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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　フィブリノゲンを含む液体サンプルを処理して当該サンプルからターゲット分子又は粒
子を分離し濃縮する方法において：
　　ａ．前記サンプルにトロンビン又はトロンビン様酵素を加えることによってフィブリ
ンネットワークに前記ターゲット分子又は粒子を捕獲して、前記サンプル中に含まれるフ
ィブリノゲンを少なくとも部分的にフィブリンに変換して、前記フィブリンネットワーク
を形成するステップと；
　　ｂ．前記フィブリンネットワークを退縮させて、フィブリンクロットを形成するステ
ップと；
　　ｃ．前記フィブリンクロットを周辺サンプル培地から分離するステップと；
を具えることを特徴とする方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプル中の前記フィブリノゲンの濃度が少なく
とも１μｇ／ｍｌであることを特徴とする方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプル中のトロンビン又はトロンビン様酵素の
濃度が、サンプル１ｍｌ当たり０．０１乃至１０ＩＵであることを特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプルが更に、クロット因子ＸＩＩＩを含むこ
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とを特徴とする方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプルが更にカルシウムを含むことを特徴とす
る方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプルが更に、ＧＤＴＡ、ＥＤＴＡ、及びクエ
ン酸からなる群から選択されたキレート剤を含むことを特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプルが更に、活性化血小板細胞あるいは活性
化血小板細胞溶解物を含むことを特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項７に記載の方法において、前記血小板が、アデノシンジホスフェートと、コラー
ゲンとからなる群から選択された血小板アゴニストで活性化されることを特徴とする方法
。
【請求項９】
　請求項１に記載の方法において、前記退縮ステップ（ｂ）が更に、前記フィブリンネッ
トワークに捕獲され、磁場にさらされた磁気粒子によって強化されることを特徴とする方
法。
【請求項１０】
　請求項９に記載の方法において、前記磁気粒子がフィブリノゲン／フィブリン結合部分
で被覆されていることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項１に記載の方法において、前記ステップ（ｂ）で形成したクロットが最初のサン
プル量の１／１０より小さいサイズであることを特徴とする方法。
【請求項１２】
　請求項１に記載の方法が更に、前記フィブリンクロットを溶解させて前記ターゲット分
子又は粒子を回復させるステップを具えることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項１２に記載の方法において、前記クロットを溶解させるステップが繊維素溶解剤
を用いて行われることを特徴とする方法。
【請求項１４】
　請求項１２に記載の方法において、前記溶解ステップが、細胞崩壊酵素、プロテアーゼ
及び核酸分解酵素からなる群から選択された成分を用いることを特徴とする方法。
【請求項１５】
　請求項１２に記載の方法において、前記溶解ステップが、洗浄剤の使用を含むことを特
徴とする方法。
【請求項１６】
　請求項１に記載の方法において、前記サンプルが血液サンプルであることを特徴とする
方法。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の方法において、前記血液サンプルが、全血、多血小板血漿、少血小
板血漿、及びセラムからなる群から選択されることを特徴とする方法。
【請求項１８】
　請求項１６に記載の方法において、前記血液サンプルが、血液サンプルをフィブリノゲ
ン欠落サンプルと組み合わせることで得た人工的に合成した血液サンプルであることを特
徴とする方法。
【請求項１９】
　請求項１６に記載の方法において、前記血液サンプルが、クロット因子をフィブリノゲ
ン欠落サンプルと組み合わせて得た人工的に合成した血液サンプルであることを特徴とす
る方法。
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【請求項２０】
　請求項１９に記載の方法において、前記クロット因子がフィブリノゲンであることを特
徴とする方法。
【請求項２１】
　請求項１に記載の方法において、ステップ（ａ）における捕獲が、前記フィブリンネッ
トワークで前記ターゲット粒子又は分子をサイズで捕獲することによって行われることを
特徴とする方法。
【請求項２２】
　請求項１に記載の方法において、ステップ（ａ）における捕獲が、前記フィブリンネッ
トワークにおける前記ターゲット粒子の親和性で捕獲することによって行われることを特
徴とする方法。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の方法において、前記ターゲット分子又は粒子のフィブリノゲン又は
フィブリンに対する天然の親和性によって化学的捕獲を実現することを特徴とする方法。
【請求項２４】
　請求項２３に記載の方法において、前記化学的捕獲が、（ｉ）フィブリン／フィブリノ
ゲン結合部分と、（ｉｉ）前記ターゲット分子又は粒子に対する物質捕捉部分と、からで
きた分子を具えることを特徴とする方法。
【請求項２５】
　請求項２３に記載の方法において、前記フィブリノゲンが、前記ターゲット分子又は粒
子に対する捕捉部分ドメインを有するフィブリノゲン融合タンパク質であることを特徴と
する方法。
【請求項２６】
　請求項２４に記載の方法において、フィブリン／フィブリノゲン結合部分が、トロンビ
ン、フィブロネクチン、細菌性フィブリノゲン結合タンパク質、組織型プラズミノゲン活
性剤、インテグリンからなる群、及びこの群のいずれかの員から抽出した部分から選択さ
れることを特徴とする方法。
【請求項２７】
　請求項２４及び２５に記載の方法において、前記ターゲット分子又は粒子に対する物質
捕捉部分が、抗体、核酸、前記ターゲット分子又は粒子を特に認識するように設計された
アプタマーからなる群から選択されることを特徴とする方法。
【請求項２８】
　サンプルからターゲット分子又は粒子を分離するサンプル捕集デバイスにおいて、
　（ｉ）識別コードと、（ｉｉ）前記サンプルを収容する容器と、（ｉｉｉ）当該容器の
中の乾燥試薬製剤と、を具え、
　前記デバイスが、前記サンプル由来及び／又は人工的に加えられたフィブリノゲンの存
在下で、前記デバイス中のトロンビン又はトロンビン様酵素を前記サンプルに加えたとき
に前記ターゲット分子又は粒子を分離可能な方法で捕獲するフィブリンクロットを形成す
るよう使用可能であり、
　前記製剤が、トロンビン又はトロンビン様酵素を含むことを特徴とするデバイス。
【請求項２９】
　請求項２８に記載のデバイスにおいて、前記サンプル容器の容量が０．１乃至２０ｍｌ
であることを特徴とするデバイス。
【請求項３０】
　請求項２８又は２９に記載のデバイスにおいて、前記サンプル中のフィブリノゲンの濃
度が０．１乃至１０ｍｇ／ｍｌであることを特徴とするデバイス。
【請求項３１】
　請求項２８乃至３０のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、前記フィブリノゲンが
前記サンプルに対して天然であることを特徴とするデバイス。
【請求項３２】



(4) JP 5999776 B2 2016.9.28

10

20

30

40

50

　請求項２８乃至３０のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、前記サンプルがデバイ
スに捕集される前に、前記フィブリノゲンが最初から前記デバイス中に含まれていること
を特徴とするデバイス。
【請求項３３】
　請求項２８乃至３２のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、前記製剤が、さらに、
フィブリノゲンを含むことを特徴とするデバイス。
【請求項３４】
　請求項２８乃至３３のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、前記トロンビン又はト
ロンビン様酵素が、凍結乾燥させた形で前記デバイス内に含まれることを特徴とするデバ
イス。
【請求項３５】
　請求項２８乃至３４のいずれか一項に記載のデバイスが更に、カルシウム、キレート剤
、活性化血小板血細胞、又は活性化血小板細胞溶解物、及び因子ＸＩＩＩからなる群から
選択された添加剤を含むことを特徴とするデバイス。
【請求項３６】
　請求項２８乃至３５のいずれか一項に記載のデバイスが更に、磁気粒子を含むことを特
徴とするデバイス。
【請求項３７】
　請求項３６に記載のデバイスにおいて、前記磁気粒子がフィブリノゲン／フィブリン結
合部分で被覆されていることを特徴とするデバイス。
【請求項３８】
　請求項３７に記載のデバイスが更に、（Ｉ）フィブリン／フィブリノゲン結合部分と、
（ＩＩ）前記ターゲット分子又は粒子に対する物質捕獲部分と、を有する分子を具えるこ
とを特徴とするデバイス。
【請求項３９】
　請求項２８乃至３８のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、前記サンプル中のフィ
ブリノゲンが遺伝子組み換えフィブリノゲンであることを特徴とするデバイス。
【請求項４０】
　請求項３９に記載のデバイスにおいて、前記サンプル中のフィブリノゲンが、前記ター
ゲット分子又は粒子に対する捕捉部分ドメインを有するフィブリノゲン融合タンパク質で
あることを特徴とするデバイス。
【請求項４１】
　請求項２８乃至４０のいずれか一項に記載のデバイスにおいて、ターゲット分子又は粒
子が、細菌、ウィルス、イースト、タンパク質、ペプチド、及び／又は核酸を具えること
を特徴とするデバイス。
【請求項４２】
　請求項１乃至２７のいずれか一項に記載の方法において、ターゲット分子又は粒子が、
細菌、ウィルス、イースト、タンパク質、ペプチド、及び／又は核酸を具えることを特徴
とする方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明はターゲット分子又は粒子をサンプルから分離するサンプル処理方法に関する。
特に、本発明はターゲット分子又は粒子をその検出と分析を行う前にフィブリノゲンタン
パク質を含有するサンプルから効果的に分離し濃縮できるサンプル調整手順に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生物学的検定では、ターゲット分子、粒子、又は検体を種々のサンプルから抽出し、濃
縮し、純化する能力（すなわち、サンプル調整）が、重要なステップを意味し、有効なタ
ーゲット検出および分析を行うための必須のステップとして、課題となっている。サンプ
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ル調整ステップは、検出限界、再現性、粒子又は検体とその他の成分との干渉という点で
、生物学的検定における主な律速段階である。現在のサンプル調整手順は、通常、冗長な
手動でのあるいは複雑なロボットでのピペットステップがあり、このステップには長時間
の遠心分離が含まれる。これらの手順は、遅く、コストと労働力がかかるばかりでなく、
高価な有害な化学物質の廃棄を行う必要があり、研究スタッフに健康上のリスクを与えて
いる。更に、サンプル調整のワークフロー、特に分子ターゲットの新世代に関するワーク
フローは、更に複雑なものになってきており、多様の解決策が提供されている。現在は、
サンプル調整に関する様々なかつ独自の解決策が、サンプル型とターゲットの各々につい
て使用されている。装着が容易で、自動化がしやすく、試薬が溶けやすく、操作時間が最
小である、複数のサンプル及びターゲットに適用できる標準的なサンプル調整ワークフロ
ーの解決策を提供するには、生命科学と診断環境において未だに解決できていない要件が
残っている。更に、サンプルワークフロー方法論の標準化は、主に規制のある診断環境に
おいて、主要要件である。
【０００３】
　サンプル調整の複雑さを典型的に示すものは、複合血液培地からのターゲット分子又は
粒子の検出である。特に複雑なのは、血液から伝染性因子（細菌、菌類）を低検出レベル
で検出することである。臨床レベルでは、血液感染（すなわち、敗血症）の検出は、血液
中の細菌感染に対する炎症反応によって生じる深刻な病状の原因であるため特に重要であ
る。敗血症は、実際、集中治療室におけるもっとも高頻度の死因である。更に、血液から
の微生物の検出不良、感染性因子の同定ミス又は同定の遅れ、及び／又は、抗生物質感受
性試験の欠落又は遅れによって、適切な診断範囲がなく経験的にのみ、多くの抗生物質治
療モダリティが開始されている。敗血症を初期発見する診断、迅速な微生物の同定、及び
抗生物質感受性テストと適切な患者管理の医学的必要性は、ほとんど満たされていない。
微生物（例えば、院内感染微生物）の耐性発現が増加すると、迅速かつ正確な敗血症診断
用の新規な方法論は、罹患率と死亡率を下げるのに非常に重要である。最後に、敗血症感
染の別の源は、輸血である。血液、血液成分、及び血液派生物から微生物を有効に検出す
ることは、コンタミネーションを防止するために非常に重要である。
【０００４】
　血液培養ビン又は血液寒天培養としての血液培養の使用は、未だに、菌血症と敗血症の
患者の感染因子を検出し同定するルーチンの選択法（最高水準）である。
【０００５】
　血液中の細菌性細胞の検出における主たる問題は、細胞数の検出能力が、ミリメータ当
たり１コロニー形成単位（ＣＦＵ）と低いことである。この文脈において、この桁での検
出レベルで処理しなければならない血液量は、数ミリリットル（５乃至１０ｍｌ）の血液
検体からなるものでなくてはならない。「乾草の中から針を探す」、すなわち、血液感染
症の診断における難問は、生細菌から特定の感染症バイオマーカを抽出及び精製できる、
効率がよく装着が容易な技術の可用性か、あるいは、核酸の遺伝的内容に基づくものとな
るであろう。
【０００６】
　例えば、国際特許出願ＷＯ９５／１５３９７号及びＷＯ２００９／０１５４８４号に報
告されているように、多機能遠心分離またはフィルタレーション方法論を特定の細胞壁／
膜溶解ステップと組み合わせて使用して、血液サンプル及び体液からのターゲット微生物
を濃縮するようにしている。濃縮効率が低いことは別にして、このような遠心分離方法論
のもう一つの制限は、ルーチンの自動実験分析ワークフローと互換性がないことである。
この遠心分離のプロセス制限を克服するために、ターゲット微生物と逆方向の親和基で被
覆した磁気粒子を導入した。粒子の磁力の利用により、粒子表面のターゲットを捕捉し、
血液からターゲットを容易に分離することができる。しかしながら、生細菌を捕捉するた
めの磁気ビーズ上に親和基を広く塗布することに主たる不利益がある。まず、病原微生物
の分布は、グラム陰性及びグラム陽性の細菌及び様々な菌種の長いリストからなる。全ク
ラスの細菌をカバーする入手可能で一般的な親和基はない。また、このような細菌の多く
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は、カプセル化されており、血液中におけるこれらの細菌の生存と分布が容易になる現象
が起きる。第２に、微生物は血流の中を常に自由に浮遊しているわけではなく、血液細胞
並びに血小板に結合あるいはこれらから隔絶されている。例えば、黄色ブドウ球菌の場合
、血小板との相互作用と血小板による更なる細菌の隔絶が、細菌が宿主防御システムを回
避する重要な毒性因子となる。
【０００７】
　血液サンプルから生微生物を直接的に濃縮することの代替は、分子バイオマーカ（特定
の核酸遺伝子配列）の使用と、ＰＣＲ（ポリメラーゼ鎖反応）といった即時の連続核酸増
幅技術からなる。この方法は、より迅速な結果をもたらす新しい可能性を開くものである
。しかしながら、検出レベル（感度）は、培地ベース法のレベルより低いことがある。分
子方法の制限のある感度は、主に、血液細胞中の真核細胞（白血球細胞）からの高バック
グラウンドＤＮＡに関係している。ＰＣＲベースの方法の感度は、血液サンプルから真核
細胞核酸を取り出すことによって、あるいは、特に、微生物（原核細胞）ＤＮＡを濃縮す
ることによって高くすることができる。この見方では、ＥＰ－Ａ－１，４００，５８９号
は、血液溶解物から原核細胞ＤＮＡを分離する方法を開示しており、この方法は、原核細
胞ＤＮＡを少なくとも一のタンパク質又はポリペプチドと特定結合させ、このように形成
した複合体を分離するステップを具える。同じ範囲で、ＥＰ－Ａ－１，８６１，４９５号
は、更により多くの真核細胞を含む混合サンプル中の微生物細胞から核酸を特別に単離す
る方法を記載している。この発明は、全血中の一又は複数のカオトロピック剤及び／又は
一又は複数の界面活性剤の存在下で核酸を分解させて、ヌクレアーゼ、特にＤＮＡ分解ヌ
クレアーゼを使用して血液溶解物から真核細胞核酸を取り出すことを開示している。両方
法共に、複雑なプロトコルと時間のかかる処理ステップ、すなわち、生成した細菌核酸を
得る前に半日かかるステップによって、制限されている。更に、これらの方法は、１００
ＣＦＵ／ｍｌの検出制限があり、これは、定義によれば１０ｍｌ体積中の１ＣＦＵである
血液培地法の感度より、非常に低い。
【０００８】
　最先端の核酸検出方法の上述した制限とは別に、細菌と一般菌類を検出する分子法の妥
当性は疑問である。実際、血液中を循環するＤＮＡの検出は、生微生物を検出する血液培
地法に必ずしも関連しない。このような相関を維持するために、いくつかのアプローチが
、陽性血液培養から開始する分子ベースの方法を用いた感染性因子の同定を提案している
。しかしながら、時間のかかる培地法が必要なため、このようなアプローチの臨床的妥当
性には制限が残っている。分子法は、大部分のケースで細菌の抗菌薬感受性スペクトラム
に関する情報を提供していないため、この問題はより重要である。後者は、未だ、伝統的
な培地によるアプローチに頼っている。
【０００９】
　これらの欠点を知ったうえで、迅速で高い信頼性をもって血液中の微生物を検出し同定
できる新規な方法の開発が、非常に重要な問題として残っている。更に、ここに提供した
血液中の感染性因子の検出は、サンプル調整手順の複雑さと、一般的にバイオアッセイ、
特に医療診断におけるその重要性を示す典型的な例である。食物サンプル、臨床サンプル
、環境サンプル、あるいは実験サンプルといった様々なサンプル中のターゲット分子又は
粒子の存在を決定する分析の重要性は高まっている。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、サンプル調整方法と、周辺複合液体培地からターゲット分子又は粒子を有効
に分離するプロセスに関する。この方法によれば、更に、調整した干渉培地中で、好まし
くは初期サンプル体積の少なくとも１／１０の体積に濃縮されたターゲットを回復させる
ことができる。更に、ここに開示した方法の利点は、初期サンプル体積の１／１００乃至
１／１０００濃縮倍率に届く能力である。このように濃縮されたターゲットは、その後、
非常に容易に、更なる精製ステップに進み、及び／又は、最先端の方法論を用いて直接的
に分析することができる。
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【００１１】
　ここに開示したサンプル調整方法は、特に、様々なサンプル源と、広い体積スペクトラ
ムとともに使用するように構成されている。更に、本発明による分離によれば、サイズ及
び／又は親和性を選択して複合サンプル容量からターゲット粒子又は分子を特別にあるい
は特別でなく分離することができる。
【００１２】
　したがって、本発明は、事実上どのようなタイプのサンプル及びターゲットにも広く使
用できるという利点を提供するサンプル調整方法を開示している。
【００１３】
　ここに開示される方法に基づいて、本発明は更に、手動で非常に容易に使用でき、本サ
ンプル調整方法を通常の研究ワークフローに容易に一体化させた最先端の自動システムに
一体化できるサンプル捕集デバイスを開示している。
【００１４】
　開示したサンプル調整方法の技術的ベースは、細菌又は菌類の粒子などのターゲット微
生物を、通常、トロンビン酵素を用いて血液サンプルを制御して凝固させて、迅速に退縮
させて血液コンテナに小さなペレットを形成するフィブリンネットワーク内にターゲット
粒子を捕獲することによって、フィブリノゲンを制御され標準化された方法でフィブリン
に変換して、血液サンプルから効率よく分離する可能性についての発明者の観察に基づく
。ペレットが形成されるので、周辺血液サンプルを移し替えることができ、この小さなペ
レット内に捕獲されたターゲットを分離することができる。第２のステップでは、ペレッ
トを溶解させて干渉液中の少量の調整したフィブリントラップからターゲットを回復させ
ることができる。このプロセスによれば、最小サイズのペレットがキーファクターであり
、開示した方法の濃縮率を決定するので、制御が必要である。
【００１５】
　したがって、血液サンプルによって、全血液、多血小板血漿、及び少血小板血漿又は血
清を意味する。本発明による血液は、代用血液又は血液成分、血液添加物あるいは血液機
能を模したその他の成分からなる人工合成サンプルも意味することは明らかである。この
ような血液成分の典型的な例であって、通常輸血に使用されているものには、血小板濃縮
物、赤血球（ヘモグロビン）濃縮物、代用血清又は血漿（体積拡張剤としても知られてい
る）がある。例えば敗血症サンプルなどの臨床ケースにおける、複合血液サンプル又は代
用血液などの、血液サンプルが凝固因子（主にフィブリノゲン）を欠く場合、フィブリノ
ゲンを含む凝固因子を血液サンプルに必須成分として加えることによってこの欠落を補て
んして、本発明によるターゲット粒子又は分子を分離することができる。
【００１６】
　本発明は好ましくは、血液サンプルから微生物又は感染性分子又は粒子を分離する方法
を開示しているが、当業者には、ここに述べる血液サンプルは、上述した制御された凝固
プロセスの一部である血液構成成分を含む複合サンプルも意味すると認識される。
【００１７】
　したがって、一般的に、本発明はフィブリノゲンタンパク質を含むサンプルからターゲ
ット粒子又は分子を捕獲によって分離し濃縮する方法を開示している。第１のステップで
、フィブリンネットワーク中のターゲット分子又は粒子を、サンプル中に含まれるフィブ
リノゲンをフィブリンに少なくとも部分的に変換してフィブリンネットワークを形成する
。第２のステップでは、このようにして形成したフィブリンネットワークがフィブリクロ
ットを形成し、周辺のサンプル培地から分離される。
【００１８】
　一の実施例では、本発明による分離が、サイズを選択することによりターゲット粒子を
捕獲することで行われる。この捕獲プロセスでは、フィブリンネットワーク細孔のサイズ
が特に重要である。より小さい細孔サイズが、実際に、大腸菌（２μｍ）や、クラミジア
（０．３μｍ）、あるいはウィルスなどの小さな感染性微生物のより効果的な捕獲につな
がる。この点に関して、サンプルｐＨやイオン強度、サンプル中のカルシウム濃度、フィ



(8) JP 5999776 B2 2016.9.28

10

20

30

40

50

ブリノゲン、トロンビン濃度といったパラメータを調整することで捕獲するフィブリンネ
ットワークの制御が行われる。
【００１９】
　一の実施例では、本発明の分離は、フィブリンネットワーク中のターゲット粒子の親和
性捕獲によって行う。発明者は、黄色ブドウ球菌などの細菌性粒子が、フィブリノゲン／
フィブリン分子に対して親和性が強く、これが本発明の方法によって、この分子の分離と
濃縮をより容易にする（強化する）ことを観察した。細菌性粒子の親和性相互作用を模す
ることによって、本発明は、天然の及び誘発した親和性相互作用を用いて、フィブリノゲ
ン含有サンプルからターゲットを分離することを開示している。
【００２０】
　本発明の好ましい実施例にかかる誘発親和性分離は、ターゲット分子又は粒子に対する
捕捉部分ドメインを具えるフィブリノゲン融合タンパク質からなるフィブリノゲン組み換
えタンパク質で実現される。別の実施例では、化学的捕獲が、黄色ブドウ球菌フィブリノ
ゲン結合タンパク質などのフィブリン／フィブリノゲン結合部分と、ターゲット分子又は
粒子に対する抗体などの物質補足部分によって確実に行われる。
【００２１】
　したがって、フィブリンネットワークにおけるサイズ捕獲、並びに特定の親和性結合反
応を用いて、生物サンプル中の広い範囲のターゲット物質を定量又は単離することができ
る。ターゲット物質の例には、細胞、細胞成分、細胞亜種（真核細胞と原核細胞）、細菌
、ウィルス、寄生虫、抗原、特定の抗体、毒素、タンパク質、核酸シーケンス、その他、
がある。
【００２２】
　ここで意味するフィブリノゲンは、したがって、例えば、ヒトの血液又は脊椎動物の血
液など、あらゆる血液源から取得した天然フィブリノゲンである。本発明にかかるフィブ
リノゲンは、例えば、天然フィブリノゲンを新規な親和性機能を有する新しい分子を得る
ように、別の分子と組み合わせて得た合成分子であってもよい。好ましい実施例では、こ
のように組み合わせた分子は、フィブリノゲン分子を別の分子と共有結合させることによ
って得られる。別の実施例では、このように組み合わせた分子が、最新の組み換えタンパ
ク質合成技術によって作った融合タンパク質である。
【００２３】
　ここで意味するフィブリノゲンは、フィブリノゲンの全結晶構造を有するように修飾し
た合成フィブリノゲン分子であってもよい。好ましい実施例では、この合成フィブリノゲ
ン分子は、様々な構造、サイズ、成分、及び親和活性を有するように修飾された分子であ
る。特に、本発明のフィブリノゲンは、トロンビンによる開裂活性（ポリマー化）が現れ
ており、ターゲット粒子又は分子に所定の親和性結合反応を有する、単純構造の分子（複
雑で大きい天然フィブリノゲン分子ではなく）であることが望ましい。
【００２４】
　したがって、本発明は、ターゲット粒子又は分子を捕獲又は捕捉するビークルとして、
フィブリノゲン又はフィブリノゲン修飾タンパク質を使用することを開示している。この
フィブリノゲン又はフィブリノゲン修飾タンパク質をトロンビンに露出させると、フィブ
リノゲン分子が開裂し、フィブリンに変換される。フィブリン粒子は、次いで、自己ポリ
マー化して、小さなクロットを形成し、そこにターゲットが捕獲され、サンプル液量から
ターゲットの分離が行われる。提案されている方法によれば、例えば磁気粒子や、その他
の「固体表面」ベースの技術といった最先端技術に比較して、多大なアドバンテージがあ
る。本発明は、分子レベルで生じるので、ターゲットとフィブリノゲンビークルとの間の
反応が非常に早く、効果的であり、表面ベースのアッセイに特有の非特定結合の問題がな
くなる。
【００２５】
　このことに基づいて、また特定の使用において、本発明は、感染血液サンプルから無傷
の微生物を効果的に分離し濃縮する溶液を提供する方法を提供している。この達成可能な
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目標は、大量の血液から微量の微生物を分離することであり、その後、次の処理ステップ
に適合する少量のバッファに濃縮できるようにすることである。本発明のもう一つの達成
可能な目標は、従来の特別な技術で続いて検出し分析できる無傷の微生物を血液サンプル
から分離することである。むしろ、達成すると、この方法は、高速培地法や、迅速かつよ
り感度の高い分子ベースのアッセイを用いて、血流感染の迅速かつ有効な検出と診断に多
くの可能性を開く。
【００２６】
　したがって、上述の記載から、本発明のフィブリノゲンは、サンプル（すなわち、全血
サンプル）に天然のものであっても、このサンプルに人工的に加えるようにしてもよいこ
とは明らかである。
【００２７】
　このことに基づいて、また特定の使用において、本発明は、合成サンプルからターゲッ
ト分子又は粒子を分離する方法を提供する。この方法は：
　（ａ）サンプルにフィブリノゲンを加えるステップと；
　（ｂ）このサンプルに加えたフィブリノゲンをフィブリンに変換してフィブリンネット
ワークを形成することによって、フィブリンネットワーク内にターゲット分子又は粒子を
捕獲するステップと；
　（ｃ）このフィブリンネットワークを取り出してフィブリンクロットを形成するステッ
プと；
　（ｄ）周辺サンプル培地からこのフィブリンクロットを分離するステップと；
を具える。
【００２８】
　本発明による合成サンプルには、血液、血液派生物、あるいは血液成分サンプルが含ま
れるが、例えば、限定することなく、臨床サンプル（尿、唾液、綿棒検体等）、食物サン
プル、環境サンプルといったフィブリノゲンを含まないサンプルであってもよい。
【００２９】
　したがって、本発明は更に、サンプルからターゲット分子又は粒子を分離するサンプル
捕集デバイスを開示しており、これは：（ｉ）識別コードと；（ｉｉ）このサンプルを入
れる容器と；（ｉｉｉ）この容器に入れたフィブリノゲンを含むサンプルを具える。この
デバイスは、サンプルがこのデバイス中でトロンビン又はトロンビン様酵素に露出した時
にターゲット分子又は粒子を分離可能に捕獲するフィブリンクロットを形成するように操
作できる。
【００３０】
　本発明によるデバイスは、例えば病原性粒子（細菌、ウィルス、他）あるいはターゲッ
ト分子（ＤＮＡ、ＲＮＡ、又はタンパク質、他）などのターゲット粒子又は分子の存在を
後に調べる必要がある流体サンプルを受けるように設計された標準反応チューブ又はリザ
ーバであってもよい。本発明のデバイスは更に、上述したフィブリンクロットの形成とタ
ーゲットの分離を引き出す安定した試薬配合を具えている。好ましくは、このデバイスは
、フィブリノゲン分子などのクロット因子と、トロンビン酵素などの凝固促進剤を含む、
保存された安定試薬配合を含む反応領域を具える。このようなデバイスによれば、テスト
キット中の感染物質、毒素、核酸、及びタンパク質などのターゲットを、どのような複雑
な生物学的サンプルからでも非常に少ないコピー数で、定量的に単離及び検出することが
できる。ここに開示したデバイスによれば、サンプルを捕集し、同時にこのサンプルから
ターゲット粒子又は分子を効率よく分離し濃縮することができ、これによって、必要なサ
ンプル処理ステップが非常に簡単になり、更に、潜在的な感染リスクと、汚染のリスクを
低減することになる。
【００３１】
　このように、本発明の主たる態様は、フィブリノゲン含有サンプルからターゲット分子
又は粒子を分離する方法に関し、独立請求項１によって達成される。
【００３２】
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　このように、本発明の主たる態様は、サンプルからターゲット分子又は粒子を分離する
サンプル捕集デバイスに関し、独立請求項３６によって達成される。
【００３３】
　様々な実施例が従属請求項に記載されている。これらの請求項及び請求項のすべての組
み合わせの主題は、この明細書に引用によって組み込まれており、請求項が削除された場
合でも、この開示の一部を成すものである。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
　本発明の目的及び特徴は、特許請求の範囲に詳細に記載されている。本発明は、その構
成と動作の両方に関して、更なる目的と利点とともに、添付図面に関連して以下の説明を
参照することによって、最もよく理解することができる。
【図１】図１は、凝固プロセス（ｈｔｔｐ：／／ｅｎ．ｗｉｋｉｐｅｄｉａ．ｏｒｇ／ｗ
ｉｋｉ／Ｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎ参照）と本発明の主目的を達成するために使用できるフ
ィブリノゲンのフィブリンへの変換を示す図である。
【図２】図２は、フィブリノゲン（１）含有サンプルをトロンビンに露出させたときの、
フィブリンネットワーク（３）におけるターゲット分子又は粒子（２）の捕獲メカニズム
を示す図である。
【図３】図３は、フィブリノゲン含有サンプルをトロンビンに露出させたときの、フィブ
リンネットワークにおけるターゲット分子又は粒子の親和性捕獲に関する様々な実施例を
示す図であり：（ａ）フィブリノゲン／フィブリン（１）へ結合する部分（４）を有する
ターゲット（２）の天然親和性；（ｂ）ターゲット（２）に対向し、フィブリン／フィブ
リノゲン（１）結合部分（４）を有する物質捕捉（５）を介する親和性捕捉；（ｃ）ター
ゲット（２）に対向する捕捉部分ドメイン（７）を有するフィブリノゲン（１）融合タン
パク質を介する親和性捕捉；である。
【図４】図４は、図３（ｂ）に示す親和性捕獲の変形例を示す図であり、ここで親和性捕
捉がターゲット（２）に対向し、フィブリン（３）結合部分（４’）を有する物質捕捉（
５）を介して行われる。好ましい実施例では、この部分（４’）のフィブリンに対する親
和性が、サンプルをトロンビンに露出させるステップ後にのみ、活性フォーム（４）に変
形される。
【図５】図５は、ターゲットの分離から検出までの、全アッセイ処理を示す図であり、こ
こでは、フィブリノゲン（１）含有サンプル中のターゲット（２）が、フィブリン／フィ
ブリノゲン結合部分（４）を含む物質捕捉（５）と、検出ラベル（９）を含む物質ラべリ
ング（８）に露出される。トロンビンに露出されると、複合ターゲット／物質捕捉／物質
ラべリングが、取り出したフィブリンクロット内で分離される。ターゲットの検出は、ク
ロット濃縮の上で直接に実行される。
【図６】図６は、サンプル捕集デバイスの動作を示す図である。本発明によれば、このデ
バイスは、当該デバイス中でサンプルをトロンビン又はトロンビン様酵素に露出させたと
きに、ターゲット分子又は粒子を分離して捕獲するフィブリンクロットを形成するように
動作する。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
　本発明の一実施例によれば、ターゲット分子又は粒子を血液サンプルから分離する方法
であって：
　（ａ）サンプルに含まれるフィブリノゲンを少なくとも部分的にフィブリンに変換して
フィブリンネットワークを形成することによって、フィブリンネットワーク内にターゲッ
ト分子又は粒子を捕獲するステップと；
　（ｂ）このフィブリンネットワークを取り出して、フィブリンクロットを形成するステ
ップと；
　（ｃ）このフィブリンクロットを周辺サンプル培地から分離するステップと；
を具える。
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【００３６】
　したがって、血液サンプルによって、全血、多血小板血漿、少血小板血漿を意味する。
血液サンプルは、唾液を意味することもあり、この場合、フィブリノゲンをサンプルに加
えて、本発明にかかる分離メカニズムが働くようにする必要がある。本発明にかかる血液
は、血液代替物、あるいは、血液成分、血液添加物、あるいは血液の機能を模したその他
の成分からなる人工的に合成したサンプルを意味することもある。このような血液成分の
典型的な例であり、輸血によく用いられる例は、血小板濃縮物、赤血球（ヘモグロビン）
濃縮物、唾液、血漿代替物（血漿増量剤）を含む。例えば、敗血症サンプル、合成血液サ
ンプル、あるいは血液代替物などの臨床ケースにおける場合など、血液サンプルにクロッ
ト因子（主にフィブリノゲン）が不足している場合、この不足は、フィブリノゲンを含む
クロット因子を、本発明によるターゲット粒子又は分子を分離することができるようにす
る必須成分として血液サンプルに加えることによって、補填することができる。
【００３７】
　同じ精神で、本発明の血液サンプルは、血液サンプルをフィブリノゲン欠落サンプルと
組み合わせることによって得られる人工的に合成した血液サンプルを意味することもある
。このようなフィブリノゲン欠落サンプルには、生物化学的サンプル、臨床サンプル、食
物サンプル、環境サンプルなどどのような源からのサンプルが含まれてもよい。特に、本
発明の血液サンプルの用語は、少なくともフィブリノゲンを含むクロット因子をフィブリ
ノゲンが欠落しているサンプルに組み合わせることによって人工的に構成した血液サンプ
ルにも及ぶ。
【００３８】
　ここで、一般的に使用されている「フィブリンネットワーク」は、トロンビン酵素に露
出させたときにフィブリノゲンが開裂し、フィブリンに変換されるプロセスの生成物を意
味する。フィブリノゲンがフィブリンに変換されると、フィブリンモノマーが互いに近づ
いて非二重結合架橋三次元ポリマーネットワークを形成する自己ポリマー化ステップが生
じる。更に、凝固因子ＸＩＩＩの存在下では、フィブリンネットワークが因子ＸＩＩＩａ
によって架橋され、トランスグルタミナーゼが因子ＸＩＩＩのトロンビンによって活性化
される。その他のトランスグルタミナーゼが存在し、共有結合の架橋及びグラフティング
に関連してフィブリンネットワークを形成することができる。
【００３９】
　ここで一般的に使用されている「クロット形成と収縮」は、所定時間経過後にクロット
を形成するためのフィブリンマトリックスの観察された引き込みを意味する。このクロッ
トのサイズは、所定の条件下では、時間が経つにつれてクロットから水分が抜けることに
よって小さくなる（すなわち、クロット退縮）。当然、このクロット退縮は、クロットの
フィブリンメッシュに捕獲された活性血小板から多数の凝固因子を放出することによって
誘発される。
【００４０】
　フィブリンネットワークを形成するには、フィブリノゲン溶液及び／又はトロンビン溶
液の濃縮物が、形成したネットワークの密度、クロット形成、最終フィブリンマトリック
スの架橋及び速度に大きく影響する。通常、トロンビンとフィブリノゲンの量が少なくな
ると、架橋プロセスが遅くなり、密度が低いネットワークを伴うフィブリンクロットの形
成に寄与する。したがって、トロンビンとフィブリノゲンの量の比率を制御することで、
フィブリンネットワークの密度と最終クロットのサイズを制御して形成することができる
。更に、トロンビンとフィブリノゲンの量の比率は、ターゲットの捕捉により適している
密度の低いネットワークを有するフィブリンマトリックスを提供する。更に、トロンビン
量のフィブリノゲン量に対する比率は、より小さいサイズの退縮フィブリンクロットを提
供して、分離したターゲット粒子又は分子の濃縮倍率を高くすることができる。
【００４１】
　本発明の基本的なメカニズムは、フィブリノゲンをフィブリンに変換することが、ター
ゲット粒子又は分子を捕捉するであろうネットワークの役割をするフィブリンネットワー
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クの形成を促すことである。所望の効果を得るためには、前記フィブリンネットワーク形
成の制御が特に重要である。この点に関して、重要な凝固因子としてのトロンビン及びフ
ィブリノゲンの濃縮が、フィブリン捕獲ネットワークの形成と、続く、本発明によるクロ
ットの生成と分離において重要である。実際、高濃度のトロンビンとフィブリノゲンによ
って、非常に密度の高いフィブリンネットワークと、あまり所望されない大きなクロット
サイズを引き出す。しかしながら、発見は、トロンビンとフィブリノゲンのより低い濃度
が、サンプル容器又はコンテナにおける小さいペレット形成に対して迅速に退縮する緩和
フィブリンネットワークの形成を促すことである。この退縮の間に、フィブリンネットワ
ークがサンプル値からターゲット粒子又は分子を捕獲して、これによって、その濃度と前
記サンプルからの分離を引き起こす。
【００４２】
　サンプル含有フィブリノゲンからターゲット粒子又は分子を有効に捕獲し分離する所望
の影響に達するには、サンプル中のフィブリノゲンの濃度が好ましくは、少なくとも０．
１μｇ／ｍｌである。好ましい実施例では、サンプル中のフィブリノゲンの濃度が１０ｍ
ｇ／ｍｌ乃至１０μｇ／ｍｌである。上記の範囲を超えてより高い濃度を使用することも
できるが、より高密度のフィブリンマトリックスとより大きな退縮クロットサイズとなる
。サイズ選択又はサイズ捕獲によってターゲット粒子を分離する場合は、比較的高濃度の
フィブリノゲンを用いることが特に適している。ターゲット粒子のサイズが小さいほど、
要求されるフィブリノゲン濃度が高くなる。しかしながら、より高い濃度のフィブリノゲ
ンを用いたダウンサイズは、より大きいクロットサイズを形成することになり、結果とし
てターゲット粒子の濃縮率が低くなる。したがって、実際にサイズ選択又はサイズ捕獲の
場合は、フィブリノゲン濃度は、最大捕捉効率に届くように、そして同時により低いクロ
ットサイズになるように、最適化しなければならない。
【００４３】
　上述の記載から、本発明のフィブリノゲンは、サンプル（例えば、血液サンプル）由来
のものであってもよく、サンプルに人工的に加えたものであってもよい。好ましい実施例
では、例えば、全血の場合、上記サンプルが天然フィブリノゲンであっても、フィブリノ
ゲンを加えるようにしてもよい。このことは、例えば、このようなサンプルで生じること
がある天然フィブリノゲンのフィブリノゲン不足又は濃度の変化を補償するという利点と
なる。別の好ましい実施例では、血液サンプルに加えたフィブリノゲン（天然フィブリノ
ゲン濃度が所望の濃度である場合でも）は、検討しているサンプルと異なる検体の血液源
からのものである。例えば、ヒトの全血サンプルを使用する場合、この実施例によれば、
子牛、羊、フクロネズミ、ニワトリなど別の脊椎動物からとったフィブリノゲンをヒトの
サンプルに加えることができる。フィブリノゲン／トロンビン反応が検体特有の反応であ
るという事実を用いて、異なるフィブリノゲン源を、天然フィブリノゲンを含むサンプル
への添加物として用いることによる所望の効果により、特に加えたフィブリノゲン（好ま
しくは、関連する検体のトロンビンで活性化した）を用いて、分離プロセスにおける天然
フィブリノゲン干渉を防止し（最小限にして）、ターゲット分離が行われるためである。
このことは、特に、ターゲットの分離プロセスのより効果的な制御を行う場合に利点があ
り、天然フィブリノゲン変異体に頼らないようにする。同じ考え方で、別の実施例では、
加えたフィブリノゲンが、使用する血液サンプルの内因性トロンビンによって開裂しない
ように特に設計された遺伝子組み換えフィブリノゲンタンパク質である。
【００４４】
　フィブリノゲンを含むサンプルからターゲット粒子又は分子を効率よく捕獲し、分離す
る所望の効果は、したがって、サンプルをトロンビン又はトロンビン様酵素にさらすこと
によって達成できる。この点に関して、このトロンビンは外因性（サンプルに人工的に加
えた）又は内因性（すでにサンプルの一部である）トロンビン又はトロンビン様酵素であ
ってもよい。したがって、トロンビンは活性体であっても、図１に示すような因子Ｘなど
の凝固因子の活性化によって生じたものであってもよい。このトロンビン及び／又は凝固
因子の源は、ヒト、動物、あるいは昆虫の源であってもよい。このように、トロンビン様
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酵素によっては、外部血液源から得たセリン・プロテアーゼ族を意味し、これはからフィ
ブリンに変換する能力を持つ。このような酵素はこの分野でよく知られており、通常、蛇
毒から得るか、組み換え型で産生される。
【００４５】
　好ましい実施例では、トロンビン濃度が０．０１乃至１０Ｉ．Ｕ／ｍｌであり、好まし
くは、０．１乃至２Ｉ．Ｕ／ｍｌの範囲である。実際は、所望のフィブリンネットワーク
構造とクロットサイズを得るには、トロンビン又はトロンビン様酵素の品質をデバイス内
のフィブリノゲン濃度に対応して調整するべきである。この点に関して、トロンビンの量
は、フィブリノゲン１ｍｇ当たり２０Ｉ．Ｕトロンビンより少ないことが好ましく、好ま
しくはフィブリノゲン１ｍｇ当たり０．０１乃至１０Ｉ．Ｕの範囲であり、より好ましく
はフィブリノゲン１ｍｇ当たり０．１乃至１Ｉ．Ｕの範囲である。
【００４６】
　好ましい実施例では、サンプルからターゲット分子又は粒子を捕獲するためにフィブリ
ンネットワーク構造を制御するために、カルシウム濃度を調整するようにしてもよい。実
際には、これは、試験を行うサンプルにカルシウムイオン源を加えることによって行われ
る。カルシウムイオン源は、好ましくは塩化カルシウム（ＣａＣｌ２）であり、好ましく
は、サンプル量１ｍｌ当たり１乃至１０ｍｇの濃度範囲であり、より好ましくは、サンプ
ル量１ｍｌ当たり４乃至７ｍｇの濃度範囲であり、最も好ましくは、サンプル量１ｍｌ当
たり５乃至６ｍｇの濃度範囲である。血液サンプル中には、例えば、自然にカルシウムが
存在しており、このカルシウム濃度の調整は、ＧＤＴＡ、ＥＤＴＡ及びクエン酸塩からな
る群から選択されたカルシウムキレート剤を更に加えることによって行うことができる。
【００４７】
　好ましい実施例では、サンプルからターゲット分子又は粒子を捕獲するためにフィブリ
ンネットワーク構造を制御するのに、この方法が、サンプルにクロット因子ＸＩＩＩを加
えるステップを具える。クロット因子ＸＩＩＩは、トロンビンで活性化された後、フィブ
リンマトリックス架橋形成を触媒する酵素である。このステップは、更に、フィブリンネ
ットワーク構造を安定化させ、クロット退縮を速め、フィブリン気孔率を調整する。不活
性又は活性（ＸＩＩＩａ）型でこのような因子ＸＩＩＩを加えてもよく、あるいは、サン
プル量１ｍｌ当たり０．５乃至１００Ｉ．Ｕの濃度範囲、より好ましくはサンプル量１ｍ
ｌ当たり１乃至６０Ｉ．Ｕの濃度範囲、最も好ましくはサンプル量１ｍｌ当たり１乃至１
０Ｉ．Ｕの濃度範囲のフィブリノゲン添加剤で調整することができる。
【００４８】
　上述したことから、本発明に係る方法の達成できる主な目的は試験を行っているサンプ
ルからターゲット粒子又は分子を効率よく濃縮することであるといえる。濃縮因子あるい
は濃縮率は、実際はクロットサイズによって決まる。したがって、好ましい実施例では、
形成したクロットのサイズが初期のサンプルサイズの少なくとも１／３であり、好ましく
はこのクロットサイズが初期のサンプルサイズの１／１０より小さい。更に、本発明の好
ましい実施例では、このクロットが退縮し、更に、初期サンプル量の１／５０乃至１／１
０００の値に届くサイズの小さなペレットを形成する。
【００４９】
　退縮率をより高めるためには、すでに上述したように、フィブリノゲンとトロンビンの
濃度が重要なファクターとなる。カルシウム濃度や、クロット因子ＸＩＩＩなどの添加剤
といった、その他のパラメータは、クロットサイズに影響する。しかし、実際には、クロ
ットは、サンプル中の活性化した血小板細胞又は活性化した血小板細胞溶解物の存在下で
更に退縮する。血液サンプルに天然に存在する、あるいは血液成分サンプル中の添加物で
ある場合、血小板の活性化は、アデノシン・ジホスフェート（ＡＤＰ）とコラーゲンから
なる群から選択された血小板アゴニストで達成される。
【００５０】
　このように、本発明は、サンプルを含むフィブリノゲンからターゲット分子又は粒子を
分離する方法を開示しており、この方法は、サンプルを活性化した血小板細胞又は血小板
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細胞溶解物にさらすステップを具える。好ましい実施例では、この活性化した血小板細胞
又は血小板細胞溶解物は、サンプル中に天然に存在し、あるいはサンプルに人工的に加え
ることができる。血小板の活性化は、好ましくは、１ｍＭ乃至１μＭ、好ましくは１００
μＭ乃至１０μＭの濃度のＡＤＰによって行うことができる。
【００５１】
　より高い退縮率を得るために、好ましい実施例では、フィブリンネットワークに捕捉さ
れた磁気粒子を退縮手段として用いて、クロットサイズを圧縮し、したがって小さくして
いる。実際は、磁気粒子を用いて、退縮するフィブリンクロット中で血小板が自然に果た
す役割を模倣する。この退縮は、フィブリンクロット内に捕捉された磁気粒子を、外部の
磁力にあてることによって行われる。したがって、この磁気粒子は、フィブリンネットワ
ークの気孔率に比べてより粒子のサイズが大きいため、フィブリンクロット内に捕捉され
る。好ましい実施例では、磁気粒子は、この粒子がフィブリノゲン／フィブリンに対して
持っている親和性相互作用によって、フィブリンクロット内に捕捉される。このことは、
トロンビン、クロット因子ＸＩＩＩ、細菌性フィブリノゲン結合タンパク質、及び組織プ
ラズミノゲン活性剤（ｔ－ＰＡ）からなる群から選択できるフィブリノゲン／フィブリン
結合部分で被覆された磁気粒子を用いて行われる。
【００５２】
　ターゲット分子又は粒子を更に濃縮するために、本発明は更に、これらのターゲットを
フィブリンネットワークで捕捉するのに親和性捕捉を使用することを開示している。親和
性捕捉を用いることの利点は：（１）サイズによる捕捉ではフィブリンネットワークで捕
捉することが難しい、あるいは捕捉できない小さなターゲットを捕捉する；（２）親和性
捕捉では、効率の良い捕捉収率を達成するのに必要なフィブリノゲン濃度がより低いので
、高レベルのターゲット濃度（すなわち、非常に小さいクロット、あるいは、むしろペレ
ット）となる。実際、親和性捕捉では、初期サンプル量の１／５０以下の濃縮率、好まし
くは１／１００乃至１／１０００になることが期待できる。サンプル量が大きい（例えば
、３乃至１０ｍｌ）の場合は、濃縮率は、むしろ初期サンプル量の１／１０００より小さ
い。
【００５３】
　図３（ａ）に示すように、好ましい第１の実施例では、フィブリノゲン／フィブリン（
１）への結合部分（４）を有するターゲット（２）の天然の親和性によって、親和性捕捉
が行われている。このような親和性捕捉の典型的な例は、タンパク質クランプ因子Ａ（Ｃ
ｌｆＡ）を結合した表面フィブリノゲンを介してフィブリノゲン／フィブリンに有効な親
和性を有する、黄色ブドウ球菌の捕捉である。国際特許出願ＷＯ２０１１／００７，００
４号により一般的かつ詳細に述べられているように、ブドウ球菌、連鎖球菌、及び腸球菌
は、フィブリノゲンを含むタンパク質に結合することによって感染を緩和できる付着因子
と呼ばれるタンパク質を運ぶ。血液の場合、本発明の方法の別の利点は、血液細胞の天然
の親和性を利用して、懸濁液中に赤血球を実質的に保持しながら、小さいフィブリンペレ
ット中の白血球と血小板を更に沈殿させることである。このことは、微生物は血液サンプ
ル中に常に自由に浮遊しているわけではなく、むしろ白血球や赤血球に付着しているか、
あるいは分画されているので、特に重要である。例えば、黄色ブドウ球菌の場合は、細菌
が宿主防衛を避けるため、血小板中の相互作用とその後の分画及び細菌生存が病原性に寄
与する。天然の親和性捕捉は、電荷の相互作用によりフィブリンに強力に結合している核
酸などの小さい分子の捕捉に用いることもできる。細菌性粒子については、このような分
子がフィブリノゲン／フィブリンに直接的な相互作用親和性を有するので、天然の親和性
を小さいタンパク質分子にまで及ばすことができる。
【００５４】
　好ましい実施例では、天然の親和性分離プロセスを、様々な検体からのフィブリノゲン
を用いて適応させている。例えば、ヒト由来のフィブリノゲンに代えて羊由来のフィブリ
ノゲンは、黄色ブドウ球菌の捕捉率を下げる。これは、羊由来のフィブリノゲンは黄色ブ
ドウ球菌に対する結合親和性が低いためである。同様に、サンプル中に使用しているフィ
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ブリノゲンは、所定のターゲット又はターゲット群に対するフィブリノゲンの天然親和性
捕獲を強化するあるいは禁止するように設計された遺伝子組み換えあるいは修飾フィブリ
ノゲンであってもよい。
【００５５】
　親和性捕捉の第２実施例を図３（ｂ）に示す。このように、親和性は、ターゲット（２
）に対する物質－捕捉（５）を用いて実現し、フィブリノゲン／フィブリン（１）結合部
分（４）を有する。ターゲットにタグをつける媒介手段として物質－捕捉を使用すること
は、フィブリノゲン／フィブリンに対するターゲットが天然の親和性を有していない場合
に好ましい。この典型的な例は、ほとんどの場合フィブリノゲン／フィブリンに対する天
然の親和性がないグラム－陰性種の捕捉である。これは、例えば、フィブリノゲン結合部
分を有するグラム－陰性種の抗体を用いることによって実現できる。更に、間接的な親和
性捕捉が、ターゲット細胞、細胞成分、細胞亜集団（真核性と原核性の両方）、細菌、ウ
ィルス、パラサイト、抗原、特定の抗体、毒素、タンパク質、核酸シーケンスなどを含む
が、それに限定されないターゲット粒子又は分子に及ぶ。これを実現するには、ターゲッ
ト分子又は粒子の方向にある物質捕捉部分が、このターゲット分子又は粒子を特別に認識
するように設計された抗体、核酸、アプタマーからなる群から選択される。更に、この物
質捕捉部分は、トロンビン、フィブロネクチン、細菌性フィブリノゲン結合タンパク質、
組織型プラズミノゲン活性剤、インテグリン、これらのいずれかの員から取り出した部分
からなる群から選択されたフィブリノゲン／フィブリン－結合部分と結合あるいは組み合
わせることができる。好ましい実施例では、このフィブリン／フィブリノゲン－結合部分
と物質捕捉部分が共有結合している。
【００５６】
　親和性捕捉の第３実施例が、図３（ｃ）に記載されている。このように、親和性は、フ
ィブリノゲン（１）融合タンパク質をターゲット（２）に対する捕捉部分ドメイン（７）
とともに用いて認識される。融合フィブリノゲンタンパク質の使用は、フィブリノゲン分
子中の直接的な親和性捕捉の選択性を組み合わせるという利点がある。この視点において
は、フィブリノゲン分子は、捕捉して、一群のターゲット又は特定群のターゲットを分離
するのにぴったりであるか、あるいは特別に設計することができる。更に、フィブリノゲ
ン遺伝子組み換え又は修飾タンパク質は、自然の相互作用を防止する、及び／又は特定の
サンプルタイプ内の分子又は粒子に対する特定の相互作用を強化するように設計すること
ができる。更に、別の実施例では、フィブリノゲン融合タンパク質が更に、分解部位を具
えている。これは、以下に説明するように、溶解テップの間にフィブリンネットワークか
ら結合したターゲット分子又は粒子を回復させるのにとくに有益である。好ましい実施例
では、分解部位は酵素によるあるいは加水分解による分解サイトである。最も好ましい実
施例では、この分解部位が酵素による分解部位であり、これは、プラズミンと、マトリク
ス・メタロプロテイナーゼからなる群から選択された酵素によって開裂する。
【００５７】
　好ましい実施例では、図４に示すように、親和性捕捉が、ターゲット（２）に対向する
物質－捕捉（５）を介して行われる。これは、フィブリン結合部分のような組織型プラズ
ミノゲン活性剤を使用するフィブリノゲンに対する親和性を持たない、特別なフィブリン
（３）結合部分（４’）を有する。好ましい実施例では、この部分（４’）のフィブリン
に対する親和性は、フィブリン結合部分として因子ＸＩＩＩを使用する場合と同様に、サ
ンプルをトロンビンに露出させた後にのみ、活性型（４）に転換される。
【００５８】
　使用に際して、本発明は、ターゲット分子又は粒子を分離して濃縮する方法のみならず
、図５に示すようにターゲットを検出するステップも含む。この点に関して、アッセイ工
程が、フィブリンクロット内でターゲットを捕捉し分離するステップであって、続いて、
クロットの濃縮物内で直接ターゲットを検出するステップを含む。これは、例えば、サン
プルを含むフィブリノゲン（１）を、フィブリン／フィブリノゲン結合部分（４）を含む
物質－捕捉（５）と、検出標識（９）を含む物質－標識（８）に露出させることによって
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、達成される。これによって、「ターゲット／物質－捕捉／物質－標識」のフォーメーシ
ョンができる。トロンビンに露出させると、この複合「ターゲット／物質－捕捉／物質－
標識」が、退縮フィブリンクロット（３）内で分離される。ターゲットの検出は、例えば
、フィブリンクロットを標識（８）励起源（１０）に露出させて、検出信号（１１）を発
することによって、クロット濃縮物上で直接行われる。一般的には、検出方法は、使用し
た標識に依存し、よく知られている検出方法である、蛍光、発光、ＳＥＲＳ（表面増感ラ
マン分光法）及びラマン分光法を適用できる。
【００５９】
　ペレット形成とターゲット分離の後に、好ましい実施例では、調整した緩衝溶液にフィ
ブリンクロット又はペレットを懸濁させ、次いで、このクロットをかき回して（すなわち
、溶かして）フィブリンクロットから分離したターゲットを回復させる。調整緩衝液の典
型的な例は、低張緩衝液、プラズミンなどの繊維素溶解と組み合わせた洗浄剤及び／又は
プロティナーゼＫ、プロナーゼ、メタロプロテナーゼなどのタンパク質分解試薬を含む緩
衝剤である。このような溶解ステップは、更に、プラズミノゲン又はプラズミノゲン活性
剤などのクロット溶解強化材を加えることによって改善される。好ましい実施例では、こ
の溶解ステップは更に、核酸分解酵素の使用を含むものでもよい。
【００６０】
　本発明を実装するために、本発明の第２の態様はサンプルからターゲット分子又は粒子
を分離するサンプル捕集デバイスに関し、このデバイスは：（ｉ）識別コード；（ｉｉ）
サンプルを収納する容器であって、サンプルを受けるチューブの形であってもよい容器；
及び（ｉｉｉ）この容器中のフィブリノゲン含有サンプル；を具え、このデバイスは、デ
バイス内でトロンビン又はトロンビン様酵素にサンプルを露出させたときに、ターゲット
分子又は粒子を独立して捕獲するフィブリンクロットを形成するよう作動するデバイスで
ある。
【００６１】
　したがって、サンプル容器の容量は、０．１乃至１００ｍｌの間、好ましくは０．１乃
至１０ｍｌの間である。サンプル中のフィブリノゲンの濃度は、好ましくは少なくとも０
．１μｇ／ｍｌである。好ましい実施例では、サンプル中のフィブリノゲンの濃度は、０
．１乃至１００ｍｇ／ｍｌの間であり、最も好ましくは、１０ｍｇ／ｍｌ乃至１０μｇ／
ｍｌの間である。
【００６２】
　したがって、このデバイスは更に、添加剤としてトロンビン又はトロンビン酵素を含む
。この点に関して、トロンビン濃度は、サンプルの０．０１乃至１０Ｉ．Ｕ／ｍｌであり
、好ましくはサンプルの０．１乃至２Ｉ．Ｕ／ｍｌである。実際には、トロンビン又はト
ロンビン様酵素の量は、デバイス中のフィブリノゲン濃度に対応して調整して、所望のフ
ィブリンネットワーク構造とクロットサイズを得るようにしなくてはならない。この点に
関して、トロンビンの量は、好ましくはフィブリノゲン１ｍｇ当たり２０Ｉ．Ｕトロンビ
ンより少なく、好ましくは、フィブリノゲン１ｍｇ当たり０．０１乃至１０Ｉ．Ｕトロン
ビンの間、より好ましくは、フィブリノゲン１ｍｇ当たり０．１乃至１Ｉ．Ｕトロンビン
の間である。
【００６３】
　例えば、全血の血液サンプルの場合、本発明にかかるサンプル捕集デバイスは、更に、
サンプル中に内生トロンビンの発生を促進する凝固剤を含む。このような促進剤は、例え
ば、カオリン、セライト、珪藻シリカ、グラスファイバなどのパウダー状あるいは繊維状
のケイ酸化合物、炭酸カルシウム、硫酸カルシウムなどの微粉末状のカルシウム化合物、
蛇毒由来のトロンビン様物質、及び凝固を促進する血液クロット因子を活性化するポリフ
ェノールからなる群から選択することができる。更に、これらの凝固促進剤は、例えば、
個別に、あるいは組み合わせてサンプルに加える、又は、サンプル容器の壁内部に被覆す
ることができる。内生トロンビン促進剤の量とプロセスは、凝固プロセスを調整し、小さ
いフィブリンクロットサイズとするように調整しなければならない。
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【００６４】
　更に、本発明のデバイスは、カルシウム、キレート剤、活性血小板細胞、又は活性血小
板細胞溶解物とファクターＸＩＩＩからなる群から選択された添加物を含んでいてもよい
。したがって、サンプル捕集デバイスは更に、付加磁気粒子を含むものでもよい。好まし
い実施例では、デバイス中のこの磁気粒子は、トロンビン、フィブロネクチン、細菌性フ
ィブリノゲン結合タンパク質、組織型プラズミノゲン活性剤からなる群から選択されたフ
ィブリン／フィブリノゲン結合部分、及びこの群のいずれかの員由来のインテグリン及び
部分で被膜されている。好ましい実施例では、このフィブリン／フィブリノゲン結合部分
と磁気粒子が共有結合している。
【００６５】
　更に、本発明のデバイスは：（Ｉ）フィブリン／フィブリノゲン結合部分と、（ＩＩ）
ターゲット分子又は粒子に対する物質捕捉部分と、を有する分子を含む添加剤を有してい
てもよい。したがって、このターゲット分子又は粒子に対する物質捕捉部分は、抗体、核
酸、及びこのターゲット分子又は粒子を特に認識するように設計されたアプタマーからな
る群から選択することができる。更に、この物質捕捉部分は、トロンビン、フィブロネク
チン、細菌性フィブリノゲン結合タンパク質、組織型プラズミノゲン活性剤からなる群か
ら選択されたフィブリン／フィブリノゲン結合部分、及びこの群のいずれかの員由来のイ
ンテグリン及び部分と結合させる又は組み合わせることができる。好ましい実施例では、
このフィブリン／フィブリノゲン結合部分と物質捕捉部分が共有結合している。
【００６６】
　更に、本発明のデバイスは、フィブリノゲン遺伝子組み換え又は変性タンパク質を含む
添加剤を含むものでもよい。このような遺伝子組み換えあるいは変性フィブリノゲンタン
パク質は、特に、デバイス内で使用する際に、遺伝子組み換えフィブリノゲンタンパク質
をサンプル中の特定のターゲット分子又は粒子と親和性相互作用を強化又は阻害するよう
に、特に設計することができる。好ましい実施例では、デバイス内で使用している遺伝子
組み換えタンパク質が、ターゲット分子又は粒子に対する捕捉部分ドメインを有するフィ
ブリノゲン融合タンパク質である。別の実施例では、このフィブリノゲン融合タンパク質
が更に、分解部位を含む。これは、以下に述べるように、溶解ステップの間に結合したタ
ーゲット分子又は粒子をフィブリンネットワークから捕集するのにとくに有益である。好
ましい実施例では、この分解部位は、酵素による分解部位、又は加水分解による分解部位
である。最も好ましい実施例では、この分解部位が酵素による分解部位であり、これは、
プラズミンと、マトリックスメタロプロテイナーゼからなる群から選択された酵素によっ
て開裂する。
【００６７】
　実際は、上述した添加物のすべては、サンプルを捕集した後にサンプルに加えることが
できるか、あるいは、すでにデバイスに組み込まれている。後者の場合、この添加物は、
水性緩衝液中で溶解させて一体化させることができる。好ましくは、この緩衝液は、水、
好ましくは４０ｍＭ濃度の塩化カルシウム、及び好ましくは７５ｍＭ濃度の塩化ナトリウ
ムを含み、好ましくはｐＨ７．３である。好ましい実施例では、この添加物は、凍結乾燥
させた形でデバイス内に含めることができる。これは、デバイスの使用前に、あるいはデ
バイス内にサンプルを導入するときに凍結乾燥させることができる。
【００６８】
　ここに開示したサンプル捕集デバイスでは、作動時に、小さなフィブリンクロットがで
きて、そこにターゲット粒子又は分子が捕獲される。濃縮ファクター又は速度は、特に、
このクロットのサイズによって決まる。したがって、最初のサンプルサイズの少なくとも
１／３のクロットを形成するデバイスの構成と設計であり、好ましくはクロットサイズは
、最初のサンプル量の少なくとも１／１０である。更に、本発明の好ましい実施例では、
このクロットは、初期のサンプル量の１／５０乃至１／１０００に届くサイズの小さなペ
レットを更に形成する。
【００６９】
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　本発明のサンプル捕集デバイスを用いて、ターゲット細胞、細胞部分、細胞亜集団（真
核及び原核）、細菌、ウィルス、パラサイト、抗原、特定抗体、毒素、タンパク質、核酸
シーケンス、などからなる群から選択することができるターゲット分子又は粒子を分離し
濃縮することができる。
【００７０】
　本発明のサンプル捕集デバイスを用いて、上記に定義した様々なサンプルからターゲッ
ト分子又は粒子を分離して濃縮することができる。一般的に、これには、全血、血液製剤
、血液成分、クロット因子添加剤を伴う複合サンプルが含まれる。この点に関して、ここ
に述べたサンプルは、食物サンプル、臨床サンプル、環境サンプル、および実験サンプル
を含めて、試験が必要なあらゆるタイプのサンプルを意味する。
【００７１】
　実際、デバイス内の識別コードは、例えば、バーコード、デバイスの色、サイズ、およ
び形状であってもよい。このような識別コードは、使用を意図したデバイスとアプリケー
ションの基準又は表示に使用することができる。本発明のデバイスは、実際、デバイスの
構成部品、デバイスを使用するサンプルタイプ、および／又は分離が必要なターゲットに
よって区別することができる。
【００７２】
　図６は、本発明によるデバイスを用いたサンプル処理の一例を示す。このデバイスは、
閉塞キャップと識別コードを有する標準反応管でもよい。このデバイスは、例えば、病原
性粒子又は分子（バクテリア、ウィルスなど）又はターゲット分子（ＤＮＡ、ＲＮＡ、又
はタンパク質など）のターゲット粒子又は分子の存在を試験する必要がある、流体サンプ
ルを受けるように構成されている。本発明のデバイスは、更に、フィブリンクロットの形
成とターゲットの分離を起こす安定した試薬処方を含む。デバイス内のサンプル捕集時に
、フィブリノゲン分子がまず管内のターゲットと反応する。第２ステップにおいて、フィ
ブリノゲンがフィブリンに変換され、フィブリンネットワーク中でターゲットのポリマー
化と捕獲を促す。フィブリンネットワークは、第３ステップで、血液容器内で小さなペレ
ットを形成するように反応する。ペレットが形成されると、周辺サンプルを移し替えて、
小さいペレット中に捕獲されたターゲットの分離を促す。最終ステップにおいて、ペレッ
トを溶解させて、少量の調整した緩衝液中でフィブリン捕獲からターゲットを回復させる
。例えば、サンプル移送中にターゲット捕獲／ペレット形成ステップが閉じた管内で行わ
れる一方で、最新の液体操作自動システムを用いて、ペレットの分離と溶解を容易に行う
ことができる。このプロセスでは、ここに開示したデバイスがサンプルを捕集して、同時
に、サンプルからターゲット粒子又は分子を効果的に分離し濃縮させ、必要なサンプル処
理ステップを非常に簡単なものにするとともに、更に、潜在的な感染リスク又は汚染リス
クを低減する。
【００７３】
実施例１
血液成分サンプルからの黄色ブドウ球菌（ＳＡ）の捕捉：
　多血小板血漿（ＰＲＰ）サンプル。５００μｌのクエン酸ＰＲＰサンプルを１００ＣＦ
ＵのＳＡ菌でスパイクする。濃度１０Ｕ．Ｉ．／ｍｌのトロンビン５μｌを加えてインキ
ュベートし、スモールサイズのパレット（１０乃至２０μｌサイズ）を形成した。このよ
うに形成したパレットを１００μｌの溶解緩衝液（０．０１％　サポニン、０．０５％　
ツイーン（Ｔｗｅｅｎ）、及び０．０５％　トリトンＸ）で溶解させ、５μｌのプロティ
ナーゼＫ（１０Ｕ．Ｉ．／ｍｌ）によって、溶解緩衝液中で最初にスパイクしたＳＡ菌の
９０乃至１００％を回復させる。
【００７４】
実施例２
血液成分サンプルからの黄色ブドウ球菌（ＳＡ）の捕捉：
　少血小板血漿（ＰＰＰ）サンプル。５００μｌのクエン酸ＰＰＰサンプルを１００ＣＦ
ＵのＳＡ菌でスパイクして、例１と同じプロトコルで処理する。同じ回復パーフォーマン
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スが得られる。しかし、ＰＲＰの場合に比べると、フィブリンクロットが大きい。この差
は、ＰＰＰサンプルの場合、フィブリンクロットの退縮が低いためである。この退縮は、
ＰＲＰサンプル中に存在する血小板細胞によってむしろ確実になる。
【００７５】
実施例３
血液成分サンプルからの黄色ブドウ球菌（ＳＡ）の捕捉：
　セラムサンプル。５００μｌのクエン酸セラムを１００ＣＦＵのＳＡ菌でスパイクして
、例１と同じプロトコルで処理する。この場合、セラムサンプル中にフィブリノゲンがな
いため、クロット／ペレットは形成されない。１．２５ｍｇのヒトフィブリノゲンをセラ
ムサンプルに加えることによって、フィブリンクロットを形成することができ、これによ
って、セラムサンプルからＳＡ菌を分離する。
【００７６】
実施例４
グラム陽性細菌及び菌類を全血から捕捉：
　１００ＣＦＵの微生物でスパイクした４ｍｌの全血からの回復。
　　微生物　株／種　　　　　　　　　　収率
　　Ｓ．ｐｙｏｇｅｎｅｓ　Ｍ５７　　　８５％
　　Ｃ．ａｌｂｉｃａｎｓ　　　　　　　９２％
　　ＭＲＳＥ　　　　　　　　　　　　　８３％
　　Ｅ．ｆａｅｃａｌｉｓ　　　　　　　７０％
【００７７】
実施例５
複合サンプルからのバクテリアの特定の捕捉：
　１ｍｌの複合ＰＢＳサンプルを、サンプル中の様々な濃度のフィブリノゲンで黄色ブド
ウ球菌（ＳＡ）（１０００ＣＦＵ／ｍｌ）又はシトロバクターフロインディ（１８０００
ＣＦＵ／ｍｌ）をスパイクする。

　フィブリノゲン濃度を低くすることによって、パレットサイズ（すなわち、濃縮度）が
下がり、フィブリンネットワークの気孔サイズが下がる。このような条件で、ＳＡ捕獲率
は非常に効率が良いが、Ｃ．フロインディ捕獲率は大きく下がる。この捕獲効率の差は、
ＳＡバクテリアはフィブリノゲンに対して強い天然の親和性を持つが（ＣｌｆＡ表面タン
パク質を通して）、Ｃ．フロインディはこのような親和性に欠けることに起因する。
【００７８】
実施例６
複合サンプルからの特定のバクテリアの捕獲：
　例５と同じ条件で、更に、ブドウ球菌ＣｌｆＡタンパク質で標識したグラム陰性脂質Ａ
表面タンパク質に対する抗体をサンプルに加えた変形を行ったサンプルとして、１ｍｌの
複合ＰＢＳ中のＣ．フロインディを用いた。この条件では、図３（ｂ）に示すように、抗
体がＣ．フロインディと結合して、フィブリノゲンに対して効率よく結合し、その後、フ
ィブリンペレット中で効果的に分離する（ほぼ１００％）。
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【００７９】
　上述の好ましい実施例の様々な変形、変更を、当業者は、本発明の範囲と精神から外れ
ることなく作ることができる。したがって、特許請求の範囲内で、本発明は、特にここで
説明したように実施することができる。 

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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