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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　トレハロース及びレプチンを含む細胞保存用試薬。
【請求項２】
　更に、少なくとも１つのカオトロープ、キレート剤、バッファー、および代謝修飾因子
を含む、請求項１に記載の細胞保存用試薬。
【請求項３】
　前記キレート剤が、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、ＢＡＰＴＡ、イミダゾール、イミノジアセテ
ート（ＩＤＡ）、及びビス（５－アミジノ－２－ベンゾイミダゾリル）メタン（ＢＡＢＩ
Ｍ）からなる群から選択される、請求項２に記載の細胞保存用試薬。
【請求項４】
　前記少なくとも一つのカオトロープが、チオシアン酸ナトリウム、Ｈ２ＰＯ４

－、ＨＣ
Ｏ３

－、Ｉ－、Ｃｌ－、ＮＯ３
－、ＮＨ４

＋、Ｃｓ＋、Ｋ＋、グアニジニウム、グアニジ
ニウムのすべての塩、Ｂｒ－、及びＲｂ＋からなる群から選択される、請求項２又は３に
記載の細胞保存用試薬。
【請求項５】
　前記代謝修飾因子が、極性非プロトン性溶媒、ＤＭＳＯ、アセトン、Ｎ，Ｎ－ジメチル
ホルムアミド、およびアセトニトリルからなる群から選択される、請求項２～４のいずれ
か一項に記載の細胞保存用試薬。
【請求項６】
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　前記レプチンの最終濃度が、０．００１Ｍ～０．５Ｍである、請求項２～５のいずれか
一項に記載の細胞保存用試薬。
【請求項７】
　前記キレート剤の最終濃度が、０．００５Ｍ～２Ｍ、０．００５Ｍ～０．１Ｍ、又は０
．０１Ｍ～２Ｍである、請求項２～６のいずれか一項に記載の細胞保存用試薬。
【請求項８】
　前記トレハロースの最終濃度が、０．１Ｍ～２Ｍである、請求項２～７のいずれか一項
に記載の細胞保存用試薬。
【請求項９】
　組織サンプル、及び請求項１～８のいずれか一項に記載の細胞保存用試薬を含む混合物
。
【請求項１０】
　前記組織サンプルが、癌組織サンプルである、請求項９に記載の混合物。
【請求項１１】
　前記組織サンプルが、少なくとも７２時間、９６時間まで、又は１２０時間まで、前記
細胞保存用試薬に接触している、請求項９又は１０に記載の混合物。
【請求項１２】
　組織サンプルの遺伝子発現分析のための試薬を製造するための方法であって、少なくと
も１つのカオトロープを提供するステップ、少なくとも１つのコスモトロープを提供する
ステップ、キレート剤を提供するステップ、バッファーを提供するステップ、アポトーシ
ス基質を提供するステップ、代謝修飾因子を提供するステップ、ならびにカオトロープ、
コスモトロープ、キレート剤、バッファー、アポトーシス基質、および代謝修飾因子を混
合するステップを含み、ここで、前記少なくとも１つのコスモトロープがトレハロースで
あり、前記アポトーシス基質がレプチンである、方法。
【請求項１３】
　前記少なくとも１つのコスモトロープがα，α－トレハロースであり、前記アポトーシ
ス基質がレプチンである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記キレート剤が、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、ＢＡＰＴＡ、イミダゾール、イミノジアセテ
ート（ＩＤＡ）、及びビス（５－アミジノ－２－ベンゾイミダゾリル）メタン（ＢＡＢＩ
Ｍ）からなる群から選択される、請求項１２又は１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記キレート剤の最終濃度が、０．００５Ｍ～２Ｍ、０．００５Ｍ～０．１Ｍ、又は０
．０１Ｍ～２Ｍである、請求項１２～１４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１６】
　更に、トレハロースとは異なるコスモトロープを含む、請求項１～８のいずれか一項に
記載の細胞保存用試薬。
【請求項１７】
　前記少なくとも１つのコスモトロープを提供するステップが、第１のコスモトロープを
提供するステップと、該第１のコスモトロープとは異なる第２のコスモトロープを提供す
るステップとを含む、請求項１２～１５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、外科的に切除された癌組織の安定化、保存、および生存能についての試薬お
よび試薬の組成物を生成するための方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　切除された組織から癌細胞を検出するための病理分析のための外科的な組織収集は、数
十年間、癌診断における標準的な手段であった。組織サンプル収集についての現在のプロ
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トコールは、切除された組織が収集され、ホルマリン溶液中に置かれ、次いで、染色およ
び分析のために病理研究所へ輸送されるのを必要とする。あいにく、ホルマリンは、細胞
を固定し（たとえば、細胞を死滅させ）、その過程で、ゲノム試験（ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、
およびタンパク質バイオマーカー分析ならびに遺伝子発現研究）分析を正確に行う能力に
問題をもたらす、細胞の完全性における著しい変化を引き起こす。
【０００３】
　リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応技術（ＲＴ－ＰＣＲ）によるゲノム試験などのよう
な分子技術は、癌細胞において見つけられた、ある遺伝子発現パターンに応答することが
示された特定の化学療法に、ある癌をマッチさせることができる程度まで発展した。した
がって、患者から切除された癌細胞の正確な遺伝子発現パターンを得ることができること
は、個別化された化学療法を設計することによる個人化された医療および他の処置を可能
にする。これは、処置パラダイムにおける非常に重要な転換となり、近い将来にケアの標
準になるであろう。
【０００４】
　ホルマリン中に保存された癌組織サンプルは、遺伝子発現分析を完了するための生存可
能な組織サンプルではない。ホルマリンが組織サンプルに対して遺伝子発現分析を実現す
るのに好適な試薬ではない１つの理由は、ホルマリンが、タンパク質のゆっくりした架橋
を引き起こし、網目構造にし、貴重な標的タンパク質は、それらが分解から保護されない
ので、ホルマリン処置によって破壊され得ることである。
【０００５】
　さらに、ホルマリンが組織サンプルに浸透すると、細胞死（アポトーシス）が起こる。
癌細胞は、それらが代謝プリプログラム（ｐｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ）アポトーシスを
有し、したがって、アポトーシスの加速がホルマリン中で起こるので、特有である。組織
サンプル中の細胞が死ぬと、全細胞集団のサブセットは溶解し、細胞死の加速をさらに引
き起こす、広範囲の内部の調節酵素を放出する。多くのこれらの酵素は、分子ゲノム分析
において使用される標的核酸ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、調節タンパク質、および関連す
るバイオマーカーを分解するまたは破壊するであろう。固定処置の間に、ホルマリンが組
織サンプル中の細胞を死滅させるが、一方で、遺伝子発現は不安定になり得、また、重要
な遺伝子のゲノム発現は、過少発現されるまたは過剰発現されるようになり、ある癌遺伝
子の発現について不正確な値をもたらし得る。化学療法決定が選択された遺伝子由来の特
定のｍＲＮＡについてのレベルに基づく場合、これは大問題となる。したがって、ホルマ
リン中に固定された癌細胞の正確なゲノム試験は、現在、可能ではない。
【０００６】
　ホルマリンによる組織サンプル中のタンパク質および細胞の固定が起こるのに約４８時
間かかることもまた注目されるべきである。ホルマリン処置は、患者からの組織収集の時
に遺伝子の発現がどれほどであるかの決定をそれほど厳密ではないものにする。
【０００７】
　一般に、組織固定から得られた遺伝子のデータの科学的な有用性は、組織の質およびゲ
ノム試験についてのその組織の有用性に直接関係する。現在、ホルマリン固定は、正確な
遺伝子の発現情報を得るのにあまり有用ではない。したがって、収集されたサンプルが遺
伝子試験のための正確な遺伝子発現マーカーを含むように、組織サンプルを固定する試薬
についての必要性がある。
【０００８】
　ホルマリンほど危険ではない組織サンプル固定試薬についての必要性もまたある。あい
にく、ホルマリンは、使用者に対する癌の著しい危険性ならびにホルマリンを含有する産
物の使用および処分について、重要な州および連邦規則を伴う。
【０００９】
　本発明は、患者から外科的に摘出された癌組織の収集を可能にする試薬および試薬の組
成物を製造するための方法であって、組織サンプル中の癌細胞の遺伝子の細胞の情報が、
生存可能な状態で維持され、組織サンプルを遺伝子の発現分析に適したものにする方法を
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開示する。
【発明の概要】
【００１０】
　本発明は、サンプル中の細胞の遺伝子の発現分析を可能にする、生検サンプルなどのよ
うな組織サンプルについての細胞生存能試薬を産生するための新規な方法を開示する。
【００１１】
　組織サンプルについての試薬を産生するための方法のほとんどの実施形態では、方法は
、少なくとも１つのカオトロープを提供するステップ、少なくとも１つのコスモトロープ
（ｋｏｓｍｏｔｒｏｐｅ）を提供するステップ、キレート剤を提供するステップ、バッフ
ァーを提供するステップ、アポトーシス基質を提供するステップ、代謝修飾因子を提供す
るステップ、および組織サンプルの遺伝子発現分析を可能にするような形でカオトロープ
、コスモトロープ、キレート剤、バッファー、アポトーシス基質、および代謝修飾因子を
混合するステップを含む。
【００１２】
　組織サンプルについての試薬を産生するための方法の多くの実施形態では、アポトーシ
ス基質が、癌細胞アポトーシス基質であり、組織サンプルが、外科的に切除された癌組織
である。
【００１３】
　本発明の方法のほとんどの実施形態では、組織サンプルについての試薬において、カオ
トロープの最終濃度が、約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒであり、コスモトロープが
、約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒであり、キレート剤が、約０．１Ｍｏｌａｒ～約
２Ｍｏｌａｒであり、アポトーシス基質が、約０．００１Ｍｏｌａｒ～約０．５Ｍｏｌａ
ｒである。
【００１４】
　本発明の方法のある実施形態では、カオトロープが、ＳＣＮ－（チオシアン酸ナトリウ
ム）、Ｈ２ＰＯ４

－、ＨＣＯ３
－、Ｉ－、Ｃｌ－、ＮＯ３

－、ＮＨ４
－、Ｃｓ、Ｋ＋、（

ＮＨ４）Ｃ＋グアニジニウム、グアニジニウム、Ｂｒ、またはＲｂのすべての塩からなる
群から選択される。
【００１５】
　試薬を作製するための方法のいくつかの実施形態では、少なくとも１つのコスモトロー
プが、グリセロール、トリメチルアミンＮ－オキシド、エクトイン（Ｅｃｔｏｉｎｅ）、
ａａ－トレハロース、３－ジメチルスルホニオプロピオナート、グルコース、デキストラ
ン、またはＤ－ラクトースからなる群から選択される。
【００１６】
　他の実施形態では、キレート剤が、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、またはＢＡＢＴＡからなる群
から選択される。
【００１７】
　本発明の方法の他の実施形態では、バッファーが、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩ
Ｓプロパン、ＨＥＰＥＳ、ＨＥＰＥＳナトリウム塩、ＭＥＳ、ＭＥＳナトリウム塩、ＭＯ
ＰＳ、ＭＯＰＳナトリウム塩、ナトリウム塩、またはリン酸ナトリウムバッファー（一塩
基、三塩基ＰＯ４）からなる群から選択される。
【００１８】
　方法の他の実施形態では、アポトーシス基質が、ＤＭＳＯ、レプチン、グリシンベタイ
ン、クエン酸カリウム、トリメチルアミン、プロリン、ＮＤＳＢ　１９５、ＭＬ－アルギ
ニン、キシリトール、亜セレン酸ナトリウム、ＮＤＳＢ　２０１、ＣｕＣＬ２、またはＣ
ＴＡＢからなる群から選択される。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、代謝修飾因子が、極性非プロトン性溶媒、ＤＭＳＯ、アセト
ン、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、またはアセトニトリルからなる群から選択される。
【００２０】
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　ほとんどの実施形態では、試薬を産生するための方法が、少なくとも１つのカオトロー
プを追加し、その後、キレート剤を追加し、その後、代謝修飾因子を追加し、その後、第
１のコスモトロープを追加し、その後、バッファーを追加し、その後、第１のコスモトロ
ープとは異なる第２のコスモトロープを追加し、その後、最後に、アポトーシス基質を追
加する一連の順序で、一定分量の精製水に試薬の様々な構成成分を追加するステップをさ
らに含む。
【００２１】
　本発明の多くの実施形態では、カオトロープが、ＳＣＮ－（チオシアン酸ナトリウム）
であり、第１のコスモトロープが、グリセロールであり、第２のコスモトロープが、ａａ
－トレハロースであり、キレート剤が、ＥＤＴＡであり、バッファーが、リン酸ナトリウ
ムバッファー（一塩基、三塩基ＰＯ４）であり、細胞アポトーシス基質が、レプチンであ
り、代謝修飾因子が、ＤＭＳＯである。
【００２２】
　他の実施形態では、組織サンプルを分析するための試薬を製造するための方法が、一定
分量の精製水を提供するステップ、以下の順序で精製水に試薬の構成成分を追加するステ
ップ：チオシアン酸ナトリウム、ＥＤＴＡ、ＤＭＳＯ、グリセロール、リン酸カリウムバ
ッファー、およびａａ－トレハロースを追加し、その後、ヒトレプチンを追加する、なら
びに組織サンプルまたは生検の正確な遺伝子の発現分析を可能にする形で様々な構成成分
のそれぞれの追加の間に構成成分を混合するステップを含む。
【００２３】
　いくつかの実施形態では、組織サンプルを分析するための試薬を製造するための方法が
、一定分量の精製水を提供するステップ、以下の順序で精製水に試薬の構成成分を追加す
るステップ：少なくとも１つのカオトロープを追加し、その後、キレート剤を追加し、そ
の後、代謝修飾因子を追加し、次いで、第１のコスモトロープを追加し、次いで、バッフ
ァーを追加し、その後、第２の異なるコスモトロープを追加し、その後、アポトーシス基
質を追加する、および組織サンプルの正確な遺伝子の発現分析を可能にする形で構成成分
のそれぞれの追加の間に構成成分を混合するステップを含む。
【００２４】
　ほとんどの実施形態では、遺伝子の発現分析を可能にする組織サンプルを調製するため
の試薬が、少なくとも１つのカオトロープ、少なくとも１つのコスモトロープ、キレート
剤、バッファー、アポトーシス基質、および代謝修飾因子を含む。
【００２５】
　癌組織サンプルを分析するために、アポトーシス基質は、癌細胞アポトーシス基質とす
る。
【００２６】
　試薬のほとんどの実施形態について、カオトロープについての最終濃度が、約０．１Ｍ
ｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒであり、少なくとも２つのコスモトロープが、それぞれのコス
モトロープについて約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒであり、キレート剤が、約０．
１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒであり、アポトーシス基質が、約０．００１Ｍｏｌａｒ～
約０．５Ｍｏｌａｒである。
【００２７】
　試薬の特定の実施形態では、カオトロープが、ＳＣＮ－（チオシアン酸ナトリウム）で
あり、コスモトロープが、グリセロールおよびａａ－トレハロースであり、キレート剤が
、ＥＤＴＡであり、バッファーが、リン酸ナトリウムバッファー（一塩基、三塩基ＰＯ４

）であり、細胞アポトーシス基質が、レプチンであり、代謝修飾因子が、ＤＭＳＯである
。
【００２８】
　試薬のいくつかの実施形態では、カオトロープが、ＳＣＮ－（チオシアン酸ナトリウム
）、Ｈ２ＰＯ４

－、ＨＣＯ３
－、Ｉ－、Ｃｌ－、ＮＯ３

－、ＮＨ４
－、Ｃｓ、Ｋ＋、（Ｎ

Ｈ４）Ｃ＋グアニジニウム、グアニジニウム、Ｂｒ、またはＲｂのすべての塩からなる群
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から選択される。
【００２９】
　試薬の他の実施形態では、コスモトロープが、グリセロール、トリメチルアミンＮ－オ
キシド、エクトイン、ａａ－トレハロース、３－ジメチルスルホニオプロピオナート、グ
ルコース、デキストラン、またはＤ－ラクトースからなる群から選択される。
【００３０】
　試薬の他の実施形態では、キレート剤が、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、またはＢＡＢＴＡから
なる群から選択される。
【００３１】
　いくつかの実施形態における保存用試薬は、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳプロ
パン、ＨＥＰＥＳ、ＨＥＰＥＳナトリウム塩、ＭＥＳ、ＭＥＳナトリウム塩、ＭＯＰＳ、
ＭＯＰＳナトリウム塩、ナトリウム塩、またはリン酸ナトリウムバッファー（一塩基、三
塩基ＰＯ４）からなる群から選択されるバッファーを含む。
【００３２】
　試薬の他の実施形態では、アポトーシス基質が、ＤＭＳＯ、レプチン、グリシンベタイ
ン、クエン酸カリウム、トリメチルアミン、プロリン、ＮＤＳＢ　１９５、ＭＬ－アルギ
ニン、キシリトール、亜セレン酸ナトリウム、ＮＤＳＢ　２０１、ＣｕＣＬ２、またはＣ
ＴＡＢからなる群から選択される。
【００３３】
　しかし、試薬の他の実施形態は、極性非プロトン性溶媒、ＤＭＳＯ、アセトン、Ｎ，Ｎ
－ジメチルホルムアミド、またはアセトニトリルからなる群から選択される代謝修飾因子
を含む。
【００３４】
　本明細書において確認される特許および刊行物はすべて、それらの全体が参照によって
本明細書において組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００３５】
【図１】本発明に従って組織サンプルの遺伝子の発現分析を可能にする、外科的に摘出さ
れた組織についての試薬を産生するための方法の一実施形態を示す図である。
【図２】本発明に従って組織サンプルの遺伝子の発現分析を可能にする、外科的に摘出さ
れた組織、特に癌性組織についての試薬を製造するための方法の一実施形態を示す図であ
る。
【図３Ａ】組織サンプルを保存するために使用される試薬の構成成分および本発明に従う
それぞれの構成成分の一連の追加の一実施形態を示す製剤シートを示す図である。
【図３Ｂ】組織サンプルを保存するために使用される試薬の構成成分および本発明に従う
それぞれの構成成分の一連の追加の一実施形態を示す製剤シートを示す図である。
【図４】従来の保存用試薬と、本発明に従う細胞保存用試薬の一実施形態の使用を比較す
る、定着させたＬＮＣａ－ＦＧＣ細胞由来のＰＧＫ遺伝子のｒｔＰＣＲ結果を示す図であ
る。
【図５】従来の試薬と、本発明に従う細胞保存用試薬の一実施形態のｒｔＰＣＲ結果を比
較する、定着させたＰＣ３癌細胞由来のＰＢＧＤ遺伝子のｍＲＮＡコピーを示す図である
。
【図６】従来の保存用溶液と、保存用試薬の一実施形態の使用を比較する、様々な定着さ
せた腎臓癌細胞のＧ６ＰＤＨのｍＲＮＡコピーを示す図である。
【図７】定着させた腎臓癌細胞に対して使用される保存用試薬の３つの異なる実施形態を
比較する図である。
【発明を実施するための形態】
【００３６】
　特に指定のない限り、明細書および特許請求の範囲を含む本出願において使用される以
下の用語は、下記に示される定義を有する。本明細書および添付の特許請求の範囲におい



(7) JP 6465857 B2 2019.2.6

10

20

30

40

50

て使用されるように、文脈が明確に指示しない限り、単数形「１つの（ａ）」、「１つの
（ａｎ）」、および「その（ｔｈｅ）」は、複数形の指示物を含むことに注意されなけれ
ばならない。
【００３７】
　「任意選択の」または「任意選択で」は、続いて記載されるイベントまたは状況が、起
こってもよいが、起こる必要はないことならびに記載が、イベントまたは状況が起こる事
例および起こらない事例を含むことを意味する。
【００３８】
　用語「上記に定義されるもの」および「本明細書において定義されるもの」は、変数を
指す場合、変数の広範な定義ならびにもしあれば、好ましい、より好ましい、および最も
好ましい定義を参照によって組み込む。
【００３９】
　カオトロープという用語は、水分子と弱く相互作用し、タンパク質分子のまわりの水分
子水素結合ネットワークを破壊する化合物を指す。
【００４０】
　コスモトロープという用語は、水分子と強く相互作用し、タンパク質分子のまわりで典
型的に好都合な形で水分子を組織化する化合物を指す。生体材料安定化組成物は、いくつ
かの実施形態においてコスモトロープを含んでいてもよい。あらゆる特定の（１または複
数の）作用メカニズムに限定されないが、コスモトロープは、いくつかの実施形態におい
て、水性組成物中で水－水相互作用を安定化してもよいおよび／または改善してもよい。
コスモトロープの例は、限定を伴うことなく、グリセロール、プロリン（たとえばＬ－プ
ロリン）、トレハロース（たとえばＤ－（＋）トレハロース、Ｄ－（＋）トレハロース二
水和物））、ａａ－トレハロース、グリシンベタイン、グルコース、デキストロース、グ
ルタミン酸、および／またはアスパラギン酸を含んでいてもよい。コスモトロープの例は
、いくつかの実施形態において、ＳＯ４、ＨＰＯ４、Ｃａ＋２、Ｍｇ＋２、Ｌｉ＋、Ｎａ
＋、ＯＨ－、および／またはＰＯ４

－２を含んでいてもよい。
【００４１】
　バッファーという用語は、混合物に約４．５～約８．５のｐＨを与える化合物を指す。
いくつかの実施形態では、適したバッファーが、好適なバッファー（たとえばＨＥＰＥＳ
）、酢酸カリウム、リン酸ナトリウム、重炭酸カリウム、トリス（ヒドロキシアミノ）メ
タン（Ｔｒｉｓ）、およびその組み合わせから選択されてもよい。たとえば、バッファー
は、酢酸カリウム、酢酸ナトリウム、リン酸カリウム（一、三塩基）リン酸ナトリウム、
Ｔｒｉｓ、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジン－Ｎ’－（２－エタンスルホン酸）
（ＨＥＰＥＳ）バッファー、３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸（ＭＯＰＳ）バ
ッファー、２－［（２－アミノ－２－オキソエチル）アミノ］エタンスルホン酸（ＡＣＥ
Ｓ）バッファー、Ｎ－（２－アセトアミド）－２－イミノ二酢酸バッファー（ＡＤＡ）、
３－［（１，１－ジメチル－２－ヒドロキシエチル）アミノ］－２－プロパンスルホン酸
（ＡＭＰＳＯ）バッファー、Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル）－２－アミノエタン
スルホン酸（ＢＥＳ）バッファー、ビシン（Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチルグリシ
ン）バッファー、ビス－（２－ヒドロキシエチル）イミノ－トリス（ヒドロキシメチル）
メタン（Ｂｉｓ－Ｔｒｉｓ）バッファー、３－（シクロヘキシルアミノ）－１－プロパン
スルホン酸（ＣＡＰＳ）バッファー、３－（シクロヘキシルアミノ）－２－ヒドロキシ－
１－プロパンスルホン酸（ＣＡＰＳＯ）バッファー、２－（Ｎ－シクロヘキシルアミノ）
エタンスルホン酸（ＣＨＥＳ）バッファー、３－［Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチル
）アミノ］－２－ヒドロキシ－プロパンスルホン酸（ＤＩＰＳＯ）バッファー、Ｎ－（２
－ヒドロキシエチルピペラジン）－Ｎ’－（３－プロパンスルホン酸）（ＨＥＰＰＳ）バ
ッファー、Ｎ－（２－ヒドロキシエチル）ピペラジン－Ｎ’－（２－ヒドロキシプロパン
スルホン酸）（ＨＥＰＰＳＯ）バッファー、２－（Ｎ－モルホリン）エタンスルホン酸（
ＭＥＳ）バッファー、トリエタノールアミンバッファー、イミダゾールバッファー、グリ
シンバッファー、エタノールアミンバッファー、リン酸バッファー、３－（Ｎ－モルホリ
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ン）－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸（ＭＯＰＳＯ）バッファー、ピペラジン－Ｎ，
Ｎ’－ビス（２－エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）バッファー、ピペラジン－Ｎ，Ｎ’
－ビス（２－ヒドロキシプロパンスルホン酸）（ＰＯＰＳＯ）バッファー、Ｎ－トリス［
（ヒドロキシメチル）メチル］－３－アミノプロパンスルホン酸（ＴＡＰＳ）バッファー
、２－ヒドロキシ－３－［トリス（ヒドロキシメチル）メチルアミノ］－１－プロパンス
ルホン酸（ＴＡＰＳＯ）バッファー、Ｎ－［Ｔｒｉｓ（ヒドロキシメチル）メチル］－２
－アミノエタンスルホン酸（ＴＥＳ）バッファー、Ｎ－［Ｔｒｉｓ（ヒドロキシメチル）
メチル］グリシン（トリシン）バッファー、２－アミノ－２－メチル－１，３－プロパン
ジオールバッファー、２－アミノ－２－メチル－１－プロパノールバッファー、およびそ
の組み合わせを含んでいてもよい。
【００４２】
　キレート剤という用語は、金属依存性の酵素（たとえばデオキシリボヌクレアーゼ）に
対して有効なまま残っている金属が触媒作用（すなわち核酸分解）を支持するのに不十分
となるのと同じ程度まで、有効な金属（たとえばＭｇ２＋およびＣａ２＋）に結合し得る
化合物を指す。たとえば、金属非依存性の酵素は、ＤＮＡリガーゼ（たとえばＤ４　ＤＮ
Ａリガーゼ）、ＤＮＡポリメラーゼ（たとえばＴ７　ＤＮＡポリメラーゼ）、エキソヌク
レアーゼ（たとえばエキソヌクレアーゼ２、ラムダ－エキソヌクレアーゼ）、キナーゼ（
たとえばＴ４ポリヌクレオチドキナーゼ）、ホスファターゼ（たとえばＢＡＰおよびＣＩ
Ｐホスファターゼ）、ヌクレアーゼ（たとえばＢＬ３１ヌクレアーゼおよびＸＯヌクレア
ーゼ）、ならびにＲＮＡ修飾酵素（たとえばＲＮＡポリメラーゼ、ＳＰ６、Ｔ７、Ｔ３　
ＲＮＡポリメラーゼ、およびＴ４　ＲＮＡリガーゼ）を含んでいてもよい。
【００４３】
　キレート剤は、たとえばエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、［エチレンビス（オキ
シエチレンニトリロ）］四酢酸（ＥＧＴＡ）、および１，２－ビス（２－アミノフェノキ
シ）エタン－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＢＡＰＴＡ）、ならびに／またはその塩を含
んでいてもよい。キレート剤は、任意の望ましい濃度で存在してもよい。２つ以上のキレ
ート剤が単一の試薬中に含まれる場合、それぞれのキレート剤の濃度または組み合わせら
れたキレート剤の全濃度は、提供される範囲のいずれかの範囲内にあってもよい。いくつ
かの実施形態では、キレート剤が、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、ＢＡＰＴＡ、イミダゾール、イ
ミノジアセテート（ＩＤＡ）、ビス（５－アミジノ－２－ベンゾイミダゾリル）メタン（
ＢＡＢＩＭ）、および／またはその塩を含んでいてもよい。
【００４４】
　代謝修飾因子という用語は、試薬製剤内の化学物質の膜透過を最適化するように作用す
るおよび細胞、特に低酸素性癌細胞の遺伝子発現を安定化する浸透剤／代謝修飾因子を指
す。
【００４５】
　アポトーシスという用語は、多細胞生物において起こり得るプログラム細胞死（ＰＣＤ
）のプロセスである。生化学的な事象は、特徴的な細胞の変化（形態）および死亡に至る
。これらの変化は、小疱形成、細胞縮小、核断片化、クロマチン凝縮、および染色体ＤＮ
Ａ断片化を含む。（アポトーシス性ＤＮＡ断片化もまた参照されたい）。
【００４６】
　用語「アポトーシス基質」は、アポトーシスの低下において重要な構成成分となる化合
物または分子である。アポトーシス基質は、アポトーシスを予防し、かつ細胞安定性およ
び細胞成長を促進するために、他の試薬製剤構成成分と相乗的に働く。
【００４７】
　用語「遺伝子の発現分析」は、細胞の、特に癌細胞における過剰発現、過少発現、また
は特異的に発現される遺伝子の検出を扱う分析を指す。
【００４８】
　用語「～を過剰発現する」、「過剰発現」、または「過剰発現された」は、正常細胞と
比較して、通常癌細胞において、検出可能により大きなレベルで翻訳されるまたは転写さ
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れるタンパク質または核酸（ＲＮＡ）を区別なく指す。この用語は、正常細胞と比較した
、転写、転写後プロセシング、翻訳、翻訳後プロセシング、細胞の局在化（たとえば細胞
器官、細胞質、核、細胞表面）、ならびにＲＮＡおよびタンパク質の安定性による過剰発
現を含む。過剰発現は、ｍＲＮＡ（すなわちＲＴ－ＰＣＲ、ＰＣＲ、ハイブリダイゼーシ
ョン）またはタンパク質（すなわちＥＬＩＳＡ、免疫組織化学的技術）を検出するために
従来の技術を使用して検出することができる。過剰発現は、正常細胞と比較して。１０％
、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、またはそれ以上
とすることができる。ある事例では、過剰発現は、正常細胞と比較して、１倍、２倍、３
倍、４倍、またはそれ以上のレベルの転写または翻訳である。
【００４９】
　用語「～を過少発現する」、「過少発現」、もしくは「過少発現された」または「ダウ
ンレギュレートされた」は、正常細胞と比較して、癌細胞において、検出可能により低い
レベルで翻訳されるまたは転写されるタンパク質または核酸を区別なく指す。この用語は
、コントロールと比較した、転写、転写後プロセシング、翻訳、翻訳後プロセシング、細
胞の局在化（たとえば細胞器官、細胞質、核、細胞表面）、ならびにＲＮＡおよびタンパ
ク質の安定性による過少発現を含む。過少発現は、ｍＲＮＡ（すなわちＲＴ－ＰＣＲ、Ｐ
ＣＲ、ハイブリダイゼーション）またはタンパク質（すなわちＥＬＩＳＡ、免疫組織化学
的技術）を検出するために従来の技術を使用して検出することができる。過少発現は、コ
ントロールと比較して、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８
０％、９０％、またはそれ以下とすることができる。ある事例では、過少発現は、コント
ロールと比較して、１倍、２倍、３倍、４倍、またはそれ以下のレベルの転写または翻訳
である。
【００５０】
　用語「特異的に発現された」または「特異的に調節された」は、本発明との関連におい
て、少なくとも１つの他のサンプルと比較して、あるサンプルにおいて、一般に、非癌性
組織のサンプルと比較して、癌患者において、過剰発現された（アップレギュレートされ
た）または過少発現された（ダウンレギュレートされた）タンパク質または核酸を一般に
指す。
【００５１】
　本明細書において使用される用語「腫瘍」は、悪性か良性かにかかわらず、すべての新
生物細胞成長および増殖ならびにすべての前癌性および癌性細胞および組織を指す。
【００５２】
　用語「癌」および「癌性」は、無秩序な細胞成長によって典型的に特徴付けられる、哺
乳動物における生理学的状態を指すまたは説明する。癌の例は、乳癌、卵巣癌、結腸癌、
肺癌、前立腺癌、肝細胞癌、胃癌、膵癌、子宮頸癌、肝臓癌、膀胱癌、泌尿器系の癌、甲
状腺癌、腎臓癌、癌腫、黒色腫、および脳癌を含むが、これらに限定されない。
【００５３】
　生物学的または組織サンプルは、生検および検死サンプルなどのような組織の切片を含
む。生物学的サンプルは、真核生物、最も好ましくは、霊長動物（たとえばチンパンジー
もしくはヒト）、雌ウシ、イヌ、ネコなどのような哺乳動物、げっ歯動物（たとえばモル
モット、ラット、もしくはマウス）、ウサギ、もしくは鳥、爬虫類動物、または魚から典
型的に得られる。
【００５４】
　生検は、診断または予後評価のために組織サンプルを摘出するプロセスおよび組織検体
自体を指す。当技術分野において知られている任意の生検技術は、本発明の診断および予
後方法に適用することができる。適用される生検技術は、他の要因の中でも、評価される
ことになっている組織タイプ（たとえば肺など）、腫瘍のサイズおよびタイプに依存する
であろう。代表的な生検技術は、切除生検、切開生検、針生検、外科生検、および骨髄生
検を含むが、これらに限定されない。切除生検は、それを囲む、わずかな縁の正常組織と
全腫瘍の塊の摘出を指す。切開生検は、腫瘍の内部からの楔状の組織の摘出を指す。内視
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鏡検査またはＸ線検査の指針によってなされる診断または予後は、一般に標的組織の内部
から細胞の浮遊液を得る「コア針生検（ｃｏｒｅ－ｎｅｅｄｌｅ　ｂｉｏｐｓｙ）」また
は「細針吸引生検」を必要とし得る。
【００５５】
　治療上の処置および癌療法は、化学療法、ホルモン療法、放射線療法、免疫療法、およ
び生物学的（標的）療法を指す。
【００５６】
　ＰＣＲという用語は、ポリメラーゼ連鎖反応を指す。これは、ヌクレオチドが、ヌクレ
オチドポリメラーゼ、好ましくはＤＮＡポリメラーゼの存在下において温度サイクル技術
を介して増幅される任意の技術を指す。これは、リアルタイムＰＣＲ技術、逆転写酵素－
ＰＣＲ、および標準的なＰＣＲ法を含むが、これらに限定されない。
【００５７】
　本発明は、組織サンプル中の細胞の遺伝子の発現の分析を可能にする、組織サンプルの
細胞の生存能を維持するための試薬を製造するための方法を開示する。本発明はまた、組
織サンプル、特に癌細胞中の生存可能な細胞の正確な遺伝子発現の試験を可能にする試薬
組成物にも関する。細胞生存能試薬を作製するための方法は、一般に、本発明の試薬の最
適な製剤を実現するために化合物／分子の一連の追加を有する。
【００５８】
　図１を参照すると、本発明に従って細胞生存能試薬を製造するための方法の一実施形態
のフローチャートがある。細胞生存能試薬を生成するための方法１００は、事象１１０で
カオトロープを提供することを含む。カオトロープは、一定分量の精製水に追加される。
カオトロープは、ＤＮＡアーゼおよびＲＮＡアーゼなどのような核酸を分解する酵素、プ
ロテアーゼ、ならびにタンパク質破壊およびアポトーシスを担う調節酵素に対して活性を
有する分子である。カオトロープはまた、細胞における水分布および関連する代謝の減弱
に有意な効果を有する。
【００５９】
　ほとんどの実施形態では、カオトロープが、以下の化合物のうちの少なくとも１つであ
る；ＳＣＮ－（チオシアン酸ナトリウム）、Ｈ２ＰＯ４

－、ＨＣＯ３
－、Ｉ－、Ｃｌ－、

ＮＯ３
－、ＮＨ４

－、Ｃｓ、Ｋ＋、（ＮＨ４）Ｃ＋グアニジニウム、グアニジニウム、Ｂ
ｒ、またはＲｂのすべての塩。これらの化合物はすべて、細胞のまわりの水分布に効果を
有し、細胞生存能の維持を支援することが知られている。
【００６０】
　いくつかの実施形態では、カオトロープが、約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒ、よ
り好ましくは、少なくとも約１ｍＭ、少なくとも約１０ｍＭ、少なくとも０．０５Ｍ、少
なくとも約０．１Ｍ、少なくとも０．５Ｍ、少なくとも約１Ｍ、少なくとも約１．７５Ｍ
、少なくとも約２Ｍ～最大少なくとも約３Ｍの範囲にわたる濃度の、細胞生存能試薬にお
ける最終濃度を有する。
【００６１】
　事象１２０で、方法１００は、少なくとも１つのキレート剤を提供することを含む。キ
レート剤は、Ｃａ、Ｍｇ、核酸を分解する駆動される酵素系の不活性化を支援するために
、細胞生存能製剤に追加される。この実施形態では、キレート剤が、以下の群の化合物か
ら選択される：ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、またはＢＡＢＴＡ。
【００６２】
　細胞生存能試薬を製剤するための方法のほとんどの実施形態では、キレート剤が、約０
．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒ、より好ましくは約少なくとも約０．１Ｍ、少なくとも
約０．００５Ｍ、少なくとも約０．０１、少なくとも約０．０５Ｍ、および／または少な
くとも約０．１Ｍの最終濃度で見つけられる。
【００６３】
　事象１３０で、方法１００は、代謝修飾因子／浸透剤化合物を提供することをさらに含
む。代謝修飾因子は、化学物質の膜透過を最適化するように作用するおよびグリセロール
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などのような大きな分子のキャリアとして作用する。そのうえ、それは、細胞分化および
機能の重大な修飾因子として作用する。代謝修飾因子は、低酸素性癌細胞の遺伝子発現を
安定化する際に重要な構成成分となる。
【００６４】
　方法１００では、代謝修飾因子／浸透剤は、極性非プロトン性溶媒、ＤＭＳＯ、アセト
ン、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、またはアセトニトリルからなる群から選択される。
製剤における代謝修飾因子の最終濃度は、少なくとも０．２５Ｍ、少なくとも約０．５Ｍ
、少なくとも約０．７５Ｍ、少なくとも約１Ｍ、少なくとも約１．５Ｍ～最大約２Ｍまで
である。
【００６５】
　方法１００は、事象１４０で細胞生存能試薬を製造するための、少なくとも１つのコス
モトロープを提供することをさらに含む。この実施形態では、（１または複数の）コスモ
トロープは、カオトロープの追加の後に混合物に追加される。（１または複数の）コスモ
トロープは、以下の化合物のうちの１つであってもよい：グリセロール、トリメチルアミ
ンＮ－オキシド、エクトイン、ａａ－トレハロース、３－ジメチルスルホニオプロピオナ
ート、グルコース、デキストラン、またはＤ－ラクトース。（１または複数の）コスモト
ロープは、核酸、タンパク質、およびタンパク質のフォールディングに対して保護効果を
有し、細胞および膜安定性ならびに細胞がストレスを加えられた場合の遺伝子発現の安定
化のための代謝の調整についてカオトロープと協力する、試薬の必要な構成成分である。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、コスモトロープが、約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒま
たは約０．１ｍＭ～約１００ｍＭ、約１ｍＭ～約１０ｍＭ、約０．１Ｍ、約１．０Ｍ～約
２．０Ｍ、約０．１Ｍ～約５．０Ｍの範囲にわたる濃度で細胞生存能試薬の最終濃度で見
つけられる。
【００６７】
　事象１５０で、方法１００は、細胞生存能試薬のｐＨを調節するために製剤に追加され
る少なくとも１つのバッファーを提供することを含む。ほとんどの実施形態におけるバッ
ファーは、ＢＩＳ－ＴＲＩＳ、ＢＩＳ－ＴＲＩＳプロパン、ＨＥＰＥＳ、ＨＥＰＥＳナト
リウム塩、ＭＥＳ、ＭＥＳナトリウム塩、ＭＯＰＳ、ＭＯＰＳナトリウム塩、ナトリウム
塩、またはリン酸ナトリウムバッファー（一塩基、三塩基ＰＯ４）からなる群から選択さ
れる。
【００６８】
　ほとんどの実施形態では、細胞生存能試薬の最終ｐｈが、約４．５～約８、より好まし
くは約５．０～約５．５～約５．５～６．０、～約６．５、～約７．０～約７．５である
。
【００６９】
　方法１００は、事象１６０で細胞生存能試薬を製造するために第２のコスモトロープを
提供することをさらに含む。この実施形態では、（１または複数の）コスモトロープが、
バッファーの追加の後に混合物に追加される。（１または複数の）コスモトロープは、以
下の化合物のうちの１つであってもよい：グリセロール、トリメチルアミンＮ－オキシド
、エクトイン、ａａ－トレハロース、３－ジメチルスルホニオプロピオナート、グルコー
ス、デキストラン、またはＤ－ラクトース。（１または複数の）コスモトロープは、核酸
、タンパク質、およびタンパク質のフォールディングに対して保護効果を有し、細胞およ
び膜安定性ならびに細胞がストレスを加えられた場合の遺伝子発現の安定化のための代謝
の調整についてカオトロープと協力する、試薬の必要な構成成分である。
【００７０】
　いくつかの実施形態では、コスモトロープが、約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒ、
より好ましくは約０．１ｍＭ～約１００ｍＭ、約１ｍＭ～約１０ｍＭ、約０．１Ｍ、約１
．０Ｍ～約２．０Ｍ、約０．１Ｍ～約５．０Ｍの範囲にわたる濃度で細胞生存能試薬の最
終濃度で見つけられる。
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【００７１】
　方法１００は、事象１７０でアポトーシス基質を提供することをさらに含む。アポトー
シス基質は、細胞、特に癌細胞のアポトーシスの予防を援助する。アポトーシス基質は、
ＤＭＳＯ、レプチン、グリシンベタイン、クエン酸カリウム、トリメチルアミン、プロリ
ン、ＮＤＳＢ　１９５、ＭＬ－アルギニン、キシリトール、亜セレン酸ナトリウム、ＮＤ
ＳＢ　２０１、ＣｕＣＬ２、またはＣＴＡＢからなる群から選択される。
【００７２】
　細胞生存能試薬におけるアポトーシス基質の最終濃度は、約．００１Ｍ～約０．５Ｍま
たは約０．１ｍＭ～約１ｍＭまで、約１０ｍＭまで、約０．１Ｍまで、約０．２５Ｍまで
、約１Ｍまで、１．５Ｍまで、最大約２Ｍまでとする。
【００７３】
　事象１８０で、１００の方法は、組織サンプルの遺伝子発現分析を可能にするように、
カオトロープ、コスモトロープ、キレート剤、バッファー、アポトーシス基質、および代
謝修飾因子を混合することをさらに提供する。サンプルの混合は、本発明の試薬を製剤す
るための方法の全体にわたって起こってもよい。それぞれの個々の構成成分は、最適な細
胞生存能試薬を得るために処置され、混合される。製剤の構成成分の追加は、任意であっ
てもよいが、ほとんどの実施形態では、構成成分の追加が、方法１００において示される
順序で連続している。
【００７４】
　試薬を産生する調製時間は、バッチサイズ、温度などにより変動する。一般に、細胞生
存能試薬の製剤を完了するのにおよそ１時間かかる。試薬は、組織サンプルに対する使用
の前に１２か月間まで、周囲条件で保管されてもよい。試薬はまた、より長い保管のため
に凍結されてもよい。
【００７５】
　一旦、組織サンプルが細胞生存能試薬に追加されたら、組織は安定化され、３０℃の温
度で７２時間まで、生存可能な遺伝子発現構成成分を維持する。一般に、細胞が生存可能
な時間は、約３０時間～約５０時間であり、より詳細には約２日間である。この時間枠は
、癌などのような疾患のタイプおよび進行に対する重要な見通しを与えることができる、
生検（組織サンプル）からの組織の詳細な遺伝子の発現分析に十分である。
【００７６】
　図２を参照すると、本発明に従って細胞生存能試薬を生成するための方法の実施形態を
示すフローチャートがある。方法２００は、事象２１０でチオシアン酸ナトリウムを提供
することを含む。チオシアン酸ナトリウムはカオトロープであり、精製水に追加され、事
象２２０でキレート剤ＥＤＴＡを追加する前に完全に混合される。溶液へのＥＤＴＡの混
合の後に、代謝修飾因子／浸透剤ＤＭＳＯ（ジメチルスルホキシド）は事象２３０で混合
物に追加される。
【００７７】
　事象２４０で、第１のコスモトロープ、グリセロールは、試薬の製剤に追加される。製
剤は、溶液が透明になるまで、混合され、次いで、試薬のバッファー構成成分は、事象２
５０において追加される。図２において示す方法のバッファーは、リン酸ナトリウムバッ
ファー（一塩基、三塩基ＰＯ４）である。このバッファーは、最終細胞生存能試薬のｐＨ
がおよそ約７．０～７．６、よりふさわしくはおよそ７．２となることを確実にする。
【００７８】
　事象２６０で、第１のコスモトロープとは異なる第２のコスモトロープは、製剤に追加
される。方法２００における第２のコスモトロープは、ａａ－トレハロースである。
【００７９】
　事象２７０で、２００の方法は、細胞、特に癌性細胞のアポトーシスの予防を支援する
レプチン、アポトーシス基質をさらに追加することを含む。
【００８０】
　事象２８０で、方法２００は、試薬製剤の構成成分の混合をさらに提供する。それぞれ
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の構成成分追加の後に、混合は、完了され、それぞれの構成成分が試薬溶液内で可溶性に
なることを確実にする。
【表１】

【００８１】
　上記表Ｉは、試薬にレプチンが追加されるおよび追加されない保存用試薬の一実施形態
、それぞれＴＡＧ－１およびＴＡＧ－２への曝露の１日後のＩｓｈｉｋａｗａ癌細胞の生
存能を示す。表１におけるＴＡＧ－１およびＴＡＧ－２は、それらが２０％緩衝ホルマリ
ン溶液中に置かれる場合のＩｓｈｉｋａｗａ癌細胞の生存能と比較される。表Ｉ中のＴＡ
Ｇ－１は、チオシアン酸ナトリウム、ＥＤＴＡ、バッファー、トレハロース、ＤＭＳＯ、
グリセロール、およびレプチンを含む。表１中に示されるＴＡＧ－２溶液は、ＴＡＧ－１
の同じ構成成分を含むが、レプチンは存在しない。
【００８２】
　表１は、溶液中の細胞の凝集塊の存在、死細胞の存在の指標についてのトリパンブルー
結果、およびＭＴＴを使用する細胞の生存能／増殖を測定することによる癌細胞の生存能
を示す。ＭＴＴアッセイは、存在する生存可能な細胞の数を反映する、定められた条件下
でＮＡＤ（Ｐ）Ｈ依存性細胞オキシドレダクターゼ酵素により細胞生存能を評価するため
の比色定量アッセイである。これらの酵素は、テトラゾリウム色素を、紫色を有するその
不溶性のホルマザンに還元することができる。死細胞は、この色を引き起こさない。ＭＴ
Ｔ色素は、細胞浮遊液に追加され、５７０ｎｍの分光光度法設定およびバックグラウンド
波長６３０／６９０ｎｍで読み取られる。生存可能な細胞の密度および成長中の細胞の増
殖は、定められたグリッド上で生細胞（紫色）に対する死細胞（黄色）の比を使用して計
算される。表Ｉ中に示される結果は、保存用試薬への曝露２４時間で、ＴＡＧ－１は１０
０％の生存能を有し、ＴＡＧ－２は５３％の生存能を有し、ホルマリン溶液は０％の細胞
の生存能を有することを示す。

【表２】

【００８３】
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　上記表ＩＩは、８日間、ＴＡＧ－１、ＴＡＧ－２、またはホルマリン保存用溶液に曝露
された後のＩｓｈｉｋａｗａ癌細胞の生存能を示す。本発明の保存用試薬、ＴＡＧ－１お
よびＴＡＧ－２は、表Ｉ中に示される実験において使用されるものと同じである。室温で
の保存用試薬への８日間の曝露の後に、ＴＡＧ－１は８８．９４％の生存能を有し、ＴＡ
Ｇ－２は、５％の細胞生存能を有し、ホルマリン溶液では、細胞はすべて死んだ。これら
の結果は、本発明の（１または複数の）保存用試薬が、ホルマリンよりも、ある期間にわ
たって細胞生存能を維持する点ではるかに好適であることを示す。これらの結果はまた、
アポトーシス構成成分としてレプチンを追加する重要性を実証する。
【００８４】
　試薬が正確に調製される場合、それは癌組織保存剤として作用することができ、組織中
の細胞生存能を維持し、２４時間までの間、生存能は９５％である。１～約５日間の生存
能は、約３日間の平均生存能により実現することができる。試薬はまた、組織中の癌細胞
アポトーシスの阻害または有意な抑制を援助し、低酸素症などのような細胞の要因をコン
トロールし、組織および核の完全性を保護するために分解酵素の迅速な不活性化を支援す
る。
【００８５】
　さらに、およそ９０％の組織透過は、２時間以内に見られ、７．２のｐＨへの化学構成
成分の迅速な緩衝は、試薬構成成分の最大の細胞の代謝活性を可能にする。本発明の試薬
は、カオトロピック、コスモトロピック化学物質、緩衝系、および肥満患者において癌の
成長を増加させることが示された、新規な癌刺激ホルモン、レプチンを利用する生化学的
メカニズムによって細胞の代謝ストレスの調整を可能にする。試薬製剤にグリセロールな
どのような凍結防止剤を追加することによって、凍結防止剤は、タンパク質保存のために
コスモトロープとして作用し、また、組織検体に熱安定性をも与える。
【００８６】
　試薬の他の有益性は、試薬が、リアルタイムＰＣＲおよびマイクロアレイ方法によって
測定される標的ＲＮＡ、ｍＲＮＡの遺伝子発現を安定化するということである。細胞およ
び組織への試薬構成成分のまた迅速な透過もまた、観察された。
【表３】

【００８７】
　表ＩＩＩは、本発明の細胞の保存用試薬の５つの異なる製剤を比較するＲＮＡ完全性の
研究の結果を示す。Ｉｓｈｉｋａｗａ癌細胞は、細胞からＲＮＡを抽出する前に１７０時
間までの間、様々な製剤中で曝露させたまたは定着させた。ＴＡＧ－１製剤は、レプチン
およびトレハロース、チオシアン酸ナトリウム、ＥＤＴＡ、バッファー、ＤＭＳＯ、なら
びにグリセロールを含む。ＴＡＧ－２製剤は、トレハロースもレプチンも存在しなかった
。ＴＡＧ－３製剤は、グリセロールも、レプチンも、トレハロースも追加されなかった。
ＴＡＧ－４製剤は、ＤＭＳＯも、バッファーも、レプチンも有しなかった。ＴＡＧ－５製
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剤は、レプチンも、トレハロースも、チオシアン酸ナトリウムも、ＥＤＴＡも有しなかっ
た。
【００８８】
　表ＩＩＩにおいて示される研究において利用されるＩｓｈｉｋａｗａ癌細胞は、５％ウ
シ血清が補足されたＤＭＥＭ培地中で成長させた子宮内膜腺癌細胞である。細胞は、１０
０ｍｍの組織培養皿上で１×１０６の密度で接種された。細胞は従来の方法を使用して採
取し、次いで、本発明の細胞保存用試薬の様々な製剤中に再懸濁し、様々な時間、室温に
置いた。様々な時点で、細胞のＲＮＡは、ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉ　ｋｉｔを使用して抽
出し、ＲＮＡは、メーカーの標準的なプロトコールを使用して、Ａｇｉｌｅｎｔ　２００
０　Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒを使用して質および量について分析し、この研究についての
コントロールは、記録された精製細胞ＲＮＡとした。
【００８９】
　表ＩＩＩに示される結果は、本発明の好ましい実施形態が図２中に示される要素をすべ
て含むことを示す。本発明の細胞保存用製剤中のトレハロースおよびレプチンについての
必要性は、表ＩＩＩにおいて明らかに示される。Ａｇｉｌｅｎｔ　２０００　ＲＮＡ　ａ
ｎａｌｙｚｅｒによって測定されるＲＮＡの完全性についての数値（ＲＮＡ　ｉｎｔｅｇ
ｒｉｔｙ　ｎｕｍｂｅｒ）（ＲＩＮ）は、１～１０の尺度を有する。６未満のいかなる数
も、遺伝子発現研究に有用ではない、分解されかつ信頼性の低いＲＮＡを示すと考えられ
る。ＴＡＧ－１は、１７０時間の時点でさえ、６．０以上にとどまるＲＩＮ数値を有する
ただ一つの製剤である。本発明のＴＡＧ－１製剤の実施形態の最終濃度は；チオシアン酸
ナトリウム０．０１Ｍ、ＥＤＴＡ　０．０１Ｍ、グリセロール０．２５Ｍ、バッファー０
．００１Ｍ、レプチン０．００１Ｍ、トレハロース０．２０Ｍであった。
【００９０】
　本発明の試薬はまた、標準的な染色病理方法とも適合する。細胞は、２４時間、ＴＡＧ
－１試薬中で処置し、標準的なプロトコールを使用してヘマトキシリンおよびエオシン染
色により染色した。染色された細胞は、これもまた同じ標準的なプロトコールを使用して
ヘマトキシリンエオシン染色により染色された未処置細胞と比較した。細胞は、細胞質内
、核、および細胞外マトリックスの特徴について顕微鏡で検査された。両方の細胞のセッ
トにおいて、核は青色に染色されたのに対して、細胞質および細胞外マトリックスは均一
なピンク色の染色を有した。要約すると、ＴＡＧ－１処置細胞およびＴＡＧ－１の化学物
質により処置されない細胞の染色で有意差はなかった。
【００９１】
　ほとんどの実施形態では、細胞生存能試薬が、カオトロープ、少なくとも１つのコスモ
トロープ、キレート剤、バッファー、代謝修飾因子、およびアポトーシス基質を含む。試
薬のこれらの構成成分は、他の組織保存剤と比較して、低モル濃度で見つけられる。低モ
ル濃度のカオトロープは、非常に異なって作用し、核酸の安定性および保存に対する非常
に保護的な効果ならびに本明細書において記載されるように細胞における（ｉｆ　ｃｅｌ
ｌｓ）水分布および代謝を修飾することによって細胞代謝に大きな影響を有することを実
証する。根拠は米国特許第６，４５８，５４６　Ｂ１号明細書（Ｂａｋｅｒ）。カオトロ
ープについての最終濃度は、約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍｏｌａｒであり、少なくとも２
つのコスモトロープは、それぞれのコスモトロープについて約０．１Ｍｏｌａｒ～約２Ｍ
ｏｌａｒであり、キレート剤は、約０．１Ｍ～約２Ｍｏｌａｒであり、アポトーシス基質
は、約０．００１Ｍｏｌａｒ～約０．５Ｍｏｌａｒである。細胞を破壊し、タンパク質お
よび核酸を変性させる高モル濃度のカオトロープと異なり、低濃度のカオトロープは、組
織サンプルの保存において有益であることが示された。また、低モル濃度のコスモトロー
プは、細胞の代謝を修飾し、タンパク質および核酸を保護する際に低濃度のカオトロープ
と非常に相乗的となる。生体高分子（たとえば癌細胞）の最適な安定化は、以下の群およ
びそれぞれの群のうちの１つからの、１つ以上のコスモトロピックアニオンおよび１つの
カオトロピック作用の混合物を必要とする。
【００９２】
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　ある実施形態では、カオトロープが、ＳＣＮ－（チオシアン酸ナトリウム）であり、コ
スモトロープが、グリセロールおよびａａ－トレハロースであり、キレート剤が、ＥＤＴ
Ａであり、バッファーが、リン酸ナトリウムバッファー（一塩基、三塩基ＰＯ４）であり
、細胞アポトーシス基質が、レプチンであり、代謝修飾因子が、ＤＭＳＯである。
【００９３】
　本発明はまた、細胞生存能試薬を保持するように構成された容器を含む生検サンプルの
ためのキットであって、細胞生存能試薬は、生検サンプルの遺伝子の発現分析を可能にす
るキットを提供する。
【００９４】
　ほとんどの実施形態では、キット中の容器が、生検組織サンプルおよび一定分量の本発
明の試薬を保持するのに十分なサイズのカップまたはチューブである。チューブは、エッ
ペンドルフチューブまたは分析されることになっている組織サンプルのサイズに依存して
より大きなものとなってもよい。キット中の試薬は、少なくとも１つのカオトロープ、少
なくとも１つのコスモトロープ、キレート剤、バッファー、アポトーシス基質、および代
謝修飾因子を含む。
【００９５】
　他の実施形態では、カップが、カップ中に細胞生存能試薬を密閉するための蓋を含む。
【００９６】
　組織サンプル、とりわけ癌組織サンプルのための細胞生存能試薬を製造するための好ま
しい方法は、以下の実施例において提供される。
【００９７】
［実施例］
　以下の調製物および実施例は、当業者らが本発明をより明らかに理解し、かつ本発明を
実施することを可能にするために示される。それらは、本発明の範囲を限定するとして見
なされるべきではなく、単に例証であり、その代表であるとして見なされるべきである。
【００９８】
［実施例Ｉ］
　この実施例は、組織サンプルの細胞の生存能を維持するための試薬を産生するための方
法の一実施形態についての説明である。図３Ａおよび３Ｂは、試薬の構成成分を列挙する
製剤シートならびに組織生検サンプルのための細胞の生存能試薬を調製するための方法に
ついての指示の写真である。この実施例において、１リットルの試薬が作製される。製剤
シート上の構成成分は、最初に測定される精製水（５０ｍｌ）を除いて、それらが追加さ
れることになっている順序で列挙される。カオトロープ、８．１ｇｍのチオシアン酸ナト
リウムは、１０％ｗｖのチオシアン酸ナトリウムの最終濃度をもたらすように水に追加す
る。チオシアン酸ナトリウムは、溶液が透明になるまで、混合する。カオトロープの追加
に続いて、ＥＤＴＡ、０．１Ｍのストック濃度のキレート剤を溶液に追加する。１００ｍ
ｌの０．１Ｍ　ＥＤＴＡを、試薬中．０１Ｍ　ＥＤＴＡの最終濃度をもたらすように追加
する。ＥＤＴＡは、溶液が均一となるまで、混合する。溶液に追加される次の構成成分は
、代謝修飾因子、ＤＭＳＯである。２０ｍｌのＤＭＳＯは、試薬中２％　ＤＭＳＯの最終
パーセンテージをもたらすように、溶液に追加する。ＤＭＳＯを追加した後に、溶液は、
均一になるまで、混合する。次いで、第１のコスモトロープ、グリセロール（２５ｍｌ）
を溶液に追加し、２．５％の試薬中のグリセロールの最終パーセンテージがもたらされる
。溶液は、均一になるまで、再び混合する。次いで、緩衝構成成分を溶液に追加する。３
．９３ｇｍのＫ１ＰＯ４リン酸二水素カリウムを最初に追加し、均質となるまで混合し、
その後、５．０２ｇｍのＫ３ＰＯ４、三塩基リン酸カリウムを追加する。一旦、溶液が均
一になったら、第２のコスモトロープ、ａａ－トレハロース二水和物を溶液に追加する。
７．５６ｇｍのトレハロース二水和物を試薬に追加する。次いで、溶液は、透明になるま
で、混合する。溶液に追加する最終構成成分はアポトーシス基質、ヒトレプチンである。
５０マイクロリットルまたは．００１Ｍのレプチンを溶液に追加し、次いで、これを、透
明になるまで混合する。
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【００９９】
　次いで、精製水を、容積が１リットルになるまで追加する。上記のステップはすべて室
温で実行する。細胞の生存能試薬は、周囲条件下で１年間までの間、保管することができ
る。
【０１００】
　図３Ａおよび３Ｂの製剤シートならびにこの実施例は、生存可能な細胞組織試薬を産生
する際の方法の一実施形態の良好な代表ならびに本発明に従う生存可能な細胞組織試薬を
含む構成成分の好適な例である。
【０１０１】
［実施例ＩＩ］
　実施例ＩＩは、ＬＮＣａ－ＦＧＣ細胞およびＰＣ－３細胞の保存に対する組織細胞保存
用試薬の有効性についての一実施形態に関する研究である。標準的な細胞再懸濁溶液と比
較した、ＴＡＧ－１試薬中にＬＮＣａ－ＦＧＣ細胞を保存する結果を、図４に示す。標準
的な細胞再懸濁溶液と比較した、ＴＡＧ－１試薬中にＰＣ－３細胞を保存する結果を、図
５に示す。
【０１０２】
　ヒト前立腺細胞系ＤＵ１４５、ＰＣ－３、およびＬＮＣａＰ－ＦＧＣは、Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓａｓ　Ｖｉｒｇｉｎｉａ、ＵＳＡ
）から購入した。ＤＵ１４５細胞は、ペニシリン（１００単位／ｍｌ）およびストレプト
マイシン（１００ｕｌ／ｍｌ）をプラスした１０％　ＰＢＳを補足したＤＭＥＭ培地中で
培養した。ＰＣ－３およびＬＮＣａＰ－ＦＧＣ細胞は、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）な
らびにペニシリン（１００単位／ｍｌ）およびストレプトマイシン（１００ｕｌ／ｍｌ）
を補足したＲＰＭＩ　１６４０培地中で培養した。細胞は、約７０％の培養密度まで組織
培養プレート中で成長させた。次いで、細胞は従来の方法によって採取し、細胞保存用試
薬の一実施形態、ＴＡＧ－１またはＫ２ＥＤＴＡ、２０％ホルマリン、もしくはチメロサ
ールを有する食塩水などのようなコントロール溶液中に再懸濁した。
【０１０３】
　ＬＮＣａ－ＦＧＣ細胞を使用する研究は、ＴＡＧ－１、食塩水チメロサール溶液、およ
びＫ２ＥＤＴＡ溶液の保存の有効性を比較した。細胞は、ＴＡＧ－１またはコントロール
溶液中に再懸濁し、１００時間まで定着させた。ＴＡＧ－１溶液は２５℃に置き、Ｋ２Ｅ
ＤＴＡ溶液は４℃に保った。様々な時点、０時間、２４時間、４８時間、７２時間、およ
び１００時間で、ＲＮＡは、それぞれのサンプル由来のｍＲＮＡの完全性を決定するため
に、定着させた細胞から抽出した。図４は、ＴＡＧ－１試薬または２つのコントロール溶
液中で定着させた癌細胞の比較を示すグラフである。Ｇ６ＰＤＨ　ｍＲＮＡのコピーは、
ｒｔＰＣＲを使用して、それぞれの時点について検出した。図４は、ＴＡＧ－１溶液がコ
ントロール溶液よりも生存可能にｍＲＮＡ／細胞を保ったことを示す。コントロール溶液
は、４８時間またはさらに早い時点でＧ６ＰＤＨのコピーを示さなかった。ＴＡＧ－１溶
液は、１００時間でさえインタクトなｍＲＮＡを有する生存可能な細胞をなお有すること
ができた。
【０１０４】
　ＰＣ－３細胞（図５）を使用する研究は、ＴＡＧ－１、食塩水／チメロサール溶液、お
よびＫ２ＥＤＴＡ溶液の保存の有効性を比較した。細胞は、ＴＡＧ－１またはコントロー
ル溶液中に再懸濁し、１００時間まで定着させた。ＴＡＧ－１溶液は２５℃に置き、Ｋ２

ＥＤＴＡ溶液は４℃に保った。様々な時点、０時間、２４時間、４８時間、７２時間、お
よび１００時間で、ＲＮＡは、それぞれのサンプル由来のｍＲＮＡの完全性を決定するた
めに、定着させた細胞から抽出した。図５は、ＴＡＧ－１試薬または２つのコントロール
溶液中で定着させた癌細胞の比較を示すグラフである。ＰＢＧＤ　ｍＲＮＡのコピーは、
ｒｔＰＣＲを使用して、それぞれの時点について検出した。図５は、ＴＡＧ－１溶液がコ
ントロール溶液よりも生存可能なｍＲＮＡ／細胞を保ったことを示す。コントロール溶液
は、４８時間の時点でＰＢＧＤのコピーをほとんど示さなかった。ＴＡＧ－１溶液は、１
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００時間でさえインタクトなｍＲＮＡを有する生存可能な細胞をなお有することができた
。
【０１０５】
　腎臓癌細胞を使用する研究は、本発明の保存用試薬の実施形態の１つを、一方は２０％
ホルマリンおよび他方はチオシアン酸ナトリウム溶液を有するＫ２ＥＤＴＡである２つの
他の溶液と比較する。腎臓癌細胞は、成長させ、上記に利用される前立腺癌細胞株と類似
する形で採取した。次いで、細胞は、ＴＡＧ－１、２０％ホルマリン、またはチオシアン
酸ナトリウム溶液を有するＫ２ＥＤＴＡ中で１００時間まで定着させた。
【０１０６】
　図６は、ある期間にわたって（０時間、２４時間、４８時間、７２時間、および１００
時間）、ｒｔＰＣＲによって検出された、定着させた腎臓癌細胞中のＧ６ＰＤＨ　ｍＲＮ
Ａのコピーのグラフを示す。ホルマリン溶液中で定着させた細胞は、４８時間でＧ６ＰＤ
Ｈの検出可能なコピーを有さず、チオシアン酸ナトリウムをプラスしたＫ２ＥＤＴＡ中で
定着させた細胞は、７２時間で検出可能なｍＲＮＡ　Ｇ６ＰＤＨを有しない。ＴＡＧ－１
製剤中で定着させた細胞は、１００時間でなお検出可能なｍＲＮＡを有する。
【０１０７】
　これらの実験についてのＴＡＧ－１製剤は、レプチン、トレハロース、チオシアン酸ナ
トリウム、ＥＤＴＡ、バッファー、ＤＭＳＯ、およびグリセロールを含んだ。製剤の最終
濃度は、チオシアン酸ナトリウム０．０１Ｍ、ＥＤＴＡ　０．０１Ｍ、グリセロール０．
２５Ｍ、バッファー０．００１Ｍ、レプチン０．００１Ｍ、トレハロース０．２０Ｍであ
った。
【０１０８】
［実施例ＩＩＩ］
　実施例ＩＩＩは、本発明に従う組織細胞保存用試薬の実施形態のうちの１つにおいて、
トレハロースおよびレプチンを有することの細胞保存の有効性を示す研究である。腎臓癌
細胞は、３つの製剤、ＴＡＧ－１、トレハロースなしのＴＡＧ－１、ならびにトレハロー
スおよびレプチンなしのＴＡＧ－１について、ある期間にわたって（０時間、２４時間、
４８時間、７２時間、および１００時間）、存在するＧ６ＰＤＨ　ｍＲＮＡのコピーを比
較するために使用した。サンプルは、腎細胞からｍＲＮＡを抽出する前に室温に置いた。
図７は、腎臓癌細胞を３つの細胞保存用試薬溶液のうちの１つにおいて定着させた（保存
用溶液中に再懸濁した）後に存在するＧ６ＰＤＨ　ｍＲＮＡのコピーの数についての３つ
の製剤の比較のグラフを示す。図７は、細胞保存用製剤中にトレハロースおよびレプチン
の両方を有する有効性を明らかに示す。トレハロースなしのＴＡＧ－１ならびにトレハロ
ースおよびレプチンなしのＴＡＧ－１は、４８時間の時点でＧ６ＰＤＨ　ｍＲＮＡのコピ
ーを示さないが、ｍＲＮＡ　Ｇ６ＰＤＨコピーは、１００時間の時点でさえＴＡＧ－１製
剤中に再懸濁した細胞において検出される。
【０１０９】
　これらの実験についてのＴＡＧ－１製剤は、レプチン、トレハロース、チオシアン酸ナ
トリウム、ＥＤＴＡ、バッファー、ＤＭＳＯ、およびグリセロールを含んだ。製剤の最終
濃度は、チオシアン酸ナトリウム０．０１Ｍ、ＥＤＴＡ　０．０１Ｍ、グリセロール０．
２５Ｍ、バッファー０．００１Ｍ、レプチン０．００１Ｍ、トレハロース０．２０Ｍであ
った。
【０１１０】
［実施例ＩＶ］
　実施例ＩＶは、液体窒素（ＬＮ２）に急速冷凍した組織の遺伝子発現パターンを、本発
明の一実施形態、ＴＡＧ－１細胞保存用製剤中に保った組織と比較するマイクロアレイ研
究である。ｍＲＮＡ遺伝子発現は、Ｒｏｃｈｅアレイ４－プレックス、１９Ｋ遺伝子上で
完了させた。アレイハイブリダイゼーションおよびスキャニングは、Ｔｒｕｃｋｅｅ　Ａ
ｐｐｌｉｅｄ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓによって提供されるＩｓｈｉｋａｗａ癌細胞由来のｍＲ
ＮＡを使用してＲｏｃｈｅ内部遺伝子発現サービスによって実行した。結果は、四分位標
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遺伝子コール（Ｇｅｎ　ｃａｌｌｓ）は、Ｒｏｂｕｓｔ　Ｍｕｌｔｉｃｈｉｐ　Ａｖｅｒ
ａｇｅ（ＲＭＡ）アルゴリズムを使用して生成した。対比較は、散布図上で視覚化し、処
置はすべて、階層クラスタリングによって比較した、これらは両方ともアレイデータ視覚
化のための標準的な方法である。アレイ品質管理は、１０のアレイにわたって発現分布を
比較することによって実現し、明らかな外れ値はなかった。
【０１１１】
　下記の表ＩＶは、マイクロアレイ実験計画を示す。組織はＴＡＧ－１中で定着させたま
たはＬＮ２中で特定の時間、保管した。
【表４】

【０１１２】
　対の相関行列は、表およびグラフ形式で表Ｖにおいて下記に示す。実験群はそれら自体
とクラスター形成し、一般に、好適な内部相関を示した。
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【表５】

【０１１３】
　回帰モデル－２４，０００遺伝子のそれぞれおよび２つの実験群のそれぞれについて、
線形回帰モデルを、独立変数としての時間および従属変数としての発現により適合させた
。モデルによりそれぞれの遺伝子についての傾きおよび関連するｐ－値を得た。傾きおよ
びｐ－値を表ＶＩにおいて下記に要約する。
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【表６】

【０１１４】
　時間的な変動－２４，０００の遺伝子のそれぞれおよび２つの実験群のそれぞれについ
て、５つ時点にわたる標準偏差および変動係数を計算した、下記の表ＶＩＩを参照された
い。これらの結果は、上記の表ＶＩにおいて示される回帰モデル結果と一致した。

【表７】

【０１１５】
　２つのセットの平均差を、下記の表ＶＩＩＩに示す。全体として、群ＬＮ２およびＴＡ
Ｇ－１の間に著しい平均差があったが、差は、正および負の差の間でバランスが取れてい
た。
【０１１６】
　液体窒素中での組織の凍結は、細胞組織をインタクトに保つためのゴールドスタンダー
ドである。上記の実験は、ＴＡＧ－１対液体窒素中で組織を保管する有効性を比較する。
上記の結果は、遺伝子発現が、液体窒素中に保管されたものと比較して、ＴＡＧ－１中に
保管された細胞において過剰発現も過少発現もされなかったことを示し、ＴＡＧ－１が、
試験した期間にわたって、遺伝子発現レベルで細胞の完全性を維持する際に液体窒素保管
に匹敵したことを示す。
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【０１１７】
　これらの実験についてのＴＡＧ－１製剤は、レプチン、トレハロース、チオシアン酸ナ
トリウム、ＥＤＴＡ、バッファー、ＤＭＳＯ、およびグリセロールを含んだ。製剤の最終
濃度は、チオシアン酸ナトリウム０．０１Ｍ、ＥＤＴＡ　０．０１Ｍ、グリセロール０．
２５Ｍ、バッファー０．００１Ｍ、レプチン０．００１Ｍ、トレハロース０．２０Ｍであ
った。
【０１１８】
［実施例Ｖ］
　実施例Ｖは、エクスビボにおける膀胱および前立腺癌切片組織培養物において培地性能
を評価する研究である。膀胱および前立腺の腫瘍組織を、本発明の一実施形態、ＴＡＧ－
１において室温で様々な時間、保管する。ある期間にわたる切片生存能は、標準的な顕微
鏡検査法による組織形態の検査、細胞生存能についてのＭＴＴアッセイ、アポトーシスに
ついてのＴＵＮＥＬアッセイ、および免疫染色を使用する増殖についてのＫｉ６７評価に
よって評価する。遺伝子発現アレイ実験もまた、癌組織の生存能の評価に含む。
【０１１９】
　比較は、組織切片（４００～８００ミクロン厚）がウェルをカバーする膜を横切るＴＡ
Ｇ－１への到達を介して維持される膜系を使用して、切片培養物により行う。ＴＡＧ－１
による最適化されたプロトコールは、化学療法薬および臨床サンプルに対して試験する。
【０１２０】
　一般的な方法論は、ＮＳＧ－ＰＤＸ　ＪＡＸマウスまたは患者癌生検コア由来の膀胱お
よび前立腺癌の組織サンプルを得ることを含む。組織は切片またはカットしたブロックと
してプロセシングし、３Ｄマトリックス中培養プレート上でまたは膜上で培養する。同じ
患者由来の正常組織切片は、癌および正常組織の挙動の差を決定するために、コントロー
ルとして果たす。そのうえ、単離末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を、腫瘍細胞挙動に対する
それらの相関性について分析する。組織サンプルは、ＴＡＧ－１と標準的な保存プロトコ
ールとの比較のために、標準食塩水／チメロサール溶液、Ｋ２ＥＤＴＡ溶液、およびＴＡ
Ｇ－１中で８日までの間、様々な時間間隔でアッセイする。
【０１２１】
　これらの実験についてのＴＡＧ－１製剤は、レプチン、トレハロース、チオシアン酸ナ
トリウム、ＥＤＴＡ、バッファー、ＤＭＳＯ、およびグリセロールを含んだ。製剤の最終
濃度は、チオシアン酸ナトリウム０．０１Ｍ、ＥＤＴＡ　０．０１Ｍ、グリセロール０．
２５Ｍ、バッファー０．００１Ｍ、レプチン０．００１Ｍ、トレハロース０．２０Ｍであ
った。
【０１２２】
　例証となる実施形態の詳細な説明は、例証の目的のために提供されることが理解された
い。特許請求の範囲は、これらの特定の実施形態または実施例に限定されない。そのため
、様々なプロセスの限定、要素、詳細、および使用は、前述のものと異なり得またはまだ
商業的に実現可能ではない技術を使用して発展させるもしくは実行することができ、なお
、本発明の開示の発明の概念の範囲内にある。本発明の範囲は、以下の特許請求の範囲お
よびそれらの法的な等価物によって決定される。
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