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(57)【要約】
　微小流体装置、方法および関連した応用は、ホルマリン固定パラフィン包埋(ＦＦＰＥ)
組織サンプルに利用し、適用されるものであり、核酸精製工程の前に組織サンプルからパ
ラフィンを除去するために、液液抽出を行う。微小流体デバイスは、液液抽出工程専用容
器、核酸精製工程用部品、および、核酸増幅反応装置を含む。液液抽出および核酸精製用
キットは、液液抽出工程専用容器、該容器に入れられた非混和性液体またはその前駆相、
核酸精製工程用部品、および、核酸増幅反応装置を含む、液液抽出工程および核酸精製工
程の双方を行うことができる、微小流体デバイス、ならびに、液液抽出工程および核酸精
製工程を行うのに適した反応剤の供給を含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　容器に、ある密度および沸点を有する水溶液中のホルマリン固定パラフィン包埋(ＦＦ
ＰＥ)組織サンプルを提供する；
容器に、水溶液の密度より小さい密度を有し、水溶液の沸点より高い沸点を有する、非混
和性液体またはその前駆相を提供する；そして
液液抽出を行って、核酸精製工程の前に組織サンプルからパラフィンを除く
ことを含む、核酸精製方法。
【請求項２】
　１個の微小流体デバイス中で、液液抽出工程および核酸精製工程を行うことをさらに含
む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　非混和性液体としてシリコンオイルを提供することをさらに含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項４】
　非混和性液体としてミネラルオイルを提供することをさらに含む、請求項１に記載の方
法。
【請求項５】
　非混和性液体またはその前駆相として、固体シリコンオイル／蝋混合物を提供すること
をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　液液抽出工程が、パラフィン包埋組織サンプルの融点より高い温度まで、容器中の水溶
液の温度を上げることをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　溶液が、カオトロピック緩衝液および界面活性剤の混合物である、請求項１に記載の方
法。
【請求項８】
　タンパク質消化酵素を溶液に加え、次に組織サンプルからパラフィンを除くことをさら
に含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも１個の液液抽出工程専用容器；
第１微小流体チャネルを介して容器に流体的に結合している核酸精製工程用部品；および
第１微小流体チャネルと異なる第２微小流体チャネルの少なくとも１個を介して核酸精製
工程用部品に流体的に結合している少なくとも１個の核酸増幅反応装置
を含む、微小流体デバイスであって、
少なくとも１個の液液抽出工程専用容器および少なくとも１個の核酸増幅反応装置の間に
、直接微小流体連結部が存在しない、微小流体デバイス。
【請求項１０】
　少なくとも１個の液液抽出工程専用容器、少なくとも１個の容器に入れられた非混和性
液体またはその前駆相、容器に流体的に結合した核酸精製工程用部品、および、核酸精製
工程用部品と流体的に結合した少なくとも１個の核酸増幅反応装置を含む、液液抽出工程
および核酸精製工程の双方を行うことができる、微小流体デバイス；および
液液抽出工程および核酸精製工程を行うのに適した反応剤の供給
を含む、液液抽出および核酸精製用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
＜関連出願データ＞
　本出願は、米国仮特許出願第S/N 61/561,007号(2011年11月17日出願)に基づく優先権を
主張しており、その対象を言及することによってその全体を本明細書に組み込む。
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【０００２】
＜背景＞
本発明の分野
　本発明の態様は、生物学の分野を対象とする。より具体的には、本発明の態様は、分子
生物学の研究において、ホルマリン固定パラフィン包埋(ＦＦＰＥ)組織サンプルを処理す
るのに使用する系を対象とする。
【背景技術】
【０００３】
関連技術の説明
　組織学の一面は、その後の試験または研究のために、組織を腐敗させずに保存すること
に依存している。このような組織は、しばしば、組織の自己分解および／または腐敗の双
方から腐敗を防ぐ化学薬品(しばしばホルマリン溶液)でそれらを処理することによって保
存される。化学固定剤はまた、組織のタンパク質のアミン基間に化学架橋を導入すること
によって、組織の構造を保存し得る。同組織は、次いでより簡便にそれらを固相で貯蔵し
、かつ、より確実に顕微鏡試験するのための固定化された組織の薄いスライスを得るため
に、炭化水素マトリックス(しばしばパラフィン蝋)に埋め込まれる。このように保存され
た組織は、一般に、ホルマリン固定パラフィン包埋(formalin fixed paraffin embedded 
(ＦＦＰＥ))と呼ばれる。分子生物学の導入で、ＦＦＰＥ組織は、顕微鏡分析の目的のた
めのみならず、組織中に保存された遺伝的物質の試験のためにもしばしば興味深い。この
ような場合において、パラフィン蝋は、組織から取り除かれる必要があり、固定剤から生
じた架橋は、ＦＦＰＥ組織から遺伝的物質を分離して、組織の分子生物学的試験に必要と
される化学に適合させるために、戻す必要がある。ＦＦＰＥ組織サンプルは、従来は、包
埋組織サンプルをキシレン溶液中に入れることによって、パラフィン蝋から脱蝋される。
パラフィン蝋はキシレンに溶解し、その後、組織サンプルは、キシレンから取り出され、
連続希釈工程で、エタノール／キシレン混合物で再水和される。あるいは、キシレンを組
織サンプルにスプレーし、新しいキシレンを組織サンプルに適用したとき、溶解したパラ
フィンを“洗い流せ”る。キシレンはサンプルの脱蝋に有効な溶媒であるが、組織処理工
程に導入すると、分子生物学に用いられる化学を困難にする。すなわち、それは、研究技
術者にとって、扱うのに有害な化学薬品であり(一般的に換気フードと特別な廃液廃棄手
段を必要とする)、その有機的性質は、多くの水性緩衝液工程自動化を困難とする。キシ
レンを使用しないパラフィン蝋の除去を達成できる系は有益である。さらに、次の核酸ア
ッセイのための分子生物学的工程に適合した水性の系ならば、その技術は、キシレンの使
用に対して著しい改善である。
【０００４】
　パラフィン蝋に包埋された組織サンプルは、しばしば、包埋前に、化学的に“固定”さ
れている。この固定は、アミノ基の間の架橋メチレン架橋の形成によって達成される。こ
のポリマーネットワーク構造は、タンパク質骨格中の高分子の浸透性を下げるが、タンパ
ク質分子の構造的特徴はよく保存される。化学的架橋は、組織免疫の減衰を防ぐ。従って
、環境条件で長期間貯蔵できる。固定化された組織において、分子生物学的調査に適した
核酸を得るためには、核酸を組織サンプルから精製できるように、化学的に誘導された架
橋を戻す必要がある。脱架橋は、洗浄剤または界面活性剤を含んでもよい適当な緩衝液で
、架橋を戻すに適当な高温で、組織サンプル(パラフィンを取り除いたもの)を処理するこ
とによって達成できる。従って、組織からパラフィン蝋を容易に除いて、高分子の脱架橋
を進め、組織サンプルを、典型的な水をベースとするサンプル調製、精製および核酸増幅
に適合した状態にできる系および方法は、非常に有用であり、また、系が自動的に行われ
るならば、いっそう有益である。
【発明の概要】
【０００５】
＜概要＞
　本明細書に記載された本発明の態様は、標準的な試験物質および試験法に適合させた液
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液抽出系である。また、これは、核酸抽出を行うのに用いられる、多くの確立された自動
化手順に適合している。水性緩衝溶液に含まれるＦＦＰＥサンプルをパラフィンの融点よ
り高い温度まで加熱するとき、脱蝋が起こる。水溶液より密度が低く、かつ水溶液の沸点
より高い沸点を有する混合しない液体、例えばシリコンオイルまたは他の油で、水溶液を
覆う。このような場合、パラフィンは水溶液と混和せず、水溶液より密度が低いため、融
解したパラフィンは水溶液の表面に浮遊し、パラフィンが混和できる油相に入り、それに
よって、組織サンプルが存在する水溶液から永久に分離する。
【０００６】
　本発明の態様は、水性緩衝液中のＦＦＰＥ組織サンプルから核酸を精製する方法に関す
る。本方法は、反応容器中の液液抽出、すなわち、水性緩衝液より密度の低い油層を、Ｆ
ＦＰＥ組織サンプルを含む水溶液である下層の上端に浮遊させることを含む。処理される
ＦＦＰＥ組織サンプルは水溶液中に入れられ、全工程の間、その中に残る。水溶液を、組
織サンプル中のパラフィン蝋の融点より高い温度まで加熱し、パラフィン蝋は水溶液より
密度が低いため、融解したパラフィン蝋は水溶液の表面に浮遊し、表面上に浮遊した油に
接触する。パラフィンは油と混和できるため、それは油と混合し、それによって、水溶液
および組織サンプルから永久に分離する。組織サンプルの遺伝子物質についてさらなる分
析の準備ができるように、組織サンプルは反応容器中の水相に残っており、脱架橋、細胞
溶解および核酸精製などのさらなる処理に利用可能である。抽出反応容器(以後、“チュ
ーブ”と呼ぶ)に使用する組成物は、室温で、および予測される貯蔵温度および条件下で
、チューブ中で固体であってもよく、抽出反応中の温度まで最初に上昇した際に、チュー
ブ中の溶液曝露表面を覆う液体となるものである。あるいは、組織サンプルおよび水性緩
衝液を添加する前、添加中または添加後の何れかで、シリコンオイルなどの油を、チュー
ブに加えることができる。ここで、水溶液より密度が低い油は、水溶液から分離し、組織
サンプルを含む水溶液の表面上に浮遊するものである。
【０００７】
　本発明の態様は、高純度シリコンオイルおよび蝋の制御混合物の形態の、直前に記載さ
れた組成物である。また、混合物は、典型的な室温で、および予測される貯蔵条件(温度
など)下で、固体である。混合物は、抽出チューブの内部表面上、チューブ開口部より下
で、固体物質の層として、チューブ中に存在する組織サンプルと共に、またはサンプル無
しで配置される。組織および水溶液をチューブに導入した後、シリコンオイル蝋混合物の
融点より高い温度まで温度が上昇したとき、混合物は融解し、溶液の表面を覆う。あるい
は、組織サンプルおよび水溶液をチューブに添加する前、添加中または添加後の何れかで
、高純度シリコンオイルなどの油を、チューブに加える。それぞれの場合において、浮遊
する非混和性層は、延長された加熱時間の間で、水溶液の蒸発を防ぐ。本処理は、パラフ
ィン蝋を含まない組織サンプルを、チューブ中の溶液の水相内に残す。パラフィン蝋に埋
め込まれる前に組織が“固定化”された場合、チューブ中の組織を含む水溶液は、カオト
ロピック緩衝液および界面活性剤の混合物であり得る。カオトロピック緩衝液および界面
活性剤混合物中の組織サンプルは、脱蝋の際、上昇温度で組織のタンパク質ネットワーク
中の化学固定剤によって形成された化学結合を水和するカオトロピック緩衝液および界面
活性剤混合物の作用によって、脱架橋する。一方で、油またはシリコンオイル蝋混合物(
組織サンプルから添加されたパラフィン蝋を伴う)は、溶液のための蒸発バリアとして作
用し続ける。脱蝋および抽出完了後、核酸を含む組織サンプルを溶解し、チューブ、管腔
(lumen)またはピペットを溶液に挿入して、チューブ、管腔またはピペットで溶液を抽出
することによって、ライセートを油層シールの下から取り出す。一つの局面によると、混
合物は、蝋＝１体積％～２０体積％と、残りのシリコンオイルからなる。一つの局面によ
ると、混合物は、約５％の蝋および９５％のシリコンオイルからなる。蝋は、標準的なＰ
ＣＲ蝋(例えば融点５８℃～６２℃を有する Sigma Aldrich パラフィン蝋)であってもよ
い。あるいは、何れかの高純度パラフィン蝋(融点４６℃～６８℃を有するＣ２０Ｈ４２

～Ｃ４０Ｈ８２)を用いてもよい。あるいは、液体油は、何れかの高純度シリコンオイル
であっても、高純度炭水化物、例えばミネラルオイルであってもよい。
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【０００８】
　本発明の態様は、組織サンプルから融解したパラフィンを混合し、抽出反応の水相から
分離するための選択的な相を提供すると同時に、抽出反応チューブ中の溶液の蒸発を減ら
すまたは防ぐ方法である。本方法は、反応チューブの内壁の少なくとも一部を、抽出反応
前に固体形態のシリコンと蝋の制御混合物でコートする工程を含む。あるいは、本方法は
、組織サンプルおよび水相緩衝液をチューブに添加する前、添加中または添加後、液体油
を加える工程を含む。反応は、チューブを加熱して、固体混合物をチューブ中の溶液の表
面に浮遊した(非混和性)液体に変換した状態を作り、それによって、蒸発を防ぐためにチ
ューブを密封し、組織サンプルから融解したパラフィンを混合する液相を提供することを
含む。あるいは、液体油は、水溶液の上端に浮遊し、溶液を加熱する間、油が、蒸発を防
ぐためにチューブを密封し、組織サンプルから融解したパラフィンと混合するための液相
を提供する。一つの局面において、固体混合物を液体に変換する条件は、加熱工程である
が、これに限定されない。一つの局面において、本方法は、１体積％～２０体積％の蝋と
、残りのシリコンオイルの混合物でチューブの内壁の少なくとも一部をコートすることを
含む。一つの局面において、本方法は、約５％の蝋および９５％のシリコンオイルの混合
物を用いることを含む。一つの局面において、本方法は、水層表面を、低密度の非混和性
油の液体混合物の層によって覆う、液液抽出法を用いることをさらに含む。
【０００９】
　本発明の例示的態様は、核酸精製方法である。本方法は、容器に、ある密度および沸点
を有する水溶液中のホルマリン固定パラフィン包埋(ＦＦＰＥ)組織サンプルを提供する；
容器に、水溶液の密度より小さい密度を有し、水溶液の沸点より高い沸点を有する、非混
和性液体またはその前駆相を提供する；および、液液抽出を行って、核酸精製工程の前に
組織サンプルからパラフィンを除くことを含む。様々な非限定的例示的局面において、具
体的な本発明は、下記の特徴および／または特性を含んでもよい：
・１個の微小流体デバイス(microfluidic device)中で、液液抽出工程および核酸精製工
程を行うことをさらに含む；
・非混和性液体としてシリコンオイルを提供することをさらに含む；
・非混和性液体としてミネラルオイルを提供することをさらに含む；
・非混和性液体またはその前駆相として、固体シリコンオイル／蝋混合物を提供すること
をさらに含む；
・液液抽出工程が、パラフィン包埋組織サンプルの融点より高い温度まで、容器中の水溶
液の温度を上げることをさらに含む；
・溶液が、カオトロピック緩衝液および界面活性剤の混合物である；
・タンパク質消化酵素を溶液に加え、次に組織サンプルからパラフィンを除去することを
さらに含む。
【００１０】
　本発明の例示的な態様は、微小流体デバイスである。本デバイスは、少なくとも１個の
液液抽出工程専用容器；第１微小流体チャネルを介して容器に流体的に結合している核酸
精製工程用部品；および、第１微小流体チャネルと異なる第２微小流体チャネルの少なく
とも１個を介して核酸精製工程用部品に流体的に結合している少なくとも１個の核酸増幅
反応装置を含み、少なくとも１個の液液抽出工程専用容器および少なくとも１個の核酸増
幅反応装置の間に、直接微小流体連結部が存在しない。
【００１１】
　本発明の例示的な態様は、液液抽出および核酸精製用キットである。本キットは、少な
くとも１個の液液抽出工程専用容器、少なくとも１個の容器に入れられた非混和性液体ま
たはその前駆相、容器に流体的に結合した核酸精製工程用部品、および、核酸精製工程用
部品と流体的に結合した少なくとも１個の核酸増幅反応装置を含む、液液抽出工程および
核酸精製工程の双方を行うことができる、微小流体デバイス；および液液抽出工程および
核酸精製工程を行うのに適した反応剤の供給を含む。
【００１２】
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　本発明の全ての態様および局面は、特に、微小流体系、方法および応用に適用可能であ
る。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１Ａ】図１Ａは、流体を導入する前に、ＦＦＰＥ組織サンプルをチューブに導入する
前に、そしてチューブを加熱する前に、付随するチューブヒーターに挿入される、チュー
ブの内部表面の下部に在る固体の蝋／シリコン混合物を示す、液液抽出工程のためだけに
用いられる容器(以降、チューブと記載)の断面図である。本チューブはまた、本発明の例
示的な態様に従って、流体をチューブに導入するための、および、反応完了後に蝋／シリ
コン層の下から流体を抽出するための管腔を含む。
【図１Ｂ】図１Ｂは、流体を導入する前に、ＦＦＰＥ組織サンプルをチューブに導入する
前に、そしてチューブを加熱する前に、付随するチューブヒーターに挿入されるチューブ
の内部表面の上部に在る固体蝋／シリコン混合物を示すチューブの断面図である。本チュ
ーブはまた、本発明の例示的な態様に従って、流体をチューブに導入するための、および
反応完了後に蝋／シリコン層の下から流体を抽出するための、管腔を含む。
【図１Ｃ】図１Ｃは、流体を導入する前に、ＦＦＰＥ組織サンプルをチューブに導入する
前に、そしてチューブを加熱する前に、付随するチューブヒーターに挿入されるチューブ
の内部表面の一部にリングとして在る固体蝋／シリコン混合物を示すチューブの他の配置
の断面図である。本チューブはまた、本発明の例示的な態様に従って、流体をチューブに
導入するための、および、反応完了後に蝋／シリコン層の下から流体を抽出するための、
管腔を含む。
【図２Ａ】図２Ａは、流体およびＦＦＰＥ組織サンプルをチューブに導入した後、チュー
ブを加熱する前に、付随するチューブヒーターに挿入されるチューブの内部表面の下部に
在る固体の蝋／シリコン混合物を示す、チューブの断面図である。本チューブはまた、本
発明の例示的な態様に従って、流体をチューブに導入するための、および、反応完了後に
蝋／シリコン層の下から流体を抽出するための、管腔を含む。
【図２Ｂ】図２Ｂは、チューブを加熱した後の、付随するチューブヒーターに挿入された
チューブ中の液体の表面上に在る蝋／シリコン混合物を示すチューブの断面図である。あ
るいは、図２Ｂは、ＦＦＰＥ組織サンプルを含む水性液体がチューブに添加される前、添
加中または添加後に、チューブに加えられる液体の表面に在る油層を示す。例示的な局面
において、高純度シリコンオイルは、ＦＦＰＥ組織サンプルを含む水溶液に前負荷された
チューブに入れ、シリコンオイルに浮遊している組織サンプル中の蝋を融解するために、
チューブは、上昇温度まで加熱される。本チューブはまた、本発明の例示的な態様に従っ
て、流体および／または液体油を導入するための、および、反応完了後に蝋／シリコン層
の下から流体を抽出するための、管腔を含む。
【図２Ｃ】図２Ｃは、管腔を示し、かつ、他の体積の水性緩衝液をチューブに加えた後の
蝋／シリコン混合物の層を示す、付随するチューブヒーターに挿入されたチューブの断面
図である。加えられた水溶液は、管腔の底より上に体積を増やして、蝋／シリコン層の下
から水溶液のフラクションを移すのを容易にする。加えられた体積は、チューブに元から
在った水溶液と同一の水溶液であっても、他の水溶液であってもよい。何れの場合でも、
水溶液は、溶解剤、洗剤、界面活性剤、タンパク質消化酵素、または、本発明の例示的な
態様に従って核酸精製のためにサンプルを調製するために用いられる当技術分野で既知の
他の反応剤を含んでもよい。
【図２Ｄ】図２Ｄは、本発明の例示的な態様に従って、管腔を示し、かつ、液体フラクシ
ョンをチューブから除いた後の蝋／シリコン混合物の凝固した層を示す、付随するチュー
ブヒーターに挿入されたチューブの断面図である。
【図２Ｅ】図２Ｅは、本発明の例示的な態様に従って、管腔を示し、かつ、抽出後および
追加の溶液が最初に加えられ管腔を介してチューブから移した後の、液体形態の蝋／オイ
ル層を示す、付随するチューブヒーターに挿入されたチューブの断面図である。
【図３】図３は、２つの並んだ液液抽出系および核酸精製系を示す、自動化微小流体系に
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使用するための微小流体デバイスの透視図である。２つの系はそれぞれ、本発明の例示的
な態様に従って、パラフィン包埋組織サンプルを移して、微小流体チャネルを介してチュ
ーブに結合している系の核酸精製用部品において組織サンプルを分析するのに用いられる
典型的な核酸自動化精製のために組織を調製するために、ＦＦＰＥ組織サンプルについて
液液抽出工程を行うための少なくとも１個のチューブを含む。
【図４】図４は、本発明の例示的な態様に従って図３に示した例示的な微小流体デバイス
の分解図である。
【図５】図５は、本発明の例示的な態様に従って図３に示した例示的な微小流体デバイス
の平面図である。
【図６】図６は、本発明の例示的な態様に従って図３に示した例示的な微小流体デバイス
のための、自動化微小流体系の平面図である。
【図７】図７は、具体的な系／方法から回収した溶出ＤＮＡについて、紫外線(λ＝２６
０nm; λ＝２８０nm)による分析を行った定量的な結果を示す。
【図８】図８は、本発明の例示的な態様に従って具体的な系／方法から回収した溶出ＤＮ
Ａの定量的な結果(ng/μｌ)を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
＜本発明の非限定的例示的態様の詳細な説明＞
　図１Ａ～１Ｃに示した通り、チューブ(液液抽出工程専用容器)(100)は、閉じた底の末
端(114)に向かって細くなる円錐形アンプルの形態である。チューブは、図１Ａにあるよ
うにチューブの内部表面の低い位置(底の方)で、または、図１Ｂにあるようにチューブの
内部表面の高い位置(トップの方)で、または、図１Ｃにあるようにチューブの内部表面の
一部(低い位置または高い位置の何れか)でリング状コーティングとして、シリコンオイル
(９５％)／蝋(５％)混合物(104)を含み得る。
【００１５】
　図２Ａに示した通り、ＦＦＰＥ組織サンプル(120)および水溶液(以後、“溶液”とする
)(102)は、チューブに導入され、付随するチューブヒーター(108)によって加熱される。
工程の間で、チューブ中の少量の溶液(102)は、上昇した温度のために蒸発する。蒸発は
、キャップが緩むのを防ぐために、チューブのトップを加圧蓋で固く封じたキャップを据
え付けることによって回避できる。しかし、自動化ワークフローがチューブ中の流体にア
クセスできる必要があるため、このタイプのキャップの配置は、自動化ワークフローシス
テム設計の要件を満たさない。従って、本発明では、シリコンオイル(９５％)／蝋(５％)
混合物(104)が、チューブを加熱する際に融解して、溶液の表面を覆うよう設計されるか
、または、高純度シリコンオイルまたは他の高純度ミネラルオイルが、キャッピングシス
テムの代わりに蒸発を防ぐために溶液の表面を覆うよう提供され得る。シリコンオイル(
９５％)／蝋(５％)混合物(104)または高純度オイルは、ＦＦＰＥ組織サンプルを含む溶液
を加熱中に、ＦＦＰＥ組織サンプルから融解するパラフィンのための好都合な抽出媒体と
して選択される。管腔(106)は、工程の上昇温度時間中にチューブから蒸発するのを最少
にする一方で、チューブへおよびチューブから、および、系の他のリザーバー(例えば精
製系(125), 図３)へおよび他のリザーバーから溶液を輸送するための、チューブへおよび
チューブからの流体経路を提供する。
【００１６】
　図２Ｂに示した通り、非混和性液体、例えばシリコンオイル(９５％)／蝋(５％)混合物
(104)の層が、溶液(102)の表面上を浮遊し、溶液の蒸発を有効に防ぐことができると同時
に、ＦＦＰＥ組織サンプルからパラフィンが融解した後、溶液からパラフィン蝋を選択的
に抽出するための層を形成する。あるいは、高純度液体油は、ＦＦＰＥ組織サンプルの導
入後に、チューブに入れられてもよい。チューブ、ならびに、ＦＦＰＥ組織サンプル、水
溶液および油または蝋／オイル混合物を含むその内容物を加熱する。パラフィンは、ＦＦ
ＰＥ組織サンプルから融解し、それが水相と混和せず、水相の密度より低い密度を有する
ために、水相表面上を浮遊する油または蝋／オイル混合物に移動し、それによって、抽出
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されて、水相から永久に分離する。非混和性液化蝋／シリコン混合物は、チューブを冷却
したとき、再度凝固して、溶液表面の高さで存在する。溶液または幾つかの場合では油で
チューブが充填されているために、チューブに管腔(106)またはピペットチップを差し込
んで、抽出完了後、油またはシリコンオイル／蝋の層の下から反応した溶液を移す。
【００１７】
　図２Ｃに関連して示した通り、液液抽出工程完了後、水相反応剤をさらにチューブに加
える。反応剤は、第１体積の溶液と同一または異なる溶液、溶解剤、洗剤、界面活性剤、
タンパク質消化酵素、または、核酸精製用に生物学的サンプルを調製するために用いられ
る当技術分野で既知の他の反応剤を含んでもよい。添加された水溶液は、蝋－オイル層(1
04)の下から水溶液のフラクションを移すのを容易にするために、管腔(106)の底より上の
体積を増大させる。
【００１８】
　図２Ｄに示した通り、添加された油およびＦＦＰＥサンプルから抽出された全ての蝋は
、低温で凝固した蝋／シリコン層(104)となってもよく、または、層は、液体のままであ
ってもよい(水相フラクション除去後の図２Ｅに記載されたもの)が、何れの場合において
も、溶液(102)のフラクションを移した後、チューブ中に残る。
【００１９】
　図３、４および５は、自動化微小流体系(例えばRheonix Encompass platform)に用いら
れ得る例示的な微小流体デバイス(10)(例えばRheonix CARD Consumable)の様々な図を示
す。さらなる情報は、US 2012/0045799およびUS 2012/0129714で提供され、これららの主
題を言及することによって、その全体を適用される法則および規則に許容される最大範囲
で、本明細書に組み込む。例示的な二重系(並列／上下)の微小流体デバイスの平面図は、
模式的に、図５に示される。図５には“トップ－ハーフ”系を記載し、図４に分解図を記
載しており、デバイス(10)は、少なくとも１個のチューブ(液液抽出工程専用容器)(100)
および付随する管腔(106)、少なくとも１個の核酸増幅反応装置(105)および付随する管腔
(106a)、少なくとも１個のチューブを加熱するために配置された各チューブに付随する少
なくとも１個のヒーター(108)、および少なくとも１個の核酸増幅反応装置、および、微
小流体チャネル(20a)によって少なくとも１個のチューブ(100)に、および異なる微小流体
チャネル(20b)によって少なくとも１個の反応装置(105)に流体的に結合している核酸精製
系(125)を含む。また、微小流体デバイス(10)は、図５の左端に、マイクロアレイチャン
バーおよび核酸分析用部品を示すが、分析は、１個以上の増幅反応装置中で行うことがで
きると認識されるであろう。また、少なくとも１個のチューブ(100)と少なくとも１個の
核酸増幅反応装置(105)の間に直接微小流体連結部が存在しないことに注意すべきである
。このデバイス(10)は、液液抽出工程および核酸精製工程の双方を行うことができる。デ
バイス(10)はまた、自動化液液抽出および核酸精製キットのベースを形成してもよく、こ
れはさらに本明細書で記載した液液抽出工程および核酸精製工程を行うのに適した反応剤
の供給を含む。
【００２０】
　図３は、より具体的に、概略的に、各系に、１個のチューブ(100)、３個の増幅反応チ
ューブ(105)、リザーバー(15)、精製装置(125)および微小流体チャネル(20a, 20b)を組み
込んだ二重系微小流体デバイス(10)を示しており、これは、ＦＦＰＥサンプルから遺伝子
増幅生成物のマイクロアレイ分析までの完全統合分子アッセイを完了するために利用でき
る。
【００２１】
　図４に示した通り、微小流体系(10)は、リザーバー層(30)を取り付けた、チャネル層(2
5a)およびフィルム層(25b)から構成される２層微小流体チャネル系(25)から組み立てられ
る(リザーバー層(30)およびチャネル層(25a)は同じ基板から形成されてもよいが、明確に
するために、別個のものとして示す)。チャネルネットワークは、チャネル層(25a)に選択
的に結合しているフィルム層(25b)からなる。チャネル(20)は、始めに、一連の連結して
いない長いくぼみ(開放チャネル)を、フィルム層(25b)に向かい合うチャネル層(25a)の基
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板表面に作ることによって製造される。チャネル(20)は、フィルム層を選択的に結合させ
ることによって閉じられると同時に、装置インターフェイス(50)(図６)を用いて作動させ
るときにチャネル(20)のための連絡手段を提供する隔壁(35)を作り、この隔壁(35)の協調
的な作動で、アッセイを完了する目的のために、系(10)中の１つの場所から他の場所へ流
体を送ることができる。フィルム層(25b)を貫通してチャネル(20)にアクセスしているの
が、管腔(106)および(106a)である。フィルム層に接続して、チューブ(100)は、管腔(106
)にアクセスし、一方、管腔(106a)は増幅反応装置(105)にアクセスする。リザーバー層に
存在するのは、１個以上の精製装置(125)であり、これは、核酸を細胞ライセートから分
離するために核酸を選択的に結合できる何れかの既知の物質からなり得る。精製装置(125
)は、シリカマトリックスからなり得る。他の配置において、シリカマトリックスは、シ
リカビーズからなり得る。
【００２２】
　さらに図５に示した通り、チューブ(100)は、管腔(106a)によってアクセスされる増幅
反応装置(105)のためのチャネルネットワーク(20b)とは別のチャネルネットワーク(20a)
に組み込まれた管腔(106)によってアクセスされる。上記の通り、ＦＦＰＥ組織サンプル
は、最初にチューブ(100)に入れられ、次にチューブ(100)および増幅反応装置(105)を含
むチューブストリップが微小流体系(10)に組み込まれる。その後、液液抽出に必要な反応
剤が提供され、液液抽出が達成され、次にサンプルの化学的脱架橋および溶解を行うため
に、管腔(106)を通してチューブに特定の反応剤が加えられる。その後、処理した溶液の
フラクションを管腔(106)を通して取り出し、系の他の成分を用いて、元の液体フラクシ
ョンから取り出された全ての核酸を得るために、さらに精製する。元の組織サンプルから
精製した核酸は、精製系から溶出して、元の組織サンプルから増幅反応装置に送られた核
酸に含まれる可能性がある選択された配列の核酸増幅を行うのに必要な反応剤と共に、管
腔(106a)を通して１個以上の増幅反応装置(105)に送られる。
【００２３】
　図６は、自動化微小流体系に用いられる多重反応系のための装置インターフェイス(50)
の平面図を示す。隔膜(35)(図５)は、微小流体系(10)を選択的に通して流体を送る隔膜(3
5)の空気圧式作動のためのガスケット層(60)と並んでいる。ＦＦＰＥ組織サンプルを処理
し、パラフィン包埋組織サンプルを移し、サンプルを分析するために用いられる組織サン
プル中の細胞から核酸を自動化精製するために組織を調製するために、少なくとも２個の
抽出反応装置(100)が、ヒーター(108)(増幅反応装置(105)を加熱するために用いられるも
のと同じヒーターアセンブリの一部であってもよい。または、ヒーター(108)は別のヒー
ターアセンブリであってもよい)に据え付けられている。
【００２４】
　図１～６に記載されたそれぞれの場合において、チューブ中の溶液は、当分野に既知の
他の反応剤の中でも、溶解緩衝液および界面活性剤の混合物であり得る。水性混合物は、
上昇温度では、組織サンプル中の高分子を脱架橋するよう作用する。溶解および脱架橋の
完了時に、反応した溶液中の核酸を精製およびその後の分析のためにさらに調製するため
に、タンパク質消化酵素を溶液に加えてもよい。あるいは、水性混合物中の組織サンプル
は、上昇温度でタンパク質消化酵素を用いて溶解し、続いて、脱架橋のために、より高い
温度でインキュベートしてもよい。
【実施例】
【００２５】
実施例１
１.  ３つの１０mgのホルマリン固定パラフィン包埋(ＦＦＰＥ)組織サンプルを、１０μ
ｌのシリコンオイル／蝋混合物小滴で予めコートしたチューブに入れるか、または、微小
流体系にチューブを取り付ける前に、または微小流体系にチューブを取り付けた後に管腔
で、高純度オイルを供給する；
２.  チューブを微小流体系に取り付ける；
３.  １５μｌのTween 20＋１５μｌの溶解緩衝液を、サンプルチューブに供給する；
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４.  加熱して、反応温度を９５℃で１０分間維持する；
５.  チューブの温度を５６℃に下げる；
６.  ５μｌのTween 20＋５μｌの溶解緩衝液＋４μｌのプロテイナーゼＫをチューブに
供給する；
７.  反応温度を５６℃で３０分間維持する；
８.  １５μｌのＥｔＯＨをチューブに供給する；
９.  チューブの温度を３５℃に下げる；
１０.  サンプル溶液を、チューブから、微小流体系精製装置(125)(図５；シリカビーズ
をベースとするか、またはシリカフィルターをベースとする系)に直接移す；
１１.  反応溶液を精製装置から廃液リザーバーに移す；
１２.  精製装置を２×５０μｌの洗浄緩衝液で洗浄する；
１３.  精製装置を２×５０μｌの洗浄緩衝液で再度洗浄する；
１４.  ５０μｌの水を精製装置に入れる；
１５.  精製装置のサイドチャネルから廃液リザーバーに水を移す；
１６.  １４～１５を繰り返す；
１７.  精製装置から廃液リザーバーに残りの水を移す；
１８.  ２０μｌの溶出溶液を精製装置に入れる；
１９.  ３０秒間インキュベートする；
２０.  溶出溶液のフラクションを精製装置から取り出し、増幅反応装置に直接入れる；
２１.  適切な増幅マスターミックスを増幅装置に入れる(増幅反応装置に充填する前に溶
出液をマスターミックスと混合してもよい)；
２２.  溶出液を増幅する；
２３.  増幅産物を分析する。
【００２６】
　図７は、液液抽出、続いて脱架橋、溶解および従来のシリカをベースとした核酸のアフ
ィニティー捕捉、その後に溶出を行う微小流体系を用いて回収して得られたＤＮＡの純度
を示す。純度の概算は、ＵＶ測定の従来のA260/A280法を用いて達成される。結果は、種
々の緩衝液および界面活性剤を用いた液液抽出系を、従来のキシレン抽出法と比較する。
【００２７】
　図８は、液液抽出、続いて脱架橋、溶解および従来のシリカをベースとした核酸のアフ
ィニティー捕捉、その後に溶出を行う微小流体系を用いて回収したＤＮＡの量を示す。結
果は、種々の緩衝液および界面活性剤を用いた液液抽出系を、従来のキシレン抽出法と比
較する。
【００２８】
　単数表現および類似の記載の使用は、本発明を記載する文脈において(特に下記の請求
項の文脈において)、本明細書で特記しない限り、または文脈と明らかに矛盾しない限り
、単数および複数の双方をカバーすると解釈されるべきである。用語“含む”および“有
する”は、特に断りのない限り、制約のない用語(すなわち“～を含むが、これらに限定
されない”ことを意味する)と解釈されるべきである。用語“結合した”は、たとえ何か
中断するものがあっても、部分的にまたは完全にそれに含まれるか、それに取り付けられ
ているか、または、それと連結していると解釈されるべきである。
【００２９】
　本明細書の値の範囲の記載は、本明細書において特にことわらない限り、範囲内の各々
別個の値についての個別の記載の省略方法として提供することのみを意図しており、各々
の別個の値は、本明細書で個別に記載されたように、本明細書に組み込まれる。
【００３０】
　本明細書に記載された全ての方法は、本明細書において特にことわらない限り、または
文脈に明らかに矛盾しない限り、任意の適当な順序で行うことができる。本明細書で提供
された何れかのおよび全ての例または例示的表現(“例えば”など)は、本発明の態様をよ
りよく明らかにすることのみを意図しており、別途クレームされない限り、本発明の範囲
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に限定を課すものではない。
　本明細書の表現は、本発明の実施に本質的なものとして、何らかのクレームされない要
素を示すと解釈されるべきではない。
【００３１】
　本発明の精神および範囲を逸脱することなく、様々な修飾および変更が本発明に為され
得ることは、当業者に明らかである。開示された具体的な形態は本発明を限定することを
意図せず、それどころか、本発明は、添付の請求の範囲で定義された本発明の精神および
範囲内の全ての修飾、代替物、および等価物を含む。従って、添付の請求の範囲およびそ
の等価物の範囲内であるならば、本発明は、本発明の修飾および変法を含むことを意図さ
れる。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図１Ｃ】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】 【図２Ｃ】
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【図２Ｄ】 【図２Ｅ】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【手続補正書】
【提出日】平成26年10月8日(2014.10.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００５】
＜概要＞
　本明細書に記載された本発明の態様は、標準的な試験物質および試験法に適合させた液
液抽出系である。また、これは、核酸抽出を行うのに用いられる、多くの確立された自動
化手順に適合している。水性緩衝溶液に含まれるＦＦＰＥサンプルをパラフィンの融点よ
り高い温度まで加熱するとき、脱蝋が起こる。水溶液より密度が低く、かつ水溶液の沸点
より高い沸点を有する混和しない液体、例えばシリコンオイルまたは他の油で、水溶液を
覆う。このような場合、パラフィンは水溶液と混和せず、水溶液より密度が低いため、融
解したパラフィンは水溶液の表面に浮遊し、パラフィンが混和できる油相に入り、それに
よって、組織サンプルが存在する水溶液から永久に分離する。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００１９】
　図３、４および５は、自動化微小流体系(例えばRheonix Encompass platform)に用いら
れ得る例示的な微小流体デバイス(10)(例えばRheonix CARD Consumable)の様々な図を示
す。さらなる情報は、US 2012/0045799およびUS 2012/0129714で提供され、これらの主題
を言及することによって、その全体を適用される法則および規則に許容される最大範囲で
、本明細書に組み込む。例示的な二重系(並列／上下)の微小流体デバイスの平面図は、模
式的に、図５に示される。図５には“トップ－ハーフ”系を記載し、図４に分解図を記載
しており、デバイス(10)は、少なくとも１個のチューブ(液液抽出工程専用容器)(100)お
よび付随する管腔(106)、少なくとも１個の核酸増幅反応装置(105)および付随する管腔(1
06a)、少なくとも１個のチューブを加熱するために配置された各チューブに付随する少な
くとも１個のヒーター(108)、および少なくとも１個の核酸増幅反応装置、および、微小
流体チャネル(20a)によって少なくとも１個のチューブ(100)に、および異なる微小流体チ
ャネル(20b)によって少なくとも１個の反応装置(105)に流体的に結合している核酸精製系
(125)を含む。また、微小流体デバイス(10)は、図５の左端に、マイクロアレイチャンバ
ーおよび核酸分析用部品を示すが、分析は、１個以上の増幅反応装置中で行うことができ
ると認識されるであろう。また、少なくとも１個のチューブ(100)と少なくとも１個の核
酸増幅反応装置(105)の間に直接微小流体連結部が存在しないことに注意すべきである。
このデバイス(10)は、液液抽出工程および核酸精製工程の双方を行うことができる。デバ
イス(10)はまた、自動化液液抽出および核酸精製キットのベースを形成してもよく、これ
はさらに本明細書で記載した液液抽出工程および核酸精製工程を行うのに適した反応剤の
供給を含む。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２０】
　図３は、より具体的に、概略的に、各系に、１個のチューブ(100)、３個の増幅反応チ
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ューブ(105)、リザーバー(15)、精製装置(125)および微小流体チャネル(20a, 20b)を組み
込んだ二重系微小流体デバイス(10)を示しており、これは、ＦＦＰＥサンプルから遺伝子
増幅産物のマイクロアレイ分析までの完全統合分子アッセイを完了するために利用できる
。
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