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(57)【要約】
　本発明は生体試料をパルス剤でパルスし、その後その
ようにパルスした生体試料を安定化させる装置又はキッ
トであって、対照反応が与えられる装置又はキットに関
する。本発明は医療診断分野で、特に免疫に関して適用
される。
【選択図】図１９
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　液体生体試料用のアッセイ装置（３０）であって、前記試料を第１の物質（２）及び対
照物質（３５）に、その後核酸安定化剤（５）に別々に曝露するのを容易にし、該装置が
、
　前記第１の物質（２）が存在する第１のコンパートメント（３２）と、
　前記対照物質（３５）が存在する第２のコンパートメント（３４）と、
　前記安定化剤（５）が存在する第３のコンパートメント（３６）と、
　生体試料管用の支持部（５２）と、
を含む、アッセイ装置。
【請求項２】
　コンパートメント（３２、３４、３６）の１つ又は複数が封止され、中空針による穿刺
に好適な領域を１つ又は複数含む、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　前記領域が再封止可能な隔壁（４０、４２、４６）である、請求項２に記載の装置。
【請求項４】
　移送チューブ（６０）と取り外し可能に接続するための支持部（５４、５６）をさらに
含み、該移送チューブがいずれか２つのコンパートメント間、又はコンパートメントと該
生体試料管との間での液体の移送に適した、両端に中空針（６２、６６）を備えた可撓又
は剛体な中空チューブ（６４）を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の装置。
【請求項５】
　請求項４で規定のような該移送チューブ（６０）をさらに含む、請求項４に記載の装置
。
【請求項６】
　移送チューブの一方の針（６２）が圧力チューブ（８８）の該中空針（８０）と平行配
置で接続され、該圧力チューブが片端に前記針（８０）を備えた可撓な中空チューブ（８
２）を含み、コンパートメント又は生体試料管に真空又は圧力を印加し、該移送チューブ
を通して液体を押し出すのに適している、請求項４又は５に記載の装置。
【請求項７】
　前記第１の物質（２）が前記第１のコンパートメント（３２）の内面の一部又は全てに
固定される、請求項１～６のいずれか一項に記載の装置。
【請求項８】
　コンパートメント（３２、３４、３６）の１つ又は複数が換気口を含む、請求項１～７
のいずれか一項に記載の装置。
【請求項９】
　第１のコンパートメント（３２）及び／又は第２のコンパートメント（３４）が陰圧下
にある、請求項１～８のいずれか一項に記載の装置。
【請求項１０】
　第１のコンパートメント（３２）及び／又は第２のコンパートメント（３４）が既知の
容量の安定化剤をその中に分注するための表示を含む、請求項１～９のいずれか一項に記
載の装置。
【請求項１１】
　前記第１の物質（５）が免疫系抗原を１つ又は複数含む、請求項１～１０のいずれか一
項に記載の装置。
【請求項１２】
　前記免疫系抗原がワクチン成分である、請求項１１に記載の装置。
【請求項１３】
　前記免疫系抗原が過剰アレルギー反応を誘発する抗原である、請求項１１に記載の装置
。
【請求項１４】
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　前記免疫系抗原が組織適合抗原、細菌性ＬＰＳ、破傷風トキソイド、癌免疫療法抗原、
ＭＡＧＥ－３、ネコアレルゲン、Ｆｅｌｄ１、臓器提供者からの抗原提示細胞、自己抗原
、ＧＡＤ６５から選択される１つ又は複数である、請求項１１に記載の装置。
【請求項１５】
　前記安定化剤（３５）が細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の阻害因子である、
請求項１～１４のいずれか一項に記載の装置。
【請求項１６】
　細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の前記阻害因子がＰＡＸｇｅｎｅ（商標）又
はＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見られるものである、請求項１
５に記載の装置。
【請求項１７】
　液体生体試料を検査するキットであって、
　液体生体試料を受け取り、前記試料を第１の物質（２）に、その後核酸安定化剤に曝露
するのに好適な容器（１）であって、前記容器が
　　ａ）前記容器（２）内に存在する第１の物質（１）、
　　ｂ）前記安定化剤（３５）が存在するコンテナ（４、１２、１６）、
　　ｃ）前記容器（２）の内部と、前記コンテナ（４、１２、１６）の内部との間の接続
、
　　ｄ）前記接続を一時的に遮断する物理的障壁（２５、１５、１８）、
を含む容器と、
　液体生体試料を受け取り、前記試料を対照物質に、その後核酸安定化剤に曝露するのに
好適な対照容器（３７）であって、前記対照容器が
　　ａ）前記対照容器（３７）内に存在する対照物質（３５）、
　　ｂ）前記安定化剤（３５’）が存在する対照コンテナ（４’、１２’、１６’）、
　　ｃ）前記対照容器（３７）の内部と、前記対照コンテナ（４’、１２’、１６’）の
内部との間の接続、
　　ｄ）前記接続を一時的に遮断する物理的障壁（１５’、１８’、２５’）、
を含む容器と、
を含むキット。
【請求項１８】
　前記第１の物質（２）が前記容器（１）の内面の一部又は全てに固定される、請求項１
７に記載のキット。
【請求項１９】
　前記第１の物質（２）が固形担体に固定される、請求項１７に記載のキット。
【請求項２０】
　前記第１の物質（１）が液体である、請求項１７～１９のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項２１】
　前記第１の物質（１）が固体である、請求項１７～１９のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項２２】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７）がシリンジ針による穿刺に好適な領域を１つ又
は複数含む、請求項１７～２１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２３】
　前記領域が再封止可能な隔壁である、請求項２２に記載のキット。
【請求項２４】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７）がシリンジを受け、その中にある内容物を前記
容器（１）又は前記対照容器（３７）の内部に送るのに好適な取り付け部を含む、請求項
１７～２３のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２５】
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　容器（１）及び／又は対照容器（３７）がシリンジ針を受けるのに好適な取り付け部を
含む、請求項１７～２４のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２６】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７）が容器からの気体／液体の流れを最小限に抑え
、液体生体試料を該容器へと流すことが可能な弁を含む、請求項１７～２５のいずれか一
項に記載のキット。
【請求項２７】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７）が排出ガスを押し出すことができる手段を含む
、請求項１７～２６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２８】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７）が陰圧下にある、請求項１７～２７のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項２９】
　項目ｄ）の物理的障壁（１５、１８、２５、１５’、１８’、２５’）が前記容器又は
前記対照容器への物理的な力の印加により開放される、請求項１７～２８のいずれか一項
に記載のキット。
【請求項３０】
　前記力が開放手段を前記物理的障壁（１５、１８、２５、１５’、１８’、２５’）に
送る、請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　前記力が前記物理的障壁（１５、１８、２５、１５’、１８’、２５’）を不可逆的に
開放する、請求項２９に記載のキット。
【請求項３２】
　前記容器（１）及び／又は前記対照容器（３７）が既知の容量の安定化剤をその中に分
注するための表示を含む、請求項１７～３１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３３】
　前記第１の物質（２）が免疫系抗原を１つ又は複数含む、請求項１７～３２のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項３４】
　前記免疫系抗原がワクチン成分である、請求項３２に記載のキット。
【請求項３５】
　前記免疫系抗原が過剰アレルギー反応を誘発する抗原である、請求項３２に記載のキッ
ト。
【請求項３６】
　前記免疫系抗原が組織適合抗原、細菌性ＬＰＳ、破傷風トキソイド、癌免疫療法抗原、
ＭＡＧＥ－３、ネコアレルゲン、Ｆｅｌｄ１、臓器提供者からの抗原提示細胞、自己抗原
、ＧＡＤ６５から選択される１つ又は複数である、請求項３２に記載のキット。
【請求項３７】
　前記安定化剤が細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の阻害因子である、請求項１
７～３６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３８】
　細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の前記阻害因子がＰＡＸｇｅｎｅ（商標）又
はＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見られるものである、請求項１
７～３７のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３９】
　容器（１）及び対照容器（３７）の外部が単一体を形成するように連結する、請求項１
７～３８のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は診断アッセイに使用するための装置、方法及びキットに関し、免疫分野で適用
される。
【背景技術】
【０００２】
導入
　核酸レベル、例えばｍＲＮＡのレベルのモニタリングは生体系に対する作用因子の効果
を直接確かめる上で重要である。例えば、作用因子を規定の長さの時間生体系に導入する
場合、作用因子に対する生体系の反応はｍＲＮＡのレベルを測定することにより確定する
ことができる。これは免疫をモニタリングする上で有用であり得る（例えば作用因子が抗
原であり、モニタリングされるｍＲＮＡがサイトカイン、例えばインターロイキンのｍＲ
ＮＡである）。
【０００３】
　個体から血液を採取し、後で作用因子を添加することによる作用因子の影響を試験する
ことにより、血液の回収（out of circulation）と作用因子による刺激との間に変動性の
遅延時間が導入される。遅延の間、血液は例えば保持温度に応じて緩徐又は迅速な化学修
飾を受け得る。さらには遅延時間が変動することは、連続して採取された試料間での比較
研究には根拠がないことを意味している。
【０００４】
　核酸を試験する場合、特に低レベルのＲＮＡ又は不安定なＲＮＡの検出が要求される場
合の主な課題はｉｎ　ｖｉｔｒｏでのＲＮＡの不安定性に起因する。ＲＮＡのほんの一部
の分解であってもＲＮＡレベルの解釈が変わる可能性がある。転写産物によっては低コピ
ーで細胞に存在していることが知られているものもあり、転写産物によってはその３’末
端に「高ＡＵ（AU-rich）」配列を有し、内因性ＲＮアーゼによるＲＮＡの急速な分解を
促進するものもある。研究によって、ＲＮＡが試料回収後数時間以内で迅速に著しく分解
することが分かっている。さらに、試料が回収されると遺伝子誘導プロセスにより、或る
特定種のＲＮＡが増大する。ＲＮＡ分解及びｉｎ　ｖｉｔｒｏ遺伝子誘導の両方により、
ｉｎ　ｖｉｖｏでの遺伝子転写産物の数の過小評価又は過大評価が生じ得る。
【０００５】
　したがって採取された血液に対する作用因子の効果を測定する場合、当該技術分野の課
題は血液を採取した直後から起こり、抗原の導入後に再開するｍＲＮＡ分解プロセスを管
理することである。「前」分解が「後」分解に影響を与える可能性があるため、誤差は２
つのプロセスと結び付き、このため誤差が起こる可能性が大きくなり、誤差を詳しく説明
するのがより困難になる。
【０００６】
　当該技術分野での別の課題は生体試料を作用因子に曝露した後で、その核酸の分析を行
う上で幾つかの機器が必要であることである。通常定量的な測定を行うには、少なくとも
試薬ボトル、正確なピペッター、冷蔵手段が必要となる。好適な研究施設もなく、例えば
個人の家、又は基本的な設備しかない診療所（surgery）で試料を採取する場合、家又は
診療所は正確な基質添加を行うには適さない又は都合が悪く、さらには冷蔵施設を利用す
ることができない場合がある。
【０００７】
　試料を作用因子に曝露すれば、試料中の核酸、例えばｍＲＮＡを単離及び測定する方法
が数多く存在する。幾つかの方法では、転写産物のプールから低レベルの転写産物を確定
することさえも可能である。しかしながらこれらの方法の中には、サンプリングの時点で
生体試料に存在する転写産物（複数可）のレベル（複数可）を確定することができるもの
はない。冷蔵条件下であっても、生体試料の保存によりｍＲＮＡレベルが不正確になる。
実際には（Indeed, in practice）、サンプリング場所とＲＮＡ分析の場所は別に設けて
いるため、新鮮な試料の分析を実行することはできない。
【０００８】
　近年、ＰｒｅＡｎａｌｙｔｉＸ（Becton DickinsonとQiagenとの共同事業）がＰＡＸｇ
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ｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍを作製した。ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｑｉａｇｅｎ法とも称される）は全血検体の回収及
び安定化、並びに細胞ＲＮＡの単離のための統合された標準化システムである。ＰｒｅＡ
ｎａｌｙｔｉＸによれば、ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍで
は、血液をＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに直接回収し、その後
ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔを用いてＲＮＡを単離する。このシ
ステムを用いて、無傷の細胞ＲＮＡを全血から取り出すことができる。
【０００９】
　ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅは全血の回収及び細胞ＲＮＡプ
ロファイルの安定化のためのプラスチック製の真空管である。これらの管は細胞ＲＮＡを
安定化させ、遺伝子転写のｅｘ　ｖｉｖｏ誘導を排除することができ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で通常起こる細胞ＲＮＡ発現プロファイルの劇的変化を抑える添加剤（独自ブレンド（pr
oprietary blend）の試薬）を含有している。それからＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏ
ｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔで与えられたシリカゲル膜技術を用いてＲＮＡを単離する。ＰｒｅＡ
ｎａｌｙｔｉＸによれば、得られたＲＮＡはｉｎ　ｖｉｖｏでの発現プロファイルを正確
に表し、広範なその後の（downstream）用途における使用に好適である。供給業者によれ
ば、このシステムを用いて、遺伝子転写産物の正確な定量が可能である。このＰＡＸｇｅ
ｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍの主な欠点はＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂ
ｌｏｏｄ　ＲＮＡ　ＴｕｂｅそれぞれをＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋ
ｉｔと組合せる必要があることである（ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔ
ｕｂｅの取扱説明書マニュアルを参照されたい）。しかしながらこの組合せの必要性（ob
liged）がシステムのさらなる改善を制限している。
【００１０】
　最近になって、同様に全血の回収及び細胞ＲＮＡプロファイルの安定化のためのプラス
チック製の真空管であるＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ（Applied 
Biosystems）が開発された。それぞれの管は細胞ＲＮＡを安定化させ、遺伝子転写のｅｘ
　ｖｉｖｏ導入を排除することができ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで通常起こる細胞ＲＮＡ発現プ
ロファイルの劇的変化を抑える添加剤（独自ブレンドの試薬）を含有している。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の目的の１つは生体試料を作用因子に曝露し、そのようにして曝露した試料中で
核酸を安定化させる装置、キット及び方法を提供することである。
【００１２】
　本発明の目的の１つは生体試料を作用因子に曝露し、そのように曝露した試料中で核酸
を安定化させる装置、キット及び方法であって、対照反応も与える装置、キット及び方法
を提供することである。
【００１３】
　本発明の別の目的は生体試料を得るのと上記試料を作用因子に曝露するのとの間の時間
を低減する、一定にする、又はほぼ一定にする装置、キット及び方法を提供することであ
る。
【００１４】
　本発明の別の目的は試料を作用因子に曝露し、上記試料中で核酸を安定化させる時間を
低減する、一定にする、又はほぼ一定にする装置、キット及び方法を提供することである
。
【００１５】
　本発明の別の目的は試料及び／又は作用因子の量を測定する必要のない、作用因子を試
料に曝露する装置、キット及び方法を提供することである。
【００１６】
　本発明の別の目的は作用因子及び対照物質を試料に曝露し、試料及び対照物質を作用因
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子に曝露して、上記試料中で核酸を安定化させる時間を一定にする又はほぼ一定にする単
一装置を提供することである。
【００１７】
　本発明の別の目的は安定化剤の量を測定する必要のない、作用因子を試料に曝露する装
置、キット及び方法を提供することである。
【００１８】
　本発明の別の目的は生体試料を作用因子に曝露し、そのように曝露した試料中で核酸を
安定化させ、さらなる分析のために生体試料から核酸を抽出する装置、キット及び方法を
提供することである。
【００１９】
　本発明の別の目的は生体試料を作用因子に曝露し、そのように曝露した試料中で核酸を
安定化させる装置であって、対照反応も与え、ロボットによる自動化を容易にする、装置
を提供することである。
【００２０】
　本発明の別の目的は上述の目的の１つ又は複数の組合せに対処する装置、キット及び方
法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本発明の一実施の形態は、液体生体試料を検査するキットであって、
　液体生体試料を受け取り、前記試料を第１の物質に、その後核酸安定化剤に曝露するの
に好適な容器であって、前記容器が
　　ａ）前記容器内に存在する第１の物質、
　　ｂ）前記安定化剤が存在するコンテナ、
　　ｃ）前記容器の内部と、前記コンテナの内部との間の接続、
　　ｄ）前記接続を一時的に遮断する物理的障壁、
を含む容器と、
　液体生体試料を受け取り、前記試料を対照物質に、その後核酸安定化剤に曝露するのに
好適な対照容器であって、前記対照容器が
　　ａ）前記対照容器内に存在する対照物質、
　　ｂ）前記安定化剤が存在する対照コンテナ、
　　ｃ）前記対照容器の内部と、前記対照コンテナの内部との間の接続、
　　ｄ）前記接続を一時的に遮断する物理的障壁、
を含む容器と、
を含むキットである。
【００２２】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が前記容器の内面の一部又は全てに固定され
る、上記のようなキットである。
【００２３】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が固形担体に固定される、上記のようなキッ
トである。
【００２４】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が液体である、上記のようなキットである。
【００２５】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が固体である、上記のようなキットである。
【００２６】
　本発明の別の実施の形態は容器及び／又は対照容器がシリンジ針による穿刺に好適な領
域を１つ又は複数含む、上記のようなキットである。
【００２７】
　本発明の別の実施の形態は前記領域が再封止可能な隔壁である、上記のようなキットで
ある。
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【００２８】
　本発明の別の実施の形態は容器及び／又は対照容器がシリンジを受け、その中にある内
容物を前記容器又は前記対照容器の内部に送るのに好適な取り付け部を含む、上記のよう
なキットである。
【００２９】
　本発明の別の実施の形態は容器及び／又は対照容器がシリンジ針を受けるのに好適な取
り付け部を含む、上記のようなキットである。
【００３０】
　本発明の別の実施の形態は容器及び／又は対照容器が容器からの気体／液体の流れを最
小限に抑え、液体生体試料を該容器へと流すことが可能な弁を含む、上記のようなキット
である。
【００３１】
　本発明の別の実施の形態は容器及び／又は対照容器が排出ガスを押し出すことができる
手段を含む、上記のようなキットである。
【００３２】
　本発明の別の実施の形態は容器及び／又は対照容器が陰圧下にある（comprise is held
 under）、上記のようなキットである。
【００３３】
　本発明の別の実施の形態は項目ｄ）の物理的障壁が前記容器又は前記対照容器への物理
的な力の印加により開放される、上記のようなキットである。
【００３４】
　本発明の別の実施の形態は前記力が開放手段を前記物理的障壁に送る、上記のようなキ
ットである。
【００３５】
　本発明の別の実施の形態は前記力が前記物理的障壁を不可逆的に開放する、上記のよう
なキットである。
【００３６】
　本発明の別の実施の形態は前記容器及び／又は前記対照容器が既知の容量の安定化剤を
その中に分注するための表示を含む、上記のようなキットである。
【００３７】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が免疫系抗原を１つ又は複数含む、上記のよ
うなキットである。
【００３８】
　本発明の別の実施の形態は前記免疫系抗原がワクチン成分である、上記のようなキット
である。
【００３９】
　本発明の別の実施の形態は前記免疫系抗原が過剰アレルギー反応を誘発する抗原である
、上記のようなキットである。
【００４０】
　本発明の別の実施の形態は前記免疫系抗原が組織適合抗原、細菌性ＬＰＳ、破傷風（te
tanous）トキソイド、癌免疫療法抗原、ＭＡＧＥ－３、ネコアレルゲン、Ｆｅｌｄ１、臓
器提供者からの抗原提示細胞、自己抗原、ＧＡＤ６５から選択される１つ又は複数である
、上記のようなキットである。
【００４１】
　本発明の別の実施の形態は前記安定化剤が細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の
阻害因子である、上記のようなキットである。
【００４２】
　本発明の別の実施の形態は細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の前記阻害因子が
ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）又はＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見ら
れるものである、上記のようなキットである。
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【００４３】
　本発明の別の実施の形態は容器及び対照容器の外部が単一体を形成するように連結する
、上記のようなキットである。
【００４４】
　本発明の別の実施の形態は液体生体試料用のアッセイ装置であって、前記試料を第１の
物質及び対照物質に、その後核酸安定化剤に別々に曝露するのを容易にし、該装置が、
　前記第１の物質が存在する第１のコンパートメントと、
　前記対照物質が存在する第２のコンパートメントと、
　前記安定化剤が存在する第３のコンパートメントと、
　生体試料管用の支持部と、
を含む、アッセイ装置である。
【００４５】
　本発明の別の実施の形態はコンパートメントの１つ又は複数が封止され、中空針による
穿刺に好適な領域を１つ又は複数含む、上記のようなアッセイ装置である。
【００４６】
　本発明の別の実施の形態は前記領域が再封止可能な隔壁である、上記のようなアッセイ
装置である。
【００４７】
　本発明の別の実施の形態は移送チューブと取り外し可能に接続するための支持部をさら
に含み、該移送チューブがいずれか２つのコンパートメント間、又はコンパートメントと
該生体試料管との間での液体の移送に適した、両端に中空針を備えた可撓又は剛体な中空
チューブを含む、上記のようなアッセイ装置である。
【００４８】
　本発明の別の実施の形態は上記のような該移送チューブをさらに含む、上記のようなア
ッセイ装置である。
【００４９】
　本発明の別の実施の形態は移送チューブの一方の針が圧力チューブの該中空針と平行配
置で接続され、該圧力チューブが片端に前記針を備えた可撓な中空チューブを含み、コン
パートメント又は生体試料管に真空又は圧力を印加し、該移送チューブを通して液体を押
し出すのに適している、上記のようなアッセイ装置である。
【００５０】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が前記容器の内面の一部又は全てに固定され
る、上記のようなアッセイ装置である。
【００５１】
　本発明の別の実施の形態はコンパートメントの１つ又は複数が換気口を含む、上記のよ
うなアッセイ装置である。
【００５２】
　本発明の別の実施の形態は第１のコンパートメント及び／又は第２のコンパートメント
が陰圧下にある、上記のようなアッセイ装置である。
【００５３】
　本発明の別の実施の形態は第１のコンパートメント及び／又は第２のコンパートメント
が既知の容量の安定化剤をその中に分注するための表示を含む、上記のようなアッセイ装
置である。
【００５４】
　本発明の別の実施の形態は前記第１の物質が上で規定されたようなものである、上記の
ようなアッセイ装置である。
【００５５】
　本発明の別の実施の形態は前記安定化剤が上で規定されたようなものである、上記のよ
うなアッセイ装置である。
【発明を実施するための形態】
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【００５６】
　本発明の一態様は生体試料を保持するのに好適な容器であって、第１の物質（パルス剤
（pulsing agent）であり得る）を所定量保持する、容器に関する。
【００５７】
　本明細書で使用される場合、「パルス剤」は生体試料を曝露させ得る任意の物質を含む
。物質の例としてはペプチド、核酸、抗原が挙げられる。パルス剤は物質のほかに安定化
剤、指示薬、リンカー、マトリクス等の他の成分を含み得る。
【００５８】
　「生体試料」という用語は臨床試料（例えば細胞画分、全血、血漿、血清、尿、組織、
細胞等）、農業試料、環境試料（例えば土、泥、鉱石、水、空気）、食品試料（任意の食
材）、科学捜査試料又は他の可能性のある試料のような核酸／生物学的作用因子を含有す
る試料を意味する。「全血」とは静脈サンプリングにより回収されるような、すなわち白
血球及び赤血球、血小板、血漿及びひいては感染性因子を含有する血液を意味する。感染
性因子はウイルス性、細菌性又は寄生生物性であり得る。臨床試料はヒト又は動物由来で
あり得る。分析試料は自然状態で固体又は液体の両方であり得る。固体材料が使用される
場合、初めにこれらを好適な溶液（Qiagenから販売されているＲＮＡｌａｔｅｒ試薬であ
ってもよい）で溶解することが明らかである。本発明によれば、この溶液は必ずしも少な
くとも２つの平衡状態の（well balanced）成分を有する実際の「緩衝液」である必要は
ない。この溶液はＮａＣｌのみのような強い低張溶液又はアルコール等による抽出溶液で
あってもよい。
【００５９】
　容器（本明細書で反応容器としても知られる）は幾つかの方法でパルス剤を保持しても
よい。本発明の一態様によれば、パルス剤を容器の内壁に固定化してもよい。容器の内壁
はパルス剤が接着することができる好適なコーティングで裏打ちされていてもよい。代替
的には、パルス剤を容器の内壁の一部又は全てに直接接着してもよい。かかる接着に好適
なコーティング、方法及び容器材料は当該技術分野で既知である。本発明の別の態様によ
れば、パルス剤は固体として存在する。固体は粉末、凍結乾燥ペレット、ゲル、クリーム
であり得る。好適な固体組成物及びその調製方法が当該技術分野で既知である。本発明の
別の態様によれば、パルス剤が固形担体に固定される。固形担体を容器の内側に接着して
もよい。代替的に、固形担体は容器の内側になくてもよい。固形担体の例としては、クロ
マトグラフィマトリクス、磁気ビーズが挙げられるが、これらに限定されない。本発明の
別の態様によれば、パルス剤は液体として存在する。好適な液体組成物及びその調製方法
は当該技術分野で既知である。
【００６０】
　実験室条件の外で分析用のパルス実験を行うには、ピペッター等の較正された測定機器
が必要である。較正されていない測定装置による誤差が固有の誤差につながり、また分注
における人為的な誤差が異なる試料間の誤差につながる可能性があり、これにより比較分
析が根拠のないものとなる。所定量のパルス剤を供給する容器を準備することにより、さ
らなる機器の必要性がなくなり、人為的な測定誤差が排除される。さらに、別に対照容器
を準備することにより結果の正規化が可能となり、誤差の検出が容易となる。ＲＮＡが不
安定であり、循環から採取すると迅速に分解するので対照の使用が重要である。全血をパ
ルスする際の一貫性のない遅延により結果の比較ができなくなる。パルス剤とのインキュ
ベーション中に、パルス剤に応じて異なる（生物学的）経路が関わる。本発明が、サイト
カイン、ケモカイン、転写因子及び他の遺伝子産物等のバイオマーカー又は特定のプロセ
スに代表的な代理マーカーのメッセンジャーＲＮＡを定量化することによりかかる生物学
的プロセスの測定を可能にする。基準値がなければ、アッセイにおけるこれらのバイオマ
ーカーの定量化にはほとんど意味がなく、統合された対照の使用により、対照反応を迅速
に行うことができる。アッセイ及び対照を比較することは、バイオマーカーの量、及び生
体系に対するパルス剤の影響の意味がある。例えば、Ｍｘ１遺伝子はＩ型ＩＦＮの制御下
にあることが一般に認められている。本発明者らはこの知識を利用して、この遺伝子産物
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をＩ型ＩＦＮの治療効果を測定する代理マーカーとして使用した。全血をＩ型ＩＦＮと共
にインキュベートした後、Ｍｘ１遺伝子産物を定量化する。Ｍｘ１遺伝子産物の量は、正
規化遺伝子産物、すなわち転写活性がＩＦＮの作用による影響を受けない遺伝子のｍＲＮ
Ａコピー数に対するｍＲＮＡコピー数として表すことができる。しかしこの定量化は非刺
激対照条件、すなわちＩ型ＩＦＮなしでの同じ処理下での代理マーカーの定量化である対
照反応なしでは無意味なものになる。同じ推論が任意の免疫反応に関して可能である。厳
密な対照とするために、対照試料を同じ方法で処理する、すなわち同じ採取、同じインキ
ュベーション時間及びインキュベーション温度、並びに並行処理にすることが非常に重要
である。単一装置でのアッセイと対照コンパートメントとの組合せによりこれを実行する
のが可能になる。
【００６１】
　本発明による容器の種類は生体試料の保存に好適なもののいずれかであり得る。本発明
の一態様によれば、パルス剤を含有する容器が封止されている。本発明の一態様によれば
、パルス剤を含有する容器はスクリューキャップ、押し込み蓋（push-on cap）、フリッ
プキャップのような再封止手段を有する。例えば図５を参照されたい。本発明の一態様に
よれば、生体試料又は他の流体を容器の壁にシリンジ針を使用して穿刺することにより容
器に導入することができる。容器の壁は穿刺後に再封止可能であり得るか、又は容器の壁
は穿刺後に再封止することができないか、又は容器の壁が隔壁のような再封止可能な領域
を備えていてもよい。例えば、図４を参照されたい。
【００６２】
　本発明の一態様によれば、生体試料又は他の液体を両端に針（例えば管状の針）を備え
た中空チューブを含む移送チューブにより導入する。一方の針は試料を保持する試料管又
は他のコンテナの隔壁に穿刺するように構成されており、もう一方の針は容器の隔壁に穿
刺するように構成されている。生体試料は針を用いて、試料管から容器へと移すことがで
きる。チューブは可撓又は剛体であってもよい。移送チューブの形状はＵ字型であっても
よい。例えば図２２を参照されたい。
【００６３】
　本発明の一態様によれば、シリンジを受けるために容器に付随した１つ又は複数の取り
付け部又は結合手段が取り付けられた他のコンテナにより生体試料を容器に導入すること
ができる。例えば、容器には無針シリンジを受けることができるルアー型取り付け部が取
り付けられていてもよい。例えば図３を参照されたい。別の例では、容器には相互関係に
ある（reciprocating）非ルアー型結合設計を有するコンテナと一緒になることができる
非ルアー型取り付け部が取り付けられていてもよい。
【００６４】
　本発明の一態様によれば、個体から生体試料を直接採取するのに好適な、容器に取り付
けた管状針又は皮下針により生体試料を上記容器に導入することができる。例えば図６を
参照されたい。
【００６５】
　本発明の一態様によれば、再封止手段を開放することにより生体試料を容器に導入する
ことができる。例えば図５を参照されたい。
【００６６】
　当業者に既知のように、試料の封止容器への導入により、そこから同容量の空気若しく
はガスが排出されるか、又はその中での圧力が高まる。したがって容器は排出されるガス
を上記容器から放出するか、又は圧力増大を調整するに好適な手段を備えていてもよい。
上記手段は当該技術分野で既知であり、弁、非ドリップ式穴、通気口、布付き通気口（cl
othed-vents）、拡張型容器壁、上記容器内での陰圧の利用が含まれる。例えば図１１の
矢印３１を参照されたい。
【００６７】
　本発明の一態様において、封止容器内の圧力は陰圧である。陰圧を利用して、生体試料
を上記封止容器に導入する際の圧力の増大を緩和することができる。代替的に又は付加的
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に、陰圧は所定のレベルであってもよく、固定容量の生体試料の導入を可能にするように
利用することができる。
【００６８】
　本発明の別の態様によれば、容器は第１の針（管状）（それを通して液体生体試料を容
器に入れることができる）と、第２の針（それを通して陽圧又は陰圧を容器の内部に印加
することができる）とを受けるのに適した上記のような封止可能な隔壁を備えている。陰
（真空）圧を第２の針を通して印加すると、第１の針を通して生体試料を容器へと引き抜
くことができる。好ましくは、第１の針はこれまでに記載した移送チューブの一部である
。第２の針は空気（排出又は圧力）ポンプに接続されている、以下に記載の圧力チューブ
の一部であり得る。第１の針及び第２の針を平行配置で連結させてもよい。例えば図２４
を参照されたい。
【００６９】
　所定量のパルス剤が既に供給されている容器により、上記抗原を測定する器具を必要と
せずに、個体に診断検査を行うことが可能である。さらに実験室条件の外で診断検査を行
う場合、夾雑及び分注の正確性に関する問題から、定量アッセイにおいて間違った結果が
得られる可能性がある。本明細書に記載のような容器はこれらの問題を克服している。
【００７０】
　本発明の別の態様は対照容器であり、該対照容器は生物学的パルス剤を含有する代わり
に対照パルス剤（対照物質）を含有すること以外は上記のような容器であり得る。本記載
のために他でも言及されるように、本明細書に記載のような容器はパルス剤を保持するた
めに用いられ、「反応容器」と呼ばれることもあるが、本明細書に記載のような対照容器
は対照パルス剤を保持するために用いられる。容器と対照容器とは独立して操作し、試料
と安定化剤とを独立して受け、内部は連結されていない。しかしながら、容器と対照容器
とはキットの一部として共に存在し得る。代替的に、容器及び対照容器の外面が容器と対
照容器との両方を含む単一体を形成するように機械的に接続され得る。本発明の一態様に
よれば、対照パルス剤を含有する対照容器は封止されている。対照容器は例えばスクリュ
ーキャップ、押し込み蓋、フリップキャップのような再封止手段を有していてもよい。対
照容器は剥ぎ取り（peel-back）接着シール、スナップオフシール（snap-off seal）のよ
うな壊すことのできるシールを有していてもよい。本発明の一態様によれば、対照容器の
壁は隔壁等の再封止可能な領域を備えていてもよく、これを通してシリンジ針を用いて穿
刺することにより物質を対照容器に導入することができる。対照容器の隔壁は穿刺後に再
封止可能であってもよい。本発明の一態様によれば、生体試料又は他の液体が両端に針（
例えば管状の針）を備えた上記の移送チューブにより導入される。一方の針は試料管を保
持する管又は他のコンテナの隔壁に穿刺するように構成されており、もう一方の針は対照
容器の隔壁に穿刺するように構成されている。液体生体試料は針を用いて、試料管から対
照容器へと移すことができる。チューブは可撓又は剛体であってもよい。移送チューブの
形状はＵ字型であってもよい。
【００７１】
　本発明の一態様において、対照容器は生体試料管と流体接続している場合、生体試料管
から液体生体試料を引き抜く手段を有し得る。例としてはシリンジ型のプランジャー又は
陰圧を印加する任意の手段が挙げられるが、これらに限定されない。
【００７２】
　対照容器が反応容器に導入された同じ生体試料の一部を受けることを理解されたい。生
体試料を１つは対照容器、もう１つは反応容器と２つに分けることができることを理解さ
れたい。代替的に、生体試料の１つのアリコートを反応容器に導入し、第２の等量のアリ
コートを対照容器に導入することができる。
【００７３】
　本発明の別の態様によれば、対照容器は第１の針（管状）（それを通して液体生体試料
を対照容器に入れることができる）と、第２の針（それを通して陽圧又は陰圧を対照容器
の内部に印加することができる）とを受けるのに適した上記のような封止可能な隔壁を備
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えている。陰（真空）圧を第２の針を通して印加すると、第１の針を通して対照容器へと
生体試料を引き抜くことができる。好ましくは第１の針は前に記載の移送チューブの一部
である。第２の針は空気（排出又は圧力）ポンプに接続されている以下に記載の圧力チュ
ーブの一部であり得る。第１の針及び第２の針を平行配置で連結してもよい。例えば図２
４を参照されたい。
【００７４】
　当業者によって十分理解されているように、対照パルス剤はパルス剤及び研究中のパラ
メータに依存する。例えばパルス剤がペプチド、ペプチドのセット又はペプチドのプール
である場合、対照パルス剤は同じ長さのペプチド（単数又は複数）を含んでいてもよいが
、ペプチド（複数可）の配列はランダム化しており、及び／又は既存のタンパク質又はペ
プチドのセグメントとは同一ではない。この対照パルス剤をパルス剤と同じ全血と共に、
同じ量の作用因子、同じ容量の血液を用いて、同じ期間及び同じ温度でインキュベートす
る。別の例では、パルス剤はタンパク質治療剤、例えば所望の濃度まで水、リン酸緩衝生
理食塩水又は生理食塩水等の賦形剤中に溶解したＩＦＮ－βであり得る。したがって対照
パルス剤は賦形剤であり得る。さらなる例では、パルス剤は抗原、例えば所望の濃度まで
水、リン酸緩衝生理食塩水又は生理食塩水等の賦形剤中に溶解したＦｅｌｄ１であり得る
。したがって対照パルス剤は抗原の賦形剤であり得る。代替的には、対照容器は例えば誘
導性免疫反応若しくは誘導性遺伝子発現を未処理試料と比較する場合、対照剤を欠いてい
てもよく又は空である。
【００７５】
　本発明の別の態様は本明細書に記載のような容器であって、安定化剤が存在するコンテ
ナをさらに含み、該安定化剤がパルス剤又は上記パルス剤に曝露した生体試料に接触する
のを一時的に防ぐ、容器に関する。
【００７６】
　本発明の一態様において、安定化剤は核酸安定化剤及び／又は細胞性のＲＮＡ分解阻害
剤及び／又は遺伝子誘導阻害剤を含み、及び／又は安定化剤がＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂ
ｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見られるものと同じであり、及び／又は安定化剤がＴｅｍ
ｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見られるものと同じである。作用因子及
びそれらの組合せは当該技術分野で既知であり、又は当業者が推測することができる。
【００７７】
　ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）及びＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに細
胞ＲＮＡを安定化する添加剤を含有する溶液を供給し、遺伝子転写のｅｘ　ｖｉｖｏ誘導
を排除することができる。この添加剤の性質を説明する詳細な情報は与えられていない。
この目的のためのＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅに付属されたカタログは米国特許第５
，９０６，７４４号を参照する。とはいっても、この特許文献に記載の管により、当業者
は本発明で行われるように全血ではなく血漿から核酸を調製することが可能となる。特に
米国特許第５，９０６，７４４号の装置はプラスチック管又はガラス管、血液凝固を阻害
する手段、及び全血から血漿を分離する手段を含むのが好ましい（米国特許第５，９０６
，７４４号、第２欄、Ｉ．４２～４３）。したがって本発明によれば、米国特許第５，９
０６，７４４号に記載の内容は別の用途に関連するので、ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏ
ｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅの実際の内容には関連していない。
【００７８】
　本発明によれば、ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に保持され
る溶液は第４級アミン界面活性剤を含有し得る。そのため本発明によれば、第４級アミン
界面活性剤を安定化剤として使用してもよい。生体試料において核酸を安定化させるため
の第４級アミン界面活性剤の使用はこれまでに米国特許第５，０１０，１８３号に記載さ
れている。この特許文献は生体材料の混合物からＤＮＡ又はＲＮＡを精製する方法を提供
している。上記方法は細胞を溶解し、混合物中で任意の夾雑したタンパク質及び脂質を可
溶化して、核酸と洗剤との間で不溶性の疎水性複合体を形成するのに十分な量でＲＮＡ又
はＤＮＡを含有する混合物にカチオン性洗剤を添加する工程を含む。このようにしてＲＮ
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Ａ又はＤＮＡを洗剤と共に含む複合体は可溶化混入物質とは分離される。最近の特許文献
では、同じ発明者らが米国特許第５，０１０，１８３号に記載のような界面活性剤、及び
他の市販の界面活性剤の使用により、ＲＮＡの非効率的な析出及び血液細胞の不完全な溶
解が起こると述べている。このためにカチオン性界面活性剤を改良する必要があったので
、米国特許第５，０１０，１８３号の発明者らが、選択された第４級アミンを含むカチオ
ン性界面活性剤水溶液の使用を伴う、生体試料（血液を含む）からＲＮＡを単離する新規
の方法を模索した（米国特許第５，９８５，５７２号）。生体試料由来のＲＮＡを安定化
させることができる新規の水性の第４級アミン界面活性剤は国際公開第９４／１８１５６
号及び国際公開第０２／００５９９号にも記載されている。本発明のいずれかの方法で使
用することができる様々な可能性のある界面活性剤の合成を上で言及した又は関連の特許
文献で公開された指示に従って行うことができる。本発明の方法に使用することができる
第４級アミンの一例はテトラデシルトリメチル－シュウ酸アンモニウムである（米国特許
第５，９８５，５７２号）。代替的には、上記カチオン性洗剤は本発明の実施例１で示さ
れるようにＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）であり得る（米国特許第５，０１０，１８３
号）。上記生体試料の安定化に加えて、上記出願はカラムクロマトグラフィ等の従来の分
離技法を用いた核酸の単離を記載している。ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ
　ＴｕｂｅとＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　ｋｉｔ（これはカラムクロマ
トグラフィにも適用される）とを組み合せなければいけないため、供給業者により、ＰＡ
Ｘｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに存在する化合物しか上記クロマトグ
ラフィ法に適合することができないという印象が与えられている。
【００７９】
　本発明の一態様において、生体試料をパルス剤と混合したようなときまで、及び／又は
ユーザーが安定化剤の導入を必要とするようなときまで安定化剤が上記コンテナ内に含有
されている。
【００８０】
　コンテナを容器に組み込んでもよく、これはワンピースユニット（one-piece unit）を
形成するようにコンテナを容器と機械的に連結させてもよいことを意味する。本発明の一
態様によれば、上記コンテナの内部と上記容器の内部とが接続され、その接続を遮断する
物理的障壁が存在する。適時に力の印加により物理的障壁が開放され、安定化剤をそのよ
うにパルスした生体試料と混合することが可能になる。本発明の一態様によれば、物理的
障壁は印加される物理的な力に応じて可逆的に開閉する。印加される力をその物理的障壁
自体に、又は安定化剤を介して物理的障壁に送ることができる。物理的障壁は任意の機械
的障壁であり得る。かかる物理的障壁の例としては回転弁、開口弁、スリット弁、隔壁弁
、ボール弁、フラップ弁が挙げられる。本発明の別の態様によれば、力の印加により物理
的障壁を不可逆的に開放してもよい。物理的な力は任意の機械的な力であり得る。印加さ
れる力をその物理的障壁自体に（例えば図７を参照されたい）、又は安定化剤を介して物
理的障壁に伝えることができる（例えば図８を参照されたい）。かかる物理的障壁の別な
例としては適所を外して通したプラグ（例えば図１を参照されたい）、力の印加の際に砕
ける障壁（例えば図７を参照されたい）が挙げられる。
【００８１】
　本発明の別の態様によれば、上記コンテナの内部と上記容器の内部とを接続し、接続の
開口サイズと合わせて安定化剤の表面張力によりコンテナから容器へと安定化剤が流れる
のを防ぐ。本発明のこの態様によれば、適時に安定化剤に伝わる力の印加により、コンテ
ナから容器へと安定化剤が流れる。例えば圧搾、連続的な反転及び撹拌により力を印加す
ることができる。
【００８２】
　本発明の別の態様は安定化剤が存在する対照コンテナをさらに含む、本明細書に記載の
ような対照容器であって、該安定化剤が対照パルス剤又は上記対照パルス剤に曝露した生
体試料と接触するのを一時的に防ぐ、対照容器に関する。集積対照コンテナを備える対照
容器と共に、本明細書に記載の集積コンテナを備える容器がキットの一部として共に存在
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し得る。代替的に、集積対照コンテナを備える対照容器の外側と共に、本明細書に記載の
集積コンテナを備える容器の外側が単一装置を形成するように架橋成員を用いて連結又は
接続してもよい（図１９及び図２０）。
【００８３】
　対照コンテナを対照容器に組み込んでもよく、これはワンピースユニットを形成するよ
うに対照コンテナを対照容器と機械的に連結させてもよいことを意味する。本発明の別の
態様によれば、上記対照コンテナの内部と上記対照容器の内部とが接続され、その接続を
遮断する物理的障壁が存在する。適時に力の印加により物理的障壁が開放され、安定化剤
をそのようにパルスした生体試料と混合することが可能になる。本発明の一態様によれば
、物理的障壁は印加される物理的な力に応じて可逆的に開閉する。印加される力をその物
理的障壁自体に、又は安定化剤を介して物理的障壁に伝えることができる。かかる物理的
障壁の例としては回転弁、開口弁、スリット弁、隔壁弁、ボール弁、フラップ弁が挙げら
れる。本発明の別の態様によれば、力の印加により物理的障壁を不可逆的に開放してもよ
い。印加される力をその物理的障壁自体に（例えば図１７を参照されたい）、又は安定化
剤を介して物理的障壁に伝えることができる（例えば図１８を参照されたい）。かかる物
理的障壁の別な例としては適所を外して通したプラグ（例えば図１２を参照されたい）、
力の印加の際に砕ける障壁（例えば図１７を参照されたい）が挙げられる。
【００８４】
　本発明の別の態様によれば、上記対照コンテナの内部と上記対照容器の内部とを接続し
、接続の開口サイズに合わせた安定化剤の表面張力により対照コンテナから対照容器へと
安定化剤が流れるのを防ぐ。本発明のこの態様によれば、適時に安定化剤に伝わる力の印
加により、対照コンテナから対照容器へと安定化剤が流れる。例えば圧搾、連続的な反転
及び撹拌により力を印加することができる。安定化剤を分注するためにそれぞれコンテナ
又は対照コンテナを含む、本明細書に記載のような容器又は対照容器により、特別なトレ
ーニングを受けていない技術者はパルス剤又は対照を用いて血液をパルスし、後期での当
業者による分析のためにそのようにパルスした血液を安定化させることが可能となる。こ
のため、多くの試料を回収する必要がある場合、本明細書で開示のような容器又は対照容
器により、血液をパルス及び安定化させるのに特別なトレーニングを受けていないオペレ
ーターを採用できるので費用の削減が可能となる。さらに、容器又は対照容器により、既
知の量のパルス剤及び安定化剤を上記容器内に予め供給させてもよく、このためピペッテ
ィングに関する誤差が最小になるので再現性がもたらされる。さらに、試料を上記管へと
直接、又は例えばシリンジを介して引き抜くことができるので、生体試料を採取するのと
上記試料をパルス抗原又は対照に曝露するのとの間の時間が大幅に削減される。さらに安
定化剤の試料への導入が力の印加により簡単に達成され、それにより安定化剤をピペッテ
ィングすることによる遅延がなくなるので、生体試料をパルスするのと生体試料を安定化
させるのとの間の時間を正確に設定することができる。
【００８５】
　本発明の別の実施の形態は、生体試料をパルス剤でパルスし、その後それに安定化剤を
導入して、そのようにパルスした生体試料においてＲＮＡ成分を試験するのに好適なキッ
トであって、上で開示されるような１つ又は複数の容器と上記安定化剤が存在する１つ又
は複数のコンテナを含む、キットである。該キットは生物学的な対照パルス剤が存在する
対照容器をさらに含み得る。
【００８６】
　キットの１つの実施の形態において、上記安定化剤が存在するコンテナはパルス剤が存
在する容器には組み込まれず、及び／又は上記安定化剤が存在する対照コンテナは対照物
質が存在する対照容器には組み込まれない。
【００８７】
　これにより、コンテナ又は対照コンテナは分離することができ、キットで安定化剤を保
持するのに好適な当該技術分野の任意のコンテナであってもよい。本発明の一態様によれ
ば、安定化剤を含有するコンテナ又は対照コンテナは封止されている。コンテナ又は対照
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コンテナは例えばスクリューキャップ、押し込み蓋、フリップキャップのような再封止手
段を有していてもよい。コンテナ又は対照コンテナは剥ぎ取り接着シール、スナップオフ
シールのような壊すことのできるシールを有していてもよい。本発明の一態様によれば、
コンテナ又は対照コンテナの壁は隔壁等の再封止可能な領域を備えていてもよく、シリン
ジ針を用いて穿刺することにより安定化剤をコンテナ又は対照コンテナから引き抜くこと
ができる。コンテナ又は対照コンテナの隔壁は穿刺後に再封止可能であってもよい。本発
明の特定の一態様によれば、コンテナ又は対照コンテナを両端に針（例えば管状の針）を
備えた移送チューブと併せて使用する。一方の針はコンテナ又は対照コンテナの隔壁に穿
刺するように構成されており、もう一方の針は容器又は対照容器（下記）のそれぞれの隔
壁に穿刺するように構成されている。安定化剤は移送チューブを用いて、コンテナ又は対
照コンテナから容器又は対照容器それぞれへと移すことができる。チューブは可撓又は剛
体であってもよい。移送チューブの形状はＵ字型であってもよい。コンテナ又は対照コン
テナは相互（reciprocal）結合手段が取り付けられた上記の容器の連結、及び安定化剤の
上記容器又は上記対照容器への移送に好適な１つ又は複数の取り付け部を含み得る。例え
ば、コンテナ又は対照コンテナには、上記のように上記容器に取り付けられた（例えば図
９、図１０及び図１１を参照されたい）、又は対照容器に取り付けられた相互ルアー型取
り付け部を受けることができるルアー型取り付け部が取り付けられていてもよい。別の例
では、コンテナ又は対照コンテナには、相互関係にある非ルアー型結合設計を有する容器
又は対照容器と一緒になることができる非ルアー型取り付け部が取り付けられていてもよ
い。容器の再封止手段を開放することにより安定化剤を容器又は対照容器に移すことがで
きる。安定化剤は上述の取り付け部又は開口部のいずれかを通ってコンテナ又は対照コン
テナへと排出することができる。コンテナ又は対照コンテナは任意で安定化剤を排出させ
ながら空気を流入させる手段を有していてもよい。本発明の一態様において、コンテナ又
は対照コンテナは上記コンテナ又は上記対照コンテナから安定化剤を押し出す手段を有し
ていてもよく、例としてはシリンジ型のプランジャー、コンテナ若しくは対照コンテナの
圧搾壁、又は陽圧を印加する任意の手段が挙げられるが、これらに限定されない。コンテ
ナ又は対照コンテナは任意で分注される安定化剤の容量を確定する測定手段、例えばスケ
ールを有する。本発明の一態様では、コンテナ又は対照コンテナは１回の使用に十分な容
量の安定化剤を保持している。本発明の別の態様では、コンテナ又は対照コンテナは複数
のパルス実験に十分な容量の安定化剤を保持している。
【００８８】
　本発明の別の態様によれば、コンテナ又は対照コンテナは第１の針（管状）（それを通
して安定化剤を容器から排出することができる）と、第２の針（それを通して陽圧又は陰
圧を容器の内側に印加することができる）とを受けるのに適した上記のような封止可能な
隔壁を備えている。陽圧を第２の針を通して印加すると、第１の針を通して安定化剤をコ
ンテナ又は対照コンテナへと押し出すことができる。好ましくは、第１の針はこれまでに
記載した移送チューブの一部である。第２の針は空気（排出又は圧力）ポンプに接続され
ている、以下に記載の圧力チューブの一部であり得る。第１の針及び第２の針を平行配置
で連結させてもよい。
【００８９】
　キットの別の実施の形態において、上記安定化剤が存在するコンテナをパルス剤が存在
する容器に接続し、容器の実施の形態を上記に示す。本発明のキットの別の実施の形態で
は、上記安定化剤が存在する対照コンテナを対照物質が存在する対照容器に接続し、対照
容器の実施の形態を上記に示す。
【００９０】
　任意で本発明のキットは生体試料をパルスする方法の記載を含む取扱説明書を含んでい
てもよい。
【００９１】
　本発明の別の態様は上記パルス剤が抗原を含む、本明細書で開示のような容器、及び上
記容器を含むキットに関する。本発明の一態様によれば、上記抗原は細菌性ＬＰＳである
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。本発明の別の態様によれば、上記抗原は免疫反応リコール抗原である。本発明の別の態
様によれば、上記抗原は破傷風トキソイドである。本発明の別の態様によれば、上記抗原
は癌免疫療法抗原である。本発明の別の態様によれば、上記抗原はＭＡＧＥ－３である。
本発明の別の態様によれば、上記抗原はネコアレルゲンである。本発明の別の態様によれ
ば、上記抗原はＦｅｌｄ１である。本発明の別の態様によれば、上記抗原は臓器提供者由
来の抗原提示細胞である。本発明の別の態様によれば、上記抗原は自己抗原である。本発
明の別の態様によれば、上記抗原はＧＡＤ６５である。
【００９２】
　当業者によって十分理解されているように、対照パルス剤はパルス剤及び研究中のパラ
メータに依存する。例えばパルス剤がペプチド、ペプチドのセット又はペプチドのプール
である場合、対照パルス剤は同じ長さのペプチド（単数又は複数）を含んでいてもよいが
、ペプチド（複数可）の配列はランダム化しており、及び／又は既存のタンパク質又はペ
プチドのセグメントとは同一ではない。対照パルス剤をパルス剤と同じ全血と共に、同じ
量の作用因子、同じ容量の血液を用いて、同じ期間及び同じ温度でインキュベートする。
別の例では、パルス剤はタンパク質治療剤、例えば所望の濃度まで水、リン酸緩衝生理食
塩水又は生理食塩水等の賦形剤中に溶解したＩＦＮ－βであり得る。したがって対照パル
ス剤は賦形剤であり得る。さらなる例では、パルス剤は抗原、例えば所望の濃度まで水、
リン酸緩衝生理食塩水又は生理食塩水等の賦形剤中に溶解したＦｅｌｄ１であり得る。し
たがって対照パルス剤は抗原の賦形剤であり得る。代替的には、対照容器は例えば誘導性
免疫反応若しくは誘導性遺伝子発現を未処理試料と比較する場合、対照剤を欠いていても
よく又は空である。
【００９３】
　本発明の別の態様は、生体試料を抗原でパルスし、その後その中で核酸を安定化させて
、そのようにパルス化した生体試料においてＲＮＡ成分を試験する方法に関する。該方法
は試料を任意で回収、パルス及び安定化するための本明細書で開示のような容器、対照容
器及び／又はキットの使用を含む。
【００９４】
　本発明の１つの実施の形態は液体生体試料を受ける装置であって、前記試料を第１の物
質及び対照物質に、その後核酸安定化剤に別々に曝露するのを容易にし、該装置が、
　第１の物質が存在する第１のコンパートメントと、
　対照物質が存在する第２のコンパートメントと、
　安定化剤が存在する第３のコンパートメントと、
　生体試料管用の支持部と、
を含む、装置である。
【００９５】
　装置の一例を図２１ａ及び図２１ｂに示す。本発明の一態様によれば、少なくとも１つ
（例えば１つ、２つ、３つ、全て）、好ましくは全てのコンパートメントが封止されてい
る。１つ又は複数（例えば１つ、２つ、３つ、全て）のコンパートメントが例えばスクリ
ューキャップ、押し込み蓋、フリップキャップのような再封止手段を有していてもよい。
１つ又は複数（例えば１つ、２つ、３つ、全て）のコンパートメントが剥ぎ取り接着シー
ル、スナップオフシールのような壊すことのできるシールを有していてもよい。本発明の
一態様によれば、１つ又は複数（例えば１つ、２つ、３つ、全て）のコンパートメントは
隔壁等の再封止可能な領域を備え、それを通してシリンジ針を用いて穿刺することにより
物質をコンパートメントに導入することができる。コンパートメントの隔壁は穿刺後に再
封止することができる。
【００９６】
　特定の実施の形態によれば、１つ又は複数（例えば１つ、２つ、３つ、全て）のコンパ
ートメント及び生体試料管を、例えば図２２に示すように移送チューブ、すなわち両端に
中空針（例えば管状の皮下注射針）を備えた中空チューブと併用する。一方の針は１つの
コンパートメント（例えば第１のコンパートメント）の隔壁に穿刺するように構成されて
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おり、もう一方の針は他のコンパートメント（例えば第３のコンパートメント）の隔壁に
穿刺するように構成されている。代替的に、一方の針は１つのコンパートメント（例えば
第１のコンパートメント）の隔壁に穿刺するように構成されており、もう一方の針は（支
持部により保持される）生体試料管から液体を引き抜くように構成されている。このよう
に、２つのコンパートメント又は１つのコンパートメントと生体試料管とをチューブによ
り一時的に流体接続させることができる。流体接続により、例えば移送チューブを用いて
安定化剤を第３のコンパートメントから第１のコンパートメント及び／又は第２のコンパ
ートメントへと移送させることが可能になる。チューブは可撓又は剛体であってもよい。
移送チューブはＵ字型であってもよい。
【００９７】
　本発明による生体試料管は生体試料の保存に好適なもののいずれかであり得る。本発明
の一態様によれば、生体試料管が封止されている。本発明の一態様によれば、生体試料管
はスクリューキャップ、押し込み蓋、フリップキャップのような再封止手段を有する。本
発明の一態様によれば、管の壁にシリンジ針を用いて穿刺することにより生体試料を管に
導入することができる。管の壁は穿刺後に再封止することができてもよく、又は管の壁は
穿刺後に再封止できなくてもよく、又は試料管の壁は隔壁等の再封止可能な領域を備えて
いてもよい。本発明の一態様によれば、本明細書のほかの場所で記載のように、両端に針
（例えば管状針）を備えた中空チューブを含む移送チューブにより導入された管から生体
試料を引き抜くことができる。一方の針は試料又は他の液体を保持する試料管の隔壁に穿
刺するように構成されており、もう一方の針はコンパートメントの隔壁に穿刺するように
構成されている。チューブを用いて、液体生体試料を試料管からコンパートメントの１つ
に移すことができる。チューブは可撓又は剛体であってもよい。移送チューブはＵ字型で
あってもよい。本発明の一態様によれば、シリンジに適合した試料管に付随した１つ又は
複数の取り付け部又は結合手段が取り付けられた他のコンテナにより生体試料を試料管に
導入することができる。例えば、管には無針シリンジを受けることができるルアー型取り
付け部が取り付けられていてもよい。別の例では、管には相互関係にある非ルアー型結合
設計を有するコンテナと一緒になることができる非ルアー型取り付け部が取り付けられて
いてもよい。本発明の一態様によれば、個体から生体試料を直接採取するのに好適な、上
記管に取り付けた管状針又は皮下針により生体試料を該管に導入することができる。本発
明の一態様によれば、再封止手段を開放することにより生体試料を試料管に導入すること
ができる。
【００９８】
　本発明の一態様において、第１のコンパートメントは生体試料管と流体接続している場
合、生体試料管から第１のコンパートメントへと液体生体試料を引き抜く手段を有し得る
。第２のコンパートメントは同様に、例えば移送チューブを用いて生体試料管と流体接続
している場合、生体試料管から第２のコンパートメントへと液体生体試料を引き抜く手段
を有し得る。かかる手段の例としては、シリンジ型プランジャーの使用、又は受取コンパ
ートメントに陰圧、若しくは供給コンパートメントに陽圧を印加する任意の手段が挙げら
れるが、これらに限定されない。本発明の好ましい実施の形態によれば、以下に記載の挿
入可能な圧力チューブを用いて、コンパートメント内の圧力を制御する。第１のコンパー
トメント及び／又は第２のコンパートメントは一部真空下にあり得る。
【００９９】
　本発明の一態様において、第１のコンパートメントは第３のコンパートメントと流体接
続している場合、第３のコンパートメントから第１のコンパートメントへと安定化剤を引
き抜く手段を有し得る。第２のコンパートメントは同様に、例えば移送チューブを用いて
第３のコンパートメントと流体接続している場合、第３のコンパートメントから第２のコ
ンパートメントへと安定化剤を引き抜く手段を有し得る。かかる手段の例としては、シリ
ンジ型プランジャーの使用、又は受取コンパートメントに陰圧、若しくは供給コンパート
メントに陽圧を印加する任意の手段が挙げられるが、これらに限定されない。本発明の好
ましい実施の形態によれば、以下に記載の挿入可能な圧力チューブを用いて、コンパート
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メント内の圧力を制御する。第１のコンパートメント及び／又は第２のコンパートメント
は一部真空下にあり得る。
【０１００】
　本発明の別の態様において、第３のコンパートメントは、例えば移送チューブを用いて
第１のコンパートメント及び／又は第２のコンパートメントと流体接続している場合、第
３のコンパートメントから第１のコンパートメント及び／又は第２のコンパートメントへ
と安定化剤を押し出す手段を有し得る。かかる手段の例としては、シリンジ型プランジャ
ー又は第３のコンパートメントに陽圧を印加する任意の手段が挙げられるが、これらに限
定されない。本発明の好ましい実施の形態によれば、以下に記載の挿入可能な圧力チュー
ブを用いて、コンパートメント内の圧力を制御する。第３のコンパートメントは陽圧下に
あり得る。
【０１０１】
　本発明の一態様によれば、第１のコンパートメントは滅菌されている。本発明の別の態
様によれば、第２のコンパートメントは滅菌されている。本発明の別の態様によれば、第
３のコンパートメントは滅菌されている。本発明の別の態様によれば、コンパートメント
が全て滅菌されている。
【０１０２】
　本発明の１つの実施の形態によれば、それぞれのコンパートメントが第１の針（それを
通して液体が通過することができる）及び第２の針（それを通して陽圧又は陰圧をコンパ
ートメントの内側に印加することができる）を受けるのに適した上記のような封止可能な
隔壁を備える。陽圧を第２の針を通して印加する場合、コンパートメントから第１の針を
通して液体を押し出すことができる。代替的に、陰圧を第２の針を通して印加する場合、
コンパートメントへと第１の針を通して液体を引き抜くことができる。好ましくは第１の
針はこれまでに記載の移送チューブの一部である。第２の針は圧力チューブの一部である
。第１の針と第２の針とが平行配置で連結されていてもよい。例えば図２４を参照された
い。
【０１０３】
　必要であれば、１つ又は複数（例えば１つ、２つ、３つ、全て）のコンパートメントは
任意でコンパートメント内の圧力を周囲圧力と平衡化させる通気口を備えていてもよい。
通気口は一方向のみのガス流を与えるように構成された一方向弁（例えば回転弁、開口弁
、スリット弁、隔壁弁、ボール弁、フラップ弁）を含み得る、例えば押し出しガスの放出
が可能となり得る。
【０１０４】
　本発明のさらなる態様によれば、装置は本明細書で試料管支持部としても知られる生体
試料管用の支持部をさらに備える。試料管支持部は試料管を立位で保持する任意の好適な
物理的又はそれ以外の構造であり得る。好ましい実施の形態では、試料管支持部は試料管
の少なくともベース領域と相互関係にある形状を有する壁付き開口部である。
【０１０５】
　本発明のさらなる態様によれば、装置は本明細書でチューブ支持部としても知られる生
物移送チューブ用の支持部をさらに備える。チューブ支持部は移送チューブと装置との取
り外し可能な接続に適した任意の好適な物理的又はそれ以外の構造であり得る。チューブ
支持部により、移送中及び非使用時の移送チューブの格納が可能となる。またチューブ支
持部は移送チューブの針の先端に清浄な環境を与える。好ましい実施の形態では、移送チ
ューブ支持部は移送チューブの各端と相互関係にある形状をそれぞれ有する２つのスロッ
トを含む。
【０１０６】
　装置はコンパートメント及び支持要素に対する要件を与える任意の形態を取ってもよい
。装置は好ましくはサイズ、重量、支持能、耐久力及びリサイクル性に関して最適である
とすることを理解されたい。本発明の好ましい実施の形態では、コンパートメントを互い
に機械的に接続する。好ましくは、試料管支持部もコンパートメントと機械的に接続する
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。好ましくは、チューブ支持部もコンパートメントと機械的に接続する。このように接続
する場合、装置は自立ユニットであるという利便性を有する単一体である。機械的接続は
当該技術分野で既知の任意の好適な配置を用いて、例えばポリカーボネート、ポリプロピ
レン、環状オレフィンコポリマー（ＣＯＣ）又は同じ若しくは異なる材料の支持部と機械
的に接続したガラスのような生物学的に不活性な材料の単一ブロックから形成されるコン
パートメントを利用して達成することができる。
【０１０７】
　本発明の好ましい実施の形態を図２１ａにおける三次元図及び図２１ｂにおける断面で
示し、この図は環状オレフィンコポリマー（ＣＯＣ）等の材料の固体ブロック４４からな
る装置３０を表し、第１の物質２が存在する第１のコンパートメント３２、対照物質３５
が存在する第２のコンパートメント３４、及び安定化剤５が存在する第３のコンパートメ
ント３６を備える。コンパートメント３２、３４、３６は固体ブロック４４に与えられた
円筒状の開口部であり、それぞれ少なくとも一部ＣＯＣから作製されていてもよい蓋３８
、４８、５０で封止されている。代替的に、コンパートメント３２、３４、３６はそれぞ
れ固体ブロック４４に与えられた円筒状の開口部で固定された、好適な材料（例えばガラ
ス、ポリプロピレン、ポリカーボネート）から作製された円筒状のバイアルからなり得る
。それぞれのバイアルは蓋３８、４８、５０でそれぞれ封止されている。蓋３８、４８、
５０はそれぞれ針を用いてコンパートメント内部へのアクセスを与える再封止可能な隔壁
４６、４０、４２を備えている。試料管支持部５２が装置上に与えられている。上記試料
管支持部５２は試料管のベース領域を支持するように構成されている円筒状の開口部であ
る。装置はそれぞれ移送チューブの各端と相互関係にある形状を有するスロットを２つ含
むチューブ支持部５４、５６をさらに備えている。Ｕ字型移送チューブを用いて、試料管
の内容物を第１の（パルス剤）コンパートメント３２及び第２の（対照）コンパートメン
ト３４のそれぞれに移すことができる。上記コンパートメントは陰圧下にある。第３のコ
ンパートメント３６から第１のコンパートメント３２及び第２のコンパートメント３４の
それぞれへと安定化剤を移すのに同じ針を使用してもよい。
【０１０８】
　他で記載のように、１つのコンパートメント又は容器から別のコンパートメント又は容
器へと液体を移すのに、両端に針（例えば管状針）を備えた中空チューブを含む移送チュ
ーブを使用する。該液体は陽圧の印加により供給コンパートメント（若しくはコンテナ若
しくは対照コンテナ）へと押し出されるか、又は受取コンパートメント（若しくは容器若
しくは対照容器）での陰圧の印加により引き抜かれる。
【０１０９】
　移送チューブの針は流体又は空気が針を通ってコンパートメント（容器又は対照容器）
に入ることだけができるように、再封止可能な（例えばゴム又はシリコーン）隔壁に穴を
開けるのに適している。針の先端は両側が尖っており斜端であるのが好ましく、芯を取り
除いていなくてもよい。針は２２Ｇ、２３Ｇ、２４Ｇ若しくは２５Ｇ、又は上述の値のい
ずれか２つの間の範囲にある値、好ましくは２３Ｇであり得る。それぞれの針を着脱可能
な防水カバーで保護し、使用の前に微生物の進入を防ぐことができる。それぞれの針カバ
ーはチューブ支持部に残り、チューブ支持部に接着させることができ、そのためＵ字型針
を装置から持ち上げる際に、カバーがそれぞれの針から外れ、チューブ支持部内にカバー
が留まる。
【０１１０】
　針の直線部分の長さを表す、移送チューブにおける移送チューブの針の長さ（Ｌ）は同
じであっても又は異なっていてもよい。その長さはコンパートメントの深さ及び移す液体
の容量によって変わる。一般的指針として、一方の移送チューブの針の長さ（Ｌ１）は２
５ｍｍ、２６ｍｍ、２８ｍｍ、３０ｍｍ、３２ｍｍ、３３ｍｍ、３４ｍｍ、３５ｍｍ、３
６ｍｍ、３８ｍｍ、４０ｍｍ、４２ｍｍ、４４ｍｍ、４６ｍｍ、４８ｍｍ、５０ｍｍ、５
５ｍｍ、又は上述の値のいずれか２つの間の範囲にある値、好ましくは２５ｍｍ～３５ｍ
ｍ、より好ましくは３０ｍｍ～３５ｍｍであり得る。もう一方の移送チューブの針の長さ
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（Ｌ２）は２５ｍｍ、２６ｍｍ、２８ｍｍ、３０ｍｍ、３２ｍｍ、３３ｍｍ、３４ｍｍ、
３５ｍｍ、３６ｍｍ、３８ｍｍ、４０ｍｍ、４２ｍｍ、４４ｍｍ、４６ｍｍ、４８ｍｍ、
５０ｍｍ、５５ｍｍ、又は上述の値のいずれか２つの間の範囲にある値、好ましくは４０
ｍｍ～５０ｍｍ、より好ましくは４２ｍｍ～４６ｍｍであり得る。管の高さ（Ｌ３）は利
用可能な隙間空間に応じて変わる。一般的指針として、１つの移送チューブの長さは５ｍ
ｍ、７ｍｍ、８ｍｍ、９ｍｍ、１０ｍｍ、１１ｍｍ、１２ｍｍ、１３ｍｍ、１４ｍｍ、１
５ｍｍ、１６ｍｍ若しくは１７ｍｍ、又は上述の値のいずれか２つの間の範囲にある値、
好ましくは１０ｍｍ～１５ｍｍ、より好ましくは１２ｍｍ～１４ｍｍであり得る。中空チ
ューブは剛体又は可撓であってもよい。好ましくは中空チューブは剛体である。本発明の
好ましい態様によれば、移送チューブはＵ字に曲がった長い針からなっており、第２の針
が剛体の中空チューブを有する本発明の移送チューブを形成するように、尖っていない先
端（non-pointed end）に接着している。剛体のチューブが用いられる場合、２つの針間
の距離（Ｄ）はコンパートメント間の間隔によって変わる。本発明の好ましい態様によれ
ば、２つの針間の距離（Ｄ）は２つの隣接コンパートメント間の距離と本質的に同じであ
り、これは一般的にコンパートメント及び試料支持部が２×２の正方配列で配置される場
合に達成される。一般的指針として、針間の距離は２０ｍｍ、２２ｍｍ、２４ｍｍ、２６
ｍｍ、２８ｍｍ、３０ｍｍ若しくは３２ｍｍ、又は上述の値のいずれか２つの間の範囲に
ある値、好ましくは２４ｍｍ～２８ｍｍ、より好ましくは２６ｍｍであり得る。
【０１１１】
　移送チューブはロボットシステム（例えばロボットアーム又はロボットプラットフォー
ム）との接続に適しており、自動試料プロセシングを容易にすることができる。剛体の中
空チューブを利用する場合、ロボットシステムが剛体の中空チューブを介して移送チュー
ブと接続される。ロボットシステムの使用により、潜在的に他の刺激因子を欠いている滅
菌環境においても本発明の幾つかの装置を用いて自動アッセイを行うことができる。さら
に該装置が単一移送チューブの有用性により液体試薬の移送を容易にすることができる。
【０１１２】
　コンパートメント、容器又はコンテナに対する圧力を、コンパートメント、容器又はコ
ンテナの隔壁への挿入のために一方の端に針を備え、もう一方の端がコンパートメント、
容器又はコンテナに必要とされる制御圧力を与えることができる空気ポンプへの接続に適
している可撓なチューブを含む中空圧力チューブ（図２３）により与えることができる。
この圧力チューブの針を、溶接継ぎ手、接着継ぎ手又はクランプ等の継ぎ手により移送チ
ューブの針の１つと機械的に接着させることができる（図２４を参照されたい）。圧力チ
ューブの針は空気又はガスが針を通ってコンパートメント、容器又はコンテナに入ること
又はコンパートメント、容器又はコンテナから出ることだけができるように、再封止可能
な（例えばゴム又はシリコーン）隔壁に穴を開けるのに適している。針の先端は両側が尖
っており斜端であるのが好ましく、芯を取り除いていなくてもよい。針は２２Ｇ、２３Ｇ
、２４Ｇ若しくは２５Ｇ、又は上述の値のいずれか２つの間の範囲にある値、好ましくは
２３Ｇであり得る。
【０１１３】
　装置がさらなる封止コンパートメントを備えていることも本発明の範囲内である。コン
パートメントは直線に沿って又は配列（例えば２×２、２×４等）で配置していてもよい
。好ましくは、コンパートメント及び試料支持部を２×２の正方配列で配置し、隣接コン
パートメントと試料支持部との距離は等しい。
【０１１４】
　本発明の１つの実施の形態において、生体試料をパルスする方法は、
　ｉ）生体試料を上記容器に導入する工程、
　ｉｉ）任意で上記容器を撹拌する工程、
　ｉｉｉ）所定の期間後に安定化剤を上記容器に導入する工程、及び
　ｉｖ）生体試料中の核酸レベルを試験する工程、
を含む。
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【０１１５】
　本発明の別の実施の形態は、個体に事前に免疫付与した抗原に対する個体の免疫反応を
試験する方法であって、本明細書で開示のような容器の使用（ここで該パルス剤は研究中
の抗原である）、並びに
　ａ）上記個体から採取した血液試料を該容器に導入する工程、
　ｂ）任意で上記容器を撹拌する工程、
　ｃ）所定の期間後に上記核酸安定化剤を上記容器に導入する工程、及び
　ｄ）サイトカインｍＲＮＡレベルを試験する工程、
を含む、方法である。
【０１１６】
　本発明の一態様によれば、サイトカインはＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－１３、ＩＦＮ－
γの１つ又は複数である。
【０１１７】
　本発明の別の実施の形態は抗原に対する過剰アレルギー誘発性に関して個体を試験する
方法であって、本明細書で開示のような容器の使用（ここで該パルス剤は研究中の抗原で
ある）、並びに
　ｅ）上記個体から採取した血液試料を該容器に導入する工程、
　ｆ）任意で上記容器を撹拌する工程、
　ｇ）所定の期間後に上記核酸安定化剤を上記容器に導入する工程、及び
　ｈ）ＩＬ－４のｍＲＮＡレベルを試験する工程、
を含む、方法である。
【０１１８】
　本発明の別の実施の形態は臓器移植の拒絶反応に関して個体を試験する方法であって、
本明細書で開示のような容器の使用（ここで該パルス剤は臓器提供者の組織適合抗原であ
る）、並びに
　ｉ）上記個体から採取した血液試料を該容器に導入する工程、
　ｊ）任意で上記容器を撹拌する工程、
　ｋ）所定の期間後に上記核酸安定化剤を上記容器に導入する工程、及び
　ｌ）ＩＬ－２のｍＲＮＡレベルを試験する工程、
を含む、方法である。
【０１１９】
　上記の方法は本発明の装置と共に使用するのに適し得る。例えば本発明の１つの実施の
形態は本発明の装置を用いて生体試料管に存在する液体生体試料をパルスする方法であっ
て、
　ｉ）Ｕ字型の針を用いて生体試料管から対照剤が存在する第２のコンパートメントへと
液体生体試料を移す工程、
　ｉｉ）Ｕ字型の針を用いて生体試料管からパルス剤が存在する第１のコンパートメント
へと液体生体試料を移す工程、
　ｉｉｉ）Ｕ字型の針を用いて第３のコンパートメントから生体試料管へと安定化剤を移
す工程、
　ｉｖ）Ｕ字型の針を用いて第３のコンパートメントから対照剤及び液体生体試料が存在
する第２のコンパートメントへと安定化剤を移す工程、及び
　ｖ）Ｕ字型の針を用いて第３のコンパートメントからパルス剤及び液体生体試料が存在
する第１のコンパートメントへと安定化剤を移し、それにより液体生体試料をパルス対照
剤でパルスし、そのようにパルスした試料を安定化させる、移す工程、
を含む、方法である。
【０１２０】
　上記の他の方法、すなわち個体に事前に免疫付与した抗原に対する個体の免疫反応を試
験する方法、抗原に対する過剰アレルギー誘発性に関して個体を試験する方法、臓器移植
の拒絶反応に関して個体を試験する方法は本発明の装置と共に使用するのに同様に適し得
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る。
【０１２１】
　本発明の別の態様は抗原で生体試料をパルスし、その後生体試料中の核酸を安定化させ
、そのようにパルスした安定化生体試料においてＲＮＡ成分を試験する方法であって、
　Ａ）上記のようなキット、装置及び／又は方法を用いて、上記生体試料をパルス剤でパ
ルスし、ＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する化合物を該生体試料に添加する、パ
ルスする工程、
　Ｂ）核酸を含む析出物を形成する工程、
　Ｃ）工程（Ｂ）の上記析出物を上清から分離する工程、
　Ｄ）緩衝液を用いて工程（Ｃ）の上記析出物を溶解し、懸濁液を形成する、溶解する工
程、
　Ｅ）自動装置を用いて核酸を工程（Ｄ）の上記懸濁液から単離する工程、
　Ｆ）自動装置を用いてＲＴ－ＰＣＲ用の試薬混合物を分注／分配する工程、
　Ｇ）自動装置を用いて工程（Ｆ）の分注試薬混合物内で工程（Ｅ）で単離した核酸を分
注／分配する工程、及び
　Ｈ）自動化構成で核酸／（Ｇ）のＲＴ－ＰＣＲ試薬混合物を用いて転写産物のｉｎ　ｖ
ｉｖｏレベルを確定する工程、
を含む、方法に関する。
【０１２２】
　上記の方法は任意で生体試料が曝露される本明細書に記載の対照を利用してもよい。対
照は試薬を含有していないか又は対照パルス剤を含有している。該方法はパルス剤への曝
露と本質的に同時に、容器を利用する方法と同一のやり方で行う。対照容器の結果は容器
で得られた結果を正規化するのに用いることができる。
【０１２３】
　生物学的サンプリング時点でのＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の阻害はｉｎ　ｖｉｖ
ｏ転写産物レベルを確定するのに使用することができるＲＮＡのプールを取り出すために
極めて重要である。完全な形でＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅ
ｍを用いれば細胞ＲＮＡを精製することができるが、本発明によりこのシステム「自体」
を用いても実際のｉｎ　ｖｉｖｏレベルを測定することができないことが分かっている（
実施例２を参照されたい）。
【０１２４】
　本発明により、細胞外及び／又は細胞内のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する
化合物を用いて、安定化生体試料から調製したＲＮＡのプールから始めた場合にのみ核酸
転写産物のｉｎ　ｖｉｖｏレベルを測定／確定／定量することができることが示されてい
る。これにより自動装置を用いて核酸の単離を行い、これにより自動装置を用いてＲＴ－
ＰＣＲ反応に使用する試薬混合物及び単離核酸を分注し、これにより自動化構成で転写産
物レベルの確定を行う。本発明によれば、このアプローチのみが再現性のあるｉｎ　ｖｉ
ｖｏでのＲＮＡの定量を可能にする。誤差を避けるために上記方法で行われる工程の数を
最小限まで減らす。「誤差」はピペッティング、操作、手技及び／若しくは算出による誤
差、又は当業者により起こり得る任意の誤差であり得る。これに関して、本発明は一工程
でＲＴ及びＰＣＲ反応を行うことを提案している。本発明の方法はより多くの中間工程を
組合せるとさらに正確になる。例えば本発明の方法において、工程（Ａ）及び工程（Ｂ）
を組合せることができる。
【０１２５】
　本発明の別の態様において、ＲＴ－ＰＣＲに必要となる試薬混合物の分注（dispension
）（工程（Ｆ））の後、前又は分注と同時に核酸の分注（工程（Ｇ））を行うことができ
る。
【０１２６】
　本発明の方法によれば、ＯＤ測定を行う必要がなく、核酸濃度の算出で起こる誤差が排
除される。これに対して、完全ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　ｋｉｔを用
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いると、ＯＤ測定を行う必要がある。このことも本発明による方法が後者のシステムと比
較してより信頼性が高く、正確な方法であることを示している。本発明のこのより良好な
正確性は表１で表される再現性研究により示されている。
【０１２７】
　本発明の別の態様において、本発明による方法の工程（Ｄ）で形成された析出物を溶解
する場合、得られた懸濁液を完全に自動化されたＲＮＡ抽出法及び分析法と組合せて使用
することができる。この組合せだけが実施する方法の正確な最適化及び再現性を可能にし
、またパルス後のＲＮＡレベルの正確かつ再現性のある確定を可能にする。ＰＡＸｇｅｎ
ｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍのカタログには対応する管を他の単離法と
組合せて使用することはできないと記載されており、またキットの様々な構成を説明して
いる詳細な情報は利用不可能であるので、当業者がこのＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏ
ｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍの一部を用い、そこから新規の方法を開発することは明らかで
はない。
【０１２８】
　完全に自動的なＲＮＡの単離を可能にする商業的システムはほんのわずかしか存在しな
い。かかる自動核酸抽出装置の例はＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ
（Roche Diagnostics）、ＡｕｔｏＧｅｎｐｒｅｐ　９６０（Autogen）、ＡＢＩ　Ｐｒｉ
ｓｍＴＭ　６７００　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｗｏｒｋｓｔａ
ｔｉｏｎ（Applied Biosystems）、任意でＷＡＶＥ（登録商標）Ｆｒａｇｍｅｎｔ　Ｃｏ
ｌｌｅｃｔｏｒ　ＦＣＷ　２００（Transgenomic）を有するＷＡＶＥ（登録商標）Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍ及びＢｉｏＲｏｂｏｔ　８０００
（Qiagen）である。
【０１２９】
　本発明はパルス後の転写産物レベルの確定を可能にするためにこれらのシステム全てに
おいて出来る限り新鮮であるか、又は安定化した材料（ＲＮＡ分解が最小である）から始
めることが最も重要であることを指摘している。これらのシステム全てに関する問題は、
生体試料は従来の添加剤を全く又は１つだけしか含有していない管に回収し、実験室に運
ばれるため、ｍＲＮＡが依然として急速に分解する可能性があることである。結果として
、これらの方法を用いたｍＲＮＡ定量化は管に存在する転写産物の定量化をもたらすこと
は疑いないが、この定量化はサンプリング時点での細胞／生物学的作用因子に存在する転
写産物レベルを表してはいない。この実験的証拠を本発明の実施例１の図３２．２に与え
る。
【０１３０】
　「定量化」という用語はＲＮＡコピー数の正確かつ再現性のある確定を意味するが、本
発明に記載のような方法によって単離したＲＮＡを用いれば、定性的又は半定量的な研究
も行うことができることは当業者にとっては自明のことである。
【０１３１】
　「転写産物」の定義はメッセンジャーＲＮＡ（ｍＲＮＡ）に限定されず、当業者によっ
て存在することが知られる他の種類のＲＮＡ分子にも関する。本発明の方法によれば、ｍ
ＲＮＡ及び全ＲＮＡを抽出することができる。これによりｉｎ　ｖｉｖｏでの核ＲＮＡの
正確な推定を得ることが可能となり、遺伝子転写を評価する強力なツールが与えられる。
【０１３２】
　「核酸」という用語は一本鎖又は二本鎖の核酸配列を表し、上記核酸はデオキシリボヌ
クレオチド（ＤＮＡ）若しくはリボヌクレオチド（ＲＮＡ）、ＲＮＡ／ＤＮＡハイブリッ
ドからなり得るか、又は増幅ｃＤＮＡ若しくは増幅ゲノムＤＮＡ又はそれらの組合せであ
り得る。本発明による核酸配列は当該技術分野で規定の任意の修飾ヌクレオチドも含み得
る。
【０１３３】
　本発明によれば、核酸は生体試料において細胞外又は細胞内に存在し得る。
【０１３４】
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　本発明の方法の工程（Ｃ）における上清からの析出物の「分離」を、遠心分離、濾過、
吸収又は当業者に既知の他の手段により行うことができる。上記析出物は細胞、細胞／残
屑、核酸又はそれらの組合せを含み得る。この概念の基となるのは、核酸含有作用因子（
すなわち生物学的作用因子）が外部の供給源／パルス／シグナルと接触するのを止めるこ
とである。これは核酸含有作用因子を固定化、溶解及び／若しくは崩壊させることにより
、又は当業者に既知の他の手段により行うことができる。
【０１３５】
　本発明の方法の工程（Ｄ）で用いられる緩衝液は上記方法の工程（Ｃ）で得られた析出
物を溶解する緩衝液であり得る。この緩衝液は核酸含有作用因子の溶解又はさらなる溶解
等の付加的な効果を有し得る。
【０１３６】
　用いられる「自動装置」は自動ピペッティング装置又は指定の作用を行うのに好適な、
当業者に既知の別の自動装置であり得る。
【０１３７】
　「ＲＴ－ＰＣＲ用の試薬混合物」とは同時に起こるＲＴ及びＰＣＲ反応に必要とされる
全ての試薬を意味する（明示的に言及している場合、オリゴヌクレオチドを除く）。本発
明によれば、「オリゴヌクレオチド」は例えばプライマー又はプローブに見られるような
核酸の短いストレッチを含み得る。本発明によれば、この方法はマイクロアレイ又はＲＮ
アーゼ保護アッセイと組合せて使用することができる。
【０１３８】
　前に指摘したように、血液等の生体試料の保存により、ｍＲＮＡレベルの不正確な確定
が起こる。実際には、サンプリング場所とＲＮＡ分析の場所は別に設けているため、新鮮
な試料の分析を実行することはできない。本発明による方法により、ｉｎ　ｖｉｖｏ転写
産物含有量には何ら影響させず、生体試料を離れた場所から好適な実験室に運ぶことが可
能となる。本発明の方法における工程（Ａ）又は工程（Ｂ）後に生体試料の移送を行うこ
とができる。
【０１３９】
　通常血液試料を用いる場合、核酸を単離する前に赤血球を選択的に排除する。赤血球は
ヘモグロビン中で豊富にあり、その存在により粘性の高い溶解物が生じる。そのためこれ
らの赤血球の除去によりより改善された核酸の単離が可能となる。しかしながら本発明の
方法では、核酸を含む不溶性の析出物が即座に形成され、これらの核酸が生体試料の全て
の他の成分から分離されるので、この工程が排除される。このことは、他の利点のほかに
、本発明の方法がほとんどの従来技術の方法と比較して優れた方法であることを示してい
る。
【０１４０】
　本発明によれば、本発明の方法の工程（Ｄ）で用いられる上記緩衝液はグアニジン－チ
オシアネート含有緩衝液であり得る。
【０１４１】
　本発明の実施例において、ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅで形
成された析出物を、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉ
ｔ　Ｉ（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）により与えられるような溶解緩
衝液中に溶解する。そのため、本発明の方法に使用することができる緩衝液の１つがＭａ
ｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ（Roche Diagnost
ics, Molecular Biochemicals）により与えられるようなグアニジン－チオシアネート含
有溶解緩衝液であることが本発明で提案されている。
【０１４２】
　ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ（Roche Di
agnostics, Molecular Biochemicals）は全血、白血球及び末梢血リンパ球から質の高い
分解されていないＲＮＡの単離を保証するためにＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔでの使用のために特別に設計されている。その製品記述によれば、得られた
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ＲＮＡは高感度で定量的なＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ　ＲＴ－ＰＣＲ反応及び標準的なブロ
ックサイクラー（block cycler）ＲＴ－ＰＣＲ反応、ノーザンブロット法及び他の標準的
なＲＮＡの適用に好適である。それにもかかわらず本発明により、この方法「自体」の使
用では正確な転写産物レベルの確定をもたらすことができないことが分かっている。本発
明はＲＮＡ単離前にＲＮＡを安定化させる必要があることを示している（実施例１を参照
されたい）。本発明はＲＮＡを安定化させる化合物、及び自動単離／分析手順の使用の特
別な組合せを記載している。
【０１４３】
　本発明によれば、工程（Ｄ）の析出物がＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓ
ｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉにより与えられる緩衝液等の溶解緩衝液中に溶解すれば、本
発明の方法はＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ
に関して記載されたような手順に従い得る。溶解緩衝液中のカオトロピック塩の存在によ
り試料が溶解された後、ビオチン標識オリゴ－ｄＴと共にストレプトアビジン被覆磁性粒
子を加え、ｍＲＮＡが粒子の表面に結合する。この後に、ＤＮアーゼ消化工程が続く。そ
れから磁石及び幾つかの洗浄工程を用いて、ｍＲＮＡを未結合物質から単離する。最終的
に精製ｍＲＮＡが溶出する。この単離キットにより、「自立型（walk away）」システム
として純粋なｍＲＮＡの自動単離が可能になる。この単離キットにより、遺伝子発現分析
に関する全ての主要なその後の適用に好適な質及び完全性が高いｍＲＮＡの単離が可能に
なる。用いられる試料材料に応じて様々なプロトコルが与えられる。ＭａｇＮＡ　ｐｕｒ
ｅ　ＬＣ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔの段階で直接試料を構築することができる。全血を用い
る場合、試料に存在する細胞を手動で選択的に溶解する。そのためｍＲＮＡ単離を後に延
ばすか、又はこの機器で直接さらに処理することができる。
【０１４４】
　本発明により、本発明の実施例において本発明による方法の工程（Ｅ）、工程（Ｆ）及
び／又は工程（Ｇ）において自動装置としてのＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　Ｉｎｓｔｒ
ｕｍｅｎｔ（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）の使用により、パルス剤へ
の曝露後、転写産物の正確なレベルを確定するのに使用することができるＲＮＡのプール
がもたらされることが分かっている。細胞残屑からｍＲＮＡを分離するために、ストレプ
トアビジン－ビオチンシステム又は同等のシステムによりオリゴ－ｄＴで被覆された、磁
気ビーズのようなＲＮＡ捕捉ビーズを本発明の方法に適用することができる。
【０１４５】
　代替的に本発明によれば、ＡＢＩ　ＰｒｉｓｍＴＭ　６７００　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（Applied Biosystems）又はこの目
的で使用することができる任意の他の自動装置等の他の自動装置を使用することができる
。
【０１４６】
　ＭａｇＮＡ　ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉのカタログ
（カタログ番号３　００４　０１５）では、このキットに用いられる緩衝液の組成を詳細
に言及していない。そのため当業者が、このキットにより与えられる緩衝液によりＰＡＸ
ｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅの方法により得られるペレットを溶解す
ることが可能になると予測するのは自明のことではない。さらに当業者は、これらの管を
対応するＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔとだけ組合せることができ
ると述べているＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅカタログにより与
えられる情報に基づき、両方の方法を組合せることはないであろう（３頁、システムの制
限（limitations of the system）を参照されたい；６頁、オーダー情報（orderinginfor
mation）を参照されたい）。
【０１４７】
　上記で指摘したように、血液試料を用いる場合、赤血球を本発明の方法の工程（Ａ）の
後に選択的に溶解させる。ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
　Ｋｉｔ　Ｉ（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）の設計では、ｍＲＮＡを
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白血球から単離する前に赤血球が溶解及び排除される可能性がある。それにもかかわらず
、この工程のために、ｍＲＮＡ分解を回避するのに十分迅速には試料を処理することがで
きない。本発明者らはＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔのＭａｇＮＡ　Ｐｕ
ｒｅ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔと併せてＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏ
ｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ中に含有された安定化剤を使用することを決定した。ＰＡＸｇｅｎ
ｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅを使用することにより、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ
　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔの溶解緩衝液中に溶解することのない核酸の析
出物が与えられる。これにもかかわらず、本発明者らは実際には溶解が可能であることを
見出した。この見解に従って、本発明者らはＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ
　Ｔｕｂｅ中での安定化剤の使用と自動ＲＮＡ単離システムの使用とを組合せた。本発明
者らが、この組合せが可能であること、及びこの組合せが生体試料からの正確なｍＲＮＡ
定量化のための有力な技法を与えることを見出したことは驚くべきことである。
【０１４８】
　本発明による方法を用いて単離したＲＮＡは例えばＲＴ－ＰＣＲ及びＮＡＳＢＡ（登録
商標）のような核酸増幅技術、発現アレイ及び発現チップ分析、ＴａｑＭａｎ（登録商標
）技術を含む定量的ＲＴ－ＰＣＲ、ｃＤＮＡ合成、ＲＮアーゼ及びＳ１ヌクレアーゼ保護
、ノーザンブロット分析、ドットブロット分析及びスロットブロット分析、並びにプライ
マー伸長を含む、広範のその後の適用において使用できる状態である。
【０１４９】
　本発明者らは、リアルタイムＰＣＲ等の自動ＲＮＡ単離及び自動分析法と併せてＲＮＡ
分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する化合物の使用により、転写産物のｉｎ　ｖｉｖｏレ
ベルの確定が可能になることを本発明の実施例１及び実施例２で示した。とはいっても本
発明によれば、自動化構成で与えられれば、リアルタイムＰＣＲ以外の分析法を適用して
もよい。
【０１５０】
　本発明による方法の主な利点は、この方法を使用することにより少量の試料を分析する
ことができることである。このことは少量しか利用可能でない場合、例えば新生児の血液
試料を分析する場合又は失血が大量である場合、最も重要である。本発明によれば、１０
０μｌと少ない生体試料を用いてＲＮＡ定量化を行うことができる。より大量の血液（キ
ットハンドブックによると２．５ｍｌ）が要求されるQiagen製のキット（ＰＡＸｇｅｎＴ
Ｍ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍ）では１００μｌと少ない試料からのＲＮＡの分
析は不可能である。
【０１５１】
　上述のように、本発明の一態様は生体試料をパルス剤でパルスし、その後そのようにパ
ルスした生体試料由来の核酸を安定化させるのに好適なキットである。本発明の別の態様
では、上記キットは安定化したパルス生体試料から定量化可能なＲＮＡを単離するために
付加的な成分を含む。本発明の一態様によればキットは、
　自動ＲＮＡ単離用の試薬、
　上記混合物の自動分注を可能にする同時に起こるＲＴ及びリアルタイムＰＣＲ反応用の
試薬混合物、又はそれらの別個の化合物、
　任意で上記ＲＴ－ＰＣＴ反応を行うための特異的なオリゴヌクレオチド、及び
　任意で自動でＲＮＡを単離する方法、自動で試薬混合物を分注し、ＲＴ－リアルタイム
ＰＣＲのために単離核酸を分注する方法、及び自動でＲＮＡを分析する方法を説明してい
る取扱説明書、
等の付加的な成分を含んでいてもよい。
【０１５２】
　本発明の実施例では、本発明者らは一工程でＲＴ－ＰＣＲ反応を行うためにRoche Diag
nostics, Molecular Biochemicals製の「ＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒのｍＲＮＡハイブリダ
イゼーションプローブキット」（カタログ番号３　０１８　９５４）を適用している。必
要となる試薬はオリゴヌクレオチド（Biosourceにより合成された）以外は全てこのキッ
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トに含まれている。とはいっても、本発明に記載のようなリアルタイムＰＣＲをＡｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ機器等の他の機器で行うこともできる。キットは本発明に
よる方法の工程（ｂ）で用いることができるグアニジン－チオシアネート含有緩衝液等の
緩衝液をさらに含んでいてもよい。
【０１５３】
　生体試料におけるＤＮＡ（二本鎖又は一本鎖）の定量化／検出に本発明による方法を用
いることもできる。そのため本発明は生体試料からＤＮＡを定量化する方法であって、本
発明によるＲＮＡの定量化のために行われるように該方法を用い、ＲＴ反応が省略され、
工程（ａ）の化合物はＤＮＡが分解するのも防ぐ、方法にも関する。これらの核酸がＲＮ
Ａよりも安定であるため、その安定化はＲＮＡのものよりも重要ではない。
【０１５４】
　さらに本発明は、本発明による生体試料から定量可能なＤＮＡを単離するキットであっ
て、上記ＲＴ反応を行うための試薬混合物／化合物を欠いている、キットに関する。生体
試料において正確なＤＮＡレベルを確定する必要がある場面は予期せぬ遺伝子、病原体又
は寄生生物による生体試料における感染（複数可）／夾雑（複数可）の「存在」を確定す
るとき、及び／又は上記感染／夾雑の「レベル」を確定するときであり得る。例えば穀類
群（cereal batch）においてトランスジェニック材料の割合を確定するのに該方法を用い
ることができる。
【０１５５】
　本発明は或る特定の疾患を診断するために、作用因子でパルスした後、生体試料におい
てｉｎ　ｖｉｖｏでの生物学的マーカーの核酸の変化をモニタリング／検出するための本
発明による装置、キット及び方法の使用にも関する。
【０１５６】
　本発明は化合物（上記化合物は疾患を治癒する薬物の製造に用いられる）をスクリーニ
ングするために、作用因子でパルスした後、生体試料においてｉｎ　ｖｉｖｏでの生物学
的マーカーの核酸の変化をモニタリング／検出するための本発明による装置、キット及び
方法の使用にも関する。
【０１５７】
　したがって本発明は本発明による方法により同定可能な化合物にも関する。
【０１５８】
　疾患を治療及び／又は診断するのに本明細書で開示される装置、キット及び方法を用い
ることができる。治癒又は診断対象の疾患の例は免疫関連疾患である。本発明によれば、
免疫関連疾患の例は自己免疫、関節リウマチ、多発性硬化症、１型真性糖尿病、癌（例え
ば癌免疫療法における）、免疫欠損（例えばＡＩＤＳにおける）、アレルギー、移植拒絶
又は移植片対宿主疾患（ＧＶＨＤ）（例えば移植における）であり得る。本願に含まれる
例は上記適用を詳細に説明している。そのため、免疫調節化合物又は免疫調節剤は上記疾
患のうちの１つに影響を与えることができ、免疫関連転写産物又はエピトープ特異的ＣＴ
Ｌ関連若しくはＴヘルパーリンパ球関連の転写産物の変化が上記疾患のうちの１つの存在
及び／又は状態、及び上記疾患のうちの１つの状態を示し得る免疫学的状態を示し得る。
【０１５９】
　上記免疫関連疾患を研究するために本発明の装置、キット及び方法を用いて定量化する
ことができる核酸は、例えばケモカイン、サイトカイン、成長因子、細胞毒性マーカー、
転写因子、ＴＮＦ関連サイトカイン受容体スーパーファミリーの成員及びそれらのリガン
ド、アポトーシスマーカー、免疫グロブリン、Ｔ細胞受容体並びに既知の又は発見される
免疫系の活性化又は阻害に関連する任意のマーカーをコードする核酸であり得る。
【０１６０】
　本発明によれば、上記核酸はＩＬ－１ｒａ、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－
５、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２ｐ３５、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１３、ＴＮＦ
－α、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＴＧＦ－β及び免疫反応に関与する又は関与しない任意
のインターロイキン又はサイトカイン等のマーカーをコードし得る。β－アクチン又はＧ
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ＡＰＤＨ（グリセルアルデヒドリン酸デヒドロゲナーゼ）等のハウスキーピング遺伝子を
内部マーカーとして用いることができる。
【０１６１】
　本発明によれば、上記エピトープ特異的ＣＴＬ関連又はＴヘルパーリンパ球関連の転写
産物は、サイトカイン、サイトカイン受容体、サイトトキシン、炎症性又は抗炎症性のメ
ディエーター、ＴＮＦ関連サイトカイン受容体スーパーファミリーの成員及びそれらのリ
ガンド、Ｇタンパク質結合受容体及びそれらのリガンド、チロシンキナーゼ受容体及びそ
れらのリガンド、転写因子、並びに細胞内シグナル伝達経路に関与するタンパク質をコー
ドする核酸である（be）。
【０１６２】
　本発明によれば、上記核酸は、グランザイム、パーフォリン、プロスタグランジン、ロ
イコトリエン、免疫グロブリン及び免疫グロブリンスーパーファミリー受容体、Ｆａｓ及
びＦａｓリガンド、Ｔ細胞受容体、ケモカイン及びケモカイン受容体、タンパク質チロシ
ンキナーゼＣ、タンパク質チロシンキナーゼＡ、シグナル伝達兼転写活性化因子（Signal
 Transducer and Activator of Transcription）（ＳＴＡＴ）、ＮＦ－ｋＢ、Ｔ－ｂｅｔ
、ＧＡＴＡ－３、Ｏｃｔ－２のいずれかに関するマーカーをコードし得る。
【０１６３】
　本発明は、化合物の検出／モニタリング／スクリーニングのための本発明による装置、
方法又はキットの使用であって、上記化合物が真核生物、原核生物、ウイルス、ファージ
、寄生生物、薬剤（天然抽出物、有機分子、ペプチド、タンパク質、核酸）、治療薬物（
medical treatment）、ワクチン及び移植物からなる群から選択され得る免疫調節化合物
である、使用も記載している。かかる方法の使用は単一化合物の検出／モニタリング／ス
クリーニングに限定されない。物質群の相乗効果も研究することができる。
【０１６４】
　本発明は、エピトープ特異的ＣＴＬ又は免疫関連転写産物の検出／モニタリングのため
の上記のような装置、キット及び方法のいずれかの使用にも関する。
【０１６５】
　本発明による装置、キット及び方法は、患者の免疫状態を変えやすい薬剤／治療／ワク
チンによる患者の治療後のｉｎ　ｖｉｖｏ免疫反応のモニタリングに適用することもでき
る。本発明によれば、治療中の、又は免疫調節薬剤若しくは免疫調節治療による、若しく
はワクチン（治療的又は予防的）による臨床試験に登録された患者の全血における記載の
方法によるサイトカインｍＲＮＡ（ケモカイン、成長因子、細胞毒性マーカー、アポトー
シスマーカー、又は既知の若しくは発見される免疫系の活性化に関する任意のマーカーに
まで及び得る）の検出は治療法の有効性、安全性及び／又は最終的な副作用を評価するの
に使用することができる。
【０１６６】
　本発明は免疫系に影響を与える疾患（癌、自己免疫疾患、アレルギー、移植拒絶、ＧＶ
ＨＤ等）の診断／予後診断のためにｉｎ　ｖｉｖｏで免疫状態を検出する装置、キット及
び方法にも関する。
【０１６７】
　本発明によれば、免疫系に直接的に又は（of）間接的に影響を与える疾患を患う患者の
全血における記載の方法によるサイトカインｍＲＮＡ（ケモカイン、成長因子、細胞毒性
マーカー、アポトーシスマーカー、又は既知の若しくは発見される免疫系の活性化に関連
する任意のマーカーにまで及び得る）の検出は診断又は予後診断を行う（dress）ことを
目的とする。
【０１６８】
　本発明はエピトープ特異的ＣＴＬの分析により被験者の免疫状態を変更させることがで
きる作用因子を同定する方法であって、
　（ａ）免疫調節剤（複数可）を被験者に適用する工程、
　（ｂ）上記被験者から全血をサンプリングする工程、
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　（ｃ）上記のような装置を用いて、工程（ｂ）の全血試料に存在する血液細胞を工程（
ａ）で適用されるものと同一／類似及び／又は異なる免疫調節剤でパルスする工程、
　（ｄ）ＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する化合物を含む管に工程（ｃ）のパル
スした血液細胞若しくは工程（ｂ）のパルスしていない血液細胞を回収する工程、又は上
記化合物をパルスした／パルスしていない細胞に添加する工程、
　（ｅ）核酸を含む析出物を形成する工程、
　（ｆ）工程（ｅ）の上記析出物を上清から分離する工程、
　（ｇ）緩衝液を用いて工程（ｆ）の上記析出物を溶解させ、懸濁液を作製する、溶解さ
せる工程、
　（ｈ）自動装置を用いて工程（ｇ）の上記懸濁液から核酸を単離する工程、
　（ｉ）自動装置を用いてＲＴ－ＰＣＲ用の試薬混合物を分注／分配する工程、
　（ｊ）自動装置を用いて工程（ｉ）の分注試薬混合物内で工程（ｈ）で単離した核酸を
分注／分配する工程、
　（ｋ）自動化構成で工程（ｊ）の分注溶液においてエピトープ特異的ＣＴＬ関連の転写
産物のｉｎ　ｖｉｖｏレベルを検出／モニタリング／分析する工程、及び
　（ｌ）上記被験者の免疫状態を変更させることができる作用因子を同定する工程、
を含み、工程（ａ）の作用因子が被験者に既に存在する場合には工程（ａ）が省略される
、方法も記載している。
【０１６９】
　本発明は少なくとも上記の工程（ｃ）の実行を可能にする成分を含むキットにも関する
。キットは他の工程の１つ又は複数を実行するのを可能にするための付加的な試薬及び取
扱説明書を含有していてもよい。本明細書で為される開示は所望のキットを構築するのに
要求される成分を当業者に示している。
【０１７０】
　本発明によれば、免疫調節剤（複数可）は上記被験者において疾患の場合、又は移植物
が存在する場合に存在し得る。本発明では、「エピトープ特異的ＣＴＬ関連転写産物」は
サイトカイン、サイトカイン受容体、サイトトキシン（グランザイム、パーフォリン等）
、ＴＮＦ関連サイトカイン受容体スーパーファミリーの成員及びそれらのリガンド（例え
ばＦａｓ及びＦａｓリガンド）又は他の細胞受容体をコードする転写産物であり得る。
【０１７１】
　本発明は被験者の免疫状態を変更させることができる作用因子を同定する方法であって
、
　（ａ）免疫調節剤（複数可）を被験者に適用する工程、
　（ｂ）上記被験者から全血をサンプリングする工程、
　（ｃ）上記のような装置又はキットを用いて、工程（ｂ）の全血試料に存在する血液細
胞を工程（ａ）で適用されるものと同一／類似及び／又は異なる免疫調節剤でパルスする
工程、
　（ｄ）ＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する化合物を含む管に工程（ｃ）のパル
スした血液細胞若しくは工程（ｂ）のパルスしていない血液細胞を回収する工程、又は上
記化合物をパルスした／パルスしていない細胞に添加する工程、
　（ｅ）核酸を含む析出物を形成する工程、
　（ｆ）工程（ｅ）の上記析出物を上清から分離する工程、
　（ｇ）緩衝液を用いて工程（ｆ）の上記析出物を溶解させ、懸濁液を作製する、溶解さ
せる工程、
　（ｈ）自動装置を用いて工程（ｇ）の上記懸濁液から核酸を単離する工程、
　（ｉ）自動装置を用いてＲＴ－ＰＣＲ用の試薬混合物を分注／分配する工程、
　（ｊ）自動装置を用いて工程（ｉ）の分注試薬混合物内で工程（ｈ）で単離した核酸を
分注／分配する工程、
　（ｋ）自動化構成で工程（ｊ）の分注溶液において免疫関連の転写産物のｉｎ　ｖｉｖ
ｏレベルを検出／モニタリング／分析する工程、及び
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　（ｌ）上記被験者の免疫状態を変更させることができる作用因子を同定する工程、
を含み、工程（ａ）の作用因子が被験者に既に存在する場合には工程（ａ）が省略される
、方法も記載している。
【０１７２】
　本発明は少なくとも上記の工程（ｃ）の実行を可能にする成分を含むキットにも関する
。キットは他の工程の１つ又は複数を実行するのを可能にするための付加的な試薬及び取
扱説明書を含有していてもよい。本明細書で為される開示は所望のキットを構築するのに
要求される成分を当業者に示している。
【０１７３】
　本発明では、「免疫関連転写産物」は例えばサイトカイン（複数可）、ケモカイン（複
数可）、成長因子、細胞毒性マーカー、転写因子、ＴＮＦ関連サイトカイン受容体スーパ
ーファミリーの成員及びそれらのリガンド、又は既知の若しくは発見される免疫系の活性
化に関連する任意のマーカーをコードする転写産物であり得る。本発明によれば、免疫調
節剤（複数可）は上記被験者において疾患の場合、又は移植片が存在する場合に存在し得
る。本発明による被験者はヒト又は動物起源の両方であり得る。
【０１７４】
　本発明は被験者において免疫系に影響を与える臨床状態を診断／予後診断／モニタリン
グする方法であって、
　（ａ）上記被験者から全血をサンプリングする工程、
　（ｂ）上記のような装置又はキットを用いて、工程（ａ）の全血試料に存在する血液細
胞を被験者に存在するものと同一／類似及び／又は異なる免疫調節剤でパルスする工程、
　（ｃ）ＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する化合物を含む管に工程（ｂ）のパル
スした血液細胞を回収する工程、又は上記化合物をパルスした細胞に添加する工程、
　（ｄ）核酸を含む析出物を形成する工程、
　（ｅ）工程（ｄ）の上記析出物を上清から分離する工程、
　（ｆ）緩衝液を用いて工程（ｅ）の上記析出物を溶解させ、懸濁液を作製する、溶解さ
せる工程、
　（ｇ）自動装置を用いて工程（ｆ）の上記懸濁液から核酸を単離する工程、
　（ｈ）自動装置を用いてＲＴ－ＰＣＲ用の試薬混合物を分注／分配する工程、
　（ｉ）自動装置を用いて工程（ｈ）の分注試薬混合物内で工程（ｇ）で単離した核酸を
分注／分配する工程、
　（ｊ）自動化構成で工程（ｉ）の分注溶液において免疫関連の転写産物のｉｎ　ｖｉｖ
ｏレベルを検出／モニタリング／分析する工程、
　（ｋ）免疫関連の転写産物のｉｎ　ｖｉｖｏレベルの変化を検出／モニタリングする工
程、及び
　（ｌ）免疫系に影響を与える疾患を診断／予後診断／モニタリングする工程、
を含む、方法も提供する。
【０１７５】
　本発明では、「臨床状態」は様々な疾患又は移植物の存在等の被験者の身体状態の任意
の変化である。
【０１７６】
　本発明は少なくとも上記の工程（ｃ）の実行を可能にする成分を含むキットにも関する
。キットは他の工程の１つ又は複数を実行するのを可能にするための付加的な試薬及び取
扱説明書を含有していてもよい。本明細書で為される開示は所望のキットを構築するのに
要求される成分を当業者に示している。
【０１７７】
　他で特に規定のない限り、本明細書で用いられる技術用語及び科学用語は全て、本発明
が属する技術分野の通常の技術を有する者（当業者）により共通して理解されるものと同
じ意味を有する。例示となる方法及び材料を以下に記載するが、本明細書に記載のものと
同様の又は同等の方法及び材料を本発明の実施又は試験に使用することができる。本明細
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書で言及される刊行物及び他の参考文献は全てその全体が参照により援用される。抵触の
場合には、定義を含む本明細書により抵触の調整が行われる。さらに、材料、方法及び実
施例は例示的なものにすぎず、限定を意図しない。本発明の他の特徴及び利点は以下の図
面、詳細な説明及び添付の特許請求の範囲から明らかであろう。
【図面の簡単な説明】
【０１７８】
【図１】本発明による容器及び方法の一例を示す図である。図１ａは抗原粒子２が存在す
る容器１を示す。容器にはシリンジ針用の進入の再封止手段３が取り付けられている。コ
ンテナ４も容器１の一部である。安定化剤５はコンテナに存在しており、容器１の内部と
コンテナ４の内部との間の接続が物理的障壁、この場合プラグ２５により一時的に遮断さ
れている。物理的な力を伝え、プラグを取り外す手段がプランジャー２８の形で与えられ
ている。この例では、プランジャーがキャップ２３で蓋されている。図１ｂでは、生体試
料２４をシリンジ針６により進入の再封止手段３を貫いて容器へと導入させ、生体試料２
４が抗原２に曝露される。図１ｃでは、プランジャーキャップ２３が取り外される（２６
）。図１ｄでは、シャフト７を導入し、それに圧力を印加することで（２７）、プランジ
ャー２８にプラグ２５を押し出させ、コンテナ４から離す。プラグ２５が離れると、安定
化剤５が容器１へと放出され、生体試料２４及び抗原２と混合される。
【図２】図２は抗原２が存在する本発明による容器１の一例を示す図である。ここで示す
ように容器は蓋が開いていても（７）、又は閉塞部（closures）、若しくは試料若しくは
安定化剤を導入する手段（その例を図３～図６で示している）が取り付けられていてもよ
い。容器１の本体は安定化剤が図７及び図８で示されるように存在するコンテナを含んで
いてもよい。　　図３は、図２で示される種類の容器に適した取り付け部の一例を示す図
である。容器の上部７には、シリンジ１１で相互ルアー型取り付け部を受けることができ
るルアー型取り付け部８が取り付けられている。シリンジは本発明の実施形態による生体
試料又は安定化剤を含有していてもよい。　　図４は、図２で示される種類の容器に適し
た取り付け部の一例を示す図である。容器の上部７にはシリンジ針を受けることができる
再封止可能な隔壁９が取り付けられている。シリンジは本発明の実施形態による生体試料
又は安定化剤を含有していてもよい。　　図５は、図２で示される種類の容器に適した取
り付け部の一例を示す図である。容器の上部７にはスクリューキャップ１０を受ける手段
が取り付けられている。　　図６は、図２で示される種類の容器に適した取り付け部の一
例を示す図である。容器の上部７には皮下シリンジ針１９が取り付けられている。個体か
ら試料を直接採取するのに容器を使用することができる。　　図７は、例えば図２～図６
で示される容器及び取り付け部と組合せて使用することができる容器１の本体の一例を示
す図である。抗原２が存在する容器１は安定化剤５が存在するコンテナ１２を含む。コン
テナの壁は全体又は一部１５或る特定の力が印加されると粉砕する材料からなっている。
コンテナには、尖った先端１４に付随する下降性領域１３を含む、コンテナの一部又は全
てを粉砕する使用者からの力を伝える手段が取り付けられている。領域１３が下降すると
、尖った先端１４が粉砕性材料１５と接触し、材料の粉砕が起こり、そのためコンテナと
容器との間の物理的障壁が取り除かれ、使用者が決めた時間で安定化剤を容器１に流入さ
せることが可能になる。　　図８は、例えば図２～図６で示される容器及び取り付け部と
組合せて使用することができる容器１の本体の一例を示す図である。抗原２が存在する容
器１は安定化剤５が存在するコンテナ１６を含む。コンテナの内部と容器との間の接続１
７は力の印加によって破壊される（breachable）隔壁１８により物理的に遮断されている
。コンテナ１６の壁に圧力をかけると、圧力が隔壁に伝わり、隔壁が破壊され（breech）
、このようにして安定化剤５が容器１に進入する。
【図３】図９は、容器と接続していない、本発明のコンテナ２０の一例を示す図である。
安定化剤５はコンテナ２０に存在し、コンテナ２０には、相互取り付け部を有する容器と
の接続に好適なルアー型取り付け部２２が取り付けられている（例えば図３及び図１１に
示されるように）。コンテナ２０の壁に圧力をかけることができ、コンテナに力を印加す
ると安定化剤が放出される。　　図１０は、容器と接続していない、本発明のコンテナ２
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９の一例を示す図である。安定化剤５はコンテナ２９に存在し、コンテナ２９には、相互
取り付け部を有する容器との接続のためにルアー型取り付け部２２が取り付けられている
（例えば図３及び図１１に示されるように）。容器にはさらにプランジャー３０が取り付
けられており、そこに力を印加することにより、安定化剤５が放出される。　　図１１は
、ルアー型取り付け部８及び今回、容器から空気を排気させる弁３１が取り付けられた容
器１を含む、本発明によるキットの一例を示す図である。キットは図１０で示したものと
同様の、安定化剤５が存在するコンテナ２９も含む。容器の取り付け部８はコンテナ２２
の取り付け部と連結することができる。
【図４】図１２ａ～図１２ｄは、本発明による対照容器及び方法の一例を示す図である。
図１２ａは対照物質３５が存在する対照容器３７を示す。対照容器には、シリンジ針用の
進入の再封止手段３’が取り付けられている。対照コンテナ４’も対照容器３７の一部で
あり、安定化剤５’は対照コンテナに存在しており、対照容器３７の内部と対照コンテナ
４’の内部との間の接続は物理的障壁、この場合プラグ２５’により一時的に遮断されて
いる。物理的な力を伝え、プラグを取り外す手段がプランジャー２８’の形で与えられて
いる。この例では、プランジャーがキャップ２３’で蓋されている。図１２ｂでは、生体
試料２４をシリンジ針６’により進入の再封止手段３’を貫いて対照容器へと導入させ、
生体試料２４が対照物質３５に曝露される。図１２ｃでは、プランジャーキャップ２３’
が取り外される（２６’）。図１２ｄでは、シャフト７’を導入し、それに圧力を印加す
ることで（２７’）、プランジャー２８’にプラグ２５’を押し出させ、コンテナ４’か
ら離す。プラグ２５’が離れると、安定化剤５’が対照容器３７へと放出され、生体試料
２４及び対照物質３５と混合される。
【図５】図１３は、対照物質３５が存在する本発明による対照容器３７の一例を示す図で
ある。ここで示すように対照容器３７は蓋が開いていても（７’）、又は閉塞部、若しく
は試料若しくは安定化剤を導入する手段（その例を図１４～図１６で示している）が取り
付けられていてもよい。対照容器３７の本体は安定化剤が図１７及び図１８で示されるよ
うに存在する対照コンテナ１２’、１６’を含んでいてもよい。　　図１４は、図１３で
示される種類の対照容器に適した取り付け部の一例を示す図である。対照容器３５の上部
７’には、シリンジ１１’で相互ルアー型取り付け部を受けることができるルアー型取り
付け部８’が取り付けられている。シリンジは本発明の実施形態による生体試料又は安定
化剤を含有していてもよい。　　図１５は、図１３で示される種類の対照容器に適した取
り付け部の一例を示す図である。対照容器３７の上部７’にはシリンジ針を受けることが
できる再封止可能な隔壁９’が取り付けられている。シリンジは本発明の実施形態による
生体試料又は安定化剤を含有していてもよい。　　図１６は、図３７で示される種類の対
照容器３７に適した取り付け部の一例を示す図である。対照容器３７の上部７’にはスク
リューキャップ１０’を受ける手段が取り付けられている。　　図１７は、例えば図１４
～図１６で示される対照容器及び取り付け部と組合せて使用することができる対照容器３
７の本体の一例を示す図である。対照物質３５が存在する対照容器３７は安定化剤５’が
存在する対照コンテナ１２’を含む。対照容器の壁は全体又は一部１５’或る特定の力が
印加されると粉砕する材料からなっている。対照コンテナには、尖った先端１４’に付随
する下降性領域１３’を含む、対照コンテナの一部又は全てを粉砕する使用者からの力を
伝える手段が取り付けられている。領域１３’が下降すると、尖った先端１４’が粉砕性
材料１５’と接触し、材料の粉砕が起こり、そのため対照コンテナと対照容器との間の物
理的障壁が取り除かれ、使用者が決めた時間に安定化剤を対照容器３７に流入させること
が可能になる。　　図１８は、例えば図１４～図１６で示される対照容器及び取り付け部
と組合せて使用することができる対照容器３７の本体の一例を示す図である。対照物質３
５が存在する対照容器３７は安定化剤５が存在する対照コンテナ１６’を含む。対照コン
テナの内部と対照容器３７との間の接続は力の印加によって破壊される隔壁１８’により
物理的に遮断されている。対照コンテナ１６’の壁に圧力をかけると、圧力が隔壁に伝わ
り、隔壁が破壊され、このようにして安定化剤５が対照容器３７に進入する。
【図６】図１９は、架橋成員７０により図７に記載の容器１と外で接続されている図１７
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に記載の対照容器３７を含む、本発明の装置の一例を示す図である。この装置は生体試料
を安定化剤５の前に第１の物質２及び対照物質３５に別々に送達させる。反応試料及び対
照試料が並んだ状態に保たれるので、対照試料と反応試料とが混合することにより生じ得
る誤差は避けられる。　　図２０は、架橋成員７０により図８に記載の容器１と外で機械
的に接続されている図１８に記載の対照容器３７を含む、本発明の装置の一例を示す図で
ある。この装置は生体試料を安定化剤５の前に第１の試料２及び対照物質３５に別々に送
達させる。反応試料及び対照試料が並んだ状態に保たれるので、対照試料と反応試料とが
混合することにより生じ得る誤差は避けられる。
【図７】図２１ａは、液体生体試料を受け取るための本発明の装置３０の一例の概略図で
ある。この装置は上記試料を第１の物質及び対照物質に、その後核酸安定化剤に別々に曝
露するのを容易にする（the devicecomprising）。この装置は第１の物質２が存在する第
１のコンパートメント３２と、対照物質３５が存在する第２のコンパートメント３４と、
安定化剤５が存在する第３のコンパートメント３６と、円筒状の開口部である生体試料管
用の支持部５２とを含む。それぞれのコンパートメントは固体材料ブロック４４の開口部
として形成される。それぞれのコンパートメントは皮下注射用の管状針のような中空針を
用いて破壊し得る封止可能な隔壁３８、４０、４２を備えた蓋４６、４８、５０により封
止されている。この装置はさらに移送チューブ用の支持部を備えており、該支持部は移送
チューブの針の先端を受け取るように適合した２つのスロット５４、５６の形を取ってい
る。　　図２１ｂは、Ａ－Ａ’ラインに沿った本発明の装置の断面を示す。これは第２の
（対照）コンパートメント３４及び第３の（安定化剤）コンパートメント３６の内容物を
詳細に示している。
【図８】図２２は、中空の細長いチューブ６４を含む、本発明の移送チューブ６０の断面
図を示す。ここでチューブの各端は中空の（例えば管状の又は皮下注射）針６２、６６を
備えている。移送チューブ６０は一方の針６２からチューブ６４を通ってもう一方の針６
６へと液体を流すことができるように構成されている。示された実施形態では、針６２、
６６の長さは異なっている。　　図２３は、中空の可撓性の細長いチューブ８２を含む、
本発明の圧力チューブ８８の断面図を示す。ここで管の一方の端は中空の（例えば管状の
又は皮下注射）針８０と接続され、もう一方の端８５は（圧力又は排出）気体媒質（例え
ば空気）ポンプ８６の排気口（outlet）連結部８７と接続するのに適している。圧力チュ
ーブ８８は容器又はコンパートメントの隔壁に穴を開け、気体媒質（例えば空気）の排出
又は導入によりその中で異なる圧力を生じさせるように構成されている。
【図９】図２４は、本発明の圧力チューブ８８及び移送チューブ６０を含む複合セットの
断面図を示す。１つ又は複数のジョイント８４を用いて、移送チューブ６０の一方の針６
２を圧力チューブ８８の針８０に接続し、これにより針６２、８０の両方が平行配置にな
る。このため、針６２、８０の両方で同時に隔壁に穴が開けられる。　　図２５は、寸法
を示した、本発明の移送チューブ６０の断面図を示す。Ｄは２つの針６２、６６の間の最
小距離を表す。Ｌ１は一方の針、特に直線部分の長さであり、Ｌ２はもう一方の針、特に
直線部分の長さであり、Ｌ３は針６２、６６の直線部分からチューブ６４に向かって伸び
る第１の仮想直線６５の距離であり、この距離Ｌ３は針の直線部分の終点６７と、第２の
仮想直線６３（該第２の仮想直線６３はチューブ６４の上部から横に伸びている（inters
ects））が第１の仮想直線６５と交差する点６９とで規定される。
【図１０】図２６は、使用中の図２１ａで示された装置３０の一例を示す図である。液体
生体試料（例えば血液、尿）を含む生体試料管５８を管支持部５２に挿入する。移送チュ
ーブ６０の一方の端を隔壁６１を通して生体試料管５８に挿入し、もう一方の端を隔壁４
０を通して第２の（対照）コンパートメント３４に挿入する。液体生体試料を生体試料管
５８から移送チューブ６０に沿って矢印の方向に第２のコンパートメント３４へと流し、
ここで液体生体試料は対照物質３５と接触する。圧力チューブ８８（図示せず）の使用に
より液体生体試料を押し出すことができ、圧力チューブの針で第２のコンパートメント３
４の隔壁３８に穴を開け、真空を生じさせるか、又は生体試料管５８の隔壁６１に穴を開
け、その中の圧力を増大させることができる。　　図２７は、使用中の図２１ａで示され
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た装置３０の一例を示す図である。移送チューブを取り外し、第２のコンパートメント３
４にあった移送チューブ６０の端を第１のコンパートメント３２に位置するように隔壁３
８を通して再挿入しているが、生体試料管５８にあった移送チューブ６０の端はそのまま
にする。液体生体試料を生体試料管５８から移送チューブ６０を通して矢印の方向に第１
のコンパートメント３２へと流し、ここで液体生体試料は第１の物質２（パルス剤）と接
触する。圧力チューブ８８（図示せず）の使用により液体生体試料を押し出すことができ
、圧力チューブの針で第１のコンパートメント３２の隔壁４０に穴を開け、真空を生じさ
せるか、又は生体試料管５８の隔壁６１に穴を開け、その中の圧力を増大させることがで
きる。
【図１１】図２８を示し、使用中の図２１ａで示された装置３０の一例を示す図である。
これまで生体試料管５８と接触していた移送チューブ６０の端を隔壁４２を通して第３の
（安定化剤）コンパートメント３６に挿入し、移送チューブ６０のもう一方の端を隔壁６
１を通して生体試料管５８に挿入するように、移送チューブ６０を取り外し再挿入するこ
とによる、液体生体試料の移送の後の移送チューブ６０の洗浄を示す。液体安定化剤５を
第３のコンパートメント３６から移送チューブ６０を通して矢印の方向に生体試料管５８
へと流し、ここで廃棄として又はさらなる処理のために液体安定化剤を保存する。圧力チ
ューブ８８（図示せず）の使用により液体安定化剤５を押し出すことができ、圧力チュー
ブの針で第３のコンパートメント３６の隔壁４２に穴を開け、その中の圧力を増大させる
か、又は生体試料管５８の隔壁６１に穴を開け、真空を生じさせることができる。洗浄後
、試料をインキュベートさせることに留意する。インキュベート期間及び温度はパルス剤
、試料、並びに試薬の容量及び濃度を含む幾つかの因子によって変わる。一般的指針とし
ては、３７℃で３０分～１６時間、最も一般的には２時間～４時間インキュベーションを
行うことができる。
【図１２】図２９は、使用中の図２１ａで示された装置３０の一例を示す図である。一方
の端を隔壁４２を通して第３の（安定化剤）コンパートメント３６へと挿入し、もう一方
の端を隔壁４０を通して第２の（対照）コンパートメント３４に挿入するように、移送チ
ューブ６０を取り外し、再挿入する。液体安定化剤５を第３のコンパートメント３６から
移送チューブ６０を通して矢印の方向に第２のコンパートメント３４へと流し、ここで液
体安定化剤は生体試料と対照物質２との混合物と接触する。圧力チューブ８８（図示せず
）の使用により液体安定化剤５を押し出すことができ、圧力チューブの針で第３のコンパ
ートメント３６の隔壁４２に穴を開け、その中の圧力を増大させるか、又は第２のコンパ
ートメント３４の隔壁４０に穴を開け、真空を生じさせることができる。　　図３０は、
一方の端を隔壁４２を通して第３の（安定化剤）コンパートメント３６へと挿入し、もう
一方の端を隔壁３８を通して第１の（パルス反応）コンパートメント３２に挿入するよう
に、移送チューブ６０を取り外し、再挿入する。液体安定化剤を第３のコンパートメント
３６から移送チューブ６０を通して矢印の方向に第１のコンパートメント３２へと流し、
ここで液体安定化剤は生体試料と第１の物質３５との混合物と接触する。圧力チューブ８
８（図示せず）の使用により液体安定化剤５を押し出すことができ、圧力チューブの針で
第３のコンパートメント３６の隔壁４２に穴を開け、その中の圧力を増大させるか、又は
第１のコンパートメント３２の隔壁３８に穴を開け、真空を生じさせることができる。一
連の流れ（sequence）の最後には、第１のコンパートメント及び第２のコンパートメント
の両方が生体試料及び安定化剤を受けている。移送チューブ６０及び用いられる場合には
圧力チューブ８８はロボットにより、例えば或る程度自由に動くロボットアームの使用に
より又はＸ－Ｙロボットテーブルにより作動することができる。ロボットによる作動が用
いられる場合、移送チューブは通常、移送チューブ６０を掴み、正確に配置することがで
きる剛体チューブ６４を含む。
【図１３】図３１は、所与の実施例で従う戦略を示す。図３１．１は破傷風トキソイドに
対する免疫反応のｅｘ　ｖｉｖｏモニタリングを示す図である。図３１．２は実施例３で
従う戦略を示す図である。図３１．３は実施例４で従う戦略を示す図である。図３１．４
は実施例５で従う戦略を示す図である。
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【図１４】図３１は、所与の実施例で従う戦略を示す。図３１．１は破傷風トキソイドに
対する免疫反応のｅｘ　ｖｉｖｏモニタリングを示す図である。図３１．２は実施例３で
従う戦略を示す図である。図３１．３は実施例４で従う戦略を示す図である。図３１．４
は実施例５で従う戦略を示す図である。
【図１５】図３１は、所与の実施例で従う戦略を示す。図３１．１は破傷風トキソイドに
対する免疫反応のｅｘ　ｖｉｖｏモニタリングを示す図である。図３１．２は実施例３で
従う戦略を示す図である。図３１．３は実施例４で従う戦略を示す図である。図３１．４
は実施例５で従う戦略を示す図である。
【図１６】図３１は、所与の実施例で従う戦略を示す。図３１．１は破傷風トキソイドに
対する免疫反応のｅｘ　ｖｉｖｏモニタリングを示す図である。図３１．２は実施例３で
従う戦略を示す図である。図３１．３は実施例４で従う戦略を示す図である。図３１．４
は実施例５で従う戦略を示す図である。
【図１７】図３２．１は、末梢血中のＩＦＮ－γ及びＩＬ－１０のｍＲＮＡの自然産生に
関するＲＴ－ＰＣＲ結果を示す図である。述べられているように６人の異なる健常なボラ
ンティア（カラム１～カラム６）の全血及びＰＢＭＣから全ＲＮＡを抽出した。全血：試
料回収後すぐに０．６ｍｌの全血を６ｍｌのＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）と混合した
。それから試料を１２０００ｇで５分間遠心分離した。得られた核酸ペレットを水で慎重
に洗浄し、１ｍｌのＴｒｉｐｕｒｅ（商標）に溶解した。その後Ｔｒｉｐｕｒｅ（商標）
の製造業者の取扱説明書に従ってＲＮＡ抽出を行った。ＰＢＭＣ：標準的な手順に従って
、１５ｍｌのヘパリン添加静脈血から細胞を調製し、ＲＮＡ抽出のために１ｍｌのＴｒｉ
ｐｕｒｅ（商標）に溶解した。記載のように（Stordeur et al., （1995）、Pradier et 
al., （1996））、１μｇの全ＲＮＡから全ての試料でＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０及びハウ
スキーピング遺伝子ＨＰＲＴのＲＴ－ＰＣＲを行った。
【図１８】図３２．２は、全血におけるＩＦＮ－γ及びＩＬ－１０のｍＲＮＡ安定性に関
するリアルタイムＰＣＲ結果を示す図である。クエン酸静脈血の試料を健常なドナーから
回収した。血液回収後すぐに及び５時間まで１時間ごと、この試料からの１００μｌのア
リコートを９００μｌのＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）と混合した。それぞれのアリコ
ートを採取する間、血液試料は簡単に室温に維持した。得られた核酸ペレット（図１３．
１の説明文を参照されたい）を「ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔ
ｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ」（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）からの３００μ
ｌの溶解緩衝液に溶解した。製造業者の取扱説明書に従いＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）を用いてｍＲＮ
Ａを抽出した（最終溶出容量：１００μｌ）。５μｌのｍＲＮＡ調製物から始めて、「Ｌ
ｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ－ＲＮＡ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂ
ｅｓ　Ｋｉｔ」（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）に記載の標準的な手順
に従って一工程で逆転写及びリアルタイムＰＣＲを行った。プライマー配列及びプローブ
配列並びにＰＣＲ条件はStordeur et al, J Immunol Methods, 259 （1-2）: 55-64, 200
2）に記載されている。縦軸は、1β－アクチンの１×１０７コピー当たりのｍＲＮＡコピ
ー数、横軸は血液回収後の時間を示す。
【図１９】図３３を示し、本発明により提案された方法と比較したＰｒｅＡｎａｌｙｔｉ
Ｘにより示唆された全血からのＲＮＡ抽出法の模式的な比較を示す図である。　ＰＡＸｇ
ｅｎｅ　Ｔｕｂｅにおける血液サンプリング＝２．５ｍｌの血液＋６．９ｍｌの安定化剤
、そこから本発明者らは、１）Ｑｉａｇｅｎ抽出のために４．７ｍｌ（１．２５ｍｌの血
液を含有する）又は２）ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ抽出のために０．４ｍｌ（０．１１ｍｌの
血液を含有する）を採取した。遠心分離後、核酸ペレットは１）と２）各々以下の通りで
あった：１）ＰＡＸｇｅｎｅ＋Ｑｉａｇｅｎキット・・・水で洗浄し、ＰＡＸｇｅｎｅ　
ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ（Qiagen）の緩衝液ＢＲＩに溶解した。全ＲＮＡの抽出をＰ
ＡＸｇｅｎｅ　ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔハンドブックに記載のように行った。　　　
　　　↓光学密度で測定される全ＲＮＡ濃度。５００ｎｇ（濃度に応じて様々な容量）を
逆転写に使用した。この逆転写及びリアルタイムＰＣＲを（Stordeur et al., J Immunol
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 Methods, 259（1-2）: 55-64, 2002）に記載のように行った。結果：表３．１を参照さ
れたい推奨手順２）ＰＡＸｇｅｎｅ＋ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ・・・ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ
　ｍＲＮＡ　ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ｋｉｔに含有される溶解緩衝液に溶解した。抽出をRo
cheにより推奨されるようにＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔで行った。　
↓ｍＲＮＡ濃度を測定する必要はない。５μｌを、ＬＣ　ＲＮＡ　Ｍａｓｔｅｒハイブリ
ダイゼーションキット（Roche）を用いて一工程で行った逆転写及びリアルタイムＰＣＲ
に使用した。リアルタイムＰＣＲ条件は（Stordeur et al., J Immunol Methods, 259（1
-2）: 55-64, 2002）に記載の通りであった結果：表３．２を参照されたい提案手順
【図２０】図３４を示し、破傷風トキソイドによるサイトカイン血液ｍＲＮＡのｅｘ　ｖ
ｉｖｏ誘導を示す図である。破傷風トキソイド（１０μｇ／ｍｌ、Aventis）を７年前に
破傷風に対するワクチン接種を行った健常なボランティアから回収した５００μｌの全血
に添加した。３７℃で５％　ＣＯ２雰囲気で様々な期間の後、ＰＡＸｇｅｎｅ　ｔｕｂｅ
に含有された１．４ｍｌの試薬を添加した。３００μｌの得られた溶解物を、ＭａｇＮＡ
　Ｐｕｒｅ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔで全ｍＲＮＡを単離するのに用い、本発明に記載のよ
うにＲＴ－ＰＣＲを行った。図は、縦軸は、アクチンｍＲＮＡコピー１００万個当たりの
ｍＲＮＡコピー数を示し、横軸は時間を示す。
【図２１】図３５を示し、ＬＰＳによる全血刺激後のＩＬ－１β及びＩＬ－１ＲＡのｍＲ
ＮＡ動態を示す図である。２００μｌのヘパリン添加血液を、０時間（培養開始時）、０
．５時間、１時間、２時間及び６時間、１０ｎｇ／ｍｌのＬＰＳと共にインキュベートし
た。培養の終了時に、５００μｌのＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅの試薬を全細胞溶解
及び核酸析出のために添加した。それからＩＬ－１β、ＩＬ－１ＲＡ及びβ－アクチンの
ｍＲＮＡのＲＴ及びリアルタイムＰＣＲを本発明で記載のように一工程で行った。結果を
β－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たりのｍＲＮＡコピー数で表す。５つの独立
した実験の平均及び平均の標準誤差を示す。図は、横軸は、ＬＰＳ添加後の時間を示す。
【図２２】図３６を示し、線形回帰：開始時の血液容量でのｍＲＮＡコピー数。様々な全
血容量（Ｘ軸、２０μｌ～２００μｌの範囲）を１０ｎｇ／ｍｌのＬＰＳの存在下で６時
間培養した。培養終了時に、ＩＬ－１β及びβ－アクチンのｍＲＮＡのＲＴ及びリアルタ
イムＰＣＲを本発明で記載のように行った。Ｙ軸は生の（raw）コピー数を表す。線は線
形回帰によるものである。６つの代表的な実験のうちの１つを示す。図は、横軸は、血液
容量を示す。
【図２３】図３７を示し、破傷風トキソイドによる全血刺激後のｍＲＮＡサイトカイン動
態を示す図である。少なくとも５年前に破傷風に対するワクチン接種を行った５人の健常
なボランティアからヘパリン添加血液を採取した。それぞれのドナーで、２００μｌの全
血アリコートを、０時間（培養開始時）、４時間、８時間、１６時間、２４時間及び４８
時間、１０μｇ／ｍｌの破傷風トキソイドと共にインキュベートした。培養の終了時に、
ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅに含有された５００μｌの試薬を添加し、本発明の方法
を用いて様々な転写産物を定量した。結果をβ－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当
たりのｍＲＮＡコピー数で表す。５つの独立した実験の平均及び平均の標準誤差を示す。
【図２４】図３８を示し、ＬＰＳの静脈注射後の血液サイトカインｍＲＮＡのｉｎ　ｖｉ
ｖｏ調節を示す図である。５人の健常なボランティアに４ｎｇ／ｋｇのＬＰＳを単回投与
により注射した。ＬＰＳ注射の１０分前、０．５時間後、１時間後、１．５時間後、２時
間後、３時間後及び６時間後、２．５ｍｌの血液試料をＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅ
に採取した。本発明の方法に従ってサイトカインｍＲＮＡの定量化を行った。結果をβ－
アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たりのｍＲＮＡコピー数で表す。それぞれの時点
での平均及び平均の標準誤差を示す。図は、横軸は、ＬＰＳ注射後の時間を示す。
【図２５】図３９を示し、抗破傷風ワクチン応答の追跡調査を示す図である。抗破傷風リ
コールを受ける６人の健常なボランティアが選択された。１０μｇ／ｍｌの破傷風トキソ
イドを用いて（黒円（full circles））又は用いずに（白円（open circles））２０時間
培養した全血からＩＬ－２のｍＲＮＡレベルを定量化し、リコール時（０日目）、リコー
ルの１４日前、３日後、７日後、１４日後、２１日後及び９０日後（Ｘ軸）、定量化を行
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った。結果をβ－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たりのｍＲＮＡコピー数（Ｙ軸
）で表す。６つのパネルのそれぞれ（１～６と数字が付けられている）は６人の異なるド
ナーからの個々のデータを表す（１つのパネル当たり１つのドナー）。図は、横軸は、ワ
クチン投与前／後の日数を示す。
【図２６】図４０を示し、血液サイトカインｍＲＮＡ発現を分析するための実施例７、実
施例８、実施例９、実施例１０及び実施例１１で従う手順の概要を示す図である。・試験
される潜在的な免疫モジュレータ（抗原、アレルゲン、細胞、生体異物・・・）の存在下
での全血試料のインキュベーション・ＰＡＸｇｅｎｅ　ｔｕｂｅに含有される試薬を用い
た、血液細胞溶解及びｍＲＮＡ安定化・自動装置（Ｍａｇｎａ　Ｐｕｒｅ　ｉｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔ（Roche Diagnostics））を用いた、一工程ＲＴ－ＰＣＲのための自動ｍＲＮＡ
抽出及び反応混合物の調製・Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ　ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Roche Di
agnostics）を用いたリアルタイムＰＣＲによるサイトカインｍＲＮＡレベルの定量化
【図２７】図４１を示し、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅでの自動ｍＲＮＡ抽出及び試薬混合物調
製：開始生体材料の量と実測コピー数との間の直接的な相関関係を示す図である。Ｙ軸は
生のコピー数を表す。線は線形回帰によるものである。図は、縦軸は、ｍＲＮＡコピー数
を示し、横軸は、ＰＢＭＣ数を示す。
【図２８】図４２を示し、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅでの自動ｍＲＮＡ抽出及び試薬混合物調
製：開始生体材料の量と実測コピー数との間の直接的な相関関係を示す図である。Ｙ軸は
生のコピー数を表す。線は線形回帰によるものである。
【図２９】図４３を示し、癌免疫療法に登録した患者の症例レポートの要約を示す図であ
る。１９９９年７月に黒色腫と診断された。２００１年８月に、複数転移が明らかになり
、２００２年４月の精巣摘除（orchydectomy）の直後、癌ワクチンを受けるために患者を
登録した。ワクチン接種はアジュバントと組合せたＭＡＧＥ－３精製タンパク質（黒色腫
細胞により特異的に発現される抗原）の数回の注射からなっていた。＊１９９９年７月：
右肩甲骨の黒色腫。切除＊２００１年８月：ＳＣ　Ｍ＋　腕、背部、腹部、右精巣＊２０
０２年４月：右精巣摘出＊２００２年４月：ワクチン接種前点検＊２００２年５月：ワク
チンプログラム開始
【図３０】図４４を示し、ワクチン接種プロトコル及びリアルタイムＰＣＲによる免疫反
応のモニタリングの概略図である。全血をｉｎ　ｖｉｔｒｏで刺激し、ＭＡＧＥ－３に対
する免疫反応を評価した。患者は３回のワクチン注射を受け、９週間、１週間に１回血液
試料を採取した。２００μｌのそれぞれの患者の全血試料のアリコートを１０μｇ／ｍｌ
のＭＡＧＥ－３タンパク質又は陰性対照として１０μｇ／ｍｌのＴＲＡＰ（熱帯熱マラリ
ア原虫（Plasmodium falciparum）抗原）の存在下でインキュベートした。培養終了時に
、ＰＡＸｇｅｎｅ　ｔｕｂｅに含有された試薬を添加し、実施例６に記載のようにＩＬ－
２のｍＲＮＡを定量化した。結果を図４５に示す。＊　患者番号３は抗ＭＡＧＥ－３ワク
チン（ＭＡＧＥ－３＋アジュバント）の３回の注射を受けた　　　↓＊　９週間、１週間
に１回、ヘパリン添加血液　　　↓＊　ＭＡＧＥ－３又はＴＲＡＰ抗原との２００μｌの
全血の一晩インキュベーション　　　↓＊　Ｍａｇｎａ　Ｐｕｒｅ及びＬｉｇｈｔｃｙｃ
ｌｅｒを用いたｍＲＮＡ抽出及びＲＴ－ＰＣＲ
【図３１】図４５を示し、患者番号３におけるＭＡＧＥ－３ワクチン接種後の全血におけ
るＩＬ－２のｍＲＮＡを示す図である。ＭＡＧＥ－３ワクチンの追加免疫（boost）の後
、ＭＡＧＥ－３刺激全血においてより高いＩＬ－２のｍＲＮＡレベルが見られる。Ｙ軸は
β－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たりのＩＬ－２のｍＲＮＡコピー数を表し、
Ｘ軸は血液試料を採取した週を表す。ワクチン注射液を０週目、２週目及び６週目に投与
した。黒色の棒グラフ（solid columns）はＭＡＧＥ－３の存在下でインキュベートした
全血に関するものであり、斜線棒グラフ（hatched columns）はＴＲＡＰの存在下でイン
キュベートした全血に関するものである。
【図３２】図４６を示し、全血のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激：アレルゲンに対する免疫反応の
評価を表す図である。アレルゲンとの全血インキュベーション後のＩＬ－４のｍＲＮＡ定
量化に関して実験を行った。ネコにアレルギー性の被験者と２人の健常な被験者とから血
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液試料を採取した。それから全血を様々な培養時間で、ネコアレルゲン（すなわちＦｅｌ
ｄ１）の非存在下又は存在下でインキュベートし、その終わりにＰＡＸｇｅｎｅ　ｔｕｂ
ｅに含有された試薬を添加し、実施例６に記載のようにＩＬ－４のｍＲＮＡを定量化した
。結果を図４７に示す。＊　ネコにアレルギー性の患者又は非アレルギー性の対照　　　
　↓＊　ヘパリン添加血液　　　　↓＊　＋ネコアレルゲン（Ｆｅｌｄ１）　　　　↓＊
　様々な培養期間後、＋ＰＡＸｇｅｎｅ　ｔｕｂｅの試薬　　　　↓＊　ＭａｇＮＡ　Ｐ
ｕｒｅ及びＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒを用いたｍＲＮＡ抽出及びＲＴ－ＰＣＲ
【図３３】図４７を示し、全血のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激：Ｆｅｌｄ１に対する免疫反応の
評価を表す図である。Ｆｅｌｄ１アレルゲンはアレルギー性ではない被験者と比較して、
ネコに対してアレルギー性の被験者由来の全血においてより高いＩＬ－４のｍＲＮＡレベ
ルを有意に誘導する。Ｙ軸はβ－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たりのＩＬ－４
のｍＲＮＡコピー数を表し、Ｘ軸は様々なインキュベーション時間を表す。緑色の棒グラ
フはアレルゲンと共にインキュベートした正常な全血に見られるＩＬ－４のｍＲＮＡレベ
ルを表し、赤色の棒グラフ（Ｆｅｌｄ１の存在下でインキュベートした血液）及び黄色の
棒グラフ（Ｆｅｌｄ１を用いずにインキュベートした血液）はアレルギー性の被験者の全
血に見られるＩＬ－４のｍＲＮＡレベルを表す。非アレルゲン性＋アレルゲン（１）、非
アレルゲン性＋アレルゲン（２）、アレルゲン性＋アレルゲン、アレルゲン性、非アレル
ゲンを示す。
【図３４】全血のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激：Ｆｅｌｄ１に対する用量応答　図４８を示し、
この全血系におけるＦｅｌｄ１に対する免疫反応が特異的で用量依存性であることを示す
図である。アレルギー性の被験者由来の全血を２時間、１）漸増濃度のＦｅｌｄ１の存在
下で（斜線の棒グラフ）、２）１０μｇ／ｍｌの別のアレルゲンであるβ－ラクトグロブ
リン（ＢＬＧ）の存在下で（水平破線の棒グラフ）、３）架橋ＩｇＥの存在下で（点線の
棒グラフ）インキュベートした。Ｙ軸はβ－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たり
のＩＬ－４のｍＲＮＡコピー数を表す。
【図３５】Ｆｅｌｄ１による全血刺激後のＩＬ－４のｍＲＮＡレベルが健常な対照と比較
してアレルギー性の患者でより高い　図４９を示し、Ｆｅｌｄ１による全血刺激後のＩＬ
－４のｍＲＮＡレベルが健常な対照と比較してネコに対してアレルギー性の患者でより高
くなっていることを示す図である。スライド９～スライド１１に記載の実験を１０人の健
常な被験者（ＣＴＲ棒グラフ）及び１０人のネコに対してアレルギー性の患者（ＡＬＬ棒
グラフ）由来の血液試料で繰り返した。全血試料を２時間、１０μｇのＦｅｌｄ１の存在
下で、又は陽性対照としての架橋ＩｇＥの存在下でインキュベートした。平均及び平均の
標準誤差を示す。図は、縦軸は、相対的なＩＬ－４のｍＲＮＡコピー数を示す。健常な対
照とネコにアレルギー性の患者を示す。
【図３６】図５０を示し、全血のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激：ＧＡＤ６５に対するＴ細胞応答
の評価を示す図である。精製ＧＡＤ６５タンパク質との全血インキュベーション後のＩＬ
－２のｍＲＮＡ定量化のために行った実験の概略図である。６人の１型糖尿病患者から、
及び５人の健常な被験者から血液試料を採取した。それから全血を１８時間、１０μｇ／
ｍｌのＧＡＤ６５を用いて又は用いずにインキュベートし、それからＰＡＸｇｅｎｅ　ｔ
ｕｂｅに含有された試薬を添加することにより培養を停止させた。その後実施例６に記載
のように、ＩＬ－２のｍＲＮＡレベルを定量化した。結果を図５１に示す。＊　１型糖尿
病患者又は健常な対照　　↓＊　ヘパリン添加血液　　↓＊　１８時間、＋ＧＡＤ６５　
　↓＊　＋ＰＡＸｇｅｎｅ　ｔｕｂｅの試薬　　↓＊　ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ及びＬｉｇ
ｈｔｃｙｃｌｅｒを用いたｍＲＮＡ抽出及びＩＬ－２のｍＲＮＡに関するＲＴ－ＰＣＲ
【図３７】図５１を示し、全血のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激：ＧＡＤ６５に対するＴ細胞応答
の評価を示す図である。１型糖尿病患者由来の全血が健常な被験者と比較してＧＡＤ６５
刺激後により高いＩＬ－２のｍＲＮＡレベルを示す。結果をβ－アクチンに対して補正し
た後でＧＡＤ６５を用いず培養した全血で見られたコピー数に比べて算出されたＩＬ－２
のｍＲＮＡコピー数で表す。対数尺度を用いる。平均及び平均の標準誤差を示す。健常な
ドナー：ＣＴＲ棒グラフ、自己免疫糖尿病患者：ＰＡＴ棒グラフ。図は、縦軸は、ＩＬ－
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２のｍＲＮＡの相対的コピー数（対数尺度）を示す。
【図３８】図５２を示し、アロ反応性の免疫反応のモニタリング：全血＋樹状細胞系にお
けるＩＬ－２のｍＲＮＡの定量化を示す図である。アロ反応性のＴ細胞応答を評価するた
めに関連性のない樹状細胞（ＤＣ）との全血インキュベーション後のＩＬ－２のｍＲＮＡ
定量化のために実験を行った。２人の関連性のない健常なボランティア（ＭＴ及びＭＡ）
由来の樹状細胞をＩＬ－４及びＧＭ－ＣＳＦの存在下でｉｎ　ｖｉｔｒｏで発生させた。
それぞれのドナー由来の全血試料を他のドナーの樹状細胞集団の存在下で（１）又はドナ
ー自身の樹状細胞の存在下で（２）培養した。両者のドナー由来の全血試料（３）及び両
方の樹状細胞集団（４）を混合した。１２時間のインキュベーション後、ＰＡＸｇｅｎｅ
　ｔｕｂｅに含有された試薬を添加することにより培養を停止させた。その後実施例６に
記載のように、ＩＬ－２のｍＲＮＡレベルを定量化した。結果を図５３に示す。英語は、
ヘパリン添加血液、、樹状細胞、健常なボランティア、１２時間のインキュベート等を示
す。
【図３９】図５３を示し、アロ反応性の免疫反応のモニタリング：全血＋樹状細胞系にお
けるＩＬ－２のｍＲＮＡの定量化を示す図である。全血におけるＩＬ－２のｍＲＮＡ定量
化によるアロ反応性のＴ細胞応答の評価である。β－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万
個当たりのＩＬ－２のｍＲＮＡコピー数を示す。条件は左から順に（from left to right
）：ドナーＭＡ由来の全血単独、ドナーＭＡ由来の全血＋ドナーＭＡ由来のＤＣ、ドナー
ＭＡ由来の全血＋ドナーＭＴ由来のＤＣ、ドナーＭＴ由来の全血単独、ドナーＭＴ由来の
全血＋ドナーＭＴ由来のＤＣ、ドナーＭＴ由来の全血＋ドナーＭＡ由来のＤＣ、ドナーＭ
Ｔ由来の全血＋ドナーＭＡ由来の全血、ドナーＭＴ由来のＤＣ＋ドナーＭＡ由来のＤＣ。
図は、縦軸は、β－アクチンのｍＲＮＡコピー１００万個当たりのＩＬ－２のｍＲＮＡコ
ピー数を示す。
【実施例】
【０１７９】
実施例１：末梢血におけるサイトカインｍＲＮＡの自然産生の分析
　末梢血細胞により合成されたサイトカインｍＲＮＡの定量化により、「末梢の免疫則（
statute）」を推定することが可能になる。しかしながら、ｍＲＮＡがヌクレアーゼ消化
に対して保護されており、遺伝子転写が阻害されている新鮮な全血試料からしか正確な定
量を行うことができない。この注記（note）で述べているように、シュウ酸テトラデシル
トリメチルアンモニウム等の界面活性剤試薬の使用により、正確な定量が可能になってい
る。末梢血で自然に産生されたＩＬ－１０及びＩＦＮ－γのｍＲＮＡの定量化のためにＲ
Ｔ－ＰＣＲを行った。この結果は同じ個体由来の末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）と比較して
全血において顕著に高いＩＦＮ－γ転写産物レベルを示したが、ＩＬ－１０のｍＲＮＡで
は有意な差は観察されなかった。血液中で観察されたより多量のＩＦＮ－γのｍＲＮＡは
少なくともｍＲＮＡ分解に起因し得る。リアルタイムＰＣＲ技法を用いて、実際に血液の
ＩＦＮ－γのｍＲＮＡがｉｎ　ｖｉｔｒｏで迅速に分解され、ｔ１／２が室温でおよそ１
時間に相当することが実証され得る。
【０１８０】
　最近になってHartelet al.が末梢血中のサイトカインｍＲＮＡの自然産生に対する細胞
精製手順の影響を分析した（Hartel etal., 2001）。Hartel et al.は新鮮な状態で単離
した末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）が同じ個体から新鮮な状態で回収した全血よりも高いレ
ベルのＩＬ－２、ＩＬ－４及びＴＮＦ－αのｍＲＮＡを発現したが、ＩＦＮ－γのｍＲＮ
Ａレベルでは差異が観察されなかったことを示した。６人の異なる個体におけるＩＦＮ－
γの比較を行い、異なる結果を見出した。全てのドナーの全血においてＩＦＮ－γのｍＲ
ＮＡの強い発現が観察されたが、この発現はＰＢＭＣでは明らかに低減している（図３２
．１）。Hartel et al.の実験が定量的リアルタイムＰＣＲ法を使用していたにも関わら
ず、得られた結果とHartelet al.の実験の結果とのこの差異は、全血から全ＲＮＡを単離
するのに用いられた手順に関係し得る。Hartelet al.は等張の塩化アンモニウム処理によ
り２時間以内に溶血したヘパリン添加血液を使用した。本発明の方法では、抗凝血剤の使
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用を避け、血液と直接混合するＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）（Qiagen, Westburg, Le
usden, The Netherlands）と呼ばれるカチオン性界面活性剤であるシュウ酸テトラデシル
トリメチルアンモニウムを使用した（Dahle and Macfarlane, （1993）、Schmidt et al.
, （1995））。さらにこの試薬は試料回収後すぐに核酸析出及びヌクレアーゼ阻害を誘導
する。これにより、ｉｎ　ｖｉｖｏでのｍＲＮＡ状態に最も近いと考えられる全ＲＮＡ調
製物が与えられる。このことは、３’非翻訳領域に位置する高ＡＵ配列により内因性ヌク
レアーゼに対して感受性となるサイトカインｍＲＮＡに特に重要である。リアルタイムＰ
ＣＲ法を用いて、実際末梢血のＩＦＮ－γのｍＲＮＡが自然にかつ迅速に分解され、その
レベルが血液回収の１時間後には既におよそ５０％低減することが実際に観察された。し
かしながら、ＩＬ－１０のｍＲＮＡレベルが血液サンプリング後、少なくとも５時間は安
定であることが見出されたため、全てのサイトカインでこの現象が当てはまるとは限らな
い（図３２．２）。さらにＰＢＭＣのＩＬ－１０のｍＲＮＡレベルと比較して、全血のＩ
Ｌ－１０のｍＲＮＡレベルに有意な差は見られなかった（図３２．１）。
【０１８１】
　Ｃａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）溶解後に得られた核酸ペレット（図３２．１の説明文
を参照されたい）をChomczynski and Sacchi （1987）に記載のグアニジウム／チオシア
ネート溶液、及びその市販版、例えばＴｒｉｐｕｒｅ（商標）（RocheDiagnostics, Mole
cular Biochemicals, Brussels, Belgium）に溶解することができ、これによりこの界面
活性剤の使用が特に容易になる。これはＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）による第１の工
程以外は、ＲＮＡ単離手順が全血及び細胞で同じであることを意味している。代替的に、
ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ（Qiagen, Westburg, Leusden, T
he Netherlands）をＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）の代わりに用いることができる。こ
の場合、図３２．２の説明文でＣａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）に関して記載されたよう
に、得られたペレットを「ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
　Ｋｉｔ　Ｉ」の溶解緩衝液に溶解することができる。ヒト単核血液細胞によるＩＬ－１
０のｍＲＮＡの自然産生の特徴付け（Stordeur et al., （1995））及びＯＫＴ３モノク
ローナル抗体によるｉｎ　ｖｉｖｏでの組織因子のｍＲＮＡ誘導のモニタリング（Pradie
r et al., （1996））はＣａｔｒｉｍｏｘ－１４の使用が上手くいった２つの例である。
イオノフォアＡ２３１８７＋ホルボールミリスチン酸アセテートの全血への添加後にも強
いＩＬ－２のｍＲＮＡ誘導が観察され（データ図示せず）、全血でのｉｎ　ｖｉｔｒｏ研
究でそれを利用することが提案された。
【０１８２】
　本実施例で為された観察により、末梢血サイトカインｍＲＮＡを正確に定量化するため
に、出来る限り迅速に溶解した全血からＲＴ－ＰＣＲを行なうことの重要性が強調されて
いる。この目的のために、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲと共にＣａｔｒｉｍｏｘ－１４又は
ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに含有された添加剤等の試薬の使
用が今日までの最良な手順を表していると考えられる。こうすることにより、イオノマイ
シン又はフィトヘムアグルチニン等のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの強い刺激を使用せずに末梢血
細胞の自然状態の研究が可能になる。
【０１８３】
実施例２：ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍと提案されている
本発明による方法との比較
　「ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍ」とは「ＰＡＸｇｅｎｅ
（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ」と「ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮ
Ａ　Ｋｉｔ」との組合せを意味する。「Ｑｉａｇｅｎ法」とは「ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ」を意味する。
【０１８４】
　Stordeur et al, J Immunol Methods, 259 （1-2）: 55-64, 2002に記載の実験証拠に
基づき、本発明は全血からｍＲＮＡを単離する新規の手順を提案しており、これにより容
易でかつ再現性のある方法を用いて、ｉｎ　ｖｉｖｏ転写産物レベルを決定することが可
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能である。ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍ及び本発明による
方法を図３３で概略的に比較している。
【０１８５】
材料及び方法：
　ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍ（Qiagen）により推奨され
るように、ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに直接回収した末梢静
脈血で全ての実験を行った（すなわち２．５ｍｌの血液を６．９ｍｌの未知の試薬を含有
する管内に真空回収した）。溶解完了後、管の内容物を２つの他の管に移した：４．７ｍ
ｌをＰＡＸｇｅｎｅ　ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　ｋｉｔに使用し、０．４ｍｌをＭａｇＮＡ　
Ｐｕｒｅ抽出に使用した。溶解物の残りを廃棄した。これらの２つの管を２０００ｇで１
０分間遠心分離し、上清を廃棄した。それから核酸ペレットを、
　ａ）（ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ＋ＰＡＸｇｅｎｅ（商標
）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ）対応する取扱説明書マニュアルに推奨されるように、全
ＲＮＡ抽出のためにＢＲ１緩衝液に溶解させる前に水で洗浄した。ＰＡＸｇｅｎｅ（商標
）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍの手順は以下の通りである：血液試料（２．５ｍｌ
）をＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに回収し、所望に応じて室温で保存
又は移動してもよい。ＲＮＡ単離を遠心分離工程から始め、ＰＡＸｇｅｎｅ　Ｂｌｏｏｄ
　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ内で核酸をペレット化させた。ペレットを洗浄し、プロテイナーゼＫ
を添加することにより、タンパク質消化が起こる。アルコールを添加することにより、結
合条件を調整し、試料をＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔにより与え
られるようなスピンカラムに適用した。短時間の遠心分離の間に、ＰＡＸｇｅｎｅ（商標
）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｋｉｔにより与えられるようなシリカゲル膜にＲＮＡが選択的に
結合し、混入物質は通過する。洗浄工程の後、ＲＮＡが最適化した緩衝液に溶出する。Ｉ
ＦＮ－γ及びβ－アクチンのｍＲＮＡの逆転写及びリアルタイムＰＣＲを、Stordeur et 
al.（「リアルタイムＰＣＲによるサイトカインｍＲＮＡの定量化（CytokinemRNA Quanti
fication by Real Time PCR）」J Immunol Methods,259 （1-2）: 55-64, 2002）に記載
のように実施した。
　ｂ）（ＰＡＸａｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ＋＋ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒ
ｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ）ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ｍＲＮ
Ａ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔの３００μｌの溶解緩衝液に溶解した。それから最終溶
出容量１００μｌでｍＲＮＡの抽出及び精製をRoche Diagnostics, Molecular Biochemic
alsの取扱説明書に従いＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔで行った。
逆転写及びリアルタイムＰＣＲを、５μｌのｍＲＮＡ調製物から始めて、「Ｌｉｇｈｔｃ
ｙｃｌｅｒ－ＲＮＡ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｋｉ
ｔ」（Roche Diagnostics, Molecular Biochemicals）に記載の標準的な手順に従って一
工程で実施した。
【０１８６】
結果：
　ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅ（ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌ
ｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｓｙｓｔｅｍ）と組合せたQiagenにより推奨される抽出法と、同様にＰ
ＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅと組合せたＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　
ＬＣ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ抽出法との比較を行った。両方の方法において、ＰＡＸｇｅ
ｎｅ（商標）ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅの使用により、血液細胞由来のＲＮＡを安定
化させることができる。結果を表１．１及び表１．２に挙げる。この実験の結果はＭａｇ
ＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅでより良好な再現性を示している（β－アク
チンに対して補正したＩＦＮ－γのｍＲＮＡコピー数の変動係数はそれぞれＭａｇＮＡ　
Ｐｕｒｅ　ＬＣでは１６％に対してＱｉａｇｅｎでは２６％である）。
【０１８７】
　興味深いことには、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ抽出はＱｉａｇｅｎ法で用いられるものより
も少ない開始血液容量から行ったことに留意する（Ｑｉａｇｅｎでの１．２５ｍｌに対し
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てＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅでは０．１１ｍｌ）。Ｑｉａｇｅｎ法をこのような少ない容量で
行っていた場合、ＲＮＡ濃度を測定すること、さらには逆転写を行うことが不可能になる
。このことは本発明に記載の技法の別の利点：非常に少ない容量の血液（約１００μｌ）
でｍＲＮＡを定量化することができることを強調している。
【０１８８】
結論：
　実施例２はＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ　ｍＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　Ｉ
と組合せてＰＡＸｇｅｎｅ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅを使用することができ
ること、又はより正確にはこのキットに含有された溶解緩衝液にＰＡＸｇｅｎｅ（商標）
Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅからの析出物を溶解することができることを示しており、
この溶解緩衝液はキットの他の成分と共に使用する必要がある。
【０１８９】
　本実施例では、他の組合せとは対照的に、本発明に記載のような組合せだけが正確な／
本当のｉｎ　ｖｉｖｏ転写産物の定量化をもたらすことが証明されている。
【０１９０】
実施例３：破傷風トキソイドに対する免疫反応のｅｘ　ｖｉｖｏモニタリング
　実施例３では、血液ドナーに免疫付与されているとされる（７年前にワクチン接種した
ため）抗原（すなわち破傷風トキソイド）を用いて血液をｅｘ　ｖｉｖｏで刺激する。Ｒ
Ｔ－ＰＣＲを該方法に従って行う（図３１．１）。ボランディアの免疫系の抗原に対して
反応する能力の読み出し（read out）としてサイトカインｍＲＮＡを測定する。ＩＬ－２
、ＩＬ－４、ＩＬ－１３及びＩＦＮ－γのｍＲＮＡを選択的に分析するが、それらの対応
するｍＲＮＡの定量により潜在的な反応性タンパク質を全て分析することができる。実施
例３の結果を図３４に示す。一般的に本実施例で従った戦略を図３１．２に示すように概
略的に表し得る。
【０１９１】
可能性のある適用例：癌免疫療法
　数年前から、癌免疫療法に対する基礎的な戦略がワクチン接種により展開されてきた。
実際、遺伝学及び免疫学の発展により腫瘍細胞の表面に対して発現する多くの成長腫瘍抗
原を同定することが可能になっている。これらの抗原が主要な組織適合性複合体（ＨＬＡ
）に関連するペプチドの形態下で腫瘍細胞の表面に提示される。腫瘍抗原と見なされ得る
抗原の例は、Fong and Engleman （Annu. Rev. Immunol. 2000.18:245-273）に記載され
ている。抗癌ワクチン接種の原理は最も免疫原性的な方法（mostimmunogenic way immuno
genic）に従い、患者の免疫系（system immune）に対してこれらの抗原を提示することか
らなる。このことは、添加剤の存在下での抗原又は対応するペプチドの注射から自己抗原
提示細胞（例えば樹状細胞）上でのペプチドの提示へと移る。抗癌ワクチン接種（vaccin
ation anti-cancer vaccination）の最終的な目的は腫瘍の退縮であるが、特に限られた
治療手段（limited window of treatment）からしか恩恵を受けることができない進行期
の疾患における患者の症例において抗癌ワクチン接種の有効性の確定は依然として困難で
ある。このことが抗癌ワクチン接種が特にアジュバント療法として又は予防のフレームワ
ークにおいて興味深いものであり得る理由である。したがってこれらのワクチンの投与方
法を特定し、より良好に未来の治療プロトコルを規定するのを助けることを可能にする黙
示的な（implied）生物学的機構を発見するために実験的な抗癌ワクチン接種の免疫学的
効果を評価する、感度が高くかつ正確なモニタリング技法を開発することが非常に重要で
ある。これらのワクチンの免疫学的有効性を測定することの難しさは本質的にｉｎ　ｖｉ
ｖｏでの細胞免疫反応を検出するのに十分な感度があるアッセイがないことにある。これ
までに用いられてきた技法は抗原の存在下で長期間患者のＰＢＭＣの徹底したｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ培養、及びリンパ球の元の機能的特性の変更を誘導しやすい同時刺激を包含してい
た。このため抗原の存在下での広範なｉｎ　ｖｉｔｒｏインキュベーション後にそれらの
機能的状態の可逆性が与えられることから、腫瘍抗原に指向性を有するリンパ球前駆体の
アネルギー状態又は耐性状態の分析は非常に困難である。他方で、低頻度のエピトープ特
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異的ＣＴＬ前駆体の検出に用いられるＭＨＣ－ペプチド複合体の四量体に基づく技法は通
常、腫瘍特異的リンパ球の検出に対する感度を欠いている。さらにこれらの技法はこれら
のリンパ球の機能的反応性に関する情報を何ら与えない。
【０１９２】
　例えば抗原によるｉｎ　ｖｉｔｒｏでの非常に短期間の刺激の後、所与の抗原に対する
リンパ球の元の機能的反応性を検出することができる程に十分感度が高い技法だけが抗癌
ワクチン接種プロトコルの有効性の実際の評価を可能にする。
【０１９３】
　近年（Kammula, U. S., Marincola, F. M., and Rosenberg, S. A. （2000）「腫瘍ペ
プチドワクチン接種後の黒色腫患者における免疫反応性のリアルタイム定量的ポリメラー
ゼ連鎖反応評価（Real-time quantitative polymerase chain reaction assessment ofim
mune reactivity in melanoma patents after tumor peptide vaccination）」. J. Natl
. Cancer Inst. 92: 1336-44）、ＰＢＭＣの短期間のｉｎ　ｖｉｔｒｏ刺激（２時間）に
関連するサイトカインｍＲＮＡの検出が腫瘍抗原を用いてワクチン接種を受けている患者
のＰＢＭＣにおいてエピトープ特異的（specifiq）ＣＴＬを検出することが可能であった
ことが示されている。とはいっても本発明によれば、この短時間のｅｘ　ｖｉｖｏパルス
は必須というわけではない。
【０１９４】
実施例４：ドナーの組織適合抗原によるレシピエントの免疫系の活性化の検出
　実施例４において、ドナー由来の臓器（例えば肝臓、腎臓、骨髄等）をレシピエントに
移植する。レシピエントの全血を本発明によるＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害す
る化合物を含む管に回収する。該方法に従ってＲＴ－ＰＣＲを行う。ドナーの組織適合抗
原によるレシピエントの免疫系の活性化の読み出しとしてサイトカインｍＲＮＡを測定す
る（図３１．３）。
【０１９５】
実施例５：ドナーの組織適合抗原に対するレシピエントの免疫系反応性の検出
　実施例５において、ドナー由来の臓器（例えば肝臓、腎臓、骨髄等）をレシピエントに
移植する。レシピエントの全血を管に回収し、ドナーの組織適合抗原と共にｅｘ　ｖｉｖ
ｏでインキュベートする。本発明によるＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導を阻害する化合
物を血液に添加する。該方法に従いＲＴ－ＰＣＲを行う。ドナーの組織適合抗原によるレ
シピエントの免疫系反応の読み出しとしてサイトカインｍＲＮＡを測定する（図３１．４
）。
【０１９６】
適用例：臓器移植後の拒絶反応のモニタリング
　移植物の拒絶反応のモニタリングは本質的に患者の尿若しくは血液（腎臓移植の場合、
血中尿素窒素（ＢＩＮ）又はクレアチニン）において、又は移植臓器の生検の分析時に測
定されるマーカーの検出を基にしている。しかしながら拒絶機構が既に十分に進んでいる
場合しかこれらの指示因子は検出されない。実際、移植拒絶反応は移植臓器の悪化に先行
する免疫学的機構の結果である。移植臓器が損傷を受ける前にこれらの免疫学的機構を検
出することにより、より早期に免疫抑制治療を適合させることにより、移植臓器の喪失を
大きく低減することが可能になる。他方で、拒絶反応の無症候性エピソード（臨床的兆候
が誘発されない）自体が移植後に頻繁に発生することも認識されている。これらの拒絶反
応の無症候性エピソード（episodes sub-slinical rejection episodes）は慢性的な拒絶
反応の原因となり得る。幾人かの研究者（authors）が臓器拒絶反応の早発性免疫学的（i
mmunologiques）マーカーの検出、特にレシピエントの循環中でのドナーのアロ抗原に指
向性を有するアロ反応性のＴリンパ球の検出を研究している。方法には本質的に、混合培
養物と様々な方法（ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳＰＯＴ、フローサイトメトリ等）によるレシー
バーのリンパ球の増殖の連続測定、又はサイトカイン産生の測定との関連性が含まれる。
近年になって、他の研究者が早期に拒絶反応機構の誘起を示しやすいリンパ球活性化マー
カーパターンの特性化を試みている（looked on）。感度が高い定量的ＰＣＲ法によりＴ
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活性化した（グランザイムＢ、パーフォリン、様々なサイトカイン）活性化細胞毒性Ｔリ
ンパ球により発現される遺伝子のｍＲＮＡの検出が拒絶反応の誘起を測定する優れたツー
ルであることが分かっている。この目的のために本発明によれば、様々な種類のサイトカ
インをコードするメッセンジャーを研究することができ、選択的標的はＩＬ－２、ＩＦＮ
－γ、ＩＬ－４、ＩＬ－５、グランザイム、パーフォリン及びＦａｓＦａｓ－リガンドで
あり得る。
【０１９７】
実施例６：リアルタイムＰＣＲを用いた全血における免疫モニタリング
　実施例６において、ｍＲＮＡレベルでサイトカイン合成の誘導の測定を可能にする全血
における方法を記載する。この方法の新しいところ（originality）は血液回収のための
ｍＲＮＡ安定剤を含有するＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅと、ｍＲＮＡ抽出及びＲＴ－
ＰＣＲ試薬混合物調製のための自動システムとしてのＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標）ｉｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔと、転写産物レベルの正確かつ再現性のある定量化のためのＬｉｇｈｔ
ｃｙｃｌｅｒ（商標）でのリアルタイムＰＣＲ法との組合せに存する。本実施例は初めに
、この方法が全血に細菌性リポ多糖（ＬＰＳ）を添加する際のＩＬ（インターロイキン）
－１β及びＩＬ－１受容体アンタゴニスト（ＩＬ－１ＲＡ）ｍＲＮＡの誘導を測定するの
に適切であることを示している。本実施例はさらに、このアプローチがリコール抗原に対
するｉｎ　ｖｉｔｒｏ免疫反応モデルとして破傷風トキソイドと共にインキュベートした
全血においてＴ細胞由来のサイトカインをコードするｍＲＮＡの産生を検出するのに好適
でもあることを示している。最終的に本実施例は、この方法により健常なボランディアに
おいてＬＰＳの注射後のＩＬ－１β及びＩＬ－１ＲＡの誘導、及び破傷風ワクチンによる
リコール免疫付与の際のＩＬ－２の誘導の検出が可能であったので、この方法をｉｎ　ｖ
ｉｖｏで炎症及びＴ細胞応答を評価するのに首尾よく使用することができることを示して
いる。
【０１９８】
材料及び方法
ｉｎ　ｖｉｖｏ研究のための血液回収
　末梢血のｍＲＮＡレベルの正確な定量のために、即時の細胞溶解及び核酸析出のために
２．５ｍｌの血液試料をＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅに採取した。ｍＲＮＡはこの血
液溶解物中で最大５日間安定であり、管はｍＲＮＡ抽出まで室温を維持した。
【０１９９】
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ全血培養
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの全血ＬＰＳ刺激又は破傷風トキソイドの再抗原投与（rechalleng
e）を２００μｌのヘパリン添加全血で行い、遅くとも血液回収の４時間後に開始した。
全細胞溶解及びｍＲＮＡ安定化を誘導する、５００μｌのＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂ
ｅの試薬を添加することにより培養を停止させた。これにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉ
ｎ　ｖｉｖｏ研究の両方で同じｍＲＮＡ抽出プロトコルを使用することが可能になった。
【０２００】
ｍＲＮＡ抽出
　ＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅにおいて又は全血培養の終了時に得られた血液溶解物
を簡単に混合し、その後５分間の最大速度（装置によって１２０００ｇ～１６０００ｇ）
での遠心分離のために、３００μｌのアリコートを１．５ｍｌ容のエッペンドルフ管に移
した。上清を廃棄し、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標）ｍＲＮＡ抽出キット（Roche Applie
d Science）に含有される３００μｌの溶解緩衝液中でボルテックスすることにより核酸
ペレットを完全に溶解させた。それから製造業者の取扱説明書に従って（「ｍＲＮＡ　Ｉ
細胞」Rocheのプロトコル、最終溶出容量１００μｌ）、ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標）
ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Roche Applied Science）においてこのキットを用いて３００μ
ｌのこの溶液からｍＲＮＡを抽出した。ノーザンブロット分析によりこれまでに抽出ｍＲ
ＮＡの質が文書に記録されていた（documented）（Roche Applied Science、非公開デー
タ）。
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【０２０１】
リアルタイムＰＣＲ及び試薬混合物調製
　「Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ（商標）－ＲＮＡ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉ
ｏｎ　Ｐｒｏｂｅｓ」Ｋｉｔ（Roche Applied Science）に記載の標準的な手順に従い、
逆転写及びリアルタイムＰＣＲを一工程で行った。さらに正確には、１）最大２０μｌの
Ｈ２Ｏ；２）７．５μｌのＲＮＡ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ　Ｐｒｏ
ｂｅ　２．７倍濃度（ＲＮＡ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｈｙｂｒｉｄｉｓａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ　Ｋｉｔ（RocheApplied Science））；３）１．３μｌの５０ｍＭ　Ｍｎ（ＯＡｃ）２

；４）１μｌ、２μｌ又は３μｌの６ピコモル／μｌ　フォワードプライマー及びリバー
スプライマー（ｍＲＮＡ標的に応じて最終濃度３００ｎＭ、６００ｎＭ又は９００ｎＭ；
各ｍＲＮＡ標的に特異的な条件は、表２で列挙されるＩＬ－２及びＩＬ－４を除いて、St
ordeur et al, J Immunol Methods, 259 （1-2）: 55-64, 2002に完全に記載されている
）；５）１μｌの４ピコモル／μｌ　ＴａｑＭａｎプローブ（最終濃度２００ｎＭ）；６
）５μｌの精製ｍＲＮＡ又は標準希釈物を含有する２０μｌの最終容量でＲＴ－ＰＣＲ反
応を行った。ｍＲＮＡを逆転写させる６１℃での２０分間のインキュベーション期間、次
いで９５℃で３０秒間の最初の変性工程の後、温度サイクルを開始した。各サイクルは９
５℃、０秒及び６０℃、２０秒からなっており、蛍光をこの第２の工程の終了時に読み出
した（Ｆ１／Ｆ２チャネル、色調補正なし）。全部で４５サイクル行った。イントロン配
列に及ぶように全てのプライマーを選択し、そのためゲノムＤＮＡの増幅は不可能であっ
た。
【０２０２】
　試薬、オリゴヌクレオチド及び試料を全て含有するＲＴ－ＰＣＲ反応混合物を、Ｍａｇ
ＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標）ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔによりＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ（商標）で
使用したキャピラリー中に直接完全に調製した。これらのキャピラリーの上部の蓋を閉め
、遠心分離した後、一工程ＲＴ－ＰＣＲのためにＬｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ（商標）に導入
した。このようにして全てのＲＴ－ＰＣＲ成分のサンプリングは完全に自動化され、手動
によるサンプリング誤差が避けられる。
【０２０３】
　結果をβ－アクチンｍＲＮＡ（β－アクチンｍＲＮＡコピー１００万個当たりのサイト
カインｍＲＮＡのコピー数）に対して正規化されたコピー数として表した。それぞれの試
料で、検量線からＣｔ値（「Ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ　Ｆｉｔ点分析」）を用いて機器ソフ
トウェアによりｍＲＮＡコピー数を算出した。この検量線はStordeur et al, J Immunol 
Methods, 259 （1-2）: 55-64, 2002に記載のように段階希釈した精製ＤＮＡから行った
それぞれのＰＣＲで作成した。
【０２０４】
実験的な内毒素血症
　実験前少なくとも１０日間、全く薬剤を摂取しなかった５人の健常な男性ボランディア
（２１歳齢～２８歳齢）はＬＰＳ（大腸菌、ロットＧ由来；United States Pharmacopeia
l Convention, Rockville, MD；４ｎｇ／ｋｇ体重）の単回投与により静脈注射を受けた
。ＬＰＳ注射の１０分前、並びに０．５時間後、１時間後、１．５時間後、２時間後、３
時間後及び６時間後、２．５ｍｌの血液試料をＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅに回収し
た。ｉｎ　ｖｉｔｒｏ研究のために、健常な個体から採取した、２００μｌのヘパリン添
加全血を、５％ＣＯ２雰囲気下、３７℃で０時間（培養開始時）、０．５時間、１時間、
２時間及び６時間、１０ｎｇ／ｍｌ　ＬＰＳ（血清型０１２８：Ｂ１２の大腸菌由来、Si
gma-Aldrich, Bornem, Belgium）と共にインキュベートした。
【０２０５】
抗破傷風のリコールワクチン接種
　前回の破傷風トキソイドワクチン接種が少なくとも５年前である健常なボランディア（
２人の男性、４人の女性、２７歳齢～５３歳齢）が筋肉内ワクチンリコール（Tevax, Smi
th Kline Beecham Biologicals, Rixensart, Belgium）を受けた。投与した日、投与の１
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４日前、投与の３日後、７日後、１４日後、２１日後及び９０日後にヘパリン添加血液管
を採取した。２００μｌの血液を、１０μｇ／ｍｌ　破傷風トキソイド（Dr. E. Trannoy
, Aventis Pasteur, Lyon, Franceから寄贈された）を用いて又は用いずに、５％ＣＯ２

雰囲気下、３７℃で２０時間、インキュベートした。
【０２０６】
結果
全血に細菌性ＬＰＳを添加した際のＩＬ－１β及びＩＬ－１ＲＡのｍＲＮＡの測定
　図３５で示されるように、全血へのＬＰＳ（１０ｎｇ／ｍｌ）の添加により、ＩＬ－１
β及びＩＬ－１ＲＡのｍＲＮＡの迅速な誘導がもたらされた。ＬＰＳ添加の３０分後～６
０分後でも既に明らかであるが、この誘導により添加後６時間でＩＬ－１β及びＩＬ－１
ＲＡそれぞれにおいて４７倍及び２２倍のｍＲＮＡレベルの増大が得られた。曲線パター
ンが両方のサイトカインｍＲＮＡ量の迅速かつ持続的な増大を示唆している。ｍＲＮＡ定
量化に関するシステムの正確性を評価するために、２０μｌ～２００μｌの範囲の様々な
容量のＬＰＳで刺激した全血由来のβ－アクチン及びＩＬ－１βに関してｍＲＮＡを定量
した。図３６に示されるように、実際にβ－アクチン及びＩＬ－１βの両方のｍＲＮＡコ
ピー数を開始容量の血液と直接相関した。
【０２０７】
破傷風トキソイドに対するｉｎ　ｖｉｔｒｏ反応
　この方法がＴ細胞応答の分析に好適であり得るか否かを決定するために、全ての個体が
小児期にワクチン接種した際に十分に確立されたリコール抗原である破傷風トキソイドの
添加後の全血培養物のサイトカインｍＲＮＡレベルを定量化した。この抗原との全血のイ
ンキュベーション後のＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４及びＩＬ－１３のｍＲＮＡの迅速
かつ一時的な誘導が見出された（図３７）。それぞれのサイトカインに対する応答の振幅
を比較すると、ＩＬ－２のｍＲＮＡの誘導が最も顕著であるように思われた。実際、トキ
ソイドの存在下でのインキュベーションの１６時間後のＩＬ－２のｍＲＮＡコピー数の全
体的な増大は図３７に示す５つの独立実験でおよそ２２０倍であったのに対し、同じ実験
でのＩＬ－４及びＩＦＮ－γのｍＲＮＡの最大の増大は５倍を超えていなかった。したが
ってＩＬ－２のｍＲＮＡの定量化はＴ細胞応答を評価する、この全血系において最も感度
の高いパラメータであると考えられる。表３で与えられるデータは、この試験において破
傷風トキソイドに対する応答の振幅がおそらくは最後のワクチンリコール時に応じてかな
りの変動性であることを示している。事実上、ＩＬ－２のｍＲＮＡの誘導は新生児の臍帯
血に破傷風トキソイドを添加した後には観察されず、以前に初回抗原刺激を受けた（prim
ed）Ｔ細胞及び非ナイーブＴ細胞だけがこのアッセイにおいて応答することができること
が示されている（表３）。
【０２０８】
ＬＰＳの静脈注射後の全血におけるＩＬ－１ＲＡ及びＩＬ－１βのｍＲＮＡの誘導
　ｉｎ　ｖｉｖｏでのサイトカイン誘導の検出方法の第１の適用として、低用量（４ｎｇ
／ｋｇ）の細菌性リポ多糖を注射した健常なボランディア由来の一連の血液試料を分析し
た。ＩＬ－１ＲＡ及びＩＬ－１βのｍＲＮＡの両方のはっきりした誘導が観察された（図
３８）。ＩＬ－１βのｍＲＮＡの誘導は、エンドトキシン投与の３０分後～６０分後には
既にＩＬ－１βのｍＲＮＡが検出されていたので迅速であり、また６時間後にはＩＬ－１
βのｍＲＮＡレベルが注射前の値に戻っていたため一時的なものであった。ＩＬ－１βの
ｍＲＮＡと比較して反応速度が遅れていたがＩＬ－１ＲＡのｍＲＮＡも誘導されていた。
【０２０９】
リコールワクチン接種後の抗破傷風トキソイド免疫反応の検出
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ実験により、ＩＬ－２のｍＲＮＡが抗破傷風トキソイド応答をモニタ
リングするのに最も感度が高いパラメータであったことが示唆されたので、このパラメー
タがｉｎ　ｖｉｖｏでのリコールワクチン接種の際の全血における破傷風トキソイドに対
するＴ細胞応答の変化を分析するのに選択された。この目的のために、ワクチンの投与前
及びワクチンの投与後の幾つかの時点で、破傷風トキソイドの存在又は非存在下で全血イ
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ンキュベーションを行った。図３９に示されるように、抗原に曝露した全血におけるＩＬ
－２のｍＲＮＡの産生がワクチン接種した個体全てにおいて有意に増大した。ＩＬ－２の
ｍＲＮＡ誘導はワクチン接種の７日後には既に明らかであり、１４日目又は２１日目で最
大レベルに達した。個体間の変動は抗破傷風免疫の基礎的状態の差異に関係するものであ
ると考えられる（表３も参照されたい）。ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの再刺激をせずに測定され
たＩＬ－２のｍＲＮＡレベルが有意に変わらなかったため、ワクチン接種後で全血におい
て測定されるＩＬ－２応答は免疫付与抗原に特異的であった（表３）。
【０２１０】
考察
　リアルタイムＰＣＲはＰＣＲ産物と結合する蛍光性分子を用いて、ＰＣＲプロセスの際
に単位複製配列の集積を直接モニタリングすることができることからそのように呼ばれて
いる。これにより、それぞれの試料に対して蛍光曲線が作成され、較正標準と得られた蛍
光曲線との比較により、試料の（ｃ）ＤＮＡコピー数の決定が可能となる。特異性を高め
るために、蛍光性分子は２つのプライマー間に位置する、ＰＣＲ産物の配列に相補的なオ
リゴヌクレオチドであり得る。本願に記載のような新規の方法により、先行技術の方法を
用いても不可能であった、生体試料において核酸を感度が高くかつ正確に定量化する方法
が提供される。本願はｉｎ　ｖｉｖｏ状況を代表する精製細胞又は組織からサイトカイン
ｍＲＮＡを定量化することによりこの方法を説明している。
【０２１１】
　ＲＴ－ＰＣＲ分析に全血を用いることで直面する問題の１つがＲＮＡ抽出に先行する細
胞溶解である。血漿及び赤血球に存在するタンパク質量が多いため、全血からＲＮＡを単
離する方法の大多数はＲＮＡ抽出を行なう前に分析するｍＲＮＡの潜在的な細胞源の精製
、又は赤血球の排除を伴う。これらの中間工程はｍＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導に、
そのためｍＲＮＡレベルの変化に関連する可能性がある。さらに、血液を採取するという
単純な操作（fact）によっても幾らかのｍＲＮＡの分解を引き起こす可能性がある。この
ことは、３’非翻訳領域に位置する高ＡＵ配列による内因性ヌクレアーゼに対して感受性
であるサイトカインｍＲＮＡで特に当てはまる。実際に血液回収の１時間後には既に末梢
血ＩＦＮ－γのｍＲＮＡレベルがおよそ５０％低減したことがこれまでに示された（Stor
deur et al., （2002） J. Immunol Meth. 261 :195）。全細胞溶解、及び同時に核酸析
出を誘導する、Ｃａｔｒｉｍｏｘ－１４（商標）（Qiagen, Westburg, Leusden, The Net
herlands）と呼ばれるカチオン性界面活性剤であるシュウ酸テトラデシルトリメチルアン
モニウム等の第４級アミン界面活性剤を用いて、これを回避することができる。本実施例
により、驚くべきことにＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅを用いて得られた核酸析出物を
グアニジウム／チオシアネート溶液中に溶解することができることが観察される。上記溶
液の例はｍＲＮＡ単離ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標）ＬＣキット（Roche Applied Scienc
e）で与えられる溶解緩衝液である。このことが、ＰＣＲ反応混合物の成分全ての自動調
製によるＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標）ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔの高い再現性及び正確性を
利用して、本発明者らにＰＡＸｇｅｎｅ（商標）ｔｕｂｅとＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ（商標
）ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔとを併用することを促した。
【０２１２】
　興味深いことに、本願の方法は、ｉｎ　ｖｉｖｏでのエンドトキシン抗原投与の際に全
血においてサイトカイン遺伝子誘導の検出に首尾よく適用され、これにより全身炎症反応
をモニタリングするのに本願の方法を用いることができることが実証された。ｉｎ　ｖｉ
ｖｏ抗原投与の後のＩＬ－１応答の一時的形質は血液へのＬＰＳのｉｎ　ｖｉｔｒｏ添加
後のＩＬ－１のｍＲＮＡの持続的増大とは対照的である。このことはｉｎ　ｖｉｖｏでの
ＬＰＳの迅速なクリアランスだけでなく、接着分子及びケモカイン受容体の上方調節に関
連する、ｉｎ　ｖｉｖｏでのサイトカイン産生細胞の再分布にも関連し得る。この全血に
おける方法の別の可能な適用は破傷風トキソイドをワクチン接種した個体においてｉｎ　
ｖｉｔｒｏで再び抗原投与した後で観察されるＩＬ－２のｍＲＮＡの明らかな誘導により
示唆されるような、ワクチン接種時のＴ細胞応答のモニタリングである。このことが細胞
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の単離が困難であり得る大規模なワクチン接種研究を、特に幾つかの新規のワクチンが評
価段階である発展途上国において良好な条件下で体系づけるのに特に興味深いものであり
得る。ワクチン試験におけるこの方法の適用性をさらに研究するために、Ｂ型肝炎に対す
る最初のワクチン接種の際のＴ細胞応答の読み出しとしてこの方法がすぐに試験されるで
あろう。
【０２１３】
　血液の開始容量とｍＲＮＡコピー数との間の直接的な相関関係（図３６）がこの方法を
用いた結果の発現にｍＲＮＡ濃度を測定することが絶対に必要であるわけではないことを
示唆している。しかしながら、試料容量の小さい変動によっても定量誤差が引き起こされ
る可能性があるため、β－アクチン等のハウスキーピング遺伝子の同時測定により測定さ
れるコピー数を補正することが好ましい。ハウスキーピング遺伝子の発現が刺激の或る特
定の条件下で変わり得るため、これは依然として最適なものではない。そのためｍＲＮＡ
抽出前に外部標準を試料に添加することが可能である。ＩＬ－２に関してＴ細胞の場合等
でサイトカインの細胞源が十分に確立されている場合、サイトカイン遺伝子のコピー数を
対応する細胞型、例えば後者の例ではＣＤ３において特異的に発現した遺伝子をコードす
るコピー数で補正するのが適切であり得る。同様に、様々な研究所で作製したデータの比
較を容易にするために、リアルタイムＰＣＲによるサイトカインｍＲＮＡ定量化のための
較正器の国際標準化を進展させるべきである。全血におけるサイトカインｍＲＮＡ測定は
新規のワクチン及び免疫療法の評価に要求される先天性の適応免疫反応のモニタリングに
有用である。
【０２１４】
実施例７：ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅでの自動化したｍＲＮＡ抽出及び試薬混合物調製：開始
生体材料の量と実測コピー数との間の直接的な相関関係
　本実施例で従う手順を図４０に要約する。システムの正確性を示すために、開始細胞数
でのｍＲＮＡコピー数の線形回帰を算出した（図４１）。ｍＲＮＡを様々な末梢血単核細
胞（ＰＢＭＣ）数（１０００００個～６０００００個の範囲の細胞、Ｘ軸）から抽出し、
β－アクチンｍＲＮＡに関して一工程ＲＴ－リアルタイムＰＣＲを、本実施例６の「材料
及び方法」の項に記載のように行った。この実験をβ－アクチン及びＴＮＦ－αのｍＲＮ
Ａに関してＰＢＭＣで（図４２、パネルＢ及びパネルＤ）、並びにβ－アクチンｍＲＮＡ
に関して全血で（図４２、パネルＡ）及びＣＤ４＋精製Ｔ細胞で（図４２、パネルＣ）繰
り返した。
【０２１５】
実施例８：癌免疫療法
　本実施例で従う手順を図４０に要約する。該方法を癌ワクチンにより誘導された免疫反
応のモニタリングに適用した。図４３、図４０及び図４１は黒色腫患者を用いてこの分野
で得られた結果を示している。
【０２１６】
実施例９：アレルギー
　本実施例で従う手順を図４０に要約する。それから該方法をアレルギーに適用した。関
連アレルゲンとのアレルギー性被験者の全血のｉｎ　ｖｉｔｒｏインキュベーションによ
り誘導された応答を、リアルタイムＰＣＲを用いたＩＬ－４のｍＲＮＡ定量化により分析
した。図４６、図４７、図４８及び図４９はこの分野で得られた結果を示している。
【０２１７】
実施例１０：自己免疫
　本実施例で従う手順を図４０に要約する。それから該方法を自己免疫に適用した。この
全血系を用いたＩＬ－２のｍＲＮＡ定量化を、グルタミン酸デカルボキシラーゼ６５（Ｇ
ＡＤ６５）に対するＴ細胞応答を評価するのに適用し、自己抗原は１型自己免疫糖尿病に
おける自己反応性Ｔ細胞の標的であった。図４０及び図４１はこの分野で得られた結果を
示している。
【０２１８】
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実施例１１：移植
　本実施例で従う手順を図４０に要約する。それから該方法を移植に適用した。アロ反応
性の非Ｔ細胞との全血インキュベーション後のリアルタイムＰＣＲによるＩＬ－２のｍＲ
ＮＡ定量化により、アロ反応性のＴ細胞応答をモニタリングする従来の混合リンパ球の反
応（ＭＬＲ）に対する代替手段が与えられる。図５２及び図５３はこの分野で得られた結
果を示している。
【０２１９】
　本発明はその詳細な説明と併せて説明されているが、上述の記載は例示的なものであり
、添付の特許請求の範囲により規定される本発明の範囲を限定するものとしては意図され
ないことを理解されたい。他の態様、利点及び変形は以下の特許請求の範囲内にある。
【０２２０】
表１．Ｑｉａｇｅｎ法とＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ抽出法との比較
１．１．　ＱｉａｇｅｎのｍＲＮＡ抽出法。同じ血液試料に由来する血液ｍＲＮＡを９回
抽出した。

【表１－１】

【０２２１】
１．２．　ＭａｇＮＡ　Ｐｕｒｅ　ＬＣ（キット＋機器）ｍＲＮＡ抽出法。同じ血液試料
に由来する血液ｍＲＮＡを９回抽出した。
【表１－２】

【０２２２】
表２．（リアルタイム）ＰＣＲ１のためのオリゴヌクレオチド
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【表２】

【０２２３】
１．完全な説明に関しては、Stordeur et al, J Immunol Methods, 259 （1-2）: 55-64,
 2002を参照されたい。
２．Ｆ、Ｒ及びＰはそれぞれ、フォワードプライマー及びリバースプライマー及びプロー
ブを示す。数字はＩＬ－２に関してはＧｅｎｅｂａｎｋアクセッション番号Ｘ０１５８６
及びＩＬ－４に関してはＮＭ＿０００５８９からの配列位置を示す。
３．フォワードプライマー（Ｆ）及びリバースプライマー（Ｒ）の最終濃度。
４．検量線を「従来の」ＰＣＲにより調製された段階希釈のＰＣＲ産物から作成し、これ
に関する特定条件は以下の通りであった：９５℃で２０秒の変性、５８℃で２０秒のアニ
ーリング及び７２℃で４５秒の伸長、全部で３５サイクル。ＭｇＣｌ２の最終濃度は１．
５ｍＭであった。
【０２２４】
表３．

【表３】
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【図１７】

【配列表】
2012505639000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成22年8月16日(2010.8.16)
【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】
　液体生体試料用のアッセイ装置（３０）であって、前記試料を第１の物質（２）及び対
照物質（３５）に、その後核酸安定化剤（５）に別々に曝露するのを容易にし、該装置が
、
　前記第１の物質（２）が存在する第１のコンパートメント（３２）と、
　前記対照物質（３５）が存在する第２のコンパートメント（３４）と、
　前記安定化剤（５）が存在する第３のコンパートメント（３６）と、
　生体試料管用の支持部（５２）と、
を含み、該コンパートメント（３２、３４、３６）の１つ又は複数が封止され、中空針に
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よる穿刺に好適な領域を１つ又は複数含む、アッセイ装置。
【請求項２】
　前記領域が再封止可能な隔壁（４０、４２、４６）である、請求項１に記載の装置。
【請求項３】
　移送チューブ（６０）と取り外し可能に接続するための支持部（５４、５６）をさらに
含み、該移送チューブがいずれか２つのコンパートメント間、又はコンパートメントと該
生体試料管との間での液体の移送に適した、両端に中空針（６２、６６）を備えた可撓又
は剛体な中空チューブ（６４）を含む、請求項１又は２に記載の装置。
【請求項４】
　請求項３で規定の該移送チューブ（６０）をさらに含む、請求項３に記載の装置。
【請求項５】
　移送チューブの一方の針（６２）が圧力チューブ（８８）の該中空針（８０）と平行配
置で接続され、該圧力チューブが片端に前記針（８０）を備えた可撓な中空チューブ（８
２）を含み、コンパートメント又は生体試料管に真空又は圧力を印加し、該移送チューブ
を通して液体を押し出すのに適している、請求項３又は４に記載の装置。
【請求項６】
　前記第１の物質（２）が前記第１のコンパートメント（３２）の内面の一部又は全てに
固定される、請求項１～５のいずれか一項に記載の装置。
【請求項７】
　コンパートメント（３２、３４、３６）の１つ又は複数が換気口を含む、請求項１～６
のいずれか一項に記載の装置。
【請求項８】
　第１のコンパートメント（３２）及び／又は第２のコンパートメント（３４）が陰圧下
にある、請求項１～７のいずれか一項に記載の装置。
【請求項９】
　第１のコンパートメント（３２）及び／又は第２のコンパートメント（３４）が既知の
容量の安定化剤をその中に分注するための表示を含む、請求項１～８のいずれか一項に記
載の装置。
【請求項１０】
　前記第１の物質（５）が免疫系抗原を１つ又は複数含む、請求項１～９のいずれか一項
に記載の装置。
【請求項１１】
　前記免疫系抗原がワクチン成分である、請求項１０に記載の装置。
【請求項１２】
　前記免疫系抗原が過剰アレルギー反応を誘発する抗原である、請求項１０に記載の装置
。
【請求項１３】
　前記免疫系抗原が組織適合抗原、細菌性ＬＰＳ、破傷風トキソイド、癌免疫療法抗原、
ＭＡＧＥ－３、ネコアレルゲン、Ｆｅｌｄ１、臓器提供者からの抗原提示細胞、自己抗原
、ＧＡＤ６５から選択される１つ又は複数である、請求項１０に記載の装置。
【請求項１４】
　前記安定化剤が細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の阻害因子である、請求項１
～１３のいずれか一項に記載の装置。
【請求項１５】
　細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の前記阻害因子がＰＡＸｇｅｎｅ（商標）又
はＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見られるものである、請求項１
４に記載の装置。
【請求項１６】
　液体生体試料を検査するキットであって、
　液体生体試料を受け取り、前記試料を第１の物質（２）に、その後核酸安定化剤に曝露
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するのに好適な容器（１）であって、前記容器が
　　ａ）前記容器（１）内に存在する第１の物質（２）、
　　ｂ）前記安定化剤（５）が存在するコンテナ（４、１２、１６）、
　　ｃ）前記容器（１）の内部と、前記コンテナ（４、１２、１６）の内部との間の接続
、
　　ｄ）前記接続を一時的に遮断する物理的障壁（２５、１５、１８）、
を含む容器と、
　液体生体試料を受け取り、前記試料を対照物質に、その後核酸安定化剤に曝露するのに
好適な対照容器（３７、３７’）であって、前記対照容器が
　　ａ）前記対照容器（３７、３７’）内に存在する対照物質（３５）、
　　ｂ）前記安定化剤（５’）が存在する対照コンテナ（４’、１２’、１６’）、
　　ｃ）前記対照容器（３７、３７’）の内部と、前記対照コンテナ（４’、１２’、１
６’）の内部との間の接続、
　　ｄ）前記接続を一時的に遮断する物理的障壁（１５’、１８’、２５’）、
を含む容器と、
を含み、該容器（１）及び／又は該対照容器（３７、３７’）がシリンジ針による穿刺に
好適な領域を１つ又は複数含む、キット。
【請求項１７】
　前記第１の物質（２）が前記容器（１）の内面の一部又は全てに固定される、請求項１
６に記載のキット。
【請求項１８】
　前記第１の物質（２）が固形担体に固定される、請求項１６に記載のキット。
【請求項１９】
　前記第１の物質（２）が液体である、請求項１６～１８のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項２０】
　前記第１の物質（２）が固体である、請求項１６～１８のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項２１】
　前記領域が再封止可能な隔壁である、請求項１６～２０のいずれか一項に記載のキット
。
【請求項２２】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７、３７’）がシリンジを受け、その中にある内容
物を前記容器（１）又は前記対照容器（３７、３７’）の内部に送るのに好適な取り付け
部を含む、請求項１６～２１のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２３】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７、３７’）がシリンジ針を受けるのに好適な取り
付け部を含む、請求項１６～２２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２４】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７、３７’）が容器からの気体／液体の流れを最小
限に抑え、液体生体試料を該容器へと流すことが可能な弁を含む、請求項１６～２３のい
ずれか一項に記載のキット。
【請求項２５】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７、３７’）が排出ガスを押し出すことができる手
段を含む、請求項１６～２４のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２６】
　容器（１）及び／又は対照容器（３７、３７’）が陰圧下にある、請求項１６～２５の
いずれか一項に記載のキット。
【請求項２７】
　項目ｄ）の物理的障壁（１５、１８、２５、１５’、１８’、２５’）が前記容器又は
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前記対照容器への物理的な力の印加により開放される、請求項１６～２６のいずれか一項
に記載のキット。
【請求項２８】
　前記力が開放手段を前記物理的障壁（１５、１８、２５、１５’、１８’、２５’）に
送る、請求項２７に記載のキット。
【請求項２９】
　前記力が前記物理的障壁（１５、１８、２５、１５’、１８’、２５’）を不可逆的に
開放する、請求項２７に記載のキット。
【請求項３０】
　前記容器（１）及び／又は前記対照容器（３７、３７’）が既知の容量の安定化剤をそ
の中に分注するための表示を含む、請求項１６～２９のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３１】
　前記第１の物質（２）が免疫系抗原を１つ又は複数含む、請求項１６～３０のいずれか
一項に記載のキット。
【請求項３２】
　前記免疫系抗原がワクチン成分である、請求項３０に記載のキット。
【請求項３３】
　前記免疫系抗原が過剰アレルギー反応を誘発する抗原である、請求項３０に記載のキッ
ト。
【請求項３４】
　前記免疫系抗原が組織適合抗原、細菌性ＬＰＳ、破傷風トキソイド、癌免疫療法抗原、
ＭＡＧＥ－３、ネコアレルゲン、Ｆｅｌｄ１、臓器提供者からの抗原提示細胞、自己抗原
、ＧＡＤ６５から選択される１つ又は複数である、請求項３０に記載のキット。
【請求項３５】
　前記安定化剤が細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の阻害因子である、請求項１
６～３４のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３６】
　細胞性のＲＮＡ分解及び／又は遺伝子誘導の前記阻害因子がＰＡＸｇｅｎｅ（商標）又
はＴｅｍｐｕｓ（商標）Ｂｌｏｏｄ　ＲＮＡ　Ｔｕｂｅに見られるものである、請求項１
６～３５のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３７】
　容器（１）及び対照容器（３７、３７’）の外部が単一体を形成するように連結する、
請求項１６～３６のいずれか一項に記載のキット。
【請求項３８】
　液体生体試料を検査するための請求項１～１５のいずれか一項に記載のアッセイ装置又
は請求項１６～３７のいずれか一項に記載のキットの使用。
【請求項３９】
　疾患を診断するために、作用因子でパルスした後、該生体試料において生物学的マーカ
ーのｉｎ　ｖｉｖｏ核酸レベルの変化をモニタリング／検出するため；又は化合物をスク
リーニングするために、作用因子でパルスした後、該生体試料において生物学的マーカー
のｉｎ　ｖｉｖｏ核酸レベルの変化をモニタリング／検出するため（前記化合物は疾患を
治癒する薬物の製造に用いられる）；又は真核細胞、原核細胞、ウイルス、ファージ、寄
生生物、薬剤（天然抽出物、有機分子、ペプチド、タンパク質、核酸）、治療薬物、ワク
チン及び移植物からなる群から選択され得る免疫調節化合物を検出／モニタリング／スク
リーニングするため；又は免疫状態を変えやすい薬剤／治療／ワクチンによる患者の治療
後のｉｎ　ｖｉｖｏ免疫学的応答をモニタリングするため；又は免疫系に影響を与える疾
患、例えば癌、自己免疫疾患、アレルギー、移植拒絶反応、ＧＶＨＤを診断／予後診断す
るため；又は被験者の免疫学的状態を変えることができる作用因子を同定するため；又は
被験者において免疫系に影響を与える臨床状態を変えることができる作用因子を同定する
ための請求項３８に記載の使用。
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【請求項４０】
　液体生体試料を含む生体試料管を該支持部（５２）に含む、請求項１～１５のいずれか
一項に記載のアッセイ装置（３０）を用いて、該液体生体試料を第１の物質（２）及び対
照物質（３５）に、その後核酸安定化剤（５）に別々に曝露する方法であって、
　ｉ）前記生体試料を該生体試料管から該第２のコンパートメント（３４）へと移す工程
、
　ｉｉ）前記生体試料を該生体試料管から該第１のコンパートメント（３２）へと移す工
程、
　ｉｉｉ）前記安定化剤（５）を該第３のコンパートメント（３６）から該第２のコンパ
ートメント（３４）へと移す工程、及び
　ｉｖ）前記安定化剤（５）を該第３のコンパートメント（３６）から該第１のコンパー
トメント（３２）へと移す工程、
を含む、方法。
【請求項４１】
　請求項１６～３７のいずれか一項に記載のキットを用いて生体試料をパルスする方法で
あって、該第１の物質がパルス剤であり、
　ｉ）生体試料を該容器（１）に導入する工程、
　ｉｉ）任意で前記容器（１）を撹拌する工程、
　ｉｉｉ）所定の期間後に核酸安定化剤を前記容器（１）に導入する工程、及び
　ｉｖ）生体試料中の核酸レベルを試験する工程、
を含む、方法。
【請求項４２】
　ａ）個体に予め免疫付与された抗原に対する該個体の免疫反応を試験するための（該パ
ルス剤が該抗原であり、該生体試料が前記個体から採取した血液試料であり、サイトカイ
ンｍＲＮＡのレベルを試験する）、又は
　ｂ）抗原に対する過剰アレルギー誘発性に関して個体を試験するための（該パルス剤が
該抗原であり、該生体試料が前記個体から採取した血液試料であり、ＩＬ－４のｍＲＮＡ
のレベルを試験する）、又は
　ｃ）臓器移植の拒絶反応に関して個体を試験するための（該パルス剤が該ドナーの組織
適合抗原であり、該生体試料が前記個体から採取した血液試料であり、ＩＬ－２のｍＲＮ
Ａのレベルを試験する）、
請求項４１に記載の方法。
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