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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　身体から採取された生体サンプルを、アセタール溶媒を含む組成物を用いて処理し、該
処理の後に、生体サンプルをパラフィンで包埋することを含む方法。
【請求項２】
  アセタール溶媒が、ジオキソランを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
  生体サンプルを処理することが、生体サンプルを固定化することを含む、請求項１また
は２に記載の方法。
【請求項４】
  アセタール溶媒が、ジオキソランであり、生体サンプルを固定化することが、生体サン
プルを、ジオキソラン、触媒および水を含む混合物と接触させることを含む、請求項３に
記載の方法。
【請求項５】
  生体サンプルを組成物を用いて処理する前に、生体サンプルを固定化することを含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項６】
  生体サンプルを固定化した後に、生体サンプルを脱水および透徹することを含み、生体
サンプルを組成物を用いて処理することが、少なくとも１種の脱水および透徹の少なくと
も一部として処理することを含む、請求項５に記載の方法。
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【請求項７】
  生体サンプルを組成物を用いて処理する前に、固定化された生体サンプルを脱水するこ
とを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
  脱水が、固定化された生体サンプルを、アルコールを含む脱水組成物を用いて処理する
ことを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
  脱水組成物が、アセトンおよびグリコールのうち少なくとも１種を含む、請求項７に記
載の方法。
【請求項１０】
  脱水が、固定化された生体サンプルを、組成物を含む脱水組成物を用いて処理すること
を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　生体サンプルを固定化した後に、生体サンプルを脱水、透徹することおよび浸潤させる
ことを含み、生体サンプルを組成物を用いて処理することが、生体サンプルを浸潤させる
ことの少なくとも一部として処理することを含む、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
  組成物が、パラフィンをさらに含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
  ジオキソランが、１，３－ジオキソランを含む、請求項２または３に記載の方法。
【請求項１４】
  身体から採取され、固定された生物学的組織を脱水プロセス、透徹プロセスおよび浸潤
プロセスで処理し、
　脱水プロセス、透徹プロセスおよび浸潤プロセスの少なくとも１つは、固定された生物
学的組織をアセタール溶媒を含む組成物と接触させることを含み、浸潤プロセスは、固定
された生物学的組織に包埋剤を浸潤させることを含む方法。
【請求項１５】
　アセタール溶媒が、ジオキソランを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
  ジオキソランが、１，３－ジオキソランを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
  前記透徹プロセスは、固定された生物学的組織をアセタール溶媒を含む組成物と接触さ
せることを含む、請求項１４に記載の方法。
【請求項１８】
　前記透徹プロセスにおいて、組織を別の透徹剤と接触させることをさらに含む、請求項
１７に記載の方法。
【請求項１９】
  前記別の透徹剤が、炭化水素透徹剤および酸素ベースの官能基を有する炭化水素透徹剤
のうち少なくとも１種を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
  前記アセタール溶媒がジオキソランを含み、
　前記アセタール溶媒および前記別の透徹剤が混合物を含む、請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　前記脱水プロセスは、固定された生物学的組織をアセタール溶媒を含む組成物と接触さ
せることを含む請求項１４に記載の方法。
【請求項２２】
  前記脱水プロセスは、固定された生物学的組織をアルコールと接触させることをさらに
含む、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
  アセタール溶媒およびアルコールが、混合物を含む、請求項２２に記載の方法。
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【請求項２４】
  前記浸潤プロセスは、固定された生物学的組織をアセタール溶媒を含む組成物と接触さ
せることを含む請求項１４に記載の方法。
【請求項２５】
  固定された生物学的組織を、パラフィンを含む包埋材と接触させることをさらに含む、
請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
  前記アセタール溶媒がジオキソランを含み、前記アセタール溶媒および前記包埋材が混
合物を含む、請求項２５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　組織処理。
【背景技術】
【０００２】
　疾患過程の診断のために採取された身体に由来する組織は、スライド上に載せ、解析の
ために病理学者によって顕微鏡下で見ることができる薄い組織切片を製造するように組織
学検査室において処理されることが多い。これらの解析前プロセスは、一般に、順を追っ
て、肉眼的検査、固定、脱水、透徹、パラフィン浸潤および包理を含む。この手順は、生
検、手術で採取された大きな検体または剖検から得た組織を含めた組織を処理するために
使用される。
【０００３】
　肉眼的検査は、一般に、巨視的検体を描写し、そのすべてまたは選択された部分を、パ
ラフィンブロックに処理されている間、組織を保持する小さいプラスチックカセットに入
れることからなる。最初に、カセットを固定液中に入れる。
【０００４】
　肉眼的検査後、組織は固定される。固定の目的は、自己融解による分解が起こらないよ
うにタンパク質の構造を変化させることによって、可能な限り生きているような状態で組
織を永久に保存することである。存在する組織の種類および実証されるべき特徴に応じて
、種々の固定液を利用可能である。作用機序に従って分類された固定液の主要な群として
、アルデヒド、水銀、アルコール、酸化剤およびピクリン酸が挙げられる。ホルマリン固
定は、ほぼ中性ｐＨ、例えば、６～８の範囲で最良に実施される。組織の低酸素状態は、
ｐＨを低下させる傾向があり、そのため、固定液には、過剰な酸度を防ぐための緩衝能力
があるはずである。一般的なバッファーとして、リン酸、重炭酸、リンゴ酸、カコジル酸
およびベロナールが挙げられる。市販のホルマリンは、例えば、ｐＨ７のリン酸を用いて
緩衝され得る。組織の浸透は、個々の固定液各々の拡散性に応じて変わる。固定液の浸透
を改善するための１つの方法は、組織を薄く（２～３ミリメートル（ｍｍ））切断するこ
とである。薄い組織切片への浸透は、厚い切片についてよりも迅速に起こる。１０：１以
上の比の固定液対通常標的とされる組織を用いる場合には、固定液の容量は、一般に、重
要である。固定液中での検体の撹拌もまた、固定を増強することが多い。
【０００５】
　ひとたび、組織が固定または固定化されると、組織は、顕微鏡検査のための薄い切片に
され得る形態に処理されることを必要とする。通常の方法で、これは、パラフィンを用い
て行われる。組織に固相支持体マトリクスを提供するパラフィンに包埋された組織は、お
よそ２～２０ミクロンの厚さの切片にされることを可能にする。切片作製のために組織が
パラフィン中に固定されることは、組織処理と呼ばれ、このプロセスにおける主なステッ
プは、脱水、透徹、浸潤および包理である。
【０００６】
　水溶液中で固定された組織は、パラフィンで直接浸潤され得ない。第１に、脱水によっ
て組織から水が除去されなければならない。これは、種々の濃度（例えば、７０パーセン



(4) JP 6515082 B2 2019.5.15

10

20

30

40

50

ト～９５パーセント～１００パーセント）の一連のアルコールを用いて行われ得る。ある
いは、脱水は、ホルマリンおよびアルコールの混合物を用いて行われる。アセトンまたは
種々の溶媒の混合物などのその他の脱水剤も使用され得る。
【０００７】
　脱水後、組織は、透徹される。「透徹」は、包理媒体（例えば、パラフィン）と混和性
となる物質を用いる脱水剤および脂質の一部の除去からなる。最も一般的な透徹剤として
、キシレンがある。
【０００８】
　ひとたび透徹されると、組織は、パラフィンなどの包理剤で浸潤される。最後に、カセ
ット中の、またはそのカセットから取り出された組織は、溶融パラフィン中に入れられ、
次いで、パラフィンが冷却されて、組織を包理または被包する凝固したブロックを形成し
、その結果、切片作製され得る。あるいは、組織は、切片作製可能なカセット中に処理さ
れ、カセットとともにパラフィン中に包埋され、切片作製され得る。ひとたび、組織が固
体パラフィンブロック中に包埋されると、組織は、スライド上に置くことができる切片に
切断され得る。これは、ミクロトームを用いて行われる。ひとたび、切片が切断されると
、それらは、何らかの皴を除去するのに役立つ、温水浴に浮かべられる。次いで、パラフ
ィン中の組織切片は、水浴から取り出され、ガラス顕微鏡スライド上に置かれる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許出願公開第２０１５／００５０６５２号明細書
【００１０】
　一実施形態では、身体から採取された生体サンプルを処理するために操作可能であるか
、または適しているアセタール溶媒を含む組成物が開示される。診断または研究のために
身体から採取された組織などの生体サンプルとして、それだけには限らないが、生検、手
術で採取された検体および／または剖検から得た組織が挙げられる。また、診断のために
身体から採取された生体サンプルを、アセタールを含む組成物を用いて処理することを含
む方法が開示される。この関連で生体サンプルを処理することは、一実施形態では、その
後の検査／診断のための生体サンプルの固定、透徹および／または包理などの解析前プロ
セスに重点が置かれている。
【００１１】
　生体サンプルを処理するための組成物にとって適した代表的なアセタールとして、メチ
ラール、エチラール、ブチラール、ジオキソラン、グリセロールホルマール、アセトアル
デヒドジエチルアセタールおよびそれらの混合物が挙げられる。ジオキソランは、１種の
特に好ましいアセタール溶媒である。本明細書に記載されるようなジオキソランとして、
１，３－ジオキソランならびにその付加物およびそれらの混合物が挙げられる。このよう
な付加物として、それだけには限らないが、２－メチル－１，３－ジオキソラン、４－メ
チル－１，３－ジオキソラン、２，２－ジメチル－１，３－ジオキソラン、２－メチル－
１，３－ジオキソラン、４－メチル－２－フェニル－１，３－ジオキソラン（ベンズアル
デヒドプロピレングリコール）、１，２－ジオキソランおよびその付加物が挙げられる。
１，３－ジオキソランは、その好都合な毒性プロフィールおよび商業的入手性のために、
１つの特に好ましいジオキソランである。
【００１２】
　一実施形態では、解析のために顕微鏡下で見ることができる顕微鏡スライドを製造する
ための組織学検査室におけるプロセスにおいて、ジオキソランを含む組成物が使用される
。一実施形態では、ジオキソランを含む組成物は、脱水剤として単独で、または例えば、
アルコール、アセトン、キシレンまたはグリコールと組み合わせて（別個にまたは混合物
として）使用され得る。別の実施形態では、ジオキソランを含む組成物は、固定プロセス
後に脱水剤として、単独で、またはアルコールと組み合わせて（別個にまたは混合物とし
て）使用され得る。さらに、ジオキソランを含む組成物は、組織におけるパラフィンの浸
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潤を改善するために、例えば、パラフィンなどの添加剤を用いる浸潤プロセスにおいて使
用され得る。
【００１３】
　透徹剤として、ジオキソランを含む組成物は、１００パーセントの濃度で（例えば、１
００パーセントジオキソラン組成物）使用され得るか、またはより低い組成の（例えば、
７０パーセント～８５パーセントのジオキソランと、残りの別の透徹剤（単数または複数
））、炭化水素透徹剤（例えば、キシレン、ヘキサン、鉱油）、酸素ベースの官能基を有
する炭化水素透徹剤（例えば、アルコール（例えば、エタノール）、アセテート、エーテ
ル、アセタールなど）または透徹剤の混合物などの別の透徹剤（単数または複数）と組み
合され得る。
【００１４】
　以下は、診断のために身体から採取された組織を処理するための解析前プロセスにおけ
る、ジオキソランを含む組成物の例示的使用である。
【００１５】
　１．組織の脱水を達成するための、エタノール、メタノール、イソプロパノール、アセ
トンなどといった脱水試薬またはこのような試薬の組合せの使用と、それに続く、透徹の
ための、ジオキソランの、独立試薬としての、またはエタノール、キシレンなどといった
その他の試薬との混合物としての使用。特定の例として、以下が挙げられる：
　　ａ）脱水のための９５～１００パーセントエタノールの使用と、それに続く、透徹の
ための１，３－ジオキソランの使用；
　　ｂ）脱水のためのエタノール－イソプロピルアルコール混合物（７０：３０ｖ／ｖ）
の使用と、それに続く、透徹のための１，３－ジオキソランの使用；
　　ｃ）脱水のためのアセトン－イソプロピルアルコール－エチレングリコール混合物の
使用と、それに続く、透徹のための１，３－ジオキソランの使用；
　　ｄ）脱水のための７０パーセント試薬エタノール（１～１０パーセントイソプロパノ
ールおよびメタノールを用いて変性された無水エタノール）の使用と、それに続く、透徹
のための１，３－ジオキソランの使用；および
　　ｅ）最大２パーセント酢酸を含む９５～１００パーセント試薬エタノールの使用と、
それに続く、透徹のための１，３－ジオキソランの使用。
　２．透徹のための１，３－ジオキソラン－試薬エタノール混合物（例えば、８０：２０
、８５：１５、９０：１０、９５：５ｖ／ｖ）の使用。
　３．組織脱水を達成するための脱水混合物の一部としてのジオキソランの使用および独
立型の透徹試薬として、または上記で列挙されたものなどの透徹混合物の一部のいずれか
としての、透徹を達成するための再度のジオキソランの使用。脱水のための代表的な混合
物として、試薬エタノール（例えば、エタノール）１，３－ジオキソラン混合物（７０：
３０；５０：５０および３０：７０ｖ／ｖ）が挙げられる。
　４．組織へのワックスの浸潤を促進するための、パラフィンワックス中の添加剤（例え
ば、パラフィン中、最大２０パーセントジオキソラン）としてのジオキソランの使用。
【００１６】
　脱水、透徹または浸潤プロセスのためのジオキソランを含む組成物は、一般に、数時間
の長さである従来の処理プロトコールのために、またはより短い時間の短いプロトコール
のために（例えば、６０分以下）、従来の組織処理装置で使用され得る。ジオキソランを
含む組成物はまた、最大７０℃試薬処理温度の高温で実施される処理プロトコールのため
に従来の組織処理装置でこのようなプロセスにおいて使用され得る。例えば、ジオキソラ
ンを単独で、または透徹のための混合物の一部として組織脱水のための試薬アルコールと
ともに含む組成物が、処理に熱を加えない操作温度で、または６０℃の高温の試薬温度で
実施され得る。浸潤プロセスのためには、ジオキソランを含む組成物は、およそ６５～７
０℃の温度でパラフィンと組み合わされ得る。
【００１７】
　ジオキソランを含む組成物はまた、通常の大きさの組織に対して約６０分の、およびよ
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り小さい組織（生検、コアなど）に対してより短い期間の一般的な処理プロトコールのた
めにマイクロ波補助組織処理を用いる場合に、脱水剤、透徹剤または浸潤剤として使用す
るのにも適している。
【実施例】
【００１８】
　以下は、解析前処理におけるジオキソランを含む組成物の使用の具体例を表す。
【実施例１】
【００１９】
　組織を切断し、１０パーセント中性緩衝ホルマリン中で６～２４時間固定した。次いで
、組織を、試薬アルコール（９０～１００パーセント）中に３０分間入れた。次いで、組
織を、１，３－ジオキソラン中に４０分間入れ、マイクロ波処理を用いた。最後に、組織
を、約６５℃の１，３－ジオキソラン（５パーセントｖ／ｖ）と混合したパラフィン中に
４０分間入れることによって浸潤させた。
【実施例２】
【００２０】
　組織を切断し、１０パーセント中性緩衝ホルマリン中で６～２４時間固定した。次いで
、組織を、２種の連続した試薬アルコール（９５～１００パーセント）ステーション中に
、各１５分間（または１種の試薬アルコールステーション中に３０分間）入れた。次いで
、組織を、２種の連続した１，３－ジオキソランステーション中に各１５分間入れた。最
後に、組織を、２種の連続したパラフィン（６５℃）ステーション中に各１５分間入れる
ことによって浸潤させた。
【実施例３】
【００２１】
　組織を切断し、１０パーセント中性緩衝ホルマリン中で６～２４時間固定した。次いで
、組織を、２種の連続した試薬アルコール（９５～１００パーセント）ステーション中に
各３０分間（または１種の試薬アルコールステーション中に３０～６０分間）入れた。次
いで、組織を２種の連続した１，３－ジオキソランステーション中に各３０分間入れた。
最後に、組織を２種の連続したパラフィン（６５℃）ステーション中に各３０分間入れる
ことによって浸潤させた。
【実施例４】
【００２２】
　この実施例では、実施例２の処理プロトコールをたどり、１，３－ジオキソランステッ
プおよびパラフィンステップに対してマイクロ波補助によって処理を行った。
【００２３】
　上記の実施例は、脱水、透徹または浸潤である生体サンプルの処理におけるアセタール
溶媒（例えば、ジオキソラン）の使用に主に関連していた。アセタール溶媒はまた、固定
液としても使用され得る。
【００２４】
　１，３－ジオキソランのビルディングブロックは、例えば、ホルムアルデヒドおよびエ
チレングリコールまたはエチレンオキシドである。１，３－ジオキソランまたはホルマー
ルグリコールは、ブレンステッド酸触媒もしくはルイス酸触媒の存在下でのホルムアルデ
ヒドのエチレングリコールとの縮合反応によって、または四塩化スズ（ＳｎＣｌ４）、テ
トラエチルアンモニウムブロミド（ＣＨ３ＣＨ２）４ＮＢｒもしくはトルエンスルホン酸
（ＴｓＯＨ）などの触媒の存在下でのホルムアルデヒドのエチレンオキシドとの反応のい
ずれかによって工業的に製造される。逆に、ホルムアルデヒドは、加水分解またはその他
の方法によって１，３－ジオキソラン分子を切断することによって得ることができる。
【００２５】
　種々の文献に、アセタールからアルデヒドを形成するための方法が引用されている。１
，３－ジオキソランの加水分解は、縮合反応を逆転させて、比較的穏やかな条件でホルム
アルデヒドおよびエチレングリコールを生成させる。反応は、１，３－ジオキソラン中に
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塩酸を添加することによって実施され得る。規定度（Ｎ）および容量を変更することによ
って、反応において種々の量のホルムアルデヒドが生成し得る。６Ｎ　ＨＣｌの使用は、
例えば、室温で約４時間で、各モルの１，３－ジオキソランに対して１モルのホルムアル
デヒドを提供する。
【００２６】
　室温で３０分から８時間の期間、触媒としてアセトンおよびインジウム（ＩＩＩ）トリ
フルオロメタン－スルホネート（Ｉｎ（ＯＴｆ）３）の存在下で、アセタールおよびケタ
ールの脱保護が示された。反応は、１００℃でマイクロ波の使用によって加速され、反応
は５分～１５分で完了され得る。
【００２７】
　湿潤ニトロメタン中、室温での環状アセタールの化学選択的切断のために、穏やかなル
イス酸触媒Ｅｒ（ＯＴｆ）３を使用した。同様に、ほぼ中性ｐＨでの触媒セリウム（ＩＩ
Ｉ）トリフレートを使用することによる湿潤ニトロメタン中のアセタールの切断のための
化学選択的方法は、１～２４時間の期間で高収率を提供した。
【００２８】
　触媒量のヨウ素の存在下、中性条件下での、数分内での優れた収率での非環式および環
式アセタールの脱保護も報告されている。
【００２９】
　一実施形態では、触媒、温度、圧力、水の添加、マイクロ波およびそれらの組合せによ
って、系およびプロセスに入れられた１種以上の組織とともにその場で、または組織（単
数または複数）の添加の直前のいずれかで１，３－ジオキソランが切断される系およびプ
ロセスが記載されている。１，３－ジオキソランの一部は、加水分解を受けて、ホルムア
ルデヒドを生成し、これは、組織（単数または複数）の固定に役立ち、系中の１，３－ジ
オキソラン残りの部分は、組織（単数または複数）を同時に脱水および透徹することによ
る組織（単数または複数）の処理で補助するために利用可能である。記載されるプロセス
は、試薬アルコール、エタノール、メタノール、イソプロピルアルコール、アセトンまた
は組織透徹を改善する脱水のための種々の濃度の同様の脱水剤を通して入れられる組織と
ともに使用され得る。
【００３０】
　典型的には、ヒトまたは動物組織を集め、１，３－ジオキソランを含有する密閉可能な
容器または反応チャンバー中に入れる。容器に、水および数滴の塩酸を添加する。加水分
解を、温度および圧力の相対的に穏やかなまたは室内条件下で実施して、ホルムアルデヒ
ドおよびエチレングリコールを生成する。反応において得られたホルムアルデヒドガスは
水に溶解されて、ホルマリン固定液を生成する。このプロセスは、バッファー試薬を添加
して実施できる。反応はまた、ルイス酸、ブレンステッド酸およびその他の市販の触媒の
使用によって触媒され得る。
【００３１】
　１，３－ジオキソランなどのアセタールを使用する固定は、新たに得られた、予め凍結
されているか、または予め脱水されている組織で実施され得る。１，３－ジオキソランか
ら得られるホルムアルデヒドは、文献において入手可能な種々の方法によって得ることが
できる。１，３－ジオキソランの加水分解反応は、種々のプロトンドナー酸触媒、例えば
、塩酸（ＨＣｌ）、硫酸（Ｈ２ＳＯ４）、トルエンスルホン酸触媒などの市販の酸をベー
スとする触媒ならびにそれだけには限らないが、ヨウ素、臭素、セリウム（ＩＩＩ）トリ
フレートおよびインジウム（ＩＩＩ）トリフルオロメタンスルホネートを含めたルイス酸
によって達成され得る。系のｐＨは、リン酸などのバッファー化学物質を使用することに
よって制御され得る。加水分解反応において使用される酸の濃度の変動は、反応の速度お
よびホルムアルデヒドの収率を変更する。１，３－ジオキソラン、脱イオン（Ｄ．Ｉ．）
水および触媒の割合は、反応の速度を変更するために、またホルムアルデヒドの収率を変
更するために変更され得る。反応の速度は、反応温度を変更することによって変更および
変化され得る。より高い温度は、反応の速度を増大し、より低い温度は、低減する。マイ
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クロ波は、反応の速度を最適化するために使用され得る。
【実施例５】
【００３２】
　組織固定液としてのジオキソランの使用の一例：
　７９．５ｇｍ．の１，３－ジオキソランに、１９．５ｇｍ．の純水を添加する。新たに
得たものであっても、予め凍結されたものであっても、脱水されたものであってもよい組
織を、１，３－ジオキソランおよび水の混合物中に入れる。この系に、数滴（例えば、２
～４滴）の６Ｎ塩酸を添加し、ホルムアルデヒドガスの逸脱を避けるために反応チャンバ
ーを閉じる。均一混合物を得るために混合が行われる。ジオキソランの酸触媒添加された
加水分解反応物は、エチレングリコールおよびホルムアルデヒドを生成し、これは、未反
応の水中に溶解すると予測される。新たに形成されたホルマリンは、組織中のタンパク質
と反応して、固定を達成し、一方で、ジオキソランは、脂質を除去することによって組織
の透徹で役立つ。
【００３３】
実施
　実施１は、身体から採取した生体サンプルを、アセタール溶媒を含む組成物を用いて処
理することを含む方法である。
【００３４】
　実施２では、実施１の方法のアセタール溶媒は、ジオキソランを含む。
【００３５】
　実施３では、実施１または２の方法の生体サンプルの処理は、生体サンプルを固定化す
ることを含む。
【００３６】
　実施４では、実施３の方法のアセタール溶媒は、ジオキソランであり、生体サンプルを
固定化することは、生体サンプルを、ジオキソラン、触媒および水を含む混合物と接触さ
せることを含む。
【００３７】
　実施５では、実施１の方法は、生体サンプルを組成物を用いて処理する前に、生体サン
プルを固定することを含む。
【００３８】
　実施６では、実施５の方法は、生体サンプルを固定した後に、生体サンプルを脱水およ
び透徹することを含み、生体サンプルを組成物を用いて処理することは、少なくとも１種
の脱水および透徹の少なくとも一部として処理することを含む。
【００３９】
　実施７では、実施６の方法は、生体サンプルを組成物を用いて処理する前に、固定され
た生体サンプルを脱水することを含む。
【００４０】
　実施８では、実施７の方法の脱水は、固定された生体サンプルを、アルコールを含む脱
水組成物を用いて処理することを含む。
【００４１】
　実施９では、実施７の方法の脱水組成物は、アセトンおよびグリコールのうち少なくと
も１種を含む。
【００４２】
　実施１０では、実施６の方法の脱水は、固定された生体サンプルを、組成物を含む脱水
組成物を用いて処理することを含む。
【００４３】
　実施１１では、実施５の方法は、生体サンプルを固定した後に、生体サンプルを脱水、
透徹することおよび生体サンプルを浸潤させることを含み、生体サンプルを組成物を用い
て処理することは、生体サンプルを浸潤させることの少なくとも一部として処理すること
を含む。
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【００４４】
　実施１２では、実施１１の方法の組成物は、パラフィンをさらに含む。
【００４５】
　実施１３では、実施２または３の方法のジオキソランは、１，３－ジオキソランを含む
。
【００４６】
　実施１４は、固定化、脱水、透徹および浸潤プロセスの少なくとも１種として、身体か
ら採取した組織を、アセタール溶媒を含む組成物と接触させることを含む方法である。
【００４７】
　実施１５では、実施１～１４のいずれかの方法の生体サンプルは、組織を含む。
【００４８】
　実施１６では、実施１４の方法のアセタール溶媒は、ジオキソランを含む。
【００４９】
　実施１７では、実施１４～１６のいずれかの方法のプロセスは、固定化プロセスである
。
【００５０】
　実施１８では、実施１６の方法のジオキソランは、１，３－ジオキソランを含む。
【００５１】
　実施１９では、実施１４の方法のプロセスは、透徹プロセスである。
【００５２】
　実施２０では、実施１９の方法は、生体サンプルを別の透徹剤と接触させることをさら
に含む。
【００５３】
　実施２１では、実施２０の方法の別の透徹剤は、炭化水素透徹剤および酸素ベースの官
能基を有する炭化水素透徹剤のうち少なくとも１種を含む。
【００５４】
　実施２２では、ジオキソランおよび実施２０の方法の別の透徹剤は、混合物を含む。
【００５５】
　実施２３では、実施１２～１４のいずれかの方法のプロセスは、脱水プロセスである。
【００５６】
　実施２４では、実施２０の方法は、組織をアルコールと接触させることをさらに含む。
【００５７】
　実施２５では、実施２４の方法のアセタール溶媒およびアルコールは、混合物を含む。
【００５８】
　実施２６では、実施１４の方法のプロセスは、浸潤プロセスである。
【００５９】
　実施２７では、実施２６の方法は、生体サンプルをパラフィンワックスと接触させるこ
とをさらに含む。
【００６０】
　実施２８では、実施２７の方法のジオキソランおよびパラフィンは、混合物を含む。
【００６１】
　実施２９では、実施１～２８のいずれかの方法によって作製された組織サンプルなどの
固定された生体サンプル。
【００６２】
　上記の記載では、説明目的で、実施形態の十分な理解を提供するために多数の具体的な
詳細が示されてきた。しかし、当業者には、これらの具体的な詳細の一部を伴わずに、１
種以上のその他の実施形態が実行され得るということは明らかであろう。記載される特定
の実施形態は、本発明を制限するために提供されるのではなく、それを例示するために提
供される。本発明の範囲は、上記で提供される具体例によって決定されてはならず、以下
の特許請求の範囲によってのみ決定される。その他の例では、周知の構造、装置および運
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用は、記載の理解を不明瞭にすることを避けるために、ブロック図の形態で、または詳細
は伴わずに示されている。適当と考えられる場合には、参照数字または参照数字の末端部
分は、任意選択で、同様の特徴を有し得る、対応するまたは類似の要素を示すために図の
間で反復されている。
【００６３】
　本明細書を通じて「一実施形態（ｏｎｅ　ｅｍｂｏｄｉｍｅｎｔ）」、「一実施形態（
ａｎ　ｅｍｂｏｄｉｍｅｎｔ）」、「１種以上の実施形態（ｏｎｅ　ｏｒ　ｍｏｒｅ　ｅ
ｍｂｏｄｉｍｅｎｔｓ）」または「種々の実施形態（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｍｂｏｄｉ
ｍｅｎｔｓ）」への言及は、例えば、特定の特徴が、本発明の実施に含まれ得ることを意
味すると理解されなければならない。同様に、当然のことではあるが、本開示内容を合理
化し、種々の発明の態様の理解を補助する目的で、本記載において、種々の特徴が、単一
の実施形態、図またはその説明に一緒にグループ化されることがある。しかし、この開示
の方法は、本発明が各特許請求の範囲において明確に列挙されるものよりも多くの特徴を
必要とするという意図を反映すると解釈されてはならない。むしろ、以下の特許請求の範
囲が反映するように、発明の態様は、単一の開示された実施形態のすべての特徴より少な
いものであり得る。したがって、詳細な説明の後の特許請求の範囲は、この詳細な説明に
ここで明確に組み込まれ、各特許請求の範囲は、本発明の別個の実施形態として独立する
。
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