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(57)【要約】
本発明は、本発明による方法を用いて異なる生体分子、特に核酸およびタンパク質を同じ
固定生物学的サンプルから並行して単離／抽出し、単離された生体分子を定量および分析
する方法と、固定サンプルから異なる生体分子を並行して単離／抽出するためのキットと
に関する。本発明はまた、疾病の診断、疾病の予後診断、疾病の処置の決定、および疾病
の処置のモニタリングのための、前記キットの使用に関する。本発明はさらに、本発明の
方法により単離された生体分子を定量および分析すること、固定サンプルから様々な生体
分子を並行して単離／抽出するためのキット、および疾患の診断、予後診断、疾患の療法
の決定および疾患の治療のモニタリングのために前記キットを使用することを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　架橋により固定された同じ生物学的出発材料から様々な種類の生体分子を並行精製する
方法であって、
　ａ）前記出発材料の前記架橋を分解する工程、
　ｂ）前記出発材料に存在する前記異なる生体分子を少なくとも１つの画分（Ａ）および
少なくとも１つの画分（Ｂ）に分離する工程および
　ｃ）工程ｂ）の前記画分（Ａ）および（Ｂ）の少なくとも１つから異なる生体分子を単
離または検出／分析する、あるいは、単離および検出／分析する工程、
が行われる、方法。
【請求項２】
　前記出発材料の前記架橋は以下の工程：
　（ｉ）前記材料を好ましくは水性の溶液に移す工程、
　（ｉｉ）前記材料を、前記溶液中、前記可溶性タンパク質を遊離するのに十分な温度で
インキュベートする工程
　（ｉｉｉ）その後さらに６０℃を超える温度でインキュベートする工程
により、工程ａ）で分解される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　工程（ｉ）で使用される前記溶液は界面活性剤を含み、タンパク質分解活性を有する化
合物を含まないバッファーである、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　工程（ｉｉ）における前記材料は前記溶液中で煮沸される、請求項２または３に記載の
方法。
【請求項５】
　工程ｂ）において可溶性画分（Ａ）および不溶性画分（Ｂ）への分離が行われる、請求
項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　画分（Ａ）と画分（Ｂ）との分離により、少なくとも前記出発材料から遊離可能な前記
タンパク質が、少なくとも遊離可能な前記核酸から実質的に定量的に分離され、前記可溶
性タンパク質は実質的に定量的に画分（Ａ）中にある一方、前記可溶性核酸は実質的に定
量的に画分（Ｂ）中にある、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　工程ｃ）による前記異なる生体分子の単離はタンパク質精製またはタンパク質単離の慣
用される方法を用いて画分（Ａ）からのタンパク質の精製／単離により行われ、前記不溶
解性サンプル成分を破壊する少なくとも１つの追加処理、および／またはその後前記出発
材料中になお残存している架橋を分解すること、さらに前記可溶性核酸を単離することを
含むその後の工程ｄ）により、画分（Ｂ）から核酸を単離する、請求項１～６のいずれか
に記載の方法。
【請求項８】
　前記タンパク質の精製／単離はクロマトグラフィ法、電気泳動による分離、タンパク質
結合材料への特異的結合、特異抗体を用いたタンパク質の捕捉または沈殿により行われ、
前記核酸の単離は沈殿、核酸結合材料への結合、電気泳動またはクロマトグラフィにより
実施される、請求項１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　タンパク質の検出／分析は免疫学的方法、クロマトグラフィ法、シーケンシングまたは
電気泳動によって行われ、前記核酸の検出／分析は特異的ＰＣＲ、電気泳動、ハイブリダ
イゼーション法またはシーケンシングによって行われる、請求項１～８のいずれかに記載
の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれかに記載の方法を実施するためのキットであって、少なくとも（
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１）前記出発材料の前記架橋を分解するための、プロテアーゼを含まない水性系、好まし
くはバッファー系、（２）場合により前記溶液（１）に存在していてもよい界面活性剤、
および（３）プロテアーゼを含む溶液またはプロテアーゼを含む、キット。
【請求項１１】
　（４）少なくとも１種の核酸結合材料、（５）核酸を単離するための追加のバッファー
、好ましくは結合バッファーおよび溶出バッファーをさらに含む、請求項１０に記載のキ
ット。
【請求項１２】
　前記水性系（１）は少なくとも１種の還元試薬、少なくとも１種の界面活性剤、および
少なくとも１種の求核試薬を含むバッファーである、請求項１０または１１に記載のキッ
ト。
【請求項１３】
　生物学的サンプルに含まれる生体分子を分析および／または定量するための、請求項１
０～１２のいずれかに記載のキットの使用。
【請求項１４】
　ヒトの体外のサンプルまたは動物の体外のサンプルに基づき疾患の診断、疾患の予後診
断、疾患に対する治療の決定、および疾患に対する治療のモニタリングを行うための、請
求項１０～１２のいずれかに記載のキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、様々な生体分子、特に核酸およびタンパク質を同じ固定生物学的サンプルか
ら並行して単離／抽出する方法に関する。本発明はさらに、本発明の方法により単離され
た生体分子を定量および分析すること、固定サンプルから様々な生体分子を並行して単離
／抽出するためのキット、および疾患の診断、予後診断、疾患の療法の決定および疾患の
治療のモニタリングのために前記キットを使用することを含む。
【背景技術】
【０００２】
　近年、たとえば健常組織と病変組織との識別など将来の病理組織学的検査に備えてホル
マリンで組織固定することは一般に行われている。ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦ
ＰＥ）組織は数十年にわたり収集されており、無数の診断研究の源である。前記組織は、
治療前／後／中の疾患の様々な段階のほとんどの器官、および他の様々なものの組織であ
る。ＦＦＰＥ組織には形状が非常によく保持されるという利点がある。しかしながら、組
織をホルマリンで固定すると細胞内に高分子の強い架橋が起こるため、従来のアプローチ
では、数十年にわたり試され試験されてきたこの固定法により、病院または研究で非常に
強く望まれている、ヒトまたは動物組織の１つのサンプルからの核酸およびタンパク質を
並行抽出することはできていない。
【０００３】
　１つのサンプルから様々な生体分子、たとえばタンパク質および核酸を並行して単離す
ることは特に望ましいものである。第１に入手可能なサンプル材料は通常ごく少量に過ぎ
ず、複数の精製を別々に行うには不十分である。第２にサンプル材料は不均一であり、た
とえば一部の腫瘍細胞は健康な細胞に挟まれて存在している。この場合、サンプルを分割
すると各分割サンプルが同じ種類の細胞を同じ量で含むとは限らないため、サンプルを分
離または分割することは望ましくない。ＤＮＡ、ＲＮＡおよびタンパク質などの生体分子
を、たとえば、分割していないサンプルから並行して単離するのみであれば、調査対象の
全生体分子（アナライト）は類似のサンプルに由来するため、相互に関連づけが行えるよ
うになる。
【０００４】
　現在、ＦＦＰＥ組織からの核酸分子の単離は一般に行われており、文献に網羅的に記載
されている。そうした方法の例は、国際特許出願の、特許文献１、特許文献２、特許文献
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３および特許文献４で確認することができるが、前記の各方法では、核酸の精製に、たと
えば核酸分解酵素など、同時に存在するタンパク質を破壊するためプロテアーゼの使用が
好まれる点が共通している。言うまでもなくこれらのアプローチを用いて、同じサンプル
からのタンパク質の同時／並行精製または単離は不可能である。
【０００５】
　特許文献５には、ＦＦＰＥ組織中に存在するタンパク質を標的としたタンパク質分解に
より、前記組織からのタンパク質分解性のペプチドフラグメントの調製が記載されている
。これには、異なるバッファーで２つの組織サンプルを同時に処理し、前記サンプルのペ
プチドパターンを作製することが含まれる。同じサンプルからのタンパク質および核酸の
同時／並行単離については記載されていない。
【０００６】
　特許文献６では、試験対象のサンプルを最初に界面活性剤を含むバッファー中で煮沸し
、次いで６０℃超の温度でさらにインキュベートすれば、固定組織からのタンパク質の抽
出が実質的に改善され得ることが明らかにされる。このようにサンプルを処理すれば、単
離されたタンパク質をその後定量することができる。
【０００７】
　特許文献７には、固定組織サンプルを好ましくは求核試薬を含む水溶液と接触させるこ
とにより、ホルマリン固定が原因の生体分子の架橋をより分解しやすくできる方法が記載
されている。このように処理したサンプルはその後、タンパク質単離のための精製工程に
使用しても、または核酸単離のための精製工程に使用してもよい。前記出願には、２種類
の生体分子を同じサンプルから並行して／同時に単離する方法については記載されていな
い。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第２００４／０８０５７８号
【特許文献２】国際公開第２００５／０１２５２３号
【特許文献３】国際公開第２００５／０５４４６６号
【特許文献４】国際公開第２００８／０２１４１９号
【特許文献５】国際公開第２００６／１２７８６０号
【特許文献６】国際公開第２００６／１２２８９８号
【特許文献７】国際公開第２００７／０６８７６４号
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明の目的は、様々な生体分子を固定組織の１つのサンプルから採取し、適切な場合
には固定組織の試験が可能な方法を提供することであった。
【００１０】
　この目的は、架橋により固定された同じ生物学的出発材料から様々な種類の生体分子を
並行精製する方法であって、
　ａ）出発材料の前記架橋を分解する工程、
　ｂ）出発材料に存在する異なる生体分子を少なくとも１つの画分（Ａ）および少なくと
も１つの画分（Ｂ）に分離する工程および
　ｃ）工程ｂ）の前記画分（Ａ）および（Ｂ）の少なくとも１つから異なる生体分子を単
離または検出する、あるいは、単離および検出する工程、を含む方法、
および前記方法を実施するためのキットによって達成される。好ましい実施形態は従属ク
レームに含まれる。
【００１１】
　驚いたことに、公知の方法、特に国際公開第２００６／１２２８９８号に記載の方法を
、（ａ）プロテアーゼを含まないバッファーを使用し、（ｂ）界面活性剤を使用し、（ｃ
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）サンプルを煮沸し、その後６０℃超で５０秒を超えてインキュベートして行ったところ
、ホルマリンが原因の組織中の架橋において、タンパク質の場合に限り前記架橋が十分に
分解されることが分かった。したがって、タンパク質のみはこれまでに記載された方法で
実質的に定量的に単離される一方、サンプルに同時に存在する核酸の方は遊離しないか、
あるいは比較的多くの量が遊離されずに、サンプルの不溶解性画分に残存したままである
。このことが、可溶性タンパク質画分から簡便な機械的回収工程、たとえば遠心分離また
は濾過により、そうした核酸を実質的に回収できるという発見につながった。このため、
本発明によれば、同じ出発サンプルから「タンパク質状態」および「核酸状態」を相互に
別々に記録することができる。その後既知の核酸単離方法、たとえばＲＮｅａｓｙ　ＦＦ
ＰＥおよびＱＩＡａｍｐ　ＦＦＰＥ（どちらもＱｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａ
ｎｙ）により核酸を不溶解性の回収画分（ａｂｇｅｔｒｅｎｎｔｅｎ　Ｆｒａｋｔｉｏｎ
）から単離すればよい。ＲＮｅａｓｙ　ＦＦＰＥおよびＱＩＡａｍｐ　ＦＦＰＥは、不溶
解性画分をさらに破壊するためのプロテアーゼ処理を行い、その後高温でのインキュベー
ション工程を行うものである。こうして２種類の生体分子が、１つのおよび同一のサンプ
ルから１つの抽出工程で前分画されてから、相互に別々に単離されるため、さらに（その
後の）分析方法に利用できるようになる。
【００１２】
　生体分子という用語は、当業者に公知のすべての生体分子、たとえば天然核酸または合
成核酸、たとえばサンプルに導入された核酸、直鎖状、分枝もしくは環状の一本鎖または
二本鎖核酸、ＲＮＡ、特にｍＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｔＲＮＡ、
ｈｎＲＮＡまたはリボザイム、ゲノムＤＮＡ、プラスミドＤＮＡまたはオルガネラＤＮＡ
、タンパク質、ペプチドおよび改変タンパク質、さらに感染原因（ｉｎｆｅｋｔｉｏｅｓ
ｅｎ　Ｕｒｓｐｒｕｎｇｓ）からの核酸、タンパク質およびペプチド、抗体、ホルモン、
増殖因子、脂質、オリゴ糖、多糖類、プロテオグルカン（Ｐｒｏｔｅｏｇｌｕｋａｎｅ）
、代謝産物および薬物／薬剤が挙げられるが、これに限定されるものではない。
【００１３】
　好適な生物学的サンプルは、固定に好適な任意の生物学的サンプルであり、たとえば、
血液、精液、脳脊髄液、唾液、痰または尿などの細胞含有体液、白血球画分、バフィーコ
ート、糞便、スワブ、穿刺液、皮膚の断片、生物そのものまたはその一部、臓器、臓器片
、たとえば切片、生検標本、細針吸引物または組織切片の形態の、多細胞生物、好ましく
は昆虫および哺乳動物、特にヒトの組織および組織の一部、たとえば接着細胞または浮遊
細胞培養物の形態の単離された細胞、植物、植物の一部、植物組織または植物細胞、細菌
、ウイルス、酵母および真菌が挙げられるが、これに限定されるものではない。使用して
もよい特に好ましい出発材料は、ヒト組織の組織切片である。
【００１４】
　生物学的サンプルは、当業者に公知の任意の固定液、特に酸、アルコール、アルデヒド
、ケトンまたは他の有機物、特にグルタルアルデヒドまたはホルムアルデヒドなどで固定
されていてもよいが、ホルムアルデヒドで固定した生物学的サンプルは特に好ましい。本
発明の方法の特に好ましい実施形態によれば、ホルムアルデヒドで固定し、パラフィンに
包埋した生物学的サンプルを使用する。
【００１５】
　ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織は、病変組織および健常組織の病理組
織学的診断に世界中で日常的に利用されている。ＦＦＰＥ組織は形態が非常によく保持さ
れるためである。しかしながら、ＤＮＡ、ＲＮＡおよびタンパク質などの高分子は通常、
この方法で固定した組織を用いてさらに十分に研究することができない。科学者の長い経
験にもかかわらず、インタクトなタンパク質をＦＦＰＥ組織から抽出する方法が確立した
のは最近である：Ｂｅｃｋｅｒらは、臨床組織サンプルからのタンパク質の発現量の正確
な定量について報告した（Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ．２１１：３７０－８，２００７）。これに
より臨床研究者は、ＦＦＰＥ組織のタンパク質を入手可能な臨床データと比較して定量的
に分析できるようになった。
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【００１６】
　本発明の方法により単離された核酸およびタンパク質を分析および／または検出する方
法は、当業者に公知の任意の分析方法で行えばよく、たとえばＰＣＲ、ｑＰＣＲ、ＲＴ－
ＰＣＲ、ｑＲＴ－ＰＣＲ、全ゲノム増幅（Ｗｈｏｌｅ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ａｍｐｌｉｆｉｃ
ａｔｉｏｎ）などの増幅法、ゲル電気泳動、サザンブロッティング、ノーザンブロッティ
ングなどのブロッティング技術、およびウエスタンブロッティング、免疫沈降またはアフ
ィニティークロマトグラフィなどの免疫学的方法、マイクロアレイ解析、ＲＦＬＰ解析（
制限酵素断片長多型解析（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｌｅｎｇｔｈ　
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ－ａｎａｌｙｓｅ）、ＳＡＧＥ（連続遺伝子発現分析（ｓｅｒ
ｉｅｌｌｅ　Ａｎａｌｙｓｅ　ｄｅｒ　Ｇｅｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ））、シーケンシン
グ（ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）、ＳＮＰ解析、変異解析、たとえば、メチル化パターンの解
析などのエピジェネティック解析、タンパク質／抗体アレイ、免疫沈降、高速液体クロマ
トグラフィ（ＨＰＬＣ：ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍ
ａｔｏｇｒａｐｈｙ）、高速タンパク質液体クロマトグラフィ（ＦＰＬＣ：ｆａｓｔ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）、ＳＥＬＤＩまたはＳＥ
ＬＤＩ－ＴＯＦ、質量分析法、ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ質量分析法、酵素結合免疫吸着測定法
（ＥＬＩＳＡ：ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ
）、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ：ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ　ｇｅ
ｌｅｌｅｋｔｒｏｐｈｏｒｅｓｅ）、特に二次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動（二次
元ゲル電気泳動）、比活性により酵素も検出されるキャピラリー電気泳動などが挙げられ
るが、これに限定されるものではない。
【００１７】
　本発明には、たとえばＦＦＰＥ組織から生体分子、好ましくはタンパク質およびゲノム
（ｇ）ＤＮＡまたはＲＮＡなどの核酸を並行して単離する方法と、非常に少量のサンプル
、たとえば臨床生検標本から行える高感度な定量法による生体分子の分析法とが記載され
る。
【００１８】
　本発明によって並行単離するとは、同じサンプルから始めて（すなわち同一の出発材料
から）、様々な種類の生体分子、たとえば核酸およびタンパク質の両方がそれぞれの場合
において精製されることを意味する。この目的のため、ホルマリンによる架橋を分解する
第１の工程後、たとえばタンパク質画分および核酸画分を相互に分離し、生体分子、好ま
しくはその特定の画分中の大部分を占める生体分子を前記画分の少なくとも１つから、好
ましくは各画分から単離する。可溶性画分からタンパク質を、不溶性画分から核酸を単離
するのが好ましい。画分から生体分子を分離した後に行うさらなる前記単離は同時に行っ
ても、あるいは交互に行ってもよい。
【００１９】
　本発明の単離方法は、同じ出発サンプルから核酸およびタンパク質を共に実質的に定量
的に、かつ相互に別々に単離することを可能にする。たとえば、前記方法はまた、遺伝子
の構造、配列およびメチル化状態および／または遺伝子の発現を組織中のタンパク質状態
と比較できるようにする。
【００２０】
　本明細書に記載の方法は、対象組織の複雑な構造および制御機構の観点から、たとえば
診断上または治療上重要なマーカーをインビボで記録するために使用していてもよい。こ
の種の重要なマーカーの一例に過ぎないが、腫瘍組織中のタンパク質発現およびＤＮＡ変
異プロファイルに関する上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ：ｅｐｉｄｅｒｍａｌｅ　Ｗａｃ
ｈｓｔｕｍｓｆａｋｔｏｒ－Ｒｅｚｅｐｔｏｒ）を例として挙げることができる。
【００２１】
　本方法は、臨床研究および基本原理に焦点をあわせた研究の両方に利用していてもよい
。さらに重要なことは、ホルマリン固定材料から生体分子を単離する本明細書に記載の方
法は、考えられる最良の形で毎日の臨床業務に組み込むことができる。これにより、実質
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的にこれまでより正確な診断方法および治療方法を利用することが可能になる。
【００２２】
　本明細書に記載の本発明は、引き続く分析のための、組織サンプルなど固定された生物
学的サンプルからのタンパク質と核酸との抽出の実質的な最適化を施すことに関し、この
最適化は、特に前記タンパク質および核酸の定量を目的とした最適化であり、臨床環境と
実験的研究とにおける現在のハイスループット法、たとえばプロテインアレイおよびリア
ルタイムＰＣＲ法に適合するものである。この方法は、たとえば様々な病期または進行度
の疾患サンプルをサンプル中に存在する生体分子の分析および定量に容易に受け入れられ
るため、レトロスペクティブ解析も可能となる。
【００２３】
　本方法は、同じ出発材料からインタクトなタンパク質および核酸を検出および定量する
ことを可能にする。たとえば核、細胞質または細胞膜などまったく異なる細胞区画のタン
パク質を確実に単離し、定量的に測定することができる。単離されたインタクトなタンパ
ク質は希釈、すなわち段階希釈できるため、内部標準曲線を確立することができる。これ
により、タンパク質の検出および定量が直線の範囲内にあることを保証できる。必要に応
じて、使用した検出手段、たとえば抗体に交差反応がないこと（ウエスタンブロットにお
いて正しいサイズの特異的な唯一のバンド）を保証するため、タンパク質を前もってウエ
スタンブロットにより試験してもよい。本明細書に記載の方法で単離され定量が可能なイ
ンタクトなタンパク質は、毎日の臨床業務で既に行われているものなどの免疫組織学的解
析の結果を考えられる最良の形で補完する。これにより、インタクトなタンパク質を正確
かつ高感度に定量し、固定組織においてタンパク質の細胞帰属（免疫組織化学）を行うこ
とが可能になる。同時に、記録したタンパク質状態は、組織中での発現パターン、さもな
ければ、個々の発現遺伝子の量と比較できる。たとえば乳癌患者のＨｅｒ２／ｎｅｕなど
の既知の疾患マーカーを、発現レベルでも翻訳レベルでも臨床的に精度よく測定できる。
さらに、一般的な検出方法、たとえば質量分析法または定量ＰＣＲを用いて発現遺伝子お
よび／または単離されたインタクトなタンパク質を解析することによって、健常組織と病
変組織との比較する方法により新規な疾患マーカーを同定してもよい。本方法を用いて動
物組織も同様に試験することができる。多くのヒト疾患、たとえば癌などでは動物モデル
が既に利用可能である。試験対象の組織はホルマリンで固定しパラフィンに包埋してから
病理組織学的に評価するのが一般的である。本方法を用いれば、たとえばプロテインアレ
イおよび定量ＰＣＲにより前記モデルの既知のおよび新規な疾患マーカーを正確かつ高感
度で強力に定量することができる。
【００２４】
　本方法によれば、組織中に存在するタンパク質は、方法の初期工程で前記組織中に存在
する核酸から実質的に定量的な様式で分離される。
【００２５】
　本発明によれば、「実質的に定量的な様式で」という用語は、分離工程後に２種類の異
なる画分が得られ、そのどちらも組織に元々存在する生体分子を含み、画分（Ａ）は全可
溶性タンパク質の（すなわち組織から回収可能な全タンパク質の）５０％超を含むが、回
収可能な全核酸を５０％未満で含み、可溶性タンパク質の５０％未満、核酸の５０％超は
分離工程後の他方の画分（Ｂ）に残存していることを意味する。分離工程後に画分（Ａ）
は組織から回収可能な全タンパク質の６０％超、一層好ましくは７０％超、さらに特に好
ましくは７５％超、とりわけ好ましくは少なくとも８０％を含む一方、画分（Ｂ）は組織
から回収可能な全核酸の６０％超、一層好ましくは７０％超、特に好ましくは７５％超、
とりわけ好ましくは少なくとも８０％を含み、前記核酸は第１の分離工程後に組織の不溶
性成分と結合状態であり得る。
【００２６】
　本発明によれば、単離という用語は、前記生体分子の完全な精製または実質的な精製の
必要なしに出発材料の他の成分から関連する生体分子を回収することを意味するものとす
る。したがって単離された生体分子とは、もはや元の天然の環境、たとえば細胞内には存



(8) JP 2012-511145 A 2012.5.17

10

20

30

40

50

在しないが、そこから回収されており、他の細胞成分が、そこから少なくとも一部が除去
されている生体分子を意味する。このため、たとえば細胞を破壊した後に遠心分離により
前記細胞の不溶性成分から可溶性成分を分離するのは、可溶性の細胞成分を単離する工程
になる。
【００２７】
　精製という用語は、それ以上の細胞成分から既に分離されている生体分子（単離された
生体分子）を、夾雑物質の少なくとも一部を除去するため少なくとも１つの追加精製工程
に付すことを意味する。たとえば可溶性タンパク質は、クロマトグラフィ法、さもなけれ
ば、他の可溶性細胞成分の透析により精製することができる。この文脈では、精製は、精
製後の生体分子が如何なる種類の夾雑物質もまったく含まないことを意味することを想定
していない。むしろ前記精製工程により、他の夾雑物質に対して前記生体分子の比率が上
昇したときに生体分子は精製されたという。
【００２８】
　「回収可能（ｈｅｒａｕｓｌｏｅｓｂａｒ）」または「溶解可能（ｌｏｅｓｂａｒ）」
という用語は、好適な方法により生体分子を単離することができることを意味する。この
用語は、好適な処理により出発材料から単離可能な生体分子の種類（たとえばタンパク質
または核酸）にも生体分子の量にも使用することができる。ここで留意すべきは、生体分
子については依然として集合体内にあるが、すなわちまだ溶解されていないが、好適な方
法により溶解し得る（たとえば膜タンパク質も）場合に、回収可能な生体分子ということ
ができる。
【００２９】
　以下に、本発明の方法の各工程についてより詳細に記載する。
【００３０】
　使用する出発材料は、生体分子を含むどのような材料でもよいが、固定した出発材料を
使用するのが好ましい。特に好ましいのは、ホルマリンで固定した組織、特にＦＦＰＥ組
織を使用することである。ＦＦＰＥ組織を使用する場合、好ましくは最初に脱パラフィン
する。試験対象の組織部位は組織切片からミクロトーム切開または組織パンチにより手作
業で切り取っても、あるいは、レーザー顕微解剖により切り取ってもよい。
【００３１】
　最初に行うことが好ましい脱パラフィン（ｅｎｔｐａｒａｆｆｉｎｉｅｒｕｎｇ）は、
生体分子の達成可能な収量に著しい影響を与える場合がある。脱パラフィンは一般に生物
学的サンプルの包埋に使用するパラフィンを除去する働きをする。概して前記パラフィン
は第１に生体分子を溶解および分画する際に、第２に生体分子をさらに精製および分析す
る際に問題を起こす恐れがある。サンプルは通常、たとえばキシレンおよび／またはエタ
ノールなどの有機溶媒中でのインキュベーションにより脱パラフィンする。このプロセス
では最初にサンプルをキシレン中で１回または複数回インキュベートし、次いで前記キシ
レンを１００％濃度のエタノール中で１回または複数回のインキュベーションにより、適
切な場合にはその後、希釈エタノール中で１回または複数回のインキュベーションにより
除去するのが一般的である。あるいは、たとえばアルカン、特に好ましくはヘプタン、ま
たは他のアルコール、たとえばメタノールなど脱パラフィン用の他の有機溶媒を使用する
ことも可能である。ヘプタンなどのアルカンを用い、アルコール、特に好ましくはメタノ
ールを付加したインキュベーションによる脱パラフィンは、上記の方法により品質の高い
生体分子が高収量で得られるため特に有利であることが立証されている。
【００３２】
　第１に、本発明の方法の工程ａ）によれば、出発材料に存在する架橋、特に生体分子の
架橋の少なくとも一部を溶解させる。
【００３３】
　この目的のために好適な実施形態は、（ｉ）出発材料を、適切な場合には脱パラフィン
工程後、好ましくは界面活性剤を含み得、好都合にタンパク質分解活性を有する化合物を
含まない水性系に移すことを含む。たとえば、タンパク質を確実にインタクトな状態に保
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つためにはトリプシンまたはプロテイナーゼＫなどのプロテアーゼを使用すべきではない
。たとえば、有利であると本明細書の以下に記載する物質を含む水溶液またはバッファー
を使用してもよい。
【００３４】
　たとえばバッファーなどの溶液中に存在する材料は、（ｉｉ）溶液中に存在する回収可
能なタンパク質を遊離するのに十分な温度まで加熱し、好ましくは最初に材料を煮沸する
（９５℃～１００℃まで加熱する）。インキュベーション時間は、たとえば５分から４０
分までの幅があってもよい。設定する煮沸時間は、たとえばサンプルの大きさに依存する
場合がある。
【００３５】
　次いでサンプルは、（ｉｉｉ）６０℃を超える温度（たとえば８０℃）でインキュベー
トする。６０℃超でのインキュベーション時間は、たとえば１時間から６時間までの幅が
あってもよい。６０℃超でのインキュベーション時間は、好ましくは少なくとも２０分で
あるが、好ましくは１６時間未満すべきである。こうすれば十分な量のインタクトなタン
パク質を溶解させ、その後たとえば直接検出、分析および／または定量を行うことができ
る。
【００３６】
　本発明の方法の好ましい実施形態では、工程（ｉ）で使用する水性系は水溶液、特にバ
ッファーであってもよい。
【００３７】
　本発明に好適なバッファーまたはバッファー系のｐＨは通常１．０～１２．０の範囲の
特定のｐＨ、好ましくはｐＨ１．０～９．０の範囲である。
【００３８】
　水性系は好ましくは、少なくとも１種の還元試薬、好ましくはジチオスレイトール（Ｄ
ＴＴ：ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ）を含む。本発明者らは、還元剤の使用、特にＤＤ
Ｔを使用すると、単離されるインタクトなタンパク質の収量にとりわけ有利であることを
見出した。この実施形態の特別な利点は、たとえばＢｉｏＲａｄ　ＤＣ（登録商標）また
はＰｉｅｒｃｅ製のＢＣＡ－Ａｓｓａｙ（登録商標）、など当業者に公知の市販のタンパ
ク質定量アッセイにより、得られたライセートを特に良好に直接定量し、さらなる分析に
使用できることである。サンプルは希釈しなくてもよい。これにより測定の不正確性を抑
え、その後の分析（たとえばウエスタンブロット）で確実に等量のタンパク質を使用する
ことができる。
【００３９】
　また、バッファーは、１，４－ジチオ－ＤＬ－トレイトール、ジチオエリトリトール（
ＤＴＥ：ｄｉｔｈｉｏｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ）、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフ
ィン（ＴＣＥＰ：ｔｒｉｓ（２－ｃａｒｂｏｘｙｅｔｈｙｌ）ｐｈｏｓｐｈｉｎ）または
モノエタノールアミン（ＭＥＡ：ｍｏｎｏｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎ）などの還元試薬をさ
らに含んでもよい。
【００４０】
　還元試薬は、０．０５ｍＭ～２０ｍＭ、好ましくは０．１～１０ｍＭ、一層好ましくは
０．５～５ｍＭ、特に好ましくは０．５～２ｍＭの範囲の濃度で使用する。この範囲内で
最も好適な濃度は、個々の場合に使用する試薬（単数または複数）に依存するが、ＤＴＴ
の特に好適な濃度は１ｍＭである。
【００４１】
　本発明の方法の界面活性剤は、当業者に公知で細胞溶解に好適などのような界面活性剤
でもよいが、より具体的には使用する界面活性剤としては、アニオン性または非イオン性
界面活性剤、好ましくは硫酸基を含む界面活性剤、特に好ましくはドデシル硫酸ナトリウ
ム（ＳＤＳ）、デオキシコール酸ナトリウム、３－［Ｎ－（３－コランアミドプロピル）
－ジメチルアンモニオ］－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホナート（ＣＨＡＰＳ）、
トリトンＸ１００、ノニデットＰ４０またはトウィーン２０がある。
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【００４２】
　界面活性剤の濃度は、たとえば約０．１～１０％としてもよい。濃度範囲は特に好まし
くは約１～５％の範囲である。
【００４３】
　さらに、水性系は好ましくは少なくとも１種の求核試薬をさらに含んでもよい。この場
合の好適な求核試薬は、電子をルイス酸の空の軌道（単数または複数）に移すことができ
る任意のルイス塩基である。前記ルイス塩基のうち特に好ましいのは、負電荷を持つか、
負に分極しているか、または少なくとも１つの自由電子対を持つ少なくとも１つの官能基
を有する試薬である。
【００４４】
　負電荷を持つ官能基を有する化合物の例として、アルカリ金属またはアルカリ土類金属
のアルコキシド、アルカリ金属またはアルカリ土類金属の水酸化物、アルカリ金属または
アルカリ土類金属のハロゲン化物、アルカリ金属またはアルカリ土類金属のシアン化物な
どがある。
【００４５】
　負に分極した少なくとも１つの官能基を持つ試薬として、特にＡｌｆｒｅｄおよびＲｏ
ｃｈｏｗによる電気陰性度が少なくとも０．２５、特に好ましくは少なくとも０．５、さ
らに好ましくは少なくとも１．０異なる２個の共有結合した原子を持つ少なくとも１つの
官能基を有する試薬がある。
【００４６】
　しかしながら、本発明による特に好ましい求核試薬は、１つまたは２つ、特に好ましく
は１つの自由電子対（単数または複数）を含む少なくとも１つの官能基を有するもの、そ
うした化合物のうちやはり最も好ましいのは、下記構造Ｉの少なくとも１つの第一級、第
二級または第三級アミノ基を有するものである。
【００４７】
【化１】

【００４８】
式中、Ｒ１はＣ１～Ｃ２０炭化水素基、好ましくはＣ２～Ｃ１５炭化水素基、特に好まし
くはＣ２～Ｃ１０炭化水素基、少なくとも１個のヘテロ原子を持つＣ１～Ｃ２０炭化水素
基、好ましくは少なくとも１個のヘテロ原子を持つＣ２～Ｃ１５炭化水素基、特に好まし
くは少なくとも１個のヘテロ原子を持つＣ２～Ｃ１０炭化水素基、または場合によりヘテ
ロ原子置換芳香環系であり、Ｒ２はＣ１～Ｃ２０アルキル基、好ましくはＣ１～Ｃ１０ア
ルキル基、特に好ましくはＣ１～Ｃ２アルキル基、特にメチル基またはエチル基、Ｃ１～
Ｃ２０ヒドロキシアルキル基、好ましくはＣ１～Ｃ１０ヒドロキシアルキル基、特に好ま
しくはＣ１～Ｃ２ヒドロキシアルキル基、または水素原子であり、最も好ましいのは水素
原子であり、Ｒ３はＣ１～Ｃ２０アルキル基、好ましくはＣ１～Ｃ１０アルキル基、特に
好ましくはＣ１～Ｃ２アルキル基、特にメチル基またはエチル基、Ｃ１～Ｃ２０ヒドロキ
シアルキル基、好ましくはＣ１～Ｃ１０ヒドロキシアルキル基、特に好ましくはＣ１～Ｃ

２ヒドロキシアルキル基、または水素原子であり、最も好ましいのは水素原子である。
【００４９】
　本発明において特に好ましい、上述の構造Ｉの官能基を有する求核試薬は、特に構造Ｉ
の少なくとも１つの官能基を有する求核試薬であって、ラジカルＲ２およびＲ３の少なく
とも１つ、最も好ましくはラジカルＲ２およびＲ３の両方が水素原子である求核試薬であ
る。さらに、特に好ましいのは、構造Ｉの少なくとも１つの官能基を有する求核試薬であ
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って、窒素原子がｓｐ３混成であるラジカルＲ１、Ｒ２およびＲ３の原子にのみ共有結合
している求核試薬である。さらに詳しくは、ラジカルＲ１、Ｒ２およびＲ３のどれも、ラ
ジカルＲ１、Ｒ２およびＲ３全体にわたって窒素原子の自由電子対が非局在化できないよ
うにすべきである。このため、たとえば構造ＩＩを持つ前記ラジカルＲ１、Ｒ２およびＲ
３はいずれも特に好ましくない。
【００５０】
【化２】

【００５１】
　本発明によって特に好ましい、構造Ｉの少なくとも１つの官能基を持つ求核試薬は、メ
チルアミン、エチルアミン、エタノールアミン、ｎ－プロピルアミン、ｎ－ブチルアミン
、イソ－ブチルアミン、ｔｅｒｔ－ブチルアミン、ジメチルアミン、ジエチルアミン、ジ
エタノールアミン、ジ－ｎ－プロピルアミン、ジ－イソ－プロピルアミン、ジブチルアミ
ン、トリメチルアミン、トリエチルアミン、トリエタノールアミン、ヘキサメチレンテト
ラミン、２－エチルヘキシルアミン、２－アミノ－１，３－プロパンジオール、ヘキシル
アミン、シクロヘキシルアミン、１，２－ジ－メトキシプロパンアミン、１－アミノペン
タン、２－メチルオキシプロピルアミン、トリ（ヒドロキシメチル）－アミノメタン、ア
ミノカルボン酸、特にグリシンまたはヒスチジン、あるいはアミノグアニジンからなる群
から選択され、このうち最も好ましいのはエタノールアミン、ジエタノールアミン、トリ
エタノールアミン、アミノ－１，３－プロパンジオール、アミノグアニジンおよびトリ（
ヒドロキシメチル）アミノメタンである。構造Ｉの少なくとも１つの官能基を持つ好まし
い求核試薬としてさらに、アニリン、トルイジン、ナフチルアミン、ベンジルアミン、キ
シリデン、キシレンジアミン、ナフタレンジアミン、トルエンジアミン、３，３’－ジメ
チル－４，４’－ジフェニルジアミン、フェニレンジアミン、２，４’－メチレンジアニ
リン、４，４’－メチレンジアニリン、スルホニルジアニリンおよびジメチルベンジルア
ミンからなる群から選択される芳香族アミンである。
【００５２】
　求核試薬が構造Ｉの少なくとも１つの第１級アミノ基を持つ一実施形態によれば、前記
求核試薬はＣ１～Ｃ６アルキルアミン、Ｃ１～Ｃ６アルキルジアミン、Ｃ１～Ｃ６アルキ
ルトリアミン、Ｃ１～Ｃ１５アミノアルコール、Ｃ１～Ｃ１５アミノジオールまたはＣ１

～Ｃ１５アミノカルボン酸である。
【００５３】
　さらなる実施形態によれば、求核試薬は、ピロール、ピリジン、キノリン、インドール
、アザ－シクロペンタン、アザ－シクロヘキサン、モルホリン、ピペリジン、イミダゾー
ルまたはこれらの化合物の誘導体を含む群から選択される窒素原子を含む複素環化合物で
あり、これらの化合物の誘導体とは好ましくは、上に列挙した化合物中の１個または複数
個の炭素原子または窒素原子に水素原子ではなくＣ１～Ｃ３アルキル基、特に好ましくは
メチル基またはエチル基が結合している誘導体を意味する。
【００５４】
　上に列挙した求核試薬のうち特に好ましいのは水溶性の求核試薬、特に温度２５℃およ
びｐＨ７の水に対する溶解度が少なくとも１ｇ／ｌ、好ましくは少なくとも１０ｇ／ｌ、
特に好ましくは少なくとも１００ｇ／ｌの求核試薬である。
【００５５】
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　上記の求核試薬を含む水性系は、純水、好ましくは脱イオン水をベースとしたものでも
、さもなければ他の水性系、特にそれぞれの場合、水および有機溶媒の総重量を基にして
水の量が好ましくは少なくとも５０重量％、特に好ましくは少なくとも７５重量％および
最も好ましくは少なくとも９０重量％である水とアルコールなどの有機溶媒との混合物、
特に水とエタノールまたはメタノールとの混合物をベースとしたもの、生理食塩水、バッ
ファー、特にたとえば０．１～１０００ｍｍｏｌ／ｌ、特に好ましくは１～５００ｍｍｏ
ｌ／ｌおよび最も好ましくは１０～２００ｍｍｏｌ／ｌの範囲の量のトリス、ＨＥＰＥＳ
、ＰＩＰＥＳ、ＣＡＰＳ、ＣＨＥＳ、ＡＭＰ、ＡＭＰＤまたはＭＯＰＳなどの当業者に公
知のバッファー成分を含むバッファーをベースとしたもので、適切な場合にはこうしたバ
ッファー成分がその構造に依存して求核試薬としても同時に使用できるものでもよい。さ
らにＭＥＭ培地およびＤＭＥＭ培地などの栄養培地を水性系として使用することもできる
。求核試薬を含む水溶液は好ましくは、水または対応する水性系と求核試薬とを単純に混
合して調製する。
【００５６】
　水溶液中の求核試薬の濃度は好ましくは、０．１～１００００ｍｍｏｌ／ｌ、特に好ま
しくは１～５０００ｍｍｏｌ／ｌ、特に好ましくは５～２５００ｍｍｏｌ／ｌおよび最も
好ましくは２０～１０００ｍｍｏｌ／ｌの範囲である。本発明の方法の特に有利な実施形
態によれば、水溶液中の求核試薬の濃度は２０ｍｍｏｌ／ｌ超、特に好ましくは５０ｍｍ
ｏｌ／ｌ超、最も好ましくは１００ｍｍｏｌ／ｌ超である。
【００５７】
　本発明によるタンパク質分解活性を有する化合物は、たとえばプロテアーゼ、特にプロ
テイナーゼＫ、トリプシン、キモトリプシン、パパイン、ペプシン、プロナーゼおよびエ
ンドプロテアーゼＬｙｓ－Ｃのようなタンパク質分解活性酵素など任意のタンパク質分解
化合物である。本発明によるタンパク質分解活性を有する化合物はさらに、たとえば臭化
シアンなどタンパク質の分解に好適な非酵素物質である。
【００５８】
　本発明の方法の工程ｂ）では、出発材料中に存在する異なる生体分子を少なくとも１つ
の画分（Ａ）および少なくとも１つの画分（Ｂ）に分離する工程を行う。
【００５９】
　好ましくは、前記画分は少なくとも１つの可溶性画分（Ａ）および少なくとも１つの不
溶性画分（Ｂ）に分離する。可溶性成分および不溶性成分を含む全サンプルを少なくとも
２つの画分に分離し、その後そこから異なる生体分子を単離または精製するか、またはそ
の中から異なる生体分子を検出または分析することも可能ではあるが、好ましいのは、工
程（ａ）後のサンプルを少なくとも１つの可溶性画分（Ａ）および少なくとも１つの不溶
性画分（Ｂ）に分離することである。
【００６０】
　本発明の方法の工程（ａ）および（ｂ）のこうした好ましい実施形態の１つの利点は、
抽出／単離された、可溶性画分（Ａ）中に存在する実質的にインタクトなタンパク質を工
程（ｃ）において追加の精製工程がなくても分析、定量、あるいは特に分画できるという
事実である。さらに詳しくは、１つまたは複数の方法工程を用いて抽出タンパク質を分画
することができる。一方、当然のことながら画分（Ａ）中に存在するタンパク質を検出、
分析または分画する前に他の可溶性細胞成分から精製したり、あるいは、個々のタンパク
質を画分（Ａ）中に存在する他のタンパク質から精製したりすることもできる。
【００６１】
　好ましくは不溶性成分を含む画分（Ｂ）は、好ましくはその後の工程ｄ）において不溶
解性サンプル成分を破壊する追加処理、さらに適切な場合には、生体分子の架橋を分解す
る追加処理に付す。不溶性画分（Ｂ）中に依然として実質的に存在する回収可能な核酸は
、この追加処理工程で単離することができる。
【００６２】
　工程ｄ）による処理に好適な方法は、たとえば国際出願の国際公開第２００７／０６８
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７６４号、国際公開第２００８／０２１４１９号、国際公開第２００５／０１２５２３号
または国際公開第２００５／０５４４６６号に記載されているような方法、さもなければ
市販のキット、たとえばＲＮｅａｓｙ　ＦＦＰＥ（登録商標）およびＱＩＡａｍｐ　ＦＦ
ＰＥ（登録商標）（どちらもＱｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）を用いて実
施できる方法など固定組織から核酸を回収する任意の既知の方法である。後者の場合、画
分（Ｂ）の不溶性成分を少なくとも１つの追加の加熱工程およびプロテアーゼによる処理
に付す。前記プロテアーゼ処理を行うと溶解が効率的に行われるため、回収可能な核酸が
遊離される。
【００６３】
　核酸は、タンパク質の単離および場合によりタンパク質の精製とは別に単離および、場
合により精製し、画分（Ａ）および（Ｂ）はさらに同時だが相互に別々にあるいは交互に
処理することができる。
【００６４】
　タンパク質は、クロマトグラフィ法、電気泳動による分離、タンパク質結合材料への特
異的結合、特異抗体を用いた「タンパク質の捕捉」または沈殿により精製／単離すればよ
い。
【００６５】
　核酸はまた、単純な沈殿、前記核酸の核酸結合材料への結合、電気泳動またはクロマト
グラフィまたは当業者によく知られている類似の好適な方法により画分（Ｂ）の追加の加
熱工程およびプロテアーゼ処理の後に単離および精製してもよい。前記核酸の単離および
精製は、本明細書に記載される方法に従い国際公開第２００７／０６８７６４号または国
際公開第２００８／０２１４１９号に記載されているような方法、あるいはＲＮｅａｓｙ
　ＦＦＰＥ（登録商標）またはＱＩＡａｍｐ　ＦＦＰＥ（登録商標）キット（どちらもＱ
ｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ製）を用いるのが好ましい。
【００６６】
　分析については好ましくは、上記の分析方法のいずれかにより行う。タンパク質は、好
ましくはＬｏｗｒｙまたはＢＣＡによる方法、および他の定量方法により定量し、そのた
めには特にプロテインアレイを使用してもよい。核酸は、任意の好適な方法、たとえば定
量ＰＣＲ、規定の希釈物の２６０／２８０ｎｍでの光学濃度測定、または所定の量の核酸
を用いた比較電気泳動により定量する。
【００６７】
　抽出タンパク質はさらに、トリプシン、キモトリプシン、プロテイナーゼＫ、パパイン
、ペプシン、プロナーゼ、エンドプロテアーゼＬｙｓＣ、エンドプロテアーゼＧｌｕ－Ｃ
などのタンパク質分解酵素、あるいはエンドグリコシダーゼＨ、Ｎ－グリコシダーゼＦ、
ノイラミニダーゼ（ｎｅｕｒｏａｍｉｎｉｄａｓｅ））またはホスファターゼなどのグリ
コシダーゼによって処理してもよい。
【００６８】
　有利には、タンパク質は少なくとも１つの生化学的分析に使用することができる。好ま
しい生化学的分析の例は、マイクロアレイ、特にサンドイッチイムノアレイ、抗原捕捉ア
レイまたはダイレクトプロテインアレイなどのプロテインアレイである。
【００６９】
　生化学的分析は好ましくは、１つまたは複数の診断的または臨床的に関連性のあるマー
カータンパク質の決定のために使用してもよい。これには、たとえば少なくとも２つの生
物学的サンプル由来のマーカータンパク質を相互に比較することを含んでもよい。したが
って、たとえば病変したものを健常なものと識別することができる。さらに、少なくとも
１つまたは複数の関連性のあるマーカーを分析するため高度なマルチプレックスを行うア
ッセイを実行することも可能である。
【００７０】
　核酸は、以下に限定されるものではないが、任意の既知の分析方法、特に上記の方法に
使用してもよい。
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【００７１】
　本発明は同様に、信頼性が高い方法を用いて組織などのホルマリン固定ヒトまたは動物
の生物学的サンプルからインタクトなタンパク質および核酸の両方を高収量で単離するの
に使用できるキットを提供することを含む。前記キットの成分としては、たとえば少なく
とも（１）出発材料の架橋を分解する、プロテアーゼを含まない水性系、好ましくはバッ
ファー系、（２）界面活性剤（これは場合により溶液（１）中に存在していてもよい）、
および（３）プロテアーゼを含む溶液またはプロテアーゼがある。キットの別の成分とし
て（４）少なくとも１種の核酸結合材料、（５）核酸を単離するための別の溶液またはバ
ッファー、好ましくは結合バッファーおよび溶出バッファーであってよい。キットには、
ホルマリン固定組織からタンパク質および核酸を単離するための詳細なプロトコルを入れ
ておいてもよい。
【００７２】
　キットに含まれる水性系（１）は、上記の考えられる成分をすべて含む上記の水性系に
相当する。
【００７３】
　以下の実施例は、本発明の方法から生じる利点を説明することを意図している。たとえ
ば、薬剤Ｉｒｅｓｓａ（登録商標）は、最も多い肺癌の変異体である非小細胞肺癌（ＮＳ
ＣＬＣ：ｎｏｎ　ｓｍａｌｌ　ｃｅｌｌ　ｌｕｎｇ　ｃａｎｃｅｒ）に罹患している患者
の生存率を大きく改善しないことが明らかにされた。全体的にみると、このＥＧＦＲ阻害
剤は患者１０人に１人しか効果がなかった。抗腫瘍形成性効果の効能は、女性、非喫煙者
およびアジア系の患者に認められる。その理由は、これらの患者はＥＧＦＲ遺伝子に遺伝
的変異を有しており、Ｉｒｅｓｓａ（登録商標）に対して感受性があるためである。一方
、この受容体の過剰発現は疾患にはわずかしか関与していないが、当該新薬剤の開発の間
に重要な判断基準であった。好適なアッセイを用いれば、同じサンプルから実質的な損失
なく上記の変異および発現を共に分析することができ、ひいては、どの患者がＩｒｅｓｓ
ａ（登録商標）による処置に応答するはずであるかを確認することができる。このため、
ＤＮＡおよびタンパク質を別々に単離するためにそれぞれ比較的大きなサンプルを採取し
たり、あるいは２つのサンプルを採取したりする必要がなくなり得る。
【００７４】
　今後ますます標的療法が増加するのに伴い、並行して対応する診断学を発展させる必要
があるため、ＦＦＰＥ組織の抽出物からの核酸（特にＤＮＡ、ＲＮＡ）およびタンパク質
の並行解析が予測医学において重要な役割を果たす。そこで、前記分子を定量すること、
すなわち個別の成分の発現レベルまたは翻訳率、さもなければ個別の成分の両パラメータ
ーを決定すること、さらに遺伝子配列に関する修飾（変異、欠失）について後者を試験す
ることは不可欠である。
【実施例】
【００７５】
　（実施例１）
　本発明の方法による生体分子の分離
　本実験は、ラット肝臓由来のホルマリン固定パラフィン包埋組織サンプル（ＦＦＰＥサ
ンプル）を使用した。前記サンプルから厚さ約１０μｍの厚さの切片をミクロトームを用
いて調製し、各サンプルから２つの切片を使用した。その後前記ＦＦＰＥ切片からのタン
パク質およびＤＮＡ／ＲＮＡの単離では、ＱＩＡＧＥＮ製のＲＮｅａｓｙ　ＦＦＰＥキッ
ト、ＱＩＡａｍｐ　ＦＦＰＥキット、Ｑｐｒｏｔｅｏｍｅ　ＦＦＰＥキットおよびＡｌｌ
ｐｒｅｐ　ＤＮＡ／ＲＮＡ　Ｍｉｎｉキットの各成分を使用した。
【００７６】
　最初に慣用されるプロトコルに従って組織を脱パラフィンした。たとえば、サンプルを
まずキシレン中で１０分間インキュベートした。サンプルをペレット状にし上清を除去し
た後、前記キシレン処理を２回繰り返した。次いでサンプルをそれぞれ上記のように２回
、１００％エタノール、９６％エタノールおよび７０％エタノールで処理した。
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【００７７】
　こうして作製した脱パラフィンサンプルペレットをＱＩＡＧＥＮ製のＥＸＢバッファー
１００μｌと混合し、１００℃で２０分間煮沸して全長タンパク質を遊離させた。次いで
サンプルを８０℃でさらに２時間インキュベートした。こうしてサンプルからタンパク質
を遊離させ、ホルマリンによって生じた架橋を分解した。核酸はサンプルの前記本発明の
処理により溶液中にまったく遊離しないか、あるいは遊離しても無視できる程度であり、
たとえば１４０００×ｇ、１５分間の遠心分離により選択的にペレット状にすることがで
きたのに対し、タンパク質の方は上清に可溶性のままで残り、これを除去して前記ペレッ
トから分離した。さらにペレット状の核酸からは核酸と共に完全な不溶性成分も回収され
たが、こうした成分は、その後のＤＮＡおよびＲＮＡの精製に影響を与えなかった。
【００７８】
　２つの画分における様々な生体分子、タンパク質および核酸の存在について確認するた
め、処理サンプルの遠心分離後にまず上清を回収し、その後の分析およびワークアップの
ためにペレットと別に使用した。３つのサンプルを使用して画分中の生体分子の分布を調
査した。サンプル１では上清およびペレットからタンパク質を単離し、サンプル２では上
清およびペレットからＤＮＡを単離し、サンプル３を使用して上清およびペレットからＲ
ＮＡを単離した。
【００７９】
　サンプル１の上清は追加処理を行わずに使用してその中に存在するタンパク質を分析し
た。
【００８０】
　第２のサンプルからＤＮＡを単離するため、上清を２００μｌのカオトロピック溶解バ
ッファー、たとえばＱＩＡＧＥＮ製のバッファーＲＢＣと混合し、混合物を、たとえばＱ
ＩＡＧＥＮ製のＡｌｌｐｒｅｐ　ＤＮＡカラムのシリカ膜に接触させ、１００００ｒｐｍ
で１分間の遠心分離により膜に通した。カオトロピック試薬を加えると、ＤＮＡをシリカ
膜に結合できるが、ＲＮＡは結合できない状態が得られる。次いで前記シリカ膜を、５０
０μｌのグアニジン塩含有洗浄用バッファーＡＷ１、その後５００μｌのアルコール含有
洗浄用バッファーＡＷ２、および５００μｌの１００％エタノールを通して洗浄した。膜
を１４０００ｒｐｍで５分間の遠心分離により乾燥させた。１分のインキュベーション後
、３０μｌのＤＮＡ溶出バッファー、たとえばＱＩＡＧＥＮ製のＡＴＥを加えて遠心分離
によりＤＮＡを溶出した。
【００８１】
　同様に、上清を２００μｌのカオトロピック溶解バッファー、たとえばＱＩＡＧＥＮ製
のバッファー　ＲＢＣと混合し、前記混合物を、たとえばＱＩＡＧＥＮ製のＡｌｌｐｒｅ
ｐ　ＤＮＡカラムのシリカ膜に接触させ、これを１００００ｒｐｍで１分間の遠心分離に
より膜に通して第３のサンプルからＲＮＡを単離した。前記混合物の組成はＲＮＡではな
く前記シリカ膜に結合したＤＮＡであるため、前記ＲＮＡはカラムの流れ液中にある。Ｒ
ＮＡの結合条件を調整するため、前記流れ液をエタノールと混合してから、たとえばＱＩ
ＡＧＥＮ製のＲＮｅａｓｙ　ＭｉｎＥｌｕｔｅカラムのシリカ膜に再び接触させ、１００
００ｒｐｍで１分間の遠心分離により膜に通した。次いでシリカ膜を５００μｌのグアニ
ジン塩含有洗浄用バッファーＲＷ１、その後５００μｌのアルコール含有洗浄用バッファ
ーＲＷ２を通して洗浄した。１４０００ｒｐｍで５分間の遠心分離により膜を乾燥させた
。ＲＮＡは、１分のインキュベーション後、３０μｌの水を加えて遠心分離により溶出し
た。
【００８２】
　本発明により処理されたサンプルの遠心分離により得られた３つのサンプルのペレット
画分をさらにタンパク質（サンプル１）、ＤＮＡ（サンプル２）およびＲＮＡ（サンプル
３）の単離に使用した。
【００８３】
　タンパク質を単離するため、たとえば界面活性剤を含む哺乳動物タンパク質溶解バッフ
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ァーなどの好適なタンパク質溶解バッファーにサンプル１のペレットを溶解させ、その後
の分析に使用した。
【００８４】
　ＤＮＡを単離するため、サンプル２のペレットを、たとえばＱＩＡＧＥＮ製の１８０μ
ｌの界面活性剤含有バッファーＡＴＬなど慣用されるＤＮＡ溶解バッファーと混合した。
ペレットは前の処理によりまだ溶解されていない成分しか含んでいなかったため、前記不
溶解性成分を同様に溶解するため、たとえば２０μｌのプロテイナーゼＫなどのプロテア
ーゼによる溶解をさらに行った。５６℃で１時間インキュベートし、続いて９０℃で１０
分間インキュベートした後、ライセートをカオトロープ（ｃｈａｏｔｒｏｐ）含有結合バ
ッファー、たとえばＱＩＡＧＥＮ製のバッファーＡＬと混合し、混合物を、たとえばＱＩ
ＡＧＥＮ製のＱＩＡａｍｐ　Ｍｉｎｉカラムのシリカ膜に接触させ、１００００ｒｐｍで
１分間の遠心分離により膜に通した。シリカ膜を上記のように洗浄用バッファーＡＷ１、
ＡＷ２および１００％エタノールを通して洗浄し、膜を乾燥させ、ＤＮＡを溶出した。
【００８５】
　ＲＮＡを単離するため、サンプル３のペレットを、たとえばＱＩＡＧＥＮ製の１５０μ
ｌの界面活性剤含有バッファーＰＫＤおよび１０μｌのプロテイナーゼＫなど慣用される
ＲＮＡ溶解バッファーと混合した。５６℃で１時間インキュベートし、続いて８０℃で１
５分間インキュベートした後、ライセートをカオトロープ含有結合バッファー、たとえば
ＱＩＡＧＥＮ製のバッファーＲＢＣと混合し、混合物を、たとえばＱＩＡＧＥＮ製のＲＮ
ｅａｓｙ　ＭｉｎＥｌｕｔｅカラムのシリカ膜に接触させ、１００００ｒｐｍで１分間の
遠心分離により膜に通した。シリカ膜を上記のように洗浄用バッファーＲＷ１およびＲＷ
２を通して洗浄し、膜を乾燥させ、ＲＮＡを溶出した。
【００８６】
　このようにして２つの画分、上清およびペレットから単離されたタンパク質および核酸
の分布を決定するため、好適な方法を用いて両画分の生体分子を定量した。存在したタン
パク質の収量を、製造業者（Ｐｉｅｒｃｅ）の情報に従ってＢＣＡアッセイを使用して測
定した。ＤＮＡおよびＲＮＡの収量および純度をそれぞれ２６０／２８０ｎｍの吸光度を
測定して決定した。複数回の測定の収量平均を表１に示す。
【００８７】
【表１】

【００８８】
　この結果から、本発明の方法を用いると生体分子が下流の精製の前に明確に分画される
ことが実証される。本タンパク質は圧倒的に多くが上清に存在する一方、核酸はペレット
画分にあった。
【００８９】
　（実施例２）
　本発明の方法により分画された生体分子のゲル解析。
【００９０】
　実施例１に記載の方法によりペレット画分および上清画分から単離されたＤＮＡ、ＲＮ



(17) JP 2012-511145 A 2012.5.17

10

20

30

40

Ａおよびタンパク質をさらにゲル解析により分析した。
【００９１】
　２つの画分から単離された等容量のタンパク質を、ＳＤＳポリアクリルアミドゲルを使
用し、その後クーマシーで染色する慣用される方法により分析した。この場合、タンパク
質は上清画分のみで目視可能であったのに対して、ペレット画分ではタンパク質はまった
く目視できなかった。
【００９２】
　２つの画分から単離された等容量の核酸を、ＴＡＥアガロースゲルでの慣用される方法
により分画し、エチジウムブロミドで染色した。結果を図１に示す。エチジウムブロミド
で染色したゲルは、すべての場合で画分および対照において断片化ＤＮＡまたはＲＮＡを
示し、これは一定のサイズ範囲にわたり分布する明るい「スメア」により確認することが
できる。ＦＦＰＥサンプルから単離できる核酸は、サンプルの固定、包埋および保存の間
に前記核酸が既に分解されていたため常に断片化された。ペレット画分にはそれぞれ関連
する上清画分に比べて非常に多くのＤＮＡとＲＮＡとが共に含まれていたこともはっきり
と目視できる。
【００９３】
　（実施例３）
　本発明の方法により分画されたＲＮＡのリアルタイムＲＴ－ＰＣＲ分析
　核酸の単離だけでなく増幅による分析に対する本発明の方法の効果を調査するため、実
施例１に記載の方法によりペレット画分および上清画分から単離されたＲＮＡを使用して
さらにリアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲによる分析を行った。
【００９４】
　いずれの場合にも単離されたＲＮＡを使用してｍａｄＨ７転写物のアンプリコンを２回
ずつ検出した。溶出物をいずれの場合も水で１：５に希釈し、５μｌの前記溶液をリアル
タイムＰＣＲに使用した。たとえばＱＩＡＧＥＮ製のＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ　ＳＹＢＲＧ
ｒｅｅｎ　ＲＴ－ＰＣＲキットなどリアルタイムＲＴ－ＰＣＲに好適なマスターミックス
を用いて製造者の情報に従って全容量２５μｌにおいて増幅を行った。増幅は、たとえば
ＡＢＩ製の７７００など好適なリアルタイム増幅装置で行った。２回ずつの測定の平均お
よび標準偏差を、測定したｃｔ値から決定した。結果を表２に示す。
【００９５】
【表２】

【００９６】
　この結果から、本発明の方法により特にペレット画分から単離されたＲＮＡが、増幅分
析に十分適していることが実証される。この結果からはさらに、ＲＮＡの大部分がペレッ
ト画分にあるのに対し、上清で検出できるのはごくわずかな割合であったことも確認され
る。
【００９７】
　要約すると、収量測定およびその後のタンパク質および核酸の分析により、本発明の方
法を使用した場合、下流の精製の前に生体分子が明確に分画されることが確認される。タ
ンパク質は圧倒的に多くが上清に存在する一方、核酸はペレット画分にある。
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