
(57)【要約】
本発明は概して、 WBCを濃縮し、かつ部分的に精製する、独自の白血球除去フィルターを
用いる全血からの WBCの迅速な分画のための、および分画された細胞中の RNAパターンを安
定化するための方法に関する。発明はさらに、分画された細胞から RNAを抽出する方法、
および、例えば発現プロファイリングを含む任意の様々な分子生物学的な手法でこのよう
な核酸を使用する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 全 血 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ； お よ び
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て RNAを 含 む 溶 解 物 を 得 る 段 階
　 を 含 む 、 RNAを 含 む 白 血 球 溶 解 物 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 溶 解 時 、 白 血 球 が マ ト リ ッ ク ス 上 に 含 ま れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 溶 解 前 に 、 白 血 球 が マ ト リ ッ ク ス か ら 流 し 出 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 白 血 球 の 溶 解 前 に 、 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 白 血 球 が あ る 期 間 保 存 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 分 画 さ れ た 白 血 球 が 、 溶 解 溶 液 と 接 触 す る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 溶 解 溶 液 が 、 界 面 活 性 剤 を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 界 面 活 性 剤 が 、 Triton X-100、 Tween-20、 SDS(sodium dodecyl sulfate)、 サ ル コ シ ル (
sarcosyl)、 ま た は デ オ キ シ コ ー ル 酸 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 溶 解 溶 液 が カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 が グ ア ニ ジ ン 塩 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 グ ア ニ ジ ン 塩 が グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 溶 解 溶 液 が リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 因 子 を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 溶 解 溶 液 が プ ロ テ ア ー ゼ を 含 む 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ が プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kで あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 溶 解 物 か ら RNAを 抽 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 RNAを 抽 出 す る 段 階 が 有 機 抽 出 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 有 機 抽 出 が フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 溶 解 物 か ら RNAお よ び DNAを 抽 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 溶 解 前 に 、 白 血 球 に 浸 透 し か つ 保 存 組 成 物 で 処 理 さ れ て い な い 細 胞 中 の RNAと 比 較 し て R
NAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 で 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 処 理 す る 段 階 を
含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 塩 が 硫 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 塩 が 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 保 存 組 成 物 中 の 最 終 塩 濃 度 が 、 10 g/100 mlか ら 飽 和 濃 度 の 間 で あ る 、 請 求 項 18記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 塩 が 、 20 g/100 mlか ら 塩 の 飽 和 濃 度 の 間 の 最 終 濃 度 で 保 存 組 成 物 中 に 存 在 す る 、 請 求
項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 塩 が 、 30g/100 mlか ら 80 g/100 mlの 間 の 最 終 濃 度 で 保 存 組 成 物 中 に 存 在 す る 、 請 求 項 2
0記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 RNA保 存 組 成 物 が 、 少 な く と も 2つ の 塩 を 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 総 塩 濃 度 が 、 20 g/100 mlか ら 100 g/100 mlの 間 の 最 終 濃 度 で 保 存 組 成 物 中 に 存 在 す る
、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 分 画 さ れ た 白 血 球 が 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 上 に 含 ま れ 、 マ ト リ ッ ク ス が RNA保 存 組 成
物 と 接 触 す る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら 有 機 抽 出 で RNAを 抽 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 18記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 抽 出 さ れ た RNAが 、 RNA保 存 媒 体 で 処 理 さ れ な か っ た 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら 抽 出 さ れ た RN
Aよ り も 少 な い DNA混 入 物 を 有 す る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 網 状 赤 血 球 の 混 入 を 減 ず る た め に 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 液 で 処 理 す る 段 階 を さ ら に 含
む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 溶 液 が RBC溶 出 緩 衝 剤 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 溶 液 が RBC溶 解 溶 液 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 RBC溶 解 溶 液 が 、 水 ま た は 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 解 溶 液 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で 捕 捉 す る こ と に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ；
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 ；
　 溶 解 物 を 有 機 溶 液 で 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
　 有 機 相 お よ び 水 相 を 分 離 す る 段 階 ； お よ び
　 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階
　 を 含 む よ う に 、 さ ら に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で 捕 捉 す る こ と に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ；
　 白 血 球 へ 浸 透 す る 塩 を 含 み 、 RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る RNA保 存 組 成 物 で 、 分 画 さ れ た 白
血 球 を 処 理 す る 段 階 ；
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 ；
　 溶 解 物 を 有 機 溶 液 で 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
　 有 機 相 お よ び 水 相 を 分 離 す る 段 階 ； お よ び
　 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階
　 を 含 む よ う に 、 さ ら に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で 捕 捉 す る こ と に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ；
　 白 血 球 へ 浸 透 す る 塩 を 含 み 、 RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る RNA保 存 組 成 物 で 、 分 画 さ れ た 白
血 球 を 処 理 す る 段 階 ；
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 ； お よ び
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　 溶 解 物 か ら RNAを 単 離 す る 段 階
　 を 含 む よ う に 、 さ ら に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で 捕 捉 す る こ と に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ；
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 ； お よ び
　 溶 解 物 か ら RNAを 単 離 す る 段 階
　 を 含 む よ う に 、 さ ら に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で 捕 捉 す る こ と に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ；
　 網 状 赤 血 球 の 混 入 を 減 ず る た め に 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 液 で 処 理 す る 段 階 ；
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 ；
　 有 機 溶 液 で 溶 解 物 を 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
　 有 機 相 お よ び 水 相 を 分 離 す る 段 階 ； お よ び
　 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階
　 を 含 む よ う に 、 さ ら に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で 捕 捉 す る こ と に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 ；
　 網 状 赤 血 球 混 入 を 減 ず る た め に 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 液 で 処 理 す る 段 階 ；
　 白 血 球 へ 浸 透 し 、 RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 で 、 分 画 さ れ た 白 血
球 を 処 理 す る 段 階 ；
　 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 ；
　 有 機 溶 液 で 溶 解 物 を 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 ；
　 有 機 相 お よ び 水 相 を 分 離 す る 段 階 ； お よ び
　 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階
　 を 含 む よ う に 、 さ ら に 定 義 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 溶 解 物 中 の 1つ ま た は 複 数 の RNAの 存 在 ま た は 量 を ア ッ セ イ す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ア ッ セ イ す る 段 階 が 、 Northernブ ロ ッ ト 、 RNAase保 護 ア ッ セ イ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 反 応 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 、 ま た は 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 解 析 を 含 む 、 請 求 項 39
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ア ッ セ イ す る 段 階 が 、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRま た は エ ン ド ポ イ ン ト RT-PCRと し て さ ら に 定
義 さ れ る 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ア ッ セ イ す る 段 階 が 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 含 む 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 が 、 cDNAア レ イ 、 ス ポ ッ ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ (spotted oli
gonucleotide array)、 イ ン サ イ チ ュ ー 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の 使 用 を 含 む 、 請
求 項 42記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び 白 血 球 溶 解 溶 液 を 含 む 、 白 血 球 か ら 総 RNAを 抽 出 す る
た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス が 、 使 用 中 に 血 液 が マ ト リ ッ ク ス を 通 過 す る こ と を 可 能 に す る
よ う 適 合 さ れ た 担 体 中 に 含 ま れ る 、 請 求 項 44記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 担 体 が 、 シ リ ン ジ に 合 う よ う 適 合 さ れ る 、 請 求 項 45記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
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　 全 血 が 密 閉 さ れ た 容 器 か ら マ ト リ ッ ク ス を 通 り 、 白 血 球 除 去 血 と し て さ ら に 密 閉 さ れ た
容 器 の 中 に 移 動 す る こ と を 可 能 に す る 様 式 で の 機 能 に 適 合 さ れ る と さ ら に 定 義 さ れ る 、 請
求 項 44記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 RBC溶 解 溶 液 お よ び /ま た は RBC溶 出 緩 衝 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 44記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 白 血 球 に 浸 透 し か つ 白 血 球 中 の RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 を さ ら
に 含 む 、 請 求 項 44記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 有 機 抽 出 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 44記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 RNAの 溶 出 前 に 、 不 純 物 を 取 り 除 く た め に マ ト リ ッ ク ス を 洗 浄 す る た め の 固 相 抽 出 マ ト
リ ッ ク ス お よ び 試 薬 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 50記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
1.発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 血 液 か ら 白 血 球 (white blood cell)(「 WBC」 ま た は 「 白 血 球 」 (leukocyte)
と も 呼 ば れ る )を 分 画 す る た め の 、 分 画 さ れ た 細 胞 中 の RNA分 子 の 安 定 性 を 高 め る た め の 、
お よ び 分 画 さ れ た 細 胞 か ら RNAを 抽 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 発 現 プ
ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び RT-PCRの よ う な 技 術 を 用 い る 、 mRNA発 現 パ タ ー ン を 含 む 、 ｍ RNAの
解 析 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 マ イ ク ロ -RNA(「 miRNA」 )、 siRNAな ど を 含 む 、 低 分 子 RN
A(small RNA)の 解 析 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
2.関 連 技 術 の 説 明
　 血 液 は 、 か な り の 量 の RNAが 回 収 さ れ 得 る 、 も っ と も 利 用 し や す い ヒ ト 組 織 で あ る 。 実
質 的 な 量 を 病 的 影 響 を 伴 わ ず 取 り 除 く こ と が で き 、 か つ 急 速 に 再 生 す る た め 、 そ れ は ま た
、 も っ と も 消 費 で き る も の で あ る 。 血 液 は ま た 、 循 環 系 の 設 計 が 血 液 細 胞 が 本 質 的 に 身 体
の 全 て の 部 分 の 組 織 と 密 接 に 接 触 す る こ と を 確 実 に し て い る た め 、 広 範 囲 に 広 ま っ た 事 象
を 報 告 す る 特 有 の 能 力 も 有 す る 。 こ れ は 、 循 環 白 血 球 が 、 感 染 、 癌 、 炎 症 、 な ら び に 遺 伝
的 お よ び 代 謝 性 疾 患 に よ り 、 影 響 を 受 け た 遠 位 の 組 織 の 監 視 の た め の 監 視 細 胞 (sentinel 
cell)と し て の 役 割 を 果 た す 可 能 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る (Whitney et al., 2002; Alco
rta et al., 2002)。 例 え ば 最 近 の 報 告 は 、 ラ ッ ト モ デ ル 系 に お い て 、 虚 血 性 脳 卒 中 お よ
び 発 作 を 含 む 、 中 枢 神 経 系 病 理 と 相 互 に 関 係 が あ る 、 密 度 勾 配 分 画 さ れ た リ ン パ 球 に お け
る mRNAパ タ ー ン の 変 化 を 記 載 す る (Tang et al., 2001)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 診 断 、 予 後 、 お よ び 治 療 結 果 の 相 互 に 関 係 が あ る 、 mRNA発 現 の 全 体 的 な 変 化 を 同 定 す る
た め の 高 密 度 マ イ ク ロ ア レ イ の 将 来 性 が 、 現 在 、 理 解 さ れ て い る 。 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
ア ッ セ イ に よ り 、 炎 症 性 お よ び 転 移 性 疾 患 、 毒 性 お よ び 感 染 性 作 用 物 質 へ の 曝 露 、 な ら び
に 電 離 性 放 射 線 に 関 連 す る 、 mRNAパ タ ー ン に お け る 差 異 が 同 定 さ れ て い る 。 一 度 、 マ イ ク
ロ ア レ イ 解 析 が 、 重 要 な mRNA変 化 を 同 定 す れ ば 、 定 量 RT-PCRの よ う な 、 よ り 単 純 、 よ り 安
価 、 か つ よ り 感 度 が 高 い ア ッ セ イ が 、 臨 床 目 的 に た め に 開 発 さ れ る 可 能 性 が あ る 。 mRNA発
現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 発 見 段 階 お よ び 臨 床 実 施 の 両 方 を 容 易 に す る た め 、 臨 床 試 料 中 、 特
に ヒ ト 血 液 中 の RNAを 迅 速 に 安 定 化 す る 方 法 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 、 下 記 に 考 察 す る よ う に 、 mRNA発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の 組 織 源 と し
て 血 液 を 利 用 す る た め に い く つ か の 技 術 課 題 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
血 液 か ら の RNAの 単 離 に お け る 課 題

10

20

30

40

50

(5) JP 2007-529225 A 2007.10.25



　 最 初 の 課 題 の １ つ は 、 血 液 中 で 活 発 に 新 陳 代 謝 し て い る 細 胞 (す な わ ち 、 mRNAを 含 ん で
い る 細 胞 )の 濃 度 が 低 い こ と で あ る 。 血 液 中 の mRNAの 濃 度 は 、 そ れ に よ り 比 較 的 低 く な る
。 重 量 お よ び 容 量 で 血 液 の 50％ 未 満 が 細 胞 か ら 成 っ て お り (血 液 の >50％ は 非 細 胞 の 血 漿 )
、 細 胞 分 画 の ～ 0.1か ら 0.2％ の み が 白 血 球 か ら な り 、 残 り は 主 に 、 概 し て mRNAを 発 現 し な
い 成 熟 赤 血 球 (red blood cell)(「 RBC」 ま た は 「 赤 血 球 (erythrocyte)」 )で あ る 。 大 部 分
(>99％ )は 成 熟 赤 血 球 で 、 感 知 で き る ほ ど の mRNAを 含 ま な い が 、 高 い 濃 度 の ヘ ム を 持 っ て
い る 。 ヘ ム は 、 逆 転 写 お よ び PCRを 含 む 酵 素 反 応 の 強 力 な 阻 害 因 子 で あ る 。 細 胞 の RNAの 抽
出 の た め の 事 実 上 全 て の プ ロ ト コ ル は 、 数 倍 量 の 抽 出 試 薬 (通 常 、 3-10倍 量 )中 で の 組 織 の
破 壊 を 必 要 と す る の で 、 源 組 織 と し て 分 画 さ れ て い な い 全 血 の 使 用 は 、 試 料 の さ ら な る 希
釈 を も た ら し 、 RNA回 収 を 複 雑 に す る 。 例 え ば 、 通 常 の 手 法 (Choczymski/Sacchi, Trizol)
を 用 い る 10 mlの 全 血 の 処 理 は 、 100 ml(10倍 量 )の 溶 解 液 の 添 加 を 必 要 と す る 。 結 果 と し
て 生 じ る 試 料 量 は 、 有 機 抽 出 お よ び 固 相 抽 出 プ ロ ト コ ル で の 使 用 の た め に は 実 用 的 で は な
い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 も う 1つ の 課 題 は 、 血 液 が 、 無 傷 の mRNAの 回 収 を 困 難 に す る 、 高 い 濃 度 の 細 胞 内 お よ び
細 胞 外 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ (Moenner et al., 1997)を 含 む こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 全 血 で の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 重 大 な 複 雑 さ の 要 因 は 、 高 い レ ベ ル の α お よ び β グ ロ
ビ ン の mRNAを 含 有 す る 、 多 数 (白 血 球 の 数 と 比 べ て )の 未 成 熟 RBC(「 網 状 赤 血 球 」 )の 存 在
で あ る 。 RNAが 全 血 か ら 抽 出 さ れ 、 マ イ ク ロ ア レ イ 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア ッ セ イ で 使 用
の た め に 増 幅 さ れ る 時 、 グ ロ ビ ン mRNAの 産 物 が 増 幅 さ れ た 材 料 に お い て 優 位 を 占 め 、 劇 的
に 減 ぜ ら れ た 感 度 を も た ら す (Affymetrix Technical Notes,「 Blood RNA Isolation Meth
ods for GeneChip Expression Analysis」  ;「 An Analysis of Blood Processing Method
s to Prepare Samples for GeneChip Expression Profiling」 )。 こ の グ ロ ビ ン mRNAの 混
入 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の イ ン プ ッ ト と し て の RNAの 使 用 を 危 う く
す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
全 血 か ら WBCを 分 画 す る た め の 方 法
　 実 際 上 の 理 由 か ら 、 上 記 に 記 載 の よ う に 、 全 血 は 、 RNA抽 出 ま た は 免 疫 選 択 の 前 に 、 有
核 細 胞 (す な わ ち 、 WBC)を 濃 縮 す る た め に 、 し ば し ば 分 画 さ れ る 。 血 漿 お よ び 赤 血 球 の 除
去 は 、 血 液 か ら 多 く の ヌ ク レ ア ー ゼ お よ び 阻 害 因 子 を 排 除 し 、 少 な く と も 10倍 ま で 試 料 の
量 を 減 じ 、 よ り 大 き な 試 験 管 の 代 わ り に 微 量 遠 心 管 (<2 ml)中 で RNA抽 出 が 実 施 さ れ る こ と
を 可 能 に す る 。 ま た 、 白 血 球 サ ブ セ ッ ト の 免 疫 選 択 の た め の 多 く の プ ロ ト コ ル は 、 全 血 よ
り は む し ろ 分 画 さ れ た 白 血 球 に 実 施 さ れ る 場 合 、 よ り 効 果 的 か つ 費 用 効 果 が 高 い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 密 度 勾 配 遠 心 分 離 は 、 全 血 を 分 画 す る お そ ら く も っ と も 一 般 的 な 方 法 で あ り 、 血 液 試 料
(数 ミ リ リ ッ ト ル )を 希 釈 し 、 そ の 後 (Ficoll-Hypaqueと し て 市 販 さ れ て い る )粘 性 多 糖 ポ リ
マ ー 上 に 層 状 に 重 ね 、 そ し て リ ン パ 球 (B細 胞 お よ び T細 胞 )お よ び 他 の 単 核 細 胞 (単 核 白 血
球 お よ び 白 血 病 性 芽 球 を 含 む )が ポ リ マ ー 内 に バ ン ド を 形 成 す る 一 方 で 、 赤 血 球 お よ び 顆
粒 球 が ポ リ マ ー の 下 へ 沈 降 さ せ る よ う な 条 件 下 で ～ 30分 間 遠 心 分 離 を 行 う (Theophilus, 1
998)。 バ ン ド を 吸 引 に よ り 回 収 し 、 試 料 を リ ン パ 球 が 再 ペ レ ッ ト 状 に な る よ う 希 釈 し 、 そ
の 後 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 遠 心 分 離 に よ っ て 再 び 収 集 し 、 そ し て そ の 後 RNA単 離 の た め に 直
接 用 い る か ま た は RNA抽 出 前 に 細 胞 培 養 す る こ と に よ り 増 大 さ せ る 。 高 品 質 RNAは 、 こ の 方
法 で 処 理 さ れ た 血 液 細 胞 か ら 概 ね 回 収 さ れ 得 る が 、 手 法 は 時 間 が か か り か つ 多 大 な 労 力 を
要 し 、 そ し て 必 要 と さ れ る 多 数 の 操 作 が 、 RNA抽 出 お よ び 解 析 の 前 に 、 mRNAプ ロ フ ァ イ ル
に お け る 重 大 な 変 化 を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 今 ま で に 、 全 血 と 密 度 勾 配 を 経 て 分 画 さ れ
た リ ン パ 球 の 間 の mRNA発 現 に お け る 変 化 を 記 載 し た 研 究 は た っ た 1つ し か 存 在 し な い (Hart
el et al., 2001)。 そ の グ ル ー プ は 、 フ ィ コ ー ル 分 画 さ れ た リ ン パ 球 に お い て 、 い く つ か
の サ イ ト カ イ ン mRNA(IL-4、 IL-2、 TNF-α )の 増 加 を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 フ ィ コ ー ル 分 離 の 変 化 形 は 、 ポ リ マ ー ゲ ル を 含 む チ ュ ー ブ の 中 に 血 液 を 直 接 吸 引 す る こ
と を 可 能 に す る 、 市 販 さ れ て い る デ バ イ ス (「 CPTチ ュ ー ブ 」 , BD)で あ る 。 遠 心 分 離 後 、
血 漿 お よ び リ ン パ 球 を デ カ ン ト し 、 残 り の 細 胞 を チ ュ ー ブ の 側 面 か ら 洗 浄 し 、 細 胞 を 希 釈
お よ び 再 ペ レ ッ ト 化 し 、 そ の 後 RNA単 離 前 に 、 通 常 組 織 培 養 す る 。 こ れ ら の 操 作 の 間 発 現
プ ロ フ ァ イ ル を 安 定 化 す る た め の 試 薬 は CPTチ ュ ー ブ 中 に 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ の 後 の RNA抽 出 の た め に 白 血 球 を 分 画 す る た め の も う 1つ の 方 法 は 、 数 倍 量 の 塩 化 ア ン
モ ニ ウ ム 溶 液 ま た は 他 の RBC溶 解 試 薬 で RBCを 選 択 的 に 溶 解 し 、 遠 心 分 離 に よ り 白 血 球 を 回
収 す る こ と で あ る （ Duvigneau et al., 2003） 。 こ の 手 法 は 、 試 料 量 の 不 都 合 な 増 加 を 必
要 と し 、 試 料 を 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 変 化 さ せ る 可 能 性 が あ る 極 め て 非 生 理 的 な 状 態 を 供 し
、 そ し て 回 収 さ れ る RNAの 低 い 収 率 お よ び 質 を も た ら す 。 白 血 球 を 分 画 す る た め の も う 1つ
の 方 法 は 、 血 漿 と 濃 縮 赤 血 球 の 界 面 で 「 白 血 球 層 」 （ す な わ ち 、 WBC） を 分 離 す る た め に
、 抗 凝 固 処 理 さ れ た 全 血 を 低 速 （ ～ 2,000× g） で ～ 15分 間 遠 心 分 離 す る こ と で あ る 。 白 血
球 層 は 、 血 漿 を 取 り 除 い た 後 、 吸 引 に よ り 収 集 さ れ 得 る 。 こ の 方 法 の 長 所 は 、 前 記 方 法 よ
り も 、 お そ ら く 生 理 的 状 態 に よ り 近 い 状 態 下 で 白 血 球 が 分 画 さ れ る こ と で あ る 。 し か し な
が ら 、 白 血 球 層 の 収 集 は 依 然 と し て 、 mRNA発 現 パ タ ー ン を 変 化 さ せ る 可 能 性 が あ る 遠 心 分
離 お よ び 他 の 操 作 を 必 要 と す る 時 間 の か か る 方 法 で あ る 。 ま た 、 こ れ は 、 面 倒 か つ 多 大 な
労 力 を 要 し 、 そ し て 　 血 液 に 運 ば れ る 病 原 菌 に 医 療 従 事 者 が さ ら さ れ る 危 険 性 を 帯 び る 。
さ ら に 、 白 血 球 を 含 む 白 血 球 層 分 画 に は 、 RBCお よ び 網 状 赤 血 球 が 高 度 に 混 入 し て お り 、
し た が っ て グ ロ ビ ン mRNAも ま た 混 入 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Pall社 は 、 ド ナ ー 免 疫 細 胞 を 除 去 す る た め の 輸 血 治 療 で 用 い ら れ 、 そ の 結 果 被 移 植 者 に
お け る 移 植 対 宿 主 疾 患 の 問 題 を 減 ず る 、 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス を 製 造 す る 。 文 献 で 2つ
の 報 告 が 、 血 液 バ ン ク 副 生 成 物 か ら 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー に 捕 捉 さ れ た 白 血 球 の 回 復 を 記
載 す る （ Weitkamp and Crowe, 2001; Ebner etal., 2001） 。 細 胞 の サ ブ セ ッ ト （ 樹 状 細
胞 ま た は B細 胞 ） は 、 そ の 後 密 度 勾 配 分 画 お よ び 抗 体 に よ り 被 覆 さ れ た 電 磁 ビ ー ズ を 用 い
て 選 択 さ れ 、 そ し て 回 収 さ れ た 細 胞 は 生 存 可 能 な 細 胞 株 を 確 立 す る た め に 用 い ら れ た 。 し
か し な が ら 、 こ の よ う な フ ィ ル タ ー は 、 初 代 WBCか ら の RNAの 回 収 と い う 状 況 で 明 ら か に 用
い ら れ て は い な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
全 血 か ら RNAを 抽 出 す る た め の 方 法
　 全 血 ま た は 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら RNAを 抽 出 す る た め の 大 多 数 の 方 法 は 、 グ ア ニ ジ ン チ
オ シ ア ネ ー ト 中 で の 試 料 の 最 初 の 溶 解 を 含 む 。 例 え ば 、 こ の よ う な 方 法 の 1つ は 、 シ リ カ
マ ト リ ッ ク ス 上 で の 固 相 抽 出 を 含 み 、 そ こ で は 血 液 試 料 を グ ア ニ ジ ン 溶 液 中 で 溶 解 し 、 細
胞 溶 解 物 を エ タ ノ ー ル と 混 合 し 、 か つ RNAを 結 合 す る シ リ カ フ ィ ル タ ー に か け る 。 他 の 方
法 は 、 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 中 で （ Macfarlane and Dahle, 1997） 、 ま た は 塩 化 リ チ ウ ム /
尿 素 溶 液 中 で の 全 血 の 溶 解 に 基 づ い て い る 。 血 液 か ら RNAを 単 離 す る た め の 市 販 の 製 品 は
、 Ambion RiboPure-Bloodキ ッ ト （ Ambion） お よ び PAXgeneシ ス テ ム （ PreAnalytix） を 含
む 。 血 液 か ら RNAを 単 離 す る た め の 上 記 方 法 の 全 て の 限 界 は 、 RBCお よ び 網 状 赤 血 球 を 含 む
、 全 て の 細 胞 が 第 1段 階 で 溶 解 さ れ る こ と で あ る 。 こ れ は 、 グ ロ ビ ン mRNAの 白 血 球 RNAへ の
混 入 を も た ら し 、 白 血 球 サ ブ セ ッ ト の そ の 後 の 分 画 を 排 除 す る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な
混 入 を 減 ず る 方 法 は 有 益 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の RNAの 必 要 条 件
　 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 お よ び RT-PCRで 使 用 の た め の RNAの 必 要 条 件 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト
お よ び ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ の よ う な 、 従 来 用 い ら れ て い る RNA解 析 方 法 の た め の も
の よ り 、 い く ら か 異 な っ て い る 。 も っ と も 重 要 な 差 異 は 、 試 料 RNAの プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る 能 力 だ け に よ る と い う よ り む し ろ 、 現 行 の 方 法 は RNAが 逆 転 写 の た め の 効 果 的
な 基 質 と し て の 役 割 を 果 た す こ と を 必 要 と す る と い う こ と で あ る 。 逆 転 写 は 、 蛍 光 ラ ベ ル
ま た は 他 の 検 出 可 能 な 部 位 を 取 り 込 む た め （ マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 の た め ） 、 ま た は 耐 熱 性
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DNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ る そ の 後 の 増 幅 の た め の cDNA鋳 型 を 生 ず る た め （ RT-PCRの た め ） に
、 試 料 RNAを cDNAに 変 換 す る 。 試 料 RNAの た め の 重 要 な 必 要 条 件 は 、 酵 素 的 反 応 を 阻 害 す る
混 入 物 を 含 ん で は い け な い と い う こ と で あ る 。 血 液 か ら の RNA抽 出 の 場 合 、 RNAが 逆 転 写 お
よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ の 周 知 の 阻 害 因 子 で あ る ヘ ム で 汚 染 さ れ て い な い こ と が 重 要 で あ る
。 発 現 試 験 の た め に 必 要 と さ れ る RNAの 量 の 点 か ら み る と 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 は 、 ～ 2か
ら 20 μ gの 範 囲 の 比 較 的 多 く の 量 を 、 従 来 必 要 と し て い る 。 し か し な が ら 、 新 し い 傾 向 は
、 総 RNAの 極 め て よ り 少 な い 量 を 使 用 す る 。 こ れ は 、 イ ン プ ッ ト RNAの 量 を 酵 素 的 に 増 加 す
る 直 線 的 な 増 幅 戦 略 を 用 い る こ と に よ り 、 か つ /ま た は シ グ ナ ル 増 幅 を も た ら す よ り 感 度
の 良 い 検 出 方 法 を 用 い る こ と に よ り 可 能 と さ れ る 。 こ れ ら の 技 術 的 前 進 は 、 数 個 の 細 胞 の
み を 用 い る マ イ ク ロ ア レ イ 試 験 を 実 施 す る こ と を 可 能 と し て い る （ Xiang et al., 2003）
。 こ れ ら の 考 察 は 、 非 培 養 初 期 白 血 球 サ ブ ク ラ ス に 対 す る マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 が 可 能 で あ
る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
血 液 の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
　 循 環 末 梢 血 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 特 徴 的 な パ タ ー ン の 決 定 が 非 侵 襲 性 診 断 で 広 く 有
用 で あ る こ と を 証 明 す る 可 能 性 が あ る こ と が 、 提 案 さ れ て い る （ Staudt and Brown, 2000
） 。 試 料 と し て 血 液 を 用 い て 行 わ れ て い る 多 く の マ イ ク ロ ア レ イ 試 験 は 、 し ば し ば RNA抽
出 前 に 組 織 培 養 で 増 幅 さ れ る 、 密 度 勾 配 分 画 さ れ た 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 用 い て い る
。 密 度 勾 配 遠 心 分 離 を 経 て の PBMCの 分 画 は 、 し か し な が ら 、 血 液 に 運 ば れ る 病 原 菌 に 従 事
者 が さ ら さ れ （ そ れ は 開 口 管 に お い て 行 わ れ る の で ） る 高 い 危 険 性 を 帯 び 、 か つ 調 製 あ た
り 血 液 の た っ た 数 ミ リ リ ッ ト ル だ け し か 用 い ら れ る こ と が 許 容 さ れ な い 、 多 大 な 労 力 を 要
し か つ 時 間 の か か る 方 法 で あ る 。 密 度 勾 配 分 画 お よ び 回 収 さ れ た 細 胞 を 培 養 す る こ と に 対
す る さ ら に 重 大 な 欠 点 は 、 必 要 と さ れ る 操 作 が 、 mRNA発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア ッ セ イ の 解
釈 を 危 う い も の に す る と 考 え ら れ る 、 内 因 性 mRNAレ ベ ル の 変 化 を も た ら す 可 能 性 が あ る こ
と で あ る 。 も う 1つ の 欠 点 は 、 密 度 勾 配 分 画 は 全 血 か ら （ 骨 髄 細 胞 系 列 の ） 成 熟 WBCの 主 要
な サ ブ セ ッ ト を 回 収 で き な い と い う こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 診 断 、 予 後 、 お よ び 治 療 効 果 に 相 互 に 関 係 が あ る 、 循 環 WBCに お け る mRNAパ タ ー ン を 発
見 す る た め に 、 内 因 性 遺 伝 子 発 現 の 相 対 的 な レ ベ ル を 正 確 に 反 映 で き る よ う に 、 RNA抽 出
前 に 細 胞 中 の mRNAパ タ ー ン を 凍 結 す る こ と は 重 要 で あ る 。 下 記 の よ う に 、 多 数 の 報 告 が 、
安 定 化 さ れ て い な い 血 液 試 料 に お け る mRNAレ ベ ル の 変 化 を 記 録 し て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 試 料 採 取 お よ び 取 り 扱 い 中 に 生 ず る 血 液 細 胞 に お け る mRNAレ ベ ル の 任 意 の 変 化 は 、 診 断
目 的 の た め の 特 定 の mRNAの 変 化 の 定 量 的 な 検 出 を 妨 げ る 。 文 献 に お い て 、 未 処 理 エ ク ス ビ
ボ 血 液 に お け る mRNAの 変 化 の 多 く の 報 告 が あ る 。 例 え ば 、 血 液 収 集 の た め に 用 い ら れ る チ
ュ ー ブ の プ ラ ス チ ッ ク 壁 へ の 単 核 白 血 球 の 接 着 は 、 前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の mRNAの 誘 導 を
引 き 起 こ す （ Haskill et al., 1988） 。 有 意 な 増 加 が 、 Ficoll密 度 勾 配 分 離 お よ び 他 の 血
液 収 集 パ ラ メ ー タ ー と 関 連 す る 、 IL-2、 IL-4お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 ア ル フ ァ を 含 む い く つ か
の サ イ ト カ イ ン の mRNA発 現 に お い て 、 報 告 さ れ た （ Hartel　 et al., 2001） 。 試 料 採 取 と
処 理 の 間 の 1時 間 よ り 長 い 時 間 の ず れ が 、 ブ タ 血 液 系 に お い て 試 験 さ れ た 全 て の サ イ ト カ
イ ン で は な い が 、 い く つ か に お い て 変 化 を 引 き 起 こ す こ と が 報 告 さ れ た （ Duvigneau et a
l., 2003） 。 エ ク ス ビ ボ 保 管 後 、 ヒ ト 全 血 に お い て い く つ か の サ イ ト カ イ ン mRNAの レ ベ ル
の 増 加 も ま た 、 報 告 さ れ た （ Pahl and Brune, 2002） 。 リ ア ル タ イ ム RT-PCRア ッ セ イ に 基
づ い て 、 Stordeur et al. (2002)は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ mRNAが エ ク ス ビ ボ 血 液 に お い て
約 1時 間 の 半 減 期 で 急 速 に 分 解 さ れ る こ と を 証 明 し た 。 お そ ら く 、 エ ク ス ビ ボ で 保 存 中 の
未 処 理 全 血 の mRNA変 化 を 扱 う も っ と も 広 範 囲 な 研 究 は 、 Rainen et al. (2002)に よ る 最 近
の 報 告 で あ る 。 こ の グ ル ー プ は 、 標 準 EDTA抗 凝 固 処 理 さ れ た Vacutainerチ ュ ー ブ 中 か ま た
は PAXgene血 液 RNA単 離 シ ス テ ム （ 上 記 ） で 用 い ら れ る 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 溶 液 中 い ず れ か
で 、 室 温 で 増 大 す る 期 間 保 存 さ れ た 単 一 の ド ナ ー か ら の 全 血 か ら 単 離 さ れ た RNAに お け る
、 25の mRNA（ サ イ ト カ イ ン 、 転 写 因 子 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 遺 伝 子 、 腫 瘍 抑 制 因 子 な ど を 含
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む ） の レ ベ ル を 比 較 し た 。 mRNAレ ベ ル は 、 qRT-PCRに よ り 決 定 さ れ 、 18Sリ ボ ソ ー ム RNAの
レ ベ ル と の 比 較 で 表 さ れ る 。 そ の 後 、 そ れ ぞ れ の エ ク ス ビ ボ で の 時 点 （ 4時 間 、 8時 間 、 24
時 間 、 3日 、 お よ び 5日 ） で 2つ の 方 法 を 用 い て 単 離 さ れ た RNAか ら の mRNAレ ベ ル を 、 血 液 収
集 後 す ぐ に EDTA血 液 試 料 か ら 単 離 さ れ た RNAで 見 ら れ る レ ベ ル と 比 較 し た 。 変 化 は 両 方 の
状 態 で 観 察 さ れ た が 、 mRNA変 化 の 程 度 は 、 PAXgeneシ ス テ ム で 安 定 化 さ れ た 血 液 と 比 較 し
て 、 EDTA血 液 か ら の も の が よ り 大 き か っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 い く つ か の mRNA（ 例 え ば 、
イ ン タ ー ロ イ キ ン 8、 c-jun腫 瘍 遺 伝 子 ） の 相 対 的 な レ ベ ル は 、 EDTAチ ュ ー ブ で 経 時 的 に 増
加 す る こ と が 観 察 さ れ 、 一 方 で 他 の mRNA（ 例 え ば 、 カ ス パ ー ゼ 1、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 7
0） は 減 少 が 見 ら れ た 。 全 体 的 に み て 、 相 対 的 な mRNAレ ベ ル の 増 加 は 、 お そ ら く 、 EDTA抗
凝 固 処 理 さ れ た 血 液 に お い て 経 時 的 な 減 少 と し て 生 じ 、 増 加 は PAXgeneシ ス テ ム で の 減 少
よ り 頻 繁 に 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 全 て の 上 記 の 報 告 は 、 mRNAレ ベ ル の 遺 伝 子 特 異 的 変 化 が 比 較 的 短 い 時 間 尺 度 の 間 に エ ク
ス ビ ボ で 安 定 化 さ れ て い な い 血 液 で 生 じ る こ と を 例 示 す る 。 こ の よ う な 変 化 は 、 疾 患 お よ
び 予 後 に 関 連 す る mRNA発 現 パ タ ー ン の 発 見 を 危 う く す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 の 理 由 お よ び 他 の 理 由 か ら 、 臨 床 ア ッ セ イ で 使 用 の た め に 血 液 か ら mRNAの 抽 出 を 容
易 に す る た め に 、 全 血 か ら WBC集 団 を 速 や か に 分 画 す る た め の 、 か つ 分 画 さ れ た 白 血 球 に
お け る mRNA発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 安 定 化 す る た め の 方 法 へ の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 概 し て 、 独 自 の 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー を 用 い て 全 血 か ら WBCを 迅 速 に 分 画 す る
た め の 、 か つ 続 い て 起 こ る 、 分 画 さ れ た 細 胞 に お け る RNAパ タ ー ン を 安 定 化 す る た め の 方
法 に 関 す る 。 発 明 は さ ら に 、 分 画 さ れ た 細 胞 か ら RNA、 お よ び い く つ か の 場 合 で は DNAを 抽
出 す る 方 法 、 な ら び に 、 例 え ば 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ お よ び RT-PCRを 含 む 様 々 な 分 子 生 物
学 的 手 法 の 任 意 の も の で こ れ ら 核 酸 を 利 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 発 明 の い く つ か の 好 ま し い 態 様 は 、 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 全 血 か ら 白 血 球 を
分 画 す る 段 階 、 お よ び 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て RNAを 含 む 溶 解 物 を 得 る 段 階 を 含 む 、 R
NAを 含 む 白 血 球 溶 解 物 を 得 る 方 法 を 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 白 血 球 は 溶 解 さ れ た
時 点 で マ ト リ ッ ク ス 上 に 含 ま れ 、 す な わ ち 溶 解 す る こ と が 必 要 と さ れ る 前 に マ ト リ ッ ク ス
か ら 白 血 球 を 溶 出 す る 段 階 ま た は 取 り 除 く 段 階 は 存 在 し な い 。 し か し な が ら 、 溶 解 前 に 除
去 マ ト リ ッ ク ス か ら 白 血 球 を 洗 い 流 す こ と を 可 能 と す る 、 発 明 の 態 様 は 確 か に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 白 血 球 は 、 白 血 球 の 溶 解 前 に あ る 期 間 保
存 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の 保 存 は 数 分 、 数 時 間 、 数 日 、 数 週 間 、 ま た は 数 年 の 可 能 性 が あ る
。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 保 存 前 の 、 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 白 血 球 の RNA保 存 溶
液 で の 処 理 が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 当 業 者 に 公 知 の 他 の 溶 解 の 方 法 が 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る が 、 分 画 さ れ た 白 血 球 の 溶 解
は 白 血 球 溶 解 溶 液 で し ば し ば 成 し 遂 げ ら れ る 。 こ の よ う な 溶 解 溶 液 は 、 界 面 活 性 剤 、 例 え
ば 、 Triton X-100、 Tween-20、 SDS（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 サ ル コ シ ル (sarcosyl)
、 デ オ キ シ コ ー ル 酸 な ど を し ば し ば 含 む 。 溶 解 溶 液 は ま た 、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 例 え ば 、
グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト の よ う な グ ア ニ ジ ン 塩 も 含 む 可 能 性 も あ る 。 溶 解 溶 液 は 、 例 え
ば プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kが 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 追 加 的 に 含 む 可 能 性 が あ る
。 本 明 細 書 の 目 的 の た め に 、 「 プ ロ テ ア ー ゼ 」 お よ び 「 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 」 と い う 用 語 は 互
換 的 に 用 い ら れ る 。 溶 解 溶 液 は ま た 、 以 下 に 記 載 さ れ て い る よ う な リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害
因 子 も 含 む ：  (i)「 Nuclease Inhibitors for Use In Biological Applications」 と 題 す
る Latham et al.に よ る 2004年 2月 25日 提 出 の 米 国 仮 出 願 、 お よ び (ii)1999年 9月 24日 提 出
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の 米 国 仮 出 願 第 60/155,874号 の 恩 典 を 主 張 す る 、 現 在 米 国 特 許 第 6,664,379で あ る 2000年 9
月 25日 提 出 の 出 願 第 09/669,301号 の 継 続 出 願 で あ る 、 2003年 9月 30日 提 出 の 同 時 係 属 中 の
米 国 出 願 第 10,675,860号 の 一 部 係 属 出 願 で あ る 、 「 Improved Nuclease Inhibitor Cockta
il」 と 題 す る  Latham et al.に よ る 2004年 2月 25日 提 出 の 米 国 非 仮 出 願 で あ る 。 前 記 出 願
お よ び 特 許 の そ れ ぞ れ の 全 文 は 、 但 し 書 き な し に 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 明 確 に 組 み 入 れ ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 い く つ か の 好 ま し い 態 様 は 、 溶 解 物 か ら RNAを 抽 出 す る 段 階 を 含 む 。 多 く の 場 合 、 こ の
抽 出 は 有 機 抽 出 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 有 機 抽 出 は 、 フ
ェ ノ ー ル /ク ロ ロ フ ォ ル ム 抽 出 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は ま た 、 溶 解 物 か ら DNAを 単 離 す る 段
階 を 含 む 可 能 性 も あ る 。 当 然 な が ら 、 RNAと 一 緒 に ま た は 単 独 い ず れ か で 溶 解 物 か ら DNAを
単 離 す る と い う 状 況 に お い て 、 当 業 者 は 、 本 明 細 書 に お い て 教 示 さ れ る 、 RNA単 離 だ け が
所 望 で あ る プ ロ ト コ ル に お い て DNA混 入 を 減 ず る た め の 手 法 を 用 い る 事 を 通 常 希 望 し な い
。 好 ま し い 態 様 は 、 溶 解 前 に 、 白 血 球 に 浸 透 し か つ 保 存 組 成 物 で 処 理 さ れ て い な い 細 胞 中
の RNAと 比 較 し て RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 で 、 分 画 さ れ た 白 血 球
を 処 理 す る 段 階 を 含 む 。 こ の よ う な RNA保 存 媒 体 は 、 米 国 特 許 第 6,204,375号 お よ び 同 第 6,
528,641号 で 保 護 さ れ て い る 、 Ambion製 品 RNAlater(登 録 商 標 )で あ り 、 そ れ ら の 全 体 の 内
容 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 い く つ か の 好 ま し い 方 法 に お い て 、 塩 は 硫 酸
塩 で あ り 、 例 え ば 限 定 さ れ る わ け で は な い が 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で あ る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 保 存 組 成 物 中 の 最 終 塩 濃 度 は 、 10 g/100 mlか ら 飽 和 濃 度 の 間 、 20 g/100 mlか ら
塩 の 飽 和 濃 度 の 間 、 お よ び /ま た は 30 g/100 mlか ら 80 g/100 mlの 間 で あ る 。 RNA保 存 組 成
物 は 、 少 な く と も 2、 3、 4、 ま た は そ れ 以 上 の 塩 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 い く つ か の 好 ま し
い 態 様 に お い て 、 分 画 さ れ た 白 血 球 は 、 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 上 に 含 ま れ 、 こ の マ ト リ
ッ ク ス が RNA保 存 組 成 物 と 接 触 す る 。 こ れ ら の 態 様 は 、 そ の 後 、 有 機 抽 出 で 分 画 さ れ た 白
血 球 か ら RNAを 抽 出 す る 段 階 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 こ の 点 に お け る 長 所 は 、 抽 出 さ れ た RNA
は 、 RNA保 存 媒 体 で 処 理 さ れ な か っ た 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら 抽 出 さ れ た RNAよ り も 、 DNA混
入 が 少 な い 事 で あ る 。 例 え ば 、 こ の 様 式 で 95％ 、 90％ 、 85％ 、 80％ 、 75％ 、 70％ 、 60％ 、
50％ 、 40％ 、 30％ 、 お よ び /も し く は 25％ 、 ま た は よ り 少 な い DNA混 入 を 達 成 す る こ と で き
、 こ れ ら 任 意 の 数 値 の 間 の 百 分 率 減 少 の 範 囲 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 い く つ か の 特 定 の 態 様 に お い て 、 発 明 は 以 下 を 含 む :白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で の 捕 捉
に よ る 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る
段 階 、 有 機 溶 液 で 溶 解 物 を 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 、 有 機 相 を マ ト リ
ッ ク ス 中 に 吸 収 し た 後 に 有 機 相 お よ び 水 相 を 分 離 す る 段 階 、 お よ び 水 相 か ら RNAを 単 離 す
る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の 他 の よ り 特 定 の 態 様 に お い て 、 発 明 の い く つ か の 方 法 は 以 下 を 含 む ： 白 血 球 除 去 マ
ト リ ッ ク ス で の 捕 捉 に よ る 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 、 白 血 球 に 浸 透 し RNAの 安 定 性
を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 で 分 画 さ れ た 白 血 球 を 処 理 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白
血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 、 有 機 溶 液 で 溶 解 物 を 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相
を 形 成 さ せ る 段 階 、 有 機 相 と 水 相 を 分 離 す る 段 階 、 お よ び 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 他 の 態 様 は 以 下 を 含 む ： 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で の 捕 捉 に よ る 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画
す る 段 階 、 白 血 球 に 浸 透 し RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 で 分 画 さ れ た
白 血 球 を 処 理 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 、 お よ び 溶
解 物 か ら RNAを 単 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 発 明 の さ ら な る 態 様 に お い て 、 分 画 さ れ た 白 血 球 は 、 白 血 球 の 溶 解 前 に 、 赤 血 球 お よ び
網 状 赤 血 球 を 混 入 し て い る レ ベ ル を 減 ず る た め の こ の よ う な 方 法 で 処 理 さ れ 得 る 。 網 状 赤
血 球 は α グ ロ ビ ン お よ び β グ ロ ビ ン を コ ー ド す る mRNAの 高 濃 度 を 含 む の で 、 RBCの 減 ぜ ら
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れ た 混 入 は 、 本 発 明 の い く つ か の 利 用 に お い て 特 別 の 利 益 と 成 り 得 る 。 し た が っ て 、 白 血
球 調 製 物 か ら の 網 状 赤 血 球 の 除 去 は 、 結 果 と し て 生 じ る 白 血 球 RNA調 製 物 中 に 混 入 す る α
お よ び β グ ロ ビ ン mRNAの 量 を 減 ず る 。 分 画 さ れ た 白 血 球 が 、 残 留 網 状 赤 血 球 お よ び 赤 血 球
を 溶 出 す る た め の 溶 液 で 洗 浄 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と が 、 企 図 さ れ て い る 。 残 留 網 状 赤 血
球 お よ び 赤 血 球 を 溶 出 す る た め に 有 用 で あ る 可 能 性 の あ る 試 薬 は 、 本 願 明 細 書 に お い て 「
RBC溶 出 緩 衝 剤 」 と し て 言 及 し 、 リ ン 酸 緩 衝 整 理 食 塩 水 (PBS)の よ う な 生 理 食 塩 水 、 お よ び
蒸 留 水 の よ う な 低 イ オ ン 強 度 溶 液 を 含 む が こ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 網 状 赤 血 球 混
入 が 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 網 状 赤 血 球 な ら び に 赤 血 球 を 効 果 的 に 溶 解 す る こ と が 当 業 者 に
よ り 公 知 で あ る RBC溶 解 溶 液 で 処 理 す る こ と に よ り 、 減 ぜ ら れ る 可 能 性 が あ る こ と が 企 図
さ れ る 。 例 え ば こ の よ う な RBC溶 解 溶 液 は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 水 、 塩 化 ア ン モ
ニ ウ ム 溶 液 ま た は 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム /重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 を 含 む 溶 液 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 発 明 は 以 下 を 含 む ： 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で の 捕 捉 に よ り 血
液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を RBC溶 解 溶 液 で 処 理 す る 段 階 、 分 画 さ
れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 、 有 機 溶 液 で 溶 解 物 を 抽 出 し て 有 機 相 お よ
び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 、 有 機 相 を マ ト リ ッ ク ス の 中 に 吸 収 し た 後 に 有 機 相 お よ び 水 相 を
分 離 す る 段 階 、 お よ び 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら に よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 発 明 は 以 下 を 含 む ： 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で の 捕
捉 に よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を RBC溶 解 溶 液 で 処 理 す る 段
階 、 白 血 球 に 浸 透 し RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 で 分 画 さ れ た 白 血 球
を 処 理 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段 階 、 有 機 溶 液 で 溶 解
物 を 抽 出 し て 有 機 相 お よ び 水 相 を 形 成 さ せ る 段 階 、 有 機 相 を マ ト リ ッ ク ス の 中 に 吸 収 し た
後 に 有 機 相 お よ び 水 相 を 分 離 す る 段 階 、 お よ び 水 相 か ら RNAを 単 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら な る 態 様 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む と 定 義 さ れ る ： 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で の 捕 捉 に
よ り 血 液 か ら 白 血 球 を 分 画 す る 段 階 、 分 画 さ れ た 白 血 球 を 溶 解 し て 溶 解 物 を 生 じ さ せ る 段
階 、 お よ び 溶 解 物 か ら RNAを 単 離 す る 段 階 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 発 明 の い く つ か の 態 様 は 、 溶 解 物 中 の 1つ ま た は 複 数 の RNAの 存 在 ま た は 量 を ア ッ セ イ す
る 段 階 を 含 む 。 こ の よ う な ア ッ セ イ す る 段 階 は 、 本 明 細 書 の 提 出 時 点 で 公 知 で あ っ た か 、
ま た は 後 に 開 発 さ れ た か に か か わ ら ず 、 RNAを ア ッ セ イ す る た め に 適 切 で あ る 分 子 生 物 学
的 ア ッ セ イ の 任 意 の 形 態 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 当 業 者 は 、 本 明 細 書 を 考 慮 し て 、 こ の よ う
な ア ッ セ イ を 発 明 に 適 合 さ せ る 方 法 を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 研
究 お よ び /ま た は 診 断 プ ロ ト コ ル と の 関 係 で 、 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な ア ッ
セ イ は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 RNAse保 護 ア ッ セ イ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 、 マ イ ク
ロ ア レ イ 解 析 、 ま た は 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 解 析 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 逆 転 写 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 の 使 用 を 含 む 態 様 は 、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRま た は エ ン ド ポ イ ン ト RT-PCR
を 用 い る と さ ら に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 溶 解 物 か ら 得 ら れ た RNAは ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 含 む プ ロ ト コ ル で ア ッ セ イ さ れ
る 可 能 性 も あ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 は cDNAア レ イ 、
ス ポ ッ ト オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ (spotted oligonucleotide array)、 ま た は イ ン サ イ
チ ュ ー 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の 使 用 を 含 む 可 能 性 が あ る 。 本 明 細 書 に お い て 考 察
し て い る よ う に 、 発 明 の い く つ か の 態 様 の 利 点 は 、 網 状 赤 血 球 か ら の α グ ロ ビ ン お よ び β
グ ロ ビ ン 遺 伝 子 mRNA混 入 の 量 を 減 少 さ せ 、 WBCの マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 の よ う な WBC RNA解 析
が 非 常 に 容 易 に な る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 発 明 は 以 下 を 含 む 白 血 球 か ら 総 RNAを 抽 出 す る た め の キ ッ ト
に 関 す る ： 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 、 お よ び 上 記 の よ う な 白 血 球 の た め の 細 胞 溶 解 溶 液 。
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い く つ か の 態 様 に お い て 、 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス は 、 使 用 中 に 血 液 が マ ト リ ッ ク ス を 通
過 す る こ と を 可 能 に す る よ う に 適 合 さ れ た 担 体 中 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な 担 体 は シ リ ン ジ
に 合 う よ う 適 合 さ れ 得 る 。 い く つ か の 態 様 の キ ッ ト は 、 全 血 が 密 閉 さ れ た 容 器 か ら マ ト リ
ッ ク ス を 通 り 、 そ の 後 白 血 球 が 除 去 さ れ た 血 液 と し て 、 さ ら な る 密 閉 さ れ た 容 器 中 へ 移 動
さ れ る こ と を 可 能 に す る 様 式 で 機 能 す る よ う 適 合 さ れ る 。 1つ ま た は 複 数 の 容 器 が 、 キ ッ
ト 中 に 含 ま れ る 可 能 性 が あ る 。 キ ッ ト は ま た 、 1つ 、 2つ ま た は 3つ の 以 下 の 成 分 を 含 む が
こ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い 他 の 成 分 を 含 む 可 能 性 も あ る ： RBC溶 解 溶 液 、 白 血 球 に 浸
透 し 白 血 球 中 の RNAの 安 定 性 を 増 大 さ せ る 塩 を 含 む RNA保 存 組 成 物 、 有 機 抽 出 試 薬 、 な ら び
に /ま た は 固 相 抽 出 マ ト リ ッ ク ス お よ び RNAの 溶 出 前 に 不 純 物 を 取 り 除 く た め に マ ト リ ッ ク
ス を 洗 浄 す る た め の 試 薬 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 特 許 請 求 の 範 囲 お よ び /ま た は 明 細 書 に お い て 「 含 む 」 と い う 用 語 と 関 連 し て 用 い ら れ
る 場 合 、 「 1つ (a)」 ま た は 「 1つ (an)」 と い う 語 の 使 用 は 、 「 1(one)」 を 意 味 す る 可 能 性
が あ る が 、 「 1つ ま た は 複 数 」 、 「 少 な く と も 1つ 」 、 お よ び 「 1つ ま た は 1つ 以 上 」 の 意 味
と も 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 考 察 さ れ る 任 意 の 態 様 は 、 本 発 明 の 任 意 の 方 法 、 キ ッ ト 、 試 薬 、 ま た
は 組 成 物 に よ っ て 実 現 さ れ 得 る こ と が 企 図 さ れ 、 そ の 逆 も ま た 同 様 で あ る 。 さ ら に 、 発 明
の 組 成 物 は 、 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 出 願 を 通 じ て 、 「 約 」 と い う 用 語 は 、 値 が 、 値 を 測 定 す る た め に 用 い ら れ る デ バ イ ス
、 方 法 の 誤 差 の 固 有 の ば ら つ き 、 ま た は 研 究 対 象 物 中 に 存 在 す る ば ら つ き を 含 む こ と を 指
す た め に 用 い ら れ る 。 　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 請 求 の 範 囲 に お け る 、 「 ま た は 」 と い う 用 語 の 使 用 は 、 本 開 示 は 選 択 肢 お よ び 「 お よ び
/ま た は 」 の み を 指 す 定 義 付 け を 支 持 し て い る が 、 選 択 肢 の み を 指 す こ と が 明 確 に 指 示 さ
れ て い る か ま た は 選 択 肢 が 相 互 に 相 容 れ な い 場 合 を 除 い て 、 「 お よ び /ま た は 」 を 意 味 す
る よ う 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 明 細 書 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 用 い ら れ る 場 合 、 「 含 む (comprising)」 と い う
語 (お よ び 「 含 む (comprise)」 お よ び 「 含 む (comprises)」 の よ う な 含 む の 任 意 の 形 )、 「
有 す る (having)」 (お よ び 「 有 す る (have)」 お よ び 「 有 す る (has)」 の よ う な 有 す る の 任 意
の 形 )、 「 含 む (including)」 (お よ び 「 含 む (includes)」 お よ び 「 含 む (include)」 の よ う
な 含 む の 任 意 の 形 )ま た は 「 含 む (containing)」 (お よ び 「 含 む (contains)」 お よ び 「 含 む
(contain)」 の よ う な 含 有 す る の 任 意 の 形 )は 、 包 括 的 ま た は 制 限 が な く 、 か つ 付 加 的 な 、
列 挙 さ れ て い な い 要 素 ま た は 方 法 の 段 階 を 排 除 し な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 対 象 、 特 性 お よ び 長 所 は 、 以 下 の 詳 細 な 記 載 か ら 明 ら か に な る 。 し か し な
が ら 、 発 明 の 精 神 と 範 囲 内 で 様 々 は 変 更 お よ び 改 良 が 、 詳 細 な 記 載 か ら 当 業 者 に 明 ら か で
あ る た め 、 詳 細 な 記 載 お よ び 具 体 的 な 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 示 す が 、 例 と し て の み
示 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 者 ら は 、 白 血 球 を 分 画 し 、 そ れ ら か ら mRNAを 抽 出 す る た め の 、 新 し い 方 法 を 考 案
し た 。 こ れ ら の 方 法 は 、 白 血 球 を 捕 捉 す る た め に 、 Pall社 に よ り 生 産 さ れ て い る よ う な 白
血 球 除 去 フ ィ ル タ の 使 用 に 関 し 、 こ れ に は 捕 捉 さ れ た 白 血 球 か ら の RNAの 単 離 が 続 く 。 本
発 明 者 ら は 、 1つ の 態 様 に お い て 、 Pall白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー 、 例 え ば 「 LK4」 と 称 さ れ る
フ ィ ル タ ー が 、 そ の 後 の RNA抽 出 の た め に 全 血 か ら WBCを 回 収 す る こ と が で き る こ と を 示 し
て い る 。 20 ml相 当 の 全 血 量 は 、 本 方 法 を 当 技 術 分 野 に お け る RNA抽 出 に 修 正 可 能 に す る 手
動 の シ リ ン ジ 形 式 を 用 い る 採 取 の 時 点 で 迅 速 に 濾 過 さ れ る (約 1分 )。 遠 心 分 離 ま た は 他 の
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溶 液 と 混 合 す る こ と は 、 必 要 と さ れ な い 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 血 液 に 運 ば れ る 病 原 菌
に さ ら さ れ る 最 小 の 危 険 性 を 提 供 す る 、 WBC分 画 の た め の 密 閉 さ れ た チ ュ ー ブ 形 式 を 開 発
し た 。 血 液 採 取 の 1～ 2分 以 内 で 完 了 さ せ る こ と が で き 、 か つ 細 胞 に 遠 心 力 の 影 響 を 供 し な
い た め 、 WBC濾 過 は 、 単 離 さ れ た 白 血 球 の mRNAプ ロ フ ァ イ ル を 乱 す こ と が 、 任 意 の 代 替 の
白 血 球 濾 過 方 法 よ り も 少 な い こ と が 期 待 さ れ る 。 こ の 方 法 を 用 い て 収 集 さ れ た RNAの 収 率
お よ び 質 は 優 れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 RNAlaterは 、 Ambionで 開 発 さ れ た 試 薬 で あ り 、 組 織 試 料 中 の RNAを 安 定 化 す る 。 RNAlate
r、 お よ び そ の 様 々 な 態 様 は 、 両 者 と も 「 Methods and Reagents for Preserving RNA in 
Cell and Tissue Samples」 と 題 さ れ た 米 国 特 許 第 6,204,375号 お よ び 同 第 6,528,641号 に
記 載 さ れ 、 そ の 全 て の 開 示 は 全 体 が 本 明 細 書 中 に 組 み 入 れ ら れ る 。 本 発 明 の 1つ の 局 面 は
、 全 血 か ら の WBCの 迅 速 な 分 画 の た め 、 か つ RNAlaterを 用 い た 分 画 さ れ た 細 胞 中 の mRNAの
迅 速 な 安 定 化 の た め の 手 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
血 液 か ら の WBCの 単 離 の 方 法
　 全 血 か ら WBCを 単 離 す る た め の 様 々 な 様 式 が 存 在 し 、 そ の 多 く は 上 記 に 考 察 さ れ て い る
。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 関 係 に お い て 、 好 ま し い 単 離 の 方 法 は 、 WBCを 捕 集 す る が 、 RBC
、 血 漿 、 お よ び 他 の 非 WBC血 液 成 分 は 通 過 さ せ る こ と が で き る フ ィ ル タ ー 媒 体 の 使 用 を 含
む 。 こ の 目 的 を 成 し 遂 げ る で あ ろ う フ ィ ル タ ー 媒 体 の 任 意 の 形 態 は 、 本 発 明 の 状 況 に お い
て 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 の 教 示 に 従 う こ と に よ り 、 当 業 者 は 、
実 施 例 に お い て 教 示 さ れ て い る よ う な ア ッ セ イ 手 法 で 可 能 性 の あ る フ ィ ル タ ー を 使 用 し 結
果 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の 方 法 に お け る 適 性 に つ い て 任 意 の 可 能 性 の あ る フ ィ
ル タ ー を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 WBC単 離 に 対 し て 現 在 好 ま し い フ ィ ル タ ー は 、 Leukosorb(登 録 商 標 )媒 体 と い う 名 前 で Pa
ll社 に よ り 販 売 さ れ て い る 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス で あ る 。 Leukosorbは 、 輸 血 の た め に
血 液 か ら WBCを 除 去 す る よ う 当 初 考 案 さ れ て い た 繊 維 性 の 媒 体 で あ る 。 Leukosorb製 品 お よ
び そ の 使 用 の 記 載 は 、 以 下 の 米 国 特 許 で 見 出 さ れ 得 、 そ の 全 体 の 内 容 は 、 そ れ ぞ れ 参 照 に
よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ： 米 国 特 許 第 5,501,795号 、 第 5,100,564号 、 第 4,880,548
号 、 第 4,923,620号 、 第 4,925,572号 、 第 5,229,012号 、 お よ び 第 5,344,561号 、 な ら び に 米
国 特 許 出 願 第 20030134417号 。 以 下 に 考 察 さ れ る 試 験 に お い て 、 LK4 Leukosorbフ ィ ル タ ー
が 用 い ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
WBCか ら RNAを 単 離 す る 方 法
　 当 業 者 に 公 知 で あ る 、 細 胞 か ら RNAを 単 離 す る た め の 多 く の 方 法 が 存 在 し 、 そ の 多 く ま
た は 全 て は 本 発 明 に 適 合 で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 全 血 お よ び 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら 総 RNAを 抽 出 す る た め の 大 部 分 の 方 法 は 、 グ ア ニ ジ ン
チ オ シ ア ネ ー ト 、 細 胞 膜 を 破 壊 し ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る 強 力 な カ オ
ト ロ ー プ 、 中 で の 試 料 の 最 初 の 溶 解 を 含 む 。 通 常 用 い ら れ る 市 販 の 試 薬 の 1つ 、 TRIzol(登
録 商 標 )(Life Technologies, Inc.)は 、 グ ア ニ ジ ン 塩 お よ び フ ェ ノ ー ル の 混 合 物 か ら な る
。 標 準 的 な プ ロ ト コ ル に お い て 、 全 血 は 3倍 量 の TRIzol試 薬 と 混 合 さ れ 、 そ の 後 ク ロ ロ フ
ォ ル ム が 添 加 さ れ 、 こ の 調 製 物 は 有 機 相 お よ び 水 相 中 に 分 離 す る た め に 遠 心 分 離 さ れ る 。
RNAは 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で 水 相 か ら 沈 殿 し 、 沈 殿 物 は 混 入 物 を 減 ず る た め に エ タ ノ ー ル
で 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 血 液 か ら RNAを 精 製 す る た め の も う 1つ の 一 般 的 な 方 法 は 、 シ リ カ マ ト リ ッ ク ス の 上 で の
固 相 抽 出 を 含 む 。 血 液 試 料 は 、 グ ア ニ ジ ン 溶 液 中 ま た は 他 の 溶 解 溶 液 中 で 溶 解 さ れ 、 細 胞
溶 解 物 は エ タ ノ ー ル と 混 合 さ れ 、 RNAを 結 合 す る シ リ カ フ ィ ル タ ー 上 に 置 か れ る 。 フ ィ ル
タ ー は 、 混 入 物 を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ 、 そ の 後 RNAは 水 で 溶 出 さ れ る 。 DNase消 化 段 階
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は 、 ゲ ノ ム DNA混 入 を 排 除 す る た め に 全 て の RNA単 離 方 法 で 、 通 常 推 奨 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 他 の 方 法 は 、 陽 イ オ ン 界 面 活 性 剤 中 で (Macfarlane and Dahle, 1997)ま た は 塩 化 リ チ ウ
ム /尿 素 溶 液 中 で の 全 血 の 溶 解 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 血 液 か ら RNAを 単 離 す る た め の 市 販 製 品 は 、 Ambion RiboPure-Bloodキ ッ ト (Ambion)お よ
び PAXgene(登 録 商 標 )シ ス テ ム (PreAnalytix)を 含 む 。 RiboPure-Bloodキ ッ ト の 使 用 は 、 下
記 の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 PAXgeneシ ス テ ム に お い て 、 ～ 2.5 mlの 血 液 試 料 が
、 溶 解 溶 液 の ～ 7.5 mlを 含 有 す る 真 空 採 血 チ ュ ー ブ の 中 に 直 接 吸 引 さ れ る 。 室 温 で 少 な く
と も 2時 間 の 試 料 の 保 存 の 後 、 RNAを ペ レ ッ ト 状 に し 、 洗 浄 し 、 プ ロ テ ア ー ゼ で 処 理 し 、 そ
の 後 調 製 物 を エ タ ノ ー ル で 混 合 し 、 そ の 後 上 記 の よ う に シ リ カ フ ィ ル タ ー 上 で 精 製 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
WBCか ら 単 離 さ れ た RNAお よ び DNAを 使 用 す る 方 法
　 本 発 明 の 様 式 で WBCか ら 単 離 さ れ た RNAお よ び DNAは 、 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ て い る よ う
に 、 DNAま た は RNAが 関 与 す る 任 意 の 分 子 生 物 学 的 技 術 で 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 発 明 の い く つ か の 好 ま し い 態 様 は 、 下 記 に 記 載 さ れ た よ う に 、 研 究 お よ び /ま た は 診 断
目 的 の た め の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 含 む 。 他 の 態 様 は 、 そ の 全 体 の 開 示 が 参 照 に よ り 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 「 Crude biological derivatives competent for nucleic aci
d detection」 と 題 さ れ た Pasloskeに よ る 米 国 特 許 公 報 第 20030170617号 に 記 載 さ れ て い る
よ う な 、 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 プ ロ ト コ ル に お け る 、 WBCか ら 単 離 さ れ た RNAの 使 用
を 含 む 。 発 明 の 好 ま し い 態 様 の 1つ に お い て 、 本 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ た 白 血 球 除 去 フ
ィ ル タ ー を 用 い て 単 離 さ れ た WBCは 、 米 国 特 許 公 報 第 20030170617号 に 記 載 さ れ た 方 法 で 処
理 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 使 用 は 、 1つ ま た は い く つ か の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNAの 発 現 の レ ベ ル の 解 析 、
全 体 的 な mRNA発 現 レ ベ ル の 解 析 、 マ イ ク ロ RNAお よ び 低 分 子 干 渉 RNAの よ う な 低 分 子 内 因 性
RNAお よ び 外 因 性 RNA分 子 の 発 現 レ ベ ル の 解 析 、 お よ び 変 異 お よ び SNPを 含 む 遺 伝 的 多 型 の
発 見 お よ び 解 析 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 RNase保 護 ア ッ セ イ 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 お よ
び 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)の よ う な ア ッ セ イ は 、 1ま た は 数 個 の mRNAの レ ベ
ル の 解 析 に お い て 用 い ら れ る 可 能 性 が あ る 。 1ま た は い く つ か の mRNA種 に 対 す る 特 に 有 用
な ア ッ セ イ は 、 リ ア ル タ イ ム RT-PCRと し て 公 知 の RT-PCRの 改 変 で あ る (定 量 RT-PCRと し て
も ま た 公 知 で あ る )。 概 し て 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ 、 例 え ば 32-Pま
た は ビ オ チ ン ま た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の よ う な 検 出 可 能 部 分 と 結 合 し て い る ヌ ク レ オ チ ド の
取 り 込 み に よ り 標 識 さ れ た RNAま た は DNAプ ロ ー ブ へ の RNA試 料 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 ま た は 続 い て RCRま た は T7、 T3お よ び Sp6 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な RNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵
素 を 用 い る cDNA標 的 の 増 幅 を 伴 う 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 逆 転 写 酵 素 、 例 え ば モ ロ ニ ー 白
血 病 ウ イ ル ス (M-MuLV)ま た は ト リ 骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス (AMV)ま た は ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (
HIV)か ら 単 離 さ れ た 、 ま た は こ れ ら に 由 来 す る 逆 転 写 酵 素 を 用 い RNA試 料 中 の 標 的 RNAの 相
補 的 DNA(cDNA)へ の 変 換 の い ず れ か に 基 づ く 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 方 法
　 本 発 明 を 用 い て 分 画 さ れ た 血 液 細 胞 か ら 回 収 さ れ た RNAは 、 疾 患 、 予 後 、 お よ び 治 療 に
対 す る 反 応 と 相 互 に 関 係 が あ る mRNAレ ベ ル の パ タ ー ン の 発 見 を 助 け る 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン
グ 実 験 の た め の イ ン プ ッ ト と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 概 し て 、 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 用 い ら れ る RNAは 、 逆 転 写 活 性 を 有 す る 酵 素 に
よ り 相 補 的 DNA(cDNA)へ 変 換 さ れ 、 検 出 可 能 部 、 例 え ば 蛍 光 標 識 さ れ た dNPTま た は ビ オ チ
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ン 化 さ れ た dNTPが 逆 転 写 段 階 の 間 に cDNA中 に 取 り 込 ま れ る 。 標 識 さ れ た cDNAは 、 そ の 後 、
検 出 可 能 な シ グ ナ ル 、 例 え ば 蛍 光 発 光 が 特 定 の mRNAに 対 し て 特 異 的 な 要 素 と 関 連 す る よ う
に 、 固 体 支 持 体 上 に 配 置 さ れ た 要 素 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 。 ア レ イ 上 の 要 素 は 、 標 的 mR
NAに 対 し て 相 補 的 な 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は cDNAか ら な り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 イ ン プ ッ ト RNAに 対 す る 必 要 条 件 は 、 逆 転 写 酵 素 の 阻 害 因 子 、 ま た は 所 望 の mRNA標 的 の
明 確 な 検 出 を 妨 げ 得 る レ ベ ル の ゲ ノ ム DNAを 含 有 し な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 白 血 球 か ら の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め に 用 い ら れ る イ ン プ ッ ト RNAに お け る も う 1つ
の 望 ま し く な い 混 入 物 は 、 α -お よ び β -グ ロ ビ ン 遺 伝 子 か ら の mRNAで あ る 。 分 画 さ れ て い
な い 全 血 か ら 抽 出 さ れ た イ ン プ ッ ト RNAを 用 い る 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ の 複 雑 さ の 要 因 は
、 高 レ ベ ル の α -お よ び β -グ ロ ビ ン の mRNAを 含 む 、 網 状 赤 血 球 と し て 公 知 で あ る 、 未 成 熟
赤 血 球 の 多 数 の 存 在 (白 血 球 の 数 と 比 較 し て )で あ る 。 RNAが 全 血 か ら 抽 出 さ れ 、 マ イ ク ロ
ア レ イ 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ ア ッ セ イ で の 使 用 の た め に 増 幅 さ れ た 場 合 、 グ ロ ビ ン mRNAの
産 物 が 増 幅 さ れ た 物 質 に お い て 優 勢 を と な り 、 関 心 対 象 の 他 の mRNAの 検 出 感 度 の 劇 的 な 減
少 を も た ら す 。 (Affymetrix Technical Notes, 「 Blood RNA Isolation Methods for Gen
eChip Expression Analysis」 ;「 An Analysis of Blood Processing Methods to Prepare
 Samples for GeneChip Expression Profiling」 )。 こ の グ ロ ビ ン mRNAの 混 入 は 、 マ イ ク
ロ ア レ イ プ ロ フ ァ イ リ ン グ の た め の イ ン プ ッ ト と し て の RNAの 使 用 を 危 う く す る 。 本 発 明
の 特 別 の 長 所 は 、 大 部 分 の 網 状 赤 血 球 が 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー 上 で の 血 液 の 分 画 過 程 の 間
に 取 り 除 か れ る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 発 明 の 様 々 な 局 面 を さ ら に 例 示 す る た め に 含 ま れ る 。 以 下 の 実 施 例 で
開 示 さ れ る 技 術 は 、 本 発 明 の 実 施 に お い て 十 分 に 機 能 す る た め に 、 本 発 明 者 ら に よ り 発 見
さ れ た 技 術 お よ び /ま た は 組 成 物 を 提 示 し 、 し た が っ て そ の 実 施 の た め に 好 ま し い 様 式 の
構 成 要 素 と な る と 見 な さ れ う る こ と が 、 当 業 者 に 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 し か し な が ら 、
当 業 者 は 、 本 開 示 に 照 ら し て 多 く の 変 更 が 開 示 さ れ て い る 特 定 の 態 様 に お い て 成 さ れ る こ
と が で き 、 そ れ で も な お 、 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 同 様 の ま た は 類 似 の
結 果 を も た ら す こ と を 認 識 す る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
実 施 例 1
白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス の 白 血 球 の 捕 捉 の 有 効 性
　 試 験 が 、 試 作 品 デ バ イ ス を 用 い て 全 血 か ら 白 血 球 が 捕 捉 さ れ る 有 効 性 を 明 ら か に す る た
め に 実 施 さ れ た 。 6つ の EDTA血 液 の 10 ml試 料 を 、 Pall社 の LK4フ ィ ル タ ー を 通 過 さ せ 、 濾
液 を 未 使 用 の チ ュ ー ブ 中 に 収 集 し た 。 白 血 球 層 分 画 と し て 捕 捉 さ れ な か っ た 任 意 の WBCを
回 収 す る た め に 、 濾 液 を そ の 後 ス イ ン グ バ ケ ッ ト 遠 心 分 離 (swinging bucket centrifuge)
で 3,200rpmで 15分 間 遠 心 分 離 し た 。 白 血 球 層 を 使 い 捨 て の 広 径 ト ラ ン ス フ ァ ー ピ ペ ッ ト を
用 い て 収 集 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 RNAを LK4フ ィ ル タ ー お よ び 対 応 す る 白 血 球 層 分 画 か ら Ambion RiboPure-Bloodキ ッ ト を
用 い て 抽 出 し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 こ の プ ロ ト コ ル は 、 WBC(白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 上 に
捕 捉 さ れ て い る 可 能 性 が あ り 、 ま た は 全 血 中 も し く は 血 液 の 白 血 球 層 分 画 中 に 存 在 す る 可
能 性 が あ る )を グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト を 基 礎 に し た 溶 解 溶 液 中 で 溶 解 す る 段 階 、 調 製
物 の pHを 減 ず る た め に 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る 段 階 、 低 pHフ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ フ ォ ル ム
を 添 加 す る 段 階 、 お よ び 調 製 物 を 完 全 に ボ ル テ ッ ク ス し そ の 後 室 温 で 5分 間 保 存 す る 段 階
を 含 む 。 そ の 後 混 合 物 を 水 相 と 有 機 相 に 分 離 す る た め に 遠 心 分 離 し 、 上 部 の 水 相 を 新 し い
試 験 管 へ 取 り 除 き 、 適 当 な 量 の 無 水 エ タ ノ ー ル 、 例 え ば 2分 の 1量 の 無 水 エ タ ノ ー ル で 混 合
す る 。 ヘ ム な ら び に 血 漿 お よ び 細 胞 タ ン パ ク 質 の 大 部 分 の 混 入 を 含 ん で い る 下 位 の 有 機 相
は 廃 棄 さ れ る 。 水 相 +エ タ ノ ー ル 混 合 物 を 、 そ の 後 シ リ カ 膜 を 通 し て 濾 過 し 、 こ こ で RNAは
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シ リ カ マ ト リ ッ ク ス に 結 合 す る 。 シ リ カ マ ト リ ッ ク ス を 、 グ ア ニ ジ ン お よ び 他 の 独 自 の 成
分 を 含 む 、 第 一 の 洗 浄 溶 液 で 洗 浄 し 、 続 い て エ タ ノ ー ル と 他 の 独 自 の 成 分 を 含 む 第 二 の 洗
浄 溶 液 で 洗 浄 す る 。 濾 過 お よ び 洗 浄 段 階 は 、 遠 心 分 離 ま た は 真 空 濾 過 に よ り 溶 液 を シ リ カ
フ ィ ル タ ー に 通 過 さ せ る こ と に よ り 成 し 遂 げ ら れ る 。 洗 浄 段 階 が 完 了 し た 後 、 シ リ カ フ ィ
ル タ ー を 残 り の 流 動 体 を 取 り 除 く た め に 遠 心 分 離 し 、 フ ィ ル タ ー を 第 2の 試 験 管 、 例 え ば 2
 ml微 量 遠 心 管 チ ュ ー ブ へ 移 す 。 そ の 後 RNAを 、 0.1 mM EDTAを 含 む 予 熱 さ れ た ヌ ク レ ア ー
ゼ が 含 ま れ て い な い 水 を シ リ カ マ ト リ ッ ク ス に 適 用 し 、 RNAを 回 収 す る た め に 集 合 体 を 遠
心 分 離 す る こ と に よ り 、 シ リ カ フ ィ ル タ ー か ら 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 各 試 料 か ら の RNAを 200 μ lで 溶 出 し 、 15 μ lの 各 調 製 物 を 図 1に 示 す よ う に 、 臭 化 エ チ
ジ ウ ム 存 在 下 で 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 解 析 し た 。 試 料 を 、 LK-4で 回 収 し た RNAを 第 １ の レ
ー ン に 、 対 応 す る 濾 過 で 回 収 し た RNAを 隣 接 し た レ ー ン に な る よ う に 、 対 で ロ ー ド し た 。
こ の 形 式 に お い て フ ィ ル タ ー マ ト リ ッ ク ス を 用 い る 全 血 か ら の WBC捕 捉 の 有 効 性 は 、 図 １
に 示 す よ う に 、 ～ 75か ら 85％ の 範 囲 で 変 化 し た 。 こ の 有 効 性 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 発 現 プ ロ
フ ァ イ リ ン グ 試 験 に お い て イ ン プ ッ ト と し て 利 用 す る た め の 十 分 な RNAを 得 る た め に 十 分
以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 2
高 品 質 RNAは フ ィ ル タ ー マ ト リ ッ ク ス で 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら 回 収 さ れ 得 る
　 図 2、 図 3Aお よ び 図 3Bは 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て LK4で 分 画 さ れ た 細 胞 か ら 回 収 さ れ た RN
Aの 収 率 お よ び 質 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 図 2は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る RNAの 解 析 を 示 す 。 抗 凝 固 処 理 し た 血 液 (10 ml)
を 、 2つ の 形 式 の う ち 1つ を 用 い て 、 口 径 2.5 cmの LK4を 通 し て 濾 過 し た 。 こ の 試 験 に お い
て 、 最 初 の 3レ ー ン の 試 料 を 、 LK4フ ィ ル タ ー が 使 い 捨 て の シ リ ン ジ デ バ イ ス 中 に 残 り 、 抽
出 試 薬 が RNAを 遊 離 さ せ る た め に フ ィ ル タ ー を 通 っ て 流 さ れ る 形 式 を 用 い て 処 理 し た 。 図 2
中 の 最 後 の レ ー ン の 試 料 を 、 フ ィ ル タ ー が 処 理 の た め に デ バ イ ス か ら 取 り 除 か れ る 、 再 利
用 可 能 な シ リ ン ジ デ バ イ ス 形 式 で LK4を 用 い て 処 理 し た 血 液 か ら 回 収 し た 。 各 試 料 か ら の R
NAを 、 200 μ lの 0.1 mM EDTAを 含 む ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 ま な い 水 で 溶 出 し 、 15 μ lの 各 調 製
物 を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム 存 在 下 で 変 性 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 解 析 し た 。 無 傷 の 高 品 質 RNAは 、
18S(下 側 の バ ン ド )お よ び 28S(上 側 の バ ン ド )リ ボ ソ ー ム RNAの 特 徴 に 対 応 す る エ チ ジ ウ ム
染 色 物 質 の は っ き り し た バ ン ド に よ り 証 明 さ れ る よ う に 、 明 ら か で あ る 。 LK4フ ィ ル タ ー
が 取 り 除 か れ る 形 式 を 用 い て 回 収 さ れ た RNA(図 2の レ ー ン 4)は 、 フ ィ ル タ ー が イ ン サ イ チ
ュ ー 処 理 さ れ る も う 1つ の 形 式 (図 2の レ ー ン 1～ 3)と 比 較 し て 、 ゲ ノ ム DNAに よ る 混 入 物 の
よ り 高 い レ ベ ル を 常 に 示 し た 。 LK4で 捕 捉 さ れ た 細 胞 か ら 回 収 さ れ た RNAの 純 度 は ま た 、 26
0 nmお よ び 280 nmで の UV吸 光 度 値 、 高 純 度 RNAで あ る こ と を 示 す 、 1.9-2.1の 狭 い 範 囲 に 及
ぶ 260:280吸 光 度 比 を 測 定 す る こ と で も 評 価 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 図 3Aお よ び 図 3Bは 、 Agilent 2100 Bioanalyzerで マ イ ク ロ フ ル イ デ ィ ク ス 分 離 に よ っ て
解 析 さ れ た RNAを 示 す 。 Agilent Bioanalyzerで の RNAの 解 析 は 、 こ の 機 械 は 18Sお よ び 28S 
rRNAの ピ ー ク の 高 さ の 比 に 対 し て 数 値 を 与 え る た め 、 例 え ば 、 発 明 の い く つ か の 態 様 に 対
し て は 特 に 有 用 で あ る 。 ～ 5 キ ロ ベ ー ス 28S rRNAは 、 ～ 2 kb 18S rRNAよ り も 分 解 を 受 け
や す く 、 非 常 に 高 い 28S:18S rRNA値 は 、 よ り 高 度 に 無 傷 で あ る RNAと 関 係 す る 。 マ イ ク ロ
ア レ イ 試 験 の た め の イ ン プ ッ ト と し て 使 用 た め に 十 分 な 質 の RNAを 表 す 28S:18S rRNA値 の
合 意 は 未 だ 明 ら か に な る 途 中 で あ る が 、 RNAは 本 適 用 に お い て 最 も 成 功 裏 に 用 い ら れ る た
め に は 少 な く と も 1の 28S:18S rRNA比 を 有 す る べ き で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 図 3Aお
よ び 図 3Bは 、 フ ィ ル タ ー が 処 理 の た め に デ バ イ ス か ら 取 り 除 か れ る 形 式 を 用 い て LK4で 分
画 さ れ た 白 血 球 か ら 抽 出 さ れ た 、 2つ の RNA調 製 物 に 対 す る 典 型 的 な Agilent Bioanalyzer
デ ー タ を 示 す 。 こ れ ら の 調 製 物 を 、 溶 出 後 、 DNase 1で 処 理 し た 。 1ミ リ リ ッ ト ル の 各 調 製
物 を 、 RNAに 特 異 的 に (ま た は 少 な く と も 優 先 的 に )結 合 す る 独 自 の 色 素 を 含 有 す る 試 料 ロ
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ー デ ィ ン グ 溶 液 で 混 合 し 、 Agilentチ ッ プ に 泳 動 し た 。 28S:18S rRNAピ ー ク の 高 さ の 比 は
、 カ ッ ト オ フ 値 の 1よ り 十 分 に 上 で あ っ た 。 概 し て 、 Agilent softwareに よ り 決 定 さ れ る
、 調 製 物 の こ の 種 類 か ら の RNAの 収 率 は 、 血 液 の 10 mlあ た り ～ 30か ら 60μ gの 範 囲 に わ た
る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例 3
RNAlater処 理 は 、 分 画 さ れ た WBC中 の RNAを 保 存 す る
　 図 4で 示 さ れ る デ ー タ は 、 未 処 理 試 料 と 比 較 し た 、 RNAlaterで 処 理 し た 試 料 に お け る 18S
お よ び 28Sリ ボ ソ ー ム RNAバ ン ド の よ り 強 い 染 色 に よ り 示 さ れ る よ う に 、 RNAが 無 傷 で あ る
こ と を 保 つ た め に 、 RNAlaterで LK4に よ り 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 処 理 す る 事 の 利 点 を 示 す 。 LK4
で 捕 捉 さ れ た 細 胞 を RNAlaterで 処 理 す る 特 定 の 長 所 は 、 該 処 理 が 、 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 含 有
す る デ バ イ ス を 、 外 界 温 度 で 試 料 採 取 地 点 か ら RNA抽 出 お よ び 解 析 の た め の 離 れ た 場 所 の
ラ ボ へ 移 動 さ せ る こ と を 可 能 に す る こ と で あ る 。 外 界 温 度 で の 試 料 の 移 動 は 、 RNA解 析 に
関 連 す る 費 用 を 減 ず る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ れ ら の デ ー タ を 得 る た め に 、 3人 の 健 康 な ド ナ ー か ら の 二 重 の 10 ml EDTA血 液 試 料 を
使 い 捨 て シ リ ン ジ フ ィ ル タ ー 単 位 中 に 含 ま れ る LK4白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 上 で 濾 過 し た
。 試 料 の 各 一 対 の 1つ は 、 「 リ ン グ モ ー ル ド (ring-molded)」 と 呼 ば れ る 設 計 を 有 す る 使 い
捨 て 可 能 な フ ィ ル タ ー 単 位 デ バ イ ス 上 で 濾 過 し 、 も う 1つ は 、 「 psf」 と 呼 ば れ る も う 1つ
の 設 計 を 有 す る 使 い 捨 て フ ィ ル タ ー 単 位 を 通 し て 濾 過 し た 。 血 液 を 濾 過 し た 後 、 フ ィ ル タ
ー 上 に 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 、 LK4マ ト リ ッ ク ス に 2 mlの RNAlaterを 通 す こ と に よ り RNAlater
で 処 理 し 、 RNAlaterは 、 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 伴 う LK4マ ト リ ッ ク ス を 含 有 す る フ ィ ル タ ー 単
位 に 結 合 さ れ た 3 mlシ リ ン ジ を 経 て 送 達 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 LK4に 捕 捉 さ れ た 細 胞 を 含 有 す る フ ィ ル タ ー 単 位 を 、 シ リ ン ジ か ら 取 り 除 き 、 外 界 温 度
で の 夜 通 し の 宅 配 業 者 を 経 て 試 料 採 取 地 点 か ら 実 験 室 へ 輸 送 さ れ た 。 RNAを 、 LK4に よ り 捕
捉 さ れ た 細 胞 か ら 抽 出 し 、 0.1 mM EDTAを 含 有 す る 230 μ lの 水 で 溶 出 し 、 15 μ l(各 調 製
物 の ～ 6.5％ )を 、 10 μ g/ml臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 む 8 μ lの 変 性 ゲ ル ロ ー デ ィ ン グ 溶 液 で 混
合 し 、 変 性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。 各 レ ー ン の 試 料 は 、 以 下 の 通 り
で あ っ た ： レ ー ン 1-ド ナ ー #1、 リ ン グ モ ー ル ド デ バ イ ス を 通 し て 濾 過 し 、 RNAlaterで 処 理
し た 試 料 ； レ ー ン 2-ド ナ ー #1、 psfデ バ イ ス を 通 し て 濾 過 し 、 RNAlaterで 処 理 し た 試 料 ；
レ ー ン 3-ド ナ ー #2、 リ ン グ モ ー ル ド デ バ イ ス を 通 し て 濾 過 し 、 RNAlaterで 処 理 し た 試 料 ；
レ ー ン 4-ド ナ ー #2、 psfデ バ イ ス を 通 し て 濾 過 し 、 RNAlaterで 処 理 し た 試 料 ； レ ー ン 5-ド
ナ ー #3、 リ ン グ モ ー ル ド デ バ イ ス を 通 し て 濾 過 し 、 RNAlaterで 処 理 し な い 試 料 ； レ ー ン 6-
ド ナ ー #3、 psfデ バ イ ス を 通 し て 濾 過 し 、 RNAlaterで 処 理 し な い 試 料 ； お よ び レ ー ン 7-同
じ 時 間 に 他 の 試 料 の 様 に 処 理 し な か っ た 、 参 照 RNA試 料 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 図 4中 の デ ー タ で 見 ら れ 得 る よ う に 、 RNAlaterで 処 理 し な か っ た 試 料 は 、 RNAlaterで 処
理 し た 試 料 と は 対 照 的 に 、 RNAを 著 し く 分 解 し て い た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 RNAlater処 理
は 、 発 明 の 状 況 で 重 要 な 長 所 を も た ら す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 4
RNAlater処 理 は ゲ ノ ム DNA混 入 を 減 ず る
　 図 5は 、 ゲ ノ ム DNA混 入 を 減 ず る た め の 、 濾 過 し た 白 血 球 の RNAlaterへ の 曝 露 の 長 所 を 示
す 。 全 て の 試 料 は 、 示 さ れ た よ う に 、 直 径 2.5 cm LK4フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 室 温 で
4日 間 保 存 し た 、 10 mlの EDTA-血 液 に 由 来 す る 。 各 調 製 物 か ら 回 収 さ れ た RNAの 約 7％ を 変
性 ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 解 析 し た 。 レ ー ン 1で は 、 フ ィ ル タ ー は 処 理 し て い な い 。 レ ー ン 2で は
、 フ ィ ル タ ー を 、 2.4 mlの グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト 溶 解 溶 液 中 で 保 存 し た 。 レ ー ン 3で
は 、 フ ィ ル タ ー を 保 存 前 に 、 3 mlの RNAlaterで 処 理 し た 。 レ ー ン 4は 、 処 理 し て い な い 、
保 存 し て い な い 、 お よ び 溶 出 後 DNaseで 処 理 し た フ ィ ル タ ー で の 陽 性 対 照 RNAを 示 す 。 GuSC
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N溶 液 中 に 室 温 で 4日 間 保 存 し た フ ィ ル タ ー 中 の RNA(レ ー ン 2)の 深 刻 な 分 解 が あ っ た こ と に
留 意 さ れ た い 。 さ ら に 、 DNAの 混 入 は 、 抽 出 前 に RNAlaterで 処 理 し た 試 料 (レ ー ン 3)で 著 し
く 減 ぜ ら れ た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
実 施 例 5
WBCの フ ィ ル タ ー マ ト リ ッ ク ス 分 画 は グ ロ ビ ン mRNAの 混 入 を 減 ず る
　 全 血 か ら ま た は 遠 心 分 離 に よ っ て 分 画 し た WBCか ら の グ ロ ビ ン mRNAに 由 来 す る 増 幅 さ れ
た RNAの 量 と 比 較 し て 、 混 入 し て い る グ ロ ビ ン mRNAの 望 ま し く な い 産 物 を LK4分 画 が 増 幅 さ
れ た RNA(aRNA)に お い て 減 ず る 程 度 を 評 価 す る た め に 、 試 験 を 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 単 一 の ド ナ ー か ら の EDTA抗 凝 固 処 理 し た 血 液 の い く つ か の チ ュ ー ブ を 処 理 し た 。 総 RNA
を 、 LK4で 分 画 さ れ た WBCか ら 、 全 血 か ら 、 お よ び 遠 心 分 離 に よ り 分 画 さ れ た WBCか ら (「 白
血 球 層 」 分 画 さ れ た WBC)、 抽 出 し た 。 こ れ ら 3種 類 の 試 料 か ら の RNAは 、 Ambion MessageAm
p(商 標 )キ ッ ト を 用 い る 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 媒 介 さ れ る 直 線 的 増 幅 の た め の イ ン
プ ッ ト と し て 用 い た 。 キ ッ ト か ら の 非 血 液 由 来 RNA(ヒ ト HeLa細 胞 株 由 来 )が 、 陽 性 対 照 と
し て 含 ま れ た 。 第 1鎖 お よ び 第 2鎖 合 成 の 後 、 二 本 鎖 cDNAを T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ で 転 写 し 、
aRNA(amplified RNA)反 応 産 物 を 独 自 の RNA結 合 蛍 光 色 素 マ ト リ ッ ク ス と 混 合 し 、 Agilent 
2100 Bioanalyzerで 解 析 さ れ た 。 こ の 機 械 は 、 よ り 大 き な 分 子 よ り も よ り 小 さ な 分 子 が 早
く 移 動 す る こ と を 用 い て 、 サ イ ズ に 従 っ て 異 種 RNA分 子 を 分 離 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 図 6A、 図 6B、 図 6C、 図 6D、 図 6Eお よ び 図 6Fは こ の 試 験 か ら の デ ー タ を 示 す 。 こ れ ら の 各
々 に お い て 、 横 軸 は 時 間 を 示 し 、 縦 軸 は 蛍 光 強 度 を 示 す 。 各 パ ネ ル 中 の 矢 印 は 、 α お よ び
β グ ロ ビ ン mRNAか ら 誘 導 さ れ る 増 幅 さ れ た RNAの 「 ス パ イ ク (spike)」 を 示 す (Affymetrix 
Technical Bulletin,「 Globin Reduction Protocol: A Method for Processing Whole Bl
ood RNA Samples for Improved Array Results」 に 記 載 さ れ て い る )。 血 液 由 来 RNAか ら 増
幅 さ れ て い な い の で 、 陽 性 対 照 HeLa RNAか ら の 試 料 は 、 グ ロ ビ ン aRNAの ス パ イ ク を 有 す る
こ と は 予 測 さ れ な い 。 LK4で 分 画 さ れ た WBCか ら 増 幅 さ れ た RNAを 含 む 図 6Aお よ び 図 6B中 の
グ ロ ビ ン aRNAの ス パ イ ク の 大 き さ は 、 分 画 さ れ て い な い 全 血 か ら の aRNAを 含 む 図 6Cお よ び
図 6D中 の グ ロ ビ ン aRNAの ス パ イ ク の 大 き さ と 比 較 し て 著 し く 減 ぜ ら れ る 。 グ ロ ビ ン aRNAの
ス パ イ ク は ま た 、 図 6E中 の 白 血 球 層 か ら 分 画 さ れ た 試 料 中 の グ ロ ビ ン aRNAと 比 較 さ れ た 、
LK4で 分 画 さ れ た 試 料 に お い て 劇 的 に 低 い 。 図 6Fは 、 HeLa細 胞 株 対 照 RNAか ら の aRNAを 含 み
、 よ っ て グ ロ ビ ン 産 物 の い か な る ス パ イ ク も 示 さ な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例 6
網 状 赤 血 球 の 溶 解 は グ ロ ビ ン mRNAの 混 入 を 減 ず る
　 さ ら な る 試 験 を 、 網 状 赤 血 球 の 溶 解 が 血 液 か ら の RNA調 製 物 中 の α お よ び β -グ ロ ビ ン 転
写 産 物 の レ ベ ル を 減 じ 得 る か ど う か 示 す た め に 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 RNAを 、 全 血 (WB)ま た は あ ら か じ め RBC溶 解 溶 液 (150 mM NH 4 Cl、 10 mM NaHCO 3 、 ph:7.0)
洗 浄 し た 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー (LDF)で 捕 捉 さ れ た 細 胞 か ら 抽 出 し た 。 混 入 し て い る RNAを
レ ベ ル を 、 反 応 当 た り 総 RNAの 10 ngの イ ン プ ッ ト を 用 い る 、 一 段 階 定 量 RT-PCR(qRT-PCR)
に よ り 評 価 し た (Nanodrop spectrophotometerで 260 nmの UV吸 光 度 数 値 に よ り 決 定 さ れ る )
。 増 幅 プ ラ イ マ ー は 、 α ま た は β グ ロ ビ ン 配 列 の ど ち ら か に 特 異 的 で あ り 、 反 応 産 物 は 、
ABIか ら の Assays On Demend(FAM/Tet Taqman(登 録 商 標 )プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー )を 用
い て 製 造 元 プ ロ ト コ ル に 従 い 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 試 験 の 結 果 は 表 1に 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 WB試 料 と 比 較 し た 、 LDF試 料 中 の α お
よ び β グ ロ ビ ン の mRNAの 減 ぜ ら れ た レ ベ ル (す な わ ち 、 よ り 高 い サ イ ク ル 閾 値 (Ct)を 示 す
。 Ctの 減 少 は 、 α -グ ロ ビ ン RNAで 4.28お よ び β -グ ロ ビ ン RNAで 5.54で あ る こ と が 計 算 さ れ
た 。 こ れ ら の 値 は 、 そ れ ぞ れ 、 ～ 20倍 お よ び ～ 48倍 の グ ロ ビ ン RNAの 減 少 に 対 応 す る 。 し
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た が っ て 、 除 去 マ ト リ ッ ク ス へ の 白 血 球 の 結 合 、 お よ び RBC溶 解 溶 液 で の マ ト リ ッ ク ス の
洗 浄 は 、 グ ロ ビ ン RNAの 混 入 の 減 少 に お い て 極 め て 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
実 施 例 7
白 血 球 か ら mRNAを 単 離 す る た め の 例 示 的 な 手 法
　 本 発 明 の 好 ま し い 方 法 に お い て 、 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー 、 例 え ば LK4フ ィ ル タ ー は 、 血
液 を 濾 過 し た 後 に 、 フ ィ ル タ ー が 回 収 さ れ る こ と を 可 能 に す る シ リ ン ジ フ ィ ル タ ー 単 位 に
合 う よ う 切 断 ま た は 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、 フ ィ ル タ ー が 目 詰 ま す る こ と な く 、 40 ml
ま た は よ り 多 く の 血 液 を 濾 過 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 例 示 的 な 段 階 は 以 下 の 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 １ ． 任 意 の 公 知 の 様 式 、 例 え ば 抗 凝 固 剤 と し て EDTAを 用 い 、 か つ 標 準 的 な 真 空 チ ュ ー ブ
、 す な わ ち Vacutainerチ ュ ー ブ 中 に 血 液 を 収 集 す る 方 法 を 用 い て 、 例 え ば 10か ら 20 mlの
抗 凝 固 処 理 し た 全 血 の 試 料 を 得 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ２ ． 血 液 を シ リ ン ジ 、 例 え ば 20か ら 30 mlシ リ ン ジ ま た は 他 の 適 当 な 容 器 へ 試 料 を 移 す
。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 こ れ は 、 採 血 チ ュ ー ブ の 栓 を 通 じ て 挿 入 さ れ 、 か つ シ リ ン ジ
に 適 合 し て い る ル ア ー (luer)を 経 て 取 り 付 け ら れ る ベ ン ト ス パ イ ク (vented spike)を 用 い
る こ と に よ り 、 血 液 チ ュ ー ブ を 開 け る こ と な し に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ３ ． 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー 、 例 え ば フ ィ ル タ ー の 円 直 径 ～ 2.5 cmを 含 有 す る フ ィ ル タ ー
デ バ イ ス を シ リ ン ジ に 取 り 付 け 、 血 液 を フ ィ ル タ ー に 通 過 さ せ る 。 発 明 者 ら は 通 常 、 秒 当
た り ～ 2か ら 4滴 で 滴 下 す る よ う な 速 度 で 、 血 液 を フ ィ ル タ ー に 通 過 さ せ る 。 白 血 球 を 除 去
さ れ た 血 液 は 、 処 分 の た め の 廃 棄 容 器 週 に 収 集 さ れ 得 る か 、 ま た は 他 の 臨 床 ア ッ セ イ で の
使 用 の た め に 収 集 お よ び 保 管 さ れ 得 る 。 全 て の 血 液 が 通 過 し た 後 に 、 残 っ た 血 液 の 大 部 分
を 流 し 出 す た め に (こ れ は 、 泡 状 の 物 質 と し て 、 し ば し ば 出 て く る )、 ～ 10 mlの 空 気 を フ
ィ ル タ ー を 通 し て 注 入 す る 。 こ の 段 階 は 、 白 血 球 を フ ィ ル タ ー 上 に 分 画 し 、 試 料 を ～ 50倍
濃 縮 す る 。 こ の 段 階 を 実 施 す る た め の も う 1つ の 構 造 は 、 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー デ バ イ ス
を 、 採 血 チ ュ ー ブ の 中 に 挿 入 さ れ た ベ ン ト ス パ イ ク と フ ィ ル タ ー を 通 じ て 血 液 を 抜 き 取 る
た め に 用 い ら れ る シ リ ン ジ と の 間 に 配 置 す る こ と で あ る 。 こ の 場 合 は 、 白 血 球 は フ ィ ル タ
ー の 遠 位 側 表 面 上 (シ リ ン ジ に 対 し て )に 収 集 さ れ 、 白 血 球 を 除 去 さ れ た 血 液 は シ リ ン ジ 中
へ 移 さ れ 、 そ の 後 処 分 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ４ ． (任 意 )捕 捉 さ れ た 白 血 球 を 含 有 す る 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー を RBC溶 解 緩 衝 剤 で 処 理
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す る 。 RBC溶 解 緩 衝 剤 は 、 フ ィ ル タ ー を 通 過 す る 事 が で き 、 そ の 後 網 状 赤 血 球 お よ び 赤 血
球 溶 解 物 を 含 有 す る 溶 出 物 が 廃 棄 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ５ ． 捕 捉 さ れ た 白 血 球 を 含 有 す る 白 血 球 除 去 フ ィ ル タ ー を RNAlaterで 処 理 す る 。 こ れ を
行 う た め の 1つ の 方 法 は 、 RNAlaterを 含 有 す る シ リ ン ジ を フ ィ ル タ ー を 含 有 す る フ ィ ル タ
ー デ バ イ ス へ 取 り 付 け 、 フ ィ ル タ ー を 通 し て RNAlaterを 流 す 方 法 で あ る 。 通 常 、 2か ら 3 m
lの RNAlaterで 十 分 量 で あ る 。 全 て の 流 体 が 流 さ れ 得 る が 、 フ ィ ル タ ー を 通 し て の 過 剰 な
空 気 の 通 過 は 、 フ ィ ル タ ー の 乾 燥 を 妨 ぐ た め に 避 け る べ き で あ る 。 フ ィ ル タ ー を 、 RNAlat
erで 湿 ら せ た ま ま と す る べ き で あ る 。 こ れ を 行 う た め の も う 1つ の 方 法 は 、 上 記 の ベ ン ト
ス パ イ ク を RNAlaterを 備 え る 容 器 の 中 に 挿 入 し 、 フ ィ ル タ ー を 通 じ て シ リ ン ジ の 中 ま で RN
Alaterを 吸 引 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ６ ． フ ィ ル タ ー を 収 容 す る デ バ イ ス を 開 け 、 鉗 子 で フ ィ ル タ ー を 取 り 除 き 、 そ れ を 例 え
ば 15 mlポ リ プ ロ ピ レ ン 使 い 捨 て 円 錐 形 遠 心 管 (15 mlフ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ )中 に 置 く 。 RNAl
aterで 安 定 化 さ れ た 白 血 球 を 伴 う フ ィ ル タ ー は 、 RNA単 離 前 に 、 外 界 温 度 で 少 な く と も 一
週 間 、 保 存 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ７ ． RNAを 抽 出 す る た め に 、 Ambion RiboPure-Blood(商 標 )キ ッ ト の 試 薬 、 ま た は 任 意 の
他 の 適 切 な RNA抽 出 手 法 を 使 用 す る 。 Ambion RiboPure-Bloodキ ッ ト を 用 い る 場 合 、 単 離 の
段 階 は 、 お お よ そ 以 下 の 通 り で あ る 。 明 ら か に 、 こ れ ら の 手 法 に お け る 、 段 階 、 量 、 お よ
び 濃 度 は 、 当 業 者 に よ り 改 良 ま た は 代 替 さ れ う る 。
　 　 a.　 2.4 mlの グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト 溶 解 溶 液 お よ び 0.15 mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 溶
液 を 、 フ ィ ル タ ー を 備 え る 15 mlチ ュ ー ブ に 加 え 、 30秒 間 振 と う さ せ る 。
　 　 b.　 1.5 mlの 酸 性 フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ フ ォ ル ム を チ ュ ー ブ へ 加 え て 30秒 間 振 と う さ せ
、 そ の 後 調 製 物 を 室 温 で 5分 間 保 つ 。
　 　 c.　 調 製 物 を 卓 上 遠 心 分 離 器 で 、 10分 間 、 3,200 rpmで 遠 心 分 離 す る 。
　 　 d.　 水 相 を 第 2の 15 mlチ ュ ー ブ の 中 に 吸 引 ま た は 流 し 出 し 、 1/2量 の エ タ ノ ー ル を 加
え 、 ボ ル テ ッ ク ス し て 混 合 す る 、 こ の 段 階 で の 調 製 物 の 量 は ～ 4.5 mlで あ る 。
　 　 e.　 調 製 物 を マ イ ク ロ 遠 心 分 離 カ ー ト リ ッ ジ 形 式 中 の シ リ カ フ ィ ル タ ー (RNAqueousフ
ィ ル タ ー カ ー ト リ ッ ジ )上 に 通 過 さ せ 、 こ れ は 、 そ れ ぞ れ 10秒 間 回 転 す る ～ 6回 の 通 過 を 必
要 と す る が 、 遠 心 機 を 用 い る 場 合 、 真 空 多 岐 管 ま た は シ リ ン ジ 形 式 を 用 い て よ り 簡 単 に 行
い 得 る 。
　 　 f.　 フ ィ ル タ ー を 0.7 mlの 洗 浄 溶 液 #1で 洗 浄 す る 。
　 　 g.　 フ ィ ル タ ー を 2回 、 各 回 で 0.7 mlの 洗 浄 溶 液 #2/3で 洗 浄 し 、 そ の 後 フ ィ ル タ ー を 1
分 間 遠 心 分 離 し て 乾 燥 さ せ る 。
　 　 h.　 フ ィ ル タ ー か ら RNAを 、 ～ 75℃ に 予 熱 さ れ た ～ 200 μ lの 溶 出 溶 液 で 溶 出 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 8.　 望 ま し け れ ば 、 残 り の ゲ ノ ム DNAを 排 除 す る た め に DNase 1で RNAを 処 理 し 、 DNAを 含
ま な い 樹 脂 で DNAaseを 不 活 性 に す る (推 奨 方 法 )。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 8
WBCの 迅 速 な 分 画 の た め の 例 示 的 な 閉 鎖 シ ス テ ム
　 本 発 明 は 、 全 血 か ら の WBCの 迅 速 な 分 画 の た め の 密 閉 さ れ た シ ス テ ム を 可 能 に さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 例 え ば 、 標 準 的 な 真 空 チ ュ ー ブ (Vacutainer(登 録 商 標 )チ ュ ー ブ 、 BectonDickinson)で
収 集 さ れ た 、 抗 凝 固 処 理 し た 全 血 か ら 白 血 球 を 濾 過 す る 事 が で き る 。 こ の 点 に お い て 、 チ
ュ ー ブ の ゴ ム の 閉 鎖 物 が 、 円 直 径 2.5 cmの 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス を 含 む シ リ ン ジ フ ィ ル
タ ー デ バ イ ス の 入 口 に 適 合 す る ル ア ー を 経 て 取 り 付 け ら れ る 、 ベ ン ト ト ラ ン ス フ ァ ー ス パ
イ ク (vented transfer spike)に よ り 刺 し 通 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
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　 標 準 の 10 ml使 い 捨 て シ リ ン ジ は 、 フ ィ ル タ ー デ バ イ ス の 出 口 に 取 り 付 け ら れ 、 血 液 は
シ リ ン ジ の 中 へ フ ィ ル タ ー を 通 じ て 吸 い 込 ま れ る 。 濾 液 は 、 い か な る 溶 血 も 示 さ ず 、 血 液
化 学 試 験 ま た は 他 の ア ッ セ イ の た め に 保 持 さ れ 得 る 。 他 の 構 造 も ま た 、 血 液 濾 過 の た め に
用 い る 事 が で き 、 例 え ば 血 液 は シ リ ン ジ の 中 に 注 ぎ 込 ま れ (プ ラ ン ジ ャ ー を 除 去 し 、 デ バ
イ ス を 含 む 白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス を 取 り 付 け た 後 に )、 陽 圧 に よ り 濾 過 す る 事 が で き る
。 い ず れ に し て も 、 残 留 網 状 赤 血 球 お よ び 赤 血 球 を 取 り 除 く た め に 、 RBC溶 解 溶 液 は フ ィ
ル タ ー を 通 過 さ し 、 続 い て 血 液 か ら 白 血 球 を 収 集 し て も よ い 。 2.5 cm LK4フ ィ ル タ ー を 通
じ て の 10 ml血 液 試 料 の 移 動 は 、 通 常 、 1分 未 満 の 時 間 を 要 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 方 法 の 長 所 は 、 迅 速 で あ り 、 血 液 に 運 ば れ る 病 原 菌 へ の 曝 露 を 排 除 し 、 か つ 遠 心 機 の
よ う な い か な る 装 置 も 必 要 と し な い こ と で あ る 。 こ の 後 者 の 事 項 は 、 本 方 法 が 、 電 力 が 入
手 で き な い 現 場 状 況 、 お よ び 大 き な 装 置 に 対 空 間 が 制 限 さ れ る B3バ イ オ ハ ザ ー ド 封 じ 込 め
フ ー ド の よ う な 、 遠 心 分 離 が 実 行 で き な い 状 況 で の 利 用 に 修 正 可 能 で あ る こ と を 意 味 す る
。 代 替 の 形 式 が ま た 、 閉 鎖 シ ス テ ム で 、 ま た は た と え 例 え ば 採 血 チ ュ ー ブ が 開 か れ 、 か つ
血 液 が 取 り 付 け ら れ た フ ィ ル タ ー デ バ イ ス が 取 り 付 け ら れ た シ リ ン ジ 円 筒 部 に 注 ぎ 込 ま れ
る 開 放 シ ス テ ム で も 、 フ ィ ル タ ー に 全 血 を 通 過 さ せ る た め に 用 い ら れ 得 る こ と が 当 業 者 に
認 識 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に お い て 、 フ ィ ル タ ー 媒 体 は 、 WBC分 画 お よ び RNA抽 出 過 程 の 間
、 収 納 容 器 内 に 留 ま る 。 こ の 形 式 は 、 い く つ か の 適 用 に お い て 、 容 易 さ お よ び 混 入 防 止 の
長 所 を 提 供 す る 。 し か し な が ら 、 他 の 態 様 に お い て 、 フ ィ ル タ ー 媒 体 は 、 分 画 後 だ が RNA
抽 出 前 に 、 収 納 容 器 か ら 取 り 除 い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 お よ び 請 求 さ れ る 全 て の 方 法 は 、 本 開 示 に 照 ら し て 過 度 の 実 験 な
し に 成 さ れ か つ 達 成 さ れ 得 る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 好 ま し い 態 様 に 関 し て 記 載 さ れ て い る が
、 方 法 お よ び /ま た は 段 階 に お い て ま た は 本 願 明 細 書 に お い て 記 載 さ れ た 方 法 の 段 階 の 順
序 に お い て 、 本 発 明 の 概 念 、 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 変 更 が 適 用 さ れ る 可 能
性 が あ る こ と は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 さ ら に 詳 細 に は 、 同 様 の ま た は 類 似 の 結 果 が 達
成 さ れ る 限 り 、 化 学 的 に お よ び 生 理 学 的 に 関 連 す る 特 定 の 作 用 物 質 が 、 本 明 細 書 に お い て
記 載 さ れ る 作 用 物 質 の 代 わ り に 用 い ら れ 得 る こ と が 明 ら か で あ る 。 当 業 者 に 明 ら か な 全 て
の こ の よ う な 類 似 の 置 換 お よ び 改 良 は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に よ り 定 義 さ れ て い る 、 本
発 明 の 精 神 、 範 囲 お よ び 概 念 の 範 囲 内 で あ る と 見 な さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 以 下 の 参 考 文 献 が 、 本 願 明 細 書 の 内 容 に 対 し て 、 例 示 的 な 手 順 を 提 供 す る 、 ま た は 他 の
補 助 的 な 詳 細 を 提 供 す る 範 囲 内 で 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 具 体 的 に 組 み 入 れ ら れ る 。
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 以 下 の 図 面 は 本 明 細 書 の 一 部 を 形 成 し 、 本 発 明 の 特 定 の 局 面 を さ ら に 示 す た め に 含 ま れ
る 。 発 明 は 、 こ れ ら の 図 面 の 1つ ま た は 複 数 と 本 明 細 書 に お い て 提 示 さ れ る 特 定 の 態 様 の
詳 細 な 説 明 と を 組 み 合 わ せ て 参 照 す る こ と に よ り 、 よ り 適 切 に 理 解 さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 図 １ 】 Pall LK4白 血 球 除 去 マ ト リ ッ ク ス 上 の 白 血 球 の 捕 捉 の 有 効 性 を 示 す 。
【 図 ２ 】 LK4で 分 画 さ れ た 白 血 球 か ら 回 収 さ れ た 高 品 質 RNAを 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3Aお よ び 3Bは 、 高 品 質 RNAが Agilent 2100 Bioanalyzerで の 解 析 に よ り 示 さ れ
る 事 を 示 す 。
【 図 ４ 】 RNAが 、 処 理 さ れ て い な い LK4分 画 白 血 球 中 の RNAと 比 較 し て 、 続 け て RNAlaterで
処 理 し た LK4分 画 白 血 球 中 で よ り 安 定 で あ る 事 を 示 す 。
【 図 ５ 】 RNAlater処 理 が ゲ ノ ム DNA混 入 を 減 ず る 事 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6A、 6B、 6C、 6D、 6E、 お よ び 6Fは 、 血 液 の LK4分 画 が グ ロ ビ ン RNA混 入 を 減 ず る
事 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ６ Ｄ 】

【 図 ６ Ｅ 】

【 図 ６ Ｆ 】
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