
JP 6453734 B2 2019.1.16

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織切片の免疫染色に用いられる免疫染色用増感剤であって、陰イオン界面活性剤及び
還元剤を含み、前記陰イオン界面活性剤がドデシル硫酸ナトリウムであり、前記還元剤が
トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィンであり、
　前記ドデシル硫酸ナトリウムを０．１～３０（ｗ／ｖ）％の割合で含み、前記トリス（
２－カルボキシエチル）ホスフィンを０．０６～２０ｍｏｌ／ｌの割合で含む、免疫染色
用増感剤。
【請求項２】
　請求項１に記載の免疫染色用増感剤を用いる免疫染色方法であって、
　前記組織切片の抗原に抗体を反応させる前に、前記免疫染色用増感剤を組織切片に接触
させることを含む、免疫染色方法。
【請求項３】
　前記組織切片に対して加熱処理することを含む、請求項２に記載の免疫染色方法。
【請求項４】
　前記加熱処理の後に、前記免疫染色用増感剤を組織切片に接触させる、請求項３に記載
の免疫染色方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　本発明は、免疫染色用増感剤、免疫染色用増感剤キット、及び免疫染色方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫染色は、組織標本に含まれるタンパク質を、抗原抗体反応により検出する手法であ
る。免疫染色は免疫組織化学ともいう。免疫染色は、標的タンパク質の発現の程度を組織
学的な情報と併せて取得できる有用な方法であることから、生命科学分野において広く用
いられている。
　免疫染色の対象となる組織標本としては、生体試料を固定した固定標本が用いられるの
が通常である。生体試料に対して固定を行うことにより、試料を取得した際の細胞状態を
、長期間にわたって保存可能となる。
　しかし、生体試料に対して固定を行うことにより、免疫染色の感度が低下する場合が知
られている。例えば、ホルマリンを用いて生体試料を固定した場合、固定によりタンパク
質に架橋が生じて抗原部分がマスキングされるなど、抗原抗体反応が生じ難い状態になる
ことがある。そこで、試料に対して抗原抗体反応が生じやすい状態にする処理が行われて
おり、抗原賦活化や賦活化処理等と呼ばれている。
【０００３】
　最も一般的な賦活化処理として、タンパク質分解酵素処理と、加熱処理が挙げられる。
その他の賦活化処理に関するものとして、特許文献１には、賦活化処理に用いられる、Ｃ
ＣＡを含む抗原賦活剤が開示されている。また、特許文献２には、陰イオン性界面活性剤
で標本を処理する目的抗原物質の賦活化方法が開示されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２００２－３５０４３０号公報
【特許文献２】特開２０１０－０６６０３４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかし、免疫染色の染色性を向上させることについて、上記技術には改良の余地がある
。
　本発明はこのような事情に鑑みてなされたものであり、免疫染色において試料の染色性
を向上可能な、免疫染色用増感剤、免疫染色用増感剤キット、及び免疫染色方法の提供を
課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究した結果、免疫染色の際に特定の界面活
性剤及び還元剤を含む免疫染色用増感剤を用いることで、免疫染色の染色性を向上可能で
あることを見出した。
【０００７】
　すなわち本発明は、下記の特徴を有する免疫染色用増感剤、免疫染色用増感剤キット、
及び免疫染色方法を提供するものである。
【０００８】
（１）　組織切片の免疫染色に用いられる免疫染色用増感剤であって、陰イオン界面活性
剤及び還元剤を含み、前記陰イオン界面活性剤がドデシル硫酸ナトリウムであり、前記還
元剤がトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィンであり、
　前記ドデシル硫酸ナトリウムを０．１～３０（ｗ／ｖ）％の割合で含み、前記トリス（
２－カルボキシエチル）ホスフィンを０．０６～２０ｍｏｌ／ｌの割合で含む、免疫染色
用増感剤。
（２）　前記（１）に記載の免疫染色用増感剤を用いる免疫染色方法であって、
　前記組織切片の抗原に抗体を反応させる前に、前記免疫染色用増感剤を組織切片に接触
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させることを含む、免疫染色方法。
（３）　前記組織切片に対して加熱処理することを含む、前記（２）に記載の免疫染色方
法。
（４）　前記加熱処理の後に、前記免疫染色用増感剤を組織切片に接触させる、前記（３
）に記載の免疫染色方法。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、免疫染色の染色性を向上可能である。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】免疫染色用増感剤が、染色強度に与える効果を示す免疫染色写真である。
【図２】免疫染色用増感剤中の陰イオン界面活性剤が、染色強度に与える効果を示す免疫
染色写真である。
【図３】免疫染色用増感剤中の還元剤が、染色強度に与える効果を示す、免疫染色写真で
ある。
【図４】免疫染色用増感剤中の還元剤及び界面活性剤が、染色強度に与える効果を示す、
免疫染色写真である。
【図５】免疫染色用増感剤中のβ－ＭＥの至適濃度について検討した結果を示す、免疫染
色写真である。
【図６】図５の画像を、グレースケールに変換後、２階調化した画像である。
【図７】図６の画像中の領域における、シグナル積算値を示したグラフである。
【図８】免疫染色用増感剤中のＤＴＴの至適濃度について検討した結果を示す免疫染色写
真である。
【図９】図８の画像を、グレースケールに変換後、２階調化した画像である。
【図１０】図９の画像中の領域における、シグナル積算値を示したグラフである。
【図１１】免疫染色用増感剤中のＴＣＥＰの至適濃度について検討した結果を示す、免疫
染色写真である。
【図１２】図１１の画像を、グレースケールに変換後、２階調化した画像である。
【図１３】図１２の画像中の領域における、シグナル積算値を示したグラフである。
【図１４】免疫染色用増感剤中の還元剤が染色強度に与える効果を比較した結果を示す、
免疫染色写真である。
【図１５】図１４の画像を、グレースケールに変換後、２階調化した画像である。
【図１６】図１５の画像中の領域における、シグナル積算値を示したグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
＜免疫染色用増感剤＞
　本実施形態の免疫染色用増感剤は、
　組織切片の免疫染色に用いられる免疫染色用増感剤であって、陰イオン界面活性剤及び
還元剤を含み、前記還元剤がホスフィン及びチオール化合物からなる群から選ばれる少な
くとも一種である。本明細書中、免疫染色用増感剤を「増感剤」と略すことがある。
【００１２】
　陰イオン界面活性剤の種類については特に制限されない。陰イオン界面活性剤としては
、例えば、脂肪酸塩、モノアルキル硫酸塩、モノアルキルリン酸塩、アルキルベンゼンス
ルホン酸塩等が挙げられる。陰イオン界面活性剤としては、上記のなかではモノアルキル
硫酸塩が好ましい。モノアルキル硫酸塩のアルキル基の炭素数は、例えば、８～２０であ
ってもよく、１０～１５であってもよい。モノアルキル硫酸塩としては、例えば、ドデシ
ル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、ドデシル硫酸リチウム等のドデシル硫酸塩を例示でき、ド
デシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）が好ましい。陰イオン界面活性剤は、２種類以上を組み
合わせて用いてもよい。
【００１３】
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　本実施形態の増感剤が含有する還元剤は、ホスフィン及びチオール化合物からなる群か
ら選ばれる少なくとも一種である。
　本明細書中において、ホスフィンとは、一般式Ｒ１Ｒ２Ｒ３Ｐ［式中、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ
３は、水素原子又は一価の有機基を表す。］で表される有機リン化合物であり、トリス（
２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）、トリブチルホスフィン（ＴＢＰ）等を
例示できる。なかでも、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）が好ま
しく、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）は、トリス（２－カルボ
キシエチル）ホスフィン塩酸塩（ＴＣＥＰ－ＨＣｌ）であってもよい。
　本明細書中において、チオール化合物とは、分子内にチオール基を有する化合物であり
、２－メルカプトエタノール（β－メルカプトエタノール、β－ＭＥ）、２－メルカプト
エタノールアミン、ジチオトレイトール（ＤＴＴ）、及びジチオエリトリトール（ＤＴＥ
）等を例示できる。
　還元剤は、２種類以上を組み合わせて用いてもよい。
【００１４】
　増感剤中の陰イオン界面活性剤の濃度は、０．１～３０（ｗ／ｖ）％の範囲であること
が好ましく、０．３～２０（ｗ／ｖ）％の範囲であることがより好ましく、１～１５（ｗ
／ｖ）％の範囲であることがさらに好ましく、１～３．５（ｗ／ｖ）％の範囲であること
が特に好ましい。増感剤中の陰イオン界面活性剤の濃度が上記範囲であることにより、免
疫染色の染色性をより効果的に向上させることができる。
【００１５】
　増感剤中の還元剤の濃度は、０．０００１～２０ｍｏｌ／ｌの範囲であることが好まし
い。
　還元剤が、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン（ＴＣＥＰ）、トリブチルホス
フィン（ＴＢＰ）、ジチオトレイトール（ＤＴＴ）、及びジチオエリトリトール（ＤＴＥ
）からなる群から選択される少なくとも一種の化合物である場合、増感剤中の当該還元剤
の濃度は、０．０００１～１０ｍｏｌ／ｌの範囲であることが好ましく、０．００１～１
ｍｏｌ／ｌの範囲であることがより好ましく、０．０１～０．１ｍｏｌ／ｌの範囲である
ことがより好ましく、０．０３～０．０８ｍｏｌ／ｌの範囲であることがさらに好ましい
。
　還元剤が、２－メルカプトエタノール及び／又は２－メルカプトエタノールアミンであ
る場合、増感剤中の当該還元剤の濃度は、０．０１～２０ｍｏｌ／ｌの範囲であることが
好ましく、０．１～１５ｍｏｌ／ｌの範囲であることがより好ましく、２～４ｍｏｌ／ｌ
の範囲であることが特に好ましい。
【００１６】
　増感剤中の陰イオン界面活性剤と還元剤との組み合わせは、ドデシル硫酸塩とチオール
化合物との組み合わせのなかでは、ドデシル硫酸ナトリウムとジチオトレイトール（ＤＴ
Ｔ）との組み合わせがより好ましい。
【００１７】
　増感剤中の陰イオン界面活性剤と還元剤との組み合わせは、ドデシル硫酸塩とホスフィ
ンとの組み合わせが好ましく、なかでもドデシル硫酸ナトリウムとトリス（２－カルボキ
シエチル）ホスフィンとの組み合わせが特に好ましい。
【００１８】
　増感剤は、加熱処理された後の組織切片に対して、使用されることが好ましい。増感剤
の使用方法の詳細については後述するが、加熱処理された後の組織切片に用いることで、
増感剤の抗原賦活化作用が、より効果的に発揮される。したがって、本実施形態の増感剤
は、加熱処理後用の免疫染色用増感剤として好適に用いることができる。
【００１９】
　上記に示す陰イオン界面活性剤及び還元剤を含む増感剤は、還元剤を含まず陰イオン界
面活性剤を含む増感剤と比べて、より免疫染色の染色性を向上させることができる。同様
に、上記に示す陰イオン界面活性剤及び還元剤を含む増感剤は、陰イオン界面活性剤を含
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まず還元剤を含む増感剤と比べて、より免疫染色の染色性を向上させることができる。
【００２０】
　本実施形態の増感剤によれば、組織切片の免疫染色の染色性を向上させることができ、
標的タンパク質の発現が容易に判別可能となる。したがって、より高い精度での診断や治
療薬の選択が可能となり、医療分野等への多大な貢献が期待できる。
【００２１】
＜免疫染色用増感剤キット＞
　本実施形態の免疫染色用増感剤キットは、陰イオン界面活性剤と、還元剤と、を備え、
前記還元剤がホスフィン及びチオール化合物からなる群から選ばれる少なくとも一種であ
る。
【００２２】
　陰イオン界面活性剤としては、上記免疫染色用増感剤で示したものと同一のものを用い
ることができる。還元剤としては、上記免疫染色用増感剤で示したものと同一のものを用
いることができる。
【００２３】
　本実施形態の免疫染色用増感剤キットは、陰イオン界面活性剤及び還元剤を備えている
ので、簡便に免疫染色用増感剤を調製することができ、免疫染色の染色性を向上させるこ
とができる。したがって、より高い精度での診断や治療薬の選択が可能となり、医療分野
等への多大な貢献が期待できる。
【００２４】
　また免疫染色をより簡便にするという観点から、本実施形態の免疫染色用増感剤キット
は、免疫染色に必要な試薬類、器具類等を更に備えていてもよい。免疫染色に必要な試薬
類としては、例えば、抗体、抗体希釈液、発色基質等が挙げられる。免疫染色に必要な器
具としては、例えば、マイクロチューブ、スライドグラス、カバーガラス等が挙げられる
。
　このように、免疫染色に用いられる試薬類、器具類等をキット化することにより、後述
する免疫染色方法を、より簡便に行うことができる。
【００２５】
＜免疫染色方法＞
　本実施形態の免疫染色方法は、免疫染色用増感剤を用いる免疫染色方法であって、
　前記組織切片の抗原に抗体を反応させる前に、前記免疫染色用増感剤を組織切片に接触
させることを含む。
　以下、本実施形態の免疫染色方法について、パラフィン包埋切片を使用する場合を例に
、詳細に説明する。
【００２６】
（組織切片の作製）
　先ず免疫染色方法に用いる組織切片を用意する。組織切片は、患者から採取された組織
を、固定剤に浸漬して固定し、固定後の組織を脱水処理し、パラフィン包埋したものを薄
切して得ることができる。
　固定剤は、ホルムアルデヒド溶液、パラホルムアルデヒド溶液等の、アルデヒド基を有
する化合物の溶液を用いることが好ましい。固定化液には、緩衝液やｐＨ調製剤、アルコ
ール等のその他の成分を含有することができる。
　脱水処理及びパラフィン包埋は、例えば、固定後の組織を７０％エタノール、８０％エ
タノール、９５％エタノール、１００％エタノールに順次浸してエタノール置換した後、
キシレン置換し、パラフィンに浸してパラフィン包埋して成形し、組織が包埋されたパラ
フィンブロックを得る。
　次に、パラフィンブロックをミクロトーム等で適当な厚さに薄切して組織切片を得る。
組織切片の厚みは適宜定めればよいが、通常２～１０μｍ程度、好ましくは３～６μｍ程
度である。組織切片は、スライドグラス上に付着させて用いられてもよい。
【００２７】



(6) JP 6453734 B2 2019.1.16

10

20

30

40

50

（脱パラフィン）
　スライドグラス上に付着させた組織切片を、スライドグラスごとキシレンに浸し、脱パ
ラフィン操作を行い、次いで、脱パラフィン操作後の組織切片を、スライドグラスごと例
えば、９５％エタノール、８０％エタノール、７０％エタノール、洗浄バッファーに順次
浸して洗浄する。
【００２８】
（賦活化処理－増感剤処理）
　本実施形態の免疫染色方法は、上記実施形態の免疫染色用増感剤を用いる免疫染色方法
であって、前記組織切片の抗原に抗体を反応させる前に、前記免疫染色用増感剤を組織切
片に接触させることを含む。本明細書中において、免疫染色用増感剤を組織切片に接触さ
せることを「増感剤処理」ということがある。増感剤処理は、賦活化処理の一種として行
うことができる。
【００２９】
　増感剤を組織切片に接触させる方法は、例えば、スライドグラス上の組織切片の上に増
感剤を滴下する方法や、スライドグラス上の組織切片の上に増感剤を塗布する方法や、組
織切片を組織切片が付着したスライドグラスごと増感剤中に浸漬させる方法が挙げられる
。
【００３０】
　増感剤を組織切片に接触させる時間は、例えば１～６０分程度、好ましくは５～３０分
程度である。組織切片に接触させる増感剤の温度は、例えば０～３０℃程度、好ましくは
１５～２５℃程度である。
【００３１】
　上記免疫染色用増感剤キットを用いて増感剤を調製する場合、組織切片に接触させる前
に、予め陰イオン界面活性剤と還元剤とを混合して調製された増感剤を、組織切片に接触
させてもよい。別の方法として、組織切片上で増感剤を調製してもよい。組織切片上で増
感剤を調製する場合、陰イオン界面活性剤と還元剤の混合方法は制限されるものではなく
、例えば、先ず陰イオン界面活性剤を組織切片に滴下した後、この陰イオン界面活性剤に
対し還元剤を滴下することで、組織切片上で増感剤を調製してもよい。別法としては、陰
イオン界面活性剤と還元剤とを同時に組織切片に滴下してもよく、或いは、先ず還元剤を
組織切片上に滴下した後、この還元剤に対し陰イオン界面活性剤を滴下してもよい。
【００３２】
　本実施形態の免疫染色方法によれば、増感剤処理により、組織切片の抗原を賦活化させ
、免疫染色の染色性を向上させることができる。
【００３３】
（賦活化処理－加熱処理）
　賦活化処理として、増感剤処理に加えて、その他の賦活化処理法を併用してもよい。本
実施形態の免疫染色方法は、組織切片に対して加熱処理することを含むことが好ましい。
加熱処理は、賦活化処理の一種として行うことができる。当該加熱処理は、後述の免疫染
色用増感剤を組織切片に接触させることより先に行うことが好ましい。加熱方法は、オー
トクレーブ法、マクロウェーブ法、温浴法等が挙げられ、これらに限定されない。加熱処
理温度は、例えば、８０℃～１２１℃で行ってもよく、９０℃～１２１℃で行ってもよい
。加熱時間は５～６０分程度で行うことができ、加熱温度等に応じて適宜定めればよい。
　増感剤処理と加熱処理とを両方とも実施する場合、増感剤処理と加熱処理とを行う順序
は制限されるものではなく、例えば増感剤処理と加熱処理とを同時に行ってもよく、増感
剤処理の後に加熱処理を行ってもよいが、加熱処理の後に増感剤処理を行うことがより好
ましい。先ず加熱処理を行うことで、組織切片の増感剤に対する反応効率が高まると考え
られ、より効果的に抗原賦活化を行うことができる。
【００３４】
（賦活化処理－その他）
　また、その他の賦活化処理法として、タンパク質分解酵素処理やｐＨ調整が挙げられ、
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増感剤処理に加えて、さらにこれらの賦活化処理法を併用してもよい。
　タンパク質分解酵素処理は、組織切片にタンパク質分解酵素を反応させる処理である。
用いられるタンパク質分解酵素としては、トリプシン、ペプシン、プロテイナーゼＫ等が
挙げられる。タンパク質分解酵素は、一種以上を組み合わせて用いることができる。タン
パク質分解酵素の使用条件は、使用する酵素の反応特性を考慮して適宜定めればよく、例
えば、タンパク質分解酵素を溶かしたバッファーを、３７℃で１０～４０分程度組織切片
に接触させることが挙げられる。
【００３５】
（抗体反応）
　次いで、賦活化処理された賦活化処理後の組織切片の抗原に抗体を反応させる抗体反応
を行う。本実施形態に示す抗体反応は、ブロッキング、一次抗体反応、二次抗体反応の工
程を含む。
【００３６】
　まず、賦活化処理後の組織切片に対し、ブロッキング剤によるブロッキングを行い、抗
体の非特異的吸着を防止する。ブロッキング剤は公知であり、当分野において通常用いら
れるものを使用可能である。ブロッキング剤としては、例えば、正常動物血清、スキムミ
ルク、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン等が挙げられる。
【００３７】
　一次抗体は、組織切片が有する検出対象の抗原を、認識する抗体である。抗体は一次構
造を認識するものであってもよく、モノクローナル抗体であってもよく、ポリクローナル
抗体であってもよい。
　例えば、ブロッキング後の組織切片に対して一次抗体を含む液を滴下し、組織切片上の
抗原と一次抗体を接触させて、一次抗体反応を行ってもよい。
【００３８】
　二次抗体は、上記一次抗体を認識する抗体である。二次抗体は適当な標識物質で標識さ
れていることが好ましい。標識物質を直接又は間接的に検出することで、組織切片上の検
出対象の抗原の存在を検出（染色）可能である。
　染色方法は当分野において通常用いられるものを使用可能である。二次抗体を酵素標識
する方法、蛍光標識する方法、ＲＩ標識する方法等を採用可能であり、標識により生産さ
れたシグナルを検出可能である。
【００３９】
　本実施形態の免疫染色方法によれば、増感剤処理により、組織切片の抗原を賦活化させ
、免疫染色の染色性を向上させることができる。したがって、より高い精度での診断や治
療薬の選択が可能となり、医療分野等への多大な貢献が期待できる。
【実施例】
【００４０】
　次に実施例を示して本発明をさらに詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定さ
れるものではない。
　なお、単位Ｍは、ｍｏｌ／Ｌを表す。
【００４１】
＜実験１＞
（実施例１－１）
　肺腺癌患者から取得した腺癌組織を、固定剤（１０％ホルマリン）に、室温（２０～２
５℃）２４時間～１週間程度浸漬させ、組織の固定を行った。定法により組織のパラフィ
ンブロックを得た後、該パラフィンブロックをミクロトームにより薄切し、組織切片を得
た。得られた組織切片は、スライドグラス上に付着させた。組織切片に対する以下の操作
は、組織切片をスライドグラス上に付着させた状態で行った。
【００４２】
　組織切片を、キシレンに１０分浸した後、各数秒程度の時間で、１００％エタノール、
９５％エタノール、９０％エタノール、８０％エタノール、７０％エタノールに順次浸漬
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させ、その後、水で軽く流水水洗した。
　スライドグラスの水分を切り、組織切片の上に、３（ｖ／ｖ）％過酸化水素を６～８滴
滴下して組織切片全体を覆い、湿箱中に室温で１０分静置した後、水で軽く流水水洗した
。
【００４３】
　クエン酸緩衝液（組成：０．０１Ｍ　クエン酸緩衝液，ｐＨ６．０）１０ｍＬを超純水
で２００ｍＬにメスアップしたものに、さらにＴｗｅｅｎ２０を２００μＬ加え、スター
ラーで撹拌し、熱処理用バッファーを調製した。染色バットに上記の熱処理用バッファー
を入れ、その染色バットに、染色かごにセットした組織切片を入れて、組織切片を熱処理
用バッファーに浸漬させ、これを１２１℃１０分間オートクレーブした。オートクレーブ
の後、扇風機を用い、室温程度にまで組織切片を冷却させた。次いで、ＴＢＳに５分間浸
漬させた。
【００４４】
　次いで、増感剤処理を行った。以下の組成で調整した増感剤を、組織切片上に１００μ
ｌ／１切片の量でのせ、湿箱中に室温で１０分静置した。その後、ＴＢＳに５分間×３回
浸漬させた。
・２０％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ　　…１０μＬ（２％（ｗ／ｖ））
・１００％β－ＭＥ　　…５μＬ（５％（ｗ／ｖ））
・０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ（ｐＨ６．８）　　…８５μＬ
【００４５】
　スライドグラスの水分を切り、組織切片の上に、２（ｖ／ｖ）％正常ブタ血清を滴下し
て組織切片全体を覆い、湿箱中に室温で１０分静置した。
【００４６】
　余分な正常ブタ血清をふき取り、希釈した一次抗体［抗Ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ　７（
ＣＫ７）抗体（Ｄａｋｏ社製：型番Ｍ７０１８）］を上記の正常ブタ血清で１０００倍程
度に希釈したものを、組織切片上に１００μＬ／１切片の量でのせ、室温で２時間静置し
た。その後、ＴＢＳに５分間×３回浸漬させた。
【００４７】
　スライドグラスの水分を切り、組織切片の上に、ＥＮＶＩＳＩＯＮ＋　ＤｕａｌＬｉｎ
ｋ（Ｄａｋｏ社製：型番Ｋ４０６１）を１滴たらし、切片上に広げ、室温で３０分静置し
た。その後、ＴＢＳに５分間×３回浸漬させた。
【００４８】
　スライドグラスの水分を切り、組織切片の上に、基質溶液Ｓｔａｂｌｅ　ＤＡＢ（ファ
ルマ社製：型番ＦＡ０１１８Ｌ）を１００μｌ／１切片の量でのせ、室温で２～５分間反
応させた。染色比較物間の反応条件は同一とした。その後、ＴＢＳに浸漬させ、水で水洗
した。
【００４９】
　組織切片をマイヤーヘマトキシリン溶液に浸漬させ、２０秒程度反応させた後、水によ
り水洗し、定法により飽和炭酸リチウムで色出しした。
　その後、脱水エタノール系列及びキシレンに順次浸漬させた後、封入剤を用いて封入し
た。
　免疫染色の結果を、顕微鏡を用いて観察したところ、増感剤を未使用の場合よりも良好
な染色結果が得られた（図１）。
【００５０】
（実施例１－２～１－４）
　実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤について、以下の表１に示す割
合で調整した増感剤を用いた以外は、実施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
　その結果、実施例１－１と同様に、増感剤を未使用の場合よりも良好な染色結果が得ら
れた。
【００５１】
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【表１】

【００５２】
＜実験２＞
（比較例２－１、参考例２－１～２－４）
　増感剤中の陰イオン界面活性剤の効果について検討した。
　上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表２に示す
割合で調整した増感剤を用いた以外は、実施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
比較例２－１では、増感剤のコントロールとして０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ（ｐＨ６．
８）を用いた。
【００５３】
【表２】

【００５４】
　その結果、比較例２－１に比べて、ＳＤＳを少しでも含む増感剤で増感剤処理を行った
参考例２－１～参考例２－４では、いずれにおいても染色強度が増大した。参考例２－１
（０．５％（ｗ／ｖ））に比べて、参考例２－２（２％（ｗ／ｖ））では、より強い染色
強度が認められた。参考例２－２（２％（ｗ／ｖ））よりもＳＤＳの濃度の高い、参考例
２－３（５％（ｗ／ｖ））と参考例２－４（１０％（ｗ／ｖ））では、参考例２－２（２
％（ｗ／ｖ））と比べて染色性に大きな差は認められなかった。
　比較例２－１及び参考例２－２の、免疫染色の結果を図２に示す。
【００５５】
＜実験３＞
（比較例３－１～３－３、参考例３－１～３－３）
　増感剤中の還元剤の効果について検討した。
上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表３に示す割
合で調整した増感剤を用いた以外は、実施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。比
較例３－１、比較例３－２、比較例３－３では、増感剤のコントロールとして０．１Ｍ　
Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ（ｐＨ６．８）を用いた。
【００５６】
【表３】

【００５７】
　比較例３－１及び参考例３－１の、免疫染色の結果を図３に示す。
還元剤を含まない増感剤を用いた比較例３－１に比べて、２．８６Ｍのβ－ＭＥを含む増
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【００５８】
　比較例３－２及び参考例３－２の、免疫染色の結果を図３に示す。
還元剤を含まない増感剤を用いた比較例３－２に比べて、４０ｍＭのＤＴＴを含む増感剤
を用いた参考例３－２では、より強い染色が認められた。
【００５９】
　比較例３－３及び参考例３－３の、免疫染色の結果を図３に示す。
還元剤を含まない増感剤を用いた比較例３－３に比べて、８０ｍＭのＴＣＥＰを含む増感
剤を用いた参考例３－３では、より強い染色が認められた。
【００６０】
＜実験４＞
（実施例４－１～４－３、参考例４－１～４－３）
　増感剤中、還元剤を含むが陰イオン界面活性剤を含まない場合と、還元剤及び界面活性
剤を含む場合とで、染色強度の比較を行った。
　上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表４に示す
割合で調整した増感剤を用いた以外は、実施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
【００６１】
【表４】

【００６２】
　参考例４－１及び実施例４－１の、免疫染色の結果を図４に示す。
２．８６Ｍのβ－ＭＥを含む増感剤を用いた参考例４－１に比べて、２．８６Ｍのβ－Ｍ
Ｅ及び２％（ｗ／ｖ）のＳＤＳを含む増感剤を用いた実施例４－１では、より強い染色が
認められた。
【００６３】
　参考例４－２及び実施例４－２の、免疫染色の結果を図４に示す。
４０ｍＭのＤＴＴを含む増感剤を用いた参考例４－２に比べて、４０ｍＭのＤＴＴ及び２
％（ｗ／ｖ）のＳＤＳを含む増感剤を用いた実施例４－２では、より強い染色が認められ
た。
【００６４】
　参考例４－３及び実施例４－３の、免疫染色の結果を図４に示す。
８０ｍＭのＴＣＥＰを含む増感剤を用いた参考例４－３に比べて、８０ｍＭのＴＣＥＰ及
び２％（ｗ／ｖ）のＳＤＳを含む増感剤を用いた実施例４－３では、より強い染色が認め
られた。
【００６５】
＜実験５＞
（実施例５－１～５－６）
　増感剤中、界面活性剤と組み合わせるβ－ＭＥの至適濃度について検討した。
　上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表５に示す
割合で調整した増感剤を用いたこと、及び一次抗体に、発明者らの研究室で肺腺癌組織を
マウスに免疫して作製した抗ＭＵＣ５Ｂ抗体（培養上清）を原液で用いたこと以外は、実
施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
【００６６】
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【表５】

【００６７】
　実施例５－１～実施例５－６の、免疫染色の結果を図５に示す。また図６の画像は、図
５に示す画像を、画像処理ソフト（Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ
　バージョン　１１．０）を用いて、グレースケールに変換後、５０％のグレー値のレベ
ルが中間（１２８）を超えるピクセルをホワイトに、それに満たないものをブラックに変
換することで２階調化したものである。
　図７のグラフは、図６の各画像の中央部の囲み内の領域について、画像解析ソフト（Ｉ
ｍａｇｅＪ　１．４８ｖ）を用いてシグナル（黒い部分）の積算値を算出し、積算値を各
囲み内の領域面積で除算した結果である。図７に示されるように、２．８６Ｍのβ－ＭＥ
を使用した実施例５－４が、その他の濃度のβ－ＭＥを用いた実施例に比べ、染色強度が
最大となった。
【００６８】
＜実験６＞
（実施例６－１～６－４）
　増感剤中、界面活性剤と組み合わせるＤＴＴの至適濃度について検討した。
　上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表６に示す
割合で調整した増感剤を用いたこと、及び一次抗体に、発明者らの研究室で肺腺癌組織を
マウスに免疫して作製した抗ＭＵＣ５Ｂ抗体（培養上清）を原液で用いたこと以外は、実
施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
【００６９】
【表６】

【００７０】
　実施例６－１～実施例６－４の、免疫染色の結果を図８に示す。また上記実験５と同様
にして、図８を処理した画像を図９に示す。
　図１０のグラフは、図９の各画像の中央部の囲み内の領域について、画像解析ソフト（
ＩｍａｇｅＪ　１．４８ｖ）を用いてシグナル（黒い部分）の積算値を算出し、積算値を
各囲み内の領域面積で除算した結果である。図１０に示されるように、４０ｍＭのＤＴＴ
を使用した実施例６－４が、その他の濃度のＤＴＴを用いた実施例に比べ、染色強度が最
大となった。
【００７１】
＜実験７＞
（実施例７－１～７－６）
　増感剤中、界面活性剤と組み合わせるＴＣＥＰの至適濃度について検討した。
　上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表７に示す
割合で調整した増感剤を用いたこと、及び一次抗体に、発明者らの研究室で肺腺癌組織を
マウスに免疫して作製した抗ＭＵＣ５Ｂ抗体（培養上清）を原液で用いたこと以外は、実
施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
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【００７２】
【表７】

【００７３】
　実施例７－１～実施例７－６の、免疫染色の結果を図１１に示す。また上記実験５と同
様にして、図１１を処理した画像を図１２に示す。
　図１３のグラフは、図１２の各画像の中央部の囲み内の領域について、画像解析ソフト
（ＩｍａｇｅＪ　１．４８ｖ）を用いてシグナル（黒い部分）の積算値を算出し、積算値
を各囲み内の領域面積で除算した結果である。図１３に示されるように、６０ｍＭまでは
濃度増加に伴い染色強度も増大していくが、８０ｍＭでは微増となった。８０ｍＭのＴＣ
ＥＰを使用した実施例７－６が、その他の濃度のＴＣＥＰを用いた実施例に比べ、染色強
度が最大となった。
【００７４】
＜実験８＞
（比較例８－１、実施例８－１～８－３）
　ＳＤＳに組み合わせる各種還元剤について、上記で検討した至適条件における染色強度
の比較を行った。
　上記実施例１－１において、陰イオン界面活性剤及び還元剤の配合を以下の表８に示す
割合で調整した増感剤を用いた以外は、実施例１－１と同様にして、免疫染色を行った。
比較例８－１では、増感剤のコントロールとして０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ　ＨＣｌ（ｐＨ６．
８）を用いた。
【００７５】
【表８】

【００７６】
　比較例８－１及び実施例８－１～実施例８－３の、免疫染色の結果を図１４に示す。ま
た上記実験５と同様にして、図１４を処理した画像を図１５に示す。
　図１６のグラフは、図１５の各画像の中央部の囲み内の領域について、画像解析ソフト
（ＩｍａｇｅＪ　１．４８ｖ）を用いてシグナル（黒い部分）の積算値を算出し、積算値
を各囲み内の領域面積で除算した結果である。図１６に示されるように、β－ＭＥを還元
剤として使用した実施例８－１と、ＤＴＴを還元剤として使用した実施例８－２に比べ、
ＴＣＥＰを還元剤として使用した実施例８－３で、染色強度が最大となった。
【００７７】
　以上で説明した各実施形態における各構成及びそれらの組み合わせ等は一例であり、本
発明の趣旨を逸脱しない範囲で、構成の付加、省略、置換、およびその他の変更が可能で
ある。また、本発明は各実施形態によって限定されることはなく、請求項（クレーム）の
範囲によってのみ限定される。
【産業上の利用可能性】
【００７８】
　本発明の免疫染色用増感剤及び免疫染色用増感剤キットによれば、例えば、通常の免疫
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染色法の一次抗体反応前に、免疫染色用増感剤を反応させるという簡便な作業を行うこと
で、染色性が大幅に向上する。本発明の免疫染色用増感剤、免疫染色用増感剤キット、及
びそれを用いた免疫染色方法は、一例として分子標的治療薬選択や研究などへの適用可能
である。

【図１】

【図２】

【図３】
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