブリダイズしない１つまたはそれ以
上のヌクレオチド、好ましくは少なくとも３つのヌクレオチドと結合され得る。
【００２０】
　フック捕捉プローブは、標的核酸とハイブリダイズし得る一次領域および捕捉プローブ
とハイブリダイズし得る二次領域を含み、それにより標的核酸との捕捉プローブの間接的
結合を可能にする。フック捕捉プローブは、少なくとも１つの核酸または核酸類似体を含
み得る。
　本発明の第一の局面のディップスティックは、試料溶液中の標的核酸の存在に関する試
験方法であって、標的核酸とハイブリダイズし得る検出プローブが、標的核酸との検出プ
ローブのハイブリダイゼーションのための条件下で試料溶液とともにインキュベートされ
る方法に用いられ得る。ディップスティックの接触端は試料溶液と接触され、もう監査用
により試料溶液がディップスティックを上昇するのを可能にする。試料溶液中の検出プロ
ーブとハイブリダイズされた標的核酸は次に、捕捉帯で捕捉プローブにより捕捉され得る
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。次に試料溶液中の標的核酸の存在が、捕捉帯での検出プローブの存在により示される。
【００２１】
　したがって本発明は、試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下
の：
　本発明の第一の局面のディップスティック、および
　標的核酸とハイブリダイズし、それにより検出プローブを利用した標的核酸の検出を可
能にし得る検出プローブ
　を含むキットも提供する。
【００２２】
　試料溶液とともに検出プローブをインキュベートする代わりに、検出プローブは、例え
ば接触端とクロマトグラフィーストリップの捕捉帯との間のプローブ帯でディップスティ
ックに放出可能的に固定され得る。試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するために
、試料溶液が毛管作用によりディップスティックに吸い上げられるよう、ディップスティ
ックの接触端が試料溶液と接触され得る。試料溶液がディップスティックのプローブ帯を
通過すると、検出プローブが試料溶液中の標的核酸とハイブリダイズし、そして標的核酸
とともに捕捉帯に移動し得るよう、それが検出プローブを流動化する。検出プローブとハ
イブリダイズされた標的核酸は、試料溶液が捕捉帯を通過すると、捕捉プローブにより捕
捉される。次に試料溶液中の標的核酸の存在が、捕捉帯での検出プローブの存在により示
される。
【００２３】
　検出プローブは標的に結合され、それにより捕捉帯での標的核酸の直接検出を可能にす
る。あるいは検出プローブは、検出リガンドに結合されて、検出リガンド結合部分を用い
た標的核酸の間接的検出を可能にする。標識または検出リガンドは、検出プローブに連結
される検出プローブスペーサーに連結され、それにより標識または検出リガンドを検出プ
ローブに結合して、標識または検出リガンドと検出プローブとの間に間隔を置く。
【００２４】
　本発明の第二の局面によれば、試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するためのデ
ィップスティックであって、以下の：
　試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、
　接触端から遠く離れた捕捉帯に固定された捕捉部分であって、標的核酸と直接または間
接的に結合し得る捕捉部分、ならびに
　接触端および捕捉帯間に置かれたプローブ帯に放出可能的に固定された検出プローブで
あって、標的核酸とハイブリダイズし得る、そして標的と結合されて、検出プローブの直
接的検出を可能にし、あるいは検出リガンドに結合されて検出プローブの間接的検出を可
能にする検出プローブ
　を含むディップスティックであって、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサ
ーに連結され、そして検出プローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより
標識または検出リガンドを検出プローブに結合し、そして標識または検出リガンドと検出
プローブとの間に間隔を置くディップスティックが提供される。
【００２５】
　検出プローブスペーサーは、検出プローブが標的核酸とハイブリダイズし得るのを妨げ
ることなく、検出プローブと標識またはリガンドとの間に間隔を置く任意の構成成分を含
み得る。好ましくは検出プローブスペーサーは生体高分子を含む。
　検出プローブスペーサーは、タンパク質を含み得る。「タンパク質」という用語は、１
つまたはそれ以上のアミノ酸残基を含む任意の化合物を意味するために本明細書中で用い
られる。好ましいタンパク質の例は、天然タンパク質、例えばウシ血清アルブミン(ＢＳ
Ａ)、チログロブリンまたはその誘導体である。誘導体としては、アミノ酸置換、付加ま
たは欠失により、あるいは翻訳後修飾によりＢＳＡまたはチログロブリンとは異なるタン
パク質が挙げられる。
【００２６】
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　検出プローブをタンパク質スペーサーに連結するためには、検出プローブを機能的にす
ることが一般的に必要である。これは、検出プローブと反応し得る一次反応基およびタン
パク質と反応し得る二次反応基を含む変性剤の使用によりなされ得る。
　適切な変性剤の例は、６－(トリフルオロアセチルアミノ)ヘキシル－(２－シアノエチ
ル)－(Ｎ，Ｎ－ジイソプロピル)－ホスホルアミダイト(Ｃ６－ＴＦＡ)である。その他の
適切な変性剤は、当業者に既知である。
【００２７】
　一旦変性剤が検出プローブおよびタンパク質と反応して、検出プローブをタンパク質に
連結すれば、反応化変性剤は、本明細書中では「リンカー」と呼ばれる。
　標識または検出リガンドは、ビーズのような粒子の一部であり得るか、またはそれに付
着される。好ましくはタンパク質は、標識または検出リガンドに直接吸着される。
【００２８】
　検出プローブスペーサーは、非タンパク質を含み得る。好ましい配置では、検出プロー
ブスペーサーは、タンパク質および非タンパク質を含み、検出プローブは非タンパク質に
結合され、そして非タンパク質はタンパク質に結合されて、それにより検出プローブとタ
ンパク質との間に間隔を置く。
　タンパク質に非タンパク質を連結するためには、非タンパク質と反応し得る一次反応基
およびタンパク質と反応し得る二次反応基を含む変性剤を用いることが一般的に必要であ
る。ヘキシル基を含む非タンパク質とともに用いるための適切な変性剤は、６－(トリフ
ルオロアセチルアミノ)ヘキシル－(２－シアノエチル)－(Ｎ，Ｎ－ジイソプロピル)－ホ
スホルアミダイト(Ｃ６－ＴＦＡ)である。その他の適切な変性剤は、当業者に既知である
。
【００２９】
　一旦変性剤が非タンパク質およびタンパク質と反応して、非タンパク質をタンパク質に
連結すれば、反応化変性剤は、本明細書中では「リンカー」と呼ばれる。
　その他の配置では、検出プローブスペーサーは非タンパク質のみを含む。このような配
置に関しては、標識または検出リガンドに非タンパク質を連結するためには、非タンパク
質を機能的にすることが一般的に必要である。これは、非タンパク質と反応し得る一次反
応基および標識または検出リガンドと反応し得る二次反応基を含む変性剤を用いることに
よりなされ得る。
【００３０】
　非タンパク質がヒドロキシル基を含み、そして標識または検出リガンドがカルボキシル
基を含む場合、適切な変性剤は、ホスホルアミダイト基および第一アミノ基(または使用
前に脱保護される保護化第一アミノ基)を含む。６－(トリフルオロアセチルアミノ)ヘキ
シル－(２－シアノエチル)－(Ｎ，Ｎ－ジイソプロピル)－ホスホルアミダイト(Ｃ６－Ｔ
ＦＡ)は適例である。その他の適切な変性剤は、当業者に既知である。
【００３１】
　適切な非タンパク質検出プローブスペーサー構成成分の例としては、１‘，２’－ジデ
オキシリボースホスフェート(ｄＳ)、３－ヒドロキシプロピルホスフェート(ＳC3)および
ヘキサエチレングリコールホスフェート(Ｓ)が挙げられる。
　しかしながら好ましくは、非タンパク質は、検出プローブが標的核酸とハイブリダイズ
していた場合、形成された塩基対と積重ね相互作用を生じ得る塩基を含む。さらに好まし
くは、非タンパク質はヌクレオチドを含む。もっとも好ましくは、非タンパク質は１つま
たはそれ以上のヌクレオチドのみからなる。
【００３２】
　好ましくは非タンパク質は、少なくとも３ヌクレオチド長である。
　検出プローブスペーサーは、検出プローブが標的核酸とハイブリダイズするのを妨げな
い検出プローブの任意の部分に連結され得る。検出プローブスペーサーが検出プローブの
末端間の検出プローブの一部分に連結される場合、検出プローブの一端または両端は、検
出プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合には標的核酸とハイブリダイズしな
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い１つまたはそれ以上のヌクレオチド、好ましくは少なくとも３つのヌクレオチドと結合
され得る。
【００３３】
　好ましくは検出プローブスペーサーは、検出プローブの一端に連結される。検出プロー
ブスペーサーが検出プローブの一端に連結される場合、検出プローブスペーサーに連結さ
れない検出プローブの末端は、検出プローブが標的核酸とハイブリダイズしていた場合に
は標的核酸とハイブリダイズしない１つまたはそれ以上のヌクレオチド、好ましくは少な
くとも３つのヌクレオチドと結合され得る。
【００３４】
　捕捉部分は、塩基対合により、または非塩基対合相互作用により、標的核酸と直接また
は間接的に結合し得る。
　例えば捕捉部分は、標的核酸と直接的にハイブリダイズし得る捕捉プローブを含み得る
。あるいは捕捉部分は、標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズし得
る捕捉プローブを含み得る。
【００３５】
　捕捉部分は、標的核酸に結合された捕捉プローブに結合される捕捉リガンドと結合して
、それにより捕捉部分と標的核酸との間接的結合を可能にし得る。例えば捕捉部分は、抗
体または抗体断片であり得る。捕捉プローブが捕捉リガンドに連結され得る場合、捕捉プ
ローブは、捕捉リガンドと捕捉プローブとの間に間隔を置くために、捕捉リガンドに連結
される捕捉プローブスペーサーに連結され得る。
【００３６】
　フック捕捉プローブは、それが試料溶液中の標的核酸と結合し、試料溶液が毛管作用に
よりディップスティックに吸い上げられると、捕捉プローブにより捕捉され得るよう、試
料溶液に付加され得る。
　捕捉プローブ、フック捕捉プローブおよび検出プローブは各々、少なくとも１つの核酸
または核酸類似体を含み得る。プローブが１つより多い核酸または核酸類似体を含む場合
、それらは好ましくは一緒にハイブリダイズされる。
【００３７】
　本発明は、試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するためめキットであって、以下
の：
　捕捉部分が、標的核酸に結合された捕捉プローブに結合された捕捉リガンドと結合し得
る本発明の第二の局面によるディップスティック、ならびに
　標的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズし得る
捕捉プローブであって、捕捉部分により結合され得る捕捉リガンドに結合される捕捉プロ
ーブ
　を含むキットも提供する。
【００３８】
　適切な標識の例としては、テキスタイル染料、金属ゾル、例えばコロイド金および着色
粒子、例えば着色ラテックス粒子が挙げられる。このような標識は、検出プローブに直接
結合され得るか、あるいは検出プローブが検出リガンドに結合される場合には、検出リガ
ンド結合部分に結合され得る。
　適切な捕捉または検出リガンドの例としては、ビオチン（例えば抗ビオチン抗体、アビ
ジン、ストレプタビジンまたはその誘導体により捕捉または検出される）、フルオロセイ
ン（例えば抗フルオレセイン抗体により捕捉または検出される）、および２，４－ジニト
ロフェノール（ＤＮＰ）(例えば抗ＤＮＰ抗体により捕捉または検出される)が挙げられる
。
【００３９】
　検出プローブは、標的核酸に結合されたフック検出プローブとハイブリダイズし得る普
遍検出プローブを含み得る。普遍検出プローブは標識または検出リガンドに連結され、そ
れにより検出プローブの検出を可能にし得る。
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　本発明のキットおよびディップスティックは、試料溶液中の標的核酸を検出するために
用いられるキットに必要な任意の試薬をさらに含み得る、と理解される。例えば、検出リ
ガンドに結合された検出プローブを含む本発明のキットは、検出リガンド結合部分をさら
に含み得る。これは、ディップスティックに分離されるか、あるいは接触端および捕捉帯
間のディップスティックに放出可能的に固定され得る。
【００４０】
　検出リガンド結合部分は、抗体または抗体断片、あるいは非抗体を含み得る。例えば検
出リガンドがビオチンを含む場合、検出リガンド結合部分は、ビオチン結合活性を保持す
る抗ビオチン抗体、ストレプタピジン、アビジンまたはその誘導体を含み得る。好ましく
は検出リガンド結合部分は標識され、それにより検出プローブおよび検出リガンド結合部
分を用いた標的核酸の間接的検出を可能にする。
【００４１】
　本発明は、スペーサーに連結された検出プローブおよび／または捕捉プローブの使用に
関すると、そして検出プローブまたは捕捉プローブは標的核酸の検出方法によってディッ
プスティックに固定されるかまたは試料溶液とともにインキュベートされ得る、と理解さ
れる。
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　ｉ）試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、およ
び標的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズし得る
捕捉プローブであって、接触端から遠く離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に
固定されている捕捉プローブを含むディップスティック、ならびに
　ｉｉ）標的核酸とハイブリダイズし得る、標識に結合されて検出プローブを利用した標
的核酸の直接的検出を可能にする、あるいはリガンドに結合されて検出プローブを利用し
た標的核酸の標的核酸の間接的検出を可能にする検出プローブ
　を含むキットであって、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され
、そして検出プローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検
出リガンドを検出プローブに結合し、標識または検出リガンドと検出プローブとの間に間
隔を置くキットも本発明により提供される。
【００４２】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　ｉ）試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、およ
び接触端から遠く離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に固定された捕捉部分で
あって、標的核酸と直接または間接的に結合し得る捕捉部分を含むディップスティック、
　ｉｉ）標的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズ
し得る捕捉プローブであって、捕捉部分により結合され得る捕捉リガンドに結合される捕
捉プローブ、ならびに
　ｉｉｉ）標的核酸とハイブリダイズし得る、標識に結合されて検出プローブを利用した
標的核酸の直接検出を可能にし、あるいは検出リガンドに結合されて検出プローブを利用
した標的核酸の間接的検出を可能にする検出プローブ
を含むキットであって、標識または検出リガンドが検出プローブスペーサーに連結され、
そして検出プローブスペーサーが検出プローブに連結されて、それにより標識または検出
リガンドを検出プローブに結合し、そして標識または検出リガンドと検出プローブとの間
に間隔を置くキットも本発明により提供される。
【００４３】
　試料溶液中の標的核酸の存在に関する試験キットであって、以下の：
　ｉ）試料溶液を接触させるための接触端を有するクロマトグラフィーストリップ、およ
び接触端から遠く離れたクロマトグラフィーストリップの捕捉帯に固定された捕捉部分を
含むディップスティック、
　ｉｉ）標的核酸と、または標的核酸に結合されたフック捕捉プローブとハイブリダイズ
し得る捕捉プローブであって、捕捉プローブが捕捉プローブスペーサーに連結され、そし
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て捕捉プローブスペーサーが捕捉リガンドに連結されて、それにより捕捉リガンドを捕捉
プローブに結合し、捕捉リガンドと捕捉プローブとの間に間隔を置く捕捉プローブ、なら
びに
　ｉｉｉ）標的核酸とハイブリダイズし得る、標識に結合されて検出プローブを利用した
標的核酸の直接検出を可能にし、あるいは検出リガンドに結合されて検出プローブを利用
した標的核酸の間接的検出を可能にする検出プローブ
　を含むキットも本発明により提供される。
【００４４】
　本発明のさらなる局面によれば、固相にプローブを固定するための方法であって、タン
パク質に結合されたプローブを提供し、そしてタンパク質を固相に吸着することを包含す
る方法が提供される。
　固相にプローブを固定するための本発明の方法は、プローブをタンパク質に結合するこ
とをさらに包含し得る。
【００４５】
　プローブは好ましくはリンカーに結合され、そしてリンカーはタンパク質に結合される
。プローブは、好ましくはリンカーがタンパク質に結合される前にリンカーに結合される
。
　プローブは、核酸または核酸類似体を包含し得る。
　リンカーは、好ましくはプローブの非ヌクレオ塩基部分に結合される。プローブが核酸
を含む場合、リンカーは好ましくはプローブの糖またはホスフェート基に結合される。プ
ローブが核酸類似体ＰＮＡ(タンパク質核酸)を含む場合、リンカーは好ましくはプローブ
のアミノ基に結合される。これは、リンカーがヌクレオ塩基の塩基対合を妨害しないよう
にということである。あるいはリンカーは、プローブおよびその結合相手の塩基対合相互
作用をリンカーが妨害しないよう、プローブの結合相手(例えば標的核酸)とハイブリダイ
ズし得るプローブの部分の５‘または３’に結合され得る。
【００４６】
　プローブは、好ましくは、リンカーに結合されたホスホルアミダイト基とプローブのヒ
ドロキシル基との反応により、またはリンカーのヒドロキシル基とプローブに結合された
ホスホルアミダイト基との反応により、リンカーに結合される。
　リンカーは好ましくは、リンカーに結合された第一アミノ基とタンパク質のカルボキシ
ル基との反応により、タンパク質に結合される。
【００４７】
　固相は、膜を、好ましくはニトロセルロース膜を含み得る。あるいは固相は、ビーズの
ような粒子を含み得る。
　プローブに結合されたタンパク質の固相への吸着により固相に固定されたプローブも、
本発明により提供される。
　試料溶液中の標的核酸の存在に関して試験するためのディップスティック検定における
本発明のディップスティック、キットまたはプローブの使用も、本発明により提供される
。
【００４８】
　捕捉プローブスペーサーに連結された捕捉プローブが標的核酸とのハイブリダイゼーシ
ョンのためにより利用可能であるため、捕捉プローブスペーサーを有する本発明のディッ
プスティックの感度は改良される、と考えられる。捕捉プローブはそれにより、標的核酸
とのハイブリダイゼーションのためにより利用可能であり、そして捕捉リガンドが捕捉部
分による結合のためにより利用可能であるため、捕捉プローブが捕捉プローブスペーサー
により捕捉リガンドに結合される本発明のディップスティックまたはキットの感度は改良
され得る。
【００４９】
　同様に、検出プローブスペーサーが標的核酸とのハイブリダイゼーションのために検出
プローブをより利用可能にするために、検出プローブを標識に結合する検出プローブスペ
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ーサーを有する本発明のディップスティックまたはキットの感度は改良される、と考えら
れる。検出プローブが検出プローブスペーサーにより検出リガンドに結合される場合、検
出プローブは標的核酸とのハイブリダイゼーションのためにより利用可能であり、そして
検出プローブリガンドも検出リガンド結合部分に対してより利用可能であり得る、と考え
られる。
【００５０】
　ヌクレオチドまたはヌクレオ塩基が、捕捉プローブまたは検出プローブと標的核酸との
間に形成される塩基対との積重ね相互作用を生じ得るために、本発明によるヌクレオ塩基
を含むスペーサーの使用は特に有効であると考えられる。積重ね相互作用の生成は、捕捉
プローブまたは検出プローブと標的核酸とのハイブリダイゼーションを強化し、それによ
りディップスティックの捕捉帯での標的核酸の捕捉または検出の効率を改良すると考えら
れる。
【００５１】
　適切な場合、本発明のディップスティックおよびキットは、試料溶液中の標的核酸の存
在に関して試験するための以下の種類のディップスティック検定において用いられ得る：
　１)接触端を有するクロマトグラフィーストリップおよび接触端から遠く離れた捕捉帯
で固定された捕捉プローブであって、標的核酸とハイブリダイズし得る捕捉プローブを含
むディップスティックが提供される。検出プローブは、検出プローブと標的核酸とのハイ
ブリダイゼーションのための条件下で試料溶液と接触される。試料溶液は、ディップステ
ィックの接触端と接触されて、毛管作用により試料溶液を捕捉帯に移動させ、それにより
標的核酸および検出プローブを試料溶液とともに捕捉帯に移動させ、そして標的核酸を捕
捉帯で捕捉させる。検出プローブは次に、捕捉帯で検出され得る。捕捉帯での検出プロー
ブの存在は、標的核酸が試料溶液中に存在したことを示す。
【００５２】
　この検定の変法では、検出プローブは、ディップスティックから分離される代わりに、
接触端および捕捉帯間のディップスティックに放出可能的に固定され得る。ディップステ
ィックの接触端が試料溶液と接触された場合、試料溶液が捕捉帯に移動すると、放出検出
プローブが試料溶液中の標的核酸とハイブリダイズし得るよう、毛管作用により試料溶液
が捕捉帯に移動されて、検出プローブが試料溶液中に放出される。
【００５３】
　この検定のさらなる変法では、検出プローブは試料溶液から分離され、そしてディップ
スティックの捕捉帯と接触される。これは通常は、ディップスティックの接触端が試料溶
液と接触された後に実行される。検出プローブは捕捉帯と直接接触され得るし、あるいは
検出プローブは、ディップスティックの接触端と接触されて、毛管作用によりプローブ溶
液を捕捉帯に移動させる別個のプローブ溶液中に存在し得る。
【００５４】
　２）接触端を有するクロマトグラフィーストリップおよび接触端から遠く離れた捕捉帯
で固定された捕捉部分であって、標的核酸にハイブリダイズされた捕捉プローブを結合し
得る捕捉部分を含むディップスティックが提供される。捕捉プローブは、捕捉プローブと
標的核酸とのハイブリダイゼーションのための条件下で試料溶液と接触される。試料溶液
は、ディップスティックの接触端と接触されて、毛管作用により試料溶液を捕捉帯に移動
させ、それにより標的核酸および捕捉プローブを試料溶液とともに捕捉帯に移動させ、そ
して捕捉部分を捕捉プローブに結合することにより標的核酸を捕捉帯で捕捉させる。標的
核酸は次に、捕捉帯で検出され得る。標的核酸は、検定(１)に関して記載したような検出
プローブを用いて検出され得る。検出プローブは、捕捉プローブと一緒に、または捕捉プ
ローブとは別々に(任意の順序で)、試料溶液に付加され得る。あるいは、検出プローブは
、接触端および捕捉帯間のディップスティックに放出可能的に固定され得るし、あるいは
別個に、検定（１）に関して記載されたような捕捉帯と接触され得る。
【００５５】
　この検定（２）の変法では、捕捉プローブは、試料溶液と混合される代わりに、接触端
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および捕捉帯間のディップスティックに放出可能的に固定され得る。ディップスティック
の接触端が試料溶液と接触されて、毛管作用により試料溶液が捕捉帯に移動されると、放
出捕捉プローブが試料溶液中に放出されるよう、捕捉プローブが試料溶液中に放出され、
したがって放出された捕捉プローブは、試料溶液が捕捉帯に移動すると試料溶液中の標的
核酸とハイブリダイズし得る。標的核酸は、試料溶液と接触され、接触端および捕捉帯間
のディップスティックに放出可能的に固定され、または別個に捕捉帯と接触され得る検出
プローブを用いて検出され得る。
【００５６】
　検定（２）のさらなる変法では、捕捉プローブは、毛管作用により試料溶液が捕捉帯に
達する前に(または例外的に同時に)、捕捉帯と接触され得る。これは、標的核酸が捕捉さ
れ得るよう、捕捉帯で捕捉部分により捕捉プローブを結合させる。捕捉プローブは、それ
を捕捉帯に直接適用することにより、またはディップスティックの接触端と捕捉プローブ
を接触させて、毛管作用によりプローブ捕捉プローブを捕捉帯に移動させることにより、
別個に捕捉プローブと接触される別個の捕捉プローブ溶液中に存在し得る。ディップステ
ィックの接触端の試料溶液とのその後の接触は、毛管作用により標的核酸を捕捉帯に到達
させて、そこで捕捉される。さらに標的核酸は、試料溶液と接触され、接触端および捕捉
帯間のディップスティックに放出可能的に固定され、あるいは別個に捕捉帯と接触され得
る検出プローブを用いて検出され得る。検定（２）における検出プローブの使用に代わる
ものとして、標的核酸は、例えば標識と標的核酸との共有結合により、試料溶液中で直接
標識され得る。これは、前駆体標識を試料溶液と接触させ、標識と標的核酸の共有結合の
ための条件下で試料溶液および前駆体標識をインキュベートすることにより、達成され得
る。
【００５７】
　検定（２）の捕捉部分は、捕捉プローブとハイブリダイズし得る普遍捕捉プローブであ
り得るし、あるいは捕捉部分は、捕捉プローブとの非塩基対合相互作用により結合し得る
。例えば捕捉プローブが１つまたはそれ以上の捕捉リガンドを含む場合、捕捉部分は捕捉
リガンド結合部分である。
【００５８】
　ディップスティック検定が標的核酸とハイブリダイズし得る１つより多いプローブを用
いる場合、すべてのプローブが試料溶液に付加されるのが、そしてハイブリダイゼーショ
ンが単一段階で実行されるのが好ましい。これは検定を簡素化し、それをより容易に且つ
より迅速に実施させる。一段階ハイブリダイゼーション検定を用いる標的核酸の検出感度
は、ハイブリダイゼーションが多段階で実行される場合の検出感度とほぼ等しい、という
ことが判明した。多段階ハイブリダイゼーションは、異なるプローブと試料溶液中の標的
核酸との連続ハイブリダイゼーションにより、あるいはディップスティックを、各々異な
るプローブを含有する異なる溶液と接触することにより実行され得る。通常は、多段階ハ
イブリダイゼーションの後者の方法は、異なるプローブ溶液との各接触間にディップステ
ィックを洗浄することを包含する。多段階ハイブリダイゼーションが好ましい環境が存在
し得るが、しかしより簡単且つ迅速なフォーマットの一段階ハイブリダイゼーションが通
常は好ましい、と理解される。
【００５９】
　試料溶液はハイブリダイゼーション反応を単一ハイブリダイゼーション段階で起こさせ
、そして非塩基対合相互作用を起こさせて（例えば検出リガンドと検出リガンド結合部分
との間、ならびに捕捉リガンドと捕捉リガンド結合部分との間）、そして標的核酸および
１つまたはそれ以上のハイブリダイズ化プローブおよび(任意に)リガンド結合部分を含む
複合体を毛管作用によりディップスティックまで押し上げるための適切な組成物を有する
、というのが最も好ましい。このような試料溶液を用いて、ハイブリダイゼーション反応
は次に単一段階で実行され、そして試料溶液がディップスティックの接触端と直接接触さ
れる前に(試料溶液を先ず希釈し、または変える必要性を伴わずに)、任意のリガンド－リ
ガンド結合部分相互作用が起こり得る、と理解される。リガンド－リガンド結合部分相互
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作用は、試料溶液が捕捉帯に移動すると、所望によりディップスティック上で付加的にま
たは代替的に起こり得る。標的核酸の簡単且つ迅速なディップスティック検出は、それに
より促される。
【００６０】
　このような結果は、塩、洗剤およびブロッキングタンパク質、例えばＢＳＡまたは粉乳
とともに標準ハイブリダイゼーション緩衝液（例えばＳＳＰＥ緩衝液またはトリス緩衝液
）を含む試料溶液を用いて達成される、ということをわれわれは見出した。このような検
定を用いた標的核酸の検出感度は、他のディップスティック検定とほぼ等しいかまたはそ
れより良好であることが判明した。
【００６１】
　添付の図面を参照しながら、本発明の実施態様を実例としてここで説明する。
　実施例は、クラミジア属細菌のトラコーマクラミジアChlamydia trachomatis(ＣＴ)の
隠れたプラスミドのＤＮＡ断片の検出に関する。ＣＴは、性感染病の最も一般的な原因の
１つである。ＣＴ感染は、不妊症を引き起こし得るし、そして妊娠中には、自然流産を、
さらに出産時または出産後子宮内膜炎を生じ得る。新生児において、ＣＴ感染は失明およ
び慢性呼吸疾患を引き起こし得る。感染男性の約10％、および感染女性の約70％がＣＴ感
染の症状を示さない。したがって、病気の早期治療が開始され得るよう、ＣＴ感染の的確
な診断が重要である。
【００６２】
　実施例においては、ディップスティック１０を用いて、試料溶液１４中の一本鎖または
二本鎖ＣＴ標的核酸１２を検出しようと試みた(図２参照)。ディップスティック１０は、
試料溶液１４を接触するための接触端１８を有するニトロセルロースのストリップ１６、
ならびに接触端１８から遠く離れたニトロセルロースストリップ１６の捕捉帯２２に固定
された捕捉プローブ２０を包含する。抗ビオチン抗体染料接合体２４は、接触端１８と捕
捉帯２２との間に位置するニトロセルロースストリップの接合体帯２６で放出可能的に固
定される。捕捉プローブ２０は、標的核酸１２の一方の鎖(一次鎖)の一次領域とハイブリ
ダイズし得る。
【００６３】
　試料溶液１４は、トラコーマクラミジアChlamydia trachomatisで1 ml尿をスパイクし
、次に15 K rpmで30分間、尿を遠心分離することにより調製される。ペレットが100 μl
標準ハイブリダイゼーション緩衝液(遮断剤、例えばカゼインまたはＢＳＡを含む)中に再
懸濁される。標的核酸とハイブリダイズし得る検出プローブ２８が次に付加される(使用
される場合、検出プローブおよび／または捕捉プローブにより認識される領域に隣接する
標的核酸とハイブリダイズし得るヘルパープローブとともに)。検出プローブ２８は、ビ
オチンに(または実施例５においてはフルオレセインに)結合される(当業者に周知の方法
を用いて)。試料溶液１４は次に、100℃に7分間加熱され、そして冷却される。
【００６４】
　ディップスティック１０の接触端１８は次に、試料溶液１４と接触される。試料溶液１
４、ならびに検出プローブ２８とハイブリダイズされた任意の標的核酸１２は、毛管作用
によりディップスティック１０を上昇する。試料溶液１４が接合体帯２６を通過すると、
それは抗ビオチン抗体－染料接合体２４を流動化する。放出された抗ビオチン抗体－染料
接合体２４は次に、標的核酸１２とハイブリダイズされた検出プローブ２８に結合された
ビオチンと結合し得る。
【００６５】
　抗ビオチン抗体－染料接合体２４、検出プローブ２８および標的核酸１２間に形成され
る複合体は次に、ディップスティック１０に吸い上げられて捕捉帯２２まで移動し、そこ
で複合体の標的核酸が固定化捕捉プローブ２０とハイブリダイズし得る。捕捉プローブ２
０は、それが捕捉帯２２を通って移動すると、試料溶液１４により流動化され得ないよう
な方法で捕捉帯２２に固定される。その結果として、捕捉プローブに結合された複合体は
捕捉帯中に残存し、捕捉帯での抗ビオチン抗体－染料接合体の染料の存在により検出され
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【００６６】
　試料溶液中にＣＴ標的核酸が存在しない場合、検出プローブ２８は捕捉帯２２で捕捉さ
れ得ず、したがって染料は捕捉帯で可視的でない。試料溶液中にＣＴ標的核酸が存在する
が、しかし不十分量の標的核酸が捕捉帯で捕捉され得る場合には、試料溶液中の標的核酸
の存在は検出されない。
　標的核酸の検出感度は、捕捉プローブがハイブリダイズする標的核酸の領域と検出プロ
ーブがハイブリダイズする領域との間の距離が26ヌクレオチド未満である場合、低減され
得る、ということが判明した。したがって、これらの領域間の距離は少なくとも26ヌクレ
オチド、好ましくは少なくとも200ヌクレオチドである、というのが好ましい。
【００６７】
　前記の標的核酸の捕捉は、以下の実施例中では直接プローブ捕捉として言及される。実
施例における標的核酸の検出の強度は、0～5のスケールで記録され、5は最強検出を表し
、そして0は検出なしを表す。
　以下の実施例に用いられるプローブの配列を以下に示す：
　配列番号１：5’TGC AAC TCT TGG TGG TAG ACT TTG C
　配列番号２：5’GCG CAC AGA CGA TCT ATT TTT TGC A
　配列番号３：5’CGG GCG ATT TGC CTT AAC CCC ACC A
　配列番号４：5’CCA AGC TTA AGA CTT CAG AGG AGC G
　配列番号５：5’CAT GCG TTT CCA ATA GGA TTC TTG G
　配列番号６：5’CAC AGT CAG AAA TTG GAG TGC TGG C
　配列番号７：5’CTT GCT GCT CGA ACT TGT TTA GTA C
　配列番号８：5’AGA AGT CTT GGC AGA GGA AAC TTT T
　配列番号９：5’CTA GAA TTA GAT TAT GAT TTA AAA GGG
　配列番号１０：5’TTC ATA TCC AAG GAC AAT AGA CCA A
　配列番号１１：5’TGA TCT ACA AGT ATG TTT GTT GAG T
　配列番号１２：5’TGC ATA ATA ACT TCG AAT AAG GAG AAG
　配列番号１３：5’TCC CTC GTG ATA TAA CCT ATC CG
　配列番号１４：5’CAG GTT GTT AAC AGG ATA GCA CGC
　配列番号１５：5’CTC GTT CCG AAA TAG AAA ATC GCA
　配列番号１６：5’GGT AAA GCT CTG ATA TTT GAA GAC
　配列番号１７：5’CTG AGG CAG CTT GCT AAT TAT GAG T
　下記の実施例における検出プローブの構造は、図１２に模式的に示されている。
【００６８】
　実施例１
　実験設定：
　捕捉フォーマット：直接プローブ捕捉(ｃｐ)（ディップスティック上に固定された配列
番号１４）；
　検出プローブ(ｄｐ)：５‘末端に直接結合されたビオチンを伴う、あるいは３ヌクレオ
チド(Ｎ3)、６ヌクレオチド（Ｎ6）、ＳまたはＳＳスペーサーによる配列番号１３または
配列番号１５、もしくは３’末端に直接結合されたビオチンを伴う配列番号１３。各々の
１０12コピー。
【００６９】
　検出フォーマット：抗ビオチン抗体染料接合体；
　標的ＤＮＡ：73または76ヌクレオチド一本鎖ＤＮＡ断片（5x1011～1010コピー）。
【００７０】
　結果
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【表１】

【００７１】
　これらの結果は、以下のことを示す：
　Ｎ6、Ｎ3、ＳＳまたはＳスペーサーにより５‘末端に結合されたビオチンを伴う検出プ
ローブを用いた標的核酸検出の感度は、５’末端に直接結合されたビオチンを伴う検出プ
ローブを用いた感度より高かった。
【００７２】
　Ｎ3およびＮ6スペーサーは、ＳおよびＳＳスペーサーより良好であった。
　ビオチン(またはその他の検出リガンド)は検出プローブの一端に結合される、というの
が好ましい。捕捉プローブおよび検出プローブが捕捉帯で標的核酸とハイブリダイズされ
る場合に形成された複合体においては、ビオチン(またはその他の検出リガンド)は、捕捉
プローブとハイブリダイズする標的核酸の領域に近位の検出プローブの末端に(内部的に
配向される)、あるいは好ましくは捕捉プローブとハイブリダイズする標的核酸の領域に
遠位の検出プローブの末端に(外部的に配向される)存在し得る。検出プローブに検出リガ
ンドを結合するためにスペーサーが用いられない場合には、標的核酸の検出感度は一般に
、検出リガンドが外部的に配向される場合は、より高い。したがって検出プローブは通常
は、検出リガンドが外部的に配向されるよう、選択される。
【００７３】
　しかしながら本実施例では、検出プローブの３‘末端に直接結合された外部的配向ビオ
チンを伴う検出プローブを用いた検出感度は、６ヌクレオチドスペーサーにより検出プロ
ーブの５’末端に結合された内部的配向ビオチンを伴う検出プローブを用いた感度と同様
に良好であった。したがって本発明にしたがってスペーサーが用いられる場合、検出プロ
ーブは、検出リガンドが捕捉帯で捕捉される複合対中で外部的には移行されるよう選択さ
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れねばならないというわけではない。
【００７４】
　実施例２：
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティック膜上に固定された直接プローブ捕捉(ｃｐ)配列
番号１４；
　検出プローブ：３ヌクレオチド(Ｎ３)、６ヌクレオチド(Ｎ６）、ＳまたはＳＳスペー
サーにより５‘末端に直接結合されたビオチンを伴うプローブ(ｄｐ)配列番号１３、配列
番号１５および配列番号１６。各々の1012コピー。
　検出フォーマット：抗ビオチン抗体染料接合体；
　標的ＤＮＡ：214 bp二本鎖ＤＮＡ断片（1011～1010コピー）。
【００７５】
　結果
【表２】

【００７６】
　これらの結果は以下のことを示す：
　二本鎖標的核酸の検出感度は、Ｎ3、Ｎ6、ＳＳまたはＳスペーサーを用いて5倍以上改
良された。
　検出感度は、Ｎ3およびＳスペーサーを用いた場合よりＮ6およびＳＳスペーサーを用い
た方が高かったが、これは、スペーサーの長さが検出感度改良のために重要であることを
示す。
　検出感度は、以下のスペーサーが等価長を有するという事実にもかかわらず、ＳＳスペ
ーサーよりＮ6スペーサーを用いたほうがより高かったが、これは、スペーサーの物理化
学的特性が検出感度改良のために重要であることを示す。
【００７７】
　Ｎ6スペーサーにより５‘末端でビオチンに各々結合された２つの検出プローブ(ｄｐ１
３非ｌａｂ＋ｄｐ１５－Ｎ6－Ｂ＋ｄｐ１６－Ｎ6－Ｂ)(この場合、ビオチンは捕捉プロー
ブにより捕捉された複合体中で内部的に配向される)のみを用いる検出の感度は、５’末
端でビオチンに各々直接結合された３つの検出プローブ(ｄｐ１３－Ｂ＋ｄｐ１５－Ｂ＋
ｄｐ１６－Ｂ)(この場合、一検出プローブ(ｄｐ１３－Ｂ)のビオチンは捕捉プローブによ
り捕捉された複合体中で外部的に配向される)を用いた検出感度より大きかった。
【００７８】
　実施例１および２からの結論
　標的核酸検出の感度は、検出プローブに検出リガンドを結合するためにスペーサーを用
いることにより増大される。
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　長いスペーサーのほうが短いスペーサーより良好である。
　等価長であるがしかし異なる物理化学的特性を有するスペーサーは、検出感度に異なる
作用を及ぼした。特に、非タンパク質構成成分がヌクレオチドのみからなるスペーサーは
、非ヌクレオチド構成成分を含むスペーサーより良好である。これに関して考え得る説明
をいかに示す：
　１．ヌクレオチドスペーサーは、検出プローブと標的核酸とのハイブリダイゼーション
を強化することにより、検出感度を改良し得る。これらのスペーサーのヌクレオチドは、
検出プローブが標的核酸とハイブリダイズする場合、標的核酸のヌクレオチドと塩基対合
すると予測されない。これらのヌクレオチドのヌクレオ塩基は、検出プローブが標的核酸
とハイブリダイズする場合に形成される塩基対との積重ね相互作用を生じ得る。これらの
積重ね相互作用は、標的核酸と検出プローブとの間に生成されるハイブリッドの安定性を
強化し、それにより標的核酸の検出感度を強化し得る。
【００７９】
　２．ヌクレオチドスペーサーは、ＳおよびＳＳスペーサーより剛性であり得る。ヌクレ
オチドスペーサーのリボース環は、ＳおよびＳＳスペーサーのポリエチレングリコール基
よりはるかに大きい剛性を提供すると予測される。このより大きい剛性は、検出リガンド
結合部分との相互作用のためにヌクレオチドスペーサーに結合される検出リガンドの利用
可能性を増大し得る。
【００８０】
　３．ヌクレオチドおよび非ヌクレオチドスペーサー間の極性の差は、検出感度における
差異を生じ得る。
【００８１】
　実施例３
　実験設定
　捕捉フォーマット：直接プローブ捕捉(ｃｐ)配列番号１０（ディップスティック上に固
定）；
　検出プローブ：直接的に、あるいはＮ6、ＳＳ、(ｄＳ)6、(ＳＣ3)6またはＳＮ3ＳＮ3Ｓ
スペーサーによりビオチンに結合された検出プローブ(ｄｐ)配列番号１３。各々の1012コ
ピー；
　検出フォーマット：抗ビオチン抗体染料接合体；
　ヘルパープローブ：配列番号１０に隣接する配列番号５および配列番号６；配列番号１
３に隣接する配列番号１および配列番号２（1012コピー）。
　標的ＤＮＡ：872 bp二本鎖ＤＮＡ断片（2x1011～1010コピー）。
【００８２】
　結果
【表３】



(21) JP 5341291 B2 2013.11.13

10

20

30

【００８３】
　これらの結果は、以下のことを示す：
　ＳＳ、(ｄＳ)6および(ＳＣ3)6スペーサーは、それらの構造的差異および特性にもかか
わらず、等価長を有し、そして標的核酸の検出感度の強化に同様の作用を及ぼした。
【００８４】
　Ｎ6スペーサーは、ＳＳ、(ｄＳ)6および(ＳＣ3)6スペーサーと等価長を有する。しかし
ながらＮ6スペーサーは、標的核酸の検出感度の改良により大きい作用を及ぼした。
　標的核酸検出の感度は、ＳＮ3ＳＮ3Ｓスペーサー(試験した最長スペーサー)よりＮ6ス
ペーサーを用いたほうがより高かった。これに関して考え得る説明は、スペーサーのＮ3

構成成分のヌクレオ塩基と検出プローブおよび標的核酸間に形成される塩基対との間の積
重ね相互作用をＳモノマーが低減または排除する、というものであり得る。このデータは
、スペーサーの非対合ヌクレオ塩基と標的核酸および検出プローブ間に形成される二重鎖
との間の積重ね相互作用が標的核酸の検出感度の強化に重要である、という結論を支持す
る。
【００８５】
　実施例４
　ディップスティック試験により、ならびにドットブロット分析により、異なる物理化学
的特性および長さを有するスペーサーを評価した。ドットブロット分析は、検出プローブ
と標的核酸とのハイブリダイゼーションの非存在下で分析される検出プローブに結合され
たビオチンとの抗ビオチン抗体の相互作用の効率性を可能にする。異なるスペーサーによ
りビオチンに結合された検出プローブの5x108～5x1011コピーを、正荷電ナイロン膜上の
異なる場所にスポッティングし、そして膜とＵＶ架橋させた。次に膜を、アルカリ性ホス
ファターゼ（ニトロブルーテトラゾリウム／５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホ
スフェート(ＮＢＴ／ＢＣＩＰ)色原性基質を転換し得る）に結合された抗ビオチン抗体と
ともにインキュベートし、洗浄し、ＮＢＴ／ＢＣＩＰ色原性基質とともにインキュベート
し、そして膜を観察して、捕捉帯でいかなる色が生成されたかを見た。
【００８６】
　ディップスティック試験のための実験設定
　捕捉フォーマット：直接プローブ捕捉(ｃｐ)配列番号１４（ディップスティック上に固
定）；
　検出プローブ：直接的に、あるいはヌクレオチドまたは非ヌクレオチドスペーサーによ
り５‘末端でビオチンに結合された検出プローブ(ｄｐ)配列番号１３。各々の1012コピー
；
　検出フォーマット：抗ビオチン抗体染料接合体；
　ヘルパープローブ：配列番号１４に隣接する配列番号２および配列番号３（1012コピー
）。
　標的ＤＮＡ：416 bp二本鎖ＤＮＡ断片（5x1010～109コピー）。
【００８７】
　結果
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【表４】

【００８８】
　ドットブロット分析のための実験設定
　検出プローブ：直接的に、あるいはヌクレオチドまたは非ヌクレオチドスペーサーによ
り５‘末端でビオチンに結合された検出プローブ配列番号１３；
　検出フォーマット：アルカリ性ホスファターゼに結合された抗ビオチン抗体。ＮＢＴ／
ＢＳＩＰ色原性基質による検出；
【００８９】
　結果
【表５】

【００９０】
　ディップスティック試験の結果を以下に示す：
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　３、４または５ヌクレオチドスペーサーとともに検出プローブを用いた標的核酸検出の
感度に、有意差は認められない。
【００９１】
　６ヌクレオチドスペーサーを用いた検出感度は、３～５ヌクレオチドスペーサーより極
わずかに良好である。
　ヌクレオチドのみからなるスペーサーを用いた検出感度は、非ヌクレオチドを含むスペ
ーサーを用いた場合より良好であった。例えばＮ3スペーサーは、１５ヌクレオチド長と
等価である最長スペーサーＳＮ3ＳＮ3Ｓより良好であった。
【００９２】
　（ｄＳ）6スペーサーは、ＳＳスペーサーよりわずかに良好である。
　ドットプロット試験の結果を以下に示す：
　検出感度は、最長スペーサー（ＳＳＳおよびＳＮ3ＳＮ3Ｓ）を用いた場合に最高であっ
た。
　異なる物理化学的特性を有する等価長スペーサー（Ｎ6、（ｄＳ）6およびＳＳ）を用い
た検出感度は、同様であった。
【００９３】
　実施例３および４からの結論
　ｄＳ構成成分は、ヌクレオチドと同様の構造を有する。ともに、剛性を提供すると予測
されるリボース残基を有する。しかしながらヌクレオチドは、ｄＳ構成成分中には存在し
ないヌクレオ塩基を有する。Ｎ6スペーサーと比較した場合の標的核酸検出の感度に及ぼ
す（ｄＳ）6スペーサーの異なる作用は、ヌクレオチドスペーサーを用いた検出の感度の
改良に及ぼすより大きい作用が、標的核酸と塩基対合しないヌクレオ延期の存在により主
に説明される、ということを示唆する。
【００９４】
　スペーサーの組成は、その長さより重要であると思われる（実施例４のディップスティ
ック試験におけるｄｐ－Ｎ3－Ｂ5‘およびｄｐ－ＳＮ3ＳＮ3Ｓ－Ｂ5’に関する結果と比
較）。
　（ｄＳ）6スペーサーを用いた検出感度は、ＳＳスペーサーを用いた場合より高い。こ
れらのスペーサーは、等価長を着する。これは、スペーサーの物理化学的特性、例えば剛
性または極性もスペーサーによる検出感度の改良に影響を及ぼし得る、ということを示唆
する。
【００９５】
　実施例４のドットブロット分析は、抗ビオチン抗体に対するビオチンの利用可能性に関
してはスペーサー長が重要である、ということを示す。抗ビオチン抗体によるビオチン認
識の感度は、ビオチンがＮ6スペーサーにより固定プローブに結合されようが、（ｄＳ）6

またはＳＳスペーサーにより結合されようが、同様である。しかしながら実施例４のディ
ップスティック試験における検出感度に及ぼすこれらのスペーサーの作用は異なった。こ
れは、スペーサーの組成が、抗ビオチン抗体によるビオチンの認識におけるよりも、標的
核酸との検出プローブのハイブリダイゼーションにおいてより重要である、ということを
示唆する。スペーサーの長さは、抗ビオチン抗体（またはその他の検出リガンド結合部分
）によるビオチン（またはその他の検出リガンド）の認識のためのスペーサーの組成より
も、より重要であると思われる。
【００９６】
　実施例５
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティックに固定されたＢＳＡに結合された直接プローブ
捕捉（ｃｐ）配列番号１４。捕捉プローブは、直接的にまたは６ヌクレオチドスペーサー
により、ＢＳＡに結合される；
　検出プローブ：フルオレセインに結合された検出プローブ（ｄｐ）配列番号１３；
　検出フォーマット：抗フルオレセイン抗体－染料接合体；
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　標的ＤＮＡ：73 ntまたは76 nt一本鎖ＤＮＡ断片（1011コピー）。
【００９７】
　結果
【表６】

【００９８】
　実施例６
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティックに固定されたＢＳＡに５‘末端で結合された直
接プローブ捕捉（ｃｐ）配列番号１４。捕捉プローブは、N6またはＳＮ3ＳＮ3Ｓスペーサ
ーにより、ＢＳＡに結合される；
　検出プローブ：ビオチンに結合された検出プローブ（ｄｐ）配列番号７、８、９、１０
、１１、１２、１３、１５、１６および１７；
　検出フォーマット：抗ビオチン抗体－染料接合体；
　標的ＤＮＡ：872 bp二本鎖ＤＮＡ断片（1011～2.5x109コピー）。
【００９９】
　結果

【表７】

【０１００】
　実施例７
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティックに固定されたＢＳＡに結合された直接プローブ
捕捉（ｃｐ）配列番号１５。捕捉プローブは、Ｎ6スペーサーにより、ＢＳＡに結合され
る；
　ヘルパープローブ：配列番号１５に隣接する配列番号３および配列番号４；
　検出プローブ：本実施例では、検出プローブはフックプローブおよび普遍プローブを含
む。フックプローブは、配列番号１７（標的核酸とハイブリダイズし得る）に対応する配
列および普遍プローブの配列と相補的な配列を有する。普遍プローブは、Ｎ6またはＳＮ3

ＳＮ3Ｓスペーサーによりテキスタイル染料に結合される。フックプローブの1012コピー
が存在する；
　標的：872 bp二本鎖ＤＮＡ断片（1011および1010コピー）。
【０１０１】
　結果
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【表８】

【０１０２】
　実施例５、６および７からの結論
　固定タンパク質に捕捉プローブを結合するためのディップスティックに固定されたタン
パク質、および非タンパク質を含むスペーサーの使用（実施例５および６）、あるいは検
出プローブに標識を結合するための非タンパク質スペーサーの使用（実施例７）は、標的
核酸の検出感度を改良する。
【０１０３】
　核酸検出の感度は、スペーサーの非タンパク質構成成分が完全にヌクレオチドで構成さ
れた場合に、最高であった。
【０１０４】
　実施例８
　タンパク質担体によりまたは受動的吸着によりディップスティック膜に固定された捕捉
プローブを用いた標的核酸検出の感度を、本実施例で比較する。
【０１０５】
　第一アミノ基を用いて５‘－または３’末端で機能化された捕捉プローブ10 nmolを、1
0％ＢＳＡ1　μlおよび50 mMＭＥＳ緩衝液（ｐＨ6.1）25 μlと混合して、500 μlマイク
ロ遠心管中で水を用いて49 μlとした。次にカップリング試薬（水中に新たに調製された
300 mMの１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＡＣ）
）１ μlを付加し、ウエル中で混合した。混合物を室温で一夜放置して、ＢＳＡを捕捉プ
ローブに結合し、次に2～8℃で保存した。次にＢＳＡ－捕捉プローブをディップスティッ
クの捕捉帯に適用し、ディップスティックを80℃で1時間加熱した。
【０１０６】
　捕捉プローブ対ＢＳＡのモル比およびＥＤＡＣカップリング試薬の濃度を最適化した。
2.7:1、3.2:1、4.1:1、5.2:1、6.6:1、10.9:1の捕捉プローブ：ＢＳＡを試験した。1、1.
5、2、4、5および20 mMの濃度のＥＤＡＣを試験した。5 mMより高い濃度は、ＢＳＡ－捕
捉プローブを溶液から析出させた。
【０１０７】
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティックに直接固定された配列番号１４による、または
ＢＳＡタンパク質スペーサーによる直接プローブ捕捉。捕捉プローブおよび捕捉プローブ
－ＢＳＡをディップスティックに適用し、80℃で1時間ディップスティックを処理するこ
とにより固定した；
　検出プローブ：ビオチン標識化検出プローブ（ｄｐ）配列番号１３（1012コピー）；
　検出フォーマット：抗ビオチン抗体－染料接合体；
　標的ＤＮＡ：73ヌクレオチド一本鎖ＤＮＡ断片（1x1011コピー）。
【０１０８】
　結果
捕捉プローブ：　　　　　　　シグナル
捕捉プローブ－ＢＳＡ　　　　4.0
捕捉プローブ　　　　　　　　0.0
【０１０９】
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　結論
　ディップスティックに直接固定された捕捉プローブを用いて、標的核酸を検出できなか
った。しかしながら、捕捉プローブをＢＳＡに結合し、そしてＢＳＡをディップスティッ
クに固定した場合には、強い検出シグナルを得た。
【０１１０】
　以下の実施例は、タンパク質スペーサーにより着色粒子に結合されたプローブを用いた
標的核酸の検出に関する。ＢＳＡに結合されたプローブで着色染料粒子を被覆した。タン
パク質を染料粒子に吸着させ、それにより染料粒子にプローブを結合させる。用いた手法
は以下のとおりであった：
　10 mMＮａＣｌ、1 mMＥＤＴＡ、ｐＨ7.5を含有する10 mMリン酸塩緩衝液434 μl中で洗
浄染料（Ａ575＝900）を希釈する。プローブ－ＢＳＡ（2 mg/ml）5　μlを付加し、十分
に混合して、室温で1時間回転させる；
　20％アルカリ処理カゼイン50 μlを付加する。十分に混合し、室温で1時間回転させる
；
　室温で1時間、ミクロ遠心機で4000 rpmで遠心分離する；
　上清を除去し、5％スクロース、2％アルカリ処理カゼイン、0.02％Ｎａアジドを含有す
る接合緩衝液500 μl中にペレットを再懸濁する。
【０１１１】
　実施例９
　実験設定
　捕捉フォーマット：捕捉プローブ配列番号１３、配列番号１４、配列番号１５、配列番
号１６および配列番号１７に結合された抗ビオチン抗体／ビオチン（1012コピー／試験）
；
　代替的に、直接プローブ捕捉フォーマット（配列番号１４または配列番号１５）を比較
のために用いた；
　ＢＳＡにより染料粒子に結合された直接検出プローブ配列番号１０；
　ヘルパープローブ：配列番号１０に隣接する配列番号５および配列番号６；　標的：87
2 bp二本鎖ＤＮＡ断片（1011～108コピー）。
【０１１２】
　結果
　多プローブを用いたシグナル増幅
【表９】

【０１１３】
　感度分析
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【表１０】

【０１１４】
　これらの結果は、直接検出プローブ－染料接合体が抗体捕捉フォーマットおよび直接プ
ローブ捕捉フォーマットとともに作用することを示す。
【０１１５】
　実施例１０
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティックに固定されたＢＳＡに結合された直接プローブ
捕捉（ｃｐ）配列番号１５；
　ヘルパープローブ：配列番号１５に隣接する配列番号３および配列番号４；
　検出プローブ領域配列番号１７。この領域に置ける標的ＤＮＡと、ならびに普遍プロー
ブ配列と相補的な配列を有する「フックプローブ」を、1012コピー／試験で用いた；
　検出フォーマット：ＢＳＡにより普遍プローブに結合されたテキスタイル染料；
　標的：872 bpｄｓＤＮＡ断片（1011および1010コピー）。
【０１１６】
　結果：
　標的のコピー　　　　　1011　　　　　1010

　シグナル　　　　　　　2.0　　　　　0.0
【０１１７】
　直接検出プローブ染料接合体フォーマットと比較した場合のこのフォーマットの利点は
、普遍ヌクレオチド配列のプローブが着色粒子に接合される場合、それが核酸の視覚的検
出のための普遍試薬の適用を可能にする点である。
【０１１８】
　実施例１１
　実験設定
　捕捉フォーマット：ディップスティックに固定されたＢＳＡに結合された直接プローブ
捕捉配列番号１５；
　ヘルパープローブ：配列番号１５に隣接する配列番号３および配列番号４；
　検出プローブ領域配列番号１７。この領域に置ける標的ＤＮＡと、ならびに普遍プロー
ブ配列２と相補的な配列を有する「フック」検出プローブ１を、1012コピー／試験で用い
た；
　検出フォーマット：フック検出プローブは、標的核酸の配列と、ならびに一次普遍検出
プローブの配列と相補的な配列を含む。一次普遍検出プローブはＢＳＡに結合され、ＢＳ
Ａは一次着色粒子に吸着されて、それにより一次普遍検出プローブを一次着色粒子に結合
する。いくつかの二次普遍検出プローブも、一次着色粒子に吸着されたＢＳＡに各々結合
される。二次普遍検出プローブは、三次普遍検出プローブの配列と相補的な配列を含む。
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三次普遍検出プローブは、二次着色粒子に吸着されたＢＳＡに結合される。標的核酸がフ
ック検出プローブ、一次、二次および三次普遍検出プローブならびに一次および二次着色
粒子を用いて検出される場合、図１１におけるように、単一一次着色粒子は標的核酸上に
一次層を形成し、そしていくつかの二次着色粒子は標的核酸上に二次層を形成する。いく
つかの着色粒子はこの方法で各標的核酸に付着され得るため、標的核酸の検出感度は、フ
ック検出プローブおよび着色粒子に結合された単一普遍検出プローブの使用と比較して改
良される、と考えられる。
【０１１９】
　標的：872 bpｄｓＤＮＡ断片（1011および1010コピー）。
　結果：
　標的のコピー　　　　　1011　　　　　1010

　シグナル　　　　　　　　2.0　　　　　0.5
　1598 bpｄｓＤＮＡ標的を用いて、同様の結果を得た。
【０１２０】
　実施例１２：トラコーマクラミジアChlamydia trachomatisの一段階核酸ディップステ
ィック検定検出
　実験設定：
　試薬：
　捕捉フォーマット：ＢＳＡ担体によりディップスティック膜上に固定されたオリゴヌク
レオチドプローブ捕捉；
　検出フォーマット：多ビオチン標識化検出体プローブ；抗ビオチン抗体－コロイド金接
合体；
　試料調製：ＰＢＳ緩衝液中の106コピー／μｌ～103コピー／μｌの濃度で、トラコーマ
クラミジアChlamydia trachomatus（Ｃｔ）基本小体（ＥＢ）細胞を調製し、100℃で20分
間加熱した。
【０１２１】
　ハイブリダイゼーション／ディップスティック実行緩衝液：塩、洗剤およびブロッキン
グタンパク質、例えばＢＳＡまたは粉乳を含有する標準ハイブリダイゼーション緩衝液。
【０１２２】
　方法：
　検出プローブ、ヘルパープローブおよび5x106～5x103コピーのＥＢをハイブリダイゼー
ション緩衝液中に希釈して80μlとし、100℃で7分間加熱した。次に混合物を手短に遠心
分離して、すべての液体を収集し、20μlの抗ビオチンＡｂコロイド金と混合した。全100
μlの混合物をディップスティック上に吸い上げてさせて、シグナルを発現させた。
【０１２３】
　結果および考察
　表および図１３に提示した結果は、試料調製段階を含めて1時間未満で、一段階核酸デ
ィップスティック検定を用いてＣｔＥＢの約104コピーが検出され得たことを示した。
　そのように提示されたディップスティック検出検定は他のサンドイッチハイブリダイゼ
ーション検定とほぼ等しい検出感度を有するが、しかしそれは、速度および簡便性という
大きい利点を有する。
【０１２４】
　例えばPCT WO 93/1322に開示されたＣｔの検出のためのサンドイッチハイブリダイゼー
ション検定は、複雑な多構成成分微小滴定プレートフォーマット検定であり、これは5時
間未満では成し遂げられなかった。この検定は、限定順序でのその構成成分の漸次付加を
要する多段階検定であって、インキュベーションおよび洗浄段階はすべての新規の構成成
分の付加後である。
【０１２５】
　本発明の目的の核酸ディップスティック検定は、構成成分の付加および洗浄のための異
なる段階を必要とせずに、一段階で実行し得る。このサンドイッチハイブリダイゼーショ
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させるために、１つより多い溶液条件を必要としない。同一溶液条件は、同様にディップ
スティック膜を通過する構成成分の自由移動に役立ち得る。
【０１２６】
　ディップスティックによる一本鎖および二本鎖標的核酸の検出感度は、本発明のスペー
サーの使用により有意に改良され得ることが判明した。二本鎖環状標的核酸の検出感度も
、本発明のスペーサーの使用により増大され得る。
　一本鎖標的核酸は、分子内塩基対合相互作用により二次構造を形成することが既知であ
る。このような二次構造は、標的核酸との捕捉プローブおよび検出プローブの結合を阻害
し得る。したがって、検出プローブおよび捕捉プローブが結合する標的核酸の領域は、し
ばしば二次構造を実質的に有さないと予測される領域として選択される。
【０１２７】
　本発明のスペーサーの使用により達成される二本鎖標的核酸の検出感度改良は、二次構
造に関与する標的核酸の領域を認識する捕捉プローブおよび／または検出プローブを用い
た一本鎖標的核酸の検出感度も改良されることを意味する。この利点は、捕捉プローブお
よび／または検出プローブが、標的核酸により形成される二次構造の予測に基づいて選択
されねばならないわけではなく、したがって捕捉および検出プローブの選択を簡素化し得
るという点である。
【０１２８】
　ディップスティック検出の慣用的方法は、環状二本鎖標的核酸の検出時に非常に不十分
であると考えられる。その結果として、このような標的核酸は、通常は、標的が検出され
る前に二本鎖化標的を線状化する酵素で処理される。本発明のスペーサーを用いた環状二
本鎖標的核酸の検出改良は、標的核酸の線状かが必要とされず、したがって検出方法を簡
素化することを意味する。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明の捕捉プローブスペーサーまたは検出プローブスペーサーの構成成分と
して適切な非タンパク質構成成分の化学構造を示す。
【図２】　本発明の一実施態様を用いたトラコーマクラミジアChlamydia trachomatis標
的核酸の検出を示す。
【図３】　実施例１に関する実験設定を示す。
【図４】　実施例２に関する実験設定を示す。
【図５】　実施例３に関する実験設定を示す。
【図６】　実施例４に関する実験設定を示す。
【図７】　実施例６に関する実験設定を示す。
【図８】　実施例７に関する実験設定を示す。
【図９】　実施例９に関する実験設定を示す。
【図１０】　実施例１０に関する実験設定を示す。
【図１１】　実施例１１に関する実験設定を示す。そして
【図１２】　実施例で用いられるビオチン検出リガンドに結合された異なる検出プローブ
の構造を模式的に示す。
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