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(57)【要約】
【課題】病理切片組織から、免疫染色により選択的に組織を回収し、核酸を抽出すること
を課題とする。
【解決手段】免疫染色された病理切片組織から核酸を抽出する方法であって、該免疫染色
に用いる発色基質が、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）以外のペルオキシダーゼ基質、また
はアルカリフォスファターゼ基質である方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫染色された病理切片組織から核酸を抽出する方法であって、当該免疫染色に用いる
発色基質が、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）以外のペルオキシダーゼ基質、またはアルカ
リフォスファターゼ基質である方法。
【請求項２】
　前記発色基質がペルオキシダーゼ基質であって、当該ペルオキシダーゼ基質がアミノエ
チルカルバゾール（ＡＥＣ）、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、Ｎｏｖａ　ＲｅｄＬ
Ｖ　Ｒｅｄ、Ｒｏｍｕｌｉｎ　Ｒｅｄ、Ｖｉｎａ　ＧｒｅｅｎまたはＨｉｓｔｏＧｒｅｅ
ｎである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記発色基質がアルカリフォスファターゼ基質であって、当該アルカリフォスファター
ゼ基質が、ＶＥＣＴＯＲ Ｒｅｄ、ＶＥＣＴＯＲ Ｂｌｕｅ、Ｆａｓｔ　Ｒｅｄ、Ｆａｓｔ
　Ｂｌｕｅ、ニューフクシン、Ｖａｌｃａｎ　Ｒｅｄ、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ、Ｌ
ｉｑｕｉｄ　Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ、Ｗａｒｐ　Ｒｅｄ、Ｆｅｒａｎｇｉ　Ｂｌｕ
ｅ、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｂｌｕｅ、ＬＶ　ＢｌｕｅまたはＢＣＩＰ／ＮＢＴである、請
求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記病理切片組織が、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織である、請求項
１～３のいずれか一項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫染色により選択的に回収された病理染色組織から核酸を抽出する方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、病院や研究機関等で莫大な数の検体が保管されている、ホルマリン固定パラフィ
ン包埋（ＦＦＰＥ）組織に代表されるような、固定液によって固定された組織や細胞中の
核酸を解析する技術に対して大いに期待が高まっている。特に、ＦＦＰＥ組織については
、過去の膨大な疾患データが蓄積されていることから、ＦＦＰＥ組織から核酸を抽出し、
それらの発現を解析できる技術を確立すれば、長期間保存された組織を用いた遡及的な研
究が可能となり、将来的には疾患の治療や予防に大きく貢献できる。ＦＦＰＥ組織からの
核酸抽出、及び検査の有用な一例として、乳癌の予後予測は、世界で数百億円規模の市場
であると言われており、そのニーズは年々高まっている。
【０００３】
　ＦＦＰＥ組織から核酸を抽出するためには、検査目的とする疾患の陽性部位を選択的に
回収することが重要である。これは、陰性部位や余分な細胞成分を除くことで、遺伝子発
現解析時において、バックグラウンドノイズが低く、特異性の高いデータを、再現性良く
得られるためである。
【０００４】
　組織の陽性、陰性部位を識別し、陽性部位を選択的に回収する方法としては、病理染色
が用いられている。病理染色には、従来から広く用いられてきたクレシルバイオレット染
色やヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色）の他に、組織中の抗原を特異的に検出す
る免疫染色（免疫組織化学染色法）がある。
【０００５】
　クレシルバイオレット染色やＨＥ染色は、従来から広く用いられてきた染色法であるが
、判定は染色部位の形態観察によるため、病理の専門家による熟練の判定技術が必要であ
り、一検体あたりの処理に多くの時間を要することが課題であった。処理に時間がかかれ
ば、組織が空気中に暴露される時間が延び、核酸の分解が進むことが懸念される。
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【０００６】
　一方、免疫染色は、細胞や組織内の特定の抗原を標的とし、抗原に特異的な抗体を反応
させた後に、抗体に標識した酵素や色素等の発色反応を利用して、抗原抗体反応の結果を
可視化することを特徴とする方法である。本方法を用いることで、病理判定が非常に明確
となり、また専門家による特定の判定技術を必要としないため、多くの病院や検査機関、
及び研究機関等で広く普及している。
【０００７】
　病理切片組織から抗原陽性部位を素早く切り出す方法として、レーザーマイクロダイセ
クション（ＬＭＤ）を使用する例が近年増加している。ＬＭＤ法は、レーザー照射装置が
付属された顕微鏡を用いて、顕微鏡下で組織を観察しながらレーザーによって陽性部位を
切り出し、回収する方法である。前述の免疫染色と組み合わせることで、短時間でより正
確に陽性部位を回収することが可能となり、非常に有用なツールである。ＬＭＤは、透過
光で組織を判定することが特徴であり、この透過光下においては、未染色部位が黒色様に
見えることとなる。
【０００８】
　臨床現場における免疫染色では、発色の際に標識酵素と反応させる発色基質として、従
来、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）（後述の化合物１）が用いられてきた。これは、ＤＡ
Ｂの染色密度が高く、感度が高いことに加えて、光学顕微鏡の反射光下で病理判定する際
、ＤＡＢ染色部位（陽性部位）が褐色に発色するのに対し、未染色部位（陰性部位）は白
色であるため、陽性と陰性部位が明瞭に識別されるためである。
【０００９】
　特許文献１には、固定生物学的試料から生体分子を単離、抽出または精製するためのタ
ーゲット細胞または組織を決定する方法、また病理切片から核酸を抽出する方法が記載さ
れている。該固定生物学的試料とは、一般的な方法によって固定化された蝋包埋試料、パ
ラフィン包埋試料等であり、該生体分子とは、ＲＮＡを含む核酸やタンパク質である。タ
ーゲット細胞または組織を決定する際における、該固定生物学的試料を可視化する方法と
して、組織染色剤を使用する方法についての記載がある。具体的には、ヘマトキシリン・
エオシン染色、アザン染色及びＰＡＳ（過ヨウ素酸シッフ染色）を使用した、免疫染色を
使用しない染色法について開示されている。
【００１０】
　免疫染色における標識酵素の基質との反応で呈色する色素として、アミノエチルカルバ
ゾール（ＡＥＣ）、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、Ｆａｓｔ　Ｒｅｄ、Ｆａｓｔ　
Ｂｌｕｅ等を使用することが、特許文献２に開示されている。この開示は、呈色物または
発光物で抗原を多重染色する、多重免疫組織化学的染色方法を用いて二以上の異なる抗原
を検出する方法に関するものである。異なる成分強度を有する複数の色素を用いて免疫染
色する方法であり、成分強度の差異に基づいて抗原を検出することを特徴としている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】特表２０１３－５３１９８７号公報
【特許文献２】特開２００５－１７１３３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　上記のとおり、免疫染色においては、発色の際に標識酵素と反応させる発色基質として
、従来、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）が通常用いられてきた。しかしながら、ＤＡＢで
染色した切片から核酸を抽出する場合には、未染色の切片、また上記のクレシルバイオレ
ット染色やＨＥ染色をした切片から核酸を抽出する場合と比較して、最終的な核酸収量が
著しく劣ることが課題となっていた。核酸収量が落ちる理由として、核酸抽出に先立って
免疫染色切片を溶解する際、ＤＡＢが不溶性であるため組織のタンパク溶解を阻害してい
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ること、ＬＭＤを用いた組織切り出しの際、陽性と陰性部位の判定が困難であり、正しく
陽性部位を回収できていないこと、陽性と陰性部位を判定する際、多くの時間を要するこ
とで組織が空気中に暴露される時間が延び、核酸の分解が進んでいること等、いくつかの
原因が考えられる。いずれにしても、ＤＡＢは免疫染色で最も一般的に利用される発色基
質である一方で、ＤＡＢ染色切片からの核酸抽出において核酸収量が著しく落ちることは
、大きな課題となることから、免疫染色の発色工程においてこれに変わる方法が望まれる
。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　上記課題に鑑みて、本発明者らは鋭意検討した結果、免疫染色された病理切片組織から
核酸を抽出する方法において、免疫染色に用いる発色基質としてＤＡＢ以外のペルオキシ
ダーゼ基質、またはアルカリフォスファターゼ基質を用いることで、上記課題が解決でき
ることを見出し、本発明を完成させた。
【００１４】
　すなわち、本発明は、次の（１）～（４）で構成される。
（１）免疫染色された病理切片組織から核酸を抽出する方法であって、当該免疫染色に用
いる発色基質が、ＤＡＢ以外のペルオキシダーゼ基質、またはアルカリフォスファターゼ
基質である方法。
（２）前記発色基質がペルオキシダーゼ基質であって、当該ペルオキシダーゼ基質がアミ
ノエチルカルバゾール（ＡＥＣ）、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、Ｎｏｖａ　Ｒｅ
ｄ、ＬＶ　Ｒｅｄ、Ｒｏｍｕｌｉｎ　Ｒｅｄ、Ｖｉｎａ　ＧｒｅｅｎまたはＨｉｓｔｏＧ
ｒｅｅｎである、（１）に記載の方法。
（３）前記発色基質がアルカリフォスファターゼ基質であって、当該アルカリフォスファ
ターゼ基質が、ＶＥＣＴＯＲ Ｒｅｄ、ＶＥＣＴＯＲ Ｂｌｕｅ、Ｆａｓｔ　Ｒｅｄ、Ｆａ
ｓｔ　Ｂｌｕｅ、ニューフクシン、Ｖａｌｃａｎ　Ｒｅｄ、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ
、Ｌｉｑｕｉｄ　Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ、Ｗａｒｐ　Ｒｅｄ、Ｆｅｒａｎｇｉ　Ｂ
ｌｕｅ、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｂｌｕｅ、ＬＶ　ＢｌｕｅまたはＢＣＩＰ／ＮＢＴである
、（１）に記載の方法。
（４）前記病理切片組織が、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織である、（
１）～（３）のいずれか一項に記載の方法。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明の方法により、免疫染色の発色基質としてＤＡＢ以外のペルオキシダーゼ基質、
またはアルカリフォスファターゼ基質を用いることで、病理切片組織上の陽性、陰性部位
の識別に際して、反射光下、透過光下のいずれの観察条件においても視認性が向上するた
め、切片の陽性部位を短時間で選択的に回収することができる。その結果、高い核酸収量
を得ることが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】各発色基質を用いたときの、分光光度計で測定した抽出されたＲＮＡの収量（相
対比）を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　以下に、本発明をさらに具体的に説明する。
【００１８】
　１．免疫染色
　免疫染色は、抗体を用いて組織中の抗原を検出する組織学的手法であり、発色基質を用
いて抗体または抗原を染色することにより抗原抗体反応を可視化することができる。免疫
染色には、蛍光抗体法と酵素抗体法があり、このうち酵素抗体法は、さらに直接法と間接
法の二種類に大別される。直接法は、抗原に特異的な一次抗体に酵素を標識し、発色基質
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を用いて発色、検出する方法であり、間接法は、抗原に特異的な一次抗体を反応させた後
、酵素標識された二次抗体を反応させ、発色基質を用いて発色、検出する方法である。本
発明においては、これら直接法、間接法のいずれの方法も用いることができるが、間接法
は２つの抗体反応を用いることで特異性が増強され、感度の向上が期待されることから、
より好ましい態様である。本発明においては、特に酵素抗体法の間接法を用いることが好
ましい。
【００１９】
　本発明における免疫染色は、例えば、以下の各工程により実施することができる。
工程（１）：病理切片組織を加熱処理、脱パラフィン及び親水化する工程
工程（２）：該病理切片組織の抗原を賦活化する工程
工程（３）：該抗原に特異的な一次抗体を反応させる工程
工程（４）：該一次抗体に酵素で標識した二次抗体を反応させる工程
工程（５）：該酵素に発色基質を反応させ、該病理切片組織を免疫染色する工程。
【００２０】
　以下に各工程の具体例を示す。
【００２１】
　工程（１）における加熱処理では、脱パラフィン前に病理切片組織を４０～６０℃で処
理し、好ましくは５０～５６℃で処理し、より好ましくは、５５～５６℃で処理する。脱
パラフィンは、スライドに貼り付けられたパラフィンを除去する工程であり、固定化され
た組織を有機溶媒に１～５分間、繰り返し浸漬することで実施することができる。ここで
、有機溶媒としては、キシレンを用いることが好ましく、浸漬時間は１～５分間が好まし
く、１～２分間であれば、より好ましい。浸漬回数は１～５回が好ましく、１～２回であ
れば、より好ましい。親水化は、脱パラフィンした組織を高濃度から低濃度へ希釈したエ
タノールに順に浸漬して再水和する工程である。エタノールの希釈系列として、通常１０
０～５０％のエタノールが用いられるが、１００～７０％であれば、好ましい。最後のエ
タノール浸漬後、バッファーや水に浸漬して水和する工程を行うと、より好ましい。
【００２２】
　工程（２）における抗原賦活化は、特定のアミノ酸残基のペプチド結合を、酵素を用い
た加水分解や過熱により切断し、抗原決定基を閉鎖しているマスキングを取り除く操作で
ある。本発明では、通常、組織にヒストザイムを室温下で５分間反応する処理する工程を
実施するが、この他に、１２１℃、５～１０分間オートクレーブ処理する工程、Ｌｉｂｅ
ｒａｔｅ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＬＡＢ液）で６０℃
、５分間処理する工程、ＬＡＢ液で室温下、５～２０分間処理する工程等を実施してもよ
い。また、工程（４）において、標識酵素としてペルオキシダーゼを用いる場合には、０
．３％過酸化水素を３０分間反応させ、内在性ペルオキシダーゼを不活化することが好ま
しい。
【００２３】
　工程（３）は、工程（２）で賦活化させた抗原に一次抗体を反応させる工程である。該
抗原に特異的なモノクローナル抗体を一次抗体として滴下し、抗原抗体反応を実施する。
２０～３７℃で３０分間～３時間反応させることが好ましいが、反応性を強めるため、４
℃下で一晩反応させることが、より好ましい。
【００２４】
　工程（４）は、抗原抗体反応後の一次抗体に酵素で標識した二次抗体を反応させる工程
である。該一次抗体に酵素標識した二次抗体を滴下し、通常、４～３７℃下で３０分間か
ら一晩反応させる。該二次抗体は、２０～３７℃で３０分間～３時間反応させることが好
ましく、室温下で３０分間反応させることがより好ましい。さらに検出感度を増強させる
ため、ビオチン標識した二次抗体を用い、該二次抗体に予め調製したアビジン－ビオチン
標識酵素複合体を反応させる工程を行うことが、より好ましい。
【００２５】
　工程（５）は、標識された酵素に発色基質を反応させ、病理切片組織を免疫染色する工
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ァターゼ基質を用いる。発色時間は、当業者が実施する一般的な時間を採用することがで
きる。具体的には、発色基質がＡＥＣの場合は１０～３０分間、ＴＭＢの場合は１０～３
０分間、ＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄの場合は４～３０分間、ＶＥＣＴＯＲ　Ｂｌｕｅの場合は
４～３０分間、いずれも室温下で反応させることが好ましい。
【００２６】
　２．発色基質
　本発明では、免疫染色に用いる発色基質として、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）以外の
ペルオキシダーゼ基質、またはアルカリフォスファターゼ基質を使用する。
【００２７】
　ペルオキシダーゼ基質は、ペルオキシダーゼによる酵素反応（酸化還元反応）より発色
する基質であり、本発明においては、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）（化合物１）以外の
ペルオキシダーゼ基質を使用する。ここで、「ＤＡＢ」には、ジアミノベンジジン（ＤＡ
Ｂ）自体（化合物１）の他に、ＩｍｍＰＡＣＴ　ＤＡＢ（ベクター社）、ＩｍｍＰＡＣＴ
　ＤＡＢ　ＥｑＶ（ベクター社）が含まれる。
【００２８】
【化１】

【００２９】
　具体的には、ペルオキシダーゼ基質としては、ＡＥＣ（化合物２）、ＴＭＢ（化合物３
）、Ｎｏｖａ　Ｒｅｄ（ベクター社）、ＬＶ　Ｒｅｄ、Ｒｏｍｕｌｉｎ　Ｒｅｄ、Ｖｉｎ
ａ　Ｇｒｅｅｎ（バイオケアメディカル社）、ＨｉｓｔｏＧｒｅｅｎ（ＡｂＣｙｓ　ＳＡ
社）を使用することができる。
【００３０】

【化２】

【００３１】
　アルカリフォスファターゼ基質は、アルカリフォスファターゼによる酵素反応（リン酸
エステルの加水分解）により発色する基質である。具体的には、アルカリフォスファター
ゼ基質としては、ＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄ（ベクター社）、ＶＥＣＴＯＲ　Ｂｌｕｅ（ベク
ター社）、Ｆａｓｔ　Ｒｅｄ、Ｆａｓｔ　Ｂｌｕｅ、ニューフクシン、Ｖａｌｃａｎ　Ｒ
ｅｄ（化合物４）、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｒｅｄ、Ｌｉｑｕｉｄ　Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　
Ｒｅｄ、Ｗａｒｐ　Ｒｅｄ（バイオケアメディカル社）、Ｆｅｒａｎｇｉ　Ｂｌｕｅ（バ
イオケアメディカル社）（化合物５）、Ｐｅｒｍａｎｅｎｔ　Ｂｌｕｅ、ＬＶ　Ｂｌｕｅ
、ＢＣＩＰ／ＮＢＴを使用することができる。
【００３２】
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【化３】

【００３３】
　本発明では、免疫染色の陽性部位（後述）を可視化し、陰性部位（後述）と識別するに
あたり、視認性が高い色に発色する発色基質を用いることが好ましい。具体的には、既存
の免疫染色用発色基質のうち、赤、青、緑またはマゼンタ等の色に発色する基質を選定す
ることが好ましい。一方、褐色、茶系、黒系の色、灰色等に発色する基質を用いると、病
理切片における陽性、陰性をＬＭＤのような透過光下で判定する場合、陰性部位は黒色様
に見えるため、褐色、茶系色、黒系色、灰色等に発色する基質を用いると、発色した陽性
部位が陰性部位と識別し難く、視認性が低くなる。
【００３４】
　本発明では、視認性の高い発色基質を選択するための手法のひとつとして、ＲＧＢ数値
化を用いることができる。「ＲＧＢ」は、色の表現法の一種であり、Ｒ（Ｒｅｄ／赤）、
Ｇ（Ｇｒｅｅｎ／緑）、Ｂ（Ｂｌｕｅ／青）の三つの原色を混ぜて幅広い色を再現する方
法である。ＲＧＢで表現できる色の範囲は、Ｒ、Ｇ、Ｂのいずれも２５６通りあり、それ
ぞれ０～２５５の数値として表現することができる。
【００３５】
　具体的には、視認性の高い色に発色する基質の選択は、以下のようにして行うことがで
きる。まず、色見本（例えば、「Ｗｅｂ色見本」（URL：http://www.geocities.co.jp/He
artLand/8819/webjpcol.html））を用い、褐色、茶色、小豆色、海老色、錆色、赤銅色、
鳶色、深緋、ボルドー、海老茶、黄枯茶、栗色、焦茶、ココア色、煤竹色、セピア、茶褐
色、チョコレート色、バーントアンバー、バーガンディー、ブラウン等の色を選択してＲ
ＧＢ値を列挙し、Ｒ、Ｇ、Ｂのそれぞれ最小から最大の数値範囲を決定する。これにより
、例えば、Ｒが３０～２２０、Ｇが６０～１７０、Ｂが１０～１４５の範囲にＲＧＢ値が
包含される色は、視認性が低い色と判断することができる。同様に、ＬＭＤで陰性部位と
の識別が困難な色である、黒系、灰色の色として、黒、漆黒、紫黒色、墨色、蝋色、鈍色
、スレートグレイ等を選択して、ＲがＸ＝±５、ＧがＸ＝±５、ＢがＸ＝±５（Ｘは、５
～２５０の範囲の同じ値である）に該当する色も視認性が低い色とすることができる。例
として、黒はＲＧＢ＝（０，０，０）、墨色はＲＧＢ＝（５１，５１，５１）と表現され
る。
【００３６】
　以上より、「ＲＧＢの値が、Ｒ：３０～２２０、Ｇ：６０～１７０、Ｂ：１０～１４５
である範囲に該当せず、かつ、Ｒ：Ｘ±５、Ｇ：Ｘ＝±５、Ｂ：Ｘ＝±５（Ｒ、Ｇ、Ｂの
いずれも、Ｘ＝５～２５０）である範囲に該当しない」色に発色する発色基質を選定する
ことが好ましい。
【００３７】
　ＲＧＢの数値化は、前述１．の免疫染色工程を実施した後、染色組織を高感度カメラで
画像認識し、該画像をＭｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓのペイント機能を用いること
で、実施することができる。ここで、画像認識に使用する媒体、及び画像解析に用いるソ
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フトは、この限りではない。
【００３８】
　後述する実施例５～７、比較例２に示すように、各免疫染色組織から得られたＲＧＢ数
値から、本発明に用いるＤＡＢ以外の発色基質は視認性が高く、ＤＡＢは視認性が低い発
色基質であると判別できる。
【００３９】
　３．免疫染色組織の切り出し
　本発明において、免疫染色の「陽性部位」は、標的の抗原に酵素標識抗体が特異的に結
合し、該酵素と接触させる反応溶液中に基質を加えることで発色する、免疫染色された組
織部位である。免疫染色組織から陽性部位を切り出しするときは、非特異反応として標的
抗原以外の細胞や組織に抗体が沈着することを防ぐため、公知の技術でブロッキングを施
し、陽性部位を確実に検出することが、好ましい。
【００４０】
　一方、「陰性部位」は、免疫染色の酵素抗体法により可視化（発色）されない組織部位
であり、すなわち、病理切片上における正常細胞、及び組織等、検出の標的としていない
部位である。光学顕微鏡で観察するに際して、陰性部位は、反射光下では白色様に、透過
光下では黒色様に目視される。
【００４１】
　免疫染色の結果、陽性と判定された部位のみの選択的な回収は、メスやナイフ等を用い
て切り出し、チューブ等の容器に採取することで行うことができる。また、レーザーマイ
クロダイセクション（ＬＭＤ）により、レーザー照射装置が付属された顕微鏡を用いて、
顕微鏡下で組織を観察しながら陽性部位を切り出し、回収する方法を、好適に用いること
ができる。
【００４２】
　４．病理切片組織からの核酸抽出
　本発明の方法に適用できる病理切片組織には特に制限はなく、例えば、ホルマリン固定
パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織、非ホルマリン固定パラフィン包埋（非ＦＦＰＥ）組織
、蝋包埋組織、凍結組織等、既存の手法で固定化された組織を使用することができる。例
えば、ＦＦＰＥ組織を用いる場合には、該組織の固定液としてはホルムアルデヒドまたは
パラホルムアルデヒドを含む溶液が用いられる。ホルムアルデヒド溶液は、市販のホルマ
リン（ホルムアルデヒド濃度３７％）を水で希釈したものを使用しても良いし、水で希釈
した溶液のｐＨを炭酸カルシウム、炭酸マグネシウム等で中性に調整したものや、リン酸
緩衝液で希釈してｐＨを中性に調整したものを使用することも好ましい。また、悪臭、刺
激臭を取り除き、濃度を調整したホルマリン溶液（商品名：マスクドホルム）を使用して
もよい。ホルムアルデヒド溶液中のホルムアルデヒド含量は、１～３０％が好ましく、２
～２０％がより好ましい。パラホルムアルデヒド溶液は、パラホルムアルデヒドの粉末を
水またはリン酸緩衝液などで溶解させたものや、水と少量の水酸化ナトリウムで溶解後、
リン酸緩衝液等でｐＨを中性に調整したものを使用してもよいし、市販のパラホルムアル
デヒド溶液を使用してもよい。その濃度は、１～１０％が好ましく、２～８％がより好ま
しい。
【００４３】
　ＦＦＰＥ組織は、ホルマリン固定後にパラフィンで包埋されているものである。固定さ
れた組織あるいは細胞をパラフィン包理する場合、当業者に一般的な手法として、例えば
、固定組織または細胞をアルコールで置換して脱水し、次いでキシレン、ベンゼン等で置
換した後、熱して液化したパラフィンを流し入れた型枠に組織、細胞を入れて包埋し、パ
ラフィンブロックとすることができる。パラフィン包埋した組織、細胞からＲＮＡを抽出
する際は、回転式ミクロトーム、滑走式ミクロトーム等のミクロトームを用いて薄切した
ものを使用することができる。そのとき、薄切片の厚さは特に限定されないが、１～１０
０μｍが好ましく、２～５０μｍがより好ましい。また、パラフィンブロックを薄切した
ものをスライドガラス等に貼り付け、一部をＬＭＤやメス等を用いて、解析対象となる組
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織（陽性部位）を採取するマクロダイセクション等により取り出した組織から核酸を抽出
する方法も、好ましく用いられる。ＬＭＤを用いる場合、視認性を高めて、解析対象とす
る組織、細胞を確実に取り出すために、免疫染色を施すことが好ましい。
【００４４】
　本発明において、核酸とは、ＤＮＡまたはＲＮＡのことであり、ＲＮＡが好ましく用い
られる。ＲＮＡには、ｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ｍｉＲＮＡが含まれ、好ましくは
ｍＲＮＡまたはｍｉＲＮＡであり、より好ましくはｍｉＲＮＡである。該核酸を抽出する
に際して、抽出液にはタンパク質等の不純物が混入している場合があり、抽出後に精製操
作を行うことが好ましい。ここで用いられる精製方法としては特に限定されないが、例え
ばシリカメンブレンや陰イオン交換樹脂等を搭載したカラムを用いる方法、逆相クロマト
グラフィーなど、液体クロマトグラフィーを用いる方法、有機溶媒を用いてＲＮＡを沈殿
させる方法、濃度の高い酢酸アンモニウム溶液をＲＮＡが含まれる溶液に添加し、ＲＮＡ
を選択的に沈殿させる方法、磁気ビーズを用いる方法などが挙げられる。上述の抽出、精
製においては、例えば、“ＲｅｃｏｖｅｒＡｌｌ　Ｔｏｔａｌ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉ
ｄ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ　ｆｏｒ　ＦＦＰＥ”（ライフテクノロジーズ社）、“
ＲＮｅａｓｙ　ＦＦＰＥ　Ｋｉｔ”（キアゲン社）、“ＩＳＯＧＥＮ　ＰＢ　Ｋｉｔ”（
ニッポンジーン株式会社）、“ＦＦＰＥ　ＲＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ”
（Ｎｏｒｇｅｎ社）、“ＰｕｒｅＬｉｎｋ　ＦＦＰＥ　ＲＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　Ｋ
ｉｔ”（ライフテクノロジーズ社）、“Ｈｉｇｈ　Ｐｕｒｅ　ＦＦＰＥ　ＲＮＡ　Ｍｉｃ
ｒｏ”（Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ社）、“Ａｇｅｎｃｏｕｒｔ（登
録商標）　ＦｏｒｍａＰｕｒｅ（登録商標）　Ｋｉｔ”（Ｂｅｃｋｍａｎ　Ｃｏｕｌｔｅ
ｒ社）、“ＱｕｉｃｋＥｘｔｒａｃｔ　ＦＦＰＥ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ”（Ｅ
ｐｉｃｅｎｔｒｅ社）、“Ａｒｃｔｕｒｕｓ（登録商標）　Ｐａｒａｄｉｓｅ（登録商標
）　２　Ｒｏｕｎｄ　Ｋｉｔ”（ライフテクノロジーズ社）等のホルマリン固定パラフィ
ン包埋組織用ＲＮＡ抽出キットを好適に用いることができる。
【００４５】
　本発明で抽出されたＲＮＡは、該ＲＮＡと直接的または間接的に、選択的な結合をし得
る物質（選択結合性物質）との分子間相互作用を利用した解析に用いることができ、好ま
しい解析ツールとしてマイクロアレイが挙げられる。
【実施例】
【００４６】
　本発明を、以下の実施例によってさらに詳細に説明する。もっとも、本発明は下記実施
例に限定されるものではない。
【００４７】
　［実施例１］
　＜ＦＦＰＥ組織の準備＞
　本実施例では、市販のＨＥＲ２陽性乳がん患者の乳がんＦＦＰＥブロック（ＩＬＳ社）
を用いた。該ブロックを、厚さ１０μｍで薄切後、ＬＭＤ用フィルム付スライドガラス（
９０ＦＯＩＬ－ＳＬ２５、ライカマイクロシステムズ社）に貼付し、ＦＦＰＥ切片を作製
した。このとき、ＦＦＰＥ標本を約２ｍｍ×１～２ｃｍの大きさに整形し、１スライドに
つき３枚貼付した。
【００４８】
　＜免疫染色＞
　前記ＦＦＰＥ組織を用いて、以下の工程で免疫染色を実施した。
【００４９】
　工程（１）：脱パラフィン工程
　ＦＦＰＥ組織を、キシレン（シグマアルドリッチ社）に１～２分間、２回浸漬して脱パ
ラフィンを行い、続いて１００～７０％希釈系列のエタノール（ナカライテスク社）に浸
漬して親水化した。
【００５０】
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　工程（２）：抗原賦活化工程
　ＦＦＰＥ組織にヒストザイム（ダイアグノステックバイオシステムズ社）を室温下で５
分間反応し、抗原を賦活化させた。さらに０．３％過酸化水素を３０分間反応させ、内在
性ペルオキシダーゼを不活化した。
【００５１】
　工程（３）：一次抗体反応
　賦活化した前記ＦＦＰＥ組織に、抗サイトケラチンモノクローナル抗体である抗ＡＥ１
／ＡＥ３抗体（アジレント社）を一次抗体として滴下し、４℃下で一晩反応させた。この
とき、一次抗体は２００倍希釈とした。
【００５２】
　工程（４）：二次抗体反応
　該一次抗体に、ビオチン標識二次抗体を滴下して室温下で３０分間反応させ、続いてア
ビジン－ビオチン標識酵素複合体を滴下し、さらに室温下で３０分間反応させた。本工程
においては、ＶＥＣＴＡＳＴＡＩＮ　Ｅｌｉｔｅ　ＡＢＣキット（ベクター社）を使用し
、ビオチン標識二次抗体、アビジン－ビオチン標識酵素複合体のいずれも、キット推奨濃
度で使用した。
【００５３】
　工程（５）：発色
　抗原抗体反応後のＦＦＰＥ組織に、標識酵素の発色基質としてペルオキシダーゼ基質で
あるＡＥＣ（ベクター社）を用い、室温下で１０分間反応させた。
【００５４】
　＜免疫染色組織の切り出し＞
　免疫染色したＦＦＰＥ組織の陽性、陰性部位を識別し、メスを使用して陽性部位を選択
的に切り出し、１．５ｍＬチューブに回収した。
【００５５】
　＜核酸抽出＞
　核酸抽出には、ｍｉＲＮｅａｓｙ　ＦＦＰＥ（キアゲン社）を用いた。１．５ｍＬチュ
ーブに回収した前記ＦＦＰＥ組織に、１５０μＬのバッファーを添加、混和した後、１１
，０００×ｇで１分間遠心し、上清を除去した。このとき、バッファーはドデシル硫酸ナ
トリウム（ＳＤＳ）が包含されたものを用いた。遠心分離後、透明な下層部分にプロテイ
ナーゼＫ（＞６００ｍＡＵ／ｍＬ）を１０μＬ添加し、ピペッティングにより静かに混和
した。このとき、プロテイナーゼＫ添加前に９５℃で１５～４０分間加熱した。プロテイ
ナーゼＫ添加後、５６℃で１５分間、続いて８０℃で１５分間インキュベートした。下層
部分を新しいチューブに移し、氷上で３分間インキュベートした後、２０，０００×ｇで
１５分間遠心し、上清を得た。最後に、キットのプロトコールに従って、前記上清をスピ
ンカラム（シリカカラム）に添加し、ＲＮＡを精製した。
【００５６】
　＜ＲＮＡ品質確認＞
　得られたＲＮＡは、バイオアナライザ２１００（アジレント社）を用いて電気泳動し、
品質（分解の有無）を確認した。
【００５７】
　＜ＲＮＡ収量確認＞
　得られたＲＮＡは、分光光度計（サーモサイエンティフィック社、“Ｎａｎｏ　Ｄｒｏ
ｐ”）を用いて、収量を測定した。免疫染色工程の代わりにクレシルバイオレット染色を
実施した際の収量を「１」として、０．００～０．５０を「不良」、０．５１～１．００
を「良好」、１．０１以上を「最良」と規定し、評価した。
【００５８】
　＜評価＞
　ＡＥＣ染色組織の切り出しにおいて、陽性部位は視認性高く識別され、効率良く回収す
ることができた。また、ＲＮＡ品質を確認した結果、分解は認められなかった。ＲＮＡ収
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量については、クレシルバイオレット染色を１としたときの値が０．８４となり、収量は
良好であった（図１）。
【００５９】
　［実施例２］
　実施例１の＜免疫染色＞工程（５）において、ＡＥＣの代わりにペルオキシダーゼ基質
であるＴＭＢ（ベクター社）を用い、室温下で１０分間反応させたこと以外は、実施例１
と同様に実施した。
【００６０】
　＜評価＞
　ＴＭＢ染色組織の切り出しにおいて、陽性部位は視認性高く識別され、効率良く回収す
ることができた。また、ＲＮＡ品質を確認した結果、分解は認められなかった。ＲＮＡ収
量については、クレシルバイオレット染色を１としたときの値が１．１２となり、収量は
最良であった（図１）。
【００６１】
　［実施例３］
　実施例１の＜免疫染色＞工程（２）において、内在性ペルオキシダーゼ不活化処理を行
わないこと、また、＜免疫染色＞工程（５）において、ＡＥＣの代わりにアルカリフォス
ファターゼ基質であるＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄ（ベクター社）を用い、室温下で４分間反応
させたこと以外は、実施例１と同様に実施した。
【００６２】
　＜評価＞
　ＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄ染色組織の切り出しにおいて、陽性部位は視認性高く識別され、
効率良く回収することができた。また、ＲＮＡ品質を確認した結果、分解は認められなか
った。ＲＮＡ収量については、クレシルバイオレット染色を１としたときの値が１．０７
となり、収量は最良であった（図１）。
【００６３】
　［実施例４］
　実施例１の＜免疫染色＞工程（２）において、内在性ペルオキシダーゼ不活化処理を行
わないこと、また、＜免疫染色＞工程（５）において、ＡＥＣの代わりにアルカリフォス
ファターゼ基質であるＶＥＣＴＯＲ　Ｂｌｕｅ（ベクター社）を用い、室温下で４分間反
応させたこと以外は、実施例１と同様に実施した。
【００６４】
　＜評価＞
　ＶＥＣＴＯＲ　Ｂｌｕｅ染色組織の切り出しにおいて、陽性部位は視認性高く識別され
、効率良く回収することができた。また、ＲＮＡ品質を確認した結果、分解は認められな
かった。ＲＮＡ収量については、クレシルバイオレット染色を１としたときの値が１．０
９となり、収量は最良であった（図１）。
【００６５】
　［比較例１］
　実施例１の＜免疫染色＞工程（５）において、ＡＥＣの代わりにペルオキシダーゼ基質
であるＤＡＢ（ベクター社）を用い、室温下で３０秒間反応させたこと以外は、実施例１
と同様に実施した。
【００６６】
　＜評価＞
　ＤＡＢ染色組織の切り出しにおいて、陽性部位の識別は困難であり、選択的な回収はで
きなかった。また、ＲＮＡ品質を確認した結果、分解が認められた。ＲＮＡ収量について
は、クレシルバイオレット染色を１としたときの値が０．３８となり、収量は不良であっ
た（図１）。
【００６７】
　［実施例５］
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　＜画像認識＞
　実施例２と同様の手順で免疫染色工程まで進めたＴＭＢ染色組織について、ＬＭＤを用
いて陽性、及び陰性部位の画像認識を実施した。画像認識には、Ｌｅｉｃａ　ＬＭＤ７０
００（ライカマイクロシステムズ社）を用い、該社推奨のマニュアルどおりに操作した。
設定した条件として、Ｇａｉｎ　３、Ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｉｍｅは２秒とした。
【００６８】
　＜ＲＧＢ数値化＞
　前述の得られた画像上において、陽性と判定された部位から任意に１０点を抽出し、Ｒ
ＧＢを数値化した(表１)。数値化には、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓのペイント
機能を利用し、Ｒ、Ｇ、Ｂのそれぞれの数値を計測した。その結果、「ＲＧＢの値が、Ｒ
：３０～２２０、Ｇ：６０～１７０、Ｂ：１０～１４５である範囲に該当せず、かつ、Ｒ
：Ｘ±５、Ｇ：Ｘ＝±５、Ｂ：Ｘ＝±５（Ｒ、Ｇ、Ｂのいずれも、Ｘ＝５～２５０）であ
る範囲に該当しない」と規定した色に該当し、視認性の高い発色基質としてＴＭＢが適し
ていることが確認された。
【００６９】
　＜免疫染色組織の切り出し／レーザーマイクロダイセクション（ＬＭＤ）＞
　ＴＭＢ染色組織上で陽性と判定された部位に関して、ＬＭＤ７０００の顕微鏡から照射
されるレーザーを用いて切片の切り出しを実施したところ、陽性部位のみを選択的に回収
することが可能であった。
【００７０】
　＜評価＞
　実施例２と同様に、品質確認及び収量測定を実施したところ、ＲＮＡの分解は認められ
ず、収量は最良であった。
【００７１】
【表１】

【００７２】
　［実施例６］
　＜画像認識＞
　実施例３と同様の手順で免疫染色工程まで進めたＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄ染色組織につい
て、ＬＭＤを用いて陽性、及び陰性部位の画像認識を実施した。画像認識には、Ｌｅｉｃ
ａ　ＬＭＤ７０００（ライカマイクロシステムズ社）を用い、該社推奨のマニュアルどお
りに操作した。設定した条件として、Ｇａｉｎ　３、Ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｉｍｅは２秒
とした。
【００７３】
　＜ＲＧＢ数値化＞
　前述の得られた画像上において、陽性と判定された部位から任意に１０点を抽出し、Ｒ
ＧＢを数値化した(表２)。数値化には、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓのペイント
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機能を利用し、Ｒ、Ｇ、Ｂのそれぞれの数値を計測した。その結果、「ＲＧＢの値が、Ｒ
：３０～２２０、Ｇ：６０～１７０、Ｂ：１０～１４５である範囲に該当せず、かつ、Ｒ
：Ｘ±５、Ｇ：Ｘ＝±５、Ｂ：Ｘ＝±５（Ｒ、Ｇ、Ｂのいずれも、Ｘ＝５～２５０）であ
る範囲に該当しない」と規定した色に該当し、視認性の高い発色基質としてＶＥＣＴＯＲ
　Ｒｅｄが適していることが確認された。
【００７４】
　＜免疫染色組織の切り出し／レーザーマイクロダイセクション（ＬＭＤ）＞
　ＶＥＣＴＯＲ　Ｒｅｄ染色組織上で陽性と判定された部位に関して、ＬＭＤ７０００の
顕微鏡から照射されるレーザーを用いて切片の切り出しを実施したところ、陽性部位のみ
を選択的に回収することが可能であった。
【００７５】
　＜評価＞
　実施例３と同様に、品質確認及び収量測定を実施したところ、ＲＮＡの分解は認められ
ず、収量は最良であった。
【００７６】
【表２】

【００７７】
　［実施例７］
　＜画像認識＞
　実施例４と同様の手順で免疫染色工程まで進めたＶＥＣＴＯＲ　Ｂｌｕｅ染色組織につ
いて、ＬＭＤを用いて陽性、及び陰性部位の画像認識を実施した。画像認識には、Ｌｅｉ
ｃａ　ＬＭＤ７０００（ライカマイクロシステムズ社）を用い、該社推奨のマニュアルど
おりに操作した。設定した条件として、Ｇａｉｎ　３、Ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｉｍｅは２
秒とした。
【００７８】
　＜ＲＧＢ数値化＞
　前述の得られた画像上において、陽性と判定された部位から任意に１０点を抽出し、Ｒ
ＧＢを数値化した(表３)。数値化には、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓのペイント
機能を利用し、Ｒ、Ｇ、Ｂのそれぞれの数値を計測した。その結果、「ＲＧＢの値が、Ｒ
：３０～２２０、Ｇ：６０～１７０、Ｂ：１０～１４５である範囲に該当せず、かつ、Ｒ
：Ｘ±５、Ｇ：Ｘ＝±５、Ｂ：Ｘ＝±５（Ｒ、Ｇ、Ｂのいずれも、Ｘ＝５～２５０）であ
る範囲に該当しない」と規定した色に該当し、視認性の高い発色基質としてＶＥＣＴＯＲ
　Ｂｌｕｅが適していることが確認された。
【００７９】
　＜免疫染色組織の切り出し／レーザーマイクロダイセクション（ＬＭＤ）＞
　ＶＥＣＴＯＲ　Ｂｌｕｅ染色組織上で陽性と判定された部位に関して、ＬＭＤ７０００
の顕微鏡から照射されるレーザーを用いて切片の切り出しを実施したところ、陽性部位の
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【００８０】
　＜評価＞
　実施例４と同様に、品質確認及び収量測定を実施したところ、ＲＮＡの分解は認められ
ず、収量は最良であった。
【００８１】
【表３】

【００８２】
　［比較例２］
　＜画像認識＞
　比較例１と同様の手順で免疫染色工程まで進めたＤＡＢ染色組織について、ＬＭＤを用
いて陽性、及び陰性部位の画像認識を実施した。画像認識には、Ｌｅｉｃａ　ＬＭＤ７０
００（ライカマイクロシステムズ社）を用い、該社推奨のマニュアルどおりに操作した。
設定した条件として、Ｇａｉｎ　３、Ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ｔｉｍｅは２秒とした。
【００８３】
　＜ＲＧＢ数値化＞
　前述の得られた画像上において、陽性と判定された部位から任意に１０点を抽出し、Ｒ
ＧＢを数値化した(表４)。数値化には、Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｗｉｎｄｏｗｓのペイント
機能を利用し、Ｒ、Ｇ、Ｂのそれぞれの数値を計測した。その結果、ＲＧＢの値が、Ｒ：
３０～２２０、Ｇ：６０～１７０、Ｂ：１０～１４５である範囲に該当せず、かつ、Ｒ：
Ｘ±５、Ｇ：Ｘ＝±５、Ｂ：Ｘ＝±５（Ｒ、Ｇ、Ｂのいずれも、Ｘ＝５～２５０）である
範囲に該当しない」と規定した色に該当せず、視認性が低く、発色基質としてＤＡＢが適
していないことが確認された。
【００８４】
　＜免疫染色組織の切り出し／レーザーマイクロダイセクション（ＬＭＤ）＞
　ＤＡＢ染色組織上で陽性と判定された部位に関して、ＬＭＤ７０００の顕微鏡から照射
されるレーザーを用いて切片の切り出しを実施したところ、陽性部位のみを選択的に回収
することは困難であり、切り出しにも多くの時間を要した。
【００８５】
　＜評価＞
　実施例４と同様に、品質確認及び収量測定を実施したところ、ＲＮＡの分解が認められ
、収量は不良であった。
【００８６】
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【表４】

【産業上の利用可能性】
【００８７】
　本発明の核酸抽出方法を用いることで、ＦＦＰＥ組織等、病院や研究機関に莫大な数量
が保存されている固定組織または細胞の遺伝子の発現増減や発現有無に関する正確な情報
を得ることができ、それらの情報は、医薬品開発や遺伝子検査、遺伝子診断技術等に幅広
く活用できる。また、特異的な抗原抗体反応により陽性部位を可視化する免疫染色を採用
することで、特定技術を有した病理の専門家でなくとも、染色から核酸抽出までを短時間
で実施できることから、産業上非常に有用である。

【図１】
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