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(57)【要約】
　第一の温度のアルデヒド固定溶液を、第一の期間、組
織試料と接触させ、さらにアルデヒド固定溶液を、第一
の温度より高い第二の温度で、第二の期間、組織試料と
接触させる。第一の期間は、典型的には約１５分間～最
大約４時間であり、そして第一の温度は、典型的には０
℃より高く少なくとも１５℃までである。第二の温度は
、典型的には、約２２℃～約５５℃であり、そして第二
の期間は、約１時間～約４時間の範囲である。このプロ
セスを用いると、改善された組織形態およびＩＨＣ染色
が見られ、それと同時に、翻訳後修飾シグナルの優れた
保持が、室温プロトコルの２４時間と比較して、およそ
４時間で達成され、そしてさらに、形態および抗原保存
が観察される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織試料を固定するための方法であって：
　ａ）組織試料内に溶液を拡散させるのに十分な第一の温度で、そして第一の期間、第一
のアルデヒド溶液と組織試料を接触させ；そして
　ｂ）ａ）において得られた組織試料の温度を、迅速に第二の温度に増加させて、前記の
第二の温度で第二の期間処理する、ここで前記の第一の温度が約－２０℃～約１５℃であ
り、前記の第二の温度が約２２℃～少なくとも約５０℃であり、そして前記の第二の期間
が前記組織試料の翻訳後修飾シグナルを保持するのに十分である
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記組織試料の前記温度が、組織試料を前記の第二の温度に加熱することによって上昇
する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記組織試料の前記温度が、前記組織試料を前記の第二の温度の第二のアルデヒド溶液
内に水浸することによって上昇する、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　溶液がアルデヒド溶液または水である、請求項１～３のいずれか記載の方法。
【請求項５】
　第一の温度が約０℃～約１５℃である、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　アルデヒド溶液が３℃～約５℃の第一の温度である、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　第一の期間が約１５分間から最大約４時間の範囲である、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　第一の期間が約１時間～約２時間の範囲である、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　第二の温度が約３５℃～約４５℃である、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　第二の期間が１５分間より長く最大少なくとも約５時間である、請求項１記載の方法。
【請求項１１】
　第二の期間が約２時間～約３時間である、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　第二のアルデヒド溶液が第一のアルデヒド溶液と同じであるか、または第一のアルデヒ
ド溶液と異なる、請求項３記載の方法。
【請求項１３】
　アルデヒドが低次アルキルアルデヒドである、請求項１記載の方法。
【請求項１４】
　アルデヒドが、ホルマリン、グルタルアルデヒド、およびその組み合わせより選択され
る、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　組織を固定するための方法であって：
　組織試料を、０℃より高く約５℃までの第一の温度で、１５分間より長く、最大約４時
間である第一の期間、ホルマリン溶液内に浸漬し；そして
　組織試料を、約２２℃より高い第二の温度で、約１時間～約４時間の第二の期間、ホル
マリン溶液内に浸漬する
を含む、前記方法。
【請求項１６】
　第二の温度で、ホルマリン溶液内に組織試料を浸漬した後、一連のアルコール洗浄をさ
らに含む、請求項１５記載の方法。
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【請求項１７】
　０分間より長く、最大約３０分間のキシレン洗浄をさらに含む、請求項１６記載の方法
。
【請求項１８】
　組織を固定するための方法であって：
　ホルマリン溶液を、０℃より高く約５℃までの第一の温度で、組織試料に、約１５分間
より長く最大約４時間の第一の期間、適用し；そして
　組織試料の温度を、約２２℃より高い第二の温度に、約１時間～約４時間の第二の期間
、上昇させる
を含む、前記方法。
【請求項１９】
　請求項１の方法にしたがって産生される、固定組織試料。
【請求項２０】
　前記方法が、前記組織試料の翻訳後修飾シグナルを有意に保持する、請求項１記載の方
法。
【請求項２１】
　前記組織試料がＦＦＰＥ組織試料である、請求項１記載の方法。
【請求項２２】
　自動検出系において、固定組織試料を検出する工程をさらに含む、請求項１の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　[0001]開示する態様は、病理学的解釈のため、試料の続く染色および画像化のための組
織試料のアルデヒド固定、例えばホルマリン固定によって、組織試料をプロセシングする
ことに関する。
【発明の概要】
【０００２】
　背景
　[0002]ホルマリンは、半世紀に渡って、組織学的分野で用いられてきている。室温で用
いた場合、ホルマリンは組織切片内に拡散し、そしてタンパク質および核酸を架橋して、
それによって代謝を停止させ、生体分子を保持し、そしてパラフィン蝋浸潤のため組織を
準備する。実際には、ホルマリン固定は主に、室温またはそれより高い温度で行われる。
おそらく架橋速度が増加するであろうため、いくつかのグループは、わずかに上昇した温
度で固定を行う。熱が架橋速度を増加させるのと同様に、冷たいホルマリンは架橋速度を
有意に減少させる。このため、組織学者らは、典型的には、組織固定を室温またはそれよ
り高い温度で行う。いくつかのグループは、冷たいホルムアルデヒドを使用してきている
が、特殊な状況においてのみであり、そして組織を固定するためではない。例えば、ある
グループは、脂肪滴または他の特別な状況を調べるために冷たいホルマリンを用いる。
【０００３】
　[0003]ホルマリンに過少曝露されたかまたは過剰曝露されたかいずれかの組織において
、いくつかの影響が観察される。組織試料が十分に長期間ホルマリンで処理されていない
場合、組織を標準的組織プロセシングに供した際、組織形態は、典型的には非常に劣って
いる。例えば不適切に固定された組織において、組織が適切な架橋格子を形成する機会が
ないため、続いてエタノールに曝露すると、細胞構造が縮み、そして核が凝縮する。過少
固定された組織を、例えばヘマトキシリンおよびエオジン（Ｈ＆Ｅ）で染色すると、細胞
および組織構造間に多くの白い空間が観察され、核は凝縮し、そして細胞質は失われ、そ
して試料はヘマトキシリン染色によってピンクでそして不安定に見える。ホルマリンにあ
まりに長時間曝露されている組織は、続く免疫組織化学プロセスではよく働かず、これは
おそらく、核酸および／またはタンパク質変性および分解のためである。その結果、これ
らの組織に最適な抗原回収条件が適切に働かず、そしてしたがって、組織試料は過少染色
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されているように見える。
【０００４】
　[0004]適切な医学的診断および患者安全性のためには、染色前に組織試料が適切に固定
されている必要がある。したがって、組織試料の適切な固定に関して、腫瘍学者および病
理学者によって指針が確立されてきている。例えば、米国臨床腫瘍学会（ＡＳＣＯ）によ
れば、ＨＥＲ２免疫組織化学分析のための中性緩衝ホルマリン溶液中の固定時間に関する
現在の指針は、少なくとも６時間、好ましくはそれより長く、そして最大７２時間である
。顕著な分解が生じる前に、生物学的分子および組織形態をよりよく保存し、そしてかつ
可能な限り迅速に医療専門家および患者に正確な試験結果を提供するため、組織試料を迅
速に固定するためのプロセスを開発することが好適であろう。
【０００５】
　[0005]こうしたプロセスは、翻訳後修飾シグナルを保持するために特に重要である。タ
ンパク質の翻訳後修飾は、細胞代謝において、非常に重要な役割を果たす。例えば、タン
パク質のリン酸化は、細胞周期調節、複製、転写および翻訳などの、多くの細胞機能を制
御する。ユビキチン化のような他の修飾は、分解に関してこれらのタンパク質をターゲテ
ィングし、そして細胞機能に関して顕著な効果を有することも可能である。不運なことに
、細胞がこれらの修飾のいくつかの調節を失うと、細胞増殖が生じ、そして癌が発生する
。実際、大部分の癌経路は、現在、リン酸化カスケードと一体として関連づけられており
、このカスケードは最終的に、細胞を不死化させ、そして癌性と判断させるようにする。
研究者および企業には、特定の癌タイプを診断し、そして／または治療転帰を予測する方
法として、特定の修飾が癌中に存在するかどうかを理解することが非常に重要であろう。
【０００６】
　[0006]不運なことに、現在存在する方法は、典型的には、室温で長期間固定し、そして
プロセシングすることを必要とし、タンパク質修飾を保持するのに優れてはいない。タン
パク質の修飾シグナルを失う問題に関して、過去、多くの研究者が取り組んできており、
例えば、ホスファターゼ作用の停止、例えばＭｉｌｌｉｐｏｒｅ（キナーゼ阻害剤カクテ
ル、カタログ番号２０－１１６）、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（停止ホスファ
ターゼ阻害剤カクテル、カタログ番号７８４２０）がある。
【０００７】
　[0007]産業において、他の研究者は、修飾酵素の作用を停止するため、迅速凍結法を開
発してきている（Ｌａｗｓｏｎら　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　
ｃｒｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔｓ　ａｓ　ｓｉｎｇｌｅ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ　ａｎｄ　
ｃｏｃｋｔａｉｌ　ｖｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ，　２０１１，　
第６２巻，　第２号，　１１５－１２２ページ）。迅速凍結法は、一般的に、移植のため
に全臓器を保存する必要がある場合に適用され、そしてＤＭＳＯまたは糖を含む。不運な
ことに、迅速凍結は、最初にこうした酵素の作用を遅らせる可能性もあるが、試料の融解
に際して、その作用を阻害しない。これらのアプローチはすべて、様々な限界を有する。
【０００８】
　[0008]上記アプローチは、拡散特性が劣っているため、または固形組織においてホスフ
ァターゼ阻害剤の大部分は有効性がないため、主に、組織抽出物または細胞株における修
飾酵素の阻害に有用である。より大きな分子の阻害剤、例えばタンパク質は、非常に低い
拡散速度を有するであろう。より小さい分子、例えばオルトバナジン酸塩は、より高い拡
散速度を有するが、限定された特異性を持ち、そしてすべてのホスファターゼに対して非
常に有効なわけではない。現在、固形組織試料において、修飾酵素の作用を有効に停止す
る、普遍的で実行が容易な方法は、利用可能ではない。したがって、組織形態、タンパク
質構造、および／または翻訳後修飾シグナルを保持する際に優れた特質を持つ新規組織固
定法を開発することが、当該技術分野において望ましい。
【０００９】
　概要
　[0009]本発明は、組織を固定するための方法に関する。典型的な態様において、方法は
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、組織形態、タンパク質構造および／または翻訳後修飾シグナルを保持する優れた品質を
提供する。
【００１０】
　[0010]特定の開示する態様は、組織試料の、ホルマリン固定によって例示されるアルデ
ヒド固定のための方法であって、アルデヒド溶液および組織試料を、第一の期間および第
一の温度で、適用するか、浸漬するかまたは別の方式で接触させて、そして次いで、組織
試料の温度を第一の温度より高い第二の温度に、第二の期間、上昇させる行程を含む、前
記方法に関する。
【００１１】
　[0011]アルデヒド溶液および組織試料を、典型的には、第一の温度で、アルデヒド溶液
が実質的に組織試料の全横断面全体に拡散するのを可能にするのに有効な期間、接触させ
る。
【００１２】
　[0012]組織試料の第二の温度は第一の温度より高い。組織試料温度の上昇は、組織試料
温度の迅速で素早いまたはさらに突然の、第二の温度への上昇を含んでもよい。試料温度
の上昇は、架橋を増加させながら、一方でなお根底にある試料反応性を保持するために行
われる。あるいは、組織試料の第二の温度への上昇は、組織試料を第二の温度の溶液中に
浸漬することによって達成可能であり、ここで溶液は同じかまたは異なるアルデヒド溶液
であってもよい。第二の温度は典型的には周囲より高く、より典型的には約２２℃より高
く、さらにより典型的には約２２℃より高く、少なくとも約５０℃であり、そしてさらに
より典型的には、約２２℃より高く約４５℃までである。第二の期間は、内因性分子およ
び構造の実質的に完全な架橋が起こるのを可能にするのに有効である。第二の期間は多様
であることも可能であるが、典型的には１５分間より長く、最大少なくとも約５時間であ
り、典型的には約１時間～約４時間であり、そしてさらにより典型的には約２時間～約３
時間である。温度を上昇させるのに用いる速度および方法は、翻訳後修飾シグナルの最適
な保持が達成されるように設計される。
【００１３】
　[0013]第一の期間は、組織の厚さに応じて多様でありうるが、４ｍｍまでの厚さのＡＳ
ＣＯ　ＣＡＰガイドラインに関して、典型的には約１５分間から最大４時間の範囲であり
、より典型的には１５分間より長く、約３時間までであり、そしてさらにより典型的には
、約１時間～約２時間である。より厚い試料に関しては、第一の期間は拡散速度によって
指示されるであろうことが認識される。第一の温度は、少なくとも－２０℃～約１５℃で
あり、典型的には少なくとも０℃～約１５℃であり、より典型的には少なくとも０℃～約
１０℃であり、そしてさらにより典型的には約３℃～約５℃である。
【００１４】
　[0014]方法の特定の態様は、第一の温度で第一のアルデヒド溶液を組織試料に適用し、
その後、第二のアルデヒド溶液を組織試料に適用する工程を含む。第二のアルデヒド溶液
は、第一のアルデヒド溶液と異なっていてもよい。例えば、溶液は、異なる濃度であって
もよいし、または第二のアルデヒド溶液は、第一のアルデヒドと異なるアルデヒドを含ん
でもよい。アルデヒドは典型的には低次アルキルアルデヒド、例えばホルムアルデヒド、
グルタルアルデヒド、またはその組み合わせである。
【００１５】
　[0015]本発明の１つの開示される例示的な態様は、組織試料を、０℃に等しいかまたは
それより高い温度から、最大５℃を超えない温度で、１５分間より長く最大約４時間の第
一の期間、ホルマリン溶液内に浸漬する工程を含む。次いで、組織試料を、約２２℃より
高く、最大少なくとも４５℃の第二の温度で、約１時間～約４時間の第二の期間、ホルマ
リン溶液内に浸漬する。ホルマリン溶液は、一般的に１０％ＮＢＦである。これらのプロ
セシング工程には、典型的には、一連のアルコール洗浄が続き、さらに０分間より長く、
最大少なくとも約３０分間まで、あるいは約１時間、約２時間、約３時間または約４時間
、清浄化溶液洗浄、例えばキシレン洗浄が続く。次いで、ワックスを組織試料に適用して
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、ワックス含浸ブロックを形成する。
【００１６】
　[0016]現在理解されるように、現在まで、組織固定の品質を増加させるために、冷却お
よび加熱固定剤アプローチを用いたものはいなかった。操作の理論によって束縛されるこ
となく、現在、減少した温度では、非常にわずかの架橋しか起こらないが、固定溶液は実
質的にすべての組織切片内に浸透すると考えられる。さらに、代謝または酵素プロセスが
劇的に減少する可能性もある。ひとたび拡散したら、温度を迅速に上昇させ、ここで架橋
動力学が非常に増加する。このプロセスを用いて、いくつかの態様において、高品質の組
織形態および当該技術分野に知られるＩＨＣ染色が、室温プロトコルの２４時間に比較し
て、およそ４時間で達成されてきている。さらに、固定溶液は実質的に試料内に拡散して
いるため、より均一な形態および抗原保持が観察される。このプロトコルは、組織試料内
への固定剤溶液の拡散を可能にするが、架橋を最小限にする第一のプロセス工程、および
開示する作業態様においては、典型的には組織試料を固定するために用いられる期間中、
架橋速度を増加させる第二のプロセス工程に、固定プロセスを分離する点で、先行技術と
は異なる。
【００１７】
　[0017]典型的な態様において、方法は、例えば少なくとも３０％、５０％、７０％、ま
たは９０％の翻訳後修飾シグナルを保持することによって、組織試料中のタンパク質の翻
訳後修飾シグナルを有意に保持する。本発明の組織固定法は、翻訳後修飾シグナルを破壊
する酵素活性を有意に停止することも可能であり、例えばホスファターゼの酵素活性を停
止する。
【００１８】
　[0018]別の典型的な態様において、方法は、例えば少なくとも３０％、５０％、７０％
、または９０％の翻訳後修飾シグナルを保持することによって、組織試料中のタンパク質
のシグナルを有意に保持する。本発明の組織固定法は、タンパク質を分解する酵素活性を
有意に停止することも可能であり、例えばプロテアーゼの酵素活性を停止する。
【００１９】
　[0019]１つの例示的な態様において、ホルムアルデヒド固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ
）組織試料を用いる。本方法は、ＦＦＰＥ組織から修飾状態を保持するため、存在する試
みに勝るいくつかの利点を提供する。該方法は、組織学実施において広く用いられている
標準的ホルマリン溶液を用いる。冷たい工程は、冷たいホルマリンの後の加熱ホルマリン
からなる、単純な方式で実行可能である。本発明は、当該技術分野において初めて、ＦＦ
ＰＥ組織中の修飾状態の保持を達成する。本技術は、存在する固定法より迅速であり、そ
して組織標本の転換時間を有意に減少させ、そして情報フローを改善する。
【００２０】
　[0020]別の態様は、自動検出系において、本発明の方法にしたがって固定された組織試
料を検出する工程を含む、自動検出法に関する。
　[0021]要約すると、本方法は、当該技術分野に存在する方法に勝る、少なくとも３つの
改善点を提供する。第一に、ホルマリンが低温環境において組織切片内に浸透することを
可能にすることによって、酵素活性を有意に減少させることが可能である。第二に、組織
試料温度を迅速に上昇させることによって、架橋動力学を増加させることにより、細胞構
成要素は、室温で観察されるであろうよりもより迅速にその場所に「ロック」される。こ
の組み合わせによって、この技術は存在する方法よりも優れたものとなり、そして初めて
、ＦＦＰＥ組織において、修飾状態を保持することが可能になる。第三に、これは、非常
に多様な修飾状態および酵素に適用可能であると考えられる一般的な方法に相当する。他
の方法は、特定のセットの修飾酵素をターゲットとする一方、この方法は、迅速にすべて
の修飾酵素を無効にし、そしてしたがって、代表的な室温法よりもはるかに優れた一般的
な細胞状態を保持する。本発明は、生体分子の特定のセットまたは特定の翻訳後修飾を含
有する生体分子に限定されないため、この方法は、任意の生体分子または修飾状態の保持
のための一般的な方法に相当すると考えられる。したがって、本発明は、高品質の多量の
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生体分子および特定の翻訳後修飾を含有する生体分子を保持可能である。
【００２１】
　[0022]前述のおよび他の本発明の目的、特徴および利点は、付随する図に言及して進行
する、以下の詳細な説明からより明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２２】
【図１】[0023]図１Ａ～１Ｄは、異なる期間（それぞれ０、２、４および２４時間）、サ
イクリンＤ１とともに処理した組織試料のデジタル顕微鏡画像であり、固定状態が、抗体
を用いて得られる染色結果の強度に対して有する影響を例示する。
【図２】[0024]図２Ａ～２Ｄは、異なる期間（それぞれ０、２、４および２４時間）、ｂ
ｃｌ－２とともに処理した組織試料のデジタル顕微鏡画像であり、固定状態が、抗体を用
いて得られる染色結果の強度に対して有する影響を例示する。
【図３】[0025]図３Ａ～３Ｆは、異なるプロセシングプロトコルにしたがって処理した組
織試料のデジタル顕微鏡画像であり、１０％中和緩衝ホルマリン溶液に、１０分間、３０
分間および６０分間、前浸漬した組織試料（それぞれ、Ａ～Ｃ、およびＤ～Ｆ）を、ｂｃ
ｌ－２、ジアミノベンジジンおよびヘマトキシリン試薬で処理した際、染色品質が増加す
ることを例示する；図３Ａ～３Ｃは、前浸漬せず、そして１０％中和緩衝ホルマリン溶液
で４０℃で処理して得られた画像であり；図３Ｄ～３Ｆは、１０％中和緩衝ホルマリン溶
液に４℃で２時間、前浸漬し、その後、１０％中和緩衝ホルマリン溶液で４０℃で固定し
；そして図３Ｇおよび３Ｈは、それぞれ図３Ｃおよび３Ｆに示す領域を引き延ばしたもの
である。
【図４】[0026]図４Ａ～４Ｂは、図３Ｃおよび３Ｆに示す領域をさらに大きくしたデジタ
ル顕微鏡画像である。
【図５】[0027]図５は、３５℃、４０℃、４５℃、および５０℃の１０％中和緩衝ホルマ
リン溶液で、０．５～６時間の異なる期間、組織試料を処理することによって得られた組
織形態結果の図式提示である。
【図６】[0028]図６は、３５℃、４０℃、４５℃、および５０℃の１０％中和緩衝ホルマ
リン溶液で、０．５～６時間の異なる期間処理した組織試料を用いたｂｃｌ－２免疫組織
化学分析によって得られた抗原性結果の図式提示である。
【図７】[0029]図７は、前浸漬しそして浸漬せずに処理し、そして３５℃、４０℃、４５
℃、および５０℃の１０％中和緩衝ホルマリン溶液で、０．５～６時間の異なる期間処理
した組織試料を用いたｂｃｌ－２免疫組織化学分析によって得られた抗原性結果の図式提
示である。
【図８】[0030]図８は、前浸漬しない対照と比較した、多様な前浸漬時間でプロセシング
した組織試料の抗原性および組織形態結果の図式提示である。
【図９】[0031]図９は、前浸漬しない対照と比較した、多様な前浸漬時間でプロセシング
した組織試料の抗原性および組織形態結果の図式提示である。
【図１０】[0032]図１０は、前浸漬しない対照と比較した、多様な前浸漬時間でプロセシ
ングした組織試料の抗原性および組織形態結果の図式提示である。
【図１１】[0033]図１１Ａ～Ｅは、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対するｐＡＫＴに関する染
色の顕微鏡画像である。
【図１２】[0034]図１２Ａ～Ｄは、ホスファターゼ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）処理を伴うま
たは伴わない、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対するｐＡＫＴに関する染色の顕微鏡画像であ
る。
【図１３】[0035]図１３Ａ～Ｂは、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を有するヒト乳房に対す
るｐＡＫＴに関する染色の顕微鏡画像である。
【図１４－１】[0036]図１４Ａ～Ｄは、熱変性下での、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対する
ｐＡＫＴに関する染色の顕微鏡画像である。
【図１４－２】[0037]図１４Ｅは、熱変性の異なる条件下での、Ｃａｌｕ－３異種移植片
に対するｐＡＫＴに関する陽性染色の定量的分析の図式提示である。



(8) JP 2014-505890 A 2014.3.6

10

20

30

40

50

【図１５】[0038]図１５Ａ～Ｅは、試料を除去した後の翻訳後シグナルの分解を示す、Ｃ
ａｌｕ－３異種移植片に対するｐＡＫＴに関する染色の顕微鏡画像である。
【図１６－１】[0039]図１６Ａ～Ｉは、ヒト結腸癌に対するホスホマーカーに関する染色
の顕微鏡画像である。
【図１６－２】[0040]図１６ＪおよびＫは、異なる固定条件下での、正常および癌腫細胞
におけるｐＡＫＴまたはｐＰＲＡＳ４０に関する陽性染色の定量的分析の図式提示である
。
【図１７】[0041]図１７ＡおよびＢは、ヒト非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）におけるｍｉＲ
ＮＡの保持に関する染色の顕微鏡画像である。
【図１８】[0042]図１８ＡおよびＢは、ヒト非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）におけるＤＮＡ
の保持に関する染色の顕微鏡画像である。
【図１９】[0043]図１９Ａ、ＢおよびＣは、ヒト結腸癌に対するＨｉｆ１αの保持に関す
る染色の顕微鏡画像である。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　[0044]Ｉ．略語、用語および序論
　[0045]別に記載しない限り、技術用語は慣用的用法にしたがって用いられる。分子生物
学における共通の用語の定義は、Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，　Ｇｅｎｅｓ　ＶＩＩ
，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ刊行，　２０００（ＩＳＢＮ　０
１９８７９２７６Ｘ）；　Ｋｅｎｄｒｅｗら（監修），　Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄ
ｉａ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｐｕｂｌｉ
ｓｈｅｒｓ刊行，　１９９４（ＩＳＢＮ　０６３２０２１８２９）；およびＲｏｂｅｒｔ
　Ａ．　Ｍｅｙｅｒｓ（監修），　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅ
ｎｃｅ，　Ｗｉｌｅｙ，　Ｊｏｈｎ　＆　Ｓｏｎｓ，　Ｉｎｃ．刊行，　１９９５（ＩＳ
ＢＮ　０４７１１８６３４１）；および他の類似の参考文献に見られうる。
【００２４】
　[0046]本明細書において、単数形の用語「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」には、文
脈が明らかに別に示さない限り、複数の指示対象が含まれる。同様に、単語「または（ｏ
ｒ）」には、文脈が明らかに別に示さない限り、「および（ａｎｄ）」が含まれると意図
される。また、本明細書において、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ）」は、その法的に
許容される定義および方式で用いられ、そして本明細書の何ものも、こうした意味を変化
させるよう意図されない。核酸またはポリペプチドまたは他の化合物に関して提供される
すべてのヌクレオチドサイズまたはアミノ酸サイズ、およびすべての分子量または分子質
量値は、およそのものであり、そして説明のため提供されることが、さらに理解されるも
のとする。本明細書に記載するものと類似のまたは同等の方法および材料を、本開示の実
施または試験において用いてもよいが、適切な方法および材料を以下に記載する。矛盾す
る場合は、用語の説明を含めて、本明細書が統制するであろう。さらに、材料、方法およ
び実施例は、例示のみであり、そして限定することを意図しない。
【００２５】
　[0047]この開示の多様な例の概説を容易にするため、略語および特定の用語の以下の説
明を提供する：
　[0048]Ｈ＆Ｅ：ヘマトキシリンおよびエオジン染色。
【００２６】
　[0049]ＩＨＣ：免疫組織化学。
　[0050]ＩＳＨ：ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション。
　[0051]ＮＢＦ：中和緩衝ホルマリン溶液。
【００２７】
　[0052]アルデヒド：本発明の目的のため、用語「アルデヒド」は、アルデヒドを含有す
る固定剤の架橋タイプを指す。アルデヒドを含有する架橋性固定剤の多くの例が、ブアン
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、グリオキサール、亜鉛－ホルマリン、酸性ホルマリン（ＡＦＡ）およびグルタルアルデ
ヒドを含めて、組織学においては一般的である。
【００２８】
　[0053]アルキル：飽和脂肪族鎖。
　[0054]動物：生存多細胞脊椎動物生物、例えば哺乳動物および鳥類を含むカテゴリー。
用語、哺乳動物には、ヒトおよび非ヒト哺乳動物両方が含まれる。同様に、用語「被験体
」には、ヒトおよび獣医学的被験体、例えばヒト、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ウマ、お
よびウシが含まれる。
【００２９】
　[0055]抗体：「抗体」は、集合的に、免疫グロブリンまたは免疫グロブリン様分子（例
えば、そして限定なしに、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ、その組み合わ
せ、ならびに任意の脊椎動物において、例えばヒト、ヤギ、ウサギおよびマウスなどの哺
乳動物において、免疫反応中に産生される類似の分子を含む）、および関心対象の分子（
または関心対象の非常に類似の分子の群）に、他の分子への結合を実質的に排除するほど
、特異的に結合する抗体断片（例えば、生物学的試料中の他の分子に関する結合定数より
も、少なくとも１０３Ｍ－１大きく、少なくとも１０４Ｍ－１大きく、または少なくとも
１０５Ｍ－１大きい、関心対象の分子に対する結合定数を有する抗体および抗体断片）を
指す。
【００３０】
　[0056]より具体的には、「抗体」は、抗原のエピトープを特異的に認識し、そして結合
する、軽鎖または重鎖免疫グロブリン可変領域を少なくとも含む、ポリペプチドリガンド
を指す。抗体は、重鎖および軽鎖で構成され、その各々は、可変重鎖（ＶＨ）領域および
可変軽鎖（ＶＬ）領域と称される可変領域を有する。総合すると、ＶＨ領域およびＶＬ領
域は、抗体によって認識される抗原の結合に関与する。
【００３１】
　[0057]抗原：特異的体液性または細胞性免疫の産物、例えば抗体分子またはＴ細胞受容
体によって特異的に結合可能である化合物、組成物、または物質。抗原は、例えばハプテ
ン、単純中間代謝物、糖（例えばオリゴ糖）、脂質、およびホルモン、ならびに複雑な炭
水化物（例えば多糖）、リン脂質、核酸およびタンパク質などの巨大分子を含む、任意の
タイプの分子であってもよい。抗原の一般的なカテゴリーには、限定されるわけではない
が、ウイルス抗原、細菌抗原、真菌抗原、原生動物および他の寄生虫抗原、腫瘍抗原、自
己免疫疾患、アレルギーおよび移植片拒絶に関与する抗原、毒素、ならびに他の種々の抗
原が含まれる。１つの例において、抗原は、バチルス属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）抗原、例え
ばγＰＧＡである。
【００３２】
　[0058]エピトープ：抗原決定基。これらは、抗原性であり、すなわち特異的免疫反応を
誘発する、分子上の特定の化学基、あるいは連続または不連続ペプチド配列である。抗体
は、特定の抗原性エピトープに結合する。
【００３３】
　[0059]ホルマリン：生物学的標本の保持に一般的に用いられる、水中のホルムアルデヒ
ドの商業的溶液。固定剤として用いられるホルマリンは、典型的には１０％中性緩衝ホル
マリン（ＮＢＦ）であるが、他の溶液濃度もまた使用可能である。したがって、有用なホ
ルマリン固定濃度は、典型的には０％より高く、最大少なくとも２０％であり、より典型
的には５％から最大１５％であり、本発明の特定の開示する作業態様は、組織試料を固定
するために１０％ＮＢＦ溶液を用いている。
【００３４】
　[0060]ハプテン：特異的に抗体と組み合わせ可能であるが、典型的にはキャリアー分子
との組み合わせがなければ、免疫原性であることが実質的に不可能である、分子、典型的
には小分子。
【００３５】
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　[0061]免疫反応：刺激に対する免疫系の細胞、例えばＢ細胞、Ｔ細胞、マクロファージ
または多形核細胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅｏｃｙｔｅ）の反応。免疫反応には
、宿主防御反応に関与する体の任意の細胞、例えばインターフェロンまたはサイトカイン
を分泌する上皮細胞も含まれる。免疫反応には、限定されるわけではないが、生得的免疫
反応または炎症が含まれる。
【００３６】
　[0062]単離：「単離」微生物（例えばウイルス、細菌、真菌、または原生動物）は、異
なるタイプ、株、または種の微生物から実質的に分離されるかまたは精製されている。微
生物は、連続希釈および培養を含む、多様な技術によって単離されうる。
【００３７】
　[0063]「単離」生物学的構成要素（例えば核酸分子、タンパク質または細胞小器官）は
、該構成要素が天然に存在する生物の細胞における他の生物学的構成要素、例えば他の染
色体および染色体外ＤＮＡおよびＲＮＡ、タンパク質、および細胞小器官から実質的に分
離されるかまたは精製されている。「単離」されている核酸およびタンパク質には、標準
的精製法によって精製された核酸およびタンパク質が含まれる。該用語はまた、宿主細胞
における組換え発現によって調製された核酸およびタンパク質、ならびに化学的に合成さ
れた核酸またはタンパク質、あるいはその断片も含む。
【００３８】
　[0064]低次アルキル：１～１０の炭素原子を含有する飽和脂肪族鎖。
　[0065]哺乳動物：この用語には、ヒトおよび非ヒト哺乳動物の両方が含まれる。同様に
、用語「被験体」には、ヒトおよび獣医学的被験体の両方が含まれる。
【００３９】
　[0066]関心対象の分子またはターゲット：存在、位置および／または濃度を決定しよう
とする分子。関心対象の分子の例には、タンパク質および核酸配列が含まれる。
　[0067]モノクローナル抗体：Ｂリンパ球の単一クローンによって、または単一抗体の軽
鎖および重鎖遺伝子がトランスフェクションされている細胞によって産生される抗体。モ
ノクローナル抗体は、当業者に知られる方法によって、例えば骨髄細胞と免疫脾臓細胞の
融合から、ハイブリッド抗体形成細胞を作製することによって、産生される。モノクロー
ナル抗体には、ヒト化モノクローナル抗体が含まれる。
【００４０】
　[0068]多重、多重化された、多重化する：望ましいように、試料中で多数のターゲット
を実質的に同時に、または連続して検出すること。多重化には、核酸一般、ＤＮＡ、ＲＮ
Ａ、ペプチド、タンパク質を、個々に、そしてあらゆる組み合わせでの両方で、同定し、
そして／または定量化することが含まれうる。
【００４１】
　[0069]新生物形成および腫瘍：異常でそして制御されない細胞増殖のプロセス。新生物
形成は、増殖性障害の一例である。新生物形成の産物は、過剰な細胞分裂から生じる組織
の異常増殖である、新生物（腫瘍）である。転移しない腫瘍は、「良性」と称される。周
囲組織に浸潤し、そして／または転移しうる腫瘍は、「悪性」と称される。血液学的腫瘍
の例には、白血病が含まれ、これには急性白血病（例えば急性リンパ球性白血病、急性骨
髄球性白血病、急性骨髄性白血病および骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性お
よび赤白血病）、慢性白血病（例えば慢性骨髄球性（顆粒球性）白血病、慢性骨髄性白血
病、および慢性リンパ球性白血病）、真性多血病、リンパ腫、ホジキン病、非ホジキン性
リンパ腫（低悪性度および高悪性度型）、多発性骨髄腫、ワルデンシュトレーム・マクロ
グロブリン血症、重鎖病、骨髄異形成症候群、毛様細胞白血病および脊髄形成異常症が含
まれる。
【００４２】
　[0070]固形腫瘍、例えば肉腫および癌腫の例には、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟
骨肉腫、骨肉腫、および他の肉腫、滑膜腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋
筋肉腫、結腸癌、リンパ系腫瘍、膵臓癌、乳癌、肺癌、卵巣癌、前立腺癌、肝細胞癌、扁
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平上皮癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、甲状腺髄様癌、乳頭様甲状腺癌、褐色細胞種、皮
脂腺癌、乳頭癌、乳頭状腺癌、髄様癌、気管支原性肺癌、腎細胞癌、肝腫瘍、胆管癌、絨
毛癌、ウィルムス腫瘍、子宮頸癌、精巣腫瘍、セミノーマ、膀胱癌、およびＣＮＳ腫瘍（
例えばグリオーマ、星状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽腫、聴
神経腫瘍、乏突起神経膠腫、髄膜腫（ｍｅｎａｎｇｉｏｍａ）、黒色腫、神経芽腫および
網膜芽細胞腫）が含まれる。
【００４３】
　[0071]ポリペプチド：モノマーがアミノ酸残基であり、これらがアミド結合を通じてと
もに連結されている、ポリマー。アミノ酸がアルファ－アミノ酸である場合、Ｌ－光学異
性体またはＤ－光学異性体のいずれかを使用可能である。用語「ポリペプチド」または「
タンパク質」は、本明細書において、任意のアミノ酸配列を含むよう意図され、そしてこ
れには、糖タンパク質などの修飾された配列が含まれる。用語「ポリペプチド」は、特に
、天然存在タンパク質、ならびに組換え的にまたは合成的に産生されたものを含むよう意
図される。
【００４４】
　[0072]用語「残基」または「アミノ酸残基」には、タンパク質、ポリペプチド、または
ペプチドに取り込まれるアミノ酸への言及が含まれる。
　[0073]タンパク質：アミノ酸で構成される分子、特にポリペプチド。
【００４５】
　[0074]翻訳後修飾：翻訳後のタンパク質の化学的修飾。多くのタンパク質に関しては、
これはタンパク質生合成、そしてしたがって、遺伝子発現の後の工程の１つである。アミ
ノ酸の翻訳後修飾は、タンパク質に他の生化学的官能基（例えばアセテート、ホスフェー
ト、多様な脂質および炭水化物）を付着させるか、アミノ酸の化学的性質を変更するか（
例えばシトルリン化）、または構造変化を作製する（例えばジスルフィド架橋の形成）こ
とによって、タンパク質の機能範囲を拡張する。また、酵素は、タンパク質のアミノ端か
らアミノ酸を除去するか、または中央でペプチド鎖を切断することも可能である。例えば
、ペプチドホルモン・インスリンは、ジスルフィド結合が形成された後、２回切断され、
そしてプロペプチドが鎖中央から除去され；生じたタンパク質は、ジスルフィド結合によ
って連結された２つのポリペプチド鎖からなる。また、大部分の新生ポリペプチドは、ｍ
ＲＮＡ上の「開始」コドンが、このアミノ酸をやはりコードするため、アミノ酸メチオニ
ンで始まる。このアミノ酸は、通常、翻訳後修飾中に取り除かれる。
【００４６】
　[0075]リン酸化のような他の修飾は、タンパク質の振る舞いを調節する、例えば酵素を
活性化するかまたは不活性化するための、一般的な機構の一部である。
　[0076]翻訳後修飾シグナルの保持は、本明細書開示の方法を用いることによって達成可
能である。該方法は、組織試料中のタンパク質の翻訳後修飾シグナルを有意に、例えば翻
訳後修飾シグナルの少なくとも５０％、７０％、９０％または９９％を保持することによ
って、保持する。例示的な態様において、翻訳後修飾シグナルによるｐＡＫＴの免疫組織
化学シグナルを、翻訳後修飾シグナルの保持を示す指標として用いる。
【００４７】
　[0077]プロテアーゼ：タンパク質分解酵素プロテイナーゼとしてもまた知られ、酵素の
巨大な群である。プロテアーゼは加水分解酵素として知られる酵素クラスに属し、水分子
の参加を伴って多様な結合の加水分解の反応を触媒する。
【００４８】
　[0078]プロテアーゼは、アミノ酸残基を連結するペプチド結合を分裂させて長いタンパ
ク質鎖を短い断片に消化するのに関与する。このうちいくつかは、タンパク質鎖から末端
アミノ酸を脱離させることが可能であり（エキソペプチダーゼ、例えばアミノペプチダー
ゼ、カルボキシペプチダーゼＡ）；他のものは、タンパク質の内部ペプチド結合を攻撃す
る（エンドペプチダーゼ、例えばトリプシン、キモトリプシン、ペプシン、パパイン、エ
ラスターゼ）
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　[0079]プロテアーゼは、触媒活性部位および作用条件の特性にしたがって、４つの主な
群に分けられる：セリンプロテイナーゼ、システイン（チオール）プロテイナーゼ、アス
パラギン酸プロテイナーゼ、およびメタロプロテイナーゼ。特定の基へのプロテアーゼの
付着は、触媒部位の構造およびその活性に必須のアミノ酸（構成要素の１つとして）に依
存する。
【００４９】
　[0080]試料：被験体から得られるゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ（ｍＲＮＡを含む）、タンパク
質、またはその組み合わせを含有する生物学的標本。例には、限定されるわけではないが
、末梢血、尿、唾液、組織生検、外科標本、羊水穿刺試料および剖検材料が含まれる。１
つの例において、試料には、腺癌生検、非癌性組織の試料、および正常組織（既知の疾患
または障害に罹患していない被験体）の試料が含まれる。
【００５０】
　[0081]特異的結合部分：特異的結合対のメンバー。特異的結合対は、互いに結合して、
他の分子への結合を実質的に排除することで特徴付けられる分子対である（例えば、特異
的結合対は、結合対の２つのメンバーのいずれかと、生物学的試料中の他の分子との結合
定数よりも少なくとも１０３Ｍ－１大きいか、１０４Ｍ－１大きいか、または１０５Ｍ－

１大きい結合定数を有しうる）。特異的結合部分の特定の例には、特異的結合タンパク質
（例えば、抗体、レクチン、アビジン、例えばストレプトアビジン、およびプロテインＡ
）、核酸配列、およびタンパク質－核酸が含まれる。特異的結合部分にはまた、こうした
特異的結合タンパク質に特異的に結合される分子（またはその部分）も含まれうる。
【００５１】
　[0082]ＩＩ．序論
　[0083]固定は、続く検査のため、生物学的試料（組織または細胞）を保持する。組織試
料を固定するには３つの主な方法がある。熱固定は、細胞タンパク質の活性を無効にし、
そしてそれによって細胞代謝を停止するのに十分な熱に、十分な期間、試料を曝露するこ
とを伴う。熱固定は，一般的に、細胞形態を保持するが、タンパク質構造を保持しない。
【００５２】
　[0084]灌流は、血流によって試料を固定する。固定剤を心臓に注入し、そして体全体に
拡散させる。このプロセスは形態を保持するが、被験体は死亡し、そしてプロセスは、必
要な固定剤体積のため、高価である。
【００５３】
　[0085]化学固定は、一定の体積、典型的には固定しようとする組織体積の少なくとも２
０倍の化学固定剤中に組織試料を浸すことを伴う。固定剤は、組織試料全体に拡散し、そ
して可能な限り生存組織のものに近い形で、構造を保持する（化学的および構造的の両方
で）。架橋固定剤、典型的にはアルデヒドは、組織試料中に存在する、タンパク質および
核酸などの内因性生物学的分子間に共有化学結合を生成する。ホルムアルデヒドは、組織
学において最も一般的に用いられる固定剤である。ホルムアルデヒドは、固定のため、多
様な濃度で使用されうるが、主に、１０％中性緩衝ホルマリン（ＮＢＦ）として用いられ
、これは、水性リン酸緩衝生理食塩水溶液中の約３．７％ホルムアルデヒドである。パラ
ホルムアルデヒドはホルムアルデヒドの重合型であり、これは加熱された際、脱重合して
ホルマリンを提供する。グルタルアルデヒドは、ホルムアルデヒドと同様の方式で作用す
るが、より大きい分子であり、膜を渡る拡散速度がより遅い。グルタルアルデヒド固定は
、より厳密であるか、または緊密に連結された固定化産物を提供し、迅速でそして不可逆
的な変化を引き起こし、４℃で迅速にそしてよく固定し、優れた全体の細胞質および核詳
細を提供するが、免疫組織化学染色には理想的ではない。いくつかの固定プロトコルは、
ホルムアルデヒドおよびグルタルアルデヒドの組み合わせを用いる。
【００５４】
　[0086]ＩＩＩ．開発背景
　[0087]組織固定動力学が、ホルマリンの温度を上昇させることによって増加可能である
ことが周知である。しかし、本発明者らが行った最初の研究によって、加熱したホルマリ
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ン固定剤に組織試料を直接入れると、ホルマリンが組織中心に浸透するよりはるかに前に
、組織外部の架橋が引き起こされることが示された。上昇した温度では、ホルマリンは、
架橋動力学よりもゆっくりと、密な組織内に拡散する。この場合、中心の生体分子は、い
かなる有意な架橋も伴わずに加熱され、そしてしたがって、これらの分子は分解および損
傷により感受性である。
【００５５】
　[0088]したがって、本発明のいくつかの開示する態様は、組織試料を冷たい固定剤、例
えばホルマリンに前浸漬することによって、望ましくない架橋から固定剤拡散を分離する
。次いで、固定剤が組織に浸透した後、固定剤温度を増加させて、架橋動力学を増加させ
る。これは、生体分子を保持する、より均一に固定された試料を生じるようである。加熱
ホルマリンのみ、または試料をまず低温、例えば－２０℃～１０℃、－１０℃～５℃、－
０℃～５℃または４℃で、ホルマリン中に「前浸漬」し、その後、同じ試料を加熱したホ
ルマリンに供する、一連の組織試料固定実験が行われてきた。
【００５６】
　[0089]本発明の一部として、関心対象の組織内に固定剤が拡散することを効率的に可能
にしうる、より低温の溶液は、おそらく、翻訳後修飾を保持するのにより有効である可能
性がある。凝固点を低下させ、そしてそれによって固定剤を０℃より低い温度で用いるこ
とを可能にする、ホルマリンへのいかなる添加も考慮されうる。例えば、高濃度の塩を添
加すると、典型的には、凝固点が数度下がる。ホルマリン溶液に直接塩を添加し、それに
よってホルムアルデヒドの濃度を比較的不変であるように維持することもまた、想定可能
である。さらに、グリコールまたは抗凍結型溶液で構成される溶液もまた、有効であろう
。これらの溶液は、凝固点を－２０℃程度にまで低下させうる。限定されるわけではない
が、多様な塩およびグリコールを含む、異なるタイプの化学的添加物の例が当該技術分野
に知られる。
【００５７】
　[0090]前浸漬された試料は、試料中心で優れた組織形態を、ならびにより優れた抗原保
持を提供するようである。
　[0091]ＩＶ．プロセス工程
　[0092]本発明の特定の開示される態様は、多工程、典型的には二工程の、組織試料にア
ルデヒド固定剤、例えばホルマリンおよび／またはグルタルアルデヒドを注入する／拡散
させるための組織固定プロセスに関する。第一の工程中、固定剤が実質的に試料の全横断
面全体に拡散することを可能にする条件下で、組織試料を固定剤溶液で処理する。実質的
に完全な組織注入／拡散を達成する第一の期間、そして第一の温度で、固定剤組成物を用
いて、この第一の工程を行う。第二の工程は、組織試料を第二のより高い温度で固定剤組
成物に供して、組織特性、例えば抗原性および形態を損なうことなく、可能な限り迅速な
速度で架橋が起こるのを可能にする。これらのプロセシング工程各々を、以下により詳細
に論じる。
【００５８】
　[0093]組織調製プロセスはまず、試料全体に渡る固定剤溶液拡散を伴う。これは、典型
的には、組織試料を第一の望ましい温度で望ましい固定剤組成物内に浸漬することによっ
て達成される。この最初の工程後のある期間、組織試料を第一の温度の固定剤溶液から取
り除き、そして第一の温度より高い第二の温度の固定剤溶液内に浸漬する。この第二の工
程を第二の望ましい期間行う。第一および第二の固定剤溶液は、同じ固定剤溶液、例えば
ＮＢＦ、または異なる固定剤溶液であってもよい。さらに別の例として、完全に異なるア
ルデヒド固定剤、例えばホルムアルデヒドおよびグルタルアルデヒドを異なる工程に用い
てもよい。そして、第一の温度の固定剤溶液から試料を取り除く代わりに、例えばマイク
ロ波加熱を用いることによって、固定剤温度を第二の温度に迅速に増加させてもよい。こ
れらの工程の一方または両方には、固定剤溶液の機械的攪拌が伴ってもよく、そして／ま
たは試料への超音波の適用が伴ってもよい。
【００５９】
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　[0094]例示的な態様において、本明細書記載の本発明は、選択した固定剤としてホルマ
リンを用いるが、これは必ずしも必要ではない。ホルマリンは、リン酸緩衝剤中、３．７
％ホルムアルデヒドを含有し、そしてほぼｐＨ７．０に中和されている。しかし、組織学
の技術分野に知られるアルデヒドを含有する、架橋固定剤の多様な変動を、本発明で用い
てもよく、これには、限定されるわけではないが、ブアン、グリオキサール、亜鉛－ホル
マリン、酸性ホルマリン（ＡＦＡ）およびグルタルアルデヒド等が含まれる。
【００６０】
　[0095]次いで、典型的には、約７０％～約１００％の範囲の増加するアルコール濃度を
用いて、一連のアルコール浸漬に組織試料を供して、試料を脱水する。アルコールは、一
般的に、アルカノール、特にメタノールおよび／またはエタノールである。本発明の特定
の作業態様は、これらの連続脱水工程のため、７０％、９５％および１００％エタノール
を用いてきた。
【００６１】
　[0096]最後のアルコール処理工程後、次いで、一般的には清浄化溶液と称される、別の
有機溶媒内に試料を浸漬する。清浄化溶液は、（１）残渣アルコールを除去し、そして（
２）続くワックス処理工程のため試料をより疎水性にする。清浄化溶媒は、典型的には、
芳香族有機溶媒、例えばキシレンである。ワックスブロックは、ワックス、典型的にはパ
ラフィン蝋を試料に適用することによって形成される。次いで、ワックスブロックからス
ライドを切り出す。
【００６２】
　[0097]プロセシング工程の以下の議論のため、一般の当業者は、特定の組織試料のため
に最適なプロセシング条件を推定するため、多様な要因を考慮可能であることを認識する
であろう。これらの要因には：約１ｍｍ～約１０ｍｍの厚さ、より典型的には約２ｍｍ～
約８ｍｍの厚さ、そしてさらにより典型的には約４ｍｍ～約６ｍｍの厚さの範囲である試
料の厚さ；典型的には約１０：１～約５０：１の体積対質量である固定剤溶液体積対組織
試料質量；固定剤組成；温度；ならびに固定剤組成物中の試料浸漬時間が含まれる。
【００６３】
　[0098]架橋固定剤中の浸漬の初回および二回目の好ましい説明は、ＡＳＣＯ　ＣＡＰガ
イドラインに基づき、ここで、好ましい組織の厚さは、最大およそ４ｍｍである。組織の
厚さは４ｍｍより少なくてもまたは多くてもよいし、さらに臓器全体であってもよい。本
発明は、第一の拡散工程に頼るため、より厚い組織切片は、好ましい１～５時間より長く
、そして最大１２時間またはそれより長い、冷たい固定剤中の第一の期間を必要とするで
あろう。さらに、当業者は誰しも、固定剤溶液中の第二の期間は、１～５時間の好ましい
方法より長く、そして最大８時間またはそれより長い可能性もあることを理解しうる。例
えば、６ｍｍの厚さの組織試料は、４時間の固定剤溶液中の好ましい第一の期間および４
時間またはそれより長い固定剤溶液中の第二の期間を有する可能性もある。いくつかの組
織タイプおよびいくつかの組織臓器は、本発明の好ましい方法よりもわずかに異なる期間
を有する可能性もあることもまた理解される。
【００６４】
　[0099]Ａ．固定剤拡散プロセシング
　[0100]プロセスの第一の工程は、組織試料を、実質的に試料の全横断面全体に組成物が
実質的に完全に拡散することを可能にするのに有効な条件下で、組織試料を固定剤組成物
に供することである。第一の工程に関する有効な温度範囲は、－２０℃より高く、少なく
とも１５℃まで、好ましくは０℃より高く、それより高い温度、より典型的には約１０℃
まで、そしてさらにより典型的には約３℃～約５℃である。作業態様に関して、温度は典
型的には約４℃であった。
【００６５】
　[0101]温度が増加するにつれて、架橋速度が増加する。そしてこの第一のプロセシング
工程は、組織試料の全横断面全体に、固定剤組成物が実質的に完全に拡散することと関連
する有益な特性のバランスをとることを試みながら、架橋が開始することと関連する影響
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を最小限にする。しかし、拡散はまた、温度増加とともに増加し、そしてしたがって、所
定の試料に関して、拡散速度を最大限にしながら、増加した架橋速度と関連するいかなる
有害な影響も最小限にすることは、利益を増加させるようであることが見出されてきてい
る。
【００６６】
　[0102]固定剤組成物の組織試料内への拡散は、実質的に試料の全横断面全体での組成物
の拡散に有効な期間、続けられる。第一のプロセシング工程の期間は、約１５分間から最
大約４時間、最も典型的には、１５分間より長く、約３時間までの範囲であり、典型的に
は約１．５時間～約２時間、固定剤組成物拡散工程を行うことによって、優れた結果が得
られている。拡散時間を４時間またはそれより長い期間に増加させても、有益な効果はほ
とんどなかった。
【００６７】
　[0103]第二のプロセシング工程と関連する温度は，典型的には、周囲より高く、例えば
約２２℃より高い。作業態様に関して、温度は、典型的には周囲より高く、最大少なくと
も５５℃であり、より典型的には、約３５℃～約４５℃であり、これは、この温度範囲が
、比較的迅速な組織架橋を可能にするのに十分に、架橋動力学を増加させるためである。
しかし、温度が約５０℃より高く増加すると、試料は一般的に分解し始め、これは、特定
の続く組織学的反応に対して有害な影響を有しうる。したがって、より高い温度および期
間を選択して、続く画像化プロセス工程、例えばｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
、ＩＨＣおよび／またはＨ＆Ｅを可能にし、有効にプロセシングする。第二のプロセシン
グ工程の期間は、１５分間より長く、最大少なくとも約５時間、より典型的には、少なく
とも約１時間～約４時間、そしてより典型的には、少なくとも約２時間～約３時間である
。特定の開示する作業態様は、４５℃で１．５時間の第二のプロセシング工程を行った。
【００６８】
　[0104]Ｂ．図面の考察
　[0105]図１Ａ～１Ｄ（サイクリンＤ１）および２Ａ～２Ｄ（ｂｃｌ－２）は、一連の対
照スライド由来であり、ここで組織試料を、それぞれ、０、２、４および２４時間、室温
のホルマリンに浸漬した。産業標準は、少なくとも６時間、そしてより典型的には少なく
とも８時間、最大７２時間の室温ホルマリン中の固定時間を必要とする。図１Ａ～１Ｃに
よって提供される対照画像は、組織試料の過少固定、すなわち０、２および４時間のプロ
セシング時間が、サイクリンＤ１免疫組織化学染色プロトコルを用いると、よく染色され
ないことを例示する。対照スライド２Ａ～２Ｃは、組織試料の過少固定、すなわち０、２
および４時間のプロセシング時間が、ｂｃｌ－２免疫組織化学染色プロトコルを用いると
、よく染色されないことを例示する。しかし、既知の標準に基づいて期待されるように、
固定時間を２４時間に増加させると、図１Ｄおよび２Ｄは、許容可能に染色された組織試
料を提供する。
【００６９】
　[0106]図３Ａ～３Ｈは、ｂｃｌ－２染色のため前浸漬プロセシングを用いた影響を例示
する。図３Ａ～３Ｃは、前浸漬を伴わずにプロセシングし、そしてそれぞれ、１０分間、
２０分間および６０分間、４０℃の１０％ＮＢＦ溶液内に浸漬した組織試料の画像である
。図３Ｄ～３Ｆは、４℃の１０％ホルマリン固定溶液中、２時間の前浸漬、その後、それ
ぞれ、１０分間、２０分間および６０分間の４０℃、１０％ＮＢＦ溶液内への浸漬でプロ
セシングされた組織試料の画像である。図３Ｇは、図３Ｃの領域の引き延ばしであり、そ
して図３Ｈは、図３Ｆの領域の引き延ばしである。図３Ａは、前浸漬せず、そして１０分
間、４０℃の１０％ＮＢＦ溶液プロセシングによる過少染色結果を例示する。染色の度合
いは、それぞれ、図３Ｂおよび３Ｃによって提供される３０分間および６０分間の結果に
関して、プロセシング時間の増加とともに増加する。図３Ｄ～３Ｆはまた、前浸漬が染色
結果増進を提供することも例示する。しかし、おそらくさらにより重要なのは、異なるプ
ロセシングプロトコルを適用することによって生じる組織染色の均一性であろう。図３Ａ
～３Ｃは、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬に供された時間対応物に
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比較した、試料の外側部分から内側部分の不均一な染色である。さらに、前浸漬試料の各
々はまた、染色増進もまた有した。
【００７０】
　[0107]図３Ｇおよび３Ｈは、ヒト扁桃腺試料の胚中心の、それぞれ図３Ｃおよび３Ｆの
相当する領域由来である。図３Ｃは、組織試料が４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２
時間の前浸漬に供された図３Ｆの代表的な領域ほどよくは染色されないことを示す。図３
Ｇは２＋とスコア化され、そして３Ｈは３＋とスコア化された。そして図３Ｈには、染色
したスライド中央に未成熟リンパ球が含まれ、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時
間の前浸漬を用いると、染色プロトコルの感度が実質的に増加するという明らかな徴候を
提供する。図３Ｇは、これらのリンパ球の視覚化を可能にしない。
【００７１】
　[0108]図４Ａおよび４Ｂは、図３Ｇおよび３Ｈの拡大（ｅｎｈａｎｃｅｄ）画像である
。図４Ｂの矢印は、これらの例示的態様に関して、４℃の１０％ホルマリン固定溶液中の
２時間の前浸漬を用いて産生される画像に関して生じる、拡大詳細を生じる。組織形態も
また、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬を用いて産生された組織試料
に関してより優れている。これは、画像の左スライドおよび画像の内部を見ることによっ
て、わかる。４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬に供されていない組織
試料に関しては、ホルマリンは内部に拡散せず、そしてしたがって試料の形態（図４Ａ）
は、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬を用いて産生された組織試料の
形態（図４Ｂ）ほどは保持されない。拡散が後に適用される増加した温度のプロセシング
工程の前に起こることが可能とされているならば、化学薬品および試料の構造は、はるか
によりよく保持される。画像中の白いスペースは、劣って固定された領域を例示する。こ
うした組織試料が後に脱水されると、組織は縮み、そして固定が劣っていることを示す白
色領域のより大きな体積を示す。
【００７２】
　[0109]図５は、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬でまず処理し、そ
の後、３５℃、４０℃、４５℃、および５０℃の１０％中和緩衝ホルマリン溶液で０．５
～６時間の異なる期間で処理した、組織試料のＨ＆Ｅ染色によって得られる組織形態結果
の、室温対照に比較した図式提示である。２４時間室温に置いたスライドは、プロセシン
グプロトコルを比較する、望ましい標準である。図５は、優れた組織形態を提供した、最
適な第二のより高い温度の浸漬を決定することに焦点をあてた、いくつかの試験の結果を
要約する。図５は、最大５０℃の架橋プロセシング温度を用いて得られる結果を例示する
一方、より高いプロセシング温度もまた試されてきている。各組織試料を次いで、主観的
に評価した。薄い灰色のセルは、望ましくない結果を示し；中程度に灰色のセルは中程度
であるが、最適な結果ではないことを示し；そして暗い灰色のセルは、組織試料が、２４
時間の室温結果と匹敵することを示す。温度が高ければ高いほど、所望の組織形態を達成
するのに必要な時間が短くなる。一般の当業者は、最大５０℃のホルマリン架橋プロセシ
ング温度を伴う、わずか２～６時間の処置によって、優れた組織試料が提供されることを
認識するであろう。
【００７３】
　[0110]図６は、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬でまず処理し、そ
の後、３５℃、４０℃、４５℃、および５０℃の１０％中和緩衝ホルマリン溶液で、０．
５～６時間の異なる期間処理した組織試料のジアミノベンジジン染色を用いて得られたｂ
ｃｌ－２免疫組織化学結果の、室温対照に比較した図式提示である。ふたたび、増加した
温度結果に関する暗い灰色のセルは、２４時間の室温結果と匹敵する結果である。組織形
態およびＨ＆Ｅ染色のため、温度を増加させたプロセシング工程のための温度および時間
は、最大６５℃の温度を用いるまでは、さほど問題にはならない。この温度の後は、組織
形態は、有害に影響を受ける。しかし、図６に示すように、ＩＨＣ染色は、より高い温度
のプロセシング工程に関して選択された温度に対してより感受性である。操作の特定の理
論に限定されるのではなく、より高い温度がタンパク質を変性させ、抗体がタンパク質上
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のエピトープをよく、またはまったく認識せず、そしてしたがってＩＨＣ染色が劣化する
結果となる可能性もある。したがって、特定のプロトコルは、組織形態、ＩＨＣおよびｉ
ｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション技術に対する影響を考慮することによって、最適に
選択可能である。
【００７４】
　[0111]図７は、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬に比較した、前浸
漬なしの試験に関するＩＨＣ染色からの抗原性結果を例示する。加熱は、一般的に、組織
試料に潜在的に有害である。これは、前浸漬がない試験結果に関して見られうる。４℃で
１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬に供されていない試料の４５℃および５０
℃でのいかなる加熱も、抗原性染色結果に対して強い負の影響を有した。対照的に、４℃
で１０％ホルマリン固定溶液中の２時間の前浸漬に供された試料に関しては、０．５時間
程度の短時間から最大１～２時間まで、４５℃および５０℃で組織試料を加熱すると、２
４時間の室温プロセスに匹敵する画像化結果が生じた。
【００７５】
　[0112]図８～１０は、４℃で１０％ホルマリン固定溶液中、グラフ上部に示す期間に渡
って処理し、その後、各セルに示す期間、４５℃での組織固定溶液で処理した試料に関し
て、異なる前浸漬時間を考慮することによって得られる抗原性および組織形態を例示する
。図８～１０は、わずか１時間の前浸漬が抗原性結果に対して実質的な利点を有すること
を示すが、最適な組織形態結果のためには、２～４時間の浸漬が好ましい可能性もあるこ
とを例示する。
【００７６】
　[0113]図１１Ａ～Ｅは、異なる固定プロトコルを用いた、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対
するｐＡＫＴに関する染色の顕微鏡画像による翻訳後修飾保持を例示する。新鮮に採取さ
れたＣａｌｕ－３異種移植片腫瘍を２つのほぼ等しい部分にスライスし、そしてＲＴで１
０％ＮＢＦ（ホルマリン）または４℃で１０％ＮＢＦのいずれかで処理した。ＲＴホルマ
リンで処理する腫瘍試料を腫瘍除去の５分間以内に溶液内に直接入れた。次いで、試料を
水浸０（Ａ）、２（Ｂ）、４（Ｃ）または２４（Ｄ）時間後の時間間隔で、ホルマリンか
ら取り除いた。１つの腫瘍試料を直接、４℃のホルマリンに２時間入れ、そして次いで、
４５℃のホルマリンにさらに２時間移した（二重温度固定プロトコル）。本発明の二重温
度固定プロトコル（２＋２）（Ｅ）プロトコルにおける抗ｐＡＫＴ抗体の染色によって示
されるように、標準的ＲＴホルマリンプロセスよりも有意に多いｐＡＫＴが保持される（
２４時間（Ｄ）を２＋２パネル（Ｅ）と比較されたい）。
【００７７】
　[0114]図１２Ａ～Ｄは、ホスファターゼ（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）処理を伴い（Ｂおよび
Ｄ）または伴わずに（ＡおよびＣ）、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対してｐＡＫＴに関して
染色することによって、図１１Ａ～Ｅで観察されるシグナルが、実際に、翻訳後修飾保持
であることを例示する。抗体による特異的染色は、試料をホスファターゼ（ＢおよびＤ）
で処理した際に無効にされ、抗体がホスホ部分を認識し、そしてこれが特異的であること
を示す。
【００７８】
　[0115]図１３Ａ～Ｂは、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を有するヒト乳房に対して、抗ｐ
ＡＫＴ抗体でｐＡＫＴを染色することによって、本発明の二重温度固定法（２＋２；Ｂ）
での翻訳後修飾保持を例示する。標準的ＲＴホルマリンプロセスよりも本発明の二重温度
固定（２＋２；Ｂ）プロトコルにおいて、有意により多くのｐＡＫＴが保持される（２４
時間（Ａ）を２＋２パネルと比較されたい）。さらに、染色は、本発明の二重温度固定プ
ロトコル試料において、膜に対してはるかにより特異的であるようである。
【００７９】
　[0116]図１４Ａ～Ｄは、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対して、抗ｐＡＫＴ抗体でｐＡＫＴ
に関して染色することによって、本発明の二重温度固定法（２＋３．５；Ｂ）での翻訳後
修飾保持を例示する。図１４Ｆは、図１４Ａ～Ｄに示すｐＡＫＴに関する陽性染色の定量
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的分析の図式提示である。有意なことに、標準的ＲＴホルマリンプロセスよりも本発明の
二重温度固定（２＋３．５）試料において、より多くのｐＡＫＴが保持される（２４時間
を２＋３．５パネルと比較されたい）。第一の冷たい浸漬なしに、加熱したホルマリンに
直接入れた腫瘍試料では、ｐＡＫＴでの染色が保持されなかったため（０＋３．５パネル
）、４℃での第一の温度の浸漬は、ホスホマーカーを保持するのに必要である。
【００８０】
　[0117]図１５Ａ～Ｆは、試料を除去した後の翻訳後シグナルの分解を例示する。新鮮に
採取したＣａｌｕ－３異種移植片腫瘍を２つのほぼ等しい部分にスライスし、生理食塩水
に浸漬したガーゼ中に包み、そして０（Ａ）、１０（Ｂ）、３０（Ｃ）、６０（Ｄ）、１
２０（Ｅ）または２４０（Ｆ）分間、湿った氷上に置いた。次いで、各試料を４℃のホル
マリンに２時間入れ、そして次いで、４５℃のホルマリンにさらに２時間移した。ｐＡＫ
Ｔシグナルは、４℃の湿った氷で冷却した際であっても、除去後３０分間（Ｃ）で有意に
減少した。
【００８１】
　[0118]図１６Ａ～Ｉは、本発明の方法を用いたヒト結腸癌のホスホマーカーの保持を例
示する（下部パネル）。組織形態の比較のため、試料をまた、ヘマトキシリンおよびエオ
ジンでも染色した（上部パネル）。図１６ＪおよびＫは、異なる固定条件下での、正常（
各グラフ提示の右側に示す３つのバー）および癌腫（各グラフ提示の左側に示す３つのバ
ー）におけるｐＡＫＴまたはｐＰＲＡＳ４０に関する陽性染色の定量的分析の図式提示で
ある。Ａｐｅｒｉｏスライドスキャナを用いて、定量的目的のため、スライドをスキャン
した（下部写真）。陽性（茶色）または陰性（青色）を示す群（陰性、弱陽性、中程度の
陽性および強陽性からなる４群）にピクセルをビン化した。陽性ピクセルの割合（陽性ピ
クセルすべての合計）をグラフに報告する。標準的ＲＴホルマリンプロセスよりも、本発
明の二重温度固定（２＋２）プロトコルにおいて、有意により多くのホスホマーカーが保
持される（２４時間を２＋２パネルと比較されたい）。さらに、意図的な虚血を経た試料
は、本発明の二重温度固定プロトコルによって固定された試料、または２４時間の温度標
準プロトコルによって固定された試料のいずれよりも、有意により少ないホスホマーカー
保持を有した。
【００８２】
　[0119]図１７ＡおよびＢは、ヒト非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）におけるｍｉＲＮＡの保
持に関する染色の顕微鏡画像であり、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を含有する乳房組織試
料は、標準的２４時間室温ホルマリン浸漬によって固定されたものとの比較において、本
発明の二重温度固定プロトコル（２時間の４℃で１０％ＮＢＦ、その後、２時間の４５℃
で１０％ＮＢＦ）にしたがって保持された。ｍｉＲ２０５染色の強度（強い青色シグナル
、例示的なシグナルが矢印によって示される）は、どちらの試料においても明らかに可視
である。２＋２試料の保持は、標準的対照２４時間固定組織のものよりも、強度であるよ
うである。
【００８３】
　[0120]図１８ＡおよびＢは、ヒト非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）におけるＤＮＡの保持に
関する染色の顕微鏡画像であり、Ｖｅｎｔａｎａの二重ＩＳＨプロトコル（ＤＤＩＳＨ、
染色体１７／ＨＥＲ２）を行って、２つの異なるＤＮＡターゲットの単一および多数コピ
ーを検出する能力に関して試験した。非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を含有する乳房組織試
料は、標準的２４時間室温ホルマリン浸漬によって固定されたものとの比較において、Ｖ
ｅｎｔａｎａの迅速固定プロトコル（２時間の４℃で１０％ＮＢＦ、その後、２時間の４
５℃で１０％ＮＢＦ）にしたがって保持された。これは、本発明の二重温度固定プロトコ
ルが、組織中の核酸ＤＮＡを保持し、そして商業的に入手可能なプローブによって検出可
能であることを例示する。
【００８４】
　[0121]図１９Ａ、ＢおよびＣは、ヒト結腸癌に対するＨｉｆ１αの保持に関する染色の
顕微鏡画像である。ヒト結腸の試料を採取し、そして患者からの除去の３～７分以内にプ
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ロセシングした。試料をおよそ４ｍｍの片にスライスし、そして３つの異なるプロトコル
で処理した。プロトコル１では、試料を直接、４℃のホルマリン内に２時間入れ、そして
次いで４５℃のホルマリンにさらに２時間移した（Ａ）。プロトコル２では、試料を水浸
後２４時間、室温のホルマリン内に入れた（Ｂ）。プロトコル３では、試料は、室温のホ
ルマリンに２４時間入れられる前に、意図的な虚血を１時間受けた（Ｃ）。標準的ＲＴホ
ルマリンプロセスよりも本発明の二重温度固定（２＋２）プロトコルにおいて、有意によ
り多くのＨｉｆ１αが保持される（２４時間を２＋２パネルと比較されたい）。さらに、
意図的な虚血を経た試料は、本発明の二重温度固定プロトコル（２＋２）によって固定さ
れた試料、または標準的２４時間固定プロトコルによって固定された試料のいずれよりも
、有意により少ないＨｉｆ１α保持を有した。
【００８５】
　[0122]Ｖ．本発明の使用：
　[0123]本発明を、伝統的な組織化学、ならびに免疫組織化学およびｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーションの技術分野で知られる任意の染色系およびプロトコルとともに用いて
もよい。本発明はまた、多様な自動化染色系、例えば、Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　ＸＴ、Ｂｅ
ｎｃｈｍａｒｋ　Ｕｌｔｒａ、およびＤｉｓｃｏｖｅｒｙ自動化プラットホームを含む、
Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．、アリゾナ州ツーソンに
よって市販されているものとともに使用可能である。例示的な系は、米国特許第６，３５
２，８６１号、米国特許第５，６５４，２００号、米国特許第６，５８２，９６２号、米
国特許第６，２９６，８０９号、および米国特許第５，５９５，７０７号に開示される。
【００８６】
　[0124]以下の説明は、自動化法および系の適切な態様を例示する。自動化系および方法
に関するさらなる情報はまた、ＰＣＴ／ＵＳ２００９／０６７０４２にも見出されうる。
発色性検出は、デバイス上のパターンの視覚的補助のない解読を容易にする。
【００８７】
　[0125]例示的な態様において、多数の酵素（例えば、西洋ワサビ（ｈｏｒｓｅ　ｒａｄ
ｉｓｈ）ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ））とコンジュゲ
ート化された抗種抗体で検出を達成する。この酵素－抗体コンジュゲートは、各抗体にコ
ンジュゲート化された多数の酵素を踏まえて、ＨＲＰまたはＡＰマルチマーと称される。
マルチマー技術は、米国出願第１２／６８７，５６４号に記載される。
【００８８】
　[0126]このタイプの検出化学技術は、現在、ｕｌｔｒａＶｉｅｗ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
　ＤＡＢ検出キット（Ｐ／Ｎ　７６０－５００）、ｕｌｔｒａＶｉｅｗ　Ｕｎｉｖｅｒｓ
ａｌ　ＡＰ　Ｒｅｄ検出キット（Ｐ／Ｎ　７６０－５０１）、ｕｌｔｒａＶｉｅｗ　Ｒｅ
ｄ　ＩＳＨ　ＤＩＧ検出キット（Ｐ／Ｎ　７６０－５０５）、およびｕｌｔｒａＶｉｅｗ
　ＳＩＳＨ　ＤＮＰ検出キット（Ｐ／Ｎ　７６０－０９８）として、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍ
ｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．によって市販されている。
【００８９】
　[0127]例示的な態様において、該アプローチは、非内因性ハプテン（例えばビオチンで
はない、米国出願第１２／６６０，０１７号を参照されたい）を用いる。例示的な態様に
おいて、ティラミド（ｔｙｒａｍｉｄｅ）シグナル増幅をこのアプローチとともに用いて
、検出の感度およびダイナミックレンジをさらに増加させてもよい（ＰＣＴ／ＵＳ２０１
１／０４２８４９を参照されたい）。
【００９０】
　[0128]開示する固定法に関して、いかなる適切な酵素／酵素基質系を用いてもよい。作
業態様は、典型的には、アルカリホスファターゼおよび西洋ワサビペルオキシダーゼを用
いた。酵素がアルカリホスファターゼである場合、１つの適切な基質は、ニトロブルーテ
トラゾリウムクロリド／（５－ブロモ－４－クロロ－１Ｈ－インドル－３－イル）二水素
ホスフェート（ＮＢＴ／ＢＣＩＰ）である。酵素が西洋ワサビペルオキシダーゼである場
合、１つの適切な基質はジアミノベンジジン（ＤＡＢ）である。多くの他の酵素－基質の
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組み合わせが当業者に知られる。これらの一般的な概説に関しては、米国特許第４，２７
５，１４９号、および第４，３１８，９８０号を参照されたい。いくつかの態様において
、酵素はペルオキシダーゼ、例えば西洋ワサビペルオキシダーゼまたはグルタチオンペル
オキシダーゼまたはオキシドレダクターゼである。
【００９１】
　[0129]米国特許公開公報２００８／０１０２００６は、マイクロプロセッサーによって
操作されそして制御されるロボット液体ディスペンサーを記載する。米国特許公開公報２
０１１／０３１１１２３は、免疫組織化学（ＩＨＣ）パターンの自動化検出のための方法
および系を記載する。これらの特許出願で開示される自動化検出系を用いて、本発明の固
定組織試料を検出することも可能である。
【実施例】
【００９２】
　[0130]以下の実施例は、本発明の作業態様の特定の特徴を例示するために提供される。
一般の当業者は、本発明の範囲がこれらの実施例に引用される特徴に限定されないことを
認識するであろう。
【００９３】
　実施例１
　[0131]本実施例は、３０℃、４０℃、５０℃および６０℃で固定したマウス腎臓試料に
関する固定時間経過に関し、そしてヒト組織試料で得られた先の結果を確認する。Ｖｅｎ
ｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．のＢＭＡＣ部門から新鮮なマウ
ス腎臓を得た。
【００９４】
　[0132]２０ｍｌのホルマリン（１０％ＮＢＦ）を５０ｍｌコニカル試験管に入れた。試
験管を、３０℃、４０℃、５０℃または６０℃のいずれかに設定した標準的ＶＷＲ熱ブロ
ックに入れた。マウス腎臓を半分に切り、そして３片を各コニカル試験管内に入れた。各
温度で浸漬１０、３０および６０分後、１片を取り除いた。
【００９５】
　[0133]室温のホルマリンにマウス腎臓を０、２、６および２３時間入れることによって
、対照を行った。すべての試料をＲｅｎａｉｓｓａｎｃｅ組織プロセッサー（Ｖｅｎｔａ
ｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．；カタログ番号Ｖ－ＲＥＮ）中でプ
ロセシングし、そしてパラフィン蝋ブロック内に包埋した。組織形態の分析のため、カッ
トスライドをＧｉｌｌｓ　ＩＩヘマトキシリンおよびエオジンＹで染色した。
【００９６】
　[0134]０時間および２時間の対照組織は、特徴的なエタノール固定特性を示した。２３
時間対照ははるかに優れていた。固定量は温度および時間に相関した。５０℃の組織は、
２３時間対照で得られた結果に近付いた。
【００９７】
　実施例２
　[0135]本実施例は、５０℃、６０℃、７０℃、８０℃および９０℃の長期ホルマリン熱
浸漬に関し、形態または抗原性が損なわれるまでに、どれだけの熱を適用可能であるかを
決定する。ホルマリン浸漬を伴って実施例１を反復するが、ヒト扁桃腺片を５０℃、６０
℃、７０℃、８０℃および９０℃に加熱した１０％ＮＢＦに浸した。以下に例示するよう
に、多様な時点を試した。
【００９８】
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【表１】

【００９９】
　[0136]非常に高温であるため、８０℃および９０℃に関しては、わずかに異なる時点を
試した。
　[0137]上記温度に加熱した２０ｍｌの１０％ＮＢＦに組織試料を浸漬した。適切な時間
の後、片をプロセシングカセットに取り除き、そして７０％エタノール中で保存した。す
べての時点の後、組織を標準組織プロセッサー中で一晩プロセシングした。組織を中央で
スライスし、そして切断側を下にして包埋した（中央を曝露するように組織をスライスし
た）。
【０１００】
　[0138]対照のため、片を、室温で１０％ＮＢＦ中、１、２、５および２２時間浸漬し、
そして実験試料のようにプロセシングした。すべてのスライドをＧｉｌｌｓ　ＩＩヘマト
キシリンおよびエオジンＹで染色した。さらに、すべてのスライドを、抗体Ｋｉ－６７、
ＣＤ３４、サイクリンＤ１およびｂｃｌ－２で染色した。
【０１０１】
　[0139]組織形態分析：５０℃および６０℃のブロックは、正常に見え、そして時間とよ
く相関した。７０℃のスライドは、まずまずの組織形態を有し、熱に関連する異常のある
程度の証拠があった。８０℃および９０℃のブロックは、熱アーチファクトのより多い証
拠を示した。これらには、組織の縁近くでの伸長した細胞、胚中心周囲での顕著なリング
、および液体移動または流れの証拠を伴う無秩序な細胞構造が含まれた。
【０１０２】
　[0140]ＩＨＣ分析：５０℃、６０℃、７０℃および８０℃のブロックの抗原性は、これ
らの短い時点では、対照と比較して、正常に見えた。９０℃では、大部分の抗体は、染色
減少を示した。
【０１０３】
　[0141]固定：抗原性に対する最も顕著な影響は、０時間の未固定対照で生じた。固定条
件が劣っているため、いくつかの抗体が有意に減少した。
　実施例３
　[0142]本実施例は、ヒト扁桃腺片を５２℃ホルマリンに浸漬する前に、１０％ＮＢＦに
６０分間、前浸漬した場合の前浸漬実験に関する。原理は、ホルマリンが最初の１時間に
組織に浸透するが、それほど多くの架橋が起こらないというものであった。次いで、温度
を上昇させることによって、架橋反応を増加させることも可能であった。
【０１０４】
　[0143]ヒト扁桃腺試料を室温で６０分間浸漬する最初の実験を行った。片をあらかじめ
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加熱したホルマリンに１０分間入れ、そしてワックスブロックにプロセシングした。これ
は、固定の明確なリングパターンを示し、縁はよく固定されたが、中央は固定が不十分で
あった。これは前浸漬が十分でないか、または加熱したホルマリン中の時間が不十分であ
ったためである可能性もある。
【０１０５】
　[0144]これらの可能性に取り組むため、より完全な実験を行った。固定前の浸漬時間を
延長し、そして４℃で行った。
【０１０６】
【表２】

【０１０７】
　[0145]スライドをＧｉｌｌｓ　ＩＩヘマトキシリンおよびエオジンＹで染色した。
　実施例４
　[0146]本実施例は、実施例３に類似の前浸漬に関し、そしてＣＨＴＮから得たヒト扁桃
腺組織に対して行われた。調べている異なる扁桃腺切片の性質が異なるため、この実験を
多数回行った。扁桃腺片を異なる方式でホルマリンに浸漬した。第一に、片を５０℃また
は６０℃のいずれかに加熱したホルマリンに、１０、３０および６０分間浸漬した。第二
の様式は、加熱工程プロセシング工程前に、まず、４℃のホルマリン中に片を６０～１２
０分間「前浸漬」することであった。
【０１０８】

【表３】

【０１０９】
【表４】

【０１１０】
　[0147]組織形態のため、Ｇｉｌｌｓ　ＩＩヘマトキシリンおよびエオジンＹでスライド
を染色した。
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　[0148]一般的に、前浸漬されておらず、単に５０℃および６０℃のホルマリンに供され
たスライドは、組織中心で不完全な固定を示した。６０分間の浸漬は、完全に近いが本当
に完全ではなかった。４℃で１または２時間、前浸漬され、次いで熱プロファイルに供さ
れた片は、特に２時間の前浸漬でより優れており、これがこれらの試験の好ましい条件で
あった。
【０１１１】
　実施例５
　[0149]本実施例は、前浸漬実施例３に関する。実施例４からの結果は、加熱浸漬前のホ
ルマリンでの前浸漬が好ましいことを示した。ヒト扁桃腺を用いて、そしてより小規模で
、より焦点を絞った実験を行うことによって、実施例４の結果を拡張した。この実験のた
め、１２０分間、４℃のホルマリン前浸漬を、５５℃のホルマリン架橋プロセシング工程
とともに用いた。
【０１１２】
【表５】

【０１１３】
　[0150]組織を、通常通りに、Ｒｅｎａｉｓｓａｎｃｅ組織プロセッサー（Ｖｅｎｔａｎ
ａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．；カタログ番号Ｖ－ＲＥＮ）中でパラ
フィンブロックにプロセシングした。スライドをＧｉｌｌｓ　ＩＩヘマトキシリンおよび
エオジンＹで染色した。
【０１１４】
　[0151]本実施例の結果は、ホルマリンでの２時間の冷たい前浸漬が最も均一な染色を提
供することを確認した。加熱ホルマリン３０分間は、加熱浸漬に関して、好ましい最小限
の時間でありうる。
【０１１５】
　実施例６
　[0152]本実施例は、多様な温度での前浸漬が組織形態にどのような影響を有するかを決
定するための、４℃、１２℃および２２℃の前浸漬に関する。加熱したホルマリン固定の
前に、未固定組織試料を、１または２時間いずれかの間、４℃、１２℃および２２℃のホ
ルマリン内に入れた。
【０１１６】
　[0153]この実験のため、２つのタイプの対照を行った。第一のものは、室温のホルマリ
ン中、０および７２時間の浸漬であった。第二の対照は、あらかじめ前浸漬を伴わない、
１０、３０、および６０分間の５５℃のホルマリン中の加熱浸漬であった。
【０１１７】
　[0154]試料は、前浸漬を伴う場合もまたは伴わない場合も、４４℃に加熱した２０ｍｌ
のホルマリンを含有する５０ｍｌコニカル試験管に入れた。１０、３０および６０分後、
組織を取り除き、そしてラベルを付けた組織カセット内に入れた。組織カセットをＬｅｉ
ｃａ組織プロセッサーに入れ、そして一晩プログラムを実行した。
【０１１８】
　[0155]組織ブロックを４μｍで切片作製し、そしてＨ＆Ｅで染色して、組織形態を見た
。
【０１１９】
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【表６】

【０１２０】
　[0156]予期されるように、０時間の対照は劣った組織形態を有した。５５℃のホルマリ
ンに供した非前浸漬対照もまた、劣った組織形態を有した。前浸漬条件のいずれも、６０
分間、５５℃の条件で働くようであった。より短い時間では、形態は劣っていた。
【０１２１】
　実施例７
　[0157]本実施例は、前浸漬するが、組織試料を５５℃で、マイクロ波組織プロセッサー
中で固定し、この容器が、２０ｍｌコニカル試験管とは対照的な大きいホルマリン容器（
ほぼ１リットル）を有するものに関する。より大きな体積のホルマリンは、より小さい体
積のものと同じほど大きくは温度を減少させなかった。これは、４℃からより高い温度の
液体に片を移す際には重要でありうる。
【０１２２】
　[0158]未固定ヒト扁桃腺の試料を、多様な期間、５５℃のホルマリン中に浸した。試料
のいくつかを、５５℃のホルマリンより前に、４℃ホルマリン中、２時間の前浸漬に供し
た。
【０１２３】
　[0159]加熱したホルマリン浸漬のため、マイクロ波組織プロセッサーを用いて、ホルマ
リンをあらかじめ加熱した。組織カセットをマルチカセットホルダー内に挿入し、そして
加熱したホルマリン内に浸漬した。適切な時間で、１つのカセットを取り除き、そして保
持のため、７０％エタノール内に入れた。すべてのカセットをプロセシングしたら、これ
らをさらに、ワックスブロック内で一晩プロセシングした。
【０１２４】
　[0160]ブロックを４μｍで切片し、そして組織形態のため、Ｈ＆Ｅで染色した。
【０１２５】
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【表７】

【０１２６】
　[0161]本実施例の結果は、前浸漬試料が、仮定されるよりもわずかに優れていた、特に
中心部で優れていたことを示す。
　実施例８
　[0162]本実施例は、マウス腎臓に対して前浸漬プロトコルを用いることに関する。マウ
ス腎臓を中央で切り下ろし、そして実施例６におけるのと同一の実験を行った。
【０１２７】
【表８】

【０１２８】
　[0163]実験結果は、この通りであった。マウス腎臓は、先に用いた扁桃腺片よりも小さ
い。加熱したホルマリン固定条件の大部分は許容可能であった。
　実施例９
　[0164]本実施例は、組織に対する有害な影響が観察されるまでに、ホルマリンがどのく
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℃、６５℃および７５℃での固定に関する。組織切片を、４℃ホルマリン中のあらかじめ
の前浸漬を伴い、そして伴わず、４０℃、５５℃、６５℃および７５℃でプロセシングし
た。
【０１２９】
【表９】

【０１３０】
　[0165]組織を組織形態のため、Ｈ＆Ｅで染色した。また、組織をｂｃｌ－２およびサイ
クリンＤ１でも染色して、抗原性結果を確認した。前浸漬スライドは、優れた形態ならび
に抗原性を示した。５５℃およびそれより高い温度では、抗原性の低下があった。
【０１３１】
　実施例１０
　[0166]本実施例は、実施例９に非常によく似た方式で、前浸漬を伴うまたは伴わない、
４０℃、５５℃および７０℃での固定に関する。相違点は、正確な加熱ホルマリン温度で
あり、そして加熱浸漬時間を延長したことのみである。
【０１３２】



(27) JP 2014-505890 A 2014.3.6

10

20

30

40

【表１０】

【０１３３】
　[0167]組織を組織形態のため、Ｈ＆Ｅで染色した。これらをｂｃｌ－２およびサイクリ
ンＤ１で染色して、抗原性を評価した。この実施例の結果は、すべての時点で、４０℃お
よび５５℃で組織形態が許容されうることを確立する。延長処理に関して、ある程度の熱
損傷が７０℃で生じた。抗原性は、約１時間５５℃およびそれより高い温度で減少した。
抗原性は４０℃では安定であった。
【０１３４】
　実施例１１
　[0168]本実施例は、前浸漬時間を１～３時間で変化させて、組織形態および抗原性の関
数として、前浸漬時間を調べることに関する。未固定ヒト扁桃腺試料を１～３時間の間、
４℃のホルマリンに前浸漬した。以下に示すように、試料を４５℃のホルマリン中で固定
した：
【０１３５】
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【表１１】

【０１３６】
　[0169]組織切片を４μｍで切り、そして組織形態のため、Ｈ＆Ｅで染色した。また、組
織切片を抗原性に関してｂｃｌ－２でも染色した。本実施例の結果はいくぶん不確定であ
った。組織切片はあまり大きくなく、したがって、前浸漬時間は適切であった。
【０１３７】
　実施例１２
　[0170]本実施例は、前浸漬時間が４時間まで変化しており、そして加熱ホルマリン浸漬
が４時間まで延長されていることを除き、実施例１２に用いたのと実質的に同じパラメー
ターで、前浸漬時間を１～４時間で変化させることに関する。
【０１３８】

【表１２】

【０１３９】
　[0171]組織切片をｂｃｌ－２で染色して、前浸漬時間に抗原性がどのくらいよく反応す
るかを調べた。前浸漬時間はそれほど問題にならなかったが、これは大部分、組織試料の
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よび抗原性の両方に対してわずかな影響が見られた。
【０１４０】
　[0172]多様な実験、例えば実施例１２の結果を図８に要約する。
　実施例１３
　[0173]本実施例は、基本的に用いる扁桃腺切片サイズを増加させるための実施例１３の
繰り返しとして、前浸漬時間を１～４時間で変化させることに関する。
【０１４１】
【表１３】

【０１４２】
　[0174]組織の２つの異なるセットに関して上記実験を行い、そして４３ブロックを生じ
た。スライドを組織形態のためＨ＆Ｅで染色し、そして抗原性のためｂｃｌ－２で染色し
た。本実施例からの結果を図９に要約する。
【０１４３】
　実施例１４
　[0175]本実施例は、ＮＢＦおよびエタノールの後のキシレン浸漬時間を分析することに
関する。
【０１４４】
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【表１４】

【０１４５】
　[0176]本実施例に関して、大部分の組織の組織形態は正常に見えた。キシレン中に１５
分間しか浸漬しなかった試料は、弱まった胚中心を有し、そして組織は、対照組織よりも
わずかによりピンクに見えた。しかし、キシレン除去３０分間では、組織の状態はよかっ
た。したがって、２ｍｍの厚さに関しては、少なくとも３０分間のキシレンは、最適であ
るようである。
【０１４６】
　実施例１５
　[0177]本実施例は、Ｃａｌｕ－３異種移植片に対するｐＡＫＴに関する染色を論じる。
本実施例において、新鮮に採取したＣａｌｕ－３異種移植片腫瘍を２つのほぼ等しい部分
にスライスし、そしてＲＴで１０％ＮＢＦ（ホルマリン）または４℃で１０％ＮＢＦのい
ずれかで処理した。ＲＴホルマリンで処理する腫瘍試料を腫瘍除去の５分間以内に溶液内
に直接入れた。次いで、試料を水浸０、２、４または２４時間後の時間間隔で、ホルマリ
ンから取り除いた。１つの腫瘍試料を直接、４℃のホルマリンに２時間入れ、そして次い
で、４５℃のホルマリンにさらに２時間移した。一晩プログラムに設定した自動化組織プ
ロセッサー中でさらにプロセシングするまで、すべての試料を、保持貯蔵所としての７０
％エタノール内に入れた。顕微鏡切片作製法のため、すべての試料をパラフィン蝋内に包
埋した。自動化スライド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ装置、Ｖ
ｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．）上で、ｐＡＫＴエピトー
プを認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタロ
グ番号４０６０）でスライドを染色した。図１１Ａ～Ｅに示すように、標準ＲＴホルマリ
ンプロセスよりも、本実施例の二重温度固定（２＋２）プロトコルで有意により多いｐＡ
ＫＴが保持された（２４時間を２＋２パネルと比較されたい）。
【０１４７】
　実施例１６
　[0178]本実施例は、ホスファターゼ処理およびＣａｌｕ－３異種移植片に対するｐＡＫ
Ｔに関する染色を記載する。
【０１４８】
　[0179]本実施例において、新鮮に採取したＣａｌｕ－３異種移植片腫瘍を２つのほぼ等
しい部分にスライスし、そしてＲＴで１０％ＮＢＦ（ホルマリン）または４℃で１０％Ｎ
ＢＦのいずれかで処理した。ＲＴホルマリンで処理する腫瘍試料を腫瘍除去の５分間以内
に溶液内に直接入れた。次いで、試料を水浸２４時間後に、ホルマリンから取り除いた（
上部パネル）。１つの腫瘍試料を直接、４℃のホルマリンに２時間入れ、そして次いで、
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４５℃のホルマリンにさらに２時間移した（下部パネル）。一晩プログラムに設定した自
動化組織プロセッサー中でさらにプロセシングするまで、すべての試料を、保持貯蔵所と
しての７０％エタノール内に入れた。顕微鏡切片作製法のため、すべての試料をパラフィ
ン蝋内に包埋した。組織標本を脱ワックスした後、組織をラムダ・ホスファターゼで処理
し、そして続いて、自動化スライド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｘ
Ｔ装置）上で、ｐＡＫＴエピトープを認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタログ番号４０６０）で染色した。図１２Ａ～Ｄに示すよう
に、抗体による特異的染色は、どちらの場合でも無効になり、抗体がホスホ部分を認識し
、そして特異的であることが示された。
【０１４９】
　実施例１７
　[0180]本実施例は、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を有するヒト乳房に対するｐＡＫＴに
関する染色を記載する。本実施例において、ヒト乳房の試料を採取し、そしておよそ４ｍ
ｍ片にスライスし、そしてＲＴで１０％ＮＢＦ（ホルマリン）または４℃で１０％ＮＢＦ
のいずれかで処理した。ＲＴホルマリンで処理する腫瘍試料を溶液内に直接入れた。次い
で、試料を水浸０、２、４または２４時間後の時間間隔で、ホルマリンから取り除いた。
１つの腫瘍試料を直接、４℃のホルマリンに２時間入れ、そして次いで、４５℃のホルマ
リンにさらに２時間移した。一晩プログラムに設定した自動化組織プロセッサー中でさら
にプロセシングするまで、すべての試料を、保持貯蔵所としての７０％エタノール内に入
れた。顕微鏡切片作製法のため、すべての試料をパラフィン蝋内に包埋した。自動化スラ
イド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ装置）上で、ｐＡＫＴエピト
ープを認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタ
ログ番号４０６０）でスライドを染色した。図１３ＡおよびＢに示すように、標準ＲＴホ
ルマリンプロセスよりも、本発明の二重温度固定（２＋２）プロトコルで有意により多い
ｐＡＫＴが保持される（２４時間を２＋２パネルと比較されたい）。さらに、染色は、本
発明の二重温度固定プロトコルによって固定された試料において、膜に対してはるかによ
り特異的であるようである。
【０１５０】
　実施例１８
　[0181]本実施例は、Ｃａｌｕ－３異種移植片上のｐＡＫＴの熱分解を記載する：本実施
例において、新鮮に採取したＣａｌｕ－３異種移植片腫瘍を２つのほぼ等しい部分にスラ
イスし、そしてＲＴで１０％ＮＢＦ（ホルマリン）または４５℃で１０％ＮＢＦ、または
２つの異なる温度で１０％ＮＢＦのいずれかで処理した。ＲＴホルマリンで処理する腫瘍
試料を腫瘍除去の５分間以内に溶液内に直接入れた。次いで、試料を水浸０または２４時
間後の時間間隔で、ホルマリンから取り除いた。１つの腫瘍試料を直接、４５℃のホルマ
リンに３．５時間入れた。別の腫瘍試料を４℃のホルマリンに２時間入れ、そして次いで
、４５℃のホルマリンにさらに２時間移した。一晩プログラムに設定した自動化組織プロ
セッサー中でさらにプロセシングするまで、すべての試料を、保持貯蔵所としての７０％
エタノール内に入れた。顕微鏡切片作製法のため、すべての試料をパラフィン蝋内に包埋
した。自動化スライド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ装置）上で
、ｐＡＫＴエピトープを認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ、カタログ番号４０６０）でスライドを染色した。図１４Ａ～Ｄに示すように
、標準ＲＴホルマリンプロセスよりも、本発明の二重温度固定プロトコルによって固定さ
れた（２＋３．５）試料において、有意により多いｐＡＫＴが保持された（２４時間を２
＋３．５パネルと比較されたい）。第一の冷たい浸漬なしに、加熱したホルマリンに直接
入れた腫瘍試料（０＋３．５パネル）では、ｐＡＫＴでの染色が保持されなかったため、
４℃での第一の温度の浸漬は、ホスホマーカーを保持するのに必要である。Ａｐｅｒｉｏ
スライドスキャナを用いて、定量的目的のため、スライドをスキャンした（下部写真）。
図１４Ｅに示すように、陽性（茶色）または陰性（青色）を示す２群にピクセルをビン化
した。陽性ピクセルの割合をグラフに報告する。
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【０１５１】
　実施例１９
　[0182]本実施例は、除去後、ｐＡＫＴ染色が迅速に減少することを記載する。本実施例
において、新鮮に採取したＣａｌｕ－３異種移植片腫瘍を２つのほぼ等しい部分にスライ
スし、生理食塩水に浸漬したガーゼ中に包み、そして０、１０、３０、６０、１２０また
は２４０分間、湿った氷上に置いた。次いで、各試料を４℃のホルマリンに２時間入れ、
そして次いで、４５℃のホルマリンにさらに２時間移した。一晩プログラムに設定した自
動化組織プロセッサー中でさらにプロセシングするまで、すべての試料を、保持貯蔵所と
しての７０％エタノール内に入れた。顕微鏡切片作製法のため、すべての試料をパラフィ
ン蝋内に包埋した。自動化スライド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｘ
Ｔ装置）上で、ｐＡＫＴエピトープを認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタログ番号４０６０）でスライドを染色した。図１５Ａ～Ｆ
に示すように、ｐＡＫＴシグナルは、湿った氷上で４℃に冷却した際であっても、除去後
３０分間（図１５Ｂ）で有意に減少した。
【０１５２】
　実施例２０
　[0183]本実施例は、ヒト結腸癌に対するホスホマーカーに関する染色を記載する。
　[0184]本実施例において、ヒト結腸の試料を採取し、そして患者からの除去の３～７分
以内にプロセシングした。試料をおよそ４ｍｍの片にスライスし、そして３つの異なるプ
ロトコルで処理した。プロトコル１では、試料を直接、４℃のホルマリン内に２時間入れ
、そして次いで４５℃のホルマリンにさらに２時間移した。プロトコル２では、試料を水
浸後２４時間、室温のホルマリン内に入れた。プロトコル３では、試料は、室温のホルマ
リンに２４時間入れられる前に、意図的な虚血を１時間受けた。一晩プログラムに設定し
た自動化組織プロセッサー中でさらにプロセシングするまで、すべての試料を、保持貯蔵
所としての７０％エタノール内に入れた。顕微鏡切片作製法のため、すべての試料をパラ
フィン蝋内に包埋した。自動化スライド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
　ＸＴ装置）上で、ｐＡＫＴエピトープを認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタログ番号４０６０）またはｐＰＲＡＳ４０エピトープ
を認識する抗体（Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、カタログ
番号）で試料を染色した。図１６Ａ～Ｉに示すように、標準的ＲＴホルマリンプロセスよ
りも本発明の二重温度固定（２＋２）プロトコルにおいて、有意により多くのホスホマー
カーが保持された（２４時間を２＋２パネルと比較されたい）。さらに、意図的な虚血を
経た試料は、本発明の二重温度固定プロトコルによって固定された試料、または２４時間
固定プロトコルによって固定された試料のいずれよりも、有意により少ないホスホマーカ
ー保持を有した。組織形態の比較のため、試料をまた、ヘマトキシリンおよびエオジンで
も染色した（上部パネル）。Ａｐｅｒｉｏスライドスキャナを用いて、定量的目的のため
、スライドをスキャンした（下部写真）。陽性（茶色）または陰性（青色）を示す２群に
ピクセルをビン化した。陽性ピクセルの割合をグラフ中に報告する。
【０１５３】
　実施例２１
　[0185]本実施例は、本発明の二重温度固定プロトコルおよび標準プロトコル（２４時間
）にしたがって固定された試料におけるｍｉＲＮＡレベルの分析に関する。ｍｉＲＮＡは
短い（２１～２５）ヌクレオチドであり、ｍＲＮＡ転写物の転写後修飾剤として作用し、
翻訳を防止することによって、遺伝子発現に影響を及ぼす。
【０１５４】
　[0186]本実施例において、非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を含有する乳房組織試料は、標
準的２４時間室温ホルマリン浸漬によって固定されたものとの比較において、本発明の二
重温度固定プロトコル（２時間の４℃で１０％ＮＢＦ、その後、２時間の４５℃で１０％
ＮＢＦ）にしたがって保持された。ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｕｌｔｒａ自
動化スライド染色装置（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎｃ．
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）上でスライドを染色した。試料におけるｍｉＲ２０５のレベルを分析して、この特定の
ｍｉＲＮＡの保持および保存に対して、本発明の二重温度固定プロトコルがどのような影
響を持つかを決定した。本実施例において、ｍｉＲ２０５染色の強度、強い青のシグナル
は、どちらの試料においても明らかに可視である（例示的なシグナルを矢印によって示す
）。図１７ＡおよびＢに示すように、２＋２試料の保持は、標準的対照２４時間固定組織
のものよりも、強度であるようである。
【０１５５】
　実施例２２
　[0187]本実施例は、ヒト非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）におけるＤＮＡの保持に関する。
　[0188] 本実施例において、ＨＥＲ２　二重ＩＳＨ　ＤＮＡプローブカクテル染色体１
７／ＨＥＲ２（ＤＤＩＳＨ；Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，　Ｉｎ
ｃ．　カタログ番号７８０－４４２２）を乳癌試料において用いて、本発明の二重温度固
定プロトコルで２つの異なるＤＮＡターゲットの単一および多数コピーを検出する能力に
関して試験した。非浸潤性乳管癌（ＤＣＩＳ）を含有する乳房組織試料は、標準的２４時
間室温ホルマリン浸漬によって固定されたものとの比較において、本発明の二重温度固定
プロトコル（２時間の４℃で１０％ＮＢＦ、その後、２時間の４５℃で１０％ＮＢＦ）に
したがって保持された。ＶＥＮＴＡＮＡ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ自動化組織染色装置
（カタログ番号７８６－０８９）上での染色後、ホルマリン固定パラフィン包埋したスラ
イド中で、２色発色性ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）を用いて、ＨＥ
Ｒ２および染色体１７プローブを検出した。次いで、染色体１７に対するＨＥＲ２遺伝子
の比を計算することによって、ＨＥＲ２遺伝子状態を数値化した。図１８ＡおよびＢに示
すように、ＨＥＲ２遺伝子の単一および多数のコピーが検出され、どちらの試料に関して
も、試験は成功であった（黒いシグナル）。さらに、染色体１７の中心体もまた、成功裡
に検出された（赤いシグナル；例示的なシグナルを矢印によって示す）。これは、本発明
の二重温度固定プロトコルが、組織中の核酸ＤＮＡを保持し、そして商業的に入手可能な
プローブによって検出可能であることを例示する。
【０１５６】
　実施例２３
　[0189]本実施例は、ヒト結腸癌に対するＨｉｆ１αに関する染色を記載する。
　[0190]本実施例において、ヒト結腸の試料を採取し、そして患者からの除去の３～７分
以内にプロセシングした。試料をおよそ４ｍｍの片にスライスし、そして３つの異なるプ
ロトコルで処理した。プロトコル１では、試料を直接、４℃のホルマリン内に２時間入れ
、そして次いで４５℃のホルマリンにさらに２時間移した（Ａ）。プロトコル２では、試
料を水浸後２４時間、室温のホルマリン内に入れた（Ｂ）。プロトコル３では、試料は、
室温のホルマリンに２４時間入れられる前に、意図的な虚血を１時間受けた（Ｃ）。一晩
プログラムに設定した自動化組織プロセッサー中でさらにプロセシングするまで、すべて
の試料を、保持貯蔵所としての７０％エタノール内に入れた。顕微鏡切片作製法のため、
すべての試料をパラフィン蝋内に包埋した。自動化スライド染色装置（ＶＥＮＴＡＮＡ　
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴ装置）上で、Ｈｉｆ１αエピトープを認識する抗体（ＡＢＣａ
ｍ、カタログ番号Ａｂ５１６０８）でスライドを染色した。図１９Ａ、ＢおよびＣに示す
ように、標準的ＲＴホルマリンプロセスよりも本発明の二重温度固定（２＋２）プロトコ
ルにおいて、有意により多くのＨｉｆ１αが保持された（２４時間を２＋２パネルと比較
されたい）。さらに、意図的な虚血を経た試料は、本発明の二重温度固定プロトコル（２
＋２）または２４時間の試料のいずれよりも、有意により少ないＨｉｆ１α保持を有した
。
【０１５７】
　[0191]開示する発明の原理を適用可能な多くのありうる態様を考慮して、例示する態様
は単に本発明の好ましい例であり、そして本発明の範囲を限定すると見なすべきではない
ことを認識しなければならない。むしろ、本発明の範囲は以下の請求項によって定義され
る。本発明者らは、したがって、これらの請求項の範囲および精神内にあるすべてを、本
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発明として請求する。
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【図１６－１】
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【手続補正書】
【提出日】平成25年11月25日(2013.11.25)
【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】
　組織試料を固定するための方法であって：
　ａ）第一の温度で、そして第一の期間、第一のアルデヒド溶液と組織試料を接触させ；
　ｂ）ａ）において得られた組織試料の温度を、迅速に第二の温度に上昇させ；
　ｃ）第二の温度で第二の期間、前記組織試料をインキュベートする；
　ここで前記の第一の温度が約－２０℃～約１５℃であり、前記の第二の温度が約２２℃
～少なくとも約５０℃であり；そして第一の期間が約１５分間から最大約４時間の範囲で
あり、第二の期間が１５分間より長く最大少なくとも約５時間の範囲である、
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記ａ）において得られた組織試料の前記温度が、組織試料を前記の第二の温度に加熱
することによって上昇する、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記ａ）において得られた組織試料の前記温度が、マイクロ波加熱を用いることにより
上昇する、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　前記ａ）において得られた組織試料の前記温度が、前記組織試料を前記の第二の温度で
第二のアルデヒド溶液内に浸すことによって上昇する、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　第一の温度が約０℃～約１５℃であり、約３℃～約５℃であってもよい、請求項１～４
のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記第一の期間が約１時間～約２時間の範囲である、請求項１～５のいずれかに記載の
方法。
【請求項７】
　前記第二の温度が約３５℃～約４５℃である、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記第二の期間が約２時間～約３時間である、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記第二のアルデヒド溶液が前記第一のアルデヒド溶液と同じであるか、または前記第
二のアルデヒド溶液が前記第一のアルデヒド溶液と異なる、請求項４記載の方法。
【請求項１０】
　前記アルデヒド溶液中のアルデヒドが低次アルキルアルデヒドであり、前記アルデヒド
が、ホルマリン、グルタルアルデヒド、およびその組み合わせより選択されてもよい、請
求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　前記第１のアルデヒド溶液がホルマリン溶液であり、そして前記第１の温度が０℃より
高く～約５℃であり、そして、前記第２の期間が約１時間～約４時間の範囲である、請求
項２または３記載の方法。
【請求項１２】
　前記第１及び第２のアルデヒド溶液がホルマリン溶液であり、そして前記第１の温度が
０℃より高く～約５℃であり、そして、前記第２の期間が約１時間～約４時間の範囲であ
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る、請求項４記載の方法。
【請求項１３】
　請求項１の方法にしたがって産生される、固定組織試料。
【請求項１４】
　前記組織試料がＦＦＰＥ組織試料である、請求項１記載の方法。
【請求項１５】
　自動検出系において、固定組織試料を検出する工程をさらに含む、請求項１～１４のい
ずれかに記載の方法。
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