
JP 2010-42022 A 2010.2.25

(57)【要約】
【課題】生体物質の固定化に適した材料、および日常の診断方法における使用にも適した
、生体物質とくに核酸を単離するための簡便な方法を提供すること。
【解決手段】核酸における酵素反応を行う方法であって、ここで液体中に核酸を含む試料
由来の核酸が、ガラス表面を有する磁性粒子への吸着により単離され、その後酵素反応に
おける基質として使用され、該核酸がカオトロピック塩の存在下で単離される、方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸における酵素反応を行う方法であって、ここで液体中に核酸を含む試料由来の核酸
が、ガラス表面を有する磁性粒子への吸着により単離され、その後酵素反応における基質
として使用され、該核酸がカオトロピック塩の存在下で単離される、方法。
【請求項２】
　（ａ）液体中に核酸を含む試料中の核酸を、ガラス表面を有する磁性粒子に、該核酸が
天然型で直接表面に結合できる条件下で吸着させる工程、
（ｂ）結合した核酸を該液体から分離し、その後洗浄溶液を用いて精製する工程、
（ｃ）任意に、乾燥する工程、
（ｄ）溶出バッファーを用いて溶出する工程、および
（ｅ）溶出された核酸を酵素反応における基質として使用する工程
を含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記核酸がDNAまたはRNAであることを特徴とする、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　酵素反応のインヒビターが単離の間に取り除かれることを特徴とする、請求項１～３い
ずれか記載の方法。
【請求項５】
　前記磁性粒子が１００μm未満の平均粒子径を有することを特徴とする、請求項１～４
いずれか記載の方法。
【請求項６】
　前記磁性粒子が、複合材料の内部核または鉄の核を含み、その上に外部ガラス表面が適
用されていることを特徴とする、請求項１～５いずれか記載の方法。
【請求項７】
　前記核が、酸化鉄が組み込まれた、結晶性の構造またはセラミックのもしくはガラス様
の構造から構成されることを特徴とする、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　前記核がマグネタイト（Ｆｅ３Ｏ４）またはＦｅ２Ｏ３からなることを特徴とする、請
求項６または７記載の方法。
【請求項９】
　前記磁性粒子が強磁性であることを特徴とする、請求項１～８いずれか記載の方法。
【請求項１０】
　カオトロピック塩の濃度が、２～８ｍｏｌ／ｌ、好ましくは４～６ｍｏｌ／ｌであるこ
とを特徴とする、請求項１～９いずれか記載の方法。
【請求項１１】
　前記カオトロピック塩が、ヨウ化ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、チオシアン酸グア
ニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムおよび塩酸グアニジウムから選択されることを
特徴とする、請求項１～１０いずれか記載の方法。
【請求項１２】
　前記試料が前記磁性粒子と混合され、結合のために十分な時間、好ましくは１０秒～３
０分間インキュベートされることを特徴とする、請求項１～１１いずれか記載の方法。
【請求項１３】
　前記核酸がインキュベーション後、磁界の助けを借りて液体から分離されることを特徴
とする、請求項１２記載の方法。
【請求項１４】
　前記磁性粒子が１回または数回、洗浄溶液を用いて洗浄されることを特徴とする、請求
項１～１３いずれか記載の方法。
【請求項１５】
　乾燥工程が最後の洗浄工程の後に行われ、任意にアセトンを用いて前処理されることを
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特徴とする、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　精製された核酸が、好ましくは低い塩含有量、特に好ましくは０．２ｍｏｌ／ｌ未満の
塩含有量の溶出バッファーを使用して、磁性粒子から溶出されることを特徴とする、請求
項１４または１５記載の方法。
【請求項１７】
　前記溶出バッファーがＴｒｉｓを含むか、または脱イオン水であることを特徴とする、
請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転写、標識されたプロ
ーブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳、またはライゲーションが酵素反応として行
われることを特徴とする、請求項１～１７いずれか記載の方法。
【請求項１９】
　単一試験管法として行われることを特徴とする、請求項１～１８いずれか記載の方法。
【請求項２０】
　自動化されていることを特徴とする、請求項１～１９いずれか記載の方法。
【請求項２１】
　酵素反応における基質としての核酸の使用であって、前記核酸が、ガラス表面を有する
磁性粒子への吸着により、天然型で試料から単離されていることを特徴とし、前記核酸が
カオトロピック塩の存在下で単離される、使用。
【請求項２２】
　前記核酸が、高い塩濃度を有する溶液から低い塩濃度を有する溶液に移されていること
を特徴とする、請求項２１記載の使用。
【請求項２３】
　前記核酸が濃縮されていることを特徴とする、請求項２１または２２記載の使用。
【請求項２４】
　（ａ）ガラス表面を有する磁性粒子、
（ｂ）試料を溶解させるためのカオトロピック塩溶液、
（ｃ）任意に、洗浄溶液、および
（ｄ）任意に、溶出バッファー
を含む、試料から核酸を単離するための試薬組成物。
【請求項２５】
　前記磁性粒子が１００μｍ未満の平均粒子径を有することを特徴とする、請求項２４記
載の組成物。
【請求項２６】
　前記磁性粒子が、複合材料の内部核または鉄の核を含み、その上に外部ガラス表面が適
用されていることを特徴とする、請求項２４または２５記載の組成物。
【請求項２７】
　前記核が、酸化鉄が組み込まれた、結晶性の構造またはセラミックのもしくはガラス様
の構造で構成されることを特徴とする、請求項２６記載の組成物。
【請求項２８】
　前記核がマグネタイト（Ｆｅ３Ｏ４）またはＦｅ２Ｏ３からなることを特徴とする、請
求項２６または２７記載の組成物。
【請求項２９】
　前記磁性粒子が強磁性であることを特徴とする、請求項２４～２８いずれか記載の組成
物。
【請求項３０】
　前記カオトロピック塩溶液中のカオトロピック塩の濃度が、２～８ｍｏｌ／ｌ、好まし
くは４～６ｍｏｌ／ｌであることを特徴とする、請求項２４～２９いずれか記載の組成物
。
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【請求項３１】
　前記カオトロピック塩が、ヨウ化ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、チオシアン酸グア
ニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムおよび塩酸グアニジウムから選択されることを
特徴とする、請求項２４～３０いずれか記載の組成物。
【請求項３２】
　前記溶出バッファーが低い塩含有量、好ましくは０．２ｍｏｌ／ｌ未満の塩含有量を有
することを特徴とする、請求項２４～３１いずれか記載の組成物。
【請求項３３】
　前記溶出バッファーがＴｒｉｓを含むかまたは脱イオン水であることを特徴とする、請
求項２４～３２いずれか記載の組成物。
【請求項３４】
　試料から核酸を天然型で単離するための、請求項２４～３３いずれか記載の試薬組成物
の使用。
【請求項３５】
　前記試料が臨床試料であることを特徴とする、請求項３４記載の使用。
【請求項３６】
　前記試料が血液、血清、口腔洗液、尿、脳漿、痰、糞便、生検標本および骨髄試料から
選択されることを特徴とする、請求項３４または３５記載の使用。
【請求項３７】
　前記試料が環境分析、食品分析また分子生物学的研究の分野からの試料であり、好まし
くは微生物培養物、ファージ溶解物または増幅方法（例えばＰＣＲ）の産物由来の試料で
あることを特徴とする、請求項３４記載の使用。
【請求項３８】
　前記核酸が酵素反応のための基質として使用されることを特徴とする、請求項２４～３
７いずれか記載の使用。
【請求項３９】
　前記核酸が、配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転写、標
識プローブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳またはライゲーションのための基質と
して使用されることを特徴とする、請求項３４～３８いずれか記載の使用。
【請求項４０】
　液体中に核酸を含む試料由来の核酸が、ガラス表面を有する磁性粒子への吸着により天
然型で単離され、その後酵素反応における基質として使用される、請求項１記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明の主題は、ガラス表面を有する磁性粒子、およびカオトロピック（Ｃｈａｏｔｏ
ｒｏｐｅｎ）塩の存在下でガラス粒子を用いて、生体物質、とくに核酸を精製する方法で
ある。本発明のもう１つの主題は、これらの生体物質を単離する方法、および生体物質を
濃縮し、高い塩濃度を有する溶液から低い塩濃度を有する溶液に移動させる方法である。
【背景技術】
【０００２】
　多くの生体物質、とくに核酸は、自然環境から単離することに関して特有の難題がある
。一方は、多くの生体物質が、非常に低い濃度でしばしば存在するか、もう１つは、多く
の生体物質の単離もしくは測定を困難にする多くの固体状物質および溶解物質の存在下に
しばしば見られる。
【０００３】
　このため、近年、核酸を自然環境から単離する多くの方法および材料が提案されている
。例えば、非特許文献１には、粉砕フリントガラス中、ヨウ化ナトリウムの存在下でアガ
ロースゲル中で核酸を結合させる方法が提案されている。
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【０００４】
　過塩素酸ナトリウムの存在下でガラス粉末上の細菌由来のプラスミドＤＮＡの精製が、
非特許文献２に記載されている。
【０００５】
　特許文献１には、酢酸を用いてファージ粒子を沈殿させ、該ファージ粒子を過塩素酸塩
で溶菌させることによるガラス繊維フィルター上での１本鎖Ｍ１３ファージＤＮＡの単離
が記載されている。ガラス繊維フィルターに結合した核酸を洗浄し、ついでメントール含
有トリス／ＥＤＴＡ緩衝液中で溶出させる。
【０００６】
　ラムダファージからＤＮＡを精製する同様の方法が、非特許文献３に記載されている。
【０００７】
　従来技術から公知である方法は、カオトロピック塩溶液中でガラス表面に核酸を選択的
に結合させ、該核酸をアガロース、タンパク質または細胞残渣などの混入物質から分離す
ることを特徴とするものである。従来技術により混入物質からガラス粒子を分離するため
には、該粒子を遠心分離するか、液体をガラス繊維フィルターに通す。しかしながら、こ
の工程は、大量の試料を処理することに使用することを妨げる限定する工程である。
【０００８】
　塩とエタノールの添加によって沈殿させた後で、磁性粒子を用いて核酸を固定すること
が非特許文献４および特許文献２に記載されている。この方法においては、核酸を磁性粒
子とともに凝集させる。磁場をかけ、洗浄工程を実施することによって、凝集体を元の溶
媒から分離する。１回の洗浄工程終了後、核酸をトリス緩衝液に溶解させる。しかしなが
ら、この方法は、沈殿が核酸に対して選択的でないという欠点がある。それどころか、様
々な固体状物質や溶解物質も凝集してしまう。その結果、この方法は、存在する可能性の
ある特異的酵素反応に対する有意量の阻害剤を除去する目的に使用することができない。
【０００９】
　磁性粒子を埋め込んだ多孔性ガラスが特許文献３に記載されている。
【００１０】
　多孔性粒子状ガラスマトリックス中に磁性粒子を含んでいる磁性多孔性ガラスであって
、ストレプトアビジン含有層で被覆されたガラスも市販されている。この製品は、例えば
、タンパク質または核酸などの生体物質が、ビオチンに共有結合的に結合するように複合
体調製工程において修飾されたものである場合には、生体物質を単離する目的に使用する
ことができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】独国特許出願公開第３７３４４２２号明細書
【特許文献２】国際公開第９１／００２１２号パンフレット
【特許文献３】米国特許出願第４，２３３，１６９号明細書
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Proc. Natl. Acad. USA 76, 615-691 (1979)
【非特許文献２】Anal. Biochem. 121, 382-387 (1982)
【非特許文献３】Anal. Biochem. 175, 196-201 (1988)
【非特許文献４】Anal. Biochem. 201, 166-169 (1992)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明の目的は、生体物質の固定化に適した材料、および日常の診断方法における使用
にも適した、生体物質とくに核酸を単離するための簡便な方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
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【００１４】
　即ち、本発明は、
〔１〕核酸における酵素反応を行う方法であって、ここで液体中に核酸を含む試料由来の
核酸が、ガラス表面を有する磁性粒子への吸着により単離され、その後酵素反応における
基質として使用され、該核酸がカオトロピック塩の存在下で単離される、方法、
〔２〕（ａ）液体中に核酸を含む試料中の核酸を、ガラス表面を有する磁性粒子に、該核
酸が天然型で直接表面に結合できる条件下で吸着させる工程、
（ｂ）結合した核酸を該液体から分離し、その後洗浄溶液を用いて精製する工程、
（ｃ）任意に、乾燥する工程、
（ｄ）溶出バッファーを用いて溶出する工程、および
（ｅ）溶出された核酸を酵素反応における基質として使用する工程
を含む、〔１〕記載の方法、
〔３〕前記核酸がDNAまたはRNAであることを特徴とする、〔１〕または〔２〕記載の方法
、
〔４〕酵素反応のインヒビターが単離の間に取り除かれることを特徴とする、〔１〕～〔
３〕いずれか記載の方法、
〔５〕前記磁性粒子が１００μm未満の平均粒子径を有することを特徴とする、〔１〕～
〔４〕いずれか記載の方法、
〔６〕前記磁性粒子が、複合材料の内部核または鉄の核を含み、その上に外部ガラス表面
が適用されていることを特徴とする、〔１〕～〔５〕いずれか記載の方法、
〔７〕前記核が、酸化鉄が組み込まれた、結晶性の構造またはセラミックのもしくはガラ
ス様の構造から構成されることを特徴とする、〔６〕記載の方法、
〔８〕前記核がマグネタイト（Ｆｅ３Ｏ４）またはＦｅ２Ｏ３からなることを特徴とする
、〔６〕または〔７〕記載の方法、
〔９〕前記磁性粒子が強磁性であることを特徴とする、〔１〕～〔８〕いずれか記載の方
法、
〔１０〕カオトロピック塩の濃度が、２～８ｍｏｌ／ｌ、好ましくは４～６ｍｏｌ／ｌで
あることを特徴とする、〔１〕～〔９〕いずれか記載の方法、
〔１１〕前記カオトロピック塩が、ヨウ化ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、チオシアン
酸グアニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムおよび塩酸グアニジウムから選択される
ことを特徴とする、〔１〕～〔１０〕いずれか記載の方法、
〔１２〕前記試料が前記磁性粒子と混合され、結合のために十分な時間、好ましくは１０
秒～３０分間インキュベートされることを特徴とする、〔１〕～〔１１〕いずれか記載の
方法、
〔１３〕前記核酸がインキュベーション後、磁界の助けを借りて液体から分離されること
を特徴とする、〔１２〕記載の方法、
〔１４〕前記磁性粒子が１回または数回、洗浄溶液を用いて洗浄されることを特徴とする
、〔１〕～〔１３〕いずれか記載の方法、
〔１５〕乾燥工程が最後の洗浄工程の後に行われ、任意にアセトンを用いて前処理される
ことを特徴とする、〔１４〕記載の方法、
〔１６〕精製された核酸が、好ましくは低い塩含有量、特に好ましくは０．２ｍｏｌ／ｌ
未満の塩含有量の溶出バッファーを使用して、磁性粒子から溶出されることを特徴とする
、〔１４〕または〔１５〕記載の方法、
〔１７〕前記溶出バッファーがＴｒｉｓを含むか、または脱イオン水であることを特徴と
する、〔１６〕記載の方法、
〔１８〕配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転写、標識され
たプローブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳、またはライゲーションが酵素反応と
して行われることを特徴とする、〔１〕～〔１７〕いずれか記載の方法、
〔１９〕単一試験管法として行われることを特徴とする、〔１〕～〔１８〕いずれか記載
の方法、
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〔２０〕自動化されていることを特徴とする、〔１〕～〔１９〕いずれか記載の方法、
〔２１〕酵素反応における基質としての核酸の使用であって、前記核酸が、ガラス表面を
有する磁性粒子への吸着により、天然型で試料から単離されていることを特徴とし、前記
核酸がカオトロピック塩の存在下で単離される、使用、
〔２２〕前記核酸が、高い塩濃度を有する溶液から低い塩濃度を有する溶液に移されてい
ることを特徴とする、〔２１〕記載の使用、
〔２３〕前記核酸が濃縮されていることを特徴とする、〔２１〕または〔２２〕記載の使
用、
〔２４〕（ａ）ガラス表面を有する磁性粒子、
（ｂ）試料を溶解させるためのカオトロピック塩溶液、
（ｃ）任意に、洗浄溶液、および
（ｄ）任意に、溶出バッファー
を含む、試料から核酸を単離するための試薬組成物、
〔２５〕前記磁性粒子が１００μｍ未満の平均粒子径を有することを特徴とする、〔２４
〕記載の組成物、
〔２６〕前記磁性粒子が、複合材料の内部核または鉄の核を含み、その上に外部ガラス表
面が適用されていることを特徴とする、〔２４〕または〔２５〕記載の組成物、
〔２７〕前記核が、酸化鉄が組み込まれた、結晶性の構造またはセラミックのもしくはガ
ラス様の構造で構成されることを特徴とする、〔２６〕記載の組成物、
〔２８〕前記核がマグネタイト（Ｆｅ３Ｏ４）またはＦｅ２Ｏ３からなることを特徴とす
る、〔２６〕または〔２７〕記載の組成物、
〔２９〕前記磁性粒子が強磁性であることを特徴とする、〔２４〕～〔２８〕いずれか記
載の組成物、
〔３０〕前記カオトロピック塩溶液中のカオトロピック塩の濃度が、２～８ｍｏｌ／ｌ、
好ましくは４～６ｍｏｌ／ｌであることを特徴とする、〔２４〕～〔２９〕いずれか記載
の組成物、
〔３１〕前記カオトロピック塩が、ヨウ化ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、チオシアン
酸グアニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムおよび塩酸グアニジウムから選択される
ことを特徴とする、〔２４〕～〔３０〕いずれか記載の組成物、
〔３２〕前記溶出バッファーが低い塩含有量、好ましくは０．２ｍｏｌ／ｌ未満の塩含有
量を有することを特徴とする、〔２４〕～〔３１〕いずれか記載の組成物、
〔３３〕前記溶出バッファーがＴｒｉｓを含むかまたは脱イオン水であることを特徴とす
る、〔２４〕～〔３２〕いずれか記載の組成物、
〔３４〕試料から核酸を天然型で単離するための、〔２４〕～〔３３〕いずれか記載の試
薬組成物の使用、
〔３５〕前記試料が臨床試料であることを特徴とする、〔３４〕記載の使用、
〔３６〕前記試料が血液、血清、口腔洗液、尿、脳漿、痰、糞便、生検標本および骨髄試
料から選択されることを特徴とする、〔３４〕または〔３５〕記載の使用、
〔３７〕前記試料が環境分析、食品分析また分子生物学的研究の分野からの試料であり、
好ましくは微生物培養物、ファージ溶解物または増幅方法（例えばＰＣＲ）の産物由来の
試料であることを特徴とする、〔３４〕記載の使用、
〔３８〕前記核酸が酵素反応のための基質として使用されることを特徴とする、〔２４〕
～〔３７〕いずれか記載の使用、
〔３９〕前記核酸が、配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転
写、標識プローブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳またはライゲーションのための
基質として使用されることを特徴とする、〔３４〕～〔３８〕いずれか記載の使用、
〔４０〕液体中に核酸を含む試料由来の核酸が、ガラス表面を有する磁性粒子への吸着に
より天然型で単離され、その後酵素反応における基質として使用される、〔１〕記載の方
法
に関する。
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【発明の効果】
【００１５】
　本発明によれば、生体物質の固定化に適した材料、および日常の診断方法における使用
にも適した、生体物質とくに核酸を単離するための簡便な方法を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、細胞を含む試料からの核酸の単離を示したものである。
【図２】図２は、アガロースゲルでの本発明の単離核酸の分離を示したものである。
【図３】図３は、本発明による単離およびＰＣＲ法による増幅後の反応生成物の分離を示
したものである。
【図４】図４は、実施例４の結果を生じたゲルを示したものである。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明の主題は、実質的に無孔であるか、直径１０ｎｍ未満の孔を有する外側ガラス表
面を有する磁性粒子である。本発明のさらに別の主題は、ガラス表面を有する強磁性粒子
、生体物質、とくに核酸を単離する方法、および磁性ガラス粒子の製造方法である。
【００１８】
　専門家によると粒子とは、小さな直径を有する固体状物質をいう。このような粒子は、
しばしば色素と呼ばれることもある。本発明によれば、これらの粒子は、１００μｍ未満
の平均粒径を有するものがとくに適している。より好ましくは、粒子は、１０～６０μｍ
の平均粒径を有する。粒径の分布は、好ましくは、比較的均一である。特に、＜１０μｍ
または＞６０μｍのサイズの粒子が、ほとんどないものがよい。
【００１９】
　磁石、すなわち、例えば、強磁性材料または超常磁性材料などに引きよせられるこれら
の物質を磁性物質という。さらに、例えば、フェライトなど、弱い磁性を有するといわれ
る材料も磁性物質であるものとする。本発明においては、特に強磁性体が予備磁化されて
いないならば、強磁性材料がとくに好ましい。ここでいう予備磁化とは、磁石と接触させ
て残留磁気を増大させることをいうものとする。マグネタイト（Ｆｅ3 Ｏ4 ）またはＦｅ

2 Ｏ3 などの強磁性物質がとくに好ましい。
【００２０】
　粒子の外表面とは、粒子自体を横切らない垂線を外側の粒子環境方向に引くことができ
る連続面であるものとする。
【００２１】
　孔とは、粒子の外表面に存在するくぼみであるものとする。該表面は、表面上のくぼみ
内に引かれた垂線が、少なくとも１回以上、粒子に隣接する環境に向かう方向に粒子を横
切るように、粒子内に到達する。さらに、孔は、該孔の半径より大きい深さまで粒子内に
到達する。
【００２２】
　本発明のガラスは、ケイ素を含むアモルファス物質であるものとする。ガラスは、
　　　Ｂ2Ｏ3 　　　　　　（０～３０％）
　　　Ａｌ2 Ｏ3 　　　　　（０～２０％）
　　　ＣａＯ　　　　　　　（０～２０％）
　　　ＢａＯ　　　　　　　（０～１０％）
　　　Ｋ2Ｏ　　　　　　　（０～２０％）
　　　Ｎ2Ｏ　　　　　　　（０～２０％）
　　　ＭｇＯ　　　　　　　（０～１８％）
　　　Ｐｂ2 Ｏ3 　　　　　（０～１５％）
などの他の物質を含んでもよい。
【００２３】
　ガラスは、Ｍｎ2 Ｏ3 、ＴｉＯ2 、Ａｓ2 Ｏ3 、Ｆｅ2 Ｏ3 、ＣｕＯ、ＣｏＯなど多数
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の他の酸化物を、より小さいパーセンテージ（０～５％）で含有することもできる。ホウ
ケイ酸ガラス、フリントガラスまたはシリカの組成物からできている表面がとくに有効で
あることが明らかにされている。核酸収量の点でとくに好ましいものであるホウケイ酸ガ
ラスは、２５％を超えるホウ酸化物含有率を有する。７０／３０のＳｉＯ2 ／Ｂ2 Ｏ3 組
成を有するガラスがとくに好ましい。ゲルゾルプロセスを用いて形成し、ついで乾燥させ
圧縮したガラスが本発明においてとくに好ましい。このプロセスの基本原理は公知であり
、例えば、ブリンカーとシェレル［（C.J. Brinker, G.W. Scherer）、"Sol Gel Science
" - The Physics and Chemistry of Sol Gel Processing", Academic Press Inc. 1990］
、Sol-Gel Optics, Processing and Applications, リサ　クライン（Lisa C. Klein）編
、Kluwer Academic Publishers 1994 p. 450 ff 、独国特許出願公開第１９４１１９１号
明細書、独国特許出願公開第３７１９３３９号明細書、独国特許出願公開第４１１７０４
１号明細書および独国特許出願公開第４２１７４３２号明細書に記載されている。しかし
ながら、磁性粒子については今日まで原理が記載されていない。このプロセスを用いて、
生体物質、とくに核酸を単離する目的に使用した場合に非常に驚くべき特性を示す磁性粒
子を製造することができるという事実は、予想外であった。ゲルゾル工程では、例えば、
ＳｉＯ2 、Ｂ2 Ｏ3 、Ａｌ2 Ｏ3 、ＴｉＯ2 、ＺｒＯ2 、ＧｅＯ2 などのネットワーク形
成成分のアルコキシドを、例えば、アルコール溶液中でその他の成分の酸化物および塩と
混合し、ついで加水分解させる。下記式は、ホウケイ酸アルミニウムナトリウムガラスの
製造方法を説明したものである：
【００２４】
【化１】

【００２５】
　水を加えて、原料成分の加水分解工程を開始させる。アルカリイオンがケイ酸エステル
の加水分解速度に対して触媒作用を示すため、反応は比較的迅速に進行する。ゲルが生成
したら、熱工程によって乾燥、高密度化させて、ガラスを形成させることができる。
【００２６】
　ゾル：色素比は、本発明によって提供される磁性色素の収量に大きな影響を及ぼす。こ
の比は、生成物が圧送または噴霧可能な程度に小さいものでなければならないという事実
によって制限される。色素の比率が小さすぎると、例えば、本来小さいはずの非磁性物質
の比率が大きくなりすぎて、干渉を引き起こす。色素１０～２５ｇ：ゾル１００ｍｌの比
率が色素収量の点で有用であることが判明した。
【００２７】
　粉末を製造するためには、好ましくはスラリーをノズルを通して噴霧し、降下中のエア
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ゾルを乾燥させる。ノズルは、好ましくは、スラリーの乾燥速度を速めるために加熱する
。ノズル形状に応じて、ノズル温度は、好ましくは１２０～２００℃である。十分な蒸発
速度でしかも過熱が避けられる速度を用いるという妥協が見いだされている。
【００２８】
　収量を最適化するためには、高密度化温度をできるだけ高くすべきである。しかしなが
ら、この温度が高すぎると、粒子どうしがくっつき凝集体ができてしまい、この凝集体を
篩い分けによって除去しなければならない。高すぎる温度で粒子をさらに処理すると、磁
性の性質のロスが生じる。したがって、高すぎる温度は避けるべきである。
【００２９】
　実質的に無孔の表面とは、孔（前記記載）がある表面が、その面積の５％未満である孔
（前記記載）がある表面が、好ましくは２％未満であり、０．１％未満であることがとく
に好ましい。孔が存在する場合、好ましくは１０ｎｍ未満の直径を有するものであり、１
ｎｍ未満が特に好ましい。
【００３０】
　ＴｉＯ2で被覆された雲母核上およびＴｉＯ2で被覆された雲母核にマグネタイト粒子が
固定化されたものを含む粒子が、本発明において特に好ましい。この設計においては、生
成した複合材料はガラス層で取り囲まれている。該核とマグネタイト粒子はどちらも結晶
性かつ非孔性である。マグネタイト粒子によって占有されていない雲母表面上の空間は、
マグネタイト粒子の先端部より厚いガラス層で被覆されることで、基本的に非孔性のガラ
ス表面ができる。
【００３１】
　この磁性粒子の非孔性は外表面だけによるものであって、粒子の内部に基づかない。し
たがって、該粒子は、その表面を実質的に無孔のガラスまたは直径が１０ｎｍ未満の孔を
有するガラス表面によって囲まれている場合に限り、内部が多孔性でありえる。
【００３２】
　驚くべきことに、本発明によって提供される該磁性粒子は、試料から生体物質を単離す
るために特に適している。とくに長鎖核酸をそれらの上に固定化したときに、破壊されな
い－または極小だけしか破壊されない。また、核物質は天然物の供給源であるため、生態
系への影響の懸念もほとんど引き起こさない。さらに、本発明の粒子を安価で容易に製造
する。
【００３３】
　本発明のさらに他の目的は、ガラス表面を有する強磁性粒子を提供することである。超
常磁性粒子が従来技術に記載されている。ガラス表面で被覆された強磁性粒子は、生体物
質を単離するための顕著な利点を提供することが明らかにされている。強磁性粒子があら
かじめ磁場に接触されていない場合、重力だけがそれらを沈澱させうる力となる。これら
の粒子は、溶液を振とうすることによって容易かつ迅速に再懸濁させることができる。磁
場を利用しない沈澱方法は、粒子の表面上の生体物質の固定化よりも遅い速度で進行する
ことが好ましい。これは核酸の場合にとくにあてはまる。強磁性粒子は、磁石を用いて試
料液中の特定の位置で容易に採取することができる。次いで、液体を粒子、すなわち固定
化生体物質から分離する。
【００３４】
　本発明によって提供される強磁性粒子のガラス表面は、無孔であってもよいし、孔を有
していてもよい。本発明によって提供される磁性粒子については、前記の理由により、強
磁性粒子の外表面も実質的に無孔であるか、直径１０ｎｍ未満の孔を有するものであるこ
とが好ましい。本発明によって提供される強磁性粒子はまた、好ましくは１０～６０μｍ
の粒径を有しており、２０～５０μｍが特に好ましい。１０μｍ未満、特に好ましくは１
ｎｍ未満の直径である表面孔（存在する場合）を持つ粒子が特に好ましい。本発明の強磁
性粒子の具体例として、雲母とガラス層で囲まれたマグネタイト粒子からできている前記
複合材料が挙げられる。
【００３５】
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　本発明のさらに他の目的は、液体中に生体物質を含む試料を、その生体物質が粒子表面
に結合する条件下で、本発明の磁性粒子または本発明の強磁性粒子と接触させる工程、お
よび生体物質を液体から分離する工程による生体物質を単離する方法である。
【００３６】
　生体物質とは、粒子状または分子状の物質をいうものとする。これらのものとしては、
とくにウイルスまたは細菌などの細胞、ならびに単離されたヒトおよび動物の白血球など
の細胞、およびハプテン、抗原、抗体、および核酸などの免疫学的に活性な低分子量およ
び高分子量化合物などが挙げられる。ＤＮＡやＲＮＡなどの核酸がとくに好ましい。
【００３７】
　本発明の試料としては、血液、血清、口腔洗液、尿、脳漿、痰、糞便、生検標本、およ
び骨髄試料などの臨床試料などが挙げられる。試料は、例えば、細菌培養物、ファージ溶
菌物およびＰＣＲなどの増幅方法の産物に由来する環境分析、食品分析、および分子生物
学研究の用途に使用されるタイプのものであってもよい。
【００３８】
　本発明記載の粒子は、外側のガラス表面を付された内部の核を有する。該核は、複合物
質であるかまたは単純な鉄の核であってもよい。該核は、酸化鉄を固定した結晶性、セラ
ミック性またはガラス様の構造からなることもできる。
【００３９】
　天然または修飾状態の生体物質を単離するために、前記方法を用いることができる。天
然の生体物質とは、天然由来の生体物質と比較して構造が不可逆的に変化していない物質
であるものとする。しかしながら、このことは、試料の他の成分を修飾することができな
いことを意味するものではない。細胞を単離する場合、例えば、細胞を取り囲む培地は修
飾することができるが、細胞そのものは修飾することができない。核酸を単離する場合は
、天然型、すなわち未変性で、反応性の基と結合させることによって切断や修飾されてい
ないものを、切断、修飾するべきである。したがって、天然の生体物質の概念には、とく
にビオチニル化核酸は含まれない。天然の生体物質の具体例としては、ファージＤＮＡま
たは血液由来の細胞の核酸などが挙げられる。
【００４０】
　修飾された生体物質としては、例えば、反応性基、検出可能基または固定化可能基をつ
けることによって修飾された核酸など、天然には存在しない物質が挙げられる。この例と
してはビオチン化核酸である。
【００４１】
　試料を本発明の単離方法において前処理しないで使用することができる。しかしながら
、多くの場合、適当な方法を用いて試料を溶菌させることで、試料に含まれている生体物
質を遊離させるべきである。試料を溶菌させる方法は専門家にとって公知であり、化学的
、酵素的、または物理的な手段であってよい。これらの方法を組み合わせたものも同様に
適用可能である。例えば、溶菌は、超音波、高圧、剪断力、アルカリ、デターゼント（ｄ
ｅｔｅｒｇｅｎｚｉｅｎ）およびカオトロピック塩溶液を用いたり、プロテイナーゼまた
はリパーゼにより実施することができる。
【００４２】
　核酸を得るための溶菌方法に関して、サムブルーク（Sambrook）ら：Molecular Clonin
g, A Laboratory Manual, 第２版, Cold Spring HarbourLaboratory Press, Cold Spring
 Harbour, NY、およびアウスベル（Ausubel）ら：Current Protocols in Molecular Biol
ogy 1987, J. Viley and Sons, NYを特に参考にした。
【００４３】
　単離される生体物質に付け加えて、細胞残渣、タンパク質、塩および単離されないその
他の物質などの成分も試料の液体中に含まれていてよい。この試料は、生体物質を天然型
で含んでいることが好ましく、標的の生体物質が、粒子表面に結合するような条件下で粒
子と接触させる。このための条件は、関与する生体物質のタイプに依存するが、基本的に
は公知である。条件は、生体物質を表面に結合させる方法にも依存する。例えば、免疫相
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互作用を結合に利用する場合、免疫複合体の形成に適する条件を選ばねばならない。修飾
核酸を使用する場合、結合は、ストレプトアビジン被覆表面との結合によって、例えば、
ビオチンなど修飾に関与する核酸の基を介して起こりうる。しかしながら、とくに核酸を
用いた場合は、核酸は修飾する必要がなく、天然の核酸ですら結合することができるとい
う他の理由により、核酸をガラスに直接結合させることが好ましい。ガラス粒子への天然
核酸の結合方法は、従来技術において記載されている方法と同様のものであってよい。該
方法は、２～８ｍｏｌ／ｌ、好ましくは４～６ｍｏｌ／ｌの濃度を有するカオトロピック
塩の存在下で実施することが好ましい。カオトロピック塩は、ヨウ化ナトリウム、過塩素
酸ナトリウム、チオシアン酸グアニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムまたは塩酸グ
アニジウムであってよい。他の化合物も可能である。
【００４４】
　試料を粒子と接触させるためには、該試料を粒子と混合し、結合が起きるのに十分な時
間にわたりインキュベートする。専門家は、非磁性粒子での処理を行う方法のインキュベ
ーション工程の継続時間を常に熟知している。この工程は、表面上に固定化された生体物
質の量を経時的に測定することによって最適化することができる。１０秒～３０分の保温
時間が、核酸に適している。
【００４５】
　磁性粒子のサイズおよびタイプに依存して、該粒子がインキュベーションの間に液体か
らそれ自身を分離するか、懸濁液が長時間インタクトのまま残る。粒子が非常に小さく、
超常磁性を有するものである場合、懸濁液はさらに長時間インタクトのまま残る。粒子が
大きいサイズのものである場合、粒子は、インキュベーション中、液体からゆっくりと分
離する。とくに強磁性粒子が関与する場合は、この天然型の凝集体（ｓｉｃｈ　ｓｏｌｃ
ｈｅ　Ａｇｇｒｅｇａｔｅ）ができる。好ましい態様のように強磁性粒子があらかじめ磁
化されていない場合は、非常に緩やかな分離が保証される。
【００４６】
　固定化は、固定化対象の物質の溶解度を低下させることによる沈殿によって実施されな
いことが好ましい。むしろ、固定化は、生物特異的相互作用（捕捉分子）または吸着に基
づくものがよい。これにより、混入物質の非特異的含まれることを大幅に防止する。
【００４７】
　インキュベーション後、生体物質を液体から分離する。これは、一般に、磁場を用いて
磁性粒子に結合した物質を分離することによって達成される。例えば、磁性粒子は、イン
キュベーションを実施した容器の壁に引っぱることができる。次いで、磁性粒子に結合し
ていない試料成分を含む液体を除去することができる。使用する除去方法は、インキュベ
ーションを実施した容器のタイプによって決まる。適当な工程としては、ピペット分取や
吸引を介した液体の除去などが挙げられる。
【００４８】
　次いで、所望により、洗浄液を用いて１回以上、磁性粒子を精製することができる。生
体物質を粒子表面から遊離させないが、不要な混入物質をできるだけ洗い落とす洗浄液を
使用する。この洗浄工程は、粒子とともに洗浄液を保温することによって行なう。例えば
、振とうや、最初の磁場と同一でない磁場をかけることなどによってこの工程の途中で粒
子を再懸濁させることが好ましい。混入した洗浄液は、前記生体物質結合工程における試
料の場合と全く同様にして分離することが好ましい。
【００４９】
　最後の洗浄工程終了後、磁性粒子を真空中で短時間乾燥させるか、または液体を蒸発さ
せることができる。アセトンを用いた前処理工程も実施することができる。
【００５０】
　このようにして精製した生体物質は、所望により、磁性粒子から分離することができる
。この工程も、生体物質を磁性粒子に結合させた方法に依存する。生体物質が天然の核酸
であって、磁性粒子がガラス被覆粒子である場合、塩含有量の低い溶出緩衝液を用いて、
本発明に従い、粒子から核酸を除去することができる。この性質を有する緩衝液は、独国
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特許出願公開第３７２4 ４４２号明細書およびAnalytical Biochemistry 175, 196-201 (
1988)から公知である。塩含有量の低い溶出緩衝液はとりわけ、０．２ｍｏｌ／ｌの含有
量を有する緩衝液である。とくに好ましい態様においては、溶出緩衝液はトリスを含むも
のである。別の特別な態様においては、溶出緩衝液は脱ミネラル化水である。
【００５１】
　さらに別の態様においては、細胞（例えば、ウイルス粒子や原核細胞または真核細胞）
を体液または組織から免疫磁性的に分離した後で、前記精製および単離方法を実施する。
本工程では、例えば、振とうしながら、細胞上の抗原に対する抗体が固定化されている磁
性粒子とともに試料を保温する。これらの粒子は本発明の粒子であってもよいし、入手で
きる市販の粒子（例えば、Miltenyi Biotec GmBH社（Bergish Gladbach, Germany）のＭ
ＡＣＳマイクロビーズなど）であってもよい。磁場をかけた後、塩類液を用いて１つ以上
の洗浄工程を実施する。目的の細胞が結合した粒子が得られる。ついで、結合した細胞を
塩類液緩衝液に再懸濁させる。好ましい態様においては、この塩類液緩衝液は、細胞に含
まれる核酸が細胞から放出されるようなカオトロピック塩の塩類液である。
【００５２】
　前記細胞の単離と、好ましくは天然型の前記核酸の単離を、本発明の磁性粒子上で組み
合わせることによって、細胞含有試料から核酸を単離するためのとくに有利な方法が実現
される。この態様の利点は、簡便化が可能であること（単一試験管法）、高感度（医微生
物学および腫瘍学においてとくに重要）および自動化の容易性であることである。
【００５３】
　本発明の方法を用いて単離された生体物質は、必要に応じてさらに利用することができ
る。例えば、これらのものは、様々な酵素反応の基質として使用することができる。核酸
が関与する場合、それらを配列決定、放射性標識または非放射性標識、それらが含んでい
る配列の１つ以上のものの増幅、転写、標識プローブ核酸とのハイブリダイゼーション、
翻訳、またはライゲーションの目的に使用することができる。本発明の方法の１つの利点
は、液体から生体物質を分離することが極めて容易であるということである。従来技術に
おいては、遠心分離工程を用いて混入物質からガラス粒子を分離していた。あるいは、生
体物質がガラス繊維フィルターに結合している場合は、液体をフィルターに通す。これが
制限工程となって、大量の試料の処理が困難になっていた。
【００５４】
　本発明の粒子を使用すれば、生体物質をより効果的に混入物質から分離することができ
る。とくに、本発明によれば、特定の酵素反応の阻害物質を高度に除去することができる
。生体物質の収量は比較的高い。長鎖核酸の分画は見られていない。本発明の粒子はより
迅速に磁化させうることが好ましい。
【００５５】
図１は、細胞を含む試料からの核酸の単離を示したものである。
図２は、アガロースゲルでの本発明の単離核酸の分離を示したものである。
図３は、本発明による単離およびＰＣＲ法による増幅後の反応生成物の分離を示したもの
である。
図４は、実施例４の結果を生じたゲルを示したものである。
【００５６】
　図１は、細胞を含む試料から核酸を単離する手順を示したものである。細胞を含む試料
（検体）を、核酸検出対象の細胞が適切な形で存在するように、試料特異的方法によって
前処理する。例えば、体液を除去した試料を使用する場合、例えば、唾液などの粘性試料
を液化するための試薬を添加する。細胞を検出し結合する好ましくはビーズである固相に
結合させた抗体を、前記のごとく処理した試料を入れた容器に加える。例えば、細胞表面
の抗原は、この抗体の相手として適していることが明らかにされている。抗体の特異性は
、実施する分析の特異性に応じて決めることができる。固相が容器壁である場合、細胞を
直接その壁に結合させる。固相がビーズから成るものである場合は、適当な分離方法を用
いてそれらを液体から分離する。これは、例えば、濾過によって実施することができる。
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磁性ビーズを使用する場合は、容器の外壁に磁場をかけることによってそれらを分離する
ことができる。分離した細胞を液体で洗浄し、細胞を取り囲む培地とともに混入物質（検
出を阻害する）を除去する。条件は、細胞が固相から分離されたり破壊されたりしないも
のが好ましい。次いで、細胞を破壊すなわち溶菌させる。これは、例えば、細胞をカオト
ロピック塩で処理することによって実施することができる。前記以外の可能性としては、
プロテイナーゼおよびデターゼントの使用などが挙げられる。
【００５７】
　好ましい態様においては、本発明の粒子を溶菌物に加える。溶菌が起きるのに適した時
間－核酸を有する表面に供することによって最適化することができる－が経過した後、検
出対象でない余分な細胞成分を含んでいる周囲の液体から粒子を分離する。これは、磁石
を容器壁に対向させて磁場をかけることによって実施することが好ましい。
【００５８】
　その後も残存する可能性がある混入物質を除去するためには、検出対象の核酸をガラス
表面から分離させることのない液体による洗浄工程を実施することが好ましい。核酸がガ
ラス表面から分離する試薬条件を有する溶出緩衝液を添加して、ガラス表面から核酸を除
去する。とりわけ、これらの条件は低塩濃度条件である。核酸の目的用途に応じて、液体
を粒子から分離し、さらに処理することができる。この分離工程は、粒子を互いに分離さ
せるような磁場をかけることによって実施することが好ましい。
【００５９】
　以下、実施例により本発明をさらに詳細に説明する。
【実施例】
【００６０】
実施例１
本発明に記載の磁性粒子の製造
　６つの異なるゾルを用いた。下記の如く該ゾルを製造した：
【００６１】
ゾル１（ＳｉＯ2 ：Ｂ2 Ｏ3 ＝７：３）：
　２５０ｍｌの丸底フラスコ中で、常に攪拌しながら、合成を行った。
８６．６ｍｌ　オルトケイ酸テトラエチル
＋７ｍｌ　無水、非変性エタノール
＋１４．１ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
　二層混合物を製造する。一層になるまで、二層混合物を室温で攪拌する。
＋３７．８ｍｌ　トリメチルホウ酸
を滴下にて添加する。ついで、このゾルを５０℃で、２時間保持する。
＋１４．１ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
を添加する。
【００６２】
ゾル２（ＳｉＯ2 ：Ｂ2 Ｏ3 ＝４：１）：
　２５０ｍｌの丸底フラスコ中で、常に攪拌しながら、合成を行った。
１００．５ｍｌ　オルトケイ酸テトラエチル
＋７ｍｌ　無水、非変性エタノール
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
　二層混合物を製造した。一層になるまで、二層混合物を室温で攪拌する。
＋２５．６ｍｌ　トリメチルホウ酸
を滴下にて添加する。ついで、このゾルを５０℃で、２時間保持する。
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
を添加する。
【００６３】
ゾル３（ＳｉＯ2 ：Ｂ2 Ｏ3 ＝８５：１５）：
　２５０ｍｌの丸底フラスコ中で、常に攪拌しながら、合成を行った。
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１０７．８ｍｌ　オルトケイ酸テトラエチル
＋７ｍｌ　無水、非変性エタノール
＋１７．５ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
　二層混合物を製造した。一層になるまで、二層混合物を室温で攪拌する。
＋１９．４ｍｌ　トリメチルホウ酸
を滴下にて添加する。ついで、このゾルを５０℃で、２時間保持する。
＋１７．５ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
を添加する。
【００６４】
ゾル４（ＳｉＯ2 ：Ｂ2 Ｏ3 ＝４：１；２モル％　Ｐ2 Ｏ5 ）：
　２５０ｍｌの丸底フラスコ中で、常に攪拌しながら、合成を行った。
１００．５ｍｌ　オルトケイ酸テトラエチル
＋７ｍｌ　無水、非変性エタノール
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
　二層混合物を製造した。一層になるまで、二層混合物を室温で攪拌する。
＋２５．６ｍｌ　トリメチルホウ酸
滴下にて添加する。ついで、このゾルを５０℃で、２時間保持する。
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
＋１．６３ｇ　Ｐ2 Ｏ5 
を添加する。
【００６５】
ゾル５（ＳｉＯ2 ：Ｂ2 Ｏ3 ＝４：１；モル％　Ａｌ2 Ｏ3 ）：
　２５０ｍｌの丸底フラスコ中で、常に攪拌しながら、合成を行った。
１００．５ｍｌ　オルトケイ酸テトラエチル
＋７ｍｌ　無水、非変性エタノール
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
　二層混合物を製造した。一層になるまで、二層混合物を室温で攪拌する。
＋２５．６ｍｌ　トリメチルホウ酸
を滴下にて添加する。ついで、このゾルを５０℃で、２時間保持する。
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
＋３．０６ｇ　Ａｌ2 Ｃｌ3 
を添加する。
【００６６】
ゾル６（ＳｉＯ2 ：Ｂ2 Ｏ3 ＝４：１；モル％　ＺｒＯ2 ）：
　２５０ｍｌの丸底フラスコ中で、常に攪拌しながら、合成を行った。
１００．５ｍｌ　オルトケイ酸テトラエチル
＋７ｍｌ　無水、非変性エタノール
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
　二層混合物を製造した。一層になるまで、二層混合物を室温で攪拌する。
＋２５．６ｍｌ　トリメチルホウ酸
＋５．１５ｍｌ　ジルコン（ＩＶ）－プロイレート（ｚｉｒｃｏｎ（ＩＶ）－
　ｐｒｏｙｌａｔｅ）、１－プロパノール中７０重量％溶液
を滴下にて添加する。ついで、このゾルを５０℃で、２時間保持する。
＋１６．３ｍｌ　０．１５Ｍ　ＨＣｌ
を添加する。
【００６７】
　さらに、５０℃で２時間、２２．５ｇのイリオジン６００（黒雲母）を各々１５０ｍｌ
のゾルに添加し、攪拌した。ついで、スプレー乾燥機（ブェッヒ（Ｂｕｅｃｈｉ）１９０
、ミニスプレー乾燥機（Ｍｉｎｉ　Ｓｐｒａｙ　Ｄｒｙｅｒ）でそれを被覆した。スプレ
ー乾燥機のノズルの温度は、１３４℃であった。
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【００６８】
　ついで窒素雰囲気（９０　ｌ／ｈ）でスプレー乾燥工程において得られた粉末を温度処
理工程に供した。温度を１ｋ／分の速度で増加させ、該粉末を高密度化（ｄｅｎｓｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ）温度で２時間保持した。ゾル１でコーティングするために、この温度は、
７５０℃であり、ゾル２でコーティングするために８６０℃であった。他の全てのコーテ
ィング工程のため、この温度は、８００℃であった。焼結工程後、オーブンを切り、該粉
末を室温まで導いた。５０μｍのふるいを用いて凝集体をふるい落とした。
【００６９】
実施例２
ＧＭＰ１、ＧＭＰ２、ＧＭＰ３およびＧＭＰ４の製造
　ＧＭＰ１、ＧＭＰ２、ＧＭＰ３およびＧＭＰ４は、下記の条件下で、実施例１に記載の
工程で、ゾル１（実施例１）から得た異なる製造ロット由来の色素である：
【００７０】
【数１】

【００７１】
実施例３
磁性ガラス粒子を用いたヒト全血由来のＰＣＲ試料の前処理
核酸単離
　ガラス磁性粒子（ＧＭＰ２～４）の３つのロットを各々１０ｍｇをエッペンドルフ試験
管に移した。厳密な試料の重量を表１に示した。３重の測定を行った。
【００７２】
　４０μｌのプロテイナーゼＫ（２０ｍｇ／ｍｌ、凍結乾燥物から作られた）をペペッテ
ィングにより各々２００μｌの融解させた全血に添加し、直ちに混合した。次工程におい
て、２００μｌ結合緩衝液（６Ｍグアニジン－ＨＣｌ、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１
０ｍＭ尿素、３０％トライトンＸ－１００、ｐＨ４．４）を添加し、混合し、次いで７０
℃で１０分間インキュベートした。２００μｌのｉ－プロパノールを添加し、ついでこの
調製物をボルテックスミキサーで１０秒間混合した。この試料を２０分間室温で放置し、
ついでもう一度１０秒間混合した。磁性分離工程を少なくとも３０秒間ベーリンガーマン
ハイム社の磁性粒子分離器（ＩＤ＃１　６４１　７９４）中で行った。上清を取り除き、
下記記載の如く解析した。
【００７３】
　該磁性粒子を５００μｌの洗浄緩衝液（２０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ、ｐＨ７．５（２５℃）、８０％エタノール）で１０秒間混合し、これらを室温で１
分間放置し、ついで１０秒間混合することによって洗浄した。これらをついで磁性粒子分



(17) JP 2010-42022 A 2010.2.25

10

20

30

40

50

離器を用いて容器壁に押し付けた。上清を取り除き、捨てた。洗浄液が色を無くすまでこ
の洗浄工程を繰り返した（全てにおいて４回）。ついで核酸を、各回２００μｌの７０℃
にあらかじめ温めておいた溶出緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ８．５）で３
回溶出し、ついで１０秒間混合し、室温に１０分間放置し、１０分間混合した。
【００７４】
上清の調製
　磁性ガラス粒子への最初の結合後に得られた上清を、その核酸組成について下記のよう
に調べた：該上清を、フィルター試験管（例えば、ハイピュアＰＣＲ産物精製キットで供
給されるような、ベーリンガーマンハイム社　ＩＤ＃１７４４００３）に移し、エッペン
ドルフタブレトップ遠心分離中８０００ｒｐｍで１分間遠心分離した。フロー－スルー（
ｆｌｏｗ－ｔｈｒｏｕｇｈ）物質を捨て、該フィルター試験管を５００μｌの洗浄緩衝液
で２回洗浄した（前記のように遠心分離）。該フィルター試験管を短時間遠心分離して乾
燥し、ついで２００μｌのあらかじめ７０℃に温めておいた１×溶出緩衝液でもう一度遠
心分離することによって２回溶出した。
【００７５】
溶出物および試料の上清の解析
　５０μｌの溶出物およびフィルター試験管を用いて調製した上清に、１０μｌの試料緩
衝液をそれぞれ添加した。４５μｌのこの調製物を１２０Ｖで９０分間の電気泳動を用い
て０．８％アガロースゲルで分離した。
【００７６】
　該溶出物および調製した上清の多様な希釈物をユビコン（Ｕｖｉｋｏｎ）７１０（コン
トロン社（Ｋｏｎｔｒｏｎ））中、２６０および２８０ｎｍの分光学を用いて測定した。
【００７７】
　２つの５μｌ等分の溶出物をヒトｔＰＡ遺伝子（産物の予想される長さ：１５ｋｂ）の
特異的なプライマーと共にエクスパンドTMロングテンプレートＰＣＲ（ベーリンガーマン
ハイム社ＩＤ＃１６８１８３４）を用いて２連の測定で調べた。
【００７８】
【数２】

【００７９】
　混合物Ｉを５μｌの溶出物を有する薄壁ＰＣＲ試験管へ移し、ついで混合物ＩＩを添加
する。この調製物を短時間混合し、ついで３０μｌのミネラルオイルの層で覆う。該調製
物をパーキンエルマーサーマルサイクラー９６００中で下記のセッティングで増幅する：
【００８０】
２分　　　　　　　９２℃
 
１０秒　　　　　　９２℃
３０秒　　　　　　６５℃　　　　　　　　　　　　１０サイクル
１２分　　　　　　６８℃
 
１０秒　　　　　　９２℃
３０秒　　　　　　６５℃　　　　　　　　　　　　２０サイクル
１２分プラス　　　６８℃
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サイクル当たり２０秒
 
７分　　　　　　　６８℃
ついで　　　　　　　７℃
 
【００８１】
　１０μｌの試料緩衝液を５０μｌのＰＣＲ調製物に添加した。４５μｌのこの混合物を
、ついで１２０Ｖで９０分間の電気泳動を用いて０．８％アガロースゲルで分離した。
 
【００８２】
結果
【表１】

【００８３】
　最初の溶出物はまだわずかに黄色であり、わずかに微細な磁性粒子が混入していた。
【００８４】
　アガロースゲルにおける溶出物の解析（図２）は、収量のよい再現性を表わす。磁性粒
子ＧＭＰ２～４は、ほとんど差を示さない。溶出物１（上）および２（下）は、だいた同
じ濃度の核酸を含む（ゲルによって推定した）。溶出物３は低濃度の核酸しか含まない。
上清にも低濃度の核酸しか含まない。
【００８５】
　エクスパンドTMＰＣＲは、ほんのわずかな分離物で、全ての試料に対して大変よく、特
異的な増幅産物を生じる（表２）。磁性ガラスビーズを使用した場合、ヒト血液試料から
核酸を単離し、その核酸は、ついで続くＰＣＲ工程において特異的な増幅物を生じた。
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【００８６】
【表２】

【００８７】
　図３は、ＰＣＲ増幅後の反応生成物のゲルを示す。ＭＷＭＩＩＩは、分子量マーカーで
ある（溶出物１、上；溶出物２、下）。
【００８８】
実施例４
磁性ガラス粒子へのＤＮＡ長さ標品の結合
【００８９】
１．磁性ガラス粒子の調製
　ＧＭＰ４由来の１２ｍｇの磁性ガラス粒子を、エッペンドルフ試験管に移す。
【００９０】
２．溶解および結合
　９００μｌの溶解緩衝液（４．６Ｍ　ＧｕＳＣＮ、４５ｍＭ　Ｔｒｉｓ、２０ｍＭ　Ｅ
ＤＴＡ、ｐＨ７．３）およびベーリンガーマンハイム社（Ｃａｔ．Ｎｏ．５２８５５２）
のＤＮＡ長さ標品ＩＩＩがモデルとして添加しされている１００μｌのＤＮＡ試料を、１
．５ｍｌエッペンドルフ容器で１２ｍｇ磁性ガラス粒子と共に２～１０秒間均一な懸濁物
が得られるまで混合する。この溶液を室温で２０分間インキュベートし、５分ごとに混合
する。
【００９１】
　磁性分離を磁性粒子分離器中で少なくとも１５秒間行った。その上清をピペッティング
で取り除いた。
【００９２】
３．洗浄および乾燥
　磁性フィールド（ｆｉｅｌｄ）を取り除き、ピペッティングによって８００μｌの溶液
を添加し、２秒間混合し、ＲＴで１分間放置し、該磁性フィールドをアプライし、ついで
ピペッティングによって上清を取り除くことによって、該磁性ガラス粒子を洗浄緩衝液（
５．２Ｍ　ＧｕＳＣＮ、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ６．５）で２回、７０％予冷エタノー
ルで２回、アセトンで１回洗浄する。
【００９３】
　アセトンを取り除いて、カバーを開けたヒーティングブロック中、５６℃で１０分間そ
の粒子を乾燥させる。
【００９４】
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４．ＤＮＡの溶出
　繰り返し振盪しながら５６℃で１０分間インキュベートすることによって、５０μｌの
溶出緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）で４回ＤＮ
Ａを溶出した。ついで、該ＤＮＡを含む上清をピペットで新しいエッペンドルフ容器に移
す。
【００９５】
５．溶出物の解析
　試料緩衝液を溶出物量の１／５まで添加し、ＤＮＡを９０Ｖの１％アガロースゲル上で
分離した。回収を決定するために、試料中に予測されるＤＮＡの量をふくむ同じゲルにＤ
ＮＡ長さ標品ＩＩＩの希釈シリーズをアプライした。
【００９６】
　アガロースゲルのポラロイド写真をスキャンすることによって、定量評価を行った。該
標品の希釈シリーズをキャリブレーターとして用いた。
【００９７】
　磁性ガラス粒子を用いたＤＮＡの収量を表１に示した。
【００９８】
【表３】

【００９９】
　定量的評価の基準として用いたアガロースゲルを図４に示す。それは、１％臭化エチジ
ウム染色したアガロースゲルである。レーン１～１０は、ＤＮＡ長さ標品ＩＩＩの希釈シ
リーズと一致する。１：１μｇのＤＮＡ、２：２００ｎｇのＤＮＡ、３：１７５ｎｇのＤ
ＮＡ、４：１５０ｎｇのＤＮＡ、５：１２５ｎｇのＤＮＡ、６：１００ｎｇのＤＮＡ、７
：７５ｎｇのＤＮＡ、８：５０ｎｇのＤＮＡ、９：２５ｎｇのＤＮＡ、１０：１０　ＤＮ
Ａ。
【０１００】
　レーン１１および１２は、添加した２００ｎｇのＤＮＡ長さ標品で磁性ガラス粒子から
溶出したＤＮＡに一致する。
【０１０１】
配列表
 
(1) 一般情報：
     (i)出願人：
          (A) 名称: ベーリンガー　マンハイム　ゲーエムベーハー
          (B) ストリート: サンドホファー　シュトラーセ　116 
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          (C) 市：マンハイム
          (E) 国：ドイツ連邦共和国
          (F) 郵便番号： 68298
          (G) 電話番号： 0621 759 4348
          (H) ファクシミリ番号： 0621 759 4457
    (ii)発明の名称：磁性色素
   (iii)配列の数：２　
    (iv)コンピュータ可読フォーム：
          (A) 媒体タイプ：フレキシブルディスク
          (B) コンピュータ：IBM PC　互換機
          (C) オペレーティング　システム：PC-DOS/MS-DOS 
          (D) ソフトウェア：パテントイン　リリース #1.0,バージョン #1.30　　　　
　　　 (EPA)
 
(2) 配列番号：１の情報：
     (i)配列の特徴：
          (A) 配列の長さ：34塩基対
          (B) 配列の型：核酸
          (C) 鎖の数：一本鎖
          (D) トポロジー：直鎖状
    (ii)配列の種類：他の核酸
          (A) 種類: /desc = 「オリゴデオキシリボヌクレオチド」
   (iii)ハイポセティカル：NO
    (xi)配列：配列番号：１：
 
ACTGTGCTTC TTGACCCATG GCAGAAGCGC CTTC　　　　　　　　　　　　　　　34 
 
(2) 配列番号：２の情報：
     (i)配列の特徴：
          (A) 配列の長さ：34塩基対
          (B) 配列の型：核酸
          (C) 鎖の数：一本鎖
          (D) トポロジー：直鎖状
    (ii)配列の種類：他の核酸
          (A) 種類: /desc = 「オリゴデオキシリボヌクレオチド」
   (iii)ハイポセティカル：NO
    (xi)配列：配列番号：２：
 
CCTTCACTGT CTGCCTAACT CCTTCGTGTG TTCC　　　　　　　　　　　　　　　34 
【０１０２】
　本発明の態様として、以下のものが挙げられる。
[１]　核酸における酵素反応を行う方法であって、ここで液体中に核酸を含む試料由来の
核酸が、ガラス表面を有する磁性粒子への吸着により天然型で単離され、その後酵素反応
における基質として使用される、方法。
[２]　（ａ）液体中に核酸を含む試料中の核酸を、ガラス表面を有する磁性粒子に、該核
酸が天然型で直接表面に結合できる条件下で吸着させる工程、
（ｂ）結合した核酸を該液体から分離し、その後洗浄溶液を用いて精製する工程、
（ｃ）任意に、乾燥する工程、
（ｄ）溶出バッファーを用いて溶出する工程、および
（ｅ）溶出された核酸を酵素反応における基質として使用する工程
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を含む、[１]記載の方法。
[３]　前記核酸がDNAまたはRNAであることを特徴とする、[１]または[２]記載の方法。
[４]　酵素反応のインヒビターが単離の間に取り除かれることを特徴とする、[１]～[３]
いずれか記載の方法。
[５]　長い核酸が単離において分画されないことを特徴とする、[１]～[４]いずれか記載
の方法。
[６]　前記磁性粒子が１００μm未満の平均粒子径を有することを特徴とする、[１]～[５
]いずれか記載の方法。
[７]　前記磁性粒子が、その上に外部ガラス表面が適用される、例えば複合材料の内部核
または鉄の核を含むことを特徴とする、[１]～[６]いずれか記載の方法。
[８]　前記核が、酸化鉄が組み込まれる、結晶性のまたはセラミックのまたはガラス様の
構造から構成されることを特徴とする、[７]記載の方法。
[９]　前記核がマグネタイト（Ｆｅ３Ｏ４）またはＦｅ２Ｏ３からなることを特徴とする
、[７]または[８]記載の方法。
[１０]　前記磁性粒子が強磁性であることを特徴とする、[１]～[９]いずれか記載の方法
。
[１１]　前記核酸がカオトロピック塩の存在下で単離されることを特徴とする、[１]～[
１０]いずれか記載の方法。
[１２]　カオトロピック塩の濃度が、２～８ｍｏｌ／ｌ、好ましくは４～６ｍｏｌ／ｌで
あることを特徴とする、[１１]記載の方法。
[１３]　前記カオトロピック塩が、ヨウ化ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、チオシアン
酸グアニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムおよび塩酸グアニジウムから選択される
ことを特徴とする、[１１]または[１２]記載の方法。
[１４]　前記試料が前記磁性粒子と混合され、結合のために十分な時間、好ましくは１０
秒～３０分間インキュベートされることを特徴とする、[１]～[１３]いずれか記載の方法
。
[１５]　前記核酸がインキュベーション後、磁界の助けを借りて液体から分離されること
を特徴とする、[１４]記載の方法。
[１６]　前記磁性粒子が１回または数回、洗浄溶液を用いて洗浄されることを特徴とする
、[１]～[１５]いずれか記載の方法。
[１７]　乾燥工程が最後の洗浄工程の後に行われ、任意にアセトンを用いて前処理される
ことを特徴とする、[１６]記載の方法。
[１８]　精製された核酸が、好ましくは低い塩容量、特に好ましくは０．２ｍｏｌ／ｌ未
満の塩容量の溶出バッファーを使用して、磁性粒子から溶出されることを特徴とする、[
１６]または[１７]記載の方法。
[１９]　前記溶出バッファーがＴｒｉｓを含むか、または脱イオン水であることを特徴と
する、[１８]記載の方法。
[２０]　配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転写、標識され
たプローブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳、またはライゲーションが酵素反応と
して行われることを特徴とする、[１]～[１９]いずれか記載の方法。
[２１]　単一試験管法として行われることを特徴とする、[１]～[２０]いずれか記載の方
法。
[２２]　自動化されていることを特徴とする、[１]～[２１]いずれか記載の方法。
[２３]　酵素反応における基質としての核酸の使用であって、前記核酸が、ガラス表面を
有する磁性粒子への吸着により、天然型で試料から単離されていることを特徴とする、使
用。
[２４]　前記核酸が、高い塩濃度を有する溶液から低い塩濃度を有する溶液に移されてい
ることを特徴とする、[２３]記載の使用。
[２５]　前記核酸が濃縮されていることを特徴とする、[２３]または[２４]記載の使用。
[２６]　（ａ）ガラス表面を有する磁性粒子、
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（ｂ）試料を溶解させるためのカオトロピック塩溶液、
（ｃ）任意に、洗浄溶液、および
（ｄ）任意に、溶出バッファー
を含む試料から核酸を単離するための試薬組成物。
[２７]　前記磁性粒子が１００μｍ未満の平均粒子径を有することを特徴とする、[２６]
記載の組成物。
[２８]　前記磁性粒子が、その上に外部ガラス表面が適用される、例えば複合材料の内部
核または鉄の核を含むことを特徴とする、[２６]または[２７]記載の組成物。
[２９]　前記核が、酸化鉄が組み込まれる、結晶性のまたはセラミックのまたはガラス様
の構造で構成されることを特徴とする、[２８]記載の組成物。
[３０]　前記核がマグネタイト（Ｆｅ３Ｏ４）またはＦｅ２Ｏ３からなることを特徴とす
る、[２８]または[２９]記載の組成物。
[３１]　前記磁性粒子が強磁性であることを特徴とする、[２６]～[３０]いずれか記載の
組成物。
[３２]　前記カオトロピック塩溶液中のカオトロピック塩の濃度が、２～８ｍｏｌ／ｌ、
好ましくは４～６ｍｏｌ／ｌであることを特徴とする、[２６]～[３１]いずれか記載の組
成物。
[３３]　前記カオトロピック塩が、ヨウ化ナトリウム、過塩素酸ナトリウム、チオシアン
酸グアニジウム、イソチオシアン酸グアニジウムおよび塩酸グアニジウムから選択される
ことを特徴とする、[２６]～[３２]いずれか記載の組成物。
[３４]　前記溶出バッファーが低い塩容量、好ましくは０．２ｍｏｌ／ｌ未満の塩容量を
有することを特徴とする、[２６]～[３３]いずれか記載の組成物。
[３５]　前記溶出バッファーがＴｒｉｓを含むかまたは脱イオン水であることを特徴とす
る、[２６]～[３４]いずれか記載の組成物。
[３６]　試料から核酸を天然型で単離するための、[２６]～[３５]いずれか記載の試薬組
成物の使用。
[３７]　前記試料が臨床試料であることを特徴とする、[３６]記載の使用。
[３８]　前記試料が血液、血清、口腔洗液、尿、脳漿、痰、糞便、生検標本および骨髄試
料から選択されることを特徴とする、[３６]または[３７]記載の使用。
[３９]　前記試料が環境分析、食品分析また分子生物学的研究の分野からの試料であり、
好ましくは微生物培養物、ファージ溶解物または増幅方法（例えばＰＣＲ）の産物由来の
試料であることを特徴とする、[３６]記載の使用。
[４０]　前記核酸が酵素反応のための基質として使用されることを特徴とする、[２６]～
[３９]いずれか記載の使用。
[４１]　前記核酸が、配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転
写、標識プローブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳またはライゲーションのための
基質として使用されることを特徴とする、[３６]～[４０]いずれか記載の使用。
[４２]　前記核酸が配列決定、放射性もしくは非放射性標識、１以上の配列の増幅、転写
、標識プローブ核酸とのハイブリダイゼーション、翻訳またはライゲーションのための基
質として使用される、[４１]記載の使用。
[４３]　実質的に無孔または１０ｎｍ未満の直径の孔を有するガラスの外表面を有してな
り、ここで該ガラスは酸化ホウ素を含有する、磁性粒子。
[４４]　粒子が、１００μｍ未満の平均粒径を有することを特徴とする、[４３]記載の磁
性粒子。
[４５]　粒子が、１０～６０μｍの粒径を有することを特徴とする、[４３]または[４４]
記載の粒子。
[４６]　表面に存在し得る孔が、１ｎｍ未満の直径を有することを特徴とする、[４３]ま
たは[４４]記載の粒子。
[４７]　粒子が、強磁性の核を有することを特徴とする、[４３]～[４６]いずれか記載の
粒子。
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[４８]　核が、Ｆｅ２Ｏ３またはＦｅ３Ｏ４を含有することを特徴とする、[４７]記載の
粒子。
[４９]　粒子が、雲母の核および該雲母に固定された磁性粒子を含有する複合物質を含み
、該複合物質はガラス層に埋め込まれていることを特徴とする、[４３]または[４４]記載
の粒子。
[５０]　ａ） 磁性核を調製する工程、ならびに、
ｂ） (i) ネットワーク形成成分のアルコキシドを含むアルコール溶液から形成されるゾ
ルを表面上に沈積させる工程、
(ii) 噴霧乾燥過程によりゾル層をゲル層に変換させる工程、および
(iii) 続いてゲルを高密度化させる工程
を含む実質的に無孔のガラス表面で磁性核を包み込む工程
により製造され得る、[４３]～[４９]いずれか記載の粒子。
[５１]　ＴｉＯ２で被覆された雲母の核および該雲母に固定された磁性粒子からなる複合
物質を含み、該複合物質はガラス層に埋め込まれている、[４３]記載の粒子。
 

【図１】 【図２】

【図３】
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