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(57)【要約】
　本発明は新規なビス-マレイン酸無水物に関する。本
発明は、特に、ビス-マレイン酸無水物架橋剤が細胞又
は組織試料の保存／固定化に使用できるという発見に関
する。有利なことに、ビス-マレイン酸無水物架橋剤は
、細胞又は組織試料の固定を必要とし、同時に固定液が
、免疫組織化学、蛍光インサイツハイブリダイゼーショ
ン法又はＲＴ-ＰＣＲ等の手順において、後でのタンパ
ク質又は核酸の検出にほとんど影響を及ぼさないことを
必要とする方法に使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞又は組織試料をインビトロで固定化する方法において、前記細胞又は組織試料が、
式Ｉ

［上式中、Ｒ１及びＲ２は、水素、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル及びブチル
からなる群から独立して選択され、Ｘは１～３０原子長のリンカーである］
のビス-マレイン酸無水物と共にインキュベートされ、それにより該細胞又は組織試料が
固定化される方法。
【請求項２】
　ビス-マレイン酸無水物において、Ｒ１が水素又はメチルであり、Ｒ２が水素又はメチ
ルである請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ビス-マレイン酸無水物において、Ｒ１及びＲ２が同一である請求項１又は２に記載の
方法。
【請求項４】
　ビス-マレイン酸無水物において、リンカーＸが１～２０原子長のリンカーである請求
項１、２又は３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　リンカーＸの骨格が、炭素原子と場合によってはＯ、Ｎ及びＳから選択される一又は複
数のヘテロ原子からなる請求項１から４のいずれか一項に記載のビス-マレイン酸無水物
。
【請求項６】
　試料が、１～７２時間、ビス-マレイン酸無水物と共にインキュベートされる請求項１
から５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　パラフィンに固定化試料を包埋する工程をさらに含む請求項１から６のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項８】
　ａ）パラフィンに固定化試料を包埋し、
　ｂ）前記試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｅ）関心あるエピトープを免疫学的に検出する
工程をさらに含む請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　関心あるエピトープが、該エピトープを含む前記細胞又は組織試料がホルムアルデヒド
固定液で固定される場合にマスクされ又は破壊されるエピトープである請求項８に記載の
方法。
【請求項１０】
　ａ）パラフィンに固定化試料を包埋し、
　ｂ）前記試料を脱パラフィン化し、
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　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）関心ある核酸をインサイツハイブリダイゼーションにより検出する
工程をさらに含む請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ａ）パラフィンに固定化試料を包埋し、
　ｂ）前記試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）関心ある核酸を、ＲＴ-ＰＣＲを実施することにより検出する、
工程をさらに含む請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　ａ）パラフィンに固定化試料を包埋し、
　ｂ）前記試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）少なくとも一の関心あるポリペプチドを免疫学的に検出し、ＲＴ-ＰＣＲ又は蛍光
インサイツハイブリダイゼーションを実施することにより少なくとも一の関心ある核酸を
検出する
工程をさらに含む請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　ａ）パラフィンに固定化試料を包埋し、
　ｂ）前記試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）核酸を単離し、
　ｅ）工程(ｄ)で単離された核酸を使用して変異解析を実施する
工程をさらに含む請求項１から６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　細胞又は組織試料の固定化のためのビス-マレイン酸無水物架橋剤の使用。
【請求項１５】
　細胞又は組織試料を固定化する固定液の製造におけるビス-マレイン酸無水物架橋剤の
使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は新規なビス-マレイン酸無水物に関する。本発明は、特に、ビス-マレイン酸無
水物架橋剤が細胞又は組織試料の保存／固定化に使用できるという発見に関する。有利な
ことに、ビス-マレイン酸無水物架橋剤は、細胞又は組織試料の固定を必要とし、同時に
固定液が、免疫組織化学、蛍光インサイツハイブリダイゼーション法又はＲＴ-ＰＣＲ等
の手順において、後でのタンパク質又は核酸の検出にほとんど影響を及ぼさないことを必
要とする方法に使用することができる。また、固定液としてのビス-マレイン酸無水物架
橋剤の使用により、以前に固定化された細胞又は組織試料における関心ある分析物の後で
の検出が非常に容易になることが証明された。
【背景技術】
【０００２】
　今日まで、例えば、関心ある核酸の検出又は免疫組織化学用の、細胞又は組織試料を調
製するための、一般的に適用でできる「理想的な」方法はない。固定化と固定化により導
入されるネガティブな影響の可逆性は、ポリペプチド抗原及び核酸のそれぞれの検出性と
、それで得られた結果の再現性に大きな影響を及ぼす。
【０００３】
　細胞又は組織試料における抗原の免疫染色が成功するためには、少なくとも３つの基準
が満たされなければならない：ａ）抗原のその発生部位での保持、ｂ）抗原への到達性、
及びｃ）関心ある抗原／エピトープの正しい立体構造／保存。現在、これら３つの全ての
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基準を全て満たす固定化及び／又は検出手順はないと思われる。従来から知られている手
順では、これらの基準の一つ又は二つに対する最善の成果は、少なくとも一つの他の基準
の成果を減じることでなされる。
【０００４】
　いくつかの固定液、例えばグルタルジアルデヒド、ホルムアルデヒド及びアセトン、又
は他の有機溶媒が利用可能であり、常套的に臨床病理学研究室において使用されている。
しかしながら、大多数の固定化手順は、ホルムアルデヒド等の架橋剤の使用をベースにし
ている。固定液は、通常、ｐＨ７．２－７．６への緩衝をもたらすようになされた（少量
の強酸又は塩基の添加後に最小のｐＨ変化）リン酸ナトリウムを含有するホルムアルデヒ
ド水溶液及びほぼ等張な溶液（その浸透圧が、しばしば生理食塩水をベースにして、哺乳
動物の細胞外液のものと同じであるもの）である。
【０００５】
　従来技術の手順では、固定化は丁度でなくてはならない。
　固定化が短すぎると、固定化の代わりに、試料の脱水に使用されるアルコールによるタ
ンパク質の凝固が生じる。これは、例えば組織形態の保存にネガティブな影響を与え、も
しくは長期間の保存安定性を損なう場合がある。
【０００６】
　長時間にわたるホルムアルデヒド固定では、架橋したタンパク質分子が、パラフィンワ
ックスの浸透及び／又は抗体分子の接近を損なわせる可能性のある密な網目構造を形成す
る。その結果、関心ある抗原は、可逆的もしくは不可逆的にすらマスクされる場合がある
。さらに、エピトープは、例えばホルムアルデヒドとの反応により化学的に変性（「破壊
」）される場合がある。
【０００７】
　さらに、ほとんどの酵素の活性は、ホルムアルデヒドによる固定後に損なわれることが
知られている。
【０００８】
　上述したように、ホルムアルデヒドでの固定は、臨床病理において最も幅広く使用され
ている。ホルムアルデヒドでの固定により、関心ある抗原が、それが生存している生物体
において占める部位に捕捉されることが、大きな理由であると思われる。また、ホルムア
ルデヒド固定の際に導入されるメチレン架橋により、細胞又は組織試料の形態が十分に保
存される。しかしながら、これらのポジティブな効果は、試料の浸透性を犠牲にするもの
であり、関心ある抗原／エピトープの到達性及び／又は立体配置に変化を生じる固定にな
り、核酸が損傷を受け、酵素活性が不活化される。
【０００９】
　ホルムアルデヒドでの固定のための架橋は、エピトープを遮蔽し又は破壊し、偽陰性免
疫染色に至らしめるおそれがある。この失敗は、ポリクローナル抗血清が使用される場合
よりも、１次免疫試薬が使用される場合において、さらにより多く生じると思われる。こ
のため、非常に多くの試みがなされ、ホルムアルデヒドでの固定の影響を逆転させること
を扱った関連文献に見出される。
【００１０】
　長期間にわたる保存のためには、固定された細胞又は組織試料は、通常、脱水され、適
切な包埋媒体に包埋されなければならない。パラフィン包埋は、通常、振動ミクロトーム
を用いて又はクリオスタットにおいてプラスチック包埋するか又は未包埋試料を切断する
のに好ましい。
【００１１】
　上に例示したように、ある程度までの全ての固定化手順は様々な種類の妥協を有する。
多くの場合、形態の最適な保存は、抗体の到達性の犠牲にしあるいは抗原又はその上のエ
ピトープの破壊を生じる。
【００１２】
　しかしながら、また本発明に対して重要なことには、その固定化またはパラフィンでの
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包埋等のさらなるプロセシングのような試料の調製中に導入される高度の変動が存在する
ばかりではなく、おそらくさらなる変動が、核酸の検出における免疫学的反応性又は到達
性を回復する種々の態様及び経路により、すなわち抗原賦活化として知られている手順に
おいて、引き起こされる。
【００１３】
　例えば免疫組織化学的方法又は細胞もしくは組織試料中の関心ある核酸の検出方法の広
範な使用と多大な有用性にかかわらず、さらに改善する必要性が大いにある。例えば、こ
のような改善は、細胞又は組織試料のさらに穏やかな固定化、抗原賦活化の改善、及び／
又は結果のより良好な比較可能性及び再現性に関し、対応する抗原又はエピトープが、ホ
ルムアルデヒドでの固定のような標準的な手段では破壊される抗体を使用する可能性にさ
え関連している。
【００１４】
　本発明の発明者は、驚くべきことに、細胞又は組織試料中において架橋剤としてビス-
マレイン酸無水物を使用することが非常に有利であり、当該技術技術で知られている少な
くとも一つ又はいくつかの問題に関し、有意な改善を達成することができ、また達成され
るであろうことを見出した。
【発明の概要】
【００１５】
　本発明は、インビトロにおいて細胞又は組織試料を固定化する方法に関し、ここで、該
細胞又は組織試料は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤と共にインキュベートされ、それに
より前記細胞又は組織試料が固定される。
【００１６】
　さらに開示されるものは、細胞又は組織試料を保存する方法であり、該方法はビス-マ
レイン酸無水物架橋剤で組織試料を固定し、該固定された試料をパラフィン中に包埋させ
る工程を含む。
【００１７】
　また、本発明は、細胞又は組織試料について免疫組織化学的検査を実施するための方法
を開示しており、該方法は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し
、該固定された試料をパラフィンに包埋し、該試料を脱パラフィン化し、ビス-無水マレ
インアミド架橋を除去し、関心あるエピトープを免疫学的に検出する工程を含む。
【００１８】
　また開示されるものは、細胞又は組織試料についてのインサイツハイブリダイゼーショ
ンにより、関心ある核酸をインビトロで検出するための方法であり、該方法は、ビス-マ
レイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、該固定された試料をパラフィンに包
埋し、該試料を脱パラフィン化し、ビス-マレインアミド架橋を除去し、インサイツハイ
ブリダイゼーションにより関心ある核酸を検出する工程を含む。
【００１９】
　さらに、細胞又は組織試料における関心ある核酸をＲＴ-ＰＣＲによりインビトロで検
出する方法であって、ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、該固
定された試料をパラフィンに包埋し、該試料を脱パラフィン化し、ビス-マレインアミド
架橋を除去し、ＲＴ-ＰＣＲを実施することにより関心ある核酸を検出する工程を含む方
法が与えられる。
【００２０】
　また、本発明に係る方法に基づき、関心あるポリペプチドと関心ある核酸の双方を、細
胞又は組織試料から調製された同じ標本で検出することができることが示されている。本
発明は、免疫組織化学による少なくとも一の関心あるポリペプチドと、細胞または組織試
料を含む試験試料中の少なくとも一の関心ある核酸をインビトロで検出するための方法に
関し、該方法は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、該固定さ
れた試料をパラフィンに包埋し、該試料を脱パラフィン化し、ビス-マレインアミド架橋
を除去し、少なくとも一の関心あるポリペプチドを免疫学的に検出し、ＲＴ-ＰＣＲ又は
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蛍光インサイツハイブリダイゼーションを実施することにより少なくとも一の関心ある核
酸を検出する工程を含む。
【００２１】
　本発明はさらに細胞又は組織試料の固定のためのビス-マレイン酸無水物架橋剤の使用
、並びに細胞又は組織試料の固定のための固定液の製造におけるビス-マレイン酸無水物
架橋剤の使用に関する。
【発明を実施するための形態】
【００２２】
（発明の詳細な説明）
　第１の実施態様では、本発明はインビトロで細胞又は組織試料を固定化する方法に関し
、該細胞又は組織試料は、次の式Ｉ

[上式中、Ｒ１及びＲ２は、水素、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル及びブチル
からなる群から独立して選択され、ここでＸは１～３０原子長のリンカーである]
のビス-マレイン酸無水物と共にインキュベートされ、それにより該細胞又は組織試料が
固定化される。
【００２３】
　式Ｉの化合物は、しばしば、単に「ビス-マレイン酸無水物架橋剤」又は「ビス-マレイ
ン酸無水物」と称されるであろう。
【００２４】
　本発明の意味において、「固定化する方法」は「処理方法」と等価であり、「固定化す
る」は「架橋する」と均等であり、「固定する」は代替的に「架橋する」と表現すること
が可能であり、本発明の方法により、また本発明の方法において、「固定された」とは、
「ビス-マレインアミド架橋を含むこと」又は「ビス-マレインアミド架橋を含む」ことに
関することが理解されるであろう。便宜上、また当業者は固定化、固定液又は固定された
等の用語に付随する意味を十分に承知しているという点に鑑み、これらの用語だけが明細
書を通して一般的に使用されるであろう。
【００２５】
　科学的に正確な意味では、固定又は架橋されるのは細胞又は組織試料ではなく、むしろ
本発明に開示されたような固定化方法において架橋され又は固定されたかかる試料中に含
まれる生体分子である。これらの生体分子における架橋は、分子内並びに分子間架橋であ
りうる。
【００２６】
　リンカーＸにより互いに結合した少なくとも２の無水マレイン酸（少なくとも一のビス
-マレイン酸無水物）が、少なくとも２の第１級アミンと反応される場合、少なくとも２
のアミド結合が形成され、少なくとも２の第１級アミンが、少なくとも２のアミド結合及
びリンカーＸを介して架橋される。便宜上、以下においてこの種の架橋は「ビス-マレイ
ンアミド架橋」と称する。
【００２７】
　冠詞「ａ」及び「ａｎ」は、１又は１より多い（すなわち、少なくとも１）該冠詞の文
法的目的語を意味するためにここで使用される。
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　「一又は複数」又は「少なくとも一」なる表現は、１～２０、好ましくは１～１５、さ
らに好ましくは１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０又は１２を示す。
【００２８】
　本発明は、ビス-マレイン酸無水物が、穏やかにかつ可逆的に細胞又は組織試料を固定
化するのに使用できるという驚くべきかつ印象的な発見に基づく。この理論に縛られるこ
とを望むものではないが、多くの利点は、ａ）ビス-マレイン酸無水物架橋剤が、迅速か
つ効果的にビスマレインアミド架橋を形成し、ｂ）架橋剤であるビス-マレイン酸無水物
が、所望されるときはいつでも及び／又はまた望まれうるときには容易に除去することが
でき、ｃ）適切な長さのリンカーＸを使用することにより、比較的短い架橋剤のホルムア
ルデヒドと比較して、エピトープの破壊又は歪み等のネガティブな影響が少ない可能性が
高いという点のためであると考えられる。
【００２９】
　本出願に係る方法の多大な利点を十分に理解するために、最も頻繁に使用されている組
織固定化手順、すなわち固定液としてホルムアルデヒドの使用をベースとする手順を、よ
り詳細に検討することは有用であろう。
【００３０】
　ホルムアルデヒドベースの固定液は、水に３７％ｗ／ｗ（＝４０％ｗ／ｖ）のホルムア
ルデヒドを含む溶液であるホルマリンから通常誘導される。作業用固定液はホルマリンの
１０倍希釈物である（１００ｍｌ当たり４ｇ）。ほぼ同一組成の溶液を、出発物質として
パラホルムアルデヒドを用いて作製することができる。パラホルムアルデヒドは（わずか
にアルカリ性の水中で）６０℃まで加熱したときに、ホルムアルデヒドに変化する固形ポ
リマーである。「４％のパラホルムアルデヒドで固定された」なる表現が文献でしばしば
使用されているが、完全に正しいわけではない。希釈された水溶液中においてほとんどの
ホルムアルデヒドがメチレングリコールとして存在しており、これは、一つのホルムアル
デヒド分子に一つの水分子を付加することによって形成される：

【００３１】
　固定溶液中の遊離のホルムアルデヒドの濃度は非常に低い。それにもかかわらず、固定
化の化学的反応に入るのはメチレングリコールよりはむしろ遊離のホルムアルデヒドであ
る。
【００３２】
　ホルムアルデヒドよる固定化の化学反応は、例えばポリペプチドに存在するような、第
１級アミンで主としてなされる。
【００３３】
　ホルムアルデヒド固定化は二工程プロセスであると思われる。第１の工程において、ホ
ルムアルデヒドが急速に結合する。この急速な結合により、ホルムアルデヒドは、おそら
く自己分解を停止するが、組織の微細構造はほとんど安定せず、後の処理、例えばパラフ
ィン包埋の破壊的な影響に対して効果的な保護をもたらさない。
【００３４】
　第１段階（時間）において、ホルムアルデヒド分子はタンパク質分子の様々な部分、特
にリジンの側鎖アミノ基及びペプチド結合の窒素原子と結合する：

【００３５】
　第２工程において、結合したヒドロキシメチル基は、同一又は隣接するタンパク質分子
の他の窒素原子と反応し、メチレンクロスリンク又は架橋を生じせしめる。これらのメチ
レン（－ＣＨ２－）架橋は安定しており、ホルムアルデヒドにより固定されるタンパク質
含有組織の不溶性及び剛性の原因となっている。一つの可能な反応は、
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である。
【００３６】
　タンパク質との反応に加えて、ホルムアルデヒドは、また、いくつかの塩基性脂質と結
合する場合がある。
【００３７】
　上で検討した「十分な」ホルムアルデヒド固定化に必要な化学反応の２つの工程が、ホ
ルムアルデヒドで固定された物質を用いて作業する際に直面する困難のいくつかの原因で
あると思われる。ホルムアルデヒドへの短時間の暴露は、小タンパク質又は他の小さな分
析物を固定するのに十分な架橋を生じさせない。あまりに長時間の固定化であると、特に
過剰のメチレン架橋の形成のため、不可逆的な損傷が引き起こされる可能性がある。合理
的な構造保存のためには、標本を、少なくとも一晩、又はさらには約２４時間、ホルムア
ルデヒド液に保持しておくべきであることが一般に受け入れられている。
【００３８】
　免疫組織化学では、関心ある抗原のエピトープは、一次抗体に到達性がなくてはならな
い。エピトープは大きな分子の小さな部分、例えば抗体分子の結合部位に特異的に結合す
る約５から約１０のアミノ酸のアミノ酸配列である。モノクローナル抗体はエピトープを
一つだけ認識する。他方、ポリクローナル抗血清は、いくつかの異なるエピトープを認識
しうる。
【００３９】
　例えばホルムアルデヒドでの固定の所望されないネガティブな副作用を逆転させること
は、抗原賦活化又はエピトープ賦活化のような表題の文献において知られている。
【００４０】
　抗原賦活化のための少なくとも３つの異なる経路が、単独でもしくは組合せて幅広く使
用されている：部分的酵素消化、加熱及び／又はホルムアルデヒド効果を逆転させると推
定される異なった化学薬品。
【００４１】
　部分的なタンパク質分解的消化のために、例えばブタトリプシン（いくつかのキモトリ
プシンを含む）の安価な等級のものが使用される。タンパク質分解酵素を使用する論理的
根拠は、いくつかのペプチド結合の破壊が、架橋タンパク質のマトリックスに孔を生じせ
しめ、例えば抗体分子の侵入を可能にするということである。しかしながら、タンパク質
分解酵素は、関心ある抗原を含む全てのタンパク質を一定に攻撃する。十分長い時間消化
させることは綱渡りであり、容易に理解されうるように、消化の条件は、組織から組織、
及び／又は抗原から抗原で変わるであろう。
【００４２】
　固定された組織に結合したホルムアルデヒドのほとんどは、熱誘導性抗原賦活化により
除去することができる。しかしながら、熱はまた標的分析物の不可逆的な破壊を引き起こ
す可能性がある。熱は、例えば熱不安定性エピトープ又は熱不安定性酵素を破壊すること
が知られている。
【００４３】
　熱誘導性抗原賦活化は、多くの場合、特定の「賦活化」又は「抽出」バッファーの使用
と組合せられる。しかしながら、これらの手順の成功は決して予測し得ず、このような手
順の予測不可能な結果は、例えば免疫組織化学の分野における大いなる謎の一つである。
【００４４】
　多くの異なるバッファー及びｐＨ値（例えば、シトレート；グリシン／ＨＣｌ－主とし
て約２．５～約６の範囲の酸性ｐＨ用、及び約９～１０のｐＨ範囲のトリスをベースにし
たアルカリ性バッファー）が、単独で、又はホルムアルデヒドにより導入されるメチレン
架橋のネガティブな影響を少なくとも部分的に逆転させると考えられている化学薬品と組
合されて使用される。水に単独で溶解され、又はバッファーに溶解されて使用される化学
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薬品は、例えばＥＤＴＡ、シトラコン酸、チオシアン酸鉛、塩化アルミニウム、又は硫酸
亜鉛である。
【００４５】
　高温での抗原賦活化のための溶液で使用される非常に多様な成分は、一を越える機序が
おそらく関与していることを示している。ほとんどの抗原は中性ｐＨ近傍で賦活化されう
るが、あるものではよりアルカリ性の媒体が、他のものでは酸性条件が必要とされる。あ
る場合には、組織に結合したカルシウムイオンへの結合は、エピトープをマスクする可能
性があり、キレート化による金属イオンの除去が必要となる。賦活化溶液の他の成分は、
タンパク質に対する凝固様作用によってエピトープを露出させうる重金属イオン、及び水
分子のクラスター構造を変化させることによってタンパク質の形状を改変可能なカオトロ
ピック物質を含む。
【００４６】
　例えば、ホルムアルデヒドで固定され、パラフィン包埋された（ＦＦＰＥ）組織からの
核酸の分析には、関心あるエピトープを免疫学的に検出するのに必要とされるものとはし
ばしばかなり異なる抗原（分析物）賦活化の様々な方法が当該技術分野で推奨され、使用
されている。それにもかかわらず、ホルムアルデヒド固定化は核酸にネガティブな影響を
及ぼす可能性があることがまた認められている。例えば、ＦＦＲＥ組織中のメッセンジャ
ーＲＮＡ（ｍ-ＲＮＡ）は少なくとも部分的に破壊され、１００ヌクレオチド長を超える
ｍ-ＲＮＡの検出をかなりの難作業にしていることが知られている。
【００４７】
　ここで、本出願に示されているビス-マレイン酸無水物架橋剤の特性及び利点に戻ると
、第１級アミンと無水マレイン酸との反応は、次の反応スキームにより表すことができる
：

【００４８】
　一方では、形成されたアミド結合は、このような試薬に基づき、固定された試料の（長
期間にわたる）保存中はかなり安定しており、他方では、アミド結合は容易に破壊され、
第１級アミンが温和な条件下で容易に回復されうることが重要である。
【００４９】
　第１級アミン基と無水マレイン酸基との間のアミド結合形成は、中性及びアルカリ性の
ｐＨで素早く生じる。好ましくは、式Ｉのビス-マレイン酸無水物と細胞又は組織試料と
のインキュベーションが７．０以上のｐＨで実施される。また好ましくは、ｐＨはｐＨ１
２以下である。さらに好ましくは、固定に使用されるｐＨは、境界値を含み、ｐＨ７．０
～ｐＨ１１．０の範囲である。また好ましくは、インキュベーションは、境界値を含み、
７．５～１０．０のｐＨで実施される。自明な理由から、第１級アミンを含有するバッフ
ァー物質は回避すべきである。
【００５０】
　好ましくは、固定液は、固定化中のｐＨを安定にするために緩衝されるばかりでなく、
緩衝剤が生理学的な塩濃度も有する。ビス-マレイン酸無水物架橋剤は、水混和性有機溶
媒をまた含有するバッファーに供されるのがさらに有利で好ましい。この点で好ましい有
機溶媒は、エタノール、Ｎ,Ｎ'-ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）及びジメチルスルホキ
シド（ＤＭＳＯ）である。
【００５１】
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　第１級アミンと無水マレイン酸の反応により形成されるアミド結合は、アルカリ性ｐＨ
で安定である。保存される場合は、式Ｉのビス-マレイン酸無水物で固定された試料は、
固定化又はインキュベート工程に対して上で与えたものと同じ好ましい範囲を有する、中
性又はアルカリ性のｐＨで保持されることが好ましい。
【００５２】
　１μｍ３以下の小さい組織試料又は懸濁液に細胞を含有する試料は、短時間で、例えば
１０～６０分以内に固定することができる。しかしながら、臨床ルーチンにおいては、組
織試料は、しばしば１μｍ３よりさらに大きい。よって、ルーチン目的では、細胞又は組
織試料は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤と共に１～７２時間インキュベートすることが
好ましい。当業者が言うように、細胞又は組織試料は１～７２時間固定される。また本発
明の方法では、式Ｉのビス-マレイン酸無水物を含有する固定液中での細胞又は組織試料
のインキュベーションは２～４８時間、実施されるのが好ましい。
【００５３】
　ビス-マレイン酸無水物架橋剤は、例えば高濃度で有機溶媒に溶解可能であり、適切な
作業又は最終濃度が生じるように希釈することができる。インキュベート／固定化工程に
使用されるビス-マレイン酸無水物架橋剤の最終濃度は、ある程度変えることができる。
好ましくは、最終濃度は０．１～２０％である。さらに好ましくは、最終濃度は０．２５
～１０％（体積当たりの重量での％）である。
【００５４】
　本出願に開示された固定化方法において第１級アミン基と無水マレイン酸基との間に形
成されるアミド結合は、酸性の緩衝条件下で、急速に破壊され得る。酸性ｐＨバッファー
中でのインキュベーション時に、アミド結合が破壊され、ビス-マレインアミド架橋が除
去され、ビス-マレイン酸無水物が洗い流されうる。同時に、前には架橋剤とのアミド結
合の一部であった第１級アミンが回復し、再び存在するようになる。好ましくは、ビス-
マレインアミド架橋は、固定化された試料、すなわち酸性ｐＨ下での式Ｉのビス-マレイ
ン酸無水物の使用により固定された試料をインキュベートすることにより除去される。好
ましくは、ビス-マレインアミド架橋は、２．０～６．５のｐＨを有するバッファー中で
のインキュベーションにより除去される。また好ましくは、ビス-マレインアミド架橋を
除去するために使用されるバッファーは、それぞれの境界値を含み、２．５～６．５、又
は３．０～６．０のｐＨを有する。除去は急速に生じ、より酸性のバッファーではさらに
急速になる。ビス-マレインアミド架橋を除去するために、好ましくは、固定された試料
は２分～２時間、また好ましくは５分～１時間、インキュベートされる。
【００５５】
　本出願に開示される方法においてビス-マレイン酸無水物架橋剤を使用するためには、
残基Ｒ１及びＲ２は、水素、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル又はブチルから選
択されなければならない。
【００５６】
　さらに好ましくは、式Ｉの残基Ｒ１及び又はＲ２は、水素、メチル又はエチルから選択
される。また好ましくは、本発明の方法に使用するためのビス-マレイン酸無水物は、Ｒ
１が水素又はメチルであり、Ｒ２が水素又はメチルである式Ｉのビス-マレイン酸無水物
である。
【００５７】
　Ｒ１及びＲ２が同一である場合、細胞又は組織試料の固定中に形成されるアミド結合は
、同じ条件下で逆転させることができる。このことは、可能な限り多くの架橋剤が除去さ
れ、同時に可能な限り多くの第１級アミンが回復されるときはいつでも有利である。好ま
しい実施態様では、本発明の方法に使用するためのビス-マレイン酸無水物は、Ｒ１及び
Ｒ２が同一である式Ｉのビス-マレイン酸無水物である。
【００５８】
　当業者は理解するように、ビス-マレイン酸無水物を細胞又は組織試料の固定に使用す
ることができることが今見出されたのであるから、リンカーにより結合される少なくとも
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２のマレイン酸無水物を含む多くの化合物を設計し、使用することができる。
【００５９】
　本発明に係る方法に使用されるビス-マレイン酸無水物中のリンカーＸは、１～３０の
原子の長さを有する。長さなる用語は、与えられた原子の数からなると理解されなければ
ならない。３０原子長のリンカーは、３０の原子からなる骨格を有する。
【００６０】
　明らかに、リンカーＸは、特定の適用が必要とするように多くの形で設計することがで
き、過度の限定または制限は適切ではない。しかしながら、このようなリンカーのいくつ
かの好ましい例を付与する。
【００６１】
　好ましい一実施態様では、本発明に係る方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水
物は、炭素原子と、場合によってはＯ、Ｎ及びＳから選択される一又は複数のヘテロ原子
からなる骨格を有するリンカーを含むであろう。また好ましくは、リンカーＸの骨格に含
まれるヘテロ原子はＯ又はＮのいずれか又は双方である。
【００６２】
　リンカーＸは側鎖を担持しうる。好ましい実施態様では、本発明に係る方法に使用され
る式Ｉのビス-マレイン酸無水物は、一又は複数のさらなる無水マレイン酸基をそれぞれ
担持するように設計された一又は複数の側鎖を有するリンカーＸを含むであろう。好まし
くは、本発明に係る方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水物は、３～５の無水マ
レイン酸基を有する式Ｉの化合物になるように、一又は複数の側鎖に結合する１～３のマ
レイン酸基を有するリンカーＸを含むであろう。
【００６３】
　好ましくは、本発明に係る方法に使用するされる式Ｉの化合物のリンカーＸは、１０ｋ
Ｄ以下の分子量を有するであろう。また好ましくは、リンカーＸは５ｋＤ以下、３ｋＤ以
下、２ｋＤ以下、又は１ｋＤ以下の分子量を有するであろう。好ましい一実施態様では、
本出願の方法に使用するためのビス-マレイン酸無水物架橋剤は、１ｋＤ以下の分子量を
有するであろう。
【００６４】
　３、４、５又はそれ以上の無水マレイン酸基を有する無水マレイン酸架橋剤を設計及び
使用することが可能であるが、リンカーＸにより結合される厳密に２つの無水マレイン酸
基を有するビス-マレイン酸無水物架橋剤を使用することが好ましい。
【００６５】
　いくつかの適用では、リンカーＸの側鎖は有用であるが、他の適用では、側鎖のない骨
格を有するリンカーＸが好ましい。側鎖のないリンカーは、骨格の原子と、骨格の原子に
直接結合する原子のみを有するリンカーである。
【００６６】
　好ましい一実施態様では、本発明に係る方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水
物は、１～２０の原子長のリンカーＸを有するであろう。
【００６７】
　好ましい一実施態様では、本発明に係る方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水
物のリンカーＸは、炭素原子と、場合によってはＯ、Ｎ及びＳから選択される一又は複数
のヘテロ原子からなる骨格を有する１～３０原子の長さのリンカー；１～２０のメチレン
(-ＣＨ２-)単位のリンカー；メチレン(-ＣＨ２-)、エチレン(-Ｃ２Ｈ４-)及び／又はプロ
ピレン(-Ｃ３Ｈ６-)単位及び酸素からなる３～３０原子のリンカーで、酸素を有するエー
テル結合の数が１～８であるもの、メチレン基及びエステル又はアミド結合を介して結合
した１～４のカルボニル単位を有する５～３０原子の骨格のリンカー、又は６～２５のメ
チレン基、エステル又はアミド結合を介して結合した２のカルボニル単位、さらにエーテ
ル結合により結合した１～６の酸素原子を有する１１～３０原子のリンカーからなるリン
カーの群から選択される。
【００６８】



(12) JP 2013-502564 A 2013.1.24

10

20

30

40

　好ましい一実施態様では、本発明の方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水物の
リンカーＸは、炭素原子と、場合によってはＯ、Ｎ及びＳから選択される一又は複数のヘ
テロ原子からなる骨格を有する１～３０の原子長のリンカー；１～６のメチレン(-ＣＨ２
-)単位のリンカー；メチレン(-ＣＨ２-)、エチレン(-Ｃ２Ｈ４-)及び／又はプロピレン(-
Ｃ３Ｈ６-)単位及び酸素からなる３～３０原子のリンカーで、酸素を有するエーテル結合
の数が１～８であるもの、メチレン基及びエステル又はアミド結合を介して結合した１～
４のカルボニル単位を有する５～３０原子の骨格のリンカー、又は６～２５のメチレン基
、エステル又はアミド結合を介して結合した２のカルボニル単位、さらにエーテル結合に
より結合した１～６の酸素原子を有する１１～３０原子のリンカーからなるリンカーの群
から選択される。
【００６９】
　好ましい一実施態様では、本発明の方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水物は
、１～２０のメチレン(-ＣＨ２-)単位のリンカーＸを有するであろう。好ましくは、この
タイプのリンカーは、１～８のメチレン単位を、さらに好ましくは２～６のメチレン単位
を有するであろう。
【００７０】
　好ましい実施態様では、本発明は、式Ｉのビス-マレイン酸無水物に関し、ここでリン
カーＸは５つのメチレン単位からなる。
【００７１】
　好ましい一実施態様では、本発明に係る方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水
物は、メチレン(-ＣＨ２-)、エチレン(-Ｃ２Ｈ４-)及び／又はプロピレン(-Ｃ３Ｈ６-)単
位及び酸素からなる３～３０原子のリンカーＸで、酸素を有するエーテル結合の数が１～
６であるものを有するであろう。
【００７２】
　このようなリンカーの例を、以下の式ＩＩに与える：

【００７３】
　好ましくは、このようなリンカーは、４～８のメチレン、エチレン(-Ｃ２Ｈ４-)及び／
又はプロピレン(-Ｃ３Ｈ６-)単位、及び１～８のエーテル結合を含むであろう。また好ま
しくは、リンカーは４～６のメチレン単位、及び１又は２のエーテル結合を有するであろ
う。
【００７４】
　好ましい一実施態様では、本発明の方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水物は
、メチレン基及びエステル又はアミド結合を介して結合した１～４のカルボニル単位を有
する５～３０原子の骨格のリンカーを含むであろう。さらに好ましくは、リンカーＸは、
リンカーＸの骨格に、エステル又はアミド結合を介して結合した２～４のカルボニル単位
、及び４～１６のメチレン基を有する８～２０の原子長さを有するであろう。また好まし
くは、リンカーＸは、リンカーの骨格に、エステル又はアミド結合を介して結合した２～
４のカルボニル単位、及び４～１２のメチレン基を有するであろう。他の好ましい実施態
様では、リンカーＸは、リンカーの骨格に、エステル又はアミド結合を介して結合した２
のカルボニル単位、及び４～８のメチレン基を有するであろう。このようなビス-マレイ
ン酸無水物の例を、以下の式ＩＩＩ及びＩＶに与える。
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【００７５】
　好ましい一実施態様では、本発明の方法に使用される式Ｉのビス-マレイン酸無水物は
、リンカーＸの骨格に、６～２５のメチレン基、エステル又はアミド結合を介して結合し
た２のカルボニル単位、さらにエーテル結合により結合した１～６の酸素原子を有する１
１～３０原子のリンカーＸを含むであろう。好ましい例を、以下の式ＶからＶＩＩに示す
。
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【００７６】
　細胞又は組織試料は、インビトロの細胞又は組織培養から得られた細胞を含み得、又は
臨床ルーチンで入手できる試料を表しうる。好ましい実施態様では、細胞又は組織試料は
、臨床ルーチンで研究される関心ある細胞を含むであろう。腫瘍学の分野では、このよう
な細胞又は組織試料は、例えば循環腫瘍細胞を含み得、又は腫瘍細胞を含むことが疑われ
るか又は知られている組織でありうる。好ましい試料は、手術又はバイオプシーにより得
られた標本等の全血及び組織試料である。
【００７７】
　当業者が理解するように、本発明の何れの方法もインビトロで実施される。患者試料は
保存されるか、又は分析後に破棄される。試料は患者の体内に戻されない。
【００７８】
　例えば血液に含まれる細胞は、通常、血液の血漿から少なくとも部分的に単離され、懸
濁液中に又は寒天に包埋されて固定されうる。例えば切除又はバイオプシーにより得られ
る組織の試料は、通常は生理学的バッファーで簡単に洗浄され、又は適切な固定液を含む
溶液に直接移される。
【００７９】
　さらに上述したように、ホルムアルデヒド固定化は２工程プロセスであり、よってコン
トロールが容易でない。本発明の方法において使用されるビス-マレイン酸無水物は、ア
ミド結合の形成という、ただ一つのタイプの反応を必要とするという大きな利点を有する
。少なくとも２のアミド結合が、少なくとも２の第１級アミンと無水マレイン酸基の間に
形成されると、リンカーＸを介して互いに結合し、よって架橋が生じる。第２のタイプの
化学反応におけるメチレン架橋の形成は必要とされない。
【００８０】
　細胞又は組織試料の固定化は－おそらくは最も重要な工程であるにかかわらず－ほとん
どの場合、臨床ルーチンでのいくつかの潜在的に重要な段階の一つに過ぎない。
【００８１】
　通常、細胞又は組織試料は顕微鏡的に検査される。そのためには、試料は、染色及び顕
微鏡検査に適した厚みを有するように調製されなければならない。組織試料の場合、通常
、凍結試料又はいわゆるパラフィンブロック（以下参照）が、ミクロトームを用いて、い
わゆる薄片に切断される。薄片は、通常２～１０μｍ厚である。試料が組織試料である場
合、このような試料の検査に使用される分析方法は、組織の薄片で実施されることが好ま
しい。
【００８２】
　臨床病理学において、細胞又は組織試料の長期間にわたる保存が可能なような対策を採
ることが常套的である。例えば、組織保存は低温保存（例えば、約－７０℃）により達せ
られうるが、常套的な保存条件は、４－８℃での保存、又は周囲温度での保存である。
【００８３】
　細胞又は組織試料の固定化後、ここで上に開示した方法では、ビス-マレイン酸無水物
架橋剤を除去するため、またさらなる分析のために、このような試料の直接の使用が可能
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であり、好ましい実施態様を表す。試料は、ＦＦＰＥ材料用のさらに詳しく以下に与える
方法のいずれかを使用して分析することができる。
【００８４】
　細胞又は組織試料の固定化後、ここで上に開示した方法では、固定された試料をパラフ
ィンに包埋することがいくつかの選択肢の唯一のものであるが、それは臨床ルーチンにお
いて最も広く使用されている手順である。パラフィン包埋は、固定化と分析の間の中間工
程を表す。
【００８５】
　例えば、周囲温度で長期間にわたって保存するために、細胞又は組織試料を脱水し、適
切な媒体に包埋することが、標準的技法である。当業者は、手順的な詳細をよく知ってい
るので、これらをここに記載する必要はない。また、包埋、脱パラフィン化及び／又は染
色等、自動的な組織プロセシング用の機器を用いて、本出願に開示された方法を実施する
ことが好ましい。
【００８６】
　臨床ルーチンでは、パラフィンが、例えば、最近の組織病理学、免疫組織化学等のため
の試料を包埋し保存するために最も広く使用されている。本発明に係る方法は、パラフィ
ンに包埋する常套的な方法と適合性がある。よって、好ましい実施態様では、本発明は、
細胞又は組織試料を保存する方法に関し、該方法は、
　ａ）ビス-マレイン酸無水物架橋剤を用いて組織試料を固定し、
　ｂ）工程（ａ）の上記固定化試料をパラフィンに包埋する
工程を含む。
　この方法によって、薄切片に容易に切断されうるパラフィンブロックが得られる。
【００８７】
　ひとたび包埋されれば、細胞又は組織試料は、分析が満了するまで、保存することがで
きる。分析は数時間又は数日のうちに実施することができ、又は数年後になる場合もある
。例えばパラフィンに包埋された組織の切片について、後に分析を実施する前に、パラフ
ィンを除去し、関心ある試料を再水和させる必要がある。パラフィンを除去するための様
々な方法が利用可能であり、当業者にとって適切な方法でパラフィンを除去することは難
しくない。
【００８８】
　上述したように、様々なタイプの分析が、細胞又は組織試料で実施可能である。通常、
形態、酵素活性、免疫反応性及び／又は核酸が評価される。理解されるように、これらの
タイプの評価のそれぞれは、かなりの度合いで、研究される試料の構造的及び機能的保存
性の度合いに依存する。
【００８９】
　通常、ホルムアルデヒドが固定液として使用されるならば、酵素活性へのホルムアルデ
ヒドのネガティブな影響がしばしば観察されるため、酵素特性についての研究は問題では
ない。本発明に開示の方法は穏やかな固定化であるため、酵素活性が小さいか、又は場合
によっては影響を受けないと思われる。好ましい実施態様では、本発明は細胞又は組織試
料における酵素活性を分析する方法に関し、該方法はビス-マレイン酸無水物架橋剤で試
料を固定し、ビス-マレインアミド架橋を除去し、酵素活性を分析する工程を含む。
【００９０】
　本出願のビス-マレイン酸無水物架橋剤を用いた固定化方法は、免疫組織化学の常套的
手順において非常に有利に使用することができる。よって、好ましい実施態様では、本発
明は、細胞又は組織試料について免疫組織化学検査を実施するための方法に関し、該方法
は、
　ａ）ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、
　ｂ）工程（ａ）の固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｃ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｄ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、



(16) JP 2013-502564 A 2013.1.24

10

20

30

40

50

　ｅ）関心あるエピトープを免疫学的に検出する
工程を含む。
【００９１】
　一実施態様では、本発明は、本発明で開示される細胞又は組織試料を固定することを含
む方法に関し、該方法は、
　ａ）固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｂ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｅ）関心あるエピトープを免疫学的に検出する
工程をさらに含む。
【００９２】
　細胞又は組織試料がビス-マレイン酸無水物架橋剤で固定され、ビス-マレインアミド架
橋が分析前に遊離されると、試料に最初に存在していた第１級アミンが再び利用可能とな
る。これは、多くのエピトープに対してしばしば有害で可逆的な影響を及ぼすことで知ら
れているホルムアルデヒド等の他の固定液に対して主要な利点となることが予想される。
モノクローナル抗体により認識される単一のエピトープが影響されるか又は破壊されるな
らば、この欠点は特に重要でありうる。これらの潜在的に極めて価値のあるモノクローナ
ル抗体の多くは、ホルマリン固定されたパラフィン包埋組織（ＦＦＰＥＴ）をベースにし
た標準的な免疫組織化学では作用しないため、ほとんど注目されず市場浸透もしていない
。ＦＦＰＥＴを用いて失敗した多くのモノクローナル抗体は、ビス-マレイン酸無水物架
橋剤で固定された試料では作用するであろう。よって、好ましい実施態様では、本発明は
、関心あるエピトープが、該エピトープを含有する前記細胞又は組織試料がホルムアルデ
ヒド固定液を用いて固定された場合に、マスクされ又は破壊されるエピトープであること
をさらなる特徴として有する先の段落で本質的に記載された免疫組織化学的方法に関する
。換言すれば、本方法は、ＦＦＰＥＴを用いて作用しない抗体を使用して実施される。
【００９３】
　上述のように、本出願に開示された方法は、例えば酵素又は抗原特性を有するポリペプ
チドで良好に機能する。驚いたことに、ここに開示された方法は、関心ある核酸の検出に
有利である。
【００９４】
　好ましい一実施態様では、核酸は、例えば真核細胞の核に存在するようなデオキシリボ
核酸（ＤＮＡ）である。好ましい一実施態様では、ＤＮＡは、インサイツハイブリダイゼ
ーション法により分析される。インサイツハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）の方法は当
業者によく知られている。遺伝子増幅は、例えば蛍光インサイツハイブリダイゼーション
技術（ＦＩＳＨ）、発色性インサイツハイブリダイゼーション技術（ＣＩＳＨ）又は銀イ
ンサイツハイブリダイゼーション技術（ＳＩＳＨ）等の、インサイツハイブリダイゼーシ
ョン法で測定することができる。好ましい実施態様では、本発明は、細胞又は組織試料に
おいて、インサイツハイブリダイゼーションにより関心ある核酸をインビトロで検出する
方法に関し、該方法は、
　ａ）ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、
　ｂ）工程（ａ）の固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｃ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｄ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｅ）関心ある核酸をインサイツハイブリダイゼーションにより検出する
工程を含む。
【００９５】
　一実施態様では、本発明は、本発明に開示された細胞又は組織試料を固定することを含
む方法に関し、該方法は、
　ａ）工程（ａ）の固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｂ）該試料を脱パラフィン化し、
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　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）関心ある核酸をインサイツハイブリダイゼーションにより検出する
工程をさらに含む。
【００９６】
　驚いたことに、本発明で開示された固定化方法は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤を使
用して調製された細胞又は組織試料におけるｍ-ＲＮＡの検出に有利である。関心あるｍ-
ＲＮＡの発現レベルは、適切な技術、例えばノーザンブロット、リアルタイムポリメラー
ゼ連鎖反応（ＲＴ-ＰＣＲ）等により測定することができる。これらの検出技術は全て当
該技術分野でよく知られており、Lottspeich（Bioanalytik, Spektrum Akademischer Ver
lag, 1998）又はSambrook及びRussell (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
, CSH Press, Cold Spring Harbor, NY, USA）等の標準的なテキストから推定されうる。
好ましいｍ-ＲＮＡはリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ-ＰＣＲ）を使用して検出
される。よって、好ましい実施態様では、本発明は、細胞又は組織試料においてＲＴ-Ｐ
ＣＲにより関心ある核酸をインビトロで検出する方法に関し、該方法は、
　ａ）上にここで記載した方法により、ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試
料を固定し、
　ｂ）工程（ａ）の固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｃ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｄ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｅ）ＲＴ-ＰＣＲを実施することにより関心ある核酸を検出する
工程を含む。
【００９７】
　一実施態様では、本発明は、本発明に開示された細胞又は組織試料を固定することを含
む方法に関し、該方法は、
　ａ）固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｂ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）ＲＴ-ＰＣＲを実施することにより関心ある核酸を検出する
工程をさらに含む。
【００９８】
　さらに好ましい実施態様では、核酸は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤を使用して固定
化された細胞又は組織試料から単離され、単離された核酸はさらに分析される。さらに好
ましくは、このような単離された核酸は変異解析に使用される。よって、好ましい実施態
様では、本発明は、細胞又は組織試料から単離された核酸試料についてインビトロで変異
解析を実施する方法に関し、該方法は、
　ａ）ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、
　ｂ）工程（ａ）の固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｃ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｄ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｅ）核酸を単離し、
　ｆ）工程（ｅ）で単離された核酸を使用して変異解析を実施する
工程を含む。
【００９９】
　一実施態様では、本発明は、本発明に開示された細胞又は組織試料を固定することを含
む方法に関し、該方法は、
　ａ）固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｂ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）核酸を単離し、
　ｅ）工程（ｄ）で単離された核酸を使用して変異解析を実施する
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工程をさらに含む。
【０１００】
　特定の変異の有無の決定は様々な方法で実施することができる。限定されるものではな
いが、このような方法には、ＰＣＲ、アレル特異的プローブを用いるハイブリダイゼーシ
ョン、酵素変異検出、ミスマッチの化学的切断、質量分析、又はミニ配列分析を含むＤＮ
Ａ配列分析が含まれる。特定の実施態様では、アレル特異的プローブを用いるハイブリダ
イゼーションは、２つのフォーマット：(１)多くのＤＮＡチップアプリケーションにおけ
るように、固相(ガラス、シリコン、ナイロン膜)に結合したアレル特異的オリゴヌクレオ
チド、及び溶液中で標識された試料、又は(２)結合した試料(多くの場合はクローンＤＮ
Ａ、又はＰＣＲ増幅ＤＮＡ)及び溶液中で標識されたオリゴヌクレオチド(ハイブリダイゼ
ーションによる配列分析を可能にする程のアレル特異性又は短さ)で実施することができ
る。好ましくは、変異の有無の決定は、ポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)、ＤＮＡ配列分析
、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、又は質量分析等の方法により、変異部位
を含む適切なオリゴヌクレオチド配列の決定に関与している。
【０１０１】
　本発明で提供される開示によるここでの方法を用いることで、同じ試料における関心あ
るポリペプチド及び関心ある核酸の検出が可能にさえなる。さらに好ましい実施態様では
、本発明は、細胞又は組織試料を含む試験試料における少なくとも一の関心あるポリペプ
チドを免疫組織化学により、及び少なくとも一の関心ある核酸をインビトロで検出する方
法に関し、該方法は、
　ａ）ビス-マレイン酸無水物架橋剤で細胞又は組織試料を固定し、
　ｂ）工程（ａ）の固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｃ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｄ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｅ）少なくとも一の関心あるポリペプチドを免疫学的に検出し、少なくとも一の関心あ
る核酸を、ＲＴ-ＰＣＲ又は蛍光インサイツハイブリダイゼーションを実施することによ
り検出する
工程を含む。
【０１０２】
　一実施態様では、本発明は、本発明に開示された細胞又は組織試料を固定することを含
む方法に関し、該方法は、
　ａ）固定化試料をパラフィンに包埋し、
　ｂ）該試料を脱パラフィン化し、
　ｃ）ビス-マレインアミド架橋を除去し、
　ｄ）少なくとも一の関心あるポリペプチドを免疫学的に検出し、少なくとも一の関心あ
る核酸を、ＲＴ-ＰＣＲ又は蛍光インサイツハイブリダイゼーションを実施することによ
り検出する
工程をさらに含む。
【０１０３】
　上で検討したように、また与えた実施例においてさらに例証されるように、ビス-マレ
イン酸無水物架橋剤を使用することは、一般的に最新の病理研究所のルーチンで使用され
ている他の固定液及び手順よりも多くの点で多大な利点がある。よって非常に好ましい実
施態様では、本発明は、細胞又は組織試料の固定のためのビス-マレイン酸無水物架橋剤
の使用に関する。
【０１０４】
　さらに好ましい実施態様では、ビス-マレイン酸無水物架橋剤は、使用準備の整った固
定液の調製に使用される。よって、好ましくは、本発明は、細胞又は組織試料を固定する
固定液の製造におけるビス-マレイン酸無水物の使用に関する。
【０１０５】
　好ましくは、細胞又は組織試料の固定、又は細胞又は組織試料を固定する固定液の製造
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に使用されるビス-マレイン酸無水物架橋剤は、式Ｉに定められるビス-マレイン酸架橋剤
である。好ましくは、式ＩのリンカーＸは、本発明で開示された固定化方法を実施する場
合に好ましいものとして開示されたリンカー群から選択されるであろう。さらに好ましい
実施態様では、架橋剤は、式ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖ、ＶＩ、ＶＩＩ、ＶＩＩＩ及びＩＸ
に記載の化合物から選択されるであろう。
【０１０６】
　ビス-マレイン酸無水物架橋剤を使用する多大な利点のため、特に可逆性を達成するこ
とが容易であることが分かったので、このような試薬を、他の固定液、例えば、永続的な
固定化を引き起こす固定液と組合せることができることは容易に想像できる。このように
、組織の長期間にわたる保存をさらに改善することが可能で、さらには関心ある核酸又は
抗原の少なくとも関連部分を、容易に回復可能でもある。
【０１０７】
　他の好ましい実施態様では、本出願は、細胞又は組織試料を固定化する方法に関し、こ
こではビス-マレイン酸無水物架橋剤とホルムアルデヒド及び／又はグルタルジアルデヒ
ドから選択される第２の架橋剤を含有する混合物が使用される。好ましくは、このような
混合物は以下に記載されるようなものである。さらなる他の好ましい実施態様では、本出
願は、ビス-マレイン酸無水物架橋剤と、ホルムアルデヒド及び／又はグルタルジアルデ
ヒドから選択される固定液を有する固定液に関する。このような固定液の他の成分は、上
述したビス-マレイン酸無水物固定液に与えられた好ましい実施態様から選択されるであ
ろう。好ましくは、ホルムアルデヒド又はグルタルジアルデヒド、もしくはその合計に対
する、ビス-マレイン酸無水物架橋剤の容量ベース比は、１：１０～１０：１(重量／重量
)で使用されるであろう。このような混合物における固定液の合計の最終濃度は、ビス-マ
レイン酸無水物架橋剤のみを含有する固定液ついて、上に概説したようなものである。好
ましくは、ビス-マレイン酸無水物架橋剤と、ホルムアルデヒド又はグルタルジアルデヒ
ドもしくはその双方を含有するこのような固定液は、ｐＨ８．０～１１．０の範囲内のｐ
Ｈを有するであろう。
【０１０８】
　次の実施例、配列表及び図は、本発明の理解を補助するために提供されるものであり、
本発明の真の範囲は添付する特許請求の範囲に記載される。本発明の精神を逸脱すること
なく、記載された手順において変更をなすことができることが理解される。
【図面の簡単な説明】
【０１０９】
【図１】図１は、ＩＧＦ-１Ｒに特異的に結合するモノクローナル抗体５Ｇ１１で染色さ
れたＨ３２２Ｍ異種移植腫瘍を有しているＳＣＩＤベージュマウスから得られた、染色さ
れた４μｍの薄切片を示す。組織固定化は、４％のホルムアルデヒド（「ホルマリン」）
、４％又は８％のビス-シトラコン酸をそれぞれ使用した異なった固定液を用いて実施し
た。ホルムアルデヒドで固定された組織についての熱誘導性抗原賦活化、及び酸性バッフ
ァーの使用によるビス-シトラコン酸で固定された組織からのビス-シトラコン酸の除去の
後のそれぞれの、ＩＧＦ-１Ｒの免疫組織化学的局在化は、固定液ホルマリン(図１；Ａ)
又は４％(図１：Ｂ)及び８％(図１：Ｃ)で使用したビス-シトラコン酸間での同程度の染
色強度または質を証明している。
【図２】図２は、ＥＧＦＲに特異的に結合するモノクローナル抗体３Ｃ６で染色されたＨ
３２２Ｍ異種移植腫瘍を有しているＳＣＩＤベージュマウスから得られた、染色された４
μｍの薄切片を示す。組織固定化は、４％のホルムアルデヒド(「ホルマリン」)、４％又
は８％のビス-シトラコン酸をそれぞれ使用した異なった固定液を用いて実施した。ホル
ムアルデヒドで固定された組織についてのプロテアーゼ補助抗原賦活化、及び酸性バッフ
ァーの使用によるビス-シトラコン酸で固定された組織からのビス-シトラコン酸の除去の
後のそれぞれの、ＥＧＦＲの免疫組織化学局在化は、固定液ホルマリン(図２；Ａ)又は４
％(図２：Ｂ)及び８％(図２：Ｃ)で使用したビス-シトラコン酸間での同程度の染色強度
または質を証明している。
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【図３】図３は、異なった前処理／固定化プロトコルを施されたＭＤＡ４６８細胞から単
離されたｍＲＮＡを使用するＥＧＦＲ-遺伝子のＰＣＲ増幅を示す。ＭＤＡ-ＭＢ４６８細
胞（双方とも固定化されていない、新鮮なもしくはＲＰＭＩにおいて４時間保存されたも
の、１０％のＤＭＳＯ、８０％のＤＭＳＯ、１％のビス-シトラコン酸と１０％のＤＭＳ
Ｏ、１％のビス-シトラコン酸と８０％のＤＭＳＯ、負のコントロールとして水「Wasser
」で処理／固定化された新鮮なＭＤＡ-ＭＢ４６８細胞)からの、ＥＧＦＲ-ｍＲＮＡ増幅
を示す。増幅曲線及び挿入された表から明らかなように、全ての試料からのｍＲＮＡは、
むしろ同様の形で増幅している。
【図４】図４は、種々の前処理／固定化プロトコルにかけられた、ＭＤＡ４６８細胞から
単離されたｍＲＮＡを使用するＨＥＲ２-遺伝子のＰＣＲ-増幅を示す。ＭＤＡ-ＭＢ４６
８細胞(双方とも固定化されていない、新鮮なもしくはＲＰＭにおいて４時間保存された
もの、１０％のＤＭＳＯ、８０％のＤＭＳＯ、１％のビス-シトラコン酸と１０％のＤＭ
ＳＯ、１％のビス-シトラコン酸と８０％のＤＭＳＯ、負のコントロールとして水「Wasse
r」で処理／固定化された新鮮なＭＤＡ-ＭＢ４６８細胞)からの、ＨＥＲ２-ｍＲＮＡ増幅
を示す。増幅曲線及び挿入された表から明らかなように、全ての試料からのｍＲＮＡは、
むしろ同様の形で増幅している。
【実施例】
【０１１０】
実施例１：
式ＶＩＩＩの「ビス-シトラコン酸」の合成

メチル-３-トリルカルバモイル-アクリル酸の合成
　２５ｍｌのエチルエーテル中の３．２ｍｌの３-メチル-フラン-２,５-ジオン（シトラ
コン酸無水物）の溶液に、２５ｍｌのエチルエーテル中の３．７４ｇのｐ-トリルアミン
の溶液を、１５分かけて滴下して加えた。黄色懸濁液を１時間攪拌し、濾過した。残留物
をエチルエーテルで洗浄し、真空下で乾燥させた。
収率：７．２２ｇ、９４％
【０１１１】
３-メチル-１-ｐ-トリル-ピロール-２,５-ジオンの合成
　７．２２ｇのメチル-３-トリルカルバモイル-アクリル酸を６０ｍｌの無水酢酸中に懸
濁させた。懸濁液を還流下で３時間加熱した。室温まで冷却した後、溶媒を真空下で除去
した。残留物をエタノールから再結晶化させた。
収率：４．３２ｇ、６５％
【０１１２】
３-(５-(４-メチル-２,５-ジオン-１-ｐ-トリル-２,５-ジヒドロ-１Ｈ-ピロール-３-イル
)-ペンチル-)-４-メチル-１-ｐ-トリル-ピロール-２,５-ジオンの合成
　１２ｇの３-メチル-１-ｐ-トリル-ピロール-２,５-ジオンと、１５．６ｇのトリフェニ
ル-ホスファンを１５５ｍｌの酢酸に溶解させ、２．１５ｍｌのペンタンジアールを添加
する。反応混合物を２０時間還流させた。蒸留により酢酸を除去し、残留物を１５０－１
６０℃で６時間加熱した。
　粗生成物を、シリカゲル、石油エーテル：酢酸エチルエステル７：３でのカラムクロマ
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トグラフィーにより精製した。メタノール中での温浸により生成物をさらに精製し、濾過
し、乾燥させた。
収率：２ｇ、３５％
【０１１３】
３-(５-(４-メチル-２,５-ジオキソ-２,５-ジヒドロ-フラン-３-イル)-ペンチル)-４-メ
チル-フラン-２,５-ジオン(「ビス-シトラコン酸」)の合成
　１．０７ｇの３-(５-(４-メチル-２,５-ジオン-１-ｐ-トリル-２,５-ジヒドロ-１Ｈ-ピ
ロール-３-イル)-ペンチル-)-４-メチル-１-ｐ-トリル-ピロール-２,５-ジオンを、テト
ラヒドロフランとメタノールとの１：１混合物３０ｍｌに溶解させた。水に溶解した３．
４８ｇの水酸化カリウムの添加後、混合物を還流下で３時間加熱した。蒸留により溶媒を
除去し、残留物をシリカゲル、石油エーテル：酢酸エチルエステル７：３でのカラムクロ
マトグラフィーにより精製した。生成物を真空下で乾燥させた。
収率：４０２ｍｇ、６０％
【０１１４】
実施例２：
３-(５-(４-メチル-２,５-ジオキソ-２,５-ジヒドロ-フラン-３-イル)-３-オキサ-ペンチ
ル)-４-メチル-フラン-２,５-ジオン（式ＩＸ）の合成：
式ＩＸ

　架橋剤３-(５-(４-メチル-２,５-ジオキソ-２,５-ジヒドロ-フラン-３-イル)-３-オキ
サ-ペンチル)-４-メチル-フラン-２,５-ジオン（式ＩＸ）を、１,５-ペンタンジアルの代
わりに３-オキサ-１,５-ペンタンジアルを使用し、実施例１に記載の手順に類似した方法
で合成した。出発物質３-オキサ-１,５-ペンタンジアルは、Bowers, Sら, Bioorganic & 
Medicinal Chemistry Letters　19 (2009) 6952-6956に記載されている。
【０１１５】
実施例３：
ＩＧＦ-１Ｒに対する抗体での染色
　Ｈ３２２Ｍ異種移植腫瘍を有しているＳＣＩＤベージュマウスを屠殺した。腫瘍を除去
し、ほぼ同じ大きさの３片に切断した。ついで、組織試料をそれぞれの固定化溶液に移し
た。ビス-シトラコン酸での固定化では、室温で繰り返しピペッティングすることにより
、最終濃度が８０％になるまで、この物質をＤＭＳＯに溶解させた。完全な溶解後、この
溶液を直接使用するか、又はＤＭＳＯで１：１に希釈し、１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）でさ
らに希釈し、それぞれ１０％のＤＭＳＯ及び８％又は４％のビス-シトラコン酸の最終濃
度のＰＢＳにした。固定化効果に対する異なった濃度のビス-シトラコン酸の影響を試験
するために、４％又は８％のビス-シトラでコン酸(ｗ／ｖ)を含む溶液を調製した。ホル
ムアルデヒド固定液の調製では、ホルマリン（Ｈ２Ｏ中に４０％(ｗ／ｖ)のパラホルムア
ルデヒド）を１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）で１：１０に希釈した。
【０１１６】
　全ての腫瘍試料を、室温で１２時間、一晩かけて固定化した。次の日、組織試料を、１
時間、Ｈ２Ｏで洗浄した。その後、固定された腫瘍組織をパラフィンに包埋した。
【０１１７】
　種々の固定液（４％のホルマリン、４％又は８％のビス-シトラコン酸）で固定され、
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パラフィン包埋された組織試料の切片を、一般的な回転式ミクロトームを使用して４μｍ
で切断した。ＩＧＦ-１Ｒの免疫組織化学局在化のために、切断された組織切片をガラス
スライドに搭載した。組織試料の脱パラフィン化を、Ventana Benchmark XT 自動ＩＨＣ
着色機(Ventana, Tucson)で実施した。免疫組織化学によるＦＦＰＥ組織での＜ＩＧＦ-１
Ｒ＞５Ｇ１１モノクローナル抗体(Ventana, Tucson)を用いたＩＧＦ-１Ｒの局在診断用に
、熱誘導性抗原賦活化は、ホルマリン固定された試料を染色する前に実施されなくてはな
らない。ＩＧＦ-１Ｒの免疫組織化学検出のための熱誘導性抗原賦活化を、バッファーＣ
Ｃ１(Ventana, Tucson)において、９５℃で１時間、Ventana Benchmark XT上で組織切片
をインキュベートすることにより実施した。予めビス-シトラコン酸で固定化され、パラ
フィン後の薄片における抗原賦活化は、酸性ｐＨを有するバッファーにおいて、組織切片
を単純にインキュベートすることにより実施可能である。薄片をｐＨ５．８のバッファー
において２時間、インキュベートした。抗原賦活化後、全てのスライドをVentana Benchm
ark上に配し、１６分のインキュベート時間、一次抗体でＩＧＦ-１Ｒ用に染色した。結合
した一次抗体を、Ventana iview DAB検出キットを使用して検出させた。染色された切片
の検査により、ビス-シトラコン酸を用いた組織の固定化で、組織の形態が転換すること
が明らかとなった(図１Ｂ及びＣ)。さらに、ビス-シトラコン酸は、酸性バッファー溶液
において、単にインキュベートすることにより回復可能であった。ＩＧＦ-１Ｒの免疫組
織化学局在化では、ホルマリン(図１；Ａ)又はビス-シトラコン酸で固定化された組織(図
１；Ｂ及びＣ)の間の染色強度又は形態学的な品質における、大きな差異は明らかではな
かった。
【０１１８】
　この実施例で得られた結果には、ビス-シトラコン酸を用いた固定化により、ホルマリ
ン固定された組織は、熱誘導性抗原賦活化として知られた方法を用いた組織処理後のみに
利用可能となるエピトープの保存並びに容易で穏やかな回復が可能になることが示されて
いる。
【０１１９】
実施例４：
ＥＧＦＲに対する抗体を用いた染色
　実施例２に類似した手順により、ホルマリン又はビス-シトラコン酸で固定化された組
織を、抗体３Ｃ６(＜ＥＧＦＲ＞ｍＡＢ３Ｃ６；Ventana, Tucson)を使用し、ＥＧＦＲ用
に染色するために調製した。この抗体は、このようなＦＦＰＥ-試料におけるそのエピト
ープへの接近を回復するために、ＦＦＰＥ-誘導性組織切片のプロテアーゼ前処理に依存
することが知られている。図２に示すように、ホルマリン固定と、プロテアーゼ補助性抗
原賦活化又は酸性バッファーにおけるインキュベートによるビス-シトラコン酸固定化及
び回復との間に、ＥＧＦＲの免疫組織化学局在診断での差異は見出されなかった。
【０１２０】
　この実施例で得られた結果には、ビス-シトラコン酸を用いた固定化により、ホルマリ
ン固定された組織は、プロテアーゼを用いた組織処理後のみに利用可能となる、エピトー
プの保存並びに容易で穏やかな回復が可能になることが示されている。
【０１２１】
　実施例２及び３に示されているように、集合的に、ビス-シトラコン酸固定と回復は、
ホルマリン固定された組織が、今のところ、一又は複数の種々の回復方法(熱又はプロテ
アーゼ誘導性)で回復させなければならない、種々のエピトープを検出するための方法で
ある。他のビス-マレイン酸無水物のプロトタイプとしてのビス-シトラコン酸は、種々の
回復方法を必要とすることなく、種々の抗体で、厳しい回復方法を使用することなく作業
される。熱誘導性又はプロテアーゼ補助性回復は、標準化及び再生が容易でないが、上述
にて示したように、ビス-マレイン酸無水物架橋剤をベースにした固定液を除去するため
に、穏やかに簡単に使用することにより、抗原／エピトープの、より再生可能な利用可能
性／反応性を得ることができるようになるであろう。
【０１２２】



(23) JP 2013-502564 A 2013.1.24

10

20

30

40

50

実施例５：
遺伝子増幅解析のためのＤＮＡ単離及びｑＰＣＲ
　まず、ＭＤＡ-ＭＢ４６８細胞を１０分、異なった固定化試薬で固定し、ついで、クエ
ン酸バッファー（ｐＨ４．４）で中和した。図３に与えられた種々の試料はＭＤＡ-ＭＢ
４６８細胞（双方とも固定化されていない、新鮮なもしくはＲＰＭにおいて４時間保存さ
れたもの、１０％のＤＭＳＯ、８０％のＤＭＳＯ、１％のビス-シトラコン酸と１０％の
ＤＭＳＯ、１％のビス-シトラコン酸と８０％のＤＭＳＯで処理／固定化された新鮮なＭ
ＤＡ-ＭＢ４６８細胞）である。
【０１２３】
　種々の固定化手順の後、１×１０７のＭＤＡ-ＭＢ４６８細胞を使用して、ＤＮＡ単離
を実施した。ＤＮＡを単離するために、製造者の使用説明書に従い、High Pure Template
 Preparationキット（Roche Diagnostics GmbH, カタログ番号11796828）を使用した。単
離したＤＮＡを－２０℃で保存した。
【０１２４】
　ＥＧＦＲ及びＨＥＲ２の増幅状態を、ＭＤＡ-ＭＢ４６８細胞において測定した。よっ
て、加水分解プローブ（Taqmanプローブ）の使用をベースにした定量的ＰＣＲを、遺伝子
特異的プライマー及びプローブを使用して実施した（表１を参照）。標的遺伝子用のプロ
ーブを、Ｆａｍを用いて５'末端、ＢＨＱ-２を用いて３'末端を標識した。
【０１２５】

　各遺伝子について、個々の検証されたＰＣＲミックスを使用した（表２を参照）。
【０１２６】

【０１２７】
　各混合物は、５μＭの順方向及び逆方向プライマーと２μＭのプローブからなる。適用
されるＺ０５ポリメラーゼは、Roche Molecular Diagnostics (Branchburg, USA)から購
入したＣＯＢＡＳ Ｔａｑｍａｎ ＲＮＡ反応ミックス（LUO M/N 58004938）に含め、酢酸
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異なった濃度で添加した。２μｌのＤＮＡテンプレートを使用し、ヌクレアーゼを含まな
い水で５μｌまで満たした。各試料を３組測定した。ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０（Ro
che Diagnostics GmbH）及び適切な９６ウェルプレート及び密封ホイルを測定のために適
用した。次の熱循環プロファイルをサイクラーで使用した（表３）。
【０１２８】

【図１】

【図２】

【図３】
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