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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞含有生物試料を、少なくとも１つのカルボン酸アミドと接触させることによって前
記試料を冷蔵も凍結もせずに安定化するための方法であって、前記カルボン酸アミドが一
級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択され、
ここで、前記方法は、前記細胞含有生物試料に含有される有核細胞の溶解を誘発も促進も
せず、前記安定化が、タンパク質－核酸および／またはタンパク質－タンパク質架橋を誘
発する架橋剤の使用を含まず、またホルムアルデヒド放出剤の使用を含まず、
　ここで、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される前記カルボ
ン酸アミドが、式１：
【化５】
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を有し、式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２は水素残基および直鎖ま
たは分岐鎖配置の１～４原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基から選択され、Ｒ３は水素
残基であり、Ｒ４は酸素である、方法。
【請求項２】
　前記安定化が、細胞内ＲＮＡの安定化をもたらし、および／または前記細胞含有試料に
含まれる細胞外核酸集団が安定化される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記細胞含有試料が、ホルムアミド、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミ
ドからなる群より選択される少なくとも１つの一級カルボン酸アミドと接触させられる；
ならびに／あるいは
　前記細胞含有生物試料が、Ｎ－アルキルホルムアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、お
よびＮ－アルキルプロパンアミドからなる群より選択される少なくとも１つの二級カルボ
ン酸アミドと接触させられる；ならびに／あるいは
　前記細胞含有生物試料を、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択
される少なくとも１つの前記カルボン酸アミドと接触させて得られる混合物が、前記カル
ボン酸アミドを、少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少
なくとも０．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％、少なくとも１．５％、ま
たは少なくとも２％の濃度で含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　以下の特徴：
　ａ）前記細胞含有試料が血液試料であり、追加で抗凝固剤と接触させられる；
　ｂ）前記細胞含有試料中に存在する核酸の分解が、前記安定化により低減される；
　ｃ）細胞内ＲＮＡが安定化される；
　ｄ）前記試料に含まれる細胞中のトランスクリプトームおよび／または転写物レベルが
安定化される、ここで、必要に応じて、ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ－８およびｐ５３
から選択される１つまたはそれを超えるマーカー遺伝子の転写物レベルが、安定化時に、
少なくとも２４時間安定化される；ならびに／あるいは
　ｅ）前記方法は、前記細胞含有試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化するために適
しており、ここで、必要に応じて、前記試料中に含まれる細胞から前記試料の無細胞の部
分へのゲノムＤＮＡの放出が低減される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　以下の特徴：
　ａ）前記安定化が、安定化された前記試料から細胞の単離を可能とする；
　ｂ）前記細胞含有試料が血液試料であり、白血球が安定化される；
　ｃ）細胞の形態が保存される；
　ｄ）有核細胞の形態が保存される；
　ｅ）前記試料が血液試料であり、含まれるリンパ球および／または単球が安定化される
；
　ｆ）細胞表面エピトープが保存される；および／または
　ｇ）細胞表面タンパク質が保存される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記細胞含有試料が、安定化のために追加でアポトーシス阻害剤と接触させられ、ここ
で、必要に応じて、前記アポトーシス阻害剤が、カスパーゼ阻害剤である、請求項１～５
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記細胞含有試料が、少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリマーと追加で接触
させられる、請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
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　以下の特徴：
　ａ）一級または二級カルボン酸アミドである少なくとも１つの前記カルボン酸アミドお
よび任意の追加の添加物が安定化組成物に含まれ、前記安定化組成物と特定の体積の前記
細胞含有試料との体積比が、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０
および１：２～１：５から選択される；
　ｂ）安定化された前記細胞含有試料が、核酸分析および／または検出方法に供される；
　ｃ）細胞内および／または細胞外核酸が安定化された前記試料から単離され、単離され
た前記核酸が分析および／または検出される；
　ｄ）安定化された前記試料中に含まれる細胞が除去される；
　ｅ）（ｉ）安定化された前記細胞含有生物試料、（ｉｉ）細胞が除去されている安定化
された前記試料および／または（ｉｉｉ）前記試料から除去された細胞、が貯蔵される；
　ｆ）細胞が、安定化された前記試料から除去され、および／または核酸およびタンパク
質から選択される生体分子が、除去された細胞から単離される；ならびに／あるいは、
　ｇ）ＲＮＡが、安定化された前記試料中に含まれる細胞から単離される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、請求項１～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　ｆ）における前記除去された細胞が分析される、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記細胞含有試料が、式１：
【化６】

に従う化合物である少なくとも１つの三級アミドとさらに接触させられ、式中、Ｒ１は水
素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２およびＲ３は、同じまたは異なり、直鎖または分
岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基であり、Ｒ４は、酸素、硫黄ま
たはセレン残基であり、
ここで、必要に応じて、前記方法は、
　以下の特徴：
　ａ）式１に従う前記三級アミドが、カルボン酸アミドである；
　ｂ）式１に従う前記三級アミドが、Ｎ，Ｎ－ジアルキルプロパンアミドである；
　ｃ）式１に従う前記三級アミドが、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチル
アセトアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルプロパンアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルブタンアミドからな
る群より選択される；ならびに／あるいは
　ｄ）前記細胞含有生物試料が、少なくとも１つの式１に従う一級または二級カルボン酸
アミドおよび三級アミドならびに安定化のために使用される任意の追加の添加物と接触さ
せられた後、得られた混合物が、
　　ｉ）少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少なくとも
０．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％または少なくとも１．５％の濃度；
および／または
　　ｉｉ）０．１％～３０％、０．２５％～２０％、０．５％～１５％、０．７％～１０
％、０．８％～７．５％、０．９％～６％または１％～５％の範囲の濃度
の式１に従う前記三級アミドを含む、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項１１】
　Ｒ４が酸素である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　冷蔵も凍結もせずに生物試料から核酸を単離するための方法であって、
　ａ）請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法により細胞含有試料を安定化するステ
ップと、
　ｂ）安定化された前記試料から核酸を単離するステップと、
を含む、方法。
【請求項１３】
　ｉ）ステップｂ）が、細胞内核酸を単離することを含み；ここで、必要に応じて、前記
方法は、安定化された前記試料から細胞を除去するステップ、および除去された前記細胞
から核酸を単離するステップを含む；
　ｉｉ）ステップｂ）が、細胞外核酸を単離することを含む；
　ｉｉｉ）細胞が、残存する試料から分離され、ステップｂ）において、細胞外核酸が、
前記残存する試料から単離され、および／または細胞内核酸が、除去された前記細胞から
単離される；ならびに／あるいは
　ｉｖ）前記試料が血液である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ｉ）におけるステップｂ）が、細胞内ＲＮＡを単離することを含む、請求項１３に記載
の方法。
【請求項１５】
　単離された前記核酸が、さらなるステップｃ）で処理および／または分析される、請求
項１２～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　単離された前記核酸が、
　ｉ）修飾される；
　ｉｉ）少なくとも１つの酵素と接触させられる；
　ｉｉｉ）増幅される；
　ｉｖ）逆転写される；
　ｖ）クローン化される；
　ｖｉ）配列決定される；
　ｖｉｉ）プローブと接触させられる；
　ｖｉｉｉ）検出される；
　ｉｘ）定量される；
　ｉｘ）同定される；および／または
　ｘ）遺伝子発現プロファイリング用に分析される、
請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　請求項１～１６のいずれか１項に記載の方法において細胞含有生物試料を安定化するた
めの組成物の使用であって、前記組成物は：
　ａ）少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって、前記カル
ボン酸アミドが、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される、カ
ルボン酸アミドと、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含み、ここで、前記組成物は、添加物を、前記添加物が細胞溶解を誘発または促進する
濃度で含まず、前記組成物は、タンパク質－ＤＮＡおよび／またはタンパク質－タンパク
質架橋を誘発する架橋剤を含まず、かつ前記組成物は、ホルムアルデヒド放出剤を含まな
い、使用。
【請求項１８】
　前記組成物は、以下の特徴：
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　ａ）一級および二級カルボン酸から選択される少なくとも１つの前記カルボン酸アミド
が、請求項１または３に記載される特徴を有する；
　ｂ）前記抗凝固剤がキレート化剤である；
　ｃ）前記組成物が請求項１０に記載される少なくとも１つの三級アミドを含む；
　ｄ）前記組成物が少なくとも１つのアポトーシス阻害剤を含む；
　ｅ）前記組成物が、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを安定化することができ、
および／または細胞含有試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化することができる；
　ｆ）前記組成物は、細胞を安定化し、前記細胞含有生物試料中に含まれる細胞から前記
試料の無細胞の部分へのゲノムＤＮＡの放出を低減させることができる；
　ｇ）前記組成物は、安定化された試料中に含まれる細胞由来のゲノムＤＮＡによる前記
生物試料中に含まれる細胞外ＤＮＡ集団の希釈を減らすことができる；
　ｈ）前記組成物は、安定化された前記試料中に含まれる細胞由来の細胞内核酸による前
記生物試料中に含まれる前記細胞外核酸集団の希釈を減らすことができる；
　ｉ）前記安定化組成物は毒性作用物質を含まない；
　ｊ）前記安定化組成物は、冷蔵せずに、少なくとも２日間、少なくとも３日間、少なく
とも２日～３日間、少なくとも２日～６日間、および／または少なくとも２日～７日間か
ら選択される期間、前記細胞含有生物試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化すること
ができる；および／または
　ｋ）前記安定化組成物は、少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリマーを含む；
ならびに／あるいは、
　ｌ）前記安定化組成物と血液試料との接触時に、ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ－８お
よびｐ５３から選択される１つまたはそれを超えるマーカー遺伝子の転写物レベルが、安
定化時に、少なくとも４８時間安定化される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、請求項１７に記載の使用。
【請求項１９】
　前記アポトーシス阻害剤がカスパーゼ阻害剤である、請求項１８に記載の使用。
【請求項２０】
　前記カスパーゼ阻害剤が、Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈおよびＺ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｓｐ（ＯＭ
ｅ）－ＦＭＫからなる群より選択される、請求項１９に記載の使用。
【請求項２１】
　前記安定化組成物と前記細胞含有試料との体積比が、１０：１～１：２０、５：１～１
：１５、１：１～１：１０および１：２～１：５から選択される、請求項１８～２０のい
ずれか１項に記載の使用。
【請求項２２】
　前記試料が血液試料である、請求項１７～２１のいずれか１項に記載の使用。
【請求項２３】
　白血球の形態および／または細胞表面エピトープが保存され、ここで、必要に応じて、
前記安定化組成物が、生物試料との混合物として提供される、請求項２２に記載の使用。
【請求項２４】
　前記安定化組成物が、生物試料との混合物として提供され、前記試料が、以下の特徴：
　ａ）前記試料は細胞外核酸を含む；
　ｂ）前記試料は全血である、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、請求項１７～２３のいずれか１項に記載の使
用。
【請求項２５】
　細胞含有生物試料を冷蔵も凍結もせずに安定化するための、少なくとも１つのカルボン
酸アミドを含む組成物であって、前記カルボン酸アミドが、式１：
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【化５】

を有する一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択され、
　式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２は水素残基および直鎖または分
岐鎖配置の１～４原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基から選択され、Ｒ３は水素残基で
あり、Ｒ４は酸素であり、
　ここで、前記安定化は、前記細胞含有生物試料に含有される有核細胞の溶解を誘発も促
進もせず、前記安定化が、タンパク質－核酸および／またはタンパク質－タンパク質架橋
を誘発する架橋剤の使用を含まず、またホルムアルデヒド放出剤の使用を含まない、
組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明をもたらした研究は、助成金契約番号２２２９１６の下、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｃ
ｏｍｍｕｎｉｔｙ’ｓ　Ｓｅｖｅｎｔｈ　Ｆｒａｍｅｗｏｒｋ　Ｐｒｏｇｒａｍｍｅ　（
ＦＰ７／２００７－２０１３）かからの資金供与を受けた。
【０００２】
　発明の分野
　本明細書で開示の技術は、特に、細胞含有試料、特に血液試料の安定化に適した方法と
組成物、およびそれぞれに安定化された生物試料から核酸を単離する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　核酸は診断分野で重要なバイオマーカーである。例えば、ゲノム（特に、ｍＲＮＡおよ
びｍｉＲＮＡ）の転写物プロファイルは、分子インビトロ診断におけるバイオマーカーと
して広く使用され、疾患の転帰を予測し、個人に合わせた療法の方針を示すことを期待し
た、正常な生物学的および病理学的プロセスに関する洞察（ｉｎｓｉｄｅ　ｉｎｔｏ）を
与える。したがって、核酸、特に、ＲＮＡのプロファイリングは、疾患診断、予後および
バイオマーカー発見のための臨床試験において重要である。転写プロファイルからの定量
的情報を得る能力は、基礎生物学の調査、疾患の診断、薬物開発の促進、特定の病状およ
び遺伝的プロファイルに合わせるように治療薬の調整をするための強力なツールであり、
また、生物学的または治療プロセスおよび治療方針に関連するデータベースを生成するた
めの強力なツールでもある。ここ数年で、下流のアッセイおよびデータ分析（分析プロセ
ス）の大きな改善が行われてきた。しかし、特に、新しい生体分子標的に対する解析前の
ステップ、例えば、試料取扱いおよび試料安定化は、発現プロファイルに重大な影響を与
えており、その後の分析を損なう可能性があることが見出された（例えば、Ｈａｅｒｔｅ
ｌら，２００１，Ｐａｈｌ　ｕｎｄ　Ｂｒｕｎｅ，２００２、を参照）。分析される試料
の安定化に関する予防策を講じないと、試料は輸送および貯蔵の間に変化し、これにより
標的分子の発現プロファイルを極度に変化させる可能性がある（例えば、Ｒａｉｎｅｎら
，２００２；Ｂａｅｃｈｌｅｒら，２００４を参照）。このように、遺伝子発現、特に、
血液細胞遺伝子発現は、試料のエクスビボ取扱いに敏感である。試料の取扱いが原因で発
現プロファイルが変化すると、その後の分析は試料の元の状況、したがって、患者の元の
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状況を反映するのではなく、試料の取扱い、輸送および貯蔵の間に生成された人工プロフ
ァイルを測定していることになる。したがって、最適化された安定化プロセスが必要であ
り、このプロセスにより、発現プロファイルを安定化させ、信頼性の高い分析が可能とな
る。特に、血液細胞遺伝子発現プロファイルの分析を可能とするために血液試料を安定化
させる必要性がある。
【０００４】
　特に、血液試料などの試料のより長期にわたる安定化は、正規の方式としては、フェノ
ールおよび／またはクロロホルムなどの有機溶媒の添加により、または液体窒素中もしく
はドライアイスを使用しての直接凍結により行われた。これらの方法は、病院、手術室ま
たは日常診断検査室向けとしては、実用的な技術と言えるようなものではない。これらの
問題を克服するために、ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸは、試料採集の時点でＲＮＡ遺伝子発現
プロファイルの即時安定化のための試薬を含む真空採血チューブを備えたヒト血液採集用
の最初の研究製品を開発した（ＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ）。それ
ぞれの安定化組成物は、遺伝子誘発および転写物分解によるＲＮＡプロファイルの変化の
恐れなしに、室温での輸送および貯蔵を可能とする（例えば、米国特許第６，６１７，１
７０号、同第７，２７０，９５３号、Ｋｒｕｈｏｆｆｅｒら，２００７を参照）。試料（
本明細書では血液）の即時溶解を実現するその他の安定化剤は、Ｔｅｍｐｕｓ　Ｂｌｏｏ
ｄ　ＲＮＡチューブ製品の名称でＡＢＩ／Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓにより販
売されている。別の製品は、バイオマトリカのＶａｃｕｅｔｔｅ　ＲＮＡｇａｒｄ　Ｂｌ
ｏｏｄ　Ｔｕｂｅである。また、これを使うと、チューブ溶解が採集中即時に起こり、血
液インキュベーションの全期間にわたる無傷のＲＮＡにより示されるように、ＲＮアーゼ
は不活化される。これらのそれぞれの方法の欠点は、安定化により細胞の完全な溶解が起
こることである。細胞の破壊により、細胞内核酸は細胞外核酸と混合され、この結果、こ
れらの２つの核酸集団の別々の分析ができないということになる。さらに、単離された核
酸の質および量のみでなく、血液試料などの試料中に含まれる特定の細胞の存在、非存在
または数についても、それらそれぞれについての発現プロファイルが分析対象である。全
ての細胞選別または細胞富化によるそれぞれに細胞分析が不可能になるため、細胞の破壊
は大きな欠点である。
【０００５】
　したがって、細胞の安定化を特に目的とした特定の安定化試薬、それぞれに採血するチ
ューブが提供されることが多い。それぞれの製品は、貯蔵後の試料の細胞含量を調べ、例
えば、腫瘍細胞の存在を、例えば、蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）分析により検出
する、または異なる白血球の相互に対する比率の変化をフローサイトメトリー（ＦＣ）も
しくはＦＡＣＳ分析により検出することが可能となる。例えば、血液細胞は貯蔵の期間中
わずかな溶解しか示さないが、多くのワークフローはフローサイトメトリーまたはＦＡＣ
Ｓ分析用の標準的ＥＤＴＡ採血チューブを使用する。Ｓｔｒｅｃｋ　Ｉｎｃ．によるさら
なる製品は、フローサイトメトリーによる免疫表現型検査用の全血試料を保存する直接真
空採血チューブ（ｄｉｒｅｃｔ－ｄｒａｗ　ｖａｃｕｕｍ　ｂｌｏｏｄ　ｃｏｌｌｅｃｔ
ｉｏｎ　ｔｕｂｅ）である。それは白血球抗原を保存し、白血球のサブセットをフローサ
イトメトリー分析により識別可能にする。白血球表面抗原分類（ＣＤ）マーカーの完全性
を維持する技術は、例えば、米国特許第５，４６０，７９７号および同第５，４５９，０
７３号に記載されている。
【０００６】
　しかし、異なる安定化試薬の使用、それに応じて核酸分析および細胞分析を行う試料採
集用の安定化チューブの使用は、手間のかかることである。患者の部位での採血ごとに、
種々の下流アッセイ（例えば、細胞の検出およびＲＮＡの分析）に専用の種々の試料採集
チューブ、例えば、採血チューブの数を減らすニーズがある。したがって、細胞の形態を
保存すると同時に核酸を安定化する試料採集および安定化システムが必要である。
【０００７】
　同時に細胞安定化および核酸安定化を行うというニーズに対処するために、ホルムアル



(8) JP 6381628 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

デヒド放出剤の使用に基づく安定化システムが開発された。それぞれの安定化剤は、無細
胞ＲＮＡ　ＢＣＴ（採血チューブ）の名称でＳｔｒｅｃｋ　Ｉｎｃ．から市販されている
。１０ｍｌ採血チューブは、血漿中の無細胞のＲＮＡの室温で３日間までの保存および安
定化向けである。保存剤は、試料処理および貯蔵の間、血漿中の無細胞のＲＮＡを安定化
し、血液細胞からの非標的バックグラウンドＲＮＡの放出を防止する。米国特許出願公開
第２０１１／０１１１４１０号は、ホルムアルデヒド放出成分を使った同じ血液試料中の
細胞およびＲＮＡ安定化の実現について記載している。したがって、本文献は、安定化剤
が、採取血液中の血液細胞を安定化し、それにより無細胞のＲＮＡまたはグロビンＲＮＡ
の細胞ＲＮＡへの混入を防ぎ、少なくとも、２時間ＲＮＡ合成を阻害し、血液細胞中にあ
る細胞ＲＮＡを保存して採血の時点から実質的に変化のない血液細胞のタンパク質発現パ
ターンを維持する技術について記載している。白血球はそれぞれに安定化された試料から
単離することができ、その後（ｔｈａｎ）、細胞ＲＮＡは白血球から抽出される。しかし
、それぞれに安定化された試料からの核酸の単離は非常に難しい。理由は、使用したホル
ムアルデヒド放出剤がその後の核酸単離プロセスを妨害するからである。したがって、特
にＲＮＡなどの核酸の安定化および単離を目的とした安定化方法（例えば、ＰＡＸｇｅｎ
ｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ）を使って安定化した核酸の単離に比べて、核酸の収
率および／または純度が極端に低下する。
【０００８】
　さらに、先行技術において、血液または組織試料などの細胞含有試料を安定化するため
の方法が知られており、これらの方法は、細胞、トランスクリプトーム、ゲノムおよびプ
ロテオームを安定化する。このような方法は、例えば、国際公開第２００８／１４５７１
０号で開示されている。前記方法は、特定の安定化化合物の使用に基づく。ホルムアルデ
ヒド放出剤を含む安定化方法とは対照的に、核酸の単離は安定化剤によって損なわれない
。
【０００９】
　細胞含有生物試料中に存在する臨床的に関心のあるさらなる核酸種は、細胞外核酸であ
る。細胞外核酸は、血液、血漿、血清およびその他の体液中で同定されてきた。それぞれ
の試料中で見出される細胞外核酸は、それらがヌクレアーゼから保護されているという事
実に起因して、ある程度の分解抵抗性がある（例えば、それらはプロテオリピド複合体の
形で分泌され、タンパク質に会合するか、または小胞中に含まれるという理由による）。
多くの医学的状態、悪性疾患、および感染過程における高レベルの細胞外核酸、例えば、
ＤＮＡおよび／またはＲＮＡの存在は、特に、スクリーニング、診断、予後、疾患進行の
監視、潜在的治療標的の特定、および処置反応のモニタリングにとって着目すべき対象で
ある。さらに、母体血液中の増加した胎児ＤＮＡ／ＲＮＡは、例えば、性別判定、染色体
異常の評価、および妊娠関連合併症のモニターに使われている。したがって、細胞外核酸
は、非侵襲的診断および予後に特に有用であり、例えば、非侵襲的出生前遺伝学的検査、
腫瘍学、移植医学または多くのその他の疾患などの多くの適用分野における診断マーカー
として使用することができ、そのため、診断への適合性が高い（例えば、胎児または腫瘍
由来核酸）。しかし、細胞外核酸は健康な人間にも見つかる。細胞外核酸の一般的用途お
よび分析方法は、例えば、国際公開第９７／０３５５８９号、同第９７／３４０１５号、
Ｓｗａｒｕｐら，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　５８１（２００７）７９５－７９９、Ｆｌ
ｅｉｓｃｈｈａｃｋｅｒ　Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．１０７５：４０－４９（
２００６）、ＦｌｅｉｓｃｈｈａｃｋｅｒおよびＳｃｈｍｉｄｔ，Ｂｉｏｃｈｍｉｃａ　
ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ　１７７５（２００７）１９１－２３２、Ｈｒｏ
ｍａｄｎｉｋｏｖａら（２００６）ＤＮＡ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌ　ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ
ｕｍｅ　２５，Ｎｕｍｂｅｒ　１１　ｐｐ　６３５－６４０；Ｆａｎら（２０１０）Ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５６：８に記載されている。
【００１０】
　従来では、血液などの細胞含有生物試料から細胞外核酸を単離する第一ステップは、例
えば、血液の場合の血清または血漿などの前記試料の本質的に無細胞画分を得ることであ
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る。その後、細胞外核酸は、血液試料の処理時に前記無細胞画分、通常は血漿、から単離
される。しかし、試料の本質的に無細胞画分を得ることには問題がある場合があり、また
、破壊により放出された細胞核酸が細胞外核酸に混入する可能性がある遠心分離中の細胞
破壊を、注意深く制御された条件を使って防ぐことが重要であるため、分離は手間のかか
る時間浪費型多段階プロセスとなることが多い。さらに、多くの場合、全ての細胞を除去
するのは困難である。したがって、血漿または血清などの、一般に「無細胞」として分類
されることがよくある多くの処理試料は、実際には、分離プロセス中に除去されなかった
依然として残余量の細胞を含んでいる。別の考慮すべき重要事項は、細胞核酸が、通常、
採血イベントから比較的短い期間の、エクスビボインキュベーションの間の細胞破壊によ
り試料中に含まれる細胞から放出されるということである。細胞溶解が始まるとすぐに溶
解細胞は追加の核酸を放出し、これが細胞外核酸と混ざり、試験用の細胞外核酸を回収す
ることがますます困難になる。これらの問題は先行技術において考察されている（例えば
、Ｃｈｉｕら（２００１），Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４７：９　１６０
７－１６１３；Ｆａｎら（２０１０）および米国特許出願公開第２０１０／０１８４０６
９号、を参照されたい）。さらに、利用可能な細胞外核酸の量と回収可能性は、分解に起
因して時間の経過と共に実質的に低下する可能性がある。
【００１１】
　先行技術において、全血中に含まれる循環核酸を安定化することを特に狙った方法が知
られている。１つの方法は、細胞膜を安定化するためにホルムアルデヒドを採用し、それ
により、細胞溶解を減らし、さらには、ホルムアルデヒドがヌクレアーゼを阻害する。そ
れぞれの方法は、例えば、米国特許第７，３３２，２７７号および同第７，４４２，５０
６号に記載されている。しかし、ホルムアルデヒドまたはホルムアルデヒド放出物質の使
用には、核酸分子間またはタンパク質と核酸との間での架橋を誘発することにより細胞外
核酸の単離の有効性を損なう可能性があるという理由から、欠点がある。血液試料を安定
化する代替方法は、例えば、米国特許出願公開第２０１０／０１８４０６９号および同第
２０１０／０２０９９３０号に記載されている。このことは、細胞含有生物試料を安定化
して、このような試料中に含まれる、例えば、細胞外核酸の効率的回収を可能とする手段
を提供することに対する大きなニーズがあることを示している。
【００１２】
　遺伝子発現プロファイルおよび全血試料などの細胞含有生物試料中に含まれる細胞外核
酸集団の安定化をもたらし、それにより、このような安定化試料の取扱い、それぞれに処
理を容易にする試料処理技術の開発に対し、依然として継続したニーズがある。
【００１３】
　先行技術の試料安定化方法の少なくとも１つの欠点を克服することが本発明の目的であ
る。特に、細胞含有試料、とりわけ、全血試料を安定化できる方法を提供するのが１つの
目的である。特に、細胞含有試料中に含まれる核酸の安定化を可能とする試料安定化方法
を提供するのが１つの目的である。さらに、細胞溶解によらないで、細胞含有試料に含ま
れる細胞外核酸集団を安定化し、さらには、含まれる細胞の遺伝子発現プロファイルを安
定化する試料安定化方法を提供するのが１つの目的である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】米国特許第６，６１７，１７０号明細書
【特許文献２】米国特許第７，２７０，９５３号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、意外にも、一級および二級カルボン酸アミドが細胞含有生物試料、特に全血
試料または、例えば、血漿などの全血由来の試料の安定化に効果的であるという知見に基
づいている。これらの添加物は細胞外核酸集団の安定化に極めて効果的であり、特に、ゲ
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ノムＤＮＡ、なかでも、断片化ゲノムＤＮＡの混入を避けるか、または少なくとも大きく
減らすことができることが明らかになった。さらに、これらの添加物は含まれる細胞の遺
伝子発現プロファイルを安定化して、それにより、信頼性の高い遺伝子発現プロファイリ
ングを可能とすることも明らかになった。先行技術の方法とは対照的に、この安定化効果
は細胞溶解に基づいていない。したがって、本明細書で記載の安定化技術は、必要に応じ
、細胞外および細胞内核酸集団の別々の分析も可能とする。さらに、本明細書で記載の安
定化は、安定化試料中に含まれる細胞の分析、例えば、細胞形態および／または細胞表面
特徴の分析も可能にする。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明の第１の態様では、細胞含有試料の安定化方法であって、該試料を少なくとも１
つのカルボン酸アミドと接触させることを含み、該カルボン酸アミドは一級カルボン酸ア
ミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される、方法を提供する。好ましくは、細胞含
有生物試料および少なくとも１つのカルボン酸アミドを含む得られた組成物は、少なくと
も０．２５％の濃度のカルボン酸アミドを含む。
【００１７】
　ホルムアミド、ブタンアミド、Ｎ－メチルホルムアミドおよびＮ－メチルアセトアミド
などの一級および二級カルボン酸アミドは、細胞含有試料、特に血液試料に対する極めて
効果的な安定化剤である。それぞれの化合物の添加は、細胞外核酸集団に対して好都合な
安定化効果をもたらすことが明らかになった。実施例で示すように、これらの化合物は、
細胞含有試料中に含まれる細胞外核酸集団の安定化に適する。さらに、実施例で示すよう
に、これらの化合物は、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルの安定化、したがってそ
の保存に適する。実施例で示すように、安定化後、安定化期間中の遺伝子発現プロファイ
ルの変化は、減らされるか、あるいは防止される。したがって、一級または二級カルボン
酸アミドによる安定化時には、遺伝子発現プロファイルは基本的に「凍結」され、したが
って、試料を採集の状態、それぞれに試料安定化の状態で保存される。好ましくは、細胞
含有試料は全血、血漿または血清から選択される。さらに、達成された細胞安定化特性は
、血液試料中に含まれる、例えば、血液細胞または循環性腫瘍細胞などの安定化試料中に
含まれる特定の細胞の分析および分離も可能とする。
【００１８】
　安定化効果を高めることを目的として、例えば、細胞含有試料中に含まれる細胞外核酸
集団および／または含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを安定化するために、安定化
剤の組み合わせを提供することも本発明の１つの目的である。それぞれの組み合わせは、
少なくとも１つの一級または二級カルボン酸アミドと、追加の少なくとも１つの三級アミ
ドおよび／または少なくとも１つのアポトーシス阻害剤を含んでもよい。意外にも、アポ
トーシス阻害剤、特に、カスパーゼ阻害剤などは、試料中に含まれる細胞、例えば、損傷
または死細胞に由来する細胞内核酸、特に、断片化ゲノムＤＮＡの細胞外核酸集団への混
入を減らすことが明らかになった。このように、試料中に含まれる細胞外核酸集団を、生
物試料が得られ、それぞれに採取された時点で示された状態に実質的に保存するという点
において、アポトーシス阻害剤を含む安定化剤の組み合わせは非常に効果的である。また
、それぞれの組み合わせは、安定化効果を高める、例えば、キレート化剤などの追加の添
加物を含んでもよい。試料が血液または血液に由来する試料の場合には、通常、抗凝固剤
も添加される。例えば、ＥＤＴＡなどのキレート化剤はこの目的に適する。それぞれの安
定化の組み合わせは、第１の態様による細胞含有試料の安定化法に都合よく使用すること
ができる。
【００１９】
　第２の態様では、生物試料から核酸を単離する方法であって、前記方法は、
　ａ）本発明の第１の態様で定義される方法により細胞含有試料を安定化するステップと
、
　ｂ）該安定化試料から核酸を単離するステップと、
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を含む、方法が提供される。
【００２０】
　ステップａ）の安定化は、上述した本発明の第１の態様により達成される。上記で考察
したように、本発明による安定化は、特に、試料中に含まれる細胞外核酸集団を、生物試
料が得られて、それぞれに採集された時点で示された状態に実質的に保存するという効果
を有する。したがって、それぞれに安定化された試料から得られた細胞外核酸は、非安定
化試料から得られる細胞外核酸に比べて、試料中に含まれる、例えば、崩壊細胞由来の細
胞内核酸、特に、断片化ゲノムＤＮＡの混入がより少ない。細胞外核酸集団の実質的な保
存は、この安定化／保存によりその後の全ての試験の正確さが高められるという理由から
、重要な利点である。それは、細胞外核酸集団の単離およびその後の分析の標準化を可能
とし、それにより、細胞外核酸画分を基準にした診断または予後への適用をより信頼性の
高いものにし、また、使用する貯蔵／取扱い条件に対する依存性をより少ないものにする
。特に、本発明の教示は、ある特定の細胞外核酸分子の比率を、試料が採取された時点の
比率に対して、実質的に一定に保つことができるという利点を有する。この安定化は、細
胞内核酸が実質的に細胞内に保持され、細胞外核酸が実質的に安定化することを実現する
。さらに、本明細書で記載の安定化方法は細胞内核酸の安定化にも適する。試料安定化後
、細胞内のＲＮＡは分解から保護され、さらに、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイル
の変化が阻害される。このように、本明細書で記載の安定化は、特に、インビトロ分解を
減らし、遺伝子誘発を最小限にする。したがって、それぞれに安定化された試料から単離
された細胞内核酸は、例えば、遺伝子発現プロファイリングおよび安定化試料中のインビ
ボ転写物レベルの正確な提示が必要なその他の分析方法によく適合する。さらに、好都合
にも、本明細書で記載の安定化方法は、必要に応じ、安定化細胞外核酸を同一安定化試料
由来の安定化細胞内核酸から、別々に単離することを可能とする。
【００２１】
　第３の態様では、細胞含有生物試料の安定化に適する組成物であって、該組成物は、
　ａ）少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって、一級カル
ボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、組成物が提供される。
【００２２】
　それぞれの安定化組成物は、細胞含有生物試料、特に全血、血漿および／または血清中
に含まれる細胞外核酸集団を安定化することにより、前記試料の安定化に特に効果的であ
る。さらに、それぞれの安定化組成物は、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを安定
化するのに効果的である。さらに、実施例に示すように、細胞および、例えば、含まれる
細胞の細胞形態および／または細胞表面特徴などの重要な細胞特徴を保存することができ
る。それぞれの安定化組成物は、室温で少なくとも２日、好ましくは少なくとも３日間の
全血などの試料の貯蔵および／または取扱い、例えば、輸送を、試料、それに含まれるそ
れぞれに細胞外核酸集団の品質を実質的に損なうことなく可能とする。したがって、本発
明による安定化組成物を使用する場合、試料採集、例えば、採血と核酸抽出との間の時間
は、試料中に含まれる細胞外核酸集団または含まれる細胞の遺伝子発現プロファイルに実
質的な影響を与えることなく変えることができる。それが細胞外核酸集団および細胞内核
酸集団の異なる取扱い方法に起因する変動、特に転写物レベルの変動を減らすので、これ
は重要な利点である。一実施形態では、組成物は少なくとも１つのアポトーシス阻害剤、
好ましくはカスパーゼ阻害剤を追加で含む。
【００２３】
　第４の態様では、細胞含有生物試料、好ましくは血液試料を採集するための容器であっ
て、該容器は、
　ａ）好ましくは少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって
、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと
、
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　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、容器が提供される。
【００２４】
　細胞含有生物試料、好ましくは血液試料を採集するための容器は、本発明の第３の態様
による組成物を含んでもよい。それぞれの容器、例えば、安定化組成物を含む試料採集チ
ューブの提供は、試料がそれぞれの容器中に採集されるとすぐに試料が安定化されるとい
う利点を有する。さらに、それぞれの試料採集容器、特に採血チューブは、血液細胞およ
びそれらの遺伝子転写プロファイルを安定化することができ、また、細胞外核酸および任
意選択で、ウイルス、それぞれに血液試料中または血液由来の試料中に含まれるウイルス
核酸を安定化することができる。それにより、さらなる問題が克服された。
【００２５】
　第５の態様では、患者から生物試料、好ましくは血液を、本発明の第４の態様による容
器のチャンバ内に直接に採集する、好ましくは吸引するステップを含む方法が提供される
。
【００２６】
　第６の態様では、本発明の第３の態様による組成物を作製する方法であって、組成物の
成分が混合され、好ましくは溶液中で混合される、方法が提供される。本発明で使用する
場合、用語の「溶液」は、特に、液体組成物、好ましくは水性の組成物を意味する。それ
は、単相のみの均質の混合物であってよいが、溶液が、例えば、沈殿物などの固体成分を
含む場合も、本発明の範囲内に含まれる。
【００２７】
　当業者なら、本出願の他の目的、特徴、利点および態様は、以下の説明および添付の特
許請求の範囲から明らかになろう。しかし、以下の説明、添付の特許請求の範囲、および
具体的実施例は、本出願の好ましい実施形態を示しているが、これらは例示目的のみのた
めに提示されていることを理解されたい。
　特定の実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
　細胞含有生物試料を、少なくとも１つのカルボン酸アミドと接触させることによって前
記試料を安定化するための方法であって、前記カルボン酸アミドが一級カルボン酸アミド
および二級カルボン酸アミドから選択され、好ましくは、前記細胞含有生物試料および少
なくとも１つの前記カルボン酸アミドを含む得られた組成物が少なくとも０．２５％の濃
度の前記カルボン酸アミドを含む、方法。
（項目２）
　前記安定化が、細胞内ＲＮＡの安定化をもたらし、および／または前記細胞含有試料に
含まれる細胞外核酸集団が安定化される、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記方法が細胞溶解に基づかず、前記安定化が、タンパク質－核酸および／またはタン
パク質－タンパク質架橋を誘発する架橋剤の使用を含まず、またホルムアルデヒド放出剤
の使用を含まない、項目１または２に記載の方法。
（項目４）
　一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される前記カルボン酸アミ
ドが、式１：
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【化５】

を有し、式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２は水素残基および直鎖ま
たは分岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基から選択され、Ｒ３は水
素残基であり、Ｒ４は酸素である、項目１～３の１項またはそれより多くの項に記載の方
法。
（項目５）
　前記細胞含有試料が、ホルムアミド、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミ
ドからなる群より選択される少なくとも１つの一級カルボン酸アミド、好ましくはブタン
アミドと接触させられる、項目１～４の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目６）
　前記細胞含有生物試料が、Ｎ－アルキルホルムアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、お
よびＮ－アルキルプロパンアミドからなる群より選択される、好ましくは、Ｎ－メチルホ
ルムアミド、Ｎ－メチルアセトアミドおよびＮ－メチルプロパンアミドから選択される少
なくとも１つの二級カルボン酸アミドと接触させられる、項目１～５の１項またはそれよ
り多くの項に記載の方法。
（項目７）
　前記細胞含有生物試料を、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択
される少なくとも１つの前記カルボン酸アミドと接触させて得られる混合物が、前記カル
ボン酸アミドを、少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少
なくとも０．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％、少なくとも１．５％、ま
たは少なくとも２％の濃度で含む、項目１～６の１項またはそれより多くの項、特に項目
５または６に記載の方法。
（項目８）
　前記細胞含有試料が血液試料であり、追加で抗凝固剤と接触させられる、項目１～７の
１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目９）
　前記細胞含有試料中に存在する核酸の分解が、前記安定化により低減される、項目１～
８の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目１０）
　細胞内ＲＮＡが安定化される、項目１～９の１項またはそれより多くの項に記載の方法
。
（項目１１）
　前記試料に含まれる細胞中のトランスクリプトームおよび／または転写物レベルが安定
化される、項目１～１０の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目１２）
　ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ－８およびｐ５３から選択される１つまたはそれを超え
るマーカー遺伝子の転写物レベルが、安定化時に、少なくとも２４時間、好ましくは少な
くとも４８時間安定化される、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記細胞含有試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化するために適する、項目１～９
の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
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（項目１４）
　前記試料中に含まれる細胞から前記試料の無細胞の部分へのゲノムＤＮＡの放出が低減
される、項目１３に記載の方法。
（項目１５）
　以下の特徴：
　ａ）前記安定化が、安定化された前記試料から細胞の単離を可能とする；
　ｂ）前記細胞含有試料が血液試料であり、白血球が安定化される；
　ｃ）細胞の形態が保存される；
　ｄ）有核細胞の形態が保存される；
　ｅ）前記試料が血液試料であり、含まれるリンパ球および／または単球が安定化される
；
　ｆ）細胞表面エピトープが保存される；および／または
　ｇ）細胞表面タンパク質が保存される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、項目１～１４の１項またはそれより多くの項
に記載の方法。
（項目１６）
　前記細胞含有試料が、安定化のために追加でアポトーシス阻害剤と接触させられる、項
目１～１５の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目１７）
　前記アポトーシス阻害剤が、カスパーゼ阻害剤、好ましくは汎カスパーゼ阻害剤である
、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
　前記細胞含有試料が、好ましくはポリエチレングリコールである少なくとも１つのポリ
（オキシエチレン）ポリマーと追加で接触させられる、項目１～１７の１項またはそれよ
り多くの項に記載の方法。
（項目１９）
　以下の特徴：
　ａ）一級または二級カルボン酸アミドである少なくとも１つの前記カルボン酸アミドお
よび任意の追加の添加物が安定化組成物に含まれ、前記安定化組成物と特定の体積の前記
細胞含有試料との体積比が、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０
および１：２～１：５から選択される；
　ｂ）安定化された前記細胞含有試料が、核酸分析および／または検出方法に供される；
　ｃ）細胞内および／または細胞外核酸が安定化された前記試料から単離され、単離され
た前記核酸が分析および／または検出される；
　ｄ）安定化された前記試料中に含まれる細胞が除去される；および／または
　ｅ）（ｉ）安定化された前記細胞含有生物試料、（ｉｉ）細胞が除去されている安定化
された前記試料および／または（ｉｉｉ）前記試料から除去された細胞、が貯蔵される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、項目１～１８の１項またはそれより多くの項
に記載の方法。
（項目２０）
　細胞が、安定化された前記試料から除去され、好ましくは除去された細胞が分析され、
および／または核酸またはタンパク質などの生体分子が、除去された細胞から単離される
、項目１～１９の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目２１）
　ＲＮＡが、安定化された前記試料中に含まれる細胞から単離される、項目１～２０の１
項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目２２）
　前記細胞含有試料が、式１：
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に従う化合物である少なくとも１つの三級アミドとさらに接触させられ、式中、Ｒ１は水
素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２およびＲ３は、同じまたは異なる直鎖または分岐
鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基であり、Ｒ４は、酸素、硫黄また
はセレン残基であり、好ましくはＲ４は酸素である、項目１～２１の１項またはそれより
多くの項に記載の方法。
（項目２３）
　以下の特徴：
　ａ）式１に従う前記三級アミドが、カルボン酸アミドである；
　ｂ）式１に従う前記三級アミドが、Ｎ，Ｎ－ジアルキルプロパンアミド、好ましくは、
Ｎ，Ｎ－ジメチルプロパンアミドである；
　ｃ）式１に従う前記三級アミドが、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチル
アセトアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルプロパンアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルブタンアミドからな
る群より選択される、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、項目２２に記載の方法。
（項目２４）
　前記細胞含有生物試料が、少なくとも１つの式１に従う一級または二級カルボン酸アミ
ドおよび三級アミドならびに安定化のために使用される追加の任意の添加物と接触させら
れた後、得られた混合物が、
　ｉ）少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少なくとも０
．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％または少なくとも１．５％の濃度；お
よび／または
　ｉｉ）０．１％～３０％、０．２５％～２０％、０．５％～１５％、０．７％～１０％
、０．８％～７．５％、０．９％～６％または１％～５％の範囲
の濃度の式１に従う前記三級アミドを含む、項目２２または２３に記載の方法。
（項目２５）
　生物試料から核酸を単離するための方法であって、
　ａ）項目１～２４の１項またはそれより多くの項に記載の方法により細胞含有試料を安
定化するステップと、
　ｂ）安定化された前記試料から核酸を単離するステップと、
を含む、方法。
（項目２６）
　ステップｂ）が、細胞内核酸、好ましくは細胞内ＲＮＡを単離することを含む、項目２
５に記載の方法。
（項目２７）
　安定化された前記試料から細胞を除去するステップ、および除去された前記細胞から核
酸を単離するステップを含む、項目２６に記載の方法。
（項目２８）
　ステップｂ）が、細胞外核酸を単離することを含む、項目２５～２７の１項またはそれ
より多くの項に記載の方法。
（項目２９）
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　細胞が、残存する試料から分離され、ステップｂ）において、細胞外核酸が、前記残存
する試料から単離され、および／または細胞内核酸が、除去された前記細胞から単離され
る、項目２５～２８の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目３０）
　前記試料が血液である、項目２５～２９の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目３１）
　単離された前記核酸が、さらなるステップｃ）で処理および／または分析され、好まし
くは、
　ｉ）修飾される；
　ｉｉ）少なくとも１つの酵素と接触させられる；
　ｉｉｉ）増幅される；
　ｉｖ）逆転写される；
　ｖ）クローン化される；
　ｖｉ）配列決定される；
　ｖｉｉ）プローブと接触させられる；
　ｖｉｉｉ）検出される；
　ｉｘ）定量される；
　ｉｘ）同定される；および／または
　ｘ）遺伝子発現プロファイリング用に分析される、
項目２５～３０の１項またはそれより多くの項に記載の方法。
（項目３２）
　細胞含有生物試料の安定化に適する組成物であって、以下：
　ａ）少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって、前記カル
ボン酸アミドが、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される、カ
ルボン酸アミドと、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、組成物。
（項目３３）
　一級および二級カルボン酸から選択される少なくとも１つの前記カルボン酸アミドが、
項目４、５または６に記載される特徴を有する、項目３２に記載の組成物。
（項目３４）
　前記抗凝固剤がキレート化剤、好ましくはＥＤＴＡである、項目３２または３３に記載
の組成物。
（項目３５）
　前記細胞含有試料が血液試料である、項目３２～３４の１項またはそれより多くの項に
記載の組成物。
（項目３６）
　項目２２または２３に記載される少なくとも１つの三級アミドを含む、項目３２～３５
の１項またはそれより多くの項に記載の組成物。
（項目３７）
　少なくとも１つのアポトーシス阻害剤、好ましくはカスパーゼ阻害剤、より好ましくは
汎カスパーゼ阻害剤を含み、好ましくは前記汎カスパーゼ阻害剤が、Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈお
よびＺ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｓｐ（ＯＭｅ）－ＦＭＫからなる群より選択され、前記カス
パーゼ阻害剤が、好ましくはＱ－ＶＤ－ＯＰｈである、項目３２～３６の１項またはそれ
より多くの項に記載の組成物。
（項目３８）
　含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを安定化することができ、および／または細胞
含有試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化することができる、項目３２～３７の１項
またはそれより多くの項に記載の組成物。
（項目３９）
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　以下の特徴：
　ａ）前記組成物は、細胞を安定化し、前記細胞含有生物試料中に含まれる細胞から前記
試料の無細胞の部分へのゲノムＤＮＡの放出を低減させることができる；
　ｂ）前記組成物は、安定化された試料中に含まれる細胞由来のゲノムＤＮＡによる前記
生物試料中に含まれる細胞外ＤＮＡ集団の希釈を減らすことができる；
　ｃ）前記組成物は、安定化された前記試料中に含まれる細胞由来の細胞内核酸による前
記生物試料中に含まれる前記細胞外核酸集団の希釈を減らすことができる；
　ｄ）安定化組成物は、添加物を、前記添加物が細胞溶解を誘発または促進する濃度で含
まない；
　ｅ）前記安定化組成物は、タンパク質－ＤＮＡおよび／またはタンパク質－タンパク質
架橋を誘発する架橋剤を含まない；
　ｆ）前記安定化組成物は、ホルムアルデヒド、ホルマリン、パラホルムアルデヒド、ま
たはホルムアルデヒド放出剤を含まない；
　ｇ）前記安定化組成物は毒性作用物質を含まない；
　ｈ）前記安定化組成物は、冷蔵せずに、好ましくは室温で、少なくとも２日間、少なく
とも３日間、少なくとも２日～３日間、少なくとも２日～６日間、および／または少なく
とも２日～７日間から選択される期間、前記細胞含有生物試料中に含まれる細胞外核酸集
団を安定化することができる；および／または
　ｉ）前記安定化組成物は、少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリマー、好まし
くはポリエチレングリコールを含む、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、項目３２～３８の１項またはそれより多くの
項に記載の組成物。
（項目４０）
　前記安定化組成物と血液試料との接触時に、ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ－８および
ｐ５３から選択される１つまたはそれを超えるマーカー遺伝子の転写物レベルが、安定化
時に、少なくとも４８時間安定化され、好ましくは、前記安定化組成物と前記細胞含有試
料との体積比が、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０および１：
２～１：５から選択される、項目３２～３９の１項またはそれより多くの項に記載の組成
物。
（項目４１）
　前記試料が血液試料であり、白血球、好ましくはリンパ球の形態および／または細胞表
面エピトープが保存される、項目３２～４０の１項またはそれより多くの項に記載の組成
物。
（項目４２）
　前記安定化組成物が、生物試料との混合物として提供される、項目４１に記載の組成物
。
（項目４３）
　前記安定化組成物が、生物試料との混合物として提供され、前記試料が、以下の特徴：
　ａ）前記試料は細胞外核酸を含む；
　ｂ）前記試料は全血である、
のうちの１つまたはそれより多くを有する、項目３２～４２の１項またはそれより多くの
項に記載の組成物。
（項目４４）
　項目１～２４の１項またはそれより多くの項に記載の安定化方法における、項目３２～
４３の１項またはそれより多くの項に記載の組成物の使用。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１～４は、実施例１の試料由来のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８およびＴＰ５３（
図１～４）の相対的転写物レベルを示す。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－Ｐ
ＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転
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写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化
および各ＰＣＲラン内のＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナ
ーの対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図２】図１～４は、実施例１の試料由来のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８およびＴＰ５３（
図１～４）の相対的転写物レベルを示す。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－Ｐ
ＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転
写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化
および各ＰＣＲラン内のＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナ
ーの対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図３】図１～４は、実施例１の試料由来のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８およびＴＰ５３（
図１～４）の相対的転写物レベルを示す。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－Ｐ
ＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転
写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化
および各ＰＣＲラン内のＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナ
ーの対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図４】図１～４は、実施例１の試料由来のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８およびＴＰ５３（
図１～４）の相対的転写物レベルを示す。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－Ｐ
ＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転
写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化
および各ＰＣＲラン内のＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナ
ーの対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図５】図５は、実施例１の１人のドナーの一定分量の末梢血試料由来のＨ＆Ｅ染色血液
スライドの顕微鏡による評価を示す。
【図６】図６は、実施例１の１人のドナーの末梢血試料のフローサイトメトリー（ＦＣ）
分析を示す。血液をＢＤ　ＥＤＴＡチューブおよびＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ　ＰＡＸｇｅ
ｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ（ＰＡＸｇｅｎｅ）中へ直接採取した。実施例１に
記載のように、複製ＥＤＴＡ血液試料を未処理のまま（［＋］対照［ＥＤＴＡ］、［－］
対照［ＥＤＴＡ＋ａ．ｄｅｓｔ］）とするか、または最終濃度５％ｖ／ｖのホルムアミド
および０．５ｘＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ５．５）で処理した。試料の採集と処理の直後に、
一定分量の血液をインキュベーションなしに分析し（０時間試料）、残りの試料をＦＣ分
析の前に室温で１日および３日間インキュベートした（２４時間および７２時間試料）。
各図は、細胞、細胞壊死組織片および粒子の信号を含む、一定分量の試験試料当たり１０
，０００イベントのサイズ（ｘ軸＝前方散乱）および粒状性（ｙ軸＝側方散乱）を示す。
（＋）対照（ＥＤＴＡ）試料に関して、ＦＣ分析における相互に識別可能な異なる集団の
白血球（Ｌ、Ｍ、ＮＧ）および無細胞画分（Ｄ）を円で示している。それらの内容は次の
通りである：Ｄ＝壊死組織片、亜細胞成分、細胞の断片Ｌ＝リンパ球Ｍ＝単球ＮＧ＝好中
性顆粒球（＋）対照（ＥＤＴＡ）：細胞安定化の陽性対照として機能する未処理ＥＤＴＡ
血液試料。（－）対照（ＥＤＴＡ＋ａ．ｄｅｓｔ）：脱イオン水の添加により完全に溶解
した、細胞安定化の陰性対照として機能する未処理ＥＤＴＡ血液試料。（－）対照（ＰＡ
Ｘｇｅｎｅ）：全細胞として完全に溶解した細胞を含むＰＡＸｇｅｎｅ血液試料は、チュ
ーブ中への採血中に、血液がチューブ中のＲＮＡ安定化添加剤と接触するとすぐに直接溶
解される。この試料は細胞安定化の追加の陰性対照として機能した。較正対照：既知の蛍
光および直径のＣＡＬＩＢＲＩＴＥ　Ｂｅａｄｓ（ＢＤ）で、ＢＤ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂ
ｕｒ（商標）測定器を較正する機能を果たす。試験溶液５％ｖ／ｖホルムアミド：５％ｖ
／ｖホルムアミドおよび０．５ｘＭＯＰＳ緩衝液（ｐＨ５．５）を含むＥＤＴＡ血液試料
。
【図７】図７～１０は、８人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌ
ｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、および
ＴＰ５３（図７～１０）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理のまま
とするか、または採血後直ちに最終濃度８％ｗ／ｖのアセトアミドと混合した。室温で１



(19) JP 6381628 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

日間のインキュベーション後に、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試
料からＲＮＡ単離を行った。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイ
を使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを
白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣ
Ｒラン内の成功したＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの
対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図８】図７～１０は、８人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌ
ｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、および
ＴＰ５３（図７～１０）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理のまま
とするか、または採血後直ちに最終濃度８％ｗ／ｖのアセトアミドと混合した。室温で１
日間のインキュベーション後に、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試
料からＲＮＡ単離を行った。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイ
を使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを
白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣ
Ｒラン内の成功したＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの
対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図９】図７～１０は、８人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌ
ｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、および
ＴＰ５３（図７～１０）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理のまま
とするか、または採血後直ちに最終濃度８％ｗ／ｖのアセトアミドと混合した。室温で１
日間のインキュベーション後に、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試
料からＲＮＡ単離を行った。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイ
を使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを
白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣ
Ｒラン内の成功したＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの
対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図１０】図７～１０は、８人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂ
ｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、およ
びＴＰ５３（図７～１０）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理のま
まとするか、または採血後直ちに最終濃度８％ｗ／ｖのアセトアミドと混合した。室温で
１日間のインキュベーション後に、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液
試料からＲＮＡ単離を行った。転写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセ
イを使って分析した。個々の試料のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベル
を白色バーで、平均を標準偏差付きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各Ｐ
ＣＲラン内の成功したＲＴ－ＰＣＲの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナー
の対照試料（プレート対照）を影付きバーで示す。
【図１１】図１１～１４は、３人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、お
よびＴＰ５３（図１１～１４）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理
のままするか、または採血後直ちに最終濃度２％ｗ／ｖのＮ－メチルアセトアミド（安定
化血液組成物中の最終濃度）と混合した。室温で１日と３日間のインキュベーション後に
、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試料からＲＮＡ単離を行った。転
写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料
のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付
きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣＲラン内の成功したＲＴ－ＰＣ
Ｒの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの対照試料（プレート対照）を影
付きバーで示す。
【図１２】図１１～１４は、３人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、お
よびＴＰ５３（図１１～１４）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理
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のままするか、または採血後直ちに最終濃度２％ｗ／ｖのＮ－メチルアセトアミド（安定
化血液組成物中の最終濃度）と混合した。室温で１日と３日間のインキュベーション後に
、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試料からＲＮＡ単離を行った。転
写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料
のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付
きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣＲラン内の成功したＲＴ－ＰＣ
Ｒの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの対照試料（プレート対照）を影
付きバーで示す。
【図１３】図１１～１４は、３人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、お
よびＴＰ５３（図１１～１４）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理
のままするか、または採血後直ちに最終濃度２％ｗ／ｖのＮ－メチルアセトアミド（安定
化血液組成物中の最終濃度）と混合した。室温で１日と３日間のインキュベーション後に
、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試料からＲＮＡ単離を行った。転
写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料
のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付
きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣＲラン内の成功したＲＴ－ＰＣ
Ｒの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの対照試料（プレート対照）を影
付きバーで示す。
【図１４】図１１～１４は、３人のドナーからＥＤＴＡチューブおよびＰＡＸｇｅｎｅ　
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に採取した血液試料中のＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、お
よびＴＰ５３（図１１～１４）の相対的転写物レベルを示す。ＥＤＴＡ血液試料を未処理
のままするか、または採血後直ちに最終濃度２％ｗ／ｖのＮ－メチルアセトアミド（安定
化血液組成物中の最終濃度）と混合した。室温で１日と３日間のインキュベーション後に
、複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試料からＲＮＡ単離を行った。転
写物をリアルタイムモノプレックスＲＴ－ＰＣＲアッセイを使って分析した。個々の試料
のサイクル閾値（ＣＴ）として与えられた転写物レベルを白色バーで、平均を標準偏差付
きの黒色中実バーで、および遺伝子発現変化および各ＰＣＲラン内の成功したＲＴ－ＰＣ
Ｒの陽性対照として機能する異なる実験の追加のドナーの対照試料（プレート対照）を影
付きバーで示す。
【図１５】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図１６】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図１７】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図１８】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図１９】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２０】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２１】図１５～２１は、種々の濃度のホルムアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２２】図２２～２３は、種々の濃度のアセトアミドを、カスパーゼ阻害剤と組み合わ
せて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２３】図２２～２３は、種々の濃度のアセトアミドを、カスパーゼ阻害剤と組み合わ
せて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２４】図２４は、種々の濃度のプロパンアミドを、カスパーゼ阻害剤と組み合わせて
使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
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【図２５】図２５～２９は、種々の濃度のブタンアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２６】図２５～２９は、種々の濃度のブタンアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２７】図２５～２９は、種々の濃度のブタンアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２８】図２５～２９は、種々の濃度のブタンアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図２９】図２５～２９は、種々の濃度のブタンアミドを、単独でまたはカスパーゼ阻害
剤と組み合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図３０】図３０は、種々の濃度のＮ－メチルホルムアミドを、カスパーゼ阻害剤と組み
合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【図３１】図３１は、種々の濃度のＮ－メチルアセトアミドを、カスパーゼ阻害剤と組み
合わせて使った細胞外核酸集団の安定化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明は、細胞含有生物試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化するために、および
／または含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを安定化し、したがってトランスクリプ
トームを安定化するために適する方法、組成物および装置、ならびに、したがってこれら
の技術に関する。本明細書で開示の安定化技術は、例えば、細胞外核酸集団中への、試料
に含まれる損傷および／または死細胞に由来する、例えば、それから放出される細胞内核
酸、特に、断片化ゲノムＤＮＡの混入のリスクを減らす。さらに、本明細書で開示の安定
化技術は、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを実質的に保存し、それにより、遺伝
子発現プロファイルの信頼性の高い分析を可能とする。さらに、本明細書で記載の安定化
は、細胞外核酸への細胞内核酸の混入を防ぎ、逆もまた同じである。これにより、必要に
応じ、同じ安定化細胞含有試料由来の細胞外核酸集団および細胞内核酸の別々の分析が可
能となる。このように、本発明は、含まれる細胞を溶解することなく試料の安定化を実現
し、したがって、細胞外核酸集団および／または細胞内核酸集団の安定化を実現する。む
しろ、試料中に含まれる細胞を安定化し、それにより、細胞内核酸の放出を実質的に防止
するか、または低減する。さらに、実施例で示すように、転写物レベルの変化を阻害し、
したがって、その変更を阻害することにより、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルが
実質的に保存される。さらに、細胞を安定化試料から回収することができ、別の分析を行
うのに適している。例えば、必要に応じ、含まれる細胞の形態および／または細胞の表面
特徴を分析することができる。さらに、安定化試料は、例えば、全血試料中に存在する腫
瘍細胞、例えば、循環性腫瘍細胞などの特定の細胞の存在または非存在に関し分析するこ
とができる。
【００３０】
　本発明の方法と組成物を使って達成される核酸の顕著な安定化は、試料、それぞれにそ
れに含まれる細胞外核酸の品質を危険にさらすことなく、安定化試料の室温での長期間の
貯蔵および／または取扱いを可能とする。細胞外核酸集団および細胞内のトランスクリプ
トームの組成物は安定化され、したがって、本発明の教示を使って試料が得られる時点で
実質的に保存されるので、細胞外核酸集団の組成物に大きな影響を与えることなく試料採
集と核酸抽出との間の時間を変えることができる。これは、例えば、診断または予後のた
めの細胞外核酸分析の標準化を可能とする。理由は、試料の取扱い／貯蔵の変動が質、細
胞外核酸集団のそれぞれに組成物の質に与える影響が少なく、それにより、先行技術の方
法より重要な利点を提供するからである。したがって、試料、別々に安定化された試料か
ら得られたそれぞれに細胞外核酸が、より適切に比較できるようになる。さらに、含まれ
る細胞の遺伝子転写プロファイルの安定化の達成により、安定化試料の長期の貯蔵の後で
あっても、信頼性の高い遺伝子発現分析が可能となる。さらに、好都合にも、本発明の教
示により、他の方法では破壊細胞から放出される細胞内核酸、特に、断片化ゲノムＤＮＡ
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の細胞外核酸への混入を回避し、それぞれに減らすために、試料中に含まれる細胞を試料
の無細胞部分から直接分離することが不要になる。この利点は、試料の取扱い、特に、全
血試料の取扱いを著しく単純化する。例えば、本発明の教示に従い医院で得られ、安定化
された全血試料は、室温で輸送することができ、細胞外核酸を含む血漿は、受け取った臨
床検査室で含まれる細胞から都合よく分離することができる。しかし、本発明の教示は、
細胞除去生物試料、すなわち一般に「無細胞」と称される試料、例えば、血漿または血清
を処理する際にも好都合である。それぞれの細胞除去すなわち「無細胞」生物試料は、依
然として（また、使った分離プロセスに応じて）残余細胞、特に、ゲノムＤＮＡを含む白
血球を含み、この結果として、残存する細胞が貯蔵プロセスにおける輸送中に損傷を受け
るか、または死ぬ場合に（可能性として）、細胞外核酸集団へ細胞内核酸、特に、断片化
ゲノムＤＮＡが次第に混入される危険性を招く可能性がある。本発明により教示される安
定化方法を使用すれば、この危険性は大幅に低減される。本発明の技術は、試料が採集さ
れ、安定化剤と接触させた時点の試料の細胞外核酸集団および含まれる細胞の遺伝子発現
プロファイルを効果的に保存することができ、前記試料から細胞外核酸を単離するために
前記試料は受け取った施設で正しく処理（ｗｏｒｋｅｄ　ｕｐ）することができる一方で
、細胞外核酸集団への細胞内核酸の混入をそれぞれに減らすことを実質的に回避すること
ができる。細胞内核酸は安定化細胞から単離することができ、また、例えば、遺伝子発現
プロファイリング用として使用することができる。例えば、検査室などの試料を受け取る
施設は、通常、例えば、高速遠心分離器（または他の手段、下記を参照）などの、例えば
、血漿などの細胞除去試料中に存在する可能性のある残余細胞等の試料中に含まれる細胞
を効率的に取り除くために必要な設備も備えている。このような設備は試料が得られる施
設に存在しない場合が多い。したがって、本発明は、大量の細胞、例えば、全血試料を含
む生物試料を安定化する場合に多くの利点を有するが、しかし、ほんの少量の細胞を含む
か、または、例えば、血漿、血清、尿、唾液、関節液、羊水、涙液、膿漿液、リンパ液、
髄液、脳脊髄液などの細胞を含むと疑われているに過ぎない生物試料を安定化する際にも
重要な利点がある。
【００３１】
　細胞含有試料の安定化方法
　本発明の第１の態様では、細胞含有試料、好ましくは血液試料と、少なくとも１つのカ
ルボン酸アミドとを接触させることにより該試料を安定化する方法であって、該カルボン
酸アミドは一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される、方法が提
供される。好ましくは、細胞含有生物試料および少なくとも１つのカルボン酸アミドを含
む得られた組成物は、少なくとも０．２５％の濃度のカルボン酸アミドを含む。
【００３２】
　提供された実施例で示されるように、このような化合物は、細胞含有試料に対する顕著
な安定化効果を達成することにおいて、例えば、安定化試料中の細胞外核酸集団の組成を
実質的に保存することにおいて、特に効果的である。それにより、細胞外核酸集団へ、細
胞内核酸、特に、含まれる細胞由来の、例えば、損傷または死細胞由来の断片化ゲノムＤ
ＮＡが混入されるという危険性が減らされ、および／または試料中に存在する核酸の分解
が低減され、それぞれに阻害される。これは、前記試料に含まれる細胞外核酸集団の組成
が実質的に保存され、それぞれに安定化されるという効果をもたらす。また、１つまたは
それを超える一級および／または二級カルボン酸アミドの混合物も安定化に使用すること
ができる。さらに、本明細書で安定化用に使用するカルボン酸アミドは架橋性がないので
、標準的核酸単離方法を使って、それぞれに安定化された試料から効率的に核酸を単離す
ることができる。それは、例えば、安定化試料のさらなる処理を単純化し、さらに、細胞
外核酸集団中に含まれる、例えば、希少な標的核酸をその後に検出することができる確率
を高めるので、これは重要な利点である。
【００３３】
　一実施形態では、一級カルボン酸アミドと二級カルボン酸アミドから選択されるカルボ
ン酸アミドは、式１：



(23) JP 6381628 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

【００３４】
【化１】

【００３５】
（式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２は水素残基および直鎖または分
岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長の炭化水素残基から選択され、Ｒ３は水素残基であり
、Ｒ４は酸素である）
を有する。Ｒ１、Ｒ２およびＲ３の好適かつ好ましい例も下記に記載されている。
【００３６】
　一実施形態では、Ｒ１はＣ１－Ｃ５アルキル残基、好ましくはＣ１－Ｃ４アルキル残基
またはＣ１－Ｃ３アルキル残基、より好ましくはＣ１－Ｃ２アルキル残基である。別の実
施形態では、Ｒ１は水素残基である。Ｒ１の鎖長ｎは、好ましくは、１、２、３、４また
は５の値を有する。特に好ましいのは、Ｒ１に対する１または２の鎖長である。特に好ま
しい実施形態では、Ｒ１は、水素残基、メチル残基、エチル残基およびプロピル残基から
なる群より選択される。
【００３７】
　式１に従う化合物のＲ２およびＲ３は、同じであるか、または異なり、水素残基および
炭化水素残基から選択される。一実施形態では、式１に従う化合物は、一級アミドであり
、Ｒ２およびＲ３は両方水素残基である。別の実施形態では、式１に従う化合物は、二級
アミドであり、Ｒ２は炭化水素残基、Ｒ３は水素残基である。以下に記載の別の実施形態
では、式１に従う化合物は、三級アミドであり、Ｒ２およびＲ３は同じまたは異なる炭化
水素残基である（下記参照）。炭化水素残基Ｒ２および／またはＲ３は、短鎖アルキルお
よび長鎖アルキルを含むアルキル、アルケニル、アルコキシ、長鎖アルコキシ、シクロア
ルキル、アリール、ハロアルキル、アルキルシリル、アルキルシリルオキシ、アルキレン
、アルケンジイル、アリーレン、カルボキシレート、およびカルボニルからなる群から相
互に独立に選択することができる。一般基、例えば、アルキル、アルコキシ、アリールな
どが特許請求され、明細書および特許請求の範囲で記載されている。好ましくは、本発明
の範囲に含まれ、一般に記載される基に含まれる下記の基が使用される：
　（１）アルキル：好ましくは短鎖アルキル、特に、直鎖および分岐Ｃ１－Ｃ５アルキル
または長鎖アルキル：直鎖および分岐Ｃ５－Ｃ２０アルキル；
　（２）アルケニル：好ましくはＣ２－Ｃ６アルケニル；
　（３）シクロアルキル：好ましくはＣ３－Ｃ８シクロアルキル；
　（４）アルコキシ：好ましくはＣ１－Ｃ６アルコキシ；
　（５）長鎖アルコキシ：好ましくは直鎖および分岐Ｃ５－Ｃ２０アルコキシ；
　（６）アルキレン：好ましくは二価の直鎖または分岐鎖の、２～１８炭素原子を有し、
任意にヘテロ原子を含む、脂肪族、脂環式または芳香族炭化水素残基であり、例えば、メ
チレン、１，１－エチレン、１，１－プロピリデン、１，２－プロピレン、１，３－プロ
ピレン、２，２－プロピリデン、ブタン－２－オ－ル－１，４－ジイル、プロパン－２－
オ－ル－１，３－ジイル、１，４－ブチレン、１，４－ペンチレン、１，６－ヘキシレン
、１，７－ヘプチレン、１，８－オクチレン、１，９－ノニレン、１，１０－デシレン、
１，１１－ウンデシレン、１，１２－ドセジレン、シクロヘキサン－１，１－ジイル、シ
クロヘキサン－１，２－ジイル、シクロヘキサン－１，３－ジイル、シクロヘキサン－１
，４－ジイル、シクロペンタン－１，１－ジイル、シクロペンタン－１，２－ジイル、お
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よびシクロペンタン－１，３－ジイル、を含む群より選択される；
　（７）アルケンジイル：好ましくは、１，２－プロペンジイル、１，２－ブテンジイル
、２，３－ブテンジイル、１，２－ペンテンジイル、２，３－ペンテンジイル、１，２－
ヘキセンジイル、２，３－ヘキセンジイル、および３，４－ヘキセンジイル、を含む群よ
り選択される；
　（８）アルキンジイル：アルキンジイルは、－Ｃ≡Ｃ－に相当する；
　（９）アリール：好ましくは、３００Ｄａ未満の分子量を有する芳香族化合物から選択
される；
　（１０）アリーレン：好ましくは、１，２－フェニレン、１，３－フェニレン、１，４
－フェニレン、１，２－ナフタレニレン（１，２－ｎａｐｈｔｔｈａｌｅｎｙｌｅｎｅ）
、１，３－ナフタレニレン（１，３－ｎａｐｈｔｔｈａｌｅｎｙｌｅｎｅ）、１，４－ナ
フタレニレン（１，４－ｎａｐｈｔｔｈａｌｅｎｙｌｅｎｅ）、２，３－ナフタレニレン
（２，３－ｎａｐｈｔｔｈａｌｅｎｙｌｅｎｅ）、１－ヒドロキシ－２，３－フェニレン
、１－ヒドロキシ－２，４－フェニレン、１－ヒドロキシ－２，５－フェニレン、１－ヒ
ドロキシ－２，６－フェニレン、を含む群より選択される；
　（１１）カルボキシレート：好ましくは基－Ｃ（Ｏ）ＯＲであり、式中、Ｒは、水素、
Ｃ１－Ｃ６アルキル、フェニル、Ｃ１－Ｃ６アルキル－Ｃ６Ｈ５、Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、Ｃｓ
、Ｍｇ、Ｃａから選択される；
　（１２）カルボニル：好ましくは基－Ｃ（Ｏ）Ｒであり、式中、Ｒは、水素、Ｃ１－Ｃ
６アルキル、フェニル、Ｃ１－Ｃ６アルキル－Ｃ６Ｈ５および－ＮＲ’２の群より選択さ
れるアミン（アミドを生成する）から選択され、式中、各Ｒ’は水素、Ｃ１－Ｃ６アルキ
ル、Ｃ１－Ｃ６アルキル－Ｃ６Ｈ５およびフェニルから独立に選択され、両方のＲがＣ１
－Ｃ６アルキルを表す場合には、それらはＮＣ３～ＮＣ５ヘテロ環を形成し、その環のア
ルキル置換基が別のアルキル鎖を形成することができる；
　（１３）アルキルシリル：好ましくは基－ＳｉＲ１Ｒ２Ｒ３であり、式中、Ｒ１、Ｒ２
およびＲ３は、水素、アルキル、長鎖アルキル、フェニル、シクロアルキル、ハロアルキ
ル、アルコキシ、長鎖アルコキシから相互に独立に選択される；
　（１４）アルキルシリルオキシ：好ましくは基－Ｏ－ＳｉＲ１Ｒ２Ｒ３であり、式中、
Ｒ１、Ｒ２およびＲ３は、水素、アルキル、長鎖アルキル、フェニル、シクロアルキル、
ハロアルキル、アルコキシ、長鎖アルコキシから相互に独立に選択される。
【００３８】
　ある特定の実施形態では、Ｒ１、Ｒ２、および／またはＲ３は水素残基または未置換飽
和直鎖または分岐鎖炭化水素残基である。
【００３９】
　Ｒ２および／またはＲ３の鎖長ｎは、特に、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９および２０の値であってよ
い。好ましくはＲ２およびＲ３は、１～１０の炭素鎖の長さを有する。この場合、鎖長ｎ
は、特に、１、２、３、４、５、６、７、８、９および１０の値であってよい。好ましく
は、Ｒ２およびＲ３は、１～５の炭素鎖の長さを有し、この場合、鎖長は特に、１、２、
３、４および５の値であってよい。特に好ましいのは、Ｒ２およびＲ３に対する１または
２の鎖長である。好ましくは、Ｒ２およびＲ３は、両方が以下に記載する三級アミド中の
アルキル残基、好ましくはＣ１－Ｃ５アルキル残基である。特に好ましい実施形態では、
Ｒ２および／またはＲ３は、水素残基およびアルキル残基からなる群より選択され、好ま
しくはメチル残基である。
【００４０】
　Ｒ４は好ましくは酸素である。
【００４１】
　好ましい実施態様では、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択さ
れる、本発明によるカルボン酸アミドは、式１に従う化合物であり、式中、Ｒ３は水素残
基であり、Ｒ４は酸素残基である。好ましくは、Ｒ２は、水素残基、およびＣ１－Ｃ５ア
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ルキル残基からなる群より選択され、好ましくはメチル残基である。さらに、Ｒ１は、好
ましくは、水素残基、メチル残基、エチル残基およびプロピル残基からなる群より選択さ
れる。好ましくは、一級カルボン酸アミドは、ホルムアミド、アセトアミド、プロパンア
ミドおよびブタンアミドからなる群より選択される。好ましくは、カルボン酸アミドは、
ブタンアミドおよびホルムアミドから選択される。より好ましくは、それは、特に、細胞
外核酸集団の安定化用としてブタンアミドである。実施例により示されるように、ブタン
アミドは特に効果的な安定化剤で、またさらに、ＧＨＳ分類による非毒性である。一実施
形態では、一級カルボン酸アミドはプロパンアミドではない。
【００４２】
　一実施形態では、細胞含有生物試料は、Ｎ－アルキルホルムアミド、Ｎ－アルキルアセ
トアミド、およびＮ－アルキルプロパンアミドからなる群より選択される、また、好まし
くは、Ｎ－メチルホルムアミド、Ｎ－メチルアセトアミドおよびＮ－メチルプロパンアミ
ドから選択される少なくとも１つの二級カルボン酸アミドと接触させられる。実施例に示
されるように、これらの化合物は全て効果的安定化剤である。
【００４３】
　細胞含有生物試料を一級または二級カルボン酸アミドまたはそれぞれの化合物の混合物
の内の少なくとも１つ（および任意の追加の添加物、例えば、好ましくはカスパーゼ阻害
剤）と接触させて得られる混合物は、前記化合物（またはこれら化合物の混合物）を、少
なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少なくとも０．７５％
、少なくとも１％、少なくとも１．２５％、少なくとも１．５％、または少なくとも２％
の濃度で含むことができる。適切な濃度範囲としては、０．１％～３０％、０．２５％～
２０％、０．５％～１５％、０．７％～１０％、０．８％～７．５％、０．９％～６％お
よび１％～５％が挙げられるがこれらに限定されない。本発明で使用する場合、パーセン
テージ値で示した濃度または濃度範囲は、特に、液体組成物中の固体化合物、物質または
組成物に対しては、体積当たりの重量パーセンテージ（ｗ／ｖ）、液体組成物中の液体化
合物、物質または組成物に対しては、体積当たりの体積パーセンテージ（ｖ／ｖ）として
与えられる。実施例から分かるように、一級および二級カルボン酸アミドは広い濃度範囲
にわたり効果のある安定化剤である。当業者であれば、異なる化合物および／または異な
る試料タイプに対する適切な濃度も、定型的な実験を使って、例えば、実施例に記載の試
験アッセイにおいて異なる濃度を試験することにより決定することができる。
【００４４】
　一実施形態では、ブタンアミドがカルボン酸アミドとして使用され、細胞含有生物試料
をブタンアミドおよび任意の追加の添加物と接触させた後で得られる混合物は、ブタンア
ミドを、少なくとも０．１％（ｗ／ｖ）、少なくとも０．２％（ｗ／ｖ）、少なくとも０
．３％（ｗ／ｖ）、少なくとも０．４％（ｗ／ｖ）、少なくとも０．５％（ｗ／ｖ）、少
なくとも０．６％（ｗ／ｖ）、少なくとも０．７５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１％（ｗ／
ｖ）、少なくとも１．２５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１．５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１
．７５％（ｗ／ｖ）、少なくとも１．８５％（ｗ／ｖ）、少なくとも２％（ｗ／ｖ）、少
なくとも２．１％（ｗ／ｖ）、少なくとも２．２％（ｗ／ｖ）、少なくとも２．３％（ｗ
／ｖ）、少なくとも２．４％（ｗ／ｖ）、少なくとも２．５％（ｗ／ｖ）、少なくとも２
．６％（ｗ／ｖ）、少なくとも２．７％（ｗ／ｖ）、少なくとも２．８％（ｗ／ｖ）、少
なくとも２．９％（ｗ／ｖ）または少なくとも３％（ｗ／ｖ）の濃度で含有することがで
きる。ブタンアミドは、細胞含有生物試料、特に、細胞含有試料の無細胞の部分に含まれ
る細胞外核酸集団に対し安定化効果を発揮する濃度で使用される。実施例により示される
ように、ブタンアミドは種々の濃度で効果的である。当業者であれば、異なる試料タイプ
に対するブタンアミドの適切な濃度も、定型的な実験を使って、例えば、実施例に記載の
試験アッセイにおいて異なる濃度のブタンアミドを試験することにより決定することがで
きる。実施例により示されるように、ブタンアミドに対する適切な濃度範囲もまた、１つ
またはそれを超える追加の安定化剤がブタンアミドと組み合わせて使用されるか否かに依
存する。例えば、血液などの細胞含有生物試料を安定化するために、本明細書で記載の１
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つまたはそれを超える追加の安定化添加剤、好ましくは少なくとも１つのカスパーゼ阻害
剤および／または式１に従う三級アミド（下記参照）がブタンアミドと組み合わせて使用
される場合には、より低い濃度のブタンアミドを使用することができる。細胞含有生物試
料および任意の追加の添加物と混合する場合のブタンアミドの適切な濃度範囲としては、
０．１％（ｗ／ｖ）～１５％、０．２５％（ｗ／ｖ）～１３％（ｗ／ｖ）、０．４％（ｗ
／ｖ）～１２％（ｗ／ｖ）、０．５％（ｗ／ｖ）～１０％（ｗ／ｖ）、０．７５％（ｗ／
ｖ）～８％（ｗ／ｖ）、１％（ｗ／ｖ）～７．５％（ｗ／ｖ）、１．２５％（ｗ／ｖ）～
７％（ｗ／ｖ）、１．５％（ｗ／ｖ）～６．５％（ｗ／ｖ）、１．７５％（ｗ／ｖ）～６
％（ｗ／ｖ）、１．８％（ｗ／ｖ）～５．５％（ｗ／ｖ）、１．９％（ｗ／ｖ）～５．２
５％（ｗ／ｖ）、２％（ｗ／ｖ）～５％（ｗ／ｖ）、２．１％（ｗ／ｖ）～４．７５％（
ｗ／ｖ）、２．２％（ｗ／ｖ）～４．５％（ｗ／ｖ）、２．３％（ｗ／ｖ）～４．２５％
（ｗ／ｖ）、２．４％（ｗ／ｖ）～４％（ｗ／ｖ）、２．５％（ｗ／ｖ）～３．７５％（
ｗ／ｖ）または２．５％（ｗ／ｖ）～３．５％（ｗ／ｖ）が挙げられるがこれらに限定さ
れない。一実施形態では、細胞含有生物試料をブタンアミドおよび任意の追加の添加物に
接触させた後に得られる前記混合物は、ブタンアミドを、０．５％（ｗ／ｖ）～３．５％
（ｗ／ｖ）、好ましくは０．７５％（ｗ／ｖ）～３．２５％または０．９％（ｗ／ｖ）～
３％（ｗ／ｖ）の範囲の濃度で含む。このような濃度は血液試料を安定化するのに特に適
する。実施例で示されるように、これらの範囲の濃度のブタンアミドの使用により、血液
試料に対する優れた安定化効果が得られ、さらに、血液試料中に含まれる赤血球の溶血反
応が防止される。さらなる安定化剤、好ましくはカスパーゼ阻害剤および／または式１に
従う三級アミドなどを追加で使用する場合、２％（ｗ／ｖ）以下のより低いブタンアミド
濃度が特に効果的である。実施例で示されるように、これらの安定化剤の組み合わせの使
用は、血液試料を安定化するために特に有利である。
【００４５】
　一実施形態では、カルボン酸アミドとしてホルムアミドが使用される。ホルムアミドは
、トランスクリプトームならびに細胞外核酸集団の安定化において特に効果的である。細
胞含有生物試料をホルムアミドおよび任意の追加の添加物と接触させた後に得られる混合
物は、ホルムアミドを、少なくとも０．１％（ｖ／ｖ）、少なくとも０．２５％（ｖ／ｖ
）、少なくとも０．５％（ｖ／ｖ）、少なくとも０．７５％（ｖ／ｖ）、少なくとも１％
（ｖ／ｖ）、少なくとも１．２５％（ｖ／ｖ）、少なくとも１．５％（ｖ／ｖ）または少
なくとも２％（ｖ／ｖ）の濃度で含有することができる。ホルムアミドは、細胞含有生物
試料、特に、細胞含有試料および／またはトランスクリプトームの無細胞の部分に含まれ
る細胞外核酸集団に対し安定化効果を発揮する濃度で使用される。実施例により示される
ように、ホルムアミドは種々の濃度で効果的である。当業者であれば、異なる試料タイプ
に対するホルムアミドの適切な濃度も、定型的な実験を使って、例えば、実施例に記載の
試験アッセイにおいて異なる濃度のホルムアミドを試験することにより決定することがで
きる。実施例により示されるように、ホルムアミドに対する適切な濃度範囲もまた、１つ
またはそれを超える追加の安定化剤がホルムアミドと組み合わせて使用されるか否かに依
存する。例えば、血液などの細胞含有生物試料を安定化するために、本明細書で記載の１
つまたはそれを超える追加の安定化添加剤、好ましくは少なくとも１つのカスパーゼ阻害
剤がホルムアミドと組み合わせて使用される場合には、より低い濃度のホルムアミドを使
用することができる。細胞含有生物試料および任意の追加の添加物と混合する場合のホル
ムアミドに対する適切な濃度範囲としては、０．２５％（ｖ／ｖ）～２０％（ｖ／ｖ）、
０．５％（ｖ／ｖ）～１５％（ｖ／ｖ）、０．７％（ｖ／ｖ）～１０％（ｖ／ｖ）、０．
８％（ｖ／ｖ）～７．５％（ｖ／ｖ）、０．９％（ｖ／ｖ）～６％（ｖ／ｖ）および１％
（ｖ／ｖ）～５％（ｖ／ｖ）が挙げられるがこれらに限定されない。一実施形態では、細
胞含有生物試料をホルムアミドおよび任意の追加の添加物に接触させた後に得られる前記
混合物は、ホルムアミドを、０．５％（ｖ／ｖ）～１５％（ｗ／ｖ）、好ましくは０．７
％（ｖ／ｖ）～１０％（ｖ／ｖ）の範囲の濃度で含む。このような濃度は血液試料を安定
化するのに特に適する。実施例で示されるように、これらの範囲の濃度のホルムアミドの
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使用により、血液試料に対する優れた安定化効果が得られる。トランスクリプトームの安
定化に関しては、得られる細胞含有試料との混合物中のホルムアミドの濃度は、好ましく
は、少なくとも２％（ｖ／ｖ）、好ましくは、少なくとも３％（ｖ／ｖ）である。実施例
で示されるように、約５％（ｖ／ｖ）の濃度が特に効果的である。したがって、濃度は２
％（ｖ／ｖ）～７．５％（ｖ／ｖ）の範囲であるのがこの目的のために好ましい。
【００４６】
　本発明で使用する場合、用語の「細胞外核酸（複数）」または「細胞外核酸」は、特に
、細胞中に含まれていない核酸を意味する。それぞれの細胞外核酸は、無細胞核酸と呼ば
れることも多い。本明細書では、これらの用語は同義に使用される。したがって、細胞外
核酸は、通常、試料内の細胞の外側または複数の細胞の外側に存在する。用語の「細胞外
核酸」は、例えば、細胞外のＲＮＡならびに細胞外のＤＮＡを意味する。体液、例えば、
血漿などの生物試料の無細胞画分（それぞれに部分）中で認められる典型的な細胞外核酸
の例としては、哺乳動物細胞外核酸、例えば、細胞外腫瘍関連または腫瘍由来ＤＮＡおよ
び／またはＲＮＡ、その他の細胞外疾患関連ＤＮＡおよび／またはＲＮＡ、エピジェネテ
ィック修飾ＤＮＡ、胎児ＤＮＡおよび／またはＲＮＡ、例えばｍｉＲＮＡおよびｓｉＲＮ
Ａなどの低分子干渉ＲＮＡ、および非哺乳動物細胞外核酸、例えば、ウイルス核酸、例え
ば、原核生物（例えば、細菌）、ウイルス、真核生物寄生生物または真菌から細胞外核酸
集団中に放出された病原体核酸、が挙げられるが、これらに限定されない。細胞外核酸集
団は、通常、損傷または死細胞から放出されたある特定量の細胞内核酸を含む。例えば、
血液中に存在する細胞外核酸集団は、通常、損傷または死細胞から放出された細胞内グロ
ビンｍＲＮＡを含む。これはインビボで起こる天然プロセスである。細胞外核酸集団中に
存在するこのような細胞内核酸は、その後の核酸検出方法における対照としての目的も果
たすことができる。本明細書で記載の安定化方法は、特に、細胞外核酸集団中に含まれる
ゲノムＤＮＡなどの細胞内核酸の量が、エクスビボでの試料の取扱いが原因で細胞含有試
料を採集した後で著しく増加するという危険性を減らす。したがって、エクスビボでの取
扱いが理由の細胞外核酸集団の変質が減らされ、また、それが防止される場合さえある。
一実施形態では、細胞外核酸は、例えば、血液、血漿、血清、唾液、尿、髄液、脳脊髄液
、痰、涙液、汗、羊水またはリンパ液などの細胞含有生物試料として体液から採取され、
それぞれにその中に含まれる。本明細書では、我々は、循環体液から得られた細胞外核酸
を循環細胞外核酸または循環無細胞核酸と呼ぶ。一実施形態では、用語の細胞外核酸は、
特に、哺乳動物細胞外核酸を意味する。例としては、腫瘍関連または腫瘍由来細胞外核酸
などの疾患関連または疾患由来細胞外核酸、炎症または損傷、特に、外傷が原因で放出さ
れた細胞外核酸、その他の疾患に関連するおよび／またはそれが原因で放出された細胞外
核酸、または胎児由来の細胞外核酸が挙げられるが、それらに限定されない。本発明で使
用する場合、用語の「細胞外核酸（複数）」または「細胞外核酸」は、また、その他の試
料、特に、体液以外の生物試料から得られる細胞外核酸も意味する。通常、１つを超える
細胞外核酸が試料中に含まれる。通常、試料は１つを超える種類またはタイプの細胞外核
酸を含む。本発明で使用する場合、用語の「細胞外核酸集団」は、特に、細胞含有試料中
に含まれる種々の細胞外核酸の集団を意味する。細胞含有試料は、通常、特徴的で、した
がって独特の細胞外核酸集団を含む。したがって、特定の試料の細胞外核酸集団に含まれ
る１つまたはそれを超える細胞外核酸のタイプ、種類および／または量は、重要な試料特
徴である。上記で考察したように、試料の細胞外核酸集団中に含まれる１つまたはそれを
超える細胞外核酸の組成および／または量は、医学、予後または診断分野で価値のある情
報を提供できるので、前記細胞外核酸集団を安定化し、それにより実質的に保存すること
は重要である。したがって、細胞外核酸集団のプロファイルが効率的に安定化されれば好
都合である。本明細書で記載の安定化技術は、混入を減らし、その結果、試料採集と安定
化後の細胞内核酸、特に、ゲノムＤＮＡによる細胞外核酸集団の希釈を低減する。このよ
うにして、細胞外核酸集団の実質的な保存が達成される。実施例で示されるように、含ま
れる細胞外核酸の量、質および／または組成に関する細胞外核酸集団の変化、特にゲノム
ＤＮＡの放出の増加に起因する変化は、安定化期間中、非安定化試料または、例えば、血
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液試料もしくは血液由来試料の場合にＥＤＴＡにより安定化されている対応する試料に比
べて、顕著に低減される。一実施形態では、Ｔ０（安定化時点）から安定化期間の終わり
（好ましくは、Ｔ０後、４８時間、７２時間または９６時間）までのゲノムＤＮＡの増加
は、非安定化試料または、例えば、血液試料（例えば、１．５ｍｇ　ＥＤＴＡ／ｍＬ安定
化血液試料）もしくは血液由来試料の場合のＥＤＴＡにより安定化されている対応する試
料に比べて、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０
％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、または少なくとも９５％低減される。
【００４７】
　さらに、上述のように、本発明の方法は、細胞内核酸、特に、細胞内ＲＮＡの安定化に
も適する。本明細書で記載のように、細胞含有試料を一級および／または二級カルボン酸
アミドと接触させることにより、含まれる細胞の遺伝子転写物レベルが安定化されるとい
う結果になる。したがって、安定化試料中の新しい転写物の生成および既存の転写物の分
解は、非安定化試料に比べて阻害され、それにより、安定化時により含まれる細胞の遺伝
子転写プロファイルを実質的に「凍結」する。したがって、この安定化は、それらが試料
採集および安定化時に示した状態で転写物レベルを維持することにより、トランスクリプ
トームの安定化にも適する。用語の「トランスクリプトーム」は、特に、１つの細胞また
は細胞集団で生成されたｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、およびその他のｍｉＲＮＡなど
のノンコーディングＲＮＡを含む一連の全てのＲＮＡ分子を意味する。実施例で示される
ように、血液試料などの細胞含有生物試料は、転写物レベルの実質的な変化を生じること
なく、少なくとも３日間およびそれより長い期間安定化可能であろう。遺伝子転写プロフ
ァイルは、ＲＮＡ分解を減らし、特に、遺伝子誘発または下方制御などの遺伝子発現の変
化を最小限にすることにより、特に、安定化される。理論に束縛される意図はないが、安
定化のために本明細書で使われる一級および／または二級カルボン酸アミドは、細胞プロ
セスを阻害し、それにより、転写物の新規合成ならびに既存の転写物の分解が阻害される
と考えられている。それらは細胞中に入り、したがって、それらはこれらの効果を達成す
るために細胞透過性であると考えられている。このように、細胞含有試料の採集および安
定化後、採集およびそれぞれに安定化時に存在するインビボ遺伝子発現プロファイルが保
存される。さらに、ＲＮＡの質および完全性が維持され、それにより、試料採集、それぞ
れに試料安定化時のインビボ転写物レベルの正確な提示が得られ、真の正確な転写物レベ
ルを得ることが可能となる。安定化時のインビボ遺伝子転写プロファイルの保存は、例え
ば、それぞれに安定化された試料を使って転写物レベルの正確な提示を必要とする遺伝子
発現プロファイリングまたはその他の分析方法を実施することを可能とする。しかし、望
ましいことではあるが、全ての転写物レベルが安定化される、または等しく良好に安定化
されることが必要ではない場合が多い。特定のまたは新しい標的転写物に対する安定化お
よびその結果の性能特徴は、遺伝子転写プロファイルを安定化する先行技術で通常行われ
る通り検証されてもよい。遺伝子転写プロファイルまたは特定の転写物レベルの安定化が
達成されたことは、例えば、遺伝子転写プロファイルの安定化を分析するために確立され
ているマーカー遺伝子を基準にして判定することができる。一実施形態では、この方法で
達成される含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルまたは転写物レベルの安定化は、ｃ－
ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ－８およびｐ５３から選択される１つまたはそれを超える、よ
り好ましくは、２つまたはそれを超えるマーカー遺伝子が、安定化時に少なくとも４８時
間安定化されるという結果を生ずる。これらのマーカー遺伝子は、貯蔵中に非常に不安定
な転写物を与え、そのため、適切な安定化が行われなければ、試料採集後、上方制御また
は下方制御することが明らかになった。したがって、これらの遺伝子の転写物レベルは、
遺伝子転写レベルの安定化が達成されたか否かを分析するためのマーカーとして適する。
安定化効果は、実施例に記載のリアルタイムＲＴ－ＰＣＲアッセイを使って分析すること
ができる。一実施形態では、１つまたはそれを超えるこれらのマーカー遺伝子の転写物レ
ベルは、Ｔ０（安定化時点）と安定化期間の終わりとの間の値で、１．５ＣＴを超える値
、好ましくは１．２５ＣＴ以上の値、より好ましくは多くとも１ＣＴ以上の値まで変化し
ない。好ましくはそれぞれの安定化効果は、少なくとも４８時間、少なくとも７２時間、
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または少なくとも９６時間の間実現される。好ましくはそれぞれの安定化特徴は、少なく
とも、マーカー遺伝子ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ８およびＩＬ－１βを使って達成され、好ましく
は全ての前述のマーカー遺伝子を使って達成される。実施例で示されるように、種々の一
級および／または二級カルボン酸アミド、特に、ホルムアミドがそれぞれの安定化性能を
達成する。
【００４８】
　さらに、本発明による方法は細胞溶解に基づかないので、安定化期間後に細胞を安定化
試料から分離することができ、また、安定化試料から単離された細胞は分析に適する。例
えば、上述のように、ＲＮＡなどの細胞内核酸を、含まれる細胞から単離することができ
、また、分析することができる。さらに、安定化試料中の細胞の保存は、細胞を選別また
は捕捉する可能性を開き、さらには、例えば、腫瘍細胞などのその後で詳細に分析される
特定の細胞を富化する可能性も開く。例えば、循環性腫瘍細胞を単離し、それらの遺伝子
発現プロファイルを分析できる。さらに、細胞形態および／または細胞マーカー、特に、
得られた細胞を特徴付けるために細胞表面マーカーを分析することができる。さらに、細
胞内核酸を前記富化特定細胞から単離することができる。例えば、ＲＮＡを前記細胞から
単離することができる。本明細書で記載の安定化方法の転写物レベル安定化特徴は、好都
合にも、遺伝子発現プロファイリングおよびその他の重要な分析のために単離ＲＮＡの使
用を可能とする。本明細書で記載の安定化方法は、このように、例えば、癌またはその他
の疾患の分子診断において有利である。理由は、それが、細胞の富化の後に富化細胞から
核酸の抽出を可能とし、それにより、例えば、細胞含有試料、例えば、血液試料中の循環
性腫瘍細胞の希なイベントを検出する確率が高まるからである。また、これは特定のバイ
オマーカー、特に、希なバイオマーカーが試料中で同定される確率も高める。
【００４９】
　一実施形態では、細胞含有試料は、血液試料であり、白血球が安定化される。これによ
り、安定化試料から白血球の分離が可能となる。安定化期間中、好ましくは少なくとも４
８時間、少なくとも１つのタイプの含まれる血液細胞が安定化される場合には、白血球が
安定化される。一実施形態では、血液試料中に含まれるリンパ球および／または単球が安
定化される。本明細書で記載の安定化は細胞含有試料中に含まれる有核細胞の溶解を誘発
または促進しない。したがって、安定化は細胞溶解に基づいていない。好ましくは、細胞
含有試料が血液であり、目的の核酸が細胞外核酸、特に、細胞外のＲＮＡである場合、本
明細書で使われる安定化は溶血反応を防ぐ。インビトロ溶血反応のほとんどの原因は、検
体採集に関連している。しかし、適切な安定化方法が使われない場合、インビトロ溶血反
応は、通常、エクスビボ貯蔵中に血液試料中で起こる。目的の細胞外核酸によっては、溶
血反応が大きな問題となる場合がある。目的の細胞外核酸がＤＮＡの場合、溶血反応が問
題となることは少ない。理由は、赤血球は核を含まず、その結果、ゲノムＤＮＡを含まな
いからである。したがって、溶血反応中に細胞内ＤＮＡが赤血球から放出されることはな
い。目的の細胞外核酸がＤＮＡである場合、特に、白血球の溶解または崩壊が問題となる
。理由は、この場合、細胞内ＲＮＡに加えてゲノムＤＮＡが放出されるためである。した
がって、目的の細胞外核酸が細胞外ＤＮＡである場合、特に、白血球の溶解を防止する必
要がある。白血球はそれらの安定性がそれぞれの間で異なる場合がある。したがって、一
部のタイプの白血球は他のものより安定性が高い。しかし、一般に、白血球は赤血球より
極めて安定である。したがって、赤血球の溶解により、白血球が溶解されたことを示すと
は限らない。また、当該技術分野において、白血球と赤血球の溶解に対する異なる感受性
を利用して、例えば、赤血球を特異的に溶解し、一方で、例えば白血球の採集を可能とす
るために白血球を保存する。しかし、目的の細胞外核酸がＲＮＡの場合、赤血球の溶血反
応とその結果の溶解には実際に問題が生ずる。成熟赤血球もＲＮＡを含まないが、それら
の前駆物質（網状赤血球）はＲＮＡを含む。網状赤血球は、赤血球の約０．５％～１％を
占め、大量のグロビンＲＮＡを含む。したがって、特に、目的の細胞外核酸がＲＮＡの場
合、貯蔵中の赤血球とその網状赤血球の溶解を、細胞外核酸集団、特に、細胞外ＲＮＡ集
団のグロビンｍＲＮＡによる希釈を減らす目的で防止／低減してもよい。さらに、上述の
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ように、本明細書で記載の安定化方法を使って実現した細胞外核酸集団の組成およびその
プロファイルを維持することは重要である。理由は、このことが多くの診断用途に重要で
あるためである。本発明による安定化方法を使えば、溶血反応を効率的に防止／低減する
ことができる。それにより、細胞外核酸集団は実質的に保存され、さらに、溶血反応およ
び細胞溶解が防止されることから、安定化血液試料、特に、安定化血液試料から得られた
血漿または血清は、通常、その他の標準的検査室分析にも適する。さらに、白血球の溶解
の防止は、それぞれの細胞の単離および分析を可能とする。特に、それは、安定化試料中
に含まれる白血球またはその他の保存された細胞からの細胞内ＲＮＡなどの細胞内核酸の
単離を可能とする。
【００５０】
　一実施形態では、安定化期間中、好ましくは少なくとも４８時間、細胞の形態が保存さ
れる。これにより、それらの形態に基づいて含まれる細胞を分析し、任意選択で特徴付け
することが可能となる。一実施形態では、有核細胞の形態が保存される。一実施形態では
、安定化中、血液試料中に含まれるリンパ球の形態が保存される。
【００５１】
　一実施形態では、細胞の細胞表面エピトープが保存される。一実施形態では、ＣＤタン
パク質などの細胞表面タンパク質が保存される。細胞表面エピトープおよび細胞表面タン
パク質の保存は、それにより、これらの細胞表面特徴に基づいて含まれる細胞の特徴付け
および／または単離が可能となるために、有利である。特に、それは、細胞表面に存在す
る腫瘍マーカーの分析または前記マーカーに基づいて特定の細胞の単離を可能とする。
【００５２】
　一実施形態では、安定化方法は、血液試料を一級および／または二級カルボン酸アミド
および抗凝固剤と接触させることを含み、含まれる細胞の転写物レベルが安定化される。
さらに、実施例で示されるように、追加的に細胞外核酸集団が安定化される。これは、そ
れにより細胞外核酸集団を、同じ安定化試料由来の細胞内核酸集団とは別々に分析するこ
とが可能となるために有利である。一実施形態では、ホルムアミドがその目的のために使
用される。一実施形態では、ブタンアミドが細胞外核酸集団を安定化するために使用され
る。
【００５３】
　一実施形態では、安定化剤の組み合わせが使用され、これには、少なくとも１つの一級
および／または二級カルボン酸アミドおよびアポトーシス阻害剤の使用が含まれる。既に
、アポトーシス阻害剤単独でも、細胞含有試料の安定化および細胞外核酸集団をその組成
物の変化、特に断片化ゲノムＤＮＡの混入に起因する変化から実質的に保存するために効
果的である。したがって、アポトーシス阻害剤を追加して使用すると、得られる安定化効
果が強化される。例えば、アポトーシス阻害剤を試料に加えることにより、またはその逆
を行うことにより、試料をアポトーシス阻害剤と接触させることができる。特に、細胞外
核酸集団を安定化するために、好ましくは、少なくとも１つの一級および／または二級カ
ルボン酸アミドおよびアポトーシス阻害剤を含む安定化組成物が使用される。得られた混
合物中に存在する少なくとも１つのアポトーシス阻害剤は、試料中に含まれる細胞の安定
化を支援し、試料中に含まれる核酸の分解を阻害することにより、細胞外核酸集団を実質
的に保存することに寄与する。
【００５４】
　本発明で使用する場合、用語の「アポトーシス阻害剤」は、特に、細胞含有生物試料中
での存在により、細胞のアポトーシスプロセスの低減、防止、および／または阻害がもた
らされる、および／または細胞をアポトーシス刺激に対してより抵抗性にする化合物を意
味する。アポトーシス阻害剤としては、タンパク質、ペプチドまたはタンパク質様もしく
はペプチド様分子、有機および無機分子が挙げられるが、これらに限定されない。アポト
ーシス阻害剤としては、代謝阻害剤、核酸分解それぞれに核酸経路の阻害剤、酵素阻害剤
、特に、カスパーゼ阻害剤、カルパイン阻害剤およびアポトーシスプロセスに関与するそ
の他の酵素阻害剤を含む化合物が挙げられる。それぞれのアポトーシス阻害剤を表１に挙
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げる。好ましくは細胞含有生物試料を安定化するために使用される少なくとも１つのアポ
トーシス阻害剤が、代謝阻害剤、カスパーゼ阻害剤およびカルパイン阻害剤からなる群よ
り選択される。それぞれのカテゴリー中の各クラスの好適な例を表１に挙げる。好ましく
は、アポトーシス阻害剤は細胞透過性である。
【００５５】
　本発明の範囲には、同じまたは異なるクラスのアポトーシス阻害剤からの様々なアポト
ーシス阻害剤の組み合わせを使用すること、同じまたは異なる作用機序によってアポトー
シスを阻害する様々なアポトーシス阻害剤の組み合わせをそれぞれに使用することも含ま
れる。
【００５６】
　有利な実施形態では、アポトーシス阻害剤は、カスパーゼ阻害剤である。カスパーゼ遺
伝子ファミリーのメンバーは、アポトーシスにおいて大きな役割を果たす。個々のカスパ
ーゼの基質選択性または特異性を利用して、カスパーゼ結合との競合に成功するペプチド
を開発してきた。カスパーゼに特異的なペプチドを、例えば、アルデヒド、ニトリルまた
はケトン化合物にカップリングさせることによって、カスパーゼ活性化の可逆的または不
可逆的な阻害剤を生成することが可能である。例えば、Ｚ－ＶＡＤ－ＦＭＫなどのフルオ
ロメチルケトン（ＦＭＫ）誘導体化ペプチドは、細胞傷害作用を与えることなく効果的な
不可逆的阻害剤として作用する。Ｎ末端およびＯメチル側鎖にベンジルオキシカルボニル
基（ＢＯＣ）を付与して合成された阻害剤は、細胞透過性が強化される。さらに適切なカ
スパーゼ阻害剤は、Ｃ末端にフェノキシ基を付与して合成される。一例は、Ｑ－ＶＤ－Ｏ
Ｐｈであり、これは、カスパーゼ阻害剤Ｚ－ＶＡＤ－ＦＭＫよりもアポトーシスを防止す
るのにさらにより効果的な、細胞透過性で不可逆的な適用範囲が広いカスパーゼ阻害剤で
ある。
【００５７】
　一実施形態では、少なくとも１つの一級および／または二級カルボン酸アミドに加えて
使われるカスパーゼ阻害剤は、汎カスパーゼ阻害剤であり、このように適用範囲が広いカ
スパーゼ阻害剤である。一実施形態では、カスパーゼ阻害剤は、カスパーゼ特異的修飾ペ
プチドを含む。好ましくは、前記カスパーゼ特異的ペプチドは、アルデヒド、ニトリルま
たはケトン化合物によって修飾されている。好ましい実施形態では、カスパーゼ特異的ペ
プチドは、好ましくは、カルボキシル末端がＯ－フェノキシまたはフルオロメチルケトン
（ＦＭＫ）基で修飾されている。一実施形態では、カスパーゼ阻害剤は、Ｑ－ＶＤ－ＯＰ
ｈおよびＺ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＦＭＫからなる群より選択される。一実施形態では、汎
カスパーゼ阻害剤のＺ－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＦＭＫが使用され、これは不可逆的な競合ペ
プチド阻害剤であり、カスパーゼ－１ファミリーおよびカスパーゼ－３ファミリー酵素を
阻止する。好ましい一実施形態では、カスパーゼに対し適用範囲が広い阻害剤であるＱ－
ＶＤ－ＯＰｈが使用される。Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈは細胞透過性であり、アポトーシスによる
細胞死を阻害する。Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈは、極度に高い濃度でも細胞毒性がなく、アミノ酸
のバリンおよびアスパラギン酸にコンジュゲートしたカルボキシ末端フェノキシ基からな
る。Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈは、カスパーゼ－９およびカスパーゼ－３、カスパーゼ－８および
カスパーゼ－１０、ならびにカスパーゼ－１２の３つの主なアポトーシス経路によって媒
介されるアポトーシスの防止に関して、同等に効果がある（Ｃａｓｅｒｔａら，２００３
）。さらなるカスパーゼ阻害剤を、表１に挙げる。一実施形態では、細胞含有試料を安定
化するためにアポトーシス阻害剤として使用されるカスパーゼ阻害剤は、細胞の細胞内細
胞死経路の下流に位置する、カスパーゼ－３などの１つまたはそれを超えるカスパーゼに
対して作用する阻害剤である。一実施形態では、カスパーゼ阻害剤は、カスパーゼ－３、
カスパーゼ－８、カスパーゼ－９、カスパーゼ－１０およびカスパーゼ－１２からなる群
より選択される１つまたはそれを超えるカスパーゼに対する阻害剤である。本発明の範囲
には、カスパーゼ阻害剤の組み合わせを使用することも含まれる。
【００５８】
　少なくとも１つの一級および／または二級カルボン酸アミドに加えてカスパーゼ阻害剤
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を使用する場合、生物試料を少なくとも１つのアポトーシス阻害剤と接触させた後に得ら
れる混合物は、アポトーシス阻害剤（またはアポトーシス阻害剤の組合せ）を、少なくと
も０．０１μＭ、少なくとも０．０５μＭ、少なくとも０．１μＭ、少なくとも０．５μ
Ｍ、少なくとも１μＭ、少なくとも２．５μＭ、または少なくとも３．５μＭの群より選
択される濃度で含むことができる。当然のことながら、より高い濃度を使用することもで
きる。細胞含有生物試料と混合される場合、アポトーシス阻害剤（単一または複数）の適
切な濃度範囲としては、０．０１μＭ～１００μＭ、０．０５μＭ～１００μＭ、０．１
μＭ～５０μＭ、０．５μＭ～５０μＭ、１μＭ～４０μＭ、より好ましくは１μＭ～３
０μＭ、または２．５μＭ～２５μＭが挙げられるが、これらに限定されない。濃度が高
いほどより効果的であることが明らかになったが、低濃度でも良好な安定化結果が得られ
た。したがって、特にアポトーシス阻害剤が組み合わせて使用される場合、効果的な安定
化は、例えば、０．１μＭ～１０μＭ、０．５μＭ～７．５μＭ、または１μＭ～５μＭ
から選択される範囲の低濃度でも達成される。上記の濃度は、単一のアポトーシス阻害剤
の使用、ならびにカスパーゼ阻害剤の組合せの使用に適用される。カスパーゼ阻害剤が組
合せて使用される場合、アポトーシス阻害剤の組合せの全濃度が上述の特徴値を満たす場
合には、アポトーシス阻害剤の前記混合物において使用される個々のアポトーシス阻害剤
の濃度は、上述の濃度未満であってもよい。細胞をなおも効率的に安定化し、および／ま
たは試料中に存在する核酸の分解を低減する低濃度を使用することは、安定化に必要な費
用を低くすることができるという利点がある。アポトーシス阻害剤は、本明細書に記載の
１つまたはそれを超える安定化剤と併用して使用されるので、より低い濃度で使用するこ
とができる。前述の濃度は、カスパーゼ阻害剤、特にＱ－ＶＤ－ＯＰｈおよび／またはＺ
－ＶＡＤ（ＯＭｅ）－ＦＭＫなどのカスパーゼ特異的修飾ペプチドをアポトーシス阻害剤
として使用する場合に、特に適している。上述の濃度は、例えば、全血、特に１０ｍｌの
血液を安定化するのに非常に適している。他のアポトーシス阻害剤および／または他の細
胞含有生物試料に適した濃度範囲は、当業者が定型的な実験を使用して、例えば、実施例
に記載した試験アッセイにおいて、アポトーシス阻害剤、それぞれに異なる濃度を試験す
ることによって決定することができる。
【００５９】
　一実施形態では、有効量のアポトーシス阻害剤は、細胞含有生物試料におけるアポトー
シスを、それぞれのアポトーシス阻害剤を含有していない対照試料と比較して、少なくと
も２５パーセント、少なくとも３０パーセント、少なくとも４０パーセント、少なくとも
５０パーセント、好ましくは少なくとも７５パーセント、より好ましくは少なくとも８５
パーセント低下または低減するであろう。
【００６０】
　したがって、一実施形態では、少なくとも１つのアポトーシス阻害剤および好ましくは
ホルムアミドおよびブタンアミドから選択される、少なくとも１つの一級および／または
二級カルボン酸アミドを含む安定化剤の組み合わせが使用される。それぞれの組み合わせ
には、例えば、抗凝固剤およびキレート化剤などの安定化効果を高める追加の添加剤を含
めることもできる。一実施形態では、安定化剤の組み合わせは、カスパーゼ阻害剤および
抗凝固剤、好ましくはＥＤＴＡなどのキレート化剤を含む。それぞれの組み合わせは、第
１の態様に従って細胞含有試料に含まれている細胞外核酸集団を安定化するのに適した方
法で有利に使用することができる。安定化剤の組み合わせを用いることによって観察され
る安定化効果は、個々の安定化剤のいずれかを単独で使用する場合に観察される効果より
も強力であり、および／またはより低濃度を使用可能とし、それにより、安定化剤の併用
は魅力的な選択肢となる。アポトーシス阻害剤および少なくとも１つの一級および／また
は二級カルボン酸アミドの適切で好ましい実施形態、ならびに試料の効果的な安定化を達
成するのに適したそれぞれの薬剤の適切で好ましい濃度は、前に詳述されている。
【００６１】
　本発明の背景技術で考察したように、細胞外核酸は、通常、試料中に「裸」では存在し
ないが、例えば、複合体中に保護されて放出されることにより、または小胞等に収容され
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ることにより、ある程度安定化されている。これには、細胞外核酸が、既にある程度安定
化されており、したがって通常は、全血、血漿または血清などの細胞含有試料中のヌクレ
アーゼによって急速には分解されないという効果がある。したがって、生物試料に含まれ
ている細胞外核酸の安定化が意図される場合、その主な問題の１つは、試料に含有されて
いる損傷細胞または死細胞から生じる細胞内核酸、特に断片化ゲノムＤＮＡによって細胞
外核酸集団が希釈され、それぞれに混入されることである。このことは、血漿または血清
などの細胞除去試料（少量の細胞を含む可能性がある場合でも、「無細胞」と記載される
ことがある）を処理する場合にも問題になる。本発明による安定化技術は、この点で特に
利点がある。理由は、試料中に存在する細胞外核酸を実質的に保存し、例えば、試料に含
まれている細胞外核酸の分解を阻害するだけでなく（安定化されていない試料またはＥＤ
ＴＡで安定化された試料と比較して、安定化期間にわたって好ましくは少なくとも６０％
、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なく
とも９０％、または最も好ましくは少なくとも９５％阻害する）、さらには試料に含有さ
れている細胞からゲノムＤＮＡが放出されるのを効率的に低減し、および／またはそれぞ
れのゲノムＤＮＡの断片化を効率的に低減するからである。一実施形態では、本発明の教
示に従って細胞含有試料を安定化するために、少なくとも１つの一級および／または二級
カルボン酸アミドおよび任意のアポトーシス阻害剤の使用は、試料に含有されている細胞
からＤＮＡが放出されることから生じるＤＮＡの増加が、非安定化試料に比較して低減さ
れるという効果を有する。一実施形態では、前記ゲノムＤＮＡの放出は、非安定化試料ま
たはＥＤＴＡで安定化された対応する試料（特に血液試料、または血漿もしくは血清など
の血液由来の試料の場合）と比較して、安定化期間にわたって少なくとも３倍、少なくと
も４倍、少なくとも５倍、少なくとも６倍、少なくとも７倍、少なくとも１０倍、少なく
とも１２倍、少なくとも１５倍、少なくとも１７倍、または少なくとも２０倍低減される
。一実施形態では、前記ゲノムＤＮＡの放出は、非安定化試料またはＥＤＴＡで安定化さ
れた対応する試料（特に血液試料、または血漿もしくは血清などの血液由来の試料の場合
）と比較して、安定化期間にわたって少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも
７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、または少なくとも９
５％低減される。ＤＮＡの放出は、本明細書において実施例の項で記載する通り、例えば
リボソーム１８Ｓ　ＤＮＡを定量化することにより決定することができる。したがって、
試料に含まれる細胞外核酸集団は、標準のＥＤＴＡチューブで安定化された試料と比較し
て大幅に安定化される。したがって、一実施形態では、本発明により教示されるように、
アポトーシス阻害剤と組み合わせて使用することができる式１に従う化合物によって達成
される安定化効果により、試料に含有されている細胞からのＤＮＡの放出を、例えば、実
施例に記載の１８Ｓ　ＤＮＡアッセイで決定して、少なくとも最大１０倍、好ましくは７
倍、より好ましくは５倍、最も好ましくは少なくとも最大４倍まで低減するという結果が
得られる。実施例によって示されるように、細胞外核酸集団の効果的な安定化は、少なく
とも最長６日間にわたって達成することができる。試料のより短い貯蔵、例えば、最長３
日間の貯蔵期間の間では、ＤＮＡ放出を、例えば、実施例に記載の１８Ｓ　ＤＮＡアッセ
イで決定して、少なくとも最大２倍まで低減することができる。したがって、本発明の安
定化方法を使用して、ＤＮＡ放出を、３日間までの保存期間で、２倍またはそれ未満まで
低減することができる。このことは、従来技術の方法と比較して、細胞外核酸集団の安定
化における顕著な改善点である。これによって、その後の全ての試験の精度が著しく高め
られる。ある特定の場合には、例えば、試料材料を、例えば、室温で長距離輸送しなけれ
ばならいか、または長期間貯蔵しなければならない場合（例えば、ある特定の国の場合に
あり得る）には、本発明の方法によって初めて、このような期間が経過した後でも、これ
らの試験を実施することが可能となる。しかし当然のことながら、必要に応じてそれより
早期に試料をさらに処理することもできる。達成され得る全ての安定化期間を必ずしも利
用する必要はない。本発明を用いて達成される安定化によって、採集した後の試料の様々
な取扱い／処理（例えば、貯蔵条件および貯蔵期間）によって生じる可能性のある細胞外
核酸集団の変動が低減される。これにより、取扱いおよび分子分析の標準化が顕著に改善
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【００６２】
　細胞含有試料をさらに安定化するために、少なくとも１つの一級および／または二級カ
ルボン酸アミドに加えて、追加の添加剤を使用することができる。それらはアポトーシス
阻害剤に加えて、またはその代わりに使用することができる。安定化効果にも寄与する可
能性のある適切な添加剤の選択は、安定化される細胞含有試料のタイプに応じて変わる場
合もある。例えば、細胞含有生物試料として全血を処理する場合、例えば、ヘパリン、エ
チレンジアミン四酢酸、クエン酸塩、シュウ酸塩、およびこれらの任意の組み合わせから
なる群より選択される抗凝固剤を含めることが有利であり、一般的である。有利な実施形
態では、抗凝固剤はキレート化剤である。キレート化剤は、有機化合物の２つまたはそれ
を超える原子を介して金属と配位結合を形成することができる有機化合物である。本発明
におけるキレート化剤には、ジエチレントリアミン五酢酸（ＤＴＰＡ）、エチレンジニト
リロ四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール四酢酸（ＥＧＴＡ）およびＮ，Ｎ－ビス（
カルボキシメチル）グリシン（ＮＴＡ）が挙げられるがこれらに限定されない。好ましい
実施形態では、ＥＤＴＡが使用される。本明細書で使用される場合、用語の「ＥＤＴＡ」
は、特に、ＥＤＴＡ化合物の、例えば、Ｋ２ＥＤＴＡ、Ｋ３ＥＤＴＡまたはＮａ２ＥＤＴ
ＡなどのＥＤＴＡ部分を指す。ＥＤＴＡなどのキレート化剤の使用には、ＤＮアーゼなど
のヌクレアーゼが阻害され、それによって、例えば、ＤＮアーゼによる細胞外ＤＮＡの分
解が防止されるという有利な効果もある。さらに、ＥＤＴＡをより高濃度で使用／添加す
ると、細胞から細胞内核酸、特にゲノムＤＮＡが放出されるのを低減することができ、そ
れにより、少なくとも１つの式１に従う化合物によって達成される安定化効果が支援され
ることが明らかになった。しかし、ＥＤＴＡ単独では、例えば、試料に含有されている細
胞から放出されるゲノムＤＮＡの断片化を効率的に阻害することができない。したがって
、ＥＤＴＡでは、十分な安定化効果を達成できない。しかし、ＥＤＴＡは、本発明の教示
と組み合せて、特にアポトーシス阻害剤、特にカスパーゼ阻害剤と組み合せて使用すると
、上記で考察した理由から、安定化をさらに改善することができる。さらには、ＲＮＡの
化学的安定性も増大すると思われる。一実施形態では、上述の１つまたはそれを超える安
定化化合物と混合される生物試料中のキレート化剤、好ましくはＥＤＴＡの濃度は、接触
させるステップの後で、０．０５ｍＭ～１００ｍＭ、０．０５ｍＭ～５０ｍＭ、０．１ｍ
Ｍ～３０ｍＭ、１ｍＭ～２０ｍＭ、および２ｍＭ～１５ｍＭからなる群より選択される範
囲である。それぞれの濃度は、血液、血漿および／または血清試料、特に１０ｍｌの血液
試料を安定化する場合に、特に効果的である。
【００６３】
　また、細胞含有試料の安定化をさらに支援し、それぞれに細胞外核酸集団の保存を支援
するために、追加の添加剤を使用することもできる。それぞれの添加剤の例には、ヌクレ
アーゼ阻害剤、特にＲＮアーゼおよびＤＮアーゼ阻害化合物が挙げられるが、これらに限
定されない。ＲＮアーゼ阻害剤の例には、抗ヌクレアーゼ抗体またはリボヌクレオシド－
バナジル複合体が挙げられるが、これらに限定されない。それぞれの追加の添加剤を選択
する場合、安定化剤として使用される少なくとも１つの一級および／または二級カルボン
酸アミドの安定化効果を損なわないように、および／または弱めないように注意すべきで
ある。したがって、生物試料に含有されている細胞の溶解および／または分解を生ずる、
もしくは助ける濃度、および／または生物試料の無細胞画分に含有される核酸の分解を助
ける濃度で添加剤を使用すべきではない。したがって、カオトロピック塩は使うべきでは
ない。さらにまた、安定化に使用される少なくとも１つの一級および／または二級カルボ
ン酸アミドのトランスクリプトーム安定化効果を弱め、無効にする濃度で添加物を使用す
べきではない。
【００６４】
　一実施形態では、細胞含有試料は、少なくとも１つの式１：
【００６５】
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【化２】

【００６６】
　（式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２およびＲ３は、同じまたは異
なる直鎖または分岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基であり、Ｒ４
は、酸素、硫黄またはセレン残基であり、好ましくはＲ４は酸素である）
に従う化合物の三級アミドとさらに接触させられる。
【００６７】
　Ｒ１およびＲ２は、一級および二級カルボン酸アミドを表す式１中のＲ１およびＲ２と
同じ意味を有する（上記を参照）。さらに、三級アミドでは、Ｒ３は同じ意味を有するこ
とができ、したがって、直鎖または分岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長を有する炭化水
素残基である。Ｒ２に対して好適で好ましい実施形態は、三級アミドのＲ３に対しても当
てはまる。
【００６８】
　一実施形態では、式１に従う三級アミドは、カルボン酸アミドである。一実施形態では
、式１に従う三級アミドは、Ｎ，Ｎ－ジアルキルプロパンアミド、好ましくは、Ｎ，Ｎ－
ジメチルプロパンアミドである。一実施形態では、式１に従う三級アミドは、Ｎ，Ｎ－ジ
メチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルプロパンアミド
、Ｎ，Ｎ－ジメチルブタンアミドからなる群より選択される。
一実施形態では、細胞含有生物試料が少なくとも１つの式１に従う一級または二級カルボ
ン酸アミドおよび三級アミドならびに安定化のために使用される追加の任意の添加物と接
触させられた後、得られた混合物は、
　ｉ）少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少なくとも０
．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％または少なくとも１．５％の濃度；お
よび／または
　ｉｉ）０．１％～３０％、０．２５％～２０％、０．５％～１５％、０．７％～１０％
、０．８％～７．５％、０．９％～６％または１％～５％の範囲の濃度の式１に従う三級
アミドを含む。
【００６９】
　一実施形態では、安定化される細胞含有生物試料は、安定化剤としての少なくとも１つ
のポリ（オキシエチレン）ポリマーとさらに接触させられる。用語のポリ（オキシエチレ
ン）ポリマーは、特に、エチレンオキシドのオリゴマーまたはポリマーを意味する。ポリ
オキシエチレンポリマーは少なくとも２つのエチレンオキシド単位を含む。ポリ（オキシ
エチレン）ポリマーは、低および高分子量のものが知られている。一実施形態では、分子
量は２００～２００００Ｄａの範囲である。ポリ（オキシエチレン）ポリマーは直鎖もし
くは分岐鎖であってよく、またはその他の幾何学的配置であってもよい。直鎖ポリ（オキ
シエチレン）ポリマーが好ましい。ポリ（オキシエチレン）ポリマーは、未置換でも置換
されていてもよく、また、ポリエチレングリコールであるのが好ましい。ポリエチレング
リコールは、好ましくは非分岐鎖であり、未置換であっても置換されていてもよい。既知
の置換型のポリエチレングリコールには、例えば、片方または両方の末端でＣ１－Ｃ５ア
ルキル基で置換されている、アルキルポリエチレングリコールが含まれる。式：ＨＯ－（
ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－Ｈの未置換ポリエチレングリコールが使われるのが好ましい。本出
願でポリ（オキシエチレン）ポリマーに関して一般的に記載された全ての開示は、個別に
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適用され、また、明示的に記述されていなくても、特にポリエチレングリコールを好まし
い実施形態とする。ポリ（オキシエチレン）ポリマーは種々の分子量で使用することがで
きる。好ましくは、用語のポリエチレングリコールは、ポリ（オキシエチレン）ポリマー
として本明細書で適切で好ましいとして同定される分子量からも明らかなように、オリゴ
マーまたはポリマーを意味する。ポリ（オキシエチレン）ポリマーは、また、好ましい実
施形態として、特にポリエチレングリコールを使用する。ポリエチレングリコールなどの
ポリ（オキシエチレン）ポリマーの追加の使用は、このようなポリマー、特に、ポリエチ
レングリコールは、細胞を安定化し、したがって、細胞含有試料（血液試料が好ましい）
に与える安定化効果を支援するために使用することができることが明らかになったので、
有利である。
【００７０】
　本明細書で開示の安定化方法は、ホルムアルデヒド、ホルムアルデヒド放出剤、などの
架橋剤の使用に基づく現状の安定化方法に比べて大きな利点を提供する。架橋剤は、核酸
分子間、または核酸とタンパク質との間で分子間または分子内共有結合を生じさせる。こ
の架橋結合効果は、その後のこのような安定化試料からの核酸の単離を妨害する可能性が
ある。例えば、全血試料中の循環核酸の濃度は、既に相対的に低いので、このような核酸
の収率をさらに減らすどのような処置も回避されるべきである。このことは、例えば、悪
性腫瘍に由来する、または妊娠初期に発育中の胎児に由来する非常に希少な核酸分子を検
出し分析する場合に、特に重要になる可能性がある。実施例で示されるように、本発明の
方法は安定化のために架橋試薬を必要としない。したがって、一実施形態では、本発明に
よる安定化方法は、タンパク質－核酸および／またはタンパク質－タンパク質架橋を誘発
する架橋試薬の使用を含まない。特に、安定化は、ホルムアルデヒド、ホルマリン、パラ
ホルムアルデヒド、またはホルムアルデヒド放出剤の使用を含まない。さらに、本発明に
よる安定化方法は、有核細胞の溶解をもたらす添加物の使用を含まない。
【００７１】
　本発明の有利な実施形態では、細胞含有生物試料（好ましくは、血液試料または血漿も
しくは血清などの血液由来試料）は、
　ａ）少なくとも１つの一級および／または二級カルボン酸アミド、好ましくは、ホルム
アミドまたはブタンアミド（好ましい濃度は上述した通り）、
　ｂ）好ましくは１μＭ～３０μＭの範囲の濃度の、少なくとも１つのカスパーゼ阻害剤
、好ましくはＱ－ＶＤ－ＯＰｈ、および
　ｃ）追加の添加剤、好ましくは２ｍＭ～１００ｍＭまたは４ｍＭ～５０ｍＭ、好ましく
は４ｍＭ～２０ｍＭの濃度範囲の好ましくはキレート化剤、最も好ましくはＥＤＴＡ、と
接触させられる。
【００７２】
　安定化組成物の成分は、緩衝液、例えば、ＭＯＰＳ、ＴＲＩＳ、ＰＢＳなどの生理的緩
衝液に含まれ、それぞれに溶解することができる。さらに、それらは水中またはいずれか
他の適切な溶媒中に溶解することができる。一実施形態では、安定化組成物はＤＭＳＯな
どの溶媒を含む。
【００７３】
　少なくとも１つの一級および／または二級カルボン酸アミド、ならびに任意に存在する
追加の添加物は、例えば、試料を採集するための装置、好ましくは容器内に存在させるこ
とができ、または生物試料を採集する直前に、それぞれの採集装置に添加することができ
、または試料を装置内に採集した直後に採集装置に添加することができる。適切で好まし
い一級および二級カルボン酸アミドは上述し、上記開示で言及されており、それはここで
も適用される。一実施形態では、ホルムアミドまたはブタンアミドが安定化のために使用
される。安定化剤（単一または複数）、および任意の追加の添加剤（単一または複数）を
、細胞含有生物試料に別々に添加することも本発明の範囲に含まれる。しかし、取扱いを
容易にするために、１つまたはそれを超える安定化剤、および任意の追加の添加剤が、そ
れぞれの採集装置中に、例えば、１つの組成物の形で提供されるのが好ましい。しかし、
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それらは、採集装置中で別々の成分または組成物として存在してもよい。さらに、有利な
一実施形態では、少なくとも１つの一級および／または二級カルボン酸アミド、ならびに
任意の追加の添加剤（単一または複数）を、試料を添加する前に、収集装置内に存在させ
る。これにより、細胞含有生物試料を安定化剤（単一または複数）に接触させるとすぐに
安定化することが確実になる。安定化剤（単一または複数）は、前記容器に採集され、そ
れぞれにその容器に含まれる量の細胞含有試料を安定化するのに効果的な量で、容器内に
存在する。上述の通り、試料はその採集後および／または採集中に安定化剤（単一または
複数）と直接混合され、それによって安定化された試料が得られる。一実施形態では、安
定化は、細胞の安定化を支援するために、少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリ
マー、好ましくはポリエチレングリコールの使用を含む。
【００７４】
　好ましくは、試料は、試料の採集後および／または採集中に、安定化剤（単一または複
数）と直接混合される。したがって、好ましくは、上述の安定化剤（単一または複数）お
よび添加剤は、安定化組成物の形態で提供される。好ましくは、前記安定化組成物は、液
体形態で提供される。前記安定化組成物は、試料の採集中に試料がすぐに安定化されるよ
うに、例えば、試料採集装置に予め充填することができる。一実施形態では、安定化組成
物を、細胞含有試料と１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０および
１：２～１：５から選択される体積比で接触させる。多量の試料の安定化が少量の安定化
組成物で実現することができることが、本発明の教示の特別な利点である。したがって、
好ましくは、安定化組成物と試料の比は、１：２～１：７、より好ましくは１：３～１：
５の範囲に含まれる。
【００７５】
　本明細書で使用される場合、用語の「細胞含有試料」は、特に、少なくとも１個の細胞
を含む試料を意味する。細胞含有試料は、少なくとも２個、少なくとも１０個、少なくと
も５０個、少なくとも１００個、少なくとも２５０個、少なくとも５００個、少なくとも
１０００個、少なくとも１５００個、少なくとも２０００個、または少なくとも５０００
個の細胞を含むことができる。さらに、大幅に多くの細胞を含む細胞含有試料も、前記用
語に包含され、本発明の教示に従って安定化することができる。しかし、それぞれの試料
は残存細胞を含むことが多いので、用語の「細胞含有試料」は、例えば、血漿などの「無
細胞」と一般に呼ばれる細胞除去試料を含む細胞除去試料も意味し、したがってこれも包
含する。少なくとも、血漿などのいわゆる「無細胞」試料であっても残存量の細胞を含み
、それにより前記残存細胞から放出される細胞内核酸による細胞外核酸集団への混入の危
険性があることを、完全には除外できないことが多い。したがって、一実施形態では、そ
れぞれの細胞除去試料および「無細胞」試料も、用語の「細胞含有試料」に包含される。
したがって、「細胞含有試料」は、例えば、全血を用いる場合のように、多量の細胞を含
む場合があるが、微量の細胞しか含まない場合もある。したがって、用語の「細胞含有試
料」は、細胞を含有すると疑われているいるだけの場合、またはその危険性を有する場合
の試料も包含する。上記で考察したように、例えば、血漿などの微量の、それぞれに残存
量の細胞しか含まない生物試料に関しても（血漿は、調製方法に応じて、一般に無細胞と
呼ばれる場合でも通常は残存する少量の細胞を含有する）、これらの残存細胞が、含まれ
る細胞外核酸の望ましくない混入をもたらすこともあるので、本発明による方法には大き
な利点がある。本発明の安定化技術を使用すると、残存量の細胞しか含まないか、または
残存量の細胞を含むと疑われているだけであるか、もしくはその危険性を有するそれぞれ
の試料もまた、先に詳述した通り確実に効果的に安定化される。一実施形態では、細胞部
分は、細胞含有生物試料の、少なくとも１％、少なくとも２％、少なくとも２．５％、少
なくとも５％、好ましくは少なくとも１０％、少なくとも１５％、少なくとも２０％、よ
り好ましくは少なくとも２５％、少なくとも３０％、少なくとも３５％、または少なくと
も４０％を占める。細胞画分が４０％超を占める細胞含有試料も、本明細書で記載の教示
を使って安定化することができる。本発明による安定化方法の使用には、試料の組成およ
び試料に含有されている細胞の数とは無関係に、試料に含まれる細胞外核酸集団が、実質
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的に保存され、それぞれに安定化され、それによって試料に含まれる細胞外核酸のその後
の単離および／または分析の標準化が可能になるという利点がある。
【００７６】
　一実施形態では、細胞含有生物試料は、全血、血液由来の試料、血漿、血清、喀痰、涙
液、リンパ液、尿、汗、髄液、脳脊髄液、腹水、乳、糞便、気管支洗浄液、唾液、羊水、
鼻汁、膣分泌物、精液／精漿、創傷分泌物、ならびに細胞培養上清、および他のスワブ試
料から得られた上清からなる群より選択される。一実施形態では、細胞含有生物試料は、
体液、身体分泌物または身体排泄物、好ましくは体液、最も好ましくは全血、血漿または
血清である。細胞含有生物試料は、細胞外核酸を含む。別の実施形態では、細胞含有生物
試料は、例えば糞便、組織または生検試料などの、ヒトまたは動物に由来する非流体試料
である。本発明の方法を用いて安定化できる細胞含有生物試料の他の例には、細胞外核酸
を含む生物試料である細胞懸濁液、細胞培養物、細胞培養上清などが挙げられるが、これ
らに限定されない。
【００７７】
　上述のように、また実施例によって示されるように、本発明の方法を使用すると、細胞
含有試料を長期間冷蔵または凍結することなく安定化することが可能となる。したがって
、試料は、室温で、または、例えば、最大３０℃もしくは最大４０℃の高温でも保持する
ことができる。一実施形態では、安定化効果は、室温で、少なくとも２日間、好ましくは
少なくとも３日間、より好ましくは少なくとも１日間～６日間、最も好ましくは少なくと
も１日間～少なくとも７日間にわたり実現される。実施例で示されるように、本発明の方
法により安定化された試料は、室温で３日間貯蔵しても実質的に損なわれなかった。室温
でより長い期間、最長６日間、またはさらには７日間貯蔵しても、細胞外核酸集団は、非
安定化試料と比較して、または例えばＥＤＴＡ処理などの標準的方法を使用して安定化さ
れた試料と比較して、実質的により安定化された。安定化効果は、経時的に低下する可能
性があるとしても、それでも細胞外核酸集団の組成物を保存して、分析および／またはさ
らなる処理を可能にするのに十分である。したがって、本発明の方法により安定化された
試料は、室温で長期間貯蔵した後でも、試料に含有されている細胞外核酸を単離し、任意
に分析するのに適していた。さらに、トランスクリプトームは効果的に安定化された。し
たがって、安定化剤の好ましい組合せを使用した場合には特に試料は損なわれなかったた
め、さらに長い貯蔵／輸送時間も考えられる。しかし、通常の貯蔵時間、例えば、核酸の
単離および任意の分析が実施される検査室までの輸送時間は、通常は６日または７日を超
えず、むしろ２日または３日で完了するのが普通なので、通常はさらに長い期間は必要で
はない。実施例で示されるように、安定化効率は、この期間中、特に良好である。しかし
、本発明の方法を用いて達成することができる、特別に長い安定化期間および特別に高い
安定化効率によって、重要な安全係数がもたらされる。
【００７８】
　本発明の教示に従って使用される添加剤は高活性であるので、本発明の方法、さらには
後述する本発明の組成物により、少量の添加物質を使って、多量の生物試料を安定化する
ことも可能となる。このことは、特に試料に含有されている細胞外核酸を単離するために
自動化プロセスの使用が意図されている場合には、試料のサイズ／体積がその後の単離手
順に対して大きい制約を課すので、重要な利点である。さらに、細胞外核酸は、試料中に
少量しか含まれないことが多いことを考慮する必要がある。したがって、例えば、血液試
料などの多量の細胞含有試料の処理には、より多量の循環核酸を試料から単離することが
でき、したがってその後の分析に利用できるという利点がある。
【００７９】
　生物試料の安定化の後、核酸分析技術を直接適用することができ、または核酸を試料か
ら精製することができる。したがって、本発明の方法に従って安定化された試料は、核酸
の分析方法および／または検出方法で分析することができ、および／またはさらに処理す
ることができる。例えば、細胞外核酸を、安定化された試料から単離することができ、そ
の後、核酸の分析方法および／または検出方法で分析することができ、またはさらに処理
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することができる。さらに、細胞を安定化試料から取りだして分析することができ、およ
び／または得られた細胞から核酸を単離することができる。核酸単離および分析に関する
詳細は、本発明の第２の態様と共に以降で記載され、また、それは前記開示で言及されて
いる。記載されているように、本発明による安定化方法の１つの重要な利点は、例えば、
安定化用のホルムアルデヒド放出剤などの架橋剤を使用する場合のような、安定化に起因
して後で行われる核酸単離が妨害されるということがないという点にある。さらに、細胞
の形態または細胞表面特徴に関して細胞を分析することができる。これにより、例えば、
腫瘍細胞の特定が可能となる。一実施形態では、細胞内ＲＮＡが安定化試料中に含まれる
細胞から単離され、分析される。一実施形態では、本方法は、１つまたはそれを超える遺
伝子転写物の定性的または定量的分析を実施することを含む。
【００８０】
　核酸を単離する方法
　さらに、第２の態様では、生物試料から核酸を単離する方法であって、
　ａ）第１の態様による方法により細胞含有試料を安定化するステップと、
　ｂ）該安定化試料から核酸を単離するステップと、
を含む、方法が提供される。
【００８１】
　一実施形態では、前記方法は、
　ａ）第１の態様による方法により細胞含有試料を安定化することと、
　ｂ）該安定化試料から細胞内核酸を単離することと、を含む。
【００８２】
　一実施形態では、前記方法は、細胞含有生物試料から細胞外核酸を単離するための方法
であり、前記方法は、
　ａ）本発明の第１の態様で定義される方法により細胞含有試料に含まれる細胞外核酸集
団を安定化するステップと、
　ｂ）細胞外核酸を単離するステップと、を含む。
【００８３】
　上記で考察したように、本発明による安定化には、生物試料を取得し、それぞれに採集
した時点にて示される状態で、その試料に含まれている細胞外核酸集団が実質的に保存さ
れるという効果がある。特に、損傷細胞または死細胞から放出される細胞内核酸、特にゲ
ノムＤＮＡ、より具体的には断片化ゲノムＤＮＡから生じる、通常観察される核酸の高い
増加は、実施例で示されるように効果的に低減される。したがって、それぞれに安定化さ
れた試料から得られる細胞外核酸は、非安定化試料と比較して、試料に含まれている分解
細胞または死細胞から生じる細胞内核酸の混入が少なく、特に断片化ゲノムＤＮＡの含有
量が少ない。さらに、特有の安定化ステップによって、回収可能な細胞外核酸の量を増や
すことが可能になる。本発明による安定化方法は、試料を架橋することなく実施すること
ができる。このことは、ホルムアルデヒドまたはホルムアルデヒド放出剤などの架橋剤が
、架橋に起因して回収可能な細胞外核酸の量を減少させる可能性があるため、これらの試
薬を使用に対する重要な利点となる。このように、本発明による方法によって、細胞外核
酸の診断および予後能力が改善される。さらに、前記安定化は、試料に含有されている細
胞を分離する前および／またはステップｂ）で試料に含まれている細胞外核酸を単離する
前に、室温の場合でも長期間の試料の貯蔵、および／または取扱い、例えば、輸送を可能
とする。ステップａ）で実施される安定化の詳細については、上記開示で言及され、その
開示はここでも適用される。
【００８４】
　一実施形態では、例えば、全血試料などの、細胞含有生物試料は、前に詳述したように
、少なくとも１つの一級または二級カルボン酸アミド、および任意の追加の添加物を使用
して、ステップａ）で安定化される。適切で好ましい実施形態は、上述した。全血試料を
安定化するのに特に好ましいのは、上述の抗凝固剤、好ましくはキレート化剤と組み合わ
せてカスパーゼ阻害剤を追加で使用することである。
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【００８５】
　例えば、全血を用いる場合のように、試料が多量の細胞を含む場合には、細胞外核酸を
含む試料の無細胞画分、それぞれに細胞を減らした画分または細胞除去画分を得るために
、細胞が残りの試料から分離される。したがって、一実施形態では、ステップａ）とステ
ップｂ）との間で、細胞含有試料から細胞が除去される。この中間ステップは、任意ステ
ップに過ぎず、例えば、血漿または血清などの微量の残存細胞しか含まない試料を処理す
る場合および／または目的の細胞外核酸がＤＮＡである場合には使用できない。本発明の
安定化により、安定化期間中の含まれる細胞からのゲノムＤＮＡの放出が低減、あるいは
防止され、さらに、ブタンアミドに加えてカスパーゼ阻害剤を使用する場合には特に、ゲ
ノムＤＮＡの断片化が低減される。本明細書で記載のように、そのかなり大きいサイズの
ために、非断片化ゲノムＤＮＡはより小さい細胞外ＤＮＡから識別することができる。こ
のことにより、非断片化ゲノムＤＮＡの存在下であっても、サイズ選択的分離プロトコル
を使って細胞外ＤＮＡの選択的な単離が可能となる。しかし、結果を改善するためには、
ステップｂ）で細胞外核酸を単離する前に、別では核酸単離の間に細胞から放出される細
胞内核酸での細胞外核酸集団への混入を減らすために、細胞（または潜在的な残存細胞）
を安定化試料から除去することが好ましい。含まれる細胞を除去することは、細胞内ＲＮ
Ａを細胞外ＲＮＡから識別するのが困難な場合があり、さらに、細胞の除去により細胞外
ＲＮＡの希釈が防止できるために、目的の細胞外核酸がＲＮＡである場合に特に有利であ
る。しかし、目的の細胞外核酸がＤＮＡの場合にも、ステップｂ）の前の細胞除去ステッ
プは、これによりステップｂ）で標準的核酸単離手順の使用が可能となるために、概して
好都合であり、したがって好ましい。細胞含有生物試料のタイプに応じて、残存細胞を含
む細胞を、例えば、遠心分離、好ましくは高速遠心分離によって、または遠心分離ステッ
プを回避すべき場合には、例えば濾過、沈殿もしくは、例えば、（任意選択により磁気）
粒子表面への結合などの、遠心分離以外の手段を使用することによって分離し、除去する
ことができる。それぞれの細胞分離法は先行技術でよく知られており、したがって、詳細
に記述する必要はない。それぞれの細胞除去ステップは、自動化試料調製プロトコルにも
容易に含めることができる。それぞれに除去された細胞を、必要に応じさらに処理するこ
ともできる。細胞は、例えば、貯蔵、分析することができ、および／または、例えば、核
酸もしくはタンパク質などの生体分子を、除去された細胞から単離することができる。さ
らに、細胞内ＲＮＡなどの細胞内核酸を本明細書記載の方法を使って安定化することがで
きることが明らかになった（上記参照）。トランスクリプトームの追加の安定化は、例え
ば、インビトロ診断用の重要なバイオマーカーであり得る、単離された細胞内核酸中の転
写物プロファイルを分析することが可能となるので、有利である。
【００８６】
　さらに、試料を処理するためのさらなる中間ステップを含めることも、本発明の範囲に
含まれる。
【００８７】
　次に、細胞外核酸は、ステップｂ）で、例えば無細胞画分、それぞれに細胞除去画分、
例えば、上清、血漿および／または血清から単離される。細胞外核酸を単離するために、
それぞれの試料から、それぞれに細胞除去試料から核酸を単離するために適する、いずれ
かの既知の核酸単離方法を使用することができる。それぞれの精製方法の例としては、抽
出、固相抽出、シリカに基づく精製、磁気粒子に基づく精製、フェノール－クロロホルム
抽出、クロマトグラフィー、アニオン交換クロマトグラフィー（アニオン交換表面を使用
する）、電気泳動法、濾過、沈殿、クロマチン免疫沈降、およびこれらの組み合わせが挙
げられるが、これらに限定されない。例えば、配列特異的な結合を可能にし、固体支持体
に結合する適切なプローブを使用することによって、特異的標的である細胞外核酸を特異
的に単離することも本発明の範囲に含まれる。当業者に既知の任意の他の核酸単離技術を
使用することもできる。一実施形態では、核酸は、カオトロピック剤および／またはアル
コールを使用して単離される。好ましくは、核酸は、固相、好ましくはシリカまたはアニ
オン交換官能基を含む固相に結合させることによって単離される。ＱＩＡａｍｐ（登録商
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標）Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）、Ｃ
ｈｅｍａｇｉｃ　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　ＮＡ　Ｋｉｔ（Ｃｈｅｍａｇｅｎ）、Ｎｕｃ
ｌｅｏＳｐｉｎ　Ｐｌａｓｍａ　ＸＳ　Ｋｉｔ（Ｍａｃｈｅｒｅｙ－Ｎａｇｅｌ）、Ｐｌ
ａｓｍａ／Ｓｅｒｕｍ　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　
Ｋｉｔ（Ｎｏｒｇｅｎ　Ｂｉｏｔｅｋ）、Ｐｌａｓｍａ／Ｓｅｒｕｍ　Ｃｉｒｃｕｌａｔ
ｉｎｇ　ＲＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（Ｎｏｒｇｅｎ　Ｂｉｏｔｅｋ）、
Ｈｉｇｈ　Ｐｕｒｅ　Ｖｉｒａｌ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｌａｒｇｅ　Ｖｏｌｕｍ
ｅ　Ｋｉｔ（Ｒｏｃｈｅ）、および循環核酸を抽出し、精製するのに適した他の市販キッ
トなどの適切な方法およびキットも、市販されている。
【００８８】
　一実施形態では、ステップａ）の後、または任意選択により中間ステップで細胞が除去
された後に得られる試料に含まれる全核酸が単離され、例えば、無細胞画分、それぞれに
細胞除去画分から単離される。例えば、全体核酸を血漿または血清から単離することがで
き、細胞外核酸は、抽出したこれらの核酸の一部として含まれることになる。細胞が効率
的に除去されると、単離された全体核酸は、主に細胞外核酸を含む、あるいは細胞外核酸
からなるであろう。
【００８９】
　少なくとも主に特異的標的核酸を単離することも、本発明の範囲に含まれる。標的核酸
は、例えば、特定のタイプの細胞外核酸、例えば、ｍＲＮＡ、マイクロＲＮＡ、他のノン
コーディング核酸、エピジェネティック修飾核酸、および他の核酸を含むＤＮＡまたはＲ
ＮＡであってよい。例えば、標的細胞外核酸がＤＮＡであって、非標的細胞外核酸がＲＮ
Ａであってもよく、またはその逆であってもよい。ＤＮＡまたはＲＮＡの単離を特異的に
目的とする標的特異性核酸単離方法も、先行技術でよく知られており、本明細書で何らか
の詳細な説明をする必要性はない。一実施形態では、特異的に非標的核酸を破壊する適切
な酵素、例えば、標的核酸がＤＮＡの場合にはＲＮアーゼを、または標的核酸がＲＮＡの
場合にはＤＮアーゼを添加することにより、非標的核酸が破壊される。前記酵素は、溶解
もしくは結合混合物に添加することができ、または細胞外核酸が固相に結合した後で添加
することができる。それぞれの非標的核酸消化ステップを実施するための適切な実施形態
は、先行技術でよく知られており、したがって、本明細書で何らかのさらなる説明をする
必要性はない。ＤＮＡおよびＲＮＡが固体支持体に結合している場合に実施可能な一実施
形態では、標的核酸に対する選択的な溶出条件を主に、したがって選択的に固体支持体か
ら標的核酸を回収するために適用する。一実施形態では、単離方法は、非標的核酸、例え
ば、ＲＮＡが結合しない条件下で、標的核酸、例えば、ＤＮＡが選択的に固相と結合する
条件で使用される。適切な結合条件は先行技術でよく知られており、例えば、国際公開第
９５／２１８４９号に記載されている。一実施形態では、非標的核酸は、適切な条件下で
少なくとも一部の非標的核酸を固相に結合させ、その後、標的細胞外核酸を含む残存試料
から固相に結合した非標的核酸を分離することにより除去される。これは、例えば、主に
非標的核酸、例えば、ＤＮＡが固相に結合し、一方で非標的核酸、例えば、ＲＮＡが試料
中に残り、別のステップでそこから回収される条件下で適切な固相を添加することにより
達成できる。非標的核酸を標的核酸から選択的に除去するために適切な方法は、例えば、
欧州特許第０８８０５３７号および国際公開第９５／２１８４９号に記載されている。こ
れらの特許は参照により本明細書に組み込まれる。必要に応じ、前記非標的核酸をさらに
使用してもよく、例えば、固相から溶出するなどのさらなる処理をしてもよい。しかし、
それを廃棄してもよい。例えば、標的核酸の単離後にヌクレアーゼを使用して非標的核酸
またはその残部を消化することも本発明の範囲に含まれる。
【００９０】
　標的核酸という用語が、特定の種類の核酸、例えば、ある特定の疾患マーカーであるこ
とが既知の特異的細胞外核酸を意味してもよい。上記で考察したように、細胞外核酸の単
離には、例えば、標的核酸の選択的単離を助ける適切なキャプチャープローブを使用する
ことによって、それぞれの標的核酸を特異的に単離することを含めてもよい。
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【００９１】
　標的核酸という用語が、一定の長さを有する核酸、例えば、５０００ｎｔまたはそれ未
満、２０００ｎｔまたはそれ未満、１０００ｎｔまたはそれ未満、９００ｎｔまたはそれ
未満、８００ｎｔまたはそれ未満、７００ｎｔまたはそれ未満、６００ｎｔまたはそれ未
満、５００ｎｔまたはそれ未満、４００ｎｔまたはそれ未満、または３５０ｎｔまたはそ
れ未満の長さを有する核酸を意味してもよい。ある特定の最大サイズの標的核酸の単離は
、本発明との関係において有利な場合がある。細胞外核酸は、通常、２０００ｎｔ未満、
１０００ｎｔ未満、さらには多くの場合５００ｎｔ未満のサイズを有することが知られて
いる。本明細書に示したサイズ、サイズ範囲は、それぞれに鎖長を意味する。すなわち、
二本鎖ＤＮＡなどの二本鎖核酸の場合、鎖長はｂｐを指す。ステップｂ）における小さい
核酸の選択的単離は、単離核酸中で得られる細胞外核酸の部分を増やすことができる。本
発明の安定化方法によって、特にゲノムＤＮＡの放出の阻害および／または放出されたゲ
ノムＤＮＡの断片化の阻害に起因して、より小さい細胞外核酸集団からのこのような高分
子量ゲノムＤＮＡのより効率的な分離が可能となる。ゲノムＤＮＡと細胞外核酸との間の
実質的なサイズの差異が、本発明の安定化技術を使用して本質的に保存されるので、ゲノ
ムＤＮＡを、例えば、サイズ選択的核酸単離プロトコルを使って、より効率的に除去する
ことができる。本明細書で記載のように安定化された試料中のゲノムＤＮＡ（通常１０，
０００ｂｐを超える）と細胞外核酸（通常１０００ｎｔ／ｂｐ未満）との間のサイズの差
異は、効果的な安定化に起因して通常は比較的大きいので、ある特定の標的長さの核酸を
選択的に単離する既知の方法を使うことができる。したがって、一実施形態では、ステッ
プｂ）は、５０００ｎｔまたはそれ未満、２０００ｎｔまたはそれ未満、１５００ｎｔま
たはそれ未満、１０００ｎｔまたはそれ未満、９００ｎｔまたはそれ未満、８００ｎｔま
たはそれ未満、７００ｎｔまたはそれ未満、６００ｎｔまたはそれ未満、または５００ｎ
ｔまたはそれ未満の長さを有する標的核酸を選択的に単離すること含む。例えば、高分子
量ゲノムＤＮＡを除去することによって、それぞれの核酸のサイズ選択的単離を達成する
のに適した方法は、従来技術では公知であり、したがってここで詳細な説明する必要性は
ない。標的サイズのＤＮＡを単離する典型的方法は、ゲル中のＤＮＡを分離し、所望のゲ
ルバンド（単一または複数）を切り取り、その後ゲル断片（単一または複数）から標的サ
イズのＤＮＡを単離することを含む。別の広く使われている技術には、ポリエチレングリ
コール系緩衝剤を用いたサイズ選択的沈殿法（ＬｉｓおよびＳｃｈｌｅｉｆ　Ｎｕｃｌｅ
ｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９７５　Ｍａｒ；２（３）：３８３－９））またはカルボ
キシル官能化ビーズ上への結合／沈殿法（ＤｅＡｎｇｅｌｉｓら，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄ．Ｒ
ｅｓ．１９９５，Ｖｏｌ　２３（２２），４７４２－３；米国特許第５，８９８，０７１
号および同第５，７０５，６２８号、Ｂｅｃｋｍａｎ－Ｃｏｕｌｔｅｒにより商品化（Ａ
ｍＰｕｒｅ　ＸＰ；ＳＰＲＩｓｅｌｅｃｔ）および米国特許第６，５３４，２６２号）が
ある。さらに、陰イオン交換基を含む固体支持体の使用および可変ｐＨ値に基づくサイズ
選択的単離方法が知られている。サイズ選択的単離法には、単離された細胞外核酸中の細
胞内核酸の量を低減するためにさらなる機会も提供される。例えば、目的の標的細胞外核
酸がＤＮＡの場合、残存細胞を除去するために核酸抽出の開始前に、核酸単離ステップｂ
）中のゲノムＤＮＡの除去によって、血漿試料の個別の高重力遠心分離を補完する、ある
いはそれを置き換えることも可能である。前記残存細胞から放出されるゲノムＤＮＡは、
特に、少なくとも１つの一級および／または二級カルボン酸アミドに加えてカスパーゼ阻
害剤が使用される場合、本発明による安定化によって、大量に分解するのが防止され、そ
の結果として、ステップｂ）でサイズ選択的核酸単離プロトコルを使うことにより、前記
非断片化または断片化の少ないゲノムＤＮＡを除去することができる。多くの臨床検査室
が、このような高重力遠心分離を実施することができる遠心分離機または特に微量の残存
細胞を除去するための他の手段を備えていないので、この選択肢は特にメリットがある。
【００９２】
　さらに、例えば、細胞を残存する試料から分離した後で、細胞内核酸を含有する細胞か
ら単離することができる。例えば、ＲＮＡを単離して、遺伝子発現分析に使用することが
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できる。
【００９３】
　次に、単離された核酸を、ステップｃ）で適切なアッセイおよび／または分析方法を使
用して、分析および／またはさらに処理することができる。例えば、単離された核酸を、
同定し、修飾し、少なくとも１つの酵素と接触させ、増幅し、逆転写し、クローン化し、
配列決定し、プローブと接触させ、（それらの有無を）検出し、および／または定量化す
ることができる。それぞれの方法は、従来技術で周知であり、細胞外核酸を分析するため
に、医療、診断および／または予後分野において一般的に適用されている（発明の背景技
術中の詳細説明も参照）。したがって、細胞外核酸を、任意選択により全核酸、全ＲＮＡ
および／または全ＤＮＡの部分として単離した（上記参照）後に分析して、限定されない
、多数の新生物疾患、特に様々な形態の癌などの前悪性腫瘍および悪性腫瘍を含む疾患状
態の有無または重症度を特定することができる。例えば、単離された細胞外核酸は、限定
されないが、無侵襲的出生前遺伝学的検査、それぞれにスクリーニング、疾患スクリーニ
ング、病原体スクリーニング、腫瘍学、癌スクリーニング、初期段階の癌スクリーニング
、癌療法モニタリング、遺伝子検査（遺伝子型判定）、感染症検査、傷害診断、外傷診断
、移植医学、または多くの他の疾患を含む多くの適用分野で、診断および／または予後マ
ーカー（例えば、胎児または腫瘍由来の細胞外核酸）を検出するために分析することがで
き、したがって診断および／または予後に関連する。一実施形態では、単離された細胞外
核酸を分析して、疾患または胎児の特徴を同定し、および／または特徴付けする。したが
って、上記で考察したように、本明細書で記載の単離方法は、ステップｃ）の核酸の分析
および／または処理をさらに含むことができる。したがって、一実施形態では、単離され
た細胞外核酸をステップｃ）で分析して、疾患および／または胎児の少なくとも１つの特
徴を同定し、検出し、スクリーニングし、モニターし、または除外する。
【００９４】
　核酸の分析／追加の処理は、増幅技術、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、等温増幅、
逆転写ポリメラーゼ鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、定量的リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応
（Ｑ－ＰＣＲ）、デジタルＰＣＲ、ゲル電気泳動法、キャピラリー電気泳動法、質量分析
、蛍光検出、紫外線分光法、ハイブリダイゼーションアッセイ、ＤＮＡもしくはＲＮＡ配
列決定、制限分析、逆転写、ＮＡＳＢＡ、対立遺伝子特異的ポリメラーゼ連鎖反応、ポリ
メラーゼサイクリングアセンブリ（ＰＣＡ）、非対称ポリメラーゼ連鎖反応、指数関数後
線形（ｌｉｎｅａｒ　ａｆｔｅｒ　ｔｈｅ　ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ）ポリメラーゼ連鎖
反応（ＬＡＴＥ－ＰＣＲ）、ヘリカーゼ依存性増幅（ＨＤＡ）、ホットスタートポリメラ
ーゼ連鎖反応、配列間特異的ポリメラーゼ連鎖反応（ＩＳＳＲ）、逆ポリメラーゼ連鎖反
応、ライゲーション媒介ポリメラーゼ連鎖反応、メチル化特異的ポリメラーゼ連鎖反応（
ＭＳＰ）、多重ポリメラーゼ連鎖反応、ネステッドポリメラーゼ連鎖反応、固相ポリメラ
ーゼ連鎖反応、またはこれらの任意の組合せを含むいずれかの核酸分析／処理方法を使用
して実施することができるが、これらに限定されない。それぞれの技術は当業者に周知で
あり、したがって、ここでさらに説明する必要性はない。
【００９５】
　一実施形態では、単離または分析ステップｂ）およびｃ）のいずれかまたは両方は、試
料を採集し、本発明の教示に従ってそれぞれに安定化した後、少なくとも１日から７日後
までに行われる。本発明の方法を使用して、試料、特に血液試料、それぞれに試料に含有
されている細胞外核酸集団が安定化されている適切な期間もまた上述されており、ここで
も適用される。一実施形態では、単離ステップは、試料を採集し、本発明の方法により安
定化した後、少なくとも１日後、少なくとも２日後、少なくとも３日後、少なくとも４日
後、少なくとも５日後、または少なくとも６日後に実施される。一実施形態では、単離ま
たは分析ステップのいずれかまたは両方は、細胞含有生物試料を保存するために試料を凍
結させずに、および／またはホルムアルデヒドもしくはホルムアルデヒド放出剤を使用せ
ずに行われる。生物試料は、好ましくはＥＤＴＡのような抗凝固剤などの追加の添加剤と
組み合せて、好ましくは上記で定義の式１に従う化合物である少なくとも１つの一級また
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は二級カルボン酸アミドと接触させた後に安定化される。抗凝固剤は、好ましくは、血液
または血液由来の試料を安定化する場合に使用される。それぞれに安定化された試料は、
室温で取り扱うことができ、例えば、貯蔵および／または輸送することができる。上述の
ように、一実施形態では、１つのアポトーシス阻害剤、好ましくはカスパーゼ阻害剤を安
定化のために追加で使用する。
【００９６】
　組成物
　さらに、本発明の第３の態様では、生物試料の安定化に適する組成物であって、
　ａ）好ましくは少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって
、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと
、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、組成物が提供される。
【００９７】
　上記で考察したように、それぞれの安定化組成物は、試料に含まれている細胞、転写物
レベルおよび試料に含まれている細胞外核酸を安定化し、それによって細胞外核酸集団を
実質的に保存し、それぞれに安定化することによって、細胞含有生物試料、特に全血、血
漿および／または血清を安定化するのに特に効果的である。それぞれの安定化組成物によ
って、全血であるのが好ましい試料を、試料の質、それぞれにその試料に含有されている
細胞外核酸集団の質を実質的に損なうことなく、室温で少なくとも２日間、好ましくは少
なくとも３日間にわたって貯蔵、および／または取扱い、例えば、輸送することが可能と
なる。さらに、これにより、含まれる細胞のトランスクリプトームの遺伝子発現プロファ
イルが保存される。当然のことながら、安定化に可能な期間を全て利用することは必須で
はなく、必要に応じてそれより早期に試料を処理することもできる。生物試料を安定化組
成物と接触させることによって、室温であっても、試料を貯蔵、および／または取扱い、
例えば、輸送を行った後に、試料に含まれている核酸を単離し、任意選択により分析およ
び／または処理することができる。したがって、試料の採集または安定化と、核酸抽出と
の間の時間を、集団、それぞれに試料に含有されている細胞外核酸集団の組成に実質的に
影響を与えずに変えることができる。特に、細胞内核酸、特に断片化ゲノムＤＮＡによる
希釈、それぞれに混入が低減される。さらに、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルが
安定化されるので、細胞内ＲＮＡを単離することができ、また、例えば、遺伝子発現の分
析方法で使うことができ、さらに遺伝子発現プロファイリングに使用することができる。
好ましくは、採集直後または採集中の試料を、安定化組成物と接触させる。また、安定化
組成物には、本明細書に記載のさらなる安定化剤、例えば、アポトーシス阻害剤を含める
ことができ、アポトーシス阻害剤としてはカスパーゼ阻害剤が好ましい。
【００９８】
　一級と二級カルボン酸アミドおよびアポトーシス阻害剤の適切で好ましい実施形態、な
らびに細胞含有試料との混合時にそれぞれの化合物の適切で好ましい濃度は、安定化方法
と共に上記で詳述されている。このことは上記開示で言及されており、それは安定化組成
物に対しても適用される。前記化合物はアポトーシス阻害剤、好ましくはカスパーゼ阻害
剤（好ましい実施形態は、上述されており、それは上記開示で言及されている）と組み合
わせて使用することもできる。さらに、記載されているように、三級アミドを組み合わせ
て使用することもできる。好ましくかつ適切な実施形態ならびに適切な濃度は上述され、
また、上記開示で言及されており、その開示はここでも適用される。一実施形態では、安
定化剤は、ブタンアミドおよびホルムアミドから選択される一級カルボン酸アミドである
。ブタンアミドは非毒性であるので、特に好ましい。本明細書で記載のように、ブタンア
ミドは細胞外核酸集団の安定化に特に効果的である。一実施形態では、安定化剤としてホ
ルムアミドが使用される。実施例で示されるように、ホルムアミドは、細胞外核酸集団な
らびに含まれる細胞のトランスクリプトームの安定化に極めて効果的である。したがって
、好都合にも、ホルムアミドは両方を安定化する目的に使用することができる。一実施形
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態では、一級カルボン酸アミドはプロパンアミドではない。
【００９９】
　一実施形態では、組成物は少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリマー、好まし
くはポリエチレングリコールを追加で含む。分子量は、例えば、２００～２００００Ｄａ
の範囲であり得る。安定化組成物へのポリエチレングリコールの含有は、それが安定化さ
れる試料中に含まれる細胞の安定化を支援し、したがって、安定化に役立つために、有利
である。
【０１００】
　さらに、特に、安定化組成物が、全血、血漿または血清を安定化するために使用される
場合、組成物がさらなる添加剤、例えば、キレート化剤などの抗凝固剤を含むことが好ま
しい。
【０１０１】
　本発明により提供される安定化組成物は、細胞含有生物試料を安定化し、したがって試
料に含有されている有核細胞の、および好ましくはまた核細胞の、溶解および／または破
壊を引き起こすことはない。したがって、安定化組成物は、それぞれの細胞および好まし
くは細胞全般の細胞溶解を誘発または促進すると想定される濃度の添加物を含まない。安
定化組成物は、例えば、実施例の項に記載のアッセイ方法によって測定されるように、試
料に含まれている細胞の損傷を低減することができる。一実施形態では、特に、本明細書
で記載の安定化組成物は、細胞含有生物試料中に含まれる細胞から試料の無細胞の部分へ
のゲノムＤＮＡの放出を減らすことができる。さらに、特に、カスパーゼ阻害剤を含有す
る場合には、安定化組成物は、安定化試料中に存在する核酸、特に、ゲノムＤＮＡの分解
を減らすことができる。記載されているように、安定化組成物は、生物試料中に含まれる
細胞外ＤＮＡ集団への、安定化試料中に含まれる細胞由来のゲノムＤＮＡの混入を減らす
か、または防止することができる。好ましくは、安定化組成物は、生物試料中に含まれる
細胞外核酸集団への、安定化試料中に含まれる細胞由来の細胞内核酸、特に、ＤＮＡおよ
びＲＮＡの混入を減らすか、または防止することができる。好ましくは、安定化組成物は
、タンパク質－ＤＮＡおよび／またはタンパク質－タンパク質架橋を誘発する架橋剤を含
まない。特に、安定化組成物は、ホルムアルデヒド、ホルマリン、パラホルムアルデヒド
、もしくはホルムアルデヒド放出剤または類似の架橋剤を含まない。さらに、本明細書で
記載し、実施例で示されるように、一実施形態では、安定化組成物はトランスクリプトー
ムの安定化をもたらす。
【０１０２】
　一実施形態では、安定化組成物は、言及した安定化剤および任意の添加剤、および任意
の緩衝剤から本質的になる。安定化組成物は、試料を安定化し、したがって、試料に含ま
れる細胞の溶解および／または破壊を促進しない。安定化組成物は、例えば、実施例の項
で記載のアッセイ方法によって測定できるように、試料に含まれている細胞の損傷を低減
することができる。
【０１０３】
　組成物は、固体形態で提供することができる。このことは、例えば、安定化される生物
試料が、その固体を溶解するための液体（例えば、細胞を含有する体液、培地中の細胞、
尿など）を含有している場合、または液体、例えば、水を試料に添加してその固体を溶解
する場合に、適切な選択肢となる。固体の安定化組成物を使用する利点は、固体が通常は
化学的により安定であるということである。しかし、液体組成物を使用することもできる
。液体組成物には、多くの場合、安定化される試料と素早く混合することができ、それに
よって、基本的には試料が液体の安定化組成物と接触してすぐに即時的な安定化効果を提
供できるという利点がある。好ましくは、液体の安定化組成物中に存在する安定化剤（単
一または複数）は、溶液中で安定なままであり、例えば、低溶解度の沈殿物を溶解するな
どの使用者による前処理は必要ない。理由は、この種の前処理が安定化効率を変動させる
危険性があるためである。
【０１０４】
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　生物試料と混合した本発明による安定化組成物を含む混合物も、提供される。生物試料
の適切で好ましい例、ならびに生物試料と混合される場合の安定剤（単一または複数）の
適切な濃度は、安定化方法と共に上述されている。それは上記開示で言及され、その開示
はここでも適用される。好ましくは、安定化組成物は、試料が、採集中にすぐに安定化さ
れるように、試料採集装置に予め充填されている。一実施形態では、安定化組成物を、生
物試料、好ましくは血液試料と、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：
１０および１：２～１：５から選択される体積比で接触させる。少量の安定化組成物によ
って多量の試料を安定化することができることが、本発明の安定化組成物の特別な利点で
ある。したがって、好ましくは、安定化組成物と試料の比は、１：２～１：７、より好ま
しくは１：３～１：５の範囲に含まれる。
【０１０５】
　使用
　本発明の第３の態様による安定化組成物を使用して、細胞含有試料に含まれている細胞
外核酸集団を安定化することができる。さらに、本発明の第３の態様による安定化組成物
を、試料に含有されている細胞を安定化するために使用することもできる。上述のように
、安定化組成物は、特に、崩壊細胞から生じるゲノムＤＮＡが細胞から放出されるのを低
減する。したがって、それぞれの使用も有利であり、本発明による教示によって提供され
る。さらに、本発明の第３の態様による安定化組成物を、含まれる細胞中の転写物レベル
を安定化するために使用することもできる。
【０１０６】
　製造方法
　また、本発明の第３の態様による組成物を製造する方法であって、組成物の成分は、好
ましくは水溶液中で混合される、方法も提供される。
【０１０７】
　本発明の組成物はまた、試料採集装置、特に、採血アセンブリに組み込むこともでき、
それにより、このような装置の新しい有用な型を提供する。このような装置には、通常、
開口端および閉止端を有する容器が含まれる。容器は、好ましくは採血チューブである。
容器のタイプは、採集される試料によっても変わり、他の適切な型式を、以下に記載する
。
【０１０８】
　容器
　さらに、本発明は、細胞含有生物試料、好ましくは血液試料を採集するための容器であ
って、
　ａ）好ましくは少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって
、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと
、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、容器を提供する。
【０１０９】
　細胞含有生物試料、好ましくは血液試料を採集するための容器は、本発明による安定化
組成物を含むことができる。本発明による前述の成分または安定化組成物を含むそれぞれ
の容器、例えば、試料採集チューブを提供することには、試料がそれぞれの容器に採集さ
れるときに素早く安定化されるという利点がある。安定化に使用される薬剤の使用および
安定化組成物に関する詳細は上述され、上記開示で言及されており、その開示はここでも
適用される。
【０１１０】
　一実施形態では、生物試料を受け入れ、採集するための採集容器であって、該容器は、
　ａ）好ましくは少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって
、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと
、
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　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、採集容器が提供される。
【０１１１】
　適切な実施形態および濃度も、その方法と共に上述されており、上記開示で言及されて
いる。一実施形態では、一級カルボン酸アミドは、ブタンアミドおよびホルムアミドから
選択される。一実施形態では、容器は、試料が採集されるときに、得られる混合物中のア
ポトーシス阻害剤または２つまたはそれを超えるアポトーシス阻害剤の組み合わせの濃度
が、少なくとも０．０１μＭ、少なくとも０．０５μＭ、少なくとも０．１μＭ、少なく
とも０．５μＭ、少なくとも１μＭ、少なくとも２．５μＭまたは少なくとも３．５μＭ
から選択され、好ましくは０．０１μＭ～１００μＭ、０．０５μＭ～１００μＭ、０．
１μＭ～５０μＭ、１μＭ～４０μＭ、１．０μＭ～３０μＭまたは２．５μＭ～２５μ
Ｍから選択される濃度範囲で存在するように、少なくとも１つのアポトーシス阻害剤を追
加で含む。一実施形態では、容器は少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリマー、
好ましくは少なくとも１つのポリエチレングリコールを追加で含む。詳細は上述され、そ
れは上記開示で言及されている。
【０１１２】
　予め充填される成分は、液体または乾燥形態で提供することができる。一実施形態では
、安定化成分は、安定化組成物として提供される。乾燥形態は、例えば、安定化される生
物試料が、固体を溶解するための液体（例えば、細胞を含有する体液、培地中の細胞、尿
など）を含有している場合、または液体、例えば、水を試料に添加して固体を溶解する場
合に、適切な選択肢となる。固体の安定化組成物を使用する利点は、固体が通常は液体よ
りも化学的に安定であるということである。一実施形態では、容器の内壁は、本発明の安
定化組成物で処理／被覆される。前記組成物は、例えば、スプレー乾燥法を使用して内壁
に塗布することができる。実質的に固体状態の保護組成物を得るために、安定化組成物に
液体除去技術を施すことができる。液体除去条件は、分配した液体安定化組成物の元の量
の少なくとも約５０重量％、少なくとも約７５重量％、または少なくとも約８５重量％を
除去するような条件であってよい。液体除去条件は、得られる組成物が、フィルム、ゲル
、または他の実質的に固体の層もしくは非常に粘性の層の形態になるように十分な液体が
除去されるような条件であってよい。例えば、その条件によって、実質的に固定されたコ
ーティングを得ることができる（細胞含有試料（血液製剤試料が好ましい）と接触時に、
再溶解するか、または別の方法で分散することができるコーティングが好ましい）。実質
的に固体形態（例えば、１つまたはそれを超えるペレットの形態）の保護剤を実現するた
めに、凍結乾燥または他の技術を用いることが可能である。したがって、液体除去条件は
、想定している試料（例えば全血試料）との接触時に保護剤が試料中に分散し、試料中の
成分（例えば細胞外核酸）を実質的に保存することになる物質を生成するような条件であ
ってよい。液体除去条件は、実質的に結晶性がないか、もしくは周囲温度で実質的に固定
されるのに十分に高い粘度を有するか、またはその両方である残存組成物を生成するよう
な条件であってよい。
【０１１３】
　一実施形態では、液体組成物が使われる。液体組成物には、多くの場合、安定化される
試料と素早く混合することができ、それによって、基本的には試料が液体の安定化組成物
と接触してすぐに即時的な安定化効果を提供できるという利点がある。好ましくは、液体
の安定化組成物中に存在する安定化剤（単一または複数）は、溶液中で安定なままであり
、例えば、低溶解度の沈殿物を溶解するなどの使用者による前処理は必要ない。理由は、
この種の前処理が安定化効率を変動させる危険性があるためである。
【０１１４】
　安定化組成物は、容器に採集される試料の量を安定化するために有効な量で、前記容器
中に含まれる。一実施形態では、液体安定化組成物を、生物試料と、１０：１～１：２０
、５：１～１：１５、１：１～１：１０および１：２～１：５から選択される体積比で接
触させる。少量の安定化組成物によって多量の試料を安定化することができることが、本
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発明の安定化組成物の特別な利点である。したがって、好ましくは、安定化組成物と試料
の比は、１：２～１：７、より好ましくは１：３～１：５の範囲に含まれる。
【０１１５】
　一実施形態では、容器は排気される。排気は、好ましくは、一定体積の流体試料を内部
に採取するのに効果的である。それによって、正確な量の試料が、容器に含まれる予め充
填された量の安定化組成物と接触させられ、したがって、安定化が効果的に行われること
が保証される。一実施形態では、容器は、開口端を有し、セプタムで封止されるチューブ
を含む。例えば、容器は、固体または液体形態いずれかの規定量の安定化組成物が予め充
填されており、規定の真空が適用され、セプタムで封止される。セプタムは、標準のサン
プリング付属品（例えばカニューレ等）と適合するように構築される。例えば、カニュー
レと接触する場合、真空によって所定量の試料が容器に採集される。それぞれの実施形態
は、採血するのに特に有利である。適切な容器は、例えば、米国特許第６，７７６，９５
９号に開示されている。
【０１１６】
　本発明の容器は、ガラス、プラスチックまたは他の適切な材料から製造することができ
る。プラスチック材料は、酸素不透過材料であってよく、または酸素不透過層を含んでも
よい。あるいは、容器は、水透過性および空気透過性のプラスチック材料から製造するこ
とができる。本発明の容器は、好ましくは透明材料から製造される。適切な透明な熱可塑
性材料の例には、ポリカーボネート、ポリエチレン、ポリプロピレンおよびポリエチレン
テレフタレートが挙げられる。容器は、採集される生物試料の必要体積に従って選択され
る適切な寸法を有することができる。上述のように、好ましくは、容器は、大気圧未満の
内圧まで排気される。このような実施形態は、全血などの体液を採集するのに特に適して
いる。圧力は、好ましくは、所定体積の生物試料を容器に採取するように選択される。こ
のような真空チューブに加えて、非真空チューブ、機械的分離チューブ、またはゲルバリ
アチューブも、特に血液試料を採集するための試料容器として使用することができる。適
切な容器およびキャッピング装置の例は、米国特許第５，８６０，３９７号および米国特
許出願公開第２００４／００４３５０５号で開示されている。細胞含有試料を採集するた
めの容器として、さらなる採集装置、例えば、シリンジ、採尿装置または他の採集装置を
使用することもできる。容器のタイプは、収集される試料のタイプによって変わる場合も
あり、当業者なら適切な容器を利用することも可能である。
【０１１７】
　容器、それぞれに装置に、安定剤として上記で定義された少なくとも１つの式１に従う
化合物が充填されるか、または予め充填されている場合に、有益な結果が得られる。好ま
しくはホルムアミドおよびブタンアミドから選択される上述の一級または二級カルボン酸
アミドに加えて抗凝固剤が包含されるのが好ましい。抗凝固剤は、好ましくは、ＥＤＴＡ
などのキレート化剤である。さらに、容器に含まれている安定化組成物は、アポトーシス
阻害剤、好ましくはカスパーゼ阻害剤および任意の追加の添加物を含んでもよい。一実施
形態では、容器に含まれている安定化組成物は、カスパーゼ阻害剤および抗凝固剤を含む
。一実施形態では、安定化組成物は、上述の三級アミドを含む。
【０１１８】
　一実施形態では、容器は、開口上端、底部、およびその間に広がってチャンバを画定す
る側壁を有し、本発明による安定化剤および／または安定化組成物は、そのチャンバに含
まれる。本発明の安定化剤および／または安定化組成物は、液体または固体形態で容器に
含むことができる。一実施形態では、容器はチューブであり、底部は閉じた底部であり、
容器はさらに、開口上端に蓋を含み、チャンバは減圧状態である。チャンバ内を減圧する
利点は、上述した。好ましくは、蓋は、針またはカニューレで刺し通すことができ、減圧
は、特定の体積の液体試料をチャンバ中に採取するように選択される。一実施形態では、
チャンバは、特定の体積の液体試料をチャンバ中に採取するように選択された減圧下にあ
り、安定化組成物は、液体であり、安定化組成物と特定の体積の細胞含有試料の体積比が
、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０および１：２～１：５から
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選択されるようにチャンバ内に配置される。関連する利点は、上述した。
【０１１９】
　好ましくは、容器は、患者からの採血用である。
【０１２０】
　採集方法
　第５の態様では、本発明の第４の態様による容器のチャンバ中に患者から試料を直接採
集するステップを含む方法が提供される。容器および試料に関する詳細は、上述した。そ
れぞれの開示が参照される。一実施形態では、血液試料が採集され、それは、好ましくは
患者から吸引される。
【０１２１】
　本明細書に開示の方法および組成物は、細胞外核酸を効果的に保存および単離すると同
時に、生物試料に含まれている細胞から生じ、損傷細胞、それぞれに細胞溶解に起因して
生物試料に入り込む可能性がある核酸、特に断片化ゲノムＤＮＡと混ざり合う可能性を低
減することができる。本発明の方法、ならびに組成物および開示装置（例えば採集容器）
は、細胞外核酸の分解を低減し、さらに細胞溶解および／またはゲノム核酸、特に断片化
ゲノムＤＮＡの放出を低減し、それにより、試料に含有されている細胞外核酸へ細胞内核
酸が混入されず、それぞれの混入が本発明の教示によってそれぞれに低減される。上記で
考察したように、細胞外核酸と細胞内核酸、特に断片化ゲノムＤＮＡとが相互に混ざり合
うことにより、生物試料中の細胞外核酸の量の全ての測定精度が低下する可能性がある。
上記で考察したように、本発明の重要な利点は、試料に含有されている細胞（特に、全血
、血漿または血清の場合は白血球またはいくつかのタイプの白血球）および細胞外核酸の
両方を本質的に同時に安定化する可能性があるということである。このことは、細胞外核
酸の構造的完全性を維持しながら、ゲノムＤＮＡなどの細胞内核酸が、試料の無細胞部分
に放出されるのを防止し、さらには試料に含まれている目的の細胞外核酸（および関連す
るバイオマーカー）が希釈されるのを防止するのに役立つ。本明細書で考察したように、
全血または血漿などの細胞含有生物試料を、安定化剤（単一または複数）と接触させるこ
とによって、細胞外核酸を単離する前に試料をある期間貯蔵することが可能となる。より
好ましくは、細胞含有生物試料、例えば、血液または血漿を、ある場所（例えば、医療施
設）で採取し、安定化剤（単一または複数）と接触させ、その後に、核酸の単離および検
査工程のために、別の遠隔地（例えば、検査室）まで輸送することができる。さらに、本
明細書で記載の安定化技術は、詳細に上述したように、細胞内核酸、特に、転写物レベル
を安定化することを可能とする。本明細書で記載の方法と組成物を使って実現可能なトラ
ンスクリプトームの安定化は、さらに重要な利点である。一実施形態では、ホルムアミド
がトランスクリプトームの安定化のために使用される。上述され、実施例で示されるよう
に、ホルムアミドは、トランスクリプトームならびに細胞外核酸集団の安定化に極めて効
果的である。さらに、細胞を試料から単離することができ、それにより、血液試料中の特
定の細胞集団、例えば、腫瘍細胞、例えば、循環性腫瘍細胞などの分析が可能となる。利
点と技術的効果は、詳細に前に詳述され、それは上記開示で言及されている。
【０１２２】
　さらに、本明細書で開示のように、安定化試薬および方法は、架橋試薬、例えばホルム
アルデヒド、ホルムアルデヒド放出剤などの使用を含む現状の既知の安定化試薬および方
法に対する利点を提供する。理由は、本発明による試料の安定化にはこのような架橋試薬
の使用を含まないからである。架橋試薬は、核酸分子間、または核酸とタンパク質との間
で分子間または分子内共有結合を生じさせる。この効果が、複合生物試料から精製または
抽出された後の、このように安定化され、部分的に架橋された核酸の回収の減少に繋がる
可能性がある。例えば、全血試料中の循環核酸の濃度は、既に比較的低いので、このよう
な核酸の収率をさらに低下させるどのような処置も、回避されるべきである。このことは
、悪性腫瘍に由来する、または妊娠初期に発育中の胎児に由来する非常に希少な核酸分子
を検出し分析する場合に、特に重要になる可能性がある。したがって、安定化組成物にホ
ルムアルデヒド放出剤は含まれず、安定化するためにそれぞれに追加で使用されることは
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ない。したがって、一実施形態では、安定化組成物にホルムアルデヒドまたはホルムアル
デヒド放出剤などの架橋剤は含まれず、安定化するためにそれぞれに追加で使用されるこ
とはない。したがって、ここでは、安定化組成物は、核酸－核酸、核酸－タンパク質、特
にタンパク質－ＤＮＡおよび／またはタンパク質－タンパク質架橋を誘発する架橋剤を含
まない。特に、安定化組成物は、ホルムアルデヒド、ホルマリン、パラホルムアルデヒド
、またはホルムアルデヒド放出剤を含まない。さらに、記載のように、安定化組成物は、
好ましくは、例えば、カオトロピック塩などの細胞溶解を誘発するであろういかなる添加
物も含まない。さらに、一実施形態では、本発明による安定化方法は、毒性作用物質とし
て分類される添加物の使用を含まない。
【０１２３】
　特に好ましい態様および実施形態は、再度下記に記載される。
【０１２４】
　第１の態様では、本発明は、特に、細胞含有生物試料を少なくとも１つのカルボン酸ア
ミドと接触させることによって試料を安定化する方法であって、該カルボン酸アミドは一
級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択される、方法に関する。好まし
くは、細胞含有生物試料および少なくとも１つのカルボン酸アミドを含む得られた組成物
は、少なくとも０．２５％の濃度のカルボン酸アミドを含む。一実施形態では、安定化は
、細胞内ＲＮＡの安定化をもたらし、および／または細胞含有試料に含まれる細胞外核酸
集団が安定化される。本明細書で記載のように、本方法は、細胞溶解に基づかず、安定化
が、タンパク質－核酸および／またはタンパク質－タンパク質架橋を誘発する架橋剤の使
用を含まず、またホルムアルデヒド放出剤の使用を含まない。
【０１２５】
　一実施形態では、一級カルボン酸アミドと二級カルボン酸アミドから選択されるカルボ
ン酸アミドは、式１：
【０１２６】
【化３】

【０１２７】
（式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２は水素残基および直鎖または分
岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長の炭化水素残基から選択され、Ｒ３は水素残基であり
、Ｒ４は酸素である）
を有する。
【０１２８】
　一実施形態では、細胞含有試料は、ホルムアミド、アセトアミド、プロパンアミドおよ
びブタンアミドからなる群より選択される少なくとも１つの一級カルボン酸アミド、好ま
しくはブタンアミドと接触させられる。別の実施形態では、細胞含有生物試料は、Ｎ－ア
ルキルホルムアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、およびＮ－アルキルプロパンアミドか
らなる群より選択される、好ましくは、Ｎ－メチルホルムアミド、Ｎ－メチルアセトアミ
ドおよびＮ－メチルプロパンアミドから選択される少なくとも１つの二級カルボン酸アミ
ドと接触させられる。
【０１２９】
　一実施形態では、細胞含有生物試料を安定化する方法は、試料を少なくとも１つのカル
ボン酸アミドと接触させることを含み、カルボン酸アミドはホルムアミドであり、細胞含
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有生物試料およびホルムアミドを含む得られた組成物は、少なくとも、０．２５％の濃度
のホルムアミドを含み、安定化は細胞内ＲＮＡの安定化をもたらし、および／または細胞
含有試料中に含まれる細胞外核酸集団が安定化され、前記方法は、細胞溶解に基づかず、
安定化はタンパク質－核酸および／またはタンパク質－タンパク質架橋を誘発する架橋剤
の使用を含まず、前記方法はホルムアルデヒド放出剤の使用を含まない。
【０１３０】
　一実施形態では、細胞含有生物試料を、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸ア
ミドから選択される少なくとも１つのカルボン酸アミドと接触させて得られる混合物は、
前記カルボン酸アミドを、少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．
５％、少なくとも０．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％、少なくとも１．
５％、または少なくとも２％の濃度で含む。適切な濃度範囲も、上述した。一実施形態で
は、カルボン酸アミドはホルムアミドである。
【０１３１】
　一実施形態では、細胞含有試料は、血液試料であり、追加で抗凝固剤と接触させられる
。
【０１３２】
　一実施形態では、細胞含有試料中に存在する核酸の分解は、安定化により低減される。
特に、細胞内ＲＮＡが安定化される。好ましくは、試料に含まれる細胞中のトランスクリ
プトームおよび／または転写物レベルが安定化される。一実施形態では、ｃ－ｆｏｓ、Ｉ
Ｌ－１β、ＩＬ－８およびｐ５３から選択される１つまたはそれを超えるマーカー遺伝子
の転写物レベルが、安定化時に、少なくとも２４時間、好ましくは少なくとも４８時間安
定化される。一実施形態では、本方法は細胞含有試料に含まれる細胞外核酸集団を安定化
するために適する。特に、試料中に含まれる細胞から試料の無細胞の部分へのゲノムＤＮ
Ａの放出が低減される。
【０１３３】
　一実施形態では、前記方法は、１つまたはそれを超える次の特徴を有する：
　ａ）安定化は安定化試料から細胞の単離を可能とする；
　ｂ）細胞含有試料は血液試料であり、白血球が安定化される；
　ｃ）細胞の形態が保存される；
　ｄ）有核細胞の形態が保存される；
　ｅ）試料は血液試料であり、含まれるリンパ球および／または単球が安定化される；
　ｆ）細胞表面エピトープが保存される；および／または
　ｇ）細胞表面タンパク質が保存される。
【０１３４】
　一実施形態では、細胞含有試料は、安定化のために追加でアポトーシス阻害剤と接触さ
せられる。好ましくは、アポトーシス阻害剤は、カスパーゼ阻害剤、より好ましくは汎カ
スパーゼ阻害剤である。適切なカスパーゼ阻害剤は上述され、それは上記開示で言及され
ている。
【０１３５】
　一実施形態では、細胞含有試料は、安定化のために、追加で少なくとも１つのポリ（オ
キシエチレン）ポリマーと接触させられる。好ましくは、ポリ（オキシエチレン）ポリマ
ーは、ポリエチレングリコールである。詳細は上述され、それは上記開示で言及されてい
る。
【０１３６】
　一実施形態では、本方法は、１つまたはそれを超える次の特徴を有する：
　ａ）一級または二級カルボン酸アミドである少なくとも１つのカルボン酸アミドおよび
任意の追加の添加物が安定化組成物に含まれ、安定化組成物と特定の体積の細胞含有試料
との体積比が、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０および１：２
～１：５から選択される；
　ｂ）安定化細胞含有試料は、核酸分析および／または検出方法に供される；
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　ｃ）細胞内および／または細胞外核酸が安定化試料から単離され、単離核酸が分析およ
び／または検出される；
　ｄ）安定化試料中に含まれる細胞が除去される；および／または
　ｅ）（ｉ）安定化細胞含有生物試料、（ｉｉ）細胞が除去されている安定化試料および
／または（ｉｉｉ）試料から除去された細胞、が貯蔵される。
【０１３７】
　一実施形態では、核酸が安定化試料から単離される。例えば、ＲＮＡが安定化試料中に
含まれる細胞から単離できる。一実施形態では、細胞が安定化試料から除去され、好まし
くは除去された細胞が分析され、および／または核酸またはタンパク質などの生体分子が
除去された細胞から単離される。
【０１３８】
　一実施形態では、細胞含有試料は、少なくとも１つの式１：
【０１３９】
【化４】

【０１４０】
（式中、Ｒ１は水素残基またはアルキル残基であり、Ｒ２およびＲ３は、同じまたは異な
る直鎖または分岐鎖配置の１～２０原子の炭素鎖長を有する炭化水素残基であり、Ｒ４は
、酸素、硫黄またはセレン残基であり、好ましくはＲ４は酸素である）
に従う化合物の三級アミドとさらに接触させられる。式１に従う三級アミドは、カルボン
酸アミドであってよい。それは、Ｎ，Ｎ－ジアルキルプロパンアミド、好ましくはＮ，Ｎ
－ジメチルプロパンアミドであってよい。一実施形態では、式１に従う三級アミドは、Ｎ
，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルプロパ
ンアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルブタンアミドからなる群より選択される。一実施形態では、
細胞含有生物試料が少なくとも１つの式１に従う一級または二級カルボン酸アミド、好ま
しくはブタンアミド、および三級アミドならびに安定化のために使用される追加の任意の
添加物と接触させられた後、得られた混合物は、
　ｉ）少なくとも０．１％、少なくとも０．２５％、少なくとも０．５％、少なくとも０
．７５％、少なくとも１％、少なくとも１．２５％または少なくとも１．５％の濃度；お
よび／または
　ｉｉ）０．１％～３０％、０．２５％～２０％、０．５％～１５％、０．７％～１０％
、０．８％～７．５％、０．９％～６％または１％～５％の範囲の濃度の式１に従う三級
アミドを含む。
【０１４１】
　第２の態様では、本開示は、生物試料から核酸を単離する方法であって、
　ａ）第１の態様による方法により細胞含有試料を安定化するステップと、
　ｂ）該安定化試料から核酸を単離するステップと、
を含む、方法に関する。
【０１４２】
　一実施形態では、ステップｂ）は、細胞内核酸、好ましくは細胞内ＲＮＡを単離するこ
とを含む。特に、ステップｂ）は、安定化試料から細胞を除去すること、および除去され
た細胞から核酸を単離することを含んでもよい。
【０１４３】
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　一実施形態では、ステップｂ）は、細胞外核酸を単離することを含む。特に、細胞が残
存する試料から分離することができ、ステップｂ）で細胞外核酸が残存する試料から単離
され、および／または細胞内核酸が除去された細胞から単離される。したがって、上述の
ように、本方法は、必要に応じ、細胞外および細胞内核酸を同時に単離可能とする。好ま
しくは、試料は血液である。
【０１４４】
　一実施形態では、単離核酸は、さらにステップｃ）で処理および／または分析され、好
ましくは、
　ｉ）修飾される；
　ｉｉ）少なくとも１つの酵素と接触させられる；
　ｉｉｉ）増幅される；
　ｉｖ）逆転写される；
　ｖ）クローン化される；
　ｖｉ）配列決定される；
　ｖｉｉ）プローブと接触させられる；
　ｖｉｉｉ）検出される；
　ｉｘ）定量される；
　ｉｘ）同定される；および／または
　ｘ）遺伝子発現プロファイリング用に分析される。
【０１４５】
　第３の態様では、細胞含有生物試料の安定化に適する組成物であって、
　ａ）好ましくは少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって
、一級カルボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと
、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、組成物が提供される。
【０１４６】
　少なくとも１つのカルボン酸アミドの適切で好ましい実施形態は、上述した。一実施形
態では、組成物は、ホルムアミド、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタンアミドか
らなる群より選択される少なくとも１つの一級カルボン酸アミドを含む。好ましくは、一
級カルボン酸アミドは、ホルムアミドおよびブタンアミドから選択される。別の実施形態
では、組成物は、Ｎ－アルキルホルムアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、およびＮ－ア
ルキルプロパンアミドからなる群より選択される、好ましくは、Ｎ－メチルホルムアミド
、Ｎ－メチルアセトアミドおよびＮ－メチルプロパンアミドから選択される少なくとも１
つの二級カルボン酸アミドを含む。一実施形態では、抗凝固剤はキレート化剤、好ましく
はＥＤＴＡである。
【０１４７】
　一実施形態では、組成物は、安定化のために、少なくとも１つのポリ（オキシエチレン
）ポリマーを含む。好ましくは、ポリ（オキシエチレン）ポリマーは、ポリエチレングリ
コールである。詳細は上述され、それは上記開示で言及されている。
【０１４８】
　一実施形態では、組成物は、細胞含有試料としての血液試料を安定化するためのもので
ある。
【０１４９】
　一実施形態では、組成物は、第１の態様と共に上述の式１に従う少なくとも１つの三級
アミドを含む。このような三級アミドは、例えば、ブタンアミドと組み合わせて使用する
ことができる。
【０１５０】
　一実施形態では、組成物は少なくとも１つのアポトーシス阻害剤、好ましくはカスパー
ゼ阻害剤、より好ましくは汎カスパーゼ阻害剤を含み、好ましくは汎カスパーゼ阻害剤は
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、Ｑ－ＶＤ－ＯＰｈおよびＺ－Ｖａｌ－Ａｌａ－Ａｓｐ（ＯＭｅ）－ＦＭＫからなる群よ
り選択され、カスパーゼ阻害剤は好ましくはＱ－ＶＤ－ＯＰｈである。
【０１５１】
　一実施形態では、組成物は少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）ポリマー、好まし
くはポリエチレングリコールおよびアポトーシス阻害剤、好ましくはカスパーゼ阻害剤を
追加で含む。
【０１５２】
　一実施形態では、組成物は、含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルを安定化すること
ができ、および／または細胞含有試料中に含まれる細胞外核酸集団を安定化することがで
きる。一実施形態では、組成物は、１つまたはそれを超える次の特徴を有する：
　ａ）組成物は、細胞を安定化し、細胞含有生物試料中に含まれる細胞からその試料の無
細胞の部分へのゲノムＤＮＡの放出を低減させることができる；
　ｂ）組成物は、安定化試料中に含まれる細胞由来のゲノムＤＮＡによる生物試料中に含
まれる細胞外ＤＮＡ集団の希釈を減らすことができる；
　ｃ）組成物は、安定化試料中に含まれる細胞由来の細胞内核酸による生物試料中に含ま
れる細胞外核酸集団の希釈を減らすことができる；
　ｄ）安定化組成物は、細胞溶解を誘発または促進するであろう濃度の添加物を含まない
；
　ｅ）安定化組成物は、タンパク質－ＤＮＡおよび／またはタンパク質－タンパク質架橋
を誘発する架橋剤を含まない；
　ｆ）安定化組成物は、ホルムアルデヒド、ホルマリン、パラホルムアルデヒド、または
ホルムアルデヒド放出剤を含まない；
　ｇ）安定化組成物は、毒性作用物質を含まない；および／または
　ｈ）安定化組成物は、冷蔵をしないで、好ましくは室温で、少なくとも２日間、少なく
とも３日間、少なくとも２日～３日間、少なくとも２日～６日間、および／または少なく
とも２日～７日間から選択される期間、細胞含有生物試料中に含まれる細胞外核酸集団を
安定化することができる。
【０１５３】
　一実施形態では、安定化組成物と血液試料の接触時に、ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ
－８およびｐ５３から選択される１つまたはそれを超えるマーカー遺伝子の転写物レベル
が、安定化時に、少なくとも４８時間安定化され、好ましくは安定化組成物と細胞含有試
料との体積比が、１０：１～１：２０、５：１～１：１５、１：１～１：１０および１：
２～１：５から選択される。一実施形態では、試料は血液試料であり、白血球、好ましく
はリンパ球の形態および／または細胞表面エピトープが保存される。
【０１５４】
　一実施形態では、安定化組成物は、生物試料との混合物として提供される。一実施形態
では、安定化組成物は、生物試料との混合物として提供され、前記試料は１つまたはそれ
を超える次の特徴を有する：
　ａ）生物試料は細胞外核酸を含む；
　ｂ）生物試料は全血である。
【０１５５】
　また、本発明は、第１の態様による安定化方法における第３の態様による組成物の使用
にも関する。
【０１５６】
　第４の態様では、細胞含有生物試料、好ましくは血液試料を採集するための容器であっ
て、
　ａ）少なくとも１％の濃度の、少なくとも１つのカルボン酸アミドであって、一級カル
ボン酸アミドおよび二級カルボン酸アミドから選択されるカルボン酸アミドと、
　ｂ）少なくとも１つの抗凝固剤と、
を含む、容器が提供される。
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　一実施形態では、容器は、ホルムアミド、アセトアミド、プロパンアミドおよびブタン
アミドからなる群より選択される少なくとも１つの一級カルボン酸アミドを含む。好まし
くは、一級カルボン酸アミドは、ホルムアミドおよびブタンアミドから選択される。別の
実施形態では、容器は、Ｎ－アルキルホルムアミド、Ｎ－アルキルアセトアミド、および
Ｎ－アルキルプロパンアミドからなる群より選択される、好ましくは、Ｎ－メチルホルム
アミド、Ｎ－メチルアセトアミドおよびＮ－メチルプロパンアミドから選択される少なく
とも１つの二級カルボン酸アミドを含む。一実施形態では、抗凝固剤はキレート化剤、好
ましくはＥＤＴＡである。
【０１５８】
　一実施形態では、容器は、安定化のために、少なくとも１つのポリ（オキシエチレン）
ポリマーをさらに含む。好ましくは、ポリ（オキシエチレン）ポリマーは、ポリエチレン
グリコールである。詳細は上述され、それは上記開示で言及されている。
【０１５９】
　記載されているように、容器は、本発明の第３の態様による組成物を含むことができる
。したがって、一実施形態では、前述の化合物を組成物中に含めることができる。
【０１６０】
　第５の態様では、患者から生物試料、好ましくは血液を、本発明の第４の態様による容
器のチャンバ内に直接に採集する、好ましくは吸引するステップを含む方法が提供される
。
【０１６１】
　第６の態様では、本発明の第３の態様による組成物を製造する方法であって、組成物の
成分が混合され、好ましくは溶液中で混合される、方法が提供される。
【０１６２】
　本発明は、本明細書に開示の例示的な方法および材料によって制限されず、本明細書に
記載の方法および材料に類似のまたは等価な任意の方法および材料も、本発明の実施形態
を実施または試験するのに使用することができる。数値範囲は、その範囲を規定する両端
の数値を含む。本明細書に提示の見出しは、本明細書を全体として参照することによって
読み取ることができる本発明の様々な態様または実施形態を限定するものではない。
【０１６３】
　本発明で使用する場合、用語の「溶液」は、特に、液体組成物、好ましくは水性の組成
物を意味する。溶液は、１相だけからなる均質な混合物であってもよいが、溶液が、例え
ば、特に、安定化剤などの含有化学物質の沈殿物などの固体添加剤を含むことも本発明の
範囲に含まれる。
【０１６４】
　本明細書でヌクレオチド（ｎｔ）を基準として示したサイズ、それぞれにサイズ範囲は
、鎖長を意味し、したがって一本鎖および二本鎖分子の長さを表すために使用される。二
本鎖分子では、前記ヌクレオチドは対を形成している。
【０１６５】
　一実施形態では、本方法の場合におけるある特定のステップを含むもの、または本組成
物、溶液および／もしくは緩衝液の場合におけるある特定の成分を含むものとして本明細
書に記載されている主題は、それぞれのステップまたは成分からなる主題を意味する。本
明細書に記載の好ましい実施形態を選択し、組み合わせることが好ましく、好ましい実施
形態のそれぞれの組み合わせから生じる特定の主題も、本開示に属する。
【０１６６】
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【表１－１】

【０１６７】
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【表１－２】

【０１６８】
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【表１－３】

【０１６９】
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【表１－４】

【０１７０】
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【表１－５】

【０１７１】
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【表１－６】

【０１７２】
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【表１－７】

【０１７３】
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【表１－８】

【０１７４】
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【表１－９】

【０１７５】
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【表１－１０】

【０１７６】
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【表１－１１】

【０１７７】
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【表１－１２】

【０１７８】
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【表１－１３】

【０１７９】
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【表１－１４】

【０１８０】
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【表１－１５】

【実施例】
【０１８１】
　以下の実施例では、本発明の材料および方法を提供する。これらの実施例は、単に例示
目的であり、いかなる様式であっても、本発明を制限するものと解釈されるべきでないこ
とを理解されたい。
【０１８２】
　Ｉ．種々の一級および二級カルボン酸アミドの細胞レベルおよび転写物レベル安定化特
性
　１．材料と方法
　選択された遺伝子（ｃ－ｆｏｓ、ＩＬ－１β、ＩＬ－８、ｐ５３）由来の一定レベルの
転写物により示される遺伝子転写物の安定化能力を有する試薬組成物を特定することがで
きる試験システムおよび研究設備を確立した。以前の研究において、これらの転写物が貯
蔵中に非常に不安定な転写物であると同定され、これらは採血後数分以内に誘発されるか
または下方制御され（転写物の増加および減少）、したがって、選別目的では「最悪のケ
ース」のマーカーとして選択された。
【０１８３】
　さらに、ＲＮＡ調製プロトコルが転写物レベルの分析に対して与えうるいかなる影響も
排除するために、試料安定化の［＋］対照に使用したものと同じＲＮＡ調製技術を試料安
定化の［－］対照および試験試料に対しても使用した。
【０１８４】
　血液を複数ドナーから複製ＥＤＴＡ血液チューブ（ＢＤ、試料安定化の［－］対照）お
よび試料安定化の［＋］対照として機能するＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕ
ｂｅ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ）に採取した。ＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔ
ｕｂｅは、細胞を溶解し、それにより遺伝子転写プロファイルを「凍結する」組成物を含
む（本発明の背景技術の項も参照）。ＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅは
、遺伝子発現分析用に血液を安定化するためのものである。１つの目的は、転写物レベル
安定化において、細胞溶解に基づかないＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ
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と同じまたは類似の性能を達成する安定化方法を見つけることであった。したがって、Ｐ
ＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄに採取され、その結果、その中に含まれる安定化組成物で処理
された試料を、実験設備における陽性対照として使用した。採血後直ちにＥＤＴＡ血液試
料の半分をＲＮＡ安定化試験溶液で処理し、血液試験試料を得た。１ｍｌの安定化添加剤
を９ｍｌのＥＤＴＡ血液に加えた。８～１０回チューブを反転させることにより、血液と
安定化剤溶液を混合した。全血液チューブを室温で０、２４および７２時間インキュベー
トした。２時間のインキュベーションが、ＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂ
ｅからＲＮＡを単離するために必要な最小限の細胞溶解およびＲＮＡ沈殿時間であるため
、インキュベーションなし（試験時点０時間）として定義されたＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏ
ｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅを２時間インキュベートした。インキュベーション後、ＰＡＸｇ
ｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ試料を－２０℃で凍結し、一方で、ＥＤＴＡ血液
および安定化剤と混合したＥＤＴＡ血液試料当たり２．５ｍｌの一定分量を試験時点０時
間または安定化期間後にＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに移し、記載の
ようにチューブ反転により混合し、溶解のためにＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　
Ｔｕｂｅ中で６時間インキュベートした後、－２０℃で貯蔵した。
【０１８５】
　室温までチューブを解凍して平衡にした後、手引き書に記載のプロトコルに従ってＰＡ
Ｘｇｅｎｅ　９６　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）を用いてＰＡＸｇｅｎ
ｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に最終的に存在した全血液試料からＲＮＡ調製を行
った。
【０１８６】
　ＵＶ分光法およびＲＩＮ計算（Ａｇｉｌｅｎｔ　ＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒのＮａｎｏｃ
ｈｉｐ）を備えた小型化キャピラリーゲル電気泳動によりＲＮＡの量（ＲＮＡ収率）およ
び質（ＲＮＡ純度、ＲＮＡ完全性）を測定した。
【０１８７】
　全ＲＮＡ試料の転写物レベルを、反応へのテンプレート入力量に正規化したＦＯＳ、Ｉ
Ｌ１Ｂ、ＩＬ８、およびＴＰ５３のモノプレックスアッセイを使ってリアルタイムＲＴ－
ＰＣＲにより分析した。転写物の量を反映している得られたＣＴ値を直接比較した。室温
での血液試料インキュベーションにより影響を受けない相対的転写物レベルを一定のＣＴ
値により表し、転写物の増加（例えば、遺伝子誘発による）をより低いＣＴ値で、および
転写物の減少（例えば、遺伝子抑制による）をより高いＣＴ値で表した。
【０１８８】
　示されている場合には、血液スメアを顕微鏡により評価し、細胞完全性をフローサイト
メトリー（ＦＣ）により評価して、細胞の形態を調査した。
【０１８９】
　２．試験したカルボン酸アミド
　実施例１：ホルムアミドを使った安定化
　血液を複数ドナーから複製ＥＤＴＡ血液チューブ（ＢＤ、試料安定化の［－］対照）お
よび試料安定化の［＋］対照として機能するＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕ
ｂｅ（ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ）に採取した。採血後直ちにＥＤＴＡ血液試料の半分をＲ
ＮＡ安定化試験溶液で処理し、血液試験試料を得た。詳細には、１ｍｌの安定化添加剤（
５０％ｖ／ｖのホルムアミド、５ｘＭＯＰＳ緩衝液、ｐＨ５．５）を９ｍｌのＥＤＴＡ血
液に加えた。血液の混合、インキュベーション、一定分量の血液試料のＰＡＸｇｅｎｅ　
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅへの移送、凍結、貯蔵およびＲＮＡ調製を上述のように行
った。上述の材料と方法の項で記載したようにＲＮＡを転写物レベル分析に供した。ＵＶ
分光法およびＲＩＮ計算（Ａｇｉｌｅｎｔ　ＢｉｏａｎａｌｙｚｅｒのＮａｎｏｃｈｉｐ
）を備えた小型化キャピラリーゲル電気泳動によりＲＮＡの量（ＲＮＡ収率）および質（
ＲＮＡ純度、ＲＮＡ完全性）を測定した。全ＲＮＡ試料の転写物レベルを、反応へのテン
プレート入力量に正規化したＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、およびＴＰ５３のモノプレック
スアッセイを使ってリアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより分析した。転写物の量を反映してい



(72) JP 6381628 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

る得られたＣＴ値を直接比較した。室温での血液試料インキュベーションにより影響を受
けない相対的転写物レベルを一定のＣＴ値により表し、転写物の増加（例えば、遺伝子誘
発による）をより低いＣＴ値で、および転写物の減少（例えば、遺伝子抑制による）をよ
り高いＣＴ値で表した。血液スメアを顕微鏡により評価し、細胞完全性をフローサイトメ
トリー（ＦＣ）により評価して、細胞の形態を調査した。
【０１９０】
　ＲＮＡは、全試料から高収率で単離することができた。したがって、安定化によりその
後のＲＮＡ単離が損なわれることがなかったことを確認した。全試料から調製されたＲＮ
Ａの純度は、高度に純粋なＲＮＡの範囲であった（２．０～２．２の範囲のＡ２６０／Ａ
２８０）。さらに、単離ＲＮＡのＲＮＡ完全性は高かった（８を超えるＲＩＮ）。
【０１９１】
　予想通り、４つの選択されたマーカー遺伝子由来の転写物の相対的レベルは、ＰＡＸｇ
ｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中で安定なままであり、安定化剤を加えなかった
ＥＤＴＡチューブ中では変化した（エクスビボで、ＦＯＳ、ＩＬ８の転写物遺伝子誘発／
増加およびＩＬ１Ｂ、ＴＰ５３の転写物遺伝子抑制／減少）。安定化剤ホルムアミドと混
合したＥＤＴＡ血液試料は、血液試料貯蔵期間にわたる不変のまたは極小さな最小限の変
化のＣＴ値で表される安定化発現レベルを示した。したがって、ホルムアミドは、転写物
レベル、およびしたがって血液試料中に含まれる細胞の遺伝子転写プロファイルの安定化
に極めて効果的である。結果を図１～４に示す。
【０１９２】
　未処理ＥＤＴＡ血液および室温で３日間までインキュベートした、安定化添加剤と混合
したＥＤＴＡ血液（試験溶液）において、無傷の白血球を検出した（図５参照）。これは
、安定化添加剤が、ＷＢＣに対し溶解作用を示さなかったことを示した。上述のように、
血液をＢＤ　ＥＤＴＡチューブに直接採取し、複製試料を未処理（［＋］対照［ＥＤＴＡ
］）のままで保持するか、または試験溶液（最終濃度５％ｖ／ｖのホルムアミドおよび０
．５ｘＭＯＰＳ緩衝液［ｐＨ５．５］）で処理した。試料の採集と処理の直後に、一定分
量の血液をインキュベーションなしに分析し（０時間試料）、残りの試料を顕微鏡による
細胞完全性分析の前に室温で１日および３日間（２４時間および７２時間試料）インキュ
ベートした。血液スメアを４０ｘに拡大し、顕微鏡画像を取得して細胞完全性を評価した
。単一ＷＢＣを含む画像部分をデジタルで拡大し、無傷の細胞の存在を実証した。未処理
ＥＤＴＡ血液試料（［＋］対照（ＥＤＴＡ））は、無傷の細胞を含む血液試料の陽性対照
として機能した。各図中の白色矢じりで示したのは、赤血球（無核細胞）に取り囲まれた
ＷＢＣ（有核細胞）である。
【０１９３】
　顕微鏡による分析で得られた結果は、フローサイトメトリーを使った細胞完全性の分析
により実証された。ＦＣは、未処理ＥＤＴＡ血液および室温で３日間までインキュベート
した、安定化添加剤と混合したＥＤＴＡ血液（試験溶液）において、無傷のＷＢＣの存在
を示した（図６参照）。未処理および処理試料の血液インキュベーションの結果、リンパ
球および単球は溶解による影響を受けなかった。より長期の貯蔵で、好中性顆粒球（ｇｒ
ａｎｕｌｏｃｔｅ）の一部に溶解が起こったように見えた。しかし、ゲノムＤＮＡの放出
が依然として効率的に防止されているので（下記ＩＩの項の実施例を参照されたい）、Ｆ
Ｃプロファイルで認められる差異は他の理由を有するであろう。しかし、より長い安定化
期間中に全ての白血球を等しく良好に安定化させることができるとは限らない。しかし、
無傷の細胞が検出されており、検出された細胞集団は、特定の（ｃｅｒｔａｉｌ）診断用
途、例えば、リンパ球の分析を狙った用途に対しては重要である。
【０１９４】
　実施例１で行われた実験は、ホルムアミドは転写物レベルの安定化、したがって、血液
試料中のトランスクリプトームの安定化に効果的であることを示す。ＲＮＡを良好な収率
およびＲＴ－ＰＣＲ分析に適する純度で単離することができた。さらに、細胞を安定化試
料から単離することができた。
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【０１９５】
　実施例２：アセトアミドを使った安定化
　ＥＤＴＡ血液試料を未処理のまま保持するか、または採血後直ちに８％ｗ／ｖのアセト
アミドと混合した。ＰＡＸｇｅｎｅ　ＲＮＡ血液チューブ中の採集血液試料はこの場合も
対照として機能した。材料と方法の項で記載のように、室温で１日間のインキュベーショ
ン後に、試料の取扱いおよび複製チューブなしの、および複製チューブ由来の血液試料か
らのＲＮＡ単離を行った。材料と方法の項で記載のように、全ＲＮＡ試料の転写物レベル
を、反応へのテンプレート入力量に正規化したＦＯＳ、ＩＬ１Ｂ、ＩＬ８、およびＴＰ５
３のモノプレックスアッセイを使ったリアルタイムＲＴ－ＰＣＲにより分析した。結果を
図７～１０に示す。転写物の量を反映している得られたＣＴ値を直接比較した。室温での
血液試料インキュベーションにより影響を受けない相対的転写物レベルを一定のＣＴ値に
より表し、転写物の増加（例えば、遺伝子誘発による）をより低いＣＴ値で、および転写
物の減少（例えば、遺伝子抑制による）をより高いＣＴ値で表した。図から分かるように
、一級カルボン酸アミドのアセトアミドも転写物レベルの安定化に極めて効果的であった
。
【０１９６】
　実施例３：Ｎ－メチルアセトアミドを使った安定化
　実施例２で記載のように試料を調製し処理したが、血液試料および安定化剤を含む組成
物中の２％（ｗ／ｖ）のＮ－メチルアセトアミドを安定化剤として使用した。結果を図１
１～１４に示す。図から分かるように、二級カルボン酸アミドのＮ－メチルアセトアミド
は、３日間まで転写物レベルの安定化に効果的であった。
【０１９７】
　実施例１～３は、種々の一級および二級カルボン酸アミドが、血液試料中の細胞の遺伝
子転写プロファイルの安定化に極めて効果的であることを示す。
【０１９８】
　ＩＩ．種々の一級および二級カルボン酸アミドを使った血液試料中の細胞外核酸集団の
安定化
　材料と方法
　種々の一級および二級カルボン酸アミドの、細胞含有生物試料、この場合は全血試料を
安定化する能力を単独でまたはカスパーゼ阻害剤と組み合わせて試験した。下記実施例か
ら分かるように、一級および二級カルボン酸アミドは、血液試料を効率的に安定化するこ
とが明らかになり、特に、安定化血液試料中に含まれる細胞からのゲノムＤＮＡの放出を
抑制することが明らかになった。このように、カルボン酸アミドは、細胞外核酸集団を安
定化することができた。さらに、一級および二級カルボン酸アミドをカスパーゼ阻害剤と
組み合わせて使用することにより、好都合にも、達成された安定化効果が改善されたこと
が見出された。それぞれの組み合わせにより長期の安定化効果が得られ、さらに、異なる
ドナーから採取された血液試料で達成された安定化効果の変動がより小さいことが示され
た。このことは、それが、細胞外核酸集団を保存する血液試料に対する均一で信頼性の高
い安定化方法を提供するので、重要な利点である。
【０１９９】
　採血および安定化
　ドナーから採取した血液を、１０ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡチューブ（ＢＤ）に採取した。
４．５ｍｌのそれぞれ採取した血液を０．９ｍｌの種々の安定化溶液と混合した（下記の
試験した安定化溶液の詳細に関する実施例を参照）。
【０２００】
　安定化された全ての血液試料を、条件および試験時点毎に３通り準備した。時点０（基
準）において、安定化溶液と血液を混合した直後に血漿を生成し、循環細胞外ＤＮＡを抽
出した。残りの安定化血液試料を、室温で３日間および６日間貯蔵した。
【０２０１】
　基準対照としてＥＤＴＡ安定化血液試料（追加の添加物を加えずにＫ２　ＥＤＴＡチュ
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ーブに採取した）を、同様に３日間および６日間貯蔵した。さらに、実施例に示されてい
る場合、カスパーゼ阻害剤およびＮ，Ｎ－ジメチルアセトアミド（ＤＭＡＡ）を含む安定
化溶液を比較に含めた（前記安定化溶液を血液試料に加えた場合に得られる混合物の最終
濃度：７．２ｍｇ／ｍｌ　Ｋ２　ＥＤＴＡ、１μＭ　キノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２
－ＯＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および５％ＤＭＡＡ）（未公開の国際出願ＰＣＴ／ＥＰ２
０１２／０７０２１１号および同ＰＣＴ／ＥＰ２０１２／０６８８５０号を参照）。本明
細書で試験されたＤＭＡＡ安定化試料は、常に、さらにカスパーゼ阻害剤を含んだ。カス
パーゼ阻害剤を含まないＤＭＡＡ含有安定化溶液は、その後の実施例で試験しなかった。
【０２０２】
　細胞外核酸の単離および分析
　血液含有チューブを４回反転させることによって、安定化された血液試料および安定化
されていない（ＥＤＴＡ）血液試料から血漿を生成した。その後、チューブを１９００ｘ
ｇ、４℃で１０分間遠心分離した。血漿画分２．５ｍｌを、新しい１５ｍｌのｆａｌｃｏ
ｎチューブに移し、１６，０００ｘｇ、４℃で１０分間、遠心分離した。メーカーの取扱
説明書に従って、ＱＩＡａｍｐ循環核酸キット（ＱＩＡＧＥＮ）を使用して細胞外核酸を
単離するために、２ｍｌのそれぞれに清澄化された血漿を使用した。
【０２０３】
　１８ＳリボソームＤＮＡの異なる断片長：
　１８ＳリボソームＤＮＡ：６６ｂｐアンプリコン
　１８ＳリボソームＤＮＡ：５００ｂｐアンプリコン
を標的とする２つの異なるｑＰＣＲアッセイを使って単離細胞外ＤＮＡを分析した。
【０２０４】
【表２】

【０２０５】
　ｇＤＮＡ検量線に従って、個々の試料のサイクル閾値（ｔｈｒｅｓｈｈｏｌｄ）を溶出
液中のｇＤＮＡの量に変換した。貯蔵時点のｇＤＮＡ量を、同じドナー由来の時間ゼロｇ
ＤＮＡレベルと比較し、図中の倍数増加として示す。特に、貯蔵後の血液試料の血漿画分
中の５００ｂｐ断片の増加は、白血球の溶解／破壊の指標である。したがって、放出され
た５００ｂｐＤＮＡの量が少ないほど、安定化方法の性能は良い。
【０２０６】
　結果
　後に記載の実施例に対応する図は、１８Ｓ　ｒＲＮＡ遺伝子の異なるアンプリコン長さ
を使った場合の、異なる安定化溶液での時点０に対するＤＮＡの増加（倍数変化）を示す
。バーは、条件および試験時点毎の３通りの試料の平均を示す。
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【０２０７】
　実施例４：カスパーゼ阻害剤を含まない場合と含む場合の、ホルムアミドを使った安定
化
　実施例４では、血液試料の安定化のために、異なる濃度のホルムアミドを単独でまたは
カスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用した。分析の狙いは１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を分析
することにより決定される細胞外核酸集団の安定化であった。ＩＩの材料と方法の項で記
載のように試料の安定化および処理を行った。
【０２０８】
　カスパーゼ阻害剤を含まない安定化溶液
　カスパーゼ阻害剤を含まない安定化溶液には、種々の濃度のホルムアミドおよびＥＤＴ
Ａを含めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化溶液混合物
中の最終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡおよび種々の濃度のホルムアミド（詳細は図を参照
）。
【０２０９】
　カスパーゼ阻害剤を含む安定化溶液
　これらの安定化溶液には、種々の濃度のホルムアミド、カスパーゼ阻害剤およびＥＤＴ
Ａを含めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化溶液混合物
中の最終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡ、１μＭのキノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２－Ｏ
ＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および種々の濃度のホルムアミド（詳細は図を参照）。
【０２１０】
　図１５～１８は、異なるドナー由来の血液に対し得られた安定化結果を示す。図１５～
１８は、ホルムアミド単独またはカスパーゼ阻害剤と組み合わせたホルムアミドを使って
達成された結果を比較している。図から分かるように、種々の濃度のホルムアミド単独で
、ホルムアミド安定化試料中の１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を著しく低減したことから分かる
ように、効果的に細胞外核酸集団を安定化した。しかし、異なるドナーの間で安定化の有
効性の変動が認められた。ホルムアミドに加えてカスパーゼ阻害剤を使用した場合には、
このような変動は生じなかった。したがって、ホルムアミドをカスパーゼ阻害剤と組み合
わせて使用することが好ましい。
【０２１１】
　図１９～２１は、異なるドナー由来の血液に対し得られた安定化結果を示し、この場合
、血液試料をカスパーゼ阻害剤と組み合わせた種々の濃度のホルムアミドを使って安定化
した（詳細は図を参照）。したがって、使用する安定化溶液には、ホルムアミドおよびカ
スパーゼ阻害剤を含めた。図から分かるように、種々の濃度のホルムアミドを使って均一
な安定化結果が得られた。
【０２１２】
　実施例５：アセトアミドとカスパーゼ阻害剤を使った安定化
　実施例５では、血液試料を安定化するために、種々の濃度のアセトアミドをカスパーゼ
阻害剤と組み合わせて使用した。分析の狙いは１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を分析することに
より決定される細胞外核酸集団の安定化であった。ＩＩの材料と方法の項で記載のように
試料の安定化および処理を行った。
【０２１３】
　安定化溶液には、種々の濃度のアセトアミド、カスパーゼ阻害剤およびＥＤＴＡを含め
た。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化溶液混合物中の最終
濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡ、１μＭのキノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２－Ｏ
ＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および種々の濃度のアセトアミド（詳細は図を参照）。
【０２１４】
　図２２～２３は、異なるドナー由来の血液に対し得られた安定化結果を示し、この場合
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、血液試料を種々の濃度のアセトアミド（詳細は図を参照）およびカスパーゼ阻害剤を使
って安定化した。図から分かるように、種々の濃度のアセトアミドを含む試験安定化組成
物は、アセトアミド（ａｃｅｔａｍｎｉｄｅ）安定化試料中の１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を
著しく低減したことから分かるように、効果的に細胞外核酸集団を安定化した。
【０２１５】
　実施例６：アプロパンアミドとカスパーゼ阻害剤を使った安定化
　実施例６では、血液試料を安定化するために、種々の濃度のプロパンアミドをカスパー
ゼ阻害剤と組み合わせて使用した。分析の狙いは１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を分析すること
により決定される細胞外核酸集団の安定化であった。ＩＩの材料と方法の項で記載のよう
に試料の安定化および処理を行った。
【０２１６】
　安定化溶液には、種々の濃度のプロパンアミド、カスパーゼ阻害剤およびＥＤＴＡを含
めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化溶液混合物中の最
終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡ、１μＭのキノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２－Ｏ
ＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および種々の濃度のプロパンアミド（詳細は図を参照）。
【０２１７】
　図２４は、種々の濃度のプロパンアミド（詳細は図を参照）およびカスパーゼ阻害剤を
使って血液を安定化した場合に得られた安定化結果を示す。図から分かるように、種々の
濃度のプロパンアミドを含む試験安定化組成物は、プロパンアミド安定化試料中の１８Ｓ
　ｒＤＮＡの増加を著しく低減したことから分かるように、効果的に細胞外核酸集団を安
定化した。
【０２１８】
　実施例７：カスパーゼ阻害剤を含まない場合と含む場合の、ブタンアミドを使った安定
化
　実施例７では、血液試料の安定化のために、種々の濃度のブタンアミドを単独でまたは
カスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用した。分析の狙いは１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を分析
することにより決定される細胞外核酸集団の安定化であった。ＩＩの材料と方法の項で記
載のように試料の安定化および処理を行った。
【０２１９】
　カスパーゼ阻害剤を含まない安定化溶液
　カスパーゼ阻害剤を含まない安定化溶液には、種々の濃度のブタンアミドおよびＥＤＴ
Ａを含めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化溶液混合物
中の最終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡおよび種々の濃度のブタンアミド（詳細は図を参照
）。
【０２２０】
　カスパーゼ阻害剤を含む安定化溶液
　これらの安定化溶液には、種々の濃度のブタンアミド、カスパーゼ阻害剤およびＥＤＴ
Ａを含めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化溶液混合物
中の最終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡ、１μＭのキノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２－Ｏ
ＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および種々の濃度のブタンアミド（詳細は図を参照）。
【０２２１】
　図２５～２９は、異なるドナー由来の血液に対しブタンアミドを含む安定化溶液を使っ
て得られた安定化結果を示す。図２５および２６は、ブタンアミド単独またはカスパーゼ
阻害剤と組み合わせたブタンアミドを使って達成された結果を比較している。図から分か
るように、種々の濃度のブタンアミド単独で、ブタンアミド安定化試料中の１８Ｓ　ｒＤ
ＮＡの増加を著しく低減したことから分かるように、効果的に細胞外核酸集団を安定化し
た。しかし、異なるドナーの間で安定化の有効性の変動が認められた。ブタンアミドに加



(77) JP 6381628 B2 2018.8.29

10

20

30

40

50

えてカスパーゼ阻害剤を使用した場合には、このような変動は生じなかった。したがって
、ブタンアミドをカスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用することが好ましい。図２７～２
９は、異なるドナー由来の血液に対し得られた安定化結果を示し、この場合、血液試料を
カスパーゼ阻害剤と組み合わせた種々の濃度のブタンアミドを使って安定化した（詳細は
図を参照）。したがって、使用する安定化溶液には、ホルムアミドおよびカスパーゼ阻害
剤を含めた。図から分かるように、種々の濃度のブタンアミドを使って均一な安定化結果
が得られた。
【０２２２】
　実施例８：Ｎ－メチルホルムアミドとカスパーゼ阻害剤を使った安定化
　実施例８では、血液試料を安定化するために、種々の濃度のＮ－メチルホルムアミドを
カスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用した。分析の狙いは１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を分析
することにより決定される細胞外核酸集団の安定化であった。ＩＩの材料と方法の項で記
載のように試料の安定化および処理を行った。
【０２２３】
　これらの安定化溶液には、種々の濃度のＮ－メチルホルムアミド、カスパーゼ阻害剤お
よびＥＤＴＡを含めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化
溶液混合物中の最終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡ、１μＭのキノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２－Ｏ
ＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および種々の濃度のＮ－メチルホルムアミド（詳細は図を参照
）。
【０２２４】
　図３０は、種々の濃度のＮ－メチルホルムアミド（詳細は図を参照）およびカスパーゼ
阻害剤を使って血液を安定化した場合に得られた安定化結果を示す。図から分かるように
、種々の濃度のＮ－メチルホルムアミドを含む試験安定化組成物は、Ｎ－メチルホルムア
ミド安定化試料中の１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を著しく低減したことから分かるように、効
果的に細胞外核酸集団を安定化した。
【０２２５】
　実施例９：Ｎ－メチルアセトアミドとカスパーゼ阻害剤を使った安定化
　実施例９では、血液試料を安定化するために、種々の濃度のＮ－メチルアセトアミドを
カスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用した。分析の狙いは１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を分析
することにより決定される細胞外核酸集団の安定化であった。ＩＩの材料と方法の項で記
載のように試料の安定化および処理を行った。
【０２２６】
　これらの安定化溶液には、種々の濃度のＮ－メチルアセトアミド、カスパーゼ阻害剤お
よびＥＤＴＡを含めた。これらの安定化溶液を血液試料に添加すると、次の血液／安定化
溶液混合物中の最終濃度が得られた：
　７．２ｍｇ／ｍｌのＫ２　ＥＤＴＡ、１μＭのキノリン－Ｖａｌ－Ａｓｐ－ＣＨ２－Ｏ
ＰＨ（カスパーゼ阻害剤）および種々の濃度のＮ－メチルアセトアミド（詳細は図を参照
）。
【０２２７】
　図３１は、種々の濃度のＮ－メチルアセトアミド（詳細は図を参照）およびカスパーゼ
阻害剤を使って血液を安定化した場合に得られた安定化結果を示す。図から分かるように
、種々の濃度のＮ－メチルアセトアミドを含む試験安定化組成物は、Ｎ－メチルアセトア
ミド安定化試料中の１８Ｓ　ｒＤＮＡの増加を著しく低減したことから分かるように、効
果的に細胞外核酸集団を安定化した。
【０２２８】
　実施例４～９は、本発明の、すなわち、一級または二級カルボン酸アミドを含む安定化
溶液が、非安定化ＥＤＴＡ血液と比較して、室温で３日間の貯蔵後に放出されるＤＮＡ量
の著しい低下を示すことを実証する。図から分かるように、全ての試験安定化剤は、細胞
外核酸集団に対する少なくとも３日間の安定化効果を達成した。さらに、多くの安定化溶
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液で、６日間までおよびさらに長期間の安定化効果が観察された。さらに、実施例は、試
験カルボン酸アミドがカスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用された場合、全てのカルボン
酸アミドで安定化効果が改善可能であったことを示す。追加でカスパーゼ阻害剤を含む安
定化溶液は、少なくとも６日間の長期安定化効果を達成した。さらに、複数の異なるドナ
ーから得た血液試料に対し本発明の安定化溶液を試験した場合、一級または二級カルボン
酸アミドとカスパーゼ阻害剤の組み合わせで達成される安定化効果は、達成された安定化
効果の変動がより小さいことが明らかになった。このように、これらのカルボン酸アミド
をカスパーゼ阻害剤と組み合わせて使用した場合に、安定化が著しく改善された。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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