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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　固体マトリックスであって、
　１種以上のタンパク質変性剤と、
　当該マトリックスに乾燥状態で含浸した１種以上の酸又は酸滴定緩衝剤と
を含んでおり、当該マトリックスが、乾燥固体マトリックスであって、水和時に３～６の
範囲内の酸性ｐＨをもたらし、試料から核酸を抽出し、周囲温度において核酸を乾燥状態
で保存するように構成されており、
　当該マトリックスが、セルロース、酢酸セルロース、ニトロセルロース、ガラス繊維又
はそれらの組合せを含み、
　抽出及び保存される核酸が、リボ核酸（ＲＮＡ）、又はリボ核酸（ＲＮＡ）とデオキシ
リボ核酸（ＤＮＡ）との組合せを含み、試料から抽出され前記マトリックスに乾燥状態で
保存されたＲＮＡが、５～８のＲＮＡインテグリティナンバー（ＲＩＮ）を有し、
　当該マトリックスが１種以上の酸を含んでいて、１種以上の酸が、酢酸、クエン酸、酒
石酸、塩酸、酸化トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン－塩酸（ＴＣＥＰ－Ｏ－Ｈ
Ｃｌ）、バニリン酸、又はそれらの組合せを含み、
　タンパク質変性剤が、チオシアン酸グアニジン、チオシアン酸ナトリウム、及びそれら
の組合せからなる群から選択される、マトリックス。
【請求項２】
　ＵＶ保護剤、ラジカルスカベンジャー、キレート剤又はそれらの組合せをさらに含んで
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いて、ＵＶ保護剤又はラジカルスカベンジャーが、ハイドロキノンモノメチルエーテル（
ＭＥＨＱ）、ハイドロキノン（ＨＱ）、トルヒドロキノン（ＴＨＱ）及びアスコルビン酸
からなる群から選択される、請求項１に記載のマトリックス。
【請求項３】
　ＲＮａｓｅ阻害剤をさらに含んでいて、ＲＮａｓｅ阻害剤が、三リン酸塩、ピロリン酸
塩又はそれらの組合せを含む、請求項１又は２に記載のマトリックス。
【請求項４】
　ＲＮａｓｅ阻害剤が、バナジルリボヌクレオシド複合体（ＶＲＣ）、ピロリン酸ナトリ
ウム、三リン酸ナトリウム、ヌクレオチド類似体又は市販のＲＮａｓｅ阻害剤を含む、請
求項３に記載のマトリックス。
【請求項５】
　１種以上の還元剤をさらに含んでいて、１種以上の還元剤が、ジチオトレイトール（Ｄ
ＴＴ）、２－メルカプトエタノール（２－ＭＥ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホス
フィン（ＴＣＥＰ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩（ＴＣＥＰ－Ｈ
Ｃｌ）及びそれらの組合せからなる群から選択される、請求項１乃至４のいずれか１項に
記載のマトリックス。
【請求項６】
　当該マトリックスが多孔質である、請求項１乃至５のいずれか１項に記載のマトリック
ス。
【請求項７】
　ＲＮＡ抽出マトリックスであって、
カオトロピック剤、洗剤又はそれらの組合せを含むタンパク質変性剤と、
当該マトリックスに乾燥状態で含浸された酸又は酸滴定緩衝剤と
を含んでおり、当該マトリックスが、ＲＮＡを抽出し、抽出ＲＮＡを５～８のＲＮＡイン
テグリティナンバー（ＲＩＮ）で安定させるために、水和時に３～６の範囲内のｐＨをも
たらすように構成された多孔質乾燥固体マトリックスであり、
　当該マトリックスが１種以上の酸を含んでいて、１種以上の酸が、酢酸、クエン酸、酒
石酸、塩酸、酸化トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン－塩酸（ＴＣＥＰ－Ｏ－Ｈ
Ｃｌ）、バニリン酸、又はそれらの組合せを含み、
　タンパク質変性剤が、チオシアン酸グアニジン、チオシアン酸ナトリウム、及びそれら
の組合せからなる群から選択される、マトリックス。
【請求項８】
　ＭＥＨＱ、ＨＱ、ＴＨＱ、アスコルビン酸及びそれらの組合せからなる群から選択され
るＵＶ保護剤又はラジカルスカベンジャーをさらに含む、請求項７に記載のマトリックス
。
【請求項９】
　前記マトリックスが、セルロース、酢酸セルロース、ニトロセルロース、ガラス繊維又
はそれらの組合せを含む、請求項８に記載のマトリックス。
【請求項１０】
　ＲＮＡ抽出マトリックスであって、
　カオトロピック剤、洗剤又はそれらの組合せを含むタンパク質変性剤と、
　酸又は酸滴定緩衝剤と、
　当該マトリックスに乾燥状態で含浸した三リン酸塩又はピロリン酸塩を含むＲＮａｓｅ
阻害剤と
　を含んでおり、当該マトリックスが、水和時に３～６のｐＨをもたらし、ＲＮＡを５～
８のＲＩＮ値で安定させるように構成された多孔質乾燥固体マトリックスを含み、
　当該マトリックスが１種以上の酸を含んでいて、１種以上の酸が、酢酸、クエン酸、酒
石酸、塩酸、酸化トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン－塩酸（ＴＣＥＰ－Ｏ－Ｈ
Ｃｌ）、バニリン酸、又はそれらの組合せを含み、
　タンパク質変性剤が、チオシアン酸グアニジン、チオシアン酸ナトリウム、及びそれら
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の組合せからなる群から選択される、マトリックス。
【請求項１１】
　前記マトリックスが、セルロース、酢酸セルロース、ニトロセルロース、ガラス繊維又
はそれらの組合せを含む、請求項１０に記載のマトリックス。
【請求項１２】
　試料から核酸を抽出及び保存する方法であって、
　請求項１乃至１１のいずれか１項に記載のマトリックス上の試料を用意するステップと
、
　水和によって試料から核酸を抽出するための３～６の範囲内の酸性ｐＨを生じさせるス
テップと、
　抽出核酸を含むマトリックスを乾燥させるステップと、
　周囲温度においてマトリックス上の抽出核酸を乾燥状態で保存するステップと
　を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、固体基質、並びに乾燥フォーマットの生物学的試料からの核酸の周囲抽出及
び安定化のための方法に関する。乾燥固体基質から、核酸を、収集、抽出、保存、回収す
るための方法についても記載されている。
【背景技術】
【０００２】
　生物学的試料からの単離又は精製中に生体分子の構造的及び機能的整合性を保存するこ
とは、種々のダウンストリーム用途に必須である。精製生体分子のダウンストリーム用途
は、被験物質検出、検知、法医学的、診断的又は治療的用途、シークエンシング、増幅等
を包含し得る。これらのダウンストリーム用途の成功は、標的生体分子の一体構造及び機
能を維持することによって決まり得る。温度、圧力、ｐＨ、化学的もしくは酵素的加水分
解、又は汚染物質の存在等の種々の要因が、ＤＮＡ、ＲＮＡ又はタンパク質等の生体分子
の分解を引き起こし得る。
【０００３】
　ＲＮＡは、化学的自己加水分解及び酵素媒介性分解により最も不安定な生体分子の１つ
である。生物学的試料に由来するＲＮＡの抽出及び安定化は、ＲＮＡを抽出する又は収集
するために使用される緩衝液、溶液ｐＨ、温度、及び特に強固なリボヌクレアーゼ（ＲＮ
ａｓｅ）の遍在的存在を包含するがこれらに限定されない多数の環境要因に対して感受性
である。ＲＮＡは、典型的には、冷凍（例えば、４℃、－２０℃又は－８０℃）下、精製
及び未精製両方の形態で保存されて、加水分解及び酵素的分解を防止し、故に、ＲＮＡ試
料の整合性を保存する。周囲温度下でのＲＮＡの抽出及び安定化のための方法及び物品は
、ＲＮＡ試料の整合性を維持するための冷凍に関連する費用及び空間要求を回避するため
に望ましい。
【０００４】
　周囲温度下でＲＮＡを安定させるための現在の方法論は、例えば、洗剤、カオトロピッ
ク化合物、還元剤、遷移金属、有機溶媒、キレート剤、プロテアーゼ、ＲＮａｓｅペプチ
ド阻害剤及び抗ＲＮａｓｅ抗体の過剰な液体溶液中でＲＮａｓｅを不活性化することに焦
点を合わせてきた。さらなる取り組みでは、トランスエステル化及び自己加水分解を制限
するためのＲＮＡの化学修飾に焦点を合わせてきた。乾燥フォーマットでのＲＮＡの収集
及び保存の成功を求める乾燥状態技術は、典型的には、ＲＮＡの保存前に試料からＲＮＡ
が「予め精製」され濃縮されることを必要とする。乾燥フォーマットでのＲＮＡの保存の
ための他の乾燥状態技術は、追加の乾燥施設（例えば、強制対流、凍結乾燥又は熱処理）
を必要とする。したがって、これらの方法は、顕著な試料加工のない試料（例えば、生物
学的試料）からの直接的ＲＮＡ収集につながらない。
【先行技術文献】
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【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２００７／００８７２２号
【発明の概要】
【０００６】
　したがって、単一プロセスステップ以内で、周囲条件下、生物学的試料からの乾燥状態
ＲＮＡ抽出及び安定化を可能にする組成物及び方法が必要である。さらに、乾燥した生物
学的試料を周囲温度で長期間保存し、その後さらなる分析のためにインタクトなＲＮＡを
回収する能力は、非常に望ましい。
【０００７】
　固体マトリックスの一実施形態は、１種以上のタンパク質変性剤と、当該マトリックス
に乾燥状態で含浸した１種以上の酸又は酸滴定緩衝剤とを含み、マトリックスは、水和時
に酸性ｐＨをもたらし、試料から核酸を抽出し、周囲温度において核酸を実質的に乾燥状
態で保存するように構成されている。
【０００８】
　別の実施形態では、ＲＮＡ抽出マトリックスは、カオトロピック剤、洗剤又はそれらの
組合せを含むタンパク質変性剤と、当該マトリックスに乾燥状態で含浸した酸又は酸滴定
緩衝剤とを含み、マトリックスは、ＲＮＡを抽出し、抽出ＲＮＡを４以上のＲＮＡインテ
グリティナンバー（ＲＩＮ：RNA integrity number）で安定させるために、水和時に２～
７の範囲内のｐＨをもたらすように構成された多孔質非溶解性乾燥材料である。
【０００９】
　一実施形態では、ＲＮＡ抽出マトリックスは、カオトロピック剤、洗剤又はそれらの組
合せを含むタンパク質変性剤と、酸又は酸滴定緩衝剤と、当該マトリックスに乾燥状態で
含浸した三リン酸塩又はピロリン酸塩を含むＲＮａｓｅ阻害剤とを含み、マトリックスは
、水和時に２～７のｐＨをもたらし、ＲＮＡを４以上のＲＮＡインテグリティナンバー（
ＲＩＮ）で安定させるように構成された多孔質非溶解性乾燥材料を含む。
【００１０】
　試料から核酸を抽出及び保存する方法の一例は、タンパク質変性剤及び酸又は酸滴定緩
衝剤を含む乾燥固体マトリックス上の試料を用意するステップと、水和によって試料から
核酸を抽出するための酸性ｐＨを生じさせるステップと、抽出核酸を含むマトリックスを
乾燥させるステップと、周囲温度においてマトリックス上の抽出核酸を実質的に乾燥状態
で保存するステップとを含む。
【００１１】
　本発明の上記その他の特色、態様及び利点は、下記の詳細な説明を添付の図面を参照し
て読むと、よく理解され、図面全体を通して、類似の文字は類似の部品を表す。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）の酸化及びＴＣＥＰ酸
化物（ＴＣＥＰ－Ｏ）の調製を示すＰ31ＮＭＲプロファイルの図である。
【図２】セルロース試料に対するＴＣＥＰ及びＴＣＥＰ－Ｏ還元活性についての５，５’
－ジチオビス－（２－ニトロ安息香酸）（ＤＴＮＢ）比色分析アッセイから誘導された棒
グラフを示す図である。
【図３】ＴＣＥＰ又はＴＣＥＰ－Ｏを含有する化学処理したセルロース紙上で収集された
乾燥血斑についてＲＮＡインテグリティナンバー（ＲＩＮ）を示す図である。
【図４】種々の化学処理したセルロースマトリックス上で収集され、アジレント２１００
バイオアナライザでのＲＮＡ分析前、５、６又は１２日間周囲温度で保存された乾燥血斑
について、ＲＮＡインテグリティナンバー（ＲＩＮ）を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明の実施形態は、ＲＮＡ等の核酸の周囲抽出及び保存のための好適なマトリックス
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及び方法を提供する。ＲＮＡは、概して、インタクトな形態で保存することが困難な不安
定分子として公知である。本発明の１以上の実施形態は、核酸抽出マトリックスに関し、
マトリックスは、単一プロセスステップ以内で生物学的試料から核酸を収集し、抽出し、
長期間保存し、続いて種々の用途において使用するように構成されている。マトリックス
は、実質的に乾燥状態で核酸を周囲温度で保存し、核酸の整合性を実質的に保持するよう
に構成されている。
【００１４】
　特許請求されている発明の主題をより明確にかつ簡潔に記載するために、下記の記載及
び添付の請求項において使用される具体的な用語に下記の定義を提供する。明細書全体を
通して、具体的な用語の例示は、非限定的な例とみなされるべきである。
【００１５】
　単数形で記載したものであっても、前後関係から明らかでない限り、複数の場合も含め
て意味する。本明細書及び請求項で用いる近似表現は、数量を修飾し、その数量が関係す
る基本機能に変化をもたらさない許容範囲内で変動しうる数量を表現する際に適用される
。したがって、「約」のような用語で修飾された値はその厳密な数値に限定されない。場
合によっては、近似表現は、その値を測定する機器の精度に対応する。必要に応じて、範
囲が設定されるが、それらの範囲は、それらすべての中間範囲を含めたものである。
【００１６】
　用語「核酸」は、本明細書では、ＲＮＡ（例えば、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｒＲＮＡ、
ｔＲＮＡ、ｐｉＲＮＡ、ｎｃＲＮＡ）、ＤＮＡ（例えば、ゲノムＤＮＡ、ｍｔＤＮＡ）、
並びにヌクレオチド類似体を使用して生じさせたＤＮＡ又はＲＮＡの組換えＲＮＡ及びＤ
ＮＡ分子又は類似体のすべての形態を含む。核酸は、一本鎖であっても二本鎖であっても
よい。核酸は、コード鎖又は非コード鎖を包含し得る。該用語は、開示されている抽出方
法を使用して回収され得る自然発生のＲＮＡ又はＤＮＡ等の核酸のフラグメントも含む。
「フラグメント」は、核酸（例えば、ＲＮＡ又はＤＮＡ）の一部を指す。
【００１７】
　用語「生物学的試料」は、本明細書では、ヒトを包含する生物から取得された、血液、
血清、組織及び唾液を包含するがこれらに限定されない。生物学的試料は、自己診断試験
（例えば、血糖モニタリング）を受けている個体によって、又は、熟練した医療専門家に
よって、例えば、針を使用して血液を吸引すること、又は患者の皮膚上の病変等の特定の
領域を解体する又は拭き取ることを包含する様々な技術を介して、取得され得る。種々の
生物学的試料を収集するための方法は、当技術分野において周知である。用語「試料」は
、上記で定義した通りの生物学的試料を包含するが、例えば、組織培養細胞及び精製核酸
も包含する。
【００１８】
　用語「還元剤」は、本明細書では、別の化学種に電子を提供する化学種を包含する。様
々な還元剤が当技術分野において公知である。例示的な還元剤は、ジチオトレイトール（
ＤＴＴ）、２－メルカプトエタノール（２－ＭＥ）及びトリス（２－カルボキシエチル）
ホスフィン（ＴＣＥＰ）を包含する。さらに、上記その他の還元剤の組合せを使用してよ
い。特定の実施形態では、還元剤はＴＣＥＰである。
【００１９】
　用語「緩衝液」は、本明細書では、例えば、２－アミノ－２－ヒドロキシメチル－プロ
パン－１，３－ジオール（トリス）、２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸（ＭＥＳ
）、３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）、クエン酸緩衝液、４－（
２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジンエタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）及びリン酸緩
衝液を包含する。この潜在的な緩衝液の一覧は、例証のみを目的とするものである。本明
細書で開示されている組成物及び方法において使用するために選択される緩衝液のｐＨは
、典型的には、２～７の範囲内で酸滴定されている。
【００２０】
　固体マトリックスの１以上の実施形態は、１種以上のタンパク質変性剤と、当該マトリ



(6) JP 6704621 B2 2020.6.3

10

20

30

40

50

ックスに乾燥状態で含浸した１種以上の酸又は酸滴定緩衝剤とを含み、マトリックスは、
水和時に酸性ｐＨをもたらすように構成されている。マトリックスは、試料から核酸を抽
出し、周囲温度において核酸を実質的に乾燥状態で保存するようにも構成されている。本
明細書では、用語「実質的に乾燥状態」は、およそ２％未満の水分含量を有するように試
料をさらに乾燥させることを指す。
【００２１】
　試料からの核酸の抽出及び保存のための固体マトリックスは、１以上の酸又は酸滴定緩
衝液及びタンパク質変性剤を乾燥状態で含む。用語「マトリックス」は、本明細書におい
て、「抽出マトリックス」と交換可能に使用される。用語「固体マトリックス」は、本明
細書では、非溶解性なマトリックスを指す。マトリックスは、マトリックス材料を可溶化
することなく、核酸の収集、抽出及び保存を可能にする。固体マトリックスは、セルロー
ス、酢酸セルロース、ニトロセルロース、ガラス繊維又はそれらの組合せ等の材料を包含
するがこれらに限定されない。マトリックスへの組成物の「組み込み」は、後述する「浸
漬」手順を包含するがこれに限定されない。いくつかの実施形態では、そのような方法は
、乾燥固体マトリックスへの組成物の組み込みを遂行する。乾燥固体マトリックスへの組
成物の組み込み後、任意の適切な方法を使用して固体マトリックスを乾燥させる。
【００２２】
　前述した通り、固体マトリックスは、組成物を乾燥状態で含み、また、抽出核酸を乾燥
条件下で保存する。抽出及び保存のための乾燥固体マトリックスの使用は、液体ベースの
抽出よりも有利であり、なぜなら、乾燥マトリックスが、マトリックスに適用される試料
の最小体積希釈を確実にするからである。当業者であれば、液体ベースの抽出は、試料の
濃縮物を、過剰体積の安定化試薬中で希釈することが分かるであろう。試料を収集し、抽
出し、保存するための乾燥固体マトリックスの使用は、試料の濃度を維持し、液体保存料
中での試料の不適切な希釈に関連する試料分解等の問題を解消する。加えて、固体マトリ
ックスは、乾燥試薬の固定組成物を含み、これにより、水和時にＲＮＡ等の核酸の効率的
な抽出を、続いて周囲温度での抽出ＲＮＡの安定化を可能にする。
【００２３】
　用語「周囲条件」又は「周囲温度」は、以後、交換可能に使用される。本明細書では、
用語「周囲温度」は、０℃から６０℃の間の範囲内の温度を指す。１以上の実施形態では
、周囲温度は室温である。いくつかの実施形態では、マトリックスは、核酸を、周囲温度
下、乾燥した状態で保存又は保存するように構成されている。
【００２４】
　前述した通り、固体マトリックスは、核酸を、乾燥状態下で長期間保存又は保存するよ
うに構成されている。用語「ように構成されている」又は「のために構成されている」は
、本明細書において、マトリックスに核酸をある期間にわたって周囲温度で抽出及び保存
させることができるマトリックスの構造又は組成物を称する。用語「保存」又は「保存」
は、抽出核酸をさらなる分析に好適なフォーマットで維持することに関して、本明細書に
おいて交換可能に使用され得る。より具体的には、核酸は、固体核酸抽出マトリックス中
に保存又は保存されてよく、マトリックスは、分子の整合性を確実に維持する。
【００２５】
　いくつかの実施形態では、核酸抽出マトリックスは固相抽出マトリックスである。マト
リックスは、固相抽出法が使用される場合、本明細書において、固相抽出マトリックスと
称される。固相抽出（ＳＰＥ）技術は、シークエンシング及び他の用途のための高純度核
酸の抽出時間を低減させるために活用されてきた。固相抽出は、固相及び液相を使用して
、同じ種類又は異なる種類の１以上の分子を材料から単離する抽出法である。固相抽出マ
トリックスは、例えば、クロマトグラフ法又は他の分析法の上流の試料を精製するために
使用される。方法の一例は、試料（例えば、生物学的試料）を固相抽出マトリックスに充
填するステップと、マトリックスを周囲温度で保存して実質的に乾燥状態を実現するステ
ップと、マトリックスを好適な緩衝液で再水和してマトリックスからＲＮＡを差次的に抽
出するステップとを含む。



(7) JP 6704621 B2 2020.6.3

10

20

30

40

50

【００２６】
　用語「抽出」は、試料から、より詳細には生物学的試料から、核酸を分離する又は単離
するための任意の方法を指す。ＲＮＡ及びＤＮＡ等の核酸は、例えば細胞溶解によって放
出され得る。一実施形態では、核酸は、蒸発細胞溶解中に放出され得る。別の実施形態で
は、細胞は、細胞溶解試薬を含むマトリックスとの接触時に溶解する。細胞を含む生物学
的試料をマトリックスと接触させることで、例えばＦＴＡ（商標）溶出セルロース紙を使
用することによって、核酸を放出する細胞溶解をもたらす。
【００２７】
　固体マトリックスは多孔質であってよい。一実施形態では、固体マトリックスは、ワッ
トマン（商標）製のセルロースマトリックス等の多孔質セルロース紙である。一例におい
て、ワットマン（商標）製のセルロースマトリックスは、９０３－セルロース、ＦＴＡ（
商標）又はＦＴＡ（商標）溶出を含む。
【００２８】
　１以上の例において、抽出マトリックスに、１以上の試薬を含浸させる。前述した通り
、例の実施形態では、マトリックスは、乾燥状態で含浸した１種以上のタンパク質変性剤
を含む。一実施形態では、マトリックスは、１種以上の酸又は酸滴定緩衝剤をさらに含む
。別の実施形態では、マトリックスは、１以上の還元剤をさらに含む。いくつかの実施形
態では、含浸試薬は、溶解試薬、核酸安定化試薬、核酸保存化学物質及びそれらの組合せ
を含む。
【００２９】
　いくつかの実施形態では、マトリックスに含浸した乾燥試薬は、緩衝液、水又は試料を
添加することによって水和される。一実施形態では、含浸乾燥試薬は、核酸の抽出又は保
存のためにマトリックス上に配置された試料、より具体的には生物学的試料によって水和
される。いくつかの他の実施形態では、試料に加えて、水又は緩衝液を添加してマトリッ
クスを水和し、マトリックスに埋め込まれている試薬を再構成する又は活性化する。いく
つかの実施形態では、マトリックスの水和は、マトリックスにおいて酸性ｐＨを生じさせ
る。いくつかの実施形態では、水和はさらに、マトリックス中に乾燥形態で存在するタン
パク質変性剤、酸又は酸滴定緩衝剤等の試薬を再構成するという結果をもたらす。
【００３０】
　１以上の実施形態では、マトリックスはタンパク質変性剤を含む。タンパク質変性剤は
、カオトロピック剤又は洗剤を含み得る。特定の変性剤に限定することは意図しないが、
タンパク質変性剤は、それらの生物物理学的特性及び生物学的酵素活性（例えば、ＲＮａ
ｓｅ）を完全に阻害する能力に応じて、弱い変性剤又は強い変性剤のいずれかとして分類
され得る。いくつかの実施形態では、弱いタンパク質変性剤（例えば、洗剤）は、細胞を
溶解し、核酸を変性させることなくタンパク質間相互作用を妨害するために使用され得る
。さらなる実施形態では、強いタンパク質変性剤（例えば、カオトロピック塩）の使用は
、細胞及びタンパク質を変性させるのに加えて核酸二次構造も変性させ得る。多数のタン
パク質変性剤が当技術分野において公知であり、本明細書において記載されている組成物
及び方法において使用するために選択され得る。特定のタンパク質変性剤に限定すること
は意図しないが、例示的なタンパク質変性剤は、チオシアン酸グアニジン、塩酸グアニジ
ン、チオシアン酸ナトリウム、チオシアン酸カリウム、アルギニン、ドデシル硫酸ナトリ
ウム（ＳＤＳ）、尿素又はそれらの組合せを包含する。例示的な洗剤は、イオン洗剤、非
イオン洗剤又は両性イオン洗剤として分類され得る。イオン洗剤は、ドデシル硫酸ナトリ
ウム（ＳＤＳ）等のアニオン洗剤又はエチルトリメチルアンモニウムブロミド等のカチオ
ン洗剤を含み得る。細胞溶解のための非イオン洗剤の非限定的な例は、トリトンＸ－１０
０、ＮＰ－４０、ブリッジ３５、ツイン２０、オクチルグルコシド、オクチルチオグルコ
シド又はジギトニンを包含する。いくつかの両性イオン洗剤は、３－［（３－コールアミ
ドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳ）及び３－
［（３－コールアミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－２－ヒドロキシ－１－プロパン
スルホネート（ＣＨＡＰＳＯ）を含み得る。
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【００３１】
　１以上の実施形態では、タンパク質変性剤はチオシアン酸塩を含む。マトリックスの１
以上の実施形態は、乾燥状態で含浸した酸滴定チオシアン酸塩を含む。例示的なチオシア
ン酸塩は、チオシアン酸グアニジン、チオシアン酸ナトリウム、チオシアン酸カリウム又
はそれらの組合せを包含するがこれらに限定されない。
【００３２】
　抽出マトリックスは、生物学的試料からのＲＮＡ抽出後、ＲＮＡの安定性及び整合性を
所望のレベルに維持する。一実施形態では、マトリックスに、核酸安定化試薬を含浸させ
る。これらの安定化試薬は、ＲＮａｓｅ阻害剤、酸滴定緩衝液又はキレート剤（例えば、
ＥＤＴＡ）を包含し得る。組成物は、紫外線（ＵＶ）阻害剤又はラジカルスカベンジャー
をさらに含み得る。
【００３３】
　前述した通り、マトリックスはＲＮａｓｅ阻害剤をさらに含み、ＲＮａｓｅ阻害剤は、
バナジルリボヌクレオシド複合体（ＶＲＣ）、ヌクレオチド類似体又は市販のＲＮａｓｅ
阻害剤（例えば、ＳＵＰＥＲａｓｅ－Ｉｎ（商標））を含む。ＲＮａｓｅ阻害剤は、ピロ
ホスフェート化合物をさらに含み得る。一実施形態では、ピロリン酸ナトリウム二塩基を
ＲＮａｓｅ阻害剤として使用してよい。ＲＮａｓｅ阻害剤の１以上の実施形態は、三リン
酸ナトリウム等の三リン酸塩をさらに含み得る。一例において、酸滴定緩衝液へのピロリ
ン酸ナトリウムの添加は、液体状態及び乾燥フォーマットの両方においてＲＮＡ安定性を
増強する。
【００３４】
　マトリックスの実施形態は、酸又は酸滴定緩衝剤を乾燥状態で含み、これは、核酸の抽
出中に再水和され得る。酸の例は、酢酸、クエン酸、酒石酸、リン酸、塩酸、トリス（２
－カルボキシエチル）ホスフィン－塩酸（ＴＣＥＰ－ＨＣｌ）、酸化トリス（２－カルボ
キシエチル）ホスフィン－塩酸（ＴＣＥＰ－Ｏ－ＨＣｌ）、硫酸、硝酸、バニリン酸、３
－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸又はそれらの組合せを包含するがこれらに限定
されない。前述した通り、マトリックスは、水和によって抽出核酸を抽出し安定させる酸
性ｐＨをもたらし、水和は、試料、水その他の溶液（例えば、緩衝液）を添加することに
よって実現され得る。マトリックスの１以上の実施形態は、水和時に２～７の範囲内のｐ
Ｈをもたらす。いくつかの実施形態では、マトリックスは、水和時に３～６の範囲内のｐ
Ｈをもたらす。
【００３５】
　抽出核酸、特にＲＮＡは、表ＩＶに示す通り、酸性条件下で安定する。一実施形態では
、酸滴定緩衝液はチオシアン酸グアニジンを含む。２～７の酸性ｐＨ、より詳細には３～
６のｐＨで、乾燥固体マトリックス上の酸性範囲内のチオシアン酸グアニジン及びピロリ
ン酸ナトリウムの乾燥状態混合物は、図４中のＲＩＮスコアによって示す通り、周囲温度
で乾燥血斑内の高品質ＲＮＡを安定させる。一実施形態では、酸滴定緩衝液はチオシアン
酸グアニジンを含み、２～７の酸性ｐＨ、より詳細には３～６のｐＨで、乾燥固体マトリ
ックスにおける三リン酸ナトリウムの存在は、図４でＲＩＮスコアによって示す通り、高
品質ＲＮＡを安定させる。
【００３６】
　前述した通り、いくつかの実施形態では、マトリックスは、ＵＶ保護剤、ラジカルスカ
ベンジャー、キレート剤又はそれらの組合せをさらに含む。任意の特定のＵＶ保護剤に限
定することは意図しないが、例示的な抗酸化剤は、例えば、ハイドロキノンモノメチルエ
ーテル（ＭＥＨＱ）、ハイドロキノン（ＨＱ）、トルヒドロキノン（ＴＨＱ）及びアスコ
ルビン酸を包含する。いくつかの実施形態では、抗酸化剤はＴＨＱである。
【００３７】
　いくつかの実施形態では、マトリックスは、１以上の還元剤をさらに含み、還元剤は、
ジチオトレイトール（ＤＴＴ）、２－メルカプトエタノール（２－ＭＥ）、トリス（２－
カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）及びそれらの組合せからなる群から選択され
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る。
【００３８】
　抽出核酸は、リボ核酸（ＲＮＡ）、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）又はそれらの組合せを
含む。一実施形態では、抽出核酸はＲＮＡを含む。ＲＮＡは、ｍＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｒＲ
ＮＡ、スモールＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、非コードＲＮＡ、動物ＲＮＡ、植物Ｒ
ＮＡ、ウイルスＲＮＡ又は細菌ＲＮＡであってよい。
【００３９】
　マトリックスは、実質的にインタクトな状態下、周囲温度で、乾燥フォーマットの核酸
を保存するように構成されている。ＲＮＡの状態は、ＲＮＡの品質又はＲＮＡの整合性を
指す。ＲＮＡの安定性及び品質は、以下に基づいて評価することができる：ｍＲＮＡ標的
の定量的ＲＴ－ＰＣＲ増幅、全細胞ＲＮＡの容量を損なう２８ｓ：１８ｓリボソームＲＮ
Ａ（ｒＲＮＡ）の比、並びにアジレント２１００バイオアナライザでのＲＩＮ分析。前述
した通り、ＲＮＡ品質は、２８Ｓ及び１８ＳリボソームＲＮＡ強度値の比として決定され
、該比は、抽出されたｒＲＮＡのゲル電気泳動、続いてエチジウムブロマイド染色によっ
て２８Ｓ及び１８Ｓ　ｒＲＮＡの強度を取得することにより、算出される。高品質細胞Ｒ
ＮＡは、概して、１より大きい２８ｓ：１８ｓ　ｒＲＮＡ比を呈する。さらに、高品質細
胞ＲＮＡは、低含量及びラージ（例えば、１ｋＢより大きい）ｍＲＮＡ両方の効率的な増
幅を支援する。利便性を目的として、ｒＲＮＡシグナル強度及び２８ｓ：１８ｓ　ｒＲＮ
Ａの比は、ゲル電気泳動によって、強固なＲＮＡ保存特性を持つ試料を迅速にスクリーニ
ングし同定するために高頻度で使用される。
【００４０】
　前述した通り、一実施形態では、ＲＮＡ品質は、バイオアナライザを介する抽出ＲＮＡ
のキャピラリー電気泳動によって決定される。恒例により、ＲＮＡ品質はＲＩＮとして定
量化され、ＲＩＮは、抽出ＲＮＡ内に存在する種々のＲＮＡの量のアルゴリズム評価によ
って算出される。高品質細胞ＲＮＡは、概して、１０に近似するＲＩＮ値を呈する。１以
上の実施形態では、乾燥マトリックスから抽出したＲＮＡは、４以上のＲＩＮ値を有する
。いくつかの実施形態では、マトリックスは、生体試料の周囲抽出及び安定化を提供し、
４から１０の範囲内のＲＩＮ値を持つインタクトな高品質ＲＮＡを生成するか、又は一実
施形態では、ＲＩＮ値は５から８の範囲内である。
【００４１】
　試料から核酸を抽出及び保存する方法の例は、試料を、タンパク質変性剤及び酸又は酸
滴定緩衝剤を含む固体マトリックスに提供するステップと、試料又は任意の外部から添加
された液体による固体マトリックスの水和時に、試料からの核酸の抽出のための酸性ｐＨ
を生じさせるステップと、抽出核酸を含むマトリックスを乾燥させるステップと、抽出核
酸を実質的に乾燥状態でマトリックス上に周囲温度下で保存するステップとを含む。用語
「試料を提供する」の非限定的な例は、ピペット、カテーテル、シリンジ又は導管を使用
して、試料を適用する又は試料を抽出マトリックス上に配置することを包含する。試料を
マトリックス上に注いでよい。
【００４２】
　方法は、抽出核酸を乾燥状態でマトリックス上に周囲温度において保存するステップを
含む。いくつかの実施形態では、核酸は、１か月を超える期間にわたって保存されてよい
。いくつかの実施形態では、核酸は、６か月を超える期間にわたって保存されてよい。Ｒ
ＮＡは概して分解する傾向があるため、マトリックスを使用するＲＮＡの抽出及び保存は
有用であり、種々のダウンストリーム用途にさらに使用され得る。
【００４３】
　方法の１以上の実施形態は、固相抽出技術によってマトリックスから核酸を回収するス
テップを含む。１以上の実施形態では、核酸は、マトリックスを、水溶液、緩衝液又は有
機溶液中で再水和することによって固体マトリックスから回収され、核酸はさらなる分析
に供される。試料（例えば、未精製生物学的試料）からの核酸、特にＲＮＡの抽出をもた
らす方法を用いてよい。上記で描写した方法は、さらなる分析のために固体マトリックス
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から核酸を回収するステップの前に、マトリックスを洗浄するステップを場合により包含
してよい。例えば、マトリックスを、核酸の回収前に、好適な緩衝液又は水で１回又は複
数回洗浄してよい。核酸は、固体マトリックス（例えば、セルロース紙）を、水溶液、上
記で定義した通りの緩衝液、又は有機溶液中で再水和することにより、回収され得る。い
くつかの実施形態では、核酸は、電気泳動溶出によって固体マトリックスから回収される
。
【００４４】
　一実施形態では、核酸（例えば、ＲＮＡ、ＤＮＡ又はそれらの組合せ）を抽出し保存す
るための方法は、固体マトリックスを提供するステップであって、組成物が、１種以上の
タンパク質変性剤、酸又は酸滴定緩衝剤、及び場合により乾燥したフォーマットで固体マ
トリックスに組み込まれたラジカルスカベンジャーを含むステップと、試料（例えば、生
物学的試料）を固体マトリックスに適用して、酸性ｐＨ下で核酸を抽出するステップと、
固体マトリックスを乾燥させるステップと、核酸を実質的に乾燥状態で固体マトリックス
上に周囲温度において保存するステップとを含む。
【００４５】
　方法のある特定の例において、マトリックスは、核酸、特に、保存するには不安定な生
体分子であることが広く知られているＲＮＡの、周囲温度における乾燥フォーマットでの
（例えば、固体マトリックス上への）保存を可能にする。この方法において利用される試
料は、ヒトを包含する任意の生物から取得された、血液、血清、組織及び唾液等の生物学
的試料を包含するがこれらに限定されない。
【実施例】
【００４６】
　試薬：３１－ＥＴＦはＧＥヘルスケア製であった。ＴＣＥＰはソルテックバイオサイエ
ンス（米国マサチューセッツ州べバリー）製であり、ＭＯＰＳはアルドリッチ（米国ミズ
ーリ州）から購入した。
【００４７】
　実施例１：ＴＣＥＰの酸化によるＴＣＥＰ－Ｏの調製
　ＴＣＥＰをＴＣＥＰ－Ｏに酸化して、乾燥した生体試料においてＲＮＡ保存に対する還
元活性の寄与を分析した。およそ１グラムのＴＣＥＰを２５ｍＬの３０％過酸化水素に溶
解し、水酸化ナトリウムを使用して溶液ｐＨを８．０に調整した。反応混合物を３時間イ
ンキュベートして、酸化反応を完了させ、その後の分析のために生成物をオーブン内で乾
燥させた。Ｐ31ＮＭＲは、ＴＣＥＰ基準と比べた反応生成物におけるＴＣＥＰの損失を確
認した。この酸化反応を抗酸化剤ＴＨＱの存在下で繰り返し、同様の結果であった。結果
は図１に明記されている。
【００４８】
　実施例２：ＴＣＥＰ－Ｏでコーティングした乾燥マトリックス上における還元活性の損
失の確認
　紙試料は、単純なディップコーティングプロセスを使用し、ＴＣＥＰ又はＴＣＥＰ－Ｏ
を含有する溶液中で調製した。簡潔に述べると、コーティング溶液は、表Ｉにおいて記載
されている通りに調製した。対照試料２５－１は３．５のｐＨを有する最終溶液をもたら
し、その他すべての試料をＨＣｌでｐＨ３．５に調整した。３１－ＥＴＦセルロース紙を
各コーティング溶液に浸漬し、完全飽和後、紙をニップローラに通して、過剰な溶液を除
去した。次いで、紙試料をオーブン内で乾燥させ、乾燥剤とともにマイラーホイルバッグ
内に梱包し、使用するまで４℃で保存した。
【００４９】
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【表１】

　試料調製後、ＤＴＮＢ比色分析アッセイを使用して、紙の還元活性を分析した。１ｍＭ
　ＤＴＮＢ希釈標準溶液を、水中２．５ｍＭストック溶液からＰＢＳ中で調製した。試料
穿孔部（直径３ｍｍ）を表Ｉにおいて記載されている各紙から抜き、５ｍＬのＤＴＮＢ希
釈標準溶液に浸し、３０分間振とうした。次いで、得られた溶液中のＴＮＢ（チオビス－
（２－ニトロ安息香酸）を、４１２ｎｍのＵＶ吸光度によって測定し、これを図２に明記
する。ＴＣＥＰ－Ｏを含有する試料２５－３及び２７－６は、ＤＴＮＢからＴＮＢへの還
元を示さず、還元力の損失を示していた。ＴＣＥＰを含有する試料２５－１及び２７－５
は、ＤＴＮＢ比色分析アッセイを使用して、ＤＴＮＢをＴＮＢに変換することにより、強
い還元活性を示す。これらの結果は、実施例１における先のＮＭＲ分析を確認するもので
あった。
【００５０】
　実施例３：乾燥血斑からのＲＮＡ安定性分析
　表Ｉにおいて記載されている通りの実施例２からの試料に、全血で斑点を付け、室温で
ＲＮＡを安定させる能力について試験した。５０μＬのラット全血を試験動物の尾静脈か
ら収集し、試料２５－１、２５－３、２７－５及び２７－６に斑点を付けた。血斑を風乾
させ、湿度を制御（約２０％ＲＨ）下、周囲室温で５日（２５－１、２５－３）又は１２
日（２７－５、２７－６）間保存した。ベータ－メルカプトエタノールで強化されたＲＬ
Ｔ溶解緩衝液（キアゲン）を使用して７ｍｍの中心穿孔部からＲＮＡを抽出し、従来のシ
リカ膜スピンカラムを使用し、当技術分野において公知のプロトコール（例えば、キアゲ
ンＱＩＡａｍｐ　ＲＮＡ血液キット）に従って精製した。精製ＲＮＡを、ヌクレアーゼフ
リー水を用いてスピンカラムから溶出し、試料のそれぞれについてのＲＩＮを、ＲＮＡ６
０００ピコラボチップスを使用するアジレント２１００バイオアナライザで測定した。慣
例により、６超のＲＩＮは高品質ＲＮＡを示すものであり、ＲＴ－ＰＣＲ又はマイクロア
レイ用途等の定量的ダウンストリーム分析に非常に望ましい。
【００５１】
　前述した通り、ＲＩＮ値は、表１に収載されている各組成物について、ＲＮＡ６０００
ピコラボチップスを使用するアジレント２１００バイオアナライザによって決定し、デー
タを図３に示す。予想外にも、ＴＣＥＰ－Ｏを含有する試料は、ＴＣＥＰを含有するもの
に匹敵するＲＮＡ整合性を提供した。ＲＩＮスコアは、ＴＣＥＰ（試料２５－１、２７－
５）の存在下で、完全に酸化されたＴＣＥＰ（試料２５－３、２７－６）のスコアよりも
わずかに高いだけであった。この現象は酸性ｐＨに依存し得るものであり、なぜなら、Ｔ
ＣＥＰ－ＨＣｌを含有する対照製剤２５－１の自然なｐＨ終点を複製するために、すべて
の試料を、３．５の最終ｐＨに滴定されたコーティング溶液から調製したからである。
【００５２】
　実施例４：酸性又は塩基性ｐＨプロファイルにおける代替的化学の基質調製
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　実施例４は、異なる溶液ｐＨにおける、酸、抗酸化剤、カオトロピック塩、洗剤、及び
ピロリン酸塩又はポリリン酸塩の異なる混合物の効果を調査するようにデザインされた。
紙試料は、上述した単純なディップコーティングプロセスを使用して調製した。簡潔に述
べると、コーティング溶液は、表ＩＩにおいて記載されている通りに調製した。３１－Ｅ
ＴＦセルロース紙を各コーティング溶液に浸漬し、完全飽和後、紙をニップローラに通し
て、過剰な溶液を除去した。次いで、紙試料をオーブン内で乾燥させ、使用するまで乾燥
剤とともにマイラーホイルバッグ内に梱包した。
【００５３】
【表２】

【００５４】
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【表３】

　実施例５：代替的化学における乾燥血斑からのＲＮＡ安定性分析
　表ＩＩ及び表ＩＩＩにおいて記載されている実施例４からの試料に、全血で斑点を付け
、周囲温度でＲＮＡを安定させる能力について試験した。５０μＬのラット全血を試験動
物の尾静脈から収集し、紙試料に直接斑点を付けた。血斑を乾燥させ、周囲温度であるが
湿度を制御して（約２０％ＲＨ）、５、６又は１２日間保存した。７ｍｍの中心穿孔部か
ら溶解緩衝液中にＲＮＡを抽出し、シリカ膜スピンカラムを介し、当技術分野において公
知のプロトコールに従って精製した。精製及び溶出後、ＲＩＮを、ＲＮＡ６０００ピコラ
ボチップスを使用するアジレント２１００バイオアナライザで測定した。６超のＲＩＮは
高品質ＲＮＡを暗示するものであり、ＲＴ－ＰＣＲ又はマイクロアレイ用途等の定量的ダ
ウンストリーム分析に望ましい。
【００５５】
　実施例５の結果は図４に明記されている。酸滴定カオトロピック塩又は洗剤組成物は、
ＲＩＮスコアに基づきある特定の製剤が他のものより好ましいが、乾燥血斑から妥当な品
質のＲＮＡを産出したことが発見された。例えば、試料２８－２及び２８－５はチオシア
ン酸グアニジン（ＧｕＳＣＮ）を含有し、酢酸中及び酒石酸中において、ｐＨ３．５でそ
れぞれ７．８及び７．０のＲＩＮ値を示した。酢酸（７．８）及び酒石酸（７．０）のＲ
ＩＮ値は、ｐＨ３．５のクエン酸（試料２８－４、ＲＩＮ５．８）及びリン酸（試料２８
－３、ＲＩＮ４．９）中の同じ組成物よりも高かった。特に、ピロリン酸塩又は三リン酸
塩の有効性は、カオトロピック剤の存在下でＲＮＡを安定させるのに明らかなｐＨ依存を
示し、全般的な酸性ｐＨが非常に高いＲＩＮスコアを提供した。中性ｐＨに滴定した同一
の製剤は、重度のＲＮＡ分解をもたらした。例えば、ｐＨ３．５のチオシアン酸グアニジ
ン（ＧｕＳＣＮ）又はチオシアン酸ナトリウム（ＮａＳＣＮ）及び三リン酸ナトリウムの
いずれかでコーティングした試料２７－１０及び２８－６は、ｐＨ７．２の同じ試薬を含
有する試料２６－１１及び２８－７と比較して、それぞれ７．１及び７．０という高いＲ
ＩＮ値を示した。同様に、試料２７－１１及び２６－１２は、ＧｕＳＣＮ及びピロリン酸
ナトリウムを含有し、ｐＨ３．５で６．７及びｐＨ７．２で１．６のＲＩＮ値をそれぞれ
示した。ピロホスフェート及びトリホスフェート部分は、概して小分子ＲＮａｓｅ阻害剤
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であると理解されており、これに対する乾燥状態での作用のｐＨ依存性機構は直観的では
ない。
【００５６】
　実施例６：ＲＩＮ性能と固体－マトリックスｐＨとの相関関係
　実施例１（表Ｉにおいて記載されている）及び実施例４（表ＩＩ及び表ＩＩＩにおいて
記載されている）からの試料を使用して固体－マトリックスのｐＨを測定し、生物学的Ｒ
ＩＮ性能と比較した。固体－マトリックスｐＨを測定するために、９つの穿孔部（７ｍｍ
の円形）を各紙から抜き、１ｍＬの水に浸した。高せん断ラボホモジナイザを使用して穿
孔部を均質化してパルプにし、ｐＨ試験紙を用いて水性相のｐＨを決定した。
【００５７】
　実施例６の結果は表ＩＶに明記されている。各乾燥固体マトリックスのｐＨは、ある特
定の製剤が他のものより好ましいが、概して固体マトリックスをコーティングしている溶
液の元のｐＨから維持されている。特定の理論に限定されることなく、結果は、酸性ｐＨ
下で組成物から誘導されたＲＮＡ試料についてのＲＩＮ値が周囲保存の数日後に４以上と
なることから、酸性ｐＨを持つ固体マトリックスが乾燥血斑から妥当な品質のＲＮＡを産
出することを確認するものである。
【００５８】
【表４】

　本発明のある特定の特色のみが本明細書において例証及び記載されているが、当業者は
多くの修正及び変更に想到するであろう。したがって、添付の請求項は、そのような修正
及び変更すべてを本発明の範囲内にあるとして網羅するように意図されていることを理解
されたい。
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