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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　機能性高分子をサンプルから選択的に単離するための、またはサンプルに含まれる機能
性高分子を精製するための方法であって、
　ａ）機能性高分子を含有するサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む固相抽出（ＳＰＥ
）装置に、機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下でロードする
工程；および
　ｂ）吸着した機能性高分子をアルミナ吸着剤から溶出し、それにより機能性高分子をサ
ンプルから選択的に単離する、または機能性高分子を精製する工程、
　を含み、
該アルミナ吸着剤が、アルミナＢである、前記方法。
【請求項２】
　複数の機能性高分子をサンプルから選択的に単離するための方法であって、
　ａ）複数の機能性高分子を含むサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む第１固相抽出（
ＳＰＥ）装置に、複数の機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下
でロードする工程；
　ｂ）吸着した機能性高分子をアルミナ吸着剤から溶出する工程；
　ｃ）少なくとも１つの画分を収集する工程；
　ｄ）少なくとも１つの画分を、充填アルミナ吸着剤を含む第２固相抽出（ＳＰＥ）装置
に、少なくとも２つの機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下で
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ロードする工程；および
　ｅ）少なくとも２つの吸着した機能性高分子を第２固相抽出（ＳＰＥ）装置のアルミナ
吸着剤から溶出し、それにより複数の機能性高分子をサンプルから選択的に単離する工程
、
　を含み、
該アルミナ吸着剤が、アルミナＢである、前記方法。
【請求項３】
　サンプル中の機能性高分子を検出するための方法であって、
　請求項１に記載の方法に従って機能性高分子を精製する工程；および
　ｃ）機能性高分子を検出する工程、
　を含む方法。
【請求項４】
　機能性高分子が、ペプチド、ポリペプチド、リン酸化ペプチド、糖ペプチド、タンパク
質、リンタンパク質、核酸、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、リン脂質、合成ま
たは天然ポリマー、およびこれらの混合物からなる群より選択される、請求項１～３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　機能性高分子が、ペプチド、ポリペプチド、リン酸化ペプチド、糖ペプチド、タンパク
質、オリゴヌクレオチドおよびリン脂質からなる群より選択され、並びに高酸性側鎖を含
む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　機能性高分子が、リン酸基、スルホン酸基もしくはシアリレート基を含む、ペプチド、
ポリペプチド、糖ペプチドまたはタンパク質である、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　リン酸化ペプチドが、Ｔ１８＿Ｐ、Ｔ１９＿１Ｐ、Ｔ４３＿１ＰおよびＴ４３＿２Ｐか
らなる群より選択される、請求項４～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　機能性高分子が、酸性ペプチド、中性ペプチドまたは塩基性ペプチドを上回って選択的
に単離される、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　機能性高分子が、酸性ペプチドを上回って選択的に単離される、請求項８に記載の方法
。
【請求項１０】
　ＳＰＥ装置が、微量溶出プレート、クロマトグラフィーカラム、薄層プレート、サンプ
ル浄化装置、注入カートリッジ、マイクロタイタープレートおよびクロマトグラフィー準
備装置からなる群より選択される、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　微量溶出プレートが、９６－ウェル微量溶出プレートであり、クロマトグラフィーカラ
ムが、マイクロボアカラム、キャピラリーカラムまたはナノカラムである、請求項１０に
記載の方法。
【請求項１２】
　アルミナ吸着剤が、ＨＰＬＣ級であり、および／または１０のｐＨを有する、請求項１
～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　アルミナ吸着剤粒子のサイズが、１８～３２μｍの範囲をとる、請求項１～１２のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　（ａ）サンプルが、血液、尿、脊髄液、滑液、痰、精液、唾液、涙、胃液、およびこれ
らの抽出物並びに／又は希釈液／溶液からなる群より選択される生体液であるか、または
これらから誘導され、或いは
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　（ｂ）サンプルが、反応混合物、調製用ＨＰＬＣ、クロマトグラフィー溶離液もしくは
画分または環境サンプルであるか、またはこれらから誘導される、請求項１～１３のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　サンプルを、第１ｐＨを有する溶液に溶解し、固相抽出（ＳＰＥ）装置にロードし、第
２ｐＨを有する移動相溶液で機能性高分子をアルミナから溶出する、請求項１～１４のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　サンプルを、ローディングに先立ち、酸溶液／有機溶液の混合液に溶解する、請求項１
～１５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１７】
　酸溶液のｐＨが、最大でも４であり、
　酸溶液が、トリフルオロ酢酸、塩酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸、硫酸、スルホン酸、
リン酸、パラ－トルエンスルホン酸、サリチル酸、酒石酸、重酒石酸、アスコルビン酸、
マレイン酸、ベシル酸、フマル酸、グルコン酸、グルクロン酸、ギ酸、グルタミン酸、メ
タンスルホン酸、エタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸、乳酸、シュウ酸、パラ－ブロ
モフェニルスルホン酸、炭酸、コハク酸、クエン酸、安息香酸もしくは酢酸の水溶液から
選択され、
　有機溶媒が、有機溶液または有機溶媒と非有機溶媒の混合液である、請求項１６に記載
の方法。
【請求項１８】
　有機溶媒が、アセトニトリル、アセトン、エタノール、メタノール、２－プロパノール
、エーテル、テトラヒドロフラン、１，４－ジオキサン、ベンゼン、トルエン、クメン、
塩化メチレン、トリクロロメタン、四塩化炭素、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ
－ジメチルアセトアミド、Ｎ－メチルピロリジン－２－オンおよびジメチルスルホキシド
から選択され、非有機溶媒が水である、請求項１６または１７に記載の方法。
【請求項１９】
　吸着した機能性高分子を、水酸化アンモニウム溶液、トリエチルアミンもしくはリン酸
ジアンモニウムから選択される塩基性移動相溶液でアルミナ吸着剤から溶出する、請求項
１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　ローディング工程で置換剤を添加することをさらに含み、置換剤が置換カルボン酸誘導
体である、請求項１～１９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　機能性高分子を検出する工程をさらに含み、検出工程が質量分析もしくは液体クロマト
グラフィー－質量分析（ＬＣ－ＭＳ）を含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項２２】
　生物学的混合物を含むサンプルからリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン
脂質を選択的に単離するための方法であって、
　ａ）酸および有機溶媒を含む溶液中にサンプルを溶解する工程；
　ｂ）溶解したサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む固相溶出プレートまたはカラムに
、リン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質がアルミナ吸着剤に選択的に吸
着するような条件下でロードする工程、ここで該固相溶出プレートは、微量溶出プレート
であり、該カラムは、マイクロボアカラム、キャピラリーカラムまたはナノカラムである
；
　ｃ）塩基性移動相を用いてリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質をア
ルミナから溶出する工程；および
　ｄ）単離されたリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質を収集し、それ
によりリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドもしくはリン脂質を選択的に単離する工程
、
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　を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　微量溶出プレートが、９６－ウェル微量溶出プレートであり、ＨＰＬＣ級アルミナ吸着
剤で充填されており、アルミナ吸着剤粒子のサイズが、１８～３２μｍの範囲をとる、請
求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　請求項１～２３のいずれか一項に記載の方法に従って用いるための、充填アルミナ吸着
剤を含む固相抽出（ＳＰＥ）装置を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、２００７年９月６日出願の米国仮特許出願第６０／９６７，６６７号の優先
権を主張し、この仮特許出願の全内容は参照によりここに組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　固相抽出（ＳＰＥ）は、定量的化学分析、例えば、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰ
ＬＣ）もしくはガスクロマトグラフィ－（ＧＣ）と共にしばしば用いられるクロマトグラ
フィー技術である。ＳＰＥの目標は不要の混入物を含有する複合サンプルマトリックスか
ら標的分析物を単離することである。単離された標的分析物は定量的分析に適合する溶液
中に回収される。標的化合物を含有するこの最終溶液は分析に直接用いることができ、ま
たは、標的化合物をさらに濃縮する目的で、蒸発させてより少ない体積の他の溶液に戻す
ことができ、この標的化合物を検出および測定により馴染みやすくする。
【０００３】
　固相抽出は液体から分析物を抽出してこれらの分析の準備を整えるのに用いられている
。タンパク質および核酸物質は、関心分子が吸着される固相を収容する充填カラムおよび
カートリッジにタンパク質および核酸物質を通すことにより、生物学的サンプルから頻繁
に単離される。カラムにサンプルを通過させてサンプル分子が吸着した後、溶媒を用いて
関心分子を脱着させ、濃縮溶液を形成する。
【０００４】
　ポリペプチドおよび多糖のような非ポリヌクレオチド生体分子を精製および濃縮できる
ことが特に重要である。すなわち、これらの分子が核酸で定型的に用いられる増幅技術の
タイプに馴染まないためである。多くのタンパク質およびペプチドは極めて低い濃度で、
並びに大過剰の混入タンパク質および他の細胞構成物質の存在下で発現するのみである。
このため、分析技術、例えば、ＭＳ、ＳＰＲ、ＮＭＲ、Ｘ線結晶学等の実施に先立ち、関
心タンパク質サンプルを精製および濃縮することがしばしば必要である。これらの技術は
、典型的には、サンプル小体積のみを必要とするが、これは十分に高濃度で存在しなけれ
ばならず、邪魔になる混入物は除去しなければならない。従って、最小限のサンプル損失
で、小サンプル体積の操作および処理を可能にするサンプル調製方法に対する必要性が存
在する。
【０００５】
　サンプル調製技術の他の望ましい属性はタンパク複合体を精製および操作する能力であ
る。多くの用途においては、精製されたタンパク質がこの生来の機能を保持することも重
要である。
【０００６】
　ＳＰＥ用に設計された装置は、典型的には、使用者が標的成分を優先的に保持すること
を可能にするクロマトグラフィー吸着剤を含む。ひとたびサンプルを吸着剤に載せたら、
次々と適合した洗浄および溶出液をこの装置に通し、混入物質を標的サンプル成分から分
離した後、標的サンプル成分をさらなる分析のために収集する。
【０００７】
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　ＳＰＥ装置は、典型的には、サンプル保持リザーバ、吸着剤を収容するための手段並び
に流体導管もしくは装置を退出する流体を適切な収集容器に導くための吐出口を含む。Ｓ
ＰＥ装置は、サンプル少量を調製する上で好都合および費用効率であるシングルウェル形
式であっても、サンプル多数を平行して調製するのに非常に適するマルチウェル形式であ
ってもよい。
【０００８】
　マルチウェル形式は、通例、ロボット式流体分配システムと共に用いられる。典型的な
マルチウェル形式には、４８－、９６－および３８４－ウェル標準プレート形式が含まれ
る。流体は、通常、特別に設計された真空マニホールドで装置を横断して真空を引くこと
により、または遠心もしくは重力を用いることにより、ＳＰＥ装置を介して収集容器内に
押し込まれる。遠心力は意図する目的のために特別に設計された遠心機にＳＰＥ装置を適
切な収集トレイと共に入れることによって生成する。
【０００９】
　典型的なＳＰＥ法は、各々が特定の目的を有する、工程の系列を含む。「コンディショ
ニング」工程と呼ばれる第１工程では、サンプルを受容するための装置を準備する。この
初期すすぎには、一般には、ｐＨバッファもしくは他の調節剤をしばしば含有する、水性
の高い溶媒のすすぎが続き、これにより標的サンプル成分を優先的に保持するクロマトグ
ラフィー吸着剤が用意される。ひとたびコンディショニングがなされると、ＳＰＥ装置は
サンプルを受容する準備が整う。
【００１０】
　「ローディング」工程と呼ばれる第２工程はサンプルを装置に通すことを含む。ローデ
ィングの最中、サンプル成分は多くの妨害物と共にクロマトグラフィー吸着剤に吸着する
。ひとたびローディングが完了したら、標的化合物を吸着剤上に保持されたままにしなが
ら、「洗浄」工程を用いて妨害混入物をすすぎ落とす。この洗浄工程には「溶出」工程が
続き、この工程は、典型的には、有機溶媒、例えば、メタノールもしくはアセトニトリル
を高いパーセンテージで含有する流体を用いる。溶出溶媒は、標的化合物をクロマトグラ
フィー吸着剤から適切なサンプル容器に効率的に放出するように選択される。
【００１１】
　多くの場合、ＳＰＥサンプルは蒸発乾固（「ドライダウン（ｄｒｙｄｏｗｎ）」した後
、ＨＰＬＣシステムへの注入に先立ち、より水性の混合物中で戻す（「戻し」）ことがで
きる。ＳＰＥ装置では、広範囲にわたるクロマトグラフィー極性標的化合物を保持する高
い能力を有し、サンプル混入物を洗浄して廃棄しながら標的化合物保持の維持を可能とし
、次いで可能な限り少ない溶出体積で標的化合物を溶出する能力を提供し、それによりＳ
ＰＥの最中に得られる標的化合物濃度の程度を最大化することが有利である。
【００１２】
　伝統的なＳＰＥ装置の設計は吸着剤材料用に以下を含む：吸着剤粒子の充填床、メンブ
ラン内の埋め込み吸着剤粒子およびクロマトグラフィー粒子を含有するガラス繊維系抽出
ディスク。他の一般的な例には、オクタデシル（Ｃ１８）またはオクチル（Ｃ８）官能基
で表面誘導体化されている多孔性シリカが含まれる。固相抽出において用いるための充填
材料には、無機基質を用いるもの、例えば、シリカゲルの表面がオクタデシル基での化学
修飾を受けて充填材料の表面が疎水性になっている化学結合型シリカゲル、または有機基
質を用いるもの、例えば、スチレン－ジビニルベンゼンに代表される合成ポリマーも典型
的に含まれる。有機ポリマーをベースとする多孔性粒子も広く用いられる。
【００１３】
　機能性化合物、特には、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、オリゴヌクレオチドま
たはリン脂質の単離は独自の挑戦を提示する。伝統的なＳＰＥ装置、固定化金属親和性ク
ロマトグラフィー（ＩＭＡＣ）法および二酸化チタンクロマトグラフィーがこのような化
合物の単離または濃縮に用いられている。より最近では、金属酸化物／水酸化物親和性ク
ロマトグラフィー（ＭＯＡＣ）を用いる複合混合物からのリン酸化タンパク質およびペプ
チドの濃縮が記述されている。Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５：４３８９－４３９７（２００
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５）。しかしながら、これらの方法は、標的化合物と同時に生じる望ましくない化合物の
共吸着の扱いに失敗する。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　５：４３８９－４３９７（２００５）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　従って、複合混合物、特には、生体液／サンプルより得られるものからの機能性化合物
、即ち、ペプチド、リン酸化ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、リンタンパク質、オ
リゴヌクレオチドもしくはリン脂質の選択的単離、精製、検出並びに／または同定を容易
にする方法に対する必要がある。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　一態様において、本発明は、機能性高分子をサンプルから選択的に単離するための方法
であって、
　ａ）機能性高分子を含むサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む固相抽出（ＳＰＥ）装
置に、機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下でロードする工程
；および
　ｂ）吸着した機能性高分子をアルミナ吸着剤から溶出し、それにより機能性高分子をサ
ンプルから選択的に単離する工程、
を含む方法を提供する。
【００１７】
　別の態様において、本発明は、機能性高分子複数をサンプルから選択的に単離するため
の方法であって、
　ａ）機能性高分子複数を含むサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む第１固相抽出（Ｓ
ＰＥ）装置に、機能性高分子複数がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下でロ
ードする工程；および
　ｂ）吸着した機能性高分子をアルミナ吸着剤から溶出する工程；
　ｃ）少なくとも１つの画分を収集する工程；
　ｄ）少なくとも１つの画分を、充填アルミナ吸着剤を含む第２固相抽出（ＳＰＥ）装置
に、少なくとも２つの機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下で
ロードする工程；および
　ｃ）少なくとも２つの吸着した機能性高分子を第２固相抽出（ＳＰＥ）装置のアルミナ
吸着剤から溶出し、それにより機能性高分子複数をサンプルから選択的に単離する工程、
を含む方法を提供する。
【００１８】
　さらに別の態様において、本発明は、サンプルに含まれる機能性高分子を精製するため
の方法であって、
　ａ）機能性高分子を含むサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む固相抽出（ＳＰＥ）装
置に、機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下でロードし；およ
び
　ｂ）吸着した機能性高分子をアルミナ吸着剤から溶出し、それにより機能性高分子をサ
ンプルから選択的に単離し、それにより機能性高分子を精製する、
ことを含む方法を提供する。
【００１９】
　さらに別の態様において、本発明は、サンプル中の機能性高分子を検出するための方法
であって、
　ａ）機能性高分子を含むサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む固相抽出（ＳＰＥ）装
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置に、機能性高分子がアルミナ吸着剤に選択的に吸着するような条件下でロードする工程
；および
　ｂ）吸着した機能性高分子をアルミナ吸着剤から溶出し、それにより機能性高分子をサ
ンプルから選択的に単離し、それにより機能性高分子を精製する工程；および
　ｃ）機能性高分子を検出する工程、
を含む方法を提供する。
【００２０】
　本発明の別の態様は、生物学的混合物を含むサンプルからリン酸化ペプチド、オリゴヌ
クレオチドまたはリン脂質を選択的に単離するための方法であって、
　ａ）酸および有機溶媒を含む溶液中にサンプルを溶解する工程；
　ｂ）溶解したサンプルを、充填アルミナ吸着剤を含む固相溶出プレートまたはカラムに
、リン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質がアルミナ吸着剤に選択的に吸
着するような条件下でロードする工程；
　ｃ）塩基性移動相を用いてリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質をア
ルミナから溶出する工程；および
　ｄ）単離されたリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質を収集し、それ
によりリン酸化ペプチド、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質を選択的に単離する工程、
を含む方法を提供する。
【００２１】
　本発明のさらに別の態様は、充填アルミナ吸着剤を含む固相抽出（ＳＰＥ）装置を含む
固相抽出（ＳＰＥ）装置および本発明の方法に従って用いるための取扱説明書を含むキッ
トを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】Ａ）４種類の合成リン酸化ペプチド（Ｔ１８＿１Ｐ、Ｔ１９＿１Ｐ、Ｔ４３＿１
ＰおよびＴ４３＿２Ｐ；トリプシン酵母エノラーゼペプチドの修飾体）および非修飾酵母
エノラーゼトリプシンペプチドの１：１０モル比での混合物を含む対照サンプル；Ｂ）Ｉ
ＭＡＣ法を用いて保持される４種類のリン酸化ペプチド；並びにＣ）本発明によるアルミ
ナＢ吸着剤での固相抽出を用いて保持されるリン酸化ペプチドのＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ　Ｍ
Ｓスペクトルを示す。
【図２】Ａ）ＴｉＯ２　ＳＰＥを用いて、酵母エノラーゼトリプシンペプチドから誘導さ
れる４種類のリン酸化ペプチドおよび非修飾エノラーゼトリプシンペプチドの１：５０モ
ル比での混合物から抽出されるペプチド；並びにＢ）本発明によるアルミナＢ吸着剤で、
酵母エノラーゼトリプシンペプチドから誘導される４種類のリン酸化ペプチドおよび非修
飾エノラーゼトリプシンペプチドの１：５０モル比での混合物から単離されるリン酸化ペ
プチドのＬＣ／ＭＳ分析の比較を示す。
【図３】ＴｉＯ２　ＳＰＥを用い、ローディング工程において置換剤（ｄｉｓｐｌａｃｅ
ｍｅｎｔ　ａｇｅｎｔ）４０ｍｇを混合物に添加して、酵母エノラーゼトリプシンペプチ
ドから誘導される４種類のリン酸化ペプチドおよび非修飾エノラーゼトリプシンペプチド
の１：５０モル比での混合物から抽出されるペプチド；並びにＢ）本発明によるアルミナ
Ｂ吸着剤での固相抽出を用い、ローディング工程において置換剤８ｍｇを混合物に添加し
て、酵母エノラーゼトリプシンペプチドから誘導される４種類のリン酸化ペプチドおよび
非修飾エノラーゼトリプシンペプチドの１：５０モル比での混合物から単離されるリン酸
化ペプチドのＬＣ／ＭＳ分析の比較を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　定義
　本発明のさらなる説明に先立ち、本発明をより容易に理解できるように、便宜上まず特
定の用語を定義してここに集める。
【００２４】
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　「高分子」という用語にはポリマー、例えば、オリゴマー、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、
タンパク質、脂質および多糖が含まれるが、（典型的には、５００Ｄａ以下の分子量を有
する）小有機分子は除外される。例示的な高分子には、ペプチド、リン酸化ペプチド、ポ
リペプチド、糖ペプチド、タンパク質、リンタンパク質、核酸、オリゴヌクレオチド、ポ
リヌクレオチド、リン脂質、合成または天然ポリマーおよびこれらの混合物が含まれる。
【００２５】
　「機能性高分子」という用語には官能基を有する高分子が含まれる。機能性高分子は、
さまざまな化学、生化学および臨床的なシナリオで、しばしば「関心分析物」と呼ばれる
。
【００２６】
　「官能基」という用語は、化合物の化学的、形態学的、生理学的、生化学的または環境
上の挙動の原因である、１以上の原子の特定の構造を指す。高分子の１以上の原子、例え
ば、炭素および／または水素原子を官能基で置換して本発明の機能性高分子を得ることが
できる。従って、本発明による機能性高分子は、例えばアミン、カルボン酸、ホスホネー
ト、スルホン酸、シアリレート等を含む、官能基を有する。例示的な本発明による機能性
高分子には、高酸性側鎖またはリン酸、スルホン酸もしくはシアリレート基を含む化合物
が含まれる。
【００２７】
　本発明による機能性高分子は、サンプル、例えば、生物学的サンプル中に見出される他
の化合物とは異なる官能基を有する。例えば、リン酸化ペプチドおよび天然ペプチドを含
有するサンプルにおいて、機能性高分子はリン酸化ペプチドである。機能性高分子のさら
なる例には、これらに限定されるものではないが、リン酸化ペプチド、シアル化糖ペプチ
ド、スルホン化ペプチド、スルホン化ペプチド、スルホン化糖ペプチド、リンオリゴヌク
レオチドおよびリン脂質が含まれる。
【００２８】
　「高酸性側鎖」という用語は、アスパラギン酸の側鎖（ｐＫａ＝３．９）よりも酸性で
ある側鎖を含めようとするものである。
【００２９】
　「固相抽出（ＳＰＥ）装置」という用語には伝統的な固相抽出装置、例えば、微量溶出
プレート（ｍｉｃｒｏ　ｅｌｕｔｉｏｎ　ｐｌａｔｅｓ）、クロマトグラフィーカラム、
薄層プレート、サンプル浄化装置（ｓａｍｐｌｅ　ｃｌｅａｎｕｐ　ｄｅｖｉｃｅｓ）、
注入カートリッジ、マイクロタイタープレート、好ましくは生物学的分析物を薄膜として
堆積させることができる固相を有するクロマトグラフィー準備装置、例えば、「短」浄化
カラム、メンブラン等が含まれる。本発明に従って用いるための例示的なＳＰＥ装置には
溶出プレートおよびカラムが含まれる。
【００３０】
　「アルミナ」、「アルミナ吸着剤」および「アルミナ充填材料」という用語は同じ意味
で用いられ、Ａｌ２Ｏ３の実験式（ｅｍｐｉｒａｌ　ｆｏｒｍｕｌａ）を有するアルミナ
を含めようとするものである。製造されたアルミナは、これらのｐＨに基づき、３つの異
なる形態で存在する：アルミナＡは酸性（ｐＨ４．５）を意味し、アルミナＢは塩基性（
ｐＨ９．５）を意味し、アルミナＮは中性（ｐＨ７）を意味する。クロマトグラフィー級
アルミナは、例えば、ＭＰ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈおよ
びＣｏｌｅ－Ｐａｒｍｅｒから商業的に入手可能である。
【００３１】
　「置換剤」という用語は、機能性高分子、例えば、リン酸化ペプチドよりもアルミナ吸
着剤に対する結合親和性が弱い化合物、例えば、ペプチドを除去（もしくは置換）するこ
とが可能な薬剤を含めようとするものである。例示的な置換剤には、カルボン酸部分を含
む１以上の試薬が含まれる。
【００３２】
　「サンプル」という用語には機能性高分子を単離しようとする化合物の混合物を含有す
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るあらゆる媒体が含まれる。サンプルには、化合物の複合混合物を含む生物学的サンプル
、例えば、血液、尿、脊髄液、滑液、痰、精液、唾液、涙並びにこれらの抽出物および／
または希釈液／溶液、実験サンプル、例えば、反応混合物、調製用ＨＰＬＣ、クロマトグ
ラフィー溶離液、画分等並びに環境サンプルであるサンプル、またはこれらのサンプルか
ら誘導されるサンプルが含まれる。
【００３３】
　発明の概要
　本発明は、アルミナ吸着剤を含む固相抽出（ＳＰＥ）装置であって、アルミナ吸着剤が
ＳＰＥ装置に充填される装置を用いて、機能性高分子もしくは機能性高分子の混合物を選
択的に単離／分離、精製、検出および／もしくは分析するための方法を提供する。本発明
の方法は化合物の複合混合物を分離し、それにより分解（ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ）すること
が可能であり、これによりこのような混合物の成分化合物の迅速な単離／分離、精製、検
出および／または分析を可能にする。
【００３４】
　標的物質、即ち、機能性高分子に関する限り、本発明の方法は極性化合物、非極性化合
物、酸性化合物、中性化合物、塩基性化合物およびこれらの混合物に対して良好に作動す
る。従って、サンプル中に存在する機能性高分子は、例えば、（例えば、ペプチド合成ま
たは、タンパク質もしくはタンパク質の混合物の消化を含む、生物学的サンプルから生じ
る）ペプチド、リン酸化ペプチド、ポリペプチド、タンパク質もしくはリンタンパク質、
（例えば、生物学的サンプルもしくは合成ポリヌクレオチドからの）核酸、オリゴヌクレ
オチドもしくはポリヌクレオチド、リン脂質、合成もしくは天然ポリマーまたはこれらの
物質の混合物であり得る。本発明の方法およびシステムはペプチド、特には、リン酸化ペ
プチド、リン脂質およびオリゴヌクレオチドの分離において特に有利である。
【００３５】
　ある実施形態において、機能性高分子はペプチド、ポリペプチド、リン酸化ペプチド、
糖ペプチド、タンパク質、リンタンパク質、核酸、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチ
ド、リン脂質、合成もしくは天然ポリマーおよびこれらの混合物からなる群より選択され
る。
【００３６】
　一実施形態において、機能性高分子はペプチド、リン酸化ペプチド、ポリペプチド、タ
ンパク質、オリゴヌクレオチドおよびリン脂質から選択される。別の実施形態において、
機能性高分子はリン酸化ペプチドである。別の実施形態において、機能性高分子はオリゴ
ヌクレオチドである。さらに別の実施形態において、機能性高分子はリン脂質である。
【００３７】
　特定の実施形態において、機能性高分子はペプチド、ポリペプチドまたは高酸性側鎖を
含むタンパク質である。他の実施形態においては、ペプチド、ポリペプチドまたはリン酸
、スルホン酸もしくはシアリレート基を含むタンパク質である。
【００３８】
　さらに別の実施形態において、機能性高分子はリン酸化ペプチド、シアル化糖ペプチド
、スルホン化ペプチドまたはスルホン化糖ペプチドである。
【００３９】
　具体的な実施形態において、ペプチドはリン酸化ペプチドである。特には、リン酸化ペ
プチドはＴ１８＿Ｐ、Ｔ１９＿１Ｐ、Ｔ４３＿１ＰおよびＴ４３＿２Ｐから選択される。
【００４０】
　別の具体的な実施形態において、機能性高分子はオリゴヌクレオチドである。さらに別
の具体的な実施形態において、機能性高分子はリン脂質である。
【００４１】
　ある実施形態においては、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質が酸性ペプチド、
中性ペプチドまたは塩基性ペプチドを上回って選択的に単離される。特定の実施形態にお
いては、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質が酸性ペプチドを上回って選択的に単
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離される。
【００４２】
　本発明に方法によると、固相抽出（ＳＰＥ）装置にアルミナ吸着剤が充填される。一実
施形態において、アルミナ吸着剤粒子のサイズは約１８から約３２μｍの範囲をとる。
【００４３】
　ある実施形態において、アルミナ吸着剤はＨＰＬＣ級である。他の実施形態において、
アルミナ吸着剤はアルミナＡ、アルミナＮおよびアルミナＢから選択される。一実施形態
において、アルミナＡは約４．５のｐＨを有する。別の実施形態において、アルミナＮは
約７のｐＨを有する。さらに別の実施形態において、アルミナＢは約１０のｐＨを有する
。特定の実施形態において、アルミナ吸着剤はアルミナＢである。
【００４４】
　様々な固相抽出（ＳＰＥ）装置を本発明の方法に従って用いることができる。一実施形
態において、ＳＰＥ装置は微量溶出プレート、クロマトグラフィーカラム、薄層プレート
、サンプル浄化装置、注入カートリッジ、マイクロタイタープレートおよびクロマトグラ
フィー準備装置からなる群より選択される。
【００４５】
　ある実施形態において、ＳＰＥ装置は溶出プレート、例えば、微量溶出プレートである
。特定の実施形態において、微量溶出プレートは９６のウェルを含み、ＨＰＬＣ級アルミ
ナ吸着剤が充填されている。さらに特定の実施形態において、アルミナはアルミナＢであ
る。さらに別のさらなる実施形態において、アルミナ吸着剤粒子のサイズは約１８から約
３２μｍの範囲をとる。
【００４６】
　別の実施形態において、ＳＰＥ装置はカラム、例えば、マイクロボアカラム、キャピラ
リーカラムまたはナノカラムである。
【００４７】
　本発明の方法は様々なサンプルからの機能性高分子の選択的単離、精製および／もしく
は検出に用いることができる。一実施形態において、サンプルは、血液、尿、脊髄液、滑
液、痰、精液、唾液、涙、胃液並びにこれらの抽出物および／または希釈液／溶液からな
る群より選択される生体液であるか、またはこれらの生体液から誘導される。ある実施形
態において、サンプルは化合物の生物学的混合物を含む。
【００４８】
　別の実施形態において、サンプルは反応混合物、調製用ＨＰＬＣ、クロマトグラフィー
溶離液もしくは画分または環境サンプルであるか、またはこれらから誘導される。
【００４９】
　ある実施形態においては、サンプル、例えば、生物学的混合物を酸溶液／有機溶液の混
合物に溶解し、アルミナ吸着剤にロードする。一実施形態において、酸溶液は約０から約
４の範囲のｐＨを有する。さらなる実施形態において、酸溶液は約１から約３の範囲のｐ
Ｈを有する。
【００５０】
　ある実施形態において、酸溶液はトリフルオロ酢酸、塩酸、臭化水素酸、ヨウ化水素酸
、硫酸、スルホン酸、リン酸、パラ－トルエンスルホン酸、サリチル酸、酒石酸、重酒石
酸、アスコルビン酸、マレイン酸、ベシル酸、フマル酸、グルコン酸、グルクロン酸、ギ
酸、グルタミン酸、メタンスルホン酸、エタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸、乳酸、
シュウ酸、パラ－ブロモフェニルスルホン酸、炭酸、コハク酸、クエン酸、安息香酸また
は酢酸の水溶液から選択される。
【００５１】
　別の実施形態において、有機溶液は有機溶媒または有機溶媒および非有機溶媒の混合液
である。ある実施形態において、有機溶媒はアセトニトリル、アセトン、エタノール、メ
タノール、２－プロパノール、エーテル、テトラヒドロフラン、１，４－ジオキサン、ベ
ンゼン、トルエン、クメン、塩化メチレン、トリクロロメタン、四塩化炭素、Ｎ，Ｎ－ジ
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メチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、Ｎ－メチルピロリドン－２－オン
およびジメチルスルホキシドから選択される。一実施形態において、非有機溶媒は水であ
る。
【００５２】
　一実施形態においては、機能性化合物、例えば、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質
、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質がアルミナ吸着剤に吸着する。
【００５３】
　別の実施形態においては、機能性化合物、例えば、ペプチド、ポリペプチド、タンパク
質、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質を、アルミナ吸着剤から、塩基性移動相溶液を用
いて溶出する。ある実施形態において、塩基性移動相溶液は水酸化アンモニウム溶液、ト
リエチルアミンまたはリン酸ジアンモニウムから選択される。
【００５４】
　さらに別の実施形態においては、サンプル、例えば、生物学的混合物を第１ｐＨを有す
る溶液に溶解し、機能性化合物、例えば、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、オリゴ
ヌクレオチドまたはリン脂質をアルミナに吸着させることによってサンプルから分離し、
機能性化合物、例えば、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、オリゴヌクレオチドもし
くはリン脂質を第２ｐＨを有する移動相溶液でアルミナから溶出する。
【００５５】
　ある実施形態において、本発明の方法は、ローディング工程で置換剤を添加する工程を
さらに含む。ある実施形態において、置換剤は置換カルボン酸誘導体である。
【００５６】
　他の実施形態において、本発明の方法は、機能性化合物、例えば、ペプチド、ポリペプ
チド、タンパク質、オリゴヌクレオチドまたはリン脂質を検出する工程をさらに含む。さ
らなる実施形態において、検出工程は質量分析または液体クロマトグラフィー－質量分析
（ＬＣ－ＭＳ）を含む。さらなる実施形態において、質量分析はＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ分析
法である。
【００５７】
　別の実施形態においては、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質が酸性ペプチド、
中性ペプチドまたは塩基性ペプチドを上回って選択的に単離される。さらなる実施形態に
おいては、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質が酸性ペプチドを上回って選択的に
単離される。さらに別の実施形態において、選択的に単離されるペプチド、ポリペプチド
またはタンパク質はリン酸化ペプチド、シアル化糖ペプチド、スルホン化ペプチドまたは
スルホン化糖ペプチドである。さらに別の実施形態においては、オリゴヌクレオチドまた
はリン脂質が選択的に単離される。
【００５８】
　固相抽出装置
　本発明によると、固相抽出（ＳＰＥ）装置は、器具または容器、例えば、溶出プレート
のリザーバ、カラムまたはカートリッジに充填される、アルミナ吸着剤を含む。装置にお
いて用いられるアルミナ吸着剤粒子には、これらに付着する、標的または妨害物質のいず
れかの、少なくとも１つの物質を有することが可能であるあらゆるアルミナ粒子物質が含
まれる。当業者は、過度の負担または実験なしに、並びに本発明の範囲を逸脱することな
しに、吸着剤粒子のサイズ、形状、表面積および細孔容積を決定することができる。
【００５９】
　本発明によるアルミナ吸着剤にはＨＰＬＣ級アルミナ（Ａｌ２Ｏ３）吸着剤が含まれる
。本発明に従って用いるためのアルミナの例示的なタイプには以下が含まれる：アルミナ
Ａ、アルミナＮおよびアルミナＢ。アルミナＡは約４．５の表面ｐＨを有し、アルミナＮ
は約７の表面ｐＨを有し、アルミナＢは約１０の表面ｐＨを有する。本発明の特定の態様
においては、塩基性表面ｐＨ、例えば、アルミナＢによってもたらされるものを強酸ロー
ディング溶液（ｐＨ＜１）との組み合わせで用いることで、リン酸、スルホン酸もしくは
シアリレート基を有するペプチド、リン酸化ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、オリ
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ゴヌクレオチドまたはリン脂質に対する有利な選択性が、このような官能性のない化合物
からの非特異的結合における劇的な減少と共にもたらされる。
【００６０】
　複雑性の高い程度を有するサンプル、例えば、タンパク分解性酵素で消化された全細胞
溶解物については、置換剤を用いて、機能性化合物、例えば、リン酸化ペプチドを指向す
るアルミナＢの選択性をさらに強化することができる。適切な置換剤には、カルボン酸官
能性、特には、置換カルボン酸を含有する１以上の試薬が含まれる。本発明の方法に従っ
て用いるための例示的な置換剤はＷａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｍｉｌｆｏｒ
ｄ、ＭＡ）から入手可能なＥｎｈａｎｃｅｒ（商標）である。
【００６１】
　容器のリザーバに充填されるアルミナ吸着剤の量は粒子のかさ密度またはサンプルの濃
度に依存して変化する。本発明の様々な実施形態において、充填される量は、各々の場合
において約３ｍＬの体積を基準にして、約３０から約５００ｍｇ、好ましくは約５０から
約３００ｍｇの範囲をとる。
【００６２】
　装置において用いられるアルミナ吸着剤粒子には、これらに付着する、標的または妨害
物のいずれかの、少なくとも１つの物質を有することが可能であるあらゆる粒状物質がさ
らに含まれ得る。本発明において用いることができるさらなる吸着剤粒子の実例には、こ
れらに限定されるものではないが、以下が含まれる：イオン交換吸着剤、逆相吸着剤およ
び正常相吸着剤。より格別には、さらなる吸着剤粒子は無機材料、例えば、ＳｉＯ２また
は有機ポリマー材料、例えば、ポリ（ジビニルベンゼン）であり得る。幾つかの実施形態
においては、さらなる吸着剤粒子を有機官能基、例えば、Ｃ２－Ｃ２２、好ましくはＣ８

－Ｃ１８官能基で処理することができる。当業者は、過度の負担なしに、および本発明の
範囲から逸脱することなしに、さらなる吸着剤粒子のサイズ、形状、表面積および細孔容
積を決定し、特定の用途に適合するように他の修飾をなすことができる。
【００６３】
　器具もしくは容器の形状並びに構成材料は、この容器が溶離液として用いられる有機溶
媒に不要であり、固相抽出の操作の最中に容器これ自体から不純物が溶出しない限り、特
に限定されるものではない。カートリッジまたはカラムの構成材料の例には、無機材料、
例えば、ステンレス鋼およびガラス並びに合成樹脂材料、例えば、ポリエチレン、ポリプ
ロピレンおよびポリエーテルエーテルケトンが含まれる。
【００６４】
　本発明の一実施形態において、容器または器具は円筒形容器を含む。ある実施形態にお
いて、円筒形容器は、内部にアルミナ吸着剤の床が充填される、クロマトグラフィーカラ
ムを含む。クロマトグラフィーカラムには、例えば、調製用カラム、半調製用カラム、マ
イクロボアカラム、キャピラリーカラム、ナノカラムが含まれる。
【００６５】
　ある実施形態においては、充填材料の流出を防止するため、容器の端部がフリットまた
はフィルターを含む多孔性プレートによって止栓されている。ある実施形態においては、
このプレートの細孔の直径は約５から約２００μｍ、好ましくは約１０から約５０μｍの
範囲にある。多孔性プレートフィルターまたはフリットの構成材料は特に限定されるもの
ではなく、これらの例にはステンレス鋼、ガラス、ポリエチレンおよびポリテトラフルオ
ロエチレンが含まれる。このフリットまたはフィルターは孔を有するキャップによって固
定される。
【００６６】
　ある実施形態において、容器、例えば、カートリッジこれ自体は、このカートリッジを
介する流体流動を容易にするため、コネクタを有していない。しかしながら、容器は、有
利には、エンドフィッティングに適応するように設計される。エンドフィッティングは、
有利には、フリットまたはフィルターと共にジョイントコネクタを含む。従って、容器を
流体リザーバに直接接続することができ、エンドフィッティングが流体リザーバから容器
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を介して流体が流動することを可能にする。
【００６７】
　本発明のアルミナ充填材料および関連装置はいかなる特定の用途にも限定されるもので
はない。しかしながら、上述のように、これらはサンプル中の分析物、例えば、リン酸化
ペプチド、オリゴヌクレオチドおよび／またはリン脂質を単離および／または検出するた
めの固相抽出法における使用に非常に適する。
【００６８】
　本発明のアルミナ充填材料および関連装置は、例えばカラム切替法における、サンプル
前処理に用いることもできる。様々な方法がカラム切替によるサンプル前処理について公
知である。
【００６９】
　これらの方法には、例えば、固体抽出用のカラムもしくはカートリッジを分析用カラム
の前に固定する方法；一緒に存在する不純物もしくは混入物を固相抽出用のカラムもしく
はカートリッジによって吸着し、必要な画分のみを分析用カラムに供給する方法；並びに
前処理に用いられるカラムもしくはカートリッジを、分析を継続しながら、弁を切り替え
ることによって別の溶離液で洗浄する方法が含まれる。別の方法においては、必要な画分
のみを固相抽出用のカラムまたはカートリッジに１回吸着させ、妨害成分が流出した後、
弁を切り替えて吸着された成分を新たに別の溶離液と共に分析用カラムに導入する。
【００７０】
　本発明は、標的成分を効率的に保持および溶出させることによって固相抽出装置の性能
を強化する、球状フィルターの間に収容される円錐形状充填床に対する備えもある。より
大きい第１球状フィルターは同等のサイズの円筒形フィルターの面積の約２倍である表面
積をもたらす。例えば、０．１”の直径の球の上半分の表面積は直径０．１４”のディス
クの頂部の表面積に等しい。より小さい第２フィルターは、不利な不完全性がない床長さ
を創出するのに必要なアルミナ吸着剤の量を最小化するのに役立つ。
【００７１】
　従って、一実施形態において、ＳＰＥ装置はテーパ状内壁外形を有する円筒状容器内に
アルミナ吸着剤粒子の充填床を含む。１つがより大きく、１つがより小さくてテーパ状外
形をもたらす２つの多孔性フィルターが円筒状容器の各端部に存在する。リザーバは第１
多孔性フィルター（例えば、より大きい多孔性フィルター）の上流に位置し、吐出口が第
２多孔性フィルター（例えば、より小さい多孔性フィルター）の下流に位置する。吐出口
は装置を退出する流体を適切な収集容器に導く。テーパ状内壁外形は、アルミナ吸着剤床
および第１フィルター間の最小内部空隙容積を可能にしながら、外来サンプル微粒子を、
これらがアルミナ吸着剤床およびより小さい下流フィルターに到達する前に捕獲するため
の、大濾過面積を有する上流第１多孔性フィルターを提供する役目を果たす。
【００７２】
　関連する実施形態において、本発明によるＳＰＥ装置は、ウェル形状容器、例えば、マ
ルチウェルプレートにおけるウェル内にアルミナ吸着剤の充填床を含む。テーパ状円筒形
容器の実施形態におけるものと同様に、球状多孔性フィルターを用いることができ、この
フィルターは組み立ての最中の扱いが容易であり、特殊な挿入器具を必要としない。さら
に、球状フィルターは、ウェルの穴に配置するときに自己整列し、球状フィルターとウェ
ルの内表面との厳密な寸法的寛容性の必要性なしに穴壁を容易に密閉する。テーパ状ウェ
ルデザインも同じＳＰＥ装置内での吸着剤質量一続きを許容し、それによりこの装置を異
なる用途にあつらえる柔軟性をもたらす。これは、単に球状多孔性フィルターの直径を変
更し、それにより、ウェルの穴を変化させることなしに、フィルターおよび充填吸着剤床
をテーパ状装置内でより上またはより下のいずれかに位置付けることによって達成される
。
【００７３】
　円筒状容器はテーパ状内壁外形を有し、このテーパ状内壁外形は、望ましくない流動チ
ャンネルを形成する傾向が相当に少なく、それによりアルミナ吸着剤粒子と適切に接触す
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ることなしに床を迂回するサンプル成分を妨げる、アルミナ吸着剤床形状をもたらす。状
態調節およびローディング工程の最中にアルミナ吸着剤床を通過する流体はテーパ状充填
床を統合するように作用し、しっかりと形成された床構造を生じる。これらの構成は、サ
ンプルと吸着剤床との効率的な接触、ローディングの最中にサンプルの突破のより少ない
可能性並びに洗浄および溶出流体の効率的な使用を促進する。
【００７４】
　本発明の装置は、少ない吸着剤質量を用いて、大きい床高さ対頂部床直径比を提供する
。この大きい床高さ対床直径比は、標的化合物の保持を強化し、ロードおよび洗浄工程の
最中のこれらの化合物の突破を妨げるのに役に立つ。ＳＰＥにおいて、第１フィルターお
よび吸着剤床の頂部は不溶性サンプル成分の除去においてデプスフィルターと同様に作用
する。床の上部のより大きい直径およびより直径の大きい第１フィルターは、閉塞が生じ
る前に、下部床直径と同じ上部床直径を有する装置を介して引き出すことができるものよ
りも多いサンプル体積を装置が引き出すことを可能にする。より小さい第２フィルターは
、装置のホールドアップ体積を減少させて必要とされる溶出体積を最小化しながら、吸着
剤の所定の質量の床高さ対床直径比を増加させる。
【００７５】
　他の実施形態において、本発明は、チャンネルを含む固相抽出装置、例えば、キャピラ
リーおよびこれを溶液からの分析物の抽出に用いる方法を提供する。「チャンネル」とい
う用語は、これらに限定されるものではないが、クロマトグラフィーおよびキャピラリー
電気泳動のような用途に用いられる通常のキャピラリー管系の様々な形態を包含する。従
って、この用語は、各々が導入口および排出口を有する１以上のキャピラリー流動通路を
有する、同様の寸法の他の開放チャンネルをも包含する。例には、キャピラリー管、管束
、これらを通して走る１以上の通路もしくはフローセルを有する固体ブロックまたはチッ
プ、例えば、微量流体工学装置（ｍｉｃｒｏ　ｆｌｕｉｄｉｃｓ　ｄｅｖｉｃｅ）、例え
ば、ＢｉａＣｏｒｅ，Ｉｎｃ．（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、Ｎ．Ｊ．）、Ｇｙｒｏｓ，Ｉｎ
ｃ．（Ｕｐｐｓａｌａ、スウェーデン）、Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
Ｉｎｃ．（Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、Ｃａｌｉｆ．）に関わるもの等が含まれる。通
路は直線または非直線中心軸を有することができ、例えば、これらは螺旋状、屈曲状また
は直線状であり得る。通路の断面外形は、このチャンネルを抽出チャンネルとして機能さ
せる限り、重要ではない。例えば、円形断面外形を有するキャピラリー管は良好に作動し
、多くの販売者から購入することができる。しかしながら、他の外形、例えば、楕円、長
方形もしくは他の多角形形状またはこのような形状の組み合わせを用いることもできる。
【００７６】
　ある実施形態において、抽出チャンネルは開放される；即ち、チャンネルには樹脂もし
くは通常のクロマトグラフィーにおいて用いられるクロマトグラフィービーズの他の形態
が充填されない。どちらかと言えば、チャンネルは開放され、抽出相はチャンネル表面に
直接または間接的に結合するアルミナ抽出表面からなる。この抽出法は、溶媒、例えば、
サンプル溶媒、脱着溶媒および、場合により、洗浄溶媒を、開放チャンネルもしくはチャ
ンネルのある部分を通して流動させることを含む。ある実施形態において、開放チャンネ
ルはキャピラリー、例えば、抽出キャピラリーである。
【００７７】
　チャンネルの外形がどのようなものであっても、この寸法は、抽出法の過程の最中に分
析物が抽出表面と有効に相互作用可能することができ、流体がチャンネルを通して移動で
きる、例えば、チャンネルを通してポンプ送りできるようなものでなければならない。従
って、大きな生物学的高分子では、チャンネル長さあたりのチャンネル表面積のチャンネ
ル体積に対する比が、サンプルがチャンネル内に存在する時間の最中、分析物が表面まで
有効に拡散するのを許容するのに十分な大きさであることが望ましい。一般には、チャン
ネル周囲（もしくは、円形チャンネルの場合には、円周）の内部断面積に対する比が大き
くなるほど、サンプル溶液から抽出表面への分析物の輸送または拡散が大きくなる。円形
チャンネルの場合、これは、単に、キャピラリーの所定の長さについて、およびサンプル
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体積、流速、滞留時間等の所定の条件の下で、キャピラリーの内径が小さいほど輸送がよ
り有効であることを意味する。もちろん、キャピラリー抽出表面との相互作用が増加する
見返りは、より短いチャンネル周囲でのより低い流動能力およびより小さい表面積による
より低い抽出能力である。加えて、周囲（例えば、円周）が非常に短い場合、サンプル中
に存在し得るあらゆる粒状物質等、例えば、未処理細胞溶解物による詰塞に関連する問題
が存在し得る。当業者は、適切な溶液流動および抽出能力を維持しながら抽出表面への分
析物の有効な輸送を可能にする寸法を有する、適切なキャピラリーを容易に選択すること
ができる。
【００７８】
　抽出表面積のキャピラリー体積に対する比を高める代わりとして、チャンネルを長くす
ることによってかさ高い分析物の抽出表面への輸送を改良することができ、チャンネルを
通過する流速を増加させることができ、サンプルをチャンネルに前後に複数回通過させる
ことができ、サンプルをチャンネル内で所定の期間温置することができ、および／または
サンプル溶液を、これがチャンネルを介して流動するとき、（例えばキャピラリーを巻く
ことによって、流動経路に捻れを導入することにより）、ビーズまたは他の特徴をキャピ
ラリーに導入する等により、攪拌することができる。流動特性を調節するためにキャピラ
リーに導入される特徴、例えば、ビーズが、分析物に浸透可能であったり、開放チャンネ
ルを通した溶媒の自由流動に反するものである、非掃引死体積（ｕｎｓｗｅｐｔ　ｄｅａ
ｄ　ｖｏｌｕｍｅ）を導入したりしてはならないことに注意されたい。
【００７９】
　チャンネルの内壁は比較的平滑でも、粗面でも、テクスチャード加工されていても、パ
ターン化されていてもよい。好ましくはこれらは比較的非多孔性である。内面は不規則構
造、例えば、Ｐａｕｌ　Ｋｅｎｉｓ，ｅｔ　ａｌ．，（２０００）Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒ
ｅｓ．，３３：８４およびＰａｕｌ　Ｋｅｎｉｓ，ｅｔ　ａｌ．，（１９９９）Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，２８５：８３によって記述されるものを有することができる。管は、これが液体
通過のためのチャンネルを有するのであれば、モノリス構造を含むことができる。キャピ
ラリーの内部構造がどのようなものであろうと、抽出法における脱着工程に先立つ、キャ
ピラリーからの溶液の有効な除去を妨げる死体積または面積を最小化することが重要であ
る。
【００８０】
　キャピラリーチャンネルは異なる材料の幾つかで構成することができる。これらの材料
には、アルミナ、溶融シリカ、ポリプロピレン、ポリメチルメタクリレート、ポリスチレ
ン、（ニッケル）金属キャピラリー管系および炭素ナノチューブが含まれる。ポリマー管
は直管系またはマルチホール管系として入手可能である（Ｐａｒａｄｉｇｍ　Ｏｐｔｉｃ
ｓ，Ｉｎｃ．、Ｐｕｌｌｍａｎ、Ｗａｓｈ．）。固相抽出を実施するのにキャピラリー管
表面上に官能基が必要となることがある。ポリマーに化学基を結合する方法は以下の有機
合成テキストに記載され、これらのテキストは参照によりこれらの全体がここに組み込ま
れる、Ｊｅｒｒｙ　Ｍａｒｃｈ　ＡＤＶＡＮＣＥＤ　ＯＲＧＡＮＩＣ　ＣＨＥＭＩＳＴＲ
Ｙ，３ｒｄ　ｅｄ．，Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ：Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９
８５）；Ｈｅｒｂｅｒｔ　Ｈｏｕｓｅ，ＭＯＤＥＲＮ　ＳＹＮＴＨＥＴＩＣ　ＲＥＡＣＴ
ＩＯＮＳ，２．ｓｕｐ．ｎｄ　ｅｄ．，Ｂｅｎｊａｍｉｎ／Ｃｕｍｍｉｎｇｓ　Ｐｕｂｌ
ｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ（１９７２）；およびＪａｍｅｓ　Ｆｒｉ
ｔｚ，ｅｔ　ａｌ．，ＩＯＮ　ＣＨＲＯＭＡＴＯＧＲＡＰＨＹ，３ｒｄ、ｅｄ．，Ｗｉｌ
ｅｙ－ＶＣＨ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（２００２）；およびＯＲＧＡＮＩＣ　ＳＹＮＴＨＥＳ
ＩＳ　ＯＮ　ＳＯＬＩＤ　ＰＨＡＳＥ，Ｆ．Ｄｏｒｗａｌｄ　Ｗｉｌｅｙ　ＶＣＨ　Ｖｅ
ｒｌａｇ　Ｇｍｂｈ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ　２００２。ニッケル管系はＶａｌｃｏ　Ｉｎｓ
ｔｒｕｍｅｎｔ，Ｉｎｃ．、Ｈｏｕｓｔｏｎ、Ｔｅｘから入手可能である。
【００８１】
　本発明の抽出チャンネルはこれらのチャンネルアスペクト比の観点で特徴付けることが
できる。「チャンネルアスペクト比」はチャンネル長さの平均チャンネル内径に対する比
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である。例えば、１メートルの長さおよび１００ミクロンの内径を有する抽出キャピラリ
ーは約１０，０００のチャンネルアスペクト比を有する。本発明のキャピラリーチャンネ
ルのチャンネルアスペクト比は、典型的には、１０から１，０００，０００の範囲内、例
えば、１０、１００、１０００、１０，０００もしくは１００，０００の下限および１０
００、１０，０００、１００，０００もしくは１，０００，０００の上限を有する範囲内
にある。
【００８２】
　抽出チャンネルの体積は分析物の性質、抽出化学、チャンネル受容能および特定の用途
に必要な精製分析物の量に依存して変化し得る。様々な実施形態において、抽出カラムの
体積はリットル、ミリリットル、マイクロリットルもしくはナノリットルのオーダーであ
り得る。
【００８３】
　キャピラリー管系を用いる本発明の実施形態において、管系は、有利には、柔軟なコー
ティング物質、典型的には、ポリマーまたは樹脂でコートされる。好ましいコーティング
物質には、ポリイミド、シリコーン、ポリアクリレート、アルミニウムまたはフルオロポ
リマー、特には、半導体級ポリイミドが含まれる。
【００８４】
　他の実施形態において、チャンネルは液体の移動および除去を許容する特性を有する。
この点において、チャンネルは、粗さおよび突出部またはビーズもしくはモノリス構造を
も含む二次構造を、この二次構造において形成されるチャンネルが性能に実質的に衝撃を
与える非掃引体積を生じない限り、含むことができる。カプセル封入およびモノリス構造
の詳細はＲｏｎａｌｄ　Ｍａｊｏｒｓ，２００２　Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ　Ｃｏｎｆｅｒ
ｅｎｃｅ，Ｐａｒｔ　Ｉ，ＬＣ／ＧＣ　Ｅｕｒｏｐｅ，Ａｐｒｉｌ　２００２，ｐｐ　２
１５に示される。
【００８５】
　開放チャンネルにおける流動通路の性質のため、タンパク質と比較してさえ比較的大き
い構造を有する分子もしくは分子群を捕獲、精製および濃縮することができる。表面上に
適切な結合官能性を有する抽出チャンネルは、剪断または（フリットもしくは裏引床（ｆ
ｒｉｔ　ｏｒ　ｂａｃｋｅｄ　ｂｅｄ））濾過のような問題なしに、これらの構造を結合
および抽出することができる。
【００８６】
　固相抽出装置は当分野において公知であり、少なくとも以下の米国特許に記述される：
第５，９１１，８８３号；第５，６８８，３７０号；第５，５９５，６４９号；第５，４
７２，６００号；第５，４１５，７７９号；および第５，２７９，７４２号。
【００８７】
　微量溶出プレート
　ある実施形態において、本発明において用いられる固相抽出装置は微量溶出プレートを
含む。これらの実施形態において、アルミナ吸着剤粒子の床は微量溶出プレートに充填さ
れる。
【００８８】
　一実施形態において、微量溶出プレートは複数のウェルを含む。ある実施形態において
、ウェルの数は約２５から約２５０の範囲をとり；ある場合には、約９０から約１００；
ある場合には、９６である。このような実施形態において、アルミナは、有利にはフリッ
トの頂部の、ウェルに充填される。有利には、別のフリットを頂部に配置し、ウェル内に
フリット・アルミナ・フリット構造を創出する。
【００８９】
　ある実施形態において、微量溶出プレートはアルミナＢが約０．５ｍｇから約５．０ｍ
ｇ充填された複数のウェルを含む。他の実施形態において、ウェルはアルミナＢが約２．
０ｍｇから約３．０ｍｇ充填される。
【００９０】
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　有利な実施形態において、ウェルはテーパ状内部外形を有し、この外形は外来サンプル
微粒子がアルミナ吸着剤床に到達する前に捕獲するための大濾過面積を有する上流第１多
孔性フィルターおよびより小さい下流フィルターの包含を、アルミナ吸着剤床および第１
フィルターの間の最小内部空隙容積を可能としながら、容易にする。球状フィルターの有
効濾過面積はこのフィルターの露出半球部に基づき、これは等しい直径の平坦ディスクフ
ィルターの面積よりも２倍大きい。
【００９１】
　球状フィルターは組み立ての最中の取り扱いが容易であり、特殊な挿入器具を必要とし
ない。さらに、球状フィルターは、テーパ状のウェルの穴に配置するときに自己整列し、
球状フィルターとウェルの内面との厳密な寸法的寛容性の必要性なしに穴壁を容易に密閉
する。テーパ状ウェルデザインも同じＳＰＥ装置内での吸着剤質量一続きを許容し、それ
によりこの装置を異なる用途にあつらえる柔軟性をもたらす。これは、単に球状多孔性フ
ィルターの直径を変更し、それにより、ウェルの穴を変化させることなしに、フィルター
および充填アルミナ吸着剤床をテーパ状装置内でより上またはより下のいずれかに位置付
けることによって達成される。
【００９２】
　テーパ状ウェル外形は、望ましくない流動チャンネルを形成する傾向が相当に少なく、
それによりアルミナ吸着剤粒子と適切に接触することなしに床を迂回するサンプル成分を
妨げる、吸着剤床形状をもたらすため、通常の円筒形デザインとは異なる。状態調節およ
びローディング工程の最中にアルミナ吸着剤床を通過する流体はテーパ状充填床を統合す
るように作用し、しっかりと形成された床構造を生じる。
【００９３】
　これは、サンプルとアルミナ吸着剤床との効率的な接触、ローディングの最中にサンプ
ルの突破のより少ない可能性並びに洗浄および溶出流体の効率的な使用を生じる。本発明
のこの実施形態は、固相抽出の技術の現状から大幅に減少されている体積での溶出で、広
範囲にわたるクロマトグラフィー的極性を有する標的化合物の保持を可能にする。この溶
出体積の減少は、分析に必要な高いサンプル濃度を依然として維持しながら、水性溶液で
希釈することができる標的化合物含有溶液をもたらす。
【００９４】
　別の実施形態において、装置は、反応容器をその内部に受容し、該反応容器を微量溶出
プレート内の複数のウェルと整列させるように構成される、輸送および流体送達手段をさ
らに含む。
【００９５】
　本発明は、固相抽出を実施する方法であって、溶出溶媒の体積が蒸発工程の必要性を排
除するのに十分な少なさである方法をも提供する。この方法は、有機溶媒最少量、典型的
には、１０－４０μＬで標的化合物を抽出し、次にこれを高度に水性の流体で希釈して水
性有機サンプル混合物を形成することを含む。この混合物はＨＰＬＣによる直接分析に適
し、それにより、標的化合物（１以上）濃度の高い程度を依然として維持しながら、蒸発
および戻し工程に関連する時間、経費および潜在的なサンプルの損失を排除する。
【００９６】
　具体的には、本発明の方法は上述のＳＰＥ装置を提供する工程およびサンプル媒体中の
妨害成分から標的物質を単離する工程を含み、標的物質は５０μＬ未満の体積で実質的に
溶出される。
【００９７】
　本発明の一実施形態において、本発明の単離工程は、好ましくはＳＰＥ装置を有機溶媒
で状態調節し；ＳＰＥ装置を水性溶液で平衡化し；標的物質および妨害成分を含有する調
製サンプルをＳＰＥ装置に添加し；ＳＰＥ装置を水性溶液で洗浄して妨害成分を除去し；
および吸着された標的物質を溶出することを含む。
【００９８】
　別の実施形態においては、依然としてＳＰＥ流体移送に用いられる処理ステーション上
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で、水性希釈液をＳＰＥ装置を介して直接添加する。このようにすることで、残留溶出溶
媒が装置を介して収集容器内に一掃され、そこで水性流体によって希釈されて移送の最後
にウェルを介して引かれる穏やかな気流によって混合される。このアプローチは希釈工程
を実施する別のピペット操作の必要性を排除する利点を有する。
【００９９】
　本発明は、従来技術のＳＰＥ装置でこれまで可能であるものよりも少ない溶出体積を用
いて、分析に先立つサンプルの精製、即ち、サンプル媒体中の妨害物質からの望ましい標
的物質の単離に用いることができる。具体的には、および好ましい実施形態においては、
本発明の方法は、まず、装置およびアルミナ吸着剤粒子の表面を湿潤させることが可能で
あるあらゆる有機溶媒でＳＰＥ装置を状態調節することを含む。この状態調節工程におい
て用いることができる有機溶媒の実例には、これらに限定されるものではないが、以下が
含まれる：極性もしくは非極性有機溶媒、例えば、メタノールおよびアセトニトリル。Ｓ
ＰＥ装置の状態調節に用いられる有機溶媒の量は変化してもよく、この有機溶媒がＳＰＥ
装置を湿潤させる量で用いられる限り、本発明にとって重要ではない。本発明の方法のこ
の工程において用いられる溶媒がＳＰＥ装置から混入物を除去する役目をも果たすことに
注意されたい。
【０１００】
　状態調節工程の後、水性溶液を用いて状態調節されたＳＰＥ装置を平衡化する。ＳＰＥ
装置の平衡化に用いられる水性溶液の量は変化してもよく、本発明にとって重要なもので
はない。
【０１０１】
　抽出方法
　本発明の方法は、典型的には、関心分析物をサンプル溶液から固相抽出装置のアルミナ
抽出表面上に吸着させ、吸着した分析物をアルミナ抽出表面に結合させたままにしながら
サンプル溶液を実施的に排出し、脱着溶液中でチャンネルから分析物を溶出することを含
む。脱着した分析物は収集することができ、典型的には、幾つかの技術（このうちの幾つ
かはここでより詳細に説明される。）のうちのいずれかによって分析される。幾つかの実
施形態においては、溶出に先立ち、アルミナ抽出表面を洗浄する。この抽出法は、一般に
は、分析物もしくは関心分析物の濃厚化（ｅｎｔｉｃｈｍｅｎｔ）、濃縮（ｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ）および／または精製を生じる。
【０１０２】
　一般には、これらの方法は、関心分析物を含有するサンプル溶液を、分析物をアルミナ
吸着剤の抽出表面と相互作用させてそこに吸着させるような方法でアルミナ吸着剤床が充
填される容器、例えば、カラム、ウェル、チャンネル等に導入することを含む。サンプル
溶液は一端を介して充填床抽出容器に入り、容器を通過し、最終的に容器端部の同じ端部
のいずれかを介して（ｔｈｒｏｕｇｈ　ｅｉｔｈｅｒ　ａｔ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｅｎｄ
　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔａｉｎｅｒ　ｅｎｄ）チャンネルを退出する。
充填床容器へのサンプル溶液の導入は、クロマトグラフィー装置によって液体を分割もし
くは引き出すための技術の幾つかのうちのいずれかによって達成することができる。例に
は、ポンプ（例えば、シリンジ、加圧容器、遠心ポンプ、電気運動ポンプもしくは誘導ベ
ースの流体工学ポンプ（ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ　ｂａｓｅｄ　ｆｌｕｉｄｉｃｓ　ｐｕｍｐ
））、重力、遠心力、毛管作用もしくはキャピラリーを通して流体を移動させる気体圧が
含まれる。サンプル溶液は、好ましくはサンプルとアルミナ抽出表面との適切な接触時間
を可能にする流速で容器を通して移動させる。
【０１０３】
　サンプル溶液は、溶液を同じ方向に２回以上循環させることにより、またはサンプルを
前後に２回以上通過させることにより、容器に１回を上回って通過させることができる。
幾つかの実施形態において、ポンプが空気を送り出し、従って、液体を充填床抽出カラム
または抽出チャンネルから噴出させることが可能であることが重要である。好ましいポン
プは、液体の所定の体積の吸引、注入および／または操作に用いることができるように、
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良好な精度、良好な確度および最小限のヒステリシスを有し、小体積を操作することが可
能であり、コンピュータまたは他の自動化手段によって直接または間接的に制御すること
ができる。
【０１０４】
　流体操作に必要とされる確度および精度は、抽出手順における工程、望まれる複数の分
析物およびＳＰＥの寸法に依存して変化する。
【０１０５】
　本発明の幾つかの実施形態において、サンプル溶液を抽出表面に露出して分析物を吸着
させた後、サンプル溶液を装置から実質的に除去する。溶出に先立ってサンプル溶液を装
置から除去することが常に必要なわけではないが、これが、最後には溶出タンパク質にす
るサンプル溶液から望ましくない混入種の存在を減少させ、装置における脱着溶液の制御
を容易にもするため、通常は望ましい。本発明の幾つかの実施形態においては、空気もし
くは気体を吹き通すことにより、残留サンプル溶液を装置からより完全に除去することが
できる。しかしながら、典型的には、精製におけるサンプルローディングおよび溶出工程
の間で洗浄工程を行うため、これは通常は必要ではない。
【０１０６】
　サンプル溶液は分析物もしくは関心分析物を含有するあらゆる溶液であり得る。それで
もやはり、装置に導入する前に粗製サンプルを、例えば遠心もしくは濾過によって、清浄
化することがしばしば有用である。サンプル溶液の例には、細胞溶解物、血清非含有ハイ
ブリドーマ（ｈｙｒｉｄｏｍａ）成長培地、組織もしくは器官抽出物、生体液、細胞非含
有翻訳もしくは転写反応または有機合成反応混合物が含まれる。幾つかの場合、サンプル
溶液は生物学的または化学的サンプルに分析物を溶解または抽出するのに用いられる溶媒
中の分析物である。この溶媒は分析物のアルミナ抽出表面への十分な吸着を保証するのに
十分な弱さでなければならない。理想的には、吸着は等量的であり、ほぼ等量的であり、
もしくは分析物の実質的な量を少なくとも含む。それでもやはり、全分析物の幾らか少な
い画分のみが吸着される方法は、分析物の性質、出発物質の量および分析物を処理する目
的に依存して、依然として非常に有用である。
【０１０７】
　本発明の幾つかの実施形態においては、サンプルローディングの後、および分析物溶出
の前に、容器（カラム、カートリッジ、ウェル、チャンネル等）を洗浄する。この工程は
場合によるものであるが、容器が混入物をアルミナ抽出表面から除去し、従って溶出生成
物の純度を改善するため、望ましいことが多い。吸着した分析物を、可能な程度まで、ア
ルミナ抽出表面に吸着させたままにしながら、混入物をアルミナ抽出表面から洗浄する洗
浄溶液（即ち、すすぎ溶液）を用いるべきである。洗浄溶液は、分析物分子または抽出表
面に損傷を与えないものでもあるべきである。幾つかの場合、例えば、分析物がタンパク
質またはタンパク質複合体である場合、分析物を変性または分解しない洗浄溶液を用い、
機能性未変性タンパク質の回収を容易にする。
【０１０８】
　洗浄溶液の正確な性質および組成は変化し得るものであり、幾らかの程度までは、分析
物の性質、アルミナ抽出表面および吸着の性質によって決定される。理想的には、洗浄溶
液は、吸着した分析物を結合したままにしながら、混入物を可溶化し、並びに／またはカ
ラムもしくはチャンネルおよび抽出表面から洗浄することができる。ある程度までは、洗
浄溶液の選択はサンプル純度対サンプル回収の相対的な重要性に依存する。
【０１０９】
　抽出カラムまたはチャンネルからの吸着した分析物の溶出に先立ち、あらゆる残留溶液
を容器からパージすることが；即ち、残留溶液をカラムまたはチャンネルから追放するこ
とがしばしば望ましい。これは、気体、例えば、空気もしくは窒素をカラムもしくはチャ
ンネルに通すことによって達成することができる。より有効なパージは、幾つかの場合、
パージの望ましい程度を達成するのに十分な時間だけカラムまたはチャンネルに気体を吹
き込むことによって達成することができる。この残留溶液は、典型的には、このようなも
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のが用いられる場合、洗浄溶液であるか、または、洗浄工程が存在しない場合、サンプル
溶液である。幾つかの実施形態において、パージ工程は（例えば、残留サンプル溶液を除
去する）洗浄工程の前および洗浄工程の後に行うことができるが、パージは、通常は、洗
浄工程の前には必ずしも必要ではない。ある実施形態においては、複数の洗浄工程が用い
られる。例えば、幾つかの実施形態においては、溶出に先立ち、重水素化溶媒中でさらな
るＤ２Ｏ洗浄を行う。望ましい場合、このような余分な工程の後、パージを達成すること
ができる。
【０１１０】
　一実施形態において、この目的は、アルミナ抽出表面を脱水もしくは脱溶媒化すること
なしに、すべてのバルク液をカラムまたはチャンネルから実質的に除去することである。
抽出表面およびあらゆる結合分析物、例えば、結合タンパク質は水和したまま、およびこ
れらの未変性の状態のままであり、それに対して溶出分析物の最終的な純度および濃度を
低下させ得るあらゆるバルク溶液は除去される。これはカラムまたはチャンネルを通して
適切な時間気体を吹き込むことによって達成することができる。時間は抽出表面の性質、
キャピラリー内の溶液の性質等に依存して変化する。
【０１１１】
　カラムまたはチャンネルからの流体の置換の程度は用いられる抽出プロトコルおよびシ
ステムの要求に依存して変化し得る。例えば、パージ工程の結果として、抽出カラムもし
くはチャンネルはバルク液を少なくとも２０％含まず、またはバルク液を少なくとも３０
％含まず、またはバルク液を少なくとも４０％含まず、またはバルク液を少なくとも５０
％含まず、またはバルク液を少なくとも６０％含まず、またはバルク液を少なくとも７０
％含まず、またはバルク液を少なくとも８０％含まず、またはバルク液を少なくとも９０
％含まず、またはバルク液を少なくとも９５％含まず、またはバルク液を少なくとも９８
％含まず、またはバルク液を少なくとも９５％含まず、またはバルク液を実質的に含まな
い。
【０１１２】
　従って、一実施形態において、本発明は、実質的にバルク液を含まない、結合分析物を
含有する抽出カラムまたはチャンネルを提供する。特には、結合分析物は生体分子、例え
ば、生物学的高分子（例えば、ポリペプチド、ペプチドまたはタンパク質）であり得る。
好ましい実施形態において、分析物はタンパク質またはタンパク質含有複合体である。実
質的にバルク溶液はないものの、分析物および／または抽出表面は十分に水和させること
ができる。生体分子、例えば、タンパク質の場合、この水和は結合相互作用並びに分子の
構造的および機能的一体性を安定化し得る。結合水和生体分子は含有するが他の点では実
質的にバルク水を含まない抽出キャピラリーは、カラムもしくはチャンネルを適切な時間
パージすることによって用意することができる。カラムもしくはチャンネルを過乾燥させ
ないことが重要であり得るが、これは、過乾燥が結合生体分子の変性を生じる可能性があ
り、機能的分子の回収を阻害もしくは妨害する可能性があるためである。適切な条件の下
で、カラムまたはチャンネルおよび結合分析物は、特には適切な水和が維持される場合、
適切な期間安定である。このカラムまたはチャンネルは吸着した分析物の純粋な濃縮サン
プルをもたらし、これはここに記述される適切な溶出プロトコルを用いることによって回
収することができる。幾つかの実施形態において、アルミナ抽出表面は三次元である。
【０１１３】
　最後に、場合によるあらゆる洗浄および／またはパージ工程を行った後、吸着した分析
物をカラムまたはチャンネルから脱着により脱着溶液中に溶出する。脱着溶液はサンプル
溶液および／または洗浄溶液に用いたものと同じであるか、もしくは異なる機構により、
カラムもしくはチャンネル内に引き入れ、もしくは押し込み、およびそこから引き出し、
もしくは追い出すことができる。用いられる脱着溶液の量は溶出される分析物の最終濃度
を決定する。
【０１１４】
　一般には、サンプル溶液および／または脱着溶液をカラムもしくはチャンネルに通す回
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数を増加させることにより、または流速を低下させることにより、感度および選択性を改
善することができる。両者はアルミナ抽出表面への分析物のより長期間の露出を生じる。
しかしながら、両者はより長期間かかる抽出プロセスをも生じ、従って改善された感度お
よび選択性のより低い処理能力とのトレードオフが存在し得る。感度および選択性対処理
能力の相対的な重要性に依存して、適切な通過の回数および流速を選択することができる
。
【０１１５】
　幾つかの実施形態においては、複数回通過溶液（ｍｕｌｔｉｐｌｅ－ｐａｓｓ　ｓｏｌ
ｕｔｉｏｎ）を抽出カラムまたはチャンネルの少なくとも幾らか実質的な部分に少なくと
も２回通過させ、ある実施形態においては、望ましい効果を達成するため、少なくとも４
回、少なくとも８回、少なくとも１２回、またはさらに多く通過させることができる。複
数回通過は、溶液をカラムまたはチャンネルに複数回同じ方向に通すことによって達成す
ることができ、または溶液の流れを、これがカラムもしくはチャンネルを通して前後に流
動するように、逆転させることによって達成することができる。
【０１１６】
　洗浄溶液および脱着溶媒はいずれの端部から導入することもでき、カラムまたはチャン
ネル内を前後に移動させることができる。これらはカラムもしくはチャンネル並びに気体
および液体、例えば、状態調節流体、サンプル、洗浄流体および脱着流体用のポンプの組
み合わせを含むことができる。ポンプは、例えば、シリンジ（圧力もしくは真空）、圧力
容器（バイアル）または遠心装置であり得る。揚水力は好ましくはバルク液に対するもの
であり、好ましくは電気浸透力によるものではない；流体はカラムまたはチャンネルを通
して制御された様式で移動する。一般には、これは、作用を受ける液体の体積が指定され
た体積の積極的な置換もしくは移動、揚水作用のタイミングまたはカラムもしくはチャン
ネルを通して汲み上げられる流体の体積の制御によって制御されることを意味する。適切
なポンプの例には、シリンジもしくはピストン、蠕動、回転翼、ダイアフラム、加圧もし
くは真空チャンバ、重力、遠心および遠心力、毛管作用、圧電、圧電運動（ｐｉｅｘｏ－
ｋｉｎｅｔｉｃ）並びに電気運動ポンプが含まれる。
【０１１７】
　本発明は、より少ない溶出体積を用いて、分析に先立つサンプルの精製に、即ち、サン
プル媒体中の望ましいリン酸化ペプチドまたはオリゴヌクレオチドの単離に用いることが
できる。具体的には、一実施形態において、本発明は、まず装置およびアルミナ吸着剤粒
子の表面を湿潤させることができるあらゆる有機溶媒でＳＰＥ装置を状態調節することを
含む方法を提供する。この状態調節工程において用いることができる有機溶媒の実例には
、これらに限定されるものではないが、以下が含まれる：極性また非極性有機溶媒、例え
ば、高純度水、メタノールおよびアセトニトリル。ＳＰＥ装置の状態調節に用いられる有
機溶媒の量は変化してもよく、ＳＰＥ装置を湿潤させる量で用いられる限り、本発明にと
って重要ではない。この工程において用いられる溶媒がＳＰＥ装置から混入物を除去する
役割をも果たすことに注意されたい。
【０１１８】
　状態調節工程の後、水性溶液を用いて状態調節されたＳＰＥ装置を平衡化する。ＳＰＥ
装置の平衡化に用いられる水性溶液の量は変化してもよく、本発明にとって重要ではない
。
【０１１９】
　その後、少なくとも１種類のリン酸化ペプチドを含有する調製サンプルを、当業者に周
知である通常の手段を用いて、ＳＰＥ装置に添加する。次に、トリフルオロ酢酸、アセト
ニトリル、水およびこれらの組み合わせの水溶液を用いてサンプルの残りをＳＰＥ装置か
ら除去した後、アルミナ吸着剤粒子に吸着している標的物質を、吸着した標的物質をＳＰ
Ｅ装置から除去することができる有機溶離液を用いて、ＳＰＥ装置から溶出する。
【０１２０】
　次に、水性溶液を用いて妨害物質をＳＰＥ装置から除去した後、アルミナ吸着剤粒子に
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吸着している標的物質を、吸着した標的物質をＳＰＥ装置から除去することができる有機
溶離液を用いて、ＳＰＥ装置から溶出する。
【０１２１】
　ある実施形態において、本発明の方法は、（ａ）関心化合物を装置上に析出させ、およ
び（ｂ）不純物を洗い流しながら、これら、例えば、充填マトリックスの大表面積を用い
て析出した関心化合物を支持することに用いられる固相抽出装置を提供する。要するに、
この方法はアルミナ吸着剤を薄膜堆積用の支持マトリックスに変化させる。このようにす
ることで、望ましくない成分または不純物を完全に可溶化し、（ａ）不純物を除去するの
に十分な強さではあるが、（ｂ）アルミナ吸着剤の表面上またはこの細孔内に薄膜として
保持される関心化合物（例えば、タンパク質、ペプチドまたはリン酸化ペプチド）は除去
しない洗浄溶液で、装置を通して、もしくはこの外部にすすぎ出すことができる。この析
出工程は特定の用途に適する様々な方法によって達成することができる。一実施形態にお
いては、溶媒を除去し、アルミナ吸着剤上に析出を生じさせるのに真空を用いることがで
きる。その代わりに、アルミナ吸着剤に吸着させた後、気体流の送達により、もしくは、
初期洗浄溶媒を同時に交換し、析出を生じる洗浄溶媒の送達（要するに、磨砕工程）によ
り、関心化合物を析出させることができる。
【０１２２】
　ペプチドに関しては、粗製合成ペプチドサンプルをアルミナ固体支持体に吸着させる。
支持体は水、アセトニトリルもしくはトリフルオロ酢酸（「ＴＦＡ」）または、ＴＦＡ／
アセトニトリル／水溶液を含む、これらの組み合わせで洗浄する。塩および他の不純物を
カラムを通して洗浄し、廃棄する。この時点で、残留するサンプル混合物のすべての成分
が固相アルミナ吸着剤および残留溶媒（水もしくはＴＦＡ／水）に分配される。しかしな
がら、平衡は吸着剤の側までほど遠い。
【０１２３】
　第２工程において、アルミナ吸着剤からの溶媒（水、トリフルオロ酢酸および揮発性有
機物質）の除去に乾燥工程を用いる。乾燥後、分配系はもはや存在せず、サンプル成分は
アルミナ吸着剤に吸着するか、もしくはこれと固体混合物を形成する。この乾燥工程は関
心化合物および不純物をＳＰＥ粒子の表面上に析出させる。この段階で、関心化合物およ
び不純物は、マトリックスの表面もしくは細孔に支持される、固体形態にある。
【０１２４】
　第３工程において、例えばこれらが望ましいペプチド生成物ではない不純物を～できる
よう（ｓｕｃｈ　ｔｈａｔ　ｔｈｅｙ　ｃａｎ　ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）に溶媒を、選択
する。このような溶媒の選択は当分野における者の技術の範囲内にある。望ましい生物学
的分析物（１以上）としてのペプチドまたはタンパク質では、トリフルオロ酢酸、ＨＣｌ
、ＨＢｒ、硫酸、硝酸、リン酸、アセトニトリル、アセトンもしくはメタノールおよびこ
れらの組み合わせのような溶媒を用いてカラムを通して洗浄し、不純物を運び去って固相
表面上に捕獲された不溶化／析出ペプチドを残すことができる。
【０１２５】
　さらなる工程においては、洗浄溶液を用いて関心化合物を溶出する。この最終洗浄溶媒
は、アルミナからの脱着を生じる条件下で、関心化合物を可溶化する。
【０１２６】
　段階および多元溶出
　本発明の幾つかの実施形態においては、脱着溶媒勾配、段階溶出および／もしくは多元
溶出を行う。勾配の使用はクロマトグラフィーの分野においては周知であり、例えば、こ
こで引用される一般的なクロマトグラフィー参考文献の幾つかに詳細に記載される。本発
明の抽出チャンネルに適用する場合、基本原理には、分析物をアルミナ抽出表面に吸着さ
せた後、脱着溶媒勾配で溶出することが含まれる。この勾配は溶媒の少なくとも１つの特
徴の変化、例えば、ｐＨ、イオン強度、極性もしくは結合相互作用の強度に影響を及ぼす
幾つかの薬剤の濃度の変化を指す。勾配は、相互作用、特には、特異的結合相互作用を妨
害またはこれを安定化する化学的実体の濃度に関するものであり得る。
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【０１２７】
　本発明の脈絡において用いられる勾配は漸進的なものであっても、段階的に加えられる
ものであってもよい。段階溶出は、特に空気によって留められている脱着溶液の分割物お
よび／または他の非混和性流体が用いられるとき、特に適用可能である。一実施形態にお
いては、１以上の次元で変化する脱着溶媒の２以上のプラグが用いられる。例えば、２以
上のプラグはｐＨ、イオン強度、疎水性等が変化し得る。分割物はキャピラリーよりも大
きいか、または小さい体積を有することができ、即ち、１を上回る管濃縮率を各々のプラ
グで達成することができる。場合により、カラムまたはチャンネルを、脱着溶液プラグ１
以上の導入に先立ち、気体でパージすることができる。一実施形態においては、キャピラ
リーの同じ末端にプラグを導入し、排出させる。プラグは前後に１回以上カラムを通過さ
せる。ここで他所に記載されるように、幾つかの場合、キャピラリーを通した脱着溶液の
流速を低下させることにより、および／または通過の回数、即ち、キャピラリーを通した
前後への溶媒の流動を増加させることにより、脱着の効率が改善される。
【０１２８】
　別の実施形態においては、脱着溶媒の２以上のプラグの一繋がりをカラムもしくはチャ
ンネルを通して、空気の分割物で隔てて、連続的に流す。この実施形態においては、空気
分離分割物は１以上の次元で変化する。溶媒のプラグは同じ、もしくは異なる端部からキ
ャピラリーに入り、退出することができ、または一端からキャピラリーに入り、他方から
退出することができる。
【０１２９】
　溶媒
　本発明の抽出は、典型的には、サンプル溶液中のペプチド、ポリペプチドまたはタンパ
ク質分析物のローディング、すすぎ溶液での場合による洗浄および脱着溶液中への分析物
の溶出を含む。好ましい場合において、分析物はリン酸化ペプチドである。サンプル溶液
に関しては、これは、典型的には、溶媒に溶解した分析物からなり、この溶媒中では分析
物が可溶であり、分析物がアルミナ抽出表面に結合する。好ましくはこの結合は強力であ
って分析物の実質的な部分の結合を生じ、最適には、この手順において用いられるローデ
ィングプロトコルの下で分析物の実質的にすべてが結合する。溶媒は、分析物の本来の構
造および機能がアルミナ抽出表面からの脱着時に保持されるように、穏やかでもなければ
ならない。典型的には、溶媒は、緩衝剤、塩および／または表面活性剤を典型的に含んで
分析物を可溶化および安定化する、水性溶液である。サンプル溶液の例には、細胞溶解物
、ハイブリドーマ成長培地、細胞非含有翻訳または転写反応混合物、組織、器官もしくは
生物学的サンプルからの抽出物および生体液から誘導される抽出物が含まれる。
【０１３０】
　サンプル溶媒は分析物を可溶化するだけではなく、アルミナ抽出相への結合に適合する
ことが重要である。サンプルの性質および抽出法に依存して、他の構成成分、例えば、還
元剤、洗浄剤、安定化剤、変性剤、キレート剤、金属等が有益であり得る。
【０１３１】
　洗浄溶液は、用いられる場合、これが結合分析物の最小限の損失または損傷で望ましく
ない混入物を除去するように選択するべきである。洗浄溶液の特性は、典型的には、サン
プルおよび脱着溶液の中間である。
【０１３２】
　脱着溶媒は溶媒流または溶媒プラグのいずれかとして導入することができる。溶媒のプ
ラグが用いられる場合、サンプルが標的上に堆積するときに緩衝剤も堆積して堆積したサ
ンプルに適切なｐＨをもたらすように、緩衝剤プラグに脱着プラグの後を追わせることが
できる。その後、堆積した物質を、例えばＳＰＲチップ上の堆積により、分析することが
できる。
【０１３３】
　脱着溶媒は、強力に結合した妨害物質は後に残しながら、分析物を定量的に脱着させる
のに十分な強さでなければならない。これらの溶媒は分析物および最終検出法に適合する
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ように選択される。一般には、用いられる溶媒は公知の従来の溶媒である。適切な溶媒を
選択することができる典型的な溶媒には、水酸化アンモニウム、トリエチルアミン、リン
酸ジアンモニウム、塩化メチレン、（塩基性もしくは酸性改質剤少量を含むかまたは含ま
ない）アセトニトリル、（改質剤、例えば、酢酸もしくはトリエチルアミンまたは水とメ
タノールもしくはアセトニトリルのいずれかとの混合液をより多量に含有する）メタノー
ル、酢酸エチル、クロロホルム、ヘキサン、イソプロパノール、アセトン、アルカリ性緩
衝剤、高イオン強度緩衝剤、酸性緩衝剤、強酸、強塩基、酸／塩基との有機混合液、酸性
もしくは塩基性メタノール、テトラヒドロフランおよび水が含まれる。脱着溶媒は吸着溶
媒とは異なる混和性であってもよい。
【０１３４】
　抽出が特定の同族リガンド分子、例えば、固定化金属への分析物の結合を含む場合、脱
着溶媒はこのような結合を妨害する分子、例えば、固定化金属の場合にはイミダゾールま
たは金属キレート剤を含むことができる。
【０１３５】
　タンパク質のクラスの精製
　混合物中に存在する分析物または化合物は、例えば、（例えば、ペプチド合成または、
タンパク質もしくはタンパク質の混合物の消化を含む、生物学的サンプルからの）ペプチ
ドもしくはポリペプチド、（例えば、生物学的サンプルもしくは合成ポリヌクレオチドか
らの）核酸もしくはポリヌクレオチド、合成もしくは天然ポリマーまたはこれらの物質の
混合物であり得る。化合物のタイプは、ここに記載されるように、化合物分離用に選択さ
れるクロマトグラフィー法によってのみ制限される。ある好ましい実施形態において、検
出、分析または精製しようとする分析物はペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質、特
には、リン酸化ペプチドである。
【０１３６】
　ある実施形態において、本発明のＳＰＥは多タンパク質複合体の抽出および／もしくは
処理に用いられる。これは、典型的には、タンパク質複合体または関心複合体の破壊を生
じない十分に非変性性であるサンプル溶液を用いることによって達成され、即ち、複合体
は、複合体の構成成分間の会合を安定化するサンプル溶液および抽出条件を用いて生物学
的サンプルから抽出される。
【０１３７】
　幾つかの実施形態においては、多タンパク質複合体を抽出表面に吸着させ、複合体の一
体性が全体を通して保持されるような条件下で脱着させる。即ち、抽出の生成物は無傷の
複合体であり、次にこれを収集して保存するか、または、例えばここに記述される分析方
法論のいずれかにより、（複合体もしくはタンパク質の混合物のいずれかとして）直接分
析することができる。
【０１３８】
　一例には、この天然相互作用パートナーと複合体を形成する、組換え「ベイト（ｂａｉ
ｔ）」タンパク質の使用が含まれる。これらの多タンパク質複合体は、次に、「ベイト」
に取り付けられた融合タグによって精製する。これらのタグ付け「ベイト」タンパク質は
キャピラリーの表面に取り付けられた基、例えば、金属－キレート基、抗体、カルモジュ
リンまたは組換えタンパク質の精製に用いられる他の表面基のいずれかによって精製する
ことができる。その後、同族タンパク質の素性を様々な手段のいずれか、例えば、ＭＳに
よって決定することができる。
【０１３９】
　「未変性」（即ち、非組み換え）タンパク質複合体を融合タグによって精製すべきこと
なしに精製することも可能である。例えば、これは、多タンパク質複合体内のタンパク質
の１つに対する抗体を親和性結合試薬として用いることによって達成することができる。
この方法はしばしば「共免疫沈降」と呼ばれる。多タンパク質複合体は、例えば、低ｐＨ
で溶出することができる。
【０１４０】
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　幾つかの実施形態においては、多タンパク質複合体をＳＰＥに複合体としてロードし、
複合体全体または１以上の構成成分を脱着させて溶出する。他の実施形態においては、１
以上の複合体構成成分をまず抽出表面に吸着させ、続いて、複合体形成が抽出表面で生じ
るように、１以上の他の構成成分を抽出表面に適用する。
【０１４１】
　別の実施形態においては、本発明のＳＰＥを複合体の性質を分析するツールとして用い
ることができる。例えば、タンパク質複合体を抽出表面に脱着させた後、複合体の状態を
溶媒変動の関数として監視する。複合体を一体に保持する相互作用の幾らかまたはすべて
の破壊を生じ、それにより残りは吸着させたままにしながら複合体の幾つかのサブセット
が放出される、脱着溶媒または脱着溶媒の一続きを用いることができる。放出されたタン
パク質の素性および状態（例えば、翻訳後修飾）はしばしば、例えばＭＳを用いて、決定
することができる。従って、この方法では、タンパク質複合体の構成成分および／または
下位複合体を個別に溶出および分析することができる。脱着溶媒の性質は、タンパク質複
合体を一体に保持する相互作用、例えば、水素結合、イオン結合、疎水性相互作用、ファ
ン・デル・ワールス力および共有結合相互作用、例えば、ジスルフィド架橋に対して有利
に、または不利に調整することができる。例えば、脱着溶媒の極性を低下させることによ
り、疎水性相互作用は弱められる－還元剤（例えば、メルカプトエタノールまたはジチオ
トレイトール（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｉｅｔｏｌ））の包含はジスルフィド架橋を破壊する
。他の溶液変動には、ｐＨの変更、イオン強度の変化および／またはタンパク質－タンパ
ク質相互作用またはタンパク質またはタンパク質複合体と非タンパク質生体分子との相互
作用に特異的に、もしくは非特異的に影響を及ぼす構成成分の包含が含まれる。
【０１４２】
　一実施形態においては、２以上の脱着溶媒の一続きを連続的に用い、溶離液を監視して
特定の溶媒でどのタンパク質構成成分が流れ落ちるのかを決定する。このようにすること
で、複合体内の相互作用の強さおよび性質を評価することができる。例えば、強さが増加
する（例えば、イオン強度の増加、極性の低下、ｐＨの変化、イオン組成の変化等）脱着
溶媒の一続きを用いる場合、より緩やかに結合するタンパク質または下位複合体が最初に
溶出し、よりしっかりと結合する複合体は脱着溶媒の強さが増加する場合にのみ溶出する
。
【０１４３】
　幾つかの実施形態においては、用いられる脱着溶液の少なくとも１つがイオン相互作用
をもたらす薬剤を含む。この薬剤は多タンパク質複合体の２以上のタンパク質構成成分間
の特異的相互作用に関与する分子であり得る。タンパク質相互作用に影響を及ぼし得る他
の薬剤は変性剤、例えば、尿素、塩化グアナジニウム（ｇｕａｎａｄｉｎｉｕｍ　ｃｈｌ
ｏｒｉｄｅ）およびイソチアシアネート、洗浄剤、例えば、トリトンＸ－１００（商標）
、キレート化基、例えば、ＥＤＴＡ等である。
【０１４４】
　実験の他の組においては、タンパク質複合体の一体性をタンパク質の１以上における修
飾（例えば、翻訳後の、もしくは突然変異）によって精査することができる。ここに記述
される方法を用いて、複合体の安定性もしくは他の特性に対する修飾の効果を決定するこ
とができる。
【０１４５】
　一実施形態においては、本発明のＳＰＥおよび方法を機能的な、活性の、および／また
はこれらの未変性状態にある、即ち、非変性のタンパク質の精製に用いる。これは非変性
条件下で抽出方法を実施することによって達成される。この非変性条件は、サンプル溶液
、洗浄溶液（用いられる場合）、脱着溶液、抽出相および抽出が達成される条件を含む、
全タンパク質抽出を包含する。タンパク質安定性に影響を及ぼす一般的なパラメータは当
分野において周知であり、これには温度（通常、低温が好ましい。）、ｐＨ、イオン強度
、還元剤の使用、表面活性剤、プロテアーゼ活性の排除、物理的剪断または破壊からの保
護、放射線等が含まれる。特定のタンパク質、タンパク質のクラスまたはタンパク質含有
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組成物に最も適する特定の条件はタンパク質からタンパク質で幾らか変化する。
【０１４６】
　非変性抽出を容易にする本発明のＳＰＥ技術の特定の態様の１つはこの方法を低温で達
成できることである。特には、ＳＰＥを介する溶液流動を装置の加熱なしに行うことがで
きるため、この方法を低温で行うことができる。低温は室温または、例えば、この方法を
低温室内で行うか、もしくは冷却装置をＳＰＥの冷却に用いる場合、より低いものであり
得る。例えば、ＳＰＥは、０℃、２℃または４℃という低さの、例えば、０℃から３０℃
、０℃から２０℃、２℃から３０℃、２℃から２０℃、４℃から３０℃または４℃から２
０℃の範囲の温度で行うことができる。
【０１４７】
　未変性タンパク質の精製が考慮されるここに記述されるＳＰＥの別の態様は、この抽出
方法を迅速に完了させることができ、従ってサンプル溶液中に存在するプロテアーゼまた
は他の変性剤からのタンパク質の迅速な分離を可能にすることである。この方法の速度は
サンプル溶液から目的とする分析装置まで、またはタンパク質の安定性を促進する保存条
件まで、タンパク質を迅速に送ることを可能にする。本発明の様々な実施形態において、
本発明の抽出は１分未満、２分未満、５分未満、１０分未満、１５分未満、２０分未満、
６０分未満または１２０分未満で達成することができる。
【０１４８】
　別の態様においては、抽出されたタンパク質を、時折、抽出方法の最中に水和形態に維
持することによって安定化する。例えば、脱着に先立ってＳＰＥからバルク液（即ち、液
体分割物）を除去するのにパージ工程を用いる場合、過度の時間ＳＰＥを通して気体を吹
き込むことはしない。このようにしてＳＰＥ装置の乾燥並びに、おそらくは、抽出相およ
び／もしくはタンパク質の脱溶媒和を回避することを確かなものとするように注意を払う
。
【０１４９】
　別の実施形態においては、タンパク質を不可逆的に変性させることのない条件下で抽出
法を行う。このようにすることで、たとえタンパク質が変性した状態で溶出されるとして
も、タンパク質を復元して未変性および／または機能的タンパク質を回復することができ
る。この実施形態においては、タンパク質を不可逆的に変性させることのない条件下でタ
ンパク質を抽出表面に吸着させ、タンパク質を不可逆的に変性させることのない条件下で
タンパク質を溶出する。不可逆的変性を防止するのに必要な条件は非変性性であるものに
類似するが、これらの要求は厳密ではない場合もある。例えば、変性剤、例えば、尿素、
イソチオシアネートまたは塩化グアニジニウムの存在は不可逆的変性を生じ得る。溶出し
たタンパク質は変性しているが、当分野において公知の技術、例えば、変性剤を除去する
透析を用いて未変性タンパク質を回復することができる。同様に、特定のｐＨ条件または
イオン条件は、溶出したタンパク質のｐＨまたは緩衝剤組成を変化させることによって迅
速に逆転し、可逆的変性を生じ得る。
【０１５０】
　非変性、未変性、機能的および／または活性タンパク質の回復は、成功させるためにタ
ンパク質を変性させることが必要な方法において用いるための調製工程として特に有用で
ある。このような方法の非限定的な例には、分析方法、例えば、結合研究、活性アッセイ
、酵素アッセイ、Ｘ線結晶学およびＮＭＲが含まれる。
【０１５１】
　分析技術
　本発明の抽出チャンネルおよび関連方法には、様々な技術によって分析または検出する
ための分析物のサンプルの調製における格別の有用性が見出される。特には、これらの方
法は、生物学的サンプル、例えば、生体液を起源とする生体分子からの分析物、分析物の
クラス、分析物の凝集体（例えば、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質および／もしく
はリン酸化ペプチド）等の精製に有用である。多くの場合、分析のこれらの形態の結果は
分析物濃度を高めることによって改善される。本発明の幾つかの実施形態において、関心
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分析物はタンパク質であり、抽出は分析に先立ってタンパク質を精製および濃縮する役割
を果たす。これらの方法はラベルフリーの検出方法または機能的、未変性（即ち非変性タ
ンパク質）を必要とする方法での使用に特に適するが、あらゆる関心タンパク質または核
酸に一般に有用である。
【０１５２】
　ある場合において、これらの方法はプロテオーム研究、タンパク質－タンパク質相互作
用の研究等への適用に特に適する。タンパク質－タンパク質相互作用網の解明は、好まし
くはデータの他のタイプとの組み合わせで、細胞機能の新規タンパク質への割り当ておよ
び新規生物学的経路の派生を許容する。例えば、Ｃｕｒｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｅｐｔ　
Ｓｃｉ．２００３　４（３）：１５９８１を参照のこと。
【０１５３】
　ある実施形態において、本発明は、介在するいかなるサンプル処理工程、例えば、濃縮
、脱塩等もがない、抽出チャンネルから溶出した分析物の直接分析を含む。従って、例え
ば、サンプルをキャピラリーから溶出し、ＭＳ、ＳＰＲ等によって直接分析することがで
きる。これは、分析に先立って濃縮、脱塩または他の処理工程を必要とする他のサンプル
調製方法を上回る明確な利点である。これらの余分の工程は実験の時間および複雑性を増
加させる可能性があり、豊富さに欠ける分析物および小体積で作業するときに大きな問題
を引き起こす、重大なサンプル損失を生じる可能性がある。
【０１５４】
　このような分析技術の一例は質量分析（ＭＳ）である。生体分子の分析への質量分析の
適用において、これらの分子は液相または固相から気相および真空相へ移送される。多く
の生体分子は巨大で脆い（タンパク質が主要な例である）ため、真空相に生体分子を移送
するための最も有効な方法のうちの２つはマトリックス支援レーザー脱離イオン化法（Ｍ
ＡＬＤＩ）またはエレクトロスプレーイオン化法（ＥＳＩ）である。これらの方法の使用
およびサンプル調製必要条件の幾つかの態様は当分野における通常の技術を有する者に公
知である。一般には、ＥＳＩがより高感度であり、それに対してＭＡＬＤＩは高速である
。重要なことには、幾つかのペプチドはＥＳＩよりもＭＡＬＤＩモードにおいてより良好
にイオン化し、逆もまた同様である（Ｇｅｎｏｍｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｊｕｎｅ　
２２０，ｐ　５２）。本発明の抽出チャンネル法および装置は、ＭＳ分析用のサンプル、
特には、生体分子サンプル、例えば、タンパク質の調製に特に適する。本発明の重要な利
点は、介在する処理工程、例えば、濃縮または脱塩の必要性なしに直接分析することがで
きる、濃縮サンプルの調製を可能にすることである。
【０１５５】
　ＥＳＩは、サンプルを揮発性酸および有機溶媒と混合し、高電圧で帯電した導電性ニー
ドルを介して注入することによって行う。ニードル端部から噴霧（または注入）される帯
電した液滴は質量分析計に向かい、これらが飛行するに従って熱および真空によって乾燥
される。液滴が乾燥した後、残りの帯電分子は電磁レンズによって質量検出器に向けられ
、質量分析される。一実施形態においては、溶出したサンプルをキャピラリーからエレク
トロスプレーノズル内に直接堆積させ、例えば、キャピラリーがサンプルローダーの機能
を果たす。別の実施形態においては、キャピラリーこれ自体が抽出装置およびエレクトロ
スプレーノズルの両者の機能を果たす。
【０１５６】
　ＭＡＬＤＩについては、分析物分子（例えば、タンパク質）を金属標的上に堆積させ、
有機マトリックスと共に共結晶化する。サンプルを乾燥させて質量分析計に挿入し、典型
的には、飛行時間（ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ）（ＴＯＦ）検出によって分析する。
一実施形態においては、溶出したサンプルをキャピラリーから金属標的上に直接堆積させ
、例えば、キャピラリーこれ自体がサンプルローダーとして機能する。一実施形態におい
ては、抽出した分析物をＭＡＬＤＩ標的上に堆積させ、ＭＡＬＤＩイオン化マトリックス
を添加し、サンプルをイオン化して、例えばＴＯＦ検出により、分析する。
【０１５７】
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　本発明の他の実施形態においては、チャンネル抽出をＭＳの他の形態、例えば、他のイ
オン化モードと共に用いる。一般には、これらの方法の利点は、これらがサンプルの「ジ
ャスト・イン・タイム」精製およびイオン化環境への直接導入を可能にすることである。
様々なイオン化および検出モードが、用いられる脱着溶液の性質にこれら自体の制約を導
入することに注意することが重要であり、脱着溶液が両者と適合することが重要である。
例えば、多くの用途におけるサンプルマトリックスは低イオン強度を有していなければな
らず、または特定のｐＨ範囲になければならない等である。ＥＳＩにおいては、サンプル
中の塩は、イオン化を弱め、またはノズルを詰まらせることにより、検出を妨害する可能
性がある。この問題は、分析物を低塩で提示することによって、または揮発性塩を用いる
ことによって取り組む。ＭＡＬＤＩの場合、分析物は標的上への点置および用いられるイ
オン化マトリックスに適合する溶媒中に存在しなければならない。
【０１５８】
　幾つかの実施形態において、本発明は、固体基質の表面上での結合現象の検出を含む分
析方法において用いるための、分析物の調製に用いられる。これらの固体基質は、本明細
書では「結合検出チップ」と一般に呼ばれ、この例にはハイブリダイゼーションマイクロ
アレーおよび様々なタンパク質チップが含まれる。ここで用いられる場合、「タンパク質
チップ」という用語は、この上に分離された別々のタンパク質サンプルのアレー（もしく
は「ドット」）が堆積されるか、または堆積されている、小プレートもしくは表面として
定義される。一般には、別々のリガンド（例えば、タンパク質）のアレーを坦持するチッ
プを設計し、これらのドットの１以上の表面に結合する能力を有するかどうかわからない
１以上の生体分子を有するサンプルと接触させ、次に各ドット上でのこのような結合の発
生または不在を決定する。タンパク質チップの一般的なタイプおよび機能を記述する参考
文献はＧａｖｉｎ　ＭａｃＢｅａｔｈ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｕｐｐｌｅ
ｍｅｎｔ，３２：５２６（２００２）である。Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２０
０３　７２：７８３　８１２も参照のこと。
【０１５９】
　一般には、これらの方法は、チップ結合部分「Ａ」とこの同族結合剤「Ｂ」との結合の
検出；即ち、ＡＢの形成が、直接または間接的に、検出可能な信号を生じる、反応Ａ＋Ｂ
＝ＡＢの検出を含む。この脈絡において、「チップ」という用語は、Ａを固定化し、Ｂの
結合を検出することができるあらゆる固体基体、例えば、ガラス、金属、プラスチック、
セラミック、メンブラン等を指し得ることに注意されたい。チップ技術の多くの重要な用
途において、Ａおよび／またはＢは生体分子、例えば、ＤＮＡハイブリダイゼーションア
レー中のＤＮＡもしくはタンパク質チップ中のタンパク質である。その上、多くの場合、
チップは複数の小さな立体的にアドレス可能な分析物のスポットのアレーを含み、小スケ
ールでの複数の結合実験の効率的な同時実施を可能にする。
【０１６０】
　幾つかの実施形態においては、この技術が、光学バイオセンサ技術、例えば、ＳＲＵ　
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｗｏｂｕｒｎ、Ｍａｓｓ．）からのＢＩＮＤバイオセンサによる
検出に先立つサンプルの調製に用いられる。このタイプのラベルフリー検出の様々な形態
が以下の参考文献に記載される：Ｂ．Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ，Ｐ．Ｌｉ，Ｂ．Ｌｉｎ，Ｊ
．Ｐｅｐｐｅｒ，「Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　ｒｅｓｏｎａｎｔ　ｒｅｆｌｅｃｔｉｏ
ｎ　ａｓ　ａ　ｄｉｒｅｃｔ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｓｓａｙ　ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅ，」Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ、Ｖｏｌｕｍｅ　８１，ｐ．３
１６　３２８，Ｊａｎ．５，２００２；Ｂ．Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ，Ｂ．Ｌｉｎ，Ｊ．Ｑ
ｉｕ，Ｐ．Ｌｉ，Ｊ．Ｐｅｐｐｅｒ，Ｂ．Ｈｕｇｈ，「Ａ　Ｐｌａｓｔｉｃ　Ｃｏｌｏｒ
ｉｍｅｔｒｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｔ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ　ｆｏｒ　Ｍ
ｕｌｔｉｐａｒａｌｌｅｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｌａｂｅｌ－Ｆｒｅｅ　Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，」Ｓｅｎｓｏｒｓ　＆　Ａｃｔｕａｔｏ
ｒｓ　Ｂ，ｖｏｌｕｍｅ　８５，ｎｕｍｂｅｒ　３，ｐｐ　２１９　２２６，（Ｎｏｖｅ
ｍｂｅｒ　２００２）；Ｂ．Ｌｉｎ，Ｊ．Ｑｉｕ，Ｊ．Ｇｅｒｓｔｅｍｎａｉｅｒ，Ｐ．
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Ｌｉ，Ｈ．Ｐｉｅｎ，Ｊ．Ｐｅｐｐｅｒ，Ｂ．Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ，「Ａ　Ｌａｂｅｌ
－Ｆｒｅｅ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ　ｆｏｒ　Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　Ｓｍ
ａｌｌ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，」Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎ
ｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ，Ｖｏｌ．１７，Ｎｏ．９，ｐ．８２７　８３４，Ｓ
ｅｐｔｅｍｂｅｒ　２００２；Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ，Ｊ．Ｑｉｕ，Ｐ．Ｌｉ，Ｂ．Ｌｉ
ｎ，「Ｅｎｈａｎｃｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｓｕｒｆａｃｅ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　
Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ　Ｒｅｓｏｎａｎｔ　Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ
，」Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ，Ｖｏｌ．８７，Ｎｏ．２，ｐ．
３６５　３７０，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ　２００２，「Ｉｍｐｒｏｖｅｄ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉ
ｃｓ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，」Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ　Ｎｅｗ
ｓ，Ｖｏｌｕｍｅ　２２，Ｎｕｍｂｅｒ　６，ｐｐ　７４　７５，Ｍａｒ．１５，２００
２；および「Ａ　Ｎｅｗ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｌａｂｅｌ－Ｆｒｅｅ　Ｉｍａｇｉｎ
ｇ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，」Ｐ．Ｌｉ，Ｂ．Ｌ
ｉｎ，Ｊ．Ｇｅｒｓｔｅｍｎａｉｅｒ，ａｎｄ　Ｂ．Ｔ．Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ，Ａｃｃ
ｅｐｔｅｄ　Ｊｕｌｙ，２００３，Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ。
【０１６１】
　光学バイオセンサ技術の幾つかの形態においては、比色共鳴回折格子（ｃｏｌｏｒｉｍ
ｅｔｒｉｃ　ｒｅｓｏｎａｎｔ　ｄｆｆｒａｃｔｉｖｅ　ｇｒａｔｉｎｇ）表面を表面結
合プラットフォームとして用いる。誘導モード共鳴現象を用いて、白色光を照射するとき
に単一の波長のみを反射するように設計される光学表面を製造する。分子がこの表面に結
合するとき、格子に関連付けられている光の光学経路の変化により、反射波長（色）がシ
フトする。格子表面に受容体分子を連結することにより、蛍光プローブまたは粒子標識の
あらゆる種類を用いることなしに、相補的結合分子を検出することができる。医薬化合物
ライブラリの高処理能力スクリーニングおよびプロテオミスクのためのタンパク質－タン
パク質相互作用のマイクロアレースクリーニングがこのアプローチに馴染み得る用途の例
である。
【０１６２】
　幾つかの実施形態において、本発明は、音響検出技術、例えば、Ａｋｕｂｉｏ　Ｌｔｄ
．（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ、ＵＫ）によって商品化されているものによる検出のための分析
物の調製に用いられる。このタイプのラベルフリー検出の様々な形態が以下の参考文献に
記載される：Ｍ．Ａ．Ｃｏｏｐｅｒ，「Ｌａｂｅｌ－ｆｒｅｅ　ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏ
ｆ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ　ｕｓｉｎｇ　ａｃｏｕｓｔｉｃ　
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，」Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ　２００２，６（１
２）Ｓｕｐｐｌ．；Ｍ．Ａ．Ｃｏｏｐｅｒ　「Ａｃｏｕｓｔｉｃ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｐａｔｈｏｇｅｎｓ　ｕｓｉｎｇ　ｒｕｐｔｕｒｅ　ｅｖｅｎｔ　ｓｃａｎｎｉｎ
ｇ（ＲＥＶＳ），」Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２，１，１２
；およびＭ．Ａ．Ｃｏｏｐｅｒ，Ｆ．Ｎ．Ｄｕｌｔｓｅｖ，Ａ．Ｍｉｎｓｏｎ，Ｃ．Ａｂ
ｅｌｌ，Ｐ．Ｏｓｔａｎｉｎ　ａｎｄ　Ｄ．Ｋｌｅｎｅｒｍａｎ，「Ｄｉｒｅｃｔ　ａｎ
ｄ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｈｕｍａｎ　ｖｉｒｕｓ　ｂ
ｙ　ｒｕｐｔｕｒｅ　ｅｖｅｎｔ　ｓｃａｎｎｉｎｇ，」Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
．，２００１，１９，８３３　８３７。
【０１６３】
　幾つかの実施形態において、本発明は、原子間力顕微鏡法、走査型力顕微鏡法（ｓｃａ
ｎｎｉｎｇ　ｆｏｒｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）および／またはナノアレー技術、例え
ば、ＢｉｏＦｏｒｃｅ　Ｎａｎｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｉｎｃ．（Ａｍｅｓ、Ｉｏｗａ）に
よって商品化されているものによる検出のための分析物の調製に用いられる。
【０１６４】
　幾つかの実施形態において、本発明は、活性ベースのタンパク質プロファイリングに関
連する技術、例えば、ＡｃｔｉｖＸ、Ｉｎｃ．（Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃａｌｉｆ．）によ
って商品化されているものによる検出のための分析物の調製に用いられる。この方法論の
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様々な形態が以下の参考文献に記載される：Ｋｉｄｄ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４０：４００５　４０１５；Ａｄａｍ　ｅｔ　ａｌ．（２０００）
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｉｏｌｏｇｙ　５７：１　１６；Ｌｉｕ　ｅｔ　ａｔ
．（１９９９）ＰＮＡＳ　９６（２６）：１４６９４０　１４６９９；Ｃｒａｖａｔｔ　
ａｎｄ　Ｓｏｒｅｎｓｅｎ（２０００）Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．４：
６６３　６６８；Ｐａｔｒｉｃｅｌｌｉ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ
ｓ　１　１０６７　７１。
【０１６５】
　幾つかの実施形態において、本発明は、結合平衡除外アッセイ（ｋｉｎｅｔｉｃ　ｅｘ
ｃｌｕｓｉｏｎ　ａｓｓａｙ）に関与する技術、例えば、Ｓａｐｉｄｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒ
ｕｍｅｎｔｓ　Ｉｎｃ．（Ｂｏｉｓｅ、Ｉｄ．）によって商品化されているものによる分
析のための分析物の調製に用いられる。例えば、Ｇｌａｓｓ，Ｔ．（１９９５）Ｂｉｏｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　２０（９）：１２２　２３；およびＯｈｕｍｕｒａ　
ｅｔ　ａｌ．（２００１）Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　７３（１４）：
３　３　９２　９９を参照のこと。
【０１６６】
　液体を採取して抽出キャピラリーに分配するのに用いられる技術は、サンプルの非常に
少量を採取してキャピラリーに分配するキャピラリー電気泳動機器に用いられるものに類
似し得る。これは、ＤＮＡ配列決定に用いられるキャピラリーユニットと同様に、９６お
よび３８４キャピラリーアレーにおいて行うこともできる。関連技術がＡｎｄｒｅ　Ｍａ
ｒｚｉａｌｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｍｅｔ．Ｅｎｇ．，３：１９５
（２００１）に記載される。ある場合には、固相抽出に用いられるキャピラリーの端部は
これ自体がスポッタ（ｓｐｏｔｔｅｒ）であり得る。関連技術がＭＩＣＲＯＡＲＲＡＹ　
ＢＩＯＣＨＩＰ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ，Ｃｈａｐｔｅｒ　２　－　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉ
ｄｉｃ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　ａｎｄ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｆｏｒ
　Ｐｒｉｎｔｉｎｇ　ＤＮＡ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ，Ｍａｒｋ　Ｓｃｈｅｎａ（Ｅｄ
ｉｔｏｒ），Ｔｅｌｅｃｈｅｍ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｅａｔｏｎ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｉｎｇ，ＩＳＢＮ　１－８８１２９９－３　７－６（２０００）に記載される。
【０１６７】
　幾つかの実施形態において、本発明のシステムおよび方法は、結晶化のための、特には
、Ｘ線結晶学ベースのタンパク構造決定において用いるためのタンパク質サンプルの調製
に有用である。本発明は高処理能力タンパク質結晶化法に関連して用いるためのサンプル
の調製に特に適する。これらの方法は、典型的には、試験する結晶化条件につき比較的濃
縮された純粋タンパク質を少量、例えば、１μＬのオーダーで必要とする。高処理能力結
晶化を実施するための機器および試薬は、例えば、Ｈａｍｐｔｏｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｃｏｒｐ．（Ａｌｉｓｏ　Ｖｉｅｊｏ、Ｃａｌｉｆ）、ＲｏｂｏＤｅｓｉｇｎ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｃ．（Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉｆ．）、Ｇｅｎｏｍｉｃ　
Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ、Ｉｎｃ．（Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ、Ｍｉｃｈ．）およびＣｏｒｎｉｎ
ｇ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｋｅｎｎｅｂｕｎｋ、Ｍｅ．）から入手可能である。
典型的には、タンパク質結晶化は、タンパク質を母液と混合してタンパク質液滴を形成し
た後、この液滴を観察して適切な結晶、例えばシッティングドロップ（ｓｉｔｔｉｎｇ　
ｄｒｏｐ）またはハンギングドロップ（ｈａｎｇｉｎｇ　ｄｒｏｐ）法、が形成されるか
どうかを確認することを含む。適切な結晶化条件の決定が依然としてほとんど経験主義で
あるため、通常は、異なる条件多数の下での結晶化についてタンパク質を試験し、例えば
、幾つかの異なる候補母液を用いる。タンパク質は、母液との混合に先立ち、チャンネル
抽出によって精製することができる。サンプルは中間保持容器に収集することができ、次
にこの容器からウェルに移送して母液と混合する。もしくは、タンパク質液滴をチャンネ
ルからウェルに直接分配することもできる。本発明は、タンパク質の液滴をウェル、例え
ば、マルチウェルプレート（例えば、９４、３８４ウェル等）、例えば、Ｃｏｒｎｉｎｇ
（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｋｅｎｎｅｂｕｎｋ　Ｍｅ．）からの



(31) JP 5524059 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

ＣｒｙｓｔａｌＥＸ　３８４プレートの幾つかのウェルに導入する、高処理能力形態にお
ける使用に特に適する。タンパク質液滴および／または母液は、高精度液体分配システム
、例えば、Ｃａｒｔｅｓｉａｎ．Ｄｉｓｐｅｎｓｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｈｏｎｅｙｂｅ
ｅ（Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ，Ｉｎｃ．、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ、Ｍｉｃｈ．
）を用いてマイクロウェルに分配することができる。高処理能力形態においては、例えば
、高処理能力結晶イメージャ、例えば、ＲｏｂｏＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅ　ＩＩＩ（Ｒｏｂ
ｏＤｅｓｉｇｎ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｃ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、Ｃａｌｉ
ｆ）を用いて、結晶試験分析のプロセスを自動化することが望ましい。
【０１６８】
　本発明のある実施形態と共に用いるのに適する他の分析技術には、表面固定化アッセイ
、免疫学的アッセイ、様々なリガンド置換／競合アッセイ、直接遺伝子試験、生物物理学
的方法、直接力測定、ＮＭＲ、電子顕微鏡法（ｃｒｙｏ－ＥＭを含む。）、微量比色、質
量分析、ＩＲおよび他の方法、例えば、結合検出チップの脈絡において論じられたもので
あるが非チップの脈絡において用いることもできるものが含まれる。
【０１６９】
　本発明に従い、当分野の技術内にある通常の化学、生物学および分析技術を用いること
ができる。このような技術は文献において十分に説明される。例えば、Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ，Ｅｄｉｔｉｏｎ　ＡＢ，１８－１０３７－４６（２００２）；Ｐｒｏｔｅｉｎ　
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ，Ｅｄｉｔｉｏｎ　ＡＣ，１８－１１３２－２９（２００１）；Ａｆｆｉｎｉｔｙ　
Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｅｄｉｔｉｏｎ　ＡＣ，１８－１
０２２－２９（２００１）；Ｔｈｅ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｈａｎ
ｄｂｏｏｋ，Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｅｄｉｔｉｏｎ
　ＡＢ，１８－１１４２－７５（２００２）；およびＰｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ，Ｈｉｇｈ　Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，
ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｊａｎ－Ｃｈｒｉｓｔｅｎ　Ｊａｎｓｏｎ（Ｅｄｉ
ｔｏｒ），Ｌａｒｓ　Ｇ．Ｒｙｄｅｎ（Ｅｄｉｔｏｒ），Ｗｉｌｅｙ，Ｊｏｈｎ　＆　Ｓ
ｏｎｓ，Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ（１９８９）；Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，５．
ｓｕｐ．ｔｈ　ｅｄｉｔｉｏｎ，ＰＡＲＴ　Ａ：ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬＳ　ＡＮＤ　Ｔ
ＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，ｅｄｉｔｏｒ：Ｅ．Ｈｅｆｔｍａｎｎ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ　Ａ２５（
１９９２）；ＡＤＶＡＮＣＥＤ　ＣＨＲＯＭＡＴＯＧＲＡＰＨＩＣ　ＡＮＤ　ＥＬＥＣＴ
ＲＯＭＩＧＲＡＴＩＯＮ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥＳ，ｅｄｉｔｏ
ｒ：Ｚ．Ｄｅｙｌ，Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ＢＶ，Ａｍｓｔｅｒｄａｍ，Ｔ
ｈｅ　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ，ｐｐ　５２８（１９９８）；ＣＨＲＯＭＡＴＯＧＲＡＰ
ＨＹ　ＴＯＤＡＹ，Ｃｏｌｉｎ　Ｆ．Ｐｏｏｌｅ　ａｎｄ　Ｓａｌｗａ　Ｋ．Ｐｏｏｌｅ
，ａｎｄ　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏｍｐａｎｙ
，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｐｐ　３９４（１９９１）；Ｆ．Ｄｏｒｗａｌｄ　ＯＲＧＡＮＩＣ
　ＳＹＮＴＨＥＳＩＳ　ＯＮ　ＳＯＬＩＤ　ＰＨＡＳＥ，Ｗｉｌｅｙ　ＶＣＨ　Ｖｅｒｌ
ａｇ　Ｇｍｂｈ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ　２００２を参照のこと。
【０１７０】
　装置およびキット
　本発明は、上述の固相抽出装置並びにこのような装置およびこの装置をここに記述され
る本発明の方法に従って用いるための取扱説明書を含むキットを提供する。
【０１７１】
　ある実施形態において、ＳＰＥ装置は微量溶出プレート、クロマトグラフィーカラム、
薄層プレート、サンプル浄化装置、注入カートリッジ、マイクロタイタープレートおよび
クロマトグラフィー準備装置からなる群より選択される。
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【０１７２】
　特定の実施形態において、ＳＰＥ装置は微量溶出プレートまたはクロマトグラフィーカ
ラムである。
【０１７３】
　一実施形態において、ＳＰＥ装置はマルチウェル微量溶出プレート、例えば、９６－ウ
ェル微量溶出プレートである。別の実施形態において、ＳＰＥ装置はクロマトグラフィー
カラム、例えば、マイクロボアカラム、キャピラリーカラムまたはナノカラムである。
【０１７４】
　ＳＰＥ装置にはアルミナ吸着剤、例えば、ＨＰＬＣ級アルミナ吸着剤が充填される。あ
る実施形態において、アルミナ吸着剤はアルミナＡ、アルミナＮおよびアルミナＢからな
る群より選択される。特定の実施形態において、ＳＰＥ装置はアルミナＢが充填された微
量溶出プレートである。
【０１７５】
　ある実施形態において、アルミナ吸着剤粒子のサイズは約１８から約３２μｍの範囲を
とる。
【０１７６】
　実施例
　本発明を以下の例によってさらに説明するが、これらの例はさらに限定するものと解釈
されてはならない。
【０１７７】
　材料および方法
　試験サンプルは、４種類の合成リン酸化ペプチド（トリプシンエノラーゼペプチドの修
飾体であるＴ１８＿１Ｐ、Ｔ１９＿１Ｐ、Ｔ４３＿１ＰおよびＴ４３＿２Ｐ）を非修飾酵
母エノラーゼトリプシンペプチドと１：１０モル比で混合することによって調製した。試
験サンプルは、ＳＰＥ装置にロードするため、低ｐＨ（＜１）、高有機溶媒（例えば、８
０％アセトニトリル）で戻した。ＳＰＥは同じ低ｐＨ、高有機溶媒で洗浄した。親和性結
合した分析物は高塩基性ｐＨの溶離液（＞１０）で溶出した。
【実施例１】
【０１７８】
　この例においては、本発明によるアルミナＢ吸着剤を用いる固相抽出をＩＭＡＣ　ＮＴ
Ａ－Ｆｅ（ＩＩＩ）法と比較した。ウェルあたり２．５ｍｇアルミナＢ吸着剤（粒子サイ
ズは１８－３２μｍであった）を充填した９６－ウェルＳＰＥ微量溶出プレート装置を調
製した。（アルミナＨＰＬＣ／ＵＰＬＣ粒子を、オンライン・リン酸化ペプチド単離とこ
れに続くナノＬＣ－ＭＳ分析に適するカラムおよびトラッピングカラムに充填することも
できる。）０．２から０．５％トリフルオロ酢酸（ｐＨ＜１）極性有機溶媒（８０％アセ
トニトリル）混合液を用いてサンプルを微量溶出プレートにロードした。０．３Ｎ水酸化
アンモニウム溶液を用いて親和性吸着したリン酸化ペプチドを溶出した。
【０１７９】
　Ａ）対照としての試験サンプル；Ｂ）ＩＭＡＣ法を用いるサンプルの処理から得られる
溶離液；およびＣ）本発明によるアルミナＢ吸着剤を用いる固相抽出から得られる溶離液
に対して、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析を行った。分光結果を図１に示す。図１Ａはリン
酸化ペプチドが検出されないことを示す。図１Ｂおよび１Ｃの比較は、リン酸化ペプチド
に対する最良の選択性が本発明によるアルミナＢ吸着剤を用いる固相抽出で達成されたこ
とを示す（図１Ｃ）。
【実施例２】
【０１８０】
　この例においては、本発明によるアルミナＢ吸着剤を用いる固相抽出をＴｉＯ２親和性
クロマトグラフィーと比較した。試験サンプルは上述の通りの調製した。Ａ）試験サンプ
ルをＴｉＯ２親和性クロマトグラフィーに処することから得られる抽出物　Ｂ）試験サン
プルを本発明によるアルミナＢ吸着剤を用いる固相抽出に処することから得られる抽出物
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に対して液体クロマトグラフィー／質量分析（ＬＣ／ＭＳ）を行った。この分析の結果を
図２に示す。図２Ａおよび２Ｂの比較からわかるように、本発明の方法（図２Ｂ）はリン
酸化ペプチドを単離される主要種として含有する著しく清浄な抽出物をもたらし、対照的
に、ＴｉＯ２親和性クロマトグラフィー（図２Ａ）は非リン酸化ペプチドの有意の共抽出
を示す。
【実施例３】
【０１８１】
　この例は、置換剤（Ｅｎｈａｎｃｅｒ（商標）、Ｗａｔｅｒｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏ
ｎ、Ｍｉｌｆｏｒｄ、ＭＡから入手可能）を両方法のローディング工程で用いて選択性を
改善したことを除いて、実施例２に記述される通りに行った：ＴｉＯ２親和性クロマトグ
ラフィー法のローディング工程においては置換剤４０ｍｇを用い；および本発明のアルミ
ナＢ法のローディング工程においては置換剤８ｍｇを用いた。Ａ）試験サンプルをＴｉＯ
２親和性クロマトグラフィーに処することで得られる抽出物　Ｂ）試験サンプルを本発明
によるアルミナＢ吸着剤を用いる固相抽出に処することから得られる抽出物に対してＬＣ
／ＭＳ分析を行った。この分析の結果を図３に示す。
【０１８２】
　図３Ａおよび３Ｂからわかるように、本発明の方法（図３Ｂ）は、置換剤を著しく少な
く用いて、ＴｉＯ２親和性クロマトグラフィー（図３Ａ）と比較して同等であるか、また
はより良好な、リン酸化ペプチドに対する選択性をもたらす。置換剤をより少量用いるこ
とは、固相抽出の最中のリン酸化ペプチドの損失を減少させる。
【０１８３】
　参照による組み込み
　本出願を通して引用されるすべての参考文献（参考文献、発行特許、公開特許出願およ
び同時係属特許出願を含む。）の内容は参照によりこれらの全体がここに明白に組み込ま
れる。
【０１８４】
　等価物
　当業者は本明細書に記述される発明の特定の実施形態の多くの等価物を認めるか、また
は、定型的な実験に収まるものを用いて、確認することができる。このような等価物は、
以下の請求の範囲によって包含されることが意図される。
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