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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＲＮＡを含む生物学的材料から、実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを精製
するための方法であって、以下の工程：
（ａ）該生物学的材料とＲＮＡ溶解／結合溶液とを混合する工程であって、該ＲＮＡ溶解
／結合溶液は、４～１０Ｍの濃度のリチウム塩を含有し、３．５～４．５または７～９の
ｐＨで緩衝化される、工程；
（ｂ）該混合物とシリカベースの固体支持体を接触させる工程であって、その結果、該混
合物中の実質的に分解されていないＲＮＡを含む核酸が該固体支持体と優先的に結合する
、工程；
（ｃ）結合した実質的に分解されていないＲＮＡを含む核酸以外の生物学的材料を除去す
るために、該固体支持体を一連のＲＮＡ洗浄溶液で洗浄する工程であって、ここで該一連
の洗浄溶液が、アルコールおよび濃度が５～１０Ｍのリチウム塩を含む第一洗浄溶液なら
びにアルコール、緩衝剤および必要に応じてキレート剤を含む第二洗浄溶液を含む、工程
；ならびに
（ｄ）実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを得るために、ＲＮＡ溶出溶液を
用いて、該結合した実質的に分解されていないＲＮＡを該固体支持体から優先的に溶出す
る工程；
を包含し、
　ここで、該結合する工程および該洗浄する工程において使用する溶液がリチウム塩を含
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むが、但し、該ＲＮＡ溶解／結合溶液と該第一洗浄溶液とが同一ではない、方法。
【請求項２】
ＲＮＡを含む生物学的材料から、実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを精製
するための方法であって、以下の工程：
（ａ）該生物学的材料とＲＮＡ溶解／結合溶液を混合する工程であって、該ＲＮＡ溶解／
結合溶液が、両親媒性試薬、および４～１０Ｍの濃度のリチウム塩を含む、工程；
（ｂ）該生物学的材料を該ＲＮＡ溶解／結合溶液で溶解する工程であって、実質的に分解
されていないＲＮＡを含む核酸および非核酸生物学的物質を含む溶解物を形成する、工程
；
（ｃ）該溶解物を固定化したシリカベースの固体支持体に接触させる工程であって、その
結果、該溶解物中の実質的に分解されていないＲＮＡを含む核酸が該固体支持体と優先的
に結合する、工程；
（ｄ）実質的に分解されていないＲＮＡを含む、結合した核酸以外の生物学的材料を除去
するために、該固体支持体を一連のＲＮＡ洗浄溶液で洗浄する工程であって、ここで該一
連の洗浄溶液が、アルコールおよび濃度が５～１０Ｍのリチウム塩を含む第一洗浄溶液、
ならびにアルコール、緩衝剤および必要に応じてキレート剤を含む第二洗浄溶液を含む、
工程；ならびに
（ｅ）実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを得るために、ＲＮＡ溶出溶液を
用いて、該結合した実質的に分解されていないＲＮＡを該固体支持体から優先的に溶出す
る工程
を包含し、
　ここで、該結合する工程および該洗浄する工程において使用する溶液がリチウム塩を含
むが、但し、該ＲＮＡ溶解／結合溶液と該第一洗浄溶液とが同一ではない、方法。
【請求項３】
前記ＲＮＡ溶解／結合溶液を前記固体支持体に直接的に適用し、その後、前記固体支持体
上で乾燥させる、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
各溶液中の前記リチウム塩は、塩化リチウムまたは臭化リチウムである、請求項１～３の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
前記リチウム塩が、塩化リチウムである、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
前記リチウム塩が、５～８Ｍの範囲の濃度で前記第一洗浄溶液に存在する、請求項１～５
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
前記シリカベースの支持体が、ホウケイ酸塩である、請求項１～６のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項８】
請求項１～７のいずれか１項に記載される方法において使用するためのキットであって、
該キットは、以下：
生物学的試料から実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを調製する指示手段、
別個の溶液としてか、または、固体支持体上に前処理されたもののいずれかであるＲＮＡ
溶解／結合溶液、ＲＮＡ溶解／結合溶液で処理していないかまたは処理したかのいずれか
である固体支持体、ＲＮＡ洗浄溶液ならびにＲＮＡ溶出溶液を備える、キット。
【請求項９】
請求項１～７のいずれか１項に記載の方法において使用する、核酸を単離および精製する
ための処方物であって、以下：
　４～１０Ｍの濃度であるリチウム塩、
　界面活性剤、
　緩衝剤、
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　キレート剤、ならびに
　少なくとも１つの還元剤およびタングステン酸塩
を含む、処方物。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　（発明の背景）
　デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）およびリボ核酸（ＲＮＡ）のような核酸は、分子生物学の
分野における研究および臨床的な分析で、広く用いられる。ＲＮＡは、天然において、メ
ッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）、トランスファーＲＮＡ（ｔＲＮＡ）、リボソームＲＮ
Ａ（ｒＲＮＡ）、およびウイルスＲＮＡを含む種々の形態で見られ得る。ＲＮＡの、これ
らそれぞれの型は、それらの特異的な機能に関連した異なる特性を有する。ＲＮＡ発現レ
ベルおよびＲＮＡ発現パターンの分析は、発生遺伝学、薬物発見および臨床的診断のよう
な分野で、重要な情報を提供する。例えば、ＲＮＡ分析は、正常な遺伝子機能および異常
な遺伝子機能の両方に関して重要な診断的情報を提供する。さらに、一般的な白血病に関
連した、全体的なＤＮＡ再配列は、異常なハイブリッドＲＮＡを単離および同定すること
により検出される。
【０００２】
　ＲＮＡを分析する一般的な方法としては、ノーザンブロッティング、リボヌクレアーゼ
保護アッセイ（ＲＰＡ）、逆転写酵素－ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、クロー
ニングのためのｃＤＮＡの調製、インビトロでの翻訳およびマイクロアレイ分析が挙げら
れる。これらの分析から妥当かつ一貫性のある結果を得るために、ＲＮＡが、生物学的材
料に共通した他の成分（例えば、タンパク質、炭水化物、脂質およびＤＮＡ）から精製さ
れることは重要である。
【０００３】
　ＲＮＡ精製方法は、液相精製および固相精製の２つの一般的な分類に分かれる。液相精
製において、ＲＮＡは液相に残り、一方、不純物は沈殿および／または遠心分離のような
プロセスにより取り除かれる。固相精製において、ＲＮＡは固体支持体に結合され、一方
、ＤＮＡ、タンパク質、リン脂質のような不純物は選択的に溶出される。両方の精製方法
は、多数の工程、およびしばしば危険な試薬を必要とする通常の方法、ならびにより少な
い工程および通常殆ど危険のない試薬を必要とする、より迅速な方法を利用する。精製を
始める生物学的材料が細胞を含む場合、両方法は結果として、ＲＮＡと夾雑物（例えば、
ＤＮＡ、脂質、炭水化物、タンパク質など）の混合物を生じる細胞またはウイルス同時破
壊または溶解工程を必要とする。そのような混合物はまた、ＲＮＡを容易に分解し、なら
びに除去および／または不活性化されなければならないＲＮａｓｅをも含む。
【０００４】
　従来、液相ＲＮＡ単離方法は、液液抽出（すなわち、フェノール－クロロホルム）およ
びアルコール沈殿を使用した。おそらく最も一般的に使用される液液抽出方法は、Ｃｈｏ
ｍｃｚｙｎｓｋｉおよびＳａｃｃｈｉの「酸性－グアニジニウム－フェノール」方法（Ｃ
ｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ　Ｐ，Ｓａｃｃｈｉ　Ｎ．，Ｓｉｎｇｌｅ－ｓｔｅｐ　ｍｅｔｈｏ
ｄ　ｏｆ　ＲＮＡ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｂｙ　ａｃｉｄ　ｇｕａｎｉｄｉｎｉｕｍ　ｔ
ｈｉｏｃｙａｎａｔｅ－ｐｈｅｎｏｌ－ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，
Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　１６２：１５６－９［１９８７］；米国特許第５，９４５，
５１５号、米国特許第５，３４６，９９４号、および米国特許第４，８４３，１５５号）
である。この方法は、以下の工程を含む：（１）グアニジニウムイソチオシアネート（Ｇ
ＩＴＣ）溶液で試料を抽出し、これに酸性媒体、フェノール、およびクロロホルムを連続
して加える工程；（２）この混合物を遠心分離し、フェノールにより変性したタンパク質
が、中間層に見出される核酸から除去され得るように、相を分離させる工程；（３）ＲＮ
Ａを沈殿させるためにアルコールを加え、そしてそれによりＲＮＡを濃縮する工程；なら
びに（４）精製したＲＮＡを洗浄および再水和する工程。しかし、この方法は、ＲＮＡの
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精製を確実にするが、クロロホルムおよびフェノールのような危険な試薬を利用する。カ
チオン洗浄剤による核酸の沈殿としては、別の液相技術（米国特許第５，９８５，５７２
号；同第５，７２８，８２２号および同第５，０１０，１８３号（ＭａｃＦａｒｌａｎｅ
））の例がある。例えば、米国特許第５，９８５，５７２号は、選択した４級アミン界面
活性剤を使用して、生物学的試料からＲＮＡを単離するための、新規な方法を開示する。
危険性のない液相精製方法は、低ｐＨ溶解および沈殿試薬を使用するＨｅａｔｈ（米国特
許第５，９７３，１３７号）によって開示された。しかし、液相方法は、単調な沈殿工程
を含むという深刻な不利点を有し、そしてそれ故に自動化は困難である。さらに、高処理
量ＲＮＡ精製の必要性は、固相方法の開発を、導いた。
【０００５】
　液相精製と同様に、従来の固相方法は高精製ＲＮＡを生成するために開発された。一般
的に、これらの方法は４つの一般的な工程を必要とする；ＲＮＡを放出するために、細胞
またはウイルス外被を溶解する工程；放出したＲＮＡを固体支持体に結合する工程；不純
物を洗い流す工程；そして、その後精製ＲＮＡを溶出する工程。細胞またはウイルス外被
の溶解、および放出したＲＮＡを結合する最初の２工程は、従来、危険な試薬を必要とし
ている。
【０００６】
　固相核酸単離方法に関して、膜フィルター、磁気ビーズ、金属酸化物、およびラテック
ス粒子を含む多くの固体支持体が使用されてきた。おそらく、最も広く使用される固体支
持体はシリカベース粒子（例えば、米国特許第５，２３４，８０９号（Ｂｏｏｍら）；国
際公開番号ＷＯ９５／０１３５９（Ｃｏｌｐａｎら）；米国特許第５，４０５，９５１号
（Ｗｏｏｄａｒｄ）；国際公開番号ＷＯ９５／０２０４９（Ｊｏｎｅｓ）；ＷＯ９２／０
７８６３（Ｑｉａｇｅｎ　ＧｍｂＨ）を参照のこと）である。シリカに核酸を結合する方
法の１つは、カオトロピック剤の使用によるものである。例えば、米国特許第５，２３４
，８０９号（Ｂｏｏｍら）に開示された方法は、ＤＮＡをシリカ粒子に結合するために、
グアニジンチオシアネートのような高濃度カオトロピック溶液を使用し、そして全血から
ＤＮＡを精製するために、６つの遠心分離工程および５つの試薬を必要とする。
【０００７】
　特に、Ｂｏｏｍは、以下を教示する；（１）生物学的材料を、グアニジンイソチオシア
ネート、ＥＤＴＡおよびＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ならびにシリカからなる溶液と混合
する工程；（２）核酸をシリカに結合させる工程；（３）グアニジンイソチオシアネート
、エタノール、アセトンの連続した洗浄により、シリカを洗浄する工程；そして（４）溶
出剤で核酸を溶出する工程。この方法の不利点は、特定の懸濁液の使用、多くの遠心分離
工程の使用、ならびにグアニジンイソチオシアネートおよびアセトンのような危険な試薬
の使用である。さらに、この方法は、ＤＮＡの単離にうまく利用されてきたが、許容でき
ないレベルのＤＮＡの混入により、ＲＮＡの単離には適さない。
【０００８】
　ＲＮＡの結合および精製におけるカオトロピック塩の使用は周知である。別の方法（米
国特許第５，９９０，３０２号（Ｋｕｒｏｉｔａら）を参照のこと）において、生物学的
材料は、リチウム塩およびグアニジニウムイソチオシアネート（ＧＩＴＣ）のようなカオ
トロピック剤を含む酸性溶液に溶解され、その後ＲＮＡは、シリカのような核酸結合キャ
リアーと接触するに至る。続いてＲＮＡは、低イオン強度緩衝剤でシリカから溶出するこ
とにより精製される。この方法の不利点は、カオトロピック塩（グアニジンイソチオシア
ネート）のような危険な物質の使用である。
【０００９】
　シリカベースキャリアーと併せた、４Ｍを超えるイオン強度でのカオトロピック物質（
例えば、グアニジンイソチオシアネート、グアニジン塩酸塩、ヨウ化ナトリウム、および
尿素混合物）の組み合わせは、当該分野で教示されている。例えば、Ｈｉｌｌｅｂｒａｎ
ｄら（ＷＯ９５／３４５６９を参照のこと）はＲＮＡとの結合を引き起こすために、カオ
トロピック物質が添加されたシリカビーズのスラリーを含む、１工程の方法を記載する。
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【００１０】
　カオトロープ（ｃｈａｏｔｒｏｐｅ）の使用に対して明らかに反対のアプローチは、Ｄ
ＮＡを単離するための抗カオトロープ（当該分野で「コスモトロープ（ｋｏｓｍｏｔｒｏ
ｐｅ）」としも公知である）の使用である。Ｈｉｌｌｅｂｒａｎｄら、ＵＳ　２００１０
０４１３３２を参照のこと。Ｈｉｌｌｅｂｒａｎｄは、出発試料を溶解し、洗浄剤／アル
コール混合物を用いて固体支持体へ結合するために、ＰＶＰ（ポリビニルピロリドン）と
組み合わせて、塩化アンモニウム（セシウム塩、ナトリウム塩および／またはカリウム塩
についても記載される）のような「抗カオトロープ」の使用を記載する。セシウムおよび
カリウムは、それらの低い電荷密度および弱い水和性質により、明確にカオトロープとみ
なされ、一方、アンモニウムは不十分なカオトロープとみなされる（Ｃｏｌｌｉｎｓ，Ｋ
．Ｓｔｉｃｋｙ　Ｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｐｒｏｃ．
Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９２（１９９５），５５５３－５５５７；Ｗｉｇ
ｇｉｎｓ，Ｐ．Ｍ．Ｈｉｇｈ　ａｎｄ　Ｌｏｗ　Ｄｅｎｓｉｔｙ　Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕ
ｌａｒ　Ｗａｔｅｒ，Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ
　４７（５），７３５－７４４）ことが一般的に知られているという事実に加え、Ｈｉｌ
ｌｅｂｒａｎｄの方法に対するいくつかの不利点が存在する。第１として、この方法が、
腫瘍誘発物として研究されてきたＰＶＰを使用する。第２として、溶解および溶出におい
て、６５℃～７０℃の加熱工程を必要とする。そのような加熱は、制限された後続の適用
（例えば、制限消化またはブロット分析における不適合性）を生じるような、非特異的分
解または非特異的消化による核酸への損傷を引き起こし得る。第３として、Ｈｉｌｌｅｂ
ｒａｎｄにより記載される方法は、ＲＮＡ精製において非常に厄介なＲＮａｓｅを、十分
に減少または排除するための試薬を利用しないので、ＲＮＡの単離において効率的に機能
しないであろう。
【００１１】
　他の者は、核酸と低いｐＨで結合し、そしてその核酸が高いｐＨで溶出される、イオン
交換樹脂の使用を教示した。米国特許第５，０５７，４２６号（Ｈｅｎｃｏら）を参照の
こと。そのような方法は、より小さな核酸およびタンパク質のような他の生物学的材料か
ら特有の電荷を有する長鎖核酸の選択的分離について、主に有利である。このような方法
では、生物学的材料の残部からのＲＮＡ（長さおよび電荷に関わらず）の単離に成功しな
い。さらに、長鎖核酸は、使用するイオン交換方法のための高い塩濃度で、溶出されなけ
ればならない。一般的に使用される塩（例えば、ＮａＣｌおよびＫＣｌ）は、分子生物学
において使用される多くの酵素を阻害し得る。
【００１２】
　ポリカチオン固体支持体はまた、夾雑物を含む溶液からの核酸の精製においても使用さ
れてきた。米国特許第５，５９９，６６７号（Ａｒｎｏｌｄら）を参照のこと。ポリカチ
オン支持体は、ヌクレオチド多量体の大きさに基づいて選択的にヌクレオチド多量体を選
択的に吸着し、より大きな多量体は、より小さな多量体よりポリカチオン支持体に対して
高い親和性を有する。この方法は主に、正に荷電したカチオン固体支持体と負に荷電した
ヌクレオチドのリン酸骨格との間の親和性に基づく。より大きなヌクレオチド多量体は、
より高い電荷を有し、そしてその結果として、より小さいヌクレオチド多量体より優先的
に結合する。従って、Ａｒｎｏｌｄの方法は、粗製の生物学的材料からの全型のＲＮＡの
単離よりはむしろ、大きさに基づいた、ヌクレオチド多量体の単離に適している。さらに
、Ａｒｎｏｌｄの方法は、その方法自体を、アンモニウムイオン、イミニウムイオンおよ
びグアニジニウムイオンのようなカチオンを含むポリカチオン支持体の使用に制限する。
【００１３】
　最近の単離方法は、規定の緩衝剤条件下のグアニジニウム塩の存在中で、ＲＮＡが優先
的に沈殿するという原則を利用する。米国特許第５，９７２，６１３号（Ｓｏｍａｃｋら
）を参照のこと。この方法では、ＲＮＡが、低温において、グアニジニウム塩の存在下で
沈殿する一方で、ＤＮＡは溶液中に残る。溶液からのＲＮＡの沈殿に一般的に使用される
方法は、ＬｉＣｌ塩の使用を含む。この方法の１つの種類において、０．８Ｍ　ＬｉＣｌ
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は、全ＲＮＡ分子を含む溶液から、大きなリボソームＲＮＡ分子およびメッセンジャーＲ
ＮＡ分子を選択的に沈殿するために使用される（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，Ｆｒｉｔｓｃ
ｈ，Ｅ．Ｆ．，およびＭａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．（１９８９）　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｖｏｌ．３，第２版，付
録Ｅ．１０＆Ｅ．１５）。この方法の別法において、２．５Ｍ　ＬｉＣｌは、単一のヌク
レオチドおよび全ＲＮＡを含む溶液から、長さが１００ヌクレオチドほどの小ささのＲＮ
Ａ分子を、選択的に沈殿するために使用される（Ａｍｂｉｏｎ　ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　ｂ
ｕｌｌｅｔｉｎ　＃１６０）。
【００１４】
　核酸および他の生物学的材料を含む溶液からＲＮＡを選択的に沈殿する方法は、溶液中
でＲＮＡ分子に選択的に結合するような固相を使用する方法とは、物理的に異なるもので
ある。沈殿事象は溶液事象の逆である。溶液は、溶質を溶媒に取り囲まれる分子への分離
による、溶質（例えば、ＲＮＡ）の溶解工程を含む。沈殿は、溶媒の除去および個々のＲ
ＮＡ分子の、溶媒から分離する固体への融合を含む。これらの沈殿事象および溶液事象は
、溶液環境の中で起こり、そしてＲＮＡ精製およびＲＮＡ分離が起こる別離に別個の固相
上には依存しない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　ＲＮＡ精製の分野をさらに発展させるために、固相ＲＮＡ精製方法についての必要性が
ある。また、単純かつ迅速なだけではなく、一般的に自動化の適応性を最大限にする範囲
において固相精製方法に適した、試薬および方法についての必要性もある。室温（すなわ
ち、２０℃～２５℃）で安定であり、危険ではなく（すなわち、腐食性または有毒性が少
ない）、混合の必要性が無い非粒子状であり、かつＲＮＡの品質を保護する試薬について
の必要性がある。また、種々の生物学的出発材料を使用し、水和または乾燥に関わらず、
臨床的実験室および研究室において見出されるように、特に慣用的な試験に適用される場
合に行われ得る、僅かな工程を有する方法の必要性がある。さらに、ＲＮＡ精製試薬は、
粒子を混入することまたは後続の分析（例えば、逆転写酵素反応、増幅反応、ヌクレアー
ゼ保護アッセイ、ノーザンブロッティング、ならびにマイクロアレイおよび他の標識反応
）の緩衝化能力またはイオン状態を妨げることによる、その後のＲＮＡ分析手順を阻害す
るべきではない。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　（発明の要旨）
　不定冠詞「ａ」および「ａｎ」ならびに定冠詞「ｔｈｅ」文脈が明らかに他の内容を指
示しない限りは、本出願において、特許出願において共通であるように、１つまたはそれ
以上を意味するために使用されることが、記述されるべきである。さらに、用語「ｏｒ」
は、本出願において、特許出願において共通であるように、択一的な「ｏｒ」または接続
的な「ａｎｄ」を意味するために使用される。
【００１７】
　本発明は、少なくとも約１Ｍの濃度のリチウム塩、洗浄剤、および緩衝剤を含む、核酸
を単離および精製するための処方物を提供する。この処方物はさらに、キレート剤および
／または還元剤を含み得る。本発明の処方物は、カオトロープおよび／または強カオトロ
ピック物質を欠き得る。この処方物中に存在するリチウム塩は塩化リチウムであり得る。
このリチウム塩は、４Ｍ～１０Ｍの濃度、または４Ｍ～８Ｍの濃度で存在し得る。この処
方物は、約７および約９の間のｐＨ（例えば、約８のｐＨ、約８．５のｐＨ、または約９
のｐＨ）のような、約７を超えるｐＨを有し得る。あるいは、この処方物は、約４．５を
下回る（例えば、約３．５を下回る）ｐＨを有し得る。
【００１８】
　本発明の処方物における洗浄剤は、アニオン性洗浄剤、カチオン性洗浄剤、双性イオン



(7) JP 4804347 B2 2011.11.2

10

20

30

40

50

性洗浄剤または非イオン性洗浄剤であり得る。１つの実施形態において、この洗浄剤は非
イオン性洗浄剤である。適切な洗浄剤としては、ｔｗｅｅｎ、ｔｒｉｔｏｎ、ｎｏｎｉｄ
ｅｔ、ｉｇｅｐａｌまたはｔｅｒｇｉｔｏｌが挙げられる。例えば、上記洗浄剤は、ｔｒ
ｉｔｏｎ－ｘであり得る。さらに、この洗浄剤は、ｔｒｉｔｏｎ－ｘおよびジエチルグリ
コールモノエチルエーテル（ＤＧＭＥ）の混合物であり得る。１つの実施形態において、
この洗浄剤は、５％（ｖ／ｖ）ｔｒｉｔｏｎ－ｘおよび５％（ｖ／ｖ）ＤＧＭＥの混合物
である。この処方物の洗浄剤は、溶液の最終容量の１５％（ｖ／ｖ）を超えない容量で存
在し得る。例えば、この洗浄剤は、溶液の最終容量の約１０％（ｖ／ｖ）の濃度で存在し
得る。本発明における処方物の緩衝剤は、少なくとも約８のｐＫａを有し得る。キレート
剤はＥＤＴＡであり得る。還元剤は、トリス（カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ
）またはβ－メルカプトエタノール（ＢＭＥ）であり得る。１つの実施形態において、こ
の還元剤はＴＣＥＰである。本発明の処方物は、タングステン酸塩をさらに含み得る。
【００１９】
　本発明の１つの実施形態において、核酸を単離および精製するための処方物は、少なく
とも１Ｍの濃度のリチウム塩、洗浄剤、緩衝剤、必要に応じて、キレート剤、必要に応じ
て還元剤、および必要に応じてタングステン酸塩を含み、ここでこの溶液は約７を超える
ｐＨを有する。
【００２０】
　本発明の別の実施形態において、核酸を単離および精製するための処方物は、本質的に
、少なくとも１Ｍの濃度のリチウム塩、洗浄剤、緩衝剤、必要に応じて、キレート剤、還
元剤、およびタングステン酸塩からなっている。
【００２１】
　さらに別の実施形態において、本発明の処方物は、本質的に、リチウム塩、洗浄剤、緩
衝剤、必要に応じてキレート剤、必要に応じて還元剤、および必要に応じてタングステン
酸塩からなり、ここでこの溶液は約７を超えるｐＨを有する。
【００２２】
　本発明の更なる実施形態は、本質的に、少なくとも約１Ｍの濃度のリチウム塩、洗浄剤
、緩衝剤、必要に応じてキレート剤、必要に応じて還元剤、および必要に応じてタングス
テン酸塩からなり、ここでこの溶液は約７を超えるｐＨを有する。
【００２３】
　本発明はまた、ＲＮＡを含む生物学的材料から、実質的に純粋でありかつ分解されてい
ないＲＮＡを精製するための方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は以下
の工程を含む：（ａ）約７より大きいｐＨで緩衝化されたＲＮＡ溶解／結合溶液と、その
生物学的材料とを混合する工程；（ｂ）この混合物中の実質的に分解されていないＲＮＡ
を含む核酸が、固体支持体に優先的に結合するように、この混合物をその固体支持体に接
触させる工程；（ｃ）実質的に分解されていないＲＮＡを含む結合した核酸以外の生物学
的材料を取り除くために、一連のＲＮＡ洗浄溶液を用いて、固体支持体を洗浄する工程で
あって、ここでこの一連の洗浄溶液は、アルコールおよび少なくとも１Ｍの濃度のＲＮＡ
複合塩を含む第１洗浄物、ならびにアルコール、緩衝剤および必要に応じてキレート剤を
含む第２洗浄物を含む工程；および（ｄ）実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮ
Ａを得るために、ＲＮＡ溶出溶液を用いて、結合した実質的に分解されていないＲＮＡを
その固体支持体から優先的に溶出する工程。
【００２４】
　本発明はまた、ＲＮＡを含む生物学的材料からの、実質的に純粋でありかつ分解されて
いないＲＮＡを精製するための方法をも提供し、この方法は以下の工程を含む：（ａ）両
親媒性試薬、およびＲＮＡ複合塩を含むＲＮＡ溶解／結合溶液とその生物学的材料とを混
合する工程；（ｂ）実質的に分解されていないＲＮＡおよび非核酸生物学的材料を含む核
酸を含む溶解物を形成するために、そのＲＮＡ溶解／結合溶液を用いてこの生物学的材料
を溶解する工程；（ｃ）この溶解物中の実質的に分解されていないＲＮＡを含む核酸が、
固定化された固体支持体に優先的に結合するように、この溶解物をその固体支持体に接触



(8) JP 4804347 B2 2011.11.2

10

20

30

40

50

する工程；（ｄ）実質的に分解されていないＲＮＡを含む結合した核酸以外の生物学的材
料を取り除くために、一連のＲＮＡ洗浄溶液を用いてその固体支持体を洗浄する工程であ
って、ここでこの一連の洗浄溶液は、アルコールおよび少なくとも１Ｍの濃度のＲＮＡ複
合塩を含む第１洗浄物ならびにアルコール、緩衝剤および必要に応じてキレート剤を含む
第２洗浄物を含む工程；および（ｅ）実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを
得るために、そのＲＮＡ溶出溶液を用いて、結合した実質的に分解されていないＲＮＡを
その固体支持体から優先的に溶出する工程。このＲＮＡ溶解／結合溶液は、約７より大き
いｐＨで緩衝化され得る。
【００２５】
　本発明の、本発明処方物における方法で使用される溶解／結合溶液および／または洗浄
溶液は、カオトロープおよび／または強カオトロピック物質を欠き得る。強カオトロピッ
ク物質の例は、グアニジニウム塩、尿素、アンモニウム塩、セシウム塩、ルビジウム塩、
カリウム塩またはヨウ化物塩である。
【００２６】
　本発明の方法で使用される、溶解／結合溶液および／または洗浄溶液のＲＮＡ複合塩は
、リチウム塩のようなアルカリ金属塩であり得る。適切なリチウム塩の例としては、塩化
リチウムまたは臭化リチウムが挙げられる。溶解／結合溶液および／または洗浄溶液のＲ
ＮＡ複合塩は、約４Ｍより大きい濃度で存在し得る。１つの実施形態において、このアル
カリ金属塩は、４Ｍ～１０Ｍの間の濃度で存在し得る。
【００２７】
　本発明の方法で使用されるキレート剤は、ＥＤＴＡまたはＣＤＴＡであり得る。
【００２８】
　本発明の方法で使用される生物学的材料は、粗製の試料または部分的に精製された核酸
の混合物であり得る。生物学的材料の例としては、真核生物細胞の試料、原核生物細胞の
試料、微生物細胞の試料、細菌細胞の試料、植物細胞の試料、マイコプラズマの試料、原
生動物の試料、細菌の試料、真菌の試料、ウイルスの試料、酵母の試料、もしくはリケッ
チアの試料、またはこれらのホモジネートの試料が挙げられる。生物学的材料の付加的な
例としては、全血、骨髄、血斑、血清、血漿、軟膜調製物、唾液、脳脊髄液、または動物
固形組織が挙げられる。生物学的材料の更なる例としては、糞、尿、涙液、または汗が挙
げられる。この生物学的材料はまた、空気、水、堆積物または土壌から採取された環境試
料であり得る。
【００２９】
　本発明の方法で使用される固体支持体は、シリカの成分、セルロースの成分、酢酸セル
ロースの成分、ニトロセルロースの成分、ナイロンの成分、ポリエステルの成分、ポリエ
ーテルスルホンの成分、ポリオレフィンの成分、もしくはフッ化ポリビニリデンの成分、
またはこれらの組み合わせの成分を含む。この固体支持体が容器に収容され得、ここでこ
の容器は、遠沈管、遠心チューブ、注射器、カートリッジ、チャンバー、複数ウェルプレ
ート、もしくは試験管、またはこれらの組み合わせである。
【００３０】
　本発明の方法に供される、実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡとしては、
全ＲＮＡ（すなわち、細胞中に見出される全ての型のＲＮＡのような、生物学的材料にお
いて見出されるＲＮＡの混合物）、メッセンジャーＲＮＡ，トランスファーＲＮＡ、リボ
ソームＲＮＡまたはウイルスＲＮＡ、またはこれらの組み合わせが挙げられる。
【００３１】
　本発明の方法で使用される両親媒性試薬は、洗浄剤であり得る。この洗浄剤は非イオン
性洗浄剤（例えば、ｔｗｅｅｎ、ｔｒｉｔｏｎ、ｎｏｎｉｄｅｔ、ｉｇｅｐａｌまたはｔ
ｅｒｇｉｔｏｌ）であり得る。
【００３２】
　本発明はさらに、生物学的材料からの実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡ
を精製するための方法を提供し、この方法は以下の工程を含む：（ａ）ＲＮＡ溶解／結合
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溶液が固体支持体に結合されるように、約７より大きいｐＨで緩衝化されたそのＲＮＡ溶
解／結合溶液を用いて前処理されたその固体支持体と、ＲＮＡを含む生物学的材料とを接
触する工程であって、ここでＲＮＡ結合溶液はＲＮＡ複合塩を含む、工程；（ｂ）実質的
に分解されていないＲＮＡを含む核酸が、その固体支持体に優先的に結合するように、そ
の生物学的材料をその固体支持体に接触する工程；（ｃ）実質的に分解されていないＲＮ
Ａを含む結合した核酸以外の生物学的材料を取り除くために、ＲＮＡ洗浄溶液を用いて、
その固体支持体を洗浄する工程；および（ｄ）実質的に純粋でありかつ分解されていない
ＲＮＡを得るために、ＲＮＡ溶出溶液を用いてその固体支持体から、結合した実質的に分
解されていないＲＮＡを優先的に溶出する工程。
【００３３】
　本発明はさらに、生物学的材料から、実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡ
を精製するための方法を提供し、この方法は以下の工程を含む：（ａ）両親媒性試薬およ
びＲＮＡ複合塩を含むＲＮＡ溶解／結合溶液が固体支持体に結合されるように、約７より
大きいｐＨで緩衝化されたそのＲＮＡ溶解／結合溶液を用いて前処理されたその固体支持
体と、ＲＮＡを含む生物学的材料に接触する工程；（ｂ）実質的に分解されていないＲＮ
Ａを含む核酸にその固体支持体を優先的に結合させるように、実質的に分解されていない
ＲＮＡおよび非核酸生物学的材料を含む核酸を放出するために、その生物学的材料をその
固体支持体に接触する工程；（ｃ）分解されていないＲＮＡを含む結合された核酸以外の
生物学的材料を取り除くために、固体支持体を洗浄する工程；および（ｄ）実質的に純粋
でありかつ分解されていないＲＮＡを得るために、ＲＮＡ溶出溶液を用いて、その固体支
持体から結合されたその分解されていないＲＮＡを優先的に溶出する工程。
【００３４】
　（詳細な説明）
　本発明は、液状の生物学的試料および乾燥した生物学的試料から、実質的に純粋であり
かつ分解されていないＲＮＡを単離するための固体支持体を組み込む、試薬、方法、なら
びにキットを提供する。この精製されたＲＮＡは、実質的に純粋でありかつ分解されてい
ないＲＮＡを必要とする、ＲＴ－ＰＣＲおよびマイクロアレイ分析のような、広く用いら
れる分析方法および診断方法における使用に適している。
【００３５】
　本発明は、種々の生物学的材料から、危険な物質（例えば、フェノールおよびクロロホ
ルム）または危険なカオトロピック物質（例えば、グアニジニウム塩、尿素など）の使用
を伴わずに、ＲＮＡを精製するために使用され得る、独特な試薬の組み合わせを提供する
。本発明によって教示される一連の洗浄工程はまた、危険な物質の使用を伴わずに、効果
的なＲＮａｓｅ活性の阻害、およびより早期の溶解／結合工程からの残留塩の排除を可能
とする。
【００３６】
　本発明によって教示される試薬としては、独特な、溶解／結合溶液、ＲＮＡ洗浄溶液、
およびＲＮＡ溶出溶液が挙げられる。適切な固体支持体と併せて使用されるこれらの試薬
は、実質的に純粋でありかつ夾雑物が混入していない、非分解ＲＮＡを生成するために使
用される。
【００３７】
　このＲＮＡ溶解／結合溶液は、生物学的材料を溶解しつつ、溶解後に放出された核酸に
、これらの核酸が、夾雑物（例えば、タンパク質、リン脂質など）にではなく、選択され
る固体支持体に、優先的に結合するような、独特な結合特性を与える。本発明は、例えば
、塩化リチウムおよび臭化リチウムが挙げられる、リチウム塩の使用を含む。このリチウ
ムイオンは、その高い表面電荷密度および強い水和性質により、非常にコスモトロピック
であるとみなされる。このリチウムイオンは、同じくアルカリ金属族に見出されるナトリ
ウムイオン、カリウムイオン、ルビジウムイオンおよびセシウムイオンの半径に比べて、
小さい半径を有するという点で独特である。このことは、リチウムイオンの表面電荷密度
を、アルカリ金属族におけるその他のイオンより大きくする。この大きな表面電荷密度は
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、リチウムイオンと水分子との強大な相互作用の原因となる。このことは、水分子を、上
記イオンの周りで組織化させ、そして第１水和殻を越えてさえの、この構造化された効果
を維持させる。
【００３８】
　本発明の溶解／結合溶液はリチウム塩を含み、故にＲＮＡが吸着機構を通じて異なる固
相に結合する。固相へのＲＮＡの吸着を生じるためのリチウム塩の使用は、ＲＮＡの沈殿
のためのリチウムの使用とは異なる。吸着プロセスにおいて、溶質分子は、ＲＮＡ分子か
ら分離される。しかし、ＲＮＡ分子と固相の間の相互作用は、ＲＮＡ分子相互作用より、
エネルギー的により都合が良く、その結果、固相に対する吸着が沈殿の代わりに起こる。
適切な固相の例は、ホウケイ酸塩である。
【００３９】
　本発明のＲＮＡ溶解／結合溶液は、緩衝剤中の、ＲＮＡと複合体を形成する塩（例えば
、塩化リチウムまたは臭化リチウム）、および両親媒性試薬の存在により、グアニジニウ
ム塩、尿素などのような危険なカオトロピック物質の使用を伴わずに、固体支持体への優
先的な結合を達成する。このリチウムイオンは、ＲＮＡのような核酸の、荷電したリン酸
骨格に結合し、高リチウムイオン濃度において、このＲＮＡをより低い溶解性にする（Ｋ
ａｚａｋｏｖ　Ｓ．Ａ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｎｄ　Ｃａｔ
ａｌｙｓｉｓ　ｂｙ　Ｍｅｔａｌ　Ｉｏｎｓ，ｉｎ　Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ：Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｅｄ．Ｈｅｃｈｔ，Ｓ．Ｍ．，Ｏｘｆｏｒｄ　
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ＆Ｏｘｆｏｒｄ，１９９６）。
【００４０】
　本発明は、多様な試料の型から最大限にＲＮＡを産生するために、独特に、低い、また
は中性から高いｐＨである、ＲＮＡ溶解／結合溶液の使用を教示する。ＲＮＡ溶解／結合
溶液は、少なくとも約７（例えば、少なくとも約８のｐＨ、少なくとも約８．５のｐＨ、
または少なくとも約９のｐＨ）のｐＨを維持するために緩衝化され得る。ＲＮＡ溶解／結
合溶液は、所望のようにｐＨを調節するための緩衝剤を含む。この緩衝剤は、少なくとも
約８のｐＫａを有し得る。１つの実施形態においてこの緩衝剤は、トリス（ヒドロキシメ
チル）アミノメタン（Ｔｒｉｓ）である。ＲＮａｓｅ酵素は、約５～６のｐＨ値で非常に
活性化していることが観察される。多くのＲＮａｓｅ酵素にとって、ｐＨ６．０での活性
のために必要な、１つのプロトン化ヒスチジン残基および１つの脱プロトン化ヒスチジン
残基の存在により、ｐＨ６．０は活性のために至適なｐＨとして観察された。本発明の溶
解／結合溶液のｐＨは低いもの（例えば、約４．５を下回り、またはＲＮａｓｅ活性を最
小化もしくは排除するためにｐＨ３．５さえ下回る）であり得る；しかし、ＲＮＡの収量
は、よりアルカリ性のｐＨ値である場合より約４分の１～５分の１に少なくなる。
【００４１】
　本発明のために適切なＲＮＡ複合塩としては、アルカリ金属イオン（例えば、リチウム
、ナトリウム、カリウム、ルビジウムおよびセシウム）を含むＲＮＡ複合塩が挙げられ、
これはそれらのカチオンの全てが、ＲＮＡ分子のリン酸基に対して特異的に複合体生成す
るからである。この複合体生成およびその後のＲＮＡ分子の中和は、ＲＮＡ分子の水性環
境での安定性を低下させ、そして固相への結合を促進する。本発明の１つの実施形態は、
リチウム塩を使用することである。本発明の実施に使用されるリチウム塩としては、塩化
リチウムおよび臭化リチウムが挙げられるが、これに限られない。フッ化リチウムおよび
ヨウ化リチウムは、それらに掛かる費用が塩化リチウムおよび臭化リチウムの費用の約５
倍であるので、より所望されないアルカリ塩である。さらに、リチウムイオンは、前述の
リストにおいて唯一明確なコスモトロピックイオンである。ナトリウムイオンはコスモト
ロープの境界であり、一方、カリウムイオン、ルビジウムイオンおよびセシウムイオンは
カオトロピックイオンである（Ｃｏｌｌｉｎｓ，Ｋ．Ｓｔｉｃｋｙ　Ｉｏｎｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ
，９２（１９９５），５５５３－５５５７）。塩化セシウムは、他のアルカリ金属塩化物
塩より、約５倍以上の費用が掛かり、そして塩化リチウム塩および臭化リチウム塩よりも
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、より制限された溶解性性質を有する。さらに、塩化ナトリウム塩、塩化カリウム塩、お
よび塩化アンモニウム塩は、水中のリチウム塩により示される、溶液の大きな発熱により
示されるように、塩化リチウム塩および臭化リチウム塩に比べ、さらに大きく制限された
溶解性性質を有する（ＣＲＣ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　
Ｐｈｙｓｉｃｓ，第６２版，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌ．）。
【００４２】
　固体支持体へのＲＮＡの優先的な結合は、高濃度のアルカリ金属塩により向上する。こ
のアルカリ金属塩は、４Ｍ～１０Ｍの間の濃度であり得る。さらに、高い金属塩濃度は、
ＲＮＡの結合の維持および洗浄Ｉ溶液におけるＲＮａｓｅ活性の完全な排除のために必要
とされる。
【００４３】
　実施例２において、溶解／結合溶液中の塩化アンモニウム塩および塩化カリウム塩は、
それぞれ３Ｍおよび＜３Ｍの最大溶解度を有し、一方、塩化セシウム塩および塩化ナトリ
ウム塩は、４Ｍまで容易に溶解することが観察される。表２に見られ得るように、塩化ア
ンモニウムの値を除き、これらの塩の値は、水溶液中で予想される値とおおよそ一致する
（ＣＲＣ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ，第
６２版，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，Ｆｌ．）。塩化アンモニウム塩に
ついての制限された溶解度は、この溶解／結合溶液中のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００および
ＤＧＭＥの存在のためであり得る。実施例７において、これらの塩（塩化カリウムは、そ
の制限された溶解度により使用されなかった）を、ブタ脾臓からＲＮＡを精製するために
使用した場合、ＲＮＡの収量が、溶解／結合溶液にリチウム塩（塩化リチウムまたは臭化
リチウム）を使用した場合よりも３分の１～５分の１に少なくなることが示される。塩化
セシウム溶解物、塩化アンモニウム溶解物および塩化ナトリウム溶解物は、本質的にゲル
状であり、そしてこれらの塩を使用した場合、リチウム塩を使用した場合ほどホモジナイ
ズおよび溶解が完全ではなく、従って、結果としてよりゲル状の粒子を生じ、そしてより
低いＲＮＡ収量を生じることが疑われる。塩化リチウム溶解物および臭化リチウム溶解物
は流動性であり、そしてそれは引き続く精製工程において容易に使用され、他方その他の
塩溶解物は、それらのゲル状の性質により簡単に取り扱えない。研究された塩のほとんど
が、４Ｍ近くまたは４Ｍの濃度で溶解するとしても、それらは組織試料の効果的な、溶解
またはホモジナイズを提供せず、そしてそれ故試料の取り扱いおよびＲＮＡ収量の回復に
関しては無効である。
【００４４】
　実施例２において、５５％エタノールを含む洗浄Ｉ溶液における塩化セシウム塩、塩化
アンモニウム塩、塩化ナトリウム塩および塩化カリウム塩の最大溶解度は、非常に低く、
それぞれ２．５Ｍ、２Ｍ、１．５Ｍおよび＜１Ｍであることが示される。それらの溶液を
利用した精製から得られるＲＮＡの収量もまた低く、この精製において５Ｍ塩化リチウム
または５Ｍ臭化リチウムが代わりに使用された場合に比べ、１／３～１／２であった。先
の研究において、最終的に溶出したＲＮＡ生成物中に分解したＲＮＡが見られたので、２
．５Ｍ　ＬｉＣｌ洗浄Ｉ溶液は、ＲＮａｓｅ活性に対して無効であることが判明した。さ
らに実験的な研究は、洗浄Ｉ溶液が最も効果的であるためには、少なくとも５ＭのＬｉＣ
ｌが必要であることを実証した。エタノールに対する前述した塩の溶解度は、リチウム塩
のそれよりさらに大きく制限されるので、ＲＮａｓｅ活性もまた、リチウム塩を用いた場
合よりも、より優勢であろうことが疑われる。
【００４５】
　コスモトロピックであるマグネシウムイオンおよびカルシウムイオンを含むアルカリ土
類金属塩は、ＲＮＡと複合塩を形成する特性を有するにも関わらず、ＲＮＡ分子において
ヌクレオチド間のホスホジエステル結合の開裂を触媒するので、ＲＮＡ精製ストラテジー
における使用に関して機能的ではない（Ｋａｚａｋｏｖ　Ｓ．Ａ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａ
ｃｉｄ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　ａｎｄ　Ｃａｔａｌｙｓｉｓ　ｂｙ　Ｍｅｔａｌ　Ｉｏｎｓ，
ｉｎ　Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｅｄ
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．Ｈｅｃｈｔ，Ｓ．Ｍ．，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ＆Ｏ
ｘｆｏｒｄ，１９９６）。さらに、例えば、アルカリ土類金属のベリリウムは、アルカリ
金属塩の塩化リチウムまたは臭化リチウムよりも約２０倍高価であり、そしてそれ故、本
発明での使用において実用的ではない。
【００４６】
　１つの実施形態において、ＲＮＡ溶解／結合溶液中の両親媒性試薬は、洗浄剤、界面活
性剤、またはこれらの混合物であり、生物学的材料の溶解を支援する。この洗浄剤は、細
胞膜の溶解およびホモジナイズプロセスを容易にするために、脂質およびタンパク質のよ
うな膜成分を可溶化するために存在する。この界面活性剤は溶液の溶解性を補助するため
、ならびに溶液の保存期間の増長を助けるために存在する。この洗浄剤または界面活性剤
は、アニオン性、カチオン性、双性イオン性または非イオン性であり得る。１つの実施形
態において、非イオン性洗浄剤が使用される。ＳＤＳのような、いくつかの荷電した洗浄
剤は、より高い濃度の塩溶液中では可溶化状態を維持せず、そして実際に、それらはかな
り速く沈殿する傾向にあり得ることが観察された。しかし、特定の実験的条件下（固体支
持体の前処理において、本発明の１つの実施形態において記載された条件を含むが、これ
に限られない）での、そのような荷電した洗浄剤の使用は可能である。
【００４７】
　非イオン性洗浄剤の例としては、Ｔｗｅｅｎ類、Ｔｒｉｔｏｎ類、Ｔｅｒｇｉｔｏｌ類
およびＮｏｎｉｄｅｔまたはＩｇｅｐａｌ類の洗浄剤由来の洗浄剤が、挙げられる。１つ
の実施形態において、界面活性剤はＤＧＭＥ（ジエチルグリコールモノエチルエーテル）
である。リチウム塩と、洗浄剤または界面活性剤との組み合わせは、中性から高いｐＨの
緩衝剤において、前述した高濃度のそれぞれで、酵素（例えば、概して生物学的材料に関
連するＲＮａｓｅ）を変性することにも役立つ。必要に応じて、このＲＮＡ溶解／結合溶
液は、無関係な金属イオンを複合体化するキレート剤、および特定のＲＮａｓｅ酵素に見
られるジスルフィド結合を、ＲＮａｓｅを完全に変性するために、還元する還元剤をも含
み得る。
【００４８】
　本発明はまた、上記固体支持体から、タンパク質およびリン脂質のような不純物を最も
効果的に取り除く一方で、上記核酸を上記固体支持体に結合したままにさせるための、Ｒ
ＮＡ洗浄系の使用を組み込む。この洗浄系は、アルカリ金属塩（例えば、約５Ｍのリチウ
ム塩）およびアルコール（例えば、約５５％のエタノール）を含む、洗浄Ｉ溶液を含む。
洗浄Ｉ溶液における高リチウム塩濃度は、この洗浄系の重要部分である。その主な目的は
、洗浄Ｉ工程直前において、固相材料を通過する最初の溶解物から、固体支持体材料に非
特異的に吸着するＲＮａｓｅ酵素のＲＮａｓｅ酵素活性の完全かつ徹底的な排除を確保す
ることである。この溶解／結合溶液および洗浄Ｉ溶液の両方に存するリチウム塩の高濃度
は、２つの目的を提供する。第１に、このリチウム塩の高濃度は、溶液に、効果的なＲＮ
ａｓｅ変性特性を与える。例えば、高濃度の塩化リチウムは、ＲＮａｓｅ　Ａを効果的に
変性することが示されている（Ａｈｍａｄ，Ｆ．，Ｆｒｅｅ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｃｈａｎｇ
ｅｓ　ｉｎ　Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ａ　Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ，Ｊ．　Ｂｉｏ
ｌ．　Ｃｈｅｍ．，２５８，１８（１９８３）ｐｐ．１１１４３－１１１４６；Ａｈｍａ
ｄ，Ｆ．，Ｆｒｅｅ　Ｅｎｅｒｇｙ　Ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　Ｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ
　ｏｆ　Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　Ａ　ｂｙ　Ｍｉｘｅｄ　Ｄｅｎａｔｕｒａｎｔｓ，
Ｊ．　Ｂｉｏｌ．　Ｃｈｅｍ．，２５９，７（１９８４）ｐｐ．４１８３～４１８６）。
第２に、高リチウム濃度は、溶解／結合溶液に由来する結合を生じる一方で、結合したＲ
ＮＡは、洗浄Ｉ溶液の使用の間は固相上に保持され、エタノールと組み合わせて使用され
る。
【００４９】
　この洗浄ＩＩ溶液（エタノール、ＥＤＴＡおよび中性ｐＨ６～８にて緩衝化されたＴｒ
ｉｓを含む）は、結合したＲＮＡおよび固相材料から、残存するリチウム塩を洗い流すた
めに、洗浄Ｉ溶液に引き続き使用される。このことは、最終的に溶出するＲＮＡ生成物が
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、後続の適用において阻害的な塩イオン濃度を含有することを防ぐ。特に、沈殿剤として
のＬｉＣｌの使用に起因する塩化物イオンが、ＲＮＡ依存性ＤＮＡポリメラーゼの活性を
抑制することにより、逆転写を阻害し得ることが報告されている（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ
．，Ｆｒｉｓｃｈ，Ｅ．Ｆ．，およびＭａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．（１９８９）　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｖｏｌ．３，第
２版、付録Ｅ．１０）。しかし、上記報告は、本発明で教示される溶液処方物を使用して
観察されなかった。なぜなら、洗浄ＩＩ溶液（溶出の前に固相材料を２回洗浄するために
使用される）が溶出物の塩化物混入を排除するようであるからである。このＲＮＡ精製方
法は、マイクロアレイ技術に関して使用されるＲＮＡを精製するために、使用され得る。
（以下の実施例８を参照のこと。）
　適切な固体支持体と組み合わせた、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液、およびＲＮＡ洗浄溶液
の簡易性および効率性は、単純なＲＮＡ溶出溶液（例えば、ＲＮａｓｅを含まない水また
はＤＥＰＣ処理された水）の使用を生じる。
【００５０】
　本発明はまた、生物学的材料からのＲＮＡの単離に関する方法を教示する。この生物学
的材料としては、例えば、細胞懸濁液またはウイルス懸濁液、体液および老廃物、全血、
骨髄、軟膜、血漿、培養細胞、全ての懸濁液（例えば、細菌、組織ホモジネート）、粗製
の核酸混合物または部分的に精製された核酸混合物、ならびに環境性の試料が挙げられる
。この環境性の試料としては、例えば、空気、水または土壌が挙げられる。
【００５１】
　このＲＮＡ溶解／結合溶液の汎用性および有効性は、ＲＮＡ単離のための２つの実行可
能な択一的方法に役立つ。第１の方法において、上記生物学的材料を、上記固体支持体と
接触させる前に、上記ＲＮＡ結合／溶解溶液と接触させる。１つの実施形態において、上
記生物学的材料が、細胞材料またはウイルス材料を含む場合、このＲＮＡ溶解／結合溶液
は、その細胞を溶解してＲＮＡを含む核酸を放出するために使用される。第２の方法にお
いて、このＲＮＡ溶解／結合溶液を上記固体支持体に直接的に添加してその溶液が固体支
持体に結合することを可能にし、それにより工程を削除し、そしてさらにこの方法を簡略
化する。この後者の方法において、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液を上記固体支持体に直接的
に適用し、そしてその後、上記生物学的材料を処理された固体支持体と接触させる前に、
その固体支持体上で乾燥させる。
【００５２】
　適切な固体支持体としては、シリカベースの支持体（例えば、ガラス繊維）、または他
の材料（例えば、セルロース、酢酸セルロース、ニトロセルロース、ナイロン、ポリエス
テル、ポリエーテルスルホン、ポリオレフィン、フッ化ポリビニリデン）、およびこれら
の組み合わせが挙げられる。上記固体支持体は、容器に入れられ得るかまたは固定化され
得、プラグ流れ（ｐｌｕｇ－ｆｌｏｗ）ＲＮＡ単離方法または定常流ＲＮＡ単離方法を可
能にする。あるいは、上記固体支持体の材料は、適した容器（例えば、チューブまたはプ
レート）に固定され得るかまたは入れられ得る自立型（ｆｒｅｅ－ｓｔａｎｄｉｎｇ）の
固体支持体（例えば、膜、ディスクまたはシリンダー）を作製するためにパックされ得る
。１つの実施形態において、上記固体支持体は、繊維状または粒子状であり得、上記生物
学的材料との最適な接触を可能にする。
【００５３】
　本発明はまた、ＲＮＡを精製するためのキットを提供し、このキットは、生物学的試料
から実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡを調製する指示手段、および以下の
ＲＮＡ溶解／結合溶液（別個の溶液としてか、または、固体支持体上に前処理されたもの
のいずれか）、ＲＮＡ溶解／結合溶液で処理していないかまたは処理したかのいずれかで
ある固体支持体、ＲＮＡ洗浄溶液、ＲＮＡ溶出溶液またはこれらの任意の組み合わせのう
ち１つまたは全てを含む。加えて、上記キットは、補助的な成分（例えば、プロテイナー
ゼ　Ｋ溶液および組織試料とともに使用するための前除去（ｐｒｅ－ｃｌｅａｒ）カラム
）、その固体支持体を収容するための容器、実質的に純粋でありかつ分解されていないＲ
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ＮＡを収容するための容器、およびそれらの組み合わせを含み得る。実質的に純粋で、分
解されていないＲＮＡとは、当業者に公知の後の分析（例えば、ＲＴ－ＰＣＲ、インビト
ロ翻訳、ノーザンブロッティング、マイクロアレイ分析など）における使用に適したＲＮ
Ａである。
【００５４】
　本発明は、生物学的試料からＲＮＡを精製するための、試薬、方法およびキットを提供
する。そのような生物学的試料としては、代表的には水溶性混合物状態である生物学的材
料または乾燥状態であるＲＮＡを含有する生物学的材料が挙げられ、これらの生物学的試
料は、原核細胞または真核細胞の複雑な生物学的混合物を含むＲＮＡを含有する。本発明
の方法およびキットは、広い範囲のＲＮＡを単離する。候補のＲＮＡとしては、リボソー
ムＲＮＡ、メッセンジャーＲＮＡ、トランスファーＲＮＡ、およびウイルスＲＮＡ、また
はこれらの混合物が挙げられるが、これに限られず、その全てが、広い分子量範囲に渡っ
て回収され得るものである。代表的には、上記生物学的材料はまた、ＤＮＡ、炭水化物、
タンパク質および脂質を含む。生物学的材料としては、以下の、体液（例えば、全血、骨
髄、血斑、血清、血漿、軟膜調製物、唾液および脳脊髄液）；口内塗抹標本；培養細胞；
細菌の細胞懸濁液または組織ホモジネート；動物固形組織（例えば、心臓、肝臓および脳
）；体内老廃物（例えば、糞および尿）；空気、水、堆積物または土壌から採取される環
境試料；植物組織；酵母；細菌；ウイルス；マイコプラズマ；真菌；原生動物；リケッチ
ア；および他の小さな微生物細胞が挙げられるが、これに限られない。溶解物、ホモジネ
ート、またはこれらの生物学的材料を部分的に精製した試料もまた、使用され得る。１つ
の実施形態において、上記生物学的材料は、粗製の核酸混合物または部分的に精製された
核酸混合物である。
【００５５】
　本発明の試薬、方法およびキットは、ゲノムＤＮＡまたは他の不純物が比較的ほとんど
混入しておらず、その結果このＲＮＡは、後続のプロセス（例えば、ＲＴ－ＰＣＲおよび
マイクロアレイ分析）で使用され得る、実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡ
を提供する。本明細書で使用される場合、「実質的に純粋」とは、ゲノムＤＮＡ、炭水化
物、タンパク質、脂質不純物を実質的に含まず、その結果、このＲＮＡは、当業者にとっ
て公知の後の分析（例えば、ＲＴ－ＰＣＲおよびマイクロアレイ分析）で使用され得るこ
とを意味する。本明細書中で使用される場合、「実質的に分解されていない」ＲＮＡとは
、消化されていないＲＮＡまたはインタクトなＲＮＡを意味し、これらのＲＮＡは、当業
者による標準的な技術を使用によって、容易に測定され得る。つまり、そのＲＮＡは、本
発明の精製方法の間に、酵素的手段、物理的手段または化学的手段による損傷を受けない
。
【００５６】
　本発明の試薬、方法およびキットは、広範囲の生物源および生活型に渡って、実質的に
純粋でありかつ分解されていないＲＮＡの単離に使用され得る。これらのＲＮＡ全ては、
広い分子量範囲に渡って回収され得る。本発明の実施によって得られる実質的に純粋であ
りかつ分解されていないＲＮＡはまた、純度、収量、大きさ、逆転写酵素または他のハイ
ブリダイゼーションプロセス、増幅、ハイブリダイゼーション能力などについて評価され
得る。上記の実質的に純粋でありかつ分解されていないＲＮＡは、上記生物学的試料中に
見出される全ＲＮＡの見本であり、そしてそのＲＮＡは、代表的には、ｍＲＮＡ、ｔＲＮ
Ａ、ｒＲＮＡおよびウイルスＲＮＡの組み合わせであるが、これに制限されない。
【００５７】
　上記生物学的試料としては、例えば、細胞懸濁液またはウイルス懸濁液およびこれらの
ペレット、体液、ならびに組織ホモジネートなどが挙げられる。上記生物学的試料が、細
胞またはウイルスからなる場合、この細胞またはウイルスは、数えられ得る。上記計数は
、電子細胞カウンター（例えば、ＣＢＣ５　Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｃｏｕｎｔｅｒ，Ｃｏｕｌ
ｔｅｒ　Ｃｏｒｐ．，Ｈｉａｌｅａｈ，ＦＬ）または視覚的血球計算盤（例えば、血球計
、Ｂｒｉｇｈｔ　Ｌｉｎｅ，Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｏｐｔｉｃａｌ，Ｂｕｆｆａｌｏ，ＮＹ
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）のような、標準的な細胞カウント方法を使用して行われ得る。
【００５８】
　（１．試薬）本発明は、３つの部類の試薬を開示する。これらは、ＲＮＡ溶解／結合溶
液、ＲＮＡ洗浄溶液、およびＲＮＡ溶出溶液である。
【００５９】
　（（ｉ）ＲＮＡ溶解／結合溶液）ＲＮＡ溶解／結合溶液は、核酸を最適な固体支持体に
優先的に結合させ、この核酸を放出するための生物学的試料の効率的な溶解を可能にし、
そしてＲＮａｓｅ活性を効果的に阻害する。本発明のＲＮＡ溶解／結合溶液は、以下の成
分、緩衝剤；リチウム塩；両親媒性試薬（例えば、洗浄剤もしくは界面活性剤またはこれ
らの混合物）；ならびに必要に応じてキレート試薬、還元試薬およびタングステン酸塩試
薬を有する。本発明のＲＮＡ溶解／結合溶液は、添加される強カオトロピック物質（例え
ば、グアニジニウム塩、尿素など）を必要としない点で独特である。グアニジニウム塩お
よび尿素は、強カオトロピック塩であり、水の構造を壊し、従って、他の溶質分子に対し
て劇的な影響を生じる疎水性相互作用の強度を減少させる傾向がある、強カオトロピック
塩である。例えば、尿素は、水に溶解した場合、タンパク質の２次構造、３次構造、およ
び４次構造を破壊し、そしてその後、ＲＮＡからのタンパク質の解離を生じる。グアニジ
ニウム塩および尿素は、吸熱反応を介して水に溶解する。グアニジニウム塩および尿素の
両方は、ホフマイスター順列によって定義されるように、強力なカオトロピック塩である
と見なされる。このホフマイスター順列は、相対的なカオトロピック強度に従ってカチオ
ンおよびアニオンを位置付ける、広く使用されている系である（Ｆ．Ｈｏｆｍｅｉｓｔｅ
ｒ，Ｏｎ　ｔｈｅ　ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ
　ｓａｌｔｓ，Ａｒｃｈ．Ｅｘｐ．ｐａｔｈｏｌ．Ｐｈａｍａｋｏｌ．（Ｌｅｉｐｚｉｇ
）２４（１８８８）２４７－２６０）。
【００６０】
　強カオトロピック塩とは異なり、水中におけるリチウム塩（例えば、塩化リチウムおよ
び臭化リチウム）は、発熱反応であり、この強コスモトロピックリチウムイオンによって
現される強力なイオン－双極子相互作用および生じる大きな溶解度を示す。これらのよう
な相違は、強カオトロピック物質（例えば、グアニジニウム塩）と本発明のアルカリ金属
塩（特に、塩化リチウム）との間の相違を示す。
【００６１】
　上記ＲＮＡ溶解／結合溶液の第１の成分は、この溶液のｐＨを維持する緩衝剤である。
例えば、上記ｐＨは、少なくとも約８であり得、少なくとも約８．５であり得るか、また
は少なくとも約９と等しいｐＨであり得る。上記緩衝剤は、少なくとも約８のｐＫａを有
し得、そしてこの緩衝剤は、１０ｍＭ～１００ｍＭの濃度で使用され得る。適切な緩衝剤
の例は、Ｔｒｉｓ緩衝剤である。必要に応じて、塩基は、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液のｐ
Ｈを調整するために使用され得る。上記塩基は、上記溶液のｐＨを少なくとも７まで上昇
させ得る塩基であり得る。上記塩基は、アルカリ金属水酸化物であり得る。そのようなア
ルカリ金属水酸化物としては、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、および水酸化リチウ
ムが挙げられる。
【００６２】
　上記ＲＮＡ溶解／結合溶液の第２の成分は、核酸（例えば、ＲＮＡ）に対して独特な結
合特性を与えるＲＮＡ複合塩であり、その結果、この核酸は、他の夾雑物（例えば、タン
パク質、リン脂質など）よりも優先的に固体支持体に優先的に結合し得る。例えば、その
ようなＲＮＡ複合塩は、リチウム塩（例えば、塩化リチウムまたは臭化リチウム）であり
得る。上記塩は、４Ｍ～１０Ｍの間の濃度で存在し得る。なぜなら、ＲＮＡの固体支持体
への優先的な結合は、高濃度のアルカリ金属塩よって向上するからである。
【００６３】
　このＲＮＡ溶解／結合溶液は付加的に、１つまたはそれ以上の両親媒性試薬を含む。両
親媒性試薬は、疎水性官能基（例えば、炭化水素鎖）に結合された親水基を有し、かつ界
面活性剤特性を有する化合物または分子を含有する。１つの実施形態において、この両親
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媒性試薬は洗浄剤である。アニオン性洗浄剤、カチオン性洗浄剤および双性イオン性洗浄
剤の全てが使用され得るが、ＲＮＡ単離は、非イオン性洗浄剤の使用により最適に達成さ
れる。任意の非イオン性洗浄剤か使用され得るが、非イオン性洗浄剤の例は、Ｔｗｅｅｎ
類（Ｔｗｅｅｎ－２０、Ｔｗｅｅｎ－４０、Ｔｗｅｅｎ－６０、Ｔｗｅｅｎ－８０など）
、Ｔｒｉｔｏｎ類（Ｘ－１００、Ｘ－１１４、ＸＬ－８０Ｎなど）、Ｔｅｒｇｉｔｏｌ類
（ＸＤ、ＴＭＮ－６など）およびＮｏｎｉｄｅｔ類またはＩｇｅｐａｌ（ＮＰ－４０など
）由来のものである。この非イオン性洗浄剤は、５％～１５％（例えば、約１０％）の濃
度で使用され得る。別の実施形態において、この両親媒性試薬は、ＤＧＭＥ（ジエチレン
グリコールモノエチルエーテル）のような界面活性剤である。この界面活性剤は、５％～
１５％（例えば、約１０％）の濃度で使用され得る。さらに別の実施形態において、洗浄
剤および界面活性剤の組み合わせが使用され得る。１つの実施形態において、洗浄剤およ
び界面活性剤の組み合わせとしてＴｒｉｔｏｎ－ＸおよびＤＧＭＥが使用される。この組
み合わせは、５％～１５％（例えば、約１０％）の濃度であり得る。１つの実施例におい
て、この組み合わせは、５％　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘおよび５％　ＤＧＭＥである。
【００６４】
　ＲＮＡの分解を防ぐために、ＲＮａｓｅを含まない水が、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液に
おいて使用される。必要に応じて、キレート剤がまた、混入するＤＮＡの分解を防ぐため
に、どちらかの溶液において使用され得る。このキレート剤の使用は、さらなる混入問題
を引き起こし得る、ＤＮＡポリマーの小さい断片への分解を防ぐ。このキレート剤は、１
ｍＭ～１００ｍＭの濃度で、または１ｍＭ～１０ｍＭの濃度で存在し得る。キレート剤の
例は、ＥＤＴＡまたはＣＤＴＡである。必要に応じて、還元剤がこのキットに加えられ得
、そして還元剤はＲＮａｓｅのジスルフィド結合を還元するために使用される。これは高
ＲＮａｓｅ含有組織（例えば、脾臓および膵臓）において必要な追加であり得る。この還
元剤は、ＴＣＥＰ（トリス（カルボキシエチル）ホスフィン）またはβ－ＭＥ（β－メル
カプトエタノール）であり得る。１つの実施形態において、この還元剤はＴＣＥＰである
。この還元剤の濃度は１ｍＭ～１００ｍＭであり得る。１つの実施形態において、この還
元剤は、１０ｍＭ～５０ｍＭの濃度で存在する。必要に応じてまた、タングステン酸塩成
分（例えば、タングステン酸ナトリウム）が、この溶解／結合溶液に加えられ得る。タン
グステン酸塩は、特定の支持体（例えば、セルロースから作製される固体支持体）を使用
する場合に必要な成分であり得る。これらの支持体におけるタングステン酸塩の正確な機
能は知られていないが、それは組織試料溶解物の脱タンパク質化または脱グリコシル化を
助け、そして核酸を結合させるようである。培養細胞は代表的に、そのような高いレベル
の構造的かつ代謝的なタンパク質を有さず、そしてそれ故細胞試料からの単離は、必ずし
もタングステン酸塩の使用により改良される必要はない。しかし、タングステン酸塩は、
特に、動物組織からの核酸の単離を支援するようである。
【００６５】
　本発明のＲＮＡ溶解／結合溶液は、他の記載された試薬を上回る有意な利点を有する。
中性ｐＨから高ｐＨ緩衝剤中での、高濃度のＲＮＡ複合化リチウム塩および高濃度の洗浄
剤の独特な組み合わせは、フェノール、クロロホルムおよびグアニジニウム塩のような試
薬を使用せずに、ＲＮＡにとって有害な酵素（例えば、ＲＮａｓｅ）を不活性化する。付
加的に、この溶液は、上記核酸に高い結合特性を与え、結果として、核酸は最適な固体支
持体と堅く結合する。
【００６６】
　（（ｉｉ）ＲＮＡ洗浄溶液：）本発明はまた、核酸が、非核酸夾雑物（例えば、タンパ
ク質、リン脂質など）を排除して結合する、固体支持体を洗浄するための強力なＲＮＡ洗
浄溶液を教示する。このＲＮＡ洗浄溶液は、５０％より大きい濃度のアルコールを含み得
る。
【００６７】
　上記洗浄Ｉ溶液は、リチウム塩（例えば、塩化リチウム）のような、高い塩濃度を含み
得る。このリチウム塩濃度は、４Ｍ～１０Ｍ（例えば、５Ｍ～８Ｍで）であり得る。本発
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明の目的において、上記高い塩濃度は、ＲＮａｓｅ活性を阻害するために、および複合体
化するために十分に高い塩濃度を意味し、そして固相へのＲＮＡの結合に影響する塩析を
提供する。この洗浄Ｉ溶液はさらに、アルコール（例えば、エタノール）を含む。このア
ルコールの濃度は、５０％～８０％（例えば、５５％～６５％）である。
【００６８】
　上記洗浄ＩＩ溶液は、緩衝剤、アルコール、および必要に応じてキレート剤（ＥＤＴＡ
）を含む。本発明の目的において、この洗浄ＩＩ溶液は、任意の残りの生物学的材料を取
り除くための最終的な洗浄を提供する。上記緩衝剤組成物は、Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ（例えば
、ｐＨ６～８である）であり得る。この緩衝剤濃度は、５０ｍＭ～１５０ｍＭ（例えば、
１００ｍＭである）であり得る。上記アルコールはエタノールであり得る。このアルコー
ルの濃度は、５０％～９０％（例えば、７０％である）であり得る。上記ＥＤＴＡの濃度
は、１ｍＭ～２０ｍＭ（例えば、５ｍＭ～１０ｍＭである）であり得る。
【００６９】
　（（ｉｉｉ）ＲＮＡ溶出溶液：）固体支持体に結合したＲＮＡは、ＲＮＡ溶出溶液を使
用して溶出され得る。本発明によって教示される、生物学的材料の溶解、および固体支持
体へのＲＮＡの結合、ならびにこの固体支持体の洗浄において使用される試薬の単純性は
、単一のＲＮＡ溶出溶液に向いている。１つの実施形態において、ＲＮａｓｅを含まない
水が使用され得る。例えば、この水は、ジエチルピロカーボネート（ＤＥＰＣ）のような
ＲＮａｓｅを不活性化する物質を用いて処理され得る。当業者にとって公知である他のＲ
ＮＡ溶出溶液もまた使用され得る。例えば、使用され得るＲＮＡ溶出溶液としては、Ｇｅ
ｎｔｒａ　Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　ＲＮＡ　Ｅｌｕｔｉｏｎ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｇｅ
ｎｔｒａ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）である。
【００７０】
　（２．固体支持体：）本発明において、種々の固体支持体が使用され得る。これらとし
ては、シリカベースの固体支持体、ならびにセルロース、酢酸セルロース、ニトロセルロ
ース、ナイロン、ポリエステル、ポリエーテルスルホン、ポリオレフィン、フッ化ポリビ
ニリデン、およびこれらの組み合わせから作製される固体支持体が挙げられる。本発明の
試薬との使用に適する固体支持体の大きさは、生物学的材料の容積に応じて異なり得る。
例えば、ガラス繊維膜は、異なる量のＲＮＡの、結合、精製、および溶出を可能にするた
めに、異なる大きさに切断され得る。
【００７１】
　１つの実施形態において、上述された前記ＲＮＡ溶出／結合溶液の存在下で、上記固体
支持体は、他の生物学的夾雑物に代わって、核酸の固体支持体への優先的な結合を可能に
する材料であり得る。そのような固体支持体はシリカベースのガラス繊維材料またはホウ
ケイ酸ガラス繊維材料であり得る。正電荷の、ケイ素原子およびホウ素原子に対する特異
的な結合特性、ならびにケイ酸表面の水素結合特性によって、ガラス繊維材料はより良い
収量を提供する。核酸に対するシリカの特異性によって、他の夾雑物と比べてより多くの
ＲＮＡが結合し、その溶出生成物は、より実質的に純粋になる。
【００７２】
　本発明の試薬との使用に適した上記固体支持体の形状は、例えば、シート、プレカット
ディスク、シリンダー、単繊維、または粒子から構成される固体支持体であり得る。上記
固体支持体の材料は、適切な容器に固定化され得るか、または入れられ得る自立型の固体
支持体（例えば、膜、ディスクまたはシリンダー）を作製するためにパックされ得る。必
要な場合、上記固体支持体は、適切な容器（例えば、Ｇｕｔｈｒｉｅ　ｃａｒｄのような
ペーパー状、微量遠心分離チューブ、遠心チューブ、９６ウェルプレート、チャンバー、
またはカートリッジ）に含まれる。上記固体支持体が繊維を含む場合、その固体支持体は
、その繊維を適切にパックするように適切な容器に入れられ得、最適な核酸の結合および
夾雑物（例えば、タンパク質、リン脂質など）の洗浄を可能にする。
【００７３】
　１つの実施形態において、上記固体支持体は、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液で前処理され
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得、ＲＮＡ単離、ならびに上記生物学的材料を溶解するための工程の数を減らし、そして
、１つの工程で上記核酸を結合する。１つの実施形態において、上記固体支持体を処理す
るために使用されるＲＮＡ結合／溶解溶液の容量は、上記固体支持体の総容量の少なくと
も１０倍である。別の実施形態において、上記ＲＮＡ結合／溶解溶液の容量は、上記固体
支持体の総容量の少なくとも半分であるか、またはこのＲＮＡ溶解／結合溶液の容量は、
この固体支持体の総容量と一致する。上記固体支持体の総容量とは、この固体支持体の外
部境界によって定められる容量を言う。上記外部境界は、上記固体支持体を含む容器の形
および／または内部境界によって決定され得る。上記溶解／結合溶液は、上記固体支持体
の内部空間内に捕捉されることにより、または上記固体支持体の材料（例えば、繊維、ビ
ーズなど）上に沈着されることにより、共有結合的に、非共有結合的に結合され得る。１
つの実施形態において、上記ＲＮＡ結合／溶解溶液は、上記固体支持体上で乾燥すること
が可能とされる。
【００７４】
　本発明の別の実施形態において、上記ＲＮＡ結合／溶解溶液は、上記固体支持体の作製
に使用された材料（例えば、繊維など）に直接的に添加され得、そして最終使用者準備形
態（ｆｉｎａｌ　ｕｓｅｒ－ｒｅａｄｙ　ｆｏｒｍ）（例えば、ペーパー、塗抹標本、デ
ィスク、プラグ、カラムなど）にされる前に乾燥することを可能にされ得る。
【００７５】
　本発明がより良く理解されるために、上記固体支持体を含むための容器の特定の実施形
態をこれから、より詳細に記載する。
【００７６】
　本発明の１つの実施形態において、上記容器は、その上端に１つまたはそれ以上の注入
ポートまたは貫通可能なセプタを備えたカートリッジである。上記注入ポートは、上記試
料または試薬を含む容器の上部に、コネクタ（例えば、メス型Ｌｕｅｒ－Ｌｏｃｋ）を介
して接続される。１つの注入ポート（サンプルポート）は、上記生物学的試料を上記固体
支持体に適用するために使用される。上記サンプルポートにおける随意的な特徴は、サン
プルポートを通してサンプルが移された後にサンプルポートを密封という自己密封機構で
ある。第２の注入ポートは試薬ポートとして働く。両方の注入ポートにおける随意的な特
徴は、保護性の壊れ易い封である。さらに、上記注入ポート、壊れ易い封および分散器は
、任意のねじふた内に内蔵され得る。上記固体支持体の底は、細胞破片、タンパク質およ
び脂質分子の分散および通過に適した孔径を有する任意の分散器である。上記分散器は、
カートリッジの断面を横切る生物学的材料の均一な横断を可能にし、そして上記固体支持
体の上または下のどこにおいても、生物学的材料の不均等な蓄積を防ぐ。上記カートリッ
ジの排出口は、テーパー付けされたバレル上にきちんと適合する保護蓋を備える。上記精
製されたＲＮＡは、容易でありかつ混入を含まない保存のためのスナップ蓋を有する円錐
管からなる回収チューブ内に集められる。上記容器の全体は、処理されるサンプルの大き
さおよび後の分析に必要とされる収量に応じた大きさに、調整され得る。
【００７７】
　本発明の別の実施形態において、上記容器は、挿入物を保持するように設計された遠心
チューブであり、この挿入物には上記固体支持体がパックされる。上記固体支持体はシリ
カベース、セルロース、酢酸セルロース、ニトロセルロース、ナイロン、ポリエステル、
ポリエーテルスルホン、ポリオレフィン、フッ化ポリビニリデン、およびこれらの組み合
わせであり得る。１つの実施形態において、上記支持体は、シリカベースのホウケイ酸ガ
ラス繊維膜である。上記挿入物は、上記遠心チューブ内にこの挿入物を保持するためのフ
ランジ先端（ｆｌａｎｇｅｄ　ｔｏｐ）、および液体を通過させる一方で、上記固体支持
体の支持を可能にする穿孔底を有する。上記遠心チューブにつながれた蓋は、挿入物を覆
うために使用され得る。溶液（例えば、非核酸夾雑物を含むＲＮＡ溶解／結合溶液、ＲＮ
Ａ洗浄溶液、またはＲＮＡを含むＲＮＡ溶出溶液）は、穿孔底を通過し、そして前述の溶
液を排出する遠心力により遠心チューブの底に回収される。
【００７８】
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　さらに別の実施形態において、上記容器は、複数ウェルプレート、例えば、固体支持体
をそれぞれのウェル内にパックする、６、１２、２４、４８、９６、または３８４ウェル
プレートであり得る。それぞれのウェルの底は、出口ポートを有し、そこを混入物または
精製ＲＮＡを含む溶液が通過し得る。
【００７９】
　独特な試薬（ＲＮＡ溶解／結合溶液、ＲＮＡ洗浄溶液、およびＲＮＡ溶出溶液）を有す
る最適な固体支持体の独特な組み合わせは、実質的に純粋で、分解されていないＲＮＡの
単離を生じる。前述のＲＮＡ溶解／結合溶液の特性は、上記核酸の上記固体支持体への優
先的な結合を可能にする一方で、上記ＲＮＡ溶出溶液は、この固体支持体からのＲＮＡの
優先的な溶出を可能にする。
【００８０】
　（３．方法：）本発明はまた、生物学的材料からＲＮＡを精製するための方法を提供す
る。本発明において教示される試薬および固体支持体は、２つの代替の単離方法に役立つ
。第１の方法において、この生物学的材料は、固体支持体と接触する前に、ＲＮＡ溶解／
結合溶液と接触させられる。上記ＲＮＡ溶解／結合溶液は、生物学的材料を溶解し、そし
て固体支持体にそれを添加する前にＲＮＡを放出するために使用される。さらに、上記Ｒ
ＮＡ溶解／結合溶液は、有害な酵素（例えば、ＲＮａｓｅ）の有害な影響を妨げる。上記
ＲＮＡ溶解／結合溶液は、ペレットにおいて培養細胞または白血球細胞を溶解するために
、または培養プレート（例えば、標準９６ウェルプレート）に接着しているか、または回
収された細胞を溶解するために、首尾よく使用され得る。上記生物学的材料が、組織塊ま
たは小さな粒子を含む場合、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液は、その効果的な溶解能力により
、このような組織塊を粉砕してスラリーにするために、効果的に使用され得る。上記ＲＮ
Ａ溶解／結合溶液量は、細胞の数または組織の大きさに応じてスケールアップまたはスケ
ールダウンされ得る。一旦、生物学的材料を溶解すると、その溶解物は直接固体支持体に
添加され得るか、または溶解物から大きな粒子を排除するために、前除去膜の中に通され
得る。適切な製品の例は、Ｇｅｎｔｒａ　Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　ＲＮＡ　Ｐｒｅ－Ｃ
ｌｅａｒ　Ｃｏｌｕｍｎ（Ｇｅｎｔｒａ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．，Ｍｉｎｎｅａｐｏ
ｌｉｓ，Ｍｉｎｎｅｓｏｔａ）である。
【００８１】
　第２の方法において、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液は、直接、固体支持体に添加され得、
それにより工程を除去し得、そしてさらに方法を単純化し得る。この後者の方法において
、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液は、固体支持体に適用され得、次いで処理した固体支持体と
上記生物材料を接触させる前に、固体支持体上で乾燥され得る。例えば、１つの実施形態
において、適切な量のＲＮＡ溶解／結合溶液は、Ｓｐｉｎ－Ｘ（登録商標）バスケット（
ｂａｓｋｅｔ）（Ｃｏｓｔａｒ，Ｃｏｒｎｉｎｇ　ＮＹ）に配置された固体支持体に直接
添加される。ここで、Ｓｐｉｎ－Ｘバスケットは、さらに２ｍＬ遠心チューブに配置され
ている。いくらか過剰の結合していないＲＮＡ溶解／結合溶液が除去された後、上記固体
支持体は、乾燥まで少なくとも１２時間、４０℃～８０℃の間の温度で加熱され、そして
次に乾燥下で保存される。上記生物学的材料は、上記ＲＮＡ溶解／結合溶液を用いて前処
理された上記固体支持体に直接添加され得、そして生物学的材料が適切に溶解し、そして
核酸が放出され、そしてこの固体支持体に結合するまで、少なくとも１分間（例えば、少
なくとも５分間）インキュベートすることを可能にし得る。
【００８２】
　上記生物学的材料が、細胞材料またはウイルス材料を含む場合、上記ＲＮＡ溶解／結合
溶液との直接接触、またはこのＲＮＡ溶解／結合溶液で前処理した固体支持体との接触は
、細胞膜および核膜、またはウイルス外被を可溶化および／または破裂し、それにより核
酸ならびに他の混入物質（例えば、タンパク質、リン脂質など）を放出する。放出された
核酸は、上記ＲＮＡ複合リチウム塩の存在下で、固体支持体と選択的に結合する。上記必
要に応じて還元剤を含有することは、ＲＮａｓｅ活性減少の提供を支援し、このことは、
高ＲＮａｓｅ含有組織（例えば、脾臓および膵臓）において必要であり得る。
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【００８３】
　このインキュベーション期間の後、適切な手段（例えば、遠心分離、ピペッティング、
加圧、減圧）により、または核酸が上記固体支持体に結合したままにされるような、ＲＮ
Ａ洗浄溶液とこれらの手段とを組み合わせた使用により、上記生物学的材料の残留物は、
必要に応じて除去される。タンパク質、リン脂質などを含む、上記非核酸生物学的材料の
残留物は、遠心分離によって最初に除去され得る。これを行うことによって、上記溶解物
中の結合されていない夾雑物は、上記固体支持体から分離される。上記複数の洗浄工程は
、上記固体支持体から実質的に全ての夾雑物を除去し、そしてこの固体支持体に優先的に
結合したＲＮＡを残す。
【００８４】
　その後、上記結合したＲＮＡは、適量の当業者に公知のＲＮＡ溶出溶液を使用して溶出
され得る。上記固体支持体はその後、遠心分離され得るか、または加圧もしくは減圧に供
され得、この固体支持体からＲＮＡを放出し、次いでＲＮＡは適切な容器に回収され得る
。
【００８５】
　本発明の別な局面として、特定のプロトコルを含むキットが提供され、このプロトコル
は、本明細書に記載される試薬および随意的に固体支持体と組み合わせて、本発明の方法
に従った生物学的材料から、ＲＮＡを精製するために使用され得る。本発明は、以下の詳
細な実施例への言及によりさらに記載される。これらの実施例は、種々の特定的かつ例示
的な実施形態および技術を、さらに説明するために提供される。しかし、本発明の範囲内
でありながら、多くの変化および改変が成され得ると理解されるべきである。
【００８６】
　以下に言及される全ての未加工の材料は、市販供給源（例えば、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から容易に入手可能である。全て
の割合は、他に規定されない限り、上記試薬の全量に基づいた容量／容量である。
【実施例】
【００８７】
　（実施例１：費用分析）
　最良の品質の固相ＲＮＡ精製生成物を製造するために、この製品は、いくつかの点にお
いて非常に良く機能しなければならない。上記固相ＲＮＡ精製生成物は、種々の試料型か
ら純粋なＲＮＡ試料を効果的に単離するべきであり、そして可能な限りＲＮＡ収量を生じ
るべきである。それはその工程が、過度に面倒であってはならないという意味で使いやす
いきであり、そしてその成分は、有毒であってはならずかつ容易に処分され得る。さらに
、上記製品は、利用者にとって経済的であるべきである。従って、上記溶液について費用
効率の良い成分を見出すことが、必須であった。表１は、本明細書中で評価したそれぞれ
の塩に対する費用を示す。
【００８８】
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【表１】

　上記リチウム塩は、本発明の方法に対して十分に機能するが、このリチウム塩、ＬｉＦ
およびＬｉＩは高価であり、そしてさらに、ＬｉＦは非常に危険である。ＬｉＣｌおよび
ＬｉＢｒは両方とも、本発明の方法と用いて良好に機能し、そして５００グラムあたり６
０ドル～６５ドルとほぼ同じ費用である。ＫＣｌ、ＮａＣｌ、およびＮＨ４Ｃｌは全て経
済的であるが、所望されるＲＮＡ収量を生じない。以下の実施例２および実施例７を参照
のこと。
【００８９】
　（実施例２：塩化物塩に対する溶解度および溶解熱のデータならびに固相ＲＮＡ精製手
順のためのＬｉＣｌ塩およびＬｉＢｒ塩に対する比較）
　いくつかの塩化物塩の溶解度および性能を調べ、そしてそれを２つのリチウム塩（塩化
リチウムおよび臭化リチウム）と比較した。上記溶解／結合溶液および洗浄Ｉ溶液の両者
を、この両者の緩衝剤および洗浄剤ベースの溶解／結合溶液、ならびにエタノールベース
の洗浄Ｉ溶液において得られる最大の溶解度を調べるために他の塩化物塩を使用して調製
した。表２は、本研究において測定されたおおよその最大の溶解度を示し、そしてそれを
、２０℃に外挿した、溶解度のデータの表、ならびに、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃｓ（第６２版，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒ
ａｔｏｎ，Ｆｌ．）から入手した溶解熱のデータの表と比較する。
【００９０】
　上記溶解／結合溶液において研究したほとんどの塩化物塩の溶解度は、塩化カリウムウ
および塩化アンモニウムの溶解度を除き、４Ｍの濃度での塩化リチウム塩および臭化リチ
ウム塩に匹敵した。塩化カリウムの予測された溶解度は、上記他の塩の溶解度と比較した
場合には低く、水溶液中で約３Ｍであった。上記他の塩は、水溶液中で４Ｍより多く溶解
可能であることが予測されたが、約７Ｍの予測された溶解度と比較した場合、塩化アンモ
ニウム塩は約３Ｍまでしか溶解しないことが観察された。このことは、溶液中のＴｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ－１００（５％）およびＤＧＭＥ（５％）の存在に起因し得る。なぜなら、溶液
中におけるこれらの成分の組み合わせは１０％であるからである。上記塩を除く、上記溶
解／結合溶液の残部を、全ての溶液中で定常を保ち、そしてそれはｐＨ８．８の１００ｍ
Ｍ　ＴＲＩＺＭＡ中で５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５％　ＤＧＭＥ（ジエチレング
リコールモノエチルエーテル）、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　ＴＣＥＰ、１％タング
ステン酸ナトリウムを含有した。
【００９１】
　本研究において測定された全ての他の塩化物塩の溶解度は、洗浄Ｉ溶液中において、上
記リチウム塩（塩化リチウムおよび臭化リチウム）よりも有意に低かった。塩化セシウム
塩、塩化アンモニウム塩、塩化ナトリウム塩、および塩化カリウム塩については５５％エ
タノール中において得られた最大の溶解度は、それぞれ、約２．５Ｍ、約２Ｍ、約１．５
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Ｍ、および＜約１Ｍであった。これは、精製に使用するために上記ＬｉＣｌ溶液および上
記ＬｉＢｒ溶液を調製した、５Ｍよりも有意に低い。２．５Ｍ　ＬｉＣｌ洗浄Ｉ溶液にお
いて、上記最終的に溶出したＲＮＡ生成物中の分解されたＲＮＡとして、ＲＮａｓｅ活性
を少なくとも回数の半分で検出した。さらなる実験的研究は、上記洗浄Ｉ溶液において上
記ＲＮａｓｅ活性を排除するためには、少なくとも５Ｍ　ＬｉＣｌを必要とすることを実
証した。上記ＬｉＣｌ塩および上記ＬｉＢｒ塩を使用してもまた、少なくとも精製回数に
ある程度比例して、そして上記ＲＮＡが精製される組織に依存して、ＲＮａｓｅ活性は検
出されるようである。表２に示すように、洗浄Ｉについて観察された上記塩の溶解度は、
上記塩化リチウム塩および臭化リチウム塩、ならびに塩化ナトリウムの、純粋なアルコー
ルまたは純粋なエタノールに対する予想された溶解度に匹敵する。しかし、上記予想され
た溶解度は、本研究で実証された上記セシウム塩、アンモニウム塩およびカリウム塩に対
する溶解度とはいくぶん異なった。このことはおそらく、溶解度の定義が予想されたアル
コール溶解性に対していくぶん曖昧であり、そして本実験で使用された洗浄Ｉ溶液が、純
粋なアルコール溶液以外の水エタノールの混合物を含むからである。
【００９２】
　水における塩化リチウムおよび臭化リチウムの溶液の大きな発熱は、一般的なリチウム
塩よって示される大きな溶解度に関する実証を与えた。本実施例における他の塩化物塩は
、溶液の吸熱を示し、このことはこれらの塩の溶媒和は上記リチウム塩に関する限り、水
溶液において好ましいものではないことを示唆する。
【００９３】
【表２】

　（実施例３：ＲＮＡ精製における洗浄剤の評価）
　細胞を十分に溶解し、そしてまた本発明の溶解／結合溶液中で溶解状態を保つ洗浄剤の
スクリーニングに、多くの時間および労力を費やした。Ｔｗｅｅｎ類、Ｔｒｉｔｏｎ類、
Ｔｅｒｇｉｔｏｌ類、Ｎｏｉｄｅｔ類およびＩｇｅｐａｌ類の洗浄剤を、多くの非イオン
性の洗浄剤様化合物とともに調べた。
【００９４】
　これらの洗浄剤処方物の多くが、上記溶解／結合溶液の他の成分と混合した場合に、時
間が経てばけん化または分解し、そして溶液から溶出することが発見された。例えば、１
０％　Ｔｗｅｅｎ－２０（モノラウリル酸ポリオキシレンソルビタン）はこのようになっ
た。類似の挙動がＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（ｔ－オクチルフェノキシポリエトキシエタ



(23) JP 4804347 B2 2011.11.2

10

20

30

40

50

ノール）およびＴｗｅｅｎ－２０の等量混合物の使用に見られるが、この混合物はより長
い期間安定であった。しかし、この混合物は最終的にけん化し、そして分離した。ＤＧＭ
Ｅ（ジエチレングリコールモノエチルエーテル）を、その良好な性能（高い溶解性であり
、溶液中に留まり、そして他のＴｗｅｅｎ－２０代用品のように非常に高い費用ではない
）により試験に選択した。５％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘおよび５％のＤＧＭＥの混合物が特に
良好に機能することを見出した。
【００９５】
　（実施例４：バイオアナライザー（Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ）を用いるＲＮＡ品質の評
価）
　本発明の試薬および方法を使用して精製されたＲＮＡの品質を評価するために、ＲＮＡ
試料をＡｇｉｌｅｎｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）を使用して分析した。このシステムは、
電気泳動像を作製することならびに２８ｓのピーク面積および１８ｓの間のピーク面積の
比を計算することにより、主たるリボソームＲＮＡバンドの大きさおよび質を評価するた
めに用いられ得る。概して、１．５より大きい比を有する２つの分解可能なピークは、こ
のＲＮＡ試料が分解されていないことを示す。
【００９６】
　全量４０ｍｇのラット脾臓由来のＲＮＡを、考えられるあらゆる内因性ＲＮａｓｅ活性
の検出を増強させるために、室温で１時間、インキュベートして溶解することを除き、実
施例６において記載されるプロトコルに従って精製した。精製に続き、それぞれのＲＮＡ
試料の１μｌを、製造業者により提供された試薬中で、ＲＮＡ　ＬａｂＣｈｉｐ（登録商
標）（Ａｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）のウェ
ルにロードした。このＲＮＡ　ＬａｂＣｈｉｐ（登録商標）は、その製造業者により提供
された試薬中で、製造業者の指示書に従って調製した電気泳動に続き、生じた電気泳動像
を調べた（例えば、図１を参照のこと）。全ての試料は、２つに分かれた２８ｓピークお
よび１８ｓピークを示した。２８ｓの１８ｓに対する比の平均は、２．０３（１．９８か
ら２．０９の範囲）であった。したがって上記比率は全て１．５より大きく、本発明の方
法が実質的に分解されていないＲＮＡを生成したことを示している。
【００９７】
　（実施例５：真核細胞由来ＲＮＡの単離）
　真核生物ＡＧ細胞を、１０００万個の細胞までの各試料については２００μＬの結合／
溶解溶液（４　ＬｉＣｌ，５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，５％　ＤＧＭＥ（ジエチレ
ングリコールモノエチルエーテル），１０ｍＭ　ＥＤＴＡ，１％　タングステン酸ナトリ
ウム，ｐＨ８．８の１００ｍＭ　ＴＲＩＺＭＡ中）中に溶解し、そして２０００万個から
５０００万個の細胞については４００μＬの溶解／結合溶液中に溶解した。上記細胞を、
ホモジナイズおよび溶解を完全に達成するために、高速で２分間ボルテックスし、次いで
５０回、上下にピペッティングし、そして再びもう２分間ボルテックスした。ホモジナイ
ズ後に、このカラムに添加される細胞数に応じて、２００μＬまたは４００μＬのホモジ
ナイズされた溶解物を、それぞれの精製カラム上にピペッティングした。上記精製カラム
は、バスケット内にホウケイ酸ガラス繊維膜（Ｗｈａｔｍａｎ　Ｄ　ｇｌａｓｓ　ｆｉｂ
ｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ）に備え、そして２ｍＬ　微量遠心分離チューブの内部に配置さ
れる。次いで上記微量遠心分離チューブをその後、微量遠心分離機において最大速度で１
分間回転した。溶解物の遠心分離後に、４００μＬの溶解物を含む試料のバスケットを、
上記洗浄Ｉ溶液を用いて操作を続けるために、新しいチューブに移動した。
【００９８】
　溶解物の遠心分離そしてそれに続く上記ホウケイ酸膜表面へのＲＮＡの結合の後に、最
初に上記カラムへ適用する溶解物の容量と同じ容量である、２００μＬまたは４００μＬ
の洗浄Ｉ溶液（５Ｍ　ＬｉＣｌおよび５５％エタノール）をカラム材料に添加し、そして
微量遠心分離機において最大速度で１分間回転した。次いで上記膜を含むバスケットを、
新しい微量遠心分離チューブに移し、そしてこれに２００μＬの洗浄ＩＩ溶液（５ｍＭ　
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ラム材料に添加し、そしてこれを微量遠心分離機において最大速度で１分間回転した。上
記洗浄ＩＩ溶液の添加および遠心分離工程を１回繰り返した。
【００９９】
　上記ＲＮＡを上記固体支持体から溶出するために、上記膜を含むバスケットを新しい微
量遠心分離チューブに移動し、そして５０μＬのＤＥＰＣ処理水を上記カラム材料に添加
し、そして最大速度で１分間回転した。
【０１００】
　表３は、試験された種々の細胞数において、記載された方法を使用して得られたデータ
を表す。これらの結果を、製造業者の推奨する指示書を使用して別の固相ＲＮＡ法（Ｑｉ
ａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ）を用いて得られた結果と比較した。１００
０万個まで培養した細胞を、このＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔに関して推奨される代
替的な方法を使用して試験した。本発明の方法および溶液を使用して得られた上記データ
はさらに、１０００万個以下の、より少ない細胞数に用いるものと同じ大きさの精製カラ
ムを使用して、２０００万個から５０００万個の細胞について収集されたデータを表す。
上記データは、２６０ｎｍ（３２０ｎｍでの吸光度により補正された）吸光度の値から計
算された収量を含み、ここに寄与するＤＮＡ由来の吸収は５％以下（アガロースゲル上で
視覚的に決定される）である。Ａ２６０／Ａ２８０比を、式（Ａ２６０－Ａ３２０）／（
Ａ２８０－Ａ３２０）により計算した。Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚ
ｅｒ上で最初に試験されたように、ＲＮＡ試料が安定であることが判明した。これらはま
た、上記ＲＮＡ含有試料をヒートブロックにて３７℃で１時間加熱すること、上記試料を
アガロースゲルにおける電気泳動に供することによって決定されたように、安定であった
。リボソームＲＮＡのバンド形成は、全ての試料において存在した。汚染の無い、安定で
かつ他に負けない量のＲＮＡが、この実験的研究において試験されたあらゆる細胞数の試
料から得られた。
【０１０１】
【表３－１】

【０１０２】
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【表３－２】

　（実施例６：種々の哺乳動物組織試料からのＲＮＡの単離）
　種々のラット組織および種々のブタ組織を、以下の組織ホモジネートおよび精製プロト
コルを使用して精製した。最初に、２００μＬの溶解／結合溶液（４　ＬｉＣｌ，５％　
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００，５％　ＤＧＭＥ（ジエチレングリコールモノエチルエーテル
），１０ｍＭ　ＥＤＴＡ，１０ｍＭ　ＴＣＥＰ，１％　タングステン酸ナトリウム，ｐＨ
８．８の１００ｍＭ　ＴＲＩＺＭＡ中）をチューブ内にある各３０ｍｇの組織試料に添加
した。ロートステータ（ｒｏｔｏ－ｓｔａｔｏｒ）を、目に見える塊が検出されなくなる
まで、低速で、各試料をホモジナイズするために使用し、この後、ロートステータの速度
を増し、さらに１分間増加し完全にホモジナイズした。ホモジナイズ後に、２００μＬの
ホモジナイズされた溶解物を、前洗浄（ｐｒｅ－ｃｌｅａｒ）カラム（Ｇｅｎｔｒａ）に
添加した。上記前洗浄（ｐｒｅ－ｃｌｅａｒ）カラムで上記組織溶解物から、この溶解物
を直接適用する場合にホウケイ酸ガラス繊維精製カラム材料を詰まらせる不要な粒子を除
去した。上記組織およびホモジナイズの程度に応じて、上記前洗浄（ｐｒｅ－ｃｌｅａｒ
）カラムは粒子を捕捉し、一方で上記ＲＮＡを含む適用された溶解量のバルクが上記フィ
ルターを通過することを可能にする。必要であると判断した場合、上記前洗浄（ｐｒｅ－
ｃｌｅａｒ）カラムを、上記補足された粒子状材料からより多くの容量を回収するために
、さらに１分間回転した。
【０１０３】
　上記前洗浄（ｐｒｅ－ｃｌｅａｒ）カラムにおける遠心分離後に、前洗浄（ｐｒｅ－ｃ
ｌｅａｒ）チューブの底のきれいにされた溶解物を短時間ボルテックスした。その後、き
れいされた溶解物の全容量（約２００μＬ）を、バスケット内にホウケイ酸ガラス繊維膜
（Ｗｈａｔｍａｎ　Ｄ　ｇｌａｓｓ　ｆｉｂｅｒ　ｍｅｍｂｒａｎｅ）を含み、そして内
部に２ｍＬ微量遠心分離チューブを配置した上記精製カラム上にピペッティングした。そ
の後、上記微量遠心分離チューブを微量遠心分離機の中で１８０度転倒し、そしてさらに
２分間遠心分離した。
【０１０４】
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　溶解物の遠心分離および続くＲＮＡの上記ホウケイ酸膜表面への結合の後に、２００μ
Ｌの洗浄Ｉ溶液（５Ｍ　ＬｉＣｌおよび５５％エタノール）を上記カラム材料に添加し、
そして微量遠心分離機において最大速度で１分間回転した。その後、上記膜を含むバスケ
ットを新しい微量遠心分離チューブに移し、そして２００μＬの洗浄ＩＩ溶液（５ｍＭ　
ＥＤＴＡ，７０％エタノール，ｐＨ７．６の１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ中）を上記カ
ラム材料に添加し、そして微量遠心分離機において最大速度で１分間遠心分離した。上記
洗浄ＩＩ溶液の添加および遠視分離工程を１回繰り返した。
【０１０５】
　上記ＲＮＡを上記固体支持体から溶出するために、上記膜を含むバスケットを新しい微
量遠心分離チューブに移動し、そして５０μＬのＤＥＰＣ処理水を上記カラム材料に添加
し、そして最大速度で１分間回転した。
【０１０６】
　表４は、記載された方法を使用して得られたデータおよび製造業者の推奨する指示書に
従う別の固相ＲＮＡ法（Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　ｋｉｔ）を用いて得ら
れたデータを表す。以下の組織：ブタ肝臓；ブタ脾臓；ブタ肺；ブタ心臓；ラット脾臓；
ラット脳；およびラット卵巣を試験した。上記データは、２６０ｎｍ（３２０ｎｍでの吸
光度により補正された）での吸光度の値から計算された収量を含み、ここに寄与するＤＮ
Ａ由来の吸収は５％以下（アガロースゲル上で視覚的に決定される）である。Ａ２６０／
Ａ２８０比を、式（Ａ２６０－Ａ３２０）／（Ａ２８０－Ａ３２０）により計算した。Ａ
ｇｉｌｅｎｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ上で最初に試験されたように、ＲＮＡ
試料が安定であることが判明した。これらはまた、上記ＲＮＡ含有試料をヒートブロック
にて３７℃で１時間加熱し、続いて、上記試料をアガロースゲルにおける電気泳動に供す
ることによって決定されたように、安定であった。リボソームＲＮＡのバンド形成は、加
熱後の全ての事例において存在した。
【０１０７】
　プロテイナーゼＫ（７Ｕ／２００μＬ）をブタ心臓組織に対する溶解／結合溶液に添加
し、そしてこれを５５℃で１０分間インキュベートした。これはこの酵素が心筋組織から
のＲＮＡ収量を改善するかどうかを調べるために行った。この結果は上記溶解／結合溶液
および洗浄Ｉ溶液が、プロテイナーゼＫの使用なしで上記組織試料のホモジネートおよび
溶解において、ならびに上記組織試料からのＲＮａｓｅ活性の排除に十分であることを示
した。この実験的な研究において調べられた全ての組織試料から汚染の無い、安定で他に
負けない量のＲＮＡが得られ、このことは本発明の方法および溶液は、より迅速であり、
より安価であるが、ＲＮＡの精製において効果的な方法を提供することを示す。
【０１０８】
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【表４－２】

　（実施例７：異なる塩化物塩を使用したＲＮＡ固相精製の性能ならびにＬｉＣｌ塩とＬ
ｉＢｒ塩との比較）
　脾臓組織を、組織のホモジネートおよび精製プロトコル（上記実施例６において記載し
た）を使用し、実施例２において記載した濃度の、塩化セシウム塩、塩化アンモニウム塩
および塩化ナトリウム塩を用いるが、残りの溶液は一定にして（ｐＨ８．８の１００ｍＭ
　ＴＲＩＺＭＡ中における５％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５％　ＤＧＭＥ（ジエチレ
ングリコールモノエチルエーテル）、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　ＴＣＥＰ、１％タ
ングステン酸ナトリウム）作製した溶解／結合溶液を使用し精製した。さらに、５Ｍ塩化
リチウムおよび５Ｍ臭化リチウムを含む溶解／結合溶液をまた、比較のために加えた。各
４０ｍｇの脾臓組織を、それぞれの実験的溶液溶解物に添加して、２００μＬの溶解／結
合溶液を、ホモジネートするためにチューブ内の上記試料に添加した。その後、実施例６
の組織について記載したようなホモジネートおよび精製プロトコルを使用して、２００μ
Ｌのホモジナイズされた溶解物を、上記前洗浄カラムおよび精製カラムに添加した。上記
溶解／結合緩衝剤を変化させた上記群において、５５％エタノール中に５Ｍ塩化リチウム
を含む洗浄Ｉ溶液を全ての群に対して使用し、そして残りの洗浄２溶液および溶出溶液は
実施例６に記載した成分と同じ成分を含んだ。
【０１１０】
　溶解／結合溶液において上記塩を変化させた上述した群に加えて、別の一組の群を精製
した。この他の群を精製した。ここでは、上記溶解／結合溶液が上述したような定常性を
保ち、４Ｍ塩化リチウムを上記溶解／結合溶液において上記塩として使用し、そして上記
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洗浄Ｉ溶液を、５５％エタノール中で、塩化セシウム塩、塩化アンモニウム塩および塩化
ナトリウム塩の溶解する塩の最大量（実施例２に記載したような量）を用いて作製した。
精製された。さらに、５Ｍ臭化リチウムを含む洗浄Ｉをまた、比較のために加えた。他の
全ての溶液は、実施例６に記載した成分と同じ成分を含んだ。
【０１１１】
　表５は、上記溶解／結合溶液において異なる塩化物塩を使用した群、および上記洗浄Ｉ
溶液において異なる塩化物塩を使用した群について得られたデータを表す。上記データは
、２６０ｎｍ（３２０ｎｍでの吸光度により補正された）での吸光度の値から計算された
収量を含む。上記洗浄Ｉ溶液を変化させた全ての群、ならびに塩化リチウム群および臭化
リチウム群において、ＤＮＡは、存在している核酸の５％以下であった（アガロースゲル
上で視覚的に決定された）。上記アガロースゲルは、２６０ｎｍにおいて検出される吸光
度の有意な部分が、塩化セシウム塩、塩化アンモニウム塩、および塩化ナトリウム塩を用
いて調製されたそれらの溶解／結合溶液におけるＤＮＡによることを示した。上記塩化リ
チウム溶解／結合溶液および上記臭化リチウム溶解／結合溶液群において、ＤＮＡ夾雑物
は５％以下であった（アガロースゲル上で視覚的に決定された）。Ａ２６０／Ａ２８０比
を、式（Ａ２６０－Ａ３２０）／（Ａ２８０－Ａ３２０）により計算した。Ａｇｉｌｅｎ
ｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ上で最初に試験されたように、ＲＮＡ試料が安定
であることが判明した。これらはまた、上記ＲＮＡ含有試料をヒートブロックにて３７℃
で１時間加熱し、続いて、上記試料をアガロースゲルにおける電気泳動に供することによ
って決定されたように、安定であった。リボソームＲＮＡのバンド形成は、本実験におけ
る加熱後の全ての事例において存在した。しかしながら、２．５Ｍ　ＬｉＣｌ洗浄Ｉ溶液
における先の研究において、上記最終的に溶出したＲＮＡ生成物中の分解されたＲＮＡと
して、ＲＮａｓｅ活性が少なくともその時の半分に検出された。その実験的研究は、上記
洗浄Ｉ溶液において少なくとも５Ｍ　ＬｉＣｌを必要とすることを実証した。上記他の塩
化物塩を使用しても同様に、少なくともその時の一部でにいくらか比例して（そして上記
ＲＮＡが精製される組織に依存して）それらのエタノールへの溶解性が制限されるのでＲ
Ｎａｓｅ活性は検出される可能性がある。
【０１１２】
　上記溶解／結合溶液または上記洗浄Ｉ溶液のいずれか一方において、塩化リチウムまた
は臭化リチウムを別の塩に代えた全ての事例において、上記ＲＮＡ収量は、リチウム塩を
使用した事例より実質的に少なかった。セシウム塩、アンモニウム塩およびナトリウム塩
からなる溶解物は本質的にゲル状である。上記リチウム塩を使用した場合と比較して、ホ
モジネートおよび溶解がこれらの塩においては完全ではなく、より多くのゲル状の粒子お
よびより低いＲＮＡ収量を生じることが疑われる。
【０１１３】
【表５－１】
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【０１１４】
【表５－２】

　（実施例８：マイクロアレイ分析のための精製したＲＮＡの使用）
　（Ｋ５６２細胞系由来ＲＮＡの単離：）５０００万個の凍結細胞ペレットを、１ｍｌ溶
解／結合溶液（４Ｍ　ＬｉＣｌ、１０％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５％　ＤＧＭＥ、
１０ｍＭ　ＥＤＴＡ、１０ｍＭ　ＴＣＥＰ、１％タングステン酸ナトリウム、ｐＨ８．８
の１００ｍＭ　ＴＲＩＺＭＡ中）中に再懸濁した。細胞を溶解しそして全ＲＮＡを固相Ｒ
ＮＡ細胞プロトコル（実施例５を参照のこと）によって精製した。
【０１１５】
　精製後に、上記ＲＮＡが安定で質の良いことを確認するために、ＲＮＡ試料をＡｇｉｌ
ｅｎｔ　２１００　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ　ｃｈｉｐ上で視覚化し、３７℃で１時間加
熱し、次いで１％アガロースゲル上で視覚化した。その後、ＲＮＡをＢｅｃｋｍａｎ　Ｄ
Ｕ－６４　分光光度計を用いて定量した。
【０１１６】
　（逆転写およびｃＤＮＡ標識）ｃＤＮＡを、上記精製されたＲＮＡテンプレートから、
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＣｙＳｃｒｉｂｅ　Ｐｏｓｔ－Ｌａｂｅｌ
ｉｎｇ　Ｋｉｔプロトコルにより、オリゴｄＴプライマーおよびアミノアリル改変ｄＵＴ
Ｐを使用して逆転写した。その後、上記オリゴｄＴプライマーがプライミングしたｃＤＮ
ＡをＣｙＳｃｒｉｂｅ　ＧＦＸ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔを用いて精製し、そ
してＡｍｅｒｓｈａｍプロトコルによりＣｙ３で標識した。その後、Ｃｙ３標識ｃＤＮＡ
をＧＦＸプロトコルによって精製し、そしてｓｐｅｅｄ　ｖａｃで２５分間凍結乾燥した
。
【０１１７】
　（ハイブリダイゼーションおよびスキャニング：）Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｓが提供する試験スライドを製造業者のプロトコルにより、洗浄し、そして乾燥した。上
記乾燥したＣｙ３－ｃＤＮＡペレットを、５μｌのナノピュア（ｎａｎｏｐｕｒｅ）水に
再懸濁した。２５μｌのＧｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　１×Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎを、再懸濁したペレットに添加し、そして試料を９５℃で２
分間加熱した。その後、上記試料を、リフタースリップ（ｌｉｆｔｅｒ　ｓｌｉｐ）下部
のスライドに適用した。上記スライドおよびスリップをハイブリダイゼーションチャンバ
ー内に密封し、アルミニウム箔で包み、そして５５℃の水浴で一晩インキュベートした。
ハイブリダイゼーション後に、上記スライドを、Ｇｅｎｏｍｉｃ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓハ
イブリダイゼーションプロトコルによって洗浄した。ここでこの洗浄プロセスのストリン
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てスキャニングが完了するまで遮光容器（ｄａｒｋ　ｃｏｎｔａｉｎｅｒ）に保存した。
スライドを、Ｓｃａｎ　Ａｒｒａｙ　Ｅｘｐｒｅｓｓオプションを使用したＳｃａｎ　Ａ
ｒｒａｙ　５０００を用いて読み取った。
【０１１８】
　（マイクロアレイの結果：）上記固相ＲＮＡ精製系を用いて精製した全ＲＮＡは、本発
明者らのＣｙ３標識されたｃＤＮＡプローブを用いてハイブリダイズしたスライド上に存
在する、別々のかつ定量可能な円のパターンとして視覚化されるようなマイクロアレイ技
術を使用して首尾よく示された。
【０１１９】
　全ての刊行物、特許および特許文献は、あたかも別々に参考として援用されるかのよう
に、本明細書中に参考として援用される。本発明は、種々の特定の実施形態および技術に
言及して記載された。しかしながら、本発明の範囲内にあり続けながらも、多くの変化お
よび改良がなされ得ることを理解するべきである。
【図面の簡単な説明】
【０１２０】
【図１】図１は、実施例６に記載のプロトコルに従って精製された、ラット脾臓ＲＮＡの
電気泳動図を示す。

【図１】
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