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(57)【要約】
　本発明は、解析用の生体試料を安定化させる方法を提供する。本発明は、より詳しくは
、タンパク質の一次構造、およびタンパク質リン酸化などの翻訳後修飾を維持するために
、生体試料の加熱処理と化学的固定を組み合わせる方法を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　解析用の生体試料を安定化させる方法であって、
　ａ）試料を７０℃より高い温度まで加熱して酵素プロセスを停止させること、および
　ｂ）次いで、前記試料に化学的固定を施すこと
を含む、方法。
【請求項２】
　組織学的解析、最も好ましくは、組織化学的解析および／または免疫組織化学的解析用
の生体試料を安定化させることを目的とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記生体試料が、翻訳後修飾を有する少なくとも１つのタンパク質を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項４】
　前記生体試料が、リン酸化を有する少なくとも１つのタンパク質を含む、請求項３に記
載の方法。
【請求項５】
　前記試料が８０℃より高い温度、例えば９０℃より高い温度まで、最も好ましくは９５
℃より高い温度、例えば１００℃まで加熱される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記化学的固定が架橋剤を用いて行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記架橋剤がアルデヒドである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記アルデヒドがホルムアルデヒドまたはグルタルアルデヒドである、請求項７に記載
の方法。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の方法を用いて安定化された生体試料。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、解析用の生体試料を安定化させる方法に関する。本発明は、より詳しくは、
タンパク質一次構造、およびタンパク質リン酸化などの翻訳後修飾を維持するために、生
体試料の加熱と化学的固定を組み合わせる方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体試料の解析には、試料が生物体から抽出される時点と解析が行われる時点の間でそ
の構成要素の完全性が保たれていることが重要である。しかしながら、試料の分解は阻害
するのも難しければ、検出するのも難しい。その結果、多くの解析では、解析が行われる
ずっと前に分解された種の存在を検出することができず、それに対応して、このような解
析は、実際には、元の成分の代わりに臨界成分の分解産物を同定できるというものである
。
【０００３】
　生物体におけるタンパク質の集合状態は、生理学、機能および疾病を理解するために重
要である。タンパク質は、例えば細胞核、オルガネラ、原形質および膜などの多くの異な
る細胞コンパートメント、ならびに細胞間隙および血液などの体液中に見られる。それら
の遍在性にもかかわらず、タンパク質は環境に極めて敏感であり、従って、タンパク質は
極めて急速に分解することがあるので、検出および同定はいつも容易なわけではない。
【０００４】
　生物体におけるタンパク質の集合状態の天然機能は、その生物体が生きている限り、生
化学的経路の複雑ながら絶妙なバランスによって維持されている。生物体が死に至るか、
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生物体から組織試料が抽出されると、生物体または試料中の調節バランスが失われ、重要
なタンパク質が分解し始める。分解はそれ自体、いくつかの異なる経路を表し得る。例え
ば、本来の役割が他のタンパク質を消化すること（「タンパク質加水分解」機能）であり
、生物体が生きている限りその本来のレベルおよび活性が調節されるいくつかのタンパク
質は、死後、制御を失う。従って、多くのタンパク質、ならびにコアクチベーター、ホル
モンおよびコリプレッサーなどの重要なポリペプチドは、試料中の天然に存在するタンパ
ク質加水分解タンパク質によって現に最後には消化される。消化は一般に１つまたは複数
の点でのポリペプチド主鎖の破断を含み、それによってタンパク質またはペプチド断片が
生じる。さらに他のタンパク質は加水分解などの他の手段によって自然に分解する場合も
あり、生物体では、それらは絶えず合成されるのでそれらのレベルは維持されるが、死後
は急速に消失する。例えば、プロテアーゼの死後活性および酸化ストレスは、脳内のペプ
チドおよびタンパク質濃度に重要な役割を果たすこと、ならびに翻訳後修飾の検出に関し
て示されている（非特許文献１；非特許文献２）（双方とも引用することにより本明細書
の一部とされる）。
【０００５】
　しかしながら、どんなタンパク質が試料中に存在するかを調べるタンパク質同定の目的
では、それらの個々の一次構造、すなわち、配列を確認できれば十分である。タンパク質
およびポリペプチドは、二次元ゲルおよび質量分析などの方法によって広く検討されてい
るが、このような技術は、自然のタンパク質分解が、臨界種の濃度が様々な測定閾値を下
回るところまで進行していない試料を確保できるかどうかにかかっている。
【０００６】
　多くのタンパク質は、それらの機能および活性の調節および修飾の一部として本来の翻
訳後修飾を受ける。タンパク質の翻訳後リン酸化および脱リン酸化は、細胞プロセスおよ
びシグナル伝達の調節に重要な生体プロセスである。従って、タンパク質リン酸化の同定
およびレベルの測定は、タンパク質機能および細胞プロセスの理解に極めて重要である。
【０００７】
　タンパク質およびペプチドを調べるため、組織または細胞試料は通常、ある特定のバッ
ファー条件中でのホモジナイゼーションによって破砕される。これらのバッファーはしば
しば他のタンパク質を分解するタンパク質（プロテアーゼ）を含むあらゆるタンパク質活
性の停止を引き起こすと思われる成分を含有する。しかしながら、患者またはモデル生物
由来の組織試料の研究では、通常、ホモジナイゼーションおよびプロテアーゼの不活性化
を行うまでに、ある時間、試料を酸素および栄養枯渇に曝される。
【０００８】
　従って、当技術分野では、抽出後、解析前に生体試料の保存を試みる技術が開発されて
きた。このような技術の例としては、一般に試料をアルデヒド溶液中に浸漬すること、お
よび試料にマイクロ波を放射することを含む組織固定がある（例えば、非特許文献３参照
）。アルデヒド溶液の使用には、この溶液が組織に約０．５～２ｍｍ／時でゆっくり浸透
し、固定が完了する前に高分子が分解されてしまい、その結果、自然タンパク質分解を停
止できないことから問題がある（非特許文献４）。マイクロ波放射には、一般に不均一で
ある、すなわち、試料の一部が試料の分解を招くほどの高い温度に達することから問題が
ある。さらに、試料の一部が１００℃を超える温度に達して、蒸気の噴出による小孔がで
きることもある（例えば、非特許文献５）。さらに、マイクロ波放射は、従来は、犠牲を
伴うプロトコールの一部として生きている（非ヒト）被験体に適用され、従って、ヒトお
よび非ヒト双方の被験体から抽出された試料を解析するためのツールとしてはまだ確立さ
れていない。
【０００９】
　特許文献１は、試料の酵素分解を停止させるため、抽出後に試料の急速かつ不均一な加
熱を含む、解析用の生体試料を調製する方法を記載している。特許文献１は、組織学的解
析用の試料の化学的固定の必要性については触れていない。組織学的解析では、試料およ
び切片が由来する組織の本来の構造に典型的な構造を維持する切片を得るために、試料を
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切片化する前に生体試料を固定化することが重要である。
【００１０】
　非特許文献６は、ホルマリン固定とその後のマイクロ波加熱を組み合わせた、組織学的
解析用の生体試料を調製する方法を記載している。この方法は、試料の採取後の急速な分
解に関する問題には取り組んでいない。
【００１１】
　例えばリン酸化状態に特異的な抗体を使用することによるタンパク質リン酸化の検討は
、研究的および診断的病理学における重要なツールを提供する。しかしながら、この技術
、例えば、免疫組織化学的研究を適用する最大の利益は、試料の完全な安定化が達成でき
る前の試料におけるリン酸化の急速な消失によって制限される（非特許文献７）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】国際公開第２００７／０２４１８５号パンフレット
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｓｋｏｌｄ　ｅｔ　ａｌ，　”Ａ　Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｏｍｏｉｃ　
Ａｐｐｒｏａｃｈ　ｔｏ　Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ　ｉｎ　ｔ
ｈｅ　Ｂｒａｉｎ”，　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　２，　４４７－４５４，　２００２
【非特許文献２】Ｓｖｅｎｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃｓ－Ｂａ
ｓｅｄ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｎｏｖｅｌ　Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｓ”，　Ｐ
ｒｏｔｅｏｍｅ　Ｒｅｓ．，　２，　２１３－２１９，　２００３
【非特許文献３】Ｔｈｅｏｄｏｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ，　”Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　Ｉｒ
ｒａｄｉａｔｉｏｎ　Ｉｎｃｒｅａｓｅｓ　Ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｐｅｐ
ｔｉｄｅｓ　ｆｒｏｍ　Ｂｒａｉｎ　Ｔｉｓｓｕｅｓ”，　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，　１１　
：１１９１－１１９７，　１９９０
【非特許文献４】Ｆｏｘ　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ　ｆｉｘａｔｉ
ｏｎ”　Ｊ．　Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．　Ｃｙｔｏｃｈｅｍ．　３３：８４５－８５３，　
１９８５
【非特許文献５】Ｆｒｉｃｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ　Ｎｅ
ｕｒｏｐｅｐｔｉｄｏｍｉｃｓ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ－ｉｒｒａｄｉａｔｅｄ　Ｍ
ｏｕｓｅ　Ｂｒａｉｎ　ａｎｄ　Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ”，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　＆　Ｃ
ｅｌｌｕｌａｒ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，　４：１３９１－１４０５，　２００５
【非特許文献６】Ｓｈｉｕｒｂａ　ｅｔ　ａｌ．　（”Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　ｏｆ　ｆｏｒｍａｌｉｎ－ｆｉｘｅｄ　ｈｕｍａｎ　ｂｒａｉｎ　ｔｉｓｓｕ
ｅｓ：　ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｒｅｅ－ｆｌｏａｔｉ
ｎｇ　ｓｅｃｔｉｏｎｓ”，　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　２
：　１０９－１１９，　１９９８）
【非特許文献７】Ｍａｎｄｅｌｌ，　”Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ　ｓｔａｔｅ－
ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｉｎｖ
ｅｓｔｉｇａｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ｐａｔｈｏｌｏｇｙ”，　Ａｍ
．　Ｊ．　Ｐａｔｈｏｌ．　１６３：　１６８７－１６９８，　２００３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　よって、試料の自然分解を妨げ、また、信頼性かつ再現性のある結果を提供する方法で
、解析前の組織試料の含量および構造を保存するための信頼性のある方法の必要がある。
【００１５】
　本明細書において背景技術の記述は、本発明の内容を説明するために含められる。引用
されているいずれの資料も、特許請求の範囲の優先日において公開されている、既知であ
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る、または共通の一般知識の一部であったことを認めるものとみなされるべきでない。
【００１６】
　本明細書の記載および特許請求の範囲を通じて、「含む」という用語およびその変形形
態は、他の付加物、成分、整数または工程を排除するものではない。
【課題を解決するための手段】
【００１７】
　本発明は、解析前の生体試料を固定するために慣用されるホルマリンが組織に約０．５
～２ｍｍ／時でゆっくり浸透し、固定が完了する前に高分子が分解されてしまうという理
解に基づくものである。特に、当技術分野で利用可能な標準法を使用した後には、固定の
完了前のタンパク質のリン酸化状態における大きな変化を示すことがある。
【００１８】
　本発明者らは、加熱処理と化学的固定を組み合わせて、有効かつ信頼性のある生体試料
の安定化方法を提供することによってこの問題を解決した。
【００１９】
　よって、本発明は、解析用の生体試料安定化させる方法を提供する。
【００２０】
　本方法は、
　ａ）試料を７０℃より高い温度まで加熱して酵素プロセスを停止させること、および
　ｂ）次いで、その試料に化学的固定を施すこと
を含む。
【００２１】
　好ましくは、本方法は、組織学的解析、最も好ましくは、組織化学的解析および／また
は免疫組織化学解析用の生体試料を安定化させることを目的とする。
【００２２】
　好ましくは、試料は、８０℃より高い温度、例えば９０℃より高い温度まで、最も好ま
しくは９５℃より高い温度、例えば１００℃まで加熱される。
【００２３】
　好ましくは、化学的固定は架橋剤を用いて行われる。好ましくは、架橋剤はアルデヒド
、最も好ましくは、ホルムアルデヒドまたはグルタルアルデヒドである。
【００２４】
　一実施形態では、生体試料は、翻訳後修飾を有する少なくとも１つのタンパク質を含む
。
【００２５】
　別の実施形態では、加熱は、一定量の試料を、均一かつ急速な加熱を可能とする形状と
し、それにより、成形試料を形成することによって行われる。
【００２６】
　一実施形態では、生体試料は、均一かつ急速な加熱という点で効果的な加熱を助ける形
状にされる。これが酵素プロセスの遮断を得るのに必要な時間を短縮する助けとなる。タ
ンパク質によって駆動されるある種の酵素プロセスを遮断することにより、その試料の他
の構成要素の分解が避けられる。生体試料を採取してから生物学的解析の実施するまでの
時間は、例えば１～３分といった短時間であっても、分解のレベルに大きな影響を及ぼす
ことから、試料を採取した後、速やかに加熱を行うことが重要である。試料を加熱するこ
とで、酵素として働くタンパク質は、それらの二次構造および三次構造を失い、それによ
って活性も失い、試料の分解が最小限となる。
【００２７】
　本発明の方法は、タンパク質およびペプチドの一次構造および翻訳後修飾は保存するが
、同時に、それらの元の二次構造、三次構造、および場合によっては四次構造を破壊する
。従って、サンプルの加熱は、比較的存在量の少ないニューロペプチドなどの種およびよ
り一般的な、そうでなければ分解されてしまうタンパク質の翻訳後修飾を、完全な状態に
留めることを可能とすることを含む、いくつかの利点を有する。さらに、本方法は、ニュ
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ーロペプチドおよびタンパク質の分解を再現性のある様式で最小化する。本方法はまた、
種々の試料に由来するタンパク質およびペプチドの含量およびレベルを比較することを可
能とする。
【００２８】
　本発明はさらに、本発明の方法を用いて安定化された生体試料を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１】死後０～１２０分のマウス皮質由来ホルマリン固定組織におけるリン酸化型ＣＲ
ＥＢであるｐＣＲＥＢ（Ｓｅｒ１３３）の免疫組織化学的可視化を示す。ホルマリン浸漬
前に室温でインキュベーション、パネルＡ　０分、パネルＢ　１５分、パネルＣ　１２０
分。パネルＤは、本発明の方法（すなわち、抽出後にそのまま加熱した後、ホルマリン固
定）で処理した試料を示す。
【図２】本発明の方法に従って試料を安定化させた後、室温でのインキュベーション時間
を延長した後の試料のマウス小脳由来ホルマリン固定組織におけるリン酸化型のＣＲＥＢ
であるｐＣＲＥＢ（Ｓｅｒ１３３）の免疫組織化学的可視化の結果を示す。パネルＡ　安
定化後０分、パネルＢ　１５分、パネルＣ　６およびパネル　２４時間。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
（発明の詳細な説明）
概論
　本発明は、解析用の生体試料を安定化させる方法を含む。生物体から抽出された試料は
、ポリペプチドまたはタンパク質などの種々の高分子を含有する。解析用の試料を安定化
させるために、種々の高分子の一次構造および翻訳後修飾の採取後の分解をできる限り最
大限に停止させる。
【００３１】
　よって、一実施形態では、分解が最小限である、または好ましくは、ｉｎ　ｖｉｖｏの
場合にその試料に見られるレベルもしくはその前後のレベルを維持する第一の時間の後に
、試料を第二の時間、試料の全ての部分が特定の最低温度に達するような様式で急速かつ
均一に加熱する。この温度は、種々の高分子が変性する、すなわち、それらの二次構造、
三次構造および／または四次構造が破壊される温度あるが、高分子の一次構造が分解され
る温度ではないことから、変性温度と呼ばれる。変性温度は好ましくは、８０℃より高い
温度、例えば９０℃より高い温度、最も好ましくは、９５℃より高い温度、例えば１００
℃である。好ましくは、試料は１００℃より高い温度に達しないようにする。
【００３２】
　好ましくは、変性される高分子は少なくとも、試料の自然の分解プロセスに役割を果た
す高分子を含む。例えば、このような高分子としては、変性されなければ、例えば消化に
よって試料中の他の分子を分解するタンパク質分解酵素を含む。このような高分子にはさ
らに、ホスファターゼ、エステラーゼ、アシラーゼ、リパーゼ、ヒドロラーゼ、ヌクレア
ーゼ（リボヌクレアーゼおよびデオキシリボヌクレアーゼなど）、およびキナーゼが含ま
れる。
【００３３】
　本明細書において展開される条件は、絶対的なものではなく程度の効果をもたらすと理
解すべきであり、当然のことながら、化学反応が全面的に停止できるわけではないと理解
される。従って、例えば、用いる温度は変性および酵素活性の消失を引き起こすのに十分
高く、ある分子セットの一次構造の分解は引き起こさないように十分低く選択されるが、
小数の高分子がこれらの条件下でなお分解を受けないという意味ではない。このような高
分子の数が有意でない、例えば、最初の分子の集団の５％未満、好ましくは最初の分子の
集団の２％未満、いっそうより好ましくは１％未満、さらにより好ましくは０．１％未満
であれば、本発明の目的に十分である。
【００３４】
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　また、本明細書で二次構造という用語が用いられる場合、その活性および特異性を担う
高分子の全体的な三次元構造を意味すると理解すべきである。従って、本明細書において
二次構造という用語は、一般に二次構造、三次構造および四次構造と別個に呼ばれている
高分子の特徴を意味する。
【００３５】
　別の実施形態では、試料は抽出後すぐに解析することを意図するものではなく、解析ま
で保存することを意図する。このような実施形態では、試料は抽出後、実施上可能な限り
すぐに冷凍する。抽出から試料が冷凍温度に達するまでの時間は、分解が最小限となるも
のである。試料は、急速かつ均一な加熱を可能とする形状とする。試料はまた、冷凍中ま
たは冷凍前にこのような形状にすることができる。その後、試料を第二の時間、試料の全
ての部分が変性温度に達するような様式で急速かつ均一に加熱する。この冷凍試料の第二
の時間は、加熱前に冷凍されなかった試料の第二の時間と必ずしも同じでない。好ましく
は、この第二の時間は、冷凍状態と加熱状態の間に試料に解凍時間がないほど急速なもの
である。例えば、急速加熱は好ましくは、１分未満、３０秒未満、２０秒未満、１０秒未
満、５秒未満または２秒未満に行う。
【００３６】
　本発明は、生体試料中のポリペプチド、タンパク質（抗体を含む）、炭水化物、脂質、
ホルモンおよび代謝産物の解析への適用を意図した。しかしながら、他の分子および高分
子も本明細書に記載の方法および装置から利益を受け得ると理解される。例えば、特に、
内部の化学結合の配列を保存しつつ加熱により破壊され得る三次元構造を有する、生体試
料中の他の高分子はいずれも、本明細書に記載の方法および装置によって解析のために保
存することができる。このような他の高分子としては、限定されるものではないが、核酸
およびオリゴヌクレオチドが含まれる。高分子は、一般に、同じまたは異なる属性の繰り
返し単位から構成される高分子量の分子であると理解される。同様に、本発明の方法はま
た、そうでなければ他の手段によって消化または分解される小分子（非高分子）のより精
密な検出ももたらし得る。
【００３７】
　本明細書において、破壊される、および分解されるという用語は、試料中の分子構造の
変更を指して用いられる。構造は、構造の属性が崩壊されなくとも、その機能を損なうよ
うな様式で変更されれば、破壊されたという。従って、例えばタンパク質は変性させ、そ
うすることで、その二次構造および／または三次構造および／または四次構造を破壊し、
すなわち、その機能が崩壊するように変更することができる。しかしながら、このような
プロセスはその一次配列を変化させることはなく、従って、その属性は維持される。逆に
、その化学属性が変化すれば、構造が分解される。従って、例えば、タンパク質を切断し
て２つ以上の断片を生成する場合は、その二次構造および／またはその三次および／また
はその四次構造が変更されるだけでなく、その一次構造も変更されるので、そのタンパク
質を分解してしまう。分解の別の例として、タンパク質ホスファターゼの作用または自然
加水分解によるタンパク質およびペプチドのリン酸化などの翻訳後修飾の消失がある。
【００３８】
　本発明とともに用いられる試料は、生物体由来のいずれの生体試料も含み得る。従って
、試料には、限定されるものではないが、組織、筋肉、骨、骨髄、歯、毛、皮膚、または
脳、腎臓、肝臓、胃、腸、生殖器官もしくは膵臓などのいずれの器官も含まれる。試料と
しては、さらに、限定されるものではないが、涙、唾液、血液、精液、汗または尿を含む
体液も含まれる。
【００３９】
　生物体は好ましくは哺乳類であるが、爬虫類、無脊椎動物、魚類、昆虫または鳥類であ
ってもよい。生物体はさらにより好ましくはヒトであるが、限定されるものではないが、
非ヒト霊長類、ウサギ、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウマ、サル、マウスまたはラットを含む動
物であってもよい。
【００４０】
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実験理論
　組織が生きている場合、タンパク質が合成され、分解される。これは動的なプロセスで
あり、種々の機構によって包括的に制御される。例えば、タンパク質分解は生きている組
織内で自然に起こるが、それは一般に、タンパク質分解されるタンパク質がそれらの機能
を遂行するのに十分な量で残るように調節される。疾病状態はこのバランスを変化させる
ことがあり、従って、そのバランスの変化を用いて疾病を特徴付けることができる。
【００４１】
　タンパク質の翻訳後修飾は、タンパク質の機能および活性を改変および制御する重要な
手段であり、多くの細胞プロセスおよびシグナル伝達の重要な部分である。特異的プロテ
インキナーゼおよびタンパク質ホスファターゼによるタンパク質のリン酸化および脱リン
酸化による細胞プロセスの調節は、極めて動的なプロセスである。特異的タンパク質のリ
ン酸化のレベルは細胞および組織の状態の指標となり、従って、研究上大いに注目される
。
【００４２】
　試料のペプチドーム、すなわち、特定の細胞、組織、生物体または系に存在するペプチ
ドのセットは、そのプロテオームと直接関連する。プロテオームとペプチドームの間の分
子分布は、プロテアーゼおよびプロテアーゼ阻害剤によって制御される。死後、酵素活性
は、脳組織などの組織中のペプチドおよびタンパク質内容の保全に役割を果たす。自然の
タンパク質－ペプチドホメオスタシスから生じる、試料中のタンパク質分解からの極めて
豊富なペプチドが常に低レベルで存在する。
【００４３】
　組織および細胞の多くの研究が、生きている生物体の支持的環境から取り出すこと、従
って、種々の調節プロセスを妨げること、特に、例えば組織への血流が断たれる場合など
、試料において酸素および栄養欠乏に至らせることを必要とする。組織への血液送達の制
限である虚血は、次に低酸素症および無酸素症に至る。
【００４４】
　組織の分解は、脳組織の試料に関して特に密な研究がなされてきた。従って、たとえ脳
細胞が、筋肉細胞の場合（すなわちミオグロビン（ｍｙｇｌｏｂｉｎ）を伴う）と同様に
、酸素の貯蔵庫を含まなくとも、それらの酸素利用率は高い。脳細胞の生存を確保するに
は、酸素および栄養の絶え間ない供給が必要である。脳組織の研究におけるジレンマは、
多くのタイプの解析技術では、脳組織をその酸素および栄養供給環境から取り出さなけれ
ばならないことである。酸素が無ければ、酸化的リン酸化およびその後のアデノシン三リ
ン酸（「ＡＴＰ」）の生産は断たれ、細胞機能に欠陥が生じる。脳組織の分解が始まる時
間は、他の生体組織または体液の分解時間よりもはるかに短い。
【００４５】
　さらに、脳内であっても、タンパク質およびポリペプチドの分解時間は均一でない。酸
素の保持は一般に低く、不均一で、種々の脳構造間で大きな変動がある。酸素の保持は一
般に、皮質の灰白質などの細胞体および樹状突起が豊富な領域では高く、皮質の白質、橋
および脳弓などの繊維が優勢な領域では低い（例えば、Ｅｒｅｃｉｎｓｋａ　ｅｔ　ａｌ
，　”Ｔｉｓｓｕｅ　Ｏｘｙｇｅｎ　Ｔｅｎｓｉｏｎ　ａｎｄ　Ｂｒａｉｎ　Ｓｅｎｓｉ
ｔｉｖｉｔｙ　ｔｏ　Ｈｙｐｏｘｉａ”，　Ｒｅｓｐｉｒ．　Ｐｈｙｓｉｏｌ，　１２８
，　３：２６３－２７６，　２００１参照）。
【００４６】
　グルコースは、成体脳の主要な代謝基質である。グルコースは、解糖を介して代謝され
てピルビン酸となり、ミトコンドリアのクレブス回路に入り、そこで酸素の存在下、完全
に酸化されて二酸化炭素および水となる（例えば、Ｇｏｌｄｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，　”
Ａｃｉｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｄｅａｔｈ　ｉｎ　Ｎｅｕｒｏｎｓ　ａｎｄ　Ｇｌｉａ”　
Ｊ．　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ，．　１１　：２４８９－２４９７，　１９９１参照）
。酸素の減少はミトコンドリアにおけるピルビン酸の酸化を妨げる。結果として、ミトコ
ンドリアＡＴＰの生産は抑えられ、解糖系のＡＴＰ生産だけが残る。虚血脳では、ＡＴＰ



(9) JP 2013-501918 A 2013.1.17

10

20

30

40

50

の生成は、内在する物質の嫌気性変換を介して起こる。
【００４７】
　示したように、脳は少量の酸素貯蓄しか含まない。血管内の酸素貯蓄が正常な酸素消費
を支えることができるのはわずか数秒間である。
【００４８】
　好気的解糖下でのＡＴＰ約３５モルに比べて、嫌気的解糖はグルコース１モル当たり２
モルのＡＴＰを生じるに過ぎない。この結果、ＡＴＰ、ＡＤＰおよびホスホクレアチン（
ＰＣｒ）の内在貯蓄が利用される。クレアチンリン酸は、ＡＤＰにリン基を与え、それに
より、これをＡＴＰに変換する。クレアチンリン酸を含む高エネルギーリン酸化合物は、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいてニューロンおよびグリアの双方に匹敵する濃度で存在する（例
えば、Ｆｏｌｂｅｒｇｒｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．，　”Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｓｅ　Ａｌ
ｐｈａ　ａｎｄ　Ｌａｂｉｌｅ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ　Ｄｕｒｉｎｇ　Ａｎｏｘｉａ
：　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｆｌｕｘｅｓ　ｏｆ　Ｋ＋　ａ
ｎｄ　Ｃａ２＋”，　Ｊ．　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．，　５５（５）：　１６９０－６，　
１９９０参照）。
【００４９】
　これらの内在エネルギー基質を用いることにより、エネルギー代謝は虚血においておよ
そ１分間支えることができる（Ｈａｎｓｅｎ，　”Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ａｎｏｘｉａ　
ｏｎ　Ｉｏｎ　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｂｒａｉｎ”，　Ｐｈｙｓｉ
ｏｌ．　Ｒｅｖ．，　６５，　１：１０１－４８，　１９８５）。虚血研究では、６０秒
後に、グルコースレベルは枯渇し、乳酸レベルは３倍増加した。２分後、乳酸レベルは５
倍に増加した（Ｆｏｌｂｅｒｇｒｏｖａ　ｅｔ　ａｌ）。高エネルギーリン酸基の利用は
、およそ１０秒後に３０％、１分後に１５％、２分後には０近くまで減少した（Ｈａｎｓ
ｅｎ；　Ｆｏｌｂｅｒｇｒｏｖａ，　ｅｔ　ａｌ．）。
【００５０】
　心停止による無酸素症の誘導直後にラット脳皮質からのＫ＋イオンの流出が見られる（
Ｈａｎｓｅｎ）。無酸素症の最初の２分の間にＫ＋イオンの緩慢な増加が見られる（Ｋ－
Ｉ相）。約２分後、細胞外Ｋ＋イオン濃度は、数秒以内に１０ｍＭから約６０ｍＭに上昇
する（Ｋ－ＩＩ相）。ＡＴＰエネルギー代謝および酸素消費が極めて低レベルに落ち込ん
だ際に、すなわち、虚血後１～２分の間に、細胞外カリウムの急速な増加が起こる。次の
数分の間に、細胞外Ｋ＋レベルは８０ｍＭにまで緩慢に上昇する（Ｋ－ＩＩＩ相）。Ｋ－
Ｉ相中の緩慢な上昇は、Ｎａ－Ｋ－ＡＴＰアーゼ活性の低下によるＫ＋イオンの内部への
汲み上げが不十分なためであり得る。虚血１～２分後、ＡＴＰエネルギーレベルはＮａ－
Ｋ－ＡＴＰアーゼ活性を支えるには不十分であり、脱分極およびＮａ、Ｋ、ＣａおよびＣ
ｌの減少が起こる（例えば、Ｈｉｌｌｅ，　Ｉｏｎｉｃ　Ｃｈａｎｎｅｌｓ　ｉｎ　Ｅｘ
ｃｉｔａｂｌｅ　Ｍｅｍｂｒａｎｅｓ，　Ｓｉｎａｕｅｒ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ，
　Ｓｕｎｄｅｒｌａｎｄ，　ＭＡ，　１９９２参照）。
【００５１】
　ラット皮質における全虚血は、およそ６０秒後に細胞内Ｃａレベルの急速な増加を誘発
する（Ｋｒｉｓｔｉａｎ，　”Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ　Ｓｔａｇｅｓ，　Ｍｉｔｏｃｈｏｎ
ｄｒｉａ　ａｎｄ　Ｃａｌｃｉｕｍ　ｉｎ　Ｈｙｐｏｘｉｃ／Ｉｓｃｈｅｍｉｃ　Ｂｒａ
ｉｎ　Ｄａｍａｇｅ”，　Ｃｅｌｌ　Ｃａｌｃｉｕｍ，　３６，　３－４：２２１－３３
，　２００４）。虚血により誘発されるイオンホメオスタシスの変化は脱分極を引き起こ
し、電位依存性ＣａレベルおよびＮＭＤＡ－受容体を介してＣａの流入を招く。虚血ラッ
ト皮質をＮＭＤＡアンタゴニストで処理すると、３０秒以内に細胞内Ｃａの増加が遅延さ
れる（Ｋｒｉｓｔｉａｎ）。Ｃａ－ＡＴＰアーゼ活性およびオルガネラへのＣａ隔離はＡ
ＴＰ駆動性であり、従って、エネルギー代謝速度に敏感である。ラット皮質におけるグル
コースレベルの増加もまた、Ｃａ流入を９０秒遅延させる（Ｋｒｉｓｔｉａｎ）。エネル
ギー代謝が抑えられると、Ｃａはオルガネラから放出される。このＣａの増加がＫ－Ｃａ
チャネルを活性化することができ、それにより、Ｋ流出が促進される（Ｈｉｌｌｅ）。イ
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オンバランスが失われると、細胞オルガネラが虚脱し、タンパク質およびペプチドが放出
され、分解される。
【００５２】
　記載したように、生きている生物体から組織試料を取り出した後、分解が増え、または
非制御状態を続けることがあり、それにより、急速に試料内のタンパク質およびポリペプ
チドの分解に至る。従って、組織のタンパク質およびポリペプチド組成に関して最大の情
報を得るためには、生物体から試料を取り出した後、試料はできるだけ速やかに加熱する
べきである。特定の理論に縛られるものではないが、組織は、ＡＴＰレベルが、試料中に
イオン勾配がもはや維持されなくなるところを下回る前に加熱するべきであると考えられ
る。ナトリウムおよびカリウムなどのイオンの濃度勾配によって呈される細胞膜間の電気
化学的勾配は、細胞化学のエネルギー源となる。Ｎａ＋ＡＴＰアーゼおよびＫ＋ＡＴＰア
ーゼなどの酵素は、このような勾配を作り出し、維持するためにＡＴＰを用いる。ひと度
細胞がエネルギー不全を受けると、すなわち、ひと度ＡＴＰレベルが閾値レベルより下に
落ちると、イオンホメオスタシスの混乱の結果として、細胞内間隙にカルシウムが蓄積す
る。イオンバランスが失われると、細胞オルガネラが虚脱し、およびタンパク質およびペ
プチドが放出され、分解される。
【００５３】
抽出
　生物体からの試料の抽出は、いくつかの形を採り得る。
【００５４】
　例えば、試料は生物体から、切断、スミア採取によって、またはシリンジもしくはカテ
ーテルでの抜き取りによって抽出することができる。
【００５５】
　一般に全ての生体試料に、ＡＴＰ生産およびリン酸化が断たれ、イオン勾配が失われ、
細胞オルガネラが虚脱し、タンパク質およびペプチドが放出され、タンパク質分解が増加
し、最終的には壊死に至る同様の工程を施すが、これらの工程のそれぞれの速度は、少な
くとも部分的に、試料のタイプによって異なる。従って、組織が生物体から取り出されて
から、試料によっては１０分といった長い時間まで大規模な分解が起こらないものもある
が、３分、２分、１分、３０秒、１０秒またはそれ未満といったすぐさま大規模な分解が
起こる試料もある。特に、タンパク質リン酸化などの翻訳後修飾の消失は数秒のうちに起
こる場合がある。よって、生物体からの試料の抽出からその試料が加熱されるまでの時間
は（本明細書においてさらに記載される）、好ましくは３分、さらにより好ましくは２分
、いっそうより好ましくは１０秒～２分の間である。いくつかの実施形態では、試料の分
解を避けるために、試料は、試料の取り出しと所望の形状への試料の成形を同時に行う装
置によって抽出することができる。次に、この試料をすぐに加熱装置に導入して、さらな
る分解を停止させる。
【００５６】
試料形状
　試料が均一に加熱できるよう試料をどのような形状にするか決定する場合には、好まし
くは、試料を加熱するために用いられる装置のタイプおよび試料の種々の特徴を考慮に入
れる。試料は、周知の熱伝達形態、すなわち、伝導、対流または放射のうち１以上によっ
て加熱することができる。試料を伝導加熱によって加熱する場合、試料の形状をどのよう
に選択するかを決定する際の因子は、試料内部のどの部分も熱源からの閾値距離を超えな
いのが好ましいということである。組織試料の性質によって異なる場合があるが、好まし
くはこの閾値は５ｍｍである。例えば、この閾値は１ｍｍ、２ｍｍ、３ｍｍ、３．５ｍｍ
、４ｍｍ、４．５ｍｍ、５．５ｍｍ、６ｍｍ、６．５ｍｍ、７ｍｍ、７．５ｍｍ、８ｍｍ
、９ｍｍまたは１ｃｍであり得る。いくつかの実施形態では、例えば超薄片、好ましくは
、均一な厚さのものを作出するなど、できる限り最大の表面積／体積比を持つような形状
とするのが好ましい。加熱装置が、試料中に挿入される円筒形加熱素子またはプローブな
どの特定の形状である伝導素子を備えている場合、試料にも円筒形状がより望ましいもの
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であり得る。試料の形状は、試料の表面から内部への熱伝導ができるだけ有効になるよう
に、加熱中に試料に生じる温度勾配が最大となるものであるべきである。この加熱段階の
速度は十分に速い速度で維持することもできるが、温度が高くなり過ぎないように、また
は試料の一部がゆっくり加熱され過ぎて、残りの試料と同じ温度まで加熱されないことが
ないように選択することもきできる。試料の一部が最大温度を超えてしまえば、試料中の
水が沸騰し、細胞構造が破壊されるおそれがある。より極端な例では、着目するタンパク
質またはポリペプチドの一次構造が、高くなり過ぎた温度によって破壊されるおそれがあ
る。逆に、試料の一部が変性温度に達しなければ、非変性部分の残存によって試料全体が
腐敗するおそれがある。加熱が均一であれば、これらの結果はいずれも避けられる。
【００５７】
　試料は、所望の形状に試料を切断することによって成形することもできる。いくつかの
実施形態では、試料は、加圧して所望の形状にするなどして、プレスまたは平坦化される
。いくつかの実施形態では、試料は、約１～２，０００ミクロンの間、例えば、１～１，
０００ミクロン、１～５００ミクロン、１～２００ミクロン、１～１００ミクロン、１～
５０ミクロン、１～２５ミクロン、１～２０ミクロン、１～１０ミクロンまたは１～５ミ
クロンの間の厚さを有する。上記の範囲の種々の上限および下限は相互に交換可能である
と理解すべきであり、限定されるものではないが、例えば、上記には具体的に挙げられて
いないが、５００～１，０００ミクロンの場合と同様に、１０～５０ミクロンの範囲も本
発明の範囲内にあるとみなされる。
【００５８】
　また、本明細書において、時間、または長さ、または質量などの任意の量に関して、「
約」とは、その着目する値が引用された値よりも最大５％小さいまたは大きいものまで変
動し得ることを意味するものとする。よって、例えば、厚さ約１０ミクロンは、９．５～
１０．５ミクロンの範囲のいずれの厚さも意味するものとする。温度の場合、「約」とは
、±２℃の変動を意図することを意味する。
【００５９】
試料の冷凍
　所望により、試料は、解析前に瞬間冷凍などによって冷凍することができる。試料は、
好ましくは－２０℃より低い温度、例えば－８０℃より低い温度にすることができる。試
料を冷凍する利点は、試料は新鮮状態よりも冷凍状態の方がより容易に取り扱うことがで
き、均一な加熱のためにより容易に所望の形状に成形することができる。冷凍試料は約５
ｍｍ、約４ｍｍ、約３ｍｍ、約２ｍｍ、約１ｍｍまたは０．５ｍｍ未満の厚さに切断する
ことができる。好ましくは、冷凍試料では、試料形状はミクロン程度の厚さの薄いシート
である。このような薄切片は、新鮮試料を切断する場合には容易には得られない。冷凍は
、試料中（固体と考えられる試料中を含む）の液体を凝固させ、試料のより正確な切断を
可能とする。さらに、冷凍は酵素活性を抑え、試料の他の成分の分解を防ぐ。
【００６０】
　試料が生物体から抽出された後に冷凍される場合には、試料は、加熱するまで、例えば
－２０℃未満または－４℃未満で冷凍維持すべきである。試料が冷凍される場合、氷の結
晶が生じ、原形質膜を破壊する。さらに、冷凍試料を解凍すると、小胞膜は透過性となる
。透過性の増大は、ひと度試料が解凍されると、冷凍されなかった試料よりも急速にタン
パク質分解を引き起こすおそれがある。いくつかのタイプの生体試料では、試料に熱をか
ける前に解凍してはならない。すなわち、この試料は、熱がかけられる前に－２０℃より
高い温度になってはならない。試料が解凍されれば、大規模な分解が起こらないようにす
るために、試料の解凍から約３０秒以内に試料を加熱する。
【００６１】
加熱
　試料は、試料中の高分子を、その高分子および他の高分子の一次構造を分解することな
く変性させる温度まで、好ましくは均一に加熱する。加熱は伝導、対流または放射からの
熱伝達によって行うことができる。その上に、また、その代わりに、試料の加熱は、試料
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にマイクロ波放射を向けることによって行うこともできる。
【００６２】
　試料は、変性させる分子のタイプに応じて、約７０℃、８０℃、９０℃、９５℃もしく
は常圧で１００℃の温度、または流体試料の沸点まで加熱することができる。いくつかの
実施形態では、試料は、試料の沸点または常圧で１００℃などの閾値温度を超えて上昇さ
れないようにし、そうすれば一次構造は破壊されない。試料は、高分子を変性させるため
に加圧下でより高い温度まで加熱することもできる。試料の温度を閾値未満に維持し、そ
れによりマクロ構造を維持することで試料の解析を容易にすることができる。この加熱工
程によって達せられる温度が、試料を高分子の二次構造が破壊される温度に到達させれば
、その高分子は変性する。ある特定の場合では、加熱は、タンパク質およびポリペプチド
を分解する酵素活性を不能にする。加熱は、試料の酵素活性の少なくとも６０％、例えば
少なくとも７０％、８０％、９０％または９５％を抑えることができる。加熱はまた、着
目するタンパク質およびポリペプチドの三次構造および二次構造を変化させることもでき
る。しかしながら、加熱によって高分子の一次構造および翻訳後修飾は分解されない。
【００６３】
　試料の全ての部分を急速に、例えば、２分未満、１分未満、３０秒未満、１０秒未満、
５秒未満、２秒未満または１秒未満に少なくとも７０℃の温度にするいずれの加熱装置も
試料を加熱することができる。いくつかの実施形態では、加熱は試料の全ての部分を２～
３分以内に少なくとも７０℃の温度にする。本明細書では、伝導または放射を用いて働く
加熱装置を記載する。伝導加熱は、放射が試料を均一に加熱できない場合に使用すること
ができる。凍っている試料では、マイクロ波放射加熱を用いると、試料の一部が試料の他
の部分が所望の変性温度に達する前にその温度に達することがある。同様に、マイクロ波
で加熱された氷塊は、水素結合した分子ネットワークがマイクロ波によって変化されない
ので、解凍しにくい。例えば、氷はマイクロ波放射を適用するよりも伝導による方が効率
的に解凍される。氷が一部の領域で解け始めると、解けた氷、すなわち水は温まり始め、
伝導によって周囲の氷を加熱する。これにより氷塊の一部が解凍され、氷塊の他の部分が
解凍する前に沸騰に達する。生体試料におけるこの現象は、一様でない加熱を招き、一様
に目的温度に加熱された試料中に存在するよりも多くのペプチド断片を試料中に存在させ
得る。これを避けるための１つの選択肢は、加熱工程前に試料を解凍することである。も
う１つの選択肢は、冷凍試料を加熱するためのマイクロ波放射以外の加熱方法を用いるこ
とである。このような加熱工程は、独立した解凍工程を全面的に避けることができる。
【００６４】
タイミング
　生物体からの試料抽出後には、試料が分解されるおそれのある二相が存在する。第一相
は、抽出で始まり、加熱工程の開始で終わる。第二相は、加熱工程の開始で始まり、試料
が所望の温度に到達した際に終わる。試料が冷凍されなければ、第一相と第二相を合わせ
たものは、試料の分解前、すなわち、イオンのアンバランス、またはＡＴＰレベルの枯渇
、およびそれに続く試料中の分子断片のレベルの増加の前に完了されるべきである。本明
細書では、各タイプの生体試料に適用する時間を決定するための方法を記載する。しかし
ながら、冷凍されていない試料の場合には、この二相は１０分以内、例えば、５分、３分
、２分、１分または３０秒以内に完了されるのが望ましい。いくつかの実装形態では、第
二相は２分、１分、３０秒、２０秒、１０秒、５秒、２秒、１秒以内またはそれ未満で行
う。第一相は、試料が冷凍されていれば、延長および短縮の双方が可能である。試料は長
期間、例えば、何日も、何週間も、何ヶ月もまたはさらには何年も冷凍維持することがで
きるので、この相は延長される。しかしながら、第一相は、試料を解凍してから試料を加
熱するまでの時間は、試料が解凍された後に起こる分解の加速化のために、極めて短く維
持しなければならない。
【００６５】
化学的固定
　化学的固定は好ましくは、ホルマリン、すなわち、ホルムアルデヒド水溶液、例えば、
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リン酸緩衝生理食塩水中４％ホルムアルデヒド中で行う。あるいは、固定は、グルタルア
ルデヒド水溶液中、例えば、リン酸緩衝生理食塩水中２．５％グルタルアルデヒド中で行
う。好適な固定時間は通常６～３６時間の間である。
【００６６】
生物学的解析の例
　本発明の方法を用いて試料が安定化された後、試料はその試料を構成するタンパク質お
よびポリペプチドを決定するために解析することができる。試料は、好ましくは、組織学
的方法、例えば、組織化学的方法および免疫組織化学的方法を用いて解析することができ
る。
【００６７】
例示的装置
　試料が新鮮なものであるか冷凍されているかにかかわらず、加熱されると、試料は排出
可能な容器に入れることができ、そうすれば試料は、試料と熱源の間にエアポケットが無
く、直接熱源と接触させることができる。容器は、解析結果に干渉する分子を放出しない
、バッグまたはホイルなどの変形可能な１つの材料であり得る。このような容器に好適な
材料としては、医学級ポリマーなどのポリマー、またはガスを放出しない他の材料を含み
得るか、または試料を取り扱う際に試料に移行可能な成分を有し得る。
【００６８】
　調製された試料は、試料を均一に加熱するために構成された装置で加熱される。これに
より、生体試料全体に急速かつ均一な熱伝達が可能となる。
【００６９】
　いくつかの実施形態では、熱源は、例えば加熱素子によって加熱される単一のプレート
であり、試料は、容器に入れられているかどうかにかかわらず、一方の側からだけ熱を受
け取る、すなわち、単一の接触面があり、生体試料に熱を伝えることができる。別の実施
形態では、熱源は、生体試料を加熱するために放射（例えば、マイクロ波放射）を用いる
装置である。放射源はマイクロ波発振器であり得る。あるいは、無線周波数（ＲＦ）また
は超音波などの他のタイプの放射を試料に適用することができる。
【００７０】
　放射源は、約１～６ワット、例えば約３～５ワットの間のエネルギーを出力することが
できる。いくつかの実施形態では、約２～４ワット／分／グラム、例えば３．６ワット＊

分が試料に投入され、生体試料が水と同様の熱容量を有する場合には、試料の温度を２０
℃から８０℃に上昇させる。必要とされる放射エネルギーは３．６／効率（ｅｆｆｉｃｅ
ｎｃｙ）ワット＊分／グラムであり、すなわち、効率が１０％であれば、必要な放射は３
６ワット＊分／グラムである。質量は試料と増量剤の双方を含み、すなわち、増量剤が試
料と同じ質量を持ち、試料重１０グラム、効率１０％では、試料を１分で８０℃に加熱す
るには３６０ワットが必要とされる。従って、２０℃で１グラムを３０秒で８０℃に加熱
するには約７２ワットが必要とされる。
【００７１】
　本明細書に記載の方法はいずれも、本明細書に記載の他のいずれの方法に関しても実施
可能である。
【実施例】
【００７２】
実施例１：種々の処理の後の、マウス脳の試料におけるリン酸化型ＣＲＥＢの免疫組織化
学的可視化
実験
生体試料および処理
　マウスを頚椎脱臼によって犠牲にし、すぐに試料を採取した。犠牲後すぐに脳を摘出し
、全体に次の処理のうちいずれかを施した：Ａ：そのまま１０％中性緩衝ホルマリン（Ｎ
ＢＦ）中に浸漬、Ｂ：ＮＢ中に浸漬する前に室温で１５分間維持、Ｃ：ＮＢＦ中に浸漬す
る前に室温で２時間維持、Ｄ：新鮮組織用の自動設定でＳｔａｂｉｌｉｚｏｒ　Ｔ１装置
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（Ｄｅｎａｔｏｒ　ＡＢ，　Ｓｗｅｄｅｎ）での加熱処理によって安定化させ、処理直後
にＮＢＦに浸漬。
【００７３】
　全ての試料を、パラフィン包埋前に、室温、ホルマリン溶液中で２４時間維持した。全
ての試料を、それ以上二次的な切断を行わずにＮＦＢ中でインキュベートした。パラフィ
ン包理前に、試料を半分に切り、元の試料の中央を通って切片が取れるように包埋した。
【００７４】
組織化学
　パラフィンブロックから、４ミクロン厚の切片を取り、すぐにＳｕｐｅｒＦｒｏｓｔ　
Ｐｌｕｓスライドガラス（ＢＤＨ，　Ｍｅｒｃｋ　＆　Ｃｏ．，　Ｉｎｃ．，　Ｐｏｏｌ
ｅ，　ＵＫ）の載せ、キシレン中でパラフィンを除去し、アルコールから水へ段階的に通
して水和した。切片はヘマトキシリン－エオジン（ＤＡＫＯ　ＡＳ，　Ｃｏｐｅｎｈａｇ
ｅｎ，　Ｄｅｎｍａｒｋ）またはＭａｌｌｏｒｙ　ｔｒｉｃｈｒｏｍｅ（Ｂｉｏ－Ｏｐｔ
ｉｃａ，　Ｍｉｌａｎｏ，　Ｉｔａｌｙ）のいずれかで、どちらも変更を行わずに個々の
製造業者の説明書に従って染色した。
【００７５】
免疫組織化学
　パラフィンブロックから４ミクロン厚の切片を取り、すぐにＳｕｐｅｒＦｒｏｓｔ　Ｐ
ｌｕｓスライドガラス（ＢＤＨ，　Ｍｅｒｃｋ　＆　Ｃｏ．，　Ｉｎｃ．，　Ｐｏｏｌｅ
，　ＵＫ）の載せ、キシレン中でパラフィンを除去し、アルコールから水へ段階的に通し
て水和した。抗原賦活は、クエン酸バッファーｐＨ６（ＮｅｕＮ抗体，　Ｍｉｌｌｉｐｏ
ｒｅ　（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ），　＃ＭＡＢ３７７）またはＴＥバッファーｐＨ９（ｐＣＲ
ＥＢ（Ｓｅｒ１３３）抗体，　Ａｂｅａｍ，　＃ａｂ３２０９６）中、マイクロ波オーブ
ン（ｏｗｅｎ）にて７５０Ｗで１０分、次いで３５０Ｗで１５分行い、その後、ＤＡＫＯ
　Ａｕｔｏｓｔａｉｎｅｒ　Ｐｌｕｓ（ＤＡＫＯ　ＡＳ，　Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ）で処
理した。一次抗体は全て、３０分間インキュベートした。免疫染色は、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ
　Ｒｅａｌ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎキット、ペルオキシダーゼ／ＤＡＢ、ウサギ／マウス（
Ｋ５００７）およびヘマトキシリンによる対比染色を用い、全て製造業者の説明書（ＤＡ
ＫＯ　ＡＳ，　Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ）に従って検出した。
【００７６】
画像の取り込みと処理
　画像は、ＳｃａｎＳｃｏｐｅ（登録商標）ＸＴデジタルスライドスキャナ（Ａｐｅｒｉ
ｏ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．，　Ｖｉｓｔａ，　ＣＡ，　ＵＳＡ）を用いて
４０倍で取り込んだ。サブセクションはＡｐｅｒｉｏのＩｍａｇｅＳｃｏｐｅビューアー
を用いて選択し、Ａｄｏｂｅ　ＰｈｏｔｏＳｈｏｐ（Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎ
ｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ，　Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，　ＣＡ，　ＵＳＡ）を用いてパネルにアセ
ンブルした。
【００７７】
結果
　図１は、室温でインキュベートした後にホルマリンに浸漬した、死後０～１２０分のマ
ウス皮質由来ホルマリン固定組織におけるリン酸化型ＣＲＥＢであるｐＣＲＥＢ（Ｓｅｒ
１３３）の免疫組織化学的可視化の結果を示す。ホルマリン浸漬前に室温でインキュベー
ション、パネルＡ　０分、パネルＢ　１５分、パネルＣ　１２０分。パネルＤは、本発明
の方法（すなわち、抽出後にそのまま加熱した後、ホルマリン固定）で処理した試料を示
す（パネルＡ　０分、パネルＢ　１５分、パネルＣ　２時間）。パネルＤは、本発明の方
法で処理した、すなわち、抽出直後に加熱処理によって安定化させ、その後にホルマリン
固定した試料を示す。大きな黒い点はｐＣＲＥＢ陽性核であり、小さな灰色の点は、Ｈｅ
ｍａｔｏｓｉｎ－Ｅｏｓｉｎ対比染色に陰性のｐＣＲＥＢである。０～１２０分の試料で
は外側（右）から内側（左）へ明確な勾配が見て取れ、ｐＣＲＥＢの分解を示す。死後時
間が長いほど染色は薄くなり、ｐＣＲＥＢの広範な分解を示す。本発明の方法に従って処



(15) JP 2013-501918 A 2013.1.17

10

20

理した試料では、試料全域に黒い大きなｐＣＲＥＢ陽性核が見て取れ、ｐＣＲＥＢの分解
がほとんどないか、全くないことを示す。
【００７８】
実施例２　マウス脳由来試料安定化
実験
生体試料および処理
　マウスを頚椎脱臼によって犠牲にし、すぐに試料を採取した。犠牲後すぐに脳を摘出し
、新鮮組織用の自動設定でＳｔａｂｉｌｉｚｏｒ　Ｔ１装置（Ｄｅｎａｔｏｒ　ＡＢ，　
Ｓｗｅｄｅｎ）での加熱処理によって安定化させ、その後、室温で次の時間インキュベー
トした；Ａ：０分、Ｂ：１５分、Ｃ：６時間およびＤ：２４時間、その後、ＮＢＦに浸漬
。
【００７９】
　試料は全て室温、ホルマリン溶液中で２４時間維持した後、パラフィン包埋した。試料
は全て、それ以上二次的な切断を行わずにＮＦＢ中でインキュベートした。パラフィン包
理前に、試料を半分に切り、元の試料の中央を通って切片が取れるように包埋した。
【００８０】
組織化学、免疫組織化学および画像の取り込みおよび処理は、実施例１に記載のとおりに
行った。
【００８１】
結果
　図２は、本発明の方法に従って試料を安定化させた後、室温でのインキュベーション時
間を延長した後の試料のマウス小脳由来ホルマリン固定組織におけるリン酸化型のＣＲＥ
ＢであるｐＣＲＥＢ（Ｓｅｒ１３３）の免疫組織化学的可視化の結果を示す。パネルＡ　
安定化後０分、パネルＢ　１５分、パネルＣ　６およびパネルＤ　２４時間。処理後室温
で２４時間インキュベートした後でさえ、組織全域にｐＣＲＥＢ陽性核が見て取れ、サン
プルの完全な安定化を示す。
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【手続補正書】
【提出日】平成24年8月23日(2012.8.23)
【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】
　組織学的解析用の生体試料を安定化させる方法であって、
　ａ）試料を７０℃より高い温度まで加熱して酵素プロセスを停止させること、および
　ｂ）次いで、その試料に化学的固定を施すこと
を含む、方法。
【請求項２】
　組織化学的解析および／または免疫組織化学的解析用の生体試料を安定化させることを
目的とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記生体試料が、翻訳後修飾を有する少なくとも１つのタンパク質を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項４】
　前記生体試料が、リン酸化を有する少なくとも１つのタンパク質を含む、請求項３に記
載の方法。
【請求項５】
　前記試料が８０℃より高い、例えば９０℃より高い温度まで、最も好ましくは９５℃よ
り高い温度、例えば１００℃まで加熱される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記化学的固定が架橋剤を用いて行われる、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記架橋剤がアルデヒドである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記アルデヒドがホルムアルデヒドまたはグルタルアルデヒドである、請求項７に記載
の方法。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の方法を用いて安定化された生体試料。
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