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(57)【要約】
【課題】可溶化した身体サンプルの溶液中の分析物を安定化するための方法を提供するこ
と。
【解決手段】本発明は、可溶化した身体サンプルの溶液中に、１以上の分析物を可溶化す
る方法を提供し、この方法は、ｉ）界面活性剤およびカオトロピック因子から選択される
変性剤を含有するサンプル媒体中に、哺乳動物被験体から採取した身体サンプルを可溶化
する工程；ｉｉ）次いで、サンプルを含有するサンプル媒体を、一定の時間にわたり、少
なくとも７０℃を上回る温度に加熱する工程；ならびにｉｉｉ）次いで、保存および運搬
、ならびに、その後のイムノアッセイのために、サンプル媒体中に可溶化した１以上の分
析物を安定化させる工程を包含する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　可溶化した身体サンプルの溶液中に、１以上の分析物を可溶化する方法であって、該方
法は、以下：
　ｉ）界面活性剤およびカオトロピック因子から選択される変性剤を含有するサンプル媒
体中に、哺乳動物被験体から採取した身体サンプルを可溶化する工程；
　ｉｉ）次いで、該サンプルを含有するサンプル媒体を、一定の時間にわたり、少なくと
も７０℃を上回る温度に加熱する工程；ならびに
　ｉｉｉ）次いで、保存および運搬、ならびに、その後のイムノアッセイのために、該サ
ンプル媒体中に可溶化した該１以上の分析物を安定化させる工程
を包含する、方法。
【請求項２】
　前記少なくとも１つの界面活性剤が、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ－オクチルグリコシド、Ｔｒ
ｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキ
シコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長鎖（脂肪）アルコール硫酸
塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレフィン硫酸塩およびαオレ
フィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル、スルホサクシネート、ア
ルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩、スクロースエステル、
カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０
、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤、ＣＨＡＰ、３－ドデシル
－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチルアミンオキシド
を含む群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記７０℃を上回る温度が、９０℃と１１０℃との間の温度である、請求項１または２
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４】
　前記９０℃と１１０℃との間の温度が、９５℃と９９℃との間の温度である、請求項３
に記載の方法。
【請求項５】
　前記一定の時間が、５分を上回る時間である、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記５分を上回る時間が、７分と３０分との間の時間である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記７分と３０分との間の時間が、１０分と２７分との間の時間である、請求項６に記
載の方法。
【請求項８】
　前記１０分と２７分との間の時間が、２０分と２５分との間の時間である、請求項７に
記載の方法。
【請求項９】
前記加熱する工程が、水浴、圧力鍋、高周波レンジ、ＵＶ加熱デバイスおよび加熱ブロッ
クを含む群より選択される加熱デバイスにおいて行なわれる、請求項１～８のいずれか１
項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記身体サンプルが、分泌物、スワブ、洗浄物、体液、精液、細胞サンプルおよび組織
サンプル、液体ベースの細胞学サンプル、血液、塗抹標本、痰、尿、便、脳脊髄液、胆汁
、消化管分泌物、リンパ液、骨髄、吸引物、ならびに、針生検またはパンチ生検のような
器官の生検、ならびに、（微細な）針による吸引物を含む群より選択される、請求項１～
９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記１以上の分析物が、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５、ｐ１６（ｐ１６ＩＮＫ４ａとも
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呼ばれる）、ｐ１９、ｐ２１、ｐ２７、ｐ５３、ｐＲｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＡ、
サイクリンＢ、サイクリンＥ、ＭＤＭ－２、ＣＤＣ２、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＧＲ
Ｐ、腎臓ジペプチダーゼ、ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＴＧＦβＩＩレセプター、サイトケラチン
（例えば、サイトケラチン８、サイトケラチン１０、サイトケラチン１８）、ムチン抗原
（ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、Ｔｎ、ＳＴｎ）、ＥｐＣＡＭおよびｇカテニン、コンカナバリン
Ａレセプター、ＧａｌＮａｃトランスフェラーゼ、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ
、レクチン（ＣｏｎＡ、ＷＧＡ、ＰＮＡ、ＵＥＡ　Ｉ、ＤＢＡ、ＳＢＡ、ＳＮＡ）、プラ
コフィリン、ビメンチン、ＣＤ抗原（例えば、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ１８、ＣＤ４、Ｃ
Ｄ８、ＣＤ５６、ＣＤ１９、ＣＤ２Ｏ）、ＨＰＶ関連マーカー（例えば、ＨＰＶ遺伝子Ｌ
１、Ｌ２、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６もしくはＥ７に由来するもの）、ＣＤＣ６、Ｍ
ＣＭ２、ＭＣＭ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ７プロテインキナ
ーゼ、Ｄｂｆ４、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、ＣＤＣ４５およびＭＣＭ１０、
Ｋｉ６７、Ｋｉ－Ｓ２、ＰＣＮＡ、ヘリカーゼ、トポイソメラーゼ、Ｔｏｐｏ２α、転写
因子、Ｅ２Ｆファミリーメンバー、Ｂｒｎ－３ａ、Ｂｒｎ－３ｂ、またはＰＯＬＤを含む
群より選択される、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　溶液中のタンパク質の変性イムノアッセイのための方法であって、該方法において、該
イムノアッセイの少なくとも１つの工程が、１以上の分析物のタンパク質の変性された状
態を維持することが可能な濃度の少なくとも１つの変性剤の存在下で行なわれる、方法。
【請求項１３】
　前記１以上の分析物のタンパク質が、変性剤の存在下で該タンパク質を加熱して、該タ
ンパク質を変性させることによって変性される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１２または１３のいずれか１項に記載の方法であって、該方法は、以下：
　ｉ）タンパク質を含有するサンプルを、１以上の変性剤と接触させる工程、
　ｉｉ）該サンプルを、該変性剤の存在下で一定の時間にわたって加熱して、該タンパク
質を変性させる工程、および
　ｉｉｉ）サンプル媒体中に可溶化した該サンプルを試験のための生検として用いて、１
以上のタンパク質を検出するために、１以上のイムノアッセイを行なう工程
を包含する、方法。
【請求項１５】
　少なくとも１つの免疫化学的検出が、免疫沈降または免疫学的アッセイ、ＥＩＡ、ＥＬ
ＩＳＡ、ＲＩＡ、側方流れアッセイ、貫流アッセイ、イムノクロマトグラフィーストリッ
プおよびラテックス凝集アッセイを含む群より選択されるイムノアッセイである、請求項
１２～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記少なくとも１つの変性剤が、界面活性剤、有機酸、無機酸、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ－
オクチルグリコシド、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、ウレア
、ホルムアミド、ＧｕａＳＣＮ、ギ酸ウレア、酢酸ウレアおよびリン酸ウレア、Ｎ－ラウ
リルサルコシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長鎖
（脂肪）アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレフ
ィン硫酸塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル、
スルホサクシネート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩
、スクロースエステル、カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、Ｎ
ｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤、
ＣＨＡＰ、３－ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリル
ジメチルアミンオキシド、水酸化アルカリ、ＮａＯＨ、ならびにＫＯＨを含む群より選択
される、請求項１２～１５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１７】
　前記少なくとも１つの変性剤が、前記アッセイに適用されるサンプル溶液中に、０．３
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％以上の濃度で存在する、請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
　イムノアッセイにおける、標準物質またはコントロールの目的のためのサンプルであっ
て、該サンプルは、１以上の変性剤の存在下での生化学分析または免疫化学分析に適した
分析物を含有し、そして、以下：
　ｉ）該分析物を変性剤に接触させる工程、
　ｉｉ）該変性剤の存在下で一定の時間にわたり該分析物を加熱して、該分析物を変性さ
せる工程、ならびに
　ｉｉｉ）該分析物を、イムノアッセイにおいて使用するまで、該変性剤の存在下で保存
および／または梱包する工程
を包含する方法に供される、サンプル。
【請求項１９】
　前記１以上の変性剤が、界面活性剤、有機酸、無機酸、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ－オクチル
グリコシド、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、ウレア、ホルム
アミド、ＧｕａＳＣＮ、ギ酸ウレア、酢酸ウレアおよびリン酸ウレア、Ｎ－ラウリルサル
コシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長鎖（脂肪）
アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレフィン硫酸
塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル、スルホサ
クシネート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩、スクロ
ースエステル、カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、Ｎｏｎｉｄ
ｅｔ　Ｐ－４０、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤、ＣＨＡＰ
Ｓ、３－ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチ
ルアミンオキシド、水酸化アルカリ、ＮａＯＨおよびＫＯＨからなる群より選択され、前
記分析物が、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５、ｐ１６（ｐ１６ＩＮＫ４ａとも呼ばれる）、
ｐ１９、ｐ２１、ｐ２７、ｐ５３、ｐＲｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＡ、サイクリンＢ
、サイクリンＥ、ＭＤＭ－２、ＣＤＣ２、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＧＲＰ、腎臓ジペ
プチダーゼ、ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＴＧＦβＩＩレセプター、サイトケラチン（例えば、サ
イトケラチン８、サイトケラチン１０、サイトケラチン１８）、ムチン抗原（ＭＵＣ１、
ＭＵＣ２、Ｔｎ、ＳＴｎ）、ＥｐＣＡＭおよびｇカテニン、コンカナバリンＡレセプター
、ＧａｌＮａｃトランスフェラーゼ、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ、レクチン（
ＣｏｎＡ、ＷＧＡ、ＰＮＡ、ＵＥＡ　Ｉ、ＤＢＡ、ＳＢＡ、ＳＮＡ）、プラコフィリン、
ビメンチン、ＣＤ抗原（例えば、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ１８、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ５
６、ＣＤ１９、ＣＤ２Ｏ）、ＨＰＶ関連マーカー（例えば、ＨＰＶ遺伝子Ｌ１、Ｌ２、Ｅ
１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６もしくはＥ７に由来するもの）、ＣＤＣ６、ＭＣＭ２、ＭＣ
Ｍ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ７プロテインキナーゼ、Ｄｂｆ
４、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、ＣＤＣ４５およびＭＣＭ１０、Ｋｉ６７、Ｋ
ｉ－Ｓ２、ＰＣＮＡ、ヘリカーゼ、トポイソメラーゼ、Ｔｏｐｏ２α、転写因子、Ｅ２Ｆ
ファミリーメンバー、Ｂｒｎ－３ａ、Ｂｒｎ－３ｂ、またはＰＯＬＤを含む群より選択さ
れる、請求項１８に記載のサンプル。
【請求項２０】
　前記１以上の変性剤の濃度が、０．３％以上である、請求項１８または１９のいずれか
１項に記載のサンプル。
【請求項２１】
　人体から身体サンプルをサンプリングするためのサンプル回収バイアルであって、該バ
イアルは、界面活性剤、有機酸、無機酸、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ－オクチルグリコシド、Ｔ
ｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、ウレア、ホルムアミド、Ｇｕａ
ＳＣＮ、ギ酸ウレア、酢酸ウレアおよびリン酸ウレア、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキ
シコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長鎖（脂肪）アルコール硫酸
塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレフィン硫酸塩およびαオレ
フィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル、スルホサクシネート、ア
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ルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩、スクロースエステル、
カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０
、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤、ＣＨＡＰＳ、３－ドデシ
ル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチルアミンオキシ
ド、水酸化アルカリ、ＮａＯＨおよびＫＯＨを含む群より選択される変性剤を含むサンプ
ル媒体を含有し、そして、該回収バイアルは、閉じたバイアル内での該サンプル媒体の１
１０℃までの加熱を可能にするように設計されている、バイアル。
【請求項２２】
　請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法を行うための、自動加熱デバイスであって
、該デバイスは、以下：
　ｉ）可溶化した身体サンプルの溶液を含む少なくとも１つの容器を、予め設定した温度
まで加熱する工程；
　ｉｉ）該サンプル液体内の温度を、予め設定した時間にわたり維持する工程；および
　ｉｉｉ）インキュベーション時間の終わりを示す、聴覚、振動または視覚による信号を
示す工程
を行なうように設計されている、デバイス。
【請求項２３】
　前記予め設定した温度が、９０℃～１１０℃の範囲内である、請求項２２に記載の加熱
デバイス。
【請求項２４】
　前記予め設定した温度が、９５℃～９９℃の範囲内である、請求項２２に記載の加熱デ
バイス。
【請求項２５】
　前記予め設定した時間が、７分～３０分の範囲内である、請求項２２に記載の加熱デバ
イス。
【請求項２６】
　前記予め設定した時間が、１０分～２７分の範囲内である、請求項２２に記載の加熱デ
バイス。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、可溶化した身体サンプルの溶液中の分析物を安定化するための方法に関する
。この方法は、適切なサンプル媒体中に、被験体から採取した身体サンプルを可溶化する
工程、および、上記サンプル媒体を特定の時間にわたり加熱することによって、このサン
プル媒体内に含まれる上記身体サンプルを安定化する工程を包含する。本発明のさらなる
局面は、溶液中のタンパク質の変性イムノアッセイ（ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ　ｉｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙ）を行なう方法である。この方法は、タンパク質を含むサンプルを変性剤に
接触させる工程、および、変性剤の存在下で上記サンプルを加熱して、タンパク質を変性
させる工程を包含する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　医療診断において、適用される診断方法の結果に影響を与える重要な工程の一つは、サ
ンプルの保存および運搬である。これは、特に、身体サンプル内で検出される分析物が、
運搬および保存の間に、変性に供され得るか、または、他の方法で影響を及ぼされ得ると
いう事実に起因するものである。診断的に関連する分析物の正確な測定を保証するために
、サンプル内のこのような分析物の完全性は、分析が行なわれるまで、維持されなければ
ならない。
【０００３】
　当該技術分野において、分析物に関する安定性の問題を克服するための１つのアプロー
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チは、注意点を満たすことによって、サンプルのあらゆる運搬および保存を回避するよう
な試験システムを探求しており、このシステムは、患者をケアする場所（この場所におい
て、サンプルが採取される）における、直接的に身体サンプルの分析を可能にする。しか
し、このようなアプローチは、適用され得るそれぞれの分析技術を制限する。実験装置を
必要とする複雑な分析方法については、分析物の完全性を損ねることなく、サンプルを運
搬および保存することが可能な方法が見つけられなければならない。
【０００４】
　身体サンプルの運搬を可能にする１つの方法は、サンプル内に含まれる細胞を保存する
こと、したがって、サンプル物質の細胞ベースの細胞学的検査または組織学的検査を可能
にすることである。細胞学的検査のための保存溶液の例としては、Ｄｉｇｅｎｅのユニバ
ーサル回収媒体（特許文献１）、Ｃｙｔｙｃ（登録商標）のＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ（登録
商標）溶液（特許文献２）、または、Ｓｕｒｅｐａｔｈ（登録商標）Ｃｙｔｏｒｉｃｈ（
登録商標）溶液が挙げられる。これらの媒体は、保存された細胞サンプルの細胞学的な検
査を可能にするために、細胞の形態を保存し、そしてまた、細胞のタンパク質の完全性を
保存するように設計される。全てのこのような保存溶液は、固定剤としてアルコールを含
有する。一般に、このような手順における分析物の保存は、化学的な保存物質を加えるこ
とによって達成される。細胞の完全性がもはや診断手順に必要とされない場合、溶液中の
分析物の完全性は、同様に化学的な保存物質を加えることによって達成され得る。このア
プローチの主な欠点は、保存物質が、しばしば、操作者に危害を加え得、そして、こぼれ
た場合に環境を損ね得る毒性物質であることである。さらに、廃棄物処理についての要件
ならびに、廃棄物処理についての費用は、サンプルの安定化のために化学的な添加物を用
いる場合に増加する。
【０００５】
　身体サンプルにおける分析物の安定性の問題を解決するための１つのさらなるアプロー
チは、運搬および保存の間に、身体サンプルを冷蔵または凍結することである。生物学的
な物質は、特定の期間にわたって冷蔵することによって保存され得、そして、－２０℃よ
り低い温度で生物学的な物質を凍結することは、長期間にわたる保存に適用され得ること
が公知である。しかし、この解決策は、エネルギーを消費し、そして、運搬プロセスに困
難を突きつけるという欠点を有する。冷蔵、または、－２０℃より低い温度が、運搬期間
の全体にわたり、維持され得るということは、常には保証され得ない。このことは、分析
物の安定性が、特定の温度条件下では証明されていない場合に、深刻な問題であることが
分かる。それゆえ、加熱工程を包含する本発明の方法は、保存物質を加える必要も、冷蔵
する必要もない、運搬および保存のためにサンプルを安定化するための、簡単な方法を提
供する。
【０００６】
　さらに、変性剤を含有する媒体中で行った場合、加熱工程は、その後の分析工程の再現
性および正確性に寄与し得る。加熱工程が、例えば、それぞれのサンプル中のタンパク質
と相互作用するドデシル硫酸ナトリウムの存在下で行われる場合、タンパク質の変性した
構造が得られる。この変性した構造は、特定の場合に、溶液中のタンパク質の再現性があ
りかつ定量的な決定に有益であり得る。
【０００７】
　当該分野において、変性タンパク質のバイオアッセイのための方法は、Ｌａｅｍｍｌｉ
－Ｓｙｓｔｅｍの場合に、ＳＤＳの存在下での変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動（Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥとして公知）において使用される。この場合、タンパク質を含有するサン
プルがまた、タンパク質を変性させるようにＳＤＳの存在下で加熱され、その後、電気泳
動の工程において、そのサイズによって分離される。この方法における変性の目的は、Ｓ
ＤＳイオンを用いたタンパク質の均質なローディングと共にタンパク質の完全な線状化を
可能にするための、タンパク質の変性である。このことは、タンパク質が、その本来の形
態とは対照的に、分子の全体的なサイズに比例する電荷を示すことを確実にする。この全
体的な方法は、分子のサイズによる分離を可能にする。
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【特許文献１】国際公開第９９／３１２７３号パンフレット
【特許文献２】欧州特許第０５１１４３０号明細書
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明は、例えば、以下の手段を提供する。
（項目１）可溶化した身体サンプルの溶液中に、１以上の分析物を可溶化する方法であっ
て、該方法は、以下：
　ｉ）界面活性剤およびカオトロピック因子から選択される変性剤を含有するサンプル媒
体中に、哺乳動物被験体から採取した身体サンプルを可溶化する工程；
　ｉｉ）次いで、該サンプルを含有するサンプル媒体を、一定の時間にわたり、少なくと
も７０℃を上回る温度に加熱する工程；ならびに
　ｉｉｉ）次いで、保存および運搬、ならびに、その後のイムノアッセイのために、該サ
ンプル媒体中に可溶化した該１以上の分析物を安定化させる工程
を包含する、方法。
（項目２）前記少なくとも１つの界面活性剤が、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ－オクチルグリコシ
ド、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｎ－ラウリルサルコシン
、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長鎖（脂肪）アルコ
ール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレフィン硫酸塩およ
びαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル、スルホサクシネ
ート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩、スクロースエ
ステル、カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、Ｎｏｎｉｄｅｔ　
Ｐ－４０、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤、ＣＨＡＰ、３－
ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチルアミン
オキシドを含む群より選択される、項目１に記載の方法。
（項目３）前記７０℃を上回る温度が、９０℃と１１０℃との間の温度である、項目１ま
たは２のいずれか１項に記載の方法。
（項目４）前記９０℃と１１０℃との間の温度が、９５℃と９９℃との間の温度である、
項目３に記載の方法。
（項目５）前記一定の時間が、５分を上回る時間である、項目１～４のいずれかに記載の
方法。
（項目６）前記５分を上回る時間が、７分と３０分との間の時間である、項目５に記載の
方法。
（項目７）前記７分と３０分との間の時間が、１０分と２７分との間の時間である、項目
６に記載の方法。
（項目８）前記１０分と２７分との間の時間が、２０分と２５分との間の時間である、項
目７に記載の方法。
（項目９）前記加熱する工程が、水浴、圧力鍋、高周波レンジ、ＵＶ加熱デバイスおよび
加熱ブロックを含む群より選択される加熱デバイスにおいて行なわれる、項目１～８のい
ずれか１項に記載の方法。
（項目１０）前記身体サンプルが、分泌物、スワブ、洗浄物、体液、精液、細胞サンプル
および組織サンプル、液体ベースの細胞学サンプル、血液、塗抹標本、痰、尿、便、脳脊
髄液、胆汁、消化管分泌物、リンパ液、骨髄、吸引物、ならびに、針生検またはパンチ生
検のような器官の生検、ならびに、（微細な）針による吸引物を含む群より選択される、
項目１～９のいずれか１項に記載の方法。
（項目１１）前記１以上の分析物が、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５、ｐ１６（ｐ１６ＩＮ

Ｋ４ａとも呼ばれる）、ｐ１９、ｐ２１、ｐ２７、ｐ５３、ｐＲｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイ
クリンＡ、サイクリンＢ、サイクリンＥ、ＭＤＭ－２、ＣＤＣ２、Ｉｄ１、オステオポン
チン、ＧＲＰ、腎臓ジペプチダーゼ、ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＴＧＦβＩＩレセプター、サイ
トケラチン（例えば、サイトケラチン８、サイトケラチン１０、サイトケラチン１８）、
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ムチン抗原（ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、Ｔｎ、ＳＴｎ）、ＥｐＣＡＭおよびｇカテニン、コン
カナバリンＡレセプター、ＧａｌＮａｃトランスフェラーゼ、オリゴサッカリルトランス
フェラーゼ、レクチン（ＣｏｎＡ、ＷＧＡ、ＰＮＡ、ＵＥＡ　Ｉ、ＤＢＡ、ＳＢＡ、ＳＮ
Ａ）、プラコフィリン、ビメンチン、ＣＤ抗原（例えば、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ１８、
ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ５６、ＣＤ１９、ＣＤ２Ｏ）、ＨＰＶ関連マーカー（例えば、ＨＰ
Ｖ遺伝子Ｌ１、Ｌ２、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６もしくはＥ７に由来するもの）、Ｃ
ＤＣ６、ＭＣＭ２、ＭＣＭ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ７プロ
テインキナーゼ、Ｄｂｆ４、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、ＣＤＣ４５およびＭ
ＣＭ１０、Ｋｉ６７、Ｋｉ－Ｓ２、ＰＣＮＡ、ヘリカーゼ、トポイソメラーゼ、Ｔｏｐｏ
２α、転写因子、Ｅ２Ｆファミリーメンバー、Ｂｒｎ－３ａ、Ｂｒｎ－３ｂ、またはＰＯ
ＬＤを含む群より選択される、項目１～１０のいずれか１項に記載の方法。
（項目１２）溶液中のタンパク質の変性イムノアッセイのための方法であって、該方法に
おいて、該イムノアッセイの少なくとも１つの工程が、１以上の分析物のタンパク質の変
性された状態を維持することが可能な濃度の少なくとも１つの変性剤の存在下で行なわれ
る、方法。
（項目１３）前記１以上の分析物のタンパク質が、変性剤の存在下で該タンパク質を加熱
して、該タンパク質を変性させることによって変性される、項目１２に記載の方法。
（項目１４）項目１２または１３のいずれか１項に記載の方法であって、該方法は、以下
：
　ｉ）タンパク質を含有するサンプルを、１以上の変性剤と接触させる工程、
　ｉｉ）該サンプルを、該変性剤の存在下で一定の時間にわたって加熱して、該タンパク
質を変性させる工程、および
　ｉｉｉ）サンプル媒体中に可溶化した該サンプルを試験のための生検として用いて、１
以上のタンパク質を検出するために、１以上のイムノアッセイを行なう工程
を包含する、方法。
（項目１５）少なくとも１つの免疫化学的検出が、免疫沈降または免疫学的アッセイ、Ｅ
ＩＡ、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、側方流れアッセイ、貫流アッセイ、イムノクロマトグラフィ
ーストリップおよびラテックス凝集アッセイを含む群より選択されるイムノアッセイであ
る、項目１２～１４のいずれか１項に記載の方法。
（項目１６）前記少なくとも１つの変性剤が、界面活性剤、有機酸、無機酸、ＳＤＳ、Ｄ
ＯＣ、ｎ－オクチルグリコシド、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２
０、ウレア、ホルムアミド、ＧｕａＳＣＮ、ギ酸ウレア、酢酸ウレアおよびリン酸ウレア
、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネ
ート、長鎖（脂肪）アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩
、αオレフィン硫酸塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化
エーテル、スルホサクシネート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセ
チオン酸塩、スクロースエステル、カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモ
ニウム、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界
面活性剤、ＣＨＡＰ、３－ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート
、ラウリルジメチルアミンオキシド、水酸化アルカリ、ＮａＯＨ、ならびにＫＯＨを含む
群より選択される、項目１２～１５のいずれか１項に記載の方法。
（項目１７）前記少なくとも１つの変性剤が、前記アッセイに適用されるサンプル溶液中
に、０．３％以上の濃度で存在する、項目１２～１６のいずれか１項に記載の方法。
（項目１８）イムノアッセイにおける、標準物質またはコントロールの目的のためのサン
プルであって、該サンプルは、１以上の変性剤の存在下での生化学分析または免疫化学分
析に適した分析物を含有し、そして、以下：
　ｉ）該分析物を変性剤に接触させる工程、
　ｉｉ）該変性剤の存在下で一定の時間にわたり該分析物を加熱して、該分析物を変性さ
せる工程、ならびに
　ｉｉｉ）該分析物を、イムノアッセイにおいて使用するまで、該変性剤の存在下で保存
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および／または梱包する工程
を包含する方法に供される、サンプル。
（項目１９）前記１以上の変性剤が、界面活性剤、有機酸、無機酸、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ
－オクチルグリコシド、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、ウレ
ア、ホルムアミド、ＧｕａＳＣＮ、ギ酸ウレア、酢酸ウレアおよびリン酸ウレア、Ｎ－ラ
ウリルサルコシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長
鎖（脂肪）アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレ
フィン硫酸塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル
、スルホサクシネート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸
塩、スクロースエステル、カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、
Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤
、ＣＨＡＰＳ、３－ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウ
リルジメチルアミンオキシド、水酸化アルカリ、ＮａＯＨおよびＫＯＨからなる群より選
択され、前記分析物が、ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５、ｐ１６（ｐ１６ＩＮＫ４ａとも呼
ばれる）、ｐ１９、ｐ２１、ｐ２７、ｐ５３、ｐＲｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＡ、サ
イクリンＢ、サイクリンＥ、ＭＤＭ－２、ＣＤＣ２、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＧＲＰ
、腎臓ジペプチダーゼ、ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＴＧＦβＩＩレセプター、サイトケラチン（
例えば、サイトケラチン８、サイトケラチン１０、サイトケラチン１８）、ムチン抗原（
ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、Ｔｎ、ＳＴｎ）、ＥｐＣＡＭおよびｇカテニン、コンカナバリンＡ
レセプター、ＧａｌＮａｃトランスフェラーゼ、オリゴサッカリルトランスフェラーゼ、
レクチン（ＣｏｎＡ、ＷＧＡ、ＰＮＡ、ＵＥＡ　Ｉ、ＤＢＡ、ＳＢＡ、ＳＮＡ）、プラコ
フィリン、ビメンチン、ＣＤ抗原（例えば、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ１８、ＣＤ４、ＣＤ
８、ＣＤ５６、ＣＤ１９、ＣＤ２Ｏ）、ＨＰＶ関連マーカー（例えば、ＨＰＶ遺伝子Ｌ１
、Ｌ２、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６もしくはＥ７に由来するもの）、ＣＤＣ６、ＭＣ
Ｍ２、ＭＣＭ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣＭ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ７プロテインキナー
ゼ、Ｄｂｆ４、ＣＤＣ１４プロテインホスファターゼ、ＣＤＣ４５およびＭＣＭ１０、Ｋ
ｉ６７、Ｋｉ－Ｓ２、ＰＣＮＡ、ヘリカーゼ、トポイソメラーゼ、Ｔｏｐｏ２α、転写因
子、Ｅ２Ｆファミリーメンバー、Ｂｒｎ－３ａ、Ｂｒｎ－３ｂ、またはＰＯＬＤを含む群
より選択される、項目１８に記載のサンプル。
（項目２０）前記１以上の変性剤の濃度が、０．３％以上である、項目１８または１９の
いずれか１項に記載のサンプル。
（項目２１）人体から身体サンプルをサンプリングするためのサンプル回収バイアルであ
って、該バイアルは、界面活性剤、有機酸、無機酸、ＳＤＳ、ＤＯＣ、ｎ－オクチルグリ
コシド、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、Ｃｈａｐ、Ｔｗｅｅｎ　２０、ウレア、ホルムアミ
ド、ＧｕａＳＣＮ、ギ酸ウレア、酢酸ウレアおよびリン酸ウレア、Ｎ－ラウリルサルコシ
ン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、長鎖（脂肪）アル
コール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオレフィン硫酸塩お
よびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド、硫酸化エーテル、スルホサクシ
ネート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩、スクロース
エステル、カチオン性界面活性剤、塩化セチルトリメチルアンモニウム、Ｎｏｎｉｄｅｔ
　Ｐ－４０、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、両性界面活性剤、ＣＨＡＰＳ、
３－ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチルア
ミンオキシド、水酸化アルカリ、ＮａＯＨおよびＫＯＨを含む群より選択される変性剤を
含むサンプル媒体を含有し、そして、該回収バイアルは、閉じたバイアル内での該サンプ
ル媒体の１１０℃までの加熱を可能にするように設計されている、バイアル。
（項目２２）項目１～１１のいずれか１項に記載の方法を行うための、自動加熱デバイス
であって、該デバイスは、以下：
　ｉ）可溶化した身体サンプルの溶液を含む少なくとも１つの容器を、予め設定した温度
まで加熱する工程；
　ｉｉ）該サンプル液体内の温度を、予め設定した時間にわたり維持する工程；および
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　ｉｉｉ）インキュベーション時間の終わりを示す、聴覚、振動または視覚による信号を
示す工程
を行なうように設計されている、デバイス。
（項目２３）前記予め設定した温度が、９０℃～１１０℃の範囲内である、項目２２に記
載の加熱デバイス。
（項目２４）前記予め設定した温度が、９５℃～９９℃の範囲内である、項目２２に記載
の加熱デバイス。
（項目２５）前記予め設定した時間が、７分～３０分の範囲内である、項目２２に記載の
加熱デバイス。
（項目２６）前記予め設定した時間が、１０分～２７分の範囲内である、項目２２に記載
の加熱デバイス。
【０００９】
　本発明は、可溶化身体サンプル中の分析物が、特定の期間にわたってサンプル溶液を加
熱することにより安定化され得るという本発明者らの発見に基づく。本発明によれば、加
熱は、例えば、適切なサンプル媒体中で実行されてもよい。本発明にしたがう方法は、当
該分野で公知である方法の欠点を克服する。本発明者らにより見出された方法は、動物、
ヒトまたは環境に危害を与え得る化学的な保存物質を使用せず、運搬および保存の全体的
なプロセスの間に冷蔵する必要性も、他のエネルギーを消費する状態を維持する必要性も
課さない。
【００１０】
　加熱工程の間にタンパク質を変性させた結果、変性バイオアッセイを使用したサンプル
内のタンパク質の正確な測定が可能となる。当該分野で公知の方法とは対照的に、変性イ
ムノアッセイは、固相に固定された検出プローブを使用する、サンプル溶液からの直接的
な免疫化学的検出であり、このプローブは、サンプル内のタンパク質に特異的に結合する
。電気泳動工程は、必ずしも全ての方法に包含されない。したがって、この方法の文脈に
おける変性の目的および効果は、タンパク質の電荷に依存する均一なサイズの生成には起
因しないが、部分的に線状化に起因し、それゆえ、タンパク質内の抗原性エピトープの改
善された接近性に起因する。
【００１１】
　（発明の簡単な説明）
　本発明は、本発明の以下の説明に示され、そして本明細書に提供される実施例により例
示される本発明者らの発見に基づく。この発見は、身体サンプルの溶液中の分析物が加熱
工程により安定化され得るということである。この加熱工程は、サンプルを安定化させる
のに十分な温度までの期間、サンプル溶液を、好ましくは変性剤の存在下で加熱する工程
を包含する。本発明はさらに、変性剤の存在下で加熱して溶液中のタンパク質を部分的に
変性させることにより、溶液に含まれるタンパク質を変性させることによる、例えば、溶
液中のタンパク質－分析物の正確かつ定量的または半定量的測定の改善、および続くタン
パク質の免疫化学的な定量的または半定量的測定の改善に関する。この方法は、例えば、
評価の過程の後に続くアッセイのための分析物の保存、または上記の身体サンプルの基礎
分析物レベルに基づく診断の支持に適用可能である。この方法は、診断目的で取得される
か、またはどのような目的であれ取得される、あらゆる種類の身体サンプルに適用され得
る。
【００１２】
　本発明の一局面は、可溶化身体サンプル溶液中の分析物を安定化するための方法である
。この方法は、適切なサンプル媒体中で、被験体から得たサンプル物質を可溶化する工程
、および、特定の期間、このサンプル媒体を加熱することにより、サンプル媒体中に含ま
れるサンプルを安定化する工程を包含する。この方法は、分析物の安定化に適しており、
冷却または冷蔵が不可能な環境、および化学保存物質が回避されるか、または回避される
べき環境下で特に適用され得る。
【００１３】
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　本発明の第二の局面は、溶液中のタンパク質の変性イムノアッセイのための方法であり
、このイムノアッセイのうちの少なくとも一工程は、分析物タンパク質の変性状態を維持
することを可能にする濃度の変性剤の存在下で実行される。
【００１４】
　本発明の第三の局面は、例えば、アッセイまたはアッセイキットのための標準サンプル
またはコントロールサンプルとして使用される、生化学的分析または免疫化学的分析に適
する分析物を含むサンプルであり、このサンプルは、本発明の方法にしたがって処理され
ている。
【００１５】
　本発明の第四の局面は、本発明の方法にしたがってサンプルを加熱するためのデバイス
であり、このデバイスは、タイマーおよび、サンプル収集バイアルへの適合に適切な穿孔
を有することを特徴とする。
【００１６】
　本発明の第五の局面は、サンプル収集バイアルであり、このサンプル収集バイアルは、
本発明の方法にしたがう身体サンプルの安定化および／または変性に適する因子を含む媒
体を含む。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　（発明の詳細な説明）
　本発明者らの発見に基づいて、身体サンプル中の分析物の安定化は、適切なサンプル媒
体中でこの身体サンプルを可溶化し、続いて、サンプルの運搬および保存の前に、この可
溶化サンプルを加熱工程に供することにより達成され得る。さらに、変性剤の存在下での
サンプルの加熱工程は、サンプル中の分析物の正確な定量的測定に寄与し得る。
【００１８】
　医療検査手順は、一般的に、身体サンプル中の分析物のアッセイを伴うか、またはこれ
に支持される。このような分析物は、例えば、臨床的な化学実験室手順によりアッセイさ
れ得る。
【００１９】
　本発明の文脈で使用される発現分析物とは、分析的試験手順の間に検出され得る分子を
いう。本発明の特定の実施形態において、分析物は、例えば、核酸および（ポリ）ペプチ
ド分子である。したがって、このような分析物は、例えば、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ、ｈｎＲＮ
Ａなど）、ＤＮＡ（ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡなど）、タンパク質、ポリペプチド、プロテ
オグリカン、糖タンパク質およびこれらの分子のそれぞれのフラグメントを含む。
【００２０】
　分析物は、いかなる分子でもよい。本発明の特定の実施形態において、分析物は、哺乳
動物の疾患の検出に対して特別な関連性を有する分子である。本発明にしたがう疾患は、
あらゆる種類の医学的に関連する状態を含み得、これらは、新形成性の疾患、炎症疾患、
感染性疾患、変性疾患、遺伝的疾患、増殖性疾患および血管疾患ならびに前悪性および悪
性の癌性状態を含み得るが、これらに限定されない。本発明の特定の実施形態において、
前悪性および悪性の癌性状態は、新形成性の障害（例えば、腫瘍）を含み得る。腫瘍は、
頭部および頚部の腫瘍、気道の腫瘍、肛門性器管（ａｎｏｇｅｎｉｔａｌ　ｔｒａｃｔ）
の腫瘍、胃腸管の腫瘍、泌尿器系の腫瘍、生殖器系の腫瘍、内分泌系の腫瘍、中枢神経系
および末梢神経系の腫瘍、皮膚およびその付属器の腫瘍、軟組織および骨の腫瘍、リンパ
球産生系および造血系の腫瘍などを含み得る。腫瘍は、例えば、良性および悪性の腫瘍、
癌腫、肉腫、白血病、リンパ腫または形成異常のような新生物を含み得る。特定の実施形
態において、腫瘍は、例えば、頭部および頚部の癌、気道の癌、肛門性器管の癌、胃腸管
の癌、皮膚およびその付属器の癌、中枢神経系および末梢神経系の癌、泌尿器系の癌、生
殖器系の癌、内分泌系の癌、軟組織および骨の癌、造血系およびリンパ球産生系の癌であ
る。
【００２１】
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　肛門性器管の腫瘍は、会陰および陰嚢の皮膚の癌、子宮頚癌、外陰部の癌、膣の癌、陰
茎の癌、肛門の癌などを含み得る。子宮頚癌は、扁平上皮（ｓｑｕａｍｏｕｓ）の病変、
腺の病変または他の上皮腫瘍を含み得る。扁平上皮の病変は、例えば、頚部上皮内癌（軽
度、中程度および重度の形成異常）、上皮内癌、扁平上皮癌（例えば、角質化、非角質化
、いぼ状（ｖｅｒｒｕｃｏｕｓ）、いぼ状（ｗａｒｔｙ）、乳頭状、リンパ上皮腫様）を
含む。腺の病変は、異型過形成、上皮内腺癌、腺癌（例えば、ムチン性、類内膜、明細胞
、悪性腺腫（ａｄｅｎｏｍａ　ｍａｌｉｇｎｕｍ）、乳頭状、重度の腺癌または中腎腫の
ような）を含み得る。他の上皮腫瘍は、腺扁平上皮癌、硝子細胞（ｇｌａｓｓｙ　ｃｅｌ
ｌ）癌腫、腺様嚢胞癌、腺様基底癌腫（ａｄｅｎｏｉｄ　ｂａｓａｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍ
ａ）、カルチノイド、小細胞癌腫および未分化癌腫を含み得る。さらに詳細な情報につい
ては、「Ｋｕｒｍａｎ，Ｒ．、Ｎｏｒｒｉｓ，Ｈ．ら、Ｔｕｍｏｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃ
ｅｒｖｉｘ，Ｖａｇｉｎａ，ａｎｄ　Ｖｕｌｖａ，Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒ　Ｐａ
ｔｈｏｌｏｇｙ，１９９２，ＡＦＩＰ，」（この内容は、参考として本明細書に援用され
る）を提供する。
【００２２】
　胃腸の腫瘍は、結腸癌、上行結腸癌、下行結腸癌、横行結腸の癌、Ｓ字結腸（ｓｉｇｍ
ｏｉｄｕｍ）の癌、直腸癌、小腸癌、空腸癌、十二指腸癌、胃癌、食道癌、肝臓癌、胆癌
、胆管系（ｂｉｌｉａｒｙ　ｓｙｓｔｅｍ）の癌、膵臓癌などを含み得る。胃腸の病変に
ついての包括的な概説は、「Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｓｒ、Ａａｌｔｏｎｅｎ　ＬＡ（編）：
Ｗｏｒｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　ｏｆ　Ｔｕｍｏｕｒｓ，Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｔｕ
ｍｏｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ　Ｓｙｓｔｅｍ，ＩＡＲＣ　Ｐｒｅｓｓ：
Ｌｙｏｎ　２０００」（これは参考として、本明細書に援用される）に示される。
【００２３】
　気道の腫瘍は、例えば、肺の癌、肺胞の癌、細気管支の癌、気管支（ｂｒｏｎｃｈｉａ
ｌ　ｔｒｅｅ）および気管支（ｂｒｏｎｃｕｓ）の癌、鼻咽頭の空間の癌、口腔の癌、咽
頭の癌、鼻腔および副鼻腔の癌のような、気道のあらゆる悪性の状態を含み得る。肺癌（
例えば、小細胞肺癌（ｓｍａｌｌ　ｃｅｌｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｎｃｅｒ）、非小細胞肺癌
、扁平上皮細胞肺癌腫（ｓｑｕａｍｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）
、小細胞肺癌腫（ｓｍａｌｌ　ｃｅｌｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、肺の腺癌、
大細胞型肺癌腫（ｌａｒｇｅ　ｃｅｌｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、腺扁平上皮
肺癌腫（ａｄｅｎｏ－ｓｑｕａｍｏｕｓ　ｌｕｎｇ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、肺のカルチ
ノイド、気管支腺腫瘍（ｂｒｏｎｃｈｅａｌ　ｇｌａｎｄ　ｔｕｍｏｒ）または（悪性）
中皮腫）。気道の腫瘍についての概説は、Ｃｏｌｂｙ　ＴＶら：Ｔｕｍｏｒｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｌｏｗｅｒ　ＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＴｒａｃｔ，Ａｔｌａｓ　ｏｆ　Ｔｕｍｏｒ
　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，Ｔｈｉｒｄ　Ｓｅｒｉｅｓ，Ｆａｓｃｉｃｌｅ　１３，ＡＦＩＰ
：Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　１９９５（これは参考として、本明細書に援用される）に見出
され得る。
【００２４】
　泌尿器系の腫瘍は、膀胱癌、腎臓の癌、腎盤の癌、尿管の癌および尿道の癌などを含み
得る。生殖器系の腫瘍は、卵巣、子宮、精巣、前立腺、副睾丸などの癌およびその前駆段
階を含み得る。
【００２５】
　本発明にしたがって分析物として使用され得る、疾患と特別な関連性を有する分子は、
このような疾患が存在するか、または存在しないかを検出するために使用され得る。これ
らの分子は、種々の方法によって、このような疾患が存在するか、または存在しないかを
示し得る。このような方法は、発現レベル（例えば、増加、低下、一過的または局所的な
変更）および変更された特徴を有する分子の発現の変更を包含し得る。このような変更さ
れた特徴は、あらゆる種類の改変された分子を包含し得る。このような改変は、分子の配
列の改変（例えば、突然変異、欠失、挿入など）および任意の他の型の分子の改変（例え
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ば、化学的改変、リン酸化、グリコシル化、誘導体化、脱リン酸化など）を包含し得る。
【００２６】
　本発明の特定の実施形態において、分析物は、例えば、癌のマーカー分子または腫瘍マ
ーカーであり得る。分析物は、細胞増殖についてのマーカー、アポトーシスに特徴的なマ
ーカー、細胞表面エピトープについてのマーカー、細胞内のウイルス感染またはウイルス
活性に関連するマーカー（例えば、ＨＰＶ１６、ＨＰＶ１８、ＨＰＶ３１、ＨＰＶ３３、
ＨＰＶ３５、ＨＰＶ３９、ＨＰＶ４５、ＨＰＶ５１、ＨＰＶ５２、ＨＰＶ５６、ＨＰＶ５
８、ＨＰＶ５９、ＨＰＶ６６およびＨＰＶ６８を含む群から選択される、危険性が高いヒ
トパピローマウイルスによる感染についてのマーカー）、細胞分化に特徴的なマーカーな
どを含む群から選択され得る。特定の好ましい実施形態において、分析物は、サイクリン
依存性キナーゼインヒビターである。
【００２７】
　分析物は、例えば、以下を含む群から選択されるタンパク質に由来する分子を含み得る
：ｐ１３．５、ｐ１４、ｐ１５、ｐ１６（ｐ１６ＩＮＫ４ａとも呼ばれる）、ｐ１９、ｐ
２１、ｐ２７、ｐ５３、ｐＲｂ、ｐ１４ＡＲＦ、サイクリンＡ、サイクリンＢ、サイクリ
ンＥ、ＭＤＭ－２、ＣＤＣ２、Ｉｄ１、オステオポンチン、ＧＲＰ、腎ジペプチダーゼ、
ｈｅｒ２／ｎｅｕ、ＴＧＦβＩＩレセプター、サイトケラチン（例えば、サイトケラチン
８、サイトケラチン１０、サイトケラチン１８）、ムチン抗原（ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、Ｔ
ｎ、ＳＴｎ）、ＥｐＣＡＭおよびｇカテニン、コンカナバリンＡレセプター、ＧａｌＮａ
ｃトランスフェラーゼ、オリゴ糖トランスフェラーゼ（ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｙｌｔ
ｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）、レクチン（ＣｏｎＡ、ＷＧＡ、ＰＮＡ、ＵＥＡ　Ｉ、ＤＢＡ、
ＳＢＡ、ＳＮＡ）、プラコフィリン（ｐｌａｋｏｐｈｉｌｉｎ）、ビメンチン、ＣＤ抗原
（例えば、ＣＤ３、ＣＤ１６、ＣＤ１８、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ５６、ＣＤ１９、ＣＤ２
０）、例えば、ＨＰＶ遺伝子Ｌ１、Ｌ２、Ｅ１、Ｅ２、Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６またはＥ７に由
来するＨＰＶ関連マーカー、ＣＤＣ６、ＭＣＭ２、ＭＣＭ３、ＭＣＭ４、ＭＣＭ５、ＭＣ
Ｍ６、ＭＣＭ７、ＣＤＣ７プロテインキナーゼ、Ｄｂｆ４、ＣＤＣ１４プロテインホスフ
ァターゼ、ＣＤＣ４５およびＭＣＭ１０、Ｋｉ６７、Ｋｉ－Ｓ２、ＰＣＮＡ、ヘリカーゼ
、トポイソメラーゼ、Ｔｏｐｏ２α、転写因子、Ｅ２Ｆ－ファミリーのメンバー、Ｂｒｎ
－３ａ、Ｂｒｎ－３ｂあるいはＰＯＬＤなど。
【００２８】
　分析物は、定性的、半定量的および定量的基準に基づいて検出される分子であり得る。
定量的な値は、例えば、濃度によって表され得る。半定量的な値は、程度のレベル（例え
ば、検出不能なレベル、低いレベル、中間のレベル、高いレベル、または任意の他の適切
な様式）によって表現され得る。分析物のレベルはまた、依存性のパラメータ（例えば、
マーカー分子の存在に応答するアッセイ様式により生成されるシグナルの強度）によって
示され得る。半定量的アッセイおよび定量的アッセイにおけるシグナル強度の表現に関し
て、分析物の決定された量の表現のために、相対単位が使用され得る。使用される相対単
位は、例えば、サンプルのｍＬあたりの単位（Ｕ／ｍＬ）としてのように、任意の適切な
様式で称され得る。このような単位は、溶液中で測定される分析物の実際のモル濃度に直
接関連し得るが、各々のアッセイ様式に適用可能な任意の単位でもあり得る。
【００２９】
　分析物は、本発明にしたがってイムノアッセイにより検出される。本発明にしたがうイ
ムノアッセイは、分析物の任意の免疫化学的検出である。特定の実施形態において、この
ような免疫化学的検出は、１つ以上のプローブまたは抗体を使用して、分析物分子を捕捉
し、続いて、分析物のプローブ／抗体複合体を検出するアッセイを包含し得る。このよう
な反応は、溶液中で実行され得るか、または固相に固定されて実行され得るかのいずれか
である。当業者は、適切なイムノアッセイを知っている。このようなアッセイは、ＥＬＩ
ＳＡおよび種々の種類の他のイムノアッセイを含み得る。このようなイムノアッセイは、
例えば、免疫沈降または免疫学的アッセイ（例えば、ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＣ
ＬＩＡ、ＬＩＡ、側方流れ（ｌａｔｅｒａｌ　ｆｌｏｗ）アッセイ、貫流（ｆｌｏｗ　ｔ
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ｈｒｏｕｇｈ）アッセイ、イムノクロマトグラフィーストリップ（ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　ｓｔｒｉｐ）など）を含み得るが、これらに限定されない。本
発明で使用するためのイムノアッセイは、競合イムノアッセイおよび非競合イムノアッセ
イを含み得る。特定の実施形態において、固相に固定された抗体またはプローブが、イム
ノアッセイに使用され得る。固相は、平らな表面、粒子（ミクロ粒子、ナノ粒子またはな
おさらに小さな粒子が挙げられる）のような固体物質の種々の実施形態を含み得る。特定
の実施形態において、粒子は、球、ビーズまたはコロイドなどとして提供され得る。
【００３０】
　試験キットまたはインビトロ診断デバイスにおいて、試薬の固相への固定は、直接的な
固定または間接的な固定によって実行され得る。直接的な固定は、共有結合、非共有結合
、会合または表面への吸着により実行され得る。間接的な固定は、因子へ抗体が結合する
ことによって実行され得、この因子自体は、固相に直接的に固定され得る。結合因子とし
ては、アビジン、ストレプトアビジン、ビオチン、ジゴキシゲニンまたは抗体などが挙げ
られる。
【００３１】
　イムノアッセイは、分析物、または好ましくは分析物を認識するために使用されるプロ
ーブのいずれかを認識する因子を検出することを伴う、１つ以上のさらなる反応を含み得
る。検出反応はさらに、分析物のレベルを示すレポーター反応を含み得る。
【００３２】
　検出系は、例えば、色素形成系、発光系（電気発光（ｅｌｅｃｔｒｏｌｕｍｉｎｅｓｃ
ｅｎｃｅ）、生物発光、光ルミネセンス、放射線発光（ｒａｄｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎ
ｃｅ）、化学発光、電気化学発光（ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ
））、蛍光ベースの系、伝導率ベースの検出系、照射（光、ＵＶ、Ｘ線、γなど）、プラ
スモン共鳴（例えば、表面プラスモン共鳴　ＳＰＲ）または任意の他の公知の方法であり
得る。
【００３３】
　本発明によれば、サンプル媒体中に可溶化された身体サンプルは、イムノアッセイを実
行するための標本として直接適用され得る。本発明の特定の実施形態において、イムノア
ッセイの間に、高濃度の界面活性剤が存在していてもよい。したがって、イムノアッセイ
は、本発明の特定の実施形態において、変性条件に対して特に耐性であるイムノアッセイ
であってもよい。本発明の特定の実施形態において、イムノアッセイは、０．１％より高
い濃度のＳＤＳに対して耐性であり、好ましい実施形態において、イムノアッセイは、０
．３％より高いＳＤＳ濃度に対して耐性である。別の好ましい実施形態において、イムノ
アッセイは１％より高い濃度のＳＤＳに対して耐性である。
【００３４】
　分析物の検出は、分析物の検出のための、１つ以上の「プローブ」（本発明内において
、用語「結合因子」と交換可能に使用される）を使用して通常実行される。プローブは、
例えば、分析物に特異的に結合する抗体であってもよい。全ての文法的形態での用語「抗
体」は、本発明の文脈において、一般に抗原に結合する分子をいい、これらとしては、モ
ノクローナル抗体およびポリクローナル抗体、抗体のフラグメント、抗原結合エピトープ
、ミニ（ｍｉｎｉ）抗体、抗原結合特性を有するペプチド模倣物、抗カリン（ａｎｔｉｃ
ａｌｉｎｅ）およびダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｙ）が挙げられるが、これらに限定され
ない。一般的に、分析物の検出は、分析物の存在もしくは非存在および／または分析物の
レベルの検出を含む。
【００３５】
　本明細書で使用される表現「身体サンプル」は、あらゆる種類および性質の任意の身体
サンプルを包含する。このような身体サンプルの例は、分泌物、スワブ、洗浄液、体液、
精液、細胞サンプルおよび組織サンプル、血液、塗沫標本、痰、尿、便、脳脊髄液（本明
細書において「リカー」と短縮して呼ばれる）、胆汁、胃腸の分泌物、リンパ液、骨髄、
器官の吸引物および生検（例えば、ニードル生検またはパンチ生検および（微細な）ニー
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ドル吸引物）である。肛門性器の癌（例えば、子宮頚癌）の検出が関与する場合には、特
に、塗抹、スワブおよび生検を示す。この本文を通して使用される用語「生検」は、当業
者に公知のあらゆる種類の生検を包含する。したがって、本発明の文脈で使用される生検
は、例えば、腫瘍の切除サンプル、内視鏡手段または器官のパンチ生検もしくはニードル
生検により調製される組織サンプルを含み得る。生検は、数個の異なる方法（例えば、寒
冷式（ｃｏｌｄ　ｋｎｉｆｅ）生検、ＬＥＥＰ（ループ状電気メス（ｌｏｏｐ　ｅｌｅｃ
ｔｒｏｃａｕｔｅｒｙ）切除手順）生検など）により得られる標本を含む。本発明にした
がう身体サンプルは、本発明の特定の実施形態において、人体から取得される細胞物質を
含む標本をいってもよい。このようなサンプルは、例えば、細胞学的検査に使用するのに
適した標本を含んでもよい。例は、スワブサンプル、液体ベースの細胞学的なサンプルお
よび塗抹である。
【００３６】
　液体ベースの細胞学的なサンプルは、あらゆる種類の液体ベースの細胞学的なサンプル
を含んでもよく、この液体ベースの細胞学的なサンプルは、例えば、市販の保存媒体（ホ
ルマリン溶液、Ｃｙｔｙｃ「ＰｒｅｓｅｒｖＣｙｔ」または「ＣｙｔｏＬｙｔ」、Ｄｉｇ
ｅｎｅ「Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ　Ｍｅｄｉｕｍ」、Ｔｒｉｐａｔｈ
　Ｉｍａｇｉｎｇ「Ｃｙｔｏｒｉｃｈ」など）のような当業者に公知の任意の標準的な収
集媒体、保存媒体または運搬媒体に保存された、例えば、細胞サンプルまたは組織サンプ
ルを含む。あるいは、液体ベースの細胞学的なサンプルのための細胞保存媒体は、細胞成
分の保存のためのアルコール、アルデヒド、ケトン、酸、金属イオンまたは昇華物、エー
テルなどを含む群から選択される１つ以上の混合物を含み得る。アルコールとしては、メ
タノール、エタノール、（ｎ－またはｉ－）プロパノール、（ｎ－、ｉ－またはｔ－）ブ
タノールまたは高級分枝もしくは非分枝アルコールが挙げられる。アルデヒドとしては、
ホルムアルデヒド、アセトアルデヒド、グルタルアルデヒドなどが挙げられる。アセトン
のようなケトンを使用してもよい。標準的なサンプル媒体での使用のための酸としては、
有機酸（酢酸、トリクロロ酢酸、サリチル酸、ピクリン酸）または例えば、クロム酸のよ
うな無機酸が挙げられる。標準的なサンプル溶液は、銀、銅、クロム、水銀、オスミウム
、ウランのような金属を含み得る。塩（例えば、酢酸ウラニル、二クロム酸カリウム、硫
酸アンモニウムなど）の溶液は、保存媒体の成分であってもよい。好ましい実施形態にお
いて、液体ベースの細胞学的標本は、サンプル中のタンパク質分析物の引き続く免疫化学
的検出に特に適している。
【００３７】
　本発明の特定の実施形態において、身体サンプルは、デバイスから取得され得、このデ
バイスは、別の手順において試験用の標本を取得するために使用され、その後、このよう
なデバイスは破棄される。例えば、デバイスは、あらゆる種類のブラシ、長柄のブラシ、
スパーテル、スワブなどを備え得る。このようなデバイスは、例えば、Ｄａｃｒｏｎ（登
録商標）、綿または任意の他の繊維から作製されたスワブ、子宮頚管内（Ｅｎｄｏｃｅｒ
ｖｉｃａｌ）ブラシのようなブラシ、子宮頚部（ｃｅｒｖｉｃａｌ）のサンプル収集のた
めのＭｅｄｓｃａｎｄシステム、ＣｅｒｖｅｘＢｒｕｓｈ（登録商標）、Ｒｏｖｅｒｓ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｎ．Ｖ．からのＣｅｒｖｅｘＢｒｕｓｈ　Ｃｏｍｂｉ
ＴＭ、Ｍｅｄｓｃａｎｄ　Ｍｅｄｉｃａｌ　ＡＢからのＣｙｔｏｂｒｕｓｈ（登録商標）
およびＤｉｇｅｎｅ　Ｃｏｒｐ．のＣｅｒｖｉｃａｌ　Ｃｅｌｌ　ＳａｍｐｌｅｒＴＭを
備える。
【００３８】
　特定の実施形態において、別の試験手順のためのサンプル物質が取得された後、本発明
にしたがう身体サンプルが、デバイスから取得される。例えば、サンプル収集デバイスは
、従来の塗抹サンプルの調製に使用され得、その後、本発明にしたがうサンプル媒体と接
触され得る。あるいは、サンプル収集デバイスはまた、あらゆる種類の液体ベースの細胞
学的サンプルの調製のために使用され得、続いて本発明にしたがうサンプル媒体と接触さ
れ得る。液体ベースの細胞学的なサンプルの場合において、液体ベースの細胞学的サンプ
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ルの一部が、サンプル媒体と接触させるために使用され得、そして安定化または変性イム
ノアッセイによる分析のために可溶化され得ることも本発明者らによって企画される。
【００３９】
　サンプル収集デバイスとサンプル収集媒体とを接触させる工程は、サンプル収集デバイ
スを、サンプル媒体を含むバイアルへ浸す工程を包含し得る。特定の実施形態において、
サンプル収集デバイスは媒体に浸す際に、サンプル媒体により人体と接触させたサンプル
収集デバイスの一部を完全に覆う。サンプル収集デバイスをサンプル媒体へ浸して、この
デバイスは媒体中で攪拌され得る。あるいは、この媒体とサンプル収集デバイスとはとも
に、振とうまたはボルテックスされ得る。特定の場合において、サンプル収集デバイスま
たはデバイスの一部が、細胞または細胞片の完全な溶解を可能にする期間、サンプル媒体
中に保存または放置される方法で、このデバイスはサンプル媒体と接触され得る。特定の
場合において、サンプル収集デバイスは、例えば、サンプル媒体内でともに加熱され得る
。
【００４０】
　一般的に、イムノアッセイの実行は、身体サンプルとサンプル媒体とを接触させた直後
に行われ得るか、特定の期間の時間の後に行われ得る。本発明の特定の実施形態において
、イムノアッセイは、身体サンプルの溶解が完了するか、または完了したと考えられる直
後に実行される。本発明の特定のさらなる実施形態において、身体サンプルの溶解の完了
後、サンプル溶液は、数分から数週間までの範囲であり得る期間、保存される。好ましい
一実施形態において、サンプル媒体中での身体サンプルの溶解とイムノアッセイの実行と
の間の時間は１分以上かつ９０日間以下の期間であり、なおさらに好ましい実施形態にお
いて、この期間は１時間以上かつ１４日間以下であり、そして別の好ましい実施形態にお
いて、この期間は７日間以下である。特定の実施形態において、この期間は、数年の範囲
まででさえあり得る。
【００４１】
　本発明にしたがう身体サンプルは、サンプルを得た直後にサンプル媒体と接触させても
よく、特定の期間が経過した後でさえサンプル媒体と接触させてもよい。この間、身体サ
ンプルを、例えば、冷蔵しても、凍結しても、細胞保存溶液中に保存してもよい。このよ
うな細胞保存または凍結もしくは冷蔵による保存のための方法は、当業者に公知である。
【００４２】
　本発明によれば、１つの身体サンプルは、免疫化学的分析による１つ以上の分析物の検
出のために使用され得る。分析物の検出は、１つの単一のアッセイまたは複数の異なるア
ッセイにより実行され得る。したがって、本発明の特定の実施形態において、身体サンプ
ル全体のアリコートのみが、身体サンプルのうちの単一の分析物の決定のために使用され
る。
【００４３】
　本発明の文脈で使用される用語「可溶化される」または「可溶化」は、身体サンプルの
成分がサンプル媒体と接触し、サンプル媒体により少なくとも部分的に溶解され、続いて
身体サンプルの成分が、溶液の成分により少なくとも部分的に代表されることを意味する
。
【００４４】
　本発明の文脈で使用される用語「サンプル媒体」は、細胞成分または細胞全体の可溶化
に適する、当業者に公知のあらゆる液体であり得る。サンプル媒体は、例えば、以下のも
のの有機溶液または水溶液であり得る：カオトロピック剤（例えば、尿素、ＧｕａＳＣＮ
）、ホルムアミド、界面活性剤（例えば、アニオン性界面活性剤（例えば、ＳＤＳ、Ｎ－
ラウリルサルコシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリールスルホネート、
長鎖（脂肪）アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスルホン酸塩、αオ
レフィン硫酸塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化（ｓｕｌｐｈａｔｅｄ）モノグ
リセリド、硫酸化エーテル、スルホサクシネート（ｓｕｌｐｈｏｓｕｃｃｉｎａｔｅ）、
アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アルキルイセチオン酸塩、スクロースエステル
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）、カチオン性界面活性剤（例えば、セチルトリメチルアンモニウムクロライド）、非イ
オン性界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ　２０、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　ＣＡ－６３０、Ｎ－オクチル－グルコシド
）または両性界面活性剤（例えば、ＣＨＡＰＳ、３－ドデシル－ジメチルアンモニオ（ｄ
ｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｏ）－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチルアミ
ンオキシド））および／または、例えば、ＮａＯＨもしくはＫＯＨのようなアルカリ水酸
化物。特定の実施形態において、サンプル媒体はまた、無機酸または有機酸（例えば、ギ
酸、酢酸、リン酸など）を成分として含んでもよい。細胞の溶解が界面活性剤を使用する
ことなく達成され得る特定の実施形態において、高張液もしくは低張液または緩衝液また
は単に水もしくは有機性の液体を溶媒として使用してもよい。完全または部分的に身体サ
ンプルの細胞成分を可溶化するのに適する、あらゆる液体が、本明細書で使用されるサン
プル媒体としてみなされ得る。したがって、本明細書で使用されるサンプル媒体は、緩衝
化物質を含んでも、緩衝化能力を有してもよいが、必ずしもそうである必要は無い。
【００４５】
　一般的に、あらゆる適切な液体が、本発明のサンプル媒体において使用され得る。液体
は、有機性でも無機性でもよく、純粋な液体でも液体の混合物でも液体中の物質の溶液で
もよく、そして溶媒の特性を高めるさらなる物質を含んでもよい。細胞の溶解が界面活性
剤を使用することなく達成され得る特定の実施形態において、高張液もしくは低張液また
は緩衝液または単に水もしくは有機性の液体を溶媒として使用してもよい。完全または部
分的に身体サンプルの細胞成分を可溶化するのに適する、あらゆる液体が、本明細書で使
用され得るサンプル媒体としてみなされ得る。したがって、本明細書で使用されるサンプ
ル媒体は、必ずしも緩衝化物質を含む必要もなく、また緩衝化能力を有する必要も無い。
しかしながら本発明の特定の実施形態において、サンプル媒体は、緩衝化能力を有しても
、緩衝化物質を含んでもよい。
【００４６】
　一実施形態においてサンプル媒体は、生サンプルに潜在的に存在する細胞、細胞片、核
酸、ポリペプチド、脂質および他の生体分子が可溶化されるように、設計される。本発明
のさらなる実施形態において、溶媒は、身体サンプルの特定の成分の差次的な可溶化を確
保し、他の成分は可溶化されないままにするように設計され得る。
【００４７】
　本発明にしたがう身体サンプルを可溶化するためのサンプル媒体はさらに、生サンプル
中の成分の分解を防ぐ１つ以上の因子を含んでもよい。このような成分は、例えば、プロ
テイナーゼインヒビター、ＲＮＡｓｅインヒビター、ＤＮＡｓｅインヒビターなどのよう
な酵素インヒビターを含んでもよい。本発明の一実施形態において、サンプルは、試験個
体から得られた形態で直接溶解される。プロテイナーゼインヒビターは、例えば、セリン
プロテイナーゼのインヒビター、システインプロテイナーゼのインヒビター、アスパラギ
ン酸プロテイナーゼのインヒビター、メタロプロテイナーゼのインヒビター、酸性プロテ
イナーゼのインヒビター、アルカリ性プロテイナーゼのインヒビターまたは中性プロテイ
ナーゼのインヒビターを含み得る。本発明の特定の実施形態において、酵素の阻害は、例
えば、塩濃度、ｐＨまたはカオトロピック剤などによる酵素の変性のような化学的手段に
よって達成され得る。
【００４８】
　本発明の特定の実施形態において、アッセイの最適な結果を得るために、アッセイ系に
直接的に適用され得るサンプル媒体のｐＨは、中性付近である。さらなる実施形態におい
て、サンプル媒体のｐＨは、４～１０の範囲内である。特定の他の実施形態において、ｐ
Ｈは５～９の範囲内である。好ましい実施形態において、ｐＨは６～８の範囲内である。
より好ましい実施形態において、ｐＨは６．５～７．５の範囲内である。
【００４９】
　サンプル媒体および／または本発明にしたがう分析物の変性のための変性剤の例は、例
えば、表１に示される物質から選択され得る。
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【００５０】
　（表１）
　サンプル媒体
　界面活性剤：
　０．１％～１％　ＳＤＳ
　０．２％～３％　ＳＤＳ
　０．２％～３％　ＤＯＣ
　０．１％～１％　ｎ－オクチルグリコシド
　０．１％～３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００％
　０．１％～１％　Ｃｈａｐｓ
　０．１％～３％　Ｔｗｅｅｎ
　界面活性剤混合物：
　ＲＩＰＡ（１％　ＮＰ４０、０．５％　ＤＯＣ、０．１％　ＳＤＳ、ＰＢＳ）４０％～
１００％
　ＳＯＸ（０．５％　ＤＯＣ、０．５％　ｎ－オクチルグリコシド）４０％～１００％
　特別なサンプル媒体（３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、０．４％　ＳＤＳ、ＰＢＳ）
　市販の溶解媒体：
　Ｄｙｎａｌ（Ｄｙｎａｌ、Ｏｓｌｏ、Ｎｏｒｗａｙ）
　Ｍ－ＰＥＲ／Ｂ－ＰＥＲ（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）
　その他：
　０．５Ｍ～８Ｍ　尿素
　１％～９９％　ホルムアミド
　ＧｕａＳＣＮ
　１％～８０％　ギ酸
　１％～７０％　酢酸
　１％～５０％　リン酸
　Ｌａｅｍｍｌｉサンプル緩衝液（１０％～８０％　ＤＭＳＯ、１０％～８０％　ホルム
アミド、５０％～７０％　ギ酸、ＰＢＳ、クエン酸塩緩衝液　ｐＨ　６．０、リン酸塩緩
衝液中の５００ｍＭ　ＮａＣｌ）。
【００５１】
　本発明の全開示を通して、パーセント（％）で示される全ての濃度は、体積あたりのパ
ーセント重量（％ｗ／ｖ）をいう。
【００５２】
　好ましい実施形態において、本発明にしたがうサンプル媒体は、変性剤を含む。このよ
うな変性剤は、界面活性剤またはカオトロピック剤を含む群から選択されてもよい。
【００５３】
　特定の状況において、分析物は、可溶化サンプル中で分解され得、それゆえ検出され得
ない。このことは特に、サンプルが、さらなる調製の前に溶解（ｌｙｓｉｎｇ）媒体に直
接移され、その中で特定の期間にわたって、保存される場合に当てはまる。分解を防止す
るために、サンプル媒体はさらに、生サンプル内の成分の分解を防止する１つ以上の因子
を含んでもよい。このような成分は、例えば、プロテイナーゼインヒビター、ＲＮＡｓｅ
インヒビター、ＤＮＡｓｅインヒビターなどのような酵素インヒビターを含んでもよい。
インヒビターは、例えば、表２に示される組成物から選択されるプロテイナーゼインヒビ
ターを含んでもよい。
【００５４】
　（表２）
　インヒビター　　　　　　　　　　阻害されるプロテイナーゼのクラス
　アプロチニン　　　　　　　　　　　　　セリン
　ベンザミジン　　　　　　　　　　　　　セリン
　ベスタチン　　　　　　　　　　　　　　アミノペプチダーゼ
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　カルペプチン　　　　　　　　　　　　　システイン
　シスタチン　　　　　　　　　　　　　　システイン
　Ｅ－６４　　　　　　　　　　　　　　　システイン
　ＥＤＴＡ　　　　　　　　　　　　　　　メタロ
　エラスタチナール　　　　　　　　　　　セリン
　ＥＳＴ　　　　　　　　　　　　　　　　システイン
　ウシ胎仔血清　　　　　　　　　　　　　全てのクラス
　ロイペプチン　　　　　　　　　　　　　セリン／システイン
　ａ２－マクログロブリン　　　　　　　　全てのクラス
　ＮＣＯ－７００　　　　　　　　　　　　システイン
　ペファブロック＝ＡＥＢＳＦ　　　　　　セリン
　ペプスタチンＡ　　　　　　　　　　　　アスパラギン酸
　ＰＭＳＦ　　　　　　　　　　　　　　　セリン
　ｏ－フェナントロリン　　　　　　　　　メタロ。
【００５５】
　安定化の目的のために、サンプル媒体はまた、分解においてサンプルタンパク質と競合
する、かさ高いタンパク質（例えば、ウシ血清アルブミンもしくは仔ウシ血清アルブミン
のようなアルブミン、大豆レシチンまたは他のバルクのタンパク質）を含んでもよい。か
さ高いタンパク質は、例えば、プロテイナーゼインヒビターと一緒に存在し得るか、また
はプロテイナーゼインヒビターの代わりに添加され得る。特定の実施形態において、サン
プル媒体は、アッセイ（例えば、ＥＬＩＳＡ）の実行と適合するように選択され得、その
結果、可溶化サンプルは、アッセイに直接的に適用され得る。
【００５６】
　特定の実施形態において、サンプル媒体はまた、微生物の活動を阻害するための物質を
含んでもよい。このような物質は、例えば、マイクロビジディック（ｍｉｃｒｏｂｉｚｉ
ｄｉｃ）物質または静菌性（ｍｉｃｒｏｂｉｏｓｔａｔｉｃ）物質を含み得る。このよう
な物質は、例えば、アジ化ナトリウム、プロクリン、５－ブロモ－５－ニトロ－１，３－
ジオキサン、２－メチル－４－イソチアゾリン－３－オン、５－クロロ－２－メチル－４
－イソチアゾリン－３－オンおよび水銀含有化合物（例えば、チメロサール）を含む。
【００５７】
　本発明にしたがうサンプル媒体中の分析物の全体的な安定化のために、加熱工程が適用
される。特定の実施形態において、本発明にしたがうサンプル媒体はまた、１つ以上の変
性剤を含んでもよい。このような組み合わせは、本明細書に開示される変性剤を、任意の
適切な組み合わせで含み得る。
【００５８】
　本発明の文脈で使用される加熱は、可溶化身体サンプルを含むサンプル媒体を周囲温度
よりも高い温度に供するプロセスをいい、特定のサンプル媒体の沸点より低いか、または
それより高い任意の温度まで加熱することに関し得る。加熱は、例えば、３０℃～１５０
℃の温度に供することを包含し得る。特定の実施形態において、加熱は、５０℃より高い
温度に供することを包含し得る。本発明の好ましい実施形態において、加熱は、７０℃と
１３０℃との間の温度に供することをいう。別の好ましい実施形態において、加熱は、９
５℃と１１０℃との間の温度に供することを包含する。
【００５９】
　本発明の文脈において、加熱は、身体サンプルに含まれる分析物がサンプル媒体中で最
適に安定化されることを可能にする期間にわたり、実行される。この方法に必要とされる
期間は、変動し得、サンプルの型に依存する。所定の温度での加熱時間（有効なインキュ
ベーション時間）は、５分間と３０分間との間となるように選択され得る。本発明の好ま
しい実施形態において、インキュベーション時間は、１０分間と２７分間との間である。
別の好ましい実施形態において、インキュベーション時間は、１５分間と２５分間との間
である。所定の温度での全体的な加熱時間は、所定の温度でのサンプル溶液のインキュベ
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ーションのための時間とは区別しなければならない。先に示される加熱時間（有効なイン
キュベーション時間）は、サンプル溶液の温度が最終的なインキュベーション温度へ平衡
化される時間の間、サンプル溶液が加熱デバイス内で加熱される時間をいう。この時間は
、一般的に、サンプル溶液がインキュベーション温度に平衡化した後の、想定されるイン
キュベーション温度でのインキュベーションのための期間よりも長い。目的とされる温度
での単なるインキュベーションのために、１分間～３０分間の期間が、本発明にしたがう
方法に適切であるとみなされ得る。本発明の好ましい実施形態において、３分間～１５分
間の期間が加熱のために使用される。本発明の特定の実施形態において、５分間と１２分
間との間の期間が十分である。与えられるインキュベーション時間は、使用される加熱デ
バイスならびに使用されるバイアルの型およびサンプル媒体に強く依存する。したがって
、インキュベーションに必要とされる期間は、先に示される期間を超過しても、それより
もなお短くてもよい。当業者は、計画した期間にわたる、想定されるインキュベーション
温度でのサンプル溶液のインキュベーションを可能にするために、周囲温度に平衡化した
サンプル溶液（このサンプル溶液は、既に熱くなった加熱デバイスに導入されている）の
インキュベーションに必要とされる期間をどのようにして決定するかを知っている。本発
明の方法を実行するための加熱デバイスは、実験室において、固定された期間にわたって
、サンプル溶液を加熱することに適用可能な、あらゆる加熱デバイスであり得る。一般的
に、加熱デバイスは、サーモスタットを備えており、予め選択された固定温度を維持する
ように設定され得る。このような加熱デバイスは、例えば、水浴、マイクロ波オーブン、
および加熱ブロックを含み得る。本発明の特定の実施形態において、加熱デバイスは、使
用者がインキュベーション時間を容易に制御することを可能にするタイマーを備えている
。その他の方法では、使用者は、インキュベーション時間を制御するために、例えば、目
覚まし時計のような外部のタイマーを使用し得る。
【００６０】
　本発明の文脈で使用される安定化は、特定の温度でサンプル媒体中でインキュベートさ
れる分析物が分解されるか、またはその他の方法で改変され、それにより分析物が検出不
能にされるか、もしくは、特定の期間を経た後に分析物が、インキュベーションの開始点
と比べて、改変されたレベルで検出不能または検出可能にされる状況をいう。本発明の特
定の実施形態において、安定化は、サンプル溶液中での検出可能なレベルの分析物の安定
化をいう。特定の実施形態において、特定の期間を経た後の検出可能な分析物のレベルの
偏差が、期間の始まりにおける検出可能なレベルと比べて、３０％以下であることが、安
定であるとみなされる。特定の好ましい実施形態において、２０％以下の偏差が安定であ
るとみなされる。特定の特に好ましい実施形態において、１５％以下の偏差が、分析物が
安定化されたとみなされる。
【００６１】
　本発明の特定の実施形態において、安定化は特に、周囲温度でのサンプルの保存および
運搬のための安定化である。周囲温度は主に、－２０℃と＋５０℃との間の温度を与える
。本発明の特別な実施形態において、安定化はまた、特別な温度範囲での分析物の安定化
をいい得、そしてまた、２℃と３０℃との間での保存条件および運搬条件のための安定化
をいい得る。なお別の実施形態において、温度範囲は、－８０℃と２０℃との間であり得
る。特定の実施形態において、安定化は特に、サンプルの温度が全く制御されず、その結
果、運搬環境または保存環境に存在するあらゆる温度が、特定の検出方法により検出可能
な分析物のレベルに変更が生じないという意味においてサンプルおよび安定性に許容され
得る状態をいう。本発明のいくつかの実施形態において、分析物の安定化はまた、保存お
よび運搬のためのあらゆる温度のために達成され得る。
【００６２】
　本発明の文脈で使用される分析物を変性することまたは分析物の変性は、分析物の天然
の状態に対する、あらゆる種類の、分析物を変更することまたは分析物の変更をいう。本
発明の特定の実施形態において、天然の状態に対するこのような変更は、分析物（タンパ
ク質）の、天然の、または天然に存在する二次構造、三次構造または四次構造のあらゆる
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種類の破壊を包含し得る。
【００６３】
　本発明の一局面は、変性バイオアッセイに関する。本発明の文脈における変性バイオア
ッセイは、サンプル溶液中の分析物の存在もしくは非存在および／または分析物のレベル
を検出するように設計される免疫化学的アッセイである。このようなバイオアッセイは、
好ましくは、分析物の検出を液相で実行するか、または固相に固定された試薬を使用する
アッセイである。あらゆる場合において、本発明にしたがう変性バイオアッセイは、変性
剤の存在下で実行される免疫化学的反応の少なくとも１つの工程に特徴を有する。本発明
にしたがう変性バイオアッセイにおける状況とは対照的に、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにおいては
、ゲル電気泳動のみが変性条件下で実行され、変性剤を洗い流した後に続いて、免疫化学
的検出反応が実行される。本発明にしたがう変性バイオアッセイの一例は、例えば、抗原
捕捉工程を分析物と変性剤とを含むサンプル溶液から直接的に実行するサンドウィッチＥ
ＬＩＳＡである。このような場合において、変性剤を含むサンプル溶液は、固相に固定さ
れた、特定の分析物に対する抗体に接触される。捕捉抗体による分析物の捕捉が実行され
、この工程の後にのみ、変性剤が洗い流される。このような方法の利点は、変性された分
析物に存在するコンフォメーションの変化が、捕捉工程の間維持され、したがってプロー
ブまたは抗体と変性された分析物との相互作用が生じ得るということである。特定の場合
において、このことは、分析物の検出において精度の改善をもたらし得る。特に、分析物
の線状エピトープがプローブまたは抗体の生成に使用された場合、上記の抗体によるこの
ような分析物の検出は、免疫化学的反応が変性条件下で実行された場合に改善され得る。
　
【００６４】
　しかしながら、当該分野において、高濃度の変性剤が免疫化学的反応を妨害し、それゆ
え、例えば、インキュベーション溶液中にＳＤＳが存在する場合、抗原結合が適切な方法
で生じ得ないという先入観が存在した。ここで、本発明者らは、このような増大した濃度
の変性剤が、先に記載される特定の状況下での免疫化学的検出反応の性能に肯定的な影響
を有し得ることを見出した。
【００６５】
　本発明にしたがう変性イムノアッセイは、例えば、免疫沈降または免疫学的アッセイ（
例えば、ＥＩＡ、ＥＬＩＳＡ、ＲＩＡ、ＥＣＬＩＡ、ＬＩＡ、側方流れアッセイ、貫流ア
ッセイ、イムノクロマトグラフィーストリップ、ラテックス凝集アッセイなど）を含み得
るが、これらに限定されない。本発明において変性イムノアッセイとして使用するための
イムノアッセイは、競合イムノアッセイおよび非競合イムノアッセイを含み得る。特定の
実施形態において、固相に固定された抗体またはプローブが、イムノアッセイに使用され
得る。固相は、平らな表面、粒子（ミクロ粒子、ナノ粒子またはなおさらに小さな粒子が
挙げられる）のような固体物質の種々の実施形態を含み得る。特定の実施形態において、
粒子は、球、ビーズまたはコロイドなどとして提供され得る。
【００６６】
　試験キットまたはインビトロ診断デバイスにおいて、試薬の固相への固定は、直接的な
固定または間接的な固定によって実行され得る。直接的な固定は、共有結合、非共有結合
、会合または表面への吸収により実行され得る。間接的な固定は、因子へ抗体が結合する
ことによって実行され得、この因子自体は、固相に直接的に固定され得る。結合因子とし
ては、例えば、アビジン、ストレプトアビジン、ビオチン、ジゴキシゲニンまたは抗体な
どが挙げられる。
【００６７】
　イムノアッセイは、分析物、または好ましくは分析物を認識するために使用されるプロ
ーブのいずれかを認識する因子を検出することを伴う、１つ以上のさらなる反応を含み得
る。検出反応はさらに、分析物のレベルを示すレポーター反応を含み得る。
【００６８】
　検出系は、例えば、色素形成系、発光系（電気発光、生物発光、光ルミネセンス、放射



(22) JP 2013-83660 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

線発光、化学発光、電気化学発光）、蛍光ベースの系、伝導率ベースの検出系、照射（光
、ＵＶ、Ｘ線、γなど）、プラスモン共鳴（例えば、表面プラスモン共鳴　ＳＰＲ）また
は任意の他の公知の方法であり得る。
【００６９】
　本発明の特定の実施形態において、このような変性バイオアッセイに使用される変性剤
は、サンプル媒体の一部であってもよく、このサンプル媒体中に身体サンプルが、分析前
に、保存および運搬のために導入される。他の実施形態において、変性工程の直前に、変
性剤とサンプル中の分析物タンパク質とを接触させる。本明細書に開示される変性バイオ
アッセイに使用される変性剤は、例えば、以下を含み得る：尿素、ＧｕａＳＣＮ、ホルム
アミドのようなカオトロピック剤、界面活性剤（例えば、アニオン性界面活性剤（例えば
、ＳＤＳ、Ｎ－ラウリルサルコシン、デオキシコール酸ナトリウム、アルキル－アリール
スルホネート、長鎖（脂肪）アルコール硫酸塩、オレフィン硫酸塩およびオレフィンスル
ホン酸塩、αオレフィン硫酸塩およびαオレフィンスルホン酸塩、硫酸化モノグリセリド
、硫酸化エーテル、スルホサクシネート、アルカンスルホン酸塩、リン酸エステル、アル
キルイセチオン酸塩、スクロースエステル）、カチオン性界面活性剤（例えば、セチルト
リメチルアンモニウムクロライド）、非イオン性界面活性剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ　２０
、Ｎｏｎｉｄｅｔ　Ｐ－４０、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、ＮＰ－４０、Ｉｇｅｐａｌ　
ＣＡ－６３０、Ｎ－オクチル－グルコシド）または両性界面活性剤（例えば、ＣＨＡＰＳ
、３－ドデシル－ジメチルアンモニオ－プロパン－１－スルホネート、ラウリルジメチル
アミンオキシド））および、例えば、ＮａＯＨもしくはＫＯＨのようなアルカリ水酸化物
。特定の実施形態において、変性剤はまた、無機酸または有機酸（例えば、ギ酸、酢酸、
リン酸など）を成分として含んでもよい。
【００７０】
　本発明によれば、イムノアッセイの間に、増大した濃度の界面活性剤が存在してもよい
。本発明の特定の実施形態において、イムノアッセイは、０．１％より高い濃度のＳＤＳ
に対して許容性であり、好ましい実施形態において、イムノアッセイは、０．３％より高
いＳＤＳ濃度に対して許容性である。別の好ましい実施形態において、イムノアッセイは
１％より高い濃度のＳＤＳに対して許容性である。本発明の特定の実施形態において、イ
ムノアッセイは、０．１％より低い濃度から少なくとも３％までの濃度のＴｒｉｔｏｎ　
Ｘ　１００に対して許容性であり得る。
【００７１】
　本発明のさらなる局面は、タイマーを備える自動加熱デバイスであり、このデバイスは
、本発明にしたがう方法のための加熱サイクルを実行するように設計される。加熱デバイ
スは、サンプル媒体中に可溶化されたサンプルを目標温度まで上昇させ、特定の時間の間
、目標温度でサンプルを維持するように設計される。
【００７２】
　本発明の最も好ましい実施形態において、自動化されるとは、温度の設定がデバイス内
において事前に設定されており、使用者がインキュベーションのための温度を設定しなく
てもよくかつ設定する必要がないことを意味する。さらに、自動化されるとは、インキュ
ベーションのための時間もまたデバイスにおいて事前に設定されていることを意味する。
使用者は、事前に設定されたパラメータに影響する立場に立つことなく、事前に設定され
たインキュベーションサイクルを開始するだけでよい。このような自動化は、インキュベ
ーションパラメータに対する誤りを減少させるために適している。
【００７３】
　特定の実施形態において、加熱デバイスは、サンプル内の温度を、７０℃以上の温度へ
上昇させ、その温度を維持するように設計される。さらなる実施形態において、加熱デバ
イスは、サンプル内の温度を、９０℃～１１０℃の温度へ上昇させ、その温度を維持する
ように設計される。最も好ましい実施形態において、加熱デバイスは、サンプル内の温度
を、９５℃～９９℃の温度へ上昇させ、その温度を維持するように設計される。測定アー
チファクトおよび／または測定の不正確さに起因して、示される温度は、＋／－２℃とし
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て理解されなければならない。
【００７４】
　加熱デバイスは、少なくとも５分間、サンプル内の温度を維持するように設計される。
別の実施形態において、加熱デバイスは、７分間～３０分間、サンプル内のこの温度を維
持するように設計される。最も好ましい実施形態において、加熱デバイスは、１０分～２
７分の期間にわたり、サンプル内の温度を維持するように設計される。
【００７５】
　特定の実施形態において、加熱デバイスは、デバイスの自動遮断により、インキュベー
ション期間の終了を自動的に検出することを可能にする方法で自動化されてもよい。さら
なる実施形態において、デバイスは、インキュベーション期間の終了時に、聴覚、振動ま
たは視覚による信号を与えるように装備されてもよい。
【００７６】
　好ましい実施形態において、加熱デバイスは、サンプルバイアルを取り上げ得るドリル
を備える加熱ブロックであってもよい。
【００７７】
　以下に提供される実施例により、本発明の主題の説明が示され、そしてこれらの実施例
は、本発明の範囲を限定するものとは意図されない。提供される実施例への数例のバリエ
ーションが、当業者により実行され得る。したがって、実施例は、ここで詳述した本発明
のもとの方法の限定された範囲の実施形態を提供するにすぎない。本発明者らにより実行
された包括的な試験に基づいて、開示された方法は、本明細書に詳述された本発明の方法
の肯定的な効果を変更することなく、容易に他の分析物および他の変性剤に移すことが可
能であると、本発明者らは考える。
【実施例】
【００７８】
　（実施例１：子宮頸部由来のサンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質、Ｅｐ－ＣＡＭ
タンパク質およびγカテニンタンパク質の安定化）
　標準的なサンプリングデバイスを用いて得られた頸部標本中のｐ１６ＩＮＫ４ａタンパ
ク質レベルを決定した。１１個のサンプルを本明細書中に開示される本発明に従う加熱工
程に供し、特定期間の保存後のｐ１６ＩＮＫ４ａレベルについて分析した；さらに７つの
サンプルを、ｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質レベルについてのＥＬＩＳＡ技術によるサンプ
ル分析のために直接使用した。
【００７９】
　（サンプルの調製および安定化）
　この実施例のため、子宮頸管内部（ｅｎｄｏｃｅｒｖｉｃａｌ）ブラシまたはＣｅｒｖ
ｅｘ－Ｂｒｕｓｈ　Ｃｏｍｂｉ（Ｒｏｖｅｒｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）を使
用して、婦人科医が患者サンプルを収集した。子宮頸管内部ブラシからの従来のＰＡＰ塗
沫標本の調製後、このブラシが有する残存サンプル材料を、５ｍｌのＰＳＴ緩衝液（ＰＳ
Ｔ緩衝液：１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００、０．３％　ＳＤＳ、およびリン酸緩衝化生理
食塩水；使用前に緩衝液の安定化のために保存剤としてＰｒｏｃｌｉｎ　３００を含めた
、リン酸緩衝化生理食塩水）を含むサンプル収集バイアル（例えば、Ｓａｒｓｔｅｄｔに
よるＰＰバイアル）に入れる。そのブラシのハンドルを取り外し、このブラシの先端をサ
ンプル収集バイアル内に残す。サンプル材料および収集ブラシの入ったサンプル収集バイ
アルを、サンプル収集後２時間以内に、９５℃の水浴中で１５分間熱処理するか、あるい
は熱処理工程のために使用され得る、加熱ブロックにおいて１００℃で２５分間熱処理す
る。
【００８０】
　サーモスタットおよびバイアルに適したサイズのドリル穴を有する加熱ブロック（Ｎｅ
ｏＬａｂ　カタログ番号２－２５０３）を使用した。さらなる操作なしに（遠心分離なし
、ブラシはバイアル内のまま）、サンプルを、以下のようにＥＬＩＳＡによるサンプルの
分析まで室温で１４日間保存する。
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【００８１】
　（ＥＬＩＳＡの実施）
　ｐ１６ＩＮＫ４ａのレベルおよび／または濃度を、１００μｌのサンプル／測定物を用
いる二連の測定において決定する。ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルを、例えば、室温で、サンプ
ル保存開始から１日後、２日後、５日後および６日後に測定する。各データ点は２つの測
定の平均である（変動係数１０％未満）。
【００８２】
　ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的抗体クローンｍｔｍ　Ｅ６Ｈ４によりコーティングされたＥＬ
ＩＳＡプレートを、ｐ１６ＩＮＫ４ａのＥＬＩＳＡ検出のために使用した。１００μｌの
細胞溶解サンプルを各ウェルに添加した。試験の検量目的のため、異なる濃度の組み換え
ｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質（０ｐｇ／ｍｌ、５０ｐｇ／ｍｌ、１００ｐｇ／ｍｌ、２０
０ｐｇ／ｍｌ、４００ｐｇ／ｍｌ、８００ｐｇ／ｍｌ）を試験中に含めた。サンプルを室
温で１時間インキュベートした。
【００８３】
　その後、自動ＥＬＩＳＡ洗浄器を使用して３回の洗浄を実施した。ｐ１６ＩＮＫ４ａタ
ンパク質に特異的な、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）結合体化二次抗体クローン
ｍｔｍ　Ｄ７Ｄ７を、サンドイッチＥＬＩＳＡ系における検出のために使用した。１００
μｌのＤ７Ｄ７－ＨＲＰ溶液を各ウェルに添加し、そして室温で１時間インキュベートし
た。その後、自動ＥＬＩＳＡ洗浄器を使用して３回の洗浄工程を実施した。１００μｌの
ＴＭＢ基質を各ウェルに添加した。これらのＥＬＩＳＡプレートを暗所で正確に１５分間
２５℃でインキュベートした。次いで、その反応を８０μｌの２．５Ｍ　Ｈ２ＳＯ４の添
加によって停止させた。反応停止後５分以内にＯＤ４５０ｎｍを測定した。それらの結果
の評価後、各サンプルはＯＤ値を有した。このアッセイに含まれる検量サンプルに基づい
た検量曲線を使用して、ＯＤを相対的なユニット／ｍＬに変換した。
【００８４】
　Ｅｐ－ＣＡＭおよびｇカテニンを、以下の抗体の対に基づく特異的なサンドイッチＥＬ
ＩＳＡを使用して、類似のサンプルから決定した：Ｅｐ－ＣＡＭに対してＨＥＡ－１２５
（Ｇｅｒｍａｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｅｎｔｅｒ）およびＭＫ１－４１
０（ＢｉｏＶｅｎｄｏｒ）、ｇカテニンに対して１０Ｆ８（ｍｔｍ　ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ）および４Ｃ１２（ｍｔｍ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）。
【００８５】
　（結果）
　頸部標本において測定したｐ１６ＩＮＫ４ａレベルを、ＯＤ（このとき、１つのサンプ
ルについての全てのデータは１つのみのＥＬＩＳＡプレートを使用して得る）またはユニ
ット／ｍＬのいずれかで記録する。異なる時点におけるそれぞれのサンプル中で測定され
るレベルを、熱処理されていないサンプルについて図１に、そして熱処理されたサンプル
について図２に示す。
【００８６】
　図１に示されるデータは、サンプルが周囲温度で数日間にわたって保存される場合、Ｅ
ＬＩＳＡにおいて検出可能な、ｐ１６ＩＮＫ４ａシグナルの有意な消失が存在することを
実証する。このことは、サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａ分析物タンパク質の分解があるこ
と示す。図２において、熱処理に供されたサンプルについて試験した期間全体にわたって
、シグナルの消失が存在しないことが認識できる。したがって、熱処理後に得た頸部標本
からのｐ１６ＩＮＫ４ａレベルは、全保存期間の間、安定化される。
【００８７】
　標本サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａレベルが種々の熱処理手順によって影響を受けるか
どうかを決定するため、１４個の異なるサンプルから４つの連続したアリコートを得、以
下のようにインキュベートした：
　・１００℃で１５分後に採取したアリコート１
　・１００℃で２５分後に採取したアリコート２
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　・１００℃で３５分後に採取したアリコート３
　・さらに１０５℃で１０分後に採取したアリコート４（熱処理の総時間４５分）。
【００８８】
　ｐ１６－ＥＬＩＳＡを使用して、各アリコートからｐ１６ＩＮＫ４ａ濃度を個別に二連
で決定した。４つの測定物間での平均濃度（４つの測定物のエラーバーを含む）および変
動係数を図３に示す。この状況における検出限界を、４Ｕ／ｍＬに設定する。この実験の
結果は、測定したｐ１６ＩＮＫ４ａレベルにおいて、適用される時間期間の範囲にわって
、熱処理に適用されるインキュベーション時間に依存した差異のないことが認識されるこ
とを示す。このことは、広い範囲の時間期間が適用され得ることを実証する。サンプルの
熱処理期間の増加および温度の上昇でさえ、ｐ１６－ＥＬＩＳＡを使用した分析物の決定
を妨げない。
【００８９】
　いくつかの患者サンプルのプールを使用し、そして８０℃、９０℃または９９℃での１
０分間の熱処理を行った。これにより、安定化が熱処理の温度に依存することが示され得
る。このプールされたサンプルのアリコートは未処理のままであり、これをコントロール
として使用した。図４に示されるように、患者サンプルのプールは、熱処理に供されない
場合には不安定であり、そして熱処理の際に安定化される。観察される安定化は、この熱
処理が９０℃超である温度でなされる場合に最良である。
【００９０】
　熱処理に供されない３つの患者サンプル中のｇカテニンレベルおよび熱処理に供された
７つの患者サンプル中のｇカテニンレベルの決定の結果を、それぞれ図５および図６に示
す。本発明者らの結果から、ｇカテニンが熱処理の際にＰＳＴ緩衝液中で安定化されるこ
とが分かり得る。
【００９１】
　熱処理に供されない６つの患者サンプル中のＥｐ－ＣＡＭレベルおよび熱処理に供され
た７つの患者サンプル中のＥｐ－ＣＡＭレベルの測定による類似の結果を、図７および図
８にそれぞれ示す。本発明者らの結果は、Ｅｐ－ＣＡＭも熱処理の際にＰＳＴ緩衝液中で
安定化されることを示す。
【００９２】
　同じ患者サンプルから採取したアリコートからのｐ１６ＩＮＫ４ａの測定を実施した。
Ｅｐ－Ｃａｍおよびｇカテニンについて同じ測定を行った。この場合の測定は、各分析物
についての別々のＥＬＩＳＡプレートを使用して実施した。しかしながら、２つ以上の分
析物の決定を１つの単独のプレートにおいて実施し得るＥＬＩＳＡプレートを作製するこ
とは可能である。
【００９３】
　要約すると、概説した実験の結果は、熱処理の間に適用される温度が所定の条件下で少
なくとも５分間９０℃超に良好に適することを示す。４５分までの処置持続時間のさらな
る延長は、分析物を変化させない。さらに、これらの結果は、ｐ１６分析物、ｇカテニン
分析物およびＥｐ－ＣＡＭ分析物の安定性より、周囲温度での少なくとも６日間の保存が
達成され得ることを示す。これらの観察された安定化はタンパク質に特異的ではない。な
ぜなら、３種の異なるタンパク質について観察されることが示されるからである。
【００９４】
　これらの結果はまた、実験において試験した全ての分析物が免疫アッセイにおいて検出
され得ることを実証する。ここで第一のインキュベーション工程は、０．３％　ＳＤＳお
よび１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００の存在下で実施される。
【００９５】
　さらに、この熱処理手順が、患者サンプル中に存在する細胞からのｐ１６ＩＮＫ４ａの
抽出手順の安定化を生じさせることが注意され得る。ブラシ（これは熱処理の間にバイア
ル中に残される）の存在に起因して、細胞の効率的な溶解および分析物の均一な可溶化が
達成される。ブラシ中に残される物質を失う危険性は、大いに低減される。
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【００９６】
　（実施例１ａ：子宮頸部由来のサンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質についての変
性イムノアッセイ）
　上記プロトコルの改変物において、本発明者らは、異なる加熱時間および異なる組成の
サンプル媒体による種々の実験を実施した。頸部スワブを備える頸部サンプリングデバイ
ス（Ｃｙｔｏｂｒｕｓｈ）に、７００μｌの溶解緩衝液（３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００
および０．５％　ＳＤＳを有するＰＢＳ）の入った１．５ｍｌの反応チューブ中に入れた
。シャフトを切断し、閉じたチューブを室温で３０秒間ボルテックスした。その後、ブラ
シを取り除いた。反応チューブを３０分間９５℃で加熱した。１００μｌの溶解物を、ｐ
１６ＩＮＫ４ａ捕捉抗体（クローンＥ６Ｈ４）によりコーティングした９６ウェルプレー
トにおいて、ウェルごとにピペッティングした。ビオチン化ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的検出
抗体およびストレプトアビジン－ＨＲＰ結合体を用いて、検出を実施した。基質としてＤ
ＡＢを使用した。これらの結果を図９に示す。ｐ１６ＩＮＫ４ａが、ある濃度の変性剤（
０．５％　ＳＤＳおよび３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００）の存在下でのＥＬＩＳＡアッセ
イによって検出されたことが、認められ得る。さらに、ｐ１６ＩＮＫ４ａ値の上昇（ｐ１
６ＩＮＫ４ａの過剰発現を示す）と、試験した組織の細胞学的に確認される異常の存在と
の間に相関関係が存在する。
【００９７】
　（実施例２：ＥＬＩＳＡ技術およびＬＩＡ技術を使用したｐ１６ＩＮＫ４ａについての
変性免疫アッセイの実施）
　標準的な頸部サンプリングデバイスを用いて得た頸部標本におけるｐ１６ＩＮＫ４ａタ
ンパク質のレベルを決定した。１２個のサンプルを本明細書中に開示される本発明に従う
加熱工程に供し、そして高濃度の界面活性剤の存在下において、ＥＬＩＳＡ技術およびＬ
ＩＡ技術によってｐ１６ＩＮＫ４ａレベルについて分析した。
【００９８】
　サンプルの調製および安定化、ならびにＥＬＩＳＡを、実施例１に示されるように実施
する。
【００９９】
　（ＬＩＡの実施）
　Ｄｙｎａｌからの標準的なコーティング手順を使用して、ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的抗体
クローンｍｔｍ　Ｅ４Ｈ６によりダイナビーズ（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ）Ｍ－２８０をコー
ティングし、そして保存緩衝液中で濃度５ｍｇ／ｍｌにて保存した。ｐ１６ＩＮＫ４ａ特
異的な抗体クローンｍｔｍ　Ｄ７Ｄ７を、標準的な手順によってイソルミノールにより標
識した。このアッセイを、ＤｉａＳｏｒｉｎ　Ｌｉａｉｓｏｎ（登録商標）分析器を用い
て実施した。溶解した細胞サンプルのうち２００μｌのサンプルを、１００μｌのトレー
サー溶液（ｔｒａｃｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ）（１０ｍＭ　ＰＢＳ（ｐＨ７．４）、１％　
ＢＳＡ中のイソルミノールにより標識したモノクローナル抗ｐ１６ＩＮＫ４ａ抗体Ｄ７Ｄ
７）および２０μｌの抗体コーティングした磁気粒子に添加した。３７℃で１０分のイン
キュベーション後、これらの粒子を磁石により分離し、Ｌｉａｉｓｏｎ（登録商標）Ｗａ
ｓｈ／Ｓｙｓｔｅｍ　Ｌｉｑｕｉｄにより３回洗浄した。３回目の洗浄工程の後、これら
の粒子を再度分離し、その上清を廃棄した。２つの使用準備済みの（ｒｅａｄｙ－ｔｏ－
ｕｓｅ）誘発溶液（Ｌｉａｓｏｎ（登録商標）Ｓｔａｒｔｅｒ　Ｋｉｔ）の注入により化
学発光シグナルを生成する。この試験の検量目的のため、異なる濃度の組み換えｐ１６Ｉ

ＮＫ４ａタンパク質（０ｐｇ／ｍｌ、５０ｐｇ／ｍｌ、１００ｐｇ／ｍｌ、２００ｐｇ／
ｍｌ、４００ｐｇ／ｍｌ、８００ｐｇ／ｍｌ）をこの試験に含めた。
【０１００】
　（結果）
　頸部標本で測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレベルを、ユニット／ｍＬで報告する。
【０１０１】
　図１０に示されるデータは、両方のアッセイ型によって測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレ
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ベルと僅かな差異のみを示す。したがって、この実験は、ＥＬＩＳＡ技術およびＬＩＡ技
術を使用して、分析物タンパク質の変性状態を維持させ得る濃度（０．３％　ＳＤＳ）の
変性剤の存在下で分析物を検出し得ることを証明する。
【０１０２】
　本発明者らは、いくつかの分析物（ｐ１６ＩＮＫ４ａタンパク質、ｇカテニン、Ｅｐ－
Ｃａｍ、ＨＰＶ　Ｅ７、ＣＡ１９－９、ＭＣＭ－２およびＣＤＣ－６が挙げられる）の検
出についてＥＬＩＳＡアッセイおよびＬＩＡアッセイを等価に実施し得、そして有意によ
り高濃度の変性剤の存在下においてさえ再現性よく検出され得ることを示し得る。例えば
、１％　ＳＤＳの存在下でのアッセイを首尾よく実施し得る。あるいは、３％　Ｔｒｉｔ
ｏｎ　Ｘ１００の濃度を、分析物の検出のためにＥＬＩＳＡ形式において首尾よく使用し
た。これらの場合、本発明者らは、変性剤がアッセイの間に存在する場合において、変性
剤を省略した場合と比較して、免疫アッセイにおけるサンプルの分析によって得られた結
果の再現性の改善を観察し得る。このことは、本明細書中に詳述したような範囲の濃度の
変性剤が、能力、特に免疫化学的検出方法の再現性を改善するのに適していることを示す
。
【０１０３】
　（実施例３：側方流れ試験形式における頸部上皮内癌の検出）
　９つの頸部スワブ（実施例１の条件と同様の溶解条件）を、従来のＰＡＰ試験に供し、
そしてそれらのスワブ中に含まれる細胞から調製した溶液中のサイクリン依存性キナーゼ
インヒビターｐ１６ＩＮＫ４ａの過剰発現の、その後の側方流れに基づく検出において、
溶解に供した。この側方流れ試験を、以下のように実施した。
【０１０４】
　（細胞の溶解）
　頸部スワブサンプルを、５ｍｌのＰＳＴ緩衝液の入ったサンプル収集バイアル（ＳＣＶ
）に移した。このサンプル収集バイアルを水浴中で９５℃で１５分間インキュベートした
。このサンプル収集バイアルを室温に冷まし、４ｍｌの上清を新しいチューブに遠心分離
なしで移した。場合によって、この上清を－２０℃で保存してもよい。
【０１０５】
　（側方流れアッセイの実施）
　（捕捉抗体の膜への適用）
　ｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的抗体ｍｔｍ　Ｅ６Ｈ４および組み換えｐ１６ＩＮＫ４ａタンパ
ク質のストック溶液を、ＴＢＳ（１％ウシ血清アルブミンを含む）中に希釈し、最終抗体
濃度１ｍｇ／ｍｌおよび組み換えｐ１６ＩＮＫ４ａ濃度１０μｇ／ｍｌの使用準備済みの
スポット溶液を得た。この使用準備済み溶液を、３０μｌ／３０ｃｍにてニトロセルロー
ス膜上にスポットした。Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｅｌｌのウィック（ｗｉｃ
ｋ）をそのニトロセルロースの一端に取り付け、そしてディップスティックを３７℃で１
５分間乾燥させる。次いで、これらのディップスティックを室温で平衡化させて４ｍｍ幅
のディップスティックに切断する。
【０１０６】
　（サンプルとのインキュベーション）
　２μｌのｐ１６ＩＮＫ４ａ特異的抗体（クローンｍｔｍ　Ｄ７Ｄ７）を、金コロイド（
４０ｎｍの粒子サイズ；ＯＤ　４４）と結合体化させ、これを１００μｌの各サンプル溶
解物（０．３％　ＳＤＳおよび１％　Ｔｒｉｔｏｎを含む）に添加し、よく混合し、マイ
クロタイターウェルに移す。ディップスティックを、捕捉抗体として捕捉抗体クローンｍ
ｔｍ　Ｅ６Ｈ４、およびポジティブコントロールのラインとして組み換えｐ１６ＩＮＫ４

ａによりコーティングし、これをウェルに加え、サンプルを浸漬させ完了するまで移動さ
せた（ｒｕｎ）。ディップスティックが濡れている間に、シグナルを読み取った。
【０１０７】
　（結果）
　これらの結果を図１１に示す。本発明者らの試験形式において、以下のことが認識可能



(28) JP 2013-83660 A 2013.5.9

10

20

30

40

50

である。３つ全てのサンプルを、対応する細胞学的標本のＰＡＰ染色によってＰＡＰＩＶ
ａとして分類した。これは、形成異常細胞であることを示し、スポットした捕捉抗体の領
域中に明確に視認可能なバンドを得た。対照的に、残りの６サンプルについてはバンドを
検出し得ず、ＰＡＰ染色によってＰＡＰ　ＩＩ－ＩＩｗとして分類した。これは正常細胞
であることを示す。ポジティブコントロールのラインは、試験成分が機能性であることを
示す。サンプルなしのネガティブコントロール（Ｃｏ）は、非特異的な染色を示さなかっ
た。
【０１０８】
　（実施例４：尿由来の液体ベースの細胞学的サンプル中のＭＣＭ－５タンパク質レベル
およびＭＣＭ－２タンパク質レベルの免疫化学分析）
　ＣｙｔｏＬｙｔＴＭにおける尿細胞の２０個のＬＢＣサンプルを本実施例のために使用
した。実施例１に示されるようなＥＬＩＳＡ形式において、それぞれの分析物タンパク質
に特異的な市販の抗体対を使用して、タンパク質分析を実施した。両方の場合において、
モノクローナル抗体をＥＬＩＳＡプレートにコーティングした捕捉抗体として使用し、そ
して検出抗体としてポリクローナル抗体を使用した。実験手順は、以下に示されるとおり
に実施した。
【０１０９】
　この実施例において、サンプルを溶解しそして加熱した直後の分析物について、身体サ
ンプルを分析した。
【０１１０】
　実施例１に開示されるようなサンプル媒体中に尿ＬＢＣサンプルを溶解した後、そして
、そのサンプル溶液を加熱した後に、このような尿ＬＢＣサンプル由来の溶解物において
、ＭＣＭ－５およびＭＣＭ－２を容易に検出し得ることが示され得る。ＭＣＭ－２および
ＭＣＭ－５についての免疫化学アッセイにより得られたこれらの結果は、それぞれのタン
パク質についてのサンプルの免疫細胞学的分析から得られた結果とかなり良好に対応する
。細胞学において、ＭＣＭ－５タンパク質についての免疫細胞学的染色を、診断評価の補
助として使用した。
【０１１１】
　上記の実験は、本明細書中に開示される方法が、保存剤を添加する必要なしに保存およ
び運搬のため、ならびにその後の免疫アッセイによる分析のため、広い範囲の分析物の安
定化に適していることを実証する。さらに、これらの実験は、変性イムノアッセイが広い
範囲の分析物に適合し、そしてその免疫化学的検出を改善するのを助け得ることを実証す
る。
【０１１２】
　本発明は、哺乳動物体より得られた分析物の、その後の免疫化学的分析による分析のた
めの、容易かつコスト効果の高い保存を容易にする。本発明は、その他にはサンプル中の
分析物の保存に使用され得る毒性成分および危険性成分の使用を除く方法を提供する。さ
らに、本発明は、サンプル中の分析物の決定の正確性および再現性を向上させ得、これに
よって免疫化学的検出方法の信頼性を向上させ得る。したがって、本発明は、例えば、ヒ
トにおける疾患の診断の評価を支持する試験結果に寄与し得る、改善された免疫化学的方
法に寄与する。
【図面の簡単な説明】
【０１１３】
【図１】（溶解サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａの安定性）図１は、ＥＬＩＳＡを使用して
ヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定される、ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルのグラフを示
す。頸部サンプルをサンプル媒体中に溶解し、その後、周囲温度において数日間インキュ
ベートした。ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルの測定のため、各サンプルからのアリコートを、１
日目（熱処理の直後）、２日目、３日目および７日目に採取した。グラフは、異なる時点
における７つのサンプルにおいて測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレベルを示し、これにより
所定の条件下での特定の患者サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａの不安定性を示す。詳細につ
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いては、実施例１を参照のこと。
【図２】（熱処理後の溶解サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａの安定性）図２は、ＥＬＩＳＡ
を使用してヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定される、ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルの
グラフを示す。頸部サンプルはサンプル媒体中に溶解し、水浴中で９５℃で５分間熱処理
し、その後、周囲温度において数日間インキュベートした。各サンプルからのアリコート
を、１日目（熱処理の直後）、２日目、５日目および８日目に採取した。グラフは、１１
個の特定のサンプルにおいて測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレベルを示し、熱処理の際のｐ
１６ＩＮＫ４ａの安定性を示す。詳細については、実施例１を参照のこと。
【図３】（熱処理後の溶解サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａの安定性に対する、熱処理の持
続期間の影響）図３は、ＥＬＩＳＡを使用してヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定
される、ｐ１６ＩＮＫ４ａ濃度のグラフを示す。１４個の異なる頸部サンプルを、９５℃
超で４５分間インキュベートした。４つの連続するアリコートを、熱処理開始から１５分
後、２５分後、３５分後、および４５分後に採取した。ｐ１６ＩＮＫ４ａ濃度を、ｐ１６
ＩＮＫ４ａ　ＥＬＩＳＡを使用して、各々のアリコートから個別に二連で測定した。４つ
の測定値のエラーバーを含む平均濃度、および４つの測定値の間の変動係数が示される。
詳細については、実施例１を参照のこと。
【図４】（熱処理後の溶解サンプル中のｐ１６ＩＮＫ４ａの安定性に対する、熱処理の間
に適用される温度の影響）図４は、ＥＬＩＳＡを使用してヒト子宮頸部由来のサンプルに
おいて測定される、ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルのグラフを示す。ｐ１６ＩＮＫ４ａポジティ
ブのいくつかの患者サンプルの混合プールを、４つのアリコートに分け、それらを未処理
のままにするか、または１０分間それぞれ８０℃、９０℃、９９℃でインキュベートした
。アリコートを、１日目（熱処理の直後）、３日目、６日目および８日目に採取した。詳
細については、実施例１を参照のこと。
【図５】（６つの溶解サンプル中のｇカテニンの安定性）図５は、ＥＬＩＳＡを使用して
ヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定される、ｇカテニンレベルのグラフを示す。３
つの頸部サンプルを、それらのサンプルが得られた直後にサンプル媒体中に溶解し、その
後、周囲温度で数日間インキュベートした。アリコートを、１日目（熱処理の直後）、２
日目、５日目および６日目に採取した。ＥＬＩＳＡを使用した各サンプルにおいて測定さ
れたｇカテニンレベルがグラフ表示される。詳細については、実施例１を参照のこと。
【図６】（熱処理後の７つの溶解サンプル中のｇカテニンの安定性）図６は、ＥＬＩＳＡ
を使用してヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定された、ｇカテニンレベルのグラフ
を示す。７つの頸部サンプルを、それらのサンプルが得られた直後にサンプル媒体中に溶
解し、水浴中で９５℃で１５分間熱処理し、その後、周囲温度において数日間インキュベ
ートした。アリコートを、１日目（熱処理の直後）、２日目、４日目、８日目、１０日目
および１５日目に採取した。詳細については、実施例１を参照のこと。
【図７】（７つの溶解サンプル中のＥｐ－ＣＡＭの安定性）図７は、ＥＬＩＳＡを使用し
てヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定された、Ｅｐ－ＣＡＭレベルのグラフを示す
。６つの頸部サンプルを、それらのサンプルが得られた直後にサンプル媒体中に溶解し、
その後、周囲温度で数日間インキュベートした。アリコートを、１日目（熱処理の直後）
、３日目、５日目および７日目に採取した。詳細については、実施例１を参照のこと。
【図８】（熱処理後の７つの溶解サンプル中のＥｐ－ＣＡＭの安定性）図８は、ＥＬＩＳ
Ａを使用してヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定された、Ｅｐ－ＣＡＭレベルのグ
ラフを示す。７つの頸部サンプルを、それらのサンプルが得られた直後にサンプル媒体中
に溶解し、水浴中で９５℃で１５分間熱処理し、その後、周囲温度において数日間インキ
ュベートした。アリコートを、１日目（熱処理の直後）、２日目、５日目および６日目に
採取した。詳細については、実施例１を参照のこと。
【図９】（０．５％　ＳＤＳおよび３％　Ｔｒｉｔｏｎの存在下でのｐ１６ＩＮＫ４ａＥ
ＬＩＳＡ）図９は、３％　Ｔｒｉｔｉｏｎ　Ｘ１００および０．５％ＳＤＳを含むサンプ
ルを用いてＥＬＩＳＡにおいて測定された、ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルを示す。子宮頸部上
皮の細胞学的に報告される異常を有するサンプルを適用した。グラフは、ＥＬＩＳＡにお
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いて測定されたＯＤを、利用可能な細胞学的診断と相関して示す。詳細については、実施
例１ａを参照のこと。
【図１０】（０．３％　ＳＤＳの存在下で実施されたＥＬＩＳＡおよびＬＩＡ両方により
、患者サンプルにおいて測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレベル）図１０は、ＥＬＩＳＡおよ
びＬＩＡの免疫アッセイを使用して、ヒト子宮頸部由来のサンプルにおいて測定された、
ｐ１６ＩＮＫ４ａレベルのグラフを示す。免疫アッセイを、両アッセイ型に対して、０．
３％　ＳＤＳの存在下で実施した。１２個の頸部サンプルを０．３％　ＳＤＳを含むサン
プル媒体中に迅速に溶解した。サンプル媒体内のサンプルを、免疫アッセイに直接適用し
た。両方の型の免疫アッセイは、上昇させた濃度のＳＤＳの存在下でｐ１６ＩＮＫ４ａタ
ンパク質レベルを検出することを証明する。詳細については、実施例２を参照のこと。
【図１１】（０．３％　ＳＤＳの存在下で実施された側方流れアッセイにより、患者サン
プルにおいて測定されたｐ１６ＩＮＫ４ａレベル）図１１は、側方流れのディプスティッ
クに、０．３％　ＳＤＳおよび１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ１００を含むサンプル溶液を直接
適用した場合に、患者由来の細胞学的標本および組織学的標本について得られたデータを
、得られた結果の表示と相関して示す表である。ディプスティックアッセイ形式において
、供与された患者の形成異常病変に対応して、ｐ１６ＩＮＫ４ａが特異的なバンド形成に
よって検出され得る。このことは、ディップスティック形式が変性剤の存在下で本発明に
したがって適用され得ることを実証する。詳細については、実施例３を参照のこと。

【図１】 【図２】
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【図１１】

【手続補正書】
【提出日】平成25年1月15日(2013.1.15)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　可溶化した身体サンプルの溶液中に、１以上の分析物を可溶化する方法であって、該方



(36) JP 2013-83660 A 2013.5.9

法は、以下：
　ｉ）界面活性剤およびカオトロピック因子から選択される変性剤を含有するサンプル媒
体中に、哺乳動物被験体から採取した身体サンプルを可溶化する工程；
　ｉｉ）次いで、該サンプルを含有するサンプル媒体を、一定の時間にわたり、少なくと
も７０℃を上回る温度に加熱する工程；ならびに
　ｉｉｉ）次いで、保存および運搬、ならびに、その後のイムノアッセイのために、該サ
ンプル媒体中に可溶化した該１以上の分析物を安定化させる工程
を包含する、方法。
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