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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　マイクロ流体デバイスであって、
　第１の端部および第２の端部を有するマイクロ流体チャンネルと、
　前記マイクロ流体チャンネルの前記第１の端部に流体連結される、試験検体を受けるよ
うに構成された検体注入口と、
　前記マイクロ流体チャンネルに流体連結される粘土処理室であって、粘土鉱物試薬を含
有し、前記粘土処理室は、前記粘土鉱物試薬を通して前記試験検体を濾過するように構成
されている、粘土処理室と、
　前記粘土処理室に流体連結される検体溶解室であって、アルカリ溶液を含有する検体溶
解室と、
　前記検体溶解室に流体連結された１つ以上の、検体核酸増幅または検出ウェル、または
それらの組み合わせと、
　１つ以上の検体流出口と、
　を備え、
　前記粘土処理室は、前記検体溶解室ならびに前記１つ以上の検体核酸増幅または検出ウ
ェルの上流であり、前記デバイスは、前記試験検体が前記粘土処理室から出て前記検体溶
解室に入り、前記試験検体が前記アルカリ溶液と接触して標的核酸を放出するように構成
されている、マイクロ流体デバイス。
【請求項２】
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　前記粘土鉱物は、カオリナイト、スメクタイト、またはイライト粘土鉱物を含む、請求
項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項３】
　前記粘土鉱物は、タルクを含む、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項４】
　前記粘土鉱物は、ハロイサイトを含む、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項５】
　前記粘土鉱物は、ベントナイトを含む、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項６】
　前記粘土鉱物は、合成粘土鉱物を含む、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項７】
　前記合成粘土鉱物は、ラポナイトである、請求項６に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項８】
　前記アルカリ溶液は、ＫＯＨ、ＮａＯＨ、またはＬｉＯＨを含む、請求項１に記載のマ
イクロ流体デバイス。
【請求項９】
　前記アルカリ溶液は、ＫＯＨを含む、請求項８に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項１０】
　前記溶解室の下流に、酸試薬を含む中和室をさらに備える、請求項１に記載のマイクロ
流体デバイス。
【請求項１１】
　前記酸性溶液は、ＨＣｌ、Ｃ２Ｈ４Ｏ２、またはＨ２ＳＯ４を含む、請求項１０に記載
のマイクロ流体デバイス。
【請求項１２】
　前記試験検体は、１つ以上の感染因子を含む、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス
。
【請求項１３】
　前記１つ以上の感染因子は、ウイルス因子である、請求項１２に記載のマイクロ流体デ
バイス。
【請求項１４】
　前記試験検体は、少なくとも２つのウイルス因子を含む、請求項１に記載のマイクロ流
体デバイス。
【請求項１５】
　前記試験検体は、ＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルスを含む、請求項１に記載のマイ
クロ流体デバイス。
【請求項１６】
　前記ＤＮＡウイルスは、ＨＢＶである、請求項１５に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項１７】
　前記ＲＮＡウイルスは、ＨＣＶまたはＨＩＶである、請求項１５に記載のマイクロ流体
デバイス。
【請求項１８】
　前記試験検体は、血液、血漿、血清、尿、唾液、痰、呼吸器洗浄液、涙、および組織ス
ワブから成る群より選択される、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項１９】
　前記試験検体は、血液、血漿、および血清から成る群より選択される、請求項１に記載
のマイクロ流体デバイス。
【請求項２０】
　前記マイクロ流体チャンネルの前記第２の端部に流体連結されたデバイス上ポンプをさ
らに備える、請求項１に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項２１】
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　前記検体注入口と前記マイクロ流体チャンネルの前記第１の端部との間に介装され、選
択された粒子を血液から除去することができる複合膜をさらに備える、請求項１に記載の
マイクロ流体デバイス。
【請求項２２】
　前記複合膜は、血液凝固を活性化する材料を含む、請求項２１に記載のマイクロ流体デ
バイス。
【請求項２３】
　前記複合膜は、ガラスフィルタを含む、請求項２２に記載のマイクロ流体デバイス。
【請求項２４】
　目的の核酸を分離するための方法であって、
ａ） 前記目的の核酸を含有すると疑われる検体を、請求項１～２３のいずれか１項に記
載のマイクロ流体デバイスに導入するステップと、
ｂ） 前記検体を前記マイクロ流体デバイス内の粘土鉱物と接触させるステップと、
ｃ） 前記検体を前記マイクロ流体デバイス内で溶解するステップと、
を含む、方法。
【請求項２５】
　溶解された前記検体を前記マイクロ流体デバイス内で増幅して、増幅された検体を得る
ステップをさらに含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記増幅された検体中で、前記目的の核酸を検出するステップをさらに含む、請求項２
５に記載の方法。
【請求項２７】
　目的の核酸を分離するための、請求項１～２３のいずれかに記載のマイクロ流体デバイ
スの使用。
【請求項２８】
　前記目的の核酸を増幅するステップをさらに含む、請求項２７に記載の使用。
【請求項２９】
　前記目的の核酸を検出するステップをさらに含む、請求項２８に記載の使用。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（政府利権の陳述）
本明細書に記載の作業の部分的資金調達は、契約番号第Ｗ８１ＸＷＨ－１０－２－０１５
８号の下、米国陸軍医療研究調達機関（Ｕ．Ｓ．Ａｒｍｙ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅｒ
ａｃｈ　Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ）からの助成によって提供された。
米国政府は、本発明に特定の権利を有している。
【背景技術】
【０００２】
　（背景）
　（技術分野）
　本発明は、概して、例えば、標的核酸配列の検出等の分子診断用途に検体を処理するた
めのマイクロ流体デバイスおよび方法に関する。
【０００３】
　（関連する技術の説明）
　分子診断の役割は、今日の地球的な医療環境において極めて重要である。発展途上国に
おける死因の９５％は、感染症、すなわち、急性呼吸器感染症（ＡＲＩ）、マラリア、Ｈ
ＩＶ、および結核症（ＴＢ）の適切な診断およびそれらに関連するその後の処置の欠如に
起因している（Ｙａｇｅｒ，Ｐら，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｅｎｇ１０:１０
７～１４４，２００８）。２００９年のＨ１Ｎ１Ａ型インフルエンザパンデミックのよう
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な最近のパンデミックは、感染症を効果的に検出し制御するツールの必要性を際立たせて
きた。「迅速な病原体変異率、非ヒト病原体のヒト病原体への形質転換、および非ヒト病
原体のヒト病原体との組み換え」等の要因が、新規感染症を管理する上での新たな課題を
追加した（Ｋｉｅｃｈｌｅ，ＦＬら，Ｃｌｉｎ　Ｌａｂ　Ｍｅｄ　２９（３）：５５５～
５６０，２００９）。世界規模の移動性の高まりは、２００９年Ｈ１Ｎ１パンデミックの
際に見られたように、発症地域から世界の他の地域への感染症の急速な広がりに拍車をか
けている。この移動性は、感染の地球規模の広がりを防ぐため、入国港における迅速でポ
ータブルな診断（ポイントオブケア；ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ［ＰＯＣ］）デバイス
の必要性を強調してきた。現在の病原体培養検査方法は、結果が出るまで１日以上の日数
がかかる。
【０００４】
　特定の他のタイプの感染症のために、先進国世界および発展途上世界の両方で、治療に
対する応答を測定し病状を監視する診断試験が、定期的に繰り返される必要がある。その
ような１つのケースは、ＨＩＶ（ヒト免疫不全ウイルス）およびＣ型肝炎等の感染につい
てウイルス負荷（血液ミリリットルあたりのウイルス粒子の数）を監視することにある。
サハラ以南のアフリカは、ＡＩＤＳパンデミックの影響が大きい地域である。これら地域
の標準試験施設や訓練された検査技師の不足は、深刻な問題である。同様の問題は、米国
の医療過疎地域にも存在する。地域社会全体に広められアクセスが容易で、場合によって
は家でも使い得る速くて安価な診断ツールは、病気および感染のより速い診断および監視
を可能にすることでかなりの便益をもたらすであろう。
【０００５】
　核酸バイオマーカーは、地球規模の健康に重要な、ＨＩＶ、ＨＣＶ、ＨＢＶ、汎発性イ
ンフルエンザ、およびデング熱を含む、いくつかの感染症の標的被験物である。複数のウ
イルス因子を試験する単純な診断デバイスを開発する上での主要な課題は、いくつかのウ
イルスのゲノムがＤＮＡから成り、他のウイルスのそれらがＲＮＡから成ることである。
ＲＮＡベースの被験物のさらなる課題は、これら不安定な分子の完全性を保護する試料の
取り扱いにある。後者の問題に対処するいくつかの商用製品がある。これらの製品の大半
は高価で、技術的な要求が厳しく、および／またはある種の冷凍を必要とする。これらの
要件は、迅速なオンサイト診断分析用に設計されたオンカートリッジ試薬容器の付いた小
型マイクロ流体デバイスでは容易に満たすことができない。さらにこれらの要件は、大半
の発展途上世界がそうであるような低資源または遠隔据え付けでは容易に満たすことがで
きない。したがって、安定な核酸検体を調製し、そして看護拠点（ＰＯＣ）でのＤＮＡお
よびＲＮＡ両バイオマーカーの分析に使用できる、安価で、計器が不要な、使い易い診断
デバイスが必要とされている。
【０００６】
　血液は、採取が容易なため、核酸発現の研究や血液ベースのバイオマーカーの分析に日
常的に使用されるヒト組織である。しかしながら、全血は、多くの場合、多くの下流の分
析過程を遅らせる、および／または妨げる、ヘムやヘパリン等の多くの要因を含む。さら
に、血漿は、リボヌクレアーゼ（ＲＮＡ分解酵素）の活性が非常に高く、この活性を最小
化することが、あらゆるＲＮＡ分離処置にとって非常に重要である。ＤＮＡは、臨床検体
から厳しい条件下で調製することができ、また、例えば、単にフィルタ紙にスポットして
室温で乾燥させることにより安定化できるが、ＲＮＡの調製は、典型的には、安定化剤の
使用と冷蔵および／または冷凍とを必要とする。臨床検体中のＲＮＡを安定化するのに必
要なステップは、面倒で、マイクロ流体、「検体－回答（ｓａｍｐｌｅ－ｔｏ－ａｎｓｗ
ｅｒ）」型診断デバイスには馴染まない。
【０００７】
　歴史的には２つの方法の変形法が、生物学的検体からＲＮＡを調製するのに用いられて
きた：化学的抽出と、多くの場合「固相抽出」と呼ばれるガラス上での固定化とである。
化学的抽出法は、通常、高度に濃縮されたカオトロピック塩を酸性フェノールまたはフェ
ノール・クロロホルム溶液とともに用い、ＲＮＡ分解酵素を不活性化し、ＲＮＡを他のバ
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イオ分子から精製する。これらの方法は、非常に純度の高いＲＮＡ調製物を提供するが、
代表的には、ＲＮＡは、アルコール沈殿ステップによって脱塩、濃縮される必要がある。
Ｂｏｏｍらによる米国特許第５，２３４，８０９号に記載される固相抽出法は、溶解と、
カオトロピック剤グアニジンチオシアネートの、この試薬の存在下での固体状体シリカ粒
子または珪藻類の核酸結合特性と組み合わせたヌクレアーゼ不活性化特性とに依存する。
シリカと結合したＲＮＡがエタノールを含む高塩濃度緩衝液で洗浄された後、ＲＮＡは低
イオン強度緩衝液内で溶離される。
【０００８】
　有機溶媒またはカオトロピック剤による水性抽出を必要とする検体調製法は、面倒であ
り、有害かつ労働集約的で、時間がかかることは容易に理解されるであろう。さらに、処
置の際に十分な注意が払われないと、ヌクレアーゼの残留汚染が起こり得、検体核酸の変
質や喪失が起こるであろう。このような検体を用いた診断試験は、このような分解により
、誤った陰性の結果となり得る。誤った陰性の結果はまた、例えば、検体に残り、標的増
幅手順を妨げる、残留アニオン洗浄剤、カオトロピック塩、またはエタノールからの化学
的干渉によっても得られ得る。アニオン洗浄剤およびタンパク分解酵素が用いられた場合
、残留するタンパク分解活性もまた、標的増幅および／またはハイブリダイゼーション検
出反応に用いられる酵素を分解し、誤った陰性の結果を生み出し得る。上記‘８０９号特
許に開示される「Ｂｏｏｍ式溶解」プロトコールに基づく検体調製法は、これらの問題に
適切に対処するものと一般に見られている。しかしながら、本発明者らは、固相抽出と組
み合わせたカオトロピック塩を利用するような抽出方法が、ＨＢＶゲノムのＰＣＲに基づ
く検出のための血液または血漿試料の調製が、信頼性があり効率的でないことを予期せぬ
ことに見出した。したがって、上に引用したプロトコールはいずれも、例えば、全血およ
び血清等の複雑な生物学的出発材料からＤＮＡおよびＲＮＡ標的の両方を検出するための
共通検体の調製には適さない。このことは、コスト効果、毒性廃棄物流の低減、および単
純であることがまた根本的に重要であり、時間的な要求が非常に高く、手が足りない領域
である臨床検査室セッティングでの感染症診断に特に当てはまる。
【０００９】
　当該分野での進歩は遂げられてきたが、試験検体から核酸を分離し、そして分析するこ
とができるマイクロ流体デバイス等、ポイントオブケア診断デバイスの技術分野における
必要性が引き続き存在している。本発明は、これらの必要性を満たし、さらに関連する利
点を提供する。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　（簡単な要旨）
　本発明の実施形態は、血液製剤等の試験検体からの核酸の調製、安定化、および分子分
析のためのマイクロ流体デバイスを提供することにより、上述した地球規模の健康ニーズ
に対処する。本発明者らは、粘土鉱物およびアルカリ緩衝液を用いた処理に基づく単純な
検体調製プロトコールが、増幅反応の即時試薬として好適なＤＮＡおよび／またはＲＮＡ
を含む検体を生み出すことを驚くべきことに見出した。理論にとらわれずに述べると、粘
土鉱物は、核酸を（ヌクレアーゼ活性による）酵素分解と、（アルカリ抽出試薬による）
加水分解との両方から保護するように機能するものと考えられる。本発明のデバイスによ
り調製された核酸検体は、ヌクレアーゼ活性を本質的に有さず、酵素を改変するための優
れた基質である。本発明のマイクロ流体デバイスの実施形態は、ヒト血液の少量検体また
は他の試験検体からＲＮＡおよびＤＮＡ標的を同時に検出する上で特に有利である。
【００１１】
　関連する実施形態では、本発明は、核酸検体の調製と下流の分子分析とを統合するため
の改良された統合マイクロ流体デバイスを提供する。とりわけ、本デバイスの実施形態は
、共通試験検体からのＤＮＡおよびＲＮＡ両方の調製および分析に好適である。ある実施
形態では、本発明のデバイスは、即時増幅に好適な核酸調製用試薬がデバイス内に事前装
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填されていることを特徴とする。これらの試薬は、限定されないが、粘土鉱物およびアル
カリ緩衝液を含む。
【００１２】
　したがって、本発明の実施形態は、第１の端部および第２の端部を有するマイクロ流体
チャンネルと、試験検体を受けるためにマイクロ流体チャンネルの第１の端部に流体連結
される検体注入口と、マイクロ流体チャンネルに流体連結され、粘土鉱物試薬を含有する
粘土処理室と、粘土処理室に流体連結され、アルカリ溶液を含有する検体溶解室と、検体
溶解室に流体連結された１つ以上の検体核酸増幅および検出ウェルと、１つ以上の検体流
出口とを備える、試験検体内の核酸を調製し分析するためのマイクロ流体デバイスを提供
する。別の実施形態では、本発明は、試験検体内の核酸を調製し分析するためのマイクロ
流体デバイスを提供し、粘土鉱物は、カオリナイト族、スメクタイト族、またはイライト
族から選択される。さらに別の実施形態では、本発明の粘土鉱物は、タルク、ハロイサイ
ト、ベントナイト、合成粘土鉱物、またはラポナイトの１つである。別の実施形態では、
本発明は、試験検体内の核酸を調製し、かつ分析するためのマイクロ流体デバイスを提供
し、アルカリ溶液は、ＫＯＨ、ＮａＯＨ、またはＬｉＯＨである。別の実施形態では、本
発明は、酸試薬を含む溶解室の下流に中和室をさらに備える、試験検体内の核酸を調製し
、かつ分析するためのマイクロ流体デバイスを提供する。他の実施形態では、酸性溶液が
ＨＣｌ、Ｃ２Ｈ４Ｏ２、またはＨ２ＳＯ４である。別の実施形態では、本発明は、試験検
体内の核酸を調製し、かつ分析するためのマイクロ流体デバイスを提供し、試験検体は、
１つ以上の感染因子を含む。別の実施形態では、感染因子がウイルス因子である。さらに
別の実施形態では、感染因子が少なくとも２種のウイルス因子である。さらに別の実施形
態では、感染因子がＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルスである。さらに別の実施形態で
は、感染因子がＨＢＶおよびＨＣＶまたはＨＩＶである。別の実施形態では、本発明は、
試験検体内の核酸を調製し、かつ分析するためのマイクロ流体デバイスを提供し、試験検
体が、血液、血漿、血清、尿、唾液、痰、呼吸器洗浄液、涙、または組織スワブを含む。
別の実施形態では、本発明は、試験検体内の核酸を調製し、かつ分析するためのマイクロ
流体デバイスを提供し、このデバイスは、マイクロ流体チャンネルの第２の端部に流体連
結されたデバイス上ポンプをさらに備える。別の実施形態では、本発明は、試験検体内の
核酸を調製し、かつ分析するためのマイクロ流体デバイスを提供し、このデバイスは、検
体注入口とマイクロ流体チャンネルの第１の端部との間に介装される複合膜をさらに備え
、この複合膜は、選択された粒子を血液から除去することができる。他の実施形態では、
この複合膜が、血液凝固を活性化する材料で構成され得る。別の実施形態では、この複合
膜がガラスフィルタで構成され得る。
　また、検体を含有する核酸の調製およびまたは分析のためのマイクロ流体デバイスの使
用方法が提供される。例えば、ある実施形態では、本方法は、
　ａ）目的の核酸を含有すると疑われる検体を、開示されたいずれかのマイクロ流体デバ
イス内に導入するステップと、
　ｂ）検体をマイクロ流体デバイス内で粘土鉱物と接触させるステップと、
【００１３】
　ｃ）マイクロ流体デバイス内の検体を溶解するステップと、
　を含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態で、本方法は、マイクロ流体デバイス内で溶解された検体を増幅し
て増幅された検体を得るステップと、随意に、増幅された検体中で目的の核酸を検出する
ステップとをさらに含む。
【００１５】
　目的の核酸を分離するための本マイクロ流体デバイスの使用もまた提供される。いくつ
かの実施形態では、本使用は、目的り核酸を増幅するステップと、随意に、目的の核酸を
検出するステップとをさらに含む。
【図面の簡単な説明】
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【００１６】
【図１】図１は、本発明の側面による、マイクロ流体デバイスの第１実施形態の操作を図
示する模式図である。
【図２】図２は、本発明の側面による、マイクロ流体デバイスの第２実施形態の操作を図
示する模式図である。
【図３】図３は、本発明の側面による、マイクロ流体デバイスの第３実施形態の操作を図
示する模式図である。
【図４】図４は、本発明の側面による、マイクロ流体デバイスの第４実施形態の操作を図
示する模式図である。
【図５】図５Ａ－Ｂは、本発明の側面による、複合膜の第１および第２実施形態の操作を
図示する断面図である。
【図６】図６は、本発明のデバイス内で行われ得るプロセスの実施例をステップ毎に手引
きする図である。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　（詳細な説明）
　本発明者らは、粘土鉱物とアルカリ緩衝液との組み合わせが、ＰＣＲ等の分子分析的手
順の複雑な生物学的試験用検体から核酸を調製するために用いられ得ることを驚くべきこ
とに見出した。有利なことに、これらの試薬は、核酸のさらなる精製または分離を必要と
することなく、ＤＮＡおよびＲＮＡ標的分子の両方を検出するための単一の試験検体の調
製に用いることができ、最新技術に対し大幅な改善を提供する。理論にとらわれることな
く、粘土鉱物は、限定されないが、アルカリ条件下における加水分解からの核酸の保護、
ヌクレアーゼ性分解からの核酸の保護、試験検体中に存在する阻害物質や他の汚染物質か
らのＤＮＡポリメラーゼ等の下流アッセイ試薬の保護、および全体的な緩衝特性を含むい
くつかの有益な効果を提供すると考えられる。
【００１８】
　本発明は、核酸検体の調製および分析用の粘土鉱物およびアルカリ緩衝液試薬をデバイ
ス上に備えるマイクロ流体デバイスに関する。いくつかの実施形態では、本デバイスは、
検体から核酸を抽出し、その後、随意に分子分析を行うために、液状検体の流れを操作す
る様々な形態に構成された、複数のマイクロ流体チャンネル、注入口、弁、膜、ポンプ、
および他の要素をさらに備える。本発明のデバイスは、全血検体から血清検体を分離する
ための複合膜をさらに備え得る。以下の記述では、本デバイスおよび方法の特定の具体的
な実施形態が示されるが、当業者は、下記の様々な実施形態および要素が、本発明の思想
および範囲から逸脱することなく組み合わせられか、または改変され得ることを理解する
であろう。
【００１９】
　（１．定義）
　試験検体：試験検体は、臨床試料であり得る生物学的検体または「バイオサンプル」を
含む。代表的なバイオサンプルは、例えば、血液、血清、血漿、バフィーコート、唾液、
傷からの滲出液、膿、肺および他の呼吸器吸引液、鼻吸引液および洗浄液、瘻孔ドレナー
ジ、気管支肺胞洗浄液、痰、中耳および内耳吸引液、嚢胞吸引液、脳脊髄液、便、下痢液
、尿、涙、乳分泌液、卵巣内容物、腹水、粘液、胃液、胃腸管内容物、尿道分泌物、滑液
、腹膜液、胎便、腟液または分泌液、羊膜液、精液、陰茎分泌物、または同等物の被検物
を含み、試験され得る。スワブからのアッセイ、または、粘膜分泌および上皮を代表する
洗浄液が受け入れ可能で、例えば、喉、扁桃腺、歯肉、鼻腔、膣、尿道、直腸、下部結腸
、および眼の粘膜スワブや、あらゆる種類の組織試料のホモジネート、溶解物、消化物も
またそうである。哺乳動物細胞は、受け入れ可能な検体である。生理学的または生物学的
な液体の他に、水、工業廃棄物、食品、ミルク、空気濾過物等の検体もまた試験試料であ
る。いくつかの実施形態では、試験検体はデバイス内に直接載置され、他の実施形態では
、分析前処理が想定される。
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【００２０】
　バイオアッセイ標的分子：または「目的の核酸」または「標的分子」は、単一または複
数の核酸を含む。標的核酸は、遺伝子、遺伝子の一部、遺伝子の調節配列、ｍＲＮＡ、ｒ
ＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｃＤＮＡを含み、そして単鎖、２本鎖、または３本鎖で
あり得る。いくつかの核酸標的は、多形性、欠失、および代替的スプライス配列を有する
。
【００２１】
　粘土鉱物：または「粘土」は、層（シート状）構造および（通常２マイクロメートルよ
り小さい）非常に小さな粒子サイズを備える一群の（フィロ珪酸塩を含む）含水アルミニ
ウムまたはマグネシウム珪酸塩のいずれかをいう。粘土鉱物は、有意の量の鉄、アルカリ
金属、またはアルカリ土類金属を含み得る。粘土鉱物は、天然に存在する粘土および粘土
岩の主な鉱物ストックを形成し、そしてそのような地質学的堆積物から生産される。粘土
鉱物はまた、シルト岩、粘板岩、およびある種の砂および砂岩等のその天然資源からも得
られ得る。粘土鉱物はまた、合成的によっても生産され得る。
【００２２】
　フィロ珪酸塩：Ｓｉ２Ｏ５、または珪素の酸素に対する比が２:５の組成を持った珪酸
塩４面体の平行シートを形成する、シート状珪酸塩と記載される幅広いクラスの鉱物を含
む。フィロ珪酸塩は、アンチゴライトおよびクリソタイルの蛇紋石群、魚眼石群、葡萄石
群、および以下に記される粘土鉱物群を含む。タルクとして知られる鉱物を含むフィロ珪
酸塩はいずれも、本発明における使用に好適である。
【００２３】
　病原体：感染または感染症に関連する有機物。
【００２４】
　病態：健康の欠如、すなわち、病気、虚弱、病的状態、または潜在的な罹患率と関連す
る遺伝形質によって特徴付けられる哺乳動物宿主の状態。
【００２５】
　様々な実施形態は、１つ以上の標的感染因子を含む試験検体を分析できるマイクロ流体
デバイスを含む。例示的な標的感染因子は、ＤＮＡベースのゲノムまたはＲＮＡベースの
ゲノムのいずれかを有する微生物および／またはウイルスを含む。いくつかの実施形態で
は、好適なウイルスは、限定されないが、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイル
ス（ＨＣＶ）、ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）ＩおよびＩＩ型、Ａ型インフルエンザウ
イルス、Ｂ型インフルエンザウイルス、呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）ＡおよびＢ型、
ヒトメタニューモウイルス（ＭＰＶ）、および／または単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）
Ｉおよび／またはＩＩ型を含む。
【００２６】
　他の実施形態では、検体中に存在するウイルス感染因子は、限定されないが、インフル
エンザＡ型、インフルエンザＢ型、ＲＳＶ（呼吸器合胞体ウイルス）ＡおよびＢ型、ヒト
免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、ヒトＴリンパ球向性ウイルス、肝炎ウイルス（例えば、Ｂ
型肝炎ウイルスおよびＣ型肝炎ウイルス）、エプスタイン－バーウイルス、サイトメガロ
ウイルス、ヒトパピローマウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、アデ
ノウイルス、コロナウイルス、ラブドウイルス、ポリオウイルス、トガウイルス、ブニヤ
ウイルス、アリーナウイルス、風疹ウイルス、レオウイルス、ノロウイルス、ヒトメタニ
ューモウイルス（ＭＰＶ）、単純ヘルペスウイルス１および２（ＨＳＶ－１およびＨＳＶ
－２）、西ナイルウイルス、黄熱病ウイルス、水痘帯状疱疹ウイルス（ＶＺＶ）、狂犬病
ウイルス、ライノウイルス、リフトバレー熱ウイルス、マールブルグウイルス、ムンプス
ウイルス、麻疹ウイルス、エプスタイン―バーウイルス（ＥＢＶ）、ヒトパピローマウイ
ルス（ＨＰＶ）、エボラウイルス、コロラドダニ熱ウイルス（ＣＴＦＶ）、および／また
はライノウイルスを含む。
【００２７】
　異なる実施形態では、試験検体中の細菌感染因子は、限定されないが、大腸菌、サルモ
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ネラ菌、赤痢菌、カンピロバクター、クレブシエラ、シュードモナス、リステリア菌、結
核菌、マイコバクテリウム・アビウム・イントラセルラーレ、エルシニア、フランシセラ
、パスツレラ、ブルセラ、クロストリジウム菌、百日咳菌、バクテロイデス、黄色ブドウ
球菌、肺炎連鎖球菌、Ｂ－溶血性連鎖球菌、コリネバクテリア、レジオネラ、マイコプラ
ズマ、ウレアプラズマ、クラミジア、クロストリジウム・ディフィシル、ガードネレラ、
膣トリコモナス、淋菌、髄膜炎菌、ヘモフィルスインフルエンザ、エンテロコッカスフェ
カリス、プロテウス・ブルガリス、プロテウスミラビリス、ヘリコバクター・ピロリ、ト
レポネーマ・パラジウム、ライム病菌、回帰熱ボレリア、リケッチア病原体、ノカルジア
、放線菌および／またはアシネトバクターを含む。
【００２８】
　さらに別の実施形態では、試験検体中の真菌感染因子は、限定されないが、クリプトコ
ッカスネオフォルマンス、ブラストミセスデルマティティディス、ヒストプラスマカプス
ラーツム、コクシジオイデスイミチス、パラコクシジオイデスブラジリエンシス、カンジ
ダアルビカンス、アスペルギルスフミガーツス、藻菌類（クモノスカビ）、スポロトリッ
クスシェンキイ、クロモミコーシス、および／またはマズラ菌を含む。
【００２９】
　さらに別の実施形態では、試験検体中に存在する寄生剤は、限定されないが、熱帯熱マ
ラリア原虫、四日熱マラリア原虫、三日熱マラリア原虫、卵形マラリア原虫、オンコベル
バ・ボルブルス、リーシュマニア、トリパノソーマ属、住血吸虫属、赤痢アメーバ、クリ
プトスポリジウム、ジアルジア属、トリコモナス属、大腸バランチジウム、バンクロフト
糸状虫、トキソプラズマ属、蟯虫、回虫、鞭虫、メジナ虫、吸虫、広節裂頭条虫、テニア
属、ニューモシスティス・カリニ、および／またはアメリカ鉤虫を含む。
【００３０】
　核酸：用語「核酸」、「ポリヌクレオチド」、および「オリゴヌクレオチド」は、限定
されないが、本明細書では、リボヌクレオチドおよびデオキシリボヌクレオチドを含む任
意の長さのヌクレオチドのポリマー形態を含めるために用いられる。比較的短い核酸ポリ
マーは、多くの場合、「プライマー」または「プローブ」として用いられる。この定義は
、メチル化またはキャップ化され得る天然供給源からの核酸と、そしてまた置換体または
誘導体化核酸塩基を含み得、ペプチド骨格に基づき得る合成形態とを含む。核酸は、概し
てアデノシン、グアニン、チミン、およびシトシンと、それらの「デオキシ」形態のポリ
マーであるが、ウラシルおよびキサンチン等の他のピリミジン、またはデオキシイノシン
等のスペーサーおよび汎用塩基をもまた含み得る。デオキシ核酸は、相補的配列の有無、
ｐＨ条件、塩濃度、温度、およびホルムアミド、Ｎ、Ｎ－ジメチルホルムアミド、ジメチ
ルスルホキシド、およびＮ－メチルピロリジノン等の特定の有機溶媒の有無に応じて、単
鎖または２本鎖である得る。
【００３１】
　「標的核酸配列」または「鋳型」：本明細書で使用されるように、用語「標的」は、ポ
リメラーゼによってアッセイ中で増幅され、かつ検出されるべきであるバイオサンプル中
の核酸配列をいう。「標的」分子は、検体中の「スパイク」または特徴付けられていない
被験物として存在し得、合成または有機体原産のいずれかのＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｇＤＮＡ
、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、またはｍｉＲＮＡから成り得る。「有機体」は、哺乳類
に限定されるものではない。標的核酸配列は、増幅の際の相補的配列の合成用の鋳型であ
る。ゲノムの標的配列は、慣例的に５'末端から３'末端まで列挙される塩基の配列リスト
によって表示される。
【００３２】
　リポーター、「ラベル」、または「タグ」：物理的、化学的、電磁的および他の関連す
る分析技法によって検出され得るバイオ分子またはバイオ分子の改変を意味する。検出可
能なリポーターの例は、限定されないが、放射性同位体、蛍光体、発色体、質量ラベル、
高電子密度粒子、磁性粒子、染色された粒子、量子ドット（ＱＤｏｔ）、スピンラベル、
化学発光を放出する分子、電気化学的に活性な分子、酵素、コファクター、核酸プローブ
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に連結された酵素、および酵素基質を含む。リポーターは試薬としてバイオアッセイに用
いられ、多くの場合、別の分子に共有結合によって結合し、固相上に吸着されるか、また
は特定の親和性結合によって結合される。
【００３３】
　プローブ：「プローブ」は、室温で安定な２重らせんを形成するのに十分な相補性を持
った相補的塩基対合により、標的核酸に結合できる核酸である。プローブは、リポーター
基によってラベル付けされ得る。プローブに取り付けられ得る好適なラベルは、限定され
ないが、放射性同位体、蛍光体、発色体、質量ラベル、高電子密度粒子、磁性粒子、スピ
ンラベル、化学発光を放出する分子、電気化学的に活性な分子、酵素、コファクター、お
よび酵素基質を含む。プローブの配列、長さ、およびハイブリダイゼーション条件の選定
用ツールは、概して当業者によく知られている。
【００３４】
　増幅：本明細書で用いられるように、用語「増幅」は、核酸配列濃度の初期濃度に対し
てその濃度の増大をもたらす「鋳型依存プロセス」をいう。「鋳型依存プロセス」は、「
プライマー」分子の「鋳型依存伸長」を含むプロセスである。「プライマー」分子は、標
的配列の既知部分と相補的な核酸の配列をいう。「鋳型依存伸長」は、新たに合成される
核酸鎖のストランドが、標的核酸およびプライマーの相補的塩基対合則で規定されるＲＮ
ＡまたはＤＮＡの核酸合成をいう。
【００３５】
　アンプリコンは、従来技術増幅手段の２本鎖ＤＮＡ産物を意味し、ＤＮＡおよびＲＮＡ
鋳型から形成される２本鎖ＤＮＡ産物を含む。
【００３６】
　両側（ｔｗｏ－ｔａｉｌｅｄ）アンプリコンは、タグ付きプライマー対が共有結合によ
って統合され、第１のプライマーがペプチドハプテンまたはエピトープと結合し、第２の
プライマーが、親和性リポーター、タグまたは「リガンド」と結合している、増幅手段の
２本鎖ＤＮＡ産物を意味する。本明細書で使用されるように、両側アンプリコンは「ヘテ
ロ二官能性」テザーとして機能し、固体基質上で分子検出複合体を形成する。
【００３７】
　プライマー：本明細書で使用されるように、好適なポリメラーゼおよびコファクターの
存在下、鋳型で方向付けられるＤＮＡ合成の開始点となり得る単鎖ポリヌクレオチドまた
はポリヌクレオチド複合体である。プライマーは、概して、少なくとも７ヌクレオチドの
長さを有し、より典型的には、長さが１０～３０ヌクレオチドまたはそれより長い。用語
「プライマー対」は、増幅されようとするＤＮＡ鋳型の５'末端の補体とハイブリダイズ
する５'「順方向」または「上流」プライマーを含む１組のプライマーと、増幅されよう
とする配列の３'末端とハイブリダイズする３'「逆方向」または「下流」プライマーとを
意味する。両方のプライマーとも５'および３'末端を有し、プライマー伸長は、常に５'
から３'に向かって起こることに留意されたい。したがって、５'末端またはその近傍での
化学的結合は、好適なポリメラーゼによるプライマー伸長を阻害しない。プライマーは、
「順方向」および「逆方向」プライマーの正体が交換可能であるプライマー対を指して「
第１のプライマー」および「第２のプライマー」と称され得る。追加的プライマーが、ネ
ステッド増幅に用いられ得る。
【００３８】
　ポリメラーゼは、プライマー分子の３'ヒドロキシル末端を延長するために、ヌクレオ
シド３リン酸またはデオキシヌクレオシド３リン酸を組み込むそれらの機能で定義される
酵素である。ポリメラーゼに関する一般論については、Ｗａｔｓｏｎ，Ｊ．Ｄ．ら，（１
９８７）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｇｅｎｅ，第４版，Ｗ
．Ａ．Ｂｅｎｊａｍｉｎ，Ｉｎｃ．，Ｍｅｎｌｏ　Ｐａｒｋ，　Ｃａｌｉｆ．を参照され
たい。ポリメラーゼの例は、限定されないが、大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩ型、「クレノ
ウ」断片、Ｔａｑポリメラーゼ、Ｔ７ポリメラーゼ、Ｔ４ポリメラーゼ、Ｔ５ポリメラー
ゼ、および逆転写酵素を含む。逆転写酵素の例は、ヒト免疫不全ウイルス１型由来のＨＩ
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Ｖ-１逆転写酵素、テロメラーゼ、モロニーマウス白血病ウイルス由来のＭ－ＭｕＬＶ逆
転写酵素、およびニワトリ骨髄芽球症ウイルス由来のＡＭＶ逆転写酵素を含む。
【００３９】
　なお、逆転写酵素は、ＲＮＡ標的に対しポリメラーゼ連鎖反応法を適用するための研究
に一般に用いられることに留意されたい。古典的なＰＣＲ法は、ＤＮＡに直接的に適用で
きるにすぎないが、ＲＮＡからｃＤＮＡを合成するために逆転写酵素を用いることにより
ＲＮＡ標的からのＰＣＲ分析が可能となる。この技法は、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（
Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒ
ｅａｃｔｉｏｎ、ＲＴ－ＰＣＲ）と総称される。
【００４０】
　（核酸に関して）相補的とは、２重らせんを形成するようにハイブリダイズできる２つ
の単鎖核酸配列を意味する。２つの相補鎖の２重らせんにおける塩基対のマッチングは、
絶対的なものとは限らない。ハイブリダイゼーションの選択性は、アニーリング温度、塩
濃度、および溶媒の関数であり、そして少なくとも１４～２５ヌクレオチドのストレッチ
にわたってわずか５５％程度の同一性であるとき、概して低いストリンジェンシーで起こ
り得る。厳密性ストリンジェンシーは、当業者によく知られた方法で増大させることがで
きる。Ｍ．　Ｋａｎｅｈｉｓａ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：２０３（
１９８４）を参照されたい。プライマーのハイブリダイゼーションについて述べると、「
完全に相補的」なプライマーは、プライマーの全長にわたって完全に相補的な配列を有し
、そしてミスマッチを有さない。「ミスマッチ」とは、プライマー中の塩基と、それが整
列される標的核酸中の塩基とが相補的ではないことを意味する。
【００４１】
　事前装填は、試薬が、デバイスの製造中、例えば、その最終使用の前にデバイスに追加
されることを意味する用語である。従って、固体試薬は、例えば、試薬中の溶媒を蒸発さ
せることによって試薬の溶液を乾燥させることにより、デバイス上に搭載され得る。代わ
りに、試薬は、全内容が参照により本明細書に組み込まれるＢａｔｔｒｅｌｌらの米国公
開特許公報第２０１２／０１５６７５０号に開示されるような脱水形態で事前装填されて
もよい。
【００４２】
　試薬は、酵素を含む、反応に使用される任意の化学的または生化学的物質を広く意味す
る。試薬は、それ自体が監視され得る単一薬剤（例えば、加熱される際に監視される物質
）、または２つもしくはそれを上回る薬剤の混合物を含むことができる。試薬は、生物（
例えば細胞）または非生物であってもよい。核酸増幅反応用の例示的試薬は、限定されな
いが、緩衝液、（マグネシウム塩等の）金属イオン、キレート剤、ポリメラーゼ、プライ
マー、鋳型、ヌクレオチド３リン酸、ラベル、染料、ヌクレアーゼ阻害物質、および同等
物を含む。酵素反応用の試薬は、例えば、基質、色原体、コファクター、結合酵素、緩衝
液、金属イオン、阻害剤および活性化剤を含む。全ての試薬が反応物質とは限らない。
【００４３】
　特異性：標的バイオマーカーの真の陽性シグナルを任意のバックグランド、誤信号また
は干渉信号から確実に区別するアッセイの能力を意味する。
【００４４】
　感度：負が、もはや正から確実に区別できなくないアッセイの検出下限値を意味する。
【００４５】
　安定性：保管中、例えば、活性、濃度、分解、粘度、ｐＨ値、または粒子組成等のパラ
メーターで測定される任意の組成的変化を意味し、１０％以上の経時変化は、不安定性を
示す。１０％に等しいまたはそれを下回る変化は、安定性を示唆する。安定性が測定され
る期間は、組成物の意図された有用性に応じて相対的なものである。より高い温度での加
速安定性は、時として、実際に測定されるよりも、長期間にわたる安定性を推定するより
迅速な方法である。
【００４６】
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　エンドポイント：「エンドポイント」または「データポイント」は、定性的または定量
的アッセイのいずれかからの「結果」の省略形として本明細書で使用され、一定の平坦域
または反応物のレベルが達成される安定したエンドポイントと、速度反応、すなわち、反
応物または産物の出現または消失速度が時間の関数（すなわち、傾き）であるデータポイ
ントとの両方を意味し得る。
【００４７】
　マイクロ流体カートリッジ：流体構造と、マイクロ流体的な寸法を有する内部チャンネ
ルとを有する、「デバイス」、「カード」または「チップ」。これらの流体構造は、例え
ば、室、弁、ベント、ビア、ポンプ、注入口、ニップル、および検出手段を含み得る。概
して、マイクロ流体チャンネルは、約５００μｍよりも小さい、典型的には約０．１μｍ
～約５００μｍの、少なくとも１つの内部断面寸法を有する流体通路である。マイクロ流
体チャンネルは、６００μｍより小さい少なくとも１つの内部断面寸法を有する流体通路
である。マイクロ流体流動様式は、ポアズイユ流または「層状」流によって特徴付けられ
る。粒子体積率、および、粒子径に対するチャンネル径の比（Ｄ／ｄ）は、流れ特性に対
し測定可能な影響を及ぼす。（例えば、参照により全体が本明細書に組み込まれるＳｔａ
ｂｅｎ　Ｍ　Ｅら（２００５）「Ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔ　ｉｎ　Ｐｏｉ
ｓｅｕｉｌｌｅ　ｆｌｏｗ　ｉｎ　ｎａｒｒｏｗ　ｃｈａｎｎｅｌｓ．」Ｉｎｔｌ　Ｊ　
Ｍｕｌｔｉｐｈａｓｅ　Ｆｌｏｗ　３１：５２９～４７、およびその引用文献を参照され
たい。）
【００４８】
　マイクロ流体カートリッジは、レーザステンシル、エンボス加工、スタンピング、射出
成形、マスキング、エッチング、および三次元ソフトリソグラフィー等の技法を用いて、
様々な材料から作られ得る。積層マイクロ流体カートリッジはさらに、接着剤中間層を用
いて、または配向ポリプロピレンの圧力処理による等、熱的接合法により作られる。積層
および成形マイクロ流体カートリッジのマイクロアーキテクチャは、変わり得る。
【００４９】
　マイクロ流体チャンネル（「マイクロチャンネル」とも称される）：可変長で、５００
μｍよりも小さい単一断面寸法を有する流体チャンネルである。マイクロ流体チャンネル
内のマイクロ流体的な流体の流れ挙動は、非常に非理想的で層状であり、端から端までの
圧力低下や断面積よりも、壁の濡れ性、粗さ、液体の粘度、接着性、粘着性により多く依
存し得る。マイクロ流体の流れ様式は、多くの場合、チャンネル内の「仮想液体壁」の存
在と関連する。しかしながら、大きなチャンネルでは、１０ｐｓｉ以上のヘッド圧が、ア
ッセイのすすぎ工程で重要であり得るような乱流に乗る遷移流れ様式を生成し得る。
【００５０】
　押出成形によって形成された層で構成されるマイクロチャンネルは、より丸みを帯びた
チャンネルプロファイルと、各「ビア」の半径とを有していてもよい。射出成形部品の内
部チャンネル表面もまた、幾分より滑らかである。チャンネルの流動特性は、マイクロ流
動様式における大きな表面効果のため、意義深い。表面張力と粘度とが合わさって表面粗
さ効果となる。チャンネルの最も狭い寸法が、流れに最も大きな影響を有する。したがっ
て、長方形または円形の断面プロファイルに基づくチャンネル内の流れは、対角幅または
直径によって制御されることとなり、そして設計は、典型的には、この現象を利用するよ
うに変更される。流れ方向における先細り（テーパ）の減少は、２００ミクロンより小さ
な直径に対しウィッキング効果をもたらす。逆に、流れは、圧力が印加されない限り、バ
ルブ（ｂｕｌｂ）を形成するようにチャンネルを開くことによって停止され得る。チャン
ネル内のビアは、固体状態逆止弁の一種に、流れ方向を促進するように設計できる。
【００５１】
　本明細書で使用されるように、用語「下流」は、使用時に、検体がデバイスの様々な部
分を通して順次通過することを意味する。用語「下流」はその範囲内に、直接流体連通し
ているデバイスの２つの部分を含むが、２つの部分が、例えば、弁またはデバイスの別の
部分によって分離されている場合もその範囲内に含む。用語「統合」は、例えば、デバイ
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スの同じ部分が検体をフィルタリングするのに役立ち、また溶解ユニットとして機能する
ように、デバイスの２つの異なる部分が単一のユニットに統合されることを意味する。用
語「統合」が、核酸増幅ユニットと組み合わせて本発明の第１および第２の側面のデバイ
スに適用されるとき、それは、システムの２つの部分が、使用時に互いに流体連通するよ
うに、互いに接続されていることを意味する。別の側面において、「統合」という用語は
、デバイスの異なる部分が、好ましくは、共通の基板上に形成されていることを意味する
。用語「接続される」は、デバイスの２つの部分に適用されるとき、２つの部分が（例え
ば、直接接合されるか、またはチャンネルを介して結合されるかのいずれかによって）互
いに直接流体連通できるか、または、例えば、弁またはデバイスの別の部分によって互い
に分離することができることを意味する。好ましくは、用語「に接続された」は、デバイ
スの２つの部分が互いに直接接合されていることを意味する。
【００５２】
　マイクロ流体ポンプ：流体の動きを強いることを目的とした、例えば、バルブ（ｂｕｌ
ｂ）、ベローズ、ダイアフラム、またはバブルを含み、ポンプのサブ構造は、１ミリメー
トルより小さい厚さまたは他の寸法を有する。そのようなポンプは、ともに出願人に譲渡
され、それらの全体が本明細書に参考として組み込まれるＷｅｉｇｌの米国特許第６，７
４３，３９９号およびＳａｌｔｓｍａｎの米国特許出願第２００５／０１０６０６６号に
記載の機械的に作動する再循環ポンプを含む。このようなポンプは、ロボット操作または
手動で操作され得る。電気浸透ポンプもまた提供される。このようなポンプは、外付けド
ライブの代わりに、可溶化した試薬や、マイクロ流体デバイスに基づくアッセイ中の検体
の流れを推進するように使用され得る。
【００５３】
　ベローズ（「フィンガ」）ポンプ：空洞として形成されたデバイスであり、多くの場合
、形が円筒状で、流体接続されていない第１および第２の半室を形成するよう、エラスト
マーダイアフラムにより冠状セクションに２分されている。ダイアフラムは、第１の半室
に接続された空気圧パルス発生器によって制御される。ダイアフラムより上の正圧がそれ
を膨張させて第２の半室の内容物を移動させ、負ゲージ圧（吸引）がダイアフラムを後退
させて第２の半室を拡大し、流体を引き込む。半室によって、ダイアフラムの有効面積は
、正の圧力下における体積変位と吸引圧力下における体積変位との小さい方であり、した
がって、第１および第２の半室がおおよそ対称、またはダイアフラムの上下の体積が等し
いときに最適となるものと理解されるべきである。第２の半室は、流体の注入口と排出口
とに接続されている。流体の注入口と排出口は、別個のポートでも単一のポートでもよい
が、いずれの場合も、弁の制御下にある。上述したように、空気パルス発生器は、概して
、これもまた弁付きのマイクロチャンネルによって、第１の半室に空気圧接続される。完
全な装置では、空気圧作動はプログラム可能である。このように、パルス発生器によって
使用されるプログラム可能な空気圧ロジックは、信号でダイアフラムを作動させ、信号で
弁を開閉させる２つの機能を有する。パルス発生器がカートリッジから離れているときに
は、ニップルまたは注入口と、空気マニホールドと、電磁弁とが設けられる。
【００５４】
　使用時において、流体は、負圧がダイアフラムに印加されたとき（または、流体が第２
のベローズポンプで押し込まれたときには受動的に）、入口弁を通ってベローズポンプの
第２の半室に入る。次いで、正圧がダイアフラムに印加されたときに、室の流体内容物は
、流出口弁を通って外に移動する。同様に、正および負の圧力信号は、弁の開閉を制御す
る。ダイアフラムに正および負の圧力パルス列を供給することにより、流体がベローズポ
ンプ室の内および外に動かされ得る。この流体動作は、同期した弁ロジックの適用と、そ
れによるポンプ作用によって方向付けられるようになる。
【００５５】
　マイクロ流体弁：少なくとも１つの寸法が５００μｍより小さい油圧、機械、空気圧、
磁気、および静電アクチュエータ流量コントローラの種類を含む。代表的なフラップ弁の
種類は、参照により全体が本明細書に組み込まれる米国特許第６，４３１，２１２号に記
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載されている。逆止弁もまた含まれる。弁の１つのクラスは、流れチャンネルおよび制御
チャンネルが交差し、制御チャンネル内の作動力に応答して流れチャンネル内に偏向また
は流れチャンネル外に退避させることができるエラストマー膜によって分離された構成を
意味する。マイクロ流体弁の種類を記載する特許は、そのいくつかがともに出願人に譲渡
され、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第５，９７１，３５５号、
第６，４１８，９６８号、第６，５１８，９９号、第６，６２０，２７３号、第６，７４
８，９７５号、第６，７６７，１９４号、第６，９０１，９４９号、ならびに米国特許出
願第２００２／０１９５１５２号および第２００５／０２００５８１６号等である。
【００５６】
　逆止弁：一方向弁である。ボールスプリング弁、フラップ弁、およびフリップフロップ
弁のマイクロスケール版は、逆止弁である。
【００５７】
　パッシブシャットオフ弁：浸漬したとき、いずれの方向にもさらなる流れを遮断するた
めマイクロチャンネルを閉じるように膨潤するマイクロ流体チャンネル内の水和性インサ
ートまたはコーティングである。同様に、マイクロチャンネルの壁上の疎水性材料のリン
グから成る「表面張力弁」は、試薬の流れを遅延または停止させることが開示されている
。流れの停止はまた、マイクロ流体チャンネル径のテーパを広げることによって達成され
得る。
【００５８】
　自己プライミング：チャンネルが湿潤性であり、チャンネルに呼び水を差すことを概し
て必要とせずに毛細管流れが始まるような材料から製造されるか、またはそのような処理
を施されたマイクロ流体チャンネルを意味する。
【００５９】
　ビア：１つの基板層から、上または下の別の基板に流体経路を提供するマイクロ流体チ
ャンネルのステップ、層から構築された積層デバイスの特徴。
【００６０】
　ピロー：例えば、制御された時間にその内容物を放出するようバッグに穿刺するための
空気圧作動式装置に随意に囲まれたマイラーマイクロバッグ等、変形可能な球形嚢から形
成されたデバイス上の試薬パック。金属とプラスチックの共積層体（ｃｏ－ｌａｍｉｎａ
ｔｅｓ）が、安定性を考慮すると好ましい。
【００６１】
　ブリスタパック：変形可能な（または弾性の）ダイアフラムの下にあるデバイス上の試
薬パック。ダイアフラムを加圧することにより試薬を送達するために使用され、ダイアフ
ラムにかかる圧力が「ピロー」を破裂させるような金属シェブロン等の「鋭利物」を並置
してもよい（ピローを参照されたい）。これらは、方向性の流体流れおよび試薬送達を生
成するため、逆止弁または閉鎖可能なベントとともに使用され得る。弾性ダイアフラムは
、例えば、ポリウレタン、ポリシリコーンおよびポリブタジエン、ならびにニトリルから
容易に得られる（エラストマーを参照されたい）。変形可能な非弾性ダイアフラムは、例
えば、ポリエチレンテレフタレート（ＰＥＴ）、マイラー、ポリプロピレン、ポリカーボ
ネート、またはナイロンで作られる。変形可能なフィルムの他の好適な材料には、パラフ
ィルム、ラテックス、フォイル、およびポリエチレンテレフタレート等が挙げられる。変
形可能なフィルムを選択する際の重要な因子は、降伏点と変形緩和係数（弾性率）を含む
。
【００６２】
　分離または「分離された」：「順方向分離」は、本明細書では、潜在的に感染性因子ま
たは毒素で汚染された臨床材料への暴露からユーザを保護することを意味する。「逆方向
分離」は、偽陽性の原因となり得る、核酸で起こるような偽の外因性汚染からのアッセイ
デバイスの保護を意味する。
【００６３】
　廃棄物室または「パック」：排出される検体、すすぎ液、および廃棄物試薬を隔離する
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ための入れ物として機能する空洞または室である。通常は、ウィッキング材も含む（ウィ
ックを参照されたい）。廃棄物パックはまた、マイクロ流体デバイスの本体に封着された
弾性分離膜下で密封され得る。この内膜は、吸湿性材料が膨張するにつれて膨張し、それ
により廃棄物を封入する。分離膜の外側の空洞は、廃棄物が封じ込められ隔離されるよう
に大気解放される。廃棄物パックは、随意に、乾燥状または液体状の滅菌剤を含有しても
よい。
【００６４】
　ウィック：マイクロ流体ポンプの代わりに、またはこれと協調して、毛細管湿潤により
流体流れを推進させるために使用される吸湿性の材料である。吸湿性コアは、典型的には
、天然または合成繊維の繊維ウェブを含み、また、通常、「ヒドロゲル」、「超吸収体」
または「ヒドロコロイド」材料と呼ばれる特定の吸収性ゲル化材料を多くの場合含む。材
料は、紙、スポンジ、おむつ材料、コンテックワイプ（Ｃｏｎｔｅｃ－Ｗｉｐｅ）、およ
びその他を含む。硫酸カルシウム、硫酸カルシウム、シリカゲル等の乾燥剤が、単独、ま
たは吸湿性材料と組み合わせて、用いられ得る。
【００６５】
　トラップ：ベントから廃棄物容器をさらに分離するダムの付いた流体トラップ。
【００６６】
　ベント：内部空洞と大気との間を相互連通する細孔。「衛生的」または「分離ベント」
はまた、ガスに対して透過性のフィルタ要素を含むが、疎水性であり湿潤化に抵抗する。
随意に、これらのフィルタ要素は、０.４５ミクロンまたはそれより小さな細孔径を有す
る。これらのフィルタは、順方向分離および逆方向分離の両方に機能する。この種および
構造のフィルタエレメントはまた、内部に配置され得、例えば、弁やベローズポンプを、
それを制御する空気圧マニホールドから隔離する。
【００６７】
　テストフィールド：マイクロ流体デバイスに基づくアッセイ内の部位を意味し、ここで
アッセイエンドポイントが光学窓等から観察または測定され、またこれは随意にテストパ
ッドを含む検出室となる。
【００６８】
　「従来」は、本発明が関連する先行技術で知られていることを示す用語である。
【００６９】
　「約」および「概して」は、ばらつきが取るに足りず、明白で、等価な実用性や機能を
有し、さらに標準、規則や制限に対し明らかに小さな例外の存在をさらに示す場合におい
て、非厳密な表現を拡大し、「多少」、「およそ」、または「ほぼ」の条件を「だいたい
」の意味で記述する。例えば、様々な実施形態では、上記用語は、用語に続く値の２０％
、１０％、５％、１％、または０．１％以内の量をいう。
【００７０】
　本明細書で、「機能のための手段（ｍｅａｎｓ　ｆｏｒ　ａ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ）」と
記載される場合、本発明の範囲は、図示された単数または複数のモードのみに限定されず
、本明細書に記載される機能を実行するための全ての手段と、出願時に当技術分野におい
て一般に周知の他の全ての手段とを包含すると理解されるべきである。「先行技術手段」
は、いくつかの実施例を参照することにより本明細書に引用される技術の累積知識を含め
、出願時に当技術分野において当業者に知られている機能を実行するための全ての手段を
包含する。
【００７１】
　重合手段は、例えば、逆転写酵素およびＴＡＱポリメラーゼ等、例えば、ポリメラーゼ
およびそのコファクターおよび基質として記載される分子機械の様々な種を意味し得、い
くつかの例を参照することにより本明細書に引用される酵素学の累積知識を含む。
【００７２】
　増幅手段は、熱サイクルおよび等温手段を含む。最初の熱サイクル法は、米国特許第４
，６８３，１９５号、第４，６８３、２０２号および第４，８００，１５９号、Ａｕｓｕ
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ｂｅｌらに詳細に記載されるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲと称される）である。Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ
　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｍｄ．（１９８９）、およびＩ
ｎｎｉｓら著、(「ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ」　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｉ
ｎｃ．，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　Ｃａｌｉｆ．，１９９０）の開示は、参照によりその全体
が本明細書に組み込まれる。ポリメラーゼ連鎖反応の方法論は、当業者に周知である。簡
単に述べると、ＰＣＲでは、標的配列の逆相補的ストランド上の領域に相補的な２つのプ
ライマー配列が調製される。デオキシヌクレオシド３リン酸の過剰分が、例えば、Ｔａｑ
ポリメラーゼ等のＤＮＡポリメラーゼとともに反応混合物に添加される。標的配列が検体
中に存在する場合、プライマーは標的に結合し、ポリメラーゼは、ヌクレオチドを付加す
ることにより、プライマーがマーカー配列に沿って伸長される。反応混合物の温度を上昇
、および下降させることにより、伸長したプライマーは鋳型から解離して反応産物を形成
し、過剰なプライマーは鋳型および反応産物に結合し、このプロセスが繰り返される。蛍
光インターカレート剤を添加することにより、ＰＣＲ産物をリアルタイムで検出すること
ができる。
【００７３】
　１つの等温法は、ＬＡＭＰ法（ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ　
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＤＮＡ）で、Ｎｏｔｏｍｉ，Ｔ．ら、Ｎｕｃｌ　Ａ
ｃｉｄ　Ｒｅｓ　２０００　２８に記載されている。
【００７４】
　ストランド置換増幅法（Ｓｔｒａｎｄ　Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ　Ａｍｐｌｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ）は、核酸の等温増幅を行う別の方法で、複数回のストランド置換および合成
、すなわち、ニックトランスレーションを含む（Ｗａｌｋｅｒら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，１９９２：１６９１－１６９６（本明細書中に参考して組み
込まれる））。同様の方法は、修復連鎖法（Ｒｅｐａｉｒ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏ
ｎ）と呼ばれ、増幅の標的とされる領域全体でいくつかのプローブのアニーリングと、そ
れに続く、４つの塩基のうち２つのみが存在する修復反応とを含む。他の２種の塩基は、
検出を容易にするため、ビオチン化誘導体として追加できる。同様のアプローチは、ＳＤ
Ａにも使用される。標的特異的な配列は、循環プローブ反応（ｃｙｃｌｉｃ　ｐｒｏｂｅ
　ｒｅａｃｔｉｏｎ／ＣＰＲ）を使用しても検出され得る。ＣＰＲでは、非特異的なＤＮ
Ａの３'配列および５'配列ならびに特異的なＲＮＡの中央配列を有するプローブを、検体
中に存在するＤＮＡにハイブリダイズさせる。ハイブリダイゼーションの際、反応物をＲ
Ｎａｓｅ　Ｈにより処理し、プローブの産物が、消化後に放出される特徴的な産物として
同定される。最初の鋳型が、別の循環プローブにアニールされ、反応が繰り返される。
【００７５】
　他の核酸増幅技術は、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）である。まず、逆
転写酵素を使用して相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）をＲＮＡ鋳型から作り、その後、ＰＣＲが
、得られたｃＤＮＡ上で実行される。
【００７６】
　増幅のための別の方法は、参照によりその全体が本明細書に組み入れられる欧州特許第
３２０　３０８号に開示されたリガーゼ連鎖反応（「ＬＣＲ」）である。ＬＣＲでは、２
つの相補的なプローブ対が調製され、そして標的配列の存在下で、各対が、当接するよう
、標的の反対の相補的ストランドに結合する。リガーゼの存在下で、２つのプローブ対が
結合して、単一のユニットを形成する。ＰＣＲの場合と同様の温度サイクリングにより、
結合し連結されたユニットが標的から解離し、次いで、過剰のプローブ対の連結のための
「標的配列」として機能する。その開示が参照によりその全体が本明細書に組み込まれる
米国特許第４，８８３，７５０号は、プローブ対を標的配列と結合させるためのＬＣＲと
同様の方法を記載する。
【００７７】
　Ｑβレプリカーゼも、本発明において、さらに別の増幅方法として使用され得る。この
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方法では、標的の領域に相補的な領域を有するＲＮＡの複製配列が、ＲＮＡポリメラーゼ
の存在下で、検体に添加される。ポリメラーゼが複製配列をコピーし、次いで、それが検
出され得る。
【００７８】
　その開示が参照によりその全体が本明細書に組み込まれる英国特許出願第２　２０２　
３２８号、およびＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ８９／０１０２５号に記載されたさらにもう
１つの増幅法も、本発明に従って使用され得る。前者の出願では、「改変された」プライ
マーが、ＰＣＲ様の鋳型依存性かつ酵素依存性の合成に使用される。プライマーは、キャ
プチャーモエティ（例えば、ビオチン）および／または検出モエティ（例えば、酵素）で
ラベルすることにより改変され得る。後者の出願では、標識の付いたプローブの過剰分が
検体に添加される。標的配列の存在下で、プローブは結合し、触媒的に開裂される。開裂
後、標的配列が、無傷のまま放出され、過剰のプローブに結合される。ラベル付きプロー
ブの開裂は、標的配列の存在を示すシグナルを与える。
【００７９】
　その他の核酸増幅法は、核酸配列ベース増幅（ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅ　ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ／ＮＡＳＢＡ）および３ＳＲを含む、
転写に基づく増幅システム（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｂａｓｅｄ　ａｍｐｌｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍｓ／ＴＡＳ）を含む。（その開示が参照によりその全体が本
明細書に組み入れられる、Ｋｗｏｈら，１９８９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８６：１１７３；ＧｉｎｇｅｒａｓらのＰＣＴ出願第ＷＯ８８／１０
３１５号）。ＮＡＳＢＡでは、核酸が、標準的なフェノール／クロロホルム抽出、臨床検
体の熱変性、溶解緩衝液による処理、ならびにＤＮＡおよびＲＮＡの単離のためのミニス
ピンカラム、またはＲＮＡの塩化グアニジニウム抽出により、増幅用に調製され得る。こ
れらの増幅技法は、標的特異的な配列を有するプライマーのアニーリングを含む。重合の
後、ＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドをＲＮａｓｅ　Ｈにより消化し、その一方、２本鎖ＤＮ
Ａ分子は再び熱変性させる。いずれの場合も、第２の標的特異的なプライマーの添加によ
り、単鎖ＤＮＡを完全に２本鎖にし、続いて重合を行う。次いで、２本鎖ＤＮＡ分子は、
Ｔ７またはＳＰ６等のＲＮＡポリメラーゼにより多重転写される。等温循環反応では、Ｒ
ＮＡが単鎖ＤＮＡへ逆転写され、次いで、それが２本鎖ＤＮＡに変換され、次いで、Ｔ７
またはＳＰ６等のＲＮＡポリメラーゼにより再度転写される。得られた産物は、短縮され
ていても、または完全であっても、標的特異的な配列を示す。
【００８０】
　参照によりその全体が本明細書に組み込まれるＤａｖｅｙらの欧州特許第３２９　８２
２号は、本発明に従って使用され得る単鎖ＲＮＡ（「ｓｓＲＮＡ」）、ｓｓＤＮＡ、およ
び２本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）を循環的に合成することを含む核酸増幅法を開示する。ｓ
ｓＲＮＡは、逆転写酵素（ＲＮＡ依存ＤＮＡポリメラーゼ）により伸長される第１のプラ
イマーオリゴヌクレオチドのための鋳型である。次いで、ＲＮＡは、リボヌクレアーゼＨ
（ＲＮａｓｅ　Ｈ、ＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかとの２重鎖であるＲＮＡに特異的なＲ
Ｎａｓｅ）の作用により、得られたＤＮＡ：ＲＮＡ二重鎖から除去される。得られるｓｓ
ＤＮＡは、鋳型へのその相同性への、ＲＮＡポリメラーゼプロモータ（例えば、Ｔ７ＲＮ
Ａポリメラーゼ）５'の配列も含む、第２のプライマーのための鋳型である。このプライ
マーは、次いで、ＤＮＡポリメラーゼ（例えば、大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＤの大きな「
クレノウ」断片）により伸長され、プライマー間に最初のＲＮＡの配列と同一の配列を有
し、１つの末端にプロモータ配列をさらに有する２本鎖ＤＮＡ（「ｄｓＤＮＡ」）分子を
もたらす。このプロモータ配列は、適切なＲＮＡポリメラーゼにより、ＤＮＡの多くのＲ
ＮＡコピーを作るために使用され得る。これらのコピーは、次いで、再びサイクルに入り
、極めて高速の増幅をもたらし得る。酵素の適切な選択により、この増幅は、各サイクル
で酵素を添加することなく等温で実施され得る。このプロセスの循環的な性質のため、出
発配列は、ＤＮＡまたはＲＮＡのいずれかの形態であるように選択され得る。
【００８１】
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　参照によりその全体が本明細書に組み込まれるＭｉｌｌｅｒらのＰＣＴ出願第ＷＯ　８
９／０６７００号は、標的単鎖ＤＮＡ（「ｓｓＤＮＡ」）へのプロモータ／プライマー配
列のハイブリダイゼーション、それに続く、配列の多くのＲＮＡコピーの転写に基づく核
酸配列増幅スキームを開示している。このスキームは、循環的ではない、すなわち、得ら
れたＲＮＡ転写物から新たな鋳型は作製されない。他の増幅法は、「ＲＡＣＥ」および「
ｏｎｅ－ｓｉｄｅｄ　ＰＣＲ」（Ｆｒｏｈｍａｎ，Ｍ．Ａ．，「ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ：　Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，
」Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．，１９９０；Ｏｈａｒａら，１９８９，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．，８６：５６７３－５６７，それぞれ
、その開示が参照によりその全体が本明細書に組みこまれる）を含む。
【００８２】
　得られる「ジオリゴヌクレオチド」の配列を有する核酸の存在下で、２つ（またはそれ
を超える）オリゴヌクレオチドの連結、それによるジオリゴヌクレオチドの増幅に基づく
方法もまた、本発明の増幅工程において使用され得る。Ｗｕら、(１９８９，Ｇｅｎｏｍ
ｉｃｓ　４：５６０（参照によりその全体が本明細書に組み込まれる））。
【００８３】
　検出手段：本明細書で使用されるように、エンドポイント、すなわち、アッセイの結果
を表示するための装置を意味し、検出チャンネルおよび試験パッド、ならびに検出エンド
ポイントの評価のための手段を含み得る。検出エンドポイントは、観察者により視覚的に
試験フィールドで、または分光光度計、蛍光光度計、照度計、光電子増倍管、フォトダイ
オード、ネフェロメータ、フォトンカウンター、電圧計、電流計、ｐＨ計、容量センサ、
無線周波数送信機、磁気抵抗計、もしくはホール効果デバイスを搭載した機械によって評
価される。色を有するまたは含浸された、またはよい高い屈折率を有する磁性粒子、ビー
ズおよび微小球体が、アッセイのエンドポイントの視覚的または機械で増強された検出を
容易にするために使用され得る。カバープレート内の拡大レンズ、光学フィルタ、着色液
およびラベル付けは、アッセイ結果の検出および解釈を向上させるために使用され得る。
磁性粒子、ビーズおよび微小球体の検出のための手段は、限定されないが、先行技術で知
られているような、発色体および蛍光体等の染料、無線周波数タグ、プラズモン共鳴、ス
ピントロニクス、放射性標識、ラマン散乱、化学発光、誘導モーメント等の埋め込みまた
はコーティングされた「ラベル」または「タグ」も含み得る。それぞれの自己会合に応じ
て独特の色素生成シグナチャーの付いたコロイド粒子もまた、検出可能なエンドポイント
を提供することが予想される。磁気ビーズ上で装飾され、ＺｎＳで被覆されたＣｄＳｅ等
のＱドット、またはＱドットのアマルガム、および随意に、ゾル―ゲル微粒子マトリック
ス中、または逆エマルジョンで調製された常磁性Ｆｅ３Ｏ４の微粒子は、本発明のアッセ
イの感度を向上させる便利な方法であり、それによって小さいテスト用パッドとより大き
なアレイを可能になる。蛍光消光検出エンドポイントも予想される。酵素結合免疫測定法
に関連付けられる様々な基質および発色体産物は当業者に公知であり、アッセイの感度を
向上させるように検出信号を増幅するための手段を提供する。検出システムは、随意に、
定性的、定量的または半定量的である。視覚的検出は、その単純さのために好ましいが、
検出手段は、視覚的検出、機械検出、手動検出または自動検出を含むことができる。
【００８４】
　加熱および冷却のための手段：液体で充満した室を熱サイクルするための数多くの手段
が、従来技術に記載されている。これらの先行技術手段は、概して、サイクルの冷却部分
の際に熱を放散するためのヒートシンクと組み合わせて、電気抵抗器、熱風、レーザ、赤
外線、ジュール加熱、ＴＥＣまたはペルチェ素子、ヒートポンプ、吸熱反応物、および同
等物の対流および伝導加熱要素を含む。加熱手段は、高周波磁場によって駆動される磁気
ビーズの動きによる加熱も含み得る。
【００８５】
　熱サイクルのための加熱、冷却装置は、２つのカテゴリ、すなわち、傾斜温度および固
定温度に分類される。固定温度デバイスは、反応では比較的一定の温度を維持し、熱サイ
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クルのためには少なくとも２つの反応室が必要とされる。傾斜加熱装置は、少なくとも２
つの設定点の間で温度を変化させ、そのため、熱サイクルのためには、１つの反応室のみ
が必要とされる。加熱要素の組み合わせも可能である。ペルチェ素子は、固定温度および
傾斜用途の両方で使用され得る。水浴は、熱サイクルの傾斜温度制御に十分適合しない。
【００８６】
　概して、加熱および冷却手段は、流体部材と連動して液体内容物との熱交換を行う。Ｐ
ＣＲのために、熱交換が行われるマイクロ流体チャンネルまたは室を形成する関連要素は
、「ＰＣＲ流体工学および熱界面」アセンブリの一部と呼ばれる。
文脈が別様に要求しない限り、以下の明細書および特許請求の範囲を通して、単語「備え
る（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」ならびに「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」および「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎ
ｇ」等のその変形は、「含むがこれらに限定されない」という制限のない包括的な意味で
解釈されるべきである。
【００８７】
　本明細書における「１つの実施形態」または「ある実施形態」への言及は、実施形態に
関連して記載される特定の特徴、構造、または特性が本発明の少なくともある実施形態に
含まれることを意味する。したがって、本明細書を通した様々な箇所での「１つの実施形
態では」または「ある実施形態では」という句の出現は、全てが同じ実施形態を指すとは
必ずしも限らない。さらに、特定の特徴、構造、または特性は、１つまたは複数の実施形
態で、任意の適切な方法によって組み合わされ得る。
　（２．核酸含有検体の調製）
【００８８】
　本発明者らは、粘土鉱物とアルカリ溶液との併用が、核酸分析のための複雑な生物学的
検体を調製するために使用できることを驚くべきことに見出した。いくつかの実施形態で
は、これらの試薬は、マイクロ流体デバイス中でＤＮＡおよびＲＮＡ標的分子の両方を検
出するための共通の検体を調製するために有利に使用することができる。本発明の方法は
、例えば、本発明の方法が増幅による検出の前にさらなる核酸の精製または単離を必要と
しないという点で、既知の検体調製法に対する改良を提供する。必須ではないが、増幅に
よる検出前に、随意の精製および/または単離ステップを含む実施形態も考えられる。本
発明で調製される核酸検体は、ヌクレアーゼ活性を本質的に含まず、酵素を改変するため
の優れた基質である。本明細書に開示されるマイクロ流体デバイスで実施される検体調製
法は、ＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルス両方の検出のための血液または血清検体の調
製に特に有利である。
【００８９】
　ある実施形態では、本発明は、標的核酸の診断解析のために核酸含有検体を調製するマ
イクロ流体デバイスに関する。したがって、様々な実施形態では、デバイスに装填された
試験検体は、図６に示すようないくつかのステップを経る。本検体調製法は、粘土鉱物と
生物学的検体溶液を接触させるステップと、粘土鉱物が生物学的検体溶液中に均一に分散
されるまで生物学的検体溶液と粘土鉱物とを混合するステップと、試験検体から粘土鉱物
を実質的に除去するように混合検体を濾過するステップと、試験検体を細胞およびウイル
ス粒子を溶解するのに好適なｐＨのアルカリ溶液と接触させて核酸溶液を形成するステッ
プとを含む。さらなる実施形態では、本方法は、例えば、核酸溶液の核酸増幅に基づいて
、分子アッセイを行うステップを含む。本方法は、核酸溶液を、検体溶解後および増幅前
の核酸検体溶液のｐＨを中和するのに好適な酸性溶液と接触させる付加的な随意のステッ
プを含んでもよい。いくつかの例示的な実施形態では、核酸検体の調製手段を行うために
必要な全ての試薬は、本発明のマイクロ流体デバイス上に事前装填される。なお、図６は
、本発明のある実施形態を説明する目的で提供されたもので、図６に図示される全てのス
テップが全ての実施形態で必要とされるわけではなく、図示されないさらに別のステップ
も含まれ得ることに留意されたい。
【００９０】
　本発明が意味する範囲内の粘土鉱物は、任意の単一の粘土鉱物、または異なる粘土鉱物
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の混合物であってよい。本明細書に開示された実施形態での使用に好適な粘土鉱物は、以
下の群の粘土に限定されないが、カオリナイト群、または（例えば、カオリナイト、ディ
ッカイト、ナクライト、ハロイサイト、ヒシンゲル石）；モンモリロナイト/スメクタイ
ト群（例えば、バイデライト、ろう石、バーミキュライト、ソーコナイト、サポナイト、
ノントロナイトおよびモンモリロナイト）；タルクは、常にではないが、多くの場合、こ
の群に入る。イライト（または粘土雲母）群（例えば、白雲母、イライト）；そして、緑
泥石群（例えば、アメサイト、ベイリー緑泥石、シャモサイト、クリノクロア、菫泥石、
クーク石、菱沸石、月桂石、デレス石、ゴニエライト、ニマイト、オーディナイト、オル
トシャモサイト、苦土緑泥石、パナンタイト、リピドライト（ｒｈｉｐｉｄｏｌｉｔｅ）
、パイロクロア（ｐｒｏｃｈｌｏｒｅ）、須藤石、チュリンゲン石）を含む。本発明で好
適な他の粘土鉱物は、限定されないが、曹長石群、フィリプサイト群、方沸石群、および
ギブサイト群を含む。
【００９１】
　粘土鉱物はまた、当技術分野では、それらの原子構造により、定義される。一連の１テ
トラへドロンおよび１オクタヘドロンの層から形成される粘土鉱物はそれぞれ、２層粘土
鉱物、１：１鉱物、または（専門家の用語では底面間隔と呼ばれる）テトラヘドロン層の
間隔から７Å粘土鉱物と称される。この群は、例えば、カオリナイト、ハロイサイト、デ
ィッカイト、およびナクライトを含む。１オクタヘドロンおよび２テトラへドロンの層で
構成される粘土鉱物は、３層、１０Å鉱物、または２:１鉱物と称される。この群は、例
えば、イライトおよびスメクタイト群、海緑石とバーミキュライトとを含む。モンモリロ
ナイトは、スメクタイト群の主な代表で、ベントナイトの主成分である。実際には、ベン
トナイト、スメクタイト、およびモンモリロナイトは、一般的に、多層ケイ酸塩の同義語
として使用されている。さらに独立したオクタヘドロンの層が３層構成の間に組み込まれ
ると、４層または１４Å鉱物が生成される。この群の代表は、クロライトである。特別な
粘土鉱物群は、混合層鉱物で代表される。層パッケージの間に、例えば、イオンおよび水
分子が埋め込まれ得る。これは、一般的にスメクタイトで観察されるような、層間隔の拡
大（膨潤）につながり得る。本明細書に記載される粘土鉱物および粘土鉱物構造は、いず
れも本発明の実施に適している。
【００９２】
　本明細書に記載されるような各種の粘土鉱物は、Ｔｈｉｅｌｅ　Ｋａｏｌｉｎ　Ｃｏ．
（Ｓａｎｄｅｒｓｖｉｌｌｅ，Ｇａ．），Ｉｍｅｒｙｓ（Ｒｏｓｗｅｌｌ，Ｇａ．），Ｄ
ｒｙ　Ｂｒａｎｃｈ　Ｋａｏｌｉｎ　Ｃｏ．（Ｄｒｙ　Ｂｒａｎｃｈ，Ｇａ．），Ｍｉｌ
ｌｅｎｎｉｕｍ　Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，Ｍｄ
．），ａｎｄ　Ｍｉｎｅｒａｌｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．（Ｓｐｅｃｉａｌｔ
ｙ　Ｍｉｎｅｒａｌｓ，Ｂｅｔｈｌｅｈｅｍ，Ｐａ．）ＢＹＫ－Ｃｈｅｍｉｅ　ＧｍｂＨ
（Ｗｅｓｅｌ，Ｇｅｒｍａｎｙ），Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｔｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
Ｍｏ．），Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｏｌｌｏｉｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ　
Ｈｅｉｇｈｔｓ，Ｉｌ．）等の会社から市販されている。
【００９３】
　本発明の特定の実施形態に従って、モンモリロナイトまたはベントナイトが使用される
。モンモリロナイトは、商品名ＭＫ１０のもとに販売されている。実際のところ、ベント
ナイト、モンモリロナイト、スメクタイトは、一般的に、多層の珪酸塩の同義語として使
用される。モンモリロナイトは、純粋な粘土鉱物である。ベントナイトは、イライトおよ
びカオリナイトも含み得る、モンモリロナイトを主とする純粋ではない混合物である。ベ
ントナイトの主要種は、粘土シート間にある優勢なカチオン：カリウム、アルミニウム、
ナトリウム、またはカルシウムによって規定される。本明細書で用いられるように、ベン
トナイトは、ナトリウムを含むが、ベントナイト粘土の全ての種類は、本発明の実施に好
適である。別の実施形態に従って、ハロイサイトが粘土鉱物として使用される。本発明の
さらに別の実施形態に従って、フラー土が粘土鉱物として使用される。フラー土は、モン
モリロナイト、カオリナイトおよびアタパルジャイト、ならびに方解石や石英等の他の鉱
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物を含む複雑混合物として当業者に公知である。本発明の別の実施形態に従って、合成粘
土ラポナイト（ＢＹＫ－Ｃｈｅｍｉｅ　ＧｍｂＨ（Ｗｅｓｅｌ、Ｇｅｒｍａｎｙ）が粘土
鉱物として使用される。本明細書で「粘土鉱物」と言及されるときは常に、この用語がま
た、前述の粘土の混合物を含むことも意図する。
　本発明の実施形態によれば、試験検体は、懸濁液の形態である。溶液中の所定の生物学
的検体を溶液中に懸濁させる方法は、その性質に依存するであろう。例えば、血液製剤や
尿等のいくつかの液状検体は、さらなる懸濁を必要としない。いくつかの場合、液体溶液
は、リン酸緩衝塩類溶液（ＰＢＳ）または同様の希釈剤での希釈を必要とするであろう。
動物組織の多くの形態は、懸濁の前に、凍結および/または粉砕、またはブレンダや他の
機械的な混合装置を用いて均質化する等、より激しい処理を必要とするであろう。いくつ
かの実施形態では、懸濁液は、例えば、緩衝液を含む水性溶液等の水性溶液である。ある
実施形態では、試験検体がｐＨ６．０の酢酸塩緩衝液を含む。
【００９４】
　粘土鉱物は、乾燥形態で本発明のマイクロ流体デバイスに事前装填されても良く、試験
検体中に懸濁することによって水和されるようになる。代替的に、粘土鉱物は、水和物の
形態でマイクロ流体デバイスに事前装填されてもよい。本発明のある実施形態では、粘土
鉱物が、ｐＨ約６．０の酢酸塩緩衝液中で予め水和される。
【００９５】
　本発明のある実施形態では、試験検体の添加時に粘土が約２０ｍｇ／ｍｌの濃度で懸濁
されるように、粘土鉱物がマイクロ流体デバイスの中に事前装填される。他の好適な濃度
として、例えば、１ｍｇ／ｍＬ、５ｍｇ／ｍＬ、１０ｍｇ／ｍＬ、１５ｍｇ／ｍＬ、２５
ｍｇ／ｍＬ、３０ｍｇ／ｍＬ、４０ｍｇ／ｍＬ、５０ｍｇ／ｍＬ、６０ｍｇ／ｍＬ、７５
ｍｇ／ｍＬ、９０ｍｇ／ｍＬ、１００ｍｇ／ｍＬ、１２５ｍｇ／ｍＬ、１５０ｍｇ／ｍＬ
から約１６０ｍｇ／ｍＬまでが考慮される。生物学的検体の溶液に添加される粘土鉱物の
量は、標的核酸の分解や下流の分子分析との干渉を防止するのに十分な量であろうことが
理解されよう。
【００９６】
　本明細書で使用されるように、アルカリ溶液、アルカリ緩衝液、およびアルカリ溶解溶
液は互換的に用いられる。本発明のアルカリ溶解溶液は塩基を含む。好ましくは、塩基は
、細胞膜および/またはウイルス粒子の構造が破壊（すなわち、「溶解」）され、目的の
核酸が損傷していない形（すなわち、「無傷」）で解放されるレベルに試験検体のｐＨを
上昇させる上で十分に強い。ある実施形態では、塩基が、水酸化カリウム（ＫＯＨ）であ
る。他の実施形態では、塩基が、水酸化ナトリウム（ＮａＯＨ）または水酸化リチウム（
ＬｉＯＨ）である。アルカリ溶液または緩衝液は、水等の好適な溶媒中でアルカリ塩基を
、例えば、約１Ｍの濃度で、混合することによって調製される。ある実施形態では、アル
カリ溶液または緩衝液は、約０．１Ｍの最終濃度で添加される。他の好適な濃度が、試験
検体の効果的な処理を達成するために本発明で使用され得ることは、当業者によって理解
されよう。
【００９７】
　本発明のマイクロ流体デバイスはまた、事前装填された随意の中和緩衝液を含んでもよ
い。いくつかの好適な酸が、本発明の随意の酸性溶液または緩衝液として使用され得る。
例示的な酸は、塩酸（ＨＣｌ）、酢酸（Ｃ２Ｈ４Ｏ２）を含む。酸性溶液または緩衝液は
、水と酸を約１Ｍの濃度で混合することによって調製される。本発明の随意の中和工程に
ついては、酸性溶液または緩衝液が、アルカリ溶解緩衝液を、およそｐＨ７．２等、すな
わち、ほぼ生理学的ｐＨに中和するのに十分な濃度で添加される。ある実施形態では、酸
性緩衝液または溶液が、約０．１Ｍの最終濃度で添加される。
【００９８】
　特定の実施形態では、本発明の方法に従って調製した核酸含有試験検体が、さらなる精
製または単離工程なしに、下流の増幅処置で直接使用される。本明細書で開示されるよう
に調製された単一核酸含有試験検体は、ＤＮＡおよびＲＮＡ標的分子の両方を検出するた
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めに使用され得る。
【００９９】
　（３．核酸含有試験検体の調製および分析のためのマイクロ流体デバイス）
　本発明の実施形態は、概して、目的の核酸を含有するまたは含有すると疑われるサンプ
ル（「検体」または「試験検体」）の調製および随意の分析に用いられるマイクロ流体デ
バイスに関する。ある実施形態では、本発明は、第１の端部および第２の端部を有するマ
イクロ流体チャンネルと、マイクロ流体チャンネルの第１の端部に流体連結され得る検体
注入口とを備えるマイクロ流体デバイスを提供する。マイクロ流体チャンネルの第２の端
部には、本明細書に記載されるように粘土鉱物または粘土鉱物の混合物が随意に事前装填
された粘土処理室が接続されている。本実施形態のマイクロ流体デバイスは、随意の核酸
分析のために検体を調製する検体処理に有用である。これらの核酸分析は、マイクロ流体
デバイス上で実行されてもよく、または検体が粘土処理室での処理後に除去され、以降の
操作が「オフカード」で行われてもよい。
【０１００】
　前述のさらなる実施形態では、検体注入口は、液体状試験検体がデバイスに装填できる
ように設計されている。例えば、検体の注入のために、注射器またはマイクロピペットを
通すことが好適であり得る。デバイスは、検体注入口とマイクロ流体チャンネルの第１の
端部との間に介装された随意の複合膜を含んでもよい。試験検体が全血検体であるとき、
本発明のある実施形態では、複合膜が用いられ得る。本明細書で使用されるように、用語
「膜」は、多孔質膜のフィルタを含む、Ｚ寸法を有する任意の平面状材料を意味する。本
発明の複合膜は、下記の図５にさらに述べられる。
【０１０１】
　さらに別の実施形態では、マイクロ流体デバイスが、粘土処理された検体を溶解するよ
うに構成される。したがって、いくつかの実施形態では、デバイスは、粘土処理室の下流
で同室と流体接続された検体溶解室をさらに備える。溶解室は、標的核酸を放出するため
、アルカリ緩衝液、または、検体中に存在する細胞またはウイルス粒子を溶解するのに好
適な溶液が随意に事前装填されてよい。アルカリ緩衝液または溶液は、任意の好適なアル
カリ緩衝液、例えば、ＫＯＨ、ＮａＯＨ、またはＬｉＯＨ、または他の適切なアルカリ緩
衝液であってもよい。アルカリ緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような各々の代替
形態として、ブリスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供さ
れてもよく、または乾燥形態で提供されてもよい。
【０１０２】
　所望であれば、デバイスは、本明細書に記載されるように、抽出されたサンプルを中和
するのに必要な緩衝液または試薬を含む別個の検体中和室を検体溶解室の下流にさらに含
んでもよい。特定の実施形態では、中和緩衝液または試薬が、ＨＣｌまたは酢酸から選択
される。同様に、中和緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような各々の代替形態とし
て、ブリスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供されてもよ
く、または乾燥形態で提供されてもよい。
【０１０３】
　随意に、デバイスはまた、核酸溶解室の下流に核酸増幅ウェルも含む。そのような核酸
増幅ウェルは、存在するとき、本明細書でさらに述べるように、必要な試薬の全てを含有
し得る。様々な実施形態では、核酸増幅室はまた、検出室として機能する（すなわち、増
幅および検出が同じ室内で実行される）。代わりに、デバイスは、増幅室からの増幅産物
が検出される１つ以上の別個の検出室を含み得る。
　したがって、ある実施形態では、本発明は、
　第１の端部および第２の端部を有するマイクロ流体チャンネルと、
　マイクロ流体チャンネルの第１の端部に流体連結され、試験検体を受けるように構成さ
れた検体注入口と、
　マイクロ流体チャンネルに流体連結される粘土処理室であって、粘土鉱物試薬を含有す
る粘土処理室と、
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　粘土処理室に流体連結される検体溶解室であって、アルカリ溶液を含有する検体溶解室
と、
　検体溶解室に流体連結された１つ以上の検体核酸増幅または検出ウェル、またはそれら
の組み合わせと、
【０１０４】
　１つ以上の検体流出口と、
　を備える、マイクロ流体デバイスを提供する。
【０１０５】
　本デバイスは、試験検体中の核酸の調製および／または分析を含む任意の数の用途に有
用性を見出す。
【０１０６】
　特定の実施形態では、検体が、生物学的検体（例えば、血液、組織、または細胞を含有
する他の検体）である。検体は、例えば、溶液、懸濁液またはそれらの組み合わせ等、様
々な形態で提供され得る。様々な実施形態では、検体は、生物学的検体溶液である。
【０１０７】
　デバイスに使用される粘土の正確な種類は、特に限定されず、例えば、本明細書に記載
の特定の粘土鉱物のいずれか等、当業者に公知の粘土から選択することができる。いくつ
かの実施形態では、粘土鉱物がカオリナイト、スメクタイト、またはイライト粘土鉱物を
含む。別の実施形態では、粘土鉱物がタルクを含む。他の実施形態では、粘土鉱物がハロ
イサイトを含む。多くの実施形態では、粘土鉱物がベントナイトを含む。さらに別の実施
形態では、粘土鉱物が、例えば、ラポナイト等の合成粘土鉱物を含む。
【０１０８】
　アルカリ溶液もまた、７より高いｐＨを提供することを条件に特に限定されない。いく
つかの実施形態では、アルカリ溶液が、ＫＯＨ、ＮａＯＨ、もしくはＬｉＯＨ、またはそ
れらの組み合わせを含む。いくつかの実施形態では、アルカリ溶液が、ＫＯＨを含む。他
の実施形態では、アルカリ溶液がＮａＯＨを含む。別の実施形態では、アルカリ溶液が、
ＬｉＯＨを含む。前述の様々な実施形態では、アルカリ溶液は、上記塩基のいずれかの水
溶液である。
【０１０９】
　アルカリ溶液または緩衝液は、水等の好適な溶媒中でアルカリ塩基を約１Ｍの濃度で混
合することによって調製される。ある実施形態では、アルカリ溶液または緩衝液が、およ
そ０．１Ｍの最終濃度で添加される。他の適切な濃度が、試験検体を効果的に処理するた
めに、本発明で使用され得ることは、当業者によって理解されるであろう。
【０１１０】
　必須ではないが、特定の実施形態は、溶解室の下流に随意の中和室を含む。このような
随意の中和室は、アルカリ溶解溶液を中和するための溶液を含む。中和液は、典型的には
酸性である。（すなわち、ｐＨ７より低い。）例えば、いくつかの実施形態では、随意の
酸性溶液が、ＨＣｌ、Ｃ２Ｈ４Ｏ２、またはＨ２ＳＯ４を含む。いくつかの実施形態では
、随意の酸性溶液が、ＨＣｌを含む。他の実施形態では、随意の酸性溶液が、Ｃ２Ｈ４Ｏ

２を含む。さらに多くの実施形態では、随意の酸性溶液が、Ｈ２ＳＯ４を含む。随意の酸
性溶液は、例えば、上記の酸のいずれか等、任意の好適な酸の水溶液として提供され得る
。
【０１１１】
　本発明の随意の中和室には、酸性溶液または緩衝液が、アルカリ溶解緩衝液を、およそ
ｐＨ７．２等の生理学的ｐＨに中和するのに十分な濃度で存在する。ある実施形態では、
酸性緩衝液または溶液が、およそ０．１Ｍの最終濃度で存在する。
【０１１２】
　目的の核酸を含有する任意のサンプルが、本開示のデバイスに使用され得る。特定の実
施形態では、検体が、１つ以上の感染因子を含む。これら実施形態のいくつかでは、１つ
以上の感染因子が、ウイルス因子である。いくつかの実施形態では、検体が、少なくとも
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２つのウイルス因子を含む。例えば、様々な実施形態では、検体は、ＤＮＡウイルスおよ
びＲＮＡウイルスとを含む。いくつかの実施形態では、ＤＮＡウイルスがＨＢＶであり、
また他の実施形態では、ＲＮＡウイルスがＨＣＶまたはＨＩＶである。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、本デバイスは、血液、血漿、血清、尿、唾液、痰、呼吸器洗
浄液、涙、および組織スワブから選択される検体の分析用に構成される。多くの具体的な
実施形態では、検体が、血液、血漿、および血清から選択される。
【０１１４】
　別の実施形態では、本装置が、流体マイクロ流体チャンネルの第２の端部に流体連結さ
れたデバイス上ポンプを含む。
【０１１５】
　さらに別の実施形態では、本デバイスは、検体注入口とマイクロ流体チャンネルの第１
の端部との間に介装される、複合膜をさらに備え、複合膜は、選択された粒子を血液から
除去することができる。いくつかの実施形態では、複合膜が、血液凝固を活性化する材料
を含む。他の実施形態では、複合膜が、ガラスフィルタを含む。
【０１１６】
　様々な実施形態では、本デバイスは、例えば、ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ｑＰＣＲ、およ
びｑＲＴ－ＰＣＲから選択される核酸増幅ステップ等の核酸増幅ステップを実施するよう
に構成される。
【０１１７】
　本発明の実施形態は、以下の図面の説明を参照することにより、より深く理解される。
なお、図は、粘土処理室、溶解室、および増幅室を含むマイクロ流体デバイスの実施形態
を示すが、本発明はそのように限定されず、溶解室もしくは増幅室の付いた粘土処理室、
または増幅室のない粘土処理室および溶解室を含む実施形態も提供されることに留意され
たい。
【０１１８】
　図１は、本発明の第１の実施形態を図示するデバイス１１０の模式図である。図１に示
されるように、マイクロ流体デバイス１１０は、第１の端部１２２と第２の端部１２４と
を有するマイクロ流体チャンネル１２０を備える。図示されるように、デバイス１１０は
、カートリッジの形態であるが、デバイス１１０の形態は本発明に必須ではなく、当業者
は、容易に所与の用途に適した形態を選択することができる。デバイス１１０等、本発明
のマイクロ流体デバイスは、本明細書に記載のように、例えば、プラスチック、マイラー
、またはラテックス等の材料から射出成形または積層等の方法を用いて構成され得る。
【０１１９】
　図１にさらに示すように、デバイス１１０は、試験検体を受容するため、マイクロ流体
チャンネル１２０の第１の端部１２２に流体接続された検体注入口１３０を含む。検体注
入口は、液体状試験検体がデバイスに装填されるように設計されている。例えば、検体の
注入のために、注射器またはマイクロピペットを通すことが好適であり得る。デバイス１
１０は、マイクロ流体チャンネル１２０の検体注入口１３０と第１の端部１２２との間に
介装される随意の複合膜を含んでもよい。本発明のある実施形態では、試験検体が全血検
体のとき、複合膜を用い得る。本明細書で使用されるように、用語「膜」は、多孔質膜で
あるフィルタを含む、Ｚ寸法を有する任意の平面状材料を意味する。本発明の複合膜は、
以下の図５でさらに述べられる。
【０１２０】
　核酸検体の調製のため、デバイス１１０は、本明細書に記載されるような粘土鉱物また
は粘土鉱物の混合物が事前装填された粘土処理室１５０を備える。粘土鉱物は、（例えば
、適切な溶媒または緩衝液中の懸濁液等の）液体として提供され、ブリスタパックに格納
され、操作中に放出され得る。代わりに、それは、本明細書でさらに記述するように、乾
燥形態で提供され得る。粘土処理室は、濾過ユニットをさらに含む。このユニットは、粘
土処理室の下流の室の上流にあるか、またはこれと一体的に形成されてもよい。濾過ユニ
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ットは、例えば、０．４５μＭの細孔径を有する中空フィルタを含み得る。デバイス１１
０は、標的核酸を放出するように、試験検体中に存在する細胞またはウイルス粒子を溶解
するのに好適なアルカリ緩衝液または溶液が事前装填され得る検体溶解室１６０をさらに
含む。アルカリ緩衝液または溶液は、ＮａＯＨ、ＫＯＨ、もしくはＬｉＯＨのいずれか、
または他の適切なアルカリ緩衝液であってもよい。アルカリ緩衝液は、本明細書でさらに
説明されるような代替形態として、ブリスタパック内に貯蔵され、操作中に放出される液
体として提供されてもよく、また乾燥形態で提供されてもよい。所望の場合、デバイス１
１０は、本明細書に記載のように、抽出されたサンプルを中和するのに必要な緩衝液また
は試薬を含む検体溶解室の下流に別個の検体中和室をさらに含んでもよい。特定の実施形
態では、中和緩衝液または試薬が、ＨＣｌまたは酢酸から選択される。同様に、中和緩衝
液は、本明細書でさらに説明されるような各々の代替形態として、ブリスタパック内に貯
蔵され、操作中に放出される液体として提供されてもよく、また乾燥形態で提供されても
よい。デバイス１１０はまた、本明細書に記載のいずれかの分子アッセイを行うことがで
き、さらに、本明細書でさらに記載するように、必要な試薬の全てを含み得る核酸増幅ウ
ェル１７０を備える。様々な実施形態では、核酸増幅室はまた、検出室としても機能する
（すなわち、増幅および検出が同じ室内で行われる）。代わりに、デバイスは、増幅室か
らの増幅産物が検出される１つ以上の別個の検出室を含み得る。流出口ウェル１８０は、
増幅産物へのアクセスをユーザに提供し、またベントとしても機能する。
【０１２１】
　様々な実施形態では、本発明は、これらの３つの室、すなわち、粘土処理室、検体溶解
室、および核酸増幅室をこの順に配列して含む。粘土処理室は、典型的には、検体溶解室
の上流側に配置される。各室は、２つの端部を有し、これらの２つの端部は、名目上、上
端部および下端部とラベル付けされる。各室の上端部は、第１の可変位置弁に接続され得
、一方、下端部は、第２の可変位置弁に接続される。弁は、本明細書にさらに記載される
、正または負の圧力を加えるポンプ等、外部（「オブカード」）手段によって作動され得
る。これら随意の弁は、１２３ａ－ｄとして図１に示される。
【０１２２】
　様々な実施形態では、マイクロ流体デバイスを使用するための方法が提供される。本発
明のある実施形態の操作中に、例えば、臨床的に得られた血液検体等の試験検体が、検体
注入口１３０内に配置される。その後、検体は、随意の複合膜と随意に接触し得る。検体
は、外部手段によってチャンネル１２０内に引き込まれ、粘土処理室１５０に入る。粘土
処理室１５０では、本明細書に記載されるように、粘土が検体中で均一に分散されるよう
に、検体が粘土鉱物と混合される。検体は、粘土物質、特に大きな粘土凝集体のかなりの
部分を保持するフィルタを通して粘土処理室を出る。検体は、その後、検体溶解室１６０
に入り、そこで、中に含まれる細胞およびウイルス物質を可溶化し、標的核酸を解放する
ように検体がアルカリ溶液と接触される。随意に、検体は、下流の中和室に入り、そこで
、本明細書に記載されるように、検体のｐＨが適切なレベルに調節され得る。溶解された
、または「抽出された」核酸含有検体は、その後、核酸増幅および検出室１７０に入り、
そこで、本明細書に開示されるいずれかの方法による分子分析が行われる。ユーザは、通
気口としても機能する、流出口ウェル１８０を通して増幅産物へのアクセスを得ることが
できる。
【０１２３】
　図２は、本発明の代替的実施形態を図示するデバイス２１０の模式図である。図２に示
されるように、マイクロ流体デバイス２１０は、第１の端部２２２と第２の端部２２４と
を有するマイクロ流体チャンネル２２０を備える。図示されるように、デバイス２１０は
カートリッジ形式であるが、デバイス２１０の形式は、本発明に必須ではなく、当業者は
、容易に所与の用途に好適な形式を選択することができる。デバイス２１０等、本発明の
マイクロ流体デバイスは、本明細書に記載のように、例えば、プラスチック、マイラー、
またはラテックス等の材料から、射出成形または積層等の方法を用いて構成されてもよい
。
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【０１２４】
　図２にさらに示すように、デバイス２１０は、マイクロ流体チャンネル２２０の第１の
端部２２２に流体連結された試験検体を受容するための検体注入口２３０を含む。検体注
入口は、液体試験検体がデバイスに装填されることを可能にするように設計されている。
例えば、検体の注入のために、注射器またはマイクロピペットを通すことが好適であり得
る。デバイス２１０はまた、マイクロ流体チャンネル２２０の検体注入口２３０と第１の
端部２２２との間に介装された随意の複合膜を含んでもよい。本発明のある実施形態では
、試験検体が全血検体のとき、複合膜を用い得る。本明細書で使用されるように、用語「
膜」は、多孔質膜であるフィルタを含む、Ｚ寸法を有する任意の平面状材料を意味する。
本発明の複合膜は、以下の図５でさらに述べられる。
【０１２５】
　核酸検体の調製のため、デバイス２１０は、本明細書に記載されるような粘土鉱物また
は粘土鉱物の混合物が事前装填され得る粘土処理室２５０を備える。粘土鉱物は、ブリス
タパックに格納され、そして操作中に放出される（例えば、懸濁液等の）液体として提供
され得る。代わりに、それは、本明細書でさらに記述するように、乾燥形態で提供され得
る。粘土処理室は、濾過ユニットをさらに含む。このユニットは、粘土処理室の下流の室
の上流にあるか、またはこれと一体的に形成されてもよい。濾過ユニットは、例えば、０
．４５μＭの細孔径を有する中空フィルタを含み得る。デバイス２１０は、標的核酸を放
出するように、試験検体中に存在する細胞またはウイルス粒子を溶解するのに適したアル
カリ緩衝液または溶液を事前装填された検体溶解室２６０をさらに含む。アルカリ緩衝液
または溶液は、ＮａＯＨ、ＫＯＨ、もしくはＬｉＯＨ等の任意の適切なアルカリ緩衝液で
あってもよい。アルカリ緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような代替形態として、
ブリスタパック内に貯蔵され、操作中に放出される液体として提供されてもよく、また乾
燥形態で提供されてもよい。
【０１２６】
　所望の場合、デバイス２１０は、本明細書に記載のように、抽出されたサンプルを中和
するのに必要な緩衝液または試薬を含む検体溶解室の下流に別個の検体中和室をさらに含
んでもよい。特定の実施形態では、中和緩衝液または試薬が、ＨＣｌまたは酢酸から選択
される。同様に、中和緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような各々の代替形態とし
て、ブリスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供されてもよ
く、また乾燥形態で提供されてもよい。デバイス２１０はまた、本明細書に記載のいずれ
もの分子アッセイを行うことができ、さらに、本明細書でさらに記載するように、必要な
試薬の全てを含み得る核酸増幅ウェル２７０を備える。様々な実施形態では、核酸増幅室
はまた、検出室でもある（すなわち、増幅および検出が同じ室内で行われる）。代わりに
、デバイスは、増幅室からの増幅産物が検出される１つ以上の別個の検出室を含み得る。
検体採取口２８５を有するフィンガポンプ２８０は、マイクロ流体チャンネル２２０の第
２の端部２２４に流体接続される。
【０１２７】
　いくつかの実施形態では、本発明は、これらの３つの室、すなわち、粘土処理室、検体
溶解室、および核酸増幅室をこの順に配列して含む。各室は、２つの端部を有し、これら
の２つの端部は、名目上、上端部および下端部とラベル付けされる。各室の上端部は、第
１の可変位置弁に接続され得る一方、下端部は、第２の可変位置弁に接続される。弁は、
本明細書にさらに記載される、正または負の圧力を加えるポンプ等、外部（「オブカード
」）手段によって作動され得る。随意の弁２２３ａ－ｄは、図２に示される。
【０１２８】
　本発明の方法のある実施形態の操作中に、例えば、臨床的に得られた血液検体等の試験
検体が、検体注入口２３０内に配置される。その後、検体は、随意の複合膜に接触され得
る。フィンガポンプ２８０は、ユーザにより手動で、または外部装置により機械的に押下
される。フィンガポンプ２８０の解放の際に、負の流体圧がマイクロ流体チャンネル２２
０内に形成され、試験検体は、チャンネル内に引き込まれ、粘土処理室２５０に入る。粘
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土処理室２５０では、本明細書に記載されるように、粘土が検体中で均一に分散されるよ
うに、検体が粘土鉱物と混合される。検体は、粘土物質、特に大きな粘土凝集体のかなり
の部分を保持するフィルタを通して粘土処理室を出る。検体は、その後、上述したように
、検体溶解室２６０に入り、そこで、検体がアルカリ溶液と接触し、その中に含まれる細
胞およびウイルス物質を可溶化し標的核酸を解放する。随意に、検体は、下流の中和室に
入り、そこで、本明細書に記載されるように、検体のｐＨが適切なレベルに調節され得る
。溶解された、または「抽出された」核酸含有検体は、その後、核酸増幅および検出室２
７０に入り、そこで、本明細書に開示されるいずれかの方法による分子分析が行われる。
ユーザは、通気口としても機能する、流出口ウェル２８５を通して増幅産物へのアクセス
を得ることができる。
【０１２９】
　図３は、本発明のさらに別の実施形態を図示する、デバイス３１０の模式図である。図
３に示されるように、マイクロ流体デバイス３１０は、第１の端部３２２と第２の端部３
２４とを有するマイクロ流体チャンネル３２０を備える。図示されるように、デバイス３
１０はカートリッジ形式であるが、デバイス３１０の形式は、本発明に必須ではなく、当
業者は、容易に所与の用途に好適な形式を選択することができる。デバイス３１０等、本
発明のマイクロ流体デバイスは、本明細書に記載のように、プラスチック、マイラー、ま
たはラテックス等の材料から、射出成形または積層等の方法を用いて構成されてもよい。
【０１３０】
　図３にさらに示すように、デバイス３１０は、マイクロ流体チャンネル３２０の第１の
端部３２２に流体連結された試験検体を受容するための検体注入口３３０を含む。検体注
入口は、液体試験検体がデバイスに装填されることを可能にするように設計されている。
例えば、検体の注入のために、注射器またはマイクロピペットを通すことが好適であり得
る。デバイス３１０は、マイクロ流体チャンネル３２０の検体注入口３３０と第１の端部
３２２との間に介装された随意の複合膜を含んでもよい。本発明のある実施形態では、試
験検体が全血検体のとき、複合膜を用い得る。本明細書で使用されるように、用語「膜」
は、多孔質膜であるフィルタを含む、Ｚ寸法を有する任意の平面状材料を意味する。本発
明の複合膜は、以下の図５でさらに述べられる。
【０１３１】
　核酸検体の調製のため、デバイス３１０は、本明細書に記載されるような粘土鉱物また
は粘土鉱物の混合物が事前装填され得る粘土処理室３５０を備える。粘土鉱物は、ブリス
タパックに格納され、そして操作中に放出される（例えば、懸濁液等の）液体として提供
され得る。代わりに、それは、本明細書でさらに記述するように、乾燥形態で提供され得
る。粘土処理室は、濾過ユニットをさらに含む。このユニットは、粘土処理室の下流の室
の上流にあるか、またはこれと一体的に形成されてもよい。濾過ユニットは、例えば、０
．４５μＭの細孔径を有する中空フィルタを含み得る。デバイス３１０は、標的核酸を放
出するように、試験検体中に存在する細胞またはウイルス粒子を溶解するのに適したアル
カリ緩衝液または溶液を事前装填された検体溶解室３６０をさらに含む。アルカリ緩衝液
または溶液は、ＮａＯＨ、ＫＯＨ、もしくはＬｉＯＨ等の任意の適切なアルカリ緩衝液で
あってもよい。アルカリ緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような代替形態として、
ブリスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供されてもよく、
また乾燥形態で提供されてもよい。
【０１３２】
　所望の場合、デバイス３１０は、本明細書に記載のように、抽出されたサンプルを中和
するのに必要な緩衝液または試薬を含む検体溶解室の下流に別個の検体中和室をさらに含
んでもよい。特定の実施形態では、中和緩衝液または試薬が、ＨＣｌまたは酢酸から選択
される。同様に、中和緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような代替形態として、ブ
リスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供されてもよく、ま
た乾燥形態で提供されてもよい。デバイス３１０はまた、本明細書に記載の分子アッセイ
のいずれかが行われ得、本明細書にさらに記載される必要な試薬を全て含有し得る核酸増
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幅室３７０ａ、３７０ｂ、および３７０ｃを備える。様々な実施形態では、核酸増幅室は
、検出室でもある（すなわち、増幅および検出が同じ室内で行われる）。代わりに、デバ
イスは、増幅室からの増幅産物が検出される１つ以上の別個の検出室を含み得る。本実施
形態では、３つの増幅兼検出室が描かれているが、これより少ないまたは多い増幅兼検出
室が、本発明の実施に好適である。流出口ウェル３８０ａ、３８０ｂ、および３８０ｃは
、増幅産物へのアクセスをユーザに提要するとともに、ベントとしても機能する。
【０１３３】
　いくつかの実施形態では、本発明は、これらの５つの室、すなわち粘土処理室、検体溶
解室、および複数の核酸増幅室を含み、粘土処理、検体溶解、および核酸増幅の各室はこ
の順に配列される。各室は、２つの端部を有し、これらの２つの端部は、名目上、上端部
および下端部とラベル付けされる。各室の上端部は、第１の可変位置弁に接続され得る一
方、下端部は、第２の可変位置弁に接続される。弁３２３ａ－ｆは、本明細書にさらに記
載される、正または負の圧力を加えるポンプ等、外部（「オブカード」）手段によって作
動され得る。
【０１３４】
　本発明の方法のある実施形態の操作中に、例えば、臨床的に得られた血液検体等の試験
検体が、検体注入口３３０内に配置される。その後、検体は、複合膜に随意として接触し
得る。検体は、外部手段によってチャンネル３２０内に引き込まれ、粘土処理室３５０に
入る。粘土処理室３５０では、本明細書に記載されるように、粘土が検体中で均一に分散
されるように、検体が粘土鉱物と混合される。検体は、粘土物質、特に大きな粘土凝集体
のかなりの部分を保持するフィルタを通して粘土処理室を出る。検体は、その後、検体溶
解室３６０に入り、そこで、中に含まれる細胞およびウイルス物質を可溶化し、標的核酸
を解放するように検体がアルカリ溶液と接触される。随意に、検体は、下流の中和室に入
り、そこで、本明細書に記載されるように、検体のｐＨが適切なレベルに調節され得る。
溶解された、または「抽出された」標的核酸含有検体は、その後、３つの検体に分けられ
、３つの別個の下流のチャンネル３２５ａ、３２５ｂ、または３２５ｃの１つにそれぞれ
入る。下流方向チャンネル３２５ａ、３２５ｂ、および３２５ｃは、別個の分子アッセイ
を行うための別個の核酸増幅兼検出ウェル、３７０ａ、３７０ｂ、および３７０ｃにそれ
ぞれ繋がっている。流出口ウェル３８０ａ、３８０ｂ、および３８０ｃは、増幅産物への
アクセスをユーザに提供する。
【０１３５】
　図４は、本発明のさらに別の実施形態を図示するデバイス４１０の模式図である。図４
に示されるように、マイクロ流体デバイス４１０は、第１の端部４２２と第２の端部４９
０とを有するマイクロ流体チャンネル４２０を備える。図示されるように、デバイス４１
０はカートリッジ形式であるが、デバイス４１０の形式は、本発明に必須ではなく、当業
者は、容易に所与の用途に好適な形式を選択することができる。デバイス４１０等、本発
明のマイクロ流体デバイスは、本明細書に記載のように、プラスチック、マイラー、また
はラテックス等の材料から、射出成形または積層等の方法を用いて構成することができる
。
【０１３６】
　図４にさらに示すように、デバイス４１０は、マイクロ流体チャンネル４２０の第１の
端部４２２に流体連結された試験検体を受容するための検体注入口４３０を含む。検体注
入口は、液体試験検体がデバイスに装填されることを可能にするように設計されている。
例えば、検体の注入のために、注射器またはマイクロピペットを通すことが好適であり得
る。デバイス４１０は、マイクロ流体チャンネル４２０の検体注入口４３０と第１の端部
４２２との間に介装された随意の複合膜を含んでもよい。本発明のある実施形態では、試
験検体が全血検体のとき、複合膜を用い得る。本明細書で使用されるように、用語「膜」
は、多孔質膜であるフィルタを含む、Ｚ寸法を有する任意の平面状材料を意味する。本発
明の複合膜は、以下の図５でさらに述べられる。
【０１３７】
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　核酸検体の調製のため、デバイス４１０は、本明細書に記載されるような粘土鉱物また
は粘土鉱物の混合物が事前装填され得る粘土処理室４５０を備える。粘土鉱物は、（例え
ば、懸濁液等の）液体として提供され、ブリスタパックに格納され、そして操作中に放出
され得る。代わりに、それは、本明細書でさらに記述するように、乾燥形態で提供され得
る。粘土処理室は、濾過ユニットをさらに含む。このユニットは、粘土処理室の下流の室
の上流にあるか、またはこれと一体的に形成されてもよい。濾過ユニットは、例えば、０
．４５μＭの細孔径を有する中空フィルタを含み得る。デバイス４１０は、標的核酸を放
出するように、試験検体中に存在する細胞またはウイルス粒子を溶解するのに好適なアル
カリ緩衝液または溶液が事前装填される検体溶解室４６０をさらに含む。アルカリ緩衝液
または溶液は、ＮａＯＨ、ＫＯＨ、もしくはＬｉＯＨ等の任意の好適なアルカリ緩衝液で
あってもよい。アルカリ緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような各々の代替形態と
して、ブリスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供されても
よく、また乾燥形態で提供されてもよい。
【０１３８】
　所望の場合、デバイス４１０は、本明細書に記載のように、抽出されたサンプルを中和
するのに必要な緩衝液または試薬を含む検体溶解室の下流に別個の検体中和室をさらに含
んでもよい。特定の実施形態では、中和緩衝液または試薬が、ＨＣｌまたは酢酸から選択
される。同様に、中和緩衝液は、本明細書でさらに説明されるような各々の代替形態とし
て、ブリスタパック内に貯蔵され、そして操作中に放出される液体として提供されてもよ
く、また乾燥形態で提供されてもよい。デバイス４１０はまた、本明細書に記載の分子ア
ッセイのいずれかが行われ得、本明細書にさらに記載される必要な試薬を全て含有する核
酸増幅室４７０ａ、４７０ｂ、および４７０ｃを備える。様々な実施形態では、核酸増幅
室は、検出室でもある（すなわち、増幅および検出が同じ室内で行われる）。代わりに、
デバイスは、増幅室からの増幅産物が検出される１つ以上の別個の検出室を含み得る。本
実施形態では、３つの増幅兼検出室が描かれているが、これより少ないまたは多い増幅兼
検出室が、本発明の実施に好適である。検体採取口４９９を有するフィンガポンプ４９５
は、マイクロ流体チャンネル４２０の第２の端部４９０に流体接続される。
【０１３９】
　いくつかの実施形態では、本発明は、これらの５つの室、すなわち、粘土処理室、検体
溶解室、および複数の核酸増幅室を含み、粘土処理、検体溶解、および核酸増幅の各室は
この順に配列される。各室は、２つの端部を有し、これらの２つの端部は、名目上、上端
部および下端部とラベル付けされる。各室の上端部は、第１の可変位置弁に接続され得る
一方、下端部は、第２の可変位置弁に接続される。弁４２３ａ－ｄは、本明細書にさらに
記載される、正または負の圧力を加えるポンプ等、外部（「オブカード」）手段によって
作動され得る。
【０１４０】
　本発明の方法のある実施形態の操作中に、例えば、臨床的に得られた血液検体等の試験
検体が、検体注入口４３０内に配置される。その後、検体は、複合膜に随意として接触し
得る。フィンガポンプ４９５は、ユーザにより手動で、または外部装置により機械的に押
下される。フィンガポンプ４９５の解放の際に、負の流体圧がマイクロ流体チャンネル４
２０内に形成され、試験検体は、チャンネル内に引き込まれ、粘土処理室４５０に入る。
検体は、粘土物質、特に大きな粘土凝集体のかなりの部分を保持するフィルタを通して粘
土処理室を出る。検体は、その後、検体溶解室４６０に入り、そこで、検体がアルカリ溶
液と接触し、その中に含まれる細胞およびウイルス物質を可溶化し、標的核酸を解放する
。随意に、検体は、下流の中和室に入り、そこで、本明細書に記載されるように、検体の
ｐＨが適切なレベルに調節され得る。溶解された、または「抽出された」標的核酸含有検
体は、その後、３つの検体に分けられ、３つの別個の下流のチャンネル４２５ａ、４２５
ｂ、または４２５ｃの１つにそれぞれ入る。下流方向チャンネル４２５ａ、４２５ｂ、お
よび４２５ｃは、別個の分子アッセイを行うための別個の核酸増幅兼検出ウェル、４７０
ａ、４７０ｂ、および４７０ｃにそれぞれ繋がっている。流出口ウェル４９９は、増幅産
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物へのアクセスをユーザに提供する。
【０１４１】
　図５Ａ－Ｂは、随意の複合膜１４０の代替的実施形態の断面図を示す。図５Ａに示すよ
うに。複合膜は、２つの膜、膜１４２および膜１４４から構成される。膜１４２および１
４４は、同じまたは異なる材料を含み得る。ある実施形態では、膜１４２が、ガラス繊維
等、血液凝固を活性化する材料を含む。ある実施形態では、第２の膜１４４は、粒子分離
機能を提供するように選択され得る。本実施形態では、膜１４４は、液体状検体から選択
的に赤血球および白血球を除去するため、およそ１～２μｍの細孔径を有するフィルタを
含み得る。このような膜は、これらに限定されないが、（ＰＡＬＬ社製）ポリスルホンを
含む非対称および対称膜を含み得る。２つ以上の膜は、デバイス１１０内で積み重ねあわ
せられ得る。操作中、血液検体が検体注入口１３０内に置かれる。全血の１滴がデバイス
１１０に適用されたとき、血液検体は、膜１４２内に引き込まれ、それが凝血を引き起こ
す。負圧の下では、凝血した検体は、液体状血清検体が膜を通過し空隙１８２および１８
４に入る一方で凝固血および粒子状物質を保持する第２の膜１４４に引き込まれる。空隙
１８２および１８４の体積は、分離された血清検体がマイクロ流体チャンネルの第１の端
部１２２内に毛管流入によって移動するのに十分に小さい。
【０１４２】
　複合フィルタの代替的実施形態が図５Ｂに示される。図示されるように、複合フィルタ
１４６は、少なくとも一つが、凝固していない血液の凝結を促進する複数の異なる繊維種
を含む単一膜を備える。複合濾過材に選択される繊維は、限定されないが、コットンリン
タ繊維、ガラスマイクロファイバ、ポリエステル（ＰＥＴ）短繊維、および低融点ポリエ
ステル系バインダ繊維を含む。長さ約０．２５インチで、約１．５デニール（「デニール
」は、繊維の太さと長さを示す単位を指す技術用語である）のポリエステル短繊維は、膜
の全体構造を提供するフィルタの骨格であり得る。随意に、コットンリンタ繊維は、濡れ
易い毛細管網を提供し、フィルタを通して血液を受動的に引き込むのに用いられ得る。平
均繊維径が約０．４０μｍのガラスマイクロファイバは、細胞および粒子分離のために必
要な細孔構造を作り出し得る。繊維は、織布または不織手段により接合され得る。不織フ
ィルタは湿式、スパンボンド、またはメルトブローン手段によって構成され得る。強度を
高めるため、ポリエステル系バインダ繊維が、随意に、複合膜に添加され得る。
【０１４３】
　本発明の代替的実施形態として、図５Ａ－Ｂの複合膜は、１つ以上の血液凝固促進剤を
さらに含んでもよい。当技術分野で公知の血液凝固促進剤は、限定されないが、トロンビ
ン、ラッセルヘビ毒等のヘビ毒、血小板活性化因子（ＰＡＦまたはβ－アセチル－ｙ－Ｏ
－アルキル－Ｌ－∂－ホスファチジルコリン）、コラーゲン、ホウ素珪酸塩フレークまた
は中空ビーズ等、表面上に複数の負電荷を持つ材料、カオリン等のアルミニウム－珪酸塩
鉱物粘土を含む。
【０１４４】
　上述した様々な実施形態は、さらなる実施形態を提供するように組み合わせられ得る。
本明細書に言及され、および／または、出願データシートに収載される、限定されないが
、それぞれ２０１３年５月７日に出願された米国特許出願第６１／８２０，５７３号；第
６１／８２０，５８２号および第６１／８２０，５８７号等、全ての米国特許、米国特許
出願公開、米国特許出願、外国特許、外国特許出願、および非特許文献は、参照によりそ
れらの全体が本明細書に組み込まれる。実施形態の側面は、様々な特許、特許出願および
刊行物の概念を使用することが、さらに別の実施形態を提供する上で必要であれば、変更
することができる。これらおよび他の変更は、上記詳細な説明に照らして実施形態に対し
て行うことができる。概して、以下の特許請求の範囲において、使用される用語は、明細
書および特許請求の範囲に開示された具体的な実施形態に特許請求の範囲を制限するもの
と解釈されるべきではなく、請求項の権利がある均等物の全範囲とともに、全ての可能な
実施形態を含むと解釈されるべきである。したがって、請求項は、開示内容によって限定
されない。



(31) JP 6484222 B2 2019.3.13

10

20

30

40

50

　例えば、本発明の実施形態において、以下の項目が提供される。
（項目１）
　第１の端部および第２の端部を有するマイクロ流体チャンネルと、
　前記マイクロ流体チャンネルの前記第１の端部に流体連結される、試験検体を受けるよ
うに構成された検体注入口と、
　前記マイクロ流体チャンネルに流体連結される粘土処理室であって、粘土鉱物試薬を含
有する粘土処理室と、
　前記粘土処理室に流体連結される検体溶解室であって、アルカリ溶液を含有する検体溶
解室と、
　前記検体溶解室に流体連結された１つ以上の、検体核酸増幅または検出ウェル、または
それらの組み合わせと、
　１つ以上の検体流出口と、
　を備える、マイクロ流体デバイス。
（項目２）
　前記粘土鉱物は、カオリナイト、スメクタイト、またはイライト粘土鉱物を含む、項目
１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目３）
　前記粘土鉱物は、タルクを含む、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目４）
　前記粘土鉱物は、ハロイサイトを含む、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目５）
　前記粘土鉱物は、ベントナイトを含む、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目６）
　前記粘土鉱物は、合成粘土鉱物を含む、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目７）
　前記合成粘土鉱物は、ラポナイトである、項目６に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目８）
　前記アルカリ溶液は、ＫＯＨ、ＮａＯＨ、またはＬｉＯＨを含む、項目１に記載のマイ
クロ流体デバイス。
（項目９）
　前記アルカリ溶液は、ＫＯＨを含む、項目８に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目１０）
　前記溶解室の下流に、酸試薬を含む中和室をさらに備える、項目１に記載のマイクロ流
体デバイス。
（項目１１）
　前記酸性溶液は、ＨＣｌ、Ｃ２Ｈ４Ｏ２、またはＨ２ＳＯ４を含む、項目１０に記載の
マイクロ流体デバイス。
（項目１２）
　前記試験検体は、１つ以上の感染因子を含む、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目１３）
　前記１つ以上の感染因子は、ウイルス因子である、項目１２に記載のマイクロ流体デバ
イス。
（項目１４）
　前記試験検体は、少なくとも２つのウイルス因子を含む、項目１に記載のマイクロ流体
デバイス。
（項目１５）
　前記試験検体は、ＤＮＡウイルスおよびＲＮＡウイルスを含む、項目１に記載のマイク
ロ流体デバイス。
（項目１６）
　前記ＤＮＡウイルスは、ＨＢＶである、項目１５に記載のマイクロ流体デバイス。
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　前記ＲＮＡウイルスは、ＨＣＶまたはＨＩＶである、項目１５に記載のマイクロ流体デ
バイス。
（項目１８）
　前記試験検体は、血液、血漿、血清、尿、唾液、痰、呼吸器洗浄液、涙、および組織ス
ワブから成る群より選択される、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目１９）
　前記試験検体は、血液、血漿、および血清から成る群より選択される、項目１に記載の
マイクロ流体デバイス。
（項目２０）
　前記マイクロ流体チャンネルの前記第２の端部に流体連結されたデバイス上ポンプをさ
らに備える、項目１に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目２１）
　前記検体注入口と前記マイクロ流体チャンネルの前記第１の端部との間に介装され、選
択された粒子を血液から除去することができる複合膜をさらに備える、項目１に記載のマ
イクロ流体デバイス。
（項目２２）
　前記複合膜は、血液凝固を活性化する材料を含む、項目２１に記載のマイクロ流体デバ
イス。
（項目２３）
　前記複合膜は、ガラスフィルタを含む、項目２２に記載のマイクロ流体デバイス。
（項目２４）
　目的の核酸を分離するための方法であって、
ａ） 前記目的の核酸を含有すると疑われる検体を、項目１～２３のいずれか１項に
記載のマイクロ流体デバイスに導入するステップと、
ｂ） 前記検体を前記マイクロ流体デバイス内の粘土鉱物と接触させるステップと、
ｃ） 前記検体を前記マイクロ流体デバイス内で溶解するステップと、
を含む、方法。
（項目２５）
　溶解された前記検体を前記マイクロ流体デバイス内で増幅して、増幅された検体を得る
ステップをさらに含む、項目２４に記載の方法。
（項目２６）
　前記増幅された検体中で、前記目的の核酸を検出するステップをさらに含む、項目２５
に記載の方法。
（項目２７）
　目的の核酸を分離するための、項目１～２３のいずれかに記載のマイクロ流体デバイス
の使用。
（項目２８）
　前記目的の核酸を増幅するステップをさらに含む、項目２７に記載の使用。
（項目２９）
　前記目的の核酸を検出するステップをさらに含む、項目２８に記載の使用。
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