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(57)【要約】
　本発明は、細胞性成分を含む生物学的流体を、凍結／融解処理によって加工する方法に
関する。この方法は、分析的検出のための生物学的試料を製造するのに特に適している。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）細胞性成分のほぼ定量的な崩壊を提供し、かつ、
（ｉｉ）流体成分の沈降、析出、変性、凝集及びゲル化をほぼ生じさせることのない条件
下で、加工された生物学的流体を製造する方法において、
ａ）細胞性成分を含む生物学的流体を提供し、
ｂ）前記生物学的流体を凍結させ、かつ、
ｃ）工程ａ）の凍結流体を融解する工程を含む、前記方法。
【請求項２】
　流体を凍結処理中で－２０℃から－１９６℃の温度、好ましくは－１２０℃～－１９０
℃の温度に凍結させ、かつ、その際、凍結された流体を、室温まで、好ましくは４０℃ま
で及びより好ましくは５０℃までの温度で融解処理をおこなう、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　凍結処理を、約１２６０℃／分～約１２６００℃／分、好ましくは約２０００～４００
０℃／分の冷却速度で実施し、その際、融解処理を、約１０００℃／分～約１１４００℃
、好ましくは１５００～４０００℃／分の融解速度で実施する、請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項４】
　生物学的流体が体液又は細胞培養液、好ましくは全血、より好ましくは、ヘマトクリッ
ト値０．１～０．６を有する全血である、請求項１から３までのいずれか１項に記載の方
法。
【請求項５】
　（ｉ）沈降及び／又は析出工程及び／又は遠心分離工程及び／又は
（ｉｉ）凍結／融解工程前の化学的溶解試薬の添加
を含まない、請求項１から４までのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　沈降化、析出化、変性化、凝集化及びゲル化生成物をほぼ含まない、ほぼ定量的に崩壊
された細胞性成分を含む、未希釈の加工された生物学的流体。
【請求項７】
　ほぼ崩壊された赤血球、白血球及び血小板を含む、請求項６に記載の加工された生物学
的流体。
【請求項８】
　生物学的流体を、請求項１から５までのいずれか１項に記載の方法によって加工し、か
つ、分析物を、加工された生物学的流体中で測定する、生物学的流体試料中で分析物を測
定する方法。
【請求項９】
　分析物を、生物学的化合物、例えば核酸、ポリペプチド、ペプチド、脂質、糖、ホルモ
ン、代謝物質等、及び製薬学的化合物から選択し、その際、分析物は、好ましくは免疫抑
制物質、例えばシクロスポリン、ラパマイシン又はタクロリムスである、請求項８に記載
の方法。
【請求項１０】
　全血試料中の免疫抑制物質を測定する方法において、全血を請求項１から５までのいず
れか１項に記載の方法によって加工し、かつ免疫抑制物質を、加工した全血中で測定する
、前記方法。
【請求項１１】
　新生児からの全血試料中で、臨床化学的パラメータを測定する方法において、全血を、
請求項１から５までのいずれか１項に記載の方法により加工し、かつ臨床化学的パラメー
タを加工された全血中で測定する、前記方法。
【請求項１２】
　細胞性成分を含む、生物学的流体を加工するための装置において、その際、装置が：
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（ａ）少なくとも部分的に凍結／加熱可能な流体加工ユニット、
（ｂ）流体加工ユニットの予め定められた部分を凍結させるための冷却要素、
（ｃ）流体加工ユニットの予め定められた部分を加熱するための加熱要素、
（ｄ）場合によっては、流体輸送要素、例えばポンプ要素、
（ｅ）（ｉ）前記細胞性成分のほぼ定量的な崩壊を提供し、かつ、
（ｉｉ）流体成分の沈降、析出、変性、凝集及びゲル化をほぼ生じることのない条件下で
、流体の凍結／加熱を調整するための制御要素、
（ｆ）場合によっては清浄化要素、及び
（ｇ）場合によっては、試料分析要素
を含む、細胞性成分を含む生物学的流体を加工するための装置。
【請求項１３】
　清浄化要素が、清浄化処理後の流体加工コンジット又はこれらの一部分における、生物
学的材料の存在をモニタリングするために調整されている、請求項１４に記載の装置。
【請求項１４】
　清浄化要素が、ビシンコニン酸（ＢＣＡ）試薬である清浄化液を含む、請求項１５又は
１６に記載の装置。
【請求項１５】
　生物学的試料と接触している装置の清浄化のための、ビシンコニン酸（ＢＣＡ）試薬の
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、細胞性成分のほぼ定量的な崩壊を提供するための条件下で、流体成分の沈降
、析出、変性、凝集及びゲル化を生じることなく、瞬間凍結／融解（snap freezing/thaw
ing）処理によって、細胞性成分を含む生物学的流体を加工するための方法及び装置に関
する。この方法は特に、分析物検出のための生物学的試料を製造するのに特に有用である
。
【０００２】
　凍結の効果及び血液細胞の溶血反応は、種々の研究において検討されている。
【０００３】
　Scheiweら(Cryobiology 19, 1982, p. 461-477)は、小さいガラス細管中で－１９６℃
まで種々の直線冷却速度で、凍結保護物質ヒドロキシエチル澱粉（ＨＥＳ）を用いて又は
これを用いることなく、単離及び濃縮された赤血球細胞の懸濁液の凍結を試験した。冷却
速度の関数としての溶血反応のためのＵ形状曲線から、例えば、０．６のヘマトクリット
値（Ｈｃｔ）に関してはＨＥＳの不在下で、細胞懸濁液が、１００％の溶血率を達成する
ために約１００℃／分の冷却速度で処理すべきことが導かれる。それぞれ０．４及び０．
２の低いＨｃｔを有する赤血球細胞の懸濁液は、これらの条件下で８０～９０％の溶血率
を生じた。ＨＥＳの存在下では、５０～６０％の溶血率を達成することができる。約５０
００℃／分の冷却速度は、約４０％の溶血率を示す。
【０００４】
　Rapatz及びLuyetは、ヒト赤血球の保存の観点で、凍結温度、凍結速度又は保護剤、例
えば凍結保護物質の全血試料における効果を試験した(Cryobiology 4, 1968, pp. 215-22
2)。
【０００５】
　それぞれの試験は、外径１．５＋／－０．５ｍｍ及び層厚０．３＋／－０．５ｍｍを有
するガラス細管中で実施した。他の刊行物において、論者は、血液の急速凍結後に、いく
つかの動物種における溶血反応を試験した(J. Cell. Physiol. 77, 1970, pp. 373-376)
。赤血球細胞の溶血反応における近年の結果は、概要"A review on basic researches on
 the cryopreservation of red blood cells"(Luyet and Rapatz, Cryobiology 6, 1970,
 pp. 425-482)中にもまとめられている。
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【０００６】
　しかしながら、全血試料の凍結を取り扱う刊行物では、細胞性成分を含む生物学的試料
から、血液試料中に含まれるほぼすべての細胞性成分を、流体成分の沈降、析出、変性、
凝集及びゲル化をほぼ生じさせることなく定量的に崩壊させるように、加工した流体をど
のようにして得るかについての示唆はない。さらに、分析において加工された全血を使用
することは示されていない。
【０００７】
　生物学的流体からの試料における分析物の測定は、流体試料からの細胞性成分を取り除
くために、しばしば複雑かつ時間のかかる予備処理工程を必要とする。さもなければ、細
胞性成分又は堆積物は、試料導入装置、細管、分離カラム等を閉塞させうる。例えば、全
血は、成分、すなわち赤血球、白血球及び血小板を含む。血試料中の分析物の測定のため
に、これらの細胞性成分はしばしば、予備処理工程、例えば遠心分離、濾過又は沈降によ
って取り除かなければならない。
【０００８】
　主要な血液画分である赤血球に関する試料の予備処理は、（生物）化学的試薬を用いて
の溶血反応、浸透圧性ショック、すなわち、低張液又は高張液によるもの、及び／又は機
械的処理を含む。しかしながら溶血は、血漿及び赤血球から生じるいわゆるゴーストから
成る溶解液を生じる。これらのゴーストは、ヘモグロビンに欠くものの、依然として本来
の赤血球の大きさを有する。これは、ゴーストもまた、分析前において遠心分離、濾過又
は沈降によって取り除かなければならないことを意味する。
【０００９】
　しかしながら、これらの工程はしばしば、自動化された試験様式に取り込むのが困難で
ある。これは、特に、標的化された分析物が、細胞質ゾル又は細胞性成分の膜の中に存在
する状況、例えば赤血球中の免疫抑制物質である場合にあてはまる。
【００１０】
　この場合において、細胞性成分は、溶解試薬の添加前に遠心分離及び／又は濾過によっ
て単離又は濃縮されるか、あるいは、これらは、変性試薬、例えばＺｎＳＯ４とアセトニ
トリルとの混合物を元の試料に添加することにより変性させ、引き続いて遠心分離される
。
【００１１】
　近年では、分析物の測定のための生物学的流体を加工するために、新規方法が提案され
ている。この方法は、熱処理をベースとし、かつ自動化された工程に適している(WO 2008
/003451)。しかしながら、この方法は、小さい温度範囲内で強く温度に依存し、したがっ
て、複雑化された温度制御を必要とする。さらにこの方法は、凝固が生じる温度ｔｍａｘ

によって制限される。さらに、有機改質化剤、例えばメタノールの添加は、加熱プロセス
及びしたがって工程パラメータに影響を与える。さらに、生物学的流体中に含まれるあら
ゆる分析物が、提案された加熱処理中において安定であるわけではない。したがって、こ
の方法は、熱不安定性の分析物を測定しなければならない場合にはあまり好ましくない。
【００１２】
　したがって、本発明の課題は、
（ｉ）前記細胞性成分のほぼ定量的な崩壊を提供し、
（ｉｉ）流体成分の沈降、析出、変性、凝集及びゲル化をほぼ生じさせるものではなく、
（ｉｉｉ）小さい温度範囲に限定されるものではなく、かつ、
（ｉｖ）他の流体、例えばメタノール等を、方法に影響を及ぼすことなく添加することを
可能にする条件下で、細胞性成分を含む生物学的流体の新規加工方法を提供することであ
る。
【００１３】
　前記課題の解決は、特許請求の範囲に記載された実施態様を提供することによって達成
される。
【００１４】
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　本発明の第１の実施態様によれば、
（ｉ）前記細胞性成分のほぼ定量的な崩壊を提供し、かつ、
（ｉｉ）流体成分の沈降、析出、変性、凝集及びゲル化をほぼ生じさせることのない条件
で、加工された生物学的流体を製造する方法を提供するものであって、この場合、この方
法は、
ａ）細胞性成分を含む生物学的流体を提供し、
ｂ）前記生物学的流体を凍結させ、かつ、
ｃ）工程ａ）で凍結された流体を融解することを含む。
【００１５】
　本発明の他の態様は、ほぼ沈降、析出、変性、凝集及び生成物のゲル化を生じない、ほ
ぼ定量的に崩壊された細胞性成分を含む加工された生物学的流体である。好ましくは、生
物学的流体は希釈されておらず、すなわち他の流体を加工中又は加工前に添加するもので
はない。
【００１６】
　さらに、本発明の他の実施態様は、生物学的流体試料中の分析物を測定するための方法
であり、その際、生物学的流体は、前記に示すとおり加工され、かつ分析物は、加工され
た生物学的流体中で測定される。
【００１７】
　さらに、本発明の他の実施態様は、細胞性成分を含む生物学的流体を加工するための装
置であり、この場合、この装置は、
（ａ）少なくとも部分的に凍結／加熱可能な流体加工ユニット、
（ｂ）流体加工ユニットの予め定められた部分を凍結するための冷却要素、
（ｃ）流体加工ユニットの予め定められた部分を加熱するための加熱要素、
（ｄ）場合によっては流体輸送要素、たとえばポンプ要素、
（ｅ）（ｉ）前記細胞性成分のほぼ定量的な崩壊を提供し、かつ、
（ｉｉ）流体成分の沈降、析出、変性、凝集及びゲル化をほぼ生じることない条件下で、
流体の凍結／加熱を制御するための制御要素、
（ｆ）場合により清浄化要素及び
（ｇ）場合により試料分析要素
を含む。
【００１８】
　驚くべきことに、本発明は、生物学的試料中の細胞性成分、好ましくは高等生物からの
細胞又は細胞クラスター、より好ましくは動物細胞、たとえばヒト細胞を含む哺乳類細胞
及び最も好ましくは血液細胞、例えば赤血球細胞、白血球細胞及び／又は血小板を、時間
及び温度に関して予定された条件下での凍結／融解によって達成することができる。本発
明による方法の工程ｂ）及びｃ）による凍結／融解処理は、少なくとも１回、好ましくは
２回又はそれ以上、あるいは、最も好ましくは３回又はそれ以上、実施することができる
。
【００１９】
　本発明による処理を用いて、生物学的流体中に含まれる細胞性成分は、ほぼ定量的に崩
壊されて、流体成分の沈降、析出、変性、凝集及び／又はゲル化をほぼ生じさせることな
く、亜細胞性粒子（subcellular paeticle）を生じる。これにより、本発明によって加工
された生物学的流体は、亜細胞性粒子と同様にイオン、ガス、低分子量物質、例えば糖、
及びタンパク質を含む流体成分を含む。
【００２０】
　本発明による「生物学的流体」は、細胞性成分及び流体成分を含む生物学的懸濁液に関
し、この場合、これは体液又は細胞培養液から選択される。細胞性成分は細胞、細胞クラ
スター又は細胞ゴーストであり、流体成分は血漿、尿、唾液等又は細胞培養液である。
【００２１】
　体液のための特別な例は全血、尿、脳脊髄液、唾液、リンパ液であり、かつ細胞培養液
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のための特別な例は哺乳類細胞培養液である。
【００２２】
　本発明において使用される「細胞性成分」は、細胞、細胞クラスター又は細胞ゴースト
、特に赤血球ゴーストに関する。
【００２３】
　本発明の内容の範囲内で、処理された生物学的流体中に含まれる「亜細胞性粒子」は、
細胞フラグメント、例えば膜小胞に関し、この場合、これは、本発明による方法によって
生じ、かつ修復された膜の極めて小さい球及び／又は極めて小さい粒子から成るものであ
って、これらは、
ａ）少なくとも約２４時間の静置において沈降することなく、かつ、
ｂ）少なくとも１０分に亘って、約３０００Ｇの遠心分離後であっても、白血球ゴースト
（約５～８μｍのサイズ）又は損傷のない細胞とは異なって沈降することはなく、かつ、
ｃ）約１１０００Ｇを上回る少なくとも２０分に亘っての遠心分離後に沈降することを特
徴とする。
【００２４】
　本発明の内容の範囲内で、生物学的試料中に含まれる「細胞性成分のほぼ定量的な崩壊
」とは、約７０％、好ましくは約８０％、より好ましくは約９０％及びさらに最も好まし
くは約１００％の細胞性成分が、亜細胞性粒子に崩壊することを意味する。
【００２５】
　本発明の内容の範囲内で、これに関して約１００％の望ましい崩壊が、本発明による処
理により、例えば、天然の抗凝固性の全血を用いて達成されうるものであり、その際、こ
の崩壊速度は、０．１～０．６で異なっていてもよいヘマトクリットとは無関係であるこ
とが見出された。
【００２６】
　本発明による加工された全血又は加工された溶血は、血漿及び崩壊された血液細胞、す
なわち、崩壊された赤血球、白血球及び血小板を含む。
【００２７】
　加工された、すなわち、細胞崩壊された全血中の血漿は、イオン、例えばナトリウムイ
オン、塩化物イオン、カリウムイオン、マグネシウムイオン、リン酸イオン及びカルシウ
ムイオン、低分子量物質、例えば単糖類、ホルモン、ガス、栄養物質、例えば脂質又はビ
タミン、代謝物質、例えば尿素又は尿酸並びに血漿タンパク質、例えばアルブミン及びグ
ロブリンを含む。本発明による「全血」とは、血液細胞がほぼ損傷のない血液に関し、「
溶血」とは、溶血反応が生じた全血に関する。
【００２８】
　溶血性試料、例えば赤血球ゴーストが、前記に示すようにほぼ崩壊することができるこ
とが見出された。さらに、全血中に存在する白血球及び／又は血小板が、前記に示すよう
にほぼ定量的に崩壊することができることが見出された。
【００２９】
　したがって、亜細胞性粒子を含む加工された生物学的流体は、流動的分離系によってさ
らに加工することができ、かつ、これらの系を閉塞させることはない。
【００３０】
　得られた生物学的流体は、添加された試薬を含むものではなく、その結果、希釈されて
いないものとして特徴付けられる。したがって、生物学的流体は、付加的な計量供給なし
に、定量的な方法で加工することができる。
【００３１】
　したがって、処理された生物学的流体は、in situ 分析技術において、例えば固相抽出
（ＳＰＥ）、この場合、これはオンライン／オフラインＳＰＥ上で希釈されていないもの
、あるいは、スポッティング、サンプリング又は分取を必要とする技術、例えばミクロ流
体装置上における技術において使用するのに適している。
【００３２】
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　本発明による方法の範囲内における凍結は、瞬間凍結によって実施することができる。
瞬間凍結は、
ａ）前記試料装置を、断熱槽中に含まれる低温流体中に含浸するか、
ｂ）前記試料装置を、低温流体の蒸気相に含浸するか、あるいは、
ｃ）前記試料装置を、試料装置と密着し、かつ、低温流体又は低温流体の蒸気相中に含浸
されたスリーブ中に含浸することによって、試料装置中に含まれる試料の含浸を実施する
ことができる。
【００３３】
　本発明において使用される「低温流体」は、水溶液を凍結するのに必要な温度範囲、好
ましくは－９０℃を下回る温度において流体である材料に関する。低温流体は、冷却ガス
又は極低温液体（cryogenic liquid）であってもよい。極低温液体は、冷却された液体、
例えばアルゴン、ヘリウム、水素、窒素、酸素、メタン、二酸化炭素、亜酸化窒素、イソ
ペンタン、ヘキサン又はエタノール及び他の液体、例えば炭化水素液体又はこれらの混合
物である。好ましい実施態様において、液体窒素を使用する。
【００３４】
　凍結中に、生物学的流体を、本発明による方法の－２０℃～－１９６℃の温度、好まし
くは－１２０℃～－１９０℃の温度で凍結させる。それぞれの冷却速度は、約１２６０℃
／分～約１２６００℃／分であり、好ましくは約２０００℃／分～約５０００℃／分及び
最も好ましくは約２５００～３５００℃／分、例えば３１５０℃／分である。
【００３５】
　好ましくは、引き続いて凍結された流体を、少なくとも室温で、好ましくは少なくとも
４０℃で、最も好ましくは少なくとも５０℃であって、かつ、６０℃まで又はさらに７５
℃までの温度で融解処理を実施する。
【００３６】
　融解に関して、凍結試料を含む試料装置を、試料装置と密着し、かつ加熱することがで
きるスリーブ中に挿入しながら、熱処理を実施してもよい。熱処理は、任意の適した手段
で実施することができ、かつ、例えば伝導加熱、誘電加熱、例えばマイクロ波処理、例え
ばUS 6,605,454中に記載されているもの、対流加熱、抵抗加熱及び／又はレーザー励起に
よる加熱であってもよい。
【００３７】
　それぞれの融解速度は、約５００℃／分～約１１４００℃／分、好ましくは約１０００
℃／分～約４０００℃／分及び最も好ましくは約１５００～２５００℃／分である。
【００３８】
　凍結と融解との間の時間は最小限に維持することができ、好ましくは１～５秒であって
もよい。しかしながら、より長い時間もまた許容可能である。
【００３９】
　本発明による適した試料装置は、計量供給ユニットの容量装置であってもよく、かつ－
２００℃までの温度に耐えうる熱伝導性又は熱誘導性の材料から製造される。好ましい材
料はステンレス鋼、ガラス又はプラスチックである。最も好ましくはステンレス鋼である
。
【００４０】
　本発明の装置は、流体加工ユニットを含み、この場合、これは少なくとも部分的に凍結
可能／加熱可能である。この加工ユニットは、好ましくはニードル、例えばインジェクシ
ョンニードル、ピペットチップ、細管、例えばガラス細管、シリンジ又はコンジットを含
む。最も好ましくは、流体処理系のインジェクションニードル又はピペットチップであり
、例えばＨＰＬＣのためのオードサンプラー、例えばＰＡＬ－オートサンプラー（LEAP-T
echnologies）又はピペッティングロボット、例えばＥｖｏｃｌｅａｎ（Tecan）である。
【００４１】
　流体加工ユニットはさらに、in situ分析のための材料を含んでいてもよく、例えば固
相抽出（ＳＰＥ）のためのクロマグラフ吸着媒、例えばＣ１８－変性シリカ、Ｏａｓｉｓ
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ＨＬＢ及びその他公知技術の類似のものである。
【００４２】
　流体加工ユニット、特にニードル、ガラス細管又はピペットチップの内腔／内径は、０
．０１～５ｍｍ、好ましくは０．１～２ｍｍ、さらに好ましくは０．５～１ｍｍで異なっ
ていてもよい。最も好ましいピペットチップ、ガラス細管又はニードルの内腔／内径は約
０．３～約０．５ｍｍである。最も好ましいニードルの内腔／内径は約０．３ｍｍである
。
【００４３】
　流体加工ユニット、特にプラスチック又は金属から成る装置の壁厚は、特に約０．０５
～０．５ｍｍの範囲である。
【００４４】
　崩壊の完全性は、細胞カウント、特にNeubauerカウントチャンバー中で、特定の成分の
ための微視的検査によって及び／又は遠心分離後の沈降形成がないことによって決定する
ことができる。これに関連して、約９５％の細胞性血液成分が赤血球であることに留意す
べきである。したがって、血液試料中の細胞カウントは、好ましくは、赤血球をカウント
することによって測定される。
【００４５】
　本発明によれば、試料中の細胞カウントは、好ましくは、本来の値の０．１％又はそれ
未満及びより好ましくは０．０１％又はそれ未満に減少する。例えば、１μｌ当たり５×
１０６個の赤血球細胞を有する試料について本発明による処理をおこなう場合には、細胞
カウントは好ましくは１μｌ当たり５×１０３細胞又はそれ未満、より好ましくは１μｌ
当たり５００細胞又はそれ未満である。最も好ましくは、試料は、検出可能な細胞不含で
ある。特定の成分、例えば赤血球ゴーストの不在は、光学顕微鏡による観察、例えば１０
０×倍率まで、及び／又は３０００ｇまで、好ましくは７４００ｇまでの１０分に亘って
の遠心分離によって測定されてもよい。
【００４６】
　瞬間凍結のために、細管コンジット（capillary conduit）（又は、前記に示す任意の
他の流体加工ユニット）に先ず試料を装入する。これは、好ましくは、一定容量のガス、
例えば空気によって試料を沈降することによって達成される。例えば、ガスの最初の容量
を、流体加工ユニット中に吸引し、引き続いて試料及びガスの第２の容量を吸引すること
ができる。その後に、試料を含有する流体加工ユニットは、
ａ）低温流体又は低温流体の蒸気相中に含浸されてもよいか、
ｂ）低温流体又は低温流体の蒸気相によって冷却された表面と接触させてもよいか、ある
いは、
ｃ）試料装置と密着し、かつ低温流体又は低温流体の蒸気相中に含浸されたスリーブ中に
挿入されてもよい。
【００４７】
　本発明の方法の融解処理のために、凍結試料を含む流体加工ユニットは、例えば誘電加
熱、例えばUS 6,605,454中に記載されているマイクロ波処理、対流加熱、抵抗加熱及び／
又はレーザー励起による加熱を含むものであってもよい、任意の適した手段によって加熱
される。
【００４８】
　流体加工ユニットからの抽出のために、加工された流体は、空気及び／又は他の流体に
よって置換することができる。空気のみを使用する場合には、加工した流体の希釈は生じ
ない。
【００４９】
　生物学的流体は、体液、例えば全血液、尿素、脳脊髄液、唾液、リンパ液等であるか、
あるいは、細胞培養物、特に哺乳類細胞培養液からの流体又は細胞性成分を含む任意の他
の生物学的流体、特に血液細胞を含む流体であってもよい。より好ましくは、生物学的流
体は全血、例えば静脈血、動脈血又は毛細血管血、特に凝血防止処理された全血、例えば
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ＥＤＴＡ－、クエン酸塩－又はヘパリン処理された全血である。例えば、試料は、凝固防
止剤を含む血液抜き取り装置で取り出され、かつ、以下に記載するように直接さらに加工
することができる。
【００５０】
　試料容量は、広範囲に例えば１ｎｌ又はそれ以上、好ましくは１０ｎｌ又はそれ以上及
び１ｍｌまでで可変であってもよい。したがって、方法は、好ましくは極小化された適用
、例えばチップフォーマット上のミクロ流体装置、ナノＬＣ－ＭＳ、ＭＡＬＤＩ－ＭＳ分
析等に適している。
【００５１】
　本発明の方法は、任意の沈降及び／又は析出及び／又は遠心分離工程及び／又は化学／
生物化学的試薬の添加を必要とするものではない。したがって、処理は好ましくは、細胞
性成分の予備除去及び／又は溶解なしで実施する。方法は、任意の適した装置中で、例え
ば単回使用装置又は再利用可能な装置中で実施することができる。好ましくは、方法は自
動化された手段であり、この場合、これは一体化された装置中で、流体試料を含む装置を
輸送し、場合によっては混合後に、例えば他の流体と一緒に、予備的処理することなしに
、特に細胞性成分の除去及び／又は溶解することなしに実施することができるものである
。装置の範囲内で、この試料は、好ましくは細胞性成分の予備的除去及び／又は溶解なし
で、直接処理される。処理後に、後続の工程、例えば分析物測定を実施することができる
。より好ましくは、この処理は、ほぼ天然の試料、例えば、ほぼ損傷のない細胞性成分、
例えば全血を含む試料を用いて実施する。
【００５２】
　本発明の方法は、加工前及び／又は加工後において生物学的流体に対して他の流体を添
加することを含んでいてもよい。他の流体は、生物学的流体と相溶性の任意の流体であっ
てもよく、それにより、沈澱、凝集又は凝塊を生じることはない。他の流体は、有機溶剤
であってもよく、好ましくは生物学的流体の容量に対して２０％（容量／容量）まで、よ
り好ましくは１０％（容量／容量）までの量であってもよい。有機溶剤は、好ましくは水
混和性溶剤、例えばメタノール、エタノール、アセトニトリル、ジメチルスルホキシド（
ＤＭＳＯ）、ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）及びこれらの組合せから選択される。
【００５３】
　好ましくは、他の流体は、本質的に細胞性成分の崩壊に影響を及ぼすものではない。よ
り好ましくは、他の流体は水性液体、例えば水性緩衝溶液又は他の生物学的流体、好まし
くは、０．５～１．４％ＮａＣｌ、より好ましくは０．７～１．２％ＮａＣｌ及び最も好
ましくは約０．９％のＮａＣｌに相当するイオン濃度を有するものである。
【００５４】
　他の流体は、少なくとも１種の標準化及び／又は較正化合物の予め定められた量を含む
、標準化及び／又は較正された流体であってもよい。標準化及び／又は較正化合物の添加
は、処理された生物学的流体が、クロマトグラフィー、分光測定及び／又は分光分析方法
によってさらに分析される場合において特に適している。標準化及び／又は較正化合物は
、適した同位体、例えば２Ｈ及び／又は１３Ｃを含む分析物類似体であってもよく、した
がって質量分光測定によって検出することができる。適した較正物質は、例えばＣｌｉｎ
Ｃａｌ（登録商標）マトリックスキャリブレーターから選択することができる。
【００５５】
　さらに方法は、脂質、タンパク質、ペプチド、核酸及び炭水化物のための標識物質／染
色化合物を、加工前及び／又は加工後に生物学的流体に添加することを含んでいてもよい
。
【００５６】
　加工された流体は、好ましくは０．５～１．４％ＮａＣｌ、より好ましくは０．７～１
．２％ＮａＣｌ及び最も好ましくは、ほぼ生理学的塩濃度に相当するイオン濃度を有する
。加工された流体は、添加された試薬、例えば崩壊試薬及び／又はデタージェントを不含
であってもよい。一方で、加工された流体はさらに有機溶剤及び／又は前記に示すような
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添加した水性流体を含有していてもよい。最も好ましくは、加工した流体は、崩壊した全
血である。
【００５７】
　さらに本発明は、前記に示すような処理がなされた生物学的流体試料中の分析物を測定
するための方法に関する。分析物は、生物学的流体中で検出することができる任意の分析
物であってもよく、例えば生物学的化合物、例えば核酸、ポリペプチド、ペプチド、脂質
、糖、ホルモン、代謝物質等である。他方で、分析物は非生物学的化合物、例えば製薬学
的化合物であってもよい。好ましい実施態様において、分析物は免疫抑制物質、例えばシ
クロスポリン、ラパマイシン又はタクロリムス又は関連する化合物である。
【００５８】
　加工された液体中の分析物測定は、任意の公知方法にしたがって実施することができる
。例えば、分析物の測定は、化学的、生物化学的及び／又は生化学的方法にしたがって実
施することができ、かつ、ハイブリダイズ反応、免疫学的反応、酵素反応、例えば核酸増
幅、クロマトグラフィー分析、分光測定、例えば質量分光測定又はＮＭＲ分析及び／又は
分光分析を含んでいてもよい。特に好ましい実施態様において、本発明は、全血試料中で
免疫抑制物質を測定するための方法に関し、その際、全血は前記に示す処理によって加工
され、かつ免疫抑制物質は、標準化された方法にしたがって、たとえば質量分光測定（Ｍ
Ｓ）法によって加工された全血中で測定される。
【００５９】
　本発明による方法は、生物分析的及び臨床化学的分析手段、例えば固相抽出（ＳＰＥ）
、液－液抽出（ＬＬＥ）等に特に適している。したがって、本発明による方法にしたがっ
ての好ましい分析方法はＳＰＥ、特に全血からの標的分析物のin situＳＰＥ、希釈され
ていない細胞崩壊血を用いての標的分析物のオンライン／オフライン／インライン抽出方
法、例えばＳＰＥを、ＨＰＬＣ又はＭＳを組合せるか、あるいは組み合わせることなく、
あるいは細胞崩壊血のプレート上へのスポッティング、たとえばＭＡＬＤＩ－プレート、
アレイ、マイクロチップ等、希釈されていない崩壊血の適切な容器、たとえば９６穴プレ
ート、エッペンドルフチューブ等へのサンプリング、希釈されていない細胞崩壊血の分化
及び加工、たとえばＭＡＬＤＩ－ＭＳ及び希釈されていない細胞崩壊血のミクロ流体装置
へのサンプリング、例えばＬａｂ－オンチップ又はポイントオブケアテスト（ＰＯＣＴ）
である。
【００６０】
　他の好ましい実施態様において、分析物は臨床化学的パラメータ、たとえば先天性代謝
障害、たとえばフェニルケトン尿症に関連する臨床化学的パラメータである。この実施態
様において、試料は好ましくは、新生児から得ることができる毛細血管試料である。
【００６１】
　他の実施態様において、方法は、非ヒト動物、好ましくはマウス、モルモット及びラッ
トからの血液試料を加工するのに適している。たとえば、試料は自動化された系により取
り出すことができ、かつ直接前記に示すように加工することができる。好ましい自動化さ
れた系は、Ｄｉｌａｂ（登録商標）からのＡｃｃｕＳａｍｐｌｅｒ（登録商標）である。
【００６２】
　本発明の装置は、さらに液体装入口を含むものであってもよく、そこで、生物学的流体
の試料は、流体加工ユニット中に導入することができる。流体は、装置の範囲内で、輸送
要素、たとえばポンプ要素によって輸送することができる。
【００６３】
　流体加工ユニットは、少なくとも部分的に凍結可能／加熱可能である。流体加工ユニッ
トの凍結可能及び／又は加熱可能な部分は、装置の一体化された部分であるか、あるいは
、装置から取り外し可能な部分であってもよい。流体加工ユニットは、好ましくは約０．
１～０．８ｍｍの内径を有する。
【００６４】
　したがって、生物学的流体は、本発明によって、取り外し可能なユニット、たとえばス
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テンレス鋼ニードル中で、あるいは、細管コンジットの形の一体化されたユニット、たと
えばステンレス鋼細管中で、直接加工することができる。
【００６５】
　冷却要素は、流体加工ユニットと密着し、かつ低温流体又は低温流体の蒸気相中に含浸
されるスリーブであってもよい。加熱要素は、任意の適した加熱要素、たとえば誘電加熱
のための要素、対流加熱のための要素、抵抗加熱のための要素及び／又はレーザー励起に
よる加熱のための要素であってもよい。たとえば、加熱要素は、流体加工ユニットの予め
定められた部分又はマイクロ波放出器周囲を包囲する加熱コイルであってもよい。制御要
素は、試料加工の制御、すなわち、流体の冷却及び加熱を、たとえば冷却／加熱強度及び
／又は流体加工ユニットの凍結可能／加熱可能な部分における時間を制御することによっ
て提供する。
【００６６】
　装置は、場合によっては、相当する流体加工ユニット又は少なくともその一部の清浄化
及び／又は清浄化効率のモニタリングに適した清浄化要素を含むものであってもよい。
【００６７】
　清浄化要素は、流体加工ユニット又はその一部を、予め定められた数の生物学的流体加
工サイクルの後に、清浄化を実施するのに適している。好ましくは、清浄化は、流体加工
ユニット又はその一部中に清浄化液を通過させることを含む。清浄化液は、加工ユニット
中で生物学的、たとえばタンパク質性の残留物を除去することができる。清浄化は、流体
供給ユニット又はその一部の清浄化液での吸引及び投与又はフラッシングを含んでもよく
、その際、流体加工ユニット又はその一部は、好ましくは加熱される。清浄化効率は、流
体加工ユニット又はその一部において、清浄化プロセス中での生物学的材料の存在をモニ
タリングすることによって制御されてもよい。
【００６８】
　WO 2008/003451において、流体加工ユニットのための適した清浄化手段は、少なくとも
２工程が必要であると記載されている。最初に、流体加工ユニットは、アルカリ性のＮａ
Ｃｌ溶液を用いて、好ましくは６０℃又はそれ以上でフラッシングしなければならない。
これらの条件下で、残留する生物学的材料を酸化する。次の工程においてこの処理の効率
を、適した試薬、たとえばＯＰＡ試薬によって、３４０ｎｍで測光的に検出することがで
きる反応生成物を生じさせる目的のためにモニタリングされる。
【００６９】
　好ましい実施態様において、本発明は代替的な清浄化手段を提供し、この場合、この方
法は、
ａ）１個のみの処理工程を必要とし、
ｂ）清浄化プロセスの同時の実施及びモニタリングを可能にし、
ｃ）金属から成る材料の腐蝕を生じさせるものではなく、かつ、
ｄ）６０℃未満の温度で有効である。
【００７０】
　この清浄化手段は、本発明の方法及び装置において使用することができる。しかしなが
ら、さらに金属及び／又はプラスチックコンジットを介して、特にコンジットを介して、
生物学的試料を輸送することを含む、種々の方法及び装置においても適用可能である。
【００７１】
　したがって、本発明の他の態様は、ビシンコニン酸（ＢＣＡ）試薬（Stoscheck, Meth.
 Enzymol. 182 (1990), 50-69）、好ましくはアルカリ性ビシンコニン酸（ＢＣＡ）／酒
石酸塩／銅試薬の、生物学的試料、たとえば全血又は血漿試料と接触する装置を清浄化す
るための使用である。たとえばPierce Chemicalsから入手可能なＢＣＡ試薬は、タンパク
質の存在下で、銅（Ｉ）－イオンとの紫色の反応生成物を形成する。この反応は、連続的
に５６２ｎｍでモニタリングすることができる。驚くべきことに、ＢＣＡ試薬は、生物学
的試料と接触する装置、たとえば試料加工装置の内部の金属及び／又はプラスチック部分
に対して付着するバイオフィルムを除去することが可能である。ＢＣＡ試薬は、適した条
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件下で、たとえば６０℃までの温度で、清浄化すべき装置の一部と接触させてもよい。
【００７２】
　したがって、本発明のもう一つ態様は、ＢＣＡを含有する清浄化試薬を提供することで
ある。本発明による清浄化試薬は、好ましくはＢＣＡ、金属イオン、たとえば銅イオン、
特に銅（Ｉ）イオン及び水性緩衝溶液を含み、かつアルカリｐＨ、たとえば約１０～１２
のｐＨ、特に約ｐＨ１１を有する。水性緩衝溶液は、適した緩衝剤、たとえば酒石酸塩、
重炭酸塩又は炭酸塩緩衝剤、またはこのような緩衝剤の組合せを含んでいてもよい。
【００７３】
　さらに、装置は場合によっては試料分析要素を含む。試料分析要素は、生物学的試料中
で分析物検出に適した任意の要素であってもよい。好ましくは、試料分析要素は、クロマ
トグラフィー要素、たとえばＨＰＬＣ要素、抽出要素、たとえば固相抽出（ＳＰＥ）要素
、分光測定要素、例えば質量分光測定又はＮＭＲ要素、分光分析要素、酵素及び／又は免
疫アッセイ要素及び／又はハイブリダイゼーションアッセイ要素を含む。
【００７４】
　最終的に、装置は、リモートコントロールユニットからデータを転送するか、及び／又
は受容することができるプロセッサーユニットを含んでいてもよい。データ転送は、オン
サイン、たとえばワイヤレス転送、たとえばＧＳＭ／ＧＰＲＳ／３Ｇデータ転送を介して
生じてもよい。リモートコントロールユニットは、それぞれの装置に対して流体加工を許
可するために調整されていてもよく、たとえば、実施に関する支払い後に、予め定められ
た数の流体加工手段が受領される（すなわち、ペイ－パー"pay-per"プロセス）。
【００７５】
　本発明の１個又は複数個の観点に関して説明されたすべての好ましい実施態様は、すべ
ての他の観点に関するものであることに言及すべきである。
【００７６】
　本発明は以下の実施例によってさらに説明される。
【００７７】
　実施例
　例１
　細胞性成分、すなわち、ヒト全血中に存在する赤血球、白血球及び血小板を崩壊するた
めの方法
　第１工程において、２０μｌの周囲空気を、シリンジ／インジェクションニードル（ス
テンレス鋼、０．３ｍｍ内径；０．２ｍｍ壁厚）によって吸引し、引き続いて、ボランテ
ィアからの凝固防止処理された全血試料１０μｌを吸引した（ヘマトクリット値０．４２
）。
【００７８】
　最終的に、再度２０μｌの空気を吸引した。その後に、シリンジ／インジェクションニ
ードルを、液体窒素で充填された断熱容器中に含浸し、かつ、全血試料を、液体窒素の表
面下に位置するように置いた。瞬間凍結方法は、約２７００℃／分の冷却速度に相当する
記載された条件下で５秒費やした。その後に、凍結した試料を含むシリンジ／インジェク
ションニードルを、２秒以内で、５０℃に調整された水浴中に含浸させ、かつ、凍結試料
が水表面下に位置するように置いた。融解時間は８秒であり、これは、約１９００℃／分
の加熱速度に相当する。
【００７９】
　瞬間凍結／融解プロセス前後の微視的検査及び Neubauer血球計算盤を用いての細胞カ
ウントは、処理された血液中に存在する細胞性血液成分（赤血球５．２×１０６／μｌ；
白血球６．５×１０３／μｌ；血小板２．２×１０５／μｌ）が、定量的に崩壊したこと
を示す。
【００８０】
　例２
　流体処理ユニットの洗浄及び洗浄効率の同時モニタリング
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　例１と同様に、全血試料の瞬間凍結及び融解の方法のために５０回使用したステンレス
鋼細管コンジット（内径０．５ｍｍ；長さ１０ｃｍ）を、以下の方法で清浄化した。いわ
ゆるＢＣＡ試薬（０．１Ｎ　ＮａＯＨ中のビシンコニン酸、酒石酸ナトリウム、重炭酸ナ
トリウム、炭酸ナトリウム、４％硫酸銅；Pierce Chemical）の溶液、この場合、この溶
液は、本来タンパク質の測定に使用されるものである、を、細管コンジットを介して、２
００μｌ／分の流速でポンプ汲み上げした。さらに、細管コンジットを、５０℃に加熱し
た水浴中に含浸した。溶離液をＵＳＶ／ＵＩＳ検出器を介して通し、かつ吸収率を５６２
ｎｍでモニタリングした。完全な清浄化、すなわち、残留タンパク質等の除去は、シグナ
ルが再度ベースラインに到達した後に達成され、この場合においては９分後であった。
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