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(57)【要約】
　生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方法は、生物学的試料を、標的バ
イオエンティティまたは標的バイオエンティティ上の決定基に対して選択的な結合親和性
を有する磁気的に標識が付けられたリガンドと接触させて、標的バイオエンティティ／標
識付きリガンド複合体を形成する。磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有
する分離モジュールを配置する。その磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを
有し、そのアレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されている。分離モジュールを通
して生物学的試料を通過させて、その試料が画定された流体流路を通して通過している間
、その生物学的試料を磁場に晒し、画定された流体流路内で複合体の移動を阻止または阻
害することによって、標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉
する。磁場から分離モジュールを取り除き、かつ流体流路から標的バイオエンティティ／
標識付きリガンド複合体を回収する。



(2) JP 2012-524885 A 2012.10.18

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方法であって、
　（ａ）上記生物学的試料を、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンテ
ィティ上の決定基に対して選択的な結合親和性を有する磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触させて、上記生物学的試料中に標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合
体を形成し、
　（ｂ）磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有する分離モジュールを配置
し、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを有し、上記アレイ内の隣接す
る磁石は反対の極性で整列されており、
　（ｃ）上記分離モジュールを通して上記生物学的試料を通過させて、上記試料が上記画
定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料を磁場に晒し、上記画定さ
れた流体流路内で上記複合体の移動を阻止または阻害することによって、上記標的バイオ
エンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉し、
　（ｄ）任意に、かつ好ましくは、上記複合体が上記流体流路内で磁気的に捕捉される間
、上記画定された流体流路を通して洗浄液を通過させ、
　（ｅ）上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、および
　（ｆ）上記流体流路から上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回収
するステップを含む方法。
【請求項２】
　生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方法であって、
　（ａ）上記生物学的試料を、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンテ
ィティ上の決定基に対して選択的な結合親和性を有する磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触させて、上記生物学的試料中に標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合
体を形成し、
　（ｂ）磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有する分離モジュールを配置
し、上記画定された流体流路は、共通の入口と共通の出口を有する複数の管状要素を含み
、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する
磁石は反対の極性で整列されており、
　（ｃ）上記分離モジュールを通して上記生物学的試料を通過させて、上記試料が上記画
定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料を磁場に晒し、上記画定さ
れた流体流路内で上記複合体の移動を阻止または阻害することによって、上記標的バイオ
エンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉し、
　（ｄ）任意に、かつ好ましくは、上記複合体が上記流体流路内で磁気的に捕捉される間
、上記画定された流体流路を通して洗浄液を通過させ、
　（ｅ）上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、および
　（ｆ）上記流体流路から上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回収
するステップを含む方法。
【請求項３】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　上記生物学的試料は、血液、血漿または血清試料であることを特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項３に記載の方法において、
　上記標的バイオエンティティは、核酸、蛋白質または炭水化物であることを特徴とする
方法。
【請求項５】
　請求項３に記載の方法において、
　上記標的バイオエンティティは、稀な又は非常に稀な循環腫瘍細胞、またはその循環腫
瘍細胞のサブ細胞成分であることを特徴とする方法。
【請求項６】
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　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　上記生物学的試料は母体の血液試料であり、かつ、上記標的バイオエンティティは循環
胎児細胞であることを特徴とする方法。
【請求項７】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　上記磁気的に標識が付けられたリガンドは、磁性粒子またはビーズに結合された、上記
標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンティティ上の決定基に対して特定の結
合親和性を有するリガンドを含むことを特徴とする方法。
【請求項８】
　請求項７に記載の方法において、
　上記リガンドは、抗体、アプタマまたは核酸である。
ことを特徴とする方法。
【請求項９】
　請求項１又は請求項２に記載の方法において、
　上記ステップ（ａ）では、上記生物学的試料は複数の磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触されることを特徴とする方法。
【請求項１０】
　請求項１又は請求項２に記載の方法において、
　上記ステップ（ａ）では、上記生物学的試料の後、洗浄液の１つ以上のアリコートが上
記画定された流体流路を通して通過され、また、上記生物学的試料と上記洗浄液との間に
、および任意に上記洗浄液のアリコート間に、空気気泡が上記画定された流体流路を通し
て通過されることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項１又は請求項２に記載の方法において、
　上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体の回収は、洗浄液の１つ以上の
アリコートを、任意に洗浄液のアリコート間の空気気泡とともに、上記流路を通して通過
させることによって、上記画定された流体流路から上記複合体を洗い流すステップを含む
ことを特徴とする方法。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の方法において、
　上記洗い流すステップは、上記画定された流体流路を通して逆へ洗い流すことを含むこ
とを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項１又は請求項２に記載の方法において、
　上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体の回収は、非結合の磁気的に標
識が付けられたリガンドからの上記複合体の分離の、さらなるステップを含むことを特徴
とする方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法において、
　上記分離のステップは物理的な分離のステップであることを特徴とする方法。
【請求項１５】
　請求項１３に記載の方法において、
　上記分離のステップでは、第２の結合剤が上記標的バイオエンティティ／標識付きリガ
ンド複合体を捕捉し、固体サポート上に上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド
複合体を固定化するために用いられることを特徴とする方法。
【請求項１６】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　ステップ（ｆ）で上記流体流路から回収された上記標的バイオエンティティ／標識付き
リガンドの複合体は、さらに磁気モジュールの磁場内に配置された第２の分離モジュール
を通して上記回収された複合体を通過させることによって精製され、任意に上記捕捉され
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た複合体を洗浄し、かつ、上記第２の分離モジュールが上記磁場から取り除かれた後、上
記第２の分離モジュールから上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回
収することを特徴とする方法。
【請求項１７】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　第１の分離モジュール内で血液試料から循環腫瘍細胞が分離され、捕捉および洗浄され
た循環腫瘍細胞は上記第１の分離モジュール内で溶解され、上記循環腫瘍細胞からの溶解
物質は上記第１分離モジュールから回収され、上記回収された溶解物質は、或る標的分子
のための磁気的に標識が付けられたリガンドと接触し、磁気モジュールの磁場に配置され
た第２の分離モジュールを通して通過されて、磁性粒子および結合した標的分子が磁気的
に捕捉され、そして、上記第２の分離モジュールが上記磁場から取り除かれた後、上記磁
性粒子および結合した標的分子は上記第２の分離モジュールから回収されることを特徴と
する方法。
【請求項１８】
　請求項１７に記載の方法において、
　上記標的分子は、核酸、タンパク質、または炭水化物であることを特徴とする方法。
【請求項１９】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　第１の分離モジュールから回収された、捕捉および洗浄された磁気的に結合した循環腫
瘍細胞を、リンパ球に標識を付ける大規模な非磁性ビーズに結合した抗リンパ球抗体と接
触させることによって、リンパ球のような非特異的に捕捉された細胞は、上記第１分離モ
ジュールで血液試料から分離された循環腫瘍細胞から取り除かれ、磁気モジュールの磁場
に配置された第２の分離モジュールを通して上記混合物を通過させて、磁気的に結合した
循環腫瘍細胞を捕捉するとともに非磁気結合したリンパ球から分離し、そして、上記第２
の分離モジュールが上記磁場から取り除かれた後、上記磁気的に結合した循環腫瘍細胞は
上記第２の分離モジュールから回収されることを特徴とする方法。
【請求項２０】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　ステップ（ａ）では、上記生物学的試料と上記磁気的に標識が付けられたリガンドとの
間の接触は、
（ｉ）試料の収集点で上記生物学的試料を上記磁気的に標識が付けられたリガンドと接触
させて、上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体が収集サイトと試験サイ
トとの間で輸送中になることによって、または（ii）上記生物学的試料およびリガンドを
含む容器のベースの下に配置された磁石によって上記磁気的に標識が付けられたリガンド
を濃縮し、かつ上記試料およびリガンドを上記容器内で再循環させることによって、また
は（iii）上記流路の周りを又は上記流路に沿って移動する磁石によって、上記生物学的
試料の上記流体流路中に、浮遊した磁気的に標識が付けられたリガンドの粒子の雲を形成
することによって、
増進されることを特徴とする方法。
【請求項２１】
　生物学的試料から標的バイオエンティティを分離するのに使用される装置であって、
　（ｉ）画定された流体流路を有する分離モジュールと、
　（ii）磁場をもつ磁気モジュールを備え、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石
のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されており、
　上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モジュールの上記磁場内に配置されて
いる第１の位置と、上記流体流路が上記磁気モジュールから除去されている第２の位置と
を有し、
　（iii）上記分離モジュールが提供する上記画定された流体流路を通して上記生物学的
試料と、任意に洗浄液とを通過させるための手段を有するコントローラを備え、それによ
って、上記試料が上記画定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料は
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上記磁気モジュールの磁場に晒される装置。
【請求項２２】
　生物学的試料から標的バイオエンティティを分離するのに使用される装置であって、
　（ｉ）画定された流体流路を有する分離モジュールを備え、上記画定された流体流路は
、共通の入口と共通の出口を有する複数の管状要素を含み、
　（ii）磁場をもつ磁気モジュールを備え、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石
のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されており、
　上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モジュールの上記磁場内に配置されて
いる第１の位置と、上記流体流路が上記磁気モジュールから除去されている第２の位置と
を有し、
　（iii）上記分離モジュールが提供する上記画定された流体流路を通して上記生物学的
試料と、任意に洗浄液とを通過させるための手段を有するコントローラを備え、それによ
って、上記試料が上記画定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料は
上記磁気モジュールの磁場に晒される装置。
【請求項２３】
　請求項２１または請求項２２に記載の装置において、
　上記画定された流体流路は、不活性で可撓性をもつプラスチック製のチューブから形成
されていることを特徴とする装置。
【請求項２４】
　請求２３に記載の装置において、
　上記チューブは、０．５ｍｍから５ｍｍまで、好ましくは０．８ｍｍから１．６ｍｍま
での内径を有し、５０ｍｍから２００ｍｍまで、好ましくは１００ｍｍから１２５ｍｍま
での長さを有することを特徴とする装置。
【請求項２５】
　請求項２１または請求項２２に記載の装置において、
　上記磁気モジュールは少なくとも２つ以上の希土類永久磁石のアレイを含み、それらの
磁石は隣り合わせに整列され、隣接する磁石が反対の磁気極性を有していることを特徴と
する装置。
【請求項２６】
　請求項２１または請求項２２に記載の装置において、
　上記分離モジュールは、固定された又は静止している上記磁気モジュールに対して可動
であることを特徴とする装置。
【請求項２７】
　請求項２１または請求項２２に記載の装置において、
　上記磁気モジュールは、固定された又は静止している上記分離モジュールに対して可動
であることを特徴とする装置。
【請求項２８】
　請求項１または請求項２に記載の方法において、
　（i）上記生物学的試料を、第１の点又は収集点で収集し、
　（ii）上記第１の点で上記試料を、上記磁気的に標識が付けられたリガンドを含む収集
媒体に追加し、
　（iii）続いて、上記生物学的試料と上記磁気的に標識が付けられたリガンドとを含む
上記収集媒体を、第２の点又は試験点に転送し、
　（iv）上記第２の点で上記方法を完了するステップを含むことを特徴とする方法。
【請求項２９】
　請求項２８に記載の方法において、
　上記第１の点と第２の点とは分離されており、例えば、互いに遠隔されまたは離れてい
ることを特徴とする方法。
【請求項３０】
　請求項２８または請求項２９に記載の方法において、
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　一方での上記試料の収集のステップおよび上記収集媒体に対する上記試料の追加のステ
ップ、および他方での上記方法の完了のステップは、互いに時間的に、特に、上記第１の
点から上記第２の点へ上記収集媒体を輸送するだけでなく、上記試料が通過している間、
上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体の形成を可能にするのに十分な通
過時間の期間だけ、分離されていることを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願への参照】
【０００１】
　この出願は、２００９年４月２２日に提出された米国仮特許出願Ｎｏ．６１/１７１５
３２、２００９年５月２９日に提出された米国仮特許出願Ｎｏ．６１／１８２６６１、お
よび２００９年１２月１０日に提出された米国仮特許出願Ｎｏ．６１／２８５２８６に対
する優先権を主張する。これによって、前の出願の内容はその全体が組み込まれている。
【技術分野】
【０００２】
　この発明は、生物学的試料からの標的バイオエンティティの分離に関する。一つの特定
の実施形態において、本発明は、血液試料からの稀なまたは非常に稀な循環腫瘍細胞の分
離と濃縮に関連する。しかし、本発明は、この実施形態に限定されるものではなく、他の
広い範囲の標的細胞、サブ細胞、並びに、微生物やウイルス、膜結合小胞、細胞内タンパ
ク質、炭水化物および核酸を含む非腫瘍細胞のような分子バイオエンティティ、汚染物質
や毒素、並びに希土類元素のような要素さえも含む、一般的な分離に拡がる。
【背景技術】
【０００３】
　大まかに言えば、本発明は、生物学的試料、特に血液、血漿および血清試料を構成する
複雑な混合物からの細胞や分子標的バイオエンティティの分離に関する。
【０００４】
　上述したように、特定の一実施形態では、本発明は、癌または前癌状態の腫瘍から循環
系に、流出し、漏洩しまたは移行した稀なまたは非常に稀な腫瘍細胞またはそれらのサブ
細胞成分の血液試料からの分離および濃縮のための方法を提供する。これらの稀なまたは
非常に稀な腫瘍細胞またはそれらのサブ細胞成分の早期発見は、最も重要であり、人間と
他の動物における悪性疾患の予後と転帰に非常に大きな影響を与える。がん研究における
最近の進展は、それらは稀または非常に稀ではあるけれども、患者の癌または前癌状態の
診断や癌患者の治療反応を監視するのを支援するための適切なバイオマーカを用いて、循
環腫瘍細胞が末梢血試料で検出され得る、ということを示している。
【０００５】
　同様に、母体血液試料中の循環する胎児細胞の分離は、出生前診断に使用可能であり、
また、抗原特異的リンパ球の分離は免疫監視に使用可能である。
【０００６】
　また、本発明は、血液試料からの循環する幹細胞の分離と濃縮の方法を提供する。
【０００７】
　ボーディ（Ｂｏｄｅｙ）の米国特許Ｎｏ．６００８００２は、癌細胞に関連する抗原の
検出と分離のための組成物および方法を開示している。その方法は、検出と分離の薬剤と
して抗原特異的免疫磁性組成物を利用する。例示の免疫磁性組成物は、常磁性粒子と更に
抗原特異的ビオチン化抗体とに結合したアビジンまたはストレプトアビジンを含んでいる
。磁場内で親和性カラムに配置された、癌細胞に関連する抗原と免疫磁性組成物との流動
的混合物は、上記カラムの内壁に堆積された癌細胞と免疫磁性組成物の複合体を生成する
。
【０００８】
　ザウアー（Ｓａｕｒ）らの米国特許Ｎｏ．４７１０４７２は、常磁性粒子で被覆された
細胞をシステムから除去するのに適した磁気分離装置であって、ベースと、そのベース上
に取り付けられた複数の磁石とを備え、試料室は磁石に近接して配置されるべき試料容器
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を保持するために作製されており、さらに、試料容器に対して磁石の位置を調整するため
の手段を備えたもの、を開示している。常磁性粒子で被覆された細胞を含む血液試料は、
磁石に近接して取り付けられているチューブを通して通過される。常磁性粒子で被覆され
た細胞は、磁石によって引き付けられ、そのチューブ内に保持される一方、非磁性細胞は
そのチューブを通過する。
【０００９】
　デビッドソン（Ｄａｖｉｄｓｏｎ）らの米国特許Ｎｏ．６４８２３２８は、試料中の標
的粒子の濃縮または標的粒子に関する試料の枯渇を生ずるために、選択されたタイプの標
的粒子を試料から分離するための方法および装置であって、標的粒子を磁気的に染めるた
めに選択的な親和性を有する磁性粒子と試料との試料混合物を生成し、緩衝液の源へ接続
可能な入口と、上記緩衝液のための出口とを有するチューブを通して緩衝液の流れを生成
し、上記緩衝液の流れが生成された後、上記チューブを通して流れる上記緩衝液中に上記
試料混合物を導入し、両方が上記チューブを通して供給されるように、上記緩衝液は上記
試料混合物ための連続的な液体キャリアを形成し、かつ、装置内の磁化ステーションで上
記チューブを横切って磁場を印加し、磁気的に染められた上記標的粒子が上記緩衝液中で
分離され、かつ上記磁化ステーションで上記チューブ内に保持されることによるもの、を
開示している。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明の一つの局面によれば、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方
法であって、
　（ａ）上記生物学的試料を、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンテ
ィティ上の決定基に対して選択的な結合親和性を有する磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触させて、上記生物学的試料中に標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合
体を形成し、
　（ｂ）磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有する分離モジュールを配置
し、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを有し、上記アレイ内の隣接す
る磁石は反対の極性で整列されており、
　（ｃ）上記分離モジュールを通して上記生物学的試料を通過させて、上記試料が上記画
定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料を磁場に晒し、上記画定さ
れた流体流路内で上記複合体の移動を阻止または阻害することによって、上記標的バイオ
エンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉し、
　（ｄ）任意に、かつ好ましくは、上記複合体が上記流体流路内で磁気的に捕捉される間
、上記画定された流体流路を通して洗浄液を通過させ、
　（ｅ）上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、および
　（ｆ）上記流体流路から上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回収
するステップを含むものが提供される。
【００１１】
　別の局面では、本発明はまた、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離するの
に使用される装置であって、
　（i）画定された流体流路を有する分離モジュールと、
　（ii）磁場をもつ磁気モジュールを備え、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石
のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されており、
　上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モジュールの上記磁場内に配置されて
いる第１の位置と、上記流体流路が上記磁気モジュールから除去されている第２の位置と
を有し、
　（iii）上記分離モジュールが提供する上記画定された流体流路を通して上記生物学的
試料と、任意に洗浄液とを通過させるための手段を有するコントローラを備え、それによ
って、上記試料が上記画定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料は
上記磁気モジュールの磁場に晒されるものを提供する。
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【００１２】
　一つの局面では、本発明は、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方法
であって、
　（ａ）上記生物学的試料を、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンテ
ィティ上の決定基に対して選択的な結合親和性を有する磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触させて、上記生物学的試料中に標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合
体を形成し、
　（ｂ）磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有する分離モジュールを配置
し、上記画定された流体流路は、共通の入口と共通の出口を有する複数の管状要素を含み
、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する
磁石は反対の極性で整列されており、
　（ｃ）上記分離モジュールを通して上記生物学的試料を通過させて、上記試料が上記画
定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料を磁場に晒し、上記画定さ
れた流体流路内で上記複合体の移動を阻止または阻害することによって、上記標的バイオ
エンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉し、
　（ｄ）任意に、かつ好ましくは、上記複合体が上記流体流路内で磁気的に捕捉される間
、上記画定された流体流路を通して洗浄液を通過させ、
　（ｅ）上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、および
　（ｆ）上記流体流路から上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回収
するステップを含むものを提供する。
【００１３】
　この局面では、本発明はまた、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離するの
に使用される装置であって、
　（ｉ）画定された流体流路を有する分離モジュールを備え、上記画定された流体流路は
、共通の入口と共通の出口を有する複数の管状要素を含み、
　（ii）磁場をもつ磁気モジュールを備え、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石
のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されており、
　上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モジュールの上記磁場内に配置されて
いる第１の位置と、上記流体流路が上記磁気モジュールから除去されている第２の位置と
を有し、
　（iii）上記分離モジュールが提供する上記画定された流体流路を通して上記生物学的
試料と、任意に洗浄液とを通過させるための手段を有するコントローラを備え、それによ
って、上記試料が上記画定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料は
上記磁気モジュールの磁場に晒されるものを提供する。
【００１４】
　別の局面では、本発明の方法は、
　（i）上記生物学的試料を、第１の点又は収集点で収集し、
　（ii）上記第１の点で上記試料を、上記磁気的に標識が付けられたリガンドを含む収集
媒体に追加し、
　（iii）続いて、上記生物学的試料と上記磁気的に標識が付けられたリガンドとを含む
上記収集媒体を、第２の点又は試験点に転送し、
　（iv）上記第２の点で上記方法を完了するステップを含んでいても良い。
【００１５】
　本発明のこの局面では、上記第１の点と第２の点とは分離されており、例えば、互いに
遠隔されまたは離れているのが好ましい。一例として、第１の点又は収集点は患者の家、
医師の手術室や事務所、または病院の病棟であっても良く、一方、上記第２の点又は試験
点は、病院や商業試験所または分析研究所などの中央の試験施設であっても良い。
【００１６】
　また、一方での上記試料の収集のステップおよび上記収集媒体に対する上記試料の追加
のステップ、および他方での上記方法の完了のステップは、互いに時間的に、特に、上記
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第１の点から上記第２の点へ上記収集媒体を輸送するだけでなく、上記試料が通過してい
る間、上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体の形成を可能にするのに十
分な通過時間の期間だけ、分離されているのが好ましい。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】図１は、本発明の例で使用される基本的要素と流体回路の概略図であり、試料チ
ューブまたは容器（１）と、分離モジュール（２）と、磁気モジュール（３）と、真空源
および廃液溜め、例えば２０または３０ｍｌのシリンジ（４）とを示している。シリンジ
（４）は、分離モジュール（２）（それは磁気モジュール（３）の磁場内に配置され又は
磁場から取り除かれても良い。）を通して、チューブ（１）から廃液溜め（すなわち、図
中のシリンジ）へ試料を引き付けるのに便利な手段を提供する。分離モジュールと磁気モ
ジュールは、分離モジュール（２）が磁気モジュール（３）の磁場内に導入され又は磁場
から取り除かれ得るように、互いに対して移動可能であることに注意されたい。
【図２】図２は、分離モジュール（２２）のコイル状チューブバージョンの概略図である
。分離モジュールは、磁気モジュール（２３）（それはサポート（２６）に取り付けられ
ている）の磁場から分離しているが、磁場内に移動可能である。
【図３】図３は、本発明の一実施形態の、複数の試料を１つずつまたは同時に磁気モジュ
ールを通り過ぎて走らせるのに適した分離モジュールと磁気モジュールを示している。図
示のように（図３ａ）、２つの分離モジュールチューブ（３２）は、磁気モジュール（３
３）の磁場内に保持されるように（図３ｂ）、または磁場から取り除かれるように（図３
ｃ）、フレーム（３５）で支持され、ベース（３６）に取り付けられている。分離モジュ
ールにより多くのチューブを追加すれば、より多くの試料を処理することができる。
【図４】図４は、本発明の２つの実施形態を示している。これらの実施形態では、磁石（
４３）は、分離モジュール（４２）のチューブの長軸の周りに回転可能なフレーム（４６
）上に支持されている。磁石のペアは、上記チューブ長に対して反対で平行であっても良
く（図４ａ）、または上記チューブに対して直列で平行であっても良い（図４ｂ）。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　本発明は、磁性粒子または磁性粒子に結合若しくは付着されている標的バイオエンティ
ティの分離や精製のための高スループット装置を提供する。特に、システムは、流体試料
から化学的および生物学的成分の迅速かつ効率的な分離に適し、かつ、現在の装置で効果
的には提供されていない産業用および研究室用途向けに拡張性があるように設計されてい
る。分離されるべき標的バイオエンティティは、例えば農薬、核酸やタンパク質などの分
子、エキソソーム、リボソーム、ウイルスなどのサブ細胞成分、例えば循環腫瘍細胞また
は循環幹細胞などの細胞、および、細菌性病原体を含む微生物を含んでいても良い。流体
試料は、水や、血液、血漿、血清、牛乳、尿や糞便抽出物等の生物学的流体のような流体
を含んでいても良い。
【００１９】
　磁気分離による流体試料からの生物学的およびその他の成分の分離は、十分に確立され
た検査法であり、典型的には、次のステップを含む。
【００２０】
　ａ）試験管のような容器内で、標的バイオエンティティのための親和性を有する磁性粒
子を、上記エンティティを含んでいると疑われる流体試料と混合し、
　ｂ）上記粒子が標的成分に結合するための時間を許容し、
　ｃ）上記粒子が上記容器の壁に引き付けられるように、上記容器の下や周りに磁石を設
け、
　ｄ）上記流体を除去し、
　ｅ）洗浄液で上記粒子を再び懸濁し、上記ステップｃ）とｄ）を数回繰り返して、誤っ
て捕捉された余分な物質を除去し、
　ｆ）精製された上記粒子を再び懸濁して、それらの特別に捕捉されたエンティティが適
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当な緩衝液または安定液にある状態にする。
【００２１】
　本発明は、磁性粒子を含む液体試料を、上記粒子の磁気拘束のための磁気モジュールを
通過させて流すことによって、上記確立された方法に対して、磁気分離と精製の速さと効
率を向上させる。
【００２２】
　最も広い局面では、本発明は、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方
法であって、
　（ａ）上記生物学的試料を、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンテ
ィティ上の決定基に対して選択的な結合親和性を有する磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触させて、上記生物学的試料中に標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合
体を形成し、
　（ｂ）磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有する分離モジュールを配置
し、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを有し、上記アレイ内の隣接す
る磁石は反対の極性で整列されており、
　（ｃ）上記分離モジュールを通して上記生物学的試料を通過させて、上記試料が上記画
定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料を磁場に晒し、上記画定さ
れた流体流路内で上記複合体の移動を阻止または阻害することによって、上記標的バイオ
エンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉し、
　（ｄ）任意に、かつ好ましくは、上記複合体が上記流体流路内で磁気的に捕捉される間
、上記画定された流体流路を通して洗浄液を通過させ、
　（ｅ）上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、および
　（ｆ）上記流体流路から上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回収
するステップを含む方法を提供する。
【００２３】
　一つの局面では、本発明は、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する方法
であって、
　（ａ）上記生物学的試料を、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンテ
ィティ上の決定基に対して選択的な結合親和性を有する磁気的に標識が付けられたリガン
ドと接触させて、上記生物学的試料中に標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合
体を形成し、
　（ｂ）磁気モジュールの磁場中に、画定された流体流路を有する分離モジュールを配置
し、上記画定された流体流路は、共通の入口と共通の出口を有する複数の管状要素を含み
、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する
磁石は反対の極性で整列されており、
　（ｃ）上記分離モジュールを通して上記生物学的試料を通過させて、上記試料が上記画
定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料を磁場に晒し、上記画定さ
れた流体流路内で上記複合体の移動を阻止または阻害することによって、上記標的バイオ
エンティティ／標識付きリガンド複合体を磁気的に捕捉し、
　（ｄ）任意に、かつ好ましくは、上記複合体が上記流体流路内で磁気的に捕捉される間
、上記画定された流体流路を通して洗浄液を通過させ、
　（ｅ）上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、および
　（ｆ）上記流体流路から上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を回収
するステップを含む方法を提供する。
【００２４】
　本明細書で用いられる用語「標的バイオエンティティ」は、生物学的または医学的な関
心のある多種多様な素材を指す。例としては、ホルモン、タンパク質、ペプチド、炭水化
物、レクチン、オリゴヌクレオチド、薬剤、化学物質、核酸分子（例えば、ＲＮＡおよび
／またはＤＮＡ）、および、細胞、ウイルス、細菌などの生体粒子を含む生物学的起源の
粒子状の被分析物を含む。本発明の好ましい実施形態では、腫瘍細胞または循環幹細胞を
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循環させている母体循環系における胎児細胞のような稀な又は非常に稀な細胞が、本発明
の方法および装置を使用して、生物学的試料中の非標的細胞および／または他のバイオエ
ンティティから効率的に分離され得る。また、標的バイオエンティティは、血液、血漿ま
たは血清試料中における、タンパク質、炭水化物、核酸、特にＲＮＡなどのエキソソーム
内容物を含む、核酸やエキソソームのようなサブ細胞成分を含んでも良い。
【００２５】
　用語「生物学的試料」は、制限なしに、細胞含有体液、末梢血、血漿または血清、唾液
、組織ホモジネート、肺や他の臓器の吸引物、および洗浄と浣腸の溶液、および、ヒトま
たは動物対象から得られる他のどのソースも含む。本発明の方法は、医学的または獣医学
の分野に限定されず、食品検査、農事検査、排水検査などのような非医療用途を含む他の
分野で、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離するために広く適用可能である
、ということが理解されるであろう。
【００２６】
　用語「決定基」は、既述の標的バイオエンティティのいずれかに関して使用される場合
、特に生体特異的なリガンドによって結合可能であり、そして、特定の結合物質に対する
選択的結合に含まれ、かつ関与する標的バイオエンティティのその部分を指す。その存在
は選択的な結合の発生に必要とされる。基本的な用語では、決定基は、特定の結合対の反
応の受容体によって認識される標的バイオエンティティ上の分子の接触領域である。本明
細書において用いられるような「特異的結合」または「選択的結合」の用語は、抗原－抗
体、受容体－ホルモン、受容体－リガンド、アゴニスト－アンタゴニスト、レクチン－炭
水化物、核酸（ＲＮＡまたはＤＮＡ）またはアプタマのハイブリッド化シーケンス、Ｆｃ
受容体またはマウスＩｇＧ－プロテインＡ、アビジン－ビオチン、ストレプトアビジン－
ビオチン、およびウイルス－受容体相互作用を含む。当業者には明らかなように、他の様
々な決定基－特異的結合物質の組み合わせが、本発明の方法を実施する際に使用するため
に企図される。本明細書中で用いられる用語「抗体」は、免疫グロブリン、モノクローナ
ルまたはポリクローナル抗体、免疫反応性免疫グロブリンフラグメント、および一本鎖抗
体を含む。また、本発明で使用するために企図されているのは、特に伝統的に生成された
抗体と類似した特異性をもつ決定基を認識するペプチド、オリゴヌクレオチドまたはそれ
らの組み合わせである。
【００２７】
　本発明の方法に従って、標的バイオエンティティのための選択的な結合親和性を有する
リガンドは、例えば適切な磁性粒子またはビーズに上記リガンドを結合することによって
、磁気的に標識が付けられる。磁性粒子は、免疫および他の生体特異的親和性反応で使用
されているように、当該分野でよく知られている（例えば、ホワイトヘッド（Ｗｈｉｔｅ
ｈｅａｄ）らの米国特許Ｎｏ．４５５４０８８、およびテルスタッペン（Ｔｅｒｓｔａｐ
ｐｅｎ）らの米国特許Ｎｏ．７３３２２８８を参照されたい。）。これらの粒子は、それ
らのサイズに基づいて、大（１．５から約５０ミクロン）または小（０．７から１．５ミ
クロン）として分類され得る。
【００２８】
　小さな磁性粒子は、生体特異的親和性の反応を含む分析において非常に有用である。そ
れらは、生体機能性高分子（例えば、タンパク質）で便利に被覆されており、非常に高い
表面積を提供し、合理的な反応速度を与えるからである。０．７から１．５ミクロンの範
囲の磁性粒子は、一例として、米国特許Ｎｏ．３９７０５１８、４０１８８８６、４２３
０６８５、４２６７２３４、４４５２７７３、４５５４０８８、および４６５９６７８を
含む特許文献に記載されている。
【００２９】
　上記のような小さな磁性粒子は、一般的には大きく２つのカテゴリに分類される。第１
のカテゴリは、永久に磁化可能なまたは強磁性体の粒子を含む。第２のカテゴリは、磁場
に晒されたときのみ、バルクの磁気的挙動を示す粒子を含む。後者は、磁気応答性粒子と
呼ばれる。磁気応答性の挙動を示す材料は、しばしば超常磁性体として記載される。ただ
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し、通常、強磁性と考えられる材料（例えば、磁性酸化鉄）は、直径約３０ｎｍ以下の結
晶で提供される場合、超常磁性として特徴づけられるかもしれない。
【００３０】
　上記の小さな磁性粒子と同様に、大きな磁性粒子（１．５ミクロン超から約５０ミクロ
ンまで）も、超常磁性挙動を示すことができる。このような材料の典型的なものは、米国
特許４６５４２６７に記載されており、Ｄｙｎａｌ（オスロ、ノルウェー）によって製造
されている。プロセスは、膨張する原因となるポリマー粒子の合成を含み、磁鉄鉱結晶が
膨張した粒子に埋め込まれる。同じ大きさの範囲内にある他の材料が、分散した磁鉄鉱結
晶の存在下でポリマー粒子を合成することによって調製される。これは、ポリマーマトリ
ックス中に磁鉄鉱結晶を捕集する結果となり、こうして得られる材料に磁性をもたせる。
どちらの場合も、結果として得られる粒子は、磁場を除去すると容易に分散する能力によ
って明示される超常磁性挙動を持つ。これらの材料は、小さな磁性粒子と同様に、粒子当
たりの磁性材料の質量のおかげで、単純な実験室での磁気学で容易に分離される。
【００３１】
　磁気的に標識が付けられたリガンドが生物学的試料と接触されるとき、上記リガンドは
、上記標的バイオエンティティまたは上記標的バイオエンティティ上の決定基（例えば、
腫瘍細胞特異的バイオマーカ）と選択的に結合して、生物学的試料内の磁性粒子またはビ
ーズに結合された標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を形成する。
【００３２】
　この方法の感度を高めるために、必要に応じて、複数の磁気的に標識が付けられたリガ
ンドが、使用され得る。一例として、血液試料から循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を分離するた
めに、抗ＥｐＣＡＭ（上皮細胞接着分子）抗体で標識が付けられた磁性粒子が使用され得
る。しかしながら、ＥｐＣＡＭが全ての上皮細胞には発現せず、その他のものに弱く発現
するのみであるので、磁気的に標識が付けられた抗サイトケラチン（ＣＫ）抗体がまた、
単独で、あるいは磁気的に標識が付けられた抗ＥｐＣＡＭ抗体と組み合わせて使用され得
る。
【００３３】
　次に、生物学的試料は、画定された流体流路する分離モジュールを通して通過される。
この画定された流体流路は、一つの局面では、近位（入口）端と遠位（アウトレット）端
をもつ、適切な迷路や曲がりくねった流体流路を提供するコイル状チューブまたは他の構
成のような制限された流体流路であっても良いし、磁気モジュールの磁場内に配置され若
しくは配置可能であっても良い。一実施形態では、管状流体流路は、ＰＴＦＥ（テフロン
）、ＰＶＣまたはシリコンチューブなどの、不活性で可撓性をもつプラスチック製のチュ
ーブから形成される。管状流体流路に代わるものとして、曲がりくねった流体流路は、容
器内で一連の平行板の周りに流体の流れを設けることによって、または成形や真空成形に
よって中に流体流路をプラスチック材料の本体内または上に形成することにより、および
必要ならば上記流路を接着カバーで封じることにより、実現され得る。好ましくは、上記
画定された流体流路は、０．５ｍｍから５ｍｍまでの内径（ＩＤ）、好ましくは１．６ｍ
ｍから０．８ｍｍまでのＩＤを有し、かつ、５０ｍｍから２００ｍｍまで、好ましくは１
００ｍｍから１２５ｍｍまでのチューブ長（磁場内）を有する、不活性で可撓性をもつプ
ラスチック製のチューブから形成される。
【００３４】
　また、上記分離モジュールによって提供される上記画定された流体流路は、複数のフレ
キシブルチューブ、例えば、共通の入口と共通の出口に合流するチューブを有する、複数
の並行なフレキシブルチューブからなっていても良い。それに代えて、上記流体流路は、
個々のチューブで構成されるよりもむしろ、並行なトラックを有して成形されていても良
い。上記流路の両端には、上記流路へ又は上記流路からの液体を供給するための手段が設
けられる。この局面で、上記分離モジュールは、平坦なベース上に配置された直径１ｍｍ
、長さ２５０ｍｍの１０本の並行なシリコンゴムチューブであって、各端において、流体
の入口と出口の手段への接続に適した束に集まったものであっても良い。それに代えて、
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上記チューブは、一端で入口マニホールドに、他端で出口マニホールドに接続されていて
も良い。例えば蠕動ポンプで用いられるようなローラを使用することによって、各チュー
ブを通る均等な流体流のための設備が設けられても良い。
【００３５】
　本発明のこの局面では、複数の管状要素、特に複数の並行な可撓性チューブの使用は、
特に有利である。それは、単一の管状要素またはチューブが使用されている場合よりも、
上記画定された流体流路を通して、より少ない流速で（したがって、より少ない剪断力で
）、より多くの試料量（したがって、より多くの標的バイオエンティティ）の流れを可能
にするからである。
【００３６】
　分離モジュールによって提供された上記画定された流体流路を通して、上記生物学的試
料が近位端から遠位端へ通過するにつれて、それは上記磁気モジュールの磁場に晒される
。その結果、上記画定された流体流路内で上記複合体の動きを拘束または妨げ、かつそれ
を保持することによって、上記標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体が磁気
的に捕捉される。
【００３７】
　一実施形態では、一連の磁場が、上記画定された流体流路に沿って前進的に例えば遠位
端から近位端へ印加される。その結果、磁気的に標識が付けられた複合体は、ただ１点と
いうよりはむしろ、流体流路に沿ってより均一に捕捉される。
【００３８】
　磁石のアレイを横切って流体導管を流れる磁気（または常磁性）粒子は、主に、上記ア
レイ内で磁石間の接合部に拘束される、ということが指摘されている。それゆえ、本発明
は、粒子の最大捕捉をもたらすために、上記流体流路に、複数の磁石または磁気的捕捉の
ための点を含む磁気モジュールを提供する。上記磁気モジュールは、次のように、磁性粒
子を捕捉、濃縮、精製、解放するための永久磁石を採用するのが好ましい。
【００３９】
　ａ）例えば４から２０個の磁石の、静止した永久棒磁石のアレイが用いられて良く、上
記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されているとき、簡単で効果的な磁気モジ
ュールを提供する。
【００４０】
　ｂ）複数の棒磁石のアレイが、磁性粒子を捕捉または解放するために、液体の流れの周
りを、液体の流れに抗しまたは液体の流れとともに回転するように配置されていてもよい
。
【００４１】
　別の実施形態では、上記分離モジュールは、回転され得る移動する２本の磁石アレイの
ベルト間に配置されて、上記分離モジュール内において上記画定された流体流路で上記磁
性粒子をどちらかの方向に一掃するようになっていても良い。
【００４２】
　上記好ましい磁気モジュールは、例えば約５０×５×３．５ｍｍの少なくとも２つの希
土類永久磁石のアレイであり、５０×５ｍｍの両側に存在する極をもつ。流れる磁性粒子
の最大の拘束は、磁石が、サイドバイサイド及び／またはエンドツーエンドで整列し、そ
れらの極が上または下に交互になって、その結果、Ｎ極が上である磁石はＳ極が上である
磁石に隣り合っているとき、それらの磁石の間の接合部で発生する、ということが見出さ
れている。粒子の捕捉を最大化するために、複数の磁石は、ディスク上またはドラムの周
りの直線状のペア、ブロック、筏からなるアレイに配列されても良い。全ての場合に、上
記分離モジュールの上記流体流路は、磁石間の接合部、すなわち、最大電界強度のゾーン
を通して、またはそれに沿って、最大通過を許容するように配置される。引力が整列され
るため、上記アレイ内の隣接する磁石の反対の磁気極性の結果として、上記磁気モジュー
ルは、上記分離モジュールの配置をすぐに利用可能にする、簡単な支持部だけを要求する
一体性を持つ。また、必要に応じて、この磁気的構造は、磁石が、粒子の捕捉を強化する
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ために液体の流れに抗して、または放出を強化するために液体の流れとともに移動するよ
うに、それらの磁石が配置されるのを許容する。
【００４３】
　磁性粒子の最大収集点は、磁石間のＮＳ接合部に又はそれに隣接しており、磁石の面の
上方ではないことから、上記磁石はこの利点を得るために構成され得る。例えば、磁石は
次のように配置され得る。
【００４４】
　（ａ）チューブが個々の磁石の長軸（後に、図３に示すように）に対して垂直に走る「
はしご」状の筏に。この場合、複数の拘束点、すなわち接合部で、粒子の不連続な収集が
ある。
【００４５】
　（ｂ）チューブが磁石の長軸の間の接合部に沿って走る並列トラックに。この場合、チ
ューブ／磁石の長さに沿って連続的な収集がある。
【００４６】
　全ての磁性粒子を可視的に拘束するために必要な流路は、両方の構造（ａ）および（ｂ
）にとって類似しており、したがって、（ａ）構造は、より多くのチューブが上記磁気モ
ジュールの幅を横切って並行に走らされ得るので、（ｂ）構造の限られた数の磁気接合部
をもつものよりも、一般的に好ましい。
【００４７】
　例えば、（ａ）および（ｂ）両方の場合に、上記磁気モジュールは、２０個の磁石から
なり、幅５０ｍｍおよび長さ１００ｍｍであり得る。構造（ａ）にとって、上記磁気モジ
ュールを横切って走らされ得る並行なチューブ、したがって試料に対する制限は、チュー
ブの幅とそれに関連するハードウェアによって設定されるものだけである。対照的に、構
造（ｂ）では、磁石の間に４つの接合部だけが存在するので、４つのチューブだけが並行
して使用（または４つの試料が処理）され得る。
【００４８】
　コイル状チューブ分離モジュールは、（後に、図２に示すように）上記の直線状モデル
よりもコンパクトであり、上記粒子は、全ての接合部で、縦方向、横方向および斜めに拘
束される。あり得る欠点は、直線状モデルのようには、複数のチューブ（すなわち試料）
用として適していないということである。スピンする磁石の構成は、（後に、図４Ａに示
すように）捕捉されるべきエンティティを、上記チューブのボア内で「ホバリング」して
いる磁性粒子の「雲」を通して通過させることによって、捕捉を増進する。静磁場では、
上記磁性粒子は、上記磁石に最も近いチューブの側へ流れ、分析物のさらなる拘束は起こ
りそうもない。
【００４９】
　スピンする磁石の使用、上記分離モジュールを通る上記試料／粒子混合物の再循環、分
離前の輸送中の上記混合物の培養は、全て、試薬の反応時間の要件を削減または除去し、
試験することを医師または患者により身近にすることを目的とした本発明の局面である。
【００５０】
　好ましくは、捕捉後に、上記画定された流体流路内に保持された上記標的バイオエンテ
ィティ／標識付きリガンド複合体は、上記生物学的試料の非結合細胞と他の成分を削除す
るために、洗浄液で洗浄される（好ましくは、繰り返し洗浄で）。また、好ましくは、上
記洗浄液から上記生物学的試料を仕切るために、また、繰り返し洗浄が実行される場合に
は洗浄液のアリコートを仕切るために、１つ以上の空気気泡が上記流体流路に沿って供給
される。一例として、上記流体流路に沿って通過される流体の順序は、試料－空気気泡－
洗浄液－空気気泡－洗浄液であっても良い。
【００５１】
　最後に、上記捕捉された複合体は、上記標識が付けられた複合体を解放するために上記
磁気モジュールの磁場から上記分離モジュールを取り除くことによって、それから上記複
合体を収集容器中へ転送することによって、例えば収集流体を上記流体流路を通して通過
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させることによって、上記流体流路から回収される。その後、分離された標的バイオエン
ティティ／標識付きリガンド複合体は、必要に応じて、収集流体の除去によって濃縮され
ても良い。上記複合体は、さらなる処理、例えば疾患のバイオマーカの分析のために適す
る。
【００５２】
　一実施形態では、上記分離モジュールが磁場から取り除かれ後、上記流体流路の遠位ま
たは出口端から洗浄液を逆に流して、上記捕捉された複合体を近位または入口端から外へ
洗い流すことによって、上記捕捉された複合体の回収が達成され得る。再び、上記捕捉さ
れた複合体の変位とそれに続く回収を支援するために、空気気泡が洗浄液の別のアリコー
トの間に導入されても良い。
【００５３】
　また、上記分離モジュールから回収される上記捕捉される複合体は、例えば循環腫瘍細
胞などの標的バイオエンティティに結合されていない磁性粒子のような、非結合の標識付
きリガンドを含む場合があるので、上記回収された物質は、さらにこの非結合の標識付き
リガンドを上記捕捉された標的バイオエンティティ／標識付きリガンドから分離するため
に処置されても良い。この分離は、例えば、小さい非結合の標識付きリガンドから大きな
標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体を分離するのに適した膜の使用によっ
て、物理的であっても良い。または、それに代えて、この分離は、標的バイオエンティテ
ィ／標識付きリガンド複合体を捕捉し、かつそれを固体支持体上に固定化する第２の結合
剤の使用によって達成され得る。例えば、標的バイオエンティティは循環腫瘍細胞であり
、第２の結合剤は、標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体（非結合の標識付
きリガンドではなく）と結合するビオチンに結合した抗ＥｐＣＡＭ抗体または抗サイトケ
ラチン（ＣＫ）抗体であっても良い。その後、結果の複合体は、例えばチューブまたは顕
微鏡のスライドのような他の固体支持体に結合したストレプトアビジンを用いて、分離さ
れ得る。
【００５４】
　適切な、プログラムされたコントローラは、上記流体流路を通る生物学的試料と洗浄液
の流れを制御し、上記のような空気気泡を導入するほかに、例えば磁場からの分離モジュ
ールの移動、上記捕捉された複合体の回収を含む、他の全ての機能を制御するためにも、
使用されても良い。
【００５５】
　上記分離された標的バイオエンティティのさらなる処理は、例えば、分離された細胞の
同定及び化学分析を含んでいても良く、蛍光色素分子標識付き抗体のような開示する試薬
や蛍光検出器を直接使用してでも、染色および／または顕微鏡のような、分離された細胞
の検査によって間接的にでも、または、蛋白質や核酸バイオマーカの分析によってでも良
い。これらの良く知られている、伝統的な検出方法および化学分析に加えて、上記分離さ
れた標的バイオエンティティのさらなる処理は、例えば、前立腺癌のメチル化ベースの化
学分析におけるメチル化状態への変化のような、後成的変化に基づく化学分析などのより
新しい検出手法を含んでも良い。
【００５６】
　上記のように、本発明の方法は、生物学的試料からの広い範囲の標的バイオエンティテ
ィの分離に適しており、特に標的バイオエンティティまたは標的バイオエンティティ上の
決定基に特別に結合するとともに、本明細書で述べられたような磁性粒子またはビーズに
結合され得る適切な特異的結合リガンドを要求するだけである。上記特異的結合リガンド
は、抗体、核酸、または多分、特定の要素に対する親和性を有するキレート剤であっても
良い。それゆえ、本発明は、微生物、サブ細胞膜結合小胞、サブ細胞タンパク質および核
酸（ウイルスを含む）、汚染物質や毒素、希土類元素などの要素を含む如何なる細胞の捕
捉および濃縮に有用であり得る。
【００５７】
　一つの特定の実施形態では、本発明の方法は、特に血液のような複雑な細胞培地から細
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胞の精製された集団を分離するのに適している。この実施形態では、上記方法は、次のス
テップを含む。
（ｉ）細胞培地（例えば血液）を、関心ある細胞の集団に選択的に結合するリガンドに結
合されている磁性粒子（例えば、４．５ミクロンのダイナビーズ（Dynabeads））と接触
させ、
（ii）上述のように分離モジュール内で流体流路の周囲に磁場を作り出すための磁気モジ
ュールの磁場内に配置されている画定された流体流路を有する分離モジュールを通して、
上記細胞培地／標識付きリガンドの混合物を通過させ、その結果、上記混合物内の磁性粒
子（およびそれに結合した関心ある細胞）が上記分離モジュール内に捕捉および保持され
、
（iii）上記捕捉された磁性粒子（およびそれに結合した関心ある細胞）を、非結合の血
液成分を除去する洗浄液で洗い、
（iv）上記磁性粒子を解放するために上記磁場から上記分離モジュールを取り除き、およ
び
（ｖ）例えば、さらなる処理および分析のための収集容器に磁性粒子（およびそれに結合
した目的の細胞）を転送するための管状流体流路を通る収集流体の流れを用いる溶出によ
って、上記粒子を回収する。
【００５８】
　この発明の方法では、上記生物学的試料が上記画定された流体流路を通過する時、上記
標的バイオエンティティ／標識付きリガンド複合体は磁場に晒される。代替の実施形態で
は、上記磁場はパルス印加または上記流体流路に沿って移動され、または、上記試料が上
記画定された流体流路を通過する時、上記生物学的試料は、反対向きで等しい磁気力に晒
される。この代替の実施形態では、上記磁性粒子を、上記流体流路の壁ではなく、むしろ
上記流体流路の中流に保持する可能性を提案する。それによって、上記生物学的試料の非
結合成分からの上記「結合した」または捕捉された磁性粒子の強化された分離を可能にす
ることができる。
【００５９】
　一実施形態では、本発明の方法は、次のステップを含んでいても良い。
【００６０】
　１．標的バイオエンティティと直接または間接的に（例えば、ビオチン－ストレプトア
ビジン結合を介して）作用することができる磁性粒子は、上記エンティティを含む疑いの
ある流体試料と混合される。
【００６１】
　２．上記粒子と上記標的バイオエンティティとの間の反応時間を許容した後、上記液体
試料は、流れによって生じる剪断力を介して上記標的バイオエンティティを失うことなく
磁気捕捉を可能にする速度で、分離モジュールを通して引き込まれる。一例として、シリ
ンジまたは類似のデバイスが、上記モジュールを通して上記試料を引き込むために上記分
離モジュールの下流端で使用され得る。
【００６２】
　３．試料の流れが完了すると、上記モジュールを通して洗浄液（細胞のための等張緩衝
液）が流されて、非特異的に結合した如何なる物質も洗い流される。
【００６３】
　４．洗浄後、まだ洗浄液が流れている状態で、上記分離モジュール磁場から取り除かれ
、その結果、磁性粒子が解放され、上記分離モジュールから適切な収集容器中に流される
。それに代えて、上記分離モジュール通る上記流れが逆転され、上記精製された標的エン
ティティはモジュール近位端で収集容器に放出されても良い。
【００６４】
　本発明の方法の別の実施形態は、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する
ための、例えば血液試料から循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を分離するためのバッチ処理を含む
既知の先行技術のシステムの限界に対処する。それは、上記試料中の任意の標的バイオエ
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ンティティ（ＣＴＣのような）と磁気的に標識が付けられたリガンドとの間の受動的な反
応のために許可されるべき時間を必要とする。本発明の方法では、上記標的バイオエンテ
ィティと磁気的に標識が付けられたリガンドとの反応は、上記試料が上記画定された流体
流路を流れるので支援されるが、バキュテイナ（Vacutainer）採血容器などの試料チュー
ブ内に、上記試料と磁気的に標識が付けられたリガンドとを一緒に積極的に持って来るこ
とによって、単に試薬を接触させ、受動的な拡散律速反応のための時間を許可するよりも
、さらに強化され得る。一例として、上記磁気的に標識が付けられたリガンドは、磁石の
上方に位置している試料チューブ内の上記試料（例えば血液）に追加され得る。その磁石
は、上記試料を通して上記磁性粒子をチューブの底へ引き付けるだろう。上記標的バイオ
エンティティと磁気的に標識が付けられたリガンドとの反応をさらに高めるために、上記
試料は、上記チューブの底から、すなわち高濃度の磁性粒子を通して、それを引き戻すこ
とで、上記試料チューブ内で再循環され得る。それから、上記試料は、上記チューブの頂
部へ戻して追加され、それから、上記磁性粒子は再び、上記磁石によって上記試料を通し
てチューブの底へ引き付けられる、等々。この循環過程では、ＣＴＣの標識付けは、例え
ば、試料チューブ内の血液試料を通る磁性粒子の一定の通過と、上記試料が試料チューブ
の底で高濃度の磁性粒子を通して引き付けられることとの両方によって促進されるだろう
。この積極的なまたは加速された標識付けの段階の完了時に、上記試料は、上記試料チュ
ーブの底から、前述のように上記画定された流体流路を通して通過されるべき上記分離モ
ジュール上に引き付けられ得る。
【００６５】
　上述のように、別の局面では、本発明はまた、生物学的試料から標的バイオエンティテ
ィを分離するのに使用される装置であって、
　（ｉ）画定された流体流路を有する分離モジュールと、
　（ii）磁場をもつ磁気モジュールを備え、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石
のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されており、
　上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モジュールの上記磁場内に配置されて
いる第１の位置と、上記流体流路が上記磁気モジュールから除去されている第２の位置と
を有し、
　（iii）上記分離モジュールが提供する上記画定された流体流路を通して上記生物学的
試料と、任意に洗浄液とを通過させるための手段を有するコントローラを備え、それによ
って、上記試料が上記画定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料は
上記磁気モジュールの磁場に晒されるものを提供する。
【００６６】
　一つの局面では、本発明はまた、生物学的試料から標的バイオエンティティを分離する
のに使用される装置であって、
　（ｉ）画定された流体流路を有する分離モジュールを備え、上記画定された流体流路は
、共通の入口と共通の出口を有する複数の管状要素を含み、
　（ii）磁場をもつ磁気モジュールを備え、上記磁気モジュールは少なくとも２つの磁石
のアレイを有し、上記アレイ内の隣接する磁石は反対の極性で整列されており、
　上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モジュールの上記磁場内に配置されて
いる第１の位置と、上記流体流路が上記磁気モジュールから除去されている第２の位置と
を有し、
　（iii）上記分離モジュールが提供する上記画定された流体流路を通して上記生物学的
試料と、任意に洗浄液とを通過させるための手段を有するコントローラを備え、それによ
って、上記試料が上記画定された流体流路を通して通過している間、上記生物学的試料は
上記磁気モジュールの磁場に晒されるものを提供する。
【００６７】
　上記のように、本発明の装置では、上記分離モジュールは、上記流体流路が上記磁気モ
ジュールの磁場内に配置されている第１の位置と、上記流体流路が上記磁場から取り除か
れた第２の位置を持っている。一例として、分離モジュールは、上記第１の位置から上記
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第２の位置へ移動するように、固定または静止した磁気モジュールに対して移動可能にな
っていても良い。それに代えて、同じ効果を達成するために、上記磁気モジュールが、固
定または静止した分離モジュールに対して移動可能になっていても良い。
【００６８】
　本発明の方法および装置は、商業的な、自動化された操作に特に適している。上記画定
された流体流路を含む上記分離モジュールは、安価かつ使い捨て可能で、高速自動生産が
可能である。さらに、磁石の活性化と他の全てのプロセス（上記分離モジュールを通る上
記生物学的試料の吸引、洗浄溶液の通過、および上記標的バイオエンティティを回収する
ための溶出など）の制御は、適切な制御機器を使用して自動的に達成され得る。
【００６９】
　上記で概説したように、本発明の方法および装置は、流体から、極めて稀な標的バイオ
エンティティを含む（ただし、それに限定されない）関心ある標的バイオエンティティを
、検出し、濃縮し、精製するために意図されている。一つの好ましい用途は、血液から、
循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）またはそれらの核酸を、検出し、濃縮し、かつ精製するためのも
のである。ＣＴＣは、１０億の細胞に１つ未満の濃度で癌患者の血液中に存在するかもし
れないが、それらの存在と数が患者の治療の予後と管理のために重要である。
【００７０】
　ＣＴＣを検出するための最も広く使用されている方法は、現在、癌患者の生存を予測し
、治療反応を監視するためのＣＴＣ検出を使用するヴェリデックス・セルサーチ（Ｖｅｒ
ｉｄｅｘ　ＣｅｌｌＳｅａｒｃｈ）システムである。セルサーチの方法は、血液試料のバ
ッチ処理を採用し、遅いという欠点を有し、その有効性が不十分な感度によって制限され
る。この技術の背景と現在の方法の欠点は、タルザス（Ｔａｌａｓａｚ）ら（２００９）
Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　米国　１０６：３９７０－３９７５によって開
示されている。また、それは、ＣＴＣ収集に対する代替の、より敏感なアプローチを紹介
している。本発明は、セルサーチとタルザスらのアプローチの両方の次のような欠点に対
処し、高スループットの診断研究室用途に適する、ＣＴＣの検出、精製および回収のため
の拡張性ある手段を提供する。
【００７１】
　感度：セルサーチの方法の速度と感度は、血液中の磁性粒子と任意のＣＴＣの間の反応
のための受動的な、拡散が制限された時間によって制限されている。本発明は、磁性粒子
に近接してＣＴＣを流すことによって捕捉を強化する。このことは、通過中の培養、およ
び／または流れる血液に対して「跳ね返された」磁性粒子の「雲」を上記分離モジュール
の上流部分に一掃することによって、さらに促進される。その結果、そのモジュールが親
和性精製カラムのように動作する。また、低流量で大量の血液を処理する能力と、複数の
並行な管状要素の使用に起因する低剪断力は、捕捉されるセルの数を増やすために使用さ
れ得る。
【００７２】
　純度：セルサーチの方法は、磁気堆積物中の残骸を捕捉する。これにより、ＣＴＣの繰
り返された堆積と再懸濁を伴って複数の洗浄ステップを必要とする。このことは、時間を
消費し、細胞を破壊するかも知れない。本発明は、分離モジュール内にＣＴＣを穏やかに
拘束し、余分な材料は流れて廃棄される。磁場を解除および再印加すること、粒子を「跳
ね返す」ことは、さらに任意の非特異的に結合された物質の解放を助けるかも知れない。
【００７３】
　試料の完全性：セルサーチの方法は、ＣＴＣの検出と細胞数を提供するが、顕微鏡検査
を超えた分析のための細胞を提供しない。本発明は、タンパク質や核酸の分析を含む、さ
らなる分析のための、細胞を検出し、精製し、濃縮するための穏やかな、破壊が最低限の
方法を提供する。
【００７４】
　商業的用途：セルサーチの方法は、７個の試料のバッチ処理と３～４時間での１つの制
御が可能である。タルザスらの方法は、より多くの試料をバッチ処理し得るが、試料の量
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、およびそれ故にＣＴＣの数が、限られており、磁気スイープと回収方法は、高スループ
ットの商業的用途には不向きである。本発明は、効率的な細胞の回収を伴って大容量が処
理されるのを可能にし、商業的および研究室の用途に拡張性がある。
【００７５】
　本発明は、ＣＴＣの精製に特に適しているとともに、大容量の試料から微量の標的バイ
オエンティティの回収を要求する全ての用途に等しく適している。
【００７６】
　本発明の特に好ましい実施形態では、上記磁気モジュールは、複数の希土類磁石のアレ
イ、例えば、約５０×５×３．５ｍｍの１０個の磁石であって、極が２つの５０×５ｍｍ
の側部上にあり、約５０×５０ｍｍであるアレイまたは「マット」を形成しているものを
備えている。上記磁石は、このアレイ内に横並びに、その極を上下にし、隣接する磁石は
反対する磁気極性をもつ状態で、すなわち、Ｎ極が上である磁石はＳ極が上である磁石に
隣接する状態で、配置されている。上記磁石のアレイは、上記磁気モジュールのための適
切なベースに取り付けられている。
【００７７】
　この実施形態は、ＣＴＣを捕捉するためであるとともに、核酸の捕捉と解放のための適
合性のために採用されており、汚染のリスクを避けるために、試薬を含む全ての構成要素
は、「１回使用」の形で使い捨て可能にされている。これらの使い捨ての構成要素は、次
のようなものを含む。
【００７８】
　（ｉ）シリンジ（１～３０ｍＬ、好ましくは１０ｍＬ）
　（ii）細長い使い捨てピペットの先端に似た中空のチューブを含む又はからなり、かつ
、ストレート、コイル状または蛇行形態になり得る分離モジュール。上記モジュールの近
位端は、実験室のピペッタまたはシリンジで密封嵌合を許容するように雌テーパを持って
いる。遠位端は、使い捨てピペットの先端に似た出口ＩＤを持つ雄テーパを持っている。
適切なチューブの内径（ＩＤ）は、選ばれた用途のために選択されるだろう。最も可能性
あるのが０．５ｍｍと５ｍｍとの間で、５０ｍｍと２００ｍｍとの間のチューブの長さを
もつ。好ましいＩＤは、１ｍｍで、１００から１２５ｍｍまでのチューブの長さをもつ。
上記分離モジュールの材料は、様々なプラスチック、エラストマ、ガラスまたは金属を含
む、どのような剛性または半剛性の不活性な材料であっても良い。仮に剛性または半剛性
のサポートが上記モジュールのために設けられている場合、剛性が少ない材料、例えばＰ
ＴＦＥ（テフロン）またはシリコンゴムチューブもまた、使用され得る。
　（iii）分離モジュールからの流出物の受領のための廃液溜め
　（iv）試薬容器、または、洗浄および他の試薬、例えば細胞を標識付けまたは溶解する
準備のための容器。上記試薬は、ボトルまたは使い捨て可能なトレイ内のウェルに、例え
ば上記モジュールの遠位（雄）端によって貫通され得るシール付きで、設けられ得る。上
記トレイもまた、廃液溜めを収容しても良い。
【００７９】
　磁気分離は、上記磁気モジュールと、上記使い捨て可能な構成要素を用いて手動で実行
され得る。一方、自動または半自動機器は、制御、安全性と封じ込めのために明らかに望
ましい。そのような機器は、次のようなものを含む。
【００８０】
　（ｖ）シリンジドライバ、すなわち、シリンジから液体を排出し、またはシリンジ内に
液体を引き込むための可逆ドライブ。
　（vi）既述の複数の強力な希土類磁石からなる上記磁気モジュールに近接して上記分離
モジュールを支持および保持する手段。
　（vii）上記分離モジュールからの流出物を受領するための廃液溜めまたは手段。
　（viii）上記分離モジュールの遠位端に試薬を提供するための手段。例えば、これは上
記分離モジュールの遠位端に上記試薬容器を提供する摺動可能なまたは回転式の機構であ
っても良い。
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　（ix）上記機器の機能を制御するプログラマブルコントローラ。
【００８１】
　一例として、次に、抗ＥｐＣＡＭ（上皮細胞接着分子）抗体で標識が付けられた磁性粒
子の使用によって、血液からの循環腫瘍細胞（ＣＴＣ）を分離する方法について記述する
。ただし、その方法は、核酸の精製を含む他の磁気分離のためにも等しく適する。その記
述は、廃液および試薬容器が、上記分離モジュールにそれらを提供できる回転式または可
動のラックまたはトレイに設けられている、ということを前提とする。
【００８２】
　ａ．　シリンジに血液の必要量（典型的に７．５ｍＬ）を引き込む。
好ましくは、上記血液は、抗ＥｐＣＡＭ磁性粒子を含むバキュテイナに供給される。また
は、それに代えて、磁性粒子は、シリンジに支給または追加されても良い。
　ｂ．　上記シリンジと分離モジュールを結合し、上記モジュールを上記磁気モジュール
の磁場中に配置し、上記シリンジドライバにシリンジプランジャを係合する。
　ｃ．　シリンジドライバを起動する。
　　　ａ．血液は、制御された速度で上記分離モジュールを通過し、廃液溜めに受領され
る。（典型的には５分を要するこのステップ中に、磁性粒子および結合したＣＴＣは、上
記分離モジュール内で拘束される）。
　　　ｂ．　廃液溜めが移動して離れ、洗浄液は、洗浄液の容器から上記分離モジュール
を通して上記シリンジ内に引き込まれる。これは上記分離モジュール中に洗浄されたＣＴ
Ｃを残す。必要に応じて、溶解または染色する試薬が上記分離モジュールを通して引き込
まれる。
　ｄ．　シリンジを取り外して廃棄する。
　ｅ．　上記分離モジュール（上記ピペットの先端になる）にピペットを挿入し、上記磁
場から上記分離モジュールを取り除く。
　ｆ．　上記分離モジュールの内容物（ＣＴＣと磁性粒子）をマイクロタイターウェル（
または類似のもの）に放出する。必要ならば、上記分離モジュールを通して繰り返し上下
に上記試料を引くことによって追加の回収が実現され得る。必要に応じて、さらに洗浄ス
テップも、用いられ得る。この装置を使用することによって、適切な寸法のチューブを含
む分離モジュール（ＩＤ＝１ｍｍ、Ｌ＝１００ｍｍ）は、体積～８０μＬの液体状態にあ
るＣＴＣを回収する、ということが見出されている。（もしＬ＝１２５ｍｍならば、体積
は～１００μＬである）。
【００８３】
　上記の方法および装置は幾つかの利点を有する。
　・　それはバルブや配管を持たないので、それは極めて単純で安価である。
　・　全ての構成要素および試薬は使い捨てなので、それによって汚染のリスクを排除し
ており、それは分子生物学、感染性病原体と酵素の分離に適している。
　・　全ての消耗品は、容易に入手できるか、製造するのが簡単かつ安価であるかのどち
らかである。
　・　分離は、多重化され得る。例えば、分離モジュールは、標準的な実験用ピペット及
びマイクロタイタートレイでの使用に適するように、間隔が設けられた８または１２（個
々に分離）の結合セットに作られ得る。
【００８４】
　上記のような血液試料からＣＴＣを分離する方法に対する代替の方法では、上記血液試
料は抗ＥｐＣＡＭ磁性粒子を含むバキュテイナ収集容器に供給され、上記シリンジは上記
分離モジュール（上記磁気モジュールの磁場に配置されている）に結合され、上記血液試
料は上記収集容器から上記分離モジュールを通して上記シリンジに引き込まれ、その結果
、磁性粒子および結合したＣＴＣは上記分離モジュールで拘束される。上記血液試料が上
記収集容器から引き出された後、空気気泡が上記分離モジュール中へ引き込まれ、続いて
洗浄液が洗浄液溜めから上記シリンジ中へ引き込まれ、上記分離モジュール内に洗浄され
たＣＴＣが残される。それから、上記分離モジュールは、上記磁気モジュールの磁場から
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取り除かれ、前述のように、上記ＣＴＣは上記分離モジュールから回収される。
【００８５】
　幾つかの変形または修正が、上述したように上記装置に対してなされ得る。例えば、上
記装置は、所望の分析物の多段階の捕捉を提供するために変更され得る。このように、捕
捉されたＣＴＣの純度を向上させるために、２つの分離モジュールを直列に使用する２段
階のアプローチが用いられても良い。磁性粒子および結合したＣＴＣは第１の分離モジュ
ールで捕捉され、上記のように洗浄され、上記第１の分離モジュールは上記磁気モジュー
ルの磁場から取り除かれ、それから、第２の分離モジュールは磁場に配置され、上記第１
分離モジュールからの上記磁性粒子および結合したＣＴＣは、上述したように回収される
前に、上記第２の分離モジュールへ通過されて上記第２の分離モジュール内に捕捉される
。
【００８６】
　同様に、多段階の捕捉は、ＣＴＣのような癌細胞からのＲＮＡおよび／またはエキソソ
ームの抽出にも使用することができる。この実施形態では、第１の分離モジュールは、広
く上述したように、血液試料からＣＴＣ（磁性粒子に結合した）を捕捉するために使用さ
れる。第１の分離モジュールからの捕捉および洗浄された細胞は上記第１の分離モジュー
ル内で溶解されて、その分離モジュール内に上記磁性粒子に結合した細胞残渣が捕捉され
たまま残り、溶解された物質（ＤＮＡおよび／またはエキソソーム的内容物を含む）が収
集容器中に回収される。上記溶解された物質は、上記収集容器内でＲＮＡ結合磁性粒子（
例えば磁性ガラスビーズ）、必要に応じてＲＮＡ抽出試薬、と混合され、次いで上記磁気
モジュールの磁場に配置された第２の分離モジュールを通して通過される。その後、これ
らの磁性粒子および結合したＲＮＡは、既述のように上記磁場から上記第２の分離モジュ
ールを取り除き、上記捕捉された材料を回収することによって、上記第２の分離モジュー
ルから回収される。
【００８７】
　多段階の捕捉は、捕捉されたＣＴＣのからのリンパ球のような非特異的に捕捉された細
胞の除去にも使用され得る。この実施形態では、前述のように、磁性粒子に結合したＣＴ
Ｃは、捕捉され、洗浄される。上記ＣＴＣは回収され、反応容器中に放出される。その反
応容器では、上記ＣＴＣは、リンパ球に標識付けするための大きい非磁性ビーズに結合し
た抗リンパ球抗体（抗ＣＤ４５のような）と混合される。次いで、その混合物は、上記磁
場に配置された第２の分離モジュールを通して通過される。非磁性ビーズに結合した抗リ
ンパ球抗体をこの分離モジュールを通して一掃するとともに、磁性粒子に結合したＣＴＣ
を再び捕捉するためである。その後、上記磁場から上記第２の分離モジュールを取り除き
、上記捕捉された材料を回収することによって、上記捕捉されたＣＴＣは、上記第２の分
離モジュールから回収される。
【００８８】
　別の局面では、標識付け反応をスピードアップし、処理時間を短縮するために、本発明
の方法は、次のようなステップを含んでも良い。
【００８９】
　（i）上記生物学的試料を、第１の点又は収集点で収集し、
　（ii）上記第１の点で上記試料を、上記磁気的に標識が付けられたリガンドを含む収集
媒体に追加し、
　（iii）続いて、上記生物学的試料と上記磁気的に標識が付けられたリガンドとを含む
上記収集媒体を、第２の点又は試験点に転送し、
　（iv）上記第２の点で上記試験方法を完了する。
【００９０】
　上記生物学的試料は、上述したように本発明の方法にしたがって標的バイオエンティテ
ィを分離するために、直接処理されても良いが、試験前に或る形の処置を要求しても良い
。例えば、生検試料は、試験前に均質化を要求する場合がある。さらに、上記生物学的試
料が液状ではない限りでは、（例えば、固体、半固体または脱水された液体試料の場合も
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ある）、試料を移動可能にするために、緩衝剤のような試薬の添加を要求することがある
。
【００９１】
　本発明にしたがって上記生物学的試料が追加される「収集の媒体」は、当業者に知られ
ているどのような適切な媒体であっても良い。適切な媒体は、一例として、生物学的試料
の収集と輸送に適した生理食塩水および緩衝媒体を含む。収集媒体は、上述のような磁気
的に標識が付けられたリガンドを含み、また、上記収集媒体へ上記生物学的試料を加える
前と後に、例えば、緩衝剤に加えて、洗剤、プロテアーゼ阻害剤および安定剤を含む、上
記試料とリガンドのための安定化剤を含んでも良い。
【００９２】
　特定の実施態様では、本発明は、広く上述したような方法を提供する。その方法では、
上記収集媒体は、１つ以上の分析物を検出するための後続または同時の反応のために、タ
ンパク質の溶解性を高めるように設計されている。標的ペプチドの溶解性を高めるための
、又は上記試料中の、そのような試薬は、当業者に知られており、例えば、界面活性剤、
高または低イオン強度の緩衝剤、抗粘液溶解剤、リゾチーム、およびヌクレアーゼを含む
。さらに、この実施形態では、本発明はまた、特定のエピトープを露出させるために標的
ペプチドまたはタンパク質を選択的に分解する特異的プロテアーゼの追加を含む。この発
明のこの実施形態では、これらの試薬は、上記第１の点又は収集点から上記第２の点又は
試験点への通過時間の間に標的発現産物の可溶性を高める上で活性であるから、収集媒体
中にそのような溶解性の試薬を含めることは、上記試料中のタンパク質またはペプチドの
遺伝子発現産物の検出に役立つ。
【００９３】
　血液試料から循環癌細胞を分離するための本発明の使用の以下の実施例は、本発明の限
定ではなく、例として説明される。
【実施例】
【００９４】
　例１：バッファからのラテックス微小球の回収。
【００９５】
　ビオチン標識付きラテックス微小球（バングス・ラボラトリーズ（Ｂａｎｇｓ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ）、１０．３５μｍの直径、１０μｌ）は、ストレプトアビジン被覆
磁性粒子（ケミセル（Ｃｈｅｍｉｃｅｌｌ）、１ミクロン直径、１０μｌ）と混合され、
７．５ｍｌのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、ｐＨ７．２）と周囲温度で３０分間反応さ
れた。その混合物は、図２に示す装置を通して引き込まれた。その装置は、１０個の希土
類磁石（各５ｍｍ×３．５ｍｍ×５０ｍｍで、極性が交互に並んで配置され、つまり合計
寸法５０ｍｍ×５０ｍｍ×３．５ｍｍ）の筏で構成される磁気モジュールの上方の１ｍｍ
×２００ｍｍのコイル状のＰＴＦＥチューブ（分離モジュール）で構成されている。その
流れは約５分で完了した。１ｍｌのＰＢＳで洗浄した後、上記分離モジュールは上記磁気
モジュールから取り除かれた。捕獲された粒子は、空気気泡とＰＢＳを用いて上記モジュ
ールから磁石の上方の小さなチューブへ逆に流された。上澄み液が除去され、再懸濁され
た沈殿物の顕微鏡検査は、より小さな磁性粒子とより大きなラテックス粒子との両方が上
記分離モジュール内に捕捉されたことを示した。流出物の遠心分離は、沈殿物を生じなか
った。これは、上記磁性粒子がより大きなラテックス粒子に結合していたことと、両方の
種の全ての粒子が上記分離モジュール内に取り込まれたことを示す。
【００９６】
　例２：血液からのラテックス微小球の回収。
【００９７】
　上記例１の実験が、ＰＢＳの代わりに新鮮なヒト血液を用いて繰り返された。血液の流
れが完了した後、さらに上記分離モジュールから残留血液をパージするのを支援するため
の洗浄の開始後に、小さな空気気泡が導入された。捕獲された粒子の顕微鏡検査は、ラテ
ックスビーズとより小さな磁性粒子との濃い混合物を示した。
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【００９８】
　例３：血液からの培養ヒト大腸癌細胞の回収。
【００９９】
　（ａ）　コイル状チューブの分離モジュール（図２）
　培養ヒト大腸癌細胞（ＨＣＴ　１１６、ＡＴＣＣ　ｎｏ．ＣＣＬ－２４７）が収穫され
、計数され、培養液を希釈剤として用いてｍｌ当たりの既知濃度の細胞が作られた。細胞
は、５ｍｌの新鮮なヒト血液のアリコートに対して合計１０００、５００、２５０、５０
個まで追加された。アリコート当たり８個の癌細胞であった。抗上皮細胞抗体（Ｄｙｎａ
ｂｅａｄ　Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ　Ｅｎｒｉｃｈ、抗ＥｐＣＡＭ）で被覆された磁性ビー
ズが各アリコートに対して追加（１０μＬ）され、その混合物は室温で少なくとも３０分
間培養された。各血液混合物は、約１．６７ｍｌ／分（すなわち、５ｍｌについて３分の
流れ時間）の流速で、図２の装置を通して運ばれた。続いて、０．０５％のＴｗｅｅｎ２
０（ＰＢＳＴ）を含む１ｍｌのＰＢＳの洗浄が行われた。茶色の磁性粒子が、コイル状チ
ューブの前半（１００ｍｍ）に拘束されることが観察された。上記磁気モジュールから取
り除かれた後、上記分離モジュールは、小さなチューブ中へのＰＢＳＴ（１ｍｌ）および
空気気泡で逆に流された。磁性粒子は、マグネットの上方でチューブの底部中に濃縮され
た。上澄み液が除去され、粒子は、ＰＢＳＴ内で１０μｌの２５％メチレンブルー染色で
再懸濁した。全ての場合に、回収された材料の顕微鏡検査は、青色に染色された、追加さ
れたタイプの細胞と磁性粒子を示した。細胞の濃度は、最初に追加された数とほぼ同等で
あった。８個の細胞が追加された血液の場合には、６個の細胞の１つのクラスタと２個の
単独細胞とが検出された。どの場合にも、如何なる赤または白の血液細胞も観察されなか
った。
【０１００】
　（ｂ）　ストレートチューブの分離モジュール（図３）
　１００個のＨＣＴ１１６細胞が、５ｍｌの血液と１０μｌの磁性ビーズに追加された。
室温で３０分間培養され、図３に示すような２０個の希土類磁石の筏（すなわち磁気モジ
ュール＝１００×５０×３．５ｍｍ）の上方のストレートのＰＴＦＥチューブ（長さ＝２
００ｍｍ、ＩＤ＝１ｍｍ）を通して、約１．６７ｍｌ／分で引き込まれた。茶色の磁性粒
子が、上記磁気モジュールの長さの最初の７５ｍｍ以内で、上記分離モジュールのチュー
ブ内に拘束された。例３（ａ）について、上記磁石から除去された後、上記分離モジュー
ルは逆に流され、粒子が回収された。回収された粒子は、磁性粒子と追加されたものに類
似している細胞で構成されていることが分かった。血液細胞は見られなかった。
【０１０１】
　（ｃ）　ストレートの分離モジュールチューブと交互に入れ替わる磁石対：図４ａ
　磁石対が交互に入れ替わる構造（図４ａ）で直列に配置され、ストレートのＰＴＦＥチ
ューブ（直径１ｍｍ、長さ２００ｍｍ）の周りに１４０ｒｐｍで回転された。１０μｌの
磁性粒子を含む５ｍｌのＰＢＳが上記チューブを通して１．６７ｍｌ／分の速度で流され
たとき、最初の磁石対が全ての粒子を拘束した。同量（１０μｌ）の磁性粒子を含む同量
（５ｍｌ）の血液が同じ流速で上記チューブを通して引き込まれたとき、何も捕捉されな
かった。流速が０．６２５ｍｌ／分まで低下されたとき、粒子が約６０ｍｍの合計磁石の
長さの範囲で上記チューブ内に拘束された。これは、スピンする磁石が粒子に上記チュー
ブの中心において「雲」を形成させたことを示唆した。それは、より高い流速では、より
濃い血によって変位された。
【０１０２】
　（ｄ）　ストレートの分離モジュールチューブとスピンする反対の磁石対：図４ｂ
　この例では、低減された血流速度が、上記分離モジュール内のより大径のチューブとよ
り遅い流速を使用することによって達成された。１．６ｍｍの直径と１５０ｍｍの長さの
ストレートのＰＴＦＥチューブが、図４ｂに示すような磁気モジュール内の２つの反対の
磁石対（各々５０×５×３．５ｍｍ）の間に通された。上記磁石は上記チューブの周りを
１４０ｒｐｍで回転され、２００個のＨＣＴ１１６細胞と１０μｌの磁性粒子とを含む５
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ｍｌの血液が上記モジュールを通して０．６２５ｍｌ／分の速度で通過された。全ての粒
子は、上記磁石の長さの最初の２５ｍｍ内に拘束された。ＰＢＳＴで１ｍｌの洗浄後に、
上記チューブは上記磁気モジュールから引き抜かれた。そして、既述のように、捕捉され
た粒子が回収された。回収された物質は、磁性粒子と追加されたものに類似している細胞
であることが分かった。血液細胞は見られなかった。

【図１】 【図２】
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【図３ａ】

【図３ｂ】

【図３ｃ】

【図４ａ】

【図４ｂ】
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