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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　磁性粒子を含有する試料液体および封入液体を取り扱うための方法であって、前記試料
液体と前記封入液体とは非混和性であり、前記方法は、以下：
　前記封入液体を管路に流す工程；
　前記試料液体が（ａ）前記封入液体に包まれ、かつ（ｂ）前記管路内の所定の捕捉部位
に位置するように、前記試料液体を前記管路に流す工程；
　前記捕捉部位に磁場を適用することによって前記捕捉部位で前記磁性粒子を固定する工
程；ならびに
　（ａ）溶出液体が前記封入液体に包まれ、（ｂ）前記試料液体が前記捕捉部位から離れ
るように流され、かつ（ｃ）前記溶出液体が前記捕捉部位へ流され、かつ固定された前記
磁性粒子を包むように、前記管路に前記溶出液体を流す工程
を含む、方法。
【請求項２】
　前記方法が、前記管路に前記試料液体を流す前に、前記磁性粒子に標的生体分子を結合
させる工程をさらに含み、そして
　前記溶出液体を流す工程が、前記溶出液体で前記磁性粒子を包むことにより前記標的生
体分子を前記磁性粒子から遊離させることをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記溶出液体を流した後に前記磁場を取り除くことにより、前記溶出液体中の前記磁性
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粒子を可動化する工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　可動化された前記磁性粒子を含有する前記溶出液体を前記捕捉部位から離れるように流
す工程をさらに含む、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　遊離された前記標的生体分子を含有する前記溶出液体を前記捕捉部位から離れるように
流す一方、適用した前記磁場によって磁性粒子は固定されたままにする工程をさらに含む
、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
　（ａ）第１の清浄化流体が前記封入液体に包まれ、かつ（ｂ）前記第１の清浄化流体が
固定された前記磁性粒子を包むように、前記捕捉部位へ前記第１の清浄化流体を前記管路
に流す工程；
　前記磁場を取り除くことにより前記第１の清浄化流体中の前記磁性粒子を可動化する工
程；ならびに
　可動化された前記磁性粒子を含有する前記第１の清浄化流体を前記捕捉部位から離れる
ように前記管路に流す工程
をさらに含む、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　第２の清浄化流体を前記管路に流す工程をさらに含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　（ａ）第１の清浄化流体が前記封入液体に包まれ、かつ（ｂ）前記第１の清浄化流体が
固定された前記磁性粒子を包むように、前記捕捉部位へ前記第１の清浄化流体を前記管路
に流す工程；
　前記磁場を取り除くことにより前記第１の清浄化流体中の前記磁性粒子を可動化する工
程；
　前記磁場を再適用することにより、可動化された前記磁性粒子を固定する工程；ならび
に
　前記第１の清浄化流体を、前記捕捉部位および固定された前記磁性粒子から離れるよう
に前記管路に流す工程
をさらに含む、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　第２の清浄化流体を前記管路に流す工程をさらに含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　磁性粒子を含有する第１の試料液体、第２の試料液体および封入液体を取り扱うための
方法であって、試料液体の両方が前記封入液体と非混和性であり、前記方法は、以下：
　前記封入液体を管路に流す工程；
　前記第１の試料液体が（ａ）前記封入液体に包まれ、かつ（ｂ）前記管路内の所定の捕
捉部位に位置するように、前記第１の試料液体を前記管路に流す工程；
　前記捕捉部位に磁場を適用することによって前記捕捉部位で前記磁性粒子を固定する工
程；
　前記第１の試料液体を前記捕捉部位から離れるように流す一方、前記磁性粒子は前記捕
捉部位に固定されたままであるように、前記第１の試料液体を前記管路に流す工程；なら
びに
　前記第２の試料液体が（ａ）前記封入液体に包まれ、かつ（ｂ）固定された前記磁性粒
子を包むように、前記第２の試料液体を前記管路に流す工程
を含む、方法。
【請求項１１】
　前記第２の試料液体が固定された前記磁性粒子を包む場合、前記第２の試料液体が前記
磁性粒子と結合する標的生体分子を含有する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
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　前記第２の試料液体を流した後、（ａ）溶出液体が前記封入液体に包まれ、（ｂ）前記
第２の試料液体が前記捕捉部位から離れるように流れ、かつ（ｃ）前記溶出液体が前記捕
捉部位へ流れ、かつ固定された前記磁性粒子を包むように、前記溶出液体を前記管路に流
す工程をさらに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記溶出液体を流す工程が、前記溶出液体で前記磁性粒子を包むことにより前記標的生
体分子を前記磁性粒子から遊離させることをさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記溶出液体を流した後に前記磁場を取り除くことにより、前記溶出液体中の前記磁性
粒子を可動化する工程をさらに含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記方法は、以下：
　前記第２の試料液体を流した後、（ａ）第１の清浄化液体が前記封入液体に包まれ、（
ｂ）前記第２の試料液体が前記捕捉部位から離れるように流され、かつ（ｃ）前記第１の
清浄化液体が前記捕捉部位へ流され、かつ固定された前記磁性粒子を包むように前記第１
の清浄化液体を前記管路に流す工程；ならびに
　前記第１の清浄化液体を流した後、（ａ）溶出液体が前記封入液体に包まれ、（ｂ）前
記第１の清浄化液体が前記捕捉部位から離れるように流され、かつ（ｃ）前記溶出液体が
前記捕捉部位へ流され、かつ固定された前記磁性粒子を包むように前記溶出液体を前記管
路に流す工程
をさらに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第２の試料液体を流した後に、前記磁場を取り除くことにより前記第２の試料液体
中の前記磁性粒子を可動化する工程をさらに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１７】
　前記第２の試料液体および前記封入液体が複合液体セルを構成する、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１８】
　前記捕捉部位の光学的な問い合わせまたは蛍光性の問い合わせによってマーカーが存在
するか否かを検出する工程をさらに含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記管路がキャピラリーチューブである、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　所定の捕捉部位を有する管路と、前記管路のある位置へ陽圧もしくは陰圧を加えるか、
または外圧を加えないように構成されているポンプと、作動された場合には前記捕捉部位
で磁場を適用し、かつ作動されなかった場合は実質的に磁場を適用しないように構成され
ている磁場源と、前記ポンプおよび／または前記磁場源を作動できるように、前記ポンプ
と前記磁場源とに作動可能に取り付けられているコントローラーとを含む、液体取り扱い
システムであって、前記コントローラーは、以下：
　封入液体が前記管路を流れるように前記ポンプを作動し；
　磁性粒子を含有する試料液体が（ａ）前記封入液体に包まれ、かつ（ｂ）前記管路内の
前記捕捉部位に位置するように、前記試料液体が前記管路を流れるように前記ポンプを作
動し；
　前記磁性粒子が前記捕捉部位で固定されるように、前記磁場源を作動し；そして
　（ａ）溶出液体が前記封入液体に包まれ、（ｂ）前記試料液体が前記捕捉部位から離れ
るように流れ、かつ（ｃ）前記溶出液体が前記捕捉部位へ流れ、かつ前記磁性粒子を包む
ように、前記溶出液体が前記管路を流れるように前記ポンプを作動する
ようにプログラムされている、液体取り扱いシステム。
【請求項２１】
　前記管路がキャピラリーチューブである、請求項２０に記載のシステム。
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【請求項２２】
　前記封入液体、前記試料液体および前記溶出液体が、前記ポンプによって前記管路に加
えられた陰圧によって流れる、請求項２０に記載のシステム。
【請求項２３】
　前記封入液体、前記試料液体および前記溶出液体が前記ポンプによって前記管路に加え
られた陽圧によって流れる、請求項２０に記載のシステム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この出願は、２０１２年１月２５日に出願された米国仮出願第６１／５９０，４９９号
（これは、その全体が参考として本明細書に援用される）の利益を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　生体分子の単離は、あらゆる試料加工処理システムの重要な部分である。自動化された
分子分析システムの開発において、現在、最も大きく制限されているのは、試料の調製お
よび標的試料の精製である。
【０００３】
　すべての生化学プロセスのために、試料標的の単離および精製は、その成功に欠かせな
いものである。生化学分析プロセスとしては、これらに限定するものではないが、パイロ
シーケンシング、核酸ライゲーション、ポリメラーゼ連鎖反応、デジタルＰＣＲ、ｑＰＣ
Ｒ、核酸シーケンシング、タンパク質検出／タンパク質濃縮、遺伝子ビーズコーティング
、希少細胞検出、および細胞濃縮が挙げられ、これらのプロセスにおける制約は、分析で
使用する反応試料中に存在する標的の出発濃度および生化学的阻害物質のレベルによるも
のである。
【０００４】
　ほとんどの生化学分析において、初期試料から標的を分離し、生化学阻害物質を除去す
るための一連の事前分析ステップが試料に対して行われる。これらのステップは、通常、
労働集約的で、最終的には、標的の出発濃度を低減する。
【０００５】
　現在の試料精製の好ましい方法はスピンカラムを使用する。しかし、スピンカラムは多
数の遠心分離ステップを必要とし、そのため、自動化ＤＮＡライブラリー調製プラットフ
ォームと一体化することができない。同様に、アガロースゲルから核酸断片を精製するた
めの精製技法もまた、核酸の単離を達成するために遠心分離ステップを必要とする。
【０００６】
　試料精製に使用される技法の１つは、常磁性ビーズに基づく精製である。この方法は、
ＤＮＡ回収率を改善することができる手法と、特定のＤＮＡ断片サイズを選択的に結合す
るために使用することができる調整可能なバッファー条件を提供する。
【０００７】
　常磁性ビーズに基づく精製は、静的ウェルバッチプロセスである。現行法は、初期試料
と共に、マイクロタイタープレートのウェルにビーズ混合物である常磁性ビーズおよびバ
ッファーを入れるピペット操作を含んでいる。溶液はピペットで移し、混合し、室温でイ
ンキュベートして、ＤＮＡをビーズに結合させることができる。その後、マイクロタイタ
ープレートは磁気プレート上に置かれる。結合したＤＮＡを担持しているビーズは、プレ
ートの縁部に移動し、磁石によって保持される。次に、上清（廃棄物含有）は、ピペット
を使用して取り除かれ、廃棄される。これに続いて、その後、多数の洗浄ステップが実施
され、ビーズペレット上に存在する／ビーズペレットに存在する残存廃棄物を除去する。
ビーズペレットを含有するプレートにエタノールをピペットで移し、インキュベートし、
次いで、ピペットを使用して除去する。この洗浄ステップは、２回繰り返される。その後
、溶出バッファーを添加する。プレートを磁気プレートから取り除き、溶出バッファーを
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ピペット混合によって混合する。マイクロタイタープレートを、磁気プレート上に戻す。
次いで、精製ＤＮＡを含有する溶離液がピペットを使用して回収される。
【０００８】
　常磁性ビーズに基づくプロトコールは労働集約的プロセスであり、必要とされる数多く
のピペット操作ステップがあるため、自動化は容易ではない。また多数のピペット操作ス
テップによって、初期試料および最終試料の容量が大きくなり、データポイント当たりの
試薬コストが高くなる。
【０００９】
　ある用途は、限定するものではないがこの用途は、次世代シーケンシングプラットフォ
ームのための試料精製を改善するためのものである。多くの次世代シーケンシングプラッ
トフォームは、塩基対の長さが特定の範囲内のＤＮＡ断片からなるＤＮＡライブラリーを
必要とする。さらに、これらのＤＮＡ断片は、ＰＣＲを用いて配列を増幅させることがで
きるように、また、ライブラリー断片がシーケンサフローセルにアニールすることができ
るように、特定のヌクレオチド配列（アダプター）でタグ付けする必要がある。単一フロ
ーセル内に試料を多重化する場合、配列特異的指標もまた、個別の試料を同定するために
ＤＮＡ断片に付加することができる。ＤＮＡのタグメンテーション（ＤＮＡが断片化され
、アダプターでタグ付けされる）ならびに通常のアダプターおよび指標の付加は、２種類
の個別の生物学的反応で達成される。これらの反応に続いて、ＤＮＡライブラリーは清浄
化され、過剰のヌクレオチド、酵素、プライマー、塩および他の汚染物質が除去される。
したがって、ＤＮＡをタグメンテーションし、タグメンテーションされたＤＮＡを精製し
、通常のアダプターおよび指標を付加し、最終ライブラリー生成物を精製することが必要
とされるワークフローは複雑であり、労働集約的である。
【００１０】
　本願で概説したシステムおよび方法は、無汚染、低容量、高スループット、低コスト、
および／または高試料濃度の試料の取り扱いの達成を補助することができる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　生体分子の単離および加工処理に常磁性ビーズを使用するための装置、システムおよび
方法。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、連続流動キャピラリーに基づく精製システムを示す図である。
【図２】図２は、双方向流動キャピラリーに基づく精製システムを示す図である。
【図３】図３は、連続流動キャピラリーに基づく精製システムの磁気清浄化ステップを示
す図である。
【図４】図４は、コントローラーのプログラムとして実行することができる方法を示す。
【図５】図５は、コントローラーのプログラムとして実行することができる方法を示す。
【図６】図６は、コントローラーのプログラムとして実行することができる方法を示す。
【図７】図７は、対照プロトコールとキャピラリー清浄化プロトコールの間で同等の回収
率を示す分光測光結果を示す。回収／溶出ＤＮＡ（アクチン－ベータアンプリコン）の濃
度は、対照ビーズに基づく精製とキャピラリービーズに基づく精製の両方についてプロッ
トされている。
【図８】図８は、対照清浄化とキャピラリー清浄化に関するＮｅｘｔｅｒａ生成物のスメ
アを示すゲル画像を示す。
【図９】図９は、対照プロトコールとキャピラリー清浄化プロトコールから回収されたＮ
ｅｘｔｅｒａ生成物を示すｑＰＣＲの結果を示す。
【図１０】図１０は、キャピラリーでのビーズに基づく精製を使用した、２８５ｂｐアン
プリコンの回収を確認したゲルの結果を示す。精製していない生成物（レーン１０２、１
０３）を精製した生成物（レーン１０４、１０５）と比較すると、プライマーダイマーな
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どの非特異的生成物が成功裏に除去されたことが明らかである（レーン１０１はラダーで
ある）。
【図１１】図１１は、キャピラリーの汚染除去－再利用可能性の実施例のｑＰＣＲ結果を
示す。
【図１２】図１２は、コントローラーのプログラムとして実行することができる方法を示
す。
【図１３】図１３は、コントローラーのプログラムとして実行することができる方法を示
す。
【図１４】図１４は、コントローラーのプログラムとして実行することができる光学分析
による細胞濃縮方法を示す。
【図１５】図１５は、コントローラーのプログラムとして実行することができる細胞濃縮
方法を示す。
【図１６】図１６は、コントローラーのプログラムとして実行することができる常磁性ビ
ーズを機能化する方法を示す。
【図１７】図１７は、コントローラーのプログラムとして実行することができる、使用し
た常磁性ビーズを清浄化し除去する方法を示す。
【図１８】図１８は、コントローラーのプログラムとして実行することができる複合液体
セル技術との相互作用の方法を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本開示は、一部の実施形態では、管路内の生体分子を単離するためのシステムおよび方
法を提供する。管路はいずれの方向においての流れも有することが可能で、コントローラ
ーによって制御される。
【００１４】
　一実施形態では、図１Ａによれば、常磁性ビーズおよび試料２を含有するスラグならび
に非混和性流体バッファー３を管路１内に流す。試料は、標的生体分子、生化学プロセス
阻害物質および汚染物質を含むことができる。管路は、長さに沿って１カ所に磁場を形成
する供給源４を有する。図１Ｂによれば、常磁性ビーズおよび試料スラグ２ならびに溶出
バッファースラグ５は、非混和性流体３によって分離される。常磁性ビーズおよび試料ス
ラグ２は磁場源４に到達し、そこではビーズが磁場内で捕捉される。図１Ｃによれば、常
磁性ビーズおよび試料スラグ２は管路１内を流れ続けるが、標的生体分子６に結合してい
る常磁性ビーズは磁場源により捕捉されたままである。図１Ｄによれば、溶出バッファー
５は磁場源に到達し、捕捉された常磁性ビーズを包む。結合した標的生体分子は、管路１
に沿って流れるにつれて溶出バッファーへ放出される。図１Ｅによれば、溶出バッファー
および標的生体分子７は、分配またはさらなる分析のために、管路１内に留まる。
【００１５】
　一実施形態では、図２Ａによれば、管路２０内の磁場源２２で、常磁性ビーズ２３から
溶出バッファー２４中の標的生体分子の解放された後、流れを逆転させる。図２Ｃによれ
ば、溶出バッファーおよび標的生体分子は、磁場源２２によって捕捉された常磁性ビーズ
２３を越える流れの中に戻り、分配するための元の吸入位置に戻る。
【００１６】
　一実施形態では、図３Ａによれば、管路３１の磁場源３４によって捕捉されている常磁
性ビーズ３５からの溶出バッファー３６中の標的生体分子が解放された後、非混和性流体
３３、ビーズ除去および清浄化スラグ３２が続く。図３Ｂによれば、ビーズ除去および清
浄化スラグ３２が常磁性ビーズ３５を包むと、磁場源３４は取り除かれる（物理的または
オフ状態への変化による）。図３Ｃによれば、常磁性ビーズ３５は、除去および清浄化ス
ラグ３２に応答し、スラグ３７として管路３１に沿って流れ続ける。このビーズ除去およ
び清浄化プロセスは、管路３１を再利用できるようにし、試料のいかなる交差汚染も防止
する。
【００１７】
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　一実施形態では、本方法は、キャピラリーチューブと、ポンプと、キャピラリーチュー
ブの長さに沿った位置の局在化磁場の使用を含む。まず、バッファーおよび生化学コーテ
ィングされているビーズを含むビーズ混合物のスラグと、標的生体分子をキャピラリーチ
ューブに引き込む。ビーズは、生化学コーティングされている磁性ビーズ、または常磁性
コーティングされている非磁性ビーズ（シリカ、セラミック、ポリマーなど）であっても
よい。これに、非混和性流体、例えば、空気およびオイルなどのスラグが続き、次いで、
エタノール、空気、オイルおよび溶出バッファーの個別の（ｄｉｓｃｒｅｅｔ）スラグが
続く。スラグは局在化磁場を通過するチューブ内を流れ、そこでは常磁性ビーズが磁場内
で捕えられるが、ビーズ混合物スラグの他の成分はチューブに沿って流れ続け、常磁性ビ
ーズからすべての非結合分子を取り除く。スラグの連続的な流れは、次に、オイルまたは
空気スラグをもたらすが、これは、ビーズ混合物スラグとエタノールスラグとの混合を防
止するためのバッファーとして使用される。エタノールスラグは、常磁性ビーズ由来の残
存しているすべての汚染物質を清浄化する。この清浄化ステップは、初期スラグピックア
ップシーケンスのプロトコールに応じて繰り返すことができる。エタノールスラグが通過
した後、オイルバッファーを溶出バッファーのスラグの前に通過させ、溶出バッファース
ラグとの混合に由来するチューブに沿ったエタノールのあらゆる微量要素を防止する。次
いで、溶出バッファーは常磁性ビーズを越えて流れ、生体分子標的が常磁性ビーズから溶
出バッファースラグへ放出される。スラグは、さらなる生物学的加工処理および分析のた
めに、チューブに沿って流れ続ける。
【００１８】
　一実施形態では、溶出バッファースラグが常磁性ビーズを越えて通過した後に、流れの
方向を逆転させ、標的生体分子を有する溶出バッファーはシステムから分配される。
【００１９】
　一実施形態では、溶出バッファースラグが通過した後に、磁場は取り除かれ、次のエタ
ノールのスラグは、常磁性ビーズをキャピラリーチューブ内の流れに戻す。次いで、この
スラグにオイルスラグ、エタノールスラグ、およびオイルスラグが続き、キャピラリーチ
ューブを清浄化し、次のスラグ反応のいかなる汚染も防止する。
【００２０】
　一実施形態では、エタノールスラグに空気スラグが常に続き；これによって、システム
内のすべてのエタノールの除去が確実となる。空気スラグは、空気中にエタノールを蒸発
させることができる。
【００２１】
　生体分子の例としては、細胞、核酸、タンパク質、酵素、血液、唾液、および有機材料
が挙げられる（ただし、これらに限定するものではない）。
【００２２】
　ビーズミックスは、典型的には、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）および塩を含むバ
ッファー溶液中のビーズから構成されている。
【００２３】
　ビーズの大きさは、典型的には、０．１から５００ミクロンの範囲内にある。
【００２４】
　ビーズは磁性であるか、または磁気コーティングが施されている。
【００２５】
　ビーズ材料は、磁気コーティングが施されているポリマー、セラミックまたは金属であ
り得る。
【００２６】
　一実施形態では、ビーズは細胞の付着のために機能化されている。
【００２７】
　一実施形態では、ビーズは核酸の付着のために機能化されている。
【００２８】
　一実施形態では、ビーズは酵素、試薬、プライマーまたは有機材料の付着のために機能
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化され、またはそれらの付着に限定されている。
【００２９】
　非混和性相の形成に使用されるオイルとしては、シリコーンオイル、パーフルオロカー
ボンオイル、およびパーフルオロポリエーテルオイルが挙げられるが、これらに限定する
ものではない。
【００３０】
　溶出バッファーとしては次のものが挙げられるが、これらに限定するものではない；滅
菌水；用途に応じて所望の範囲内のｐＨを維持するために追加したｐＨバッファーを含む
滅菌水。
【００３１】
　管路はキャピラリーチューブであり得る。
【００３２】
　管路材料は、ポリマー、セラミックまたは金属であり得る。
【００３３】
　管路は疎水性表面を有していてもよい。
【００３４】
　管路は、ポリマーキャピラリーチューブ、例えばＰＴＦＥ材料のキャピラリーチューブ
であってもよい。
【００３５】
　管路の直径は、典型的には、直径１０ミクロンから１０ミリメートルの範囲内である。
【００３６】
　一実施形態では、管路の壁厚は少なくとも１０ミクロン以上である。
【００３７】
　管路の内部形状は円形、正方形、楕円形、長方形のプロファイルであってもよく（しか
し、必ずしもこれらに限定されない）、波状の表面を有していてもよく、少なくとも１つ
の平坦な表面を有していてもよく、または表面強化の特徴を有していてもよい。
【００３８】
　管路内の流量は、典型的には、０．００００１μＬ／時間から１０００ｍＬ／分の範囲
内にある。
【００３９】
　管路の外部形状は円形、正方形、楕円形、長方形のプロファイルであってもよく（しか
し、必ずしもこれらに限定されない）、波状の表面を有していてもよく、少なくとも１つ
の平坦な表面を有していてもよく、または表面強化の特徴を有していてもよい。
【００４０】
　一実施形態では、管路は基材にエッチングされたチャネルである。
【００４１】
　一実施形態では、管路はチップ上に成形されたチャネルである。
【００４２】
　一実施形態では、管路はチップに基づく分析システムと一体化されている。
【００４３】
　少なくとも１つまたは複数の磁場は、管路の長さに沿って位置している。磁場は、永久
磁石によって、またはいくつかの電磁的方法によって生成することができる。
【００４４】
　一実施形態では、磁場は制御可能であり、磁場は、磁石の移動／除去、または電磁場の
遮断／中和のいずれかによって非作動化することができる。
【００４５】
　一実施形態では、磁場源は管路の周りに円周方向に配置されており、複数の磁極を発生
させる。
【００４６】
　一実施形態では、磁場源は管路の長さに沿って配置されており、複数の磁極を発生させ
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る。
【００４７】
　一実施形態では、システムを通る流れは、陽圧によって形成される。
【００４８】
　一実施形態では、システムを通る流れは、陰圧によって形成される。
【００４９】
　一実施形態では、本方法は、キャピラリーチューブ、ポンプ、およびキャピラリーチュ
ーブの長さに沿った位置での局在化磁場の使用を含む。まず、ビーズ混合物（バッファー
および生化学コーティングしたビーズ）のスラグをキャピラリーチューブに引き込む。こ
れに、非混和性流体、例えば空気またはオイルのスラグが続き、その後、精製するための
試料のスラグが続く。これに続き、さらなる非混和性スラグが引き込まれ、また、エタノ
ール、空気、オイルおよび溶出バッファーのさらなる個別のスラグが引き込まれる。スラ
グは、チューブ内を流れ局在化磁場を通過し、そこでは常磁性ビーズが磁場内で捕えられ
るが、ビーズ混合物スラグの他の成分はチューブに沿って流れ続ける。流量および磁場は
、生化学的プロセスが行われるのに十分な滞留時間が確保されるように制御される。流動
する流体は、管路に沿って、製品のビーズへの結合と、すべての非結合分子の常磁性ビー
ズからの除去を続ける。スラグの連続する流れは、オイルスラグまたは空気スラグをもた
らすが、これらは水系スラグ、例えば、これに限定するものではないが、ビーズ混合物、
エタノール、および希釈バッファーのスラグなどの混合を防止するバッファーとして使用
される。エタノールスラグは、常磁性ビーズ由来の残存しているすべての汚染物質を清浄
化する。この清浄化ステップは、初期スラグピックアップシーケンスのプロトコールに応
じて繰り返すことができる。エタノールスラグが通過した後、オイルバッファーを溶出バ
ッファースラグの前に通過させ、溶出バッファースラグとの混合に由来するチューブに沿
ったエタノールのあらゆる微量要素を防止する。次いで、溶出バッファーは常磁性ビーズ
を越えて流れ、生体分子標的が常磁性ビーズから溶出バッファースラグへ放出される。ス
ラグは、さらなる生物学的加工処理および分析のために、チューブに沿って流れ続ける。
【００５０】
　システムに引き込まれるスラグとしては次のものが挙げられるが、これらに限定するも
のではない；ビーズミックス；オイル；溶出バッファー；エタノール；水；空気；試料；
生化学ミックス（試薬、酵素など）、ビーズ機能化ミックス；グルコース；バッファー；
添加剤；光学性マーカー；蛍光性マーカー；およびセル。
【００５１】
　装置内で使用されるスラグの順序は次のものが挙げられるが、これに限定するものでは
ない。
【００５２】
　ビーズミックスおよび試料－オイル－溶出バッファー。
【００５３】
　ビーズミックスおよび試料－オイル－溶出バッファー。
【００５４】
　ビーズミックスおよび試料－空気－オイル－溶出バッファー。
【００５５】
　ビーズミックスおよび試料－空気－エタノール－オイル－溶出バッファー。
【００５６】
　ビーズミックスおよび試料－オイル－エタノール－オイル－溶出バッファー。
【００５７】
　ビーズミックスおよび試料－空気－エタノール－空気－エタノール－空気－オイル－溶
出バッファー。
【００５８】
　ビーズミックスおよび試料－オイル－エタノール－オイル－エタノール－空気－オイル
－溶出バッファー。
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【００５９】
　ビーズミックスおよび試料－オイル－エタノール－オイル－エタノール－空気－オイル
－生化学ミックス－オイル－溶出バッファー。
【００６０】
　ビーズミックス－オイル－試料－オイル－エタノール－空気－オイル－生化学ミックス
－オイル－溶出バッファー。
【００６１】
　ビーズミックス－オイル－ビーズ機能化混合物－オイル－懸濁バッファー。
【００６２】
　ビーズミックス－オイル－ビーズ機能化混合物－オイル－試料－オイル－エタノール－
空気－オイル－生化学ミックス－オイル－溶出バッファー。
【００６３】
　これらの順序および他の順序は、システムからビーズを除去するために、追加のステッ
プ（すなわちスラグ通過）を含んでいてもよい。このステップは、コントローラーとチュ
ーブに沿った磁場の摂動によって行うことができる。
【００６４】
　一実施形態では、光学的検出は磁場源で使用される。
【００６５】
　一実施形態では、光学的検出はスラグを分析するため磁場源上流で使用される。
【００６６】
　一実施形態では、光学的検出は、スラグを分析するため磁場源下流で使用される。
【００６７】
　一実施形態では、キャピラリーチューブの複数の並列ラインは、単一磁場通過に使用さ
れる。
【００６８】
　一実施形態では、キャピラリーチューブの複数の並列ラインは、多数の局在化磁場の通
過に使用される。
【００６９】
　一実施形態では、管路の少なくとも１つまたは複数のラインは、ポンプおよびコントロ
ーラーを備えたシステムへ一体化するためのカセット内で一緒に組み立てられる。
【００７０】
　一実施形態では、標的分子を含む溶出バッファーは、さらなる生化学加工処理および分
析のため、複合液体セルに分配される。
【００７１】
　一実施形態では、使い捨てのキャピラリーチューブが使用される。これらのチューブは
、それぞれの試料プロセスに対して交換される。
【００７２】
　一実施形態では、管路は再使用可能である。
【００７３】
　一実施形態では、管路が再使用可能な場合、蒸気がシステムの汚染除去と清浄化にシス
テム内で使用される。
【００７４】
　一実施形態では、管路が再使用可能な場合、漂白剤がシステムの汚染除去と清浄化にシ
ステム内で使用される。
【００７５】
　一実施形態では、管路が再使用可能である場合、市販のＤＮＡ消化酵素がシステムの汚
染除去と清浄化にシステム内で使用される。
【００７６】
　一部の実施形態は、常磁性ビーズおよび試料流体投入口、非混和性流体投入口、溶出バ
ッファー投入口、流体管路、磁場源、液体取り扱いシステム、ならびに液体取り扱いシス
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テムおよび磁場源に作動可能に接続されているコントローラーを有する試料取り扱いシス
テムを含む。一部の実施形態では、コントローラーは、次のようにプログラムすることが
できる：（１）常磁性ビーズおよび試料のスラグを引き込み、（ａ）磁場源を通過させ、
（ｂ）ここで、常磁性ビーズおよび結合した標的生体分子が捕捉され、（ｃ）残りの試料
内容物は磁場源を過ぎてスラグ内で流れ続け；（２）非混和性流体のスラグを引き込み；
（３）溶出バッファーのスラグを引き込み、（ａ）磁場源を通過し、（ｄ）ここで、結合
した標的生体分子が磁場において常磁性ビーズから溶出バッファーへ放出され、（ｅ）ス
ラグは、分配またはさらなる分析のために管路内を流れ続ける。例示的なフローチャート
は、図４～６および１２～１８に示している。
【００７７】
　一部の実施形態では、液体取り扱いシステムは、管路と駆動体を含む。一部の実施形態
では、コントローラーは、管路にステップ（１）および（２）を実行させ、次いで、一般
的にはエタノールスラグである、清浄化プロトコールのためのスラグを引き込み、次いで
、ステップ（３）および（４）を実行するよう、駆動体を作動させるようにプログラムす
ることができる（図５）。一部の実施形態では、コントローラーはまた、ステップ（５）
の後およびステップ（３）の前に、（６）管路に生化学試薬のスラグを引き込むよう、駆
動体を作動させるようにプログラムすることができる（図６）。
【００７８】
　一部の実施形態では、磁場源は固定磁石を含む。一部の実施形態では、コントローラー
は、管路がステップ（１）、（２）、（３）および（４）を実行し、かつ（ａ）スラグを
引き込み磁場源を通過するように、駆動体を作動させるようにプログラムすることができ
る（図１２）。一部の実施形態では、コントローラーは、操作（ａ）を実行しながら、管
路がステップ（１）、（２）、（５）、（６）、（３）および（４）を実行するよう、駆
動体を作動させるようにプログラムすることができる（図１３）。
【００７９】
　一部の実施形態では、コントローラーは、管路が（７）常磁性ビーズのスラグを引き込
み、（８）抗体のスラグを引き込み、（９）生体試料のスラグを引き込み、次いで、（ａ
）および（ｆ）磁場源で光学的検出の操作を実行しながらステップ（３）を行い、続いて
ステップ（４）が行われるよう、駆動体を作動させるようにプログラムすることができる
（図１４）。一部の実施形態では、コントローラーは操作（ｆ）を実行しなくてもよい（
図１５）。
【００８０】
　一部の実施形態では、磁場源は可変状態の磁場源を含む。
【００８１】
　一部の実施形態では、コントローラーは、管路が（１０）常磁性ビーズのスラグを引き
込み、次いで操作（ａ）を実行しながら（１１）常磁性ビーズ機能化ミックスのスラグを
引き込み、次いで（１２）常磁性ビーズバッファーのスラグを引き込むように、駆動体を
作動させるようにプログラムすることができ、また、コントローラーに対し、磁場源の状
態を変えて、（１３）バッファー中に一定容量の機能化常磁性ビーズを分配する前に、（
ｆ）スラグを流しオフ状態の磁場源を通過させることを実行するようにプログラムするこ
とができる（図１６）。
【００８２】
　一部の実施形態では、コントローラーは、（ａ）を実行しながらステップ（４）、（５
）および（６）の後に、（１２）常磁性ビーズバッファーのスラグを引き込み、かつ磁場
源を変更し、（ｆ）をステップ（５）および次いで（６）の後に実行し、続いて（１４）
バッファー溶液に一定容量の使用した常磁性ビーズを分配するようにさらにプログラムさ
れている（図１７）。
【００８３】
　一部の実施形態では、コントローラーは、ステップ（４）の前に（１５）封入液体投入
口から封入液体を引き込み、（１６）吸入された封入液体を担体液体の自由表面上でかつ
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安定化特徴部の近くに放出するようにさらにプログラムされている。一部の実施形態では
、コントローラーは、ステップ（４）の代わりに、ステップ（１３）またはステップ（１
４）を実行するようにプログラムすることができる。
【００８４】
　キャピラリービーズに基づく精製は、標準的なプロトコールに比べて多くの利点を提供
する。清浄化の自動化様式は手動による時間をはぶき、プロトコールの全時間を大幅に短
縮する。この手法はまた、ＤＮＡの精製ステップの再現性を改善することもできると考え
られる。マイクロ流体キャピラリー手法によってナノリットル容量の清浄化が可能になり
、その際、小容量をピペットで移すことに伴った著しい容量の損失はなくなる。これによ
って非常に小容量の試料を加工処理できるとともに、試薬の消費を低減することができる
。標準的な精製プロトコールにおける別の重要な要因は、使用者によってもたらされる変
動性である。本システムおよび方法は、精製プロトコールから生じるこの変動性を取り除
く。
【００８５】
　適用
　キャピラリー清浄化および複合液体セル加工処理
　一実施形態では、標的生体分子を含む溶出バッファーは、互いに非混和性の担体流体の
自由表面上に位置する非混和性流体セルに分配される。得られた複合流体セルは、輸送さ
れ、かつ／または合体され、かつ／または混合され、かつ／またはその上で生化学的加工
処理が実施され得る。
【００８６】
　一実施形態では、標的生体分子を含む溶出バッファーは、機械的安定化特徴を有する互
いに非混和性の担体流体の自由表面上に位置する非混和性流体セルに分配される。
【００８７】
　一実施形態では、管路へ引き込まれる流体の順序によって、管路からの相互に非混和性
の担体流体の自由表面上へ分配する際に、複合液体セルを生成する。
【００８８】
　一実施形態では、常磁性ビーズは、表面の再機能化のために、複合液体セルへの管路清
浄化プロトコールに従って分配される。
【００８９】
　一実施形態では、加工処理のために管路に引き込まれる流体は複合液体セルである。
【００９０】
　一実施形態では、システムに引き込まれる複合液体セルは、常磁性ビーズとバッファー
を有する。
【００９１】
　一実施形態では、システムに引き込まれる複合液体セルは、初期試料を含有する。
【００９２】
　一実施形態では、システムに引き込まれる複合液体セルは、標的生体分子を放出するた
めの溶出バッファーを含有する。
【００９３】
　一実施形態では、システムに引き込まれる複合液体セルは、管路の磁場源において常磁
性ビーズ上で加工処理するための生化学ミックスを含有する。
【００９４】
　一実施形態では、複合液体セル技術は、常磁性ビーズと初期試料を合体させるために使
用される。複合液体技術は汚染を防止し、また、簡易加工処理および／もしくはインキュ
ベーション；ならびに／または保存；ならびに／または輸送；ならびに／または精製前の
試料の混合を可能にする。
【００９５】
　一実施形態では、複数の複合流体セルは並列で生成される。
【００９６】
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　本システムおよび方法が適合され得る複合液体セルシステムの例は、例えばＰＣＴ／Ｉ
Ｅ２０１１／００００４０に開示されており、これは、参考として本明細書に援用される
。
【００９７】
　磁性粒子を含有する試料液体および非混和性封入液体を取り扱うための一部の方法は、
以下：管路に封入液体を流すこと；試料液体が（ａ）封入液体に包まれ、かつ（ｂ）管路
内の所定の捕捉部位に位置するように、試料液体を管路に流すこと；捕捉部位に磁場を適
用することによって捕捉部位で磁性粒子を固定すること；（ａ）溶出液体が封入液体に包
まれ、（ｂ）試料液体が捕捉部位から離れるように流され、かつ（ｃ）溶出液体が捕捉部
位へ流され、固定された磁性粒子を包むように、管路に溶出液体を流すことを含む。標的
分子は磁性粒子に結合することができる。この結合は、試料液体を流す前に試料液体中で
生じてもよく、またはこのプロセスで、もしくは別の液体媒体における他の時点で生じて
もよい。標的分子、例えば、生体分子はまた、溶出液体で粒子を包むことにより、磁性粒
子から遊離（解放）させることができる。粒子は、プロセス中、可動化させても、可動化
させなくてもよい。例えば、粒子は、試料液体が捕捉部位にある場合、溶出液体が捕捉部
位にある場合、または、別の流体が捕捉部位にある場合に可動化され得る。本方法はさら
に、溶出液体中の磁性粒子を可動化すること、ならびに磁性粒子および／または遊離され
た標的分子と一緒に捕捉部位から離れるように溶出液体を流すことも含んでもよい。溶出
液体もまた、標的分子と一緒に捕捉部位から離れるように流すことができるが、磁性粒子
は固定されたままである。
【００９８】
　方法は、（ａ）清浄化流体が封入液体に包まれ、かつ（ｂ）清浄化流体が固定された磁
性粒子を包むように、捕捉部位へ１つまたは複数の清浄化流体を管路に流すことをさらに
含むことができる。磁性粒子は清浄化流体中で可動化し得るが、清浄化流体は捕捉部位に
ある。清浄化流体はまた、捕捉部位から離れて管路中を流れることができる。もし可動化
されていれば、磁性粒子は清浄化流体と共に運ぶことができる。あるいは、磁性粒子は捕
捉部位で清浄化流体中にて可動化し、次いで、再び固定させることができる。その後、清
浄化流体は、管路で捕捉部位から離れるように流れ得るが、磁性粒子は捕捉部位に残って
いる。第２の清浄化流体もまた管路を流れ得る。
【００９９】
　磁性粒子を含有する第１の試料液体、第２の試料液体および封入液体を取り扱うための
一部の方法であって、試料液体の両方が封入液体と非混和性である方法は、封入液体を管
路に流すこと；第１の試料液体が（ａ）封入液体に包まれ、かつ（ｂ）管路内の所定の捕
捉部位に位置するように、第１の試料液体を管路に流すこと；捕捉部位に磁場を適用する
ことによって捕捉部位で磁性粒子を固定すること；第１の試料液体を捕捉部位から離れる
ように流す一方、磁性粒子は捕捉部位に固定されたままであるように、第１の試料液体を
管路に流すこと；第２の試料液体が（ａ）封入液体に包まれ、かつ（ｂ）固定された磁性
粒子を包むように、第２の試料液体を管路に流すことを含む。
【０１００】
　第２の試料液体が磁性粒子を包む場合、第２の試料液体は、磁性粒子と結合する標的分
子、例えば生体分子を含有し得る。磁性粒子は第２の試料液体中で固定されたままである
か、第２の試料液体中で可動化され得る。また方法は、第２の試料液体を流した後、（ａ
）溶出液体が封入液体に包まれ、（ｂ）第２の試料液体が捕捉部位から離れるように流れ
、かつ（ｃ）溶出液体が捕捉部位へ流れ、かつ固定された磁性粒子を包むように、溶出液
体を管路に流すことも含む。溶出液体を流すことは、溶出液体で磁性粒子を包むことによ
り標的生体分子を磁性粒子から遊離させることをさらに含み得る。磁性粒子は溶出液体中
で固定されたままであるか、溶出液体中で可動化され得る。
【０１０１】
　方法はさらに、清浄化流体を使用して、例えば、第２の試料液体を流した後、（ａ）第
１の清浄化液体が封入液体に包まれ、（ｂ）第２の試料液体が捕捉部位から離れるように
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流され、（ｃ）第１の清浄化液体が捕捉部位へ流され、かつ固定された磁性粒子を包むよ
うに、第１の清浄化液体を管路に流すこと；ならびに、第１の清浄化液体を流した後、（
ａ）溶出液体が封入液体に包まれ、（ｂ）第１の清浄化液体が捕捉部位から離れるように
流され、かつ（ｃ）溶出液体が捕捉部位へ流され、かつ固定された磁性粒子を包むように
、溶出液体を管路に流すことをさらに含む。
【０１０２】
　本明細書で開示した方法のいずれかにおいて、試料液体と封入液体は、開示した方法中
のいくつかの時点で、または開示した方法の全体にわたって、複合液体セルを構成するこ
ともできる。同様に、開示した方法のいずれかにおいて、マーカーを標的分子と共に使用
することができる。そのようなマーカーは、捕捉部位の光学的な問い合わせまたは蛍光性
の問い合わせによって検出することができる。これらの方法のいずれかにおいて、管路は
、例えばキャピラリーチューブであり得る。
【０１０３】
　液体取り扱いシステムは、所定の捕捉部位を有する管路と、管路のある位置へ陽圧もし
くは陰圧を加えるか、または外圧を加えないように構成されているポンプと、作動された
場合には捕捉部位で磁場を適用し、かつ作動されなかった場合は実質的に磁場を適用しな
いように構成されている磁場源と、ポンプおよび／または磁場源を作動できるように、ポ
ンプと磁場源に作動可能に取り付けられているコントローラーとを含み得る。コントロー
ラーは、封入液体が管路を流れるようにポンプを作動し；磁性粒子を含有する試料液体が
（ａ）封入液体に包まれ、かつ（ｂ）管路内の捕捉部位に位置するように、試料液体が管
路を流れるようにポンプを作動し；磁性粒子が捕捉部位で固定されるように、磁場源を作
動し；（ａ）溶出液体が封入液体に包まれ、（ｂ）試料液体が捕捉部位から離れるように
流れ、かつ（ｃ）溶出液体が捕捉部位へ流れ、かつ磁性粒子を包むように、溶出液体が管
路を流れるようにポンプを作動するようにプログラムすることができる。より一般的には
、コントローラーは、開示した方法のいずれかを実施するように、ポンプを作動し、磁場
源を作動し、かつ／または磁場源を非作動化するようにプログラムすることができる。管
路は、例えばキャピラリーチューブであり得る。ポンプは、管路に陽圧および／または陰
圧を加えるように構成することができる。例えば、ポンプは、陽圧下で一方向に管路内の
流体を流し、かつ陰圧下で別方向に管路内の流体を流すように構成することができる。
【０１０４】
　シーケンシング
　多くの次世代シーケンシング（ＮＧＳ）プラットフォームは、塩基対の長さが特定の範
囲内のＤＮＡ断片からなるＤＮＡライブラリーを必要とする。さらに、これらのＤＮＡ断
片は、ＰＣＲを使用して配列を増幅させることができるように、また、ライブラリー断片
がシーケンサフローセルにアニールすることができるように、特定のヌクレオチド配列（
アダプター）でタグ付けする必要がある。単一フローセル内に試料を多重化する場合、配
列特異的指標もまた、個別の試料を同定するためにＤＮＡ断片に付加することができる。
ＤＮＡのタグメンテーション（ＤＮＡが断片化され、アダプターでタグ付けされる）なら
びに通常のアダプターおよび指標の付加は、２種類の個別の生物学的反応で達成される。
これらの反応に続いて、ＤＮＡライブラリーは清浄化され、過剰のヌクレオチド、酵素、
プライマー、塩および他の汚染物質が除去される。したがって、ＤＮＡをタグメンテーシ
ョンし、タグメンテーションされたＤＮＡを精製し、通常のアダプターおよび指標を付加
し、最終ライブラリー生成物を精製することが必要とされるワークフローは複雑であり、
労働集約的である。一実施形態では、キャピラリーに基づく清浄化システムは、遺伝子シ
ーケンシング内で必要とされる試料の精製およびＤＮＡ単離ステップを自動化するために
使用することができる。このプロセスの完全な例を下記に開示する。
【０１０５】
　遺伝子シーケンシングビーズコーティング
　遺伝子シーケンシングビーズ調製は、小ビーズが、適用に特異的な化学的性質でコーテ
ィングされるプロセスである。一実施形態では、遺伝子スクリーニングの前のビーズコー
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ティングは、ビーズミックススラグを流し、その後、定常磁場を通過する管路内のビーズ
をコーティングするために用いられる特異的プライマーの化学的性質により達成される。
次いで、溶出バッファーのスラグを通過させるが、ここで、ビーズ濃度はスラグ内で使用
される溶出バッファーの容量によって制御することができる。磁場は取り除かれ、機能化
ビーズミックスは、さらなる加工処理のために管路に沿って流れる。
【０１０６】
　一実施形態では、管路内の流れは逆転させることが可能であり、機能化ビーズミックス
は保存またはさらなる生化学的加工処理のために分配される。
【０１０７】
　これらの方法は、現在従来の技法を使用して達成することが不可能である、流体のマイ
クロリットル未満の容量を操作し組み合わせる便利な方法を提供するものであり、それに
よって、初期の試料容量を減らし、反応容量を減らすことによってビーズコーティング効
率を改善させる。ＰＣＲおよび熱サイクリングおよび遺伝子シーケンシングを使用するさ
らなる加工処理は、適用に特異的である。
【０１０８】
　この技術を使用することによって、これらの比較的小容量の標的に対する回収手順が大
幅に簡素化される。本システムは、加工処理における生体試料がいかなるピペット操作に
よる損失も招かないように、１００％容量の回復を促進する。これらの特徴は、生化学プ
ロセスの自動化を容易に促進させる。
【０１０９】
　小型ＲＮＡのサイズ選択
　小型ＲＮＡ分子のシーケンシングは、逆転写後のバックグラウンドの非特異的生成物の
圧倒的な量によって煩雑になっており、非特異的生成物の長さは、小型標的分子の長さよ
りもわずかに短い。現在、（ＲＮＡから逆転写される）小型標的ｃＤＮＡ分子は、所望の
ゲル電気泳動バンドを切り出すことによって選択されるサイズである。一般的に、ゲルス
ライスから得たＤＮＡが抽出され、ＰＣＲ反応に加え、次いで、スピンカラムに基づく手
法を使用して清浄化される。このワークフローは労働集約的であり、ＤＮＡの収量／回収
率は悪い。
【０１１０】
　一実施形態では、精製およびサイズ選択は、キャピラリーに必要な試薬をポンプで送り
込むことによって行われる。特定容量のＤＮＡビーズ溶液、エタノール、空気、および溶
出バッファーが引き込まれ、管路内を流れる。ＤＮＡ－ビーズ溶液が磁場を通過して流れ
るにつれて、ビーズおよび結合ＤＮＡは溶液から取り除かれて管路壁でペレットを形成さ
せる。後続のエタノールスラグが固定ペレットを通過して流れるにつれて、ビーズ－ＤＮ
Ａペレットを洗浄する。次いで、溶出バッファーがビーズペレットを通過して流れるにつ
れて、ＤＮＡをビーズから、溶液中に溶出させる。ポンプを逆転させ、精製ＤＮＡを含有
する溶出液を、ＮＧＳライブラリー調製ワークフローの次のステップのために回収する。
【０１１１】
　一実施形態では、常磁性ビーズをｃＤＮＡ生成物と混合する。特定のバッファー条件の
選択による磁性ビーズのサイズ選択特性を使用して（異なるサイズのＤＮＡは、異なるバ
ッファー条件を使用して結合させることができる）、小型ｃＤＮＡ分子を排他的にビーズ
に結合させることができ、一方、残りの分子は溶液に残り、廃棄物へ送られる。次いで、
小型標的分子は、溶出バッファーが固定ビーズペレットを通過すると溶出される。
【０１１２】
　一実施形態では、サイズ選択プロセスはエタノールスラグなしに行われる。
【０１１３】
　ＮＧＳシーケンシング用のＤＮＡライブラリーのサイズ選択
　各々の次世代シーケンサーは最適な読み取り長（塩基対）を有する。ライブラリー構築
の際に、ＤＮＡは、広範囲の塩基対の長さでＤＮＡ分子に断片化される。サイズ選択は、
現在、マイクロタイタープレート上で常磁性ビーズを使用して行われ、これは労働集約的
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であり、ピペット操作エラーやユーザープロトコールの変動から非効率的である。キャピ
ラリーに基づく管路システムは、ＤＮＡライブラリーのサイズ選択に使用することができ
る。
【０１１４】
　核酸精製
　キャピラリーに基づく管路システムは、ＰＣＲの前および／または後の試料の精製およ
び／または単離に使用することができる。常磁性ビーズは、核酸の精製および／または単
離のための部位として使用される。
【０１１５】
　常磁性ビーズは、ＰＣＲ後の取り込まれていない過剰なデオキシヌクレオチド三リン酸
、塩および酵素の除去に使用することができる。これらの汚染物質の効率的な除去は、下
流の適用、例えば、遺伝子型決定、サンガー法、および次世代シーケンシングなどにおけ
る確実な成功のために必要とされる。ビーズに基づく精製は、アンプリコンの高い回収率
、汚染物質の効率的な除去、および清浄化における融通性を提供する。可能な実施形態の
方法の一部の例を以下に示す。
【０１１６】
　タンパク質濃縮
　タンパク質濃縮はまた、キャピラリーに基づく管路システムを使用して行うことができ
る。常磁性ビーズは、標的タンパク質を濃縮する部位として使用される。
【０１１７】
　ビーズは抗体に対して高親和性を有する媒体でコーティングされる。標的タンパク質に
特異的な抗体はビーズに添加され、ビーズ表面に位置している結合部位にカップリングす
る。次いで、標的タンパク質を含有する生体試料が添加され、抗体に付着する。磁場が適
用されると、バックグラウンド分子を含有する生体試料からの分離および単離が可能にな
る。上清を廃棄し、溶出バッファーの添加を行うと、精製標的タンパク質が得られる。ビ
ーズに基づくタンパク質濃縮手法は、キャピラリーに基づくシステムを使用して達成する
ことが可能であり、自動化ハイスループット様式でタンパク質を濃縮することができる。
【０１１８】
　合成核酸構造体の構築：
　常磁性ビーズは、核酸構造体（オリゴヌクレオチド）の組立てを補助するために本明細
書で概説したシステムと同様のシステムで使用することができる。
【０１１９】
　磁性ビーズは、関連の結合化学の曝露において重要である、大きな表面－容量比を提供
する。所望の配列が組み立てられるまで、オリゴヌクレオチド合成は、成長鎖の５’末端
へヌクレオチド残基を段階的に付加することにより行われる。ステップは、カップリング
の前に、官能基を酸溶液により除去する非ブロック化（脱トリチル化）を含む。カップリ
ングはヌクレオシドホスホルアミダイトを導入し結合させて、次の塩基を構築する。次い
で、キャッピングを行い、さらなる鎖の伸長を防止することを確実にする。これは、通常
、無水酢酸および１－メチルイミダゾールで固体支持体を処理することによって行われる
。次いで、酸化を行って、安定性を高める。
【０１２０】
　細胞濃縮／単離
　常磁性ビーズは、生体試料から標的細胞を単離し濃縮するために使用することができる
。この手法は、カラムを使用せずに、生体試料から細胞を直接濃縮し、細胞の生存率と収
量を確実に高める。標的細胞が極めて稀である場合、これは、最小限の残存疾患の腫瘍細
胞解析などの適用において特に重要である。
【０１２１】
　濃縮は、生体試料に特異的な細胞マーカーに対する抗体でコーティングされた常磁性ビ
ーズを添加することによって達成される。標的細胞は、ビーズに結合し、磁石を用いて分
離される。次いで、バックグラウンド細胞を含有する上清は廃棄される。その後、標的細
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胞は分析のために回収することができる。この常磁性ビーズに基づく細胞単離および濃縮
手法はキャピラリーに基づくシステムで実施することができ、自動化された細胞濃縮が可
能になり、下流分析のため、他のマイクロ流体技術と一体化することができる。
【実施例】
【０１２２】
　以下の実施例は特定の実施形態を説明するが、開示された主題の範囲を限定するものと
してみなされるべきではない。
【０１２３】
　２８５ｂｐアンプリコンの精製および回収
　この実施例では、ＧｅｎＣｅｌｌ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓのキャピラリーに基づく核酸
精製システムから得たデータを示す。この実験は、キャピラリー精製システムによってＰ
ＣＲ生成物を精製および回収することができたことを実証するために実施した。
【０１２４】
　アクチン－ベータ遺伝子上の２８５ｂｐ断片を標的とするフォワードプライマーおよび
リバースプライマーを使用し、ＰＣＲを使用して意図した生成物を増幅した。次いで、こ
の生成物を使用して、キャピラリーに基づく常磁性ビーズ精製機器の性能を評価した。ビ
ーズ－バッファーミックス１８μＬ（ＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐ、Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ）を、Ｐ
ＣＲチューブに入れたＰＣＲ生成物１０μＬにピペットで加えた。１．８×ビーズミック
ス濃度で１００ｂｐよりも大きい断片が確実に回収される。ビーズ－ＤＮＡミックスは、
ＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐプロトコールによって推奨されているように、ピペットで混合し、５
分間室温でインキュベートしてＤＮＡをビーズに結合させた。２８μＬビーズ－ＤＮＡ溶
液をＰＴＦＥキャピラリーチューブ（内径４００ミクロン）へ吸引し、続いて７０％エタ
ノールスラグ５μＬを２つ、空気スラグ１０μＬ、ポリジメチルシロキサンオイル２．５
μＬ、および溶出バッファー（ヌクレアーゼを含まない水）１０μＬを吸引した。ＤＮＡ
－ビーズミックス、エタノール、空気、オイルおよび溶出バッファースラグの順になった
ものを、シリンジポンプ（ＰＨＤ２０００、Ｈａｒｖａｒｄ　Ａｐｐａｒａｔｕｓ）を使
用し、１０μＬ／ｍｉｎの一定流量でポンプで送り込んだ。記載した試薬の順序は、ＡＭ
Ｐｕｒｅ　Ｘｐプロトコールにより指定されている精製ステップを模倣した。溶液が磁石
を通過するとき、ビーズおよび結合標的ＤＮＡは、ビーズ－ＤＮＡ溶液からキャピラリー
壁へ取り除いた。エタノールスラグは、この時点で固定されているＤＮＡ－ビーズペレッ
トを越えて通過し、ペレットを洗浄し、残余の汚染物質を取り除いた。次いで、空気スラ
グとオイルスラグがペレットを過ぎて送達され、残余のエタノールを除去した。精製プロ
セスの最終ステップにおいて、溶出バッファースラグは、それがビーズペレットを通過す
るにつれて、ビーズから標的ＤＮＡを溶液へ溶出した。ポンプを逆転させ、溶出物は分析
用の滅菌済みＰＣＲチューブに回収した。この実験は二連で行った。次いで、溶出物はゲ
ル電気泳動を使用して分析した。
【０１２５】
　２つの溶出物試料を未精製の２８５ｂｐアクチン－ベータ製品と比較するゲル電気泳動
結果を図１０で確認することができる。図１０によれば、記載したキャピラリー精製技法
は成功裏に３８５ｂｐを回収したことが明らかである。溶出物のバンドを清浄化していな
いＰＣＲ生成物バンドと比較すると、精製手順により、プライマーダイマーなどの非特異
的生成物が除去されたことが明らかである。
【０１２６】
　ＤＮＡ回収率：従来のＤＮＡ単離プロトコールとの比較
　本実施例は、ＧｅｎＣｅｌｌ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓキャピラリー核酸精製システムか
ら得られたデータを示し、従来のビーズに基づく精製プロトコールと本キャピラリービー
ズに基づく精製プロトコールの間の回収率を比較する。これらの実験は、キャピラリービ
ーズに基づく精製手法の性能を評価するために使用した。
【０１２７】
　２８５ｂｐアクチンベータ－アンプリコンを精製のためのＤＮＡ鋳型として使用した。
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アンプリコンは、実施例２８５ｂｐアンプリコンの精製および回収において上記概説した
キャピラリービーズに基づく精製プロトコールに従って精製し、回収した。この実験は四
連で行い、溶出物試料は分析のために保存した。
【０１２８】
　個別の実験において、２８５ｂｐアンプリコンを含有する鋳型溶液１０μＬを、ＡＭＰ
ｕｒｅ　Ｘｐプロトコールに従って清浄化した。ＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズミックス１８
μＬを、鋳型溶液１０μＬを含有する９６ウェルマイクロタイタープレートのウェルにピ
ペットで移した。ＤＮＡビーズ混合物をピペットで混合し、５分間室温でインキュベート
した。マイクロタイタープレートを磁気プレートに置き、溶液から結合ＤＮＡを含有する
ビーズを分離した。ピペットを使用して上清を吸引し、廃棄した。７０％エタノール２０
０μＬをビーズペレットに加え、室温で３０秒間インキュベートした。次いで、エタノー
ルはピペットを使用して吸引して取り出し、廃棄した。合計２回の洗浄についてこれを繰
り返した。最終の洗浄ステップに続いて、ペレットを乾燥させ、微量のすべてのエタノー
ルを確実に除去した。溶出バッファー（ヌクレアーゼを含まない水）１０μＬをウェルに
加え、磁気プレートから離したビーズペレットにピペットで移し、ＤＮＡをビーズから溶
液へ溶出させた。マイクロタイタープレートを磁気プレートに置き、溶出物を新しいプレ
ートに移した。この実験は三連で行い、試料は分析のために保存した。
【０１２９】
　従来の清浄化プロトコールと本キャピラリー清浄化手法から回収された溶出物は、ＵＶ
可視分光測光測定（ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
を使用して定量した。ＵＶ可視分光測光の定量結果は図７で確認することができる。図７
に示した定量結果は、キャピラリー清浄化回収率が従来のプロトコールを使用して得られ
た回収率と同一であることを証明している。この結果は、ＤＮＡ回収率が従来のＡＭＰｕ
ｒｅ　Ｘｐプロトコールを使用して得られた回収率と等しいことを確認するものである。
本願で概説したキャピラリーＤＮＡ精製手法は、性能においてトレードオフのない高度に
自動化された精製を提供する。
【０１３０】
　ＤＮＡライブラリー調製
　本実施例は、次世代シーケンシングのためのＤＮＡライブラリー調製プロトコールへキ
ャピラリービーズに基づく精製をどのように組み入れることができるかを示す。本願に提
示したデータは、現在、ＤＮＡライブラリー調製プロトコール内の様々な生物学的プロセ
スの後に行われる精製ステップがキャピラリー清浄化手法を使用して置き換えられ、次世
代シーケンサーのためのＤＮＡライブラリーを調製する完全自動化のハイスループット手
法が提供できることを証明している。
【０１３１】
　本実施例において、キャピラリー清浄化は、Ｎｅｘｔｅｒａ　Ｓａｍｐｌｅ　Ｐｒｅｐ
　Ｋｉｔ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ）で現在使用されている清浄化ステップの代わりに実施した
。９μＬのタグメンテーション反応物を調製した。この反応物は、対照ゲノムＤＮＡ、高
分子量バッファー、Ｎｅｘｔｅｒａ酵素ミックスおよびヌクレアーゼを含まない水を含有
していた。この反応物において、ＤＮＡは断片化され、アダプターでタグ付けされる。タ
グメンテーション反応物を調製し、５分間５５℃でインキュベートした。タグメンテーシ
ョンの後、試料は、推奨されているＺｙｍｏ　ＤＮＡ　ｃｌｅａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｎｃｅ
ｎｔｒａｔｏｒ　Ｋｉｔ（Ｚｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）の代わりに、本キャピラリービ
ーズに基づく精製システムを使用して精製した。タグメンテーションされた生成物９μＬ
をＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズ溶液１６．２μＬに加え、ピペットで混合し、５分間室温で
インキュベートした。次いで、ＤＮＡ－ビーズ溶液をＰＴＦＥキャピラリー（内径４００
ミクロン）へ吸引した。その後、キャピラリーに空気２．５μＬ、ＤＮＡ結合バッファー
の１０μＬスラグ、空気の２．５μＬスラグ、エタノールの２つの５μＬスラグを装填し
、空気の２．５μＬスラグ、空気の１０μＬスラグ、オイルの２．５μＬスラグ、および
溶出バッファースラグ（ヌクレアーゼを含まない水）の１５μＬスラグによって分離した
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。一連の試薬スラグは、シリンジポンプ（ＰＨＤ２０００、Ｈａｒｖａｒｄ）を使用して
１０μＬ／ｍｉｎでポンプで送り込んだ。溶液が磁石を通過するとき、ビーズおよび結合
標的ＤＮＡは、ビーズＤＮＡ溶液からキャピラリー壁へ除去された。次いで、ＤＮＡ－結
合バッファー（Ｚｙｍｏ　Ｃｌｅａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ　Ｋｉｔ、Ｚ
ｙｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）は固定ビーズペレットを通過し、断片化標的ＤＮＡからトラ
ンスポサーゼ酵素－公知のＰＣＲ阻害物質を解離する。これに続いて、エタノール洗浄ス
テップをビーズＤＮＡペレットに施し、残余の汚染物質を除去する。その後、空気スラグ
とオイルスラグがペレットを通過し、残余のエタノールを除去する。最後に、溶出バッフ
ァーがペレットを通過するにつれて、タグメンテーションされたＤＮＡがビーズから溶出
された。ポンプを逆転させ、溶出バッファーはＮｅｘｔｅｒａライブラリー調製プロトコ
ールの後続ステップで回収された。
【０１３２】
　溶出液１１μＬをＰＣＲ反応物（最終容量２５μＬ）に加えた。次いで、Ｎｅｘｔｅｒ
ａプロトコールによって指定された熱サイクリング条件に従い、ＧｅｎｅＡｍｐ　ＰＣＲ
　Ｓｙｓｔｅｍ９７００（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を使用して制限され
たサイクルのＰＣＲを行った。ＰＣＲ反応物は、７２℃３分間、９５℃３０秒間加熱し、
その後、９５℃１０秒間、６２℃３０秒間、７２℃３分間の９サイクルが続いた。ＰＣＲ
ステップの間、ブリッジＰＣＲ法に適合した部位と特定の指標がタグメンテーションされ
たＤＮＡ末端に付加される。制限されたサイクルのＰＣＲステップに続いて、推奨されて
いるＺｙｍｏ　ＤＮＡ　Ｃｌｅａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ　Ｋｉｔ（Ｚｙ
ｍｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）またはＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐ精製キットの代わりに、本キャピラ
リービーズに基づく清浄化を用いて、ＤＮＡライブラリー生成物を精製した。ＰＣＲ反応
物２５μＬのうちの１５μＬをＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズ溶液２５μＬに加え、ピペット
で混合し、５分間室温でインキュベートした。ビーズＤＮＡ溶液をＰＴＦＥキャピラリー
（内径４００ミクロン）へ吸引した。その後、キャピラリーに空気２．５μＬ、エタノー
ルの２つの５μＬスラグを装填し、空気スラグを分離し、続いて、空気の１０μＬスラグ
、オイルの２．５μＬスラグ、および溶出バッファー（ヌクレアーゼを含まない水）の１
５μＬスラグを分離した。溶液が磁石を通過するときに、ビーズおよび結合標的ＤＮＡは
、ビーズＤＮＡ溶液からキャピラリー壁に取り除かれた。これに続いて、エタノール洗浄
ステップをビーズＤＮＡペレットに施し、残余の汚染物質を除去した。その後、空気スラ
グとオイルスラグがペレットを通過し、残余のエタノールを除去した。最後に、溶出バッ
ファーがペレットを通過するにつれて、ＤＮＡライブラリーの配列がビーズから溶出され
た。ポンプを逆転させ、溶出バッファーは分析のために回収した。この実験は二連で行っ
た。
【０１３３】
　回収されたＤＮＡライブラリーはゲル電気泳動を使用して分析した。ゲル電気泳動結果
は図８で確認することができる。ゲル結果を調べると、Ｎｅｘｔｅｒａプロトコールで実
施された２つのキャピラリー清浄化ステップがライブラリー配列を成功裏に清浄化し精製
したことが明らかである。２００ｂｐより大きいＤＮＡライブラリー断片に対応するスメ
アになったバンドは図８で確認することができ、キャピラリービーズに基づく清浄化は、
タグメンテーション後のトランスポサーゼ酵素を除去し、タグメンテーションおよび制限
されたサイクルのＰＣＲ後の生成物の精製に有効であることが証明されている。これは、
キャピラリービーズに基づく清浄化システムが、ＤＮＡライブラリー調製プロトコール内
の従来の精製ステップを実現可能な代替物であることを確認するものである。
【０１３４】
　ＤＮＡライブラリー調製：従来のＤＮＡ精製プロトコールとの比較
　本実施例は、ＤＮＡライブラリー調製プロトコールで使用するためのキャピラリービー
ズに基づく精製システムの有効性を確認する。ＤＮＡライブラリー調製プロトコールはプ
ロトコールにより、本キャピラリー清浄化ステップを用いて実施した。次いで、両実験か
ら得た最終ライブラリー生成物を比較し、本キャピラリー清浄化ステップの効果が従来の
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清浄化ステップの代わりとなることを確認した。
【０１３５】
　Ｎｅｘｔｅｒａライブラリー調製プロトコールは、前の実施例のＤＮＡライブラリー調
製で記載のようにして、タグメンテーションの後、および制限されたサイクルのＰＣＲの
後に、本キャピラリー清浄化ステップを使用して行った。これは二連で行い、最終ライブ
ラリー生成物は回収し、分析のために保存した。
【０１３６】
　Ｎｅｘｔｅｒａライブラリー調製プロトコールは、推奨されたプロトコールにより１つ
を変更して行った。タグメンテーション後の清浄化をＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐ精製キットを使
用して行った。タグメンテーション反応物は、前の実施例のＤＮＡライブラリー調製で述
べたようにして調製した。その後、タグメンテーション反応物９μＬをＡＭＰｕｒｅ　Ｘ
ｐ精製キットを使用して精製した。タグメンテーションされた生成物９μＬを、マイクロ
タイタープレートのウェルに入れたＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズ溶液１６．２μＬに加え、
ピペットで混合し、５分間室温でインキュベートした。マイクロタイタープレートを磁気
プレートに置き、溶液から結合ＤＮＡを含有するビーズを分離した。上清はピペットを使
用して吸引し、廃棄した。ＤＮＡ結合バッファー２００μＬをビーズペレットに加え、室
温で６０秒間インキュベートし、タグメンテーションされたＤＮＡからトランスポーズ酵
素を解離した。７０％エタノール２００μＬをビーズペレットに加え、室温で３０秒間イ
ンキュベートした。次いで、エタノールはピペットを使用して吸引して取り出し、廃棄し
た。これは、合計２回の洗浄について繰り返した。最終の洗浄ステップに続いて、ペレッ
トを乾燥させ、微量のすべてのエタノールを確実に除去した。溶出バッファー（ヌクレア
ーゼを含まない水）１５μＬをウェルに加え、ビーズペレットにピペットで移し、これを
磁気プレートから取り除いて溶出バッファー中にビーズを再懸濁させ、ＤＮＡをビーズか
ら溶液へ溶出させた。マイクロタイタープレートを磁気プレートに再配置し、ビーズと溶
出物を分離し、溶出物はＰＣＲ反応物（最終容量２５μＬ）に移した。
【０１３７】
　制限されたサイクルのＰＣＲは、実施例ＤＮＡライブラリー調製で述べたようにして実
施した。ＰＣＲに続いて、ＰＣＲ反応物２５μＬのうちの１５μＬを、マイクロタイター
プレートのウェル中のＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズ溶液２５μＬに加えた。ＤＮＡ－ビーズ
混合物はピペットで混合し、５分間室温でインキュベートした。マイクロタイタープレー
トを磁気プレートに置き、結合ＤＮＡを含有するビーズを溶液から分離した。ピペットを
使用して上清を吸引し、廃棄した。７０％エタノール２００μＬをビーズペレットに加え
、室温で３０秒間インキュベートした。次いでエタノールはピペットを使用して吸引して
取り出し、廃棄した。これは、合計２回の洗浄について繰り返した。最終の洗浄ステップ
に続いて、ペレットを乾燥させ、微量のすべてのエタノールを確実に除去した。溶出バッ
ファー（ヌクレアーゼを含まない水）１５μＬをウェルに加え、ビーズペレットにピペッ
トで移し、ビーズペレットは、磁気プレートから取り除いて溶出バッファー中にビーズを
再懸濁させ、ＤＮＡをビーズから溶液へ放出させた。マイクロタイタープレートを磁気プ
レートに再配置し、ビーズを溶液から分離し、最終ライブラリー生成物を含有する溶出物
は分析のため新しいプレートに移した。この実験は二連で行った。
【０１３８】
　従来のプロトコールとキャピラリー清浄化ステップを組み入れたプロトコールとを使用
して回収された最終ライブラリー生成物は、ゲル電気泳動を使用して分析した。ゲル結果
は図８で確認することができる。このゲル結果を調べると、キャピラリー清浄化プロトコ
ールから回収された生成物のスメアおよびサイズは、従来のプロトコールを使用して調製
したライブラリーのものとほぼ等しいことが明らかである。これは、キャピラリービーズ
に基づく精製ステップをプロトコールで実施することによって、従来のプロトコールを使
用して得られたのと類似した回収率とライブラリー品質が得られることを証明するもので
ある。キャピラリーに基づく手法は、完全に自動化されたＤＮＡライブラリー調製システ
ムを提供する他のオープンアーキテクチャーテクノロジーと統合することができる、労働
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のない、高スループットの手法を提供する。
【０１３９】
　低容量ＤＮＡライブラリーの調製：従来のＤＮＡ精製プロトコールとの比較
　本実施例は、低容量ＤＮＡライブラリーを調製する際にキャピラリービーズに基づく精
製システムの効率を強調する。ＤＮＡライブラリー調製プロトコールは、プロトコールに
より、低減された反応容量のためのキャピラリー清浄化ステップで実施した。次いで、両
実験から得られた最終ライブラリー生成物を比較し、小容量のＤＮＡライブラリーの調製
の際に、従来の清浄化ステップの代わりに、キャピラリー清浄化ステップを使用すること
の利点を確認した。
【０１４０】
　この実験の第１部において、２．５μＬタグメンテーション反応物を調製し、５分間５
５℃でインキュベートした。タグメンテーションに続き、タグメンテーション反応物２．
５μＬを４．５μＬのＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズ溶液に加え、ピペットで混合し、５分間
室温でインキュベートした。前の実施例で述べたようにして、ＤＮＡ結合バッファーステ
ップを追加したＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐプロトコールを使用して、その溶液を精製した。タグ
メンテーションされた生成物をヌクレアーゼを含まない水１．１μＬ中に溶出させ、ＰＣ
Ｒ反応物に加えた。次いで、ＰＣＲ反応物２．５μＬをＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐプロトコール
により精製し、最終ライブラリー生成物をヌクレアーゼを含まない水４μＬ中に溶出させ
、分析のために保存した。この実験の第２部において、前の実施例で述べたようにして、
キャピラリー清浄化ステップを使用して、同一容量を精製した。両手法は二連で行った。
【０１４１】
　最終ＤＮＡライブラリー生成物をＰＣＲ反応物２０μＬに加え、定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ
）を使用して分析した。フォワードプライマーおよびリバースプライマーは、ＤＮＡライ
ブラリー断片の末端に付加されたアダプターに特異的であり、シーケンサーにすぐに供す
ることができる断片のみが定量化されることを確実にした。ＳＹＢＲ緑色検出化学を使用
した。ＫＡＰＡ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓによって供給されている標準品も、同一ｑＰＣＲ
プレート上で試行し、回収されたライブラリー生成物の絶対的な定量を可能にした。ｑＰ
ＣＲプレートは、ＫＡＰＡ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ｌｉｂｒａｒｙ　Ｑｕａｎｔ　Ｋｉ
ｔにより、４０サイクル（ＡＢｉ　ＳｔｅｐＯｎｅ、　ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）に供した。
【０１４２】
　ｑＰＣＲ結果は図９で確認することができる。キャピラリー清浄化を使用して回収され
た２つのライブラリーは、従来のプロトコールを使用して回収されたライブラリーよりも
早い定量サイクル（Ｃｑ）値を有する。Ｃｑは、蛍光シグナルがバックグラウンド蛍光レ
ベルを超え、出発生成物の量に関係しているサイクル数として定義される。キャピラリー
清浄化した生成物についてのＣｑ値は２．８および２．９であった。従来法を使用して清
浄化した生成物についてのＣｑ値は３．６および４．０であり、キャピラリー清浄化生成
物よりも顕著に遅いものであった。これは、ＤＮＡライブラリーを小容量から調製する際
に、キャピラリー清浄化が優れた回収率を提供することを証明している。これは、ピペッ
ト操作エラーが顕著である、従来のプロトコールと比較して、キャピラリー手法に関連し
た試料損失が低下したことによるものであろう。
【０１４３】
　キャピラリー清浄化に関連した、優れたＤＮＡライブラリー回収率は、次の実施例でさ
らに支持される。
【０１４４】
　キャピラリービーズに基づく単離を使用する低容量試料からのＤＮＡ回収
　本実施例では、小容量のＤＮＡライブラリーを操作する場合に、キャピラリー清浄化手
法の回収率が優れていることを確認する。本実施例では、多数の実験を実施し、キャピラ
リー清浄化を使用するＤＮＡライブラリー回収を調査した。
【０１４５】
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　完全なＮｅｘｔｅｒａプロトコールを、従来のプロトコールに従って行った。最終ＤＮ
Ａライブラリー生成物は保存し、鋳型として使用した。ＤＮＡライブラリー２．５μＬを
ＡＭＰｕｒｅ　Ｘｐビーズ溶液４．５μＬに加え、ピペットで混合し、前の実施例で概説
したキャピラリー清浄化手順に供した。次いで、回収生成物をＰＣＲ反応物に加えた。鋳
型２．５μＬを含有する陽性対照を三連で試行し、分析した。回収されたライブラリー生
成物および陽性対照はｑＰＣＲを使用して分析した。陽性対照および溶出物のＣｑ値を表
１に示す。陽性対照のＣｑ値は、任意の精製プロセス前のＤＮＡライブラリー生成物の出
発量を表す。ＤＮＡライブラリー生成物２．５μＬを陽性対照で使用し、小容量キャピラ
リー清浄化プロセスへ投入したので、両者に対するＣｑ値は、１００％の回収効率を仮定
して、等しいものとなるべきである。陽性対照および溶出物に対するＣｑ値を調べると、
ライブラリー生成物のすべてではないがそのほとんどが、キャピラリービーズに基づく清
浄化に試料を供した後に回収されることが明らかである。溶出物のＣｑ値は陽性対照とほ
ぼ等しく、ＤＮＡライブラリー生成物の効率的な回収を証明している。
【０１４６】
　本実施例では、キャピラリー清浄化手法がＤＮＡライブラリーを小容量から効率的に回
収することができることを確認する。
【０１４７】
【表１】

【０１４８】
　キャピラリーの汚染除去－再利用可能性
　前の実施例で概説したキャピラリー清浄化手順は、通常、ＰＣＲ生成物またはＤＮＡラ
イブラリーなどの高濃度試料を精製する。回避不可能なこととして、ビーズが溶液から分
離され、キャピラリー壁に担持されるので、キャピラリーは少量の標的ＤＮＡで汚染され
る。ラインの配置がなく、これが試料間のキャリーオーバー汚染をもたらす。明らかに、
これは非常に望ましくない。本実施例では、一連の洗浄ステップが、キャピラリービーズ
に基づく精製の実施後に、キャピラリーに残っているあらゆる核酸を十分に除去または破
壊すること－キャピラリーの再利用を可能にすることを証明する。
【０１４９】
　キャピラリービーズに基づく単離を使用する低容量試料からのＤＮＡ回収の実施例で概
説した正確なプロトコールに従い、キャピラリー清浄化手法を使用してＰＣＲ生成物を精
製した。次いで、９μＬのキャピラリー陰性スラグ（ヌクレアーゼを含まない水）をキャ
ピラリーに沿って通過させ、回収し、ラインが汚染されたかどうかを調べた。これに続い
て、キャピラリーに３分間清浄化試薬（ＬｏｏｋＯｕｔ　ＤＮＡ　Ｅｒａｓｅ、Ｓｉｇｍ
ａＡｌｄｒｉｃｈ）を充填した。清浄化試薬をポンプで送り込んで廃棄し、ラインを滅菌
水で洗い流した。汚染除去の後、２つの滅菌９μＬキャピラリー陰性スラグをキャピラリ
ーに沿って通過させ、洗浄ステップ後の汚染レベルを調べた。回収された溶出物およびキ
ャピラリー陰性物をＰＣＲ反応物に加えた。陽性対照および鋳型なしの対照も調製し、ｑ
ＰＣＲ（ＡＢｉ　ＳｔｅｐＯｎｅ、　ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して分
析した。ｑＰＣＲ結果は図１１で確認することができる。図１１を調べると、キャピラリ
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ー清浄化を実施した直後にキャピラリーが有意に汚染されていることは明らかである。汚
染除去ステップの後、キャピラリー陰性物のＣｑ値は、鋳型なしの対照のＣｑ値内に入る
。鋳型なしの対照とキャピラリー陰性物が示すＣｑ値は、プライマーダイマー生成物に対
応する。キャピラリー陰性物は標的生成物に対し陰性のままであり、これはキャピラリー
洗浄後の汚染除去が有効であることを示している。
【０１５０】
　記載した洗浄ステップの実施により、各精製／サイズ選択実験の後のラインの再利用が
可能になる。
【０１５１】
　定義
　本開示において、用語「スラグ」の使用はプラグという用語と相互に交換可能であり、
管路内を流れる個別の容量の流体を示す。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図１Ｄ】

【図１Ｅ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図３Ａ】

【図３Ｂ】
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