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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　溶媒、ヘマトキシリン、少なくともヘマトキシリンの一部をヘマテインに転換させるの
に十分な量の化学酸化剤、クロリド（Ｃｌ－）及びサルフェート（ＳＯ４

２－）を含む媒
染剤を含むヘマトキシリン染色組成物であって、クロリド／サルフェートのモル比が１．
５／１から１／１．５であり、クロリドが０．０１Ｍから０．１Ｍ、又は０．０２Ｍから
０．０８Ｍのモル濃度を有するか、又はクロリドが約０．０４Ｍのモル濃度を有する、ヘ
マトキシリン染色組成物。
【請求項２】
　媒染剤がＡｌ２（ＳＯ４）３、Ａｌ２（ＳＯ４）３・１６Ｈ２Ｏ、ＡｌＭ（ＳＯ４）２

・１２（Ｈ２Ｏ）、Ａｌ２（ＳＯ４）３・６Ｈ２Ｏ、Ａｌ２（ＳＯ４）３・１８Ｈ２Ｏ、
［Ａｌ（Ｈ２Ｏ）６］２（ＳＯ４）３・５Ｈ２Ｏ、ＡｌＣｌ３又はＡｌＣｌ３・６Ｈ２Ｏ
を含み、Ｍが一価の陽イオンである、請求項１に記載のヘマトキシリン染色組成物。
【請求項３】
　クロリド／サルフェートのモル比が１／１である、請求項１又は２に記載のヘマトキシ
リン染色組成物。
【請求項４】
　ヘマトキシリンが０．０１Ｍから０．０５Ｍの間のモル濃度を有するか、又は０．０２
Ｍから０．０４Ｍの間のモル濃度を有するか、又はヘマトキシリンが約０．０３Ｍのモル
濃度を有する、請求項１から３のいずれか一項に記載のヘマトキシリン染色組成物。
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【請求項５】
　化学酸化剤がヨウ素酸ナトリウムであり、ヨウ素酸ナトリウムが０．００１Ｍから０．
０１Ｍの間のモル濃度を有するか、又は０．００３Ｍから０．００８Ｍの間のモル濃度を
有するか、又はヨウ素酸ナトリウムが約０．００５Ｍのモル濃度を有する、請求項１から
４のいずれか一項に記載のヘマトキシリン染色組成物。
【請求項６】
　アルミニウムを含み、アルミニウムが０．１Ｍのモル濃度を有するか、又はアルミニウ
ムが０．１Ｍより大きいモル濃度を有する、請求項１から５のいずれか一項に記載のヘマ
トキシリン染色組成物。
【請求項７】
　４／１から１／１、又は３／１から１．５／１のアルミニウム／ヘマトキシリンのモル
比を有するか、又は２／１のアルミニウム／ヘマトキシリンのモル比を有する、請求項６
に記載のヘマトキシリン染色組成物。
【請求項８】
　多糖類、クリプタンド、クリプトファン、キャビタンド、クラウンエーテル、デンドリ
マー、ナノチューブ、カリックスアレーン、バリノマイシン、ナイジェリシン、及び抗酸
化剤からなる群から選択されるいずれか一つを実質的に欠いている、請求項１から７のい
ずれか一項に記載のヘマトキシリン染色組成物。
【請求項９】
　全自動染色システムを用いて生物学的試料を染色するための方法であって、請求項１か
ら８のいずれか一項に記載のヘマトキシリン組成物を全自動染色システムを用いて生物学
的試料に接触させることを含む、方法。
【請求項１０】
　試料を対比染色剤に接触させることを更に含み、対比染色剤がエオシンＹ、オレンジＧ
、ライトグリーンＳＦイエローイッシュ、ビスマルクブラウン、及びファストグリーンＦ
ＣＦからなる群より選択される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　試料をヘマトキシリン組成物と接触させることが、進行性ヘマトキシリン染色プロトコ
ールを含むか、又は試料をヘマトキシリン組成物と接触させることが、退色性ヘマトキシ
リン染色プロトコールを含む、請求項９又は１０に記載の方法。
【請求項１２】
　生物学的試料が支持体上で支持され、支持体が顕微鏡スライドを含む、請求項９から１
１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　生物学的試料が組織切片又は細胞学試料を含む、請求項９から１２のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項１４】
　ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）染色法を含むか、又はパパニコロウ（ＰＡＰ）
染色法を含む、請求項９から１３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、生物学的試料の組織化学的染色のための組成物及び方法に関する。より具体
的には、本発明は分解に対する安定性が向上したヘマトキシリン製剤に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ヘマトキシリンは、組織学、組織化学、組織病理学及び細胞学において、最も重要且つ
最も使用される染料として記載されてきた。ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）染色
とパパニコロウ（ＰＡＰ）染色を含む複数の組織化学的染色プロトコールは、ヘマトキシ
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リン染料に依存して細胞学的及び組織試料を染色する。特に、細胞核のヘマトキシリン染
色は、腫瘍生検試料中の悪性及び／又は転移性細胞の存在を検出するために、病理学者に
より使用される。ヘマトキシリン（ｈａｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ）、ナチュラルブラック１
、又はＣ．Ｉ．７５２９０ｍとしても知られるヘマトキシリンは、例えばアカミノキの、
アカミノキ属の木の赤い心材に見られる天然に存在する化合物である。ヘマトキシリンは
、組織成分を染色する活性成分ではない。むしろ、ヘマトキシリンの酸化生成物であるヘ
マテインは、特に媒染剤との錯体形成上でヘマトキシリン染料溶液の活性染色成分となる
。ヘマテイン－媒染剤錯体は、負の電荷を含有する化合物を結合させ、それらをダークブ
ルー又はバイオレットに染色し、それは病理学者が生物学的試料中のこれらの負電荷含有
構造を視覚化することを可能にする。
【０００３】
　エールリッヒのヘマトキシリンは、青、ピンク及び赤の色合いに組織を染色するために
使用されるため、広く使用されているヘマトキシリン製剤である。エールリッヒのヘマト
キシリン製剤は、１００ｍＬの水、１００ｍＬのエタノール（１００％）、１００ｍＬの
グリセロール、１０ｍＬの氷酢酸、２ｇのヘマトキシリン、及び溶解度に基づく過度の硫
酸アルミニウムカリウム（ミョウバン；ＡｌＫ［ＳＯ４］２・１２Ｈ２Ｏ）を含む。エー
ルリッヒのヘマトキシリンを作製するために、成分を組み合わせ、およそ一か月間熟成さ
せるようにする。製剤に応じて、空気及び日光への曝露に関与する熟成方法は、３か月以
上かけて、細胞を染色するのに適した溶液を提供し得る。この方法は、非常にばらつきが
あり、典型的には、臨床の全自動染色システムのためのヘマトキシリンの製造に関して十
分な再現性がない。
【０００４】
　ヘマトキシリンのヘマテインへの転換を促進するため、化学酸化剤が利用され得る。残
念なことに、促進される過程はしばしばオキシヘマテインのような無効な反応生成物及び
複雑な重合沈殿物を生成し、また天然に熟成される染料溶液より速く分解する溶液を提供
する。ヘマトキシリンをヘマテインに定量的に酸化させるのに必要とされる正確な量の酸
化剤が使用され、無効な生成物への過酸化を回避するのを助け得るが、染色が直ちに実施
されない場合に、部分酸化された溶液がより典型的に利用される。部分酸化された溶液中
で、化学酸化段階後に残存しているヘマトキシリンの天然の酸化は、染色の間に消費され
るか又は無効な生成物に更に天然に酸化されるかのいずれかであるあらゆるヘマテインを
継続して置き換えるであろう。それでもなお、ヘマテインの濃度（及び量）は経時的に変
化し得る。
【０００５】
　ヘマテインはヘマトキシリン溶液の活性染色成分であるため、経時的なその濃度（及び
／又はその媒染剤錯体の濃度）の変化は染色の不一致につながる。
【０００６】
　ヘマトキシリンは少なくとも一世紀の間、組織及び細胞のための染色剤として知られて
きたが、全自動染色システムに適合する製剤は、最近発見されたばかりであった。手動染
色は、典型的には、スライドに装着された試料をヘマトキシリン製剤を含有する容器に浸
すか又は漬けることに関与する。この手順の第一の利点は、スライド上に沈着しないよう
に、ボトル中に大きな沈殿物が落ちることである。手動染色手順において、ヘマトキシリ
ン溶液のヘマテイン含量の変化は、目視検査に基づき、溶液との生物学的試料の接触時間
を変えることにより補償され得る。例えば、明らかに染色不足の試料は、染色強度を増大
させるための時間、ヘマトキシリン溶液中に単純に戻すことができる。自動染色手順にお
いては、しかしながら、「目視」検査及び染色不足に応答しての曝露時間の延長は、高価
な画像化装置を必要とし得、他の試料の処理を混乱させ得る。手動ヘマトキシリン染色の
いくつかの実用上の利点にも関わらず、患者の安全に対する懸念、再現性、及び速さ／費
用は、自動化されたヘマトキシリン染色の採用を急伸させてきた。患者の安全に対する懸
念は、染色浴中それらのスライドへの接着を失う可能性があり、更には失うことである。
これらの異質な試料は、次いで、誤診を招く可能性のある、同時に又は後に染色されるス
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ライドに移動させられ得る。この問題に対する解決策は、二次汚染が不可能であるように
、スライド表面上のパドルとしての使い捨ての染色試薬を提供することであった。全自動
染色システムを介したスライドへの試薬の送達が、透明な沈殿物を保たなければならない
配管装置を使用するため、オンスライド手法は、根本的に異なる染色製剤を要する。更に
、ヘマトキシリン溶液は、市販の実行のための延長された保存期間を有するべきである。
そして、高容量の全自動染色システムに関し、溶液は試料を染色するために５分以下、典
型的には２分以下のみを有する可能性がある。従って、ヘマトキシリン自動染色溶液は、
手動染色に適した製剤によっては満たされない独自の需要を有する。
【発明の概要】
【０００７】
　本開示は、新規のヘマトキシリン染色組成物及びかかる組成物を使用したより効果的な
組織染色法を記載する。本開示の一態様は、ヘマトキシリン溶液中の沈殿を防ぐことと同
時に長期的な染色品質を改善することは、近年の多くの進歩をよそに、当分野で持続的な
課題として残っていることである。本開示の別の態様は、ヘマトキシリンの安定性を高め
る化学添加剤又はあらゆる成分の使用は、非毒性で、環境に優しく、比較的低額であるべ
きであることである。したがって、本開示の一態様は、毒性のある、環境に有害な、比較
的高額な成分を欠いている組成物である。沈殿物形成の速度を遅らせるための化学添加剤
に依存する代わりに、本開示は、規定の対イオン比を有するヘマトキシリン溶液の調製に
より生じる優れた結果を記載する。別の態様によれば、対イオンとしてのサルフェートは
沈殿物形成に有利に働く推定要因であると考えられ、対イオンとしてのクロリドの包含は
問題の可能な解決策として発見された。特に、特定のクロリド／サルフェートの比（即ち
、Ｃｌ－／ＳＯ４

２－モル比）は染色製剤として特に有利であることが発見された。
【０００８】
　硫酸アルミニウムは、従来、ほぼ全てのヘマトキシリン製剤に使用されてきたが、これ
は、それから調製された溶液が比較的短期間で強い核染色を生成する点で優れているため
であると考えられる。本開示の一態様は、硫酸アルミニウム及び塩化アルミニウムベース
のヘマトキシリン溶液が知られているが、本明細書で開示される実施例は、塩化アルミニ
ウムのみ又は硫酸アルミニウムのみを使用して調製されたヘマトキシリン溶液が、その二
つの比を含む組成物より劣ることである。特に、塩化アルミニウムが硫酸アルミニウムの
代替として使用される場合、硫酸アルミニウム製剤と比較して同様の染色特性を達成する
ために、ヘマトキシリンはより長い時間を要する。これらの塩化アルミニウム溶液が沈殿
物の形成により耐性があると発見されたが、染色特性は容認しがたいほど遅かった。特定
の理論に限定されるものではないが、この効果が達成されるメカニズムは、サルフェート
と比較してクロリドのアルミニウムに対する結合親和性が大きいことに関することが理解
される。より高い親和性の（より共有結合性又はより強い）アルミニウム－クロリド結合
は、全てのヘマトキシリン溶液について溶液のｐＨを上げるのと同じ方法で、ヘマラム色
相に影響を及ぼすことが発見された。染色色相はクロリド含有量により影響されることも
また決定された。より塩化のものは、染色色相を青から赤にさせる。サルフェートのみの
製剤において、ヘマトキシリン色相は、ｐＨが下がるにつれて（狭いｐＨ範囲（例えば２
．４５－２．５９）にわたってさえも）赤へシフトする。言い換えれば、より低いｐＨで
のクロリドベースの製剤の色相は、より高いｐＨでの従来のサルフェート溶液の色相と同
様であり、より低いｐＨ値はヘマラム溶解度に有利に働くであろう。図１（Ｃ）に示すよ
うに、沈殿物に不利に働く、クロリドが許すより低い作用ｐＨ値で増加したプロトン濃度
と共に、他の場合に個々のヘマラム分子間に起こる相互作用を妨げるように機能する、ク
ロリドの「ブロッキング」効果があることが理解される。残念なことに、クロリドの存在
（又はより低いｐＨ値で可能な機能的染色）は沈殿物の形成を妨害するが、ヘマラムと組
織との間の所望の相互作用も妨害しなければならないため、染色速度が遅くなることの原
因でもある。
【０００９】
　しかしながら、注意深い実験を通して、ヘマトキシリン製剤中の硫酸アルミニウムと塩
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化アルミニウムとの組み合わせは、サルフェート溶液として迅速且つ強く染色されるが、
沈殿に対してはるかに耐性のある溶液を生成し得ることが発見された。更に、実施例は、
クロリドによって提供される安定性の増強が、典型的には、公知の化学添加剤（例えば、
ホスト化合物及び酸化防止剤）の使用によって与えられる利点を超えることを示す。これ
らの添加剤は依然として含まれていてもよいが、本明細書に開示されるサルフェート／ク
ロリド比を使用する場合、それらの包含は必要ではない。更に別の態様において、本開示
は、非毒性の（又は無害の）プロピレングリコールが、エチレングリコール又はエタノー
ル（いくつかの機関が毒性／有害であるとして分類する成分）の代わりに、現在記載され
るヘマトキシリン製剤において使用され得ることを示す。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１（Ａ）】Ａｌ２（ＳＯ４）３・ｎＨ２Ｏが媒染剤として使用されるヘマトキシリン
溶液に存在するような、ヘマテイン及び二のアクア種によって錯化されたアルミニウムを
含むヘマラム錯体を示す化学構造。
【図１（Ｂ）】内部アルミニウム種が二のヘマテイン種によって錯化された、多数の（ｎ
）ヘマテイン錯体が鎖を形成するヘマトキシリン沈殿物のための提案構造を示すヘマラム
オリゴマーを示す化学構造。
【図１（Ｃ）】ＡｌＣｌ３・６Ｈ２Ｏが少なくとも部分的に媒染剤として使用されるヘマ
トキシリン溶液に存在するような、ヘマテイン、一のアクア種、及び一のクロリド種によ
って錯化されたアルミニウムを含むヘマラム錯体を示す化学構造。
【図２（Ａ）】新たに調製された実施例１のヘマトキシリン溶液で染色された、４ミクロ
ンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大して撮影された顕微鏡写真。
【図２（Ｂ）】新たに調製された実施例４のヘマトキシリン溶液で染色された、４ミクロ
ンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大して撮影された顕微鏡写真。
【図２（Ｃ）】実施例９に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例１のヘマ
トキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大し
て撮影された顕微鏡写真。
【図２（Ｄ）】実施例９に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例４のヘマ
トキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大し
て撮影された顕微鏡写真
【図２（Ｅ）】図２（Ｃ）に示されるのと同一の切片であり、より近い視点（例えばデジ
タルズーム）で示されている。
【図２（Ｆ）】図２（Ｄ）に示されるのと同一の切片であり、より近い視点（例えばデジ
タルズーム）で示されている。
【図３（Ａ）】接触している表面上のヘマトキシリン溶液の沈殿物を示す写真。ボトルが
排水され、脱イオン水（ＤＩ水）ですすがれた後、５℃で３２日間ヘマトキシリンを含有
した（ポリエチレンテレフタレートグリコールで修飾された）二本のボトルを示し、左は
実施例１に記載の製剤を含有したボトルを示し、右は実施例４の製剤を含有したボトルを
示す。
【図３（Ｂ）】接触している表面上のヘマトキシリン溶液の沈殿物を示す写真。６０℃で
７日間溶液を含有した後、全自動染色システムに見られるような種類（例えばパーフルオ
ロアルコキシ樹脂（ＰＦＡ））の管のループを示し、ループは、排水され、ＤＩ水ですす
がれた。左の管は実施例１に記載の製剤を含有し、右の管は実施例４に記載の製剤を含有
した。
【図４（Ａ）】実施例９に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例１のヘマ
トキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の顕微鏡写真。こ
れにより、本明細書に記載される良い染色性能と劣った染色性能の差が更に説明され得る
。
【図４（Ｂ）】実施例９に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例４のヘマ
トキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の顕微鏡写真。こ
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れにより、本明細書に記載される良い染色性能と劣った染色性能の差が更に説明され得る
。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
Ｉ．用語：
　特に記載がない限り、本明細書で使用されるすべての技術用語及び科学用語は、本開示
が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を持つ。
【００１２】
　単数形の「ある（ａ、ａｎ）」及び「該（ｔｈｅ）」は、文脈が明らかに他を示さない
限りは複数の指示対象を含む。したがって、例えば、「あるホスト化合物（ａ ｈｏｓｔ 
ｃｏｍｐｏｕｎｄ）」への言及は、２若しくはそれ以上のホスト化合物、３若しくはそれ
以上のホスト化合物、又はさらに４若しくはそれ以上のホスト化合物のような一又は複数
のホスト化合物を指す。
【００１３】
　用語「抗酸化剤」は、第二の原子又は分子の代わりに優先的に酸化されるように、第二
の原子又は分子より大きい酸化能を有する原子又は分子を指す。例えば、抗酸化剤はヘマ
テインより大きい酸化能を有し得、したがってヘマテインのオキシヘマテインへの酸化を
予防するのを助ける。更に、抗酸化剤は、還元剤、例えばオキシヘマテインを再びヘマテ
インに転換する還元剤としてもまた機能し得る。
【００１４】
　用語「水性溶媒」は、主成分として水を有し、室温で液体である組成物を指す。５０％
以上の体積含水量を有する水と一又は複数の低級アルカノール又はポリオールとの混合物
は、水性溶媒の例である。例えば、エチレングリコール又はプロピレングリコールと水の
溶液は、水性溶媒である。
【００１５】
　用語「生物学的試料」は、動物のような生物学的実体から得られるか又は別の方法でそ
れらに由来するあらゆる試料、例えば、ヒト又はイヌ、ネコ、ウマ若しくはウシのような
家畜動物から得られる試料を指す。生物学的試料の例は、細胞学的試料、組織試料及び生
物学的流体を含む。生物学的試料の非制限的な具体的な例は、血液、尿、尿道球腺液、乳
頭吸引液、精液、乳汁、喀痰、粘液、胸水、骨盤液、滑液、腹水、体腔洗浄液、アイブラ
ッシング、皮膚擦過物、頬側スワブ、膣スワブ、パップスメア、直腸スワブ、吸引物、針
生検、例えば外科手術若しくは剖検により得られる組織の切片、血漿、血清、髄液、リン
パ液、汗、涙液、唾液、腫瘍、臓器及びｉｎ ｖｉｔｒｏ細胞若しくは組織培養物から得
られる試料を含む。典型的には、試料は、固定され、水を除去するために処理され、組織
切片に切断するためにパラフィン若しくは別の適する蝋様物質に包埋された生検試料であ
るであろう。生物学的試料は、処理及び／又は検査のため顕微鏡スライドのような支持体
上に装着され得る。
【００１６】
　本明細書で使用される「ヘマトキシリン組成物」という用語は、ヘマテイン（ヘマトキ
シリンの酸化生成物）を溶媒に直接溶解することにより形成される組成物と、ヘマトキシ
リンを溶媒に溶解すること及びヘマトキシリンのヘマテインへの酸化を可能にする又は促
進することにより形成される組成物との双方を包括的に指す。開示される組成物を、ヘマ
トキシリンを溶媒に溶解すること及び空気との接触による天然の酸化若しくは加速された
化学的酸化によりヘマトキシリンをヘマテインに（完全に、若しくは部分的に、のいずれ
かで）転換することにより調製することがより典型的であるが、開示される組成物成分の
安定化効果の利益は、溶媒にヘマテインを直接溶解することにより調製されるヘマテイン
組成物と組合せでもまた利用され得る。したがって、いくつかの態様において、「ヘマト
キシリン組成物」は、少なくとも最初にヘマトキシリンをほとんど若しくは全く含まず、
主としてヘマテインから成るであろう。様々な成分のモル濃度が、本明細書において開示
される。これらの濃度は、処方された時点及び作製された時の濃度を反映すると理解され
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る。これらの成分の濃度は、様々な平衡バイアスされた反応に従って経時的に変化するで
あろう。したがって、濃度は処方又は作製された時点で記載される可能性がある。この手
法は、経時的に熟成する傾向があるという事実のために、本明細書に記載された解決策を
説明するための最も明確で正確な方法であると理解される。
【００１７】
　「ホスト化合物」という用語は、内部空洞部分若しくは溝部分を有する有機若しくは無
機の分子、複合体又は物質、より具体的には、ヘマテイン若しくは他の色素分子の少なく
とも一部分を収容し得る内部空洞部分又は溝部分を有する分子を指す。ホスト化合物は、
アミロース、シクロデキストリンのような多糖類及び複数のアルドース環を含有する他の
環状若しくはらせん状化合物、例えば（ブドウ糖、果糖、及びガラクトースのような）単
糖類並びに（ショ糖、麦芽糖、及び乳糖のような）二糖類の１，４及び１，６結合を通し
て形成される化合物を含む。他のホスト化合物は、クリプタンド、クリプトファン、キャ
ビタンド、クラウンエーテル、デンドリマー、ナノチューブ、カリックスアレーン、バリ
ノマイシン及びナイジェリシンを含む。特定の態様において、ホスト化合物はシクロデキ
ストリン又はシクロデキストリン誘導体であり得る。安定化したヘマトキシリン溶液に関
する開示に関して、参照によりその全体が組み込まれている米国特許第８５５１７３１号
は、ホスト化合物及びヘマトキシリン溶液の安定化におけるその使用を広く開示する。ホ
スト化合物がヘマトキシリン溶液を安定化させるのに有効である、その一方、それらは高
額である傾向があり、沈殿物が組織に残る。本明細書で示される実施例において、コント
ロール組成物（ＡＮＳヘマトキシリンと称する。）は、現在知られている最もよく知られ
た自動化ヘマトキシリン製剤を表すように、米国特許第８５５１７３１号において開示さ
れる方法に従って作製される。
【００１８】
　ホスト化合物は、一又は複数の置換基で修飾された、シクロデキストリン誘導体、アミ
ロース誘導体、クリプタンド誘導体、クリプトファン誘導体、キャビタンド誘導体、クラ
ウンエーテル誘導体、デンドリマー誘導体、ナノチューブ誘導体、カリックスアレーン誘
導体、バリノマイシン誘導体及びナイジェリシン誘導体を含み得る。例えば、ホスト化合
物は、構成要素のアルドース環のヒドロキシル基若しくはヒドロキシル基の水素原子の一
又は複数が置換基で置き換えられているアミロース誘導体及びシクロデキストリン誘導体
を含む。置換基の例は、アシル基（アセチル基等）、アルキル基、アリール基、トシル基
、メシル基、アミノ基（一級、二級、三級及び四級アミノ基を含む。）、ハロ基（－Ｆ、
－Ｃｌ、－Ｂｒ及び－Ｉ）、ニトロ基、リン含有基、（リン酸及びアルキルリン酸基等）
イオウ含有基（硫酸及び硫酸エステル基等）、架橋基（例えば、シクロデキストリン環の
二若しくはそれ以上のヒドロキシル位置を結合する、又は二若しくはそれ以上のホスト化
合物を結合するもの。）、アルデヒド基、ケトン基、オキシム基、カルボン酸基及びそれ
らの誘導体、カーボネート及びカルバメート基、ケイ素含有基、ホウ素含有基、スズ含有
基、並びにヒドロキシアルキル基（ヒドロキシエチル基及びヒドロキシプロピル基等）を
含む。
【００１９】
　シクロデキストリンの特定の例は、α－シクロデキストリン、β－シクロデキストリン
、γ－シクロデキストリン及びδ－シクロデキストリン、並びにこれらの分類のシクロデ
キストリンのそれぞれの誘導体を含む。シクロデキストリン誘導体の特定の例は、ヒドロ
キシプロピル化α－シクロデキストリン、ヒドロキシプロピル化β－シクロデキストリン
、ヒドロキシプロピル化γ－シクロデキストリン、ヒドロキシエチル化α－シクロデキス
トリン、ヒドロキシエチル化β－シクロデキストリン、ヒドロキシエチル化γ－シクロデ
キストリン、ヒドロキシイソプロピル化α－シクロデキストリン、ヒドロキシイソプロピ
ル化β－シクロデキストリン、ヒドロキシイソプロピル化γ－シクロデキストリン、カル
ボキシメチル化α－シクロデキストリン、カルボキシメチル化β－シクロデキストリン、
カルボキシメチル化γ－シクロデキストリン、カルボキシエチル化α－シクロデキストリ
ン、カルボキシエチル化β－シクロデキストリン、カルボキシエチル化γ－シクロデキス
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トリン、オクチルコハク酸化α－シクロデキストリン、オクチルコハク酸化β－シクロデ
キストリン、オクチルコハク酸化γ－シクロデキストリン、アセチル化α－シクロデキス
トリン、アセチル化β－シクロデキストリン、アセチル化γ－シクロデキストリン、硫酸
化α－シクロデキストリン、硫酸化β－シクロデキストリン及び硫酸化γ－シクロデキス
トリンを含む。シクロデキストリン誘導体の他の特定の例は、以下のβ－シクロデキスト
リン誘導体：２，３－ジメチル－６－アミノメチル－β－シクロデキストリン、６－アジ
ド－β－シクロデキストリン、６－ブロモ－β－シクロデキストリン、６Ａ，６Ｂ－ジブ
ロモ－β－シクロデキストリン、６Ａ，６Ｂ－ジヨード－β－シクロデキストリン、６－
Ｏ－マルトシル－β－シクロデキストリン、６－ヨード－β－シクロデキストリン、６－
トシル－β－シクロデキストリン、パーアセチル－マルトシル－β－シクロデキストリン
、６－ｔ－ブチルジメチルシリル－β－シクロデキストリン、２，３－ジアセチル－６－
ブチルジメチルシリル－β－シクロデキストリン、２，６－ジブチル－３－アセチル－β
－シクロデキストリン、２，６－ジブチル－β－シクロデキストリン、２，６－ｔ－ブチ
ル－ジメチルシリル－β－シクロデキストリン及び２，６－ジ－Ｏ－メチル－３－アリル
－β－シクロデキストリンを含む。多様なシクロデキストリン及びシクロデキストリン誘
導体は、例えばＣＴＤ，Ｉｎｃ．（フロリダ州ハイスプリングス）から商業的に得ること
ができるか、又は、それらは学術文献、例えば「Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌｌｙ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｓ」，Ｃｒｏｆｔ ａｎｄ Ｂａｒ
ｔｓｃｈ，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，３９：１４１７－１４７４，１９８３に概説される
手順に従って合成され得る。
【００２０】
　用語「低級アルカノール」は、式Ｒ－ＯＨ（ここでＲは、メチル基、エチル基、ｎ－プ
ロピル基、イソプロピル基、ｎ－ブチル基、ｓｅｃ－ブチル基、ｔ－ブチル基、ｎ－ペン
チル基、イソペンチル基又はネオペンチル基等の１から５個の間の炭素原子を有するアル
キル基である）を有する化合物を指す。低級アルカノールの例はメタノール、エタノール
及びイソプロパノールを含む。
【００２１】
　用語「酸化剤」は、第二の分子より大きい還元能、例えばそれがヘマトキシリンと反応
し且つヘマテインに酸化することができるようなヘマトキシリンより大きい還元能を有す
る原子又は分子を指す。酸化剤は、ヘマトキシリンに拡散し且つヘマトキシリンを酸化す
る大気中の天然に存在する分子酸素、及び（典型的に溶液中の）ヘマトキシリンと能動的
に結合してヘマトキシリンの少なくとも一部分をヘマテインに転換「化学酸化剤」を含む
。有用な化学酸化剤の例は、ヨウ素酸塩（ヨウ素酸ナトリウム及びヨウ素酸カリウム等）
、酸化第二水銀、過マンガン酸塩（過マンガン酸カリウム等）、過ヨウ素酸塩（過ヨウ素
酸ナトリウム及び過ヨウ素酸カリウム等）、並びに過酸化物（過酸化水素等）の一又は複
数を含む。特定の態様において、化学酸化剤はヨウ素酸ナトリウムを含む。
【００２２】
　用語「媒染剤」は、色素（ヘマテイン等）が、核ＤＮＡ、ミエリン、弾性及びコラーゲ
ン繊維、筋線条及びミトコンドリア等の特定の細胞成分に色素（ヘマテイン等）を結合す
るのに役立つ複合体（陽イオン性複合体等）を形成し得る、イオン性金属種を指す。媒染
剤の例は、（例えば硫酸アルミニウム、硫酸アルミニウムカリウム、硫酸アルミニウムア
ンモニウム、又は塩化アルミニウムのようなミョウバンの形態の）アルミニウム、鉄、タ
ングステン、ジルコニウム、ビスマス、モリブデン（リンモリブデン酸又はモリブデン酸
）、バナジウム（バナジン酸塩）を含む。
【００２３】
ＩＩ．概要
　アルミニウムヘマトキシリンの溶液は分解しやすく、製剤調製後数日の早い時期に、溶
液中又はスライド上で検出することができる、ますます著しい量の沈殿物を経時的に形成
する。図１（Ａ）は、酸性溶液中の硫酸アルミニウム媒染剤に由来するヘマラム構造を示
す。ヘマラムは、示されるようにヘマテイン及び水によって錯化される。図１（Ｂ）に示
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されるものは、ヘマラムの凝集体から構成されるヘマラム沈殿物の提案構造であり、正の
電荷を持つ染料種は活性であり、ここでｎは１より大きい整数である。染色された組織標
本スライド上で、ヘマトキシリン沈殿物は様々な形態を示し得、直径で４－５ミクロンの
離散的な微結晶性の不透明なスポットから直径で１００ミクロンを超える不透明なシート
（例えば顕微鏡を使用しなくても明白なもの）にわたる。沈殿物は、図２に示されるよう
な負の電荷を持つ組織成分上に回収する（即ち、それと結びつく）傾向がある。沈殿の速
度を速めると理解される要因は、約２．３を超えるｐＨ値、上昇した温度、凍結／解凍サ
イクル、温度変化、高ヘマラム濃度、及び時間の延長を含む。このように、低いｐＨを維
持すること、安定した温度を維持すること、及びヘマトキシリン濃度を低下させることは
、沈殿速度を低下させるのに使用されてきた。更に、化学的安定化の手法は、最近記載さ
れた（米国特許第８５５１７３１号を参照のこと）。
【００２４】
　溶液それ自体において、沈殿物は、空気／液体接触面、又は表面／容器接触面（例えば
ボトル若しくは管の表面上）のいずれかの接触面で蓄積する傾向がある。これは、接触し
ている表面上のヘマトキシリン溶液の沈殿物を示す写真である図３（Ａ－Ｂ）で見られる
。図３（Ａ）は、ボトルが排水され、ＤＩ水ですすがれた後、５℃で３２日間ヘマトキシ
リンを含有した（ポリエチレンテレフタレートグリコールで修飾された）二本のボトルを
示し、左は実施例１に記載の製剤を含有したボトルを示し、右は実施例４の製剤を含有し
たボトルを示す。図３（Ｂ）は、６０℃で７日間溶液を含有した後、全自動染色システム
に見られるような種類（例えばＰＦＡ）の管のループを示し、ループは、排水され、ＤＩ
水ですすがれ、左は実施例１に記載の製剤を含有したボトルを示し、右は実施例４の製剤
を含有したボトルを示す。ヘマトキシリン溶液は、製品包装物のような表面上に沈殿する
傾向があり、コーティングを形成し、コーティングは銅色で、及び／又は金属光沢を有す
るとして現れる。沈殿物の蓄積は、結果として、溶液の外観に大きな変化をもたらし、こ
れらの溶液を用いた許容される染色は、非実用的となる。沈殿物の溶解及び防止は、例え
ば酸性化又はキレート化により可能であるが、これらの手法は、染色品質及び染色の診断
的有用性に悪影響も及ぼすため、染料溶液には直接適用することができない。これらの理
由により、自然熟成は使用することができず、ヘマトキシリン溶液は、典型的には必要な
場合にのみ調製され、使用後はすぐに破棄される。
【００２５】
　自動化染色プラットフォーム等でより長い溶液寿命が必要とされる場合、複数の方法が
開発され、長期的な染色特性を維持する一方で沈殿物形成の速度を低下させてきた。最も
一般的には、ヘマトキシリン溶液は不足当量論的な量の酸化剤（通常、ヨーデート（ioda
te））を使用して調製され得る。これは、当初形成される可能な総量よりも少ないヘマラ
ムをもたらし、溶液中に未反応の色素前駆体を残す。残存するヘマトキシリンの、実際に
アルミニウムを結合してヘマラム染料を形成する成分であるヘマテインへの遅い「熟成」
（空気酸化）は、より低濃度のヘマラムがいかなる所与の時点でも溶液中に存在するため
、沈殿物の形成及び蓄積を遅らせる。抗酸化剤の製剤（例えばヒドロキノン）への包含は
また、熟成工程を遅らせ得、沈殿物形成に関する更なる製剤安定性を提供し得る。一般的
ではないが、ベータ－シクロデキストリン等の化学添加剤はまた、沈殿物形成の速度を遅
らせるために導入され得る。添加剤は、凝集と動力学的に競合する可逆的な化学経路を提
供することにより機能し、それにより、沈殿の速度は遅くなる。ベータ－シクロデキスト
リンの場合、溶液中のヘマラム分子は、添加剤と共に弱い錯体を形成し、ヘマラム分子が
互いに錯体を形成する可能性を低下させる。残念なことに、熱力学的に望ましい生成物（
沈殿物）は、依然として最終的には添加剤を用いない場合と同じ量で得られるであろうが
、速度は低下する。
【００２６】
　ヘマトキシリン溶液の革新は、若松菊男（Ｗａｄａｍａｔｓｕ Ｋｉｋｕｏ）による公
開特許公報第２０１４－５９２８２号で最近開示された。「Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｘｐａｎｄｅｄ Ａｎｔｉｍｉｃ
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ｒｏｂｉａｌ Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（抗菌ヘマトキシリン液及び拡
張抗菌ヘマトキシリン液）」と翻訳され得るこの公開特許公報は、抗菌／抗真菌特性を示
すとされるヘマトキシリン溶液の調製を開示する。ヘマトキシリン組成物は細菌又は真菌
に感染しやすいと広く知られていないため、抗菌ヘマトキシリンの開示は、若干不可解で
ある。記載される溶液は、塩化アルミニウム六水和物を５．０ｇ；ヘマトキシリンを１．
５ｇ；ヨウ素酸ナトリウムを０．３ｇ；エタノールを３０ｍＬ；水を８７０ｍＬ；グリセ
ロールを１００ｍＬ含有する。ヨーデートの存在及び成分の相対量を除いて、この式は、
塩化アルミニウムを媒染剤として使用する手動染色のために処方されたヘマトキシリン溶
液であるＭａｙｅｒのムシヘマテインに強く類似している。他の一般的な塩化アルミニウ
ム含有製剤は、ロザス（Ｒｏｚａｓ）鉄ヘマトキシリンであり、それは共媒染剤として硫
酸鉄アンモニウムも含有する。
【００２７】
　出願人はＭａｙｅｒ製剤を参照し、具体的には、典型的なアルミニウム媒染剤である硫
酸アルミニウムカリウム（カリウムミョウバン）よりも容易に（速く）溶解するため、塩
化アルミニウムが使用されたことを述べている。なぜこの製剤がより微生物／真菌に耐性
があるのかについて明確には開示されていないが、過剰な量のＡｌ（ＩＩＩ）が既に溶液
にあり、溶液のｐＨを低下させることによりヨーデートの酸化電位を上昇させた後に（１
）使用される多量のヨーデート（他の製剤で使用される量の上限）及び（２）製剤化の最
後でのヨーデートの添加から理解される。クロリドが微生物／真菌耐性に関連があること
を示唆するものは全くない。むしろ、ヨーデートは消毒剤として知られ、高濃度はより良
い殺菌特性を自然ともたらすであろう。添加の順序に関し、ヨーデート（ＩＯ３

－）はヘ
マトキシリンを酸化させ、ヨージド（Ｉ－）が最終生成物として形成される。いくつかの
ヨージドは、残存するヨーデートにより元素ヨウ素（Ｉ２）に酸化されるこの工程は、溶
液中の過剰なＡｌ（ＩＩＩ）により触媒される。例えば、当方の実験はヨーデートが報告
されたのと同じ順序で添加された場合、顕著な量のヨウ素が必然的に形成され、容器中で
明確に観察できた。これは当方の製剤には好ましくないため、ヘマトキシリンを生産する
ための当方の工程は、アルミニウムが添加される前のヘマトキシリンの酸化を定める。
【００２８】
　更に、公開特許公報第２０１４－０５９２８２号は、クロリド製剤では染色は遅いこと
を開示しており、これは当方の結果と完全に一致している。この遅い染色に対抗するため
に、公開特許公報第２０１４－０５９２８２号は、ヘマトキシリン及びヨーデートの添加
前に、塩化アルミニウムの溶液と硫酸アルミニウムの溶液とを混合することを開示してい
る。この溶液は、その特許書類中で「拡張抗菌ヘマトキシリン液」（ＥＡＨＳ）と称され
る。しかしながら、開示された組成物は、本明細書に開示される全自動染色システムに関
しては、依然としてあまりにもゆっくりと組織を染色する。その開示はまた、約２．５／
１から約１／２の間のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比が安定性に重要であることを提案してい
ない。
【００２９】
ＩＩＩ．ヘマトキシリン組成物
　例示的な実施態様において、ヘマトキシリン染色組成物は、約２．５／１から約１／４
の間のクロリド／サルフェート（Ｃｌ－／ＳＯ４

２－）モル比を有する、溶媒、ヘマトキ
シリン、少なくともヘマトキシリンの一部を媒染剤に転換させるのに十分な量の化学酸化
剤を含む。例示的な実施態様において、ヘマトキシリン組成物は、Ｃｌ－及びＳＯ４

２－

を更に含み、Ｃｌ－／ＳＯ４
２－モル比が約２．５／１から約１／４の間である、溶媒、

ヘマトキシリン、少なくともヘマトキシリンの一部をヘマテインに転換させるのに十分な
量の化学酸化剤、媒染剤を含む。一実施態様において、媒染剤は、Ｍが一価の陽イオンで
ある、Ａｌ２（ＳＯ４）３、Ａｌ２（ＳＯ４）３・１６Ｈ２Ｏ、ＡｌＭ（ＳＯ４）２・１
２（Ｈ２Ｏ）、Ａｌ２（ＳＯ４）３・６Ｈ２Ｏ、Ａｌ２（ＳＯ４）３・１８Ｈ２Ｏ、又は
［Ａｌ（Ｈ２Ｏ）６］２（ＳＯ４）３・５Ｈ２Ｏを含む。一価の陽イオンの非制限的な例
は、Ｌｉ＋、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃｓ＋、ＮＨ４

＋等を含む。
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【００３０】
　一実施態様において、媒染剤はＡｌＣｌ３又はＡｌＣｌ３・６Ｈ２Ｏを含む。別の実施
態様において、媒染剤は、Ｍが一価の陽イオンである、Ａｌ２（ＳＯ４）３、Ａｌ２（Ｓ
Ｏ４）３・１６Ｈ２Ｏ、ＡｌＭ（ＳＯ４）２・１２（Ｈ２Ｏ）、Ａｌ２（ＳＯ４）３・６
Ｈ２Ｏ、Ａｌ２（ＳＯ４）３・１８Ｈ２Ｏ、［Ａｌ（Ｈ２Ｏ）６］２（ＳＯ４）３・５Ｈ

２Ｏ、ＡｌＣｌ３又はＡｌＣｌ３・６Ｈ２Ｏを含む。一実施態様において、組成物は約２
／１から約１／２の間のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比を有する。別の実施態様において、組
成物は約１．５／１から約１／１．５の間のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比を有する。更に別
の実施態様において、組成物は約１／１のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比を有する。一実施態
様において、化学酸化剤はヨウ素酸ナトリウムである。
【００３１】
　例示的な実施態様において、ヘマトキシリン染色組成物は、約０．０１Ｍから約０．０
５Ｍの間のヘマトキシリンのモル濃度であるように作製される。別の実施態様において、
組成物は、約０．０２Ｍから約０．０４Ｍの間のヘマトキシリンのモル濃度であるように
作製される。更に別の実施態様において、組成物は、約０．０３Ｍのヘマトキシリンのモ
ル濃度であるように作製される。別の実施態様において、組成物は、約０．００１Ｍから
約０．０１Ｍの間のヨウ素酸ナトリウムのモル濃度であるように作製される。別の実施態
様において、組成物は、約０．００３Ｍから約０．００８Ｍの間のヨウ素酸ナトリウムの
モル濃度であるように作製される。一実施態様において、組成物は、約０．００５Ｍのヨ
ウ素酸ナトリウムのモル濃度であるように作製される。別の実施態様において、組成物は
約０．１Ｍのアルミニウムである。別の実施態様において、組成物は約０．１Ｍのアルミ
ニウムのモル濃度であるように作製される。更に別の実施態様において、組成物は約０．
１Ｍより大きいアルミニウムのモル濃度であるように作製される。別の実施態様において
、組成物は約４／１から約１／１の間のアルミニウム／ヘマトキシリンモル比を有する。
一実施態様において、組成物は約３／１から約１．５／１の間のアルミニウム／ヘマトキ
シリンモル比を有する。別の実施態様において、組成物は約２／１のアルミニウム／ヘマ
トキシリンモル比を有する。更に別の実施態様において、組成物は約０．０１Ｍから約０
．１Ｍの間のクロリドである。一実施態様において、組成物は約０．０２Ｍから約０．０
８Ｍの間のクロリドである。別の実施態様において、組成物は約０．４Ｍのクロリドであ
る。
【００３２】
　例示的な実施態様において、ヘマトキシリン染色組成物中のヘマトキシリンは、約０．
０１Ｍから約０．０５Ｍの間のモル濃度を有する。別の態様において、ヘマトキシリン染
色組成物中のヘマトキシリンは、約０．０２Ｍから約０．０４Ｍの間のモル濃度を有する
。更に別の実施態様において、ヘマトキシリン染色組成物中のヘマトキシリンは、約０．
０３Ｍのモル濃度を有する。別の実施態様において、組成物は、約０．００１Ｍから約０
．０１Ｍの間のモル濃度を有する、ヨウ素酸ナトリウムを含む。別の実施態様において、
組成物は、約０．００３Ｍから約０．００８Ｍの間のモル濃度を有する、ヨウ素酸ナトリ
ウムを含む。一実施態様において、組成物は、約０．００５Ｍのモル濃度を有する、ヨウ
素酸ナトリウムを含む。別の実施態様において、組成物は、アルミニウムが約０．１Ｍの
モル濃度を有する、アルミニウムを含む。更に別の実施態様において、組成物は、アルミ
ニウムが約０．１Ｍより大きいモル濃度を有する、アルミニウムを含む。
【００３３】
　別の実施態様において、組成物は、約０．０１Ｍから約０．１Ｍの間のクロリドのモル
濃度であるように作製される。一の実施態様において、組成物は、約０．０２Ｍから約０
．０８Ｍの間のクロリドのモル濃度であるように作製される。別の実施態様において、組
成物は、約０．０４Ｍのクロリドのモル濃度であるように作製される。
【００３４】
　別の実施態様において、ヘマトキシリン染色組成物中のクロリドは、約０．０１Ｍから
約０．１Ｍの間のモル濃度を有する。別の実施態様において、ヘマトキシリン染色組成物
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中のクロリドは、約０．０２Ｍから約０．０８Ｍの間のモル濃度を有する。更に別の実施
態様において、ヘマトキシリン染色組成物中のクロリドは約０．０４Ｍのモル濃度を有す
る。
【００３５】
　一実施態様において、組成物は、多糖類、クリプタンド、クリプトファン、キャビタン
ド、クラウンエーテル、デンドリマー、ナノチューブ、カリックスアレーン、バリノマイ
シン、又はナイジェリシンを実質的に欠いている。別の実施態様において、組成物は抗酸
化剤を実質的に欠いている。一実施態様において、組成物のｐＨは約２から約２．７の間
である。別の実施態様において、組成物のｐＨは約２．２から約２．６の間である。
【００３６】
ＩＶ．ヘマトキシリン組成物の作製方法
　例示的な実施態様において、ヘマトキシリン製剤の作製方法は、ヘマトキシリンを溶媒
に添加すること；少なくともヘマトキシリンの一部をヘマテインに転換させるのに十分な
量の化学酸化剤を添加すること；製剤が約２．５／１から約１／４の間のＣｌ－／ＳＯ４
２－モル比を有する、媒染剤及び対イオンを添加することを含む。一実施態様において、
媒染剤は、Ｍが一価の陽イオンである、Ａｌ２（ＳＯ４）３、Ａｌ２（ＳＯ４）３・１６
Ｈ２Ｏ、ＡｌＭ（ＳＯ４）２・１２（Ｈ２Ｏ）、Ａｌ２（ＳＯ４）３・６Ｈ２Ｏ、Ａｌ２

（ＳＯ４）３・１８Ｈ２Ｏ、［Ａｌ（Ｈ２Ｏ）６］２（ＳＯ４）３・５Ｈ２Ｏ、ＡｌＣｌ

３又はＡｌＣｌ３・６Ｈ２Ｏの混合物を含む。
【００３７】
　本明細書に記載されるヘマトキシリン組成物は、この一般的な方法：
　　１．水溶液にヘマトキシリンを添加／溶解する
　　２．化学酸化剤を添加／溶解する
　　３．媒染剤を添加／溶解する
　　４．必要であれば、Ｃｌ－／ＳＯ４

２－モル比を修飾する
　　５．必要であれば、更に添加剤を添加する
に従って作製される。
【００３８】
　したがって、ある実施態様において、ヘマトキシリン製剤の作製方法は、ヘマトキシリ
ンを溶媒に添加すること；少なくともヘマトキシリンの一部をヘマテインに転換させるの
に十分な量の化学酸化剤を添加すること；媒染剤及び対イオンを添加し、Ｃｌ－／ＳＯ４
２－モル比を約２．５／１から約１／４の間のモル比に修飾することを含む。
【００３９】
　特定の工程は、この順序で開示されているが、異なる順序でもなされ得る。例えば、ヘ
マトキシリンは第一の溶液中で調整され得、残りの成分は第二の溶液中で作製され得る。
最終組成物は、次いで、溶液を混合することにより調整され得る。更に、媒染剤、酸化剤
、及び更なる添加剤は、最小限の影響のみを及ぼす異なる順序で作製され得る。これに対
する例外は、ヘマトキシリンへの化学酸化剤の添加である。少なくともあまり知られては
いないが、いくつかの実施態様によれば化学酸化剤は媒染剤より前に添加されるべきであ
ると考えられる。特定のその他成分が、Ｃｌ－／ＳＯ４

２－モル比を修飾するのに使用さ
れる可能性がある。例えば、あらゆるクロリド含有塩は、Ｃｌ－／ＳＯ４

２－モル比を修
飾するのに使用される可能性がある（例えばＮａＣｌ）。代わりに、硫酸アニオン及び塩
素アニオンの両方を有するアルミニウム塩である、クロロ硫酸アルミニウムが媒染剤とし
て使用される可能性があり、次いで、適切であれば、塩が使用され、Ｃｌ－／ＳＯ４

２－

モル比を更に修飾し得る。適切なＣｌ－／ＳＯ４
２－モル比を得るための別の手法は、製

剤中のあらゆる成分の塩化物塩を使用すること（例えば、通常の遊離塩基の代わりに成分
の塩酸塩を使用すること）である。
【００４０】
　いくつかの場合、本明細書に記載される組成物を使用するこれらの方法は、安定性の利
点も同様に提供し得る。更に別の手法において、クロリド対イオンを有する酸が添加され
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、Ｃｌ－／ＳＯ４
２－モル比及びｐＨの両方を調整し得る。しかしながら、この手法を使

用して添加され得るクロリドの量は、溶液のｐＨの制限により限定されるであろう。特に
、ヘマトキシリン溶液のｐＨは、有益には約２から約２．７の間、又は約２．２から約２
．６の間である。
【００４１】
Ｖ．ヘマトキシリン組成物の使用方法
　例示的な実施態様において、生物学的試料を全自動染色システムを用いて染色するため
の方法は、全自動染色システムを使用して生物学的試料を本明細書に記載されるヘマトキ
シリン組成物に接触させることを含む。一実施態様において、方法は、試料を対比染色剤
に接触させることを更に含む。別の実施態様において、対比染色剤はエオシンＹ、オレン
ジＧ、ライトグリーンＳＦイエローイッシュ、ビスマルクブラウン、及びファストグリー
ンＦＣＦからなる群より選択される。別の実施態様において、試料をヘマトキシリン組成
物に接触させることを含む方法は、進行的なヘマトキシリン染色プロトコールを含む。別
の実施態様において、試料をヘマトキシリン組成物に接触させることは、退行的なヘマト
キシリン染色プロトコールを含む。更に別の実施態様において、生物学的試料は支持体上
で支持される。一実施態様において、支持体は顕微鏡スライドを含む。別の実施態様にお
いて、生物学的試料は、組織切片又は細胞学試料を含む。一実施態様において、方法はヘ
マトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）染色法を含む。別の実施態様において、方法はパパ
ニコロウ（ＰＡＰ）染色法を含む。
【００４２】
　全ての染色は、自動化染色機器を使用して行われた。機器は、自動化カバースリップ及
び加熱硬化（９２℃）のために使用された。全ての研究における組織スライドは、単一の
スライドに装着された五つの異なる組織（肝臓、皮膚、腎臓、扁桃腺、小腸）を特色とす
るＳｙｍｐｈｏｎｙ ＳｙｓｔｅｍＭｕｌｔｉ－Ｂｌｏｃｋ Ｔｅｓｔ Ｓｌｉｄｅｓ（Ｐ
／Ｎ １７０７１００）であった。多くの研究は、試験及びコントロール製剤の両方の同
時適用を使用した。コントロール製剤はＡＮＳとして記載され、実施例１に記載される。
連続した組織片の無作為化された対は、組織形態の変化を最小化するために使用された。
【００４３】
　様々な染色パラメーターが試験されたが、各研究に関して最も一般的に使用される手順
は、２分間のヘマトキシリンインキュベーション（Ｈ２）、３０秒間の酸洗浄（Ａ３０）
、１２０秒間のエオシンインキュベーション（Ｅ１２０）及び７０秒間の分化（Ｄ７０）
を特色とする、標準「中間」レベル染色プロトコールＨ２Ａ３０Ｅ１２０Ｄ７０として記
載される。しかしながら、追加の研究は、標準「低」及び「高」レベル染色プロトコール
である、それぞれＨ１Ａ１８０Ｅ３０Ｄ７０及びＨ１０Ａ３０Ｅ４２０Ｄ７０を使用し、
試験製剤が、全てのプロトコールにわたる染色品質に関して、適切にＡＮＳに合致できた
ことを裏付けた。試験及びコントロールヘマトキシリン溶液を用いて処理された少なくと
も８（しかし大抵の場合は１６）対の連続して切断された組織は、次いで、盲検フォーマ
ットで病理学者に提示され、フィッシャーの直接確率検定を使用して決定される変化に関
する統計的有意性を可能にする分化の数及び程度を評価した。
【００４４】
　自動化染色機器は、少ない非特異的シグナルを含むスライドを生成するために、スライ
ド上にヘマトキシリンを置く前に、現在、典型的にはヘマトキシリンをフィルターにかけ
る。本明細書に記載される手順の別の態様は、一次ヘマトキシリンフィルターは、溶液中
のあらゆる沈殿物がスライド上に現われるように、除去されたことである。したがって、
本開示による組成物を使用するための方法の一態様は、試料にフィルターされていない組
成物を添加することである。本明細書、特に実施例４に記載される例となる組成物は、実
施例１の組成物に見られるような、スライド上の沈殿物を示さないことが観察された。更
に、全自動染色システムのハードウェアは同様に、組成物が保存され、６週間以上の連続
使用のための染色に使用された後でさえも、明らかな沈殿物が存在しないままであった。
【実施例】
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【００４５】
　以下の実施例は、実施態様及び一般的なプロトコールの特定の具体的な特徴を説明する
ために提供される。本発明の範囲は、以下の実施例により実証される特徴に限定されない
。
【００４６】
実施例１
　ＡＮＳヘマトキシリン製剤は、Ａｌ２（ＳＯ４）３・ｎＨ２Ｏの媒染剤としての使用に
基づいており、ベンタナのシンフォニー全自動染色システムを使用する自動化Ｈ＆Ｅ染色
のために具体的に最適化された。製剤は米国特許第８５５１７３１号に開示されるものに
基づく。このヘマトキシリン製剤は以下の製剤：

に従って作製した。
【００４７】
　組成物を以下の手順：
　　１．水とエチレングリコールの溶液にヘマトキシリンを添加／溶解する
　　２．ヨウ素酸ナトリウムを添加／溶解する
　　３．Ａｌ２（ＳＯ４）３・１６Ｈ２Ｏを添加／溶解する
　　４．ヒドロキノン及びβ－シクロテキストリンを添加／溶解する
に従って作製した。
【００４８】
　この組成物は、最もよく知られた組成物であるため、自動化染色性のベンチマークとし
て使用した。この組成物は、およそ２分間でスライド上に適切な染色を送達することがで
きる。組成物はよく染色し、正しい色相及び深さを有し、且つ十分な長期的安定性を有す
るが、全ての点では理想的ではない。特に、この組成物は経時的に沈殿し、この影響は染
色機器のラインに悪影響を及ぼす。これは適切なメンテナンス及びクリーニングを通して
緩和できるが、メンテナンス及びクリーニングの頻度と程度は大きすぎると考えられる。
更に、沈殿物は、染色されたスライド上に見えるようになる可能性があり、更に見える可
能性がある。沈殿物は見えるが、成功する課題を生み出さず、従って、美的観点から当初
はこの組成物のマイナスの側面である。ヒドロキノン及びβ－シクロデキストリンの添加
によって、組成物は比較的高額な費用を有することになる。そして、ヒドロキノンは、い
くつかの管轄において発がん性物質として分類されてきた。ＡＮＳヘマトキシリンを使用
する典型的な染色は、図２（Ａ）で見ることができる。図２（Ａ）は、以下のプロトコー
ル下で染色された。
【００４９】
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－ｉｎ－１」試験スライド上で評価された。
【００５０】
実施例２
　１／０（即ち１００％のＣｌ－）のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比を有するヘマトキシリン
が作成された。Ａｌ２（ＳＯ４）３・１６Ｈ２Ｏの代わりにＡｌＣｌ３六水和物が使用さ
れたことを除き、実施例１で使用されたのと同一の成分及び濃度が使用された。

【００５１】
　この組成物は非常に安定していることが観察されたが、染色中、非常に遅い反応速度を
有することも観察された。このように、通常に動作条件下の染色について、染色は非常に
薄い。
【００５２】
実施例３
　１／１（即ち５０％のＣｌ－）のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比を有するヘマトキシリンが
作成された。そのような製剤化において、ＳＯ４

２－は、ＡＮＳ－Ｃｌからのその完全な
除去が劣等の染色（染色の深さ及び色相）並びに（例えば自動化染色が非常に遅い）許容
できない反応速度をもたらすため、含まれた。更に、ヘマトキシリンの濃度は増加され、
Ｃｌ－の存在により阻害されると理解された反応速度が増加された。
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【００５３】
　製剤は、高品質の染色及び十分な染色速度を示した。複数の実験後、ＡＮＳと比較して
より高濃度のヘマトキシリンは、染色の速度がＡＮＳベンチマークに適合することを確実
にするために使用され得ると結論付けられた。組成物が、ＡＮＳに含まれるようにβ－シ
クロデキストリンか又はヒドロキノンのいずれかを含まずに、延長された時間、十分に安
定していることが観察された。この製剤が、Ｃｌ－濃度の影響であると理解される、劇的
に遅延した沈殿の開始を有することも発見された。
【００５４】
実施例４
　ＡＮＳ－Ｃｌ－５０の染色性能及び速度はＡＮＳのベンチマーク性能を満たすか又は超
えるが、実施例４は更なる高性能を有することが発見された。

【００５５】
　この製剤は、染色品質、染色反応速度、及び安定性に関して、ＡＮＳ－Ｃｌ－５０の性
能を超えたが、公知の危険物質であるエチレングリコールを含んでもいなかった。非毒性
のプロピレングリコールはエチレングリコールと置換することができるが、染色品質を相
乗的に改善し且つ染色速度を増加させる。当方の実験結果は、１：１より大きいＣｌ－／
ＳＯ４

２－モル比は安定性を高めるが、遅い染色速度を犠牲にするであろうことを立証し
た。この組成物に関して観察された安定性の強化が十分であったため、遅い反応速度は正
当化できなかった。しかしながら、そのような組成物は、追加の時間、温度、又は反応速
度が提供された有益な染色組成物であろう。染色反応速度を増加させる手段は、とりわけ



(17) JP 6887380 B2 2021.6.16

10

20

30

40

50

、ｐＨを高く調整すること、反応温度を増加させること、又は反応混合物の濃度を増加さ
せることを含む。
【００５６】
実施例５
　Ｃｌ－／ＳＯ４

２－モル比の影響を立証するために、ＡｌＣｌ３・６Ｈ２Ｏ及びＡｌ２

（ＳＯ４）３・１６Ｈ２Ｏが媒染剤として使用された様々な他の比が調製された。ｐＨは
ＡＮＳ色相に適合するように調整された。その他全ての成分はＡＮＳ（実施例１）と同一
である。１：４のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比（２０％のＣｌ－）について、ＡＮＳと比較
した場合、同等染色特性が得られるが、反応速度は実質的により遅いことが観察された。
更に、沈殿の安定性又は開始はＡＮＳ－Ｃｌ－５０に劣ることが観察された。
【００５７】
実施例６
　１：２のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比（３３％のＣｌ－）について、全ての成分は実施例
５に記載の通りに含まれた。更に、モル比の変化に加えて、成分の濃度は実施例５より２
５％増加された。ＡＮＳと比較した場合、同等染色特性が得られるが、反応速度は実質的
により遅いことが観察された。更に、沈殿の安定性又は開始はＡＮＳ－Ｃｌ－５０に劣る
ことが観察された。
【００５８】
実施例７
　実施例５より濃度が５０％増加したことを除き、１：２のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比（
３３％のＣｌ－）について、全ての成分は実施例５に記載の通りに含まれた。ＡＮＳと比
較した場合、同等染色特性が得られ、反応速度はＡＮＳと実質的に同等であることが観察
された。
【００５９】
実施例８
　実施例８は１：７のＣｌ－／ＳＯ４

２－モル比（１２．５％のＣｌ－）を説明する。実
施例８は更に強化された性能を有することが発見された。

【００６０】
　製剤は、染色品質、染色反応速度、及び安定性に関して、ＮＴ－ＡＮＳ－Ｃｌ－５０の
性能を超え、エチレングリコールを含まなかった。ＡＮＳと比較した場合、同等染色特性
が得られ、反応速度はＡＮＳと実質的に同等であることが観察された。没食子酸一水和物
を用いて得られた結果は、没食子酸一水和物を用いなかった実験（実施例４）で観察され
た結果に相当した。
【００６１】
実施例９
　４５℃での加速安定性の研究は、ＡＮＳと同等に染色された実施例７及び実施例３につ
いてのみ行われた。実施例７はＡＮＳと同じくらい速く沈殿物を形成したが、実施例３は
３２日間の研究にわたって沈殿物を形成しなかったことが観察された。
【００６２】
実施例１０
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　本明細書に記載される様々な組成物は、室温又は４５℃のいずれか又は使用前の期間、
密閉容器で保存された。残りの実施例を通して、様々な組成物と比較する顕微鏡写真が提
供され、染色品質及び沈殿の程度を伝える。
【００６３】
　図２（Ａ）は、新たに調製された実施例１のヘマトキシリン溶液で染色された、４ミク
ロンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大して撮影された顕微鏡写真、図２（Ｂ）
は、新たに調製された実施例４のヘマトキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの
組織切片の連続切片の１０倍に拡大して撮影された顕微鏡写真、図２（Ｃ）は、実施例９
に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例１のヘマトキシリン溶液で染色さ
れた、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大して撮影された顕微鏡写真
、図２（Ｄ）は、実施例９に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例４のヘ
マトキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の１０倍に拡大
して撮影された顕微鏡写真であり、図２（Ｅ）は、図２（Ｃ）に示されるのと同一の切片
であり、より近い視点（例えばデジタルズーム）で示されており、図２（Ｆ）は、図２（
Ｄ）に示されるのと同一の切片であり、より近い視点（例えばデジタルズーム）で示され
ている。
【００６４】
　４５℃で保存されたＡＮＳヘマトキシリンを用いた機能的染色は、～７日間に開始した
沈殿物の量の増加を明らかにした。同一条件下（６週間超）のＡＮＳ－Ｃｌヘマトキシリ
ンに関し、延長された期間後に沈殿の証拠は検出されなかった。
【００６５】
　沈殿における差異も、ヘマトキシリン包装物に関しては観察されなかった。図３（Ａ－
Ｂ）は、接触している表面上のヘマトキシリン溶液の沈殿物を示す写真である。図３（Ａ
）は、ボトルが排水され、ＤＩ水ですすがれた後、５℃で３２日間ヘマトキシリンを含有
した（ポリエチレンテレフタレートグリコールで修飾された）二本のボトルを示し、左は
実施例１に記載の製剤を含有したボトルを示し、右は実施例４の製剤を含有したボトルを
示す。図３（Ｂ）は、６０℃で７日間溶液を含有した後、全自動染色システムに見られる
ような種類（例えばパーフルオロアルコキシ樹脂（ＰＦＡ））の管のループを示し、ルー
プは、排水され、ＤＩ水ですすがれた。左の管は実施例１に記載の製剤を含有し、右の管
は実施例４に記載の製剤を含有した。全ての場合において、ＡＮＳヘマトキシリン溶液は
、クロリドベースのヘマトキシリン溶液よりも、管のループの内側に多くの沈殿物コーテ
ィングを明白に生成した。
【００６６】
　図４（Ａ）をここで言及して、示されるものは、実施例１０に記載の促進劣化（４５℃
、３２日間）を受けた実施例１のヘマトキシリン溶液で染色された、４ミクロンの厚さの
組織切片の連続切片の顕微鏡写真であり、図４（Ｂ）をここで言及して、示されるものは
、実施例１０に記載の促進劣化（４５℃、３２日間）を受けた実施例４のヘマトキシリン
溶液で染色された、４ミクロンの厚さの組織切片の連続切片の顕微鏡写真である。図４（
Ａ）を言及して、見られる核染色の強度は、図４（Ｂ）で観察されるものよりも実質的に
薄い。病理学者は典型的により濃い核染色強度を好むため、図４（Ａ）の染色は図４（Ｂ
）に劣る。更に、顕微鏡で観察できるヘマトキシリン沈殿物（図４（Ａ）の左上部）は、
ヘマトキシリンで染色された試料上で観察するには望ましくない特質である。沈殿物は、
根本的な組織形態をしばしば曖昧にし得、診断を困難にする。図４（Ｂ）に示される試料
において、ヘマトキシリン沈殿物が存在するが、沈殿物の大きさは実質的に小さく、根本
的な組織形態をそれほど重要性がないように曖昧にする。更に、染色強度は、依然として
十分濃く、適切な診断を可能にする。
・　 
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【図１（Ａ）】

【図１（Ｂ）】

【図１（Ｃ）】

【図２（Ａ）】 【図２（Ｂ）】
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【図２（Ｃ）】 【図２（Ｄ）】

【図２（Ｅ）】 【図２（Ｆ）】
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【図３（Ａ）】

【図３（Ｂ）】

【図４（Ａ）】

【図４（Ｂ）】
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