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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
粘性の生体試料液中のＤＮＡを、容器に取付けたシラノール基を持ち、スルーポア及びメ
ソポアを有する３次元網目構造のモノリス構造体であって、硬度３０Ｈｋ以上１２０Ｈｋ
以下の耐圧性を有する分離体を通過させる過程により、捕捉し溶出、精製させるＤＮＡの
分離精製方法。
【請求項２】
前記生体試料液が血液、動物組織あるいは大腸菌培養液であることを特徴とする請求項１
記載のＤＮＡの分離精製方法。
【請求項３】
焼成することにより硬化させた前記モノリス構造体の分離体を用いることを特徴とする請
求項１又は２記載のＤＮＡの分離精製方法。
【請求項４】
ディスポーザル容器等の通液部に、シラノール基を有し、硬度３０Ｈｋ以上１２０Ｈｋ以
下のスルーポア及びメソポアを有する３次元網目構造のモノリス構造体の分離体を生成形
成あるいは融着固定させたことを特徴とするＤＮＡの分離精製機構。
【請求項５】
ウェルプレートの各穴にシラノール基を有し、硬度３０Ｈｋ以上１２０Ｈｋ以下のスルー
ポア及びメソポアを有する３次元網目構造のモノリス構造体の分離体を夫々設けたことを
特徴とするＤＮＡの分離精製機構。
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【請求項６】
試料の粘度に応じ、前記モノリス構造のスルーポア及び／またはメソポアのポアサイズを
制御可能とすることを特徴とする請求項４又は５記載のＤＮＡの分離精製機構。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＤＮＡなどの分離精製方法及び分離精製機構に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　ヒトの全遺伝子配列解読が完了し、ゲノム研究は従来の構造解析から病態と関連した遺
伝子の解明などの機能解析や、より具体的にターゲットを絞った創薬研究にその主流が移
行しつつある。
【０００３】
　これに伴い蓄積された遺伝情報（データーベース）をコンピュータで解析するバイオイ
ンフォマティクス(生命情報科学)の技術が急速に発達、活用されてきている。そのためSN
Ps解析(一塩基変異多型分析)、遺伝子発現解析では、生体試料からTemplate　DNAを分離
・精製することが必要となり、これまで以上の微量化、高性能化、効率化、高速化が求め
られている。
【０００４】
　微量の生体試料から大量Template　DNAを効率的に分離・精製する方法は未だ満足いく
ものが得られていないため、全血などの生体試料では、研究が制限されているのが現状で
ある。また、全血サンプル中の白血球数は年令、性別、免疫状態、その他の保存状態など
多くの要因により個体間でかなり変動し、ＤＮＡ回収量にも影響する。この変動により、
様々な白血球数をもつ全血サンプルから十分な量の高品質Template DNAを得るためには、
微量試料を再現性のある適応性の高い精製テクノロジーが必要とされている。
【０００５】
　生体試料からTemplate　DNAを分離・精製する方法としては、細胞溶解を行い、タンパ
ク質を酵素分解し低分子化する前処理後に、種々の方法が提案されている。例えば、低分
子化する前処理後、ガラス繊維フィルター上でカオトロピック物質の添加により、ＤＮＡ
を結合させ、次いで分離洗浄乾燥を経て溶離する単離方法が示されている。（非特許文献
１参照）
【０００６】
　又、ガラスパウダーを添加してＤＮＡをガラスパウダーに結合させ、遠心分離して、ガ
ラスパウダーを集め、洗浄、溶離し単離する方法が示されている（特許文献１、非特許文
献２、非特許文献３、非特許文献４参照）。
【０００７】
　又、複合性生物出発材料、カオトロピック物質及びシリカ又はその誘導体を含む核酸結
合性固相を混合し、 核酸を結合した固相を液体から分離し、洗浄し、核酸を溶離する方
法が提案されている（特許文献２参照）。
【０００８】
　カオトロピック試薬の存在下でＤＮＡやＲＮＡを吸着させる物理的メカニズムについて
は詳しくは明らかになっていないが、負に帯電した担体と、核酸との間にカチオン交換反
応が起こると考えられている。従って精製の効率は、担体表面と生体試料の接触の効率と
イコールと考えることができる。
【０００９】
　前記のどの担体を使用するにしろ、吸着させる担体を容器（カートリッジ、チップなど
）に保持し、その容器に生体試料を通液し、吸着バッファー液で担体に核酸を吸着させ、
その後洗浄液で核酸成分以外の夾雑物をカートリッジ外に追い出し、更にその後、溶出液
を通液して核酸成分をその液と共に取り出す手順が一般的である。
【００１０】
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　その他に、電気泳動やさまざまな抽出によってフラグメントＤＮＡをアガロースゲルか
ら精製することもよく行われるが、この方法は時間がかかり、得られたＤＮＡも極めて希
薄となり、塩や有機溶媒が含まれているため、更にエタノール沈殿で脱塩や濃縮する必要
が生じるものである。又、ゲル濾過精製テクノロジーのような従来法では、分子量の類似
した分子同士を分離することは非常に困難である。
【００１１】
　しかし、これらのどの方法も、生体試料からの効率の高い精製や微量成分の精製に最適
化されていないため高精製ができず目的を達成できなかったり、使い難いと言う欠点があ
り満足な結果が得られていない。
【００１２】
【特許文献１】特開昭５９－２２７７４４号公報
【特許文献２】特許第２６８０４６２号公報
【特許文献３】特表平８－５０１１３２１号公報
【非特許文献１】Nucleic Acids Research Vol.15 5507-5516(1987)
【非特許文献２】Pvoc. Natl. Acad.Sci.USA Vol.76,615-619.(1979)
【非特許文献３】Analytical Biochemistry Vol.121.382-387.(1982)
【非特許文献４】Molecular cloning: A Laboratory Manual 188-190.(1982)
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　生体試料の精製を行う場合に、タンパクの酵素分解による前処理や溶液を加えての沈殿
精製など、液を入れての取り扱いを行うため、液体を取り扱う容器が必需となる。当然使
用する容器は小さい方が、容器表面積が小さくなり微量成分の取り扱いに便利となる。移
し変えなど、使い勝手を考えると分離体をその容器に取り付ける工夫が必要である。その
意味で、従来から見られる使い捨てタイプの容器にシリカゲルビーズを充填したものやシ
リカゲル繊維などを編み込んだフィルターを容器に取り付けた精製用カートリッジは適し
ている。
【００１４】
　粒子タイプでは、粒子径、表面積、細孔径などを自由に選択でき、種々のマトリクスが
混在する種々の生体試料に対応できる利点がある。しかし、粒子をカートリッジ内に留め
るフィルターが必要となる。フィルター部分は、精製に関与できないため、精製効率が悪
くなる欠点がある。また、粒子空間を一定にできずバラツキは生じやすくなる。さらに粒
子の溶出の可能性もある。そのため、安定した高精製には使用できず満足できない。
【００１５】
　一方、粒子を使用するのでなく、シリカゲル繊維で編み込まれたフィルターを容器に取
り付けたカートリッジも提案されている。しかし、シリカゲル繊維などを網目状に織り込
んだフィルターでは、弾力性が生じてしまい液の含み方で容積が変化してしまう。また、
硬度が２０Ｈｋ以下であり変形し易く取り扱いも不便である。特に、マトリクスを多く含
む生体試料に適する遠心分離機を用いる場合には体積変化が顕著になり、生体試料では多
量のマトリクスが混在するため、最初は粘性が高く、精製が進むにつれて、粘性が低下す
る傾向がある。そのため、繊維フィルターなどの抵抗圧力変化で液の流れる空間が変化し
てしまう分離体では、粘性が変化する生体試料などには適さない。
【００１６】
　生体試料の精製には、液の流れる空間の変化が生じない固い分離体が必要とされる。重
要な事は、圧力に対する液が流れる空間の変化であるが、取り扱いを考えると硬度３０Ｈ
ｋ以上の分離体が望まれる。
【００１７】
　さらに、複雑な前処理を必要とする生体試料では、複数の工程が必要となり、その間に
分離体が劣化してしまう。通液だけで、これらの工程を簡単に行なう事は、従来のような
柔かい分離体では高い精製は望めない。
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【００１８】
　また、カートリッジに分離体をどのように留めるという点も、重要な観点となる。弾力
性のある樹脂製リングなどでこの固い分離体を容器等に留める方法は、一般的な精製にお
いては、大きな問題とはならない。しかし、生体試料の場合は精製度の低い初期段階では
粘性が高く、そのようなリングを取り付ける事は、液が通過する接液断面積を減らす事に
なり、適していない。血液などの微量成分を取り扱う場合には、精製を微量の場で行なう
事が必需となりリングを取り付ける部分も作れない。
【００１９】
　そのため、生体試料の精製には、フィルターや留めリングなどを用いない方法が適して
いる。繊維フィルターなどでは不可能だが、硬度３０Ｈｋ以上の固い分離体であれば、取
り扱いが簡便になり、融着や圧入などでカートリッジに簡単に取り付けられる。圧入は、
ボール盤の先に押し込み用のステンレス棒を取り付けて、樹脂製のカートリッジに分離体
を押し込む事によって簡単にできるが、遠心に耐えうる装着が必要となり、硬度１００Ｈ
ｋ以上の分離体が望まれる。
【００２０】
　しかし、容器等の分離体を圧入する方法の問題点としては、生体試料の精製の場合には
、ガラスや金属などの触媒作用が生じ易い容器は、避けられる事が多く、ポリエチレンや
ポリプロピレンなどの樹脂が使われる事が多くなってしまう。これらの容器では、熱収縮
を受け易く、１２０℃滅菌などを念入りに行なう必要のある生体試料である大腸菌からの
プラスミドＤＮＡ精製や生体試料からの微量成分から精製には、圧入しても加熱滅菌中に
外れてしまう事もあり得る。
【００２１】
　そのため、カートリッジ樹脂を超音波などの振動で、一部を溶解させ、その部分通用液
に分離体を融着する方法が適する事になる。分離体自身が、溶解しては分離体として意味
が無くなるので、加熱下でも変化が生じない分離体が必要となる。取り扱いが容易な硬度
３０Ｈｋ以上の耐熱性の分離体が望まれる。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
　これらの観点をすべて、満足させる分離体として、生体試料成分の精製分離体としてモ
ノリス構造体を提案する事ができる。
【００２３】
　モノリス構造体は、主に、ゾル－ゲル法で作成することができる。即ち、テトラメトキ
シシランなどの金属アルコキシドやトリメトキシシランなどの反応性有機モノマーなどを
単独または、混合して用いて、部分的に加水分解して、重縮合してコロイド状オリゴマー
を作り（ゾルの生成）、更に加水分解して重合と架橋を促進させ、三次元構造網目を作る
（ゲルの生成）ことで合成される。ゲル化は３００℃以上で行なうので、融着熱でも変性
する事が無い。
【００２４】
　また、ガラス分相によってもモノリス構造固相を作成できる。基本的には、ゾルーゲル
法からのモノリス構造の合成と同様の有効性があるが、ゾルーゲルモノリスよりもマクロ
細孔を大きく作る事ができるので、２次ミクロ細孔を内部表面に作る場合に有効である。
更に、ガラス分相は、その組成より耐アルカリ性が高く、アルカリ洗浄による再生が出来
ると言うメリットがある。
【００２５】
　分相化は、５００℃以上で行なわれるので、融着熱でも変性する事が無い。
【００２６】
　これらのモノリス構造体の作成方法は、ＨＰＬＣにおけるカラムとして種々報告されて
おり、２０Ｍｐａ以上の耐圧性はあり、再現良く作られる事は知られている。
【００２７】
　生体試料では粘性が高く、圧力をかけても流路変化が生じず再現性良い精製ができる事
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が重要であるが、当然耐圧性があるほど、高速で液を流す事が可能になり精製時間が早ま
る。１Ｍｐａ以上の耐圧性を持つモノリス構造体が推奨できる。このモノリス構造体は、
棒状に作成される事は知られており、それを機械的に切断し円盤状に切断する事で、本発
明の分離体として用いる事ができる。
【００２８】
　取り扱いが簡便な３０Ｈｋ以上の固さを持ち、かつ熱変性が生じず、生体試料の精製に
適している。さらに、このモノリス構造体を８００℃以上に焼成すると、骨格がガラス化
し硬度が１００Ｈｋ以上になり、圧入方法も使用できる事になる。
【００２９】
　また、ゾルゲル方法での作成では、自由な空間に作れるので、最初からカートリッジ等
の容器内に直接モノリス構造体を作る事もできる。
【００３０】
　微量生体試料用では、カートリッジチップの先端の小さな空間に作成できるので、特に
デッドボリュームが生じずに適している。
【発明の効果】
【００３１】
　これらのモノリス構造体はすべて、シラノールを持つ事になり、従来から知られている
ＤＮＡ精製方法がそのまま使用できる事になる。
【００３２】
　特に、生体試料成分を対象にする場合、目的の精製物によって粘度が異なり、液の流れ
のコントロールが重要であるが、モノリス構造体では液の流れるスルーポアを自由にコン
トロール生成できるので、生体試料の精製に適している。
【００３３】
　血液試料のような粘性の高い試料では１０μｍ以上のスルーポアが適している。また、
ゲル電気泳動で精製されたＤＮＡの精製ならば、１０μｍ未満のスルーポアでも行なえる
。モノリス構造体では、液の通り道であるスルーポア以外にメソ孔を同時にコントロール
する事ができる。生体試料である大腸菌から環状プラスミドＤＮＡの精製の場合では、ス
ルーポアの無いモノリス構造体が適している。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
　生体試料の精製に適したモノリス構造体１は、４０Ｈｋ以上の硬度を持ち熱安定性が高
いので、生体試料の精製に適した種々容器に融着や圧入する事で取り付けられる。血液な
どの採取量が限定される生体試料液を対象にする場合には、生体試料液の取り扱いに良く
使われる、図１（ａ）のようなピペットチップ２の先端に簡単に超音波融着ができる。そ
のため、図１（ｂ）の遠心チューブ３と組み合わせて（図１（ｃ））、遠心力で生体試料
液をモノリス構造体内を通液させ、各種バッファーによって精製しながら、高純度な微量
のゲノムＤＮＡを得る。
【００３５】
　さらに、多種の試料を同時精剤する場合には、９６ウェルプレート４（図２）や３８４
ウェルプレートなどの穴４１,４１…に夫々に自由にモノリス構造体の分離体４２,４２,
４２…を圧入や融着により設置することができる。この際、穴４１等の通液部４３に段部
４４を設けてモノリス構造体４２を受け留めることは推奨される。又ここでは、ピペット
、カートリッジ、遠心チューブ、ウェルプレート等の容器を総称してディスポーザル容器
とする。
【００３６】
　本発明の主旨は、モノリス構造体が固いため、目的に応じた器具に自由に、圧入や融着
などで取り付ける事で、遠心などの力でモノリス構造体内部に生体試料を流し、生体試料
の精製が行なえる事であり、これらの例の形や融着方法に限定されないが、上記のような
形態が最良である
【００３７】
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　また、ゾル－ゲル方法でのモノリス構造体では、ガラス表面を持つ空間の中ならば、自
由にモノリス体を作成する事ができる。融着や圧入しなくても、図１のような先にモノリ
ス体を形成させる事ができる。この場合にも液を流すため、圧力変化が生じ、耐圧性は必
要となりモノリス構造体になっていないと生体試料の精製には適用できない。
【００３８】
　全血では、遠心チューブに入れて、溶解・吸着溶液を加えて、７０℃、１５分間インキ
ュベーションして、ボルテックスで混和して、全血を溶解する。遠心をかけた後、上澄み
液をモノリスカラムにロードする。
【００３９】
　また、大腸菌培養液を遠心して、集菌して上清を捨て、沈殿物を別容器に回収する。次
に、ミキシングして細胞を懸濁する。次に、溶解液を加えて細胞の溶解する。さらに、中
和液を加えて転倒混和して中和する。次に、遠心した後、上澄み液をモノリスカラムにロ
ードする。
【００４０】
　これらのように、生体試料の場合では複雑な前処理工程が必要となる。その後に実際の
精製工程となる。これらの工程は、血液、動物組織や大腸菌培養液などの対象生体試料に
よって、加える希釈液や溶解液や方法も異なる。また、遠心沈殿における精製回数も異な
ってくる。当然この前処理工程は少ない方が良いが、実際の精製工程において不純物が存
在する事になり、液抵抗が増してしまう。固いモノリス構造体を用いた精製方法では、遠
心をかけても流路変化が無く、十分対応できる。
【実施例１】
【００４１】
　１μｌ酢酸を添加した７％ポリエチレングリコール水溶液２ｍｌに、テトラメトキシシ
ラン１ｍｌを、攪拌混合後、ポリカーボネート管に入れ両端をシールし、４０℃でゲル化
した。
【００４２】
　ポリカーボネート管の大きさを変える事で、自由な径のモノリス構造体を得る事ができ
る。
【００４３】
　０．１規程アンモニア水溶液で置換し、数時間熟成しエタノールで置換乾燥後に、６０
０℃に過熱し、スルーポア径３０μｍ、メソポア径１０ｎｍの３次元網目構造の外径０．
４ｍｍ径のシリカモノリス棒を得た。このモノリス棒を長さ１ｍｍに切断し、硬度４８Ｈ
ｋの分離体を得た。
【００４４】
　このモノリス分離体を１０μｌ容量の市販ピペットチップに先に入れ、超音波融着器so
nopet-１５０Bを用いて、０．２秒間押し込み、接触樹脂部を、超音波振動で溶解させ融
着した。図１のような形状とした。
【００４５】
　電子顕微鏡による写真を示す。隙間が無く融着できる事が実証された。（図３）融着に
よるモノリス構造体の損傷が無い事が確認できた。
【００４６】
　比較として、同じピペットチップの先に、ガラスウールを適量詰めたものを用意した。
ガラスウールタイプの物では、融着は先が潰れて、超音波融着はできずに、詰めただけと
した。
【００４７】
　両方のピペットチップ各６本にトリス緩衝液を１０μｌ入れて、３０００ｒｐｍで遠心
分離を行なったところ、ガラスウールタイプでは、６本中３本のガラスウールが抜けてし
まった。融着した物では、６本共抜ける事は無かった。
【００４８】
　同じように、生体試料である血液を５分の１に希釈して１０μｌ入れて、３０００ｒｐ
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ｍで遠心したところ、ガラスウールタイプでは６本中、６本ともガラスウールが抜けた。
モノリス構造体を融着した物では、６本とも抜ける事が無かった。
【００４９】
　さらに、同様に、１０，０００ｒｐｍで遠心を行なっても抜ける事が無く溶出液にモノ
リス構造体の破片は無かった。
【００５０】
　血液に代表される生体試料では粘性が高く、高遠心が必要とされる場合が多いが、モノ
リス構造体を超音波融着した物では、高遠心まで使用でき、かつ、破砕することも無い事
が確認できた。
【実施例２】
【００５１】
　１０μｌ市販ピペットチップで先１ｍｍのところまで、高純度パーヒドロポリシラザン
（東燃（株）製、高純度品）の２％キシレン溶液（ｇ／ｍｌ）を吸い、排出し空気中で８
０℃で２４時間乾燥した。
【００５２】
　この操作を５回繰り返して、ピペットチップの先１ｍｍ部分の表面に、石英膜を形成し
たピペットチップを得て、１２０℃で水蒸気滅菌を行なった。
【００５３】
　メチルトリメトキシシラン、共存物質としてのホルムアミドおよび触媒としての１ｍｏ
ｌ／ｌ硝酸水溶液をモル比で１：２．５：１．８の割合で混合した均一溶液を、上記処理
を行ったピペットチップ先端１ｍｍまで、吸い込み、先をシールテープで封をした。８０
℃でゲル化を行いピペットチップ先端１ｍｍ部分にモノリス構造体を作成した。
【００５４】
　スルーポア１５μｍのメソ孔の無いモノリス構造体が得られた。さらに必要に応じシリ
カ相を結合させる事により、メソ孔は作成でき、大きさは生体試料に適するように、コン
トロールできる。
【００５５】
　大腸菌によって作成される環状ＤＮＡでは、メソ孔の作成は必要無いが、今回は、血液
対象とするため、さらにシリカ相を形成させメソ孔を作成した。
【００５６】
　５％トリメトキシシラン硝酸水溶液を１ｍｍ部分に吸い込み、８０℃でゲル化する事で
、モノリス表面にシリカ相が形成され、実施例１と同じくメソ孔が得られた。
【００５７】
　ピペットチップ先端部分にモノリス構造体を作成したものを、実施例１と同様の方法で
遠心をかけたが、抜ける事がなく、生体試料を流して使用できる事が実証できた。
【実施例３】
【００５８】
　実施例１で作成したもの６本を、１２０℃で１時間滅菌した。サンプルチューブに新鮮
全血を１０μｌを入れ、分解・吸着バッファー（８Ｍグアニジンチオシアン酸、０．８Ｍ
酢酸カリウム）を２０μｌ加え、７０℃で１５分間インキュベーションして、ボルテック
スで混和し全血を溶解させた。
【００５９】
　従来方法では、粘性を下げるために、ＲＮＡ分解酵素、タンパク質分解酵素処理を行い
次工程に行くが、本方法では、固いモノリス構造体を融着しているため、粘性の高い生体
試料を流す事ができるため、これらの分解酵素を用いる必要が無い。この分解酵素は、Ｐ
ＣＲを阻害する事になり、これを用いないでも精製できる事は、重要なことである。
【００６０】
　次に、融着したモノリス固相カラムを遠心チューブにセットし、１０，０００ｒｐｍ遠
心を１分間行いモノリス構造体内を通して、ゲノムＤＮＡをモノリス構造体に濃縮捕集し
た。洗浄バッファー（０．５Ｍ酢酸カリウム、６０％エタノール）にて１分間遠心し、モ
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ノリス構造体内を流して洗浄した。
【００６１】
　次に、モノリス構造体をコレクションチューブにセットし、溶出バッファー（Ｔｒｉｓ
－ＨＣＩ１０ｍＭ、ｐＨ８）を１０μｌを加えて１０，０００ｒｐｍ遠心を１分間行いモ
ノリス内を通して精製ゲノムＤＮＡを溶出させた。
【００６２】
　それぞれの溶出液のA260／A280　が１．７以上である事が確認でき、その一部を取りゲ
ル電気泳動の結果も確認できた。７本の精製結果とも再現性良く精製できている事が確認
できた（図４　レーン１：ｐHYマーカー、レーン２～７：ＰＣＲ増幅産物再現性）。
【００６３】
　さらに、精製したゲノムＤＮＡを用いて、ヒト β-Globin の遺伝子配列（４０８ｂｐ
）をＰＣＲ増幅した。
【００６４】
　わずか５μｌの微量の血液試料からでも、本発明方法を用いて精製すると再現よくＰＣ
Ｒできる事が確認できた（図５　レーン１：ｐHYマーカー、レーン２～７：ＰＣＲ増幅産
物再現性）。
【００６５】
　また、ABI　Prism３７３０xlGeneticAnalyzerでシーケンスデータが確認できた（図６
）。短時間精製でも、実際の生体試料分析に十分適用できる事が判明した。
【実施例４】
【００６６】
　実施例２で作成したものを、１２０℃で1時間滅菌した。サンプルチューブに凍結血液
を３μｌ、６μｌ、９μｌ、１２μｌを入れ分解・吸着バッファー（６Ｍグアニジンチオ
シアン酸,０．８Ｍ酢酸カリウム）を各２倍量ずつ加え、７０℃で１５分間インキュベー
ションして、ボルテックスで混和し全血を溶解させた。
【００６７】
　次に、融着したモノリス固相カラムを遠心チューブにセットし、１０，０００ｒｐｍ遠
心を１分間行いモノリス構造体内を通して、ゲノムＤＮＡをモノリス構造体に濃縮捕集し
た。洗浄バッファー（０．５Ｍ酢酸カリウム,５０％エタノール）にて１分間遠心し、モ
ノリス構造体内を流して洗浄した。
【００６８】
　次に、コレクションチューブにセットし、溶出バッファー（ＲＮＡフリー水）を５μｌ
を加えて１０，０００ｒｐｍ遠心を１分間行いモノリス構造体内を通して溶出させた。
【００６９】
　それぞれの溶出液のA260／A280　が１．７以上である事が確認でき、ゲル電気泳動の結
果を確認した。微量の３μｌ～１２μｌまでの凍結血液でも、本発明方法を用いると簡単
に精製できる事が確認できた（図７　レーン１：全血３μｌ、レーン２：全血６μｌ、レ
ーン３：全血９μｌ、レーン４：全血１２μｌ）。
【実施例５】
【００７０】
　実施例１と同様に、ポリカーボネート管の径を大きくし、６ｍｍ径のシリカモノリス棒
を作成し、１．５ｍｍの厚さに切断した。これを図２のように、９６ウエルプレート各々
の穴に超音波融着器で融着した。
【００７１】
　実施例３と同様の方法で、２００μｌ新鮮血液から５０μｌの精製ゲノムＤＮＡを溶出
させた。
【００７２】
　ゲル電気泳動の結果、図８（M：分子量マーカー、１～４：本発明方法による再現性）
のように再現良く精製ゲノムＤＮＡが得られた。
【００７３】
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　その精製ゲノムＤＮＡを、Human　β‐globin 遺伝子１００ｂｐ、４００ｂｐのＰＣＲ
増幅を行なった結果、ＰＣＲされる事が確認でき、本発明の精製方法は精製度が高い事が
実証できた。図９（M：分子量マーカー、レーン１，２：１００ｂｐのＰＣＲ増幅産物、
レーン３，４：４００ｂｐのＰＣＲ増幅産物）に示す。
【実施例６】
【００７４】
　実施例４と同様の方法で、４００μｌ凍結血球から２００μｌの精製ゲノムＤＮＡを溶
出させた。ゲル電気泳動の結果、図１０（M：分子量マーカー、１～４：本発明方法によ
る再現性）のような精製ゲノムＤＮＡが得られた。
【００７５】
　その精製ゲノムＤＮＡを、Human　β‐globin 遺伝子７４０ｂｐのＰＣＲ増幅を行なっ
た結果、再現良くＰＣＲされる事が確認でき、本発明の精製方法は精製度が高い事が実証
できた（図１１（M：分子量マーカー、1～４：本発明方法で精製後のＰＣＲ増幅産物の再
現性））。
【実施例７】
【００７６】
　１μｌ酢酸を添加した７％ポリエチレングリコール水溶液２ｍｌに、テトラエトキシシ
ラン１ｍｌを、攪拌混合後、ポリカーボネート管に入れ両端をシールし、４０℃でゲル化
した。
【００７７】
　数時間熟成後しエタノールで置換乾燥後に、６００℃に過熱し、スルーポア径１０μｍ
、メソポアが無いノンポーラスの３次元網目構造の外径７ｍｍ径のシリカモノリス棒を得
た。このモノリス棒を長さ１ｍｍに切断し、硬度４２Ｈｋの分離体を得た。
【００７８】
　さらに、固さを増すため、１１５０℃で焼結させ、硬度１２０Ｈｋのモノリス構造分離
体を得た。ひじょうに固い、円盤状のメソ孔の無いスルーポア１０μｍのモノリス体を得
た。
【００７９】
　シリカモノリスは、高温で焼成する事で、液が流れる３次元網目構造の均一なスルーポ
ア骨格を残したまま、強固なモノリス体となる。より強固になるため、物理的な力による
圧入も可能となる。
【００８０】
　直立ボール盤の先に、外径５．５ｍｍのステンレス無垢棒を取り付けた。スピンタイプ
ディスポーザルカートリッジ５に強固なモノリス構造体５１を入れ、回転させずに下に動
かし、所定位置まで押し込み、図１２のようなスピンタイプディスポーザルカートリッジ
を得た。
【００８１】
　この強固なモノリス構造体では、特に複雑な処理が必要な生体試料成分に適している。
例えば、大腸菌からの環状プラスミドＤＮＡを精製は、細胞の懸濁、分解、中和処理後に
精製工程に入る。しかし、前工程や試料状況によっては、不溶物が残存し、遠心で液を流
す場合に急激な圧力変動が生じ易い。従来手法では、この大きな圧力変動によって、工程
中に分離体の劣化が起こる事もあった。また、通りを良くするためには、なるべく薄い精
製体の要求があるが、物理的に弱い精製体では困難である。本発明の焼成したモノリス構
造体は、ひじょうに固く、薄く作る事も十分可能である。
【００８２】
　固いモノリス構造体を用いる事で、このような複雑な前処理が必要とする生体試料の精
製も遠心などで、モノリス構造体に液を通すだけで簡単に行なえる。
【実施例８】
【００８３】
　生体試料である大腸菌培養液１ｍｌをサンプルチューブにとり、１０，０００ｒｐｍ、
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２秒間遠心し集菌後、上清を捨てる。沈澱物にＲＮＡ分解酵素および１０ｍＭのＥＤＴＡ
を含むトリスバッファー２５０μｌを加えボルテクスミキシングを行い、細胞を懸濁する
。次に、１％ラウリル硫酸ナトウムを含む水酸化カリウム水溶液を２５０μｌ加え混和す
る。さらに吸着バッファー（８Ｍグアニジンチオシアン酸、０．５Ｍ酢酸カリウム）を３
５０μｌ加え混和し中和する。その後１５，０００ｒｐｍで、５分間遠心後不溶物を沈殿
させる。
【００８４】
　実施例７のモノリス固相カラムを遠心チューブにセットし、上澄み液を１０，０００ｒ
ｐｍ遠心を１分間行い、モノリス内を通して、プラスミドＤＮＡをモノリスに濃縮捕集し
た。洗浄バッファー（０．３Ｍ酢酸カリウム、６５％エタノール）５００μｌを加えて、
１分間１０，０００ｒｐｍで遠心し、モノリス内を流して洗浄した。もう一度、洗浄バッ
ファー（０．５Ｍ酢酸カリウム、６０％エタノール）８００μｌを加えて、１分間１０，
０００ｒｐｍで遠心し、モノリス内を流して洗浄した。さらに、１分間１０，０００ｒｐ
ｍで空遠心を行いモノリス内の液を除いた。
【００８５】
　次に、コレクションチューブにセットし、溶出バッファー（ｐＨ８水溶液）２００μｌ
を加えて１０，０００ｒｐｍ遠心を１分間行い、モノリス内を通して溶出させた。
【００８６】
　溶出された精製プラスミドＤＮＡを電気泳動にて精製度を検査し、従来方法と比較した
。
【００８７】
　図１３は、大腸菌プラスミドＤＮＡ（環状ＤＮＡ）：ｐＱＥ　ｖｅｃｔｏｒｓ ６xＨｉ
ｓｔａｇ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓから精製環状ＤＮＡの電気泳動結果である。Ｍが分子量
マーカーで、１が本発明方法で、２が従来方法である。従来方法に比べて、本発明方法の
方が、４ｋｂの精製プラスミドＤＮＡが高い回収率で得られている事が判る。
【００８８】
　従来方法は、シリカゲルメンブレンフィルターを使用しているＱＩＡｐｒｅｐ Ｓｐｉ
ｎ Ｍｉｎｉｐｒｅｐ ｋｉｔ（キアゲン社）を用いて、キットに添付されている各種バッ
ファーを用いて、添付プロトコール通り行なった。
【００８９】
　柔かい従来のメンブレンフィルターを用いて精製する時間は、約２０分かかったが、固
いモノリス構造体を用いた方法では約１０分に短縮された。
【００９０】
　図１４は、大腸菌プラスミドＤＮＡ（環状ＤＮＡ）：ｐＵＣ１１９　ｖｅｃｔｏｒｓか
らの精製環状ＤＮＡの電気泳動結果である。Ｍが分子量マーカーで、従来方法が１で、本
発明方法が２である。従来方法に比べて、本発明方法の方が、３．７ｋｂの精製プラスミ
ドＤＮＡが高い精製度で得られている事が判る。
【００９１】
　これらのように、本発明の方法を用いると、生体試料である大腸菌から、環状プラスミ
ドＤＮＡを高い回収率で、高精製できる事が実証できた。
【図面の簡単な説明】
【００９２】
【図１】（ａ）本発明一実施例側面図（ｂ）本発明一実施容器側面図（ｃ）本発明同上使
用状態説明図
【図２】本発明－実施例斜面図
【図３】（ａ）図１の要部電子顕微鏡拡大説明図（ｂ）図３（ａ）の囲み部電子顕微鏡拡
大説明図
【図４】本発明実施例の電気泳動図
【図５】本発明実施例の電気泳動図
【図６】本発明実施例 シーケンスデーター
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【図７】本発明実施例の電気泳動図
【図８】本発明実施例の電気泳動図
【図９】本発明実施例の電気泳動図
【図１０】本発明実施例の電気泳動図
【図１１】本発明実施例の電気泳動図
【図１２】本発明実施例説明図
【図１３】本発明実施例の電気泳動図
【図１４】本発明実施例の電気泳動図
【符号の説明】
【００９３】
　　１　　モノリス構造体
　　２　　ピペット
　　３　　チューブ
　　４　　ウェルプレート
　　５　　カートリッジ

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６】 【図７】

【図８】
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【図９】

【図１０】

【図１１】

【図１２】

【図１３】

【図１４】
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