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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の成分から着目成分を抽出する方法であって、
　前記方法は、
　複数の成分と少なくとも２つの液相とを含む混合物を調製する工程であって、前記複数
成分は着目成分を含み、前記混合物は第１の静水圧にある工程と、
　前記混合物に第２の静水圧をかける工程であって、前記第２の静水圧は前記第１の静水
圧より大きく、これにより更なる液相が生じる工程と、
　前記第２の静水圧から圧力を下げることにより、前記少なくとも２つの液相に分離させ
、前記着目成分を前記複数成分から抽出する工程と、
　を含み、
　前記複数の成分は、圧力サイクルに曝され、前記第１の静水圧、第２の静水圧、および
下げられた圧力は、前記圧力サイクルを構成し、
　前記混合物は、さらに両親媒性溶媒をさらに含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、前記複数成分は、様々な疎水性を備えた成分を含む、
または、
　前記複数成分は、少なくとも２つの液相の１つの相を含む、または、
　前記複数成分の１つの成分は、前記の少なくとも２つの液相の１つの液相に可溶である
ことを特徴とする方法。
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【請求項３】
　請求項１に記載の方法であって、前記着目成分はタンパク質であり、前記タンパク質の
立体配座は、抽出の間、または抽出後に変化するものであってもよいことを特徴とする方
法。
【請求項４】
　請求項１に記載の方法であって、前記の少なくとも２つの液相は、前記第１の静水圧に
おいて混和しない、または、
　前記の少なくとも２つの液相は、前記第２の静水圧において混和する、または、
　前記の少なくとも２つの液相は、前記第１の静水圧において可溶でない、または、
　前記の少なくとも２つの液相は、前記第２の静水圧において部分的に可溶である、また
は、
　前記の少なくとも２つの液相は、前記第２の静水圧において完全に可溶であることを特
徴とする方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の方法であって、前記圧力を下げる工程において、前記第２の静水圧は
、前記第１の静水圧に等しい、第３の静水圧に下げられ、前記混合物には、第４の静水圧
がかけられてもよく、前記第４の静水圧は、前記第１、第２、または第３の静水圧より大
きいことを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の方法であって、前記第２の静水圧は、第３の静水圧に下げられ、前記
第３の静水圧は、前記第１の静水圧より大きく、前記混合物には、第４の静水圧がかけら
れてもよく、前記第４の静水圧は、前記第１、第２、または第３の静水圧より大きいこと
を特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１に記載の方法であって、
　前記圧力を下げる工程において、前記第２の静水圧は、第３の静水圧に下げられ、前記
第３の静水圧は、前記第１の静水圧より小さく、前記混合物には、第４の静水圧がかけら
れてもよく、前記第４の静水圧は、前記第１、第２、または第３の静水圧より大きいこと
を特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項１に記載の方法であって、前記第２の静水圧から圧力を下げると、少なくとも２
つの液相は個々の相に分かれ、前記着目成分は、前記の少なくとも２つの液相の一方に分
配されることを特徴とする方法。
【請求項９】
　請求項１に記載の方法であって、前記混合物には、第１、第２、第３、または第４の静
水圧がかけられ、前記第４の静水圧は、前記第１、第２、または第３の静水圧より大きく
、前記混合物は、試薬を含む２次容器を含んでもよく、前記第４の静水圧をかけて前記２
次容器の内身を放出させ、これにより前記試薬を前記混合物に加えることを特徴とする方
法。
【請求項１０】
　請求項１に記載の方法であって、前記複数成分は、前記着目成分を殆ど含まない液相に
分配されることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項１に記載の方法であって、前記着目成分を前記液相から単離する工程を更に含む
、または、
　前記の抽出された着目成分は、後続プロセスにそのまま使用できることを特徴とする方
法。
【請求項１２】
　請求項１に記載の方法であって、前記複数成分は、コロイドを含み、エマルションを含
んでもよい、または、
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　前記着目成分は、多糖、ポリフェノール、ビタミン、毒素、汚染物質、脂質、糖脂質、
ステロイド、膜、細菌封入体中に存在する成分、抗原、ウイルス、薬学試剤、代謝産物、
薬物、薬物代謝産物、染料、食品成分、ナノ粒子配合物、脂質ラフト、アミロイド斑、微
小管、細胞質ゾル、または特定の細胞型である、または、
　前記着目成分は、核酸である、または、
　前記着目成分は、ウイルスまたは細菌である、または、
　前記着目成分は、農薬である、または、
　複数の前記着目成分は、前記複数の成分から抽出され、前記複数の着目成分は、核酸お
よびタンパク質を含んでもよいことを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項１に記載の方法であって、前記着目成分は、疎水性である、または、
　前記着目成分は、親水性である、または、
　前記着目成分は、両親媒性であることを特徴とする方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載の方法であって、前記複数成分は、細胞、オルガネラ、膜、または生体
試料を含む、または、
　前記複数成分は、生体起源のものであり、前記生体起源の前記複数成分は、動物、真菌
、細菌、ウイルス、または植物から得たものであってもよい、または、
　前記複数成分は、エマルションを含む、または、
　前記複数成分は、合成物であることを特徴とする方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の方法であって、前記圧力を下げる工程において、前記第２の静水圧は
、第３の静水圧に下げられ、前記複数成分は、圧力サイクルに曝され、前記第１、第２、
および第３の静水圧は、前記圧力サイクルを構成し、前記混合物は、繰り返される圧力サ
イクルに曝されてもよく、前記混合物は、１から１０００回の圧力サイクルに曝されても
よく、前記第３の静水圧は、前記第１の静水圧より小さい、または、前記第１の静水圧に
等しい、または、前記第１の静水圧より大きいことを特徴とする方法。
【請求項１６】
　請求項１に記載の方法であって、前記第１の静水圧は、０．１ＭＰａから１，０００Ｍ
Ｐａである、または、
　前記第２の静水圧は、最大１，０００ＭＰａまでである、または、
　前記第２の静水圧は、１００ｋＰａから１，０００ＭＰａである、または、
　前記第１の静水圧と前記第２の静水圧との圧力差は、１０ｋＰａから１ＧＰａであるこ
とを特徴とする方法。
【請求項１７】
　請求項１に記載の方法であって、前記方法は、－４０℃から＋１００℃の温度で行われ
ることを特徴とする方法。
【請求項１８】
　請求項１に記載の方法であって、前記少なくとも２つの液相は、共沸混合物を含む、ま
たは、
　前記少なくとも２つの液相は、様々な特定の割合の様々な液体を含む混合物を含む、ま
たは、
　前記少なくとも２つの液相は、二相性である、または、
　前記少なくとも２つの液相は、三相性であることを特徴とする方法。
【請求項１９】
　請求項１に記載の方法であって、前記少なくとも２つの液相は、水性溶媒を含む、また
は、
　前記少なくとも２つの液相は、有機溶媒を含む、または、
　前記少なくとも２つの液相は、クロロホルム、テトラクロロエチレン、アルコール、水
、脂肪族炭化水素、アセトニトリル、ギ酸、トリフルオロ酢酸、グリセロール、脂質、ハ
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ロカーボン、洗浄剤、緩衝液、カオトロピック塩、またはこれらの混合物を含むことを特
徴とする方法。
【請求項２０】
　請求項１に記載の方法であって、前記複数成分は、１つの液相または複数の液相を生成
し、前記液相は、脂質、有機溶媒、水性緩衝液、エマルション、または固体粒子懸濁液で
あってもよく、または、前記液相は、静水圧下で固相から生成してもよいことを特徴とす
る方法。
【請求項２１】
　請求項１に記載の方法であって、前記方法は、低張塩濃度で行われる、または、
　前記方法は、高張塩濃度で行われることを特徴とする方法。
【請求項２２】
　請求項１に記載の方法であって、前記混合物は、洗剤を含む、または、
　前記混合物は、緩衝剤を含むことを特徴とする方法。
【請求項２３】
　請求項１に記載の方法であって、前記着目成分はタンパク質を含み、前記タンパク質は
、生体膜から抽出される、または、
　前記タンパク質は、脂質相から抽出されることを特徴とする方法。
【請求項２４】
　請求項１に記載の方法であって、前記着目成分は、塗料から抽出される、または、
　前記着目成分は、土から抽出される、または、
　前記着目成分は、固体粒子の懸濁液から抽出されることを特徴とする方法。
【請求項２５】
　請求項１に記載の方法であって、前記複数成分は、エマルションを含む、または、
　前記複数成分は、脂質、あるいは、脂質または脂質混合物に１つまたは複数の成分を加
えた溶液を含み、前記複数成分は、タンパク質、リポタンパク質、糖タンパク質、糖脂質
、ステロイド、ビタミン、薬物、または薬物代謝産物を更に含んでもよく、前記複数成分
は、細胞または単細胞生物を含んでもよいことを特徴とする方法。
【請求項２６】
　請求項１に記載の方法であって、前記の少なくとも２つの液相は、前記第１の静水圧に
おいて相互溶解性に乏しく、前記の少なくとも２つの液相は分画されており、
　前記混合物に前記第２の静水圧をかけて、前記の少なくとも２つの液相の相互溶解性を
高めることにより、相互溶解性に乏しい前記の少なくとも２つの液相を混合して、準安定
混合物を生成し、
　前記第２の静水圧から圧力を下げることにより、前記の少なくとも２つの液相の溶解性
を下げ、前記少なくとも２つの液相を画分に分かれさせて、前記少なくとも２つの液相の
間で前記成分を分配させることを特徴とする方法。
【請求項２７】
　複数の液相の間で複数の成分を分配させる方法であって、
　前記方法は、
　混合物を調製する工程であって、前記混合物は、複数の成分と複数の液相とを含み、前
記複数液相は、周囲圧力において相互溶解性に乏しく、前記複数液相は分画されている工
程と、
　前記混合物に高めた圧力をかける工程であって、前記の高めた圧力が、前記複数液相の
相互溶解性を高めることにより、相互溶解性に乏しい前記複数液相を混合して、準安定混
合物を生成する工程と、
　前記混合物の圧力を下げることにより、前記液相の溶解性を下げ、前記複数液相を画分
に分かれさせて、前記複数液相の間で前記成分を分配させる工程と、
　を含み、
　前記複数の成分は、圧力サイクルに曝され、前記周囲圧力、高められた圧力、および下
げられた圧力は、前記圧力サイクルを構成し、
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　前記混合物は、さらに両親媒性溶媒をさらに含むことを特徴とする方法。
【請求項２８】
　請求項２７に記載の方法であって、前記複数液相は、周囲温度において相互溶解性に乏
しいことを特徴とする方法。
【請求項２９】
　複数の成分から着目成分を抽出する方法であって、
　前記方法は、
　複数の成分と少なくとも２つの液相とを含む混合物を調製する工程であって、前記複数
成分は着目成分を含む工程と、
　前記混合物を溶媒に曝し、圧力サイクルに曝す工程であって、前記溶媒が着目成分を抽
出することにより、前記着目成分が前記複数成分から抽出される工程と、
　を含み、
　前記混合物は、さらに両親媒性溶媒をさらに含むことを特徴とする方法。
【請求項３０】
　請求項２９に記載の方法であって、前記溶媒は、１，１，１，３，３，３－ヘキサフル
オロ－２－プロパノール（ＨＦＩＰ）を含むことを特徴とする方法。
【請求項３１】
　請求項２９に記載の方法であって、前記方法は、前記混合物を機械的処理ステップにか
ける工程を更に含み、前記機械的処理ステップは、ホモジナイズ、ボルテックス処理、超
音波処理、ピペット処理、剪断、粉砕、震盪、混和、混合、ハンマリング、またはこれら
の組み合わせを含んでもよい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、圧力で向上させた、分子の抽出および分配に関する。本出願は、２００７年
６月４日出願、米国特許出願第６０／９３３，２０９号、および、２００７年９月１７日
出願、米国特許出願第６０／９７２，９７１号に対して優先権を主張するものである。前
述の出願の内容は全て本件に引用して援用する。
【背景技術】
【０００２】
　現在の抽出法は多くの場合、ある特定の種類の分子に対して特異的であり、他種類の分
子を排除および除去するものである。しばしば分析試料の量は限られており、また、１種
類の分子の抽出で試料が使い果たされ、試料から更に別の種類の分子を抽出することはで
きない。液液分配は、異なる溶媒中における分子の溶解性の差に基づいて、複雑な混合物
から分子実体（molecular entities）を抽出するために用いられている。しかし、液液分
配で非混和性または部分混和性の溶媒を用いる場合、溶媒間の交換が起きるのは溶媒界面
のみで、溶媒の大部分は相互作用に関わらないままである。このため、溶媒間で分子を分
配するには、機械的に激しく震盪して溶媒間の液液界面の表面積を大きくする必要がある
。溶媒の震盪は一般に分液漏斗中で行われ、漏斗中に存在する余分の気体が震盪による乳
化を促す。気相の存在により、抽出された分子が空気酸化され、あるいは他の影響を受け
る、例えば、洗浄剤があると泡立つため、従来の液液抽出法では不便、不十分、または不
可能となることがある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】米国特許第６，２７４，７２６号明細書
【特許文献２】米国特許第６，１２０，９８５号明細書
【特許文献３】米国特許第６，２７０，７２３号明細書
【特許文献４】米国特許第６，６９６，０１９号明細書
【非特許文献】
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【０００４】
【非特許文献１】Ennaceur and Sanderson, Langmuir 21：552-561 (2005)
【非特許文献２】Paternoste et al., Biophys. J. 69：2476-2488 (1995)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本明細書では特に、様々な種類の試料由来成分に対して全く異なる親和性を備えた、非
混和性の抽出溶媒（例えば、液相または溶媒相）の混合物を用いることで、試料（例えば
、混合物または複数の成分）から、１つの実体（例えば、成分）または多種類の分子実体
（例えば、複数の成分）を抽出することのできる抽出法を提示する。この方法は、例えば
、液液抽出、ゲル－液体抽出、懸濁液－液体抽出に用いることができる。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　一部の実施の形態では、抽出法において圧力（例えば、圧力サイクル）が使用できる。
いくつかの実施の形態において、例えば、１つ以上の抽出溶媒と試料とを入れた抽出チャ
ンバ内の試料に高い圧力（例えば、静水圧）をかけると、ヘテロ共沸混合物（heteroazeo
trope）が生じて、溶媒の相互共沸溶解性が変化する。高い圧力は、ミセルを小さくし、
あるいは崩壊することで、直接ミセルに影響を与えることができる（例えば、Ennaceur a
nd Sanderson, Langmuir 21：552-561 (2005) を参照）。例えば、周囲圧力から高圧にし
た後、圧力を下げる（例えば、周囲圧力に戻す）圧力（例えば、静水圧）のサイクル（圧
力循環（pressure cycling））は、循環しない圧力をかけるよりも効果的に細胞や組織を
破壊することができる（例えば、米国特許第６，２７４，７２６号、米国特許第６，１２
０，９８５号、米国特許第６，２７０，７２３号、および米国特許第６，６９６，０１９
号を参照）。
【０００７】
　本件でいう“抽出”および“抽出する”とは、１つの相（例えば、複数の液相から成る
１つの相）中において、他の成分（例えば、汚染物質）より、１つの成分（例えば、着目
成分（a component of interest））を増すことをいう。いくつかの実施の形態において
、抽出は完全抽出ではなく、部分抽出であって、１つの成分を完全に除去および／または
分離することなく、１つの成分（例えば、着目成分）の相対量を、１つまたは複数の他の
成分（例えば、汚染物質）に対して大きくする（１つの成分の、例えば、約１０％、約２
０％、約３０％、約４０％、約５０％、約６０％、約７０％、約８０％、約８５％、約９
０％、約９５％、約９６％、約９７％、約９８％、または約９９％を、１つまたは複数の
他の成分から分離する）。いくつかの実施の形態では、１つの成分を、他の成分から完全
に抽出する（例えば、他の成分と完全に分ける）。
【０００８】
　いくつかの態様において、圧力循環を用いることで、例えば、膜、細胞、組織、および
複雑な基質から分子実体を抽出する際、特に、水性抽出溶媒中での疎水性実体の溶解を促
進するために界面活性剤や洗剤（detergent）を用いる場合に生成する、ミセルおよび／
またはエマルションを破壊し、その数を減らすことができる。繰り返し圧力（例えば、静
水圧）をかけることでミセルやエマルションを破壊し、試料由来分子をその物理化学的性
質（physiochemical properties）に基づいて個々の液相に分配することができる。
【０００９】
　更に、本明細書では、試料に由来する分子実体の、溶媒間での分配を促進するための、
溶媒（例えば、１つ以上の溶媒）の使用について述べる。これらの溶媒は、周囲圧力およ
び室温（例えば、約２５℃）では相互溶解性に乏しい（例えば、クロロホルムは、水に０
．８１５％（ｗ／ｗ）溶解し、ヘキサンは、水に０．００１％（ｗ／ｗ）しか溶けない）
。高い圧力によって、溶媒の相互溶解性を変えることができる。適切な溶媒と、溶媒の量
と、圧力レベルを選ぶことで、非混和性の溶媒と抽出すべき試料とを一時的に混ぜ合わせ
て準安定混合物を生成することができる。生成した可溶性溶媒は、異なる性質、例えば、
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試料成分を溶解する能力を持つ。このような準安定系を減圧（例えば、急に減圧）すると
、混合物は個々の画分に分かれ、部分的に解離した化合物が分配される場合、それぞれの
物理化学的性質、例えば、分配係数（ｌｏｇＰ）または分布係数（ｌｏｇＤ）などに従っ
て、溶媒間で分子実体が分配される（例えば、Paternoste et al., Biophys. J. 69：247
6-2488 (1995)およびそれに引用されている参考文献を参照）。いくつかの実施の形態に
おいて、抽出の際にいくつもの溶媒を用いることで、洗剤の使用を著しく減らし、あるい
は省くことができる。
【００１０】
　更に、本明細書では、２つ以上の非混和性溶媒を両親媒性溶媒（例えば、非混和性の液
相、例えば、水と油の、いずれとも混和性の高い溶媒）で増した、３成分以上の溶媒混合
物の使用について述べる。両親媒性溶媒が存在すると、大きくした（例えば、高）圧力が
溶媒の相互溶解性を変える効果を更に高め、圧力を低いレベルに下げた際に、抽出すべき
試料（例えば、混合物）の成分が個々の相に分配し易くなる。両親媒性溶媒は、水相とは
水素結合により、油や脂質とは疎水性相互作用によって安定な会合物を形成すると考えら
れる。このように、一部の実施の形態では、圧力循環により両親媒性溶媒への多成分試料
の溶解を促進すると、親油性および親水性化合物が、後に機械的に分離可能な２つ以上の
液相に相分離すると考えられる。
【００１１】
　ある態様において、本明細書は、複数の成分から着目成分を抽出する方法を示す。この
方法は、複数の成分と少なくとも１つの液相（例えば、複数の液相、例えば、少なくとも
２つの液相）（例えば、非混和性液相を成している）とを含む試料（例えば、混合物）を
調製する工程であって、この試料（例えば、混合物）が、第１の静水圧にある工程と、試
料（例えば、混合物）に第２の静水圧をかける工程であって、この第２静水圧が、第１静
水圧より大きく、これにより更に液相が生じる工程と、圧力を第２静水圧から下げること
により、着目成分を複数成分から抽出する（例えば、液相の１つにおける着目成分の割合
（または比率）を大きくする）工程と、を含む。
【００１２】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、様々な疎水性を備えた成分を含む。
【００１３】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、複数の液相の１つの相を含む（例えば、
生成する）。
【００１４】
　いくつかの実施の形態において、液相は、抽出の間に、または抽出完了時に固相を生じ
る。
【００１５】
　いくつかの実施の形態において、複数成分の１つの成分は、複数液相の１つの液相に可
溶である。
【００１６】
　いくつかの実施の形態において、複数成分の１つの成分は、複数液相の１つの液相に不
溶である。
【００１７】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はコロイドを含む。本件でいうコロイドまた
はコロイド状分散液とは、視覚的には均一溶液に見える不均一混合物である。不均一混合
物が２つの相の混合物であるのに対し、溶液は１つの相である。コロイド中の分散相は、
連続相中に一様に分散した微粒子または液滴でできている。コロイドの例としては、乳、
クリーム、エーロゾル（例えば、霧、スモッグ、煙）、アスファルト、インキ、塗料、接
着剤、および海の泡が挙げられる。
【００１８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はエマルションを含む。本件でいうエマルシ
ョンとは、コロイドの一種である。エマルションは２つの非混和性物質の混合物である。
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１つの物質（分散相）が別の物質（連続相）中に分散している。エマルションの例として
は、バター、マーガリン、エスプレッソ、マヨネーズ、写真フィルムの感光性側、金属加
工用切削液、塗料、インキ、潤滑剤、局所用薬剤、ローション、化粧品などが挙げられる
。バターやマーガリンでは、連続する液相が水滴を囲んでいる（油中水型エマルション）
。
【００１９】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第１静水圧において混和し
ない。
【００２０】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第２静水圧において混和（
例えば、完全に混和）する。
【００２１】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第１静水圧において可溶で
ない。
【００２２】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第１静水圧において部分的
に可溶である。
【００２３】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第２静水圧において部分的
に可溶である。
【００２４】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第２静水圧において完全に
可溶である。
【００２５】
　いくつかの実施の形態において、第２静水圧を、第１静水圧に等しい、第３の静水圧に
下げる。いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）に、第４の圧力をかけ
、このとき第４圧力は、第１、第２、または第３圧力より大きい。
【００２６】
　いくつかの実施の形態において、第２静水圧を、第１静水圧より大きい、第３静水圧に
下げる。いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）に、第４圧力をかけ、
このとき第４圧力は、第１、第２、または第３圧力より大きい。
【００２７】
　いくつかの実施の形態において、第２静水圧を、第１静水圧より小さい、第３静水圧に
下げる。いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）に、第４圧力をかけ、
このとき第４圧力は、第１、第２、または第３圧力より大きい。
【００２８】
　いくつかの実施の形態において、圧力を第２静水圧から下げると、少なくとも２つの液
相は個々の相に分かれ、着目成分は、少なくとも２つの液相の一方に分配される。
【００２９】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）に、第３圧力および第４圧力
をかける。このとき第４圧力は、第１、第２、または第３圧力より大きい。
【００３０】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は、試薬を含む２次容器を含
んでいる。いくつかの実施の形態において、第２、第３、または第４静水圧をかけて、２
次容器の中身を放出させることにより、試薬を試料（例えば、混合物）に加える。
【００３１】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、着目成分を含まない、例えば、着目成分
を殆ど含まない液相に分配される。
【００３２】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、着目成分を液相から単離／精製する工程を
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更に含む。
【００３３】
　いくつかの実施の形態において、液相は、画分に分かれている。
【００３４】
　いくつかの実施の形態において、抽出された着目成分は、後続プロセス（例えば、分析
法、例えば、ＨＰＬＣまたはＬＣ／ＭＳ）にそのまま使用できる。
【００３５】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、タンパク質（例えば、膜結合タンパク質
、膜貫通タンパク質、Ｉ型またはＩＩ型膜タンパク質、受容体、酵素、リポタンパク質、
糖タンパク質）である。いくつかの実施の形態において、タンパク質の立体配座は、抽出
の間に（または、完了までに）変化する。
【００３６】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、多糖（例えば、ヘパリンまたはヘパリン
由来多糖）、ポリフェノール（例えば、タンニン、フェニルプロパノイド（例えば、リグ
ニン、フラボノイド））、ビタミン、毒素、汚染物質、脂質（例えば、リン脂質類（例え
ば、ホスファチジルコリン（ＰｔｄＣｈｏ）、ホスファチジルエタノールアミン（Ｐｔｄ
Ｅｔｎ）、ホスファチジルイノシトール（ＰｔｄＩｎｓ）、ホスファチジルセリン（Ｐｔ
ｄＳｅｒ））、糖脂質類、ステロイド類（例えば、エストロゲン、プロゲステロン、アン
ドロゲン、テストステロン、エクジステロンなどのエクジステロイド類、グルココルチコ
イド類およびミネラルコルチコイド類などのコルチコステロイド類、タンパク同化ステロ
イド類、コレステロール、植物ステロール類、ブラシノステロイド類、エルゴステロール
類）、膜（細胞膜、オルガネラ膜、脂質二重層）、細菌封入体中に存在する成分、抗原（
例えば、細菌からの）、ウイルス（例えば、ワクチン生産のための）、小分子などの薬学
試剤、代謝産物（例えば、小分子代謝産物）、薬物（例えば、医薬）、薬物代謝産物、染
料、食品成分、ナノ粒子配合物、脂質ラフト、アミロイド斑、微小管、細胞質ゾル、また
は特定の細胞型である。
【００３７】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、核酸（ＤＮＡ（核ＤＮＡ、ミトコンドリ
アＤＮＡ）、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ））である。
【００３８】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、ウイルス（例えば、ＨＩＶ、ＨＰＶ、肝
炎ウイルス（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、またはＧ型）、サイトメガロウイルス、エプスタ
イン－バーウイルス、黄熱病など）、または細菌（例えば、グラム陽性またはグラム陰性
菌、相利共生菌、病原菌）である。
【００３９】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、農薬（例えば、殺菌剤、殺真菌剤、除草
剤、殺虫剤（例えば、殺卵剤、幼虫駆除剤、または成虫駆除剤）、殺ダニ剤、軟体動物駆
除剤、殺線虫剤、殺鼠剤、または殺ウイルス剤である。
【００４０】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は疎水性である。
【００４１】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は親水性である。
【００４２】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は両親媒性（amphipathic/amphiphilic）で
ある。
【００４３】
　いくつかの実施の形態において、複数の着目成分は、複数の成分から抽出される。いく
つかの実施の形態において、複数の着目成分は、核酸およびタンパク質を含む。
【００４４】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、細胞（例えば、原核または真核）、オル
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ガネラ（例えば、ミトコンドリア、核、ゴルジ体、葉緑体、小胞体、液胞、アクロソーム
、中心小体、繊毛、グリオキシソーム、ヒドロゲノソーム、リソソーム、メラノソーム、
ミトソーム（mitosome）、筋原線維、核小体、パレンテソーム（parenthesome）、ペルオ
キシソーム、リボソーム、ミクロソーム、小胞）、細胞膜、生体試料（組織試料（脂肪組
織、肝臓、腎臓、皮膚、膵臓、胃、腸、結腸、乳房、卵巣、子宮、前立腺、骨、腱、軟骨
、毛髪、爪、歯、心臓、脳、肺、皮膚、生検材料など）、血液、尿、乳、精液、唾液、粘
液、その他の体液および固体）、細胞の集合（例えば、血液、精液、粘液、唾液、組織生
検材料）を含む。
【００４５】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は生体起源のものである。いくつかの実施の
形態において、生体起源の複数成分は、動物（例えば、哺乳類（例えば、ヒトまたは飼い
慣らされた動物））、は虫類、両生類、魚類、昆虫、鳥類、真菌、細菌、ウイルス、また
は植物から得たものである。いくつかの実施の形態において、生体起源の複数成分は、古
代の試料、例えば、化石（例えば、化石動物、化石木材、化石骨、化石歯、化石糞など）
から得たものである。
【００４６】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、エマルション（例えば、ラテックス塗料
、潤滑剤など）を含む。
【００４７】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、合成／人工物（例えば、インキ、潤滑剤
、ラテックス塗料、クリーム、ローション、燃料、液体推進剤、エラストマ）である。
【００４８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は圧力サイクルに曝され、このとき第１、第
２、および第３静水圧は、圧力サイクルの一部である。
【００４９】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は、繰り返される圧力サイク
ルに曝される。
【００５０】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は、約１から約１０００回の
圧力サイクルに曝される。
【００５１】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は第３静水圧に曝され、この
とき第３静水圧は、第１静水圧より小さい。
【００５２】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は第３静水圧に曝され、この
とき第３静水圧は、第１静水圧に等しい。
【００５３】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は第３静水圧に曝され、この
とき第３静水圧は、第１静水圧より大きい。
【００５４】
　いくつかの実施の形態において、第１静水圧は、約１．３３×１０－７ＭＰａから約１
，０００ＭＰａである。
【００５５】
　いくつかの実施の形態において、第１静水圧は、約０．１ＭＰａから約１，０００ＭＰ
ａである。
【００５６】
　いくつかの実施の形態において、第２静水圧は、最大約１，０００ＭＰａまでである。
【００５７】
　いくつかの実施の形態において、第２静水圧は、約１００ｋＰａから約１，０００ＭＰ
ａである。
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【００５８】
　いくつかの実施の形態において、第２静水圧は、約１３３ｋＰａから約１，０００ＭＰ
ａである。
【００５９】
　いくつかの実施の形態において、第１静水圧と第２静水圧との圧力差は、約１０ｋＰａ
から１ＧＰａである。
【００６０】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、約－４０℃から約＋１００℃の温度（例え
ば、－２℃、２５℃、７０℃）で行われる。
【００６１】
　いくつかの実施の形態において、圧力は、液圧または空気圧である。
【００６２】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は共沸混合物を含む。
【００６３】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、様々な特定の割合の様々な液体から成る
混合物を含む。
【００６４】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は二相性である。
【００６５】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は三相性である。
【００６６】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、水性溶媒（例えば、水、あるいは、リン
酸緩衝液、リン酸緩衝液／生理食塩水、Ｔｒｉｓ緩衝液、ＭＥＳ緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩衝
液、重炭酸アンモニウムなどの緩衝性化合物および／または塩類の水溶液）を含む。
【００６７】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、有機溶媒（炭素を含む溶媒）（例えば、
酢酸、アセトン、アセトニトリル、イソプロパノール、ｔ－ブチルアルコール、塩化メチ
レン、またはメタノール）を含む。
【００６８】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、無機非水溶媒を含む。無機非水溶媒とは
、水でなく、有機溶媒でもない溶媒（例えば、液体アンモニア、液体二酸化硫黄、塩化ス
ルフリル、塩化フッ化スルフリル、塩化ホスホリル、四酸化二窒素、三塩化アンチモン、
五フッ化臭素、フッ化水素、純硫酸、およびその他の無機酸）である。
【００６９】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、クロロホルム、テトラクロロエチレン、
メタノール、イソプロパノール、エタノール、その他のアルコール（例えば、フッ素化ア
ルコール（例えば、１，１，１，３，３，３－ヘキサフルオロ－２－プロパノール（ＨＦ
ＩＰ）、２，２，２－トリフルオロエタノール（ＴＦＥ）、２－フルオロエタノール、２
，２，３，３－テトラフルオロプロパン－１－オール、１，３－ジフルオロプロパン－２
－オール））、水、脂肪族炭化水素（ヘキサン、ヘプタン）、アセトニトリル、ギ酸、ト
リフルオロ酢酸、グリセロール、脂質類（例えば、トリグリセリド類、リン脂質類、スフ
ィンゴリピド類、糖脂質廃物）、フルオロカーボン類、他のハロカーボン類、溶液（洗剤
、緩衝剤、カオトロピック塩類の）、および／またはこれらの混合物を含む。
【００７０】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、プロトン性溶媒（例えば、水、メタノー
ル、エタノール、ギ酸、フッ化水素、またはアンモニア）を含む。
【００７１】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、非プロトン性溶媒（例えば、ジメチルス
ルホキシド、ジメチルホルムアミド、ヘキサメチルホスホロトリアミド、またはこれらの
混合物）を含む。いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、例えば、着
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目成分を更に処理する前に、抽出した着目成分から除かれる。
【００７２】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、蒸発（例えば、周囲温度（
例えば、約２０から約２３．５℃）での、または高めた温度（例えば、周囲温度より高い
温度、例えば、約２７℃、約３０℃、約３２℃、約３５℃、または約３７℃、あるいはそ
れ以上）での）によって除かれる。
【００７３】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、着目成分を沈殿させ（例え
ば、水の添加により）、例えば、上澄み溶媒を除き、これを選択した溶媒で置き換えるこ
とによって除かれる。
【００７４】
　いくつかの実施の形態において、最適塩濃度を用いて所望の着目成分を選択的に沈殿さ
せ、不要成分を上澄み中に留めておくことができる。またその逆も可能である。例えば、
このような方法を用いて、非常に豊富なタンパク質種から成る複合試料（例えば、血清ア
ルブミン、免疫グロブリン類など）を精製して（deplete）、存在量の少ない生物学的に
重要なタンパク質を濃縮することができる。
【００７５】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、１つの液相または複数の液相を生成する
。
【００７６】
　いくつかの実施の形態において、液相は、脂質、有機溶媒、水性緩衝液、エマルション
、または固体粒子の懸濁液である。
【００７７】
　いくつかの実施の形態において、液相は、静水圧下で固相から生成する（例えば、液相
の１つ以上は、抽出処理の温度（例えば、０℃以下）より高い融解温度を持つ成分（例え
ば、氷）である）。試料（例えば、混合物）を所定の静水圧まで加圧すると、相転移が起
き、抽出処理の温度より高い融解温度を持つ成分（例えば、氷）は融解して液相となる。
【００７８】
　いくつかの実施の形態において、固相は、静水圧下、例えば、静水圧下で、液相から生
成する。
【００７９】
　いくつかの実施の形態において、本方法は低張塩濃度で行われる。
【００８０】
　いくつかの実施の形態において、本方法は高張塩濃度で行われる。
【００８１】
　いくつかの実施の形態において、本方法は等張塩濃度で行われる。
【００８２】
　いくつかの実施の形態において、塩濃度を変えて着目成分を選択的に沈殿させ、および
／または、汚染物質を溶液中に留めておく。
【００８３】
　いくつかの実施の形態において、塩濃度を変えて汚染物質を選択的に沈殿させ、および
／または、着目成分を溶液中に留めておく。
【００８４】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は洗剤（例えば、ＳＤＳ）を
含む。
【００８５】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は洗剤を含まない、または殆
ど含まない。
【００８６】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は鉱油を含む。
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【００８７】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は緩衝液（例えば、リン酸緩
衝液（ＰＢＳ））を含む。
【００８８】
　いくつかの実施の形態において、タンパク質は生体膜から抽出される。
【００８９】
　いくつかの実施の形態において、タンパク質は脂質相から抽出される。
【００９０】
　本件に記載の方法の例は、次のとおりである。本件に記載の方法を用いて、タンパク質
、核酸、または脂質を、脂肪組織、脳、神経、バター、クリームなどから抽出することが
できる。エマルションや固体粒子の懸濁液、例えば、製剤または化粧品処方物（軟膏、ロ
ーション、クリーム、シャンプ、コンディショナ、ナノ粒子製剤等）などから成分を抽出
することができる。錠剤、カプセル、またはジェルキャップ形の製剤処方物から成分を抽
出することができる。多相組成物、例えば、エマルションまたは固体粒子の懸濁液（例え
ば、インキ、塗料、ラッカー、潤滑剤、燃料、化学合成原料など）、リポソームや膜小胞
の懸濁液などから成分を抽出することができる。油類、テルペン類、および／または他の
親油性化合物を、植物原料から抽出することができる。様々な化合物（例えば、アルカロ
イド類、フラボノイド類、イソフラボン類、プロアントシアニジン類、アントシアニン類
）を、植物（例えば、薬用植物）から抽出することができる。食品香料成分（例えば、カ
プサイシン）を、食品から抽出することができる。脂溶性ビタミン（例えば、トコフェロ
ール、カロテノイド、リコピンなど）を、植物油または動物性脂肪から抽出することがで
きる。局所製剤成分を、皮膚および下層組織から抽出することができる。
【００９１】
　いくつかの実施の形態において、成分（例えば、染料）は塗料から抽出される。
【００９２】
　いくつかの実施の形態において、成分は土から抽出される。
【００９３】
　いくつかの実施の形態において、成分は、固体粒子の懸濁液から抽出される。
【００９４】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はエマルションを含む。
【００９５】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、脂質、あるいは、脂質または脂質混合物
に１つまたは複数の成分を加えた溶液を含む。
【００９６】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、タンパク質、リポタンパク質、糖タンパ
ク質、糖脂質、ステロイド、ビタミン、薬物、または薬物代謝産物を更に含んでいる。い
くつかの実施の形態において、複数成分は、細胞または単細胞生物を含む。
【００９７】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、複数の液相の間で複数の成分を分配させる
ものであり、この方法は、試料（例えば、混合物）を調製する工程であって、試料（例え
ば、混合物）は、複数の成分と複数の液相とを含み、複数液相は、周囲圧力において相互
溶解性に乏しく、複数液相は分画されている工程と、試料（例えば、混合物）に高めた圧
力をかける工程であって、高めた圧力が、複数液相の相互溶解性を高めることにより、相
互溶解性に乏しい複数液相を混合して、準安定混合物を生成する工程と、試料（例えば、
混合物）の圧力を下げることにより、液相の溶解性を下げ、複数液相を画分に分かれさせ
て、複数液相の間で成分を分配させる工程と、を含む。
【００９８】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、周囲温度において相互溶解性に乏しい。
【００９９】
　いくつかの実施の形態において、本明細書は、複数の成分から着目成分を抽出する方法
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を提示する。この方法は、複数の成分と複数の液相とを含む試料（例えば、混合物）を調
製する工程であって、試料（例えば、混合物）は第１の静水圧にある工程と、試料（例え
ば、混合物）に第２の静水圧をかける工程であって、第２静水圧は第１静水圧より大きく
、複数液相中の少なくとも２つの液相が部分的に混和して、異なる性質を備えた混合液相
を生成し、少なくとも１つの成分を溶解する工程と、試料（例えば、混合物）に第３の静
水圧をかける工程であって、第３静水圧は第２静水圧より低く、試料（例えば、混合物）
に第３静水圧をかける（例えば、第１から第２、第３圧力への移行する）と、複数成分か
ら着目成分が分離し、これにより複数成分から着目成分を抽出する（例えば、液相の１つ
における着目成分の割合（または比率）を大きくする）工程と、を含む。
【０１００】
　いくつかの態様において、本明細書は、脂肪組織から、または脂質含量の高い他の試料
から、着目する１つまたは複数のタンパク質を抽出する方法を示す。この方法は、複数の
成分と、大量の脂質（脂肪または脳組織など）と、少なくとも１つの液相（または、複数
の液体）（例えば、非混和性液相を形成している）とを含む試料（例えば、混合物）を調
製する工程であって、試料（例えば、混合物）は第１の静水圧にある工程と、試料（例え
ば、混合物）に第２の静水圧をかける工程であって、第２静水圧は第１静水圧より大きく
、これによって液相を互いに完全に、または部分的に溶媒和させて、１つまたは複数の着
目タンパク質を溶解させる工程とを含む。この方法は更に、第２静水圧から圧力を下げて
、更に１つ以上の液相を生成させ、これにより液相間で複数の成分を分配させる工程であ
って、このとき１つまたは複数の着目タンパク質が液相に分配される工程を含む。
【０１０１】
　いくつかの実施の形態において、得られた、複数成分を含む液相は、画分に分かれてい
る。
【０１０２】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の液相は溶媒を含む。
【０１０３】
　いくつかの実施の形態において、得られた、１つまたは複数の着目タンパク質を含む液
相（例えば、有機相）は、そのまま分析可能であり、あるいは１つまたは複数の着目タン
パク質を含む液相を更に処理するため、溶媒を除くことができる。
【０１０４】
　いくつかの実施の形態において、溶媒は、蒸発（例えば、周囲温度（例えば、約２０か
ら約２３．５℃）での、または高めた温度（例えば、周囲温度より高い温度、例えば、約
２７℃、約３０℃、約３２℃、約３５℃、または約３７℃、あるいはそれ以上）での）に
よって除くことができる。
【０１０５】
　いくつかの実施の形態において、溶媒は、１つまたは複数の着目タンパク質を沈殿させ
、上澄み溶媒を除き、これを選択した溶媒で置き換えることによって除くことができる。
【０１０６】
　いくつかの実施の形態において、最適塩濃度を用いて所望のタンパク質を選択的に沈殿
させ、不要なタンパク質を上澄み中に留めておくことができる。またその逆も可能である
。例えば、このような方法を用いて、非常に豊富なタンパク質種から成る複合試料（例え
ば、血清アルブミン、免疫グロブリン類など）を精製して、存在量の少ない生物学的に重
要なタンパク質を濃縮することができる。
【０１０７】
　本件に記載の方法のその他の特徴は次のとおりである。
【０１０８】
　いくつかの実施の形態において、本明細書は、循環する圧力を用いて試料の溶解を促進
する、タンパク質抽出法を提示する。試料には、タンパク質および／または脂質、例えば
、トリグリセリド、リン脂質、糖脂質、スフィンゴリピドなど、またはその他の疎水性化
合物、例えば、脂肪酸、脂肪族炭化水素などが含まれる。
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【０１０９】
　いくつかの実施の形態において、試料は、１つ以上のタンパク質を含む。
【０１１０】
　いくつかの実施の形態において、試料は、１つ以上の脂質を含む。
【０１１１】
　いくつかの実施の形態において、試料は、脂肪組織の一部である、またはこれを含む。
【０１１２】
　いくつかの実施の形態において、試料は、脳組織である、またはこれを含む。
【０１１３】
　いくつかの実施の形態において、試料は、エマルション、懸濁液、またはコロイドであ
る、あるいはこれらを含む。
【０１１４】
　いくつかの実施の形態において、試料は、乳、乳製品、樹液等である、またはこれらを
含む。
【０１１５】
　いくつかの実施の形態において、試料は、塗料、工業用潤滑油、化粧品（例えば、クリ
ームまたはローション）である、またはこれらを含む。
【０１１６】
　いくつかの実施の形態において、溶解は、循環する圧力によって促進される。
【０１１７】
　いくつかの実施の形態において、溶解は、機械的均質化によって促進される。
【０１１８】
　いくつかの実施の形態において、溶解は、超音波細胞破壊によって促進される。
【０１１９】
　いくつかの実施の形態において、溶解は、撹拌、混和、ビーズ（ガラス、セラミック、
または金属）の衝突、粉砕、あるいは混合によって促進される。
【０１２０】
　いくつかの実施の形態において、液相は、ＨＦＩＰ、ＴＦＥ、ＰＦＯＡ、トリクロロエ
タノール、トリフルオロ酢酸、または他のハロゲン化アルコールまたは酸である、あるい
はこれらを含む。
【０１２１】
　いくつかの実施の形態において、液相は、他の有機溶媒（例えば、本件に記載のような
）である、またはこれを含む。
【０１２２】
　いくつかの実施の形態において、液相は、水または水性緩衝液（例えば、有機溶媒を混
ぜ合わせたもの）である、あるいはこれを含む。
【０１２３】
　いくつかの実施の形態において、液相は、本件に記載のいくつかの溶媒の混合物である
、またはこれを含む。
【０１２４】
　いくつかの実施の形態において、分割（partitioning）は、定温静置（例えば、－２０
から＋５０℃の温度範囲）で行う。
【０１２５】
　いくつかの実施の形態において、分割は、遠心分離（例えば、相対遠心力：範囲１×ｇ
（例えば、回転なし）から４万×ｇ）で促進する。
【０１２６】
　いくつかの実施の形態において、試料由来の疎水性物質が層を形成するには十分でない
場合、相分離を進めるため、疎水性液体試薬（例えば、油、脂質、鉱油、脂肪族炭化水素
など、またはこれらの混合物）を試料に加えて分割を促進する。
【０１２７】
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　いくつかの実施の形態において、分割は、前述の方法をどのように組み合わせて行って
も良い。
【０１２８】
　いくつかの実施の形態において、試料の溶解は起こるが、分割は観察されない（例えば
、脂質の存在量が少なすぎる場合）。
【０１２９】
　いくつかの実施の形態において、試料溶解後、少なくとも１つの液相が生成する。
【０１３０】
　いくつかの実施の形態において、液相は、ピペット操作、傾斜（decanting）、吸着な
どによって物理的に分けられる。
【０１３１】
　いくつかの実施の形態において、液相は、カラムクロマトグラフィ（吸着の例）を用い
て分けられる。
【０１３２】
　いくつかの実施の形態において、液相を分けた後、試料（極性相）を希釈して沈殿を誘
発する。
【０１３３】
　いくつかの実施の形態において、液相を分けず、試料を希釈して沈殿を誘発する。
【０１３４】
　別の態様において、本明細書は、複数の成分から着目成分（例えば、タンパク質）を抽
出する方法を示す。この方法は、複数の成分を、溶媒、例えば、１，１，１，３，３，３
－ヘキサフルオロ－２－プロパノール（ＨＦＩＰ）、ＴＦＥ、ＰＦＯＡ、トリクロロエタ
ノール、トリフルオロ酢酸、あるいは他のハロゲン化アルコールまたは酸などに曝露させ
る工程を含む。溶媒との曝露により、複数の成分から着目成分を抽出することができる。
この方法は更に、例えば、抽出を促すため、機械的ステップ（例えば、均質化ステップ）
を含んでいても良い。別の例として、機械的ステップを加える代わりに、試料を圧力変化
に曝す工程（例えば、圧力の循環を用いて、あるいは用いずに）を、本方法に加えても良
い。
【０１３５】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、複数の成分と少なくとも１つの液相（例え
ば、複数の液相）とを含む試料（例えば、混合物）を調製する工程であって、液相は、溶
媒（例えば、ＨＦＩＰ、ＴＦＥ、ＰＦＯＡ、トリクロロエタノール、トリフルオロ酢酸、
あるいは他のハロゲン化アルコールまたは酸）を含む工程と、試料（例えば、混合物）に
少なくとも１つの処理ステップを行って、少なくとも２つの液相を生成し、これにより着
目成分を複数の成分から抽出する工程と、を含む。
【０１３６】
　いくつかの実施の形態において、処理ステップは、温度、マイクロ波放射、または機械
的処理の１つ以上を含む。
【０１３７】
　いくつかの実施の形態において、機械的処理ステップは、ホモジナイズ（例えば、物理
的均質化、例えば、ビード撹拌（bead beater）、超音波処理、ロータ・ステータホモジ
ナイザ、ダウンス型ホモジナイザ、ポッター型ホモジナイザ）、ボルテックス処理、超音
波処理、ピペット操作、剪断（例えば、シリンジ剪断）、粉砕（例えば、臼と杵による粉
砕）、震盪、混和、混合、ハンマリングなどの１つ以上を含む。いくつかの実施の形態に
おいて、機械的処理ステップは、物質移動ステップ（例えば、激しい混合、機械的震盪、
またはハンマリング）を含む。
【０１３８】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、圧力（例えば、１つ以上の圧力サイクル）
と、別の種類の処理、例えば、温度、マイクロ波放射、または機械的処理（例えば、１つ
（またはそれ以上）の種類の機械的処理のみ、あるいは、圧力または他の種類の処理と組
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み合わせたもの）などを、同時に（相乗的に）、または交互に加える工程を含む。
【０１３９】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、２つ（またはそれ以上）の種類の処理、例
えば、温度、マイクロ波放射、または機械的処理（例えば、２つ（またはそれ以上）の種
類の機械的処理のみ、または他の種類の処理と組み合わせたもの）などを、同時に（相乗
的に）、または交互に加える工程を含む。
【０１４０】
　いくつかの実施の形態において、液相は、抽出の間に、または抽出完了時に固相を生じ
る。
【０１４１】
　いくつかの実施の形態において、着目成分はタンパク質である。
【０１４２】
　いくつかの実施の形態において、着目成分はプロテオームである。
【０１４３】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、様々な疎水性を備えた成分を含む。
【０１４４】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、複数の液相の１つの相を含む（例えば、
生成する）。
【０１４５】
　いくつかの実施の形態において、複数成分の１つの成分は、複数液相の１つの液相に可
溶である。
【０１４６】
　いくつかの実施の形態において、複数成分の１つの成分は、複数液相の１つの液相に不
溶である。
【０１４７】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は共沸混合物を含む。
【０１４８】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、様々な特定の割合の様々な液体から成る
混合物を含む。
【０１４９】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は二相性である。
【０１５０】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は三相性である。
【０１５１】
　いくつかの実施の形態において、得られた、１つまたは複数の着目タンパク質を含む液
相（例えば、有機相）は、そのまま分析可能であり、あるいは１つまたは複数の着目タン
パク質を含む液相を更に処理するため、溶媒を除くことができる。
【０１５２】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は洗剤（例えば、ＳＤＳ）を
含む。
【０１５３】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は洗剤を含まない、または殆
ど含まない。
【０１５４】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は鉱油を含む。
【０１５５】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は緩衝液（例えば、リン酸緩
衝液（ＰＢＳ））を含む。
【０１５６】
　いくつかの実施の形態において、タンパク質は生体膜から抽出される。
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【０１５７】
　いくつかの実施の形態において、タンパク質は脂質相から抽出される。
【０１５８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はコロイドを含む。本件でいうコロイドまた
はコロイド状分散液とは、視覚的には均一溶液に見える不均一混合物である。不均一混合
物が２つの相の混合物であるのに対し、溶液は１つの相である。コロイド中において、分
散相は、連続相中に一様に分散した微粒子または液滴でできている。コロイドの例として
は、乳、クリーム、エーロゾル類（例えば、霧、スモッグ、煙）、アスファルト、インキ
、塗料、接着剤、および海の泡が挙げられる。
【０１５９】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はエマルションを含む。本件でいうエマルシ
ョンとは、コロイドの一種である。エマルションは２つの非混和性物質の混合物である。
１つの物質（分散相）が別の物質（連続相）中に分散している。エマルションの例として
は、バターおよびマーガリン、エスプレッソ、マヨネーズ、写真フィルムの感光性側、金
属加工用切削液、塗料、インキ、潤滑剤、局所用薬剤、ローション、化粧品などが挙げら
れる。バターおよびマーガリンでは、連続する液相が水滴を囲んでいる（油中水型エマル
ション）。
【０１６０】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、着目成分を含まない、例えば、着目成分
を殆ど含まない液相に分配される。
【０１６１】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、着目成分を液相から単離／精製する工程を
更に含む。
【０１６２】
　いくつかの実施の形態において、液相は、画分に分かれている。
【０１６３】
　いくつかの実施の形態において、抽出された着目成分は、後続プロセス（例えば、分析
法、例えば、ＨＰＬＣまたはＬＣ／ＭＳ）にそのまま使用できる。
【０１６４】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、タンパク質（例えば、膜結合タンパク質
、膜貫通タンパク質、Ｉ型またはＩＩ型膜タンパク質、受容体、酵素、リポタンパク質、
糖タンパク質）である。いくつかの実施の形態において、タンパク質の立体配座は、抽出
の間（または、完了まで）に変化する。
【０１６５】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、多糖（例えば、ヘパリンまたはヘパリン
由来多糖、ポリフェノール（例えば、タンニン、フェニルプロパノイド（例えば、リグニ
ン、フラボノイド））、ビタミン、毒素、汚染物質、脂質（例えば、リン脂質類（例えば
、ホスファチジルコリン（ＰｔｄＣｈｏ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰｔｄＥ
ｔｎ）、ホスファチジルイノシトール（ＰｔｄＩｎｓ）、ホスファチジルセリン（Ｐｔｄ
Ｓｅｒ））、糖脂質類、ステロイド類（例えば、エストロゲン、プロゲステロン、アンド
ロゲン、テストステロン、エクジステロンなどのエクジステロイド類、グルココルチコイ
ド類およびミネラルコルチコイド類などのコルチコステロイド類、タンパク同化ステロイ
ド類、コレステロール、植物ステロール類、ブラシノステロイド類、エルゴステロール類
）、膜（細胞膜、オルガネラ膜、脂質二重層）、細菌封入体中に存在する成分、抗原（例
えば、細菌から）、ウイルス（例えば、ワクチン生産のための）、小分子などの薬学試剤
、代謝産物（例えば、小分子代謝産物）、薬物（例えば、医薬）、薬物代謝産物、染料、
食品成分、ナノ粒子配合物、脂質ラフト、アミロイド斑、微小管、細胞質ゾル、または特
定の細胞型である。
【０１６６】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、核酸（ＤＮＡ（核ＤＮＡ、ミトコンドリ
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アＤＮＡ）、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ））である。
【０１６７】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、ウイルス（例えば、ＨＩＶ、ＨＰＶ、肝
炎ウイルス（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、またはＧ型）、サイトメガロウイルス、エプスタ
イン－バーウイルス、黄熱病など）、または細菌（例えば、グラム陽性またはグラム陰性
菌、相利共生菌、病原菌）である。
【０１６８】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、農薬（例えば、殺菌剤、殺真菌剤、除草
剤、殺虫剤（例えば、殺卵剤、幼虫駆除剤、または成虫駆除剤）、殺ダニ剤、軟体動物駆
除剤、殺線虫剤、殺鼠剤、または殺ウイルス剤である。
【０１６９】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は疎水性である。
【０１７０】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は親水性である。
【０１７１】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は両親媒性である。
【０１７２】
　いくつかの実施の形態において、複数の着目成分は、複数の成分から抽出される。いく
つかの実施の形態において、複数の着目成分は、核酸およびタンパク質を含む。
【０１７３】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、細胞（例えば、原核または真核）、オル
ガネラ（例えば、ミトコンドリア、核、ゴルジ体、葉緑体、小胞体、液胞、アクロソーム
、中心小体、繊毛、グリオキシソーム、ヒドロゲノソーム、リソソーム、メラノソーム、
ミトソーム、筋原線維、核小体、パレンテソーム、ペルオキシソーム、リボソーム、ミク
ロソーム、小胞）、膜、生体試料（組織試料（脂肪組織、肝臓、腎臓、皮膚、膵臓、胃、
腸、結腸、乳房、卵巣、子宮、前立腺、骨、腱、軟骨、毛髪、爪、歯、心臓、脳、肺、皮
膚、生検材料など）、血液、尿、乳、精液、唾液、粘液、その他の体液および固体）、細
胞の集合（例えば、血液、精液、粘液、唾液、組織生検材料）を含む。
【０１７４】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は生体起源のものである。いくつかの実施の
形態において、生体起源の複数成分は、動物（例えば、哺乳類（例えば、ヒトまたは飼い
慣らされた動物））、は虫類、両生類、魚類、昆虫、鳥類、真菌、細菌、ウイルス、また
は植物から得たものである。いくつかの実施の形態において、生体起源の複数成分は、古
代の試料、例えば、化石（例えば、化石動物、化石木材、化石骨、化石歯、化石糞など）
から得たものである。
【０１７５】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、エマルション（例えば、ラテックス塗料
、潤滑剤など）を含む。
【０１７６】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、合成／人工物（例えば、インキ、潤滑剤
、ラテックス塗料、クリーム、ローション、燃料、液体推進剤、エラストマ）である。
【０１７７】
　いくつかの実施の形態において、成分は、固体粒子の懸濁液から抽出される。
【０１７８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はエマルションを含む。
【０１７９】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、脂質、あるいは、脂質または脂質混合物
に１つまたは複数の成分を加えた溶液を含む。
【０１８０】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、タンパク質、リポタンパク質、糖タンパ
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ク質、糖脂質、ステロイド、ビタミン、薬物、または薬物代謝産物を更に含んでいる。い
くつかの実施の形態において、複数成分は、細胞または単細胞生物を含む。
【０１８１】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、例えば、着目成分を更に処
理する前に、抽出した着目成分から除かれる。
【０１８２】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、蒸発（例えば、周囲温度（
例えば、約２０から約２３．５℃）での、または高めた温度（例えば、周囲温度より高い
温度、例えば、約２７℃、約３０℃、約３２℃、約３５℃、または約３７℃、あるいはそ
れ以上）での）によって除かれる。
【０１８３】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、着目成分を沈殿させ、例え
ば、上澄み溶媒を除き、これを選択した溶媒で置き換えることによって除かれる。
【０１８４】
　いくつかの実施の形態において、最適塩濃度を用いて所望の着目成分を選択的に沈殿さ
せ、不要成分を上澄み中に留めておくことができる。またその逆も可能である。例えば、
このような方法を用いて、非常に豊富なタンパク質種から成る複合試料（例えば、血清ア
ルブミン、免疫グロブリン類など）を精製して、存在量の少ない生物学的に重要なタンパ
ク質を濃縮することができる。
【０１８５】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、約－４０℃から約＋１００℃の温度（例え
ば、－２℃、２５℃、７０℃）で行われる。
【０１８６】
　いくつかの実施の形態において、本方法は低張塩濃度で行われる。
【０１８７】
　いくつかの実施の形態において、本方法は高張塩濃度で行われる。
【０１８８】
　いくつかの実施の形態において、本方法は等張塩濃度で行われる。
【０１８９】
　いくつかの実施の形態において、塩濃度を変えて着目成分を選択的に沈殿させ、および
／または、汚染物質を溶液中に留めておく。
【０１９０】
　いくつかの実施の形態において、塩濃度を変えて汚染物質を選択的に沈殿させ、および
／または、着目成分を溶液中に留めておく。
【０１９１】
　いくつかの実施の形態において、液相は、ピペット操作、傾斜、吸着などによって物理
的に分けられる。
【０１９２】
　いくつかの実施の形態において、液相は、カラムクロマトグラフィ（吸着の例）を用い
て分けられる。
【０１９３】
　いくつかの実施の形態において、液相を分けた後、試料（極性相）を希釈して沈殿を誘
発する。
【０１９４】
　いくつかの実施の形態において、液相を分けず、試料を希釈して沈殿を誘発する。
【０１９５】
　いくつかの態様において、例えば、膜、細胞、組織、および複雑な基質から分子実体を
抽出する際に、特に、水性抽出溶媒中での疎水性実体の溶解を促進するために界面活性剤
や洗剤を用いる場合に生成する、ミセルおよび／またはエマルションを、処理を用いて破
壊または変性させることができる。処理を行う（例えば、処理（例えば、機械的処理）を
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繰り返し行う）ことでミセルやエマルションを破壊し、試料由来分子をその物理化学的性
質に基づいて個々の液相に分配することができる。
【０１９６】
　いくつかの実施の形態において、処理ステップは、温度、マイクロ波放射、または機械
的処理の１つ以上を含む。
【０１９７】
　いくつかの実施の形態において、機械的処理ステップは、ホモジナイズ（例えば、物理
的均質化、例えば、ビード撹拌、超音波処理、ロータ・ステータホモジナイザ、ダウンス
型ホモジナイザ、ポッター型ホモジナイザ）、ボルテックス処理、超音波処理、ピペット
操作、剪断（例えば、シリンジ剪断）、粉砕（例えば、臼と杵による粉砕）、震盪、混和
、混合、ハンマリングなどの１つ以上を含む。いくつかの実施の形態において、機械的処
理ステップは、物質移動ステップ（例えば、激しい混合、機械的震盪、またはハンマリン
グ）を含む。
【０１９８】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、圧力（例えば、１つ以上の圧力サイクル）
と、別の種類の処理、例えば、温度、マイクロ波放射、または機械的処理などを、同時に
（相乗的に）、または交互に加える工程を含む。
【０１９９】
　更に、本明細書では、試料に由来する分子実体の、溶媒間での分配を促進するための、
溶媒（例えば、１つ以上の溶媒）の使用について述べる。これらの溶媒は、周囲圧力およ
び室温（例えば、約２５℃）では相互溶解性に乏しい（例えば、クロロホルムは、水に０
．８１５％（ｗ／ｗ）溶解し、ヘキサンは、水に０．００１％（ｗ／ｗ）しか溶けない）
。機械的処理によって、溶媒の相互溶解性を変えることができる。適切な溶媒と、溶媒の
量と、機械的処理の量（例えば、持続時間および／または強度）を選ぶことで、非混和性
の溶媒と抽出すべき試料とを一時的に混ぜ合わせて準安定混合物を生成することができる
。生成した可溶性溶媒は、異なる性質、例えば、試料成分を溶解する能力を持つ。このよ
うな準安定系の機械的処理を停止し、または弱めると、混合物は個々の画分に分かれ、部
分的に解離した化合物が分配される場合、それぞれの物理化学的性質、例えば分配係数（
ｌｏｇＰ）または分散係数（ｌｏｇＤ）などに従って、溶媒間で分子実体が分配される（
例えば、Paternoste et al., Biophys. J. 69:2476-2488 (1995) およびそれに引用され
ている参考文献を参照）。いくつかの実施の形態において、抽出の際にいくつもの溶媒を
用いることで、洗剤の使用を著しく減らし、あるいは省くことができる。
【０２００】
　更に、本明細書では、２つ以上の非混和性溶媒を両親媒性溶媒（例えば、非混和性の液
相、例えば、水と油の、いずれとも混和性の高い溶媒）で増した、３成分以上の溶媒混合
物の使用について述べる。両親媒性溶媒が存在すると、機械的処理が溶媒の相互溶解性を
変える効果を更に高め、機械的処理を弱め、あるいは停止した際に、抽出すべき試料（例
えば、混合物）の成分が個々の相に分配し易くなる。両親媒性溶媒は、水相とは水素結合
により、油や脂質とは疎水性相互作用によって安定な会合物を形成すると考えられる。こ
のように、一部の実施の形態では、機械的処理で両親媒性溶媒への多成分試料の溶解を促
進すると、親油性および親水性化合物が、後に機械的に分離可能な２つ以上の液相に相分
離すると考えられる。
【０２０１】
　ある態様において、本明細書は、複数の成分から着目成分を抽出する方法を示す。この
方法は、複数の成分と少なくとも１つの液相（例えば、複数の液相）（例えば、非混和性
液相を成している）とを含む試料（例えば、混合物）を調製する工程と、試料（例えば、
混合物）に第１処理ステップを行って、懸濁液、スラリ、エマルション、ミセル、または
更に液相を生成する工程と、処理ステップを弱め、または停止することにより、着目成分
を複数成分から抽出する（例えば、液相の１つにおける着目成分の割合（または比率）を
大きくする）工程と、を含む。



(22) JP 5587770 B2 2014.9.10

10

20

30

40

50

【０２０２】
　いくつかの実施の形態において、処理ステップは、温度、マイクロ波放射、または機械
的処理の１つ以上を含む。
【０２０３】
　いくつかの実施の形態において、機械的処理ステップは、ホモジナイズ（例えば、物理
的均質化、例えば、ビード撹拌、超音波処理、ロータ・ステータホモジナイザ、ダウンス
型ホモジナイザ、ポッター型ホモジナイザ）、ボルテックス処理、超音波処理、ピペット
操作、剪断（例えば、シリンジ剪断）、粉砕（例えば、臼と杵による粉砕）、震盪、混和
、混合、ハンマリングなどの１つ以上を含む。いくつかの実施の形態において、機械的処
理ステップは、物質移動ステップ（例えば、激しい混合、機械的震盪、またはハンマリン
グ）を含む。
【０２０４】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、圧力と（例えば、１つ以上の圧力サイクル
）と、別の種類の処理、例えば、温度、マイクロ波放射、または機械的処理などを、同時
に（相乗的に）、または交互に加える工程を含む。
【０２０５】
　ある態様において、本明細書は、複数の成分から着目成分を抽出する方法を示す。この
方法は、複数の成分と少なくとも１つの液相（例えば、複数の液相）（例えば、非混和性
液相を成している）とを含む試料（例えば、混合物）を調製する工程と、試料（例えば、
混合物）に第１機械的処理ステップを行って、懸濁液、スラリ、エマルション、ミセル、
または更に液相を生成する工程と、機械的処理ステップを弱め（減少させ）、または停止
することにより、着目成分を複数成分から抽出する（例えば、液相の１つにおける着目成
分の割合（または比率）を大きくする）工程と、を含む。
【０２０６】
　いくつかの実施の形態において、機械的処理ステップは、ホモジナイズ（例えば、物理
的均質化、例えば、ビード撹拌、超音波処理、ロータ・ステータホモジナイザ、ダウンス
型ホモジナイザ、ポッター型ホモジナイザ）、ボルテックス処理、超音波処理、ピペット
操作、剪断（例えば、シリンジ剪断）、粉砕（例えば、臼と杵による粉砕）、震盪、混和
、混合、ハンマリングなどの１つ以上を含む。いくつかの実施の形態において、機械的処
理ステップは、物質移動ステップ（例えば、激しい混合、機械的震盪、またはハンマリン
グ）を含む。
【０２０７】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、機械的処理ステップと、圧力（例えば、１
つ以上の圧力サイクル）または別の種類の処理、例えば、温度またはマイクロ波放射など
を、同時に（相乗的に）、または交互に加える工程を含む。
【０２０８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、様々な疎水性を備えた成分を含む。
【０２０９】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、複数の液相の１つの相を含む（例えば、
生成する）。
【０２１０】
　いくつかの実施の形態において、液相は、抽出の間に、または抽出完了時に固相を生じ
る。
【０２１１】
　いくつかの実施の形態において、複数成分の１つの成分は、複数液相の１つの液相に可
溶である。
【０２１２】
　いくつかの実施の形態において、複数成分の１つの成分は、複数液相の１つの液相に不
溶である。
【０２１３】
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　いくつかの実施の形態において、複数成分はコロイドを含む。本件でいうコロイドまた
はコロイド状分散液とは、視覚的には均一溶液に見える不均一混合物である。不均一混合
物が２つの相の混合物であるのに対し、溶液は１つの相である。コロイド中において、分
散相は、連続相中に一様に分散した微粒子または液滴でできている。コロイドの例として
は、乳、クリーム、エーロゾル（例えば、霧、スモッグ、煙）、アスファルト、インキ、
塗料、接着剤、および海の泡が挙げられる。
【０２１４】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はエマルションを含む。本件でいうエマルシ
ョンとは、コロイドの一種である。エマルションは２つの非混和性物質の混合物である。
１つの物質（分散相）が別の物質（連続相）中に分散している。エマルションの例として
は、バター、マーガリン、エスプレッソ、マヨネーズ、写真フィルムの感光性側、金属加
工用切削液、塗料、インキ、潤滑剤、局所用薬剤、ローション、化粧品などが挙げられる
。バターおよびマーガリンでは、連続する液相が水滴を囲んでいる（油中水型エマルショ
ン）。
【０２１５】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第１機械的処理ステップの
前には混和しない。
【０２１６】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、機械的処理ステップを行っ
た後は混和（例えば、完全に混和）する。
【０２１７】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、機械的処理の前には可溶で
ない。
【０２１８】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第１機械的処理ステップを
行った後には部分的に可溶である。
【０２１９】
　いくつかの実施の形態において、少なくとも２つの液相は、第１機械的処理ステップを
行った後には完全に可溶である。
【０２２０】
　いくつかの実施の形態において、第１機械的処理ステップで終了とする。いくつかの実
施の形態において、試料（例えば、混合物）を第２の機械的処理ステップにかけ、このと
き第２機械的処理ステップは、第１機械的処理ステップと同じ種類の機械的処理である、
あるいは、異なる種類の機械的処理ステップである。
【０２２１】
　いくつかの実施の形態において、第２機械的処理ステップが行われ、これは第１機械的
処理ステップと同じ種類の機械的処理である、あるいは、異なる種類の機械的処理ステッ
プである。いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）を第３の機械的処理
ステップにかけ、これは第１または第２機械的処理ステップと同じ種類の機械的処理であ
る、あるいは、第１または第２機械的処理ステップとは異なる種類の機械的処理ステップ
である。
【０２２２】
　いくつかの実施の形態において、機械的処理ステップを弱め、または停止させると、少
なくとも２つの液相は個々の相に分かれ、着目成分は、少なくとも２つの液相の一方に分
配される。
【０２２３】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は、試薬を含む２次容器を含
んでいる。いくつかの実施の形態において、第１、第２、または第３機械的処理ステップ
にかけて２次容器の中身を放出させることにより、試薬を試料（例えば、混合物）に加え
る。
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【０２２４】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、着目成分を含まない、例えば、着目成分
を殆ど含まない液相に分配される。
【０２２５】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、着目成分を液相から単離／精製する工程を
更に含む。
【０２２６】
　いくつかの実施の形態において、液相は、画分に分かれている。
【０２２７】
　いくつかの実施の形態において、抽出された着目成分は、後続プロセス（例えば、分析
法、例えば、ＨＰＬＣまたはＬＣ／ＭＳ）にそのまま使用できる。
【０２２８】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、タンパク質（例えば、膜結合タンパク質
、膜貫通タンパク質、Ｉ型またはＩＩ型膜タンパク質、受容体、酵素、リポタンパク質、
糖タンパク質）である。いくつかの実施の形態において、タンパク質の立体配座は、抽出
の間（または、完了まで）に変化する。
【０２２９】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、多糖（例えば、ヘパリンまたはヘパリン
由来多糖）、ポリフェノール（例えば、タンニン、フェニルプロパノイド（例えば、リグ
ニン、フラボノイド）、ビタミン、毒素、汚染物質、脂質（例えば、リン脂質類（例えば
、ホスファチジルコリン（ＰｔｄＣｈｏ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰｔｄＥ
ｔｎ）、ホスファチジルイノシトール（ＰｔｄＩｎｓ）、ホスファチジルセリン（Ｐｔｄ
Ｓｅｒ））、糖脂質類、ステロイド類（例えば、エストロゲン、プロゲステロン、アンド
ロゲン、テストステロン、エクジステロンなどのエクジステロイド類、グルココルチコイ
ド類およびミネラルコルチコイド類などのコルチコステロイド類、タンパク同化ステロイ
ド類、コレステロール、植物ステロール類、ブラシノステロイド類、エルゴステロール類
）、膜（細胞膜、オルガネラ膜、脂質二重層）、細菌封入体中に存在する成分、抗原（例
えば、細菌からの）、ウイルス（例えば、ワクチン生産のための）、小分子などの薬学試
剤、代謝産物（例えば、小分子代謝産物）、薬物（例えば、医薬）、薬物代謝産物、染料
、食品成分、ナノ粒子配合物、脂質ラフト、アミロイド斑、微小管、細胞質ゾル、または
特定の細胞型である。
【０２３０】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、核酸（ＤＮＡ（核ＤＮＡ、ミトコンドリ
アＤＮＡ）、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ））である。
【０２３１】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、ウイルス（例えば、ＨＩＶ、ＨＰＶ、肝
炎ウイルス（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、またはＧ型）、サイトメガロウイルス、エプスタ
イン－バーウイルス、黄熱病など）、または細菌（例えば、グラム陽性またはグラム陰性
菌、相利共生菌、病原菌）である。
【０２３２】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は、農薬（例えば、殺菌剤、殺真菌剤、除草
剤、殺虫剤（例えば、殺卵剤、幼虫駆除剤、または成虫駆除剤）、殺ダニ剤、軟体動物駆
除剤、殺線虫剤、殺鼠剤、または殺ウイルス剤である。
【０２３３】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は疎水性である。
【０２３４】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は親水性である。
【０２３５】
　いくつかの実施の形態において、着目成分は両親媒性である。
【０２３６】
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　いくつかの実施の形態において、複数の着目成分は、複数の成分から抽出される。いく
つかの実施の形態において、複数の着目成分は、核酸およびタンパク質を含む。
【０２３７】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、細胞（例えば、原核または真核）、オル
ガネラ（例えば、ミトコンドリア、核、ゴルジ体、葉緑体、小胞体、液胞、アクロソーム
、中心小体、繊毛、グリオキシソーム、ヒドロゲノソーム、リソソーム、メラノソーム、
ミトソーム、筋原線維、核小体、パレンテソーム、ペルオキシソーム、リボソーム、ミク
ロソーム、小胞）、膜、生体試料（組織試料（脂肪組織、肝臓、腎臓、皮膚、膵臓、胃、
腸、結腸、乳房、卵巣、子宮、前立腺、骨、腱、軟骨、毛髪、爪、歯、心臓、脳、肺、皮
膚、生検材料など）、血液、尿、乳、精液、唾液、粘液、その他の体液および固体）、細
胞の集合（例えば、血液、精液、粘液、唾液、組織生検材料）を含む。
【０２３８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は生体起源のものである。いくつかの実施の
形態において、生体起源の複数成分は、動物（例えば、哺乳類（例えば、ヒトまたは飼い
慣らされた動物））、は虫類、両生類、魚類、昆虫、鳥類、真菌、細菌、ウイルス、また
は植物から得たものである。いくつかの実施の形態において、生体起源の複数成分は、古
代の試料、例えば、化石（例えば、化石動物、化石木材、化石骨、化石歯、化石糞など）
から得たものである。
【０２３９】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、エマルション（例えば、ラテックス塗料
、潤滑剤など）を含む。
【０２４０】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、合成／人工物（例えば、インキ、潤滑剤
、ラテックス塗料、クリーム、ローション、燃料、液体推進剤、エラストマ）である。
【０２４１】
　いくつかの実施の形態において、機械的処理ステップは、複数の成分に１回以上行われ
る。
【０２４２】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）に、機械的処理ステップを繰
り返し行う。
【０２４３】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）に、約１から約１０００回の
機械的処理ステップを行う。
【０２４４】
　いくつかの実施の形態において、同じ種類の機械的処理ステップを行う。
【０２４５】
　いくつかの実施の形態において、異なる種類の機械的処理ステップを行う。例えば、ホ
モジナイズ（例えば、物理的均質化、例えば、ビード撹拌、超音波処理、ロータ・ステー
タホモジナイザ、ダウンス型ホモジナイザ、ポッター型ホモジナイザ）、ボルテックス処
理、超音波処理、ピペット操作、剪断（例えば、シリンジ剪断）、粉砕（例えば、臼と杵
による粉砕）、震盪、混和、混合、およびハンマリングの１つ以上から成る１つ以上のス
テップを行うことができる。
【０２４６】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は共沸混合物を含む。
【０２４７】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、様々な特定の割合の様々な液体から成る
混合物を含む。
【０２４８】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は二相性である。
【０２４９】
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　いくつかの実施の形態において、複数液相は三相性である。
【０２５０】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、水性溶媒（例えば、水、あるいは、リン
酸緩衝液、リン酸緩衝液／生理的食塩水、Ｔｒｉｓ緩衝液、ＭＥＳ緩衝液、ＨＥＰＥＳ緩
衝液、重炭酸アンモニウムなどの緩衝化合物および／または塩類の水溶液）を含む。
【０２５１】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、有機溶媒（炭素を含む溶媒）（例えば、
酢酸、アセトン、アセトニトリル、イソプロパノール、ｔ－ブチルアルコール、塩化メチ
レン、またはメタノール）を含む。
【０２５２】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、無機非水溶媒を含む。無機非水溶媒とは
、水でなく、有機溶媒でもない溶媒（例えば、液体アンモニア、液体二酸化硫黄、塩化ス
ルフリル、塩化フッ化スルフリル、塩化ホスホリル、四酸化二窒素、三塩化アンチモン、
五フッ化臭素、フッ化水素、純硫酸、およびその他の無機酸）である。
【０２５３】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、クロロホルム、テトラクロロエチレン、
メタノール、イソプロパノール、エタノール、その他のアルコール（例えば、フッ素化ア
ルコール（例えば、１，１，１，３，３，３－ヘキサフルオロ－２－プロパノール（ＨＦ
ＩＰ）、２，２，２－トリフルオロエタノール（ＴＦＥ）、２－フルオロエタノール、２
，２，３，３－テトラフルオロプロパン－１－オール、１，３－ジフルオロプロパン－２
－オール））、水、脂肪族炭化水素（ヘキサン、ヘプタン）、アセトニトリル、ギ酸、ト
リフルオロ酢酸、グリセロール、脂質類（例えば、トリグリセリド類、リン脂質類、スフ
ィンゴリピド類、糖脂質廃物）、フルオロカーボン類、他のハロカーボン類、溶液（洗剤
、緩衝剤、カオトロピック塩類の）、および／またはこれらの混合物を含む。
【０２５４】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、プロトン性溶媒（例えば、水、メタノー
ル、エタノール、ギ酸、フッ化水素、またはアンモニア）を含む。
【０２５５】
　いくつかの実施の形態において、複数液相は、非プロトン性溶媒（例えば、ジメチルス
ルホキシド、ジメチルホルムアミド、ヘキサメチルホスホロトリアミド、またはこれらの
混合物）を含む。
【０２５６】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、例えば、着目成分を更に処
理する前に、抽出した着目成分から除かれる。
【０２５７】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、蒸発（例えば、周囲温度（
例えば、約２０から約２３．５℃）での、または高めた温度（例えば、周囲温度より高い
温度、例えば、約２７℃、約３０℃、約３２℃、約３５℃、または約３７℃、あるいはそ
れ以上）での）によって除かれる。
【０２５８】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の溶媒は、着目成分を沈殿させ（例え
ば、水の添加により）、例えば、上澄み溶媒を除き、これを選択した溶媒で置き換えるこ
とによって除かれる。
【０２５９】
　いくつかの実施の形態において、最適塩濃度を用いて所望の着目成分を選択的に沈殿さ
せ、不要成分を上澄み中に留めておくことができる。またその逆も可能である。例えば、
このような方法を用いて、非常に豊富なタンパク質種から成る複合試料（例えば、血清ア
ルブミン、免疫グロブリン類など）を精製して、存在量の少ない生物学的に重要なタンパ
ク質を濃縮することができる。
【０２６０】
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　いくつかの実施の形態において、複数成分は、１つの液相または複数の液相を生成する
。いくつかの実施の形態において、液相は、脂質、有機溶媒、水性緩衝液、エマルション
、または固体粒子の懸濁液である。いくつかの実施の形態において、液相は、機械的処理
を行うと固相から生成する（例えば、液相の１つ以上は、抽出処理の温度（例えば、０℃
以下）より高い融解温度を持つ成分（例えば、氷）である）。試料（例えば、混合物）に
機械的処理ステップを行うと、相転移が起き、抽出処理の温度より高い融解温度を持つ成
分（例えば、氷）は融解して液相となる。
【０２６１】
　いくつかの実施の形態において、本方法は低張塩濃度で行われる。
【０２６２】
　いくつかの実施の形態において、本方法は高張塩濃度で行われる。
【０２６３】
　いくつかの実施の形態において、本方法は等張塩濃度で行われる。
【０２６４】
　いくつかの実施の形態において、塩濃度を変えて着目成分を選択的に沈殿させ、および
／または、汚染物質を溶液中に留めておく。
【０２６５】
　いくつかの実施の形態において、塩濃度を変えて汚染物質を選択的に沈殿させ、および
／または、着目成分を溶液中に留めておく。
【０２６６】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は洗剤（例えば、ＳＤＳ）を
含む。
【０２６７】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は洗剤を含まない、または殆
ど含まない。
【０２６８】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は鉱油を含む。
【０２６９】
　いくつかの実施の形態において、試料（例えば、混合物）は緩衝液（例えば、リン酸緩
衝液（ＰＢＳ））を含む。
【０２７０】
　いくつかの実施の形態において、タンパク質は生体膜から抽出される。
【０２７１】
　いくつかの実施の形態において、タンパク質は脂質相から抽出される。
【０２７２】
　本件に記載の方法の例は、次のとおりである。本件に記載の方法を用いて、タンパク質
、核酸、または脂質を、脂肪組織、脳、神経、バター、クリームなどから抽出することが
できる。エマルションや固体粒子の懸濁液、例えば、製剤または化粧品処方物（軟膏、ロ
ーション、クリーム、シャンプ、コンディショナ、ナノ粒子製剤等）などから成分を抽出
することができる。錠剤、カプセル、またはジェルキャップ形の製剤処方物から、成分を
抽出することができる。多相組成物、例えば、エマルションまたは固体粒子の懸濁液（例
えば、インキ、塗料、ラッカー、潤滑剤、燃料、化学合成原料など）、リポソームや膜小
胞の懸濁液などから、成分を抽出することができる。油類、テルペン類、および／または
他の親油性化合物を、植物原料から抽出することができる。様々な化合物（例えば、アル
カロイド類、フラボノイド類、イソフラボン類、プロアントシアニジン類、アントシアニ
ン類）を、植物（例えば、薬用植物）から抽出することができる。食品香料成分（例えば
、カプサイシン）を、食品から抽出することができる。脂溶性ビタミン（例えば、トコフ
ェロール、カロテノイド、リコピンなど）を、植物油または動物脂肪から抽出することが
できる。局所製剤成分を、皮膚および下層組織から抽出することができる。
【０２７３】
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　いくつかの実施の形態において、染料は塗料から抽出される。
【０２７４】
　いくつかの実施の形態において、成分は土から抽出される。
【０２７５】
　いくつかの実施の形態において、成分は固体粒子の懸濁液から抽出される。
【０２７６】
　いくつかの実施の形態において、複数成分はエマルションを含む。
【０２７７】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、脂質、あるいは、脂質または脂質混合物
に１つまたは複数の成分を加えた溶液を含む。
【０２７８】
　いくつかの実施の形態において、複数成分は、タンパク質、リポタンパク質、糖タンパ
ク質、糖脂質、ステロイド、ビタミン、薬物、または薬物代謝産物を更に含んでいる。い
くつかの実施の形態において、複数成分は、細胞または単細胞生物を含む。
【０２７９】
　いくつかの実施の形態において、本方法は、複数の液相の間で複数の成分を分配させる
ものであり、この方法は、試料（例えば、混合物）を調製する工程であって、試料（例え
ば、混合物）は、複数の成分と複数の液相とを含み、複数液相は分画されている工程と、
試料（例えば、混合物）に第１の機械的処理ステップを行う工程であって、機械的処理が
、複数液相の相互溶解性を高めることにより、相互溶解性に乏しい複数液相を混合して、
準安定混合物を生成する工程と、試料（例えば、混合物）に第１機械的処理ステップを行
うことにより、液相の溶解性を下げ、複数液相を画分に分かれさせて、複数液相の間で成
分を分配させる工程と、を含む。
【０２８０】
　いくつかの実施の形態において、複数の液相は、周囲温度において相互溶解性に乏しい
。
【０２８１】
　いくつかの実施の形態において、本明細書は、複数の成分から着目成分を抽出する方法
を提示する。この方法は、複数の成分と複数の液相とを含む試料（例えば、混合物）を調
製する工程と、試料（例えば、混合物）に第２の機械的処理ステップを行う工程であって
、第２機械的処理ステップは、第１機械的処理ステップとは異なる種類の機械的処理であ
り、複数液相中の少なくとも２つの液相が部分的に混和して、異なる性質を備えた混合液
相を生成し、少なくとも１つの成分を溶解する工程と、試料（例えば、混合物）に第３の
機械的処理ステップを行う工程であって、第３機械的処理ステップは、第１または第２機
械的処理ステップとは異なる種類の機械的処理であり、試料（例えば、混合物）に第３機
械的処理ステップを行うと、複数成分から着目成分が分離し、これにより複数成分から着
目成分を抽出する工程と、を含む。
【０２８２】
　いくつかの実施の形態において、得られた、複数成分を含む液相は、画分に分かれてい
る。
【０２８３】
　いくつかの実施の形態において、１つまたは複数の液相は溶媒を含む。
【０２８４】
　いくつかの実施の形態において、得られた、１つまたは複数の着目タンパク質を含む液
相（例えば、有機相）は、そのまま分析可能であり、あるいは１つまたは複数の着目タン
パク質を含む液相を更に処理するため、溶媒を除くことができる。
【０２８５】
　いくつかの実施の形態において、溶媒は、蒸発（例えば、周囲温度（例えば、約２０か
ら約２３．５℃）での、または高めた温度（例えば、周囲温度より高い温度、例えば、約
２７℃、約３０℃、約３２℃、約３５℃、または約３７℃、あるいはそれ以上）での）に
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よって除くことができる。
【０２８６】
　いくつかの実施の形態において、溶媒は、１つまたは複数の着目タンパク質を沈殿させ
、上澄み溶媒を除き、これを選択した溶媒で置き換えることによって除くことができる。
【０２８７】
　いくつかの実施の形態において、最適塩濃度を用いて所望のタンパク質を選択的に沈殿
させ、不要なタンパク質を上澄み中に留めておくことができる。またその逆も可能である
。例えば、このような方法を用いて、非常に豊富なタンパク質種から成る複合試料（例え
ば、血清アルブミン、免疫グロブリン類など）を精製して、存在量の少ない生物学的に重
要なタンパク質を濃縮することができる。
【０２８８】
　本件に記載の方法のその他の特徴は次のとおりである。
【０２８９】
　いくつかの実施の形態において、本明細書は、循環する圧力を用いて試料の溶解を促進
する、タンパク質抽出法を提示する。試料には、タンパク質および／または脂質、例えば
、トリグリセリド、リン脂質、糖脂質、スフィンゴリピドなど、または他の疎水性化合物
、例えば、脂肪酸、脂肪族炭化水素などが含まれる。
【０２９０】
　いくつかの実施の形態において、試料は、１つ以上のタンパク質を含む。
【０２９１】
　いくつかの実施の形態において、試料は、１つ以上の脂質を含む。
【０２９２】
　いくつかの実施の形態において、試料は、脂肪組織の一部である、またはこれを含む。
【０２９３】
　いくつかの実施の形態において、試料は、脳組織である、またはこれを含む。
【０２９４】
　いくつかの実施の形態において、試料は、エマルション、懸濁液、またはコロイドであ
る、またはこれらを含む。
【０２９５】
　いくつかの実施の形態において、試料は、乳、乳製品、樹液等である、またはこれらを
含む。
【０２９６】
　いくつかの実施の形態において、試料は、塗料、工業用潤滑油、化粧品（例えば、クリ
ームまたはローション）である、またはこれらを含む。
【０２９７】
　いくつかの実施の形態において、溶解は、機械的処理、例えば、機械的均質化、超音波
細胞破壊、撹拌、混和、ビーズ（ガラス、セラミック、または金属）の衝突、粉砕、ある
いは混合によって促進される。
【０２９８】
　いくつかの実施の形態において、液相は、ＨＦＩＰ、ＴＦＥ、ＰＦＯＡ、トリクロロエ
タノール、トリフルオロ酢酸、あるいは他のハロゲン化アルコールまたは酸である、ある
いはこれらを含む。
【０２９９】
　いくつかの実施の形態において、液相は、他の有機溶媒（例えば、本件に記載のような
）である、またはこれらを含む。
【０３００】
　いくつかの実施の形態において、液相は、水または水性緩衝液（例えば、有機溶媒を混
ぜ合わせたもの）である、あるいはこれらを含む。
【０３０１】
　いくつかの実施の形態において、液相は、本件に記載のいくつかの溶媒の混合物である
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、またはこれを含む。
【０３０２】
　いくつかの実施の形態において、分割は、定温静置（例えば、－２０から＋５０℃の温
度範囲）で行う。
【０３０３】
　いくつかの実施の形態において、分割は、遠心分離（例えば、相対遠心力：範囲１×ｇ
（例えば、回転なし）から４万×ｇ）で促進する。
【０３０４】
　いくつかの実施の形態において、試料由来の疎水性物質が層を形成するには十分でない
場合、相分離を進めるため、疎水性液相（例えば、油、脂質、鉱油、脂肪族炭化水素など
、またはこれらの混合物）を試料に加えて分割を促進する。
【０３０５】
　いくつかの実施の形態において、分割は、前述の方法をどのように組み合わせて行って
も良い。
【０３０６】
　いくつかの実施の形態において、試料の溶解は起こるが、分割は観察されない（例えば
、脂質の存在量が少なすぎる場合）。
【０３０７】
　いくつかの実施の形態において、試料溶解後、少なくとも１つの液相が生成する。
【０３０８】
　いくつかの実施の形態において、液相は、ピペット操作、傾斜、吸着などによって物理
的に分けられる。
【０３０９】
　いくつかの実施の形態において、液相は、カラムクロマトグラフィ（吸着の例）を用い
て分けられる。
【０３１０】
　いくつかの実施の形態において、液相を分けた後、試料（極性相）を希釈して沈殿を誘
発する。
【０３１１】
　いくつかの実施の形態において、液相を分けず、試料を希釈して沈殿を誘発する。
【０３１２】
　“混和する”または“混和性”とは、あらゆる比率で液体が混ざり合い、均一溶液とな
る性質をいう。例えば、水とエタノールはどのような比率でも混ざり合う。どのような比
率であっても溶液とならなければ、この物質は“非混和性である”または“混和しない”
といわれる。
【０３１３】
　“可溶な”または“溶解性”とは、ある物質が別のものに溶解する能力をいう。ある物
質が他の物質に溶け込むことができない、例えば、物質の少なくとも約９０質量％、約９
２質量％、約９５質量％、約９６質量％、約９７質量％、約９８質量％、約９９質量％、
または約１００質量％が溶けなければ（溶解することができない）、この物質は“不溶な
”または“可溶でない”あるいは“溶解性に乏しい”といわれる。ある物質が他の物質中
に溶解することができる、例えば、物質の少なくとも約９０質量％、約９２質量％、約９
５質量％、約９６質量％、約９７質量％、約９８質量％、約９９質量％、または約１００
質量％が溶ければ、この物質は“完全に可溶”である。ある物質が他の物質中にある程度
溶解することができる、例えば、物質の少なくとも約１０質量％、約１５質量％、約２０
質量％、約２５質量％、約３０質量％、約３５質量％、約４０質量％、約４５質量％、約
５０質量％、約５５質量％、約６０質量％、約６５質量％、約７０質量％、約７５質量％
、約８０質量％、約８５質量％、または約９０質量％までが溶ければ、この物質は“部分
的に可溶”である。
【０３１４】
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　固体は一定の体積と形状を持つ。
【０３１５】
　液体は一定の体積を持つが、例えば、流れることによってその形を変えることができる
。
【０３１６】
　気体は一定の体積または形状を持たない。
【０３１７】
　本件に挙げた全ての特許、特許出願、および参考文献は、その内容を全て本件に引用し
て援用する。不一致がある場合、本出願を主とする。
【０３１８】
　本発明の１つ以上の実施の形態の詳細は、添付図および以下の記述に述べられている。
本発明のその他の特徴、目的、および長所は、以下の記述と図、および請求項より明らか
となろう。
【図面の簡単な説明】
【０３１９】
【図１Ａ】圧力サイクルを示すダイアグラムである。
【図１Ｂ】圧力サイクルを示すダイアグラムである。
【図２】成分および溶媒の分配に使用可能なデバイスを示す図である。
【図３】圧力循環を介した液液分配を示す略図である。
【図４】本件に記載の方法での、細胞数に応じたＤＮＡ回収量を示す線グラフである。
【発明を実施するための形態】
【０３２０】
　試料、例えば、複雑な生体試料の、様々な成分の抽出とそれに続く分析は、医薬の開発
、診断、生物医学および環境研究において重要である。
【０３２１】
　分析法の多くでは、分析すべき分子実体の溶液を使用するが、多くの試料（例えば、生
体試料の大部分）は、様々な非混和性化合物（脂質、タンパク質、核酸、小分子実体など
）の、コロイド、ゲル、非常に組織化された混合物、および／または、区分化された混合
物として存在している。このように複雑な系は一般に、様々な物理化学的性質、例えば、
特定の溶媒中における溶解性または混和性、疎水性、静電電荷、大きさ、および立体配座
を持つ分子実体を含んでいる。一部の分子実体（例えば、細胞質、小胞、オルガネラ）は
、生体膜などの脂質バリアで覆われており、他のもの（例えば、膜タンパク質、脂質ラフ
ト）は、脂質中に埋め込まれている。
【０３２２】
　分子実体の物理化学的性質が様々であるため、ある特定種類の分子実体が所定の抽出溶
媒でうまく回収できないことが多い。例えば、水性抽出緩衝液は、細胞質のいくつかの成
分、例えば、可溶性のタンパク質や小分子は回収するが、疎水性の膜タンパク質や脂質は
回収しない。
【０３２３】
　本明細書は、細胞や組織などの成分発生源からの分子実体の抽出法と、一部の事例では
、溶解法を示す。抽出は、化学試薬の選択が基本である。抽出に影響する要素としては、
溶媒の選択、緩衝剤の選択、多相混合物（例えば、非混和性試薬（液体、気体、または固
体など））の選択、反応温度、および洗剤の選択の１つ以上が挙げられる。いくつかの実
施の形態において、試薬と共に、圧力（例えば、静水圧）のサイクルを用いる。抽出に影
響する要素としては更に、最大圧力、最小圧力、圧力サイクルの数、および圧力サイクル
の長さの１つ以上が挙げられる。いくつかの実施の形態において、試薬と共に、機械的処
理を用いる。抽出に影響する要素としては更に、用いる機械的処理の種類、機械的処理の
持続時間、加える機械的処理の強さなどの１つ以上が挙げられる。
【０３２４】
　本件に記載の方法の特徴としては、次のものが挙げられる。
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　・界面活性剤または洗剤を使用しない、または使用量の少ない抽出法
　・液体クロマトグラフィ、電気泳動、質量分析など、後続の分析法にそのまま使用でき
る
　・疎水性タンパク質の回収量が多い（および／または回収物が高品質である）
　・脂質含量の高い試料、例えば、脂肪または脳組織、あるいは、生体膜内に濃縮された
試料から、疎水性分子をより完全に抽出する
　・２種類以上の分子実体（例えば、タンパク質、脂質、核酸、および小分子代謝産物；
農薬および乱用薬物、医薬品；ナノ粒子配合物；食品成分など）を１回の工程で抽出
　・試料の取り扱いおよび分画に便利な形
　・従来の方法では抽出不可能な試料から分析物を抽出できる、もう一つの分画技術
　・従来の方法では試料から特定の分析物が抽出されていないかどうかを確認できる、も
う一つの分画技術
　・フッ素化アルコール類、および／または、他の両親媒性溶媒、あるいはこれらを組み
合わせたもので、脂質抽出物と極性抽出物とを２つの別々の画分として生成する、１つの
抽出試薬ができる
　・圧力循環により、組織の均質化と、画分の明瞭な分離が促進される
　・この方法により、ミセル生成を制御し易くし、また、所望の特性を備えたコロイド、
ナノ粒子、エマルションを作り出し、あるいは所望の特性を持つものに変えることができ
る。
【０３２５】
［圧力］
　静水圧（例えば、圧力循環）を用いることにより、混合物（例えば、共沸混合物、溶液
、懸濁液、または多相混合物）中の溶媒の相互溶解性または混和性を変えることができる
；ミセル、エマルション、ゲル、またはコロイド中の分子の配置を制御することができる
；および／または、多相混合物の１つ以上の成分の、他の成分または溶媒への溶解を制御
することができる。圧力を変えることで、成分の相互溶解性が変わり、系を減圧すると混
合物が複数の相に分かれ、物理化学的性質に基づいて分子を個々の相に分けることができ
る。
【０３２６】
　静水圧を用いて、成分を１つの溶媒に溶解し、第１溶媒を他の溶媒と混ぜ合わせて、第
１溶媒が大気圧にある場合には非混和性の、多相混合物を生成することによって、コロイ
ドまたはナノ材料を調製することができる。また、圧力を用いて、多相系またはエマルシ
ョン中のミセルの大きさを制御し、その物理的性質や安定性を変えることができる。
【０３２７】
　圧力は、例えば、液圧または空気圧として加えることができる。
【０３２８】
　圧力サイクルは、１つ以上の圧力の、各圧力での持続時間の総和、例えば、高めた圧力
と下げた圧力、例えば、第１圧力から第２圧力へ上げ、次に第２圧力から第３圧力へ下げ
たときに、試料に加えられた各圧力の持続時間の総和である。更に、第２の圧力サイクル
、例えば、第３圧力から第４圧力、第５圧力などを行っても良い。この工程は、繰り返す
ことができる。例えば、圧力サイクルを、試料（例えば、圧力サイクルに曝される混合物
、例えば、着目成分を含む混合物）に第１圧力を第１の期間かけ、試料に第２圧力を第２
の期間かけ、次に、混合物に第３圧力を第３の期間かけるものとしても良い。しかし、試
料に加える圧力の数に制限はなく、また各圧力での期間は同じである必要もない。圧力サ
イクルの例を、図１Ａおよび図１Ｂに示す。図１Ｂに示されているように、試料に、第１
圧力を期間（ｔ１）の間かける。次に、試料に、第２圧力を期間（ｔ２）の間かける。次
に試料に、第３圧力を期間（ｔ３）の間かける。試料には、様々な圧力を様々な期間（ｔ

ｎ）かけることができる。それぞれの圧力にそれぞれの期間かけたものの総和が、圧力サ
イクルである。いくつかの実施の形態において、試料に、第１または第２圧力より高い圧
力を、ある期間（図１Ｂではｔｎ－１で示されている）かける。この圧力に曝されると、
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例えば、試薬を入れた２次容器が破裂して、圧力サイクルに曝されている混合物、または
チャンバ（例えば、圧力サイクルに曝されている混合物を入れたチャンバ）に、１つまた
は複数の試薬を加えることができる。
【０３２９】
　使用する最大圧力は、約１００ＭＰａから約１，０００ＭＰａ、例えば、約１００ＭＰ
ａから約９００ＭＰａ、約２００ＭＰａから約８００ＭＰａ、約３００ＭＰａから約７０
０ＭＰａ、約４００ＭＰａから約６００ＭＰａ、約１００ＭＰａから約３５０ＭＰａ、約
２５０ＭＰａから約５００ＭＰａとすることができる。例えば、最大圧力は、約１５から
約３５ｋｐｓｉ（３５ｋｐｓｉ＝２３５ＭＰａ）、または約８０ｋｐｓｉ（５３７ＭＰａ
）、または約３０ｋｐｓｉ、あるいは約２４０ＭＰａとすることができる。
【０３３０】
　使用する最小圧力は、約１３３Ｐａから約２００ＭＰａ、例えば、約１５０Ｐａから約
１５０ＭＰａ、約２００Ｐａから約１００ＭＰａ、約３５０Ｐａから約７５ＭＰａ、約５
００Ｐａから約５０ＭＰａ、７５０Ｐａから約３５ＭＰａ、約１ＭＰａから約２５ＭＰａ
、約１ｋＰａから約１ＭＰａ、約２５ｋＰａから約２５０ｋＰａ、約５０ｋＰａから約５
００ｋＰａ、約１００ｋＰａから約３００ｋＰａ、約２５０ｋＰａから約７５０ｋＰａ、
約１ＭＰａから約１００ＭＰａ、約２５ＭＰａから約２００ＭＰａ、約５０ＭＰａから約
１００ＭＰａ、約１００ＭＰａから約２００ＭＰａ、約１３５Ｐａから約５００Ｐａ、約
１５０ｋＰａ、約１００ＭＰａとすることができる。いくつかの実施の形態において、使
用される最小圧力は、海水面での大気圧、例えば、約１００ｋＰａ（例えば、０．１ＭＰ
ａ）、例えば、１０１．３ｋＰａである。
【０３３１】
　いくつかの実施の形態において、最大および最小圧力は、圧力値に最小または最大の差
が生じるよう選ばれる。例えば、最小および最大圧力の差は、２００ＭＰａ以上ではない
。別の例として、最小および最大圧力の差は、１００ｋＰａ以下ではない。
【０３３２】
　使用される圧力サイクルの数（例えば、圧力を上下させる回数、例えば、圧力を、第１
値から第２値へ、第３値（例えば、これは第２値より低い）へと変化させる回数）も、抽
出に影響を及ぼす要素である。例えば、圧力サイクルの数は、約１から約１０００サイク
ル、例えば、約５から約８００サイクル、約１０から約５００サイクル、約２０から約２
５０サイクル、約３０から約１５０サイクル、約５０から約１００サイクル、約１００か
ら約３００サイクル、約２００から約４００サイクル、約５０から約１５０サイクル、約
５から約３５サイクル、約１０から約２５サイクルの範囲とすることができる。いくつか
の実施の形態において、圧力は、第１圧力から第２圧力（例えば、第１圧力よりも高い）
へ、第３圧力（例えば、第２圧力よりも低い。第３圧力は第１圧力と同じでなくても良い
）へ、などと循環する。これらの実施の形態において、３つ（またはそれ以上）全ての圧
力は、サイクルの一部として含まれている。
【０３３３】
　圧力サイクルの長さ（サイクル中での総時間、即ち、第１圧力での期間＋第２圧力での
期間＋更にその他の１つまたは複数の圧力（例えば、第３圧力、第４圧力など）での期間
）も重要である。例えば、サイクルの長さは、約５秒間から約６０分間、例えば、約１０
秒間、約２０秒間、約３０秒間、約４５秒間、約６０秒間、約２分間、約３分間、約４分
間、約５分間、約６分間、約７分間、約８分間、約９分間、約１０分間、約１１分間、約
１２分間、約１５分間、約２０分間、約２５分間、約３０分間、約３５分間、約４０分間
、約４５分間、約５０分間、約５５分間、約６０分間である。多くの実施の形態において
、第１圧力と第２圧力での期間は同じである。例えば、２０秒サイクルでは、混合物を、
第１圧力で１０秒間、第２圧力で１０秒間置く。
【０３３４】
　所定の圧力レベル（例えば、第１または第２または第３圧力）での期間は、例えば、約
５秒間から約３０分間、例えば、約１０秒間、約２０秒間、約３０秒間、約４５秒間、約
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６０秒間、約２分間、約３分間、約４分間、約５分間、約６分間、約７分間、約８分間、
約９分間、約１０分間、約１１分間、約１２分間、約１５分間、約２０分間、約２５分間
、約３０分間とすることができる。多くの実施の形態において、第１圧力と第２圧力での
期間は同じである。例えば、２０秒のサイクルでは、混合物を、第１圧力で１０秒間、第
２圧力で１０秒間置く。
【０３３５】
　特定の圧力レベルへの曝露は、溶媒と、複数の成分から成る組成物との性質に応じて、
最適化する必要がある。つまり、ある１つの圧力での期間を、別の１つ以上の圧力での期
間より長くする必要がある。いくつかの実施の形態において、混合物を、それぞれの圧力
に、異なる期間置く。例えば、混合物を、第１圧力で１０秒間、第２圧力で３０秒間置く
ことができる。
【０３３６】
　圧力サイクルの例は、更に、次のとおりである。
【０３３７】
　海水面における大気圧（１０１．３ｋＰａ）で開始した後、１００ＭＰａで５秒間保ち
、海水面における大気圧（１０１．３ｋＰａ）で３０秒間保つ。これを２０サイクル行う
。
【０３３８】
　海水面における大気圧（１０１．３ｋＰａ）で開始した後、２４０ＭＰａで２０秒間、
海水面における大気圧（１０１．３ｋＰａ）で２０秒間。これを５０サイクル行う。
【０３３９】
　１００ＭＰａで開始した後、４１３ＭＰａで１０秒間、２００ＭＰａで１０秒間、１０
０ＭＰａで１０秒間保つ。この過程を１０サイクル以上繰り返す。
【０３４０】
　サイクル中に３段階の圧力を含む一部の実施の形態において、圧力サイクルの長さは、
第１、第２、および第３サイクルでの期間の合計である。
【０３４１】
　圧力循環のパラメータの例としては、３５ｋｐｓｉで１分間サイクルを５回、このとき
圧力は、２４１ＭＰａで３０秒間、次に約１０１．３ｋＰａ（大気圧）で３０秒間保つ；
２０サイクル、このときそれぞれのサイクル内で、１００ＭＰａの圧力で５秒間保ち、大
気圧（１０１．３ｋＰａ）で３０秒間保つ；３０サイクル、このとき圧力は、５００ＭＰ
ａで１０秒間、次のステップでは２００ＭＰａで２０秒、次に１００ＭＰａで３０秒間保
ち、各圧力サイクルで１分となる、が挙げられる。
【０３４２】
［処理ステップ］
　例えば、本件に記載の溶媒と組み合わせ、および／または、圧力変化と組み合わせ、処
理（機械的処理など）を使用して、混合物（例えば、共沸混合物、溶液、懸濁液、または
多相混合物）中の試料成分および／または溶媒の溶解性または混和性を変えることができ
る；ミセル、エマルション、ゲル、またはコロイド中の分子の配置を制御することができ
る；および／または、多相混合物の１つ以上の成分の、他の成分または溶媒への溶解を制
御することができる。機械的処理の後、系の成分を複数の相に分け、物理化学的性質に基
づいて分子を個々の相に分配することができる。
【０３４３】
　例えば、本件に記載の溶媒と組み合わせ、および／または、圧力変化と組み合わせ、処
理（機械的処理など）を使用して、成分を１つの溶媒中に溶解し、および／または、第１
溶媒を他の溶媒と混ぜ合わせ、これにより非混和性の多相混合物を生成して、懸濁液、ス
ラリ、エマルション、ミセル、更なる液相、コロイド、またはナノ材料を調製することが
できる。
【０３４４】
　処理の例としては、温度、マイクロ波放射、および機械的処理が挙げられる。
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【０３４５】
　機械的処理の例としては、ホモジナイズ（例えば、物理的均質化、例えば、ビード撹拌
、超音波処理、ロータ・ステータホモジナイザ、ダウンス型ホモジナイザ、ポッター型ホ
モジナイザ）、ボルテックス処理、超音波処理、ピペット操作、剪断（例えば、シリンジ
剪断）、粉砕（例えば、臼と杵による粉砕）、震盪、混和、混合、ハンマリングなどが挙
げられる。機械的処理は、物質移動ステップ（例えば、激しい混合、機械的震盪、または
ハンマリング）を含んでいても良い。
【０３４６】
　処理（機械的処理など）は、制御および／または調節することができる。変数としては
、処理の持続期間、処理ステップを繰り返す回数、処理ステップの強さ（例えば、試料に
加える力）、処理を行う温度などが挙げられる。
【０３４７】
　本件に提示の方法と共に、１種類以上の処理（機械的処理など）を用いることができる
。更に、１種類以上の処理（機械的処理など）を、本件に提示の方法の圧力循環と組み合
わせても良い。
【０３４８】
［温度］
　抽出法を行う温度もプロセスに影響する。温度は、試料（例えば、生体膜）の無秩序性
を増し、着目する分子実体（例えば、成分）の抽出を促進することができる。
【０３４９】
　例えば、抽出法は、約－４０℃から＋１００℃、例えば、約－２０℃から約７０℃、約
０℃から約５０℃、４℃から約３７℃、約１０℃から約３０℃、約１５℃から約２５℃、
約２０℃、約２３℃、約２５℃、約７０℃、または約－２℃で行うことができる。
【０３５０】
　本方法で使用する温度の選択は、溶媒および試料成分の性質に影響される。温度は１℃
ずつ変えて（増減して）最適化することができる。本方法を行う温度は、例えば、水浴を
循環させることにより制御できる。
【０３５１】
　温度は溶媒と試料成分との相互溶解性を更に変えるため、即ち、温度と圧力を相乗的に
用いることができるため、温度と圧力をそれぞれのサイクル中で変化させて抽出法を行っ
ても良い。例えば、サイクル中の第１圧力において、試料（混合物）を第１温度とし、サ
イクルの第２圧力において、試料（混合物）を第２温度とする。いくつかの実施の形態に
おいて、第１温度は第２温度よりも高い。別の実施の形態においては、第２温度は第１温
度より高い。
【０３５２】
　温度は溶媒と試料成分との相互溶解性を更に変えるため、即ち、温度と機械的処理を相
乗的に用いることができるため、温度を処理（機械的処理など）と共に変化させて抽出法
を行っても良い。例えば、処理（機械的処理など）の前には、試料（混合物）を第１温度
とし、処理（機械的処理など）の間には、試料（混合物）を第２温度とする。いくつかの
実施の形態において、第１温度は第２温度よりも高い。別の実施の形態においては、第２
温度は第１温度より高い。
【０３５３】
［液体］
　本件に提示の抽出法の液相には、様々な液体が使用できる。例えば、溶媒、洗剤、緩衝
液、カオトロピック剤（例えば、カオトロピック塩）、およびこれらの混合物が使用可能
である。
【０３５４】
［溶媒］
　本件に記載の抽出法では、様々な溶媒が使用できる。例えば、溶媒は、水性溶媒、有機
溶媒、または脂質とすることができる。溶媒系は、多相混合物（例えば、非混和性試薬の
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）とすることができ、例えば、この系は、二相性または三相性であっても良い。
【０３５５】
　望ましい実施の形態において、少なくとも２つの溶媒相（例えば、液相）を使用し、少
なくとも２つの溶媒相は、圧力サイクルの１つの圧力において混和しない（例えば、溶媒
相は、第１圧力において混和しない）。しかし、圧力が循環して別の圧力（例えば、第２
圧力において。このとき第２圧力は第１圧力より大きい）になると、２つの溶媒相は、少
なくとも部分的に混和（一部の事例では、部分的に溶解）する。第１圧力に戻ると（ある
いは、第２圧力より低い第３圧力に移行すると）、部分的な相互混和性は失われ、溶媒相
は分離する。いくつかの実施の形態において、使用する溶媒相の選択によっては、第２圧
力において、溶媒相を完全に混和（一部の事例では、完全に溶解）することができる。
【０３５６】
　他の望ましい実施の形態において、少なくとも２つの溶媒相（例えば、液相）を使用し
、少なくとも２つの溶媒相は、処理（機械的処理など）の前には混和しない（例えば、溶
媒相は混和しない）。しかし処理（機械的処理など）を行うと、２つの溶媒相は少なくと
も部分的に混和（一部の事例では、部分的に溶解）する。処理（機械的処理など）を停止
する（または弱める）と、部分的な相互混和性は失われ、溶媒相は分離する。いくつかの
実施の形態において、使用する溶媒相の選択によっては、処理（機械的処理など）を行う
と、溶媒相を完全に混和（一部の事例では、完全に溶解）することができる。
【０３５７】
　溶媒の例としては、酢酸、アセトン、アセトニトリル、ベンゼン、１－ブタノール、２
－ブタノール、２－ブタノン、ｔ－ブチルアルコール、四塩化炭素、クロロベンゼン、ク
ロロホルム、シクロヘキサン、１，２－ジクロロエタン、ジエチルエーテル、ジエチレン
グリコール、ジグリム（ジエチレングリコールジメチルエーテル）、１，２－ジメトキシ
エタン（グリム、ＤＭＥ）、ジメチルエーテル、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）、ジメ
チルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、ジオキサン、エタノール、酢酸エチル、エチレングリコ
ール、グリセリン、ヘプタン、ヘキサメチルホスホルアミド（ＨＭＰＡ）、ヘキサメチル
リン酸トリアミド（hexamethylphosphorous triamide）（ＨＭＰＴ）、ヘキサン、メタノ
ール、メチルｔ－ブチルエーテル（ＭＴＢＥ）、塩化メチレン、Ｎ－メチル－２－ピロリ
ジノン（ＮＭＰ）、ニトロメタン、ペンタン、石油エーテル（リグロイン）、１－プロパ
ノール、２－プロパノール、ピリジン、テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）、トルエン、トリ
エチルアミン、水、重水（Ｄ２Ｏ）、ｏ－キシレン、ｍ－キシレン、ｐ－キシレン、およ
びこれらの混合物が挙げられる。
【０３５８】
　溶媒は、プロトン性または非プロトン性としても分類できる。プロトン性溶媒の例とし
ては、水、メタノール、エタノール、ギ酸、フッ化水素、およびアンモニアが挙げられる
。非プロトン性溶媒の例としては、ジメチルスルホキシド、ジメチルホルムアミド、ヘキ
サメチルホスホロトリアミド、およびこれらの混合物が挙げられる
【０３５９】
　本件に記載のどのような溶媒の混合物も使用可能である。
【０３６０】
　本明細書の方法の実施に有用な溶媒の非制限的な例としては、クロロホルム、テトラク
ロロエチレン、メタノール、イソプロパノール、エタノール、水、脂肪族炭化水素類（例
えば、ヘキサン、ヘプタン）、アセトニトリル、ギ酸、トリフルオロ酢酸、グリセロール
、脂質（例えば、トリグリセリド、リン脂質、スフィンゴリピド、糖脂質廃物、例えば、
試料自体から、例えば、生体膜（例えば、脂質膜；脂質二重層）から）、水溶液（例えば
、試料自体、例えば、生体膜または細胞質に由来する１つまたは複数の液体成分）、フル
オロカーボン、他のハロカーボン、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、フッ素化アルコ
ール類（例えば、両親媒性フッ素化アルコール類）（例えば、１，１，１，３，３，３－
ヘキサフルオロ－２－プロパノール（ＨＦＩＰ）、２，２，２－トリフルオロエタノール
（ＴＦＥ）、２－フルオロエタノール、２，２，３，３－テトラフルオロプロパン－１－
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オール、１，３－ジフルオロプロパン-２－オール、パーフルオロオクタノール）、他の
アルコール類、およびこれらの混合物が挙げられる。いくつかの実施の形態において、試
料（例えば、成分の発生源）が溶媒を生成する（例えば、溶媒として働く）。一部の事例
では、試料からのこの溶媒が、抽出系の液相の１つを構成する。例えば、膜タンパク質の
抽出において、適当な条件下で、脂質二重層は、抽出法の溶媒として、また液相として働
く（例えば、膜タンパク質は脂質二重層に溶解する）。
【０３６１】
　溶媒の濃度は最適化することができる。濃度の例としては、約０．２Ｍ　ＨＦＩＰ、約
０．０５Ｍ　ＨＦＩＰ、約０．３８Ｍから約０．５７Ｍ　ＨＦＩＰ、約６０％ＨＦＩＰ、
約７５％ＨＦＩＰ、約９５％ＨＦＩＰ、約１００％ＨＦＩＰ、約１％から約５％ギ酸が挙
げられる。溶媒は、様々な他の溶媒（例えば、アセトニトリル）または緩衝液（例えば、
リン酸緩衝液（ＰＢＳ））中に作ることができる。この溶媒だけを用いて、本件に記載の
方法の１つの相を構成することができる。あるいは、溶媒（例えば、本件に挙げた溶媒）
は、他の成分（例えば、液体、例えば、他の溶媒）と共に１つの溶媒相を形成する溶媒で
あっても良い。例えば、本件の例に示したように、０．１％ギ酸を加えた５０％アセトニ
トリルが、溶媒相を形成していても良い。
【０３６２】
　１つの溶媒相に、組み合わせた溶媒が含まれていても良い。例えば、溶媒相は、クロロ
ホルム：メタノール：水（２：５：２または４：４：１（ｗ／ｗ／ｗ）の比）；あるいは
、メタノール：クロロホルム（１：１（ｗ／ｗ）の比）であっても良い。別の例として、
０．１％ギ酸を加えた５０％アセトニトリルを溶媒相として用いることができる。
【０３６３】
　溶媒には、共沸混合物が含まれていても良く、あるいは、溶媒相に高めた（例えば、第
２）圧力をかけた場合に、共沸混合物を生成することができる。溶媒混合物の共沸性は主
に蒸留での応用について研究されているが、生成する共沸混合物の沸騰温度が、その成分
溶媒の沸点とは異なるため、共沸混合物は、異なった溶解性と他の化合物を溶解する能力
とを示す別の溶媒として作用する。静水圧は、個々の溶媒の性質を変えるため、共沸溶媒
混合物の性質が変わる。溶媒相中に存在可能な、あるいは、第２圧力をかけたときに生成
する共沸混合物の例としては、９５．５％のエタノールと４．５％の水（ｗ／ｗ）；２０
．２％の塩化水素と７９．８％の水（ｗ／ｗ）；１．２％の水と９８．８％のジエチルエ
ーテル（ｗ／ｗ）；２０％のアセトンと８０％のクロロホルム（ｗ／ｗ）；３０％のアセ
トン、４７％のクロロホルム、および２３％のメタノール（ｗ／ｗ／ｗ）が挙げられる。
【０３６４】
　いくつかの実施の形態において、１つ以上の溶媒を試料（例えば、抽出のための成分の
発生源）に加えると、２つ以上の液相が生じる。例えば、溶媒、例えば、ＨＦＩＰなどの
両親媒性物質を、１つ以上の親水性および／または極性成分と１つ以上の脂質とを含む試
料に加えると、１つ以上の親水性および／または極性成分と１つ以上の脂質との安定な混
合物が生成する（例えば、高めた圧力レベルに曝すと、あるいは処理（機械的処理など）
を行うと）。圧力を下げると、あるいは、処理（機械的処理など）を停止する（または弱
める）と、１つ以上の親水性および／または極性相（例えば、ＨＦＩＰ）と１つ以上の脂
質とが２つ以上の液相に分かれ、例えば、これによって成分が親水性および／または極性
相、あるいは脂質相に分かれ、例えば、着目成分が分離される。いくつかの望ましい実施
の形態において、１つの溶媒を試料（例えば、抽出のための成分の発生源）に加えると、
２つ以上の液相が生じ、例えば、試料が１つまたは複数の溶媒（例えば、液相）を生成す
る。例えば、溶媒、例えば、ＨＦＩＰなどの両親媒性物質を、水と脂質とを含む試料に加
えると、水と脂質との安定な混合物が生成する（例えば、高めた圧力レベルに曝すと、あ
るいは処理（機械的処理など）を行うと）。圧力を下げると、あるいは、処理（機械的処
理など）を停止する（または弱める）と、水（例えば、ＨＦＩＰを加えたもの）と脂質と
が２つ以上の液相に分かれ、例えば、これによって成分が水相と脂質相に分かれ、例えば
、着目成分が分離される。
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【０３６５】
　いくつかの実施の形態においては、有機溶媒（例えば、揮発性有機溶媒）（例えば、Ｈ
ＦＩＰ）を除く必要がある。例えば、揮発性有機溶媒の除去は、蒸発によって行うことが
できる。いくつかの実施の形態において、揮発性有機溶媒の除去は、１つまたは複数の着
目成分の沈殿によって行うことができる。次に、残っている溶媒を生成したペレットと分
けることができる。沈殿は、適当な成分、例えば、水溶液を加えることにより、溶媒、例
えば、ＨＦＩＰから行うことができる。沈殿効率は、試料濃度、温度、ｐＨ、時間、圧力
、および、他の溶質、例えば、塩類、カオトロピック剤、洗剤、その他の成分の添加によ
り変えることができる。
【０３６６】
［緩衝剤］
　本件に記載の抽出法と共に、様々な緩衝剤を用いることができる。例えば、本方法の溶
媒相にＰＢＳを用いることができる。様々な緩衝剤を用いて、抽出溶媒を所望のｐＨに保
ち、また、特定の溶媒中における所望成分の溶解性や、後続の分析法との適合性を保つこ
とができる。このような緩衝剤の例としては、ＨＥＰＥＳ、ＴＲＩＳ、ＭＥＳ、重炭酸ア
ンモニウム、酢酸アンモニウム、ギ酸、トリフルオロ酢酸、酢酸などが挙げられる。
【０３６７】
　様々な濃度の塩類を用いて、細胞物質の選択的抽出の際の浸透圧を制御することができ
る。例えば、哺乳類細胞から様々な成分を抽出するには、０．９％塩化ナトリウムが使用
できる。浸透圧を、処理（機械的処理など）と、または圧力循環を用いる場合には静水圧
と、相乗的に作用させても良い。例えば、抽出溶液中の塩類が低張濃度であると細胞が膨
張し、処理（機械的処理など）または圧力循環処理を相乗的に行って細胞原形質膜を破壊
することができる。反対に、ある圧力循環（または処理（機械的処理など））状態にある
細胞を破壊から守る必要がある場合、高張塩濃度を用いてこれを行うことができる。例え
ば、哺乳類細胞では、約０．９％以下のＮａＣｌ濃度は低張性であり、約０．９％以上の
濃度は高張性である。
【０３６８】
［洗剤およびカオトロピック剤］
　洗剤またはカオトロピック剤（例えば、カオトロピック塩）を溶媒相に加えて、着目分
子実体（例えば、成分）の抽出を助けることができる。いくつかの実施の形態において、
使用する洗剤またはカオトロピック剤の量を、本件に記載の溶媒を使用しない方法や、機
械的震盪（例えば、本件に記載の溶媒を用いずに）による方法などの、公知の分配法で用
いられる量より少なくすることができる。いくつかの実施の形態において、本件に記載の
方法で洗剤を用いても、抽出の際に泡が生じない。
【０３６９】
　使用可能な洗剤の例としては、陰イオン洗剤（例えば、ＳＤＳ、コール酸塩、デオキシ
コール酸塩）、陽イオン洗剤（例えば、Ｃ１６ＴＡＢ）、両性洗剤（例えば、ＬｙｓｏＰ
Ｃ、ＣＨＡＰＳ、両性洗浄剤（Zwittergent）３－１４）、および非イオン洗剤（例えば
、オクチルグルコシド、ジギトニン、Ｃ１２Ｅ８、Ｌｕｂｒｏｌ、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１
００、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、Ｔｗｅｅｎ　８０）が挙げられる。いくつかの両親媒
性有機溶媒、例えば、フッ素化アルコール類（ＨＦＩＰ、ＴＦＥ、パーフルオロオクタノ
ールなど）はしばしば、洗剤としての機能を持つと考えられる。このような溶媒は、単独
で、あるいは、他の溶媒および緩衝液系、例えば、本件に記載の溶媒および緩衝液系への
添加剤として、組み合わせて用いることができる。
【０３７０】
　使用する洗剤の濃度は、例えば、約０．００１％から約１０％、例えば、約０．１％か
ら約２％、例えば、約０．５％から約４％、例えば、約１％から約２％とすることができ
る。
【０３７１】
　いくつかの実施の形態において、液相（例えば、組み合わせた液相）は、洗剤を含まな
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い、または殆ど含まない。
【０３７２】
　カオトロピック剤も使用できる。このような試剤の例としては、尿素、塩化グアニジン
、イソチオシアン酸グアニジン、および塩酸グアニジンが挙げられる。使用濃度は、約０
．１Ｍから約８Ｍとすることができる。カオトロピック剤の例としては、例えば、米国特
許第７，０６４，１９２号および米国特許出願公開第２００６－０１８８９７０号、米国
特許出願公開第２００４－００３８３３３号、米国特許出願公開第２００３－００８３４
７５号、および米国特許出願公開第２００２－０１３７１５７号に記載のものが挙げられ
る。
【０３７３】
［液体中の他の成分］
　本件に記載の液相には、必要に応じて更に試薬を加えて良い。例えば、酵素阻害薬、例
えば、プロテアーゼ阻害薬（例えば、セリン、システイン、およびアスパラギン酸プロテ
アーゼ類、およびアミノペプチダーゼ類の阻害薬）（例えば、４－（２－アミノエチル）
ベンゼンスルホニルフルオリド（ＡＥＢＳＦ）、ペプスタチンＡ、Ｅ－６４、ベスタチン
、ロイペプチン（leupeptin）、およびアプロチニン）、ＤＮＡｓｅ阻害薬（例えば、ア
ウリントリカルボン酸）、ＲＮＡｓｅ阻害薬（例えば、ジエチルピロカルボナート（ＤＥ
ＰＣ）、セシウムトリフルオロ酢酸（ＣｓＴＦＡ）、組み換え胎盤ＲＮＡｓｅ阻害薬、Ｓ
ＵＰＥＲＡＳＥ・ＩＮ（商標）、ＡＮＴＩ－ＲＮＡｓｅまたはＲＮＡＳＥＣＵＲＥ（商標
）（Ambion製）、ＳＣＲＩＰＴＧＵＡＲＤ（商標）（Epicentre Biotechnologies製）、
ＤＥＰＣ）、金属キレート剤（例えば、ＤＴＰＡ、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、ＮＴＡ、デスフ
ェラール）などの１つ以上を、例えば、着目成分、例えば、抽出される成分を安定化させ
るため、液相に加えることができる。
【０３７４】
　その他の例として、鉱油を液相に加えることができる。鉱油を試料に加えると、バンド
の鮮鋭度と強度を改善することができる。例えば、実施例に示すように、試料中の鉱油の
量を増すと、例えば、相分離が改善され、遠心分離の際に試料中の内在性脂質が油層へ効
率良く分配するため、有利である。
【０３７５】
［塩］
　高濃度の塩は、特定のタンパク質の沈殿の程度に影響を与えることができる。例えば、
高塩濃度は、タンパク質の沈殿を妨げ、または促進することができる。一般に、内在する
試料由来の塩は、沈殿に十分な影響を与えるには不足している。多くの例で、外から塩を
加えて全タンパク質沈殿を改善することができる。更に、最適塩濃度を用いて、所望のタ
ンパク質を選択的に沈殿させ、不要なタンパク質を上澄み中に留めておくことができる。
またその逆も可能である。例えば、このような方法を用いて、非常に豊富なタンパク質種
から成る複合試料（例えば、血清アルブミン、免疫グロブリン類など）を精製し、存在量
の少ない生物学的に重要なタンパク質を濃縮することができる。
【０３７６】
　高塩濃度とは、溶液の総質量に対して約１質量％以上の塩濃度をいう。例えば、塩濃度
は、溶液の総質量に対して少なくとも約５質量％、または少なくとも約１０質量％である
。
【０３７７】
　高塩溶液の例としては、塩化ナトリウム飽和溶液（３５．９ｇ／１００ｍｌ、２５℃）
、硫酸アンモニウム飽和水溶液（７０．６ｇ／１００ｍｌ、０℃、または、１０３．８ｇ
／１００ｍｌ、１００℃）、４Ｍ　イソチオシアン酸グアニジンが挙げられる。
【０３７８】
　低塩濃度とは、溶液の総質量に対して約１質量％以下の塩濃度をいう。
【０３７９】
［２次容器］
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　本件に記載の抽出法の一部の実施の形態において、本件に記載の抽出法（例えば、圧力
サイクルおよび／または処理（機械的処理など）を含む方法）を行う混合物中に、２次容
器（例えば、カプセル、アンプル）が存在していても良い。２次容器の中身としては、２
次容器からその中身を放出（例えば、破裂）させるに足りる、ある程度の圧力または処理
（機械的処理など）を加えると主容器に導入される、試薬または複数の試薬類を入れるこ
とができる。いくつかの実施の形態において、２次容器を、凍らせた成分（例えば、水）
から作っても良い。例えば、このような実施の形態では、圧力または処理（機械的処理な
ど）によって２次容器が溶け、例えば、その中身が放出される。凍らせた２次容器は、不
活性で、活性成分を加えるために用いられるものでも、あるいは凍らせた２次容器自体が
活性成分であっても良い（例えば、圧力によって活性成分である容器が溶け、またはこれ
によって容器の中身が放出される）。
【０３８０】
　圧力または処理（機械的処理など）を加えている間に導入される１つまたは複数の試薬
が、第２（または第３など）の液相として働き、試料成分の分配を促すものであっても良
い。あるいはこの試薬が、既にある１つまたは複数の液相への添加剤として働くものでも
良い。本抽出法で試薬を用いて、例えば、１つまたは複数の着目成分の分配を大きくする
、着目成分の溶解性を大きくする、汚染物質（例えば、着目しない成分、例えば、着目成
分を含まない相に分配されるもの）の分配を大きくする、抽出溶媒の性質、例えば、ｐＨ
、浸透圧などを変えることができる。このような試薬の例としては、有機溶媒、両親媒性
溶媒、カオトロピック塩または洗剤の溶液、洗剤溶液（ドデシル硫酸ナトリウム、［（３
－コルアミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホナート（ＣＨＡＰＳ
）、Ｔｗｅｅｎ－８０）、有機溶媒（例えば、ヘキサン、ペンタン、メタノール、エタノ
ール、アセトニトリル、メチルｔｅｒｔ－ブチルエーテル（ＭＴＢＥ）、ｎ－プロピルア
ルコール、イソプロピルアルコール、イソペンタン、オクタン、デカン、シクロヘキサン
、キシレン、ベンゼン、トルエンなど、またはこれらの混合物）、両親媒性試薬（例えば
、ＨＦＩＰ、ＴＦＥ）、塩類（例えば、塩化ナトリウム、酢酸リチウム、重炭酸アンモニ
ウム、酢酸アンモニウムなど）、酸類または塩基類（例えば、トリフルオロ酢酸、ギ酸、
酢酸、水酸化アンモニウム、水酸化ナトリウム、水酸化リチウムなど）が挙げられる。
【０３８１】
　例えば、圧力を循環させてある程度の圧力に達したときに、例えば、同じ、または異な
る２次容器から、このような試薬の１つ以上を導入することができる。例えば、ある程度
の圧力で、あるいはそれ以上でその中身を放出する（例えば、破裂、漏れ、溶解、または
融解により）よう、２次容器を設計することができる。一部の実施の形態では、２つ以上
の２次容器が使用できる。例えば、第１の２次容器を、第１の圧力でその中身を放出する
よう設計し、第２の２次容器を、第２の圧力でその中身を放出するよう設計する、などと
しても良い。この方法では、異なる試薬（または別の投与とした同じ試薬）を、制御され
た時間に（例えば、ある特定の圧力サイクル数の後に）混合物に導入することができる。
２次容器の形状や構造に制限はない。本件でいう“２次容器”とは、その中身が試薬を含
むものであり、圧力または処理（機械的処理など）がある程度まで強まって、２次容器の
中身が放出されるまで、２次容器に含まれている試薬が混合物または液相中に導入されな
いよう保っている、ひとつの形態（例えば、密封された形態）をいう。２次容器を作る材
料に制限はない。例えば、２次容器を、ゼラチン様物質、セルロースポリマ、ガラス、ポ
リマ（ＳＡＮ、ポリカーボネート、ポリスチレン、ポリプロピレン、その他のポリマなど
）から作ることができる。２次容器が壊れる圧力または処理（機械的処理など）は、２次
容器材料の剛性と、２次容器内の試料および他の圧縮性材料（例えば、気体、空気、窒素
、二酸化炭素、酸素、不活性ガス（ヘリウム、アルゴン、ネオンなど））の量、および／
または、容器の組成によって決めることができると考えられる。例えば、２次容器は、２
次容器の中身の圧縮性より低い、その耐圧縮性の圧力レベルでその中身を放出する（例え
ば、破裂、漏れ、または融解により）と考えられる。２次容器は、例えば、融点が大気圧
において試料処理温度より高い無定形または結晶性化合物で作られていても良い。高い圧
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力をかけると２次容器材料が融解すると考えられる。あるいは、２次容器全体を、液体試
薬の混合物に加えられる成分、例えば、固体氷、固体脂質、パラフィンなどから作っても
良い。このような材料は、圧力下で液体となって、試料成分の分配に関わることができる
と考えられる。混合物を減圧すると、これらが再び固化することもある。この成分が固化
し、また、圧力下でその中に分配した、最初の混合物のいくつかの構成成分を含んでいる
ならば、混合物から固化した物質を取り出すだけで、混合物から成分を分けることができ
る。
【０３８２】
［追加ステップ］
　本件に記載の抽出の方法は、単独で、あるいは、着目成分を単離するための１つ以上の
追加のステップ／方法と組み合わせて行うことができる。１つまたは複数の追加ステップ
は、本件に記載の抽出法の前または後に行うことができる。本件に記載の抽出法と共に、
例えば、遠心分離（例えば、勾配遠心分離または超遠心分離）（例えば、本件に記載の抽
出法が行われているのと同じ容器中での遠心分離）、沈殿（例えば、１つ以上の試料成分
の沈殿）、免疫沈降（例えば、汚染物質を除くため）、易透化（例えば、洗剤を用いた、
例えば、細胞の）、低張緩衝条件を用いた、原形質膜またはオルガネラを囲むその他の膜
の破壊、特定の組織、細胞または生物の種類、膜画分などの濃縮；試料成分の、細胞また
は組織中におけるその局在性に従った、あるいは、その物理化学的性質（例えば、静電電
荷、疎水性、特定の溶媒での溶解性、分子配座、結合親和力など）に従った分画を行って
、着目成分の単離または精製を改善することができる。
【０３８３】
［抽出のための成分の発生源］
　着目成分が、試料中の１つまたは複数の他の成分と異なる物理化学的性質（例えば、静
電電荷、あるいは溶媒または溶媒系での溶解性）を持っているならば、本件に記載の抽出
法を用いて、少なくとも２つの成分を含む試料から着目成分を抽出することができる。
【０３８４】
　ある成分を抽出することのできる発生源の例としては、生物学的なものと合成（例えば
、人工）による試料発生源が挙げられる。生体起源の試料発生源の例としては、哺乳類（
例えば、ヒトまたは飼い慣らされた動物）、真菌、細菌、ウイルス、および植物試料発生
源が挙げられる。このような試料発生源の例としては、細胞、オルガネラ（例えば、ミト
コンドリア、核、ゴルジ体、葉緑体、小胞体、液胞、アクロソーム、中心小体、繊毛、グ
リオキシソーム,ヒドロゲノソーム、リソソーム、メラノソーム、ミトソーム、筋原線維
、核小体、パレンテソーム、ペルオキシソーム、リボソーム、ミクロソーム、小胞）、膜
（例えば、脂質膜、例えば、脂質二重層）、生体試料（組織試料（脂肪組織、肝臓、腎臓
、皮膚、膵臓、胃、腸、結腸、乳房、卵巣、子宮、前立腺、骨、腱、軟骨、毛髪、爪、歯
、心臓、脳、肺、皮膚、神経、生検材料など）、血液、尿、乳、精液、唾液、粘液、その
他の体液および固体）、細胞の集合（例えば、血液、精液、粘液、唾液、組織生検材料）
、古代の試料（例えば、化石（例えば、化石動物、化石木材、化石骨、化石歯、化石糞な
ど））が挙げられる。その他の試料発生源の例としては、バター、クリーム、製剤または
化粧品処方物（軟膏、ローション、クリーム、シャンプ、コンディショナ、ナノ粒子製剤
など）、錠剤、カプセル、またはジェルキャップ形の製剤処方物、エマルションまたは固
体粒子の懸濁液などの多相組成物（インキ、塗料（例えば、ラテックス塗料）、ラッカー
、潤滑剤、燃料、化学合成原料など）、リポソームや膜小胞の懸濁液、液体推進剤、燃料
、エラストマ類、ポリマ類、インキ配合物、水や他の溶媒に油を加えたエマルション（工
業用潤滑油など）、土（例えば、土試料の懸濁液）、鉱物類などが挙げられる。
【０３８５】
［抽出成分］
　本件に記載の方法で抽出可能な成分（例えば、分子実体）の例としては、タンパク質（
例えば、膜結合タンパク質、膜貫通タンパク質、Ｉ型またはＩＩ型膜タンパク質、受容体
、酵素、リポタンパク質、糖タンパク質）、多糖（例えば、ヘパリンまたはヘパリン由来
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多糖、澱粉、イヌリンなど）、プロテオグリカン（例えば、コラーゲン、キチン、ムレイ
ンなど）、ポリフェノール（例えば、タンニン、フェニルプロパノイド（例えば、リグニ
ン、フラボノイド））、ビタミン、毒素、汚染物質、脂質（例えば、リン脂質類（例えば
、ホスファチジルコリン（ＰｔｄＣｈｏ）、ホスファチジルエタノールアミン（ＰｔｄＥ
ｔｎ）、ホスファチジルイノシトール（ＰｔｄＩｎｓ）、ホスファチジルセリン（Ｐｔｄ
Ｓｅｒ））、糖脂質類、ステロイド類（例えば、エストロゲン、プロゲステロン、アンド
ロゲン、テストステロン、エクジステロンなどのエクジステロイド類、グルココルチコイ
ド類やミネラルコルチコイド類などのコルチコステロイド類、タンパク同化ステロイド類
、コレステロール、植物ステロール類、ブラシノステロイド類、エルゴステロール類）、
膜（細胞膜、オルガネラ膜、脂質二重層）、核酸（ＤＮＡ（核ＤＮＡ、ミトコンドリアＤ
ＮＡ）、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｍｔＲＮＡ、ミクロＲＮＡ））、ウイ
ルス（例えば、ＨＩＶ、ＨＰＶ、肝炎ウイルス（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、またはＧ型）
、サイトメガロウイルス、エプスタイン－バーウイルス、黄熱病など）、細菌（例えば、
グラム陽性またはグラム陰性菌、相利共生菌、病原菌）、細菌細胞中、あるいは他の微生
物または他の細胞型の細胞中に存在する成分（例えば、細菌、酵母、または哺乳類細胞に
よって組み換え生産されたタンパク質）、封入体、細菌ＤＮＡ、またはＲＮＡ中に含まれ
る組み換えタンパク質、抗原（例えば、細菌、真菌、または哺乳類細胞からの、あるいは
ウイルスからの）、ウイルス（例えば、ワクチン生産のための）、小分子などの薬学試剤
、代謝産物（例えば、小分子代謝産物）、農薬（例えば、殺菌剤、殺真菌剤、除草剤、殺
虫剤（例えば、殺卵剤、幼虫駆除剤、または成虫駆除剤）、殺ダニ剤、軟体動物駆除剤、
殺線虫剤、殺鼠剤、殺ウイルス剤）、薬物（例えば、医薬）、薬物代謝産物、染料、食品
成分、ナノ粒子配合物、脂質ラフト、アミロイド斑、微小管、細胞質ゾル、油類、テルペ
ン類、および他の親油性化合物（例えば、植物材料からの）、植物（例えば、薬用植物）
からの様々な化合物（例えば、アルカロイド類、フラボノイド類、イソフラボン類、プロ
アントシアニジン類、アントシアニン類）、食品香料成分（例えば、カプサイシン）（例
えば、食品からの）、脂溶性ビタミン類（例えば、トコフェロール類、カロテノイド類、
リコピンなど）（例えば、植物油または動物性脂肪からの）、局所製剤成分（例えば、皮
膚および下層組織からの）、特定の細胞型、ポリマ、エラストマ、潤滑剤、顔料、可塑剤
などが挙げられる。例えば、脂質に富む脂肪組織からの膜タンパク質の抽出、あるいは、
肝ミクロソーム画分からのシトクロムＰ４５０などの酵素の抽出は、非常に簡単となり、
所望のタンパク質が高収量で得られる。
【０３８６】
　細胞型の例としては、分割球、卵、胚幹細胞、上皮細胞、赤血球、線維芽細胞、肝細胞
、白血球、筋芽細胞、筋管、ニューロン、卵母細胞、骨芽細胞、破骨細胞、精子、Ｔ細胞
、接合体（動物または植物）、アリューロン、厚角組織、内皮、内胚乳、表皮、葉内、分
裂組織細胞、柵状細胞、柔組織、師部篩管、花粉生殖、花粉栄養、厚壁細胞、仮道管、木
部導管が挙げられる。更に挙げられるものは、様々な種類の角化した上皮細胞、湿潤層状
障壁（wet stratified barrier）上皮細胞、外分泌上皮細胞、ホルモン分泌細胞、消化管
、外分泌腺および尿生殖路細胞、代謝および貯蔵細胞、関門機能を持つ細胞（肺、腸管、
外分泌腺、および尿生殖路）、上皮細胞で覆われた閉じた内部体腔、推進機能を備えた繊
毛細胞、細胞外マトリックス分泌細胞、収縮性細胞、血液および免疫系細胞、感覚変換器
細胞、自律神経ニューロン細胞、感覚器官および末梢ニューロン支持細胞、中枢神経系ニ
ューロンおよびグリア細胞、水晶体細胞、色素細胞、生殖細胞、ナース細胞である。
【０３８７】
［抽出成分の分析］
　抽出した成分は、当該技術で公知の様々な方法で分析可能である。例えば、本件に記載
の方法を用いて精製した着目成分（例えば、着目成分を含む相）は、後続プロセス（例え
ば、分析法）で使用可能（例えば、洗剤を用いては行えないプロセスに適合する）であり
、および／または、このようなプロセスにそのまま使用できる。
【０３８８】
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　例えば、二次元ゲル電気泳動、一次元ゲル電気泳動、ウエスタンブロット法、ＥＬＩＳ
Ａ、タンパク質またはペプチド質量フィンガープリント法（例えば、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
／ＴＯＦを用いた）、多次元電気泳動（例えば、溶液相を等電点電気泳動にかけた後、濃
縮したｐＩ画分を二次元ゲル電気泳動にかける）、質量分析（ＭＡＬＤＩ－ＭＳ、ＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　ＭＳ、またはＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ／ＭＳ）、ＰＣＲ、
ＲＴ－ＰＣＲ、およびマイクロアレイ、薄層クロマトグラフィ、液体クロマトグラフィ（
例えば、ＨＰＬＣ）、ガスクロマトグラフィ、ＧＣ／ＭＳ、電子顕微鏡、蛍光顕微鏡、お
よび表面分析法である。ある実施の形態においては、単離した分子またはその複合物を、
機能分析、例えば、酵素活性分析、in vitro代謝分析などに使用し、あるいは更に分画ま
たは抽出工程を行っても良い。
【０３８９】
　本抽出法で得られた１つまたは複数の着目成分を含む１つまたは複数の相は、更に精製
する必要がなく、ある種の分析法、例えば、ＨＰＬＣおよび／またはＬＣ／ＭＳ、ＧＣお
よび／またはＧＣ／ＭＳにそのまま使用できる（例えば、洗剤を含まず、溶媒が揮発性で
、予め溶媒を除去することなく、生成した抽出物を直接ＨＰＬＣカラムに注入できるため
）。試料をそのまま使用できることで、劣化や試料操作によって起こり得る着目成分の損
失を少なくすることができる。
【０３９０】
［デバイス］
　本件に記載の抽出法は、多くのデバイス中で行うことができ、特定のデバイスの使用に
限定されない。例えば、試料（混合物）の液液分配ができる、または促進するデバイスが
使用可能である。図２に、溶媒を用いて試料成分を溶解および分配するための、使い捨て
試料容器の例を示す。２つのコンパートメントは穴開きディスク（溶解ディスク）で仕切
られている。このディスクは、液相境界の予想位置の近くに置くことができる。溶媒境界
がこれを横切るとき、ディスクによって乱流が生じ、溶媒と試料材料とが、また複数の溶
媒が互いに良く混ぜ合わされる。これにより、圧力循環の際の２つの液体の混合が促進さ
れる。循環の際の加圧による物質移動によって、液体界面がディスクを通過する。静水圧
は、溶媒の相互溶解性を変える。交互に変化する静水圧（例えば、圧力循環）をかけて溶
媒を混合すると、試料の微粒子物質を更に溶解させることができる。図３に示すように、
圧力循環を介した液液分配は、次のように行われる。
　１．非混和性溶媒ａおよびｂを、複数の成分を含む固体試料と共に、試料容器に加える
。
　２．静水圧Ｐ２で、液体と固体試料とを圧縮する。溶媒境界が穴開きディスクを通過す
るにつれ、溶媒の急激な混合が起こる。
　３．静水圧下に置くことで溶媒の相互溶解性を変え、溶媒ａとｂの組み合わせた性質を
持つ、第３の準安定溶媒ｃを生成させる。この段階で試料を溶解させることができる。
　４．系を低い圧力Ｐ３に減圧して混合物を膨張させ、溶媒ａとｂを分け、その分配係数
（ｌｏｇＰ）または分布係数（ｌｏｇＤ）（部分的に解離した溶質について）に従って、
溶媒ａとｂの間で溶質を分配させる。
　５．系を、元の平衡状態（圧力Ｐ１）に戻す。この段階からサイクルを繰り返し、溶解
および分配プロセスを続ける。
【０３９１】
　この例では、穴開きディスク（溶解ディスク）はある特定の位置に置かれている。本件
に記載の方法を行い易くするよう、現在用いられているデバイスを改良する点としては、
穴開きディスクの位置を可変とする、多数のディスクを使用する、２次容器（２次容器が
その中身を放出（例えば、破裂）するレベルに圧力が達したら、導入される試薬（例えば
、本件に記載のような）を含んでいる）を試料管中（例えば、上部または下部コンパート
メント中）に差し込む、などが挙げられる。
【実施例】
【０３９２】
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＜実施例１＞
［植物組織からの脂質、タンパク質、および小分子の抽出］
　植物組織から分子実体を抽出した。２つの溶媒を含む溶媒系に植物組織を入れた。溶媒
Ａは、５０％含水アセトニトリルおよび０．１％ギ酸であり、溶媒Ｂは、クロロホルムで
あった。２つの溶媒は２相に分離していた。混合物をフレキシブルコンテナ中に密閉した
。混合物に、１０秒間で２０サイクル、圧力循環をかけて処理した。圧力循環は、大気圧
（海面位で１０１．３ｋＰａ）から２４０ＭＰａであった。循環を終えると、溶媒は２つ
の個々の相に分かれ、植物組織からの分子実体は２つの溶媒間で分配した。親水性成分の
大部分は、主に水とギ酸と５０％（ｗ／ｗ）以下のアセトニトリルから成る、上部溶媒画
分中に残っていた。主にクロロホルムと残りのアセトニトリルから成る下部画分は、疎水
性分子実体を含んでいた。いずれの画分も、それぞれの化合物の検出および定量に適した
分析法にかけることができる。
【０３９３】
＜実施例２＞
［脂肪組織からの脂質およびタンパク質の抽出］
　脂肪組織からの脂質およびタンパク質の抽出は、１００ｍｇの組織試料を、純粋な、１
，１，１，３，３，３－ヘキサフルオロ－２－プロパノール（ＨＦＩＰ）に加えて行った
。ＨＦＩＰは両親媒性溶媒であり、水と、試料中に存在する脂質との、安定な均一の混合
物を生成する。圧力循環によって試料を抽出した後、生成した溶液は非混和性となり、大
気圧に戻すと個別の相に分かれた。高い圧力は、生成する相の部分的な混和性を保ち、そ
れらの間での試料成分の分配を高めるが、圧力の低下は、相分離を促す重要な要素として
働く。続いて、脂質画分を除き（例えば、ピペットで）、次にＨＦＩＰ／水画分をそのま
まＨＰＬＣで分析し、または蒸発させてタンパク質と核酸を濃縮する。あるいは、過剰の
水、水性緩衝液、あるいは塩および／または他の試薬の水溶液を加えて、有機溶媒からタ
ンパク質を析出させる。タンパク質画分をＨＰＬＣ用の一般的な試薬または緩衝液（洗剤
を用いたもの、例えば、９Ｍ尿素／４％ＣＨＡＰＳ、あるいは、例えば、２％ＳＤＳ）中
で再構成し、最適なゲル分離法（例えば、一次元または二次元ゲル電気泳動）に適したも
のとする。
【０３９４】
＜実施例３＞
［脂肪組織からのタンパク質抽出法の比較］
　圧力循環によって脂肪組織からタンパク質を抽出するため、図２に示すデバイスを用い
た。次の３つの抽出試薬を比較した。
　１．Ｔｒｉｓ緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）、洗剤なし
　２．９Ｍ尿素＋４％ＣＨＡＰＳ
　３．ＨＦＩＰ（両親媒性フッ素化アルコール）
【０３９５】
　ＴＢＳ中で処理した試料の脂肪組織の崩壊が最も小さく、タンパク質抽出量も最少であ
った。
【０３９６】
　脂質含量が高い（最大７０質量％まで）と、洗剤がミセル中に閉じ込められるため、尿
素／ＣＨＡＰＳ中で処理した試料は良く溶解せず、脂質の塊にまだ結合している疎水性タ
ンパク質を含んでいる。ＨＦＩＰ中で抽出した試料は、目に見えるほどの残留脂肪組織（
白色の脂肪状残留物のように見える）を含んでいない。代わりに、条件３では、脂肪と溶
媒が、親水性（下部）相と疎水性（上部）相に分かれている。両親媒性溶媒は、圧力循環
が抽出処理を促進している間、極性成分と無極性成分を同じように良く溶解させることが
できる。生成した抽出物は、減圧すると２つ以上の相に分かれる。
【０３９７】
＜実施例４＞
［ブタ脂肪組織からの、脂質、タンパク質、小分子の抽出］
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　いくつかの溶媒を用いて、圧力循環媒介抽出の比較を行った。比較した溶媒は、ＨＦＩ
Ｐ＋０．１％ＴＦＡ、Ｔｒｉｓ緩衝液＋０．９％ＮａＣｌ、および２％ＳＤＳ水溶液であ
った。それぞれの溶媒１．４ｍｌに入れた１００ｍｇの組織を用いた。それぞれの試料を
同じ圧力循環条件（各サイクルの間、２４０ＭＰａで２０秒間と、大気圧で２０秒間とを
、３０サイクル）にかけた。３つの溶媒による１回目の抽出の後、得られた親水性相を、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥと、クマシーブルー染色で分析した。それぞれの試料は２連で行った。
２％ＳＤＳ水溶液（データは提示せず）に比べ、ＨＦＩＰ＋０．１％ＴＦＡ溶媒では約２
倍のタンパク質が抽出された。Ｔｒｉｓ緩衝液＋０．９％ＮａＣｌによるタンパク質の抽
出量が最も少なかった。
【０３９８】
　同じそれぞれの溶媒を用いて、残留脂質残屑の２回目の抽出を行った。得られた抽出物
を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥと、クマシーブルー染色で分析した。ＨＦＩＰ＋０．１％ＴＦＡ溶
媒で抽出した試料からの残留タンパク質の回収が最も少なく、他の供試溶媒を用いた場合
より（データは提示せず）、この条件での１回目の抽出で、より大量のタンパク質が抽出
されたことが確認された。
【０３９９】
＜実施例５＞
［脂肪組織からのタンパク質の抽出：ＨＦＩＰと洗剤との比較］
　ＨＦＩＰと、９Ｍ尿素／４％ＣＨＡＰＳ試薬との効果を比較するため、実験を行い、圧
力循環（各サイクルの間、２４０ＭＰａで２０秒間と、大気圧で２０秒間とを、３０サイ
クル）を用いて、マウス脂肪組織からタンパク質を抽出した。ＨＦＩＰで、尿素／ＣＨＡ
ＰＳ試薬を用いたものの２から３倍のタンパク質が抽出された。結果を表１に示す。
【０４００】
【表１】

【０４０１】
＜実施例６＞
［ラット脳タンパク質の抽出：二元および三元の溶媒の組み合わせ］
　ラットの脳からタンパク質を抽出する実験を行った。脳組織は相分離を起こすのに十分
な内在性脂質を含んでいない。内在性脂質の不足を“補償”して相分離を促すため、二次
的な疎水性溶媒を加えた。
【０４０２】
　全ての試料を、圧力循環（２０秒間圧力を上げ、２０秒間圧力を下げるのを３０サイク
ル。高い圧力は３５，０００ｐｓｉ、低い圧力は大気圧）にかけた。実験条件毎に５０ｍ
ｇの組織を用いた。５μｌのプロテアーゼ阻害薬を加えた。試薬を加えて、最終容量を１
．４ｍｌとした。
【０４０３】
　試験した条件は次のとおり。ＨＦＩＰ、ヘキサン、鉱油、ＨＦＩＰ／ヘキサン（１：２
）、およびＨＦＩＰ／ヘキサン（１：１）。
【０４０４】
　ＨＦＩＰのみで抽出した試料では、相分離は認められなかった。ＨＦＩＰ：ヘキサン、
ＨＦＩＰ／鉱油、およびＨＦＩＰ／ヘキサン／鉱油を用いた場合に、相分離が認められた
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。
【０４０５】
　より揮発性の試薬（ヘキサン）を加えると、蒸発による溶媒除去が劇的にスピードアッ
プする。
【０４０６】
　これらの実験で、洗剤を用いた抽出と、溶媒を用いた抽出との比較を行う。ＳＤＳが全
てのタンパク質を取り出せない理由として、主に化学量論的なもの（全ての脂肪を溶解さ
せるために十分なＳＤＳがない）が考えられるため、一般的には、より長く機械的均質化
を行って、脂肪球の中に埋め込まれているタンパク質分子を全て回収する。この処理は通
常、大量の泡（foam、froth）やエマルションを生じ、タンパク質の損失が避けられない
。脂肪の溶解を洗剤に依存する試薬は、脂肪の大半をそのまま残すと考えられる。反対に
、ＨＦＩＰなどの溶媒と組み合わせた圧力循環は、泡を作らずに脂肪組織を完全に溶解す
ることができる。
【０４０７】
＜実施例７＞
［圧力循環による無洗剤タンパク質抽出と、高分解能タンデム型質量分析とを使用する、
脂肪組織のプロテオーム分析］
　脂肪組織のプロテオーム分析は、２型糖尿病、肥満、癌、その他ヒトの病気の多くの研
究にとって非常に重要である。しかし、高脂質含量の組織に従来のタンパク質可溶化法を
行うと、特に、ミトコンドリア、ＥＲ、原形質膜、および脂質液滴からの重要な疎水性タ
ンパク質に関して、ばらつきの大きな結果を生じる。大量の試料由来脂質が洗剤をミセル
中に閉じ込めて、タンパク質の抽出を妨げる。
【０４０８】
　これらの実験では、細胞、ミセル、および膜フラグメントを、洗剤を用いずに破壊し、
従来の均質化および溶解法に比べて、マウス脂肪組織試料からのタンパク質回収効率を大
きくするための、交互静水圧（圧力循環法（Pressure Cycling Technology：ＰＣＴ））
と、様々な有機溶媒の使用について調べた。得られたタンパク質抽出物を、ＳＤＳ－ＰＡ
ＧＥ、２Ｄ電気泳動、ナノフローＨＰＬＣ、および高分解能高質量精度タンデム型質量分
析で分析した。
【０４０９】
　圧力循環で支援した、新たな液液抽出および分画法を開発し、ほぼ完全に組織を溶解し
て、脂質とタンパク質を別々の液相に分画した。この新たな圧力循環法による全体的に高
いタンパク質回収量に加え、脂肪組織の圧力循環抽出において、いくつもの新たなタンパ
ク質種が同定された。従来の方法を用いて得られた抽出物中では、タンパク質の多くが過
少に見積もられていることも示された。いくつかの発生学的に異なるモデルマウス血統の
分析から、疾病の進行に関係する、または潜在的な薬剤標的となると考えられるタンパク
質発現のいくつかの傾向が明らかとなった。将来の脂質解析研究のための、分画法による
脂質画分が得られ、集められた。
【０４１０】
［圧力循環法（ＰＣＴ）による試料調製］
　本研究の目的は、脂肪組織からの信頼性と再現性のあるタンパク質抽出法を開発し、将
来のマウス疾患モデルのプロテオーム研究を可能にすることであった。野生型（ＷＴ）の
肥満した（ＯｂＯｂ＋／＋）動物からの白色脂肪組織試料（腹部脂肪体）を使用した。何
匹かの動物からそれぞれ、ほぼ等量（１００±１５ｍｇ）の脂肪組織を採取した。試料を
それぞれ特製の１．４ｍｌの使い捨て容器（図２）に入れ、ＢＡＲＯＣＹＣＬＥＲ（登録
商標）ＮＥＰ－３２２９（マサチューセッツ州ウエストブリッジウォータ、Pressure Bio
Sciences, Inc.製）で発生させた交互静水圧、２０サイクルを室温でかけて、均質化と分
画とを同時に行った。各サイクルは、３５，０００ｐｓｉで２０秒間と、次に、大気圧で
２０秒間とから成る。プロテアーゼ阻害薬カクテル（ミズーリ州セントルイス、Sigma-Al
drich製）を、各容器中の抽出試薬に加えた。圧力循環処理の後、試料管をＢＡＲＯＣＹ
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ＣＬＥＲ（登録商標）から取り出し、短時間遠心し、液相を完全に分離させた。別記のな
い限り、ゲル担持ピペットチップを用いてそれぞれの管から上部液体層を取り、後の脂質
画分の分析のため保存した。それぞれの極性画分をＳｐｅｅｄＶａｃ遠心濃縮器（Thermo
Fisher Scientific製）中で脱溶媒和して約５～１０μｌとし、２×Ｌａｅｍｍｌｉ　Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ緩衝液（４％ＳＤＳ）、または２Ｄ試料緩衝液（９Ｍ尿素、４％ＣＨＡＰ
Ｓ）のいずれかで再構成して、所望とする後続の分析法に適合させた。
【０４１１】
［脂肪組織：脂質／タンパク質分画法］
　交互静水圧を用いて、１つの使い捨て容器中で、試料の均質化と、試料化合物の非混和
性液相間での分配の促進とを同時に行った。抽出は、０．２ｍｌの鉱油を加えた１．２ｍ
ｌのＨＦＩＰ中で行った。生成した抽出物は、そのままＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法やタンパク質
の電気泳動分離に使用できた。
【０４１２】
　２Ｄ試料緩衝液中で直接、２つの連続する工程で制御抽出を行った。タンパク質分析お
よびＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析のため、それぞれの抽出物から５０μｌを取った後、１回目か
らと２回目からの抽出物を合わせ、還元し、ＴＢＰ／アクリルアミドを用いてアルキル化
し、Ａｍｉｃｏｎ　ＵＬＴＲＡ－４限外濾過装置（マサチューセッツ州ダンバーズ、Mill
ipore Corporation製）で元の試料体積まで濃縮した。
【０４１３】
［電気泳動、イメージ分析、およびゲル内消化］
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、４～１２％のポリアクリルアミド勾配ゲル上で行った。固定化し
たｐＨ勾配ストリップ（ｐＨ３～１０）を試料で６時間水和した後、１万Ｖで１０万Ｖ・
時間、等電点電気泳動（ＩＥＦ）を行った。全ての成形済電気泳動供給品およびＣｒｉｔ
ｅｒｉｏｎ垂直ゲル電気泳動装置は、カリフォルニア州ハーキュリーズ、Bio-Rad Labora
tories製でありＩｓｏｅｌｅｃｔｒＩＱ２一体化ＩＥＦ装置は、マサチューセッツ州ウォ
バーン、Proteome Systems製であった。ゲルを、コロイド状クマシーブリリアントブルー
（Proteome Systems製）またはＳＹＰＲＯ（登録商標）ルビー（Bio-Rad Laboratories製
）で染め、スキャンし、ＰＤＱｕｅｓｔソフトウェアで解析して、統計的有意差を持つ抽
出のタンパク質を求めた。選択したゲルスポットまたはバンドを切り取り、通常のゲル内
消化プロトコルを用いて処理した。消化のため、シークエンシンググレードの変性ブタト
リプシン（Promega製）を用いた。
【０４１４】
［ナノＬＣ－ＦＴＩＣＲタンデム型質量分析によるタンパク質の同定］
　タンパク質消化物（５～１０μｌ）を、Ｃ１８固相抽出捕集カラム（内径３００ｍｍ×
５ｍｍ、カリフォルニア州、Dionex製）、および内径７５ｍｍ×１５ｃｍのナノＬＣ逆相
自己充填フューズドシリカカラム（固定相：Ｍａｇｉｃ　Ｃ１８ＡＱ、３μｍ、１００オ
ングストローム（マサチューセッツ州、Michrom Bioresources製）；カラム：ＰｉｃｏＦ
ｒｉｔ、内径１５ｍｍ、１０ポートのＶａｌｃｏ弁を通してチップを引く）上に注入した
。０．１％ＦＡ中アセトニトリルの直線勾配を用いてペプチド分離を行い、ナノエレクト
ロスプレにより、溶離液をＬＴＱ　ＦＴＩＣＲ質量分析計（Thermo Fisher Scientific製
）に導入した。データ解析は、ＳＥＱＵＥＳＴアルゴリズムおよびＧＰＭＤＢソフトウェ
アを用い、ＳＯＲＣＥＲＥＲ（商標）（Sage-N製）サーチエンジン上で行った。結合させ
た“forward”および“reverse”ＦＡＳＴＡ　ＤＢに対して検索を行った。推定誤検出タ
ンパク質同定率（estimated false positive protein identification rate：ＦＰＰｒＲ
）を≦１％に調整して、タンパク質同定データの信頼性と感度のバランスを保った。Ｘｃ
ｏｒｒに基づいて重複するペプチドの一方を除き、相同タンパク質とそのイソ型によって
生じる冗長性を除いた。ＤＴＡＳｅｌｅｃｔおよびＰｒｏｔｅｉｎ　Ｐｒｏｐｈｅｔから
出力されたタンパク質ＩＤ表に冗長性を加えることなく、スコアの最も高いタンパク質入
力値と共に、同様のタンパク質をリストした。
【０４１５】
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［結果および考察］
　有機溶媒と両親媒性フッ素化アルコール類とを用いた、膜標本から脂質を除去するため
の実験を、従来法による細胞破壊および分画に続けて行った。我々は、非混和性液体の界
面で一時的に準安定“混成”溶媒を作り出すことで分析物の分配を促進する、交互静水圧
によって改善された、無洗剤液液抽出に基づく組織溶解および分画技術を開発した。圧力
循環機器装置は、静水圧のサイクルを発生し、これが一時的に非混和性溶媒の相互溶解性
を変えて、試料成分を液相間でより効率的に分配させる。従来の抽出では、脂質含量が高
い（例えば、最大７０質量％まで）と、洗剤はミセル中に閉じ込められ、疎水性タンパク
質が脂質塊に付着したままとなってしまう。
【０４１６】
　脂肪組織からのタンパク質の無洗剤抽出を行った。減圧すると、対応する溶媒中でのそ
れぞれの分析物の分配係数に従って各分析物を含む、適切に選んだ液相が分離する。
【０４１７】
　異なる抽出剤の比較を行った。ブラッドフォード分析による測定で、タンパク質の回収
量を定量した。各抽出物の最終容量は１．４ｍｌであった。
【０４１８】
　有機溶媒（無極性と両親媒性の両方）のいくつの組み合わせが、水性緩衝液と共に、液
液分配を促進することが分かった。この新たな方法により、電気泳動、クロマトグラフィ
、質量分析など、後続の分離法での直接使用が可能となった。様々な溶媒系を用いて、タ
ンパク質抽出効率の著しい差が示された。ＩＥＦ試料緩衝液（９Ｍ尿素、４％ＣＨＡＰＳ
）を用いて、脂肪組織試料から２回の連続したタンパク質抽出を行い、１回目の抽出の後
、脂肪塊中にタンパク質が残存している証拠を得た。
【０４１９】
　圧力循環を使用し、脂肪組織の破壊と、ヘキサンによる脱脂と、２×Ｌａｅｍｍｌｉ試
料緩衝液（４％ＳＤＳ）または脱イオン水での抽出とを同時に行った。ヘキサンやベンジ
ルアルコールなどの溶媒は、水性緩衝液による抽出と同時に組織の脱脂も行うが、イソプ
ロパノールなどのいくつかの極性溶媒は、段階的に抽出する方法で、タンパク質をその疎
水性によって分画することができる。
【０４２０】
　一部の溶媒組成物に両親媒性溶媒、即ち、ＨＦＩＰを加えると、ほぼ完全に組織を溶解
し、相が分離する。１００ｍｇの正常マウス白色脂肪組織の塊から、タンパク質の抽出を
行った。ヘキサフルオロイソプロパノールを含む溶媒系中で圧力循環により組織を溶解し
、次に、脂質画分と溶媒を除き、２Ｄ電気泳動試料緩衝液で再構成したものと、従来の２
Ｄ試料抽出緩衝液との比較を行った。ＣＨＡＰＳを用いた２Ｄ電気泳動緩衝液は、主に血
漿タンパク質を抽出するが、溶媒を用いた抽出物は、脂肪組織のほぼ全てのタンパク質補
体を含んでいる。例を、表２に示す。
【０４２１】
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【表２】

【０４２２】
　従来の抽出技術を用いて得られた脂肪組織のプロテオーム分析結果では、いくつものタ
ンパク質が非常に少なく見積もられていたことが分かった。これらのタンパク質とその翻
訳後修飾の詳細な分析は、脂肪酸代謝の調節と、ＩＩ型糖尿病および肥満の発生の予防が
期待される手段について、極めて重要な情報をもたらす。例えば、ネズミＦＡＢＰａＰ２
のいくつかのイソ型のうち１つについて、代表的なスペクトル解釈を行った。ａＰ２遺伝
子生成物の多様性は翻訳後修飾によって説明でき、規制する役目を持っていると考えられ
る。
【０４２３】
＜実施例８＞
［ＨＦＩＰからのタンパク質の回収：蒸発による溶媒除去と、蒸留水を用いた沈殿による
溶媒除去との比較］
　極性および無極性試料成分の、圧力支援抽出および分配では、少なくとも１つの液相、
試料溶液が生成する。いくつかの事例では、多数の液相が生成する。この相は適当な手法
で物理的に分けられる。生成した個々の相を、多くの可能な方法、ＨＰＬＣなどのカラム
クロマトグラフィ、ゲル電気泳動（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥまたは２Ｄゲル電気泳動）
などで分析する。
【０４２４】
　この実施例において、着目する試料成分はタンパク質である。更に、タンパク質は有機
溶媒に溶けている。ある事例では、溶媒は、ハロゲンを含む有機溶媒、例えば、塩素化ア
ルコール、塩素化酸、フッ素化アルコール、フッ素化酸など、またはこれらの混合物であ
る。ハロゲン含有有機溶媒の一部は、タンパク質の立体配座を変化させるという意味で、
洗剤として作用するといえる。いくつかの例において、有機溶媒中でのタンパク質立体配
座は、水溶液中でのタンパク質立体配座と異なっている。有機溶媒中のタンパク質溶解性
は、水溶液などの試薬を加えて変えることができる。この例が示すように、効果的な沈殿
を起こすには、有機溶媒中のタンパク質または他の溶質の濃度が、ある閾値を超えている
必要があるといえる。
【０４２５】
（実施例８ａ）
　２５０ｍｇのウシ脂肪組織を、１ｍｌのＨＦＩＰ中で圧力循環により処理した。圧力循
環条件は次のとおりであった。３５ｋｐｓｉで２０秒間、次に大気圧で２０秒間を、２０
サイクル。圧力循環ステップでは、ＰＵＬＳＥ管を用いた。
【０４２６】
　圧力循環後、脂質画分とタンパク質画分との相分離を促すため、試料を、１１，０００
×ｇで遠心した。下部画分（タンパク質を含む）を回収して等量の試料に分けた。一方の
試料を、遠心真空濃縮器（ＳｐｅｅｄＶａｃ、マサチューセッツ州ウォルサム、Thermo S
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cientific製）中で蒸発乾固した。もう一方の試料は、蒸留水（試料体積の３倍）を加え
て沈殿させ、氷上で１０分間冷却し、１１，０００×ｇで１５分間遠心してペレットを回
収した。上澄み（水／ＨＦＩＰ混合物）を清浄な管に移し、前述のように蒸発させて、沈
殿の際にタンパク質が失われたかどうかを調べた。
【０４２７】
　全ての試料を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液で再構成し、ゲル上で泳動させた。得られ
たゲルをクマシーブルーで染め、２つの方法によるタンパク質回収量を比較した（データ
は提示せず）。ゲルの結果は、このような条件下において、沈殿させた試料のタンパク質
のバンドパターンと強度は、蒸発させた試料と同程度であることを示した。更に、ゲル分
析により、沈殿後の水／ＨＦＩＰ上澄み中には検出可能なタンパク質が存在していないこ
とが確認され、試料沈殿の間にタンパク質の検出可能な損失がないことが確認された。
【０４２８】
（実施例８ｂ）
　組織質量のＨＦＩＰ体積に対する比を、２５０ｍｇ／ｍｌから約４０ｍｇ／ｍｌに小さ
くして（１．３ｍｌのＨＦＩＰ中で圧力循環により処理される、５０ｍｇのウシ脂肪組織
に相当する）、ウシ脂肪組織を前述のように処理すると、沈殿反応で、溶解したタンパク
質が効率良く回収されず、試料の大部分が水／ＨＦＩＰ画分中に残っていることが認めら
れた。
【０４２９】
（実施例８ｃ）
　ＨＦＩＰの量を減らし、組織質量のＨＦＩＰ体積に対する比を、約４０ｍｇ／ｍｌから
、１２５または１６７ｍｇ／ｍｌに大きくして（この比は、０．３～０．４ｍｌのＨＦＩ
Ｐ中、５０ｍｇの組織に相当する）、ウシ脂肪組織を前述のように処理すると、沈殿反応
の効率は回復した。試料は、沈殿したペレット中に回収され、水／ＨＦＩＰ画分中に失わ
れる検出可能なタンパク質はなかった。ＰＵＬＳＥ管中の余分な体積を置換するため、反
応物に鉱油を加え、最終的な全反応物体積を１．３～１．４ｍｌまでとした。余分な鉱油
は、圧力循環抽出または沈殿反応に対して、良くも悪くも目立つ効果はなかった。
【０４３０】
（実施例８ｄ）
　ウシ脂肪組織を用いて同様の実験を行い、異なる脂肪組織：ＨＦＩＰ比（質量：体積）
を調べた。この比は、鉱油の量を変えて調節した。その結果、高い脂肪組織：ＨＦＩＰ比
、例えば、約１６０ｍｇ／ｍｌで、沈殿効率が向上することがわかった。
【０４３１】
＜実施例９＞
［圧力循環によるタンパク質抽出に対する鉱油の効果］
（実施例９ａ）
　圧力循環反応への鉱油の添加は、試料を溶媒から乾固して抽出するか、沈殿によって抽
出するかに拘わらず、相分離を向上させるため有利である。更に、脂質画分の回収を目的
としない場合（例えば、実施例１０参照）、沈殿法でタンパク質を回収する前に、脂質相
を除去する必要がなくなる。
【０４３２】
　５０ｍｇのブタ脂肪組織を、配合の異なる３つのＨＦＩＰ／鉱油（０ｍｌの油／１．３
ｍｌのＨＦＩＰ；０．１ｍｌの油／１．２ｍｌのＨＦＩＰ；または、０．５ｍｌの油／０
．８ｍｌのＨＦＩＰ）中で圧力循環により処理した。圧力循環（３５ｋｐｓｉで２０秒間
、次に大気圧で２０秒間を、２０サイクル）の後、脂質画分とタンパク質画分との相分離
を促すため、試料を１１，０００×ｇで遠心した。各試料の下部画分（タンパク質を含む
）を新たな試験管に移し、遠心真空濃縮器（ＳｐｅｅｄＶａｃ、マサチューセッツ州ウォ
ルサム、Thermo Scientific製）中で蒸発乾固した。全ての試料をＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料
緩衝液で再構成し、ゲル上で泳動させた。得られたゲルをクマシーブルーで染め、タンパ
ク質の回収量とバンドの鮮鋭度を比較した（データは提示せず）。ゲルの結果は、このよ



(51) JP 5587770 B2 2014.9.10

10

20

30

40

50

うな条件下において、鉱油を試料へ添加すると、バンドの鮮鋭度と強度が多少向上するこ
とを示した。鉱油の量を、試料当たり０．１から０．５ｍｌ増しても悪影響はなく、３つ
の供試試料中で、０．５ｍｌの鉱油を含む試料のバンドが最も強かったことから、実際に
は有益であったといえる。要約すると、油の添加は有害ではなく、相分離と抽出効率にお
いては有益と考えられる。
【０４３３】
（実施例９ｂ）
　圧力循環反応への鉱油の添加は、脳組織などの、通常では相に分かれない試料の相分離
を促すことから、有益といえる。１２０～１３０ｍｇのラット脳組織を、配合の異なる３
つのＨＦＩＰ／鉱油（０ｍｌの油／１．１ｍｌのＨＦＩＰ；０．１ｍｌの油／１．０ｍｌ
のＨＦＩＰ；または０．５ｍｌの油／０．６ｍｌのＨＦＩＰ）中で抽出し、圧力循環（３
５ｋｐｓｉで２０秒間、大気圧で２０秒間を、２０サイクル）で処理した。２つの試料を
、乾燥法と沈殿法で処理した。ゲルの結果は、鉱油を加えた後、試料を乾燥させると、バ
ンドの鮮鋭度が著しく向上することを示した。鉱油を加えないと、試料中にある内在性脂
肪が効率良く除去されず、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲル上のバンド分離に著しく影響するミセル
が発生する。反応物に鉱油を加える（０．１または０．５ｍｌのいずれか）と相分離が良
くなり、遠心分離の際に、内在性脂質が油層へ効率良く分配される。結果として、ゲル電
気泳動の結果が劇的に改善される。後に沈殿させる試料に鉱油を加えても多少の改善が見
られるが、油を添加しなくとも、沈殿させた試料は乾燥させた試料よりも良好なバンド分
離を示した。
【０４３４】
＜実施例１０＞
［別の溶媒除去法：鉱油を用いて得られた結果と匹敵するもの］
　一部の状況においては、乾燥プロトコルを沈殿プロトコルに切り替えることで、鉱油の
添加と同様の効果が得られることがある。１２０～１３０ｍｇのラット脳組織を、配合の
異なる２つのＨＦＩＰ／鉱油（０ｍｌの油／１．１ｍｌのＨＦＩＰ；０．１ｍｌの油／１
．０ｍｌのＨＦＩＰ）中で抽出し、圧力循環（３５ｋｐｓｉで２０秒間、大気圧で２０秒
間を、２０サイクル）で処理した。圧力循環後、相分離を良くするため、試料を１１，０
００×ｇで遠心し、下部画分（タンパク質を含む）を回収して、蒸留水（試料体積の３倍
）を加えて沈殿させ、氷上で１０分間冷却し、１１，０００×ｇで１５分間遠心してペレ
ットを回収した。試料をＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液で再構成し、ゲル上で泳動させた。
得られたゲルをクマシーブルーで染め、タンパク質の回収量とバンド鮮鋭度を比較した。
ゲルの結果は、このような条件下において、油の添加による有意な不都合がないことを示
した。このような沈殿条件下では、内在性脂質はタンパク質と共に沈殿せず、このため電
気泳動の際の試料中には存在しないと考えられる。
【０４３５】
＜実施例１１＞
［外因性の塩類の影響］
　外因性の塩類を加えて、全タンパク質沈殿量を上げることができる。更に、最適塩濃度
を用いて、所望のタンパク質を選択的に沈殿させ、不要なタンパク質を上澄み中に留めて
おくことができる。４種類の精製したタンパク質（ウシ血清アルブミン（画分Ｖ）（ＢＳ
Ａ）、炭酸脱水酵素、ニワトリ卵白リゾチーム、およびヒトγグロブリン（全て、ミズー
リ州セントルイス、Sigma-Aldrichより入手））をＨＦＩＰに溶解し、２０ｍｇ／ｍｌの
最終濃度とした。それぞれのタンパク質、または４種類全てのタンパク質の１：１：１：
１混合物を、３倍量のｄＨ２Ｏで沈殿させ、氷上で２０分間沈殿させ（precipitated）、
１０，０００×ｇで１５分間遠心した。ペレットをＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液で再構成
した。上澄みも回収し、ＳｐｅｅｄＶａｃ中で乾燥し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ試料緩衝液中に
再懸濁させた。得られた全ての試料をゲル上で泳動させた。得られたゲルをコロイド状ク
マシーブルーで染めた。
【０４３６】
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　蒸留水によるタンパク質沈殿の効率は、タンパク質に特異的である。ＢＳＡと炭酸脱水
酵素は効率良く沈殿してペレット中に回収されるが、リゾチームとγグロブリンはいずれ
も主に上澄み中に残っていた。
【０４３７】
　更に、ｄＨ２Ｏでいくつかのタンパク質を選択的に沈殿させ、他のものを溶液中に残す
ことで、同種のタンパク質の混合物を分別した。しかし、ｄＨ２Ｏに代えて２５ｍｇ／ｍ
ｌ　ＮａＣｌ溶液を加えると、水だけでは沈殿しなかったタンパク質の沈殿が向上した。
この方法は、複雑なタンパク質混合物の分別に応用できる。
【０４３８】
＜実施例１２＞
［生体試料からの、タンパク質、核酸、および脂質を同時に単離および分別するための、
無洗剤試料調製技術］
　この方法は、交互静水圧による細胞破壊（圧力循環技術、またはＰＣＴ）と、異なる種
類の分子を溶解し、個々の画分に分配する試薬系との、相乗的な組み合わせを活用するも
のである。ＰＣＴで促進した液液抽出では、高静水圧を用いて様々な化合物の溶媒和エネ
ルギーと溶解性とを変える。大気圧では非混和性のいくつかの液体が高圧下で影響し合い
、溶媒相の間で分子が分配する際に相境界があまり障壁とならなくなる。この結果、界面
だけでなく、容器の体積全体で分配が起こる。タンパク質と脂質は圧力下で可溶化し、フ
ッ素化アルコール類、例えば、ヘキサフルオロイソプロパノール（ＨＦＩＰ）などの両親
媒性有機溶媒によって溶液中に保たれる。この新たなＰＣＴ／ＨＦＩＰ抽出法で、ヒトま
たは野生動物の生検組織などの貴重または希有な試料や、小細胞集団様の初期幹細胞培養
物などの複製の困難な試料からの、タンパク質、脂質、および核酸の効率的な同時抽出が
行える。この方法のもう一つの長所は、不均一な試料をより正確に分析できることである
。タンパク質、脂質、および核酸分析用にそれぞれ試料を分ける必要がないため、試料中
の成分の不均一な分布による人為的影響が排除できる。ＰＣＴによる試料破壊とＨＦＩＰ
での抽出の組み合わせによって、酵素や洗剤を用いずに試料成分を溶解および分配し、多
数の試料、不便で時間のかかる組織均質化法、または徹底的な抽出後クリーンアップを必
要することなく、様々な種類の試料から効率的かつ容易に、脂質、タンパク質、ＲＮＡ、
およびＤＮＡが抽出できる。つまり、この新たな方法は、使用できる材料の量が限られて
いるために、転写プロフィールとタンパク質発現との相関、翻訳後タンパク質修飾および
組織脂質組成物の分析が、以前は実行不可能と考えられていた、あるいは、試料（replic
ates）間の精密な比較を行うには個々の試料間のばらつきが大きすぎる、特異的な生物学
的研究体系の実現に役立つと考えられる。
【０４３９】
　この新たな方法は、少量の貴重な試料だけでなく、多成分の精製を一度にできる便利な
方法が求められているような、より大きな試料にも有益である。ＰＣＴ／ＨＦＩＰプロト
コルは、大きな試料用に容易に拡張できるため、現在利用できる他の方法よりも多くの長
所がある。２５０～３００ｍｇ／ｍｌと、高い試料／溶媒比、場合によってはそれより高
い試料／溶媒比で、ＨＦＩＰを用いることができる。後の精製工程に沈殿反応が含まれる
場合、希薄な溶液中での効率は常に低いため、高い試料／溶媒比が重要である。試料のタ
ンパク質と脂質の大半をＰＣＴ／ＨＦＩＰ抽出した後、核酸を多く含む画分を、その後の
ＲＮＡまたはＤＮＡ精製のための比較的少量の試薬に加えることができる。これにより、
ＲＮＡおよびＤＮＡを少ししか含まない大量の試料（例えば、土、ヨーグルト、皮膚など
）から一層効率良く抽出ができると考えられる。
【０４４０】
　ＨＦＩＰなどの両親媒性溶媒中での静水圧による抽出は、素早く細胞を破壊し、脂質を
溶解し、タンパク質を溶解および変性する。減圧後の溶液中に核酸は残っておらず、試料
抽出後に、不溶画分から回収することができる。更に、親油性の高いタンパク質の抽出に
適した特徴的な条件により、この新たな方法で特異的に抽出された、いくつかのタンパク
質種が、ゲル内トリプシン消化およびＬＣ－ＭＳ／ＭＳによって同定された。この新たな
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方法で抽出された脂質は、クロマトグラフィや酵素消化法などのクリーンアップおよび分
離工程を更に行わずに、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析計を用いてそのまま分析できる。
【０４４１】
（実施例１２ａ）
［ＨＦＩＰ（ＰＣＴ／ＨＦＩＰ）中での圧力媒介抽出後の各画分の分析］
　ＲＮＡおよびタンパク質分散分析のため、約４×１０７個のＰＣ１２細胞を、ＰＢＳで
１度洗い、０．９ｍｌのＨＦＩＰ中に懸濁させて、ＰＵＬＳＥ管へ移した。鉱油（０．５
ｍｌ）を加えて、最終容量を１．４ｍｌとした。各試料に圧力サイクルを２０回かけた。
各圧力サイクルは、３５，０００ｐｓｉで２０秒間、次に、大気圧で２０秒間であった。
ＰＣＴ後、試料全体を、タンパク質用とＲＮＡ用の試料として均等に２つの管に分け、約
１２，０００×ｇで１５分間遠心して相を分けた。遠心後、無極性の上相の層を除いた。
界面層を清浄な管に移し、短時間遠心して、溶媒の残りを吸引して除いた。溶媒相を清浄
な管に移し、ＳｐｅｅｄＶａｃ上で乾燥して溶媒を除いた。ペレットを短時間遠心して残
留溶媒の吸引を促した。ＳＤＳ－ＰＡＧＥでタンパク質を可視化するため、ペレットと、
界面と、乾燥した溶媒画分とを、５０ｍＭ　ＤＴＴを加えた１ｍｌのＬａｅｍｍｌｉ試料
緩衝液に溶解した。ＲＮＡを単離するため、１ｍｌのＴＲＩＺＯＬ（登録商標）試薬を各
画分に加えた後、細胞からＲＮＡを抽出するための標準ＴＲＩＺＯＬ（登録商標）プロト
コルを行った。
【０４４２】
　ＤＮＡ分散分析では、２００ｍｇの冷凍マウス肝臓を、１．０ｍｌのＨＦＩＰと２５０
μｌの鉱油を用いて、前述のように抽出した。試料を等量に分け、前述のように相を分け
た。Ｑｉａｇｅｎ　ＤＮＥＡＳＹ（登録商標）血液および組織キットを使用し、細胞から
のＤＮＡの抽出に関する製造者の指示に従って、一方の試料のペレット、界面、および乾
燥溶媒画分からＤＮＡを抽出した。
【０４４３】
　アガロースゲル電気泳動により、３つの画分からのＲＮＡおよびＤＮＡ回収を比較した
。３つ全ての画分からのタンパク質を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離した。タンパク質の大部
分は可溶性相から回収された。Ｑｕｂｉｔ分析で定量した核酸の回収量から、ペレットと
界面とで、ＲＮＡ、ＤＮＡ両方の約９０％を占めることが確認された。
【０４４４】
　ウシ脂肪組織をＰＣＴ／ＨＦＩＰで抽出し、３つの画分に分けた。次に、脂質画分と不
溶性画分とを再抽出して、更にタンパク質が回収されるかどうかを調べた。再抽出した試
料をＳＤＳ－ＰＡＧＥで可視化し、固体残分からは更に少量のタンパク質が回収できるが
、脂質相からは検出できるほどのタンパク質は回収されないことを確認した。脂質相から
タンパク質を再抽出するため、３５０ｍｇのウシ脂肪組織を、鉱油を加えない１．０５ｍ
ｌのＨＦＩＰ中でＰＣＴにより処理した。抽出および遠心後、溶媒相を除き、脂質相を清
浄な試験管に移し、ペレットと界面を集めた。次に、ペレット／界面画分と脂質画分とを
、新たなＨＦＩＰで再抽出し、１２，０００×ｇで１０分間遠心した。溶媒を減圧下で蒸
発させて除き、得られた試料をＬａｅｍｍｌｉ試料緩衝液に溶解して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
にかけた。
【０４４５】
　先の実験から、次のことが分かった。１）脂質層中には、検出されるほどの抽出可能な
タンパク質はない。２）極性溶媒相は、試料タンパク質の大部分を含んでおり、ＲＮＡと
ＤＮＡは痕跡程度であった。３）ペレットと界面の両方がＲＮＡとＤＮＡを含んでおり、
ペレットは回収された核酸の約７０％を含み、界面は約２０％を含んでいる（残りの約１
０％は、蒸発後、溶媒相から回収できる）。
【０４４６】
（実施例１２ｂ）
　組織からゲノムＤＮＡを抽出するための簡単で効果的な方法の多くは、タンパク質の十
分な酵素消化により、無傷の（intact）ＤＮＡを放出するものである。我々は、ＨＦＩＰ
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とＰＣＴにより、細胞または組織からタンパク質を抽出した後、核酸画分をＤＮＡ単離の
ために処理することができ、無傷のゲノムＤＮＡを高収量で回収できることを示した。培
養哺乳類細胞の試料からタンパク質を抽出した後、ＤＮＡを単離するため、ＤＮＥＡＳＹ
（登録商標）キット（Qiagen製）を用いて固体画分を処理し、ＤＮＥＡＳＹ（登録商標）
キットを用いて直接抽出した対照細胞と回収量を比較した。このプロトコルで最大のＤＮ
Ａ収量を得るには、十分なプロテイナーゼＫ消化が必要なため、この方法は通常、無傷の
組織タンパク質の回収には適さない。
【０４４７】
　タンパク質とＤＮＡを抽出するため、等量の培養哺乳類細胞を、ＨＦＩＰ中で圧力循環
により処理した。ＢＡＲＯＣＹＣＬＥＲ（登録商標）（ＮＥＰ３２２９型またはＮＥＰ２
３２０型）を用いて、各試料に、２０回の圧力サイクルを加えた。各圧力サイクルは、高
圧（３５，０００ｐｓｉ）で２０秒間、次に、低（大気）圧で２０秒間であった。タンパ
ク質抽出物を乾燥し、ＩＥＦ緩衝液に溶解して、２Ｄ－ＰＡＧＥにかけた。次に、試料の
ＤＮＡとＲＮＡの大部分を含んでいるペレットと全ての固体界面層を、核酸抽出のため処
理した。ＤＮＡの定量のための、ＱＵＡＮＴ－ＩＴ（商標）ｄｓＤＮＡ　ＢＲ分析キット
を用い、Ｑｕｂｉｔフルオロメータ（Invitrogen製）で核酸回収量を測定した。
【０４４８】
　この結果、ＤＮＡが、多くの入手可能な試薬により、また手間のかかる試料の均質化も
必要なく、固相から容易に抽出できることが分かった。更に、タンパク質の大部分は既に
核酸画分から抽出されているため、抽出の際のＤＮＡ劣化の可能性も非常に低い。
【０４４９】
　冷凍マウス肝臓（２３ｍｇ／試料）を前述のように処理した。遠心後、タンパク質相を
乾燥し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけた。ＤＮＥＡＳＹ（登録商標）キットを用いて、固相か
らＤＮＡを抽出した。対照組織は、プロテイナーゼＫで消化した後、製造者の指示に従っ
て、ＤＮＥＡＳＹ（登録商標）キットを用いてＤＮＡを単離した。
【０４５０】
【表３】

【０４５１】
　細胞破壊とタンパク質抽出のためのＰＣＴ／ＨＦＩＰ法を、ＤＮＡ精製のためのＤＮＥ
ＡＳＹ（登録商標）キットと組み合わせると、細胞からのＤＮＡとタンパク質の同時回収
は非常に良い結果が得られた。更に、同じ逐次プロトコルが、肝臓組織からのタンパク質
とＤＮＡの抽出にうまく応用できた。タンパク質抽出物を、１Ｄまたは２Ｄ－ＰＡＧＥで
分析して、広範囲のタンパク質が、ＰＣＴ／ＨＦＩＰ抽出物から回収されることを確認し
た。組み合わせ法を用いた、細胞培養物からのＤＮＡ回収は、プロテイナーゼＫ消化を用
いたＤＮＥＡＳＹ（登録商標）対照と同程度であったが、組織試料からのＤＮＡ回収量は
、対照から得たものの約３０％であった（表３）。
【０４５２】
（実施例１２ｃ）
［ＰＣＴ／ＨＦＩＰによるＤＮＡ抽出は、広範囲の試料量に適応可能］
　ＰＣ１２細胞を、遠心分離によりペレットとし、生理学的緩衝液中に懸濁させてカウン
トした。１×１０４～５×１０５細胞の試料を、０．５～１．０ｍｌのＨＦＩＰ（各試料
の最終容量を、鉱油を加えて１．４ｍｌに調節した）中、ＰＣＴで抽出した。３５ｋｐｓ
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し、約１２，０００×ｇで遠心して、相とペレット（ＤＮＡを含む不溶画分）とを分けた
。ＤＮＥＡＳＹ（登録商標）キット（Qiagen製）を用いてペレットからＤＮＡを回収し、
細胞数に応じたＤＮＡ回収量を、図４に示した。この結果から、ＰＣＴ／ＨＦＩＰによる
ＤＮＡ回収は、わずか１万細胞程の試料からでも有効であることが確認された。
【０４５３】
（実施例１２ｄ）
［ＲＮＡとタンパク質との同時抽出のための、他の市販の方法と、ＰＣＴ／ＨＦＩＰ法と
の比較］
　ＰＣＴ／ＨＦＩＰ、ＴＲＩＺＯＬ（登録商標）試薬（Invitrogen製）、ＡＬＬＰＲＥＰ
（商標）ＲＮＡ／タンパク質キット（Qiagen製）、およびＰＡＲＩＳ（商標）キット（Am
bion製）を用いて、ＰＣ１２細胞（１０６細胞／試料）を処理した。
【０４５４】
　ＰＣＴ／ＨＦＩＰ抽出のため、ＢＡＲＯＣＹＣＬＥＲ（登録商標）（ＮＥＰ３２２９型
またはＮＥＰ２３２０型）を用いて、２０回の圧力サイクルを加えた。各圧力サイクルは
、高圧（３５，０００ｐｓｉ）で２０秒間、次に、低（大気）圧で２０秒間であった。Ｈ
ＦＩＰ中でＰＣＴ抽出を行った後、タンパク質を含む溶媒相を乾燥し、試料緩衝液に溶解
して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析にかけた。ペレットと固体界面層を集め、ＲＮＡ抽出のため
、０．５ｍｌのＴＲＩＺＯＬ（登録商標）を加えて、標準ＴＲＩＺＯＬ（登録商標）プロ
トコルで抽出処理した。他の３つの試料は、製造者の指示に従って処理した。各試料から
の等量のタンパク質抽出物を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離した。各ＲＮＡ試料の最終容量は
１００μｌであった。等量の各ＲＮＡ試料をゲル上で泳動させて、ＲＮＡが分解されてい
ないことを確認した。アガロースゲル上に、顕著な２８Ｓおよび１８ＳリボソームＲＮＡ
バンドがあることから、４つの方法全てで抽出されたＲＮＡは分解されていないことが確
認された。全ＲＮＡ回収量を、ＱＵＡＮＴ－ＩＴ（商標）ＲＮＡ分析キットで測定した。
【０４５５】
　ＴＲＩＺＯＬ（登録商標）（主にＲＮＡを抽出するよう設計された最適化試薬）は、優
れたＲＮＡ回収量を示すが、有機相からのタンパク質の抽出とクリーンアップのための多
段階プロトコルには時間がかかり、２回の沈殿工程と、３回の、３００ｍＭ　グアニジン
ＨＣｌを加えた９５％エタノール中での３０分間の洗浄と、最後に、ＴＲＩＺＯＬ（登録
商標）試薬からフェノールと染料を除くための、エタノール中での２０分間の洗浄が必要
である。この徹底したクリーンアップにより、やや化学量論的な（sub-stoichiometric）
in vitroタンパク質変性（Ｎ－末端、Lys）が起き、これは後に続くタンパク質の翻訳後
修飾の定量分析を妨害するおそれがある。他の３つのキットは使用が簡単だが、Ambionの
ＰＡＲＩＳ（商標）キットからのＲＮＡ回収量は、他の試薬のいずれよりも常に低かった
（表４）。これは、試料の溶解後、溶解物の半分しかＲＮＡ抽出に用いられず、もう半分
をタンパク質のために取り置いたためと考えられる。更に、処理を終えてからずっとタン
パク質抽出物は塩と洗剤とを含む細胞破壊緩衝液中にあるため、透析や濾過などの追加の
タンパク質クリーンアップ工程が必要である。Qiagenキットを用いたＲＮＡ回収量は、Ｔ
ＲＩＺＯＬ（登録商標）およびＰＣＴ／ＨＦＩＰで得られたものと同程度であるが、カラ
ムの結合能力が低いため、試料（１０６ＰＣ１２細胞）を２本のカラムに分けなければな
らず、仕事量と各試料のコストが増える。また、ＲＮＡからタンパク質画分を分けるため
に用いられるＡＬＬＰＲＥＰ（商標）スピンカラムの性質のため、多くのタンパク質が結
合ＲＮＡ画分と共に残り、回収したタンパク質画分にはない。更に、ＡＬＬＰＲＥＰ（商
標）プロトコルで集めたタンパク質画分は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥに適さないＲＮＡ安定化緩
衝液を含んでいるため、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析の前にタンパク質をアセトンで沈殿させな
ければならず、これは潜在的な損失につながる。
【０４５６】
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【表４】

【０４５７】
（実施例１２ｅ）
　新たな方法を用いて回収したＲＮＡ画分が、ゲル上の２８Ｓおよび１８Ｓ　ＲＮＡの存
在によって示されたように、無傷であるだけでなく、無傷のｍＲＮＡも含み、またＲＴ－
ＰＣＲに適合することを確認するため、前述の４種のＲＮＡ試料を、βアクチンプライマ
を用いる、リアルタイム－ＲＴ－ＰＣＲ増幅にかけた。ＰＣＴ／ＨＦＩＰでＰＣ１２細胞
から抽出したＲＮＡ抽出物は、試験した３種の標準法と非常に良く一致し、試料が、予想
濃度の増幅可能なｍＲＮＡを含んでいることを示している（表５）。
【０４５８】
【表５】

【０４５９】
（実施例１２ｆ）
　標準的なプロテオーム試料中では通常少なく見積もられる、いくつかの疎水性タンパク
質を、ＰＣＴ媒介液液抽出法が脱脂および可溶化する能力を示すため、２つの異なる抽出
緩衝液を使用してネズミの白色脂肪組織を抽出し、次に２Ｄ－ＰＡＧＥ分離、ゲル内消化
、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳによる分析を行って比較した。ネズミの腹部脂肪の２つの試料を、Ｐ
ＣＴ／ＨＦＩＰ溶媒系、または洗剤を用いた抽出緩衝液（７Ｍ尿素、２Ｍチオ尿素、４％
ＣＨＡＰＳ）のいずれかを用い、同じ圧力循環条件下で処理した。
【０４６０】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥは、４～１２％のポリアクリルアミド勾配ゲル上で行った。２Ｄ－Ｐ
ＡＧＥ分離のため、トリブチルホスフィン／アクリルアミドによる同時還元およびアルキ
ル化を行った。固定化したｐＨ勾配ストリップ（ｐＨ３～１０）を試料で６時間水和した
後、１万Ｖで１０万Ｖ・時間、ＩＥＦを行った。全ての成形済電気泳動供給品およびＣｒ
ｉｔｅｒｉｏｎ垂直ゲル電気泳動装置は、Bio-Rad Laboratories（カリフォルニア州ハー
キュリーズ）製であり、ＩｓｏｅｌｅｃｔｒＩＱ２一体化ＩＥＦ装置は、Proteome Syste
ms（マサチューセッツ州ウォバーン）製であった。ゲルをコロイド状ＣＢＢまたはＳＹＰ
ＲＯ（登録商標）ルビーで染め、スキャンし、ＰＤＱｕｅｓｔソフトウェアで解析して、
統計的有意差を持つ抽出のタンパク質を求めた。選択したゲルスポットを切り取り、通常
のゲル内消化プロトコル２６を用いて処理した。消化のため、シークエンシンググレード
の変性ブタトリプシン（ウィスコンシン州マディソン、Promega製）を用いた。
【０４６１】
　タンパク質消化物（５～１０μｌ）を、Ｃ１８固相抽出捕集カラム（内径３００μｍ×
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５ｍｍ、カリフォルニア州、Dionex製）と、内径１００μｍ×１２ｃｍのナノＬＣ逆相自
己充填フューズドシリカカラム（ＰｉｃｏＦｒｉｔ、内径８μｍのプルドチップ（pulled
 tip）（マサチューセッツ州ウォバーン、New Objective, Inc.製）、固定相：Ｍａｇｉ
ｃ　Ｃ１８ＡＱ、３μｍ、１００オングストローム（カリフォルニア州オーバーン、Mich
rom Bioresources製））とを用い、０．１％ギ酸中アセトニトリルの直線勾配を用いて分
離した。ナノエレクトロスプレにより、溶出液を、ＬＴＱ　Ｏｒｂｉｔｒａｐ、または、
ＬＣＱ　Ｄｅｃａ　ＸＰ　Ｐｌｕｓ質量分析計（カリフォルニア州サンホセ、Thermo Fis
her Scientific製）に導入した。データ解析は、ＳＥＱＵＥＳＴ－ＳＯＲＣＥＲＥＲ（商
標）アルゴリズムを用い、ＳＯＲＣＥＲＥＲ（商標）（カリフォルニア州サンホセ、Sage
-N Research製）サーチエンジン上で行った。結合させた“forward”および“reverse”
ＦＡＳＴＡデータベースに対して検索を行った。同定結果をフィルタにかけ、タンパク質
予測およびペプチド予測プラットフォームを用いて確認した。推定誤検出同定率（estima
ted false positive identification rate）を≦１％に調整して、タンパク質同定データ
の信頼性と感度のバランスを保った。
【０４６２】
　洗剤を用いて抽出した試料中にはなかった、あるいはごく微量であった、いくつかのタ
ンパク質が、ＰＣＴ／ＨＦＩＰで抽出したマウス脂肪組織の２Ｄゲル上で確認された。こ
のようなタンパク質としては、フェリチン軽鎖、アポリポタンパク質Ａ１、スーパーオキ
シドジスムターゼ［Ｃｕ－Ｚｎ］、ペリリピン（タンパク質に結びついた脂質滴）、αエ
ノラーゼ、および炭酸脱水酵素が挙げられる。
【０４６３】
（実施例１２ｇ）
［圧力循環媒介ＨＦＩＰ抽出より得られた脂質画分の直接利用は、陽イオン化モードでＤ
ＨＢマトリックスを使用するＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析に適合］
　ラット脳組織から、前述のように、鉱油を加えたＨＦＩＰを使用し、ＰＣＴで脂質を抽
出した。ウシ心膜脂肪は、鉱油を加えずに、ＰＣＴ／ＨＦＩＰで抽出した。２つの組織か
らの脂質相をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析にかけた。
【０４６４】
　ＰＣＴ／ＨＦＩＰで抽出した脂質画分は、クリーンアップ法（クロマトグラフィ、追加
の抽出工程、または酵素消化など）を更に行う必要がなく、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析
計による分析にそのまま使用できる。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦによる脂質相のリン脂質および
トリグリセリド分析は、次のような変更を加えて、前述と同様に行った。５０％アセトニ
トリル／水に加えた０．５Ｍ　２，５－ジヒドロキシ安息香酸（ＤＨＢ）マトリックス溶
液の２μｌの液滴をＭＡＬＤＩターゲット上に置き、直後に、この液滴上に一定分量（０
．５μｌ）の脂質相画分をスポットした。この試料塗布法は、有機溶媒中の脂質溶液の粘
度と表面張力が非常に小さいために、ＭＡＬＤＩターゲットの複数のスポット位置に液滴
が広がってしまうのを防いだ。更に、結晶化するマトリックス混合物上に両親媒性溶媒を
塗布すると、比較的均一なマトリックス／試料スポットができた。データは、陽イオン化
モードで、ＡＢＩ４７００プロテオーム分析器（カリフォルニア州フォスターシティ、Ap
plied Biosystems製）に集めた。
【０４６５】
　その結果は、新たな方法で抽出した脂質は、広範囲の脂質タイプを示し、また十分に純
度が高く、更に精製工程を行うことなくそのまま分析できることを示している。２つの異
なる組織から組織特有の脂質スペクトルが得られた。脳試料のリン脂質特性は、ラット脳
抽出物中では明瞭であるが、ウシ脂肪組織の脂質組成物には認められなかった。
【０４６６】
（実施例１２ｈ）
　ＰＣＴ／ＨＦＩＰ抽出法の有用性を更に示すため、５つの異なるラット組織から、タン
パク質、ＲＮＡ、およびＤＮＡの逐次抽出を行った。
【０４６７】
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　急速冷凍したラットの組織（２６４ｍｇの腎臓、３３０ｍｇの腹部脂肪体、３１０ｍｇ
の肝臓、２６４ｍｇの脳、２００ｍｇの心筋）を、それぞれ、１．０ｍｌのＨＦＩＰと、
１５０～２００μｌの鉱油を用いて処理した。ＢＡＲＯＣＹＣＬＥＲ（登録商標）（ＮＥ
Ｐ３２２９型またはＮＥＰ２３２０型）を用いて、それぞれの試料に、２０回の圧力サイ
クルをかけた。各圧力サイクルは、高圧（３５，０００ｐｓｉ）で２０秒間、次に、低（
大気）圧で２０秒間であった。ＰＣＴおよび遠心後、それぞれのタンパク質画分の１０％
量を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用に調製した。各試料からのペレットと界面画分を集め、０．５
ｍｌのＴＲＩＺＯＬ（登録商標）に溶解し、十分にボルテックスにかけて、細胞からＲＮ
ＡおよびＤＮＡを抽出するための標準ＴＲＩＺＯＬ（登録商標）プロトコルに従って処理
した。
【０４６８】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥで分離したタンパク質含有画分は、各試料の組織特有のタンパク質パ
ターンを明らかにした。アガロースゲル電気泳動から、２８Ｓおよび１８ＳリボソームＲ
ＮＡの存在が示すように、ＲＮＡは無傷であることが確認された。固相からＲＮＡおよび
ＤＮＡを単離するためのＴＲＩＺＯＬ（登録商標）プロトコルを用いて、ＰＣＴ／ＨＦＩ
Ｐによるタンパク質の抽出後に、ゲノムＤＮＡと無傷の全ＲＮＡの両方を単離できること
を確認した（表６）。
【０４６９】
　この結果から、ＰＣＴ／ＨＦＩＰ媒介組織破壊および抽出により、様々な組織から、タ
ンパク質、無傷のＲＮＡ、およびゲノムＤＮＡを効率的に回収できることが確認された。
【０４７０】

【表６】

【０４７１】
　本発明の多くの実施の形態を述べたが、本発明の意図および範囲から外れることなく、
様々な変形が行えることは理解されよう。
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