
JP 6121780 B2 2017.4.26

10

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸を流体試料から分離するための方法であって、以下の工程：
　ａ．固体支持体および流体試料を反応容器中で、核酸が該固体支持体上で固定されるこ
とを可能にするのに十分な時間および条件の下で組み合わせて一緒にすること、
　ｂ．該固体支持体物質を分離ステーション中で該流体試料中に存在する他の物質から分
離すること、
　ｃ．該流体試料を該固体支持体物質から分離すること、
　ｄ．該固体支持体物質を陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液で１回以上洗浄すること；
を含み、
　前記の陽イオン性アミンが一般式Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンであ
り：
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【化１】

　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素、アルキル、シクロアルキル、アリールま
たはヘテロアリール残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、
　ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は一般式ＩＩに従う残基であり：

【化２】

　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は自由電子対であることができ、その場合は隣接する窒素は電荷を有さない；
前記方法。
【請求項２】
　前記の陽イオン性アミンがアルキレンジアミンである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記のアルキレンジアミンが未置換である、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記の陽イオン性アミンがエチレンジアミン、プトレッシンおよびカダベリンの群から
選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　さらに以下の工程：
　ｅ．前記分離された核酸を分析すること；
を含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記流体試料が全血または血漿である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　核酸の分析の阻害物質を該核酸が結合している固体支持体から選択的に除去するための
、陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液の使用であって、
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　下流の分析は、核酸増幅を含むまたは核酸増幅からなり、そして、該陽イオン性アミン
が一般式Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンであり：
【化３】

　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素またはアルキル残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は一般式ＩＩに従う残基であり：

【化４】

　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができる；
前記使用。
【請求項８】
　前記核酸が全血または血漿より選ばれる流体試料に由来する、請求項７に記載の使用。
【請求項９】
　核酸を流体試料から分離するためのキットであって、以下の構成要素：
　・結合緩衝液
　・核酸を固定するために用いる固体支持体
　・陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液
　・核酸が結合した固体支持体から該核酸を分離するために用いる、あってもよい溶離緩
衝液、
を含み、該結合緩衝液および該洗浄緩衝液が異なる容器中に収容された異なる緩衝液であ
り、そして
　前記の陽イオン性アミンが一般式Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンであ
り：
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【化５】

　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素、アルキル、シクロアルキル、アリールま
たはヘテロアリール残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は一般式ＩＩに従う残基であり：

【化６】

　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができる；
前記キット。
【請求項１０】
　請求項９に記載のキットであって、
　・前記の結合緩衝液がカオトロピック剤を含み、
　および／または
　・前記の固体支持体がシリカおよび／または磁性物質を含み、
　および／または
　・請求項９で定義される陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液が７未満のｐＨ値を有し、
　および／または
　・前記の溶離緩衝液が水性であり、および／または保存剤を含む、
前記キット。
【請求項１１】
　前記流体試料が全血または血漿である、請求項９または１０に記載のキット。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は分析学の分野に関する。この分野の中で、それは生物学的試料からの生物学的
標的物質の単離であって、前記の標的物質を固体支持体に結合させることを含む前記単離
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に関し、ここで不純物はその固体支持体から、後者を陽イオン性アミンを含有する洗浄緩
衝液で洗浄することにより選択的に除去される。
【背景技術】
【０００２】
　生物学的物質、例えば核酸またはタンパク質の、複雑な生物学的混合物、例えば臨床試
料、例えば全血のような試料からの単離は、特に診断目的のためにかなり重要である。
　数多くの異なる方法が当技術において開発されてきた：例えば試料中の望まれない構成
要素の変性、沈殿および除去、ならびにそれに続く問題の分析物の沈殿および単離（例え
ば核酸のアルコール類に基づく沈殿）。
【０００３】
　別のアプローチは、単離したい生物学的物質の固体支持体物質への結合であり、それは
例えばクロマトグラフィーカラムの形で提供されてよい。
　診断目的のために、特に後で中または高スループット分析を行う生物学的物質の自動化
された単離のために、結合粒子がしばしば用いられる。
【０００４】
　その単離プロセスの間にしばしば不純物がそれぞれの固体支持体に結合し、そうして一
緒に単離された（ｃｏ－ｉｓｏｌａｔｅｄ）状態になり、そのような不純物が問題の生物
学的物質の下流の分析を妨げる可能性があることが当技術において知られている。
【０００５】
　先行技術は、様々な対策を適用することにより上記で言及した状況に対処することを試
みてきた。
　例えば、ＱＩＡｐｒｅｐ（登録商標）Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ（第２版、
２００６年１２月）は、その固体支持体をカオトロピック塩類およびエタノールで洗浄す
るプロセスを開示しており、ＣＮ１０１６６５７８５ＡはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含
有する固体支持体洗浄緩衝液を開示している。これらのアプローチは様々な欠点を示す。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】ＣＮ１０１６６５７８５Ａ
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】ＱＩＡｐｒｅｐ（登録商標）Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ（第
２版、２００６年１２月）
【発明の概要】
【０００８】
　第１観点において、上記で述べたように、本発明は流体試料から生物学的標的物質を単
離するための方法に関する。
　この方法は、第１工程において、固体支持体およびその流体試料を反応容器中で、その
生物学的標的物質がその固体支持体に結合することができるように組み合わせて一緒にす
ることを含む。続いて、その固体支持体物質を分離ステーション中でその流体試料中に存
在する他の物質から単離し、続いてその生物学的標的物質を、その流体試料をその固体支
持体物質から分離することにより精製する。次いで、その固体支持体物質を陽イオン性ア
ミンを含む洗浄緩衝液で１回以上洗浄する。
【０００９】
　さらに、本発明は、生物学的標的物質の分析の阻害物質を前記の生物学的標的物質が結
合した固体支持体から選択的に除去するための、陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液の使
用を提供する。
【００１０】
　そして、本発明は、生物学的標的物質の分析の阻害物質を前記の生物学的標的物質が結
合した固体支持体から選択的に除去するための、陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液組成
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物を提供する。
【００１１】
　本発明の別の観点は、生物学的標的物質を流体試料から単離するためのキットであり、
前記のキットは以下の構成要素を含み：
　・結合緩衝液
　・固体支持体
　・陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液
　・場合により溶離緩衝液、
　ここで、その結合緩衝液および洗浄緩衝液は、異なる容器中に収容された異なる緩衝液
である。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１－１】図１Ａ：完全プロセス対照（ＦＰＣ）および阻害対照（ＩＣ）のＰＣＲ増殖
曲線。そのＦＰＣは、それぞれプトレッシンを含有する洗浄緩衝液または陽イオン性アミ
ンを含まない基準洗浄緩衝液を用いて全血から回収され、そのＩＣはＰＣＲマスター混合
物中に直接加えられた（ｓｐｉｋｅｄ）。
【図１－２】図１Ｂ：完全プロセス対照（ＦＰＣ）および阻害対照（ＩＣ）のＰＣＲ増殖
曲線。そのＦＰＣは、それぞれプトレッシンを含有する洗浄緩衝液または陽イオン性アミ
ンを含まない基準洗浄緩衝液を用いて全血から回収され、そのＩＣはＰＣＲマスター混合
物中に直接加えられた（ｓｐｉｋｅｄ）。
【図１－３】図１Ｃ：完全プロセス対照（ＦＰＣ）および阻害対照（ＩＣ）のＰＣＲ増殖
曲線。そのＦＰＣは、それぞれプトレッシンを含有する洗浄緩衝液または陽イオン性アミ
ンを含まない基準洗浄緩衝液を用いて全血から回収され、そのＩＣはＰＣＲマスター混合
物中に直接加えられた（ｓｐｉｋｅｄ）。
【図１－４】図１Ｄ：完全プロセス対照（ＦＰＣ）および阻害対照（ＩＣ）のＰＣＲ増殖
曲線。そのＦＰＣは、それぞれプトレッシンを含有する洗浄緩衝液または陽イオン性アミ
ンを含まない基準洗浄緩衝液を用いて全血から回収され、そのＩＣはＰＣＲマスター混合
物中に直接加えられた（ｓｐｉｋｅｄ）。
【図２】異なる試料採取器具による処理量の関数としての、阻害性の便の許容性（ｉｎｈ
ｉｂｉｔｏｒｙ　ｓｔｏｏｌ　ｔｏｌｅｒａｎｃｅ）。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　上記で言及したように、本発明は、第１観点において、生物学的標的物質を流体試料か
ら単離するための方法に関し、前記の方法は以下の工程を含む：
　ａ．固体支持体および前記の流体試料を反応容器中で、前記の生物学的標的物質がその
固体支持体上で固定されることを可能にするのに十分な時間、および条件の下で組み合わ
せて一緒にし、
　ｂ．その固体支持体を分離ステーション中でその流体試料中に存在する他の物質から単
離し、
　ｃ．その生物学的物質を、その流体試料をその固体支持体から分離することにより精製
し、
　ｄ．その固体支持体を陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液で１回以上洗浄する。
【００１４】
　上記で概説したように、診断試験の成功のためのよくある必要条件は、前記の標的物質
の下流の処理を妨げる可能性のある有意な量の不純物の同時単離なしで、実質的に未分解
の生物学的物質を単離することである。これは、例えばタンパク質または核酸の単離およ
び分析の際に当てはまる可能性がある。
【００１５】
　用語“核酸”または“ポリヌクレオチド”は互換的に用いることができ、リボース核酸
（ＲＮＡ）またはデオキシリボース核酸（ＤＮＡ）ポリマー、またはその類似体に対応さ
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せることができるポリマーを指す。これにはヌクレオチド類のポリマー、例えばＲＮＡお
よびＤＮＡ、ならびに合成による形態、その修飾された（例えば化学的または生化学的に
修飾された）形態、ならびに混合された（例えば、ＲＮＡおよびＤＮＡサブユニットの両
方が含まれる）ポリマーが含まれる。典型的な修飾には、メチル化、天然に存在するヌク
レオチドの１個以上の類似体による置換、ヌクレオチド間修飾、例えば無電荷結合（例え
ばメチルホスホネート類、ホスホトリエステル類、ホスホアミデート類、カルバメート類
等）、垂れ下がった（ｐｅｎｄｅｎｔ）部分（例えばポリペプチド類）、インターカレー
ター（例えばアクリジン、ソラレン等）、キレート剤、アルキル化剤、および修飾された
結合（例えばアルファアノマー性核酸等）が含まれる。指定された配列に水素結合および
他の化学的相互作用により結合するそれらの能力においてポリヌクレオチド類を真似る合
成分子も含まれる。典型的には、そのヌクレオチド単量体はホスホジエステル結合により
連結されているが、合成による形態の核酸は他の結合を含みうる（例えば、Nielsen et a
l. (Science 254:1497-1500, 1991)において記述されているようなペプチド核酸）。核酸
は、例えば染色体または染色体断片、ベクター（例えば発現ベクター）、発現カセット、
裸のＤＮＡまたはＲＮＡポリマー、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）の生成物、オリゴヌ
クレオチド、プローブ、およびプライマーであることができ、またはそれらを含むことが
できる。核酸は、例えば一本鎖、二本鎖または三本鎖であることができ、いずれかの特定
の長さに限定されない。別途示さない限り、特定の核酸配列は、明確に示したあらゆる配
列に加えて、相補的配列を含むかコードする。
【００１６】
　例えばＰＣＲ（例えば、PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications; 編者
Innis et al., Academic Press, 米国サンディエゴ, 1990参照）のような、核酸に関する
最も広く用いられている分析法のいくつかは、その標的分子の増幅を含む。
【００１７】
　用語“増幅”は一般に標的核酸からの複数の核酸分子の生成を指し、ここで、ポリメラ
ーゼによる伸長のための開始部位を与えるために、プライマーがその標的核酸分子上の特
定の部位にハイブリダイズする。増幅は当技術で一般的に知られているあらゆる方法によ
り実施することができ、それは例えば以下のものであるが、それらに限定されない：標準
的なＰＣＲ、ロングＰＣＲ、ホットスタートＰＣＲ、ｑＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲおよび等温
増幅法。
【００１８】
　前記の増幅を引き起こす酵素は、例えば全血のような複雑な生物学的試料中に含有され
る様々な物質により阻害されやすい。結果として、核酸の増幅が阻害により失敗し、そう
して例えば臨床試料中の病原体が検出されない場合、これは問題の患者に重大な結果を引
き起こす可能性がある。そのような“偽陰性の結果”は、患者がある場合において生命を
脅かす可能性のある未検出の疾患に関する処置を受けないことを引き起こす可能性がある
。
【００１９】
　その生物学的標的物質の下流の分析を阻害する可能性のある不純物の同時単離を避ける
ことを試みるため、先行技術は様々なアプローチ、例えばその生物学的標的物質が結合し
ている固体支持体を例えばカオトロピック剤、エタノールまたはＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０のような界面活性剤を含有する洗浄緩衝液で洗浄することを含む上記で言及したアプロ
ーチを採用してきた。
【００２０】
　しかし、これらの物質自体が全てＰＣＲの既知の阻害物質であり、他の分析法にも有害
である。従って、そのような物質が洗浄緩衝液中にあることは、それ自体が下流の分析を
阻害するか、またはそれがこれらの構成要素を再度除去するためにさらなる洗浄工程を必
須のものにして、従ってそれぞれの単離プロセスをより複雑にし、大概はより費用のかか
るものにし得るかのどちらかである可能性がある。また、全ての追加の工程は結果が得ら
れるまでの時間を遅らせ、それは特にインビトロ診断の分野では重要な要素である可能性
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がある。
【００２１】
　さらに、分析法に対する阻害物質として作用する一部の不純物は上記で記述したような
先行技術で開示された手段では効率的に除去することができない。この状況において、特
に全血はその複雑な組成のためにかなりの難題となる。
【００２２】
　この問題に取り組むための一般的な戦略は、その生物学的試料の入力量を低減すること
であった。その阻害性不純物の入力レベルを低減するこの試みは、その単離プロセスの出
力におけるそれの濃度を低減するであろう。これはその標的分析物の濃度も低減するとい
う望ましくない結果を有し、それはその分析法の検出限界に悪影響を及ぼす可能性がある
。
【００２３】
　あるいは、その単離プロセスからの液体生成物中の阻害物質の影響は、その溶離物をそ
の下流の分析法がその阻害物質の残留濃度により影響を受けないような濃度まで希釈する
ことにより低減される可能性がある。この潜在的な利益は、下流の分析において用いるそ
の溶離物の体積を低減することによっても得られる可能性がある。これらの方法は両方と
も下流の分析におけるその阻害物質の濃度を低減するが、試験する生物学的標的物質の濃
度も同時に低減する。これはその下流の分析の感度にマイナスの影響を及ぼし得る。
【００２４】
　当業者はその単離プロセスの間の阻害物質の選択的除去のための方法の価値を理解して
いると考えられ、それは増大した体積の入力生物学的試料の使用を可能にするか、または
その単離から溶離物の希釈の必要性を省くかのどちらかであろう。
【００２５】
　阻害の軽減のための代わりの方法には、その生物学的物質からのタンパク質性物質の凝
集沈殿（ｆｌｏｃｃｕｌａｔｉｏｎ）が含まれる。他の方法には、下流の分析の阻害物質
として作用する可能性のある多糖類を分解するためのグリコシラーゼ類の使用が含まれる
。これらの方法は両方とも、阻害物質として作用する可能性のある大きい分子に取り組む
ことを意図している。当業者は、広い範囲の分子サイズの阻害物質の除去のための方法の
価値を理解しているであろう。
【００２６】
　本発明に従う方法は、不純物の同時単離を効率的に低減する。その固体支持体を陽イオ
ン性アミンを含む洗浄緩衝液で洗浄することにより、下流の処理、例えば単離された標的
物質の分析を妨げる可能性のある不純物が除去され、一方でその固相に結合した生物学的
標的物質は保持される。
【００２７】
　上記で記述した方法の利点の中には、分析法、例えばＰＣＲのような核酸増幅に特に有
害である特定の阻害物質を効率的に除去するそれの能力がある。ヘミンはヘモグロビンの
分解生成物であり、後者の酸素結合部分を含み、それはしばしば、例えば貯蔵の間に溶菌
した赤血球から放出されるため、多くの全血試料中に豊富である。ヘミンは例えば核酸が
結合する固体支持体にかなりの親和性を有する。従って、ヘミンの核酸との同時単離は、
全血試料からの核酸を分析する際に、特にそれはＰＣＲのような分析技法の強い阻害物質
であるため、問題である。
【００２８】
　表１において示すように、上記で記述した方法に従う陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝
液の適用は、当業者が固体支持体からヘミンを除去することを可能にし、従って下流の分
析のための反応条件が向上する。
【００２９】
　さらに、上記で記述した方法は、例えばビリルビン、フミン酸、メラニンまたは胆汁酸
塩類のような他の阻害性不純物を除去するのに適している。
　また、上記で記述した方法は、それ自体は下流の分析を妨げない。図１において、上記
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で記述した方法により血液または結晶から単離された核酸に対して実施されたＰＣＲは、
陽イオン性アミンなしの洗浄緩衝液を用いる方法と比較した場合に有意に向上しているこ
とが示されている。
【００３０】
　本発明の文脈において、生物学的標的物質の“単離”、“精製”または“抽出”という
用語は、以下のことに関する：例えば核酸のような生物学的標的物質を診断アッセイにお
いて、例えば増幅により分析することができる前に、典型的にはそれらを異なる構成要素
の複雑な混合物を含有する生物学的試料から精製、単離または抽出しなければならない。
適切な方法は当業者には既知である。
【００３１】
　典型的には、第１工程の１つは細胞またはウイルス粒子の内容物を、例えば酵素および
／または化学試薬を用いることにより放出させることを含む。このプロセスは一般に溶菌
と呼ばれる。その溶菌物中の問題の分析物の濃縮に関して、核酸の結合のための１つの有
用な手順は、核酸のカオトロピック塩溶液中での結合粒子、例えば磁性粒子のガラス表面
への選択的結合、およびその核酸の夾雑物、例えばアガロース、タンパク質または細胞破
壊片からの分離を伴う。一部の態様において、その粒子のガラスはＷＯ　９６／４１８１
１において記述されているゲルゾルプロセスを用いて形成される。
【００３２】
　“生物学的標的物質”または“生物学的物質”は、本発明の意味において、全ての種類
の生物学的分子、例えばタンパク質または核酸だけでなく、天然に存在する他の分子、ま
たはその誘導体もしくは合成による類似体もしくは変種も含む。さらに、用語“生物学的
物質”は、ウイルスならびに真核および原核細胞を含む。
【００３３】
　“流体試料”は、診断アッセイを行うことができるあらゆる流体物質であり、一部の態
様において生物学的源に由来する。流体試料はピペットで扱うことができ、従って用語“
流体試料”は均質な、または均質にした液体だけでなく、エマルジョン、懸濁液等も含む
。一部の態様において、前記の流体試料はヒトに由来し、体液である。本発明の１態様に
おいて、その流体試料はヒトの血液または血漿、尿、痰、汗、生殖器もしくは頬側もしく
は鼻のスワブ（ｓｗａｂｓ）、ピペットで扱える便、または髄液である。他の態様におい
て、その流体試料はヒトの血液または血漿である。
【００３４】
　用語“固体支持体”は、その生物学的標的物質の結合に適したあらゆる物質、例えばガ
ラスコーティングを有する、または有さない磁性粒子、シリカゲル、ガラス繊維、ガラス
繊維フィルター、濾紙等であるが、固体支持体はこれらの物質に限定されない。固体支持
体は、クロマトグラフィーカラム、容器中の結合膜、例えばビーズのような結合粒子、ま
たは同様のものの形態で提供することができる。
【００３５】
　上記で記述した方法の一部の態様において、その固体支持体は核酸結合粒子を含み、さ
らなる態様において、シリカ、金属、金属酸化物、プラスチック、ポリマーおよび捕捉オ
リゴヌクレオチド類から選択される物質の１種類以上を含む。さらに別の態様において、
その固体支持体は磁性ガラス粒子である。
【００３６】
　用語“容器”または“反応容器”は、チューブ、またはマイクロウェル、ディープウェ
ルもしくは他のタイプのマルチウェルプレートのようなプレートのウェルを含むが、それ
らに限定されず、ここでその生物学的標的物質のその固体支持体上での固定が起こる。そ
のような容器の外側限界または壁は、それらが内部で起こる固定を妨げないように、化学
的に不活性である。
【００３７】
　本発明の文脈における“固定する”は、生物学的標的物質のような対象を捕捉すること
を意味する。特に、“固体支持体上に固定された”は、その対象（単数または複数）があ
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らゆる周囲の媒体からのそれらの分離のためにその固体支持体と会合することを意味し、
それは後の時点で例えばその固体支持体物質からの分離により回収することができる。こ
の文脈において、“固定”は例えば核酸の上記で記述したようなガラスまたは他の適切な
固体物質の表面への吸着を含むことができる。さらに、核酸は捕捉オリゴヌクレオチド類
への結合により特異的に“固定される”ことができ、ここで核酸は固体支持体に付着した
本質的に相補的な核酸への塩基対合により結合する。後者の場合では、そのような特異的
な固定は標的核酸の優勢な結合につながる。
【００３８】
　“分離ステーション”は、その固体支持体のその流体試料中に存在する他の物質からの
単離を可能にする装置または分析システムの構成要素である。そのような分離ステーショ
ンは、例えば遠心分離機、濾過チューブを有するラック、磁石、または他の適切な構成要
素を含むことができるが、それはこれらの構成要素に限定されない。一部の態様において
、その分離ステーションは１個以上の磁石を含む。特定の態様において、１個以上の磁石
は、例えば磁性ガラス粒子のような、固体支持体としての磁性粒子の分離のために用いら
れる。例えばその流体試料およびその固体支持体物質をマルチウェルプレートのウェルの
中で組み合わせて一緒にする場合、その分離ステーションに含まれる１個以上の磁石は、
例えばその磁石をそのウェルの中に導入することによりそれ自体が流体試料と接触するこ
とができ、またはその磁性粒子を引きつけ、続いてそれらをその周囲の液体から分離する
ために前記の１個以上の磁石をそのウェルの外壁に近づけることができる。
【００３９】
　“洗浄緩衝液”は、特に精製手順において望まれない構成要素を除去するように設計さ
れた流体である。そのような緩衝液は当技術で周知である。生物学的標的物質の精製の状
況において、その洗浄緩衝液は、その固定された生物学的標的物質をあらゆる望まれない
構成要素から分離するためにその固体支持体物質を洗浄するのに適している。上記で記述
したように、本発明の状況において用いられる洗浄緩衝液は陽イオン性アミンを含む。そ
の洗浄緩衝液は、例えば緩衝された溶液中にエタノールおよび／またはカオトロピック剤
を含有することができる。その洗浄緩衝液は、上記で記述したようなエタノールおよび／
またはカオトロピック剤を含まない緩衝された溶液であることもできる。一部の態様にお
いて、その洗浄緩衝液は酸性のｐＨ値を有する。また、一部の態様において、その洗浄緩
衝液は緩衝された水溶液および陽イオン性アミンからなる。しばしば、その洗浄溶液また
は他の溶液は、使用前に希釈されなければならないストック溶液として提供される。一部
の態様において水性緩衝液である洗浄緩衝液は、緩衝物質を含む。緩衝物質は一般に溶液
中の特定のｐＨ値またはｐＨ範囲を維持するのに重要である。これはほとんどの生物学的
系に関する必要条件であり、大抵はインビトロ反応にも望ましい。本発明の状況における
有用な緩衝物質はクエン酸緩衝剤、例えばクエン酸ナトリウムであるが、トリス（トリス
－（ヒドロキシメチル）－アミノメタン）緩衝剤、例えばトリスＨＣｌ、ホスフェート、
Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）－ピペラジン－Ｎ’－（２－エタンスルホン酸）（ＨＥＰ
ＥＳ）、酢酸緩衝剤も有用な緩衝物質であり、他の緩衝物質を本発明の状況において用い
ることもできる。
【００４０】
　本発明に従うプロセスにおける洗浄は、固体支持体およびその上に固定された生物学的
標的物質のその洗浄緩衝液との多少強烈な接触を必要とする。これを達成するために、異
なる方法、例えばクロマトグラフィーカラムを洗浄緩衝液と共に保温すること、または例
えばビーズのような結合粒子の場合にはその洗浄緩衝液をその固体支持体と共にそれぞれ
の容器（単数または複数）中で、もしくはそれと一緒に振盪することが可能である。別の
好都合な方法は、洗浄緩衝液および固体支持体を含む懸濁液を１回以上吸引および分配す
ることである。この方法は一部の態様においてピペットを用いて実施され、ここで前記の
ピペットは一部の態様において使い捨てのピペットチップを含み、その中に前記の懸濁液
を吸引し、それからそれを再度分配する。
【００４１】
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　“陽イオン性アミン”は、本発明の状況において、少なくとも１個の正に荷電した窒素
原子を含む化合物を意味する。前記の正電荷は、例えばアンモニアの、もしくは第１級、
第２級もしくは第３級アミンのプロトン付加によるものであることができ、または第４級
アンモニウムイオンを形成するそのアミンのアルキル化によるものであることができる。
本発明の一部の態様において、前記の陽イオン性アミンはその洗浄緩衝液に塩として添加
され、特定の態様において酢酸、塩酸またはクエン酸の塩として添加される。
【００４２】
　一部の態様において、その正電荷は周囲の媒体の適切なｐＨ値に頼っている。当業者は
、その陽イオン性アミンの正電荷を維持するために適切な様式でｐＨ値を調節する手段に
精通している。
【００４３】
　上記で言及したｐＨ依存性の正電荷は、水溶液中でのプロトン付加の結果である。より
具体的には、本発明の状況において用いられるような陽イオン性アミンは、その正電荷を
その窒素原子の少なくとも１個のプロトン付加により獲得することができる。当業者は、
そのようなプロトン付加が上記で記述したようなｐＨ値に依存する平衡関数である状況を
知っている。従って、本発明の状況において、望まれる技術的効果を達成するためにその
洗浄緩衝液中のアミンの全ての分子がプロトン付加されている必要はない。
【００４４】
　他の態様において、例えば第４級アミンの場合では、前記の正電荷は周囲の媒体のｐＨ
値とは事実上無関係である。
　本発明の１観点は上記で記述した方法であり、ここで前記の陽イオン性アミンは一般式
Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンであり：
【００４５】
【化１】

【００４６】
　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素、アルキル、シクロアルキル、アリールま
たはヘテロアリール残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は水素または一般式ＩＩに従う残基であることができ：
【００４７】
【化２】

【００４８】
　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
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あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができる。用語“アルキル”は、１～１２炭素原子の１価の線状または分枝状飽和炭化
水素基を意味する。特定の態様においてアルキルは１～７個の炭素原子を有し、さらに特
定の態様において１～４個の炭素原子を有する。アルキルの例には、メチル、エチル、プ
ロピル、イソプロピル、ｎ－ブチル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、またはｔｅｒｔ－ブ
チルが含まれる。
【００４９】
　用語“アリール”は、６～１０個の炭素環原子を含む１価芳香族炭素環式の単または二
環式環系を意味する。アリール部分の例には、フェニルおよびナフチルが含まれる。
　用語“シクロアルキル”は、３～１０個の環炭素原子の１価飽和単環式または二環式炭
化水素基を意味する。特定の態様において、シクロアルキルは３～８個の環炭素原子の１
価飽和単環式炭化水素基を意味する。二環式は、１個以上の共通の炭素原子を有する２個
の飽和した炭素環からなることを意味する。特定のシクロアルキル基は単環式である。単
環式シクロアルキルの例は、シクロプロピル、シクロブタニル、シクロペンチル、シクロ
ヘキシルまたはシクロヘプチルである。二環式シクロアルキルの例は、ビシクロ［２．２
．１］ヘプタニル、またはビシクロ［２．２．２］オクタニルである。
【００５０】
　用語“ヘテロアリール”は、Ｎ、ＯおよびＳから選択される１、２、３または４個の複
素原子を含み、残りの環原子が炭素である、５～１２個の環原子の１価芳香族複素環式の
単または二環式環系を意味する。ヘテロアリール部分の例には、ピロリル、フラニル、チ
エニル、イミダゾリル、オキサゾリル、チアゾリル、トリアゾリル、オキサジアゾリル、
チアジアゾリル、テトラゾリル、ピリジニル、ピラジニル、ピラゾリル、ピリダジニル、
ピリミジニル、トリアジニル、アゼピニル、ジアゼピニル、イソキサゾリル、ベンゾフラ
ニル、イソチアゾリル、ベンゾチエニル、インドリル、イソインドリル、イソベンゾフラ
ニル、ベンズイミダゾリル、ベンゾオキサゾリル、ベンゾイソキサゾリル、ベンゾチアゾ
リル、ベンゾイソチアゾリル、ベンゾオキサジアゾリル、ベンゾチアジアゾリル、ベンゾ
トリアゾリル、プリニル、キノリニル、イソキノリニル、キナゾリニル、またはキノキサ
リニルが含まれる。
【００５１】
　一部の態様において、前記の陽イオン性アミンは、プトレッシン、エチレンジアミン、
カダベリン、スペルミジン、スペルミン、トリメチレンジアミン、およびアンモニウムの
群から選択される。
【００５２】
　記述した方法の一部の態様において、前記の陽イオン性アミンはアルキレンジアミンで
ある。
　“アルキレンジアミン”は、２個のアミノ基で置換された上記で明記したような“アル
キル”化合物である。一部の態様において、前記のアミノ基はその線状炭化水素鎖のそれ
ぞれの末端に位置する。本発明の状況において、アルキレンジアミンは、例えば式Ｉおよ
びＩＩにより特性づけられるような置換基を有することができ、またはそれは未置換であ
ることができる。
【００５３】
　未置換のアルキレンジアミンは、その２個の末端のアミノ基が、それらのプロトン付加
された形態において、例えばヘミンのような望ましくない不純物の負に荷電した部分と相
互作用するのに立体的に良い位置にあるという利点を与える。
【００５４】
　一部の態様において、そのアルキレンジアミンは、エチレンジアミン、プトレッシンお
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よびカダベリンの群から選択される。
　アルキレンジアミンの中で、これらの化合物は上記で記述した方法において用いられる
際に特に良い結果を示す。それらは阻害性不純物の除去において効率的であり、下流の分
析を妨げない。
【００５５】
　上記で言及したように、その生物学的標的物質はしばしばそれに対して分析的方法を行
う目的で単離される。
　従って、本発明の１観点は、さらに以下の工程を含む上記で記述した方法である：
　ｅ．その単離された生物学的標的物質を分析する。
【００５６】
　そのような分析は、例えばリアルタイムＰＣＲが含まれるＰＣＲもしくは配列決定法の
ような核酸分析、または例えばＥＬＩＳＡのような抗体に基づくアッセイのようなタンパ
ク質分析、または他の方法を含むことができる。その分析には、例えば化学もしくは電界
発光に基づく技法、放射線撮影または他の検出法のような、単離された生物学的物質の検
出のための方法も含まれ得る。一部の態様において、その単離された生物学的標的物質は
増幅により、一部の態様においてＰＣＲにより、さらなる態様においてリアルタイムＰＣ
Ｒにより分析される。
【００５７】
　上記で記述した方法は、続いて例えばＰＣＲにより分析される可能性のある核酸単離の
状況において特に有用である。
　従って、本発明の１観点は、その生物学的標的物質が核酸である、上記で記述した方法
である。
【００５８】
　本発明の別の観点は、生物学的標的物質の分析の阻害物質を前記の生物学的標的物質が
結合している固体支持体から選択的に除去するための、陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝
液の使用である。
【００５９】
　“選択的に除去する”は、本発明の状況において、望ましくない化合物の大部分を対象
から除去する一方で他の化合物を大部分が後者に結合したままにすることを意味する。よ
り具体的には、それは生物学的標的物質の下流の分析の阻害物質の大部分を前記の生物学
的標的物質が結合している固体支持体から除去することを意味する。前記の選択性は通常
は定量的なものではなく、すなわち、標的物質のわずかな部分がその望まれない不純物の
大部分と一緒にその固体支持体から除去される可能性があることは当業者には明らかであ
る。
【００６０】
　不純物を固体支持体から除去するための洗浄緩衝液中の陽イオン性アミンの使用は、流
体試料から核酸を単離する際に特に好都合である。
　従って、本発明の別の観点は、その生物学的標的物質が核酸であり、その下流の分析が
核酸増幅を含む、または核酸増幅からなる、上記で記述した使用である。
【００６１】
　上記で述べたように、例えばＰＣＲのような核酸増幅を伴う分析法は、しばしば生物学
的物質を含有する流体試料に由来する不純物による阻害の影響を非常に受けやすく、従っ
て上記で記述した方法および使用はこの状況において特に有用である。
【００６２】
　可能性のある流体試料の中で、全血は特に複雑なマトリックスである。例えばヘミンが
全血中に豊富であるため、上記で記述した方法および使用はこの状況において特に有用で
ある。
【００６３】
　従って、本発明の１観点は、その流体試料が全血である、上記で記述した方法または使
用である。
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　さらに上記で記述した方法に類似して、本発明の１観点は、前記の陽イオン性アミンが
一般式Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンである上記で記述した使用であり
：
【００６４】
【化３】

【００６５】
　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素、アルキル、シクロアルキル、アリールま
たはヘテロアリール残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は水素または一般式ＩＩに従う残基であることができ：
【００６６】
【化４】

【００６７】
　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができる。
【００６８】
　本発明の別の観点は、生物学的標的物質の分析の阻害物質を前記の生物学的標的物質が
結合している固体支持体から選択的に除去するための、陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝
液組成物である。
【００６９】
　不純物を固体支持体から除去するための洗浄緩衝液組成物中の陽イオン性アミンは、流
体試料から核酸を単離する際に特に好都合である。
　従って、本発明の別の観点は、その生物学的標的物質が核酸であり、その下流の分析が
核酸増幅を含む、または核酸増幅からなる、上記で記述した洗浄緩衝液組成物である。
【００７０】
　上記で述べたように、例えばＰＣＲのような核酸増幅を伴う分析法は、しばしば生物学
的物質を含有する流体試料に由来する不純物による阻害の影響を非常に受けやすく、従っ
て上記で記述した洗浄緩衝液組成物はこの状況において特に有用である。
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【００７１】
　可能性のある流体試料の中で、全血は特に複雑なマトリックスである。例えばヘミンが
全血中に豊富であるため、上記で記述した洗浄緩衝液組成物はこの状況において特に有用
である。
【００７２】
　従って、本発明の１観点は、その流体試料が全血である、上記で記述した洗浄緩衝液組
成物である。
　さらに上記で記述した洗浄緩衝液組成物に類似して、本発明の１観点は、前記の陽イオ
ン性アミンが一般式Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンである上記で記述し
た洗浄緩衝液組成物であり：
【００７３】
【化５】

【００７４】
　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素、アルキル、シクロアルキル、アリールま
たはヘテロアリール残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は水素または一般式ＩＩに従う残基であることができ：
【００７５】
【化６】

【００７６】
　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができる。
【００７７】
　本発明のさらなる観点は、生物学的標的物質を流体試料から単離するためのキットであ
り、前記のキットは以下の構成要素を含み：
　・結合緩衝液
　・固体支持体
　・陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液
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　・場合により溶離緩衝液、
　ここで、その結合緩衝液および洗浄緩衝液は、異なる容器中に収容された異なる緩衝液
である。
【００７８】
　さらに上記で記述した方法および使用に類似して、本発明の１観点は、前記の陽イオン
性アミンが一般式Ｉの第１級、第２級、第３級または第４級アミンである上記で記述した
キットであり：
【００７９】
【化７】

【００８０】
　式中、Ｒ１およびＲ２は互いに独立して水素、アルキル、シクロアルキル、アリールま
たはヘテロアリール残基であることができ、
　Ｒ３は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができ、ｘは１から１２までの整数であり、
　Ｒ４は水素または一般式ＩＩに従う残基であることができ：
【００８１】
【化８】

【００８２】
　式中、Ｒ５は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基で
あることができ、
　Ｒ６は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールもしくはヘテロアリール残基、また
は－（ＣＨ２）３－ＮＨ２、もしくは－（ＣＨ２）４－ＮＨ－（ＣＨ２）３－ＮＨ２であ
ることができ、そして
　Ｒ７は水素、アルキル、シクロアルキル、アリールまたはヘテロアリール残基であるこ
とができる。
【００８３】
　本発明の別の観点は上記で記述したキットであり、ここで
　・前記の結合緩衝液がカオトロピック剤を含み、
　および／または
　・前記の固体支持体がシリカおよび／または磁性物質を含み、
　および／または
　・前記の陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液が７未満のｐＨ値を有し、
　および／または
　・前記の溶離緩衝液が水性であり、および／または保存剤を含む。
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【００８４】
　その固体支持体および陽イオン性アミンを含む洗浄緩衝液は、本明細書の上記で定義お
よび記述されている。
　“結合緩衝液”は、その生物学的標的物質のその固体支持体への結合を促進する液体媒
体である。一部の態様において、その結合緩衝液は、細胞またはウイルス粒子を崩壊させ
、それによりその生物学的標的物質を放出させるための溶菌緩衝液としての役目も果たす
。
【００８５】
　一般に溶液中の水分子の規則正しい構造ならびに分子内および分子間の非共有結合的結
合力を乱すカオトロピック剤は、試料調製の手順にいくつかの寄与をすることができる。
特に（それだけではないが）、それらはヌクレアーゼの３次構造を乱すことによりＲＮア
ーゼ阻害剤として適用することができる。通常、その生物学的標的物質が核酸である場合
、それ以上のＲＮアーゼ阻害剤をその溶菌緩衝液に適用しなくてもよい。その他にも、カ
オトロピック剤は生体膜、例えば細胞膜または存在するならば細胞小器官の膜の崩壊に寄
与する。また、それらは核酸のガラスのような表面への付着性結合において重要な役割を
果たし得る。本発明の状況における有用なカオトロピック剤は、例えばグアニジニウム塩
類、例えばチオシアン酸グアニジンもしくは塩酸グアニジンもしくは塩化グアニジニウム
もしくはグアニジンイソチオシアネート、尿素、例えば過塩素酸カリウムのような過塩素
酸塩類、他のチオシアネート類、またはヨウ化カリウムである。
【００８６】
　当業者に既知であるように、結合緩衝液中のアルコール類の使用も、例えば核酸の調製
に関して好都合である可能性がある。本発明の状況において有用なのは、例えばポリドカ
ノールであるが、他のアルコール類を用いてもよい。核酸の調製のためのポリドカノール
の使用は、例えば欧州特許第１　９３２　９１３号において記述されている。
【００８７】
　還元剤も、例えば分解酵素のような望まれない構成要素の変性に寄与する可能性がある
。特に、還元剤は、当技術で広く知られているように、特に多くのタンパク質の３次構造
にとって重要である分子間および分子内のジスルフィド結合を切断する。本発明の状況に
おいて有用なのは、例えばジチオスレイトール（ＤＴＴ）のような還元剤であるが、当技
術で既知の他の還元剤、例えば２－メルカプトエタノールを用いることもできる。
【００８８】
　本発明の状況における“溶離緩衝液”は、その生物学的標的物質を固体支持体から分離
するのに適した液体である。そのような液体は、例えば蒸留水または水性塩溶液、例えば
トリスＨＣｌのようなトリス緩衝液、もしくはＨＥＰＥＳ、もしくは当業者に既知の他の
適切な緩衝液であってよい。そのような溶離緩衝液のｐＨ値は、好ましくはアルカリ性ま
たは中性である。前記の溶離緩衝液は、さらなる構成要素、例えば核酸のような単離され
た生物学的標的物質を分解酵素の不活性化により安定化する、例えばＥＤＴＡのようなキ
レート剤のような保存剤を含有していてよい。
【００８９】
　上記で記述した方法および使用の状況において言及したように、上記で記述したキット
の一部の態様において、その生物学的標的物質は核酸である。やはり上記で記述したキッ
トの一部の態様において、その流体試料は全血である。
【００９０】
　図面の詳細な説明
　図１は、完全プロセス対照（ＦＰＣ）および阻害対照（ＩＣ）の異なるＰＣＲ増殖曲線
を示す。そのＦＰＣは、それぞれプトレッシン二塩酸塩を２２ｍＭの濃度で含有する洗浄
緩衝液または基準洗浄緩衝液を用いて全血から回収され、後者は陽イオン性アミンを含ま
ないが他の点では同様に配合された。そのＩＣはＰＣＲマスター混合物中に直接加えられ
た。
【００９１】
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　図１Ａ：プトレッシンを含む洗浄緩衝液（実線）および陽イオン性アミンを含まない基
準洗浄緩衝液（点線）を用いて回収されたＤＮＡ完全プロセス対照（ＦＰＣ）のＰＣＲ増
殖曲線。その曲線はアミンを含有する洗浄緩衝液による向上した結果を明確に示しており
、それは試料調製の間の有意に向上したＤＮＡ回収を示唆している。
【００９２】
　図１Ｂ：試料調製においてプトレッシンを含む洗浄緩衝液（実線）および陽イオン性ア
ミンを含まない基準洗浄緩衝液（点線）を用いた後にＰＣＲマスター混合物中に加えられ
たＤＮＡ阻害対照（ＩＣ）のＰＣＲ増殖曲線。その結果は、ＰＣＲ性能が両方の場合にお
いて比較可能であることを示している
　図１Ｃ：プトレッシンを含む洗浄緩衝液（実線）および陽イオン性アミンを含まない基
準洗浄緩衝液（点線）を用いて回収されたＲＮＡ完全プロセス対照（ＦＰＣ）のＰＣＲ増
殖曲線。その曲線はアミンを含有する洗浄緩衝液による向上した結果を明確に示しており
、それは試料調製の間の有意に向上したＲＮＡ回収を示唆している。
【００９３】
　図１Ｄ：試料調製においてプトレッシンを含む洗浄緩衝液（実線）および陽イオン性ア
ミンを含まない基準洗浄緩衝液（点線）を用いた後にＰＣＲマスター混合物中に加えられ
たＲＮＡ阻害対照（ＩＣ）のＰＣＲ増殖曲線。その結果は、ＰＣＲ性能が両方の場合にお
いて比較可能であることを示している。
【００９４】
　図２：異なる試料採取器具による処理量の関数としての、阻害性の便の許容性。洗浄緩
衝液中にプトレッシンが含まれると、阻害性の便の許容性が増大し、許容可能な蛍光シグ
ナル（ＲＦＩ）およびＣｔ値を有する。
【実施例】
【００９５】
　実施例１
　生物学的試料の選択的調製のためのアミン化合物の試験
　実験設計
　実験試料調製プロセスの効率の正確な尺度を得るため、２種類の合成標的を同時に増幅
および検出する方法が考案された。これらの標的を試料調製／増幅／検出の作業の流れの
中にそのプロセスの異なる時点において導入し、それにより完全プロセス対照（ＦＰＣ）
が試料マトリックス中に導入され、阻害対照（ＩＣ）がＰＣＲマスター混合物中に導入さ
れる。ＦＰＣの検出は、この標的の増幅および検出へのＰＣＲ阻害物質の作用と混ぜ合わ
された（ｃｏｍｐｏｕｎｄｅｄ）、その試料調製プロセスを通してこの標的が回収される
効率により影響を受ける。そのＩＣはその試料調製プロセスを通り抜けず、従ってこの物
質の増幅および検出はＰＣＲ阻害の存在によってのみ影響を受ける。このように、試料調
製プロセスの要素（例えば核酸のタイプ、試料マトリックス、プロセスおよび試薬の組み
合わせ）を変化させることの核酸の回収への作用を評価し、ＰＣＲ阻害の作用から区別す
ることができる。この実験設計が有効であるために、その２種類の標的は類似の効率で増
幅および検出されるべきであり、それらは阻害物質により実質的に同じ程度まで影響を受
けるべきである。
【００９６】
　診断的視点から、ＤＮＡおよびＲＮＡ両方の形態の核酸が試験に適している。従って、
これらの形態の両方でこの実験の枠組みに関する合成標的を構築するのが好都合である。
異なる標的の増幅効率の変動に関して正規化するため、そのアンプリコンの核酸配列はそ
の標的のそれぞれの両方の形態に関して同じであるべきである。しかし、それらは異なる
条件下でそのプロセス中に導入されるため、それらは異なる形態で設計される必要がある
。ＤＮＡ　ＦＰＣは、プラスミドＤＮＡとして、または封入された（ｅｎｃａｐｓｕｌａ
ｔｅｄ）ファージλＤＮＡコンストラクトとしての２種類の形態で試料マトリックス中に
導入することができる。この後者は、タンパク質でコートされたＤＮＡウイルス粒子を、
例えばプラスミドが真似るであろうよりも厳密に真似る。そのファージλ粒子は、シリカ
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表面上での捕捉に適した封入されたＤＮＡを放出するために、溶菌を必要とする。このＤ
ＮＡ標的に関する対応するＩＣもＤＮＡ形態であるべきであるが、これは溶菌後に導入さ
れるため、これはプラスミドの形態であるべきである。類似して、ＲＮＡに関して、その
ＦＰＣは好ましくはａｒｍｏｒｅｄ　ＲＮＡコンストラクトであり、そのＩＣはＲＮＡ転
写物である。
【００９７】
　あらゆる試料調製プロセスに由来する溶離物のより完全な分析を得るために、その溶離
物を化学的に分析して、試験しているプロセスの変化により生じたその溶離物の化学組成
のあらゆる変化を測定することが得策である。そのＰＣＲプロセスの特異的な阻害剤を同
定および定量化するための特異的な方法が開発された。複雑な試料標本からの核酸の単離
は、ＰＣＲを阻害する可能性のある物質が望まれる核酸と共に同時精製されることにより
ＰＣＲ性能が非常に劣った溶離物をもたらし得る。全血を標準的な試料調製試薬で処理す
ることにより、赤みを帯びた溶離物が得られる可能性があることが観察されており、これ
はヘモグロビンまたはヘミンのような鉄を含有する分子の存在を示唆している。そのよう
な阻害物質を検出し、定量化するための分析法を確立することが重要であった。既知のＰ
ＣＲ阻害物質の他の例、例えばビリルビン、フミン酸または（黒色腫の組織試料から得ら
れると考えられるような）メラニンは、溶離物分析に関する候補であり、これらに関する
適切な分析法が開発された。
【００９８】
　試料調製の作業の流れからの阻害物質の除去の評価のために、２種類の実験法が実施さ
れた。可能性のある洗浄緩衝液を阻害物質を除去するそれらの能力に関してスクリーニン
グするため、既知の阻害物質をヒトの血漿に添加し、この加えられた血漿を試料調製の作
業の流れの評価において用いるモデル系が考案された。このようにして、洗浄緩衝液の多
くの組み合わせを、いくつかの異なる既知の阻害物質と共に試験することができた。第２
のタイプの実験は、全血を試料入力として用いた。この実験は、上記のスクリーニングプ
ロセスを通して発見された候補洗浄緩衝液の性能を検証するために用いられた。
【００９９】
　実験の構成
　試料に対して、改変されたＨａｍｉｌｔｏｎ　ＳＴＡＲ機器上での完全に自動化された
試料調製およびそれに続くＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　４８０（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ｓｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ，マンハイム／ドイツ）上での増幅／検出を行った。８５０μＬの
標本プロセス量は試験した全ての試料マトリックスに関して一貫していた。８５０μＬの
ＥＤＴＡ血漿および血清標本入力量を実施した。１５０μＬ（ｒｅｓｐ．１００μＬ）の
新しい全血標本（ｒｅｓｐ．死体からの標本）の入力量を、７００μＬ（ｒｅｓｐ．７５
０μＬ）の標本希釈液で希釈して、８５０μＬの総プロセス量にした。
【０１００】
　試料調製
　試料に対して、改変されたＨａｍｉｌｔｏｎ　ＳＴＡＲ機器上での完全に自動化された
試料調製を行った（ＷＯ　２０１２／０１３７３３を比較）。試料調製の原理は、４つの
主な工程で記述することができる：
　・試料の組み立て（ａｓｓｅｍｂｌｙ）
　・溶菌および結合
　・洗浄
　・溶離
。
【０１０１】
　以下の章は、その単独の工程をさらに詳細に記述する。
　試料調製のシークエンス
　試料組み立て工程
　試験する予定の生物学的試料（試料マトリックスに応じた量）を、必要に応じて試料希
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釈液で希釈して８５０μＬの最終的なプロセス量にする。５０μＬの総量のＦＰＣ試薬を
添加し、続いて５０μＬのプロテアーゼ試薬を添加する。この混合物に、１００μＬの磁
性ガラス粒子（ＭＧＰ）試薬を添加する（ＷＯ　９６／４１８１１を比較；磁性顔料）。
【０１０２】
　溶菌／結合工程
　組み立てられた試料に、１２５０μＬの溶菌緩衝液を添加し、溶菌結合反応を４０℃で
１０分間、一定の混合の下で実施し、細胞を溶菌させ、核酸をその磁性ガラス粒子に結合
させる。磁場をかけてＭＧＰに結合した核酸を周囲の液体から磁気分離させる。ＭＧＰと
周囲の溶菌溶液を分離し、磁場を解除する。
【０１０３】
　洗浄工程
　最初の洗浄工程において、９００μＬの総量の洗浄緩衝液を添加し、続いて混合する。
追加の１５００μＬの量の洗浄緩衝液を添加し、続いて混合する。磁場をかけてＭＧＰに
結合した核酸を周囲の液体から磁気分離させる。その洗浄溶液を除去し、磁場を解除する
。２回目の洗浄工程において、２０００μＬの総量を添加し、続いて混合する。磁場をか
けてＭＧＰに結合した核酸を周囲の液体から磁気分離させる。その洗浄溶液を除去し、磁
場を解除する。
【０１０４】
　溶離工程
　５０μＬの総量の溶離緩衝液を添加し、８０℃で６分間の繰り返し混合により核酸をＭ
ＧＰから溶離する。２５μＬの最終的な量の溶離液をＰＣＲの組み立てのために用いる。
【０１０５】
　試料調製の試薬
【０１０６】
【表１】

【０１０７】
【表２】
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【０１０８】
【表３】

【０１０９】
【表４】

【０１１０】
【表５】

【０１１１】
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【表６】

【０１１２】
【表７】

【０１１３】
　洗浄緩衝液の追加の例
　上記（最高の方式）のプトレッシンを含有する洗浄緩衝液に加えて、いくつかのアミン
を含有する洗浄緩衝液が、本明細書で記述した試料調製手順においてうまく適用された（
データは示していない）。プトレッシンを以下のアミン類で置き換えることができる：
【０１１４】

【表８】

【０１１５】
。
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　ＰＣＲアッセイ
　ＰＣＲの組み立て
　２５μＬの総量の溶離液を９６－マイクロウェルプレートに移す。５０μＬのＰＣＲ反
応量を、以下のように組み立てる：
【０１１６】
【表９】

【０１１７】
【表１０】

【０１１８】

【表１１】

【０１１９】
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【表１２】

【０１２０】
　増幅および検出
　増幅および検出のため、そのマイクロウェルプレートを手作業で密封し、ＬｉｇｈｔＣ
ｙｃｌｅｒ　４８０に移した。以下のＰＣＲプロフィールを用いた：
【０１２１】
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【表１３】

【０１２２】
。
　合成標的
　その合成標的（ＦＰＣおよびＩＣ）は、線状にしたプラスミドＤＮＡ粒子またはＲＮＡ
転写産物からなる。核酸粒子は反応あたり予め定められたコピー数で用いられる。
【０１２３】
　これらの標的に関する一般的な設計概念は、ＲＮＡまたはＤＮＡのどちらかであり、Ａ
ｒｍｏｒｅｄ　ＲＮＡ（ＭＳ２ファージコートタンパク質粒子）またはＡｒｍｏｒｅｄ　
ＤＮＡ（ラムダファージ粒子）と呼ばれる粒子中のＲＮＡまたはＤＮＡとして装甲してい
る（ａｒｍｏｒｅｄ）であろう共通の核酸配列からなる。それぞれの標的は、対応する特
異的なプライマーおよび異なるように蛍光標識されたＴａｑＭａｎプローブのセットを有
し、それらは全てのアッセイにおいて用いられ、そうしてその標的のタイプに依存する試
料調製効率の推定への影響を取り除くであろう。この目的のため、それぞれの標的は、そ
の対応するプライマーおよびプローブと共に、独特の配列を生成するため、ＮＣＢＩ　Ｂ
ｌａｓｔプログラムおよびＥＭＢＯＳＳ　ｓｈｕｆｆｌｅｓｅｑ（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｏｐｅｎ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ　Ｓｕｉｔｅ）を用い
て設計された。そのＦＰＣプローブはＣＹ５で標識され、そのＩＣプローブはＨＥＸ色素
で標識された。そのコンストラクトをさらなる評価のために設計およびクローニングした
。ａｒｍｏｒｅｄ　ＲＮＡを生成するため、その配列をベクターｐＣＰ－１の中にクロー
ニングした。転写産物を生成するため、その配列をｐＳＰ６４ａの中にクローニングした
。ａｒｍｏｒｅｄ　ＤＮＡを生成するため、その配列をラムダＧＴ１１の中にクローニン
グした。
【０１２４】
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【表１４】

【０１２５】
　ＤＮＡ：線状にしたプラスミド
　ポリ（Ａ）クローニングベクターｐＳＰ６４ａ（Ｐｒｏｍｅｇａ）を用いて組み換えプ
ラスミドを構築し、それを制限酵素ＥｃｏＲＩで線状にした。
【０１２６】
　組み換えプラスミドｐＥＦ０５４（ＦＰＣ）の目的の領域
　ポリ（Ａ）クローニングベクターｐＳＰ６４ａ中の、制限酵素ＥｃｏＲＩで線状にした
組み換えプラスミドｐＥＦ０５４の目的の配列ＩＣ（ｂｐ２７０の後ろ）は、ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ．７に対応する。
【０１２７】
　組み換えプラスミドｐＥＦ０６６（ＩＣ）
　ポリ（Ａ）クローニングベクターｐＳＰ６４ａ中の、制限酵素ＥｃｏＲＩで線状にした
組み換えプラスミドｐＥＦ０６６の目的の配列ＩＣ（ｂｐ５０３の後ろ）は、ＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ．８に対応する。
【０１２８】
　溶離液の化学分析（ＩＳＳ）
　異なる洗浄緩衝液をスクリーニングする実験の間に、阻害物質の除去の有効性を監視す
る方法を開発した。候補ＰＣＲ阻害物質を、前に記述した試料調製プロセスで得られた溶
離液において分析した。これらの特異的な阻害物質の除去を用いて、その洗浄緩衝液の効
率を監視した。それらのＰＣＲ阻害特性を、それらをＰＣＲ中に直接加え、異なる濃度の
それぞれの化合物によるそのＰＣＲの応答を観察することにより評価した。全血を処理す
る実験に関しては、ヘミンが選ばれた阻害物質であった。洗浄緩衝液中の添加されたアミ
ンを他の異なる試料標本と共に用いることができるかどうかを試験するため、これらの後
者を、試料調製プロセスにおけるメラニン、胆汁酸塩およびフミン酸のヒト血漿への添加
により模擬実験した。その溶離液中の特定の化合物の相対的な定量化を可能にするために
分析法を開発した。
【０１２９】
　ヘミンの検出（ＩＳＳ）
　ヘミンのＨＰＬＣに基づく検出を、Ａｇｉｌｅｎｔ　ＰＤＡ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒと連結
したＡｇｉｌｅｎｔ　１１００液体クロマトグラフィー装置上で２０℃において実施した
。その測定を２００～８００ｎｍの３Ｄ吸光度スペクトル収集を用いて実施し、その出力
をλ＝２５４および４００ｎｍ両方における単一波（ｓｉｎｇｌｅ　ｗａｖｅ）検出によ
り得た。その溶離液の試料を４０００ｒｐｍおよび２５℃において３分間遠心分離し、そ
の上清を分析に用いた。その溶離液の３０μＬの試料を注入し、５μｍ　１００Å　４．
１ｘ１００ｍｍ　Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＰＲＰ－１ポリマーＨＰＬＣカラム上で分離した。
全ての移動相は、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈにより提供されたＨＰＬＣグレードの化合
物で調製された。移動相（Ａ）は、ＣＦ３ＣＯＯＨ（０．１％　ｖ／ｖ）をＭｉｌｌｉ－
Ｑ濾過された水に添加して調製された。この後者はペプチドのイオン化を抑制するために
添加された。移動相（Ｂ）はクロマトグラフィーグレードのアセトニトリルであった。そ
のＨＰＬＣ分析は一定流量モードで操作され、その流速は１ｍＬ／分で保たれた。そのク
ロマトグラフィー分析の結果をＡｇｉｌｅｎｔ　Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ　Ｍｏｄｕｌａ
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ｒ　３Ｄソフトウェアにより処理し、陽イオン性アミンとしてプトレッシンを含有する洗
浄緩衝液を用いた場合、それは以下の通りであった：
【０１３０】
【表１５】

【０１３１】
。
　その分離の間に用いられた勾配は以下の通りであった：
【０１３２】

【表１６】

【０１３３】
。
　全血の溶離液からのヘミン化合物の同定はヘミンの基準試料（ＢｉｏＸｔｒａ，ブタ由
来，９８．０％以上（ＨＰＬＣ）　Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｍａｔ　Ｎｒ　５１２
８０）のＨＰＬＣ分析により確認され、それは同じＨＰＬＣ保持時間およびＵＶ吸光度ス
ペクトルを与えた。
【０１３４】
　ビリルビンの検出（ＩＳＳ）
　ビリルビンの検出を、上記で記述したようなＨＰＬＣシステム上で実施した。
　その分離の間に用いた勾配は以下の通りであった：
【０１３５】
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【表１７】

【０１３６】
。
　ビリルビン化合物の同定は、商業的に入手可能なビリルビン（９８．０％以上　Ｓｉｇ
ｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｍａｔ　Ｎｒ　Ｂ４１２６）を用いて行われた。その結果は、ヘ
ミンの検出に関して得られた結果に匹敵していた。
【０１３７】
　メラニンの同定（ＩＳＳ）
　メラニンを、マルチウェルプレートリーダー（Ｔｅｃａｎ　Ｉｎｆｉｎｉｔｙ　５００
）を用いたλ＝５６２ｎｍにおける吸光度測定により検出した。
【０１３８】
　メラニンの定量化のため、応答の線形性を確立した（Ｒ２＝０．９９９８）。７．８～
５００ｐｐｍのメラニン溶液の吸光度を、溶離緩衝液（５ｍＭトリス緩衝液，０．２％（
ｗ／ｖ）メチルパラベン，ｐＨ８．５）中で溶解させた商業的に入手可能な合成メラニン
（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｍａｔ　Ｎｒ　Ｍ８６３１）を用いて測定し、０ｐｐｍ
のメラニンを用いて生成された溶離液をブランク試料（１００μＬ）として用いた。その
結果は、ヘミンの検出に関して得られた結果に匹敵していた。以下のパラメーターをその
分析に関して用いた：
【０１３９】
【表１８】

【０１４０】
。
　実施例２
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　便試料の調製のためのプトレッシンを含有する洗浄緩衝液の試験
　本明細書で記述したクロストリジウム・ディフィシレ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉ
ｆｆｉｃｉｌｅ）を標的とするアッセイに関する一連の実験において、その試料物質（便
）中に含有される内在性の阻害物質によるＰＣＲの阻害が、磁性ガラス粒子（ＭＧＰ）を
洗浄するための第１工程において用いられる洗浄緩衝液中にプトレッシンを導入すること
により低減され得ることが示された。プトレッシンを含有する洗浄緩衝液を用いる限りは
より高い便の入力量が許容され、向上したアッセイの感度がもたらされた。
【０１４１】
　実験の構成
　別途示さない限り、その機器および作業の流れは実施例１に関して記述した通りであっ
た。ＭＧＰを上記のように２回洗浄したが、プトレッシンを含有する洗浄緩衝液をその第
１洗浄工程において用いた。
【０１４２】
　１）様々な試料入力量での阻害性の便の許容性
　方法
　プールしたＣ．ディフィシレ陽性（商業的に入手可能なＣｅｐｈｅｉｄ　Ｘｐｅｒｔ（
登録商標）Ｃ．ディフィシレ／Ｅｐｉアッセイにより決定された）の阻害性の便の試料を
、その試験において用いた。２種類の便試料採取器具（白金耳およびフロックスワブ（ｆ
ｌｏｃｋｅｄ　ｓｗａｂ））を用いて便をｃｏｂａｓ（登録商標）ＰＣＲ媒体（Ｒｏｃｈ
ｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，カタログ番号０６４６６２８１１９０）中に移した。１０
μｌの白金耳を便移動器具として用いた場合、便懸濁液の最大可能入力量（４００μＬ）
を用いて非常に少量の一次標本を補った。はるかに多量の一次標本を移すフロックスワブ
を用いた場合、許容上限を見出すために様々な量の便懸濁液を評価した。表２は、この試
験において試験された条件を示す。内部対照（ＩＣ）を試験したそれぞれの試料中に含ま
せた。
【０１４３】
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【表１９】

【０１４４】
　結果
　この試験からの結果を図２に要約する。便の試料採取にフロックスワブを用いた場合、
ほとんどの重複実験（ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ）は洗浄緩衝液中にプトレッシンを含まない
場合の１５０μＬの入力において蛍光シグナルを示さず、これは阻害を示している。プト
レッシンを含む場合、阻害性の便の許容性が増大し、２００μＬの便懸濁液の入力までは
許容可能な蛍光シグナルおよびＣｔ値が観察された。便の移動のために白金耳を用いた場
合（４００μＬの便懸濁液の入力量）、そのシグナルは洗浄緩衝液中にプトレッシンを含
まない場合完全に阻害された。阻害はその洗浄緩衝液にプトレッシンを添加することによ
り除去された。
【０１４５】
　結論
　ＭＧＰ洗浄緩衝液中のプトレッシンはより高い便の入力を可能にし、従って潜在的にそ
のアッセイの感度を増大させる。
【０１４６】
　標的シグナルおよび阻害の程度の間の最高のバランスは、便の移動器具としてフロック
スワブを用いた場合、プトレッシンを含有する洗浄緩衝液で、１５０μＬの便懸濁液の入
力で達成されるようである（図２参照）。
【０１４７】
　２）様々な試料入力量での分析感度の比較
　方法
　上記で言及したアッセイの分析感度を、表３に記述したような便試料採取器具および便
懸濁液処理量の４通りの組み合わせで評価した。Ｃ．ディフィシレ陽性（商業的に入手可
能なＣｅｐｈｅｉｄ　Ｘｐｅｒｔ（登録商標）Ｃ．ディフィシレ／Ｅｐｉアッセイにより
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決定された）の標本を、非阻害性の陰性試料のプール中に７段階に系列希釈した。それぞ
れの希釈段階を、それぞれの条件に関して２４の重複実験で試験した。プロビット分析を
用いて検出限界（ＬｏＤ）を決定した。
【０１４８】
【表２０】

【０１４９】
　結果
　この試験からの結果を表４に要約する。試験１（フロックスワブで便を試料採取、１５
０μＬの入力、および洗浄緩衝液中にプトレッシン、上記参照）からの阻害の許容に関す
る最高の条件も、最高の感度を示した。
【０１５０】
【表２１】

【０１５１】
　結論
　この試験からの結果は、プトレッシンによる便標本からの阻害物質の除去はより多くの
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【０１５２】
　３）Ｃｅｐｈｅｉｄ　Ｘｐｅｒｔ（登録商標）Ｃ．ディフィシレ／Ｅｐｉアッセイ、毒
素産生および基準Ｃ．ディフィシレ培養物に対する比較
　方法
　臨床標本を米国の健康管理施設で収集した。上記で言及した試験を用いて標本を試験し
、結果をＣｅｐｈｅｉｄ　Ｘｐｅｒｔ（登録商標）Ｃ．ディフィシレ／Ｅｐｉアッセイお
よび基準培養物の結果に対して比較した。そのＣ．ディフィシレアッセイに関して、それ
ぞれの便標本に関して４つの条件を試験した（表５参照）。ポリエステルスワブを便移動
器具として利用した。
【０１５３】
【表２２】

【０１５４】
　結果
　結果を表６および表７に要約する。表６はＣｅｐｈｅｉｄ　Ｘｐｅｒｔ（登録商標）Ｃ
．ディフィシレ／Ｅｐｉアッセイに対する性能の比較を示し、表７は基準培養物（毒素産
生Ｃ．ディフィシレの直接および濃縮（ｅｎｒｉｃｈｅｄ）コロニー分離の組み合わせ）
に対する性能の比較を示す。“ＣＤｉｆｆ無効”として示した結果は阻害を示す。Ｃｅｐ
ｈｅｉｄ　Ｘｐｅｒｔ（登録商標）Ｃ．ディフィシレ／Ｅｐｉアッセイに対する陽性パー
セントの一致および基準Ｃ．ディフィシレ培養物を標準として用いた場合の感度が、便懸
濁液量の増大およびプトレッシン含有洗浄緩衝液の使用によりわずかに向上した。
【０１５５】
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【表２３】

【０１５６】
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【表２４】

【０１５７】
　要約
　これらの試験からのデータは、プトレッシンを含有する洗浄緩衝液がＰＣＲ阻害を低減
し、分析感度を増大させることを実証した。
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