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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　装置であって、
　ａ）第一チャンバー及び第二チャンバー、ここで前記第一チャンバーは注目の分子を含
むサンプルを入れるためのチャンバーであり、そして前記第一及び第二チャンバーの各々
は水含有溶液を含む；
　ｂ）前記第一及び第二のチャンバー間に配置される水非混和性物質、ここで前記水非混
和性物質は、第一及び第二チャンバーに隣接してバリアを形成し、前記バリアは各チャン
バー中の水含有溶液と前記水非混和性物質との間に水含有溶液－水非混和性物質の静止し
た界面を規定する；及び、
　ｃ）第一チャンバーのサンプル中に存在する注目の分子を、前記水非混和性物質へと動
かし、そして前記水非混和性物質を通じて第二チャンバー中の水含有溶液へと直接的に動
かすことができるように、第一チャンバー中の固相担体との相互作用のための外部から加
えられる力を発生させる、輸送構成要素、
を含んでなる、装置。
【請求項２】
　水非混和性物質によって形成される前記バリアが、前記第一及び第二チャンバーを接続
するブリッジである、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　１又は複数の追加のチャンバーをさらに含み、そして空気、液体、又はその他の物質が
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、前記１又は複数の追加のチャンバーの間に配置されるか、或いは前記１又は複数の追加
のチャンバーと前記第一チャンバーとの間に配置される、請求項１又は２に記載の装置。
【請求項４】
　前記第一及び第二チャンバーが、前記水非混和性物質の存在により創出される、請求項
１～３のいずれか１項に記載の装置。
【請求項５】
　第一チャンバー、第二チャンバー、又は両方に、さらに試薬を含んでなる、請求項１～
４のいずれか１項に記載の装置。
【請求項６】
　前記試薬が、サンプル精製試薬、サンプル分析試薬、及び注目の分子の検出を可能にす
る試薬から選択される、請求項５に記載の装置。
【請求項７】
　前記試薬が、細胞溶解、注目の分子の捕捉、又は両方を起こす試薬である、請求項５に
記載の装置。
【請求項８】
　前記試薬が、磁性粒子である、請求項５～７のいずれか１項に記載の装置。
【請求項９】
　前記固相担体が磁性粒子である、請求項１～８のいずれか１項に記載の装置。
【請求項１０】
　前記輸送構成要素が磁石である、請求項８又は９に記載の装置。
【請求項１１】
　前記水非混和性物質が、ワックス又はオイルである、請求項１～１０のいずれか１項に
記載の装置。
【請求項１２】
　前記水非混和性物質が室温で液体である炭化水素ワックスである、請求項１１に記載の
装置。
【請求項１３】
　前記炭化水素ワックスが、水に浮く比重を有する、請求項１２に記載の装置。
【請求項１４】
　前記水非混和性物質が、水に浮く比重を有する、請求項１～１３のいずれか１項に記載
の装置。
【請求項１５】
　前記１又は複数の追加のチャンバーが、試薬を含んでなる、請求項３に記載の装置。
【請求項１６】
　前記試薬が磁性粒子である、請求項１５に記載の装置。
【請求項１７】
　前記試薬が、サンプル中の細胞の溶解を引き起こす、請求項１５に記載の装置。
【請求項１８】
　前記第一又は第二チャンバー中に配置される分析試薬をさらに含んでなる、請求項１～
１７のいずれか１項に記載の装置。
【請求項１９】
　前記注目の分子が核酸であり、そして前記分析試薬が核酸増幅試薬を含む、請求項１８
に記載の装置。
【請求項２０】
　前記注目の分子が核酸であり、そして前記分析試薬が核酸検出試薬を含む、請求項１８
に記載の装置。
【請求項２１】
　前記注目の分子がポリペプチドであり、そして前記分析試薬がポリペプチド検出試薬を
含む、請求項１８に記載の装置。
【請求項２２】
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　前記第一チャンバーが水－アルコール溶液を含んでなり、前記第二チャンバーが異なる
水含有溶液を含んでなる、請求項１～２１のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２３】
　前記水非混和性物質が、室温で液体である親油性物質であるか、又はフルオロカーボン
流体である、請求項１～２２のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２４】
　前記フルオロカーボン流体がフルオロカーボンオイルである、請求項２３に記載の装置
。
【請求項２５】
　前記外部から加えられる力が、磁場、電場、重力及び圧力から選択させる、請求項１～
２４のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２６】
　前記固相担体が前記サンプル中の注目の分子と結合され、そして前記外部から加えられ
る力が、前記固相担体及びそれと結合した注目の分子の、第一チャンバーから前記水非混
和性物質への移動、前記非混和性物質中の通過、そして第二チャンバー中の水含有溶液へ
の直接的な移動を引き起こす、請求項１～２５のいずれか１項に記載の装置。
【請求項２７】
　前記水非混和性物質が、前記第一及び第二チャンバー間を接続するチャネルを形成する
、請求項１に記載の装置。
【請求項２８】
　前記注目の分子が、核酸、ポリペプチド又は無傷細胞である、請求項１～２７のいずれ
か１項に記載の装置。
【請求項２９】
　前記核酸がＲＮＡ又はＤＮＡである、請求項２８に記載の装置。
【請求項３０】
　前記ポリペプチドがタンパク質である、請求項２８に記載の装置。
【請求項３１】
　請求項１～３０のいずれか１項に記載の装置を含んでなるシステム。
【請求項３２】
　検出用構成要素をさらに含んでなる、請求項３１に記載のシステム。
【請求項３３】
　バルブを含まず、そして前記第一及び第二チャンバー中の水含有溶液が流動しない、請
求項３１に記載のシステム。
【請求項３４】
　前記装置が複数のチャンバーを含んでなり、前記第一及び第二チャンバーが前記複数の
チャンバー内に存在し、そして前記第一チャンバーに先立って、前記複数のチャンバー中
の別のチャンバーが存在する、請求項３１に記載のシステム。
【請求項３５】
　以下のステップ：
　請求項１～３０のいずれか１項に記載の装置、又は請求項３１～３４のいずれか１項に
記載のシステムの、第一チャンバー中に注目の分子を含むサンプルを置き、そして
　注目の分子と結合した固相担体に力を加えて、前記担体及びそれと結合した注目の分子
を、第一チャンバー中の水含有溶液から前記水非混和性物質を通じて、第二チャンバー中
の水含有溶液へと直接的に移動させること、
を含んでなる、サンプル加工方法。
【請求項３６】
　前記サンプルが、生物サンプルである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記注目の分子が、核酸、細胞、又はポリペプチドである、請求項３６に記載の方法。
【請求項３８】
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　前記注目の分子を固相担体と結合させることをさらに含む、請求項３５～３７のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記固相担体が磁性粒子であり、
第一チャンバー中において前記注目の分子を磁性粒子と結合させるステップ
をさらに含んでなり；そして
加えられる磁場によって前記磁性粒子と結合した前記注目の分子を移動させる、請求項３
５～３８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４０】
　第一チャンバー中に注目の分子を含むサンプルを置く前記ステップに先立って、注目の
分子を磁性粒子と結合させるステップをさらに含んでなる、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　前記第二チャンバー中の注目の分子を加工試薬で処理し、加工されたサンプルを作製す
ることをさらに含んでなる、請求項３５～４０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４２】
　前記加工試薬が精製試薬であり、そして前記注目の分子を精製することをさらに含んで
なる、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　前記精製試薬が捕捉試薬であり、そして前記第二チャンバー中の注目の分子を捕捉する
ことをさらに含んでなる、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記精製試薬が洗浄試薬であり、そして前記第二チャンバー中の注目の分子を洗浄する
ことをさらに含んでなる、請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　第一チャンバー中に注目の分子を含むサンプルを置く前記ステップが、複数のチャンバ
ーを含む装置においてサンプルを置くことを含んでなり、ここで前記第一及び第二チャン
バーが、前記複数のチャンバー内にあり、そして前記第一チャンバーに先立って、前記複
数のチャンバー中の別のチャンバーが存在する、請求項３５～４４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項４６】
　前記第一チャンバーに先立つチャンバーに含まれる試薬を用いて、サンプルを溶解する
ことをさらに含んでなる、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　前記第一又は第二チャンバーに第一の試薬が配置され；そして
　前記第一又は第二チャンバーに第二の試薬が配置される、請求項３５～４６のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項４８】
　前記第一の試薬が精製試薬である、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　前記第二の試薬が分析試薬である、請求項４７又は４８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生物反応を行うためのシステム、装置、及び方法に関する。特に、本発明は
、サンプルの分離、精製、改変、及び分析プロセスにおける疎水性、水非混和性、又は親
油性バリアの使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
関連発明の相互参照
　本出願は、２００８年２月２９日に出願された仮出願に対して優先権を主張し、前記仮
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出願は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。
【０００３】
　政府支援
　本出願は、米国立衛生研究所により承認されたＧｒａｎｔ ＣＣＦ０３２９９５７、及
び米国立科学財団により承認されたＧｒａｎｔ ５ＲＯ１ＥＢ００１４１８－０３により
支援された。
【０００４】
　生物サンプルの分析用のコスト効率的で使い易いシステム、方法及び装置に対する大き
なニーズがある。多くの市販のシステムは、数万から数十万ドルの費用がかかり、且つ失
敗し易くする多くの可動部を有する。かかるシステムのコスト及び複雑性のために、その
使用は、一般的に、その操作及びメンテナンスを支援する必要がある組織及びサービスを
有する、人員を有する臨床的研究所に限定される。
【０００５】
　Ａｂｂｏｔｔ Ａｒｃｈｉｔｅｃｔ、Ｓｉｅｍｅｎｓ Ｃｅｎｔａｕｒ、Ｒｏｃｈｅ Ｅ
ｌｅｃｓｙｓ等により代表される十分に統合された自動化アナライザー類は、免疫学的検
定を行う。Ａｂｂｏｔｔ ｍ２０００、Ｒｏｃｈｅ ＣＯＢＡＳ、ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ 
ＮｕｃｌｉＳＥＮＳ等に代表されるモジュールアナライザー類は、核酸検定を行う。これ
らのシステムの複雑性の多くは、検定の加工に関与する分離ステップの結果である。
【０００６】
　モジュールシステムは、調査研究所においても頻繁に使用される。免疫学的検定分離は
、Ｔｉｔｅｒｋｅｔ ＭＡＰ－Ｃ２、ＢｉｏＴｅｋ ＥＬｘ５０、Ｔｅｃａｎ ＰＷ ９６／
３８４等のプレート洗浄機により行われてもよい。核酸分離は、Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ ＰＲＩＳＭ（商標）６１００、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｐｒｅｐ，Ｔｈｅ
ｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒ，Ｐｒｏｍｅｇａ Ｍａｘｗｅｌｌ
等のシステムにより行われる。
【０００７】
　低コストで確実なアナライザーの利用可能性は、疾患の診断及び管理に関するので、世
界中で重大な関心事である。この問題はＨＩＶ感染の管理に関連する問題により強烈に例
示される。ＨＩＶに関連する核酸又はタンパク質レベルの検出を可能にする多くの技術が
存在する。この検出はＨＩＶに感染したものの患者ケアを管理するために重要である。し
かしながら、これらのシステムのコスト及び複雑性により、その汎用的使用が妨げられる
。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、生物反応を行うためのシステム、装置、及び方法に関する。特に、本発明は
、サンプル分離、精製、改変、及び分析プロセスにおける、疎水性、水又はアルコール－
非混和性、又は親油性バリアの使用に関する。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
【図１】図１は、本発明のある実施態様のサンプル精製及びＰＣＲのためのカートリッジ
を示す。図１ａは、カートリッジ試作品を示す。図１ｂは、液体ワックスチャネルの図を
示す。
【図２】図２は、本発明のある実施態様のサンプル精製のためのカートリッジを示す。
【図３】図３は、本発明のある実施態様のカートリッジの構成で使用されるホイル積層板
の層を示す。
【図４】図４は、本発明のある実施態様で使用されるホイル積層板カートリッジの図を示
す。
【図５】図５（ａ）は、２つの非混和性流体に対する永久磁石の位置を示し、（ｂ）は、
ｘ及びｙ方向における粒子の磁力の表面プロットを示す。
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【図６】図６は、重錘法を用いる表面張力の推定のための実験装置を示す。
【図７】図７は、チューブベースのマイクロ流路系におけるサンドイッチアッセイの様々
な段階の例示を示す。
【図８】図８は、ＦＬ１高さ対Ｌｏｇ（ビオチン濃度）のプロットを示す。
【図９】フローサイトメーター対前方散乱、側方散乱、及びＦＬ１高さにより記録される
事象のプロットを示す。
【図１０】図１０は、ストレプトアビジン被覆磁性粒子の、一のキャピラリーから別のキ
ャピラリーへの動きと、その後のビオチンでの反応の例示を示す。
【図１１】図１１ａは、オイル含有蛍光色素を介して動いた後の、ストレプトアビジン被
覆粒子のシグナルを示す。図１１ｂは、ストレプトアビジン被覆粒子を、油含有蛍光色素
を介して動かし、ＰＢＳバッファ中で攪拌した後の当該粒子のシグナルを示す。
【図１２】図１２は、本発明のある実施態様において使用される２チャンバーキュベット
の概略図を示す。
【図１３】図１３は、本発明のある実施態様において使用される２チャンバーキュベット
の概略図を示す。
【図１４】図１４は、ＩＰＦ法を用いる血漿からのＨＩＶ－１のｑＲＴ－ＰＣＲを示す。
４つの異なるＲＮＡ濃度についてのＣｔ値の標準曲線は、ＨＩＶ－１ウイルスコピー数の
ｌｏｇ１０に対して二重にプロットされる。
【図１５】図１５は、ＩＰＦと、精製のマニュアル法と比較するＢｌａｎｄ－Ａｌｔｍａ
ｎプロットを示す。黒色塗りつぶしの正方形は、２つの方法間の差異を示し、実線（ｙ＝
－０．００７７２）２つの方法間の平均差をプロットし、点線は当該平均の平均＋２及び
－２標準偏差（ＳＤ）を示す。
【図１６】図１６は、尿サンプル由来のクラミジアのｑＰＣＲによるＩＰＦ定量を示す。
【図１７】図１７は、尿サンプル由来の淋菌のｑＰＣＲによるＩＰＦ定量を示す。
【図１８】図１８は、クラミジアのＩＰＦ及び精製のマニュアル法を比較するＢｌａｎｄ
－Ａｌｔｍａｎプロットを示す。
【図１９】図１９は、淋菌のＩＰＦ及び精製のマニュアル法を比較するＢｌａｎｄ－Ａｌ
ｔｍａｎプロットを示す。
【図２０】図２０は、２５μＬ ＷＢ由来のプロウイルスＤＮＡについてのＩＰＦ ＰＣＲ
を示す。
【図２１】図２１は、ＩＰＦ及び精製のマニュアル法を比較するＢｌａｎｄ－Ａｌｔｍａ
ｎプロットを示す。
【発明を実施するための形態】
【００１０】
　ある実施態様によれば、本発明は、生体分子又は細胞の精製、改変、分析、及び／又は
検出のための試薬を含んでなる複数のサンプル加工チャンバー；及び２以上のチャンバー
の中間に（例えば、前記チャンバーを分離する）親油性物質を含んでなる、生物サンプル
精製及び／又は分析装置を提供する。ある実施態様によれば、親油性物質はワックスであ
る。ある実施態様によれば、当該ワックスは、規定の温度で液体又は固体状態をとること
ができる相転移ワックスである。例えば、ある実施態様によれば、当該ワックスは、貯蔵
及び輸送温度で固体状態をとり、反応温度（例えば、室温）で液体状態をとる。ある実施
態様によれば、親油性物質はオイルである。ある実施態様によれば、２つの反応チャンバ
ーがある。ある実施態様によれば、３つの反応チャンバーがある。ある実施態様によれば
、４つの反応チャンバーがある。ある実施態様によれば、５つの反応チャンバーがある。
ある実施態様によれば、６以上（例えば、７、８、９、１０、１１、・・・、２０、・・
・）の反応チャンバーがある。ある実施態様によれば、親油性物質は２以上のチャンバー
の間に隣接するバリアを提供する（すなわち、サンプルは第一チャンバーから直接親油性
物質に、その後、当該親油性物質から直接第二チャンバーに通過する）。他の実施態様に
よれば、親油性物質と１以上のチャンバーとの間に、空気、液体、又はその他の物質があ
る。かかる実施態様によれば、当該親油性物質は、加工されるサンプル又は生体分子が、
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第一チャンバーから第二チャンバーまでの通過の間のいくつかの点で、当該親油性物質を
通り抜けるように位置される。
【００１１】
　ある実施態様によれば、反応チャンバーの全て、又はサブセットは、サンプル精製のた
めのみに使用される。例えば、１又は複数の反応チャンバーは、サンプル精製事象、限定
するものではないが、例えば、細胞溶解、生体分子捕捉、生体分子分離、及び細胞培養、
精製、及び／又は分析を起こす試薬を含む。いくつかの実施態様によれば、反応チャンバ
ーの全て、又はサブセットは、サンプル改変のためのみに使用される。例えば、１又は複
数の反応チャンバーは、生体分子（例えば、核酸、タンパク質、脂質等）、又は細胞改変
事象、限定するものではないが、例えば、増幅、ライゲーション、開裂、標識、伸長、分
解、リガンドとの結合、オリゴマー形成、形質移入、形質転換、遺伝子組換え、分裂、分
化等を起こす試薬を含む。ある実施態様によれば、反応チャンバーの全て、又はサブセッ
トは、サンプル分析のためのみに使用される。例えば、１又は複数のチャンバーは、注目
の生体分子又は細胞の検出又は他の分析ができる試薬又は他の成分を含む。ある実施態様
によれば、チャンバーは、色、蛍光シグナル、発光シグナル、又はその他の検出可能な特
徴の発現ができる試薬を含む。いくつかの実施態様によれば、チャンバーはシグナル読取
器（例えば、色読取器、蛍光読取器、発光読取器、目視等）による最適なシグナル検出を
するよう構成される。１又は複数のチャンバーを、様々な多数の課題、例えば精製、改変
、分析、及び／又は検出のために使用してよい。
【００１２】
　本発明は、チャンバーが互いに構成されるか、分離されるかに限定されない。チャンバ
ーは、互いに同サイズ及び形状であっても、異なるサイズ又は形状であってもよい。様々
な構成を使用できる。いくつかの実施態様によれば、チャンバーは、ウェル、及び一のチ
ャンバーから別のチャンバーへ移される任意の物質が、そして上下運動により親油性物質
を通りぬけ、且つそこを去るように、当該ウェルの上又は下に位置する親油性バリアであ
る。いくつかの実施態様によれば、チャンバーは、親油性物質の存在により創出される。
例えば、いくつかの実施態様によれば、親油性物質を、１又は複数のチャネル（例えば、
ガラス、プラスチック、又はセラミック管）における１又は複数の点に沿って堆積させ、
前記１又は複数のチャネルの区間の間にバリアを創出する。当該チャネルは、任意のサイ
ズでよく、キャピラリー管又はマイクロ流体チャネル等の小さいサイズがある。ある実施
態様によれば、注目のサンプル又は生体分子を、反応チャンバーの線系列に送達させるよ
うな、チャンバー及びバリアを構成する。しかしながら、別の実施態様によれば、第一反
応チャンバーにおけるサンプル又は生体分子は、任意に１又は複数の他のチャンバーを飛
ばしてもよい。いくつかの実施態様によれば、当該チャンバーは、従来の実験室装置（例
えば、自動ロボットアーム、プレートホルダー（例えば、９６ウェル）、サーモサイクラ
ー、蛍光検出器等）に適合するよう構成されたサイズ又は形状を有する装置に収容される
。ある実施態様によれば、反応チャンバーを分離するためにチャネルを使用し、ここでチ
ャネルの全て又は一部は、親油性物質を含む。例えば、ある実施態様によれば、装置を、
２以上のウェルを接続するチャネルを有する９６ウェル又は３８４ウェルプレートと同様
に構成する。ある実施態様によれば、２つのチャンバー間の経路は、当該親油性物質に侵
入するか、そこから離れる前及び／又は後に、空気、水、又はその他の流体を含む。
【００１３】
　ある実施態様によれば、反応チャンバーは、疎水性溶液を含むマイクロウェル又はマイ
クロ管であり、親油性物質は当該チャンバーのサブセット又は別々のチャンバーにおいて
、前記溶液の上又は下に置かれる。
【００１４】
　ある実施態様によれば、当該装置は、親油性物質を介し、１の反応チャンバーから別の
チャンバーへ所望の物質を移動させる輸送メカニズムを含んでなる。例えば、ある実施態
様によれば、当該反応チャンバーの１つにおいて、注目の生体分子を磁性ビーズ等の磁性
粒子と結合させる。磁性粒子を、疎水性バリアを介して、第一チャンバーから第二チャン
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バーへ移動させる（例えば、磁石からの）磁場の適用により、注目の生体分子は、一方の
チャンバーから他方のチャンバーへ動かされる。他の実施態様によれば、電場が、電荷を
用いて、生体分子又は生体分子と結合した成分（例えば、リガンド、ビーズ、チャージタ
グ等）を、１のチャンバーから別のチャンバーへ動かす。ある実施態様によれば、遠心力
を用いて、１のチャンバーから別のチャンバーへ注目の生体分子を、疎水性バリアを介し
て移動させる。ある実施態様によれば、真空又は吸引による圧力を用いて、チャンバー間
の物質を動かす。本発明は、輸送のメカニズムにより限定されない。
【００１５】
　ある実施態様によれば、装置は、操作又は使用の際の液体の損失を防止又は低減する蒸
気バリアを含んでなる。ある実施態様によれば、装置は、複数の互いに積み重なった物質
の薄層から構成される。例えば、ある実施態様によれば、当該層は、プラスチック層間に
挟まれるアルミホイル層を含んでなる。
【００１６】
　ある実施態様によれば、本発明の装置は、サンプル収集、サンプル操作、サンプル廃棄
、データ収集、データ分析、及びデータ提示ができる１以上の他の成分を含むシステム（
例えば、キット）として提供される。これらの成分は、別々の装置であっても、多成分装
置を１つに統合してもよい。これらの成分は、限定するものではないが、医療装置、環境
サンプル操作装置、タンパク質精製装置、核酸精製装置、コンピュータ、ソフトウェア等
を含んでよい。当該システム又は装置の１以上の成分は、自動化できる。ある実施態様に
よれば、当該システムの１以上の成分を、自動化しないで行うよう構成する。例えば、非
自動化システムにおいて、ハンドヘルド磁石で１のチャンバーから別のチャンバーへサン
プルを動かすか、ヒートブロック又は水浴を用いて所望の反応温度を作り出すか、ハンド
ヘルド蛍光検出器を用いてシグナルを検出するか、又はシグナルを目視する。
【００１７】
　本発明のシステム及び装置は、様々なサンプルの使用が見出されている。例えば、ある
実施態様によれば、サンプルは、生物サンプル又は環境サンプルである。生物サンプルは
、動物（例えばヒト）から得てもよく、流体、固体、組織、及び気体を包含する。生物サ
ンプルには、血漿、血清等の血液製剤、及び脳脊髄液、唾液、気管支洗浄剤、気管支吸引
物、尿、リンパ液、及び様々な呼吸器系外分泌物、腸及び泌尿生殖路、涙、唾液、乳、白
血球、骨髄腫、細胞培養上清、組織（固定又は非固定）、細胞（固定又は非固定）等の生
体液等がある。環境サンプルには、限定するものではないが、表面物質、土壌、水、工業
サンプル等の環境物質がある。
【００１８】
　本開示の理解の促進のために、以下で用語を定義する。
　本明細書で使用される場合、「親油性物質」なる用語は、水、アルコール、又の親水性
又は水溶性の溶液において、実質的に非混和性である任意の物質のことを言う。ある実施
態様によれば、本発明の親油性物質は、核増幅又は生体分子検出等の特定の生物プロセス
を干渉する物質に対し、低溶解性である。ある実施態様によれば、本発明の親油性物質は
、低蒸気圧である。親油性物質は、それら自身内で、且つ他の物質と、ファンデルワール
ス力を介して相互作用する傾向がある。これらは、水素結合をほとんど形成しないか、形
成する能力を有さない。親油性物質は典型的に、大きなｏ／ｗ（油／水）分配係数を有す
る。
【００１９】
　「水非混和性」及び「疎水性」物質は、本明細書において同意義として使用される。該
用語は、水中で特に不溶性であり、且つ塩化メチレン等の揮発性親油性溶媒及び非揮発性
溶媒、特にＮ－メチルピロリドン（ＮＭＰ）に溶解しやすい、ポリマーを含む。
【００２０】
　「水混和性」又は「親水性」物質とは、少なくとも等量の水で、分離することなく希釈
することができる有機液体のことを言う。
【００２１】
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　「水非混和性」又は「親油性」物質の特性は、少なくとも等量の水で、分離することな
く希釈することができないもののことを言う。
【００２２】
　「精製ポリペプチド」又は「精製タンパク質」又は「精製核酸」は、注目のポリペプチ
ドもしくは核酸、又は注目のポリペプチドもしくはポリ核酸がもとから結合する細胞成分
を基本的に含まない、例えば、当該成分を約５０％未満、好ましくは約７０％未満、そし
てより好ましくは約９０％未満含有するその断片を意味する。
【００２３】
　「単離（された）」なる用語は、物質が本来の環境（例えば、天然物である場合は、天
然環境）から除去されることを意味する。例えば、動物に存在する天然のポリヌクレオチ
ド又はポリペプチドは単離されていないが、同じポリヌクレオチド又はＤＮＡ又はポリペ
プチドでも、天然系に共存している物質のいくつかもしくは全てから分離されるものは、
単離される。かかるポリヌクレオチドは、ベクターの一部となり得る、及び／又はかかる
ポリヌクレオチドもしくはポリペプチドは組成物の一部となり得る、そして、当該ベクタ
ー又は組成物はその天然環境の一部でない点でなお単離され得る。
【００２４】
　「ポリペプチド」及び「タンパク質」は、本明細書において互換的に使用され、且つ以
下に記載の全てのポリペプチドを含む。ポリペプチドの基本構造は周知であり、且つ当該
技術分野における無数の許可書及びその他の刊行物に記載されている。これに関連して、
本明細書で当該用語は、互いにペプチド結合により直鎖状に結合した２以上のアミノ酸を
含んでなる、任意のペプチド又はタンパク質のことを言うために使用される。本明細書で
使用される場合、当該用語は、当該技術分野においてペプチド、オリゴペプチド及びオリ
ゴマーとして通常記載される短鎖と、例えば、当該技術分野においてその多くの種類が存
在するタンパク質として一般的に記載される長鎖の両方のことを言う。
【００２５】
　ポリペプチドは、多くの場合、通常２０個の天然アミノ酸として記載される２０アミノ
酸以外のアミノ酸を含み、且つ末端アミノ酸を含む多数のアミノ酸が、加工及びその他の
翻訳後修飾等の天然プロセスによるか、又は当該技術分野で周知の化学改変技術により、
所与のポリペプチドにおいて改変されてよいことは明らかである。ポリペプチドにおける
天然に発生する共通の改変を個々に完全に列挙するには多すぎるとしても、これらは基本
書及びより詳細なモノグラフ、並びに膨大な研究文献に十分に記載されており、且つ当業
者に周知である。本発明のポリペプチドに存在し得る既知の改変から、数例を挙げると、
アセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、フラビンの共有結合、ヘム部分
の共有結合、核酸又は核酸誘導体の共有結合、脂質誘導体の脂質の共有結合、ホスファチ
ジルイノシトールの共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル反応、共有
架橋の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミル化、ガンマ－カルボキ
シル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ミ
リソイル化（ｍｙｒｉｓｏｙｌａｔｉｏｎ）、酸化、タンパク質分解処理、リン酸化、プ
レニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニン化等の転移ＲＮＡ媒介性のタン
パク質へのアミノ酸付加、及びユビキチン化がある。
【００２６】
　かかる改変は当業者に周知であり、且つ科学的論文に非常に詳細に記載されている。複
数の特に一般的な改変、例えば、グリコシル化、脂質付加、硫酸化、グルタミン酸残基の
ガンマ－カルボキシル化、ヒドロキシル化及びＡＤＰ－リボシル化が、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ
－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ，２．ｓｕｐ
．ｎｄ Ｅｄ.,Ｔ.Ｅ.Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ,Ｗ.Ｈ.Ｆｒｅｅｍａｎ ａｎｄ Ｃｏｍｐａｎｙ
,Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ（１９９３）等の最も基本的な文書に記載される。この主題についての
多くの詳細なレビューが利用可能であり、例えば、Ｗｏｌｄ，Ｆ．，Ｐｏｓｔｔｒａｎｓ
ｌａｔｉｏｎ ｏｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉ
ｖｅｓ ａｎｄ Ｐｒｏｓｐｅｃｔ，ｐｇ．１－１２ ｉｎ Ｐｏｓｔｔａｎｓｌａｔｉｏｎ
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ａｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｏｖａｌｅｎｔ Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉ
ｎｓ，Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｅｄ．，Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ Ｙｏｒ
ｋ（１９８３）；Ｓｅｉｆｔｅｒ ｅｔ ａｌ．，Ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉ
ｎ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｆａｃｔｏｒｓ，Ｍ
ｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１８２：６２６－６４６（１９９０）及びＲａｔｔａｎ ｅｔ 
ａｌ．，Ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍ
ｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ Ａｇｉｎｇ，Ａｎｎ Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６
６３：４８－６２（１９９２）がある。
【００２７】
　周知の通り且つ上記の通り、ポリペプチドが常に完全な直鎖ではないことは明らかであ
る。例えば、ポリペプチドは、ユビキチン化の結果として分岐してもよいし、天然処理の
事象等の翻訳後事象、及び天然に発生しない人間の操作によりもたらされる事象の結果と
して、分岐を有するか又は有さない環状であってもよい。環状、分岐、及び分岐環状のポ
リペプチドは、非翻訳天然プロセスによっても、そして同様に完全に合成的方法によって
も合成できる。
【００２８】
　改変はポリペプチドのいずれにおいても起こり得て、例えばペプチド骨格、アミノ酸側
鎖、及びアミノ末端又はカルボキシル末端がある。実際に、ポリペプチドにおけるアミノ
基又はカルボキシル基の骨格、または共有結合改変によるその両方は、天然及び合成のポ
リペプチドに共通している。例えば、タンパク質分解の前に、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて作ら
れるポリペプチドのアミノ末端残基は、ほとんど常に、Ｎ－ホルミルメチオニンとなるは
ずである。
【００２９】
　ポリペプチドにおいて発生する改変は、多くの場合、どのようにそれがなされるかによ
るはずである。例えば、宿主にクローン化遺伝子を発現させることにより作製されるポリ
ペプチドについて、大部分における改変の性質及び範囲は、宿主細胞の翻訳後修飾の許容
量及びポリペプチドアミノ酸配列に存在する改変シグナルにより決定されるはずである。
例えば、周知の通り、グリコシル化は、多くの場合、Ｅ．ｃｏｌｉ等の細菌性宿主におい
て発生しない。したがって、グリコシル化を所望する場合、ポリペプチドは、グリコシル
化宿主、一般的に真核細胞において発現させるべきである。虫細胞は、多くの場合、哺乳
類細胞と同じ翻訳後グリコシル化を行うので、虫細胞発現系は、グリコシル化の天然のパ
ターンを有する哺乳類タンパク質を効率的に発現するよう開発されてきている。同様の考
察は、他の改変にも適用される。
【００３０】
　同じ種類の改変が、所与のポリペプチドにおける複数の部分で、同程度又は様々な程度
で存在する可能性があることは明らかである。また、所与のポリペプチドは、多種の改変
を含んでよい。
【００３１】
　本明細書に記載される通り、一般的に、ポリペプチドなる用語は、全てのかかる改変、
特に宿主細胞において発現されるポリヌクレオチドにより合成されるポリペプチドに存在
するものを包含する。
【００３２】
　「成熟」ポリペプチドなる用語は、対象ポリペプチド及び起源細胞に適する、完全な翻
訳後修飾を受けているポリペプチドのことを言う。
【００３３】
　特定のポリペプチドの「断片」とは、特定のポリペプチド由来である、少なくとも約３
～５アミノ酸、より好ましくは少なくとも約８～１０アミノ酸、及びさらにより好ましく
は少なくとも１５～２０アミノ酸を含んでなるアミノ酸配列のことを言う。
【００３４】
　「～と免疫学的に同等である」なる用語は、指定された（１又は複数の）ポリペプチド
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に存在し、且つ当該ポリペプチドに特有である、（１又は複数の）エピトープ及び（１又
は複数の）ポリペプチドが存在することを言う。免疫学的同等性は、抗体結合及び／又は
結合における競合により決定してよい。エピトープの特有性は、当該エピトープをコード
するポリヌクレオチド配列についての、ＧｅｎＢａｎｋ等の既知のデータバンクのコンピ
ュータサーチによって、及びその他の既知のタンパク質とのアミノ酸配列比較によって決
定することができる。
【００３５】
　本明細書で使用される場合、「エピトープ」は、ポリペプチド又はタンパク質の抗原決
定基を意味する。考えられる限りにおいては、エピトープは、当該エピトープに特有の立
体配座において３つのアミノ酸を含むことができる。一般的には、エピトープは、少なく
とも５つのかかるアミノ酸からなり、且つより一般的には、少なくとも８～１０アミノ酸
からなる。立体配座を調べる方法は、当該技術分野において既知であり、例えば、ｘ線結
晶解析及び２次元核磁気共鳴がある。
【００３６】
　「配座エピトープ」は、免疫学的に識別できる構造におけるアミノ酸の特定の並列から
なり、かかるアミノ酸は、隣接又は非隣接順で同じポリペプチドに、又は異なるポリペプ
チドに存在する。
【００３７】
　ポリペプチドは、それが抗体に結合する場合、ポリペプチド内に含まれる特定のエピト
ープの抗体認識により、抗体と「免疫学的に反応する」。免疫学的反応性を、抗体結合に
より、より具体的には抗体結合の動力学により、及び／又は（１又は複数の）競合因子と
して、抗体に向かうエピトープを含む（１又は複数の）既知のポリペプチドを用いて結合
における競合により決定してよい。ポリペプチドが抗体と免疫学的に反応するか否かを決
定するための方法は、当該技術分野において既知である。
【００３８】
　本明細書で使用される場合、「注目のエピトープを含有する免疫原性ポリペプチド」は
、注目の天然のポリペプチド又はその断片、並びにその他の方法、例えば、化学合成又は
組換え生物における当該ポリペプチドの発現により調製されるポリペプチドを意味する。
【００３９】
　「精製産物」は、当該産物が通常結合する細胞構成物、及び注目のサンプルに存在する
可能性のある多種類の細胞から単離された産物の調製物のことを言う。
【００４０】
　本明細書で使用される場合、「検体」は、試験サンプル、例えば注目の生体分子、小分
子、病原体等に存在する可能性のある検出されるべき物質である。当該検体には、タンパ
ク質、ポリペプチド、及びアミノ酸、ヌクレオチド標的等があり得る。当該検体は、血液
、血漿もしくは血清、尿等の体液に可溶性であってよい。当該検体は、組織、細胞表面又
は細胞内のいずれかに存在してよい。当該検体は、血液、尿、乳穿刺液（breast aspirat
e）等の体液に分散する、又は生検として得られる細胞上又は細胞内に存在してよい。
【００４１】
　本明細書で使用される場合、「特異結合メンバー」は、特異結合対のメンバーである。
つまり、２つの異なる分子のうち１つが、化学的又は物理的方法により、第二の分子に特
異的に結合する。したがって、従来の免疫アッセイの抗原及び抗体の特異的結合対に加え
、他の結合対には、ビオチン及びアビジン、炭水化物及びレクチン、相補的ヌクレオチド
配列、エフェクター及びレセプター分子、補因子と酵素、酵素阻害因子、及び酵素等が含
まれ得る。さらに、特異結合対には、もともと特異結合メンバーの類似体であるメンバー
、例えば、検体類似体が含まれ得る。免疫反応特異結合メンバーには、抗原、抗原断片、
抗体及び抗体断片、モノクローナル及びポリクローナル抗体の両方、及びその複合体、例
えば、組換えＤＮＡ分子により形成されるものが含まれる。
【００４２】
　特異結合メンバーには、「特異結合分子」が含まれる。「特異結合分子」は、任意の特



(12) JP 5390540 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

異結合メンバー、特に免疫反応性特異結合メンバーを意図する。このように、「特異結合
分子」なる用語は、抗体分子（ポリクローナル及びモノクローナル調製物の両方から得ら
れる）、並びに、以下のもの：ハイブリッド（キメラ）抗体分子（例えば、Ｗｉｎｔｅｒ
，ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ ３４９：２９３－２９９（１９９１）及び米国特許第４，
８１６，５６７号を参照されたい）；Ｆ（ａｂ’）ｓｕｂ．２及びＦ（ａｂ）断片；Ｆｖ
分子（非共有へテロダイマー、例えば、Ｉｎｂａｒ，ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ６９：２６５９－２６６２（１９７２）及びＥｈｒｌｉｃｈ
，ｅｔ ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．１９：４０９１－４０９６（１９８０）を参照された
い）；一本鎖Ｆｖ分子（ｓＦｖ）（例えば、Ｈｕｓｔｏｎ，ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎ
ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ ８５： ５８７９－５８８３（１９８８）を参照され
たい）；ヒト化抗体分子（例えば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ ３
３２：３２３－３２７（１９８８），Ｖｅｒｈｏｅｙａｎ，ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ ２３９：１５３４－１５３６（１９８８）、及び１９９４年９月に公開された英国特
許第ＧＢ２，２７６，１６９号を参照されたい）；及びかかる分子由来の、親抗体分子の
免疫学的結合特性を保持する任意の機能的断片、を包含する。
【００４３】
　本明細書で使用される場合、「ハプテン」なる用語は、抗体に結合できるが、担体タン
パク質と共役しない限り抗体形成を引き起こせない、部分的抗原又は非タンパク質結合メ
ンバーのことを言う。
【００４４】
　本明細書で使用される場合、「捕捉試薬」は、サンドイッチアッセイの場合の検体か、
競合アッセイの場合の指標試薬又は検体か、又は間接アッセイの場合のそれ自身が検体に
特異的である補助的な検体特異結合メンバーのいずれかに特異的な、未標識特異結合メン
バーのことを言う。捕捉試薬は、当該アッセイを行う前、又はアッセイを行っている間に
、固相物質に直接的又は間接的に結合でき、これにより、固定化複合体の試験サンプルか
らの分離が可能となる。
【００４５】
　「指標試薬」は、外部手段により検出可能な、測定可能シグナルを発生させることがで
き、且つ発生させる、「シグナル発生化合物」（「標識」）を含んでなる。ある実施態様
によれば、指標試薬は、特異結合メンバーと複合化（「付加」）する。特異結合対の抗体
メンバーであることに加え、当該指標試薬は、任意の特異結合対のメンバーであってもよ
く、例えば、ハプテン－抗－ハプテン系、例えばビオチン又は抗ビオチン、アビジン又は
ビオチン、炭水化物又はレクチン、相補的ヌクレオチド配列、エフェクター又はレセプタ
ー分子、酵素補因子及び酵素、酵素阻害因子又は酵素等のいずれかがある。免疫反応性特
異結合メンバーは、サンドイッチアッセイの場合の注目のポリペプチドか、競合アッセイ
の場合の捕捉試薬か、又は間接アッセイの場合の補助的特異結合メンバーのいずれかに結
合できる、抗体、抗原、又は抗体／抗原複合体があり得る。プローブ及びプローブアッセ
イについて記載する場合、「レセプター分子」なる用語を使用してもよい。レセプター分
子は、カルバゾール又はアダマンタン等の特異結合対の特異結合メンバーと複合化する、
上記のシグナル発生化合物を含んでなる。
【００４６】
　想定される様々な「シグナル発生化合物」（標識）には、クロマゲン（chromagen）、
酵素等の触媒、フルオレセイン及びローダミン等の発光化合物、ジオキセタン、アクリジ
ニウム、フェナントリジニウム（phenanthridinium）及びルミノール等の化学発光化合物
、放射活性因子及び直視標識がある。酵素の例には、アルカリホスファターゼ、西洋ワサ
ビペルオキイダーゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ等がある。特定の標識の選択は、厳密で
はないが、それ自身か、１又は複数の追加の物質との複合状態のいずれかによりシグナル
を発生できるべきである。
【００４７】
　「固相」（「固体支持体」）は、当業者に既知であり、且つ反応トレイのウェルの壁、



(13) JP 5390540 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

試験管、ポリスチレンビーズ、磁性もしくは非磁性ビーズ、ニトロセルロース片、膜、ラ
テックス粒子等の微小粒子等がある。「固相」は、厳密ではなく、且つ当業者に選択され
てよい。すなわち、ラテックス粒子、微小粒子、磁性もしくは非磁性粒子、膜、プラスチ
ック管、マイクロタイターウェルの壁、ガラス又はシリコンチップは、全て好適な例であ
る。固相は、任意の好適な多孔性物質も含んでよいことは、想定されることであり、且つ
本発明の範囲内である。
【００４８】
　本明細書で使用される場合、「検出する（ｄｅｔｅｃｔ）」、「検出（ｄｅｔｅｃｔｉ
ｎｇ）」、又は「検出（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）」なる用語は、検出できるよう標識された
組成物の、発見もしくは識別の一般的行為か、又はその特異的観察のいずれかのことを言
ってよい。
【００４９】
　「ポリヌクレオチド」なる用語は、リボ核酸（ＲＮＡ）、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）
、改変ＲＮＡもしくはＤＮＡ、又はＲＮＡもしくはＤＮＡ模倣剤のポリマーのことを言う
。したがって、当該用語には、天然の核酸塩基、糖及び共有ヌクレオシド間（骨格）結合
（internucleoside linkages）からなるポリヌクレオチド、並びに同様に機能する非天然
部分を有するポリヌクレオチドが含まれる。かかる改変又は置換ポリヌクレオチドは、当
該技術分野において周知であり、本発明の「前駆体」として、「類似体」と呼ばれる。
【００５０】
　本明細書で使用される場合、「核酸分子」なる用語は、分子を含有する任意の核酸のこ
とを言い、限定するものではないが、例えばＤＮＡ又はＲＮＡがある。当該用語は、ＤＮ
Ａ及びＲＮＡの既知の塩基類似体のいずれかを含む配列を包含し、限定するものではない
が、例えば、４－アセチルシトシン、８－ヒドロキシ－Ｎ６－メチルアデノシン、アジリ
ジニルシトシン、シュードイソシトシン（pseudoisocytosine）、５－（カルボキシヒド
ロキシメチル）ウラシル、５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－カルボキシ
メチルアミノメチル－２－チオウラシル、５－カルボキシメチル－アミノメチルウラシル
、ジヒドロウラシル、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチルアデニン、
１－メチルシュードウラシル、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２,２－ジメ
チル－グアニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－
メチルシトシン、Ｎ６－メチルアデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチル
ウラシル、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、ベータ－Ｄ－マンノシルキュ
ーオシン、５'－メトキシカルボニルメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチ
ルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、ウ
ラシル－５－オキシ酢酸、オキシブトキシン（oxybutoxosine）、シュードウラシル、キ
ューオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラシル、４
－チオウラシル、５－メチルウラシル、Ｎ－ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステル、
ウラシル－５－オキシ酢酸、シュードウラシル、キューオシン、２－チオシトシン、及び
２,６－ジアミノプリンがある。
【００５１】
　「遺伝子」なる用語は、ポリペプチド、前駆体、又はＲＮＡ（例えばｒＲＮＡ、ｔＲＮ
Ａ）の製造のために必要な配列をコードすることを含んでなる、核酸（例えばＤＮＡ）配
列のことを言う。ポリペプチドは、全長コード配列によるか、又は全長もしくは断片の所
望の活性もしくは機能特性（例えば、酵素活性、リガンド結合、シグナル伝達、免疫原性
等）を保持する限り、コード配列の任意の部分により、コードされ得る。当該用語はまた
、構造的遺伝子のコード領域、及び当該遺伝子が全長ｍＲＮＡの長さに対応するよう、５
'及び３'のいずれかの末端上に約１ｋｂ超にわたりコード領域に隣接して位置する、両末
端上の配列も包含する。コード領域の５'に位置し、且つｍＲＮＡに存在する配列のこと
を、５'非翻訳配列と呼ぶ。３'又はコード領域の下流に位置し、且つｍＲＮＡに存在する
配列のことを、３'非翻訳配列と呼ぶ。「遺伝子」なる用語は、ｃＤＮＡ及びＤＮＡのゲ
ノム状態の両方を包含する。遺伝子のゲノム状態又はクローンは、「イントロン」又は「
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介在領域」又は「介在配列」と呼ばれる非コード配列により干渉されるコード領域を含有
する。イントロンは、核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）に転写される遺伝子のセグメントであり；
イントロンは、エンハンサー等の制御因子を含んでよい。イントロンは、核又は一次転写
物から除去又は「スプライシング」さるため、イントロンは、伝令ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）転
写物に存在しない。ｍＲＮＡは、転写の間、発生期のポリペプチドにおけるアミノ酸の配
列又は順序を特定するよう機能する。
【００５２】
　「核酸増幅試薬」なる用語は、増幅反応において使用される従来の試薬を含み、且つ限
定するものではないが、ポリメラーゼ活性を有する１又は複数の酵素、酵素補因子（例え
ば、マグネシウム又はニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（ＮＡＤ））、塩、バッフ
ァ、デオキシヌクレオチド三リン酸（ｄＮＴＰ；例えば、デオキシアデノシン三リン酸、
デオキシグアノシン三リン酸、デオキシシチジン三リン酸、及びデオキシチミジン三リン
酸）及び前記ポリメラーゼ酵素活性又はプライマーの特異性を調整するその他の試薬があ
る。
【００５３】
　本明細書で使用される場合、「相補的な」又は「相補性」なる用語は、塩基対合則に関
連するポリヌクレオチドヌクレオチド（すなわち、オリゴヌクレオチド又は標的核酸等の
ヌクレオチドの配列）のことを言うために使用される。相補性は「部分的」であり、ここ
でわずかな核酸の塩基だけが、塩基対合則に適合する。あるいは、核酸間の「完全な」又
は「前宅的な」相補性が存在してもよい。核酸鎖間の相補性の度合いは、核酸鎖間ハイブ
リダイゼーションの効率及び強度に大きな影響を及ぼす。これは増幅反応、及び核酸間の
結合に依存する検出方法において特に重要である。
【００５４】
　「相同性」なる用語は同一性の度合いを言う。部分的な相同性又は完全な相同性が存在
してよい。部分的な同一配列は、別の配列と１００％未満同一であるものである。
【００５５】
　本明細書で使用する場合、「ハイブリダイゼーション」なる用語は相補的核酸の対合に
ついて言う際に使用される。ハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーションの強度
（すなわち、核酸間の結合の強度）は、核酸間の相補性度合い、関連条件のストリンジェ
ンシー、形成ハイブリッドのＴｍ、及び核酸内のＧ：Ｃ比率のような要因により影響を受
ける。
【００５６】
　本明細書で使用される場合、「Ｔｍ」なる用語は、「融解温度」のことを言う際に使用
される。融解温度は、二本鎖核酸分子の集団のうち半分が一本鎖に解離する温度である。
核酸のＴｍを計算するための等式は、当該技術分野で周知である。標準的な文献に示され
るように、Ｔｍ値の単純な見積もりは、核酸を１Ｍ ＮａＣｌの水溶液中に置いた場合、
等式：Ｔｍ＝８１．５＋０．４１（％Ｇ＋Ｃ）により計算してよい（例えば、Ａｎｄｅｒ
ｓｏｎ ａｎｄ Ｙｏｕｎｇ，Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｆｉｌｔｅｒ Ｈｙｂｒｉｄｉｚ
ａｔｉｏｎ，ｉｎ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ（１９８５）
を参照されたい）。その他の文献には、Ｔｍの計算に、構造的及び配列特性を考慮し、よ
り洗練された計算がある。
【００５７】
　本明細書で使用される場合、「ストリンジェンシー」なる用語は、核酸ハイブリダイゼ
ーションが行われる、温度、イオン強度、及び他の化合物の存在の条件のことを言う際に
使用される。「高ストリンジェンシー」条件では、核酸塩基対合は、相補的塩基配列が高
頻度である核酸断片間でしか発生しないことになる。すなわち、互いに完全に相補的でな
い核酸が一緒にハイブリダイズ又はアニーリングすることが望まれる場合、「弱」又は「
低」ストリンジェンシー条件がしばしば必要となる。
【００５８】
　「野生型」なる用語は、天然の供給源から単離される場合、その遺伝子又は遺伝子産物
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の特性を有する遺伝子又は遺伝子産物のことを言う。野生型遺伝子は、ある集団において
最も頻繁に観察されるものであり、すなわち当該遺伝子の「正常」又は「野生型」状態は
任意に設計される。逆に、「改変」又は「変異」なる用語は、前記野生型遺伝子又は遺伝
子産物と比較して、配列及び／又は機能特性（すなわち、変更された特性）に改変を示す
遺伝子又は遺伝子産物のことを言う。
【００５９】
　本明細書で使用される「オリゴヌクレオチド」なる用語は、２以上のデオキシリボヌク
レオチド又はリボヌクレオチド、好ましくは、少なくとも５ヌクレオチド、より好ましく
は少なくとも１０～１５ヌクレオチド、及びより好ましくは少なくとも１５～３０ヌクレ
オチド、又はそれ以上からなる分子と定義される。正確なサイズは、多くの要因に依存す
ることになり、そしてオリゴヌクレオチドの根本的機能又は使用にも依存する。当該オリ
ゴヌクレオチドは、任意に手法、例えば、化学合成、ＤＮＡ複製、逆転写、又はその組み
合わせ等により作製されてよい。
【００６０】
　モノヌクレオチドが、一のモノヌクレオチドペントース環の５'リン酸が、同一方向で
その隣接する３'酸素にホスホジエステル結合を介して付加するようにオリゴヌクレオチ
ドを作製するように反応させるために、オリゴヌクレオチドの末端は、５'リン酸がモノ
ヌクレオチドペントース環の３'酸素に結合しない場合は「５'末端」と呼ばれ、そしてそ
の３'酸素が、続くモノヌクレオチドペントース環の５'リン酸に結合しない場合は「３'
末端」と呼ばれる。本明細書で使用される場合、核酸配列は、より大きなオリゴヌクレオ
チドに内在する場合であっても、５'及び３'末端を有すると言ってよい。核酸鎖に沿う第
一領域は、核酸に沿って５'～３'方向に動く場合、当該第一領域の３'末端が、第二領域
の５'末端の前であると、別の領域の上流であると言われる。
【００６１】
　２つの異なる重複しないオリゴヌクレオチドが、同じ直鎖の相補的核酸配列の異なる領
域とアニーリングするとともに、一方のオリゴヌクレオチドの３'末端が他方の５'末端の
方向を向く場合、前者を「上流」オリゴヌクレオチド、そして後者を「下流」オリゴヌク
レオチドと呼ぶことができる。
【００６２】
　「プライマー」なる用語は、プライマー伸長が開始される条件下に置かれた場合、合成
の開始点として作用できるオリゴヌクレオチドのことを言う。オリゴヌクレオチド「プラ
イマー」は、精製した制限酵素消化など天然に発生しても、又は合成で作製してもよい。
【００６３】
発明の詳細な説明
　本発明は、生物反応を行うためのシステム、装置、及び方法に関する。特に、本発明は
、サンプル分離、精製、改変及び分析プロセスにおける親油性のバリアの使用に関する。
【００６４】
　本発明のシステム、装置、及び方法は、所望の場合には、高額でなく且つ使い易いサン
プル精製及び／又は改変及び／又は分析及び／又は検出システムを構成することができる
。例えば、本明細書に記載される本発明の実施態様は、汎用的な生体分子検出、分析、及
び特性決定のための経済的な方法を提供する。これらのシステム、装置、及び方法は、多
くの使用が見出される。本発明の態様及び利益を例示するために、核酸及びタンパク質分
析へのその応用、特に、ＨＩＶ感染及び状態をモニタリングするための応用について以下
に示す。本発明は、これらの例示的実施態様に限定されるものではない。ある実施態様に
よれば、本発明のシステム、装置、及び方法は、現存の複雑で高額のサンプル分離、精製
、改変、及び分析装置と複合化して利用される。例えば、ある実施態様によれば、本発明
のアプローチは、従来の装置（例えば、サーマルサイクラー、質量分析、ＮＭＲ装置等）
を用いる改変及び／又は分析の前に、サンプル（例えば、核酸又はポリペプチド精製）の
調製のために使用される。
【００６５】
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　ＨＩＶ／ＡＩＤＳに罹患する３５００万人の成人及び子供がおり、彼等のうち２２００
万人がサハラ以南のアフリカに暮らしている。アフリカにおける平均的な診療所は約４０
０人の患者を扱っており、輸送の問題により、巨大な中央施設の発展よりもむしろ、診療
所の数が増加している。したがって、１００，０００以上のウイルス量を測定する機械が
必要とされている。現在利用可能なウイルス量アッセイの主な制限としては、必要な機器
の費用、高度に訓練した人員を必要とする複雑且つ時間のかかる手法、及び低温流通が必
要な試薬がある。
【００６６】
　無理なく購入可能且つ単純なＨＩＶウイルス量アッセイの開発は、発展途上国の世界に
おいて、ＡＩＤＳ患者のケアの質を向上するために重要なステップである。これは、ポイ
ントオブケア（ＰＯＣ）小装置を用いて、集権的研究所において通常行われる複雑な診断
手法を自動化することが必要とされ；最も遠隔な状況に重要な健康関連情報があっても、
この性能は、ヘルスケアに従事する者及び患者に権限を与える可能性がある。所望のＨＩ
Ｖウイルス量アッセイは、好ましくはポイントオブケアでの回答を送達すべきだが、患者
により近い地域の病院検査室へ、遠隔な中央研究所から移動することが、成果を向上させ
ることになる。かかる装置は、短い所要時間且つ購入可能な費用で、ＨＩＶの分離、増幅
、及び検出をすることになる。短時間というのは重要であり、これは、診療所に必要な機
械の数を低減させ、且つ診療所で患者が過ごす時間を低減させるので、実際の費用を低減
するためである。
【００６７】
　ＨＩＶウイルス量アッセイを行う場合、集権的研究所及び当該技術分野外のいずれにお
いても、多くの課題が克服されるべきである。巨大な研究所は、高容量ＨＩＶウイルス量
アッセイのために、自動化又は半自動化ロボットシステムを使用する。しかしながら、典
型的にサンプル加工は、これらの試験において最も煩雑である。現在は、サンプル加工手
法には、多くの場合遠心分離及び抽出ステップを必要とする多数のステップが関与する。
また、これらの方法は、多くの場合、標的核酸を十分に精製しない。これらには、しばし
ば、増幅反応の阻害を引き起こし、且つ偽陰性をもたらす、反応混合物中の阻害性もしく
は干渉性物質が残る。従来のサンプル加工技術の手作業の性質は、偽陽性をもたらす可能
性のある、検査サンプルの二次汚染が起きる可能性もある。
【００６８】
　ＰＣＲ又はその他の核酸分析技術のより汎用的な使用が考慮されるので、サンプル調製
プロセスを自動化する試みにおける、想定される努力は既になされている。しかしながら
、現存の自動化ハイスループットシステムは、多重な抽出及び精製ステップを行い、且つ
サンプル及び試薬のロード、及び廃棄物の除去等の特定の手作業の調製をなお必要とする
。それ故、アッセイを行い、且つ装置を整備するために、高度に訓練された技術者が必要
である。自動化システムは、溶液又は磁気粒子を動かすための複雑なロボットアーム、又
は液体のピペッティングのための精密機器を使用するために、非常に高額である。自動化
システムの費用は、より小規模の研究所、特に資源が限られる状況では、正当であると証
明することは多くの場合困難である。これらは増幅技術を使用するため、二次汚染も問題
である。診療検査室では、試薬調製、サンプル調製、増幅、及び増幅後の分析のために、
多くの場合別々の部屋を使用する。このため、自動化にも関わらず、ウイルス量試験は、
臨床検査改善促進（Clinical Laboratory Improvement Amendments（ＣＬＩＡ））の下、
高度に複雑な試験と考えられている。サンプル調製及び試薬操作の自動化の困難性が主な
原因となり、これまで、ＣＬＩＡ不履行状態に値する核酸試験（ＮＡＴ）システムは存在
していない。
【００６９】
　現場使用又は患者に身近なＮＡＴを行うことは、特にこれらが非研究所環境において経
験の浅い使用者により行われることが不可避となるので、さらに多くの課題が関与する。
以下のシステムは、当該分野におけるＮＡＴの展開のために近年開発されている。
【００７０】
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　Ｃｅｐｈｅｉｄ（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）によるＧｅｎｅＸｐｅｒｔシステムは、
サンプル調製、増幅、及び検出を統合する最初のＰＣＲを基にした機器の１つである。使
い捨ての単一試験ＧｅｎｅＸｐｅｒｔサンプル調製カートリッジは、４つの機能的構成要
素：キャップ、カートリッジ本体、バルブ本体組立部、及び微量ＰＣＲ反応管、からなる
。カートリッジ本体は、内部で様々なサイズ及び機能の多数のチャンバーに分割され、そ
のいくつかは、凍結乾燥試薬ビーズを含み、且つ各々は、流体の流入及び流出のために底
部にポートを有する。当該チャンバーを、中央の注射筒の周囲に徹底的に並べる。カート
リッジ本体の下に位置するバルブ本体組立部は、細胞溶解及びＤＮＡ精製の部位であり、
ソフトウェア制御の下、当該機器上の回転バルブが、プログラムされたアッセイプロトコ
ルに従って、流体が、混合、希釈、及び洗浄のための適切なチャンバーから吸引されるか
、又は当該チャンバーに分配されるよう、バルブ本体組立部を動かす。反応管は、カート
リッジから突き出ており、調製サンプルを受け取り、且つ増幅のためのＰＣＲ反応器及び
標的検体の検出を整合させる。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔシステムでの試験を行うために、操作
者は、カートリッジキャップを開け、且つサンプルチャンバーに液体サンプルをロードす
る。操作者がこのキャップを閉めると、カートリッジは試験進行及びバイオハザード廃棄
にわたって恒久的に密封され、サンプルの二次汚染の任意のリスクを除去する。バルブ本
体組立部で小さなガラスビーズを、カートリッジ下で直接発生させた超音波でかき混ぜる
ことにより細胞を溶解する。抽出されたＤＮＡは、固定化ＤＮＡプローブを含有するマイ
クロ流体チャネルに流れ込み、ここを細胞残骸のＤＮＡは通過する。結合ＤＮＡは、後に
その付加部位から離れ、且つＰＣＲ増幅のために洗い出される。
【００７１】
　ＩＱｕｕｍ Ｉｎｃ（Ａｌｌｓｔｏｎ，ＭＡ）により開発された別のシステムは、商標
権を有するｌａｂ－ｉｎ－ａ－ｔｕｂｅ（Ｌｉａｔ）テクノロジープラットフォームに基
づく、Ｌｉａｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ａｎａｌｙｚｅｒである。Ｌｉａｔチューブは、サ
ンプルベッセルのような柔軟なチューブを使用し、且つチューブ区分に予備充填された全
てのアッセイ試薬を含有する。貼り直し可能なシールを用いて、単位用量試薬及び内部標
準を、アッセイに使用される順番に、一連のチューブ区分に別々に置くことができる。貼
り直し可能なシールは、プラスチックチューブの熱溶接により形成される。各々のシール
に隣接するチューブ区分へ圧力をかけることにより、当該シールは、勢いよく開き、試薬
を放出する。Ｌｉａｔ アナライザーにおいて、多重サンプル処理装置モジュールを、Ｌ
ｉａｒチューブと連結する。各々のモジュールは、作動装置及びクランプからなり、その
位置は、チューブ内の試験サンプルを操るよう制御できる。格納式の磁石を、磁気ビーズ
を操るためのモジュールの１つに付加する。チューブにアナライザーをロードすると、作
動装置及びクランプは、連続的にチューブを圧迫し、試薬を動かし、且つ１の区分から別
の区分まで制御する。同様に、作動装置及びクランプの動きを同期させることにより、様
々なサンプルプロセスを、チューブ内で行うことができる。かかるプロセスには、区分内
で液体の容量を調整すること；隣接する区分に試薬を放出すること；試薬及びサンプルを
混合すること；所与の温度で反応混合物をかき混ぜ且つインキュベートすること；及び洗
浄及び区分から廃棄すること、が含まれる。廃棄物は、キャップの廃棄チャンバーに向か
って動くが、精製サンプルはチューブのさらに下方に動く。最低部のチャンバーにおいて
、放出ＤＮＡが増幅される。
【００７２】
　当該分野での使用が意図される他の市販のリアルタイムＰＣＲ装置には、Ｉｄａｈｏ 
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｃ．（Ｓａｌｔ Ｌａｋｅ Ｃｉｔｙ）製のＲｕｇｇｅｄｉｚ
ｅｄ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｐａｔｈｏｇｅｎ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｄｅｖｉｃｅ
、Ｌａｗｒｅｎｃｅ Ｌｉｖｅｒｍｏｒｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ（Ｌ
ｉｂｅｒｍｏｒｅ，ＣＡ）製のＨａｎｄ－Ｈｅｌｄ Ａｄｖａｎｃｅｄ Ｎｕｃｌｅｉｃ 
Ａｃｉｄ Ａｎａｌｙｚｅｒ、及びＳｍｉｔｈｓ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（Ｐｉｎｅ Ｂｒｏ
ｏｋ，Ｎ Ｊ）製のＢｉｏ－Ｓｅｅｑ検出器がある。しかしながら、これらの装置は、自
動化サンプル調製及び試薬操作機能を持たない。
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【００７３】
　上記のシステムは、正しい方向のステップである。しかしながら、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ
は、操作にはなお複雑であり、且つ訓練した技術者による操作を必要とする。それは使用
者が当該領域で液体のピペッティングすることを要するので、精密な測定機器は、当該シ
ステムの費用をさらに増大することが必要となるはずである。Ｌｉａｒ Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ Ａｎａｌｙｚｅは、当該領域で液体容量を正確に測定することはないが、流体を正
確に動かすために複雑な機械的システムが必要なので高額である。Ｌｉａｔチューブは、
製造が困難であり、品質制御が困難である。当該チューブは保存が困難であり、且つ洩れ
の問題がある。
【００７４】
　タンパク質及び化学試薬等の小量の分子の、制御された動作及び送達は、マイクロ流体
中に継続する課題を示し、且つＨＩＶウイルス量装置等のＰＯＣ装置の開発のために非常
に需要である。マイクロ流体システムの大半は、一の位置から別の位置へ分子の溶液を動
かす流体運動に依存し、その結果、これらのシステムは、溶媒及び物質を不必要に消費し
、流量を制御する複雑な機械的システムが必要である。本発明の実施態様は、１の反応媒
体から次の媒体へ分子を動かすし、且つ当該システムから全ての流量を除去する担体とし
ての磁性マイクロ粒子の使用における問題に対処する代替的アプローチを提供する。磁力
を使用して磁性粒子を操り、バイアルロード試験等の複雑な化学反応を行わせる場合、か
かるアプローチは低費用の閉鎖カートリッジである。反応における駆動力が磁場なので、
当該システムは自動化でき、汚染問題のないウイルス量試験のための携帯可能で且つ信頼
性のある機器の構築が可能である。従来のシステムはＨＩＶウイルスＲＮＡのサンプル精
製について実証されていないが、プラットフォームは、他の核酸試験及び免疫アッセイ、
及びその他の注目の生体分子又は非生体分子の検出まで容易に拡張できる。
【００７５】
　本発明の実施態様は、単一機器におけるサンプル精製及び分析アッセイを行うために使
用される装置を提供する。ある典型的な実施態様によれば（例えば実施例１を参照された
い）、ＲＮＡの捕捉のための固相としての磁性粒子の使用、その後、増幅及び検出を行う
ためのＲＮＡの精製及び放出が必要である。
【００７６】
　従来の装置は固相に接触する溶液を交換することによりアッセイを行う。当該固相は、
マイクロタイターウェル、マイクロ粒子、又は充填カラムであってよい。固相が常磁性粒
子（ＰＭＰ）であっても、アッセイは典型的には、マイクロ粒子の磁気による捕捉、及び
単一容器における溶液の交換により行われる。本発明の実施態様は、試験サンプル、及び
水ベース又は水－アルコール混合物の洗浄バッファ、及び分析を行うためのバッファを保
持するための多数のチャンバーを使用する。チャンバーにおける水ベースの溶液は、当該
溶液と非混和性である親油性物質（例えば、ワックス又はオイル）により分離される。あ
る実施態様によれば、これはワックス物質及びウェルで例示される。異なるウェル中のワ
ックスは、互いに接続し、ワックスチャネルを形成する（図１）。当該ワックスは、保存
及び輸送のために固形化できる。アッセイの間、当該ワックスは溶解するとともに、ＰＭ
Ｐはワックス中で引き上げられ、且つワックスに通過させることにより、ＰＭＰを１の区
画から次の区画に動かす。磁場は、ＰＭＰを動かし、且つ水ベースの溶液とワックスとの
間の界面を通過させるのに必要とされる力を発生するために使用される。最大の力は、当
該界面を通過する粒子を動かすために使用され、且つ柔軟な上部のプレートは、当該界面
近傍の磁石に到達し、当該力を発生することを必要とする磁石の強度を低減するために使
用される。
【００７７】
　流体の代わりにＰＭＰを動かすことは、自動化処理装置におけるポンプ及びアスピレー
ターの必要性、及び液体を等分する訓練した技術者の必要性を排除する。ワックスの使用
は、ポイントオブケア分析において使用される、単回使用試験カートリッジにおける区画
間のバルブの必要性を排除する。それはまた、１のウェルから次のウェルへ持ち越される
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（キャリーオーバー）一定量の液体を低減することにより、１のチャンバーから次のチャ
ンバーへ持ち越される一定量の阻害因子を低減させる。動かすために使用される力は磁石
なので、このシステムは、完全に閉鎖することができ、ＰＣＲ等の感度の高いアッセイに
おいて主要な問題である汚染のリスクを有意に低減する。
【００７８】
Ｉ．装置
　上記の通り、本発明は、サンプル調製及び分析のための低コスト装置の作製及び使用を
可能にする。ある実施態様によれば、当該装置は、単回使用又は多重回使用であり、且つ
使い捨てできる。ある実施態様によれば、本装置は、複数のサンプル加工（例えば、サン
プル調製及び／又は分析）ウェルを含んでなる、プラスチック（又はその他の物質）カー
トリッジを利用する。各々のウェルは、サンプル調製又は分析のための試薬を含んでなる
。試薬の性質は、使用される特定のサンプル及び分析方法に依存する。ある実施態様によ
れば、カートリッジは化学的に不活性な任意の物質からなり、且つ十分な機械的強度を提
供する。ある実施態様によれば、カートリッジは、蒸気バリアの目的でアルミニウム層を
、及び試薬と接触する不活性ポリマーを含んでなる、ホイル積層板を使用して構築される
。ＲＮＡの精製及び分析を必要とする実施態様（例えば、ウイルス検出又は量アッセイ）
によれば、カートリッジはＲＮＡ及びＲＮＡｓｅを含まない。当該技術分野で既知の滅菌
法を、使用前にカートリッジを滅菌するために利用できる。
【００７９】
　本発明の実施態様のカートリッジは、サンプル加工チャンバーを分離する物質で覆われ
る。ある実施態様によれば、当該物質は、相転移特性を有する任意の親油性物質であり、
且つサンプル調製及び分析のための試薬、及び増幅及び検出を干渉する可能性のあるサン
プル中の物質とは非混和である。ある実施態様によれば、当該物質はワックスである。あ
る実施態様によれば、当該ワックスは、室温で液体である。その他の実施態様によれば、
当該ワックスは、室温で固形であり、反応に適する温度で液体である。その他の実施態様
によれば、親油性物質はオイルである。当該親油性物質を、使用温度、サイズ排除、安定
性等の点で、注目の特定の分子との使用に適するように選択してよい。
【００８０】
　ある実施態様によれば、親油性物質は、サンプル加工チャンバーを分離する。その他の
実施態様によれば、親油性物質は、チャンバー間に置かれるが、チャンバー間の物理的バ
リアを形成しない。かかる実施態様によれば、当該サンプルは、親油性物質を通過する前
又は後に、空気又はその他の試薬を通過してよい。
【００８１】
　本発明は、特定の親油性物質に限定されない。ある実施態様によれば、親油性物質は、
水及びアルコールに非混和性であり、水に対して低溶解性を示し（例えば、ｐｐｍ）、化
学的に不活性であり、アッセイプロセス進行（processing）に適合する融点及び沸点を有
し（例えば、パーフルオロヘキサンは５６℃の沸点を有する）、水に対する比重を有し（
例えば、水に対する浮遊又は沈殿）、低膨張率を有し、且つ５０℃で長期間安定である（
例えば、数週間、数ヶ月、又は数年）
【００８２】
　本発明の実施態様においての使用が見出される市販の親油性物質には、限定するもので
はないが、Ｃｈｉｌｌ－Ｏｕｔ１４ワックス（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ）、ＩＧＩ１０７０
Ａ等のパラフィンワックス、ＩＧＩ Ｍｉｃｏｓｅｒｅ５７８８Ａ等の蝋ワックス、熱融
解接着剤、アタクチックポリプロピレン、及びポリオレフィン化合物、石油ワックス、及
び歯科用ワックスがある。
【００８３】
　他の実施態様によれば、天然ワックス、例えば、動物ワックス（例えば、密ろう、ラノ
リン、又は獣脂）、植物ワックス（例えば、カルナバ、カンデリラ（candelilla）、ダイ
ズ）、又は化石もしくは土（例えば、セレシン又はモンタン）又は石油（例えば、パラフ
ィン又は微結晶）ワックス等の鉱物ワックスを利用する。さらに他の実施態様によれば、
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合成（人工）ワックス、例えば、エチレンポリマー（例えば、ポリエチレン又はポリオー
ル エーテル－エステル）、塩素化ナフタレン、又は炭化水素型ワックス（例えば、Ｆｉ
ｓｃｈｅｒ－Ｔｒｏｐｓｃｈ）を利用する。
【００８４】
　ある実施態様によれば、鉱物オイル、パラフィンオイル、シリコンオイル、フルオロシ
リコン、フルオロカーボンオイル（例えば、Ｆｌｕｏｒｉｎｅｒｔ ＦＣ－４０、３Ｍ製
）、パーフルオロカーボン流体（例えば、Ｆｌｕｔｅｃ（登録商標）、Ｆ２Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌｓ製）、パーフルオロデカリン（例えば、Ｐ９９００、Ａｌｄｒｉｃｈ製、Ｆｌｕｔ
ｅｃＰＰ６、ＦｌｕｏｒｏＭｅｄ ＡＰＦ－１４０ＨＰ）、パーフルオロパーヒドロフェ
ナントレン（例えば、ＦｌｕｏｒｏＭｅｄ ＡＰＦ－２１５Ｍ）、又はパーフルオロオク
チルブロミド（例えば、ＦｌｕｏｒｏＭｅｄ ＡＰＦ－ＰＦＯＢ）を利用する。
【００８５】
　追加のバリア物質には、限定するものではないが、１,４－ジオキサン、アセトニトリ
ル、酢酸エチル、ｔｅｒｔ－ブタノール、シクロヘキサン、塩化メチレン、ｔｅｒｔ－ア
ミルアルコール、ｔｅｒｔ－ブチルメチルエーテル、酢酸ブチル、ヘキサノール、ニトロ
ベンゼン、トルエン、オクタノール、オクタン、炭酸プロピレン、及びテトラメチレンス
ルホンがある（例えば、Ｃｈｉｎ等、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｅｎｇ
ｉｎｅｅｒｉｎｇ ４４：１４０ （１９９４）を参照されたい；その全体が参照により本
明細書に組み込まれる）。
【００８６】
　さらなる実施態様によれば、イオン性液体（例えば、ＢＭＩＭ［ＰＦ６］、ＢＭＩＭ［
Ｔｆ２Ｎ］及びＯＭＡ［Ｔｆ２Ｎ］、ここで、ＢＭＩＭ－ビス（トリフルオロメタンスル
ホニル）イミド、ＰＦ６＝１－ｎ－ブチル－３－メチルイミダゾリウムヘキサフルオロホ
スフェート、Ｔｆ２Ｎ＝ビス（トリフルオロメチルスルホニル）イミド、及びＯＭＡ＝メ
チルトリオクチルアンモニウム）、をバリア物質として利用する。
【００８７】
　さらに他の実施態様によれば、１－ブチル－３－メチルイミダゾリウムテトラフルオロ
ボレート ＥＣＯＥＮＧ（商標）２１Ｍ、１－エチル－３－ヒドロキイメチルピリジニウ
ムエチルスルフェート、ブチルメチルピロリジニウム ビス（トリフルオロメチルスルホ
ニル）イミド、ＥＣＯＥＮＧ（商標）２１２、又はＥＣＯＥＮＧ（商標）１１１１Ｐ（全
て、Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎｓから購入可能）をバリア物質として利用す
る。
【００８８】
　装置の様々な区画において提供される試薬は、サンプル調製及び分析を行うための任意
の試薬でよい。例としては、限定するものではないが、細胞溶解バッファ、洗浄バッファ
、アフィニティ試薬、溶出バッファ、及び生物アッセイのための反応構成要素がある。本
発明の装置は、様々な生体分子の精製に適し、当該生体分子には、限定するものではない
が、核酸（例えば、ＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ、オリゴヌクレオチド等）、タンパク質（例え
ば、ペプチド、ペプチド断片、オリゴマータンパク質、タンパク質複合体、膜タンパク質
等）、及び抗体がある。本発明の装置は、多くの生物アッセイの実施に適し、生物アッセ
イには、限定するものではないが、ＲＮＡ又はＤＮＡの増幅（例えば、ＰＣＲ、ＴＭＡ、
ＮＡＳＢＡ）、核酸検出（例えば、ハイブリダイゼーションアッセイ）、及び免疫学的検
定がある。
【００８９】
　ある実施態様によれば、装置には、サンプルを装置の１の区画から次の区画へ輸送ため
の構成要素が含まれる。ある実施態様によれば、サンプルはが磁性ビーズと結合すると、
ここで輸送構成要素は磁石である。他の実施態様によれば、当該輸送構成要素が、サンプ
ルを輸送するための電流を発生する。さらに別の実施態様によれば、遠心力を利用してサ
ンプルを輸送し、且つ当該輸送構成要素が、かかる力を発生させる（例えば、装置の動き
により）。他の実施態様によれば、機械的に介入することなく流体を動かすように、水よ
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り大きい比重を有する流体を使用する。
【００９０】
　ある実施態様によれば、装置には、標識した、又はそうでない場合は存在生物サンプル
又はアッセイ産物を検出する検出構成要素を含む。例としては、限定するものではないが
、分光光度計、質量分析、ＮＭＲ，顕微鏡等がある。ある実施態様によれば、産物を、装
置の最終区画から直接的に読み取る（例えば、顕微鏡のウインドウを用いて）。他の実施
態様によれば、産物を、検出のための装置から除去する（例えば、装置の自動化構成要素
を用いて）。
【００９１】
　本発明の実施態様は、さらに、反応因子の混合を阻止するが、微粒子を交差できる（例
えば、磁性粒子は磁石により輸送される）親油性物質の「壁」により分離される反応因子
の流体チャンバー（例えば、垂直カラム）を含んでなる装置を提供する。
【００９２】
　ある実施態様によれば、装置及びその使用は自動化される。自動化システムは、サンプ
ルの精製及び分析のための装置、当該装置でサンプルを移動させる輸送構成要素、及びこ
のプロセス（例えば、予備加工試薬及びサンプル輸送、又は事後分析検出又はさらなる解
析構成要素）の自動化のために必要であるか、十分であるか、もしくは有用である任意の
追加の構成要素を含んでなる。磁性輸送が利用されるある実施態様によれば、輸送構成要
素は、装置のチャンバー間を動く磁石を含んでなる。他の実施態様によれば、装置は、固
定磁石又はその他の輸送装置と相対的に動く。
【００９３】
ＩＩ．方法
　上記の通り、本発明は、サンプル調製及び分析装置、及び当該装置の使用方法を提供す
る。
【００９４】
Ａ．サンプル
　精製及び／又は分析のための所望の物質を含有するとみられる任意のサンプルは、開示
の方法により検査できる。ある実施態様によれば、サンプルは生物サンプルである。かか
るサンプルは、細胞（例えば、ウイルス感染しているとみられる細胞）、組織（例えば、
生検サンプル）、血液、尿、精液、又はその一部（例えば、血漿、血清、尿上清、尿細胞
ペレット又は前立腺細胞）であってよく、これらは患者又はその他の生物物質の供給源、
例えば、解剖検体又は法医学物質から入手してよい。
【００９５】
　サンプルを装置と接触させる前に、又は装置の構成要素もしくは自動化システムとして
、サンプルを加工し、所望の分子のためのサンプルを単離するか、又は富化してよい。標
準的な実験操作を用いる様々な技術は、例えば、遠心分離、免疫捕捉（ｉｍｍｕｎｏｃａ
ｐｔｕｒｅ）、細胞溶解、及び核酸標的捕捉等の目的のために使用してよい。
【００９６】
　他の実施態様によれば、本発明の実施態様の方法を利用し、無傷細胞（例えば、原核又
は真核細胞）を精製及び／又は分析する。
【００９７】
Ｂ．精製方法
　ある実施態様によれば、本発明の装置を、サンプル調製及び精製において利用する。任
意の好適な精製のための方法は、限定するものでないが、標的捕捉、洗浄、沈殿等を利用
する。ある実施態様によれば、サンプル精製は、装置において完全に行われ、且つ任意の
追加の精製ステップを必要としない。精製は、１以上の反応チャンバーにおいて起こって
よい。これは、精製の複雑性を低減するとともにコストを低減させる。当業者は、特定の
精製方法は、標的生物サンプルの性質によることを理解する。
【００９８】
Ｃ．改変／分析／検出
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　精製サンプルを、任意の好適な方法を用いて検出してもよく、限定するものではないが
、例えば、本明細書に記載される方法がある。核酸及びタンパク質等の生体物質のための
例示的な技術を以下に記載する。生体分子又は非生体分子に、所望の通りに、又は必要に
応じて、他の技術を適用してもよい。
【００９９】
ｉ．核酸検出
　核酸改変／分析／検出方法の例には、限定するものではないが、核酸配列決定、核酸ハ
イブリダイゼーション、及び核酸増幅がある。核酸配列決定技術の例示的な非限定的例に
は、限定するものではないが、チェーンターミネーター（Ｓａｎｇｅｒ）配列決定、及び
ダイターミネーター配列決定がある。当該技術分野において通常の技能を有する者は、Ｒ
ＮＡは細胞において安定性が低く、且つ実験的なヌクレアーゼ攻撃を受け易いので、通常
配列決定前に、ＤＮＡに逆転写されることを認識するはずである。核酸ハイブリダイゼー
ション技術の例示的な非限定的例には、限定するものではないが、インサイチュ・ハイブ
リダイゼーション（ＩＳＨ）、マイクロアレイ、及びサザンブロットもしくはノーザンブ
ロットがある。核酸を、検出前又は検出と同時に増幅してもよい。
【０１００】
　核酸増幅技術の例示的な非限定的例には、限定するものではないが、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、転写媒介増幅（ＴＭＡ
）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、ストランド置換増幅（ＳＤＡ）、及び核酸配列ベース
増幅（ＮＡＳＢＡ）がある。当該技術分野における通常の知識を有する者は、特定の増幅
技術（例えば、ＰＣＲ）では、増幅前にＲＮＡをＤＮＡに逆転写する（例えば、ＲＴ－Ｐ
ＣＲ）ことが必要であり、その他の増幅技術はＲＮＡを直接増幅する（例えば、ＴＭＡ及
びＮＡＳＢＡ）ことを認識するはずである。
【０１０１】
　通常ＰＣＲとよばれるポリメラーゼ連鎖反応（米国特許第４,６８３,１９５号、第４,
６８３,２０２号、第４,８００,１５９号及び第４,９６５,１８８号、各々はその全体が
参照により本明細書に組み込まれる）は、変性、逆ストランドへのプライマー対のアニー
リング、及びプライマー伸長の多サイクルを用い、標的核酸配列のコピー数を指数関数的
に増加させる。ＲＴ－ＰＣＲと呼ばれる変形型において、逆転写（ＲＴ）を使用し、ｍＲ
ＮＡから相補的ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）を作製し、その後ｃＤＮＡをＰＣＲにより増幅し、Ｄ
ＮＡの多重コピーを作り出す。その他の様々なＰＣＲの置換については、例えば、米国特
許第４,６８３,１９５号、第４,６８３,２０２号及び第４,８００,１５９号; Ｍｕｌｌｉ
ｓ等, Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５５：３３５（１９８７)；及びＭｕｒａｋａｗａ
等、ＤＮＡ７：２８７（１９８８）、各々はその全体が参照により本明細書に組み込まれ
る。
【０１０２】
　通常ＴＭＡと呼ばれる転写媒介増幅（米国特許第５,４８０,７８４号及び第５,３９９,
４９１号、各々はその全体が参照により本明細書に組み込まれる）は、標的配列の多重Ｒ
ＮＡコピーがさらなるコピーを自己触媒的に生み出す、実質的に一定な温度、イオン強度
及びｐＨの条件下で、標的核酸配列の多重コピーを自己触媒的に合成する。例えば、米国
特許第５,３９９,４９１号及び第５,８２４,５１８号を参照されたい（各々はその全体が
参照により本明細書に組み込まれる）。米国特許公開第２００６００４６２６５号（その
全体が参照により本明細書に組み込まれる）に記載される変形型において、ＴＭＡは、ブ
ロック部位、停止部位、及びその他の改変部位を任意に組み込み、ＴＭＡプロセス感度及
び精度を向上させる。
【０１０３】
　通常ＬＣＲと呼ばれるリガーゼ連鎖反応（Ｗｅｉｓｓ, Ｒ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ ２５４
：１２９２（１９９１）、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）は、標的核酸
の隣接領域にハイブリダイズする、２セットの相補的ＤＮＡオリゴヌクレオチドを使用す
る。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、熱的変性、ハイブリダイゼーション、及びライゲーシ
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ョンのサイクルの反復サイクルにおいてＤＮＡリガーゼにより共有結合され、検出可能な
二本鎖がライゲーションされたオリゴヌクレオチド産物を作製する。
【０１０４】
　通常ＳＤＡと呼ばれるストランド置換増幅（Ｗａｌｋｅｒ, Ｇ．等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８９：３９２－３９６（１９９２)；米国特許第５,２７０
,１８４号及び第５,４５５,１６６号、各々その全体が参照により本明細書に組み込まれ
る）は、標的配列の逆ストランドに対するプライマー配列対のアニーリング、二重ヘミホ
スホロチオエート化プライマー伸長産物を作製するｄＮＴＰαＳの存在下でのプライマー
伸長、半改変制限エンドヌクレアーゼ認識部位のエンドヌクレアーゼ媒介ニック挿入、及
び存在するストランドを置換するとともに、次の回のプライマーアニーリング、ニック挿
入及びストランド置換のためのストランドを作り出す、ニックの３'末端からのポリメラ
ーゼ媒介プライマー伸長のサイクルを使用し、産物の幾何級数的増幅をもたらす。好熱Ｓ
ＤＡ（ｔＳＤＡ）は、基本的に同じ方法において、より高温で、好熱エンドヌクレアーゼ
及びポリメラーゼを使用する（欧州特許第０ ６８４ ３１５）。
【０１０５】
　その他の増幅方法には、例えば：通常ＮＡＳＢＡと呼ばれる核酸配列ベース増幅（米国
特許第５,１３０,２３８号、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）；通常Ｑβ
レプリカーゼと呼ばれるＲＮＡレプリカーゼを使用し、プローブ分子それ自身を増幅する
もの（Ｌｉｚａｒｄｉ等、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌ．６：１１９７（１９８８）、その全体
が参照により組み込まれる）；転写ベース増幅法（Ｋｗｏｈ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８６：１１７３（１９８９））；及び自家持続配列複製法（Ｇｕ
ａｔｅｌｌｉ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ８７：１８７４（１９
９０）、各々その全体が参照により本明細書に組み込まれる）がある。既知の増幅法のさ
らなる議論については、David H., “In Vitro Nucleic Acid Amplification Techniques
” in Diagnostic Medical Microbiology: Principles and Applications (Persing et a
l., Eds.), pp. 51-87 (American Society for Microbiology, Washington, DC (1993))
を参照されたい。
【０１０６】
　非増幅又は増幅標的核酸は、任意の従来の手法により検出可能である。例えば、標的ｍ
ＲＮＡは、検出可能に標識されたプローブとのハイブリダイゼーション、及び得られたハ
イブリッドの測定により検出できる。検出法の例示的な非限定的例を以下に記載する。
【０１０７】
　ある例示的な検出法である、ハイブリダイゼーション保護アッセイ（Hybridization Pr
otection Assay）（ＨＰＡ）は、標的配列への化学発光オリゴヌクレオチドプローブ（例
えば、アクリジニウムエステル標識（ＡＥ）プローブ）のハイブリダイズ、未ハイブリダ
イズプローブ上に存在する化学発光標識の選択的加水分解、及びルミノメーターに残存す
るプローブから発される化学発酵の測定を必要とする。例えば、米国特許第５,２８３,１
７４号、及びＮｏｒｍａｎ Ｃ．Ｎｅｌｓｏｎ等、Ｎｏｎｉｓｏｔｏｐｉｃ Ｐｒｏｂｉｎ
ｇ，Ｂｌｏｔｔｉｎｇ，ａｎｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｃｈ．１７（Ｌａｒｒｙ Ｊ．Ｋ
ｒｉｃｋａ ｅｄ.，２ｄ ｅｄ．１９９５を参照されたく、各々はその全体が参照により
本明細書に組み込まれる。
【０１０８】
　リアルタイムにおける増幅プロセスの定量的評価のための別の例示的検出法を提供する
。「リアルタイム」における増幅プロセスの評価には、増幅反応の間の、連続的か、又は
周期的のいずれかで、反応混合物におけるアンプリコンの量を決定し、且つ当該決定値を
使用し、サンプルに初めから存在する標的配列の量を計算することが必要である。リアル
タイム増幅に基づく、サンプルに存在する初期の標的配列の量の決定のための様々な方法
が周知である。これらには、米国特許６,３０３,３０５号及び第６,５４１,２０５号（各
々、その全体が参照により組み込まれる）において開示された方法がある。リアルタイム
増幅に基づくものではないが、サンプルに初めから存在する標的配列の量を決定するため
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の別の方法は、米国特許第５,７１０,０２９号に開示され、その全体が参照により組み込
まれる。
【０１０９】
　増幅産物は、そのほとんどがステムループ構造を有する様々なハイブリダイゼーション
プローブの使用を介し、リアルタイムで検出できる。かかる自己ハイブリダイズするプロ
ーブは、プローブが自己ハイブリダイズした状態であるか、標的配列へのハイブリダイゼ
ーションを介して変更された状態であるかにより異なる検出可能なシグナルを発するよう
に標識される。非限定的な例によれば、「分子トーチ（ｔｏｒｃｈｅｓ）」は、領域への
結合（例えば、非ヌクレオチドリンカー）により連結され、且つ既定のハイブリダイゼー
ションアッセイ条件下で互いにハイブリダイズする、自己相補性の明確な領域（「標的結
合ドメイン」及び「標的閉鎖（ｃｌｏｓｉｎｇ）ドメイン」と呼ばれる）を含む、一種の
自己ハイブリダイズプローブである。好ましい実施態様によれば、分子トーチは、長さが
１～約２０塩基であり、ストランド置換条件下で増幅反応に存在する標的配列へのハイブ
リダイゼーションを受け易い一本鎖塩基領域を含む。標的結合ドメインに存在する一本鎖
領域に結合し、且つ標的クローニングドメインの全て又は一部を置換する標的配列が存在
する場合を除いて、ストランド置換条件下で、分子トーチの完全に相補的であっても部分
的に相補的であってもよい２つの相補的領域のハイブリダイゼーションが好まれる。分子
トーチの標的結合ドメイン及び標的停止ドメインには、分子トーチが標的配列にハイブリ
ダイズした場合よりも、分子トーチが自己ハイブリダイズした場合に、異なるシグナルを
発生させ、それにより、未ハイブリダイズ分子トーチの存在下、試験サンプルにおけるプ
ローブ：標的二重鎖の検出が可能になるように置かれる、検出可能な標識又は相互作用す
る標識の対がある。分子トーチ及び多種類の相互作用する標識の対は既知である（例えば
、米国特許第６，５３４,２７４号、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）。
【０１１０】
　自己相補性を有するプローブの別の例は、「分子ビーコン」である（例えば、米国特許
第５,９２５,５１７号及び第６,１５０,０９７号を参照されたい、その全体が参照により
本明細書に組み込まれる）。分子ビーコンには、標的相補的配列を有する核酸分子、増幅
反応に存在する標的配列の不存在下、閉鎖コンフォメーションにおいてプローブを保持す
るアフィニティ対（又は核酸アーム）、及び当該プローブが閉鎖コンフォメーション内に
ある場合相互作用する標的対がある。標的核酸と標的相補的配列のハイブリダイゼーショ
ンは、前記アフィニティ対のメンバーを分離し、それによりプローブを開放コンフォメー
ションに変える。この開放コンフォメーションへの変化は、例えば蛍光色素分子及びクエ
ンチャー（例えば、ＤＡＢＣＹＬ及びＥＤＡＮＳ）などの標識対の相互作用の減少により
検出可能である。
【０１１１】
　他の自己ハイブリダイゼーションプローブは、当業者に周知である。非限定的な例によ
れば、相互作用標識を有するプローブ結合対（例えば、米国特許第５,９２８,８６２号を
参照されたい、これはその全体が参照により本明細書に組み込まれる）は、本明細書に開
示の組成物及び方法における使用に適合させることができる。一塩基変異多型（ＳＮＰ）
を検出するのに使用されるプローブシステムを使用してもよい。さらなる検出システムに
は、「分子スイッチ」がある（例えば、米国特許公開第２００５００４２６３８号を参照
されたい、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）。その他のプローブ、例えば
、インターカレートする色素及び／又は蛍光色素を含んでなるものも、本明細書に開示さ
れる方法における増幅産物の検出に有用である（例えば、米国特許第５,８１４,４４７号
を参照されたい、その全体が参照により本明細書に組み込まれる）。 
【０１１２】
　ある実施態様によれば、検出法は定性的である（例えば、特定の核酸の存在下、又は不
存在下）。他の実施態様によれば、これらは定量的である（例えば、ウイルス量）。
【０１１３】
　ｉｉ．タンパク質検出



(25) JP 5390540 B2 2014.1.15

10

20

30

40

50

　タンパク質検出の例には、限定するものではないが、酵素アッセイ、直接可視化、及び
免疫学的検定がある。ある実施態様によれば、免疫学的検定は精製タンパク質に抗体を利
用する。かかる抗体は、ポリクローナル又はモノクローナル、キメラ、ヒト化、一本鎖又
はＦａｂ断片であってよく、これらは標識されていても、未標識でもよく、これらの全て
は、周知の手法及び標準的な実験室操作を用いて作製できる。例えば、Ｂｕｒｎｓ,ｅｄ
．，Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，３ｒｄ ｅｄ．，Ｈｕｍａｎａ
Ｐｒｅｓｓ（２００５）；Ｈａｒｌｏｗ ａｎｄ Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｉｅｓ：Ａ Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ（１９８８）；Ｋｏｚｂｏｒ等、Ｉｍｍｎｏｌｏｇｙ Ｔｏｄａｙ ４：７２（１
９８３）；Ｋｏｈｌｅｒ ａｎｄ Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ ２５６：４９５（１
９７５）を参照されたい。ある実施態様によれば、市販の抗体を利用する。
【０１１４】
Ｄ．データ解析
　ある実施態様によれば、精製及び検出の後、コンピュータベース解析プログラムを使用
し、検出アッセイにより発生した生データ（例えば、所与の標的分子の存在、不存在、又
は量）を、臨床医及び研究者にとって予測となる値のデータに翻訳する。ある実施態様に
よれば、ソフトウェアプログラムを、自動化装置に統合させる。他の実施態様によれば、
離れて設置される。臨床医は、任意の好適な手段を用いてデータを評価できる。すなわち
、ある好ましい実施態様によれば、本発明は、遺伝子学又は分子生物学の教育を受けてい
ないような臨床医が生データを理解する必要がない、というさらなる利益を提供する。当
該データはその最も有用な状態で臨床医に直接提示される。そして、臨床医は、対象のケ
アを最適化するために、当該情報をすぐに利用できる。
【０１１５】
　アッセイを行う研究所、医療てきな個人の提供情報、及び対象からの、及びこれらへの
情報を、受け取り、加工し、且つ送信することができる任意の方法を使用できる。例えば
、本発明のある実施態様によれば、サンプル（例えば、生検又は血清又は尿サンプル）は
、対象から得られ、且つ生データを生み出す世界の任意の場所（例えば、当該対象が居住
する国か、又は当該情報が最終的に使用される国とは異なる国）に設置されるサービス（
例えば、医療施設での臨床的研究所、ゲノム増殖ビジネス等）に供される。サンプルが組
織又はその他の生物サンプルである場合、対象は、医療センターを訪れ、サンプルを取っ
てもらい、そしてプロファイリングセンターに送ってもらってもよいし、又は対象は、サ
ンプルそれ自体を収集し（例えば、尿サンプル）、且つそれを直接プロファイリングセン
ターに送ってもよい。サンプルが事前に決定された生物情報を含む場合、当該情報は、対
象により当該プロファイリングサービスに直接送られてもよい（例えば、当該情報を含む
情報カードを、コンピュータ及び当該変換電子伝達システムを使用してプロファイリング
センターのコンピュータに送信されたデータでスキャンしてもよい）。プロファイリング
サービスで受信されると、サンプルは加工され、そして特に対象に所望される診断又は予
後情報である、プロファイル（すなわち、表現データ）が作製される。
【０１１６】
　その後プロファイルデータは、処置する臨床医による解釈に適する形式で準備される。
例えば、生データを提供するよりも、準備した形式では、特定の治療選択肢を薦めるとと
もに、対象への診断又はリスク評価（例えば、ウイルス量レベル）を表すことができる。
データは、任意の好適な方法で臨床医に表示されてよい。例えば、ある実施態様によれば
、当該プロファイリングサービスは、（例えばポイントオブケアにおいて）臨床医のため
に印刷されるか、又はコンピュータモニター上で臨床医に対して表示される可能性がある
報告書を作成する。
【０１１７】
　ある実施態様によれば、当該情報は、ポイントオブケア又は地域の施設で最初に解析さ
れる。その後当該生データは、さらなる解析のため、及び／又は臨床医もしくは患者のた
めに生データを有用な情報に変換するために、中央加工施設に送られる。中央加工施設は
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、プライバシー（全てのデータは、均一なセキュリティプロトコールで中央施設に保存さ
れる）、スピード、及びデータ解析の均一性の点で利点を提供する。その後、当該中央加
工施設は、その後の対象の治療で、当該データの結果を制御できる。例えば、電子伝達シ
ステムを用い、中央施設は、データを臨床医、対象、又は研究者に提供できる。
【０１１８】
　ある実施態様によれば、当該対象は、電子伝達システムを用いて当該データに直接アク
セスできる。当該対象は、結果に基づき、さらなる介入又はカウンセリングを選択できる
。ある実施態様によれば、当該データを研究的使用のために使用する。例えば、当該デー
タを、特定の症状もしくは疾患段階の有用な指標としてマーカーの内包又は排出をさらに
最適化するために使用してもよい。
【０１１９】
Ｅ．組成物＆キット
　ある実施態様によれば、本発明のシステム及び／又は装置を、精製及び分析を行うため
に必要な全ての構成要素を含んだ状態で輸送する（例えば、装置に予備ロードされる）。
その他の実施態様によれば、キットに一緒に梱包された別のベッセルに、追加の反応構成
要素が供給される。
【０１２０】
　これらの組成物の任意のものは、単独であっても、本明細書に開示されるかもしくは当
該技術分野において周知のその他の組成物とのくみあわせであってもよいが、キットの状
態で提供されてよい。キットは、適切なコントロール及び／又は検出試薬をさらに含んで
よい。本明細書に記載の任意の方法においての使用が見出される、任意の１又は複数の試
薬を、キットにおいて提供してよい。
【０１２１】
　実施例
　以下の実施例は、特定の好ましい、本明細書に記載の組成物及び方法の実施態様及び態
様を、実証且つ例示するために提供されるが、請求される発明の範囲を限定すると解され
るべきではない。
【実施例１】
【０１２２】
　本実施例は、精製及び検出のために、ＲＮＡを捕捉するために磁力を用いる常磁性マイ
クロ粒子の移動、その後の精製、及びＲＮＡの放出について記載する。例示的親油性物質
として、様々な洗浄バッファ間にバリアを形成する間、常磁性マイクロ粒子の移動を可能
にする、様々なチャンバー間のバルブとして、液体ワックスの使用が示されている。
【０１２３】
（ａ）カートリッジの製作
　アッセイのための個別のカートリッジを、滅菌され清潔な丸底ポリスチレン９６ウェル
プレートを機械加工することにより調製した（図１ａ）。ワックスチャネルを、ＦＤＡ準
拠１／１６”ポリプロピレンの平面バックシートを用いて作った。ワックスチャネルを製
作するため、低界面エネルギー物質に適する９４９５ＬＥアクリル接着剤転写テープ（３
Ｍ、Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）を、正確な寸法で切断されたプラスチックの長方形のピース
の両サイドに接着させた。長方形チャネルをプラスチックピースから引き伸ばして作製し
た。当該引き伸ばしプロセスも、接着を切断した。ポリプロピレンの熱伝導性の悪さ及び
低融点の点から、それを機械加工する場合は特別の配慮を必要とする。チャネルの機械加
工の際に形成するバリを、かみそりの刃を用いて除去した。頂部のプレートも、ポリプロ
ピレンシートから作製した。当該頂部のプレートに、流体を導入させる微小な穴を開けた
。
【０１２４】
　ポリプロピレンを頂部プレート及びチャネルに使用したのは、その優れた化学的耐性の
ためである。飽和オレフィン鎖は、ほとんどのオイル及び溶媒、並びに水性の化学物質、
セッケン、及び中程度の酸及び塩基に対する耐性を発揮する。ポリプロピレンの強度特性
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を有する他の物質は、ポリプロピレンの化学的耐性に適合する。また、ポリプロピレンの
硬度、高光沢な面は、カートリッジの流れの滅菌を干渉する可能性のある累積の懸念があ
り、試験の間中、ＲＮＡフリー環境を維持することが好ましい場合、環境を所望の状態に
する。市販のプラスチック部分を、ガンマ線を放射して滅菌する場合、実験室環境で容易
に行うことができるプラスチック部分滅菌のためにプロトコールを開発した。プレートの
機械加工の前に、試験のために使用されるウェルを接着テープを用いて封鎖した。機械加
工の完了後、当該カートリッジを以下のプロトコールを用いて洗浄した。
【０１２５】
　　ａ．水で２回洗浄
　　ｂ．１００％エチルアルコールで２回洗浄
　　ｃ．ＲＮａｓｅＺａｐ（登録商標）ＲＮａｓｅ Ｄｅｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ Ｓ
ｏｌｕｔｉｏｎ（Ａｍｂｉｏｎ, Ａｕｓｔｉｎ, ＴＸ）で洗浄
　　ｄ．水で２回洗浄
　洗浄完了後、カートリッジを５０℃で一晩乾燥させた。
【０１２６】
ＲＮＡ精製アッセイ：
　当該アッセイを、１０6コピー数／ｍＬ Ａｒｍｏｒｅｄ ＲＡＮ（Ａｂｂｏｔ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ，Ｄｅｓ Ｐｌａｉｎｅｓ，ＩＬ）を含有する４００μＬの血漿サンプルを
用いて行った。試験サンプルとして、ネイキッドＲＮＡの代わりにＡｍｏｒｅｄ ＲＮＡ
を使用するのは、それがリボヌクレアーゼ耐性であるとともに、ＲＮＡのコピー数を容易
に定量化できるためである。扱いを容易にするために、それは非感染性でもある。
【０１２７】
　血漿サンプルからＲＮＡを精製するために、ＭａｇＭＡＸ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏ
ｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ，Ａｕｓｔｉｎ、ＴＸ）を使用した。この方法にお
いて、チオシアン酸グアジニウムベースの溶液の従来方法を用いて細胞を分離した。これ
は、ウイルスＲＮＡを同時に放出し、且つサンプルマトリクスにおいてヌクレアーゼを失
活させる。その後、ＲＮＡは、カオトロピック剤及びアルコールの存在下、シリカ被覆磁
性ビーズに結合する。その後、当該ビーズを洗浄し、低塩濃度のバッファ水溶液に溶出す
る。
【０１２８】
　溶解／結合溶液及びビーズミックス：担体ＲＮＡの調製物を、表１の溶解／結合溶液濃
縮物に添加し、短時間混合する。その後、１００％イソプロパノールを添加する。ビーズ
ミックスを調製するために、全ての反応で、１０μＬのＲＮＡ結合ビーズを１０μＬの溶
解促進剤と混合する。当該ビーズを分ける前にボルテックスする。
【０１２９】
【表１】

【０１３０】
カートリッジの調製
　８０２μＬの溶解溶液を、ａｒｍｏｒｅｄ ＲＮＡを含有する４００μＬの血漿サンプ
ルとともに、マイクロフュージチューブに添加した。サンプルの添加時、エアロゾル形成
による汚染を防ぐため、溶液にピペットチップをわずかに入れるべきである。溶液を３０
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した。ウイルスを十分に溶解し、且つ磁性ビーズにＲＮＡが結合するボルテックス混合で
、溶液を４分間穏やかにボルテックス混合した。磁性スタンド上のマイクロフュージチュ
ーブから離すことにより、ビーズを捕捉する。６００μＬの溶液を除去し、破棄した。当
該ビーズを２２２μＬの溶液を残した状態でボルテックス混合する。当該溶液をカートリ
ッジの第一チャンバーに分ける。イソプロパノールを含有する１５０μＬの洗浄バッファ
１を、チャンバー２及び３にそれぞれ添加する。エタノールを含有する２２５μＬの洗浄
バッファを、チャンバー４及び５にそれぞれ添加する。５０μＬの溶出バッファを、チャ
ンバー６に添加する。
【０１３１】
　ここで、ワックスチャネル（図１－ｂ）を、ワックスチャネルに貼り付けられた接着転
写テープの紙ラミネートをはがし、且つ当該ワックスチャネルをカートリッジに適用する
ことにより、カートリッジに接着させる。その後、ワックスチャネルに頂部プレートを接
着させ同様のプロセスを行う。その後、Ｃｈｉｌｌ-Ｏｕｔ Ｌｉｑｕｉｄ Ｗａｘ（Ｂｉ
ｏ-Ｒａｄ Ｌｏｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ,Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）を、頂部プレートに穿
孔した穴を介して、カートリッジ内にエアギャップが残らくなるまで、カートリッジにピ
ペットで入れる。図１は、異なるバッファ及びワックスでカートリッジが完全に満たされ
た図を示す。
【０１３２】
サンプル精製プロトコール
（ａ）カートリッジにおける精製。サンプル精製プロセスにおいて、様々な精製ステップ
、例えば集団として堆積させるビーズの磁気分離、バッファからワックスへの粒子の移動
、ワックスにおける粒子の移動、次のバッファへの粒子の再導入、及びバッファにおける
粒子のかき混ぜ（表２中のサンプルＣ１）を行うために磁力を用いる（図２）。当該磁力
は、永久磁石により発生する。粒子の集団を、チャンバー１の溶解バッファから、チャン
バー６の溶出バッファに、チャンバー２～５の様々な洗浄バッファを通して移動させた。
粒子を、各洗浄バッファ中に３０秒置き、溶出バッファに１０分置いた。これらの時間の
間、粒子をバッファ中に磁力によって移動させた。
【０１３３】
（ｂ）マイクロフュージチューブにおける精製。サンプル精製を、Ａｍｂｉｏｎ Ｍａｇ
Ｍａｘ キットを用い、同様にマイクロフュージチューブ中で行った。この場合、溶解バ
ッファ及びＲＮＡ結合ＰＭＰを含有するマイクロフュージチューブを、ＰＭＯを捕捉する
よう磁性スタンドに置いた。捕捉が完了すると、ＲＮＡ結合ビーズは、当該磁性スタンド
における磁石に対してペレットを形成した。ビーズを乱すことなく上清を吸引した。当該
チューブを磁性スタンドから離し、洗浄バッファ１をそれに添加した。溶液を３０秒かき
混ぜた。同様の捕捉及び吸引プロセスを行った。ビーズを洗浄バッファ１で２回、及び洗
浄バッファ２で２回洗浄した。この研究においては、洗浄バッファの量の異なる２つの組
み合わせを使用した。（ｉ）３００μＬの洗浄バッファ１及び４５０μＬの洗浄バッファ
２（表２中のサンプルＣ２）、（ｉｉ）１５０μＬの洗浄バッファ１及び２２５μＬの洗
浄バッファ２（表２中のサンプルＣ３）。４つの洗浄ステップの後、ビーズを室温で開放
しておき、アルコールを蒸発させた。アルコールがＰＣＲを阻害するので、チューブの残
存アルコールを調べた。５０μＬの溶出バッファを添加し、サンプルを４分間勢いよくか
き混ぜた。各々において、溶出後に粒子を捕捉し、そして、１２．５μＬのンサンプルを
Ａｂｂｏｔ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ Ａｓｓａｙに使用した。
【０１３４】
分析の結果及びデータ
　以下に示す表は、３つのサンプルタイプについての平均Ｃｔ値を示す。
【０１３５】
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【表２】

【０１３６】
　データから、粒子を、ワックスを介して動かす場合、ＲＮＡ精製において２．８倍（２
＾は、Ｃｔ差を意味する）の改善があることが示される。これは、洗浄バッファ量の低減
の代わりに発生する。洗浄バッファが同様の量である結果と比較すると、ＲＮＡ精製にお
いて３０倍の改善がある。サンプル精製のマニュアルアプローチにおいては、大量の溶液
が粒子に付着し、吸引できない。したがって、各洗浄ステップが溶解溶液から運搬される
阻害剤を希釈させるが、多数回の洗浄、及び全ての阻害因子を完全に希釈する洗浄バッフ
ァ量が必要となるはずである。一方、粒子輸送の媒体としてワックスを用いると、運搬さ
れる液体量は、非常に少なく、Ｃｔの改善をもたらす。
【０１３７】
ＲＴ－ＰＣＲに与えるアルコールの影響
　アルコールはＰＣＲの阻害剤として知られる。したがって、Ａｍｂｉｏｎサンプル精製
キットは、ＲＮＡの溶出前に空気中で粒子を乾燥する必要がある。本明細書に記載する新
規なプロトコールによれば、乾燥ステップは、完全に除去される。さらに、これは、１の
チャンバーから次のチャンバーへ運搬される流体量が最小限であることを示す。容易な自
動化を可能とするため、それは、サンプル精製プロセスも非常に単純化する。より少量の
阻害因子の存在はまた、より少量の溶出バッファにおける溶出を可能にし、同時に、サー
マルサイクルスピードを加速し、それにより試験を行うために必要な時間を低減する。
【実施例２】
【０１３８】
自動化
　高額でない自動化サンプル精製システムは、流体の代わりに磁性粒子を移動することよ
り開発される。長期間の保存にわたり流体を保持できるカートリッジが設計される。これ
は、当該分野におけるピペッティングのようなものをまさに取り除く。この新規なプラッ
トフォームにおけるアッセイの最適化は、サンプル精製プロセスの改善、且つシステムの
より良好な理解の進行を可能にする。精製を行うための自動化システムは、高度に訓練し
た実験技術者を必要とすることなく、ウイルス量の測定を可能にする。閉鎖カートリッジ
と、自動化装置との組み合わせは、ＨＩＶウイルス量のためだけでなく、交差汚染のリス
クを低減しながら安価で便利な手法で全ての種類の核酸の試験のための、ポイントオブケ
アプラットフォームを創作するはずである。
【０１３９】
　システムを最適化するための実験には、以下が含まれる。
　　ａ　保存のための化学物質を保持し、且つ反応を行うためにホイルラミネートを用い
てカートリッジを製作する。
　　ｂ　新たなカートリッジにおいてサンプル精製プロトコールを最適化する。
　　ｃ　堅固な自動化システムを組立て、人手の必要性を除去する。
【０１４０】
ａ．サンプル精製を行うための試作品カートリッジの製作
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　この製作には２つの部分がある。（ａ）カートリッジを作製するために使用される物質
、（ｂ）カートリッジそれ自身の設計。
【０１４１】
　（ａ）物質。カートリッジを作製するために使用される物質は、好ましくは、（ａ）顕
著な損失無く、長期間の保存にわたり液体を保持する蒸気バリア。（ｂ）機械的強度；及
び（ｃ）溶液チュに存在する血液又は粒子に張り付かない化学的に不活性な表面。
【０１４２】
　ポリスチレン又はポリプロピレンは、化学的に不活性であるため、化学アッセイの実施
のための物質の選択であるが、これらは、長期間、試薬の保存に必要な蒸気バリアを提供
しない。物質の蒸気バリアは、物質を介する水蒸気の通過の測定値である、水蒸気透過率
（ＷＶＴＲ）について測定される。
【０１４３】
　ＷＶＴＲ＝Δｗ／ΔｔＡ（ｇｍ-2ｓ-1）、
式中、Δｗ／Δｔは、移動の単位時間当たりの湿度損失の量（ｇｓ-1）であり、且つＡは
、湿度移動の暴露領域（ｍ2）である。
【０１４４】
【表３】

【０１４５】
　以下の表３は、いくつかのプラスチックとホイルラミネート（ＲＰ＃２６－１２４４、
Ｒｏｌｌｐｒｉｎｔ，Ａｄｄｉｓｏｎ，ＩＬ）のＷＶＴＲを示す。ホイルラミネートが、
保存の間、試薬について優れた蒸気バリアを提供することが明白である。ホイルラミネー
トは、非常に安価であるという利益も追加される。ホイルラミネートから作製される単一
カートリッジのコストは、数セントを超えないはずである。使用されるホイルラミネート
の様々な層は、以下の図３に示される。
【０１４６】
　ホイルラミネート（Ｒｏｌｌｐｒｉｎｔ Ｐａｃｋａｇｉｎｇ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ,Ａｄ
ｄｉｓｉｏｎ,ＩＬ）は、試薬の保存のために理想的な、低ＷＶＴＲの原因となる２ｍｉ
ｌ アルミニウム層を含む。ポリエステル層は、アッセイの実施に適する、化学的に不活
性且つ疎水性の表面を提供する。それはまた、当該ホイルを、別のホイル又はプラスチッ
クのピースに熱融着させる。ナイロンの外表面は、アルミニウム表面を腐食から保護し、
且つ当該ホイルラミネートへ機械的強度も提供する。ホイルラミネートは剛性がない。こ
れは、硬い物質にそれを包装することにより克服できる。ホイルラミネートが、水蒸気に
対して事実上不浸透性であるが、ホイルの２つの層間のシールは、不浸透性でなく、且つ
蒸気の損失要因でもあることに留意すべきである。
【０１４７】
　他の実施態様によれば、ポリプロピレン又はポリスチレンから作製される真空形成チャ
ンバーを、９６ウェルプレートと同様に使用する。ある実施態様によれば、蒸気バリアを
提供するため、これは蒸着によりアルミめっきされる。
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【０１４８】
　（ｂ）カートリッジの形状及びサイズ。チャンバーの形状は、粒子を移動させるために
作用する様々な力、及び自動化を単純化するための必要性により支配されるが、チャンバ
ーのサイズは、サンプル精製関連する化学により支配される。試作の設計は、３Ｄ Ｍｅ
ｃｈａｎｉｃａｌ ＣＡＤプログラム，Ｓｏｌｉｄｗｏｒｋｓ（Ｓｏｌｉｄｗｏｒｋｓ　
Ｃｏｒｐｏｗａｒｉｏｎ，Ｃｏｎｃｅｒｄ，ＭＡ）を用いて行われる。現在使用される容
量に基づくカートリッジの例は、図４に示される。化学又は自動化の必要性における変化
は、チャンバーの形状及びサイズの変化に応じて調節される。
【０１４９】
　（ｃ）貼り直し可能な層及び頂部プレート：カートリッジの頂部プレートは、サーマル
サイクリングの際に光学的読取をするために、好ましくは透明である。頂部プレートとホ
イルチャンバーとの間に置かれる貼り直し可能なホイルラミネート層は、図には示されて
いない。これは、プリンターインクカートリッジに類似する。皮（ｐｅｅｌ）の末端は、
頂部プレートとワックス層との間に出てくる。これは、長期間保存に最適な蒸気バリアを
提供する。固形ワックスは、当該シールの上下にある。下のワックスは、皮に張り付く試
薬損失のリスクなく、皮を除去することを可能にする。試験の前に、皮を除去し、且つワ
ックスを融解する。シール除去により創出される空洞のために形成される任意のエアギャ
ップを除去するように、我々が圧迫できる頂部プレートを柔軟にすることができる。１の
チャンバーから次のチャンバーに引っ張られると、粒子と接触することになるので、頂部
プレートも化学的に不活性にすべきである。貼り直し可能なシールは、チャンバーに熱融
着する。チャンバー間の距離は、適切な密封ができるように６ｍｍが好ましいが、他の寸
法を使用してもよい。この密封プロセスは、Ｒｏｌｌｐｒｉｎｔ Ｉｎｃ．で行われる。
【０１５０】
　製作。アルミニウムホイルカートリッジの製作は、同じサイズのネガティブ・モールド
に適合する、半球型のポジティブ・ヘッドを含んでなる、ピンチプレス装置を用いて行わ
れる。ポジティブ・ヘッドと、ネガティブ・モールドとの間にホイルを押し付けることに
より、当該ホイルがモールドの形状を確認するよう伸ばす。ラミネートの降伏強度及び伸
長強度は、知られていないが、標準的な工業基準では、
（チャンバー作製後の最大面積）＜（２×伸長前の面積）である。
【０１５１】
　ワックスチャネル、カートリッジのための固体支持体、頂部プレートは、全て３Ｍ接着
転写テープを用いて一緒に統合させた。数個の接着剤を試験した後に、これを選択したが
、それは特に低界面エネルギー表面に対するその優れた接着特性による。当該接着剤は、
レーザー切断され、ＧＭＬ（Ｖａｄｎａｉｓ Ｈｅｉｇｈｔｓ,ＭＮ）により正確なサイズ
にされる。アッセイ性能を向上させるサンプル精製プロトコールの最適化は、以下の通り
である。
【０１５２】
　アッセイは、Ａｍｂｉｃｏｎ製のシリカ被覆ＰＭＰベースＭａｇＭａｘキットを用いて
行われる。当該キットプロトコールは、ビーズの沈殿及び流体からのピペッティング採取
を必要とするアッセイ形成における最良の性能のために、最適化されている。ワックスを
使用することは意図されていない。サンプル精製に与えるワックスの影響をさらに理解し
、且つサンプル精製プロセスを最適化するために、以下の実験を行う。
【０１５３】
１．ワックスを介する水のキャリーオーバー：初期の実験に基づき、１のチャンバーから
次のチャンバーへの水又はバッファのキャリーオーバーが、ワックスを介する粒子の移動
で顕著に低減すると仮定した。これは、アルコールにより阻害されないことを示す上記の
結果をある程度根拠にした。この仮定を確認するため、既知の濃度の蛍光色素、フルオレ
セインを水に溶解させる。この溶液に、既知数の粒子（Ｌｕｍｉｎｅｘ フローサイトメ
ーターで測定される）を添加する。その後、当該粒子を、ワックスを介して、既知容量の
フルオレセイン不存在水に、磁力で移動させる。出発サンプル及び最終サンプルにおける
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フルオレセインの濃度の測定時に、１のチャンバーから次のチャンバーへの持ち越される
（キャリーオーバーされる）水の容量を定量的に推定できる（Ｖａ）。
【０１５４】
　実験では、結果を比較するために使用される２つのコントロールを用いる。（ａ）フル
オレセインの同一溶液から、水へ、ピックピンを用いて粒子を移動する。これはＭａｘｗ
ｅｌｌ又はＫｉｎｇｆｉｓｈｅｒ等の現在利用可能なシステムを表す。（ｂ）フルオレセ
イン溶液を含有するマイクロフュージチューブ及び粒子を磁性スタンドに置き、その後、
当該溶液を注意深くピペッティングすることにより回収する。フルオレセイン不存在水の
固定量をその後これに添加する。
【０１５５】
　精製性能における向上を、一のチャンバーから次のチャンバーにわたって運搬される流
体の平均量を比較することにより定量する。サンプル操作による精製プロセスにおける変
動を定量するために、分散を用いる。実験は、様々な粒子数、様々なサンプル初期容量、
及び様々なフルオレセイン濃度で繰り返される。運ばれる液体容量は、ワックス中で動か
される粒子を含有する、液滴（Ｖ）の容量の割合Φである。
【０１５６】
　（１－Φ）Ｖ＝（４／３）πｒ3Ｎ
　ΦＶ＝Ｖa

　Φ＝Ｖa／（Ｖａ＋４πｒ3Ｎ）
【０１５７】
　上記の等式において、ｒは粒子の半径であり、Ｎは粒子の総数である。液滴の容量Ｖは
Ｎに依存するので、液体ΦＶの容量もＮに依存する。ΦＶがフルオレセイン溶液の初期容
量に依存すると期待するのではなく、むしろフルオレセインの濃度に依存するはずである
。この実験により、最適な洗浄ステップ及び量、又は必要な溶解バッファの量の決定が可
能になる。
【０１５８】
２．最適な洗浄ステップの量及び数の選択。Ａｍｂｉｏｎに推奨されるプロトコールは、
マニュアルピペッティング工程のために最適化される。ワックスの使用は考慮されていな
い。したがって、当該プロトコールは、ワックスを使用して最適化する。ＰＣＲを阻害す
る、血液血漿に存在する阻害因子は具体的に知られていないが、大半の阻害因子による阻
害は、濃度依存性であることは認められている。以前の実験から得られる結果は、流体の
除去に与えるワックスの影響についての情報を提供する。ガイドスティックとしてそれを
使用し、精製ステップ数を低減する。精製ステップ数の低減は、サンプル精製プロセスの
複雑性を低減し、試験のコスト及び試験に必要な時間を低減する。阻害剤濃度の低減は、
より少量の溶出バッファにおける溶出を可能にし、ＲＮＡ濃度のさらなる増加、及びより
速いサーマルサイクリングをもたらす。
【０１５９】
　方法の感度は、その方法の許容性の下限と関連する。化学との関連で、検出下限値は、
多くの場合、検出下限な正味の濃度又は量のことを言う。
【０１６０】
ＬＯＤの決定
　ＬＯＤの計算は、専門家の学術団体間で異なり、且つ、アプリケーション間で異なるが
、ＬＯＤの定義は以下の通りである。
【０１６１】
　ＬＯＤ・（ブランクの平均）＋Ｋ（ｓｄ）
　ここで、ブランクの平均＝アッセイに関連するブランク決定について与えられる平均値
；Ｋ＝所望の信頼水準に関連する被覆率；及びｓｄ＝ブランク決定の標準偏差。
【０１６２】
　この計算は、ブランクコントロールが、典型的にＰＣＲ反応で使用される最高のサイク
ル数と同じ値を有するような、リアルタイム定量ＰＣＲと関連するＬＯＤの推定には適さ
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ない。さらに、当該アッセイが正しく行われれば、これらのブランクの値は、全て同じに
なるはずであり、且つそれらの分布が切断される、つまり、有用な標準偏差の計算を妨げ
ている。
【０１６３】
　科学文献に記載されるＬＯＤの従来的計算が直面する困難のいくつかを克服するため、
時間の少なくとも９５％で検出可能なＰＣＲ増幅産物を提供する、最低のコピー数として
ＬＯＤを定義できる。これは、９５％の確立でバックグラウンドノイズと区別できる最低
のコピー数とも解釈できる。現在のＲＮＡ精製のためのＡｍｂｉｃｏｎキット、及びＲｔ
－ＰＣＲのためのＡｂｂｏｔ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅプロトコールを用いる、Ｒｔ－ＰＣＲア
ッセイは、１．０ｍｌの血漿サンプル中、４０コピー数のＲＮＡのＬＯＤを有すると報告
されている。好ましいアッセイは、５００コピー数のＲＮＡを検出する。すなわち、全て
のプロトコールについて、アッセイの感度を、Ｃｔに対するＲＮＡのコピー数の希釈曲線
を作ることにより測定する。所望のゴールは、一回の洗浄ステップもなく、溶解バッファ
から溶出バッファへ移ること、である。精製アッセイは、様々な洗浄ステップ数及び洗浄
容量で行われる。
【０１６４】
３．ワックス融点
　実施例１に記載される実験で使用されるワックスは、融点が１０℃である。したがって
、このワックスは、室温で液体である。６０℃又はその他のより高い融解温度で融解する
ワックス（ＤｙＮａｗａｘ Ｒｅａｇｅｎｔ，Ｆｉｎｌａｎｄ）を、いくつかの実施態様
で使用した。これは、実験のすぐ前に融解させ、保存の間は固体としてワックス保存が可
能であるので、粒子の動きについての相転移プラグを作り出す。貼り直し可能なシールの
下に存在するワックスにより、ホイルが張り付くチャンバーから、流体を損失することな
く、ホイルをはがすことができる。しかしながら、これは水浴における実験を行うか、又
はワックスを加熱するためにペルチェヒーターを用いることが必要となるはずである。
【０１６５】
サンプル精製プロトコールの自動化：
　自動化サンプル精製システムを提供する。自動化には多くの利益があり、例えば、（ａ
）プロセスが技能を有する作業者を必要としない、（ｂ）システムの理解がより良好にな
る、（ｃ）アッセイ進行及び試験プロセスが加速する、（ｄ）プロセスの標準化によりサ
ンプルを、サンプル変動まで減少させる。
【０１６６】
　（ａ）第一構成要素は、磁石及びカートリッジを動かすステージである。プロセスを自
動化するために、ステージを５つのプロセスを行ってくみ上げる。つまり（ａ）流体中で
の粒子の凝集、（ｂ）内表面にわたる当該流体の引きずり、（ｃ）ワックス中での粒子凝
集体の引きずり、（ｄ）ワックスから水への粒子凝集体の引きずり、（ｅ）流体中での粒
子のかき混ぜ、である。操作のマニュアルモードにおいては、カートリッジを安定に保ち
、一方、磁石をカートリッジと相対的に置いた。複雑な動きを自動的に創出するために、
ある実施態様によれば、カートリッジを磁石に対して動かす。すなわち、磁石及び／又は
カートリッジを、動作ステージに乗せる。いずれが動くかはプロセスの構成の容易性、コ
スト及び信頼性に依存する。ステッピングモーターを使用し様々な動きを行ってもよい。
【０１６７】
　ｉ）洗浄バッファにおける粒子のかき混ぜ。この設計は、関連する力の単純な推定によ
り導かれる。密度ＰP、半径Ｒp、容量Ｖp＝（４πＲp

3）／３、及び質量ｍｐの球状磁石
粒子の動きは、以下の複数の力に支配される。（ａ）全ての場の供給源による磁力、（ｂ
）流体抵抗、（ｃ）粒子／流体相互作用（流動場への摂動）、（ｄ）浮揚性、（ｅ）重力
、（ｇ）熱動力学（ブラウン運動）、及び（ｈ）磁気双極子相互作用等の粒子間効果があ
る。パラメータの設計を導くために、磁性及び粘性の引きずり力が支配する場合、低濃度
及び低流動様式における磁性粒子の挙動をモデル化する。したがって、粒子／流体相互作
用及び粒子間効果を無視する。第二のオーダーについて粒子サイズによっては無視できな
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い可能性がある重力も含まれる。古典的なニュートン力学によれば、以下の通りである。
【０１６８】
　ｍp＝ｄｖp／ｄｔ＝Ｆm＋Ｆf＋Ｆg

式中、ｖpは、粒子の速度、及びＦm、Ｆf及びＦgは、それぞれ磁力、流体力、異種的且つ
重力的力である。磁力は、磁化粒子を「等価」点双極子により、モーメントｍp.effに置
換される場合、「有効」双極子モーメントアプローチを用いて得られる（Ｆｕｒｌａｎｉ
 ａｎｄ Ｎｇ, ２００６）。双極子上（つまり粒子上）の力は、以下の式により与えられ
る。
【０１６９】
　Ｆm＝μf（ｍp.eff・▽）Ｈa

式中、μfは輸送流体の透過性、ｍp.effは粒子の「有効」双極子モーメント、及びＨaは
等価点双極子が置かれる場合、粒子中心での（外部から）加えられる磁場強度である。粒
子が自由空間にある場合、ｍp.effはＶpＭpであり、上記の等式は、以下の通常状態にな
る。
【０１７０】
　Ｆm＝μ0（ｍp・▽）Ｈa

式中、Ｖp及びＭpは、粒子の容量及び磁化であり、且つμ0＝４π×１０-7は、自由空間
の透過性である。図５は、流体チャンバー上の磁石の配列と、磁石からの固定距離での、
ｘ方向及びｙ方向における粒子上の力の表面プロットを示す。力の計算には、粒子サイズ
、及び粒子を作るＦｅ3Ｏ4（マグネタイト）の物質特性の選択が必要である。示される計
算においては、Ｆｅ3Ｏ4は、密度ｐ＝５０００ｋｇ／ｍ3、飽和磁化Ｍ＝４．７８×１０5

Ａ／ｍ及び粒子サイズは０．５マイクロメーターであると仮定した。一の磁石又は磁石の
配列からなるシステムのための磁力を推定するプログラムはＭａｔｌａｂにより書かれた
。これにより、様々な磁石及び磁石の配置に対する磁力の計算が可能である。現在のプロ
グラムは、磁石の直線配列により力を推定することしかできないが、磁石のより複雑な配
置を推定するプログラムを作ることは可能である。
【０１７１】
　流体力は、均一な流量における球体上の引き上げについてのストークスの定理を用いて
予測される。Ｆｆ＝－６πηＲp（ｖp-ｖf）で与えられ、式中、η及びｖfは、それぞれ
粘度と流体の速度である。重力は、Ｆg＝－Ｖp（ρp－ρf）ｇｙで与えられる。式中、ρ

p及びρfは、それぞれ粒子及び流体の密度であり、ｇ＝９．８ｍ／ｓ2は、重力による加
速度である。重力は、－ｙ方向に作用する。重力は、サブミクロン粒子の磁気泳動的（ma
gnetophoretic）動きを分析する場合に無視されることが多く、それは通常磁力よりも非
常に弱いためである。
【０１７２】
　様々な力を運動のニュートン等式に差し込むことで、粒子が凝集し、さらに粒子曲線を
プロットするのに必要なおよその時間を予測することが可能である。これらの計算は、設
計パラメータを導くために使用される。
【０１７３】
　(ii）表面張力の測定及び界面を交差する粒子の引きずり。
　自動化プロセスで使用される磁石の強度は、異種表面張力を克服する必要のある磁場の
強度により支配される。界面を交差して１の粒子を動かすことは困難であるが、粒子集団
を、当該界面を交差して動かすことができる。
【０１７４】
　異種的な力は、ｙ２πＲpと推定することができ、ここでｙは、ワックスとバッファと
の間の異種的な張力である。異種的な力を、テート（Ｔａｔｅ）の法則に従う重錘法を用
いて測定する。
【０１７５】
　これは、表面張力を測定するための正確な方法であり、且つ液－空気又は液－液界面の
表面張力を測定するための最も便利な研究用の方法である。図６に示した通り、当該手法
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は、チューブの末端でワックスの液滴を形成し、当該液滴を、バッファを含む容器に落と
す。その後、液滴の重量を使用して表面張力を決定する。テートの法則は、液滴引く置換
流体の重量であるＷについて非常に単純な表現を与える：Ｗ＝２πｒｙｆ、式中、ｒは液
滴が形成されるチューブの半径であり、且つｆは、ｒ／Ｖ1/3の無次元比率の関数であり
、Ｖは液滴容量である。図６に示されるシステムを使用して、ワックスと様々なバッファ
との間の表面張力を測定する。この方法を使用する場合に講じるべき重要な予防策は、末
端を滑らかに研磨し、任意のニックがない状態のチップを使用することである。チップが
湿っていない液体の場合は、ｒは、内部半径である。液滴もゆっくりと形成すべきであり
、そうでない場合、液滴重量が高くなる。
【０１７６】
　異種的な力を推定すると、界面にわたって粒子を動かすために必要な磁力を推定できる
。したがって、設計基準は、Ｆm＞Ｆiである。式中、Ｆm及びＦiは、それぞれ磁力及び異
種的な力である。この推定は、摩擦力も無視する。この推定は磁石の選択を導いた。バッ
ファからワックスへの粒子の移動に必要な磁石の強度を低減させるため、磁石をできる限
り界面に近づけるよう動かす。これは、柔軟な頂部プレートでなされる。柔軟な頂部プレ
ートはまた、チャンバーと頂部プレートとの間にあるホイルラミネートをはがす場合に形
成され得る任意のエアギャップを除去するために押すことができるように使用される。
【０１７７】
　iii）ワックスにわたる粒子凝集体の引きずり。ワックスを介する粒子の引きずりのた
めの運動の等式は、粒子の凝集のものと類似する。しかしながら、この場合、当該運動は
、単一粒子のものよりもむしろ、粒子凝集体を含有する流体の液滴のものである。正味の
摩擦力は以下の式で与えられる。
【０１７８】
　Ｆｆ＝－６πηＲp（ｖp－ｖf）
式中、Ｒｐは、液滴の形状と液滴の内部粘度に依存する並進テンソルである。ワックスを
介して粒子凝集体を引き上げることは、極めて容易である。このプロセスの際、粒子はカ
ートリッジの頂部表面と接触することになる。したがって、頂部プレートプロセスのため
に使用される物質は、化学的に不活性であり、且つ滑らかな表面質感を有することが好ま
しい。
【０１７９】
　（iv）ワックスからバッファへの粒子凝集体の引きずり。ワックスから洗浄バッファへ
の粒子の動きは、表面エネルギーの減少を伴うので、これは、単純なプロセスである。小
さな磁力で十分に水中に粒子を戻すことができる。また、重力が、粒子定着（settlement
）のプロセスを支援する。
【０１８０】
　（ｖ）かき混ぜの必要性の検証。実施例１で行われたアッセイにおいて、チャンバー周
囲の磁石の動きにより、粒子をかき混ぜた。マニュアルピペッティングが必要なサンプル
精製プロセスは、ボルテックス混合による洗浄バッファ中の粒子のかき混ぜを要するので
、これを行った。様々な磁場を作り出すことは、ステージ上の磁石を動かすことにより可
能であるが、アッセイにコストを追加する。すなわち、ある実施態様によれば、かき混ぜ
は使用されない。
【０１８１】
　ステッピングモーターとカートリッジの動きを制御するソフトウェア。コンピュータの
ＵＳＢポートを、ＲＳ２３２コンバーターへのＵＳＢを介して、ステッピングモーターコ
ントローラーへ接続できる。これは、ハイパー端子を用いて、モーターへのコマンドの送
信を可能にする。Ｄｏｃｋｌｉｇｈｔ等の任意のシリアル通信ソフトウェアを使用し、Ｒ
Ｓ２３２コマンドセットを用いてステッピングモーターと効率的に通信できる。
【０１８２】
　自動化サンプル精製システムの性能試験。サンプル精製システムの性能を試験するため
、粒子の損失を測定する。これは、アッセイ及び流体のピペッティングを伴うアッセイの
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マニュアル状態での性能の損失と比較される。このため、粒子濃度を、Ｌｕｍｉｎｅｘフ
ローサイトメーターを用いて測定する。通常のフローサイトメーターとは異なり、Ｌｕｍ
ｉｎｅｘシステムは、粒子の計数、及び使用される溶液の容量の測定が可能なポジティブ
フロー制御システムを有するため、ビーズ溶液の濃度を測定することができる。ビーズの
損失＝ビーズの初期濃度×使用したサンプルのＶｏｌ－ビーズの最終濃度×溶出バッファ
のＶｏｌである。
　ビーズの損失％＝（ビーズの損失／ビーズの初期総数）×１００
【０１８３】
　ビーズの損失割合は、システムの性能を測定する自動プロセスの各ステージで測定され
る。この目的は、損失割合を、マニュアルプロセスにおいて観察されるものよりも低減す
ることである。ビーズ損失％の平均と、ビーズ損失％の分散を、自動化プロセス及びマニ
ュアルアプローチについて比較する。自動化システムは、マニュアルプロセスよりも低分
散であることが期待される。
【実施例３】
【０１８４】
　チューブ状処理装置
　この実施例は、生物反応を行うためのチューブ状処理装置を記載する。診断アッセイの
ための実験の設定を図７に示す。ＣＡＶＲＯ ３０００ＸＬディジタルポンプに取り付け
られた０．０６０”内径チューブ（Ｓｍａｌｌ Ｐａｒｔｓ Ｉｎｃ.）からなる。ディジ
タルポンプを、ＲＳ２３２界面を介して制御する。様々な洗浄バッファ、検体、磁性粒子
含有溶液、及びシリコンオイル（Ｇｅｌｅｓｔ Ｉｎｃ．）を、チューブの遠位末端から
投入する。
【０１８５】
　当該実験のために使用される粒子は、Ｓｐｈｅｒｏｔｅｃｈ Ｉｎｃ．から入手したカ
ルボキシル被覆平滑表面磁性粒子である。ＳＰＥＲＯ1M Ｓｍｏｏｔｈ Ｓｕｒｆａｃｅ 
Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｐａｒｔｉｃｌｅは、酸化鉄被覆を十分に封入する粒子の表面にポリ
マー被覆の薄層を有する。粒子の表面上で暴露される酸化鉄は存在しない。
【０１８６】
　Ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａｌ Ｎｅｏｄｙｍｉｕｍ磁石（Ｂｕｎｔｉｎｇ Ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｓ Ｃｏ）を、キャピラリーの長さ方向に動かす。当該磁石をキャピラリー周囲に置き、
粒子を混合する。全ての実験についてＮ３５及びＮ４０グレードの磁石を使用した。
【０１８７】
　テフロン（登録商標）チューブは、ガラスチューブよりも良好であることが判明してお
り、全ての実験で使用された。粒子はテフロン（登録商標）よりもガラスに張り付く。こ
れは、粒子表面にはカルボキシル基が存在するため、ガラスより疎水性であるテフロン（
登録商標）が、ガラスよりも親水性である当該粒子をはじくと仮定する。しかしながら、
粒子は非常に疎水性であるため、テフロン（登録商標）に張り付かない。
【０１８８】
　蛍光読取は、以下の実験のためのチューブにおいて採用されないが、キャピラリーシス
テムに光学的システムを取り付けることができる。化学反応の完了後、粒子をチューブか
ら取り出し、且つフローサイトメーターで読み取る。全ての読取値を、ＳＰＨＥＲＯ Ｒ
ａｉｎｂｏｗ Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓに対して規格化した。当該Ｓ
ＰＨＥＲＯ Ｒａｉｎｂｏｗ Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓは、様々な蛍
光強度を有する複数の同じサイズの粒子の混合物を含む。各々の粒子は、３６５～６５０
ｎｍの任意の波長で発光できる蛍光分子の混合物を含む。これは、フローサイトメーター
において、同じ粒子セットで全てのチャネルのキャリブレーションを可能にする。使用さ
れる蛍光分子は非常に安定であるが、ＦＩＴＣ、ＰＥ、又はＰＥ－Ｃｙ５等の通常使用さ
れる蛍光分子に非スペクトル的に適合する。チョッパーボトル（chopper bottle）で、１
ｍＬの希釈液に粒子フラム（ｆｌａｍ）の数滴を希釈して、フローサイトメーターのキャ
リブレーションのための十分な粒子濃度が提供される。希釈したＲａｉｎｂｏｗ Ｃａｌ
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ｉｂｒａｔｉｏｎ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓは、凍結融解の反復後も安定な状態を維持する。
【０１８９】
チューブ状処理装置おマイクロフュージチューブにおけるストレプトアビジン－ビオチン
反応
　診断装置としての使用のためのチューブ状処理装置は、感度の損失なくアッセイを行う
ことができる。オイルを介する粒子の移動は、当該粒子に結合するタンパク質を変性させ
るか、又はバルク溶液から粒子表面への核酸を困難にする粒子上の層を形成する可能性が
ある。
【０１９０】
　ストレプトアビジン－ビオチンシステムを利用する。ビオチン－アビジン又はビオチン
－ストレプトアビジン相互作用は、それを一般的なブリッジシステムとして有利にさせる
、いくつかの特有の性質を有する。アビジン、ストレプトアビジン、及びニュートルアビ
ジン（NeutrAvidin）ビオチン結合タンパク質の各々は、高い親和性と選択性で、１タン
パク質分子当たり、４つのビオチンと結合する。
【０１９１】
　平均直径３μの、未標識ストレプトアビジン被覆ＳＰＨＥＲＯ Ｓｍｏｏｔｈ Ｓｕｒｆ
ａｃｅ Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ（１％ ｗ／ｖ）を、実験に使用した。以
下の実験において、０．７*１０6個の磁性粒子を使用した。粒子を、リン酸緩衝生理食塩
水（ＰＢＳ）中で洗浄し、磁石で分離し、且つ０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０洗浄
剤を含有する６０μＬのＰＢＳバッファに再懸濁した。様々な濃度のＡｌｅｘａ－４８８
－ビオチンを、０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０含有リン酸Ｎａバッファに溶解させ
た。
【０１９２】
　以下の溶液を、所与の順序で、各々６０μＬのシリコンオイルで分離したキャピラリー
に注入した。
（ａ）磁性粒子含有の、６０μＬのＰＢＳバッファ
（ｂ）０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０含有の、６０μＬのＰＢＳ洗浄バッファ
（ｃ）既知の濃度のＡｌｅｘａ－４８８－ビオチン含有の、２００μＬのリン酸Ｎａバッ
ファ
（ｄ）０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０含有の、６０μＬのＰＢＳ洗浄バッファ
【０１９３】
　最初に粒子を、「溶液－ａ」から、洗浄バッファ（溶液－ｂ）を含有するチャンバーに
磁石で移動させた。これにより粒子の破片を取り除く。その後、これらを、Ａｌｅｘａ－
４８８－ビオチンを含有するチャンバーに移動し、ストレプトアビジン被覆粒子を、Ａｌ
ｅｘａ－４８８－ビオチンに結合させた（溶液－ｃ）。粒子を、磁石の力で定期的に混合
した。反応を９０分間継続させ、その後粒子を次のチャンバーに移動させ（溶液－ｄ）、
粒子に張り付いているはずの任意の破片を洗い流す。シリコンオイルを介する１のチャン
バーから次のチャンバーへの粒子の移動には、粒子がオイル－水バリアを交差できるよう
に、集団に統合することが必要である。ゆえに、粒子が一のチャンバーから次のチャンバ
ーにわたって動く各々の時間、粒子は、磁石を動かすことにより十分に混合させられる。
その後、粒子を回収し、そして粒子上の蛍光をフローサイトメーターで測定する。
【０１９４】
　実験のために使用されるＡｌｅｘａ Ｆｌｏｕｒ色素は、近ＵＶ、可視、及び近ＩＲス
ペクトルに渡る優れた蛍光色素のシリーズである。これらの色素は、例外なくフルオレセ
インと比較してより明るい複合体を作製する。Ａｌｅｘａ－４８８は、４９５ｎｍで光を
吸収し、５１９ｎｍで発光し、且つ７１０００の減衰係数を有する。色素は、水溶性であ
り、且つ広いｐＨ範囲にわたり高い蛍光を維持する。
【０１９５】
　同一の反応をマイクロフュージチューブで行った。０．７*１０6個の粒子をＰＢＳ中で
洗浄し、磁石で分離し、且つ０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０洗浄剤を含有する６０
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μＬのＰＢＳバッファに再懸濁した。その後粒子を以下の溶液と各時間混合し、磁石で分
離し、その後、次の溶液に再懸濁した。
【０１９６】
（ａ）磁性粒子含有の、６０μＬのＰＢＳバッファ
（ｂ）０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０含有の、６０μＬのＰＢＳ洗浄バッファ
（ｃ）既知の濃度のＡｌｅｘａ－４８８－ビオチン含有の、２００μＬのリン酸Ｎａバッ
ファ
（ｄ）０．１％のＮｏｎｉｄｅｔ Ｐ－４０含有の、６０μＬのＰＢＳ洗浄バッファ
【０１９７】
　キャピラリーにおける反応の場合のように、ストレプトアビジン被覆磁性粒子を、９０
分間、ビオチン含有バッファと混合させた。粒子をこの時間、定期的に混合した。これら
の粒子から蛍光を読取り、キャピラリーシステムから得られた粒子の蛍光読取値と比較し
た。
【０１９８】
　図８は、異なる濃度のビオチンでのフローサイトメーターにおいて測定されたＦＬ１高
さの値を示す。ダイアモンドは、キャピラリーシステムで行われたストレプトアビジンビ
オチン反応についてのシグナルを表し、ピンク四角は、マイクロフュージチューブで行わ
れたストレプトアビジンビオチン反応のシグナルを表す。全ての測定値を、固定値での虹
の第三のピークを維持することにより規格化した。プロットから理解される通り、粒子は
シグナルが低減し始めた後、１０-10Ｍのビオチン濃度まで完全に飽和する。ストレプト
アビジン被覆粒子上に結合するビオチン量は、当該反応が、キャピラリーで行われたか、
マイクロフュージチューブで行われたかに関わらず、同様である。２つの反応間の差は、
測定された全てのビオチン濃度で統計的に有意でない。このグラフは、ビオチン高濃度で
の蛍光シグナルにおけるいくらかの消光があることを示す。図８は、ビオチン濃度０．５
*１０-10Ｍでの、チューブ状処理装置におけるストレプトアビジン－ビオチン反応の５回
の反復を示す。
【０１９９】
　以下の実験の手法は、上記の前の実験と同じである。図９は、２セットの粒子について
測定された２つの重ね合わせ図からなる。つまり、以下の通りである。
（ａ）１０-12Ｍビオチン溶液と反応する、ストレプトアビジン被覆ＳＰＨＥＲＯ Ｓｍｏ
ｏｔｈ Ｓｕｒｆａｃｅ Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
（ｂ）脱イオン水と反応する、ストレプトアビジン被覆ＳＰＨＥＲＯ Ｓｍｏｏｔｈ Ｓｕ
ｒｆａｃｅ Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓ
【０２００】
　前方散乱及び側方散乱は、２セットの粒子について同じであり、これは、２セットの粒
子のサイズ及び表面粗度が同じであるため期待通りであった。粒子表面で発光される蛍光
量の測定値であることより、ストレプトアビジンへ結合するビオチン量の直接測定値であ
るＦＬ１高さは、２セットの粒子で異なる。図９は、粒子が１０-12Ｍビオチンと反応す
る場合、ＦＬ１高さ（ピーク）の中点は、ストレプトアビジン被覆粒子が水と反応する場
合とは明確に区別でき、且つより大きいことを示す。装置の感度は、ビオチンについては
１０-12Ｍであることがわかった（ブランクよりも２ｄＢ超である）。
【０２０１】
　チューブ間の粒子輸送
　図１０に示すように、一のチューブを別のチューブに挿入し、ここでより薄いチューブ
の外径が、より大きなチューブの内径とほぼ同じであるようにする。ストレプトアビジン
被覆粒子を、ＰＢＳバッファを含有するチャンバーに移動させる。これを行う間、また、
それを一のキャピラリーから別のキャピラリーに動かす。その後、それを、１０-8Ｍ Ａ
ｌｅｘａ－４８８－ビオチン及び０．１％ Ｎｏｎｉｄｅｔ－Ｐ４０（ＮＰ－４０）を含
有するＰＢＳバッファを含むチャンバーに移動させる。一のチャンバーから別のチャンバ
ーへの移動は、シリコンオイルの領域を交差することを必要とする。粒子をＡｌｅｘａ－
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４８８－ビオチンと、９０分間反応させ、その後、粒子を取り出すとともに、その蛍光を
フローサイトメーターで測定する。蛍光読取値は、一のキャピラリーから別のキャピラリ
ーへ移動するにもかかわらず、反応が起きることを示唆する。
【０２０２】
　携帯可能な診断装置において、試薬はチューブ中に存在している可能性があり、一方、
測定されるサンプルは、別の分離チューブに回収されるか、又はサンプルの回収に適する
ベッセルに回収される可能性がある。この実験は、粒子をチューブもしくは回収ベッセル
においてサンプルと反応させ、その後当該粒子を、試薬が存在している別のチューブに移
動させることにより、行われる反応の進行を可能にすることの実現可能性を実証した。
【０２０３】
シリコンオイルの影響
　診断装置に影響を与える因子の１つが、粒子上のシリコンオイルの影響である。オイル
領域を介する粒子の移動の間、当該オイルが粒子に張り付く場合について調べた。このた
めに、蛍光色素、ピロメテン（pyromethene）５４６をシリコンオイルに溶解させた。ピ
ロメテンは、５４６ｎｍで蛍光を発するオイル可溶性レーザー色素である。粒子を、ピロ
メテン５４６を含有するシリコンオイルの領域を介して動かした。その後、粒子をキャピ
ラリーから取り出し、そして蛍光シグナルをフローサイトメーターで測定した（図１１ａ
）。
【０２０４】
　別の実施態様によれば、粒子を、ピロメテン５４６を含有するシリコンオイルを介して
移動させ、その後、０．１％ Ｎｏｎｉｄｅｔ Ｐ４０を含有するＰＢＳバッファにおいて
混合した。これらの粒子を凝集させるために磁石を使用した。その後、粒子をキャピラリ
ーから取り出し、そして図１１ｂに示すとおり、フローサイトメーターで蛍光シグナルを
測定した。
【０２０５】
　前方散乱値は粒子のサイズを表し、一方、側方散乱は、粒子の表面特性についての情報
を提供する。図１１ａにおいて、前方散乱プロットは広い分布を示すが、粒子はほぼ同じ
サイズを示す。これは、オイルが粒子に張り付いているか、様々なサイズのオイル液滴が
形成されていることを実証している。オイルを介して粒子を移動後、ＰＢＳバッファにお
ける粒子をかき混ぜると、粒子サイズの分布は、期待通り、２つの区別できるピーク、つ
まり、粒子及び粒子の二重項（doublets）を示す（図１１ｂ）。図１１ａにおける側方散
乱プロットも、同様に形成されたオイルの小さな液滴が存在するはずであることを示唆す
る２つのピークを示す。図１１ａのＦＬ１中央値は７３であり、これは蛍光色素のいくつ
かが、粒子とともに移動したことを実証している。これは、粒子を混合することにより洗
浄することができ、そうすると、図１１ｂにおいて、より低い蛍光値３８が得られる。
【実施例４】
【０２０６】
　液体ワックスを用いる市販のＲＮＡ精製の効率
　この実施例は、液体ワックス媒体を介して磁性粒子に結合したＲＮＡを輸送する精製方
法は、様々な種類の粒子、及び多様な溶解、洗浄、及び溶出バッファを使用する市販のキ
ットに適合可能であることを実証する。試験キットは、シリカ（Ａｍｂｉｏｎ）、酸化鉄
（Ａｂｂｏｔｔ／Ｐｒｏｍｅｇａ）及びセルロース（Ｃｏｒｔｅｘ）磁性粒子を含んでい
た。粒子化学における差異に加えて、これらのキットは、それぞれの溶解及び溶出バッフ
ァ、及び中間洗浄バッファの組成の点で異なる。
【０２０７】
　正常な血漿中で急増したウイルス粒子を、キット製造業者の指示書、例えば、溶解及び
溶出の間の全ての洗浄ステップ、及びリアルタイムＰＣＲにより決定されたＲＮＡレベル
等に従って精製した。その後、急増した血漿を、溶解及び溶出バッファのみを用いるワッ
クス相方法で精製し、ＲＮＡレベルを比較した。
【０２０８】
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　Ｃｔ単位において表わされるＲＮＡ濃度の比較は、液体ワックス伝達精製方法論の効率
が、製造業者指定の指針における手法のものと同等であることを示した。まとめると、こ
れらの結果は、液体ワックスによる溶解バッファの排除は、ＲＮＡ精製システムにより典
型的に規定される多重のマニュアル洗浄の適切な置換であることを示している。
【０２０９】
ワックス－ブリッジキュベット
　全ての実験は、図１２及び１３に示される２チャンバーキュベットにおいて行われ、当
該チャンバーは、溶解バッファから溶出バッファへの粒子の移動を促進するよう設計され
た。図１２に示すように、溶解バッファを左のチャンバーに添加し、且つ溶出バッファを
右のチャンバーに添加する。その後、両方のバッファ溶液を覆い、且つ２つのチャンバー
間にブリッジを形成する液体ワックスを添加する。磁石を溶解チャンバー上の側壁上に置
き、ペレットを形成しながら壁に引き付けられる。図１３に示す通り、その後、磁石を、
オイル層中の溶解バッファを介して壁に沿ってペレットを引きずりながら上方に動かす。
その後、磁石を、ペレットが溶出チャンバーより上になるまでオイルブリッジを介して粒
子を引きずりながら側面に沿って移動させる。最後に、磁石は、オイルから溶出バッファ
へ、粒子を引きずりながら下方に動かされる。
【０２１０】
製造業者のプロトコール
　Ａｍｂｉｏｎ ＭａｇＭａｃｘ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（カタ
ログ番号ＡＭ１９２９）、Ａｂｂｏｔｔ／Ｐｒｏｍｅｇａ Ｍ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐａ
ｒａｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ（カタログ番号０２Ｌ０２－２４）、及びＣｒｔｅｃ Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ ＭａｇａＺｏｒｂ（登録商標）ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（カタログ
番号ＭＢ２００１）を試験した。ウイルスＲＮＡサンプルを、多重の洗浄ステップを含む
キットのプロトコールに従って、各々の製造業者の試薬を用いて加工した。
【０２１１】
液体ワックスプロトコール
Ａｍｂｉｏｎ ＭａｇＭａｃｘ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ試薬
サンプル溶解
　１．５×１０6ｃｐ／ｍＬ ＨＩＶ－１ビリオンを含有する血漿２５μＬを、１．５ｍＬ
のスクリューキャップチューブ中の、８０２μＬの溶解バッファ（組成：４００μＬの製
造業者により供給される溶解／結合濃縮物、４００μＬの無水イソプロパノール、２μＬ
の製造業者により供給される担体ＲＮＡ）に添加し、ピペットで混合した。２０μＬウェ
ル懸濁磁性粒子（製造業者により供給される；組成：１０μＬ粒子、１０μＬ結合促進剤
）の存在下、５０℃で１０分間まで溶解を進行させる。初期の溶解ステップ後、又は現在
の溶解の間に、粒子を添加でき、精製効率における識別可能な影響は観察されていない。
【０２１２】
カートリッジ設定
　磁性粒子は、磁性ラック上に堆積し、６００μＬの上清液体を破棄し、調製したカート
リッジにロードさせる。溶解バッファ及びＲＮＡ結合粒子を含有する最大２５０μＬスラ
リーを、カートリッジの「溶解」チャンバーに移す。２５μの製造者が供給するＴｒｉｓ
－ＥＤＴＡ溶出バッファを、カートリッジの「溶出」チャンバーにロードする。典型的に
は８００μＬの液体ワックスを用いて、ワックス「ブリッジ」がカートリッジの頂部にわ
たって形成されるように、両チャンバーにおいて流体の頂部にＣｈｉｌｌ－ｏｕｔ Ｌｉ
ｑｕｉｄ Ｗａｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を重ねる。多重サンプルのためのカートリッジは、
この手順で１回で調製され、製作されたラック上に配列することができる。
【０２１３】
精製
　ＲＮＡ結合ビーズを、磁石により硬いペレットに集積させる。「溶解」から「溶出」チ
ャンバーへ粒子の移動についてカートリッジは個別に扱われる。磁性粒子は、ビーズが硬
いペレット中の状態を維持し、且つ溶解バッファのキャリーオーバーが最小限であるよう
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に、一定の手順で、磁石によりワックスを介して溶出バッファに輸送される。一度、溶出
バッファおいて、ビーズを磁石のマニュアル操作により混合する。
【０２１４】
サンプル回収
　液体ワックスを、サンプル損失なく、「溶出」チャンバー超の最小限量（メニスカスで
１ｍｍ）を維持するように、カートリッジから吸引する。当該カートリッジを、液体ワッ
クスが固化するが、溶液バッファ／ビーズスラリーは液相を維持するように、４分間、－
２０℃に設定する。液体ワックスプラグは、溶出バッファの抽出のために、ピペットチッ
プにより除去されるか、又は穿孔されてよい。溶出バッファ／ビーズスラリーを、１．５
ｍＬのスクリューキャップチューブに移し、７０℃で１０分まで加熱し、バッファ上清へ
のウイルスＲＮＡの完全な溶出を促進する。ビーズを磁性ラック上に沈殿させ、Ｔｒｉｓ
－ＥＤＴＡバッファ中のＲＮＡ５０μＬまでを、ｑＲＴ－ＰＣＲにすぐに使用できるよう
に、各チューブに回収する。
【０２１５】
Ａｂｂｏｔｔ／Ｐｒｏｍｅｇａ試薬：
サンプル溶解
　１．５×１０6ｃｐ／ｍＬ ＨＩＶ－１ビリオンを含有する血漿２５μＬを、１．５ｍＬ
のスクリューキャップチューブ中の、６００μＬの溶解バッファ（２μＬの製造業者によ
り供給される担体ＲＮＡが補充される）及び２５μＬ酸化鉄粒子に添加し、ピペットで混
合した。５０℃で１０分まで溶解を進行させる。
【０２１６】
カートリッジ設定
　溶解後、磁性粒子を沈殿させ、且つ４００μＬの上清を破棄した。２５μＬの高塩溶出
あっふぁを「溶出」チャンバーに添加する。溶解バッファ及びＲＮＡ結合粒子を含有する
最大２５０μＬのスラリーを、カートリッジの「溶解」チャンバーに移す。典型的には８
００μＬの液体ワックスを用いて、ワックス「ブリッジ」がカートリッジの頂部にわたっ
て形成されるように、両チャンバーにおいて流体の頂部にＣｈｉｌｌ－ｏｕｔ Ｌｉｑｕ
ｉｄ Ｗａｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を重ねる。多重サンプルのためのカートリッジは、この
手順で１回で調製され、製作されたラック上に配列することができる。
【０２１７】
精製及びサンプル回収
　Ａｍｂｉｃｏｎキットで使用したものと同じ手法を使用した。
【０２１８】
Ｃｏｒｔｅｘ Ｂｉｏｃｈｅｍ試薬：
サンプル溶解
　１．５×１０6ｃｐ／ｍＬ ＨＩＶ－１ビリオンを含有する血漿２５μＬを、１．５ｍＬ
のスクリューキャップチューブ中の、２０μＬプロテアーゼＫで、穏和に混合することに
より処理した。２００μＬの製造業者により供給される溶解バッファを添加し、且つ１５
秒のプラス－ボルテックスによりサンプルを混合し、その後、５５℃で１５分加熱した。
５００μＬの製造業者により供給される結合バッファと、２０μＬの単分散ＭａｇａＺｏ
ｒｂ試薬をサンプルに添加し、時折転倒混和しながら室温（２０℃）で１０分インキュベ
ートした。
【０２１９】
カートリッジ設定
　磁性粒子を磁性ラック上に沈殿させ、５００μＬの上清液を破棄し、調製したカートリ
ッジにロードさせる。溶解バッファ及びＲＮＡ－結合粒子を含有する最大２５０μＬのス
ラリーを、カートリッジの「溶解」チャンバーに移す。２５μＬの製造業者により供給さ
れるＴｒｉｓ－ＥＤＴＡバッファを「溶出」チャンバーに添加した。典型的には８００μ
Ｌの液体ワックスを用いて、ワックス「ブリッジ」がカートリッジの頂部にわたって形成
されるように、両チャンバーにおいて流体の頂部にＣｈｉｌｌ－ｏｕｔ Ｌｉｑｕｉｄ Ｗ
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ａｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を重ねる。多重サンプルのためのカートリッジは、この手順で１
回で調製され、製作されたラック上に配列することができる。
【０２２０】
精製及びサンプル回収
　溶出バッファ／ビーズスラリーを７０℃まで１５分間加熱し、ウイルスＲＮＡの溶出を
容易にした点以外は、Ａｍｂｉｃｏｎキットで使用したものと同じ手法を使用した。
【０２２１】
手法の比較
　液体ワックス精製方法への、様々なウイルスＲＮＡ精製化学の適合性を、Ａｂｂｏｔｔ
 ｍ２０００ｒｔアッセイキットで供給される試薬を用いてｑＲＴ－ＰＣＲにより評価し
た。各事例において、ＨＩＶ－１ビリオン含有血漿を、ｑＲＴ－ＰＣＲ分析のためのテン
プレートとして使用し、適切なポジティブ（精製ＨＩＶ－１転写因子）及びネガティブ（
偽血漿精製物又は水）コントロールを補完した。全ての精製サンプルは、内部コントロー
ルとして担体ＲＮＡを含むとともに、反復して行われた。各ＲＮＡ調製物について、各版
王においてＨＩＶ－１ ＲＮＡの7,500コピーを生み出す５μＬのＲＮＡを使用した。一の
サンプルについてのｑＲＴ－ＰＣＲ混合物を、以下の表４に記載する。
【０２２２】
【表４】

【０２２３】
ｑＲＴ－ＰＣＲ分析の結果
　ｑＲＴ－ＰＣＲ装置により提供されるＣｔ値を、以下の表５に示す。
【０２２４】
【表５】

【０２２５】
　ＨＩＶ－１テンプレートコピーの設定数に対して、試験される化学物質及び使用される
精製方法の間で、ｑＲＴ－ＰＣＲ分析から得られる報告Ｃｔ値における変動はほとんどな
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かった。これらの実験におけるネガティブ増幅及び偽精製物コントロールは、これらの実
験でＣｔ値がないか、又は無視できるほどであった。相ゲート精製手法は、溶解バッファ
及びその他のＰＣＲ阻害因子を排除する液体ワックスは、キット製造業者プロトコールと
同程度に効率的であり、多重洗浄と同様に効果的であることを実証する。Ａｂｂｏｔｔ／
Ｐｒｏｍｅｇａサンプルからの溶出ＲＮＡサンプルの分光光度分析は、２３０ｎｍでの吸
収を示さない。グアニジニウムは、この溶解バッファにおける高い重量モル濃度で存在し
、且つ２３０ｎｍでの紫外光を吸収する。吸収ピークの不存在は、この汚染物質のキャリ
ーオーバーが低いことを示す。Ｃｔ値は、反復実験にわたって一致しており、精製化学物
質に対してほぼ不変であり、且つ良好なＲＮＡ回収が達成されることを実証する精製方法
論と同程度である。
【実施例５】
【０２２６】
ＣＤ４＋Ｔ細胞の単離
　新鮮な末梢血単核球細胞（ＰＢＮＭＣ'ｓ）をＡｌｌｃｅｌｌｓ（Ｅｍｅｒｙｖｉｌｌ
ｅ，ＣＡ）から購入した。抗－ＣＤ４抗体で被覆したＤｙｎａｂｅａｄ ＣＤ４磁性粒子
（直径4.5ｕｍ）をＩｎｖｉｔｏｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｓｈｂａｄ，ＣＡ）から購入した。
【０２２７】
　１.２ｍＬのＰＢＮＭＣ'ｓを５０μＬのＤｙｎａｂｅａｄ ＣＤ４磁性粒子と混合した
。穏和な傾斜と回転を与えながら、４℃で４５分間、捕捉反応を進行させた。ＣＤ４＋ｖ
ｅ Ｔ細胞ポジティブ単離を、３つの手法を用いて比較した。
【０２２８】
ａ）Ｄｙｎａｂｅａｄｓ ＣＤ４プロトコールを用いるポジティブ単離：２００μｌの上
記ストックを、研究カートリッジのウェル１に分けた（図１２に示される、標識溶解バッ
ファ、及び図１３）。磁石を１分間カートリッジの側面に置き、磁性粒子及び捕捉細胞を
側面上でペレット形成させた。上清を吸引するとともに破棄した。ペレットを２００μｌ
 ＰＢＳでの再懸濁押磁石を用いる分離を３回行うことにより洗浄した。最後の洗浄後、
６０μｌの０.２％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００を添加し、細胞を溶解させた。
【０２２９】
ｂ）Ｃｈｉｌｌ－Ｏｕｔ Ｌｉｑｕｉｄ Ｗａｘ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，Ｃ
Ａ）を介するポジティブ抽出。２００μｌのストック溶液を、研究カートリッジのウェル
１に分けた。６０μｌの０.２％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００溶解バッファを、研究カートリ
ッジのウェル２に分け（図１２に示される、標識溶出バッファ、及び図１３）、ここでウ
ェル２は、Ｃｈｉｌｌ－Ｏｕｔ Ｌｉｑｕｉｄ Ｗａｘによりウェル１から分離された。磁
石を１分間カートリッジの側面に置き、磁性粒子を引きずり、ウェル１の側面に細胞を捕
捉した。その後、当該ペレットを、図１３に示すような経路に沿って磁石をひきずること
によりワックスを介してゆっくりとウェル２に動かした。磁石を用いて、ウェル２におい
て粒子をかき混ぜた。
【０２３０】
ｃ）キャノーラオイル（Ｊｅｗｅｌ-Ｏｓｃｏ／Ｓｕｐｅｒｖａｌｕ，Ｅｄｅｎ Ｐｒａｉ
ｒｉｅ，ＭＮ）を介するポジティブ抽出。２００μｌのストック溶液を、カートリッジの
ウェル１に分けた。６０μｌの０.２％Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００溶解バッファを、溶解チ
ャンバーに分け、これはキャノーラオイルによりウェル２から分離されている。磁石を１
分間カートリッジの側面に置き、磁性粒子を引きずり、ウェル１の側面上に細胞を捕捉し
た。その後、ペレットをキャノーラオイルを介して、ウェル２に磁石とともにゆっくりと
動かした。磁石を使用し、ウェル２において粒子をかき混ぜた。
【０２３１】
　親油性バリアを介する移動の効率を、β２－ミクログロブリン遺伝子についてのリアル
タイムＰＣＲアッセイを用い、ウェル２における溶液の一定量中の細胞性ＤＮＡの量を測
定することにより決定した。各々の実験において、磁石を用いてウェル２の側面で粒子を
引き；且つ６０μｌの溶解細胞懸濁物をエッペンドルフチューブに移動させた。その後、
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各サンプル５μｌを得て、β２－ミクログロブリン（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａ
ｂｓ，Ｉｐｓｗｉｃｈ， ＭＡ）についてＰｈｕｓｉｏｎ ＧＣアッセイを用いてＲＴ－Ｐ
ＣＲを使用した。
【０２３２】
結果
　以下の表６は、リアルタイムＰＣＲアッセイの閾値蛍光強度に到達するために必要なサ
イクル数を示す。
【０２３３】
表６
細胞精製　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｃｔ値
ＤｙｎａｌＢｅａｄｓプロトコール　　　　　２７．５９
Ｃｈｉｌｌ－Ｏｕｔ Ｗａｘ　　　　　　　　　２７．１４
植物オイル　　　　　　　　　　　　　　　　２８．９９
【０２３４】
　結果は、３つの細胞単離手法から得られるＣｔ値は、同程度であることを示している。
アッセイはβ２－ミクログロブリンを定量化したので、結果は、ワックス及びオイルを介
して動く間に、細胞における遺伝物質が保護されることを示す。
【実施例６】
【０２３５】
デキストランＰＭＰを用いる血漿からのＲＮＡ精製
　核酸を精製するための全ての洗浄ステップを除去し、且つ加工システムとサンプルとの
間の全ての接触を除去するため、ＰＭＰを、外部から加える磁場を用いてウェル間に輸送
した。ウェルを、ＰＭＰが輸送されるものを介して、疎水性液体と接触させる（図１２）
。疎水性液体は、溶解チャンバーと溶出チャンバーと間で、２つの溶液の混合を阻止し、
バリアとして機能する。磁力を適用すると、ＰＭＰは、溶解チャンバーから溶出チャンバ
ーへＮＡを輸送しながら、疎水性液体を介して動かされ、一方、溶解及び溶出バッファは
変化しない状態を維持する。当該疎水性液体は、非混和性相フィルター（ＩＰＦ）として
機能し、これは、プロセスをたった３つのステップにまで低減する：細胞溶解／ＮＡ結合
、ＰＭＰ輸送／及びＮＡ溶出。ＩＰＦを、ＲＮＡ精製プロトコールに組み込むことの実行
可能性を実証するため、ＨＩＶ－１ ＲＮＡを、ウイルス量を測定する際になされるよう
に、血漿から抽出した。ＨＩＶ－１の定量的測定は、疾患進行のモニタリング及び抗レト
ロウイルス薬物療法結果の評価のために重要である（Ｍｙｌｏｎａｋｉｓ，Ｐａｌｉｏｕ
等，Ａｍ.Ｆａｍ．Ｐｈｉｓｉｃｉａｎ ６３（３）４８３ ２００１）。ウイルス量測定
は、ヒト血液由来のサンプルにおける、相対的に低いウイルスコピー数及びＰＣＲ阻害因
子の不存在により、典型的に要求が多く、このアッセイが良好なモデルシステムを提供す
る。
【０２３６】
　血漿の１．５×１０6コピー／ｍｌで、Ｒｕｓｈ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｑｕａｌｉｔｙ Ａ
ｓｓｕｒａｎｃｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙから得られたＨＩＶ－１ウイルスを、血清反応
陰性の血漿で希釈し、それぞれ、３００、６０、及び１２コピー／μＬのＨＩＶ－１濃縮
物を得た。Ａｍｂｉｏｎ ＭａｇＭａｘ（商標）Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ単離キット（Ａｐｐｌ
ｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ，ＣＡ）マニュアルプロトコールを
、製造業者の推奨の通りに行った。ＩＰＦ法での精製について、２００μＬのＡｍｎｉｏ
ｎ 溶解／結合溶液濃縮物（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔ
ｙ，ＣＡ）、２００μＬのイソプロピルアルコール、１μＬの単体ＲＮＡ（Ａｐｐｌｉｅ
ｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ，ＣＡ）、５μＬのＡｍｂｉｏｎ ＰＭ
Ｐ、及び５μＬの結合促進剤（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉ
ｔｙ，ＣＡ）からなる溶解及び結合試薬を、カートリッジのより大きなチャンバーに添加
し、そして混合した。その後、ＨＩＶ－１ウイルス含有の５０μＬの血漿をそれに添加し
、自動化システムを用いて４分間混合した。５０μＬの溶出バッファに、ＩＰＦカートリ
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ッジのより小さいチャンバーに分け、且つ２つの一定量の流体を、図１２に示すように、
Ｃｈｉｌｌｏｕｔ（商標）液体ワックス（Ｂｉｏｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｈ
ｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ）で覆った。自動化システムは、外部磁石を用いて２分間ＰＭＰを
凝集させ、且つ溶解バッファから溶出バッファへ凝集物を動かした。ＰＭＰを含有する溶
出バッファを５５℃で１０分間加熱し、ＲＮＡを溶出した。ＰＭＰを凝集させ、且つ溶出
バッファから除去した。ＨＩＶ－１ウイルス量の定量を、２５μｌの反応容量中で、０.
２ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミン（Ｂ８６６７，Ｓｉｇｍａ）、１５０ｍＭ トレハロー
ス（Ｔ９５３１；Ｓｉｇｍａ）、及び０.２％ Ｔｗｅｅｎ２０（２８３２０；Ｐｉｅｒｃ
ｅ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉc）、並びに５μｌのテンプレートを
添加し、Ａｂｂｏｔｔ ＲｅａｌＴｉｍｅ ＨＩＶ－１ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅ
ａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（Ｈｕａｎｇ，Ｓａｌｉｔｕｒｏ等、２００７）（Ａｂｂｏｔｔ Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ，Ｄｅｓ Ｐｌａｉｎｅｓ,ＩＬ）を用いて行った。増幅反応を、Ｃｅｐｈ
ｅｉｄ ＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒ II（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ）で行った。
【０２３７】
　精製ＲＮＡを、Ａｂｂｏｔｔ ＲｅａｒＴｉｍｅ ＨＩＶ－１ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉ
ｏｎ Ｋｉｔを用いて増幅した。ＰＣＲ効率Ｅ＝１０２％が観察され（図１４）、これは
、標準的プロトコールで必要とされる、４回の洗浄ステップ及びアルコール蒸発ステップ
を除去した後ですら、阻害因子のキャリーオーバーが最小限であることを示唆している。
Ａｍｂｉｏｎ ＭａｇＭａｘ（商標）Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ単離キットを用いる、ＩＰＦとＲ
ＮＡ精製のための標準的プロトコールの比較は、有意性レベル０．０５（α＝０．０５）
を示し、２つの方法間に統計的な差異はなかった（ｐ値＝０．９６７）（図１５）。複数
の低コピー数での１０回の反復産物は、精製され、６０コピーのウイルスＲＮＡは、１０
０％の感度でＰＣＲ反応において検出できた。５０μｌの血漿を使用したので、これは１
００％感度での血液１ｍｌ当たり６００コピーに対応する。
【実施例７】
【０２３８】
尿からのクラミジア及び淋菌の精製
　核酸を精製するための全ての洗浄ステップを除去し、且つ加工システムとサンプルとの
間の全ての接触を除去するために、ＰＭＰを外部から加える磁場を用いてウェル間に輸送
した。当該ウェルを、それを介してＰＭＰを輸送する疎水性液体と接触させる（図１２）
。疎水性液体は、溶解チャンバーと溶出チャンバーとの間のバリアとして機能し、２つの
溶液の混合を防ぐ。磁場を加える際、溶解及び溶出バッファの安定な状態を維持しながら
、溶解チャンバーから溶出チャンバーへＮＡを輸送して、ＰＭＰを、疎水性液体を介して
動かす。疎水性液体は、加工を、細胞溶解／ＮＡ結合、ＰＭＰ輸送、及びＮＡ溶出という
、たった３つのステップに低減する、非混和性フィルタ（ＩＰＦ）として機能する。尿か
らＮＡを抽出するＩＰＦ法を用いることの実現可能性を実証するため、真菌ＤＮＡをクラ
ミジア・トラコマティス（Chlamydia trachomatis、ＣＴ）及びネイセリア・ゴノルホエ
アエ（Neisseria gonorrhoeae、ＮＧ）を、これらの性感染疾患の診断のために精製した
。尿サンプルを、クラミジア：ＭｃＣｏｙ細胞培養懸濁物中のＡＴＣＣトラコマチス血清
型Ｆ、及び３０％グリセロール含有ＰＢＳに再懸濁した凍結乾燥ネイセリア・ゴノルホエ
アエを、コントロール尿（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＰＡ）と組み合わせる
ことにより調製した。製造業者のプロトコールの通りに、Ａｂｂｏｔｔ ＲｅａｌＴｉｍ
ｅ ＣＴ／ＮＧアッセイを用いて、マニュアルプロトコールを行った。ＩＰＦ法での精製
について、２００μＬのＡｍｂｉｏｎ 溶解／結合溶液濃縮物（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓ
ｙｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ,ＣＡ）、２００μＬのイソプロピルアルコール、１
μＬの担体ＲＮＡ（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ,ＣＡ
）、５μＬのＡｎｂｉｏｎ ＰＭＰ及び５μＬの結合促進剤（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙ
ｓｔｅｍ；Ｆｏｓｔｅｒ Ｃｉｔｙ,ＣＡ）を混合した。その後、２００μＬの尿サンプル
をそれに添加した。溶液を５５℃で１０分加熱し、２ステップ精製を血漿サンプルと同様
に行った。既報の通り（Ｍａｒｓｈａｌｌ，Ｃｈｅｒｎｅｓｋｙ等、２００７）、精製Ｄ
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ＮＡを、５０μＬの反応容量で、Ａｂｂｏｔｔ ＲｅａｌＴｉｍｅ ＣＴ／ＮＧアッセイを
用いて増幅させた。増幅反応は、Ａｂｂｏｔｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍ２０００ｒｔ装置
（Ａｂｂｏｔｔ Ｐａｒｋ，ＩＬ）で行った。
【０２３９】
　７桁にわたるＣＴ及びＮＧアッセイのＰＣＲ効率は、それぞれ９７．２％及び９４．５
％であり（図１６～１７）、これは阻害剤キャリーオーバーが最小限であることを示して
いる。これらの効率は、Ａｂｂｏｔｔ Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＣＴ／ＮＧキットを用いたマニ
ュアル抽出法から得られたもの（それぞれ、８７．９％及び８７．９％）と類似していた
。ＣＴ及びＮＧアッセイのＢｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎプロットは、Ａｂｂｏｔｔ ＤＮＡ
精製キットを用いる標準的方法とＩＰＦ法との間に統計的な差がないことを示す（図１８
～１９）。有意さレベル０．０５（α＝.０５）で、この２つが同一であることがわかる
（それぞれ、ｐ値が０．４２及び０．７０）。
【実施例８】
【０２４０】
　全血からのゲノムＤＮＡの精製
　核酸を精製するための全ての洗浄ステップを除去し、且つ加工システムとサンプルとの
間の全ての接触を除去するために、ＰＭＰを外部から加える磁場を用いてウェル間に輸送
した。当該ウェルを、それを介してＰＭＰを輸送する疎水性液体と接触させる（図１２）
。疎水性液体は、溶解チャンバーと溶出チャンバーとの間のバリアとして機能し、２つの
溶液の混合を防ぐ。磁場を加える際、溶解及び溶出バッファの安定な状態を維持しながら
、溶解チャンバーから溶出チャンバーへＮＡを輸送して、ＰＭＰを、疎水性液体を介して
動かす。疎水性液体は、加工を、細胞溶解／ＮＡ結合、ＰＭＰ輸送、及びＮＡ溶出という
、たった３つのステップに低減する、非混和性フィルタ（ＩＰＦ）として機能する。
【０２４１】
　全血（ＷＢ）は、ゲノムＤＮＡの豊富な供給源である。しかしながら、それは、多数の
ＰＣＲ阻害因子を高濃度で含有する非常に複雑な媒体である。方法がかかるサンプルを加
工するかを決定するため、抹消血単核細胞にまとめられるプロウイルスＨＩＶ－１ ＤＮ
Ａを検出するようにｑＰＣＲアッセイを開発する。プロウイルスＤＮＡ検出には、通所、
ＨＩＶ－１患児を使用する（Ｒｅａｄ ａｎｄ Ｃｏｍｉｔｔｅｅ ｏｎ Ｐｅｄｉａｔｒｉ
ｃ ＡＩＤＳ Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ １２０（６）：ｅ１５４７－１５６２ ２００７）。１
０ステップ（溶解、７回の洗浄、乾燥及び溶出）からなるＰｒｏｍｅｇａ Ｍａｇｎｅｓ
ｉｌ ｇＤＮＡ精製キットを、３ステップ（溶解、液体ワックスを介するＰＭＰ、及び溶
出）からなるＩＰＦ法の使用に適合させた。
【０２４２】
　血清反応陰性の供与者由来のＷＢに添加された、１細胞当たりＨＩＶ－１ゲノムの単一
コピーを含有する、培養８Ｅ５細胞（Ｆｏｌｋｓ, Ｐｏｗｅｌｌ et al. Ｊ． Ｅｘｐ. 
Ｍｅｄ. １６４(１)： ２８０－２９０ １９８６) (Ｒｕｓｈ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ Ｑｕａ
ｌｉｔｙ Ａｓｓｕｒａｎｃｅ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ, Ｃｈｉｃａｇｏ, ＩＬ）を使用し
、プロウイルスＤＮＡアッセイの胎児血をシミュレートした。細胞を解凍し、ヘモサイト
メーターを用いて計数し、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で段階的希釈し、且つ血清反応陰
性の供与者由来のＷＢに、８０００細胞／μｌ、１６００細胞／μｌ、３２０細胞／μｌ
、及び６４細胞／μｌの濃度で添加した。Ｐｒｏｍｅｇａ Ｍａｇｎｅｓｉｌ ｇＤＮＡ精
製プロトコールを、製造業者の推奨で行った。ＩＰＦ法において、２５μｌの血液を、６
０μＬの溶解バッファに添加し、１分かき混ぜ、且つ室温で４分インキュベートした。４
４μＬの溶解バッファ及び６μＬのＰＭＰを添加し、１分かき混ぜ、且つ４分インキュベ
ートした。１５μＬの溶解バッファ及び２００μＬのアルコール洗浄バッファを、溶液に
添加し、且つＩＰＨ精製を既に述べたとおりに行った。精製ＤＮＡを、Ａｂｂｏｔｔ Ｒ
ｅａｌＴｉｍｅ ＨＩＶ－１ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（Ａｂ
ｂｏｔｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ，Ｄｅｓ Ｐｌａｉｎｅｓ，ＩＬ）（Ｈｕａｎｇ, Ｓａｌｉ
ｔｕｒｏ 等. ２００７）を用いて、２５μｌの反応容量で増幅させた。増幅反応を、Ｃ
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ｅｐｈｅｉｄ ＳｍａｒｔＣｙｃｌｅｒ ＩＩ（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、ＣＡ）で行った。
【０２４３】
　４桁超の段階的希釈により、－３．１５の傾きの標準曲線、及びＰＣＲ効率１０８％が
得られた（図２０）。プロウイルスＰＣＲアッセイのＢｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎプロット
は、Ｐｒｏｍｅｇａ精製キットを用いる標準的方法と、ＩＰＦ法との間に統計的な差異が
ないことを示した（図２１）。有意さレベル０．０５（α＝.０５）で、この２つの方法
が、同一であることがわかった（ｐ値＝０．９８）。
【０２４４】
　本明細書において記述された、全ての刊行物、特許、特許出願、及び受託番号により識
別される配列は、その全体が参照により本明細書に組み込まれる。本発明は、特定の実施
態様との関連で記載されているが、請求される本発明が、かかる特定の実施態様に過度に
限定されるものではないと解すべきである。本発明の記載された組成物及び方法について
、本明細書に記載される組成物及び方法の機能的特徴を大きく変化しない改変及び変形は
、以下の請求の範囲内であることを意図する。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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【図７】 【図８】

【図９】
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【図１０】 【図１１】

【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】

【図２１】
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