
(57)【要約】
【課題】本発明は、検出感度を落とすことなく、内因性ビオチン等による非特異反応の抑
制を達成しつつ、細胞増殖等についての評価を提供し得る免疫染色方法を提供するもので
ある。
【解決手段】本発明の免疫染色方法は、固定標本切片中の標本について内因性ペルオキシ
ダーゼ活性を抑制する工程と、抑制された標本を親水化する工程と、親水化した標本の抗
原性を回復する工程と、前記標本の一部と一次抗体とを結合させる工程と、からなる免疫
染色方法であって、前記抗原性を回復する工程として、酵素処理、又は熱処理から選択さ
れる少なくとも 1種の処理を行うことを特徴とする。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 固 定 標 本 切 片 中 の 標 本 に つ い て 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 抑 制 す る 工 程 と 、 抑 制 さ
れ た 標 本 を 親 水 化 す る 工 程 と 、 親 水 化 し た 標 本 の 抗 原 性 を 回 復 す る 工 程 と 、 前 記 標 本 の 一
部 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ る 工 程 と 、 か ら な る 免 疫 染 色 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 原 性 を 回 復
す る 工 程 と し て 、 酵 素 処 理 、 又 は 熱 処 理 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の 処 理 を 行 う こ と
を 特 徴 と す る 免 疫 染 色 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 標 本 の 一 部 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ る 工 程 後 、 さ ら に 、 反 応 し た 抗 体 を 検 出 す る 際
に 、 ポ リ マ ー 法 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ポ リ マ ー 法 が 、 固 定 標 本 切 片 中 の 抗 原 を 検 出 す る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方
法 に よ る 抗 原 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 原 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ て 、 二 次 抗 体 及 び 西
洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む ポ リ マ ー 複 合 体 と 、 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ
て 、 前 記 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ る 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 の 標 識 物 を 可 視
化 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 を 検 出 す る 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と の 反 応 前 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理
を 行 う 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と の 反 応 後 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理
を 行 う 請 求 項 ３ 又 は 4項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 前 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 を 行 う 請 求 項 ３ ～ 5
項 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 が 、 二 次 抗 体 と 同 種 の 動 物 血 清 に よ る 処 理 、 ウ シ 血 清 ア
ル ブ ミ ン に よ る 処 理 、 ス キ ン ミ ル ク に よ る 処 理 、 ノ ン フ ァ ッ ト ミ ル ク に よ る 処 理 、 及 び ガ
ゼ イ ン 溶 液 に よ る 処 理 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 3～ 6項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 カ ゼ イ ン 処 理 の 場 合 、 ０ ． ０ ２ ５ ～ ２ ． ５ ％ の 範 囲 の カ ゼ イ ン を 含 む 溶 液 に よ り 行
い 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に よ る 処 理 の 場 合 、 ０ ． ５ ％ ～ ５ ％ の 範 囲 の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
を 含 む 溶 液 に よ り 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ５ 項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 酵 素 処 理 が 、 ト リ プ シ ン 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ
る 少 な く と も 1種 の 酵 素 に よ る 処 理 で あ る 請 求 項 １ ～ 8項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 酵 素 処 理 を 、 １ ～ ３ ０ 分 間 行 う 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 熱 処 理 が 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 又 は EDTA溶 液 の い ず れ か の 溶 液 に 標 本 を 浸 漬 し て 、 加 熱
す る 処 理 で あ る 請 求 項 １ ～ 8項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 ク エ ン 酸 緩 衝 液 の ｐ Hが 、 ６ ～ ８ で あ る 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 標 本 が 、 細 胞 、 組 織 、 凝 固 細 胞 浮 遊 液 、 凝 固 骨 髄 穿 刺 液 、 自 然 沈 降 凝 固 血 液 か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 で あ る 請 求 項 １ ～ 12項 の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 又 は 細 胞 死 の
評 価 を 行 な う 評 価 方 法 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 一 次 抗 体 が 、 CD117、 Beclin-1,CD133か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 で あ
る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 染 色 法 、 及 び 当 該 免 疫 染 色 法 を 利 用 し た 細 胞 の 評 価 方 法 に 関 し 、 特 に 、
特 に 、 酵 素 処 理 を 利 用 し た 免 疫 染 色 法 、 及 び 当 該 免 疫 染 色 法 を 利 用 し た 細 胞 の 評 価 方 法 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 の 免 疫 科 学 の 進 歩 に よ り 、 抗 原 抗 体 反 応 を 用 い て 微 量 の 物 資 を 感 度 良 く 検 出 す る 免
疫 測 定 が 広 く 用 い ら れ て い る 。 免 疫 測 定 の 中 で 一 般 的 な も の と し て 、 免 疫 組 織 染 色 及 び 酵
素 免 疫 測 定 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 免 疫 組 織 染 色 と は 、 組 織 上 の 特 定 の 抗 原 を 、 そ の 抗 原 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 に よ っ て
検 出 す る 方 法 で あ る 。 通 常 、 組 織 を 固 定 後 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た ブ ロ ッ ク か ら 薄 切 し た 切 片
上 に 特 定 の 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 を 反 応 さ せ 、 反 応 し た 抗 体 の 有 無 か ら 抗 原 の 存 在 を 判 断 す
る 。 最 初 に 抗 原 と 反 応 さ せ る 抗 体 を 、 通 常 、 第 一 抗 体 と 呼 ぶ 。 第 一 抗 体 に 、 視 覚 又 は 機 器
に よ り 検 出 し 得 る シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 を 結 合 さ せ て お け ば 、 そ の シ グ ナ ル の 強 度 か ら 第
一 抗 体 の 量 が わ か り 、 そ れ は 即 ち 切 片 上 の 抗 原 の 量 に 対 応 す る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め
の シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 と し て 蛍 光 物 質 、 酵 素 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 光 学 顕 微 鏡 で の 染 色 像 の 解 析 が 可 能 と な っ た 現 在 で は 、 シ グ ナ ル を 発 す る 物 質 と し て 酵
素 を 用 い る の が 一 般 的 と な っ た 。 免 疫 組 織 染 色 を 行 な う 際 、 第 一 抗 体 に 酵 素 を 結 合 さ せ て
お け ば 、 そ の 酵 素 の 発 色 性 の 基 質 を 加 え る こ と に よ り 酵 素 活 性 に 対 応 し た 発 色 が 得 ら れ 、
そ れ は 抗 体 の 量 に 対 応 、 即 ち 組 織 上 に 存 在 す る 抗 原 の 量 に 対 応 す る 。 し か し 、 こ の 方 法 で
は 通 常 十 分 な 感 度 が 得 ら れ な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 抗 原 を 検 出 す る 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に は 、 一 次 抗 体 を 可 視 化 で き る 酵 素 や 標 識 物 で
標 識 し た も の を 用 い る 直 接 法 と 一 次 抗 体 を 標 識 せ ず に 二 次 抗 体 を 標 識 す る 間 接 法 が あ る こ
と が 知 ら れ て い る 。 (酵 素 抗 体 法 　 学 際 企 画 　 ２ ０ ０ ０ ２ ． ２ ． １ ８ 発 刊 、 ｐ ． ２ ３ -２ ５
（ 以 下 、 非 特 許 文 献 １ と い う ） )。 一 般 に 、 間 接 法 に は 、 抗 原 を 一 次 抗 体 で 標 識 し た 後 に
、 こ の 特 異 抗 体 を 標 識 す る 間 接 法 に 属 す る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抗 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 （ 以 下
、 Ｐ Ａ Ｐ 法 と い う ） 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー ビ オ チ ン 複 合 体 法 （ 以 下 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 と い う
） 、 二 次 抗 体 と 標 識 酵 素 と の ポ リ マ ー へ 結 合 さ せ た ポ リ マ ー 試 薬 法 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ で 標 識 し た
一 次 抗 体 な い し 二 次 抗 体 を Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 体 を 用 い る 方 法 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 に 異 化 レ
ポ ー タ ー 沈 着 反 応 （ 以 下 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｄ と い う ） を 追 加 し た 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方
法 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 改 訂 四 版 　 渡 辺 ・ 中 根 　 酵 素 抗 体 法 　 名 倉 宏 、 長 村 義 之 、 堤 寛 編 　 学 際
企 画 　 ２ ０ ０ ０ ２ ． ２ ． １ ８ 発 刊
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 従 来 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 は 、 内 因 性 ビ オ チ ン の マ ス ク で は 内 因 性 ビ
オ チ ン に よ る 非 特 異 反 応 の 抑 制 は 完 全 に は 達 成 で き な い 。 こ こ で 、 内 因 性 ビ オ チ ン と は 、
組 織 切 片 中 の 細 胞 等 に 分 布 す る ビ オ チ ン を 意 味 す る 。 こ の よ う な 内 因 性 ビ オ チ ン は 、 あ る
程 度 各 組 織 の 細 胞 中 に 存 在 す る が 、 特 に 、 内 因 性 ビ オ チ ン の 含 有 量 が 高 い の は 、 肝 臓 や 甲
状 腺 で あ る 。 こ の 内 因 性 ビ オ チ ン に よ る 非 特 異 反 応 を 回 避 す べ く 開 発 さ れ 非 特 許 文 献 １ な
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ど の 超 高 感 度 の 免 疫 染 色 法 の 抗 原 検 出 感 度 は 、 sABC法 と CARDに よ る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化
学 的 染 色 の 方 法 よ り 低 い と い う 問 題 も 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 と こ ろ で 、 ヒ ト 組 織 の 形 態 形 成 と 形 態 維 持 に は 、 構 成 細 胞 の 増 殖 、 幹 細 胞 の 保 持 と 供 給
、 細 胞 死 が 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 増 殖 細 胞 を 組 織 標 本 で 標 識 で き る こ と は 良 く 知 ら れ て い
る 。 ま た 、 組 織 の 幹 細 胞 の 標 識 も 可 能 で あ る が 、 特 異 な 抗 体 が 未 だ に 見 い 出 さ れ て い な い
。 さ ら に 、 ヒ ト 細 胞 の プ ロ グ ラ ム 細 胞 死  (Programmed cell death) に は 、 ア ポ プ ト ー シ
ス  (Apoptosis)と 自 己 貪 食 細 胞 死  (Autophagic cell death) が あ る が 、 現 在 、 前 者 が か
な り 検 索 が 進 ん で い る の に 対 し て 後 者 の 研 究 検 索 は 現 在 進 行 中 で あ る 。
　 し か し な が ら 、 こ れ ら の 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 細 胞 死 な ど に つ い て 、 従 来 の 免 疫 組 織 化 学
的 染 色 法 で は 、 検 出 で き な い 場 合 が あ り 、 そ れ ら 細 胞 増 殖 な ど の 評 価 方 法 の 開 発 が 望 ま れ
て い た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 検 出 感 度 を 落 と す こ と な く 、 内 因 性 ビ オ チ ン 等 に よ る 非 特 異 反 応 の
抑 制 を 達 成 し つ つ 、 細 胞 増 殖 等 に つ い て の 評 価 を 提 供 し 得 る 免 疫 染 色 方 法 を 提 供 す る も の
で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 は 、 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 細 胞 死 な ど の 免 疫 染 色 法 に よ る 解 析 を 鋭 意 研 究 の 結 果
、 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 、 及 び 当 該 免 疫 染 色 法 に よ る 評 価 方 法 を 見 出 す に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 は 、 固 定 標 本 切 片 中 の 標 本 に つ い て 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性
を 抑 制 す る 工 程 と 、 抑 制 さ れ た 標 本 を 親 水 化 す る 工 程 と 、 親 水 化 し た 標 本 の 抗 原 性 を 回 復
す る 工 程 と 、 前 記 標 本 の 一 部 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ る 工 程 と 、 か ら な る 免 疫 染 色 方 法 で
あ っ て 、 前 記 抗 原 性 を 回 復 す る 工 程 と し て 、 酵 素 処 理 、 又 は 熱 処 理 か ら 選 択 さ れ る 少 な く
と も 1種 の 処 理 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 標 本 の 一 部 と 一 次 抗 体 と を 結
合 さ せ る 工 程 後 、 さ ら に 、 反 応 し た 抗 体 を 検 出 す る 際 に 、 ポ リ マ ー 法 を 用 い る こ と を 特 徴
と す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ マ ー 法 が 、 固 定 標
本 切 片 中 の 抗 原 を 検 出 す る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に よ る 抗 原 の 検 出 方 法 で あ
っ て 、 前 記 抗 原 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ て 、 二 次 抗 体 及 び 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ を
含 む ポ リ マ ー 複 合 体 と 、 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ て 、 前 記 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ
シ ダ ー ゼ に よ る 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 の 標 識 物 を 可 視 化 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 を
検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記
結 合 し た 一 次 抗 体 と の 反 応 前 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記
結 合 し た 一 次 抗 体 と の 反 応 後 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈
着 反 応 前 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る
処 理 が 、 二 次 抗 体 と 同 種 の 動 物 血 清 に よ る 処 理 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に よ る 処 理 、 ス キ ン
ミ ル ク に よ る 処 理 、 ノ ン フ ァ ッ ト ミ ル ク に よ る 処 理 、 及 び ガ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 処 理 か ら な
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る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 カ ゼ イ ン 処 理 の 場 合 に
は 、 ０ ． ０ ２ ５ ～ ２ ． ５ ％ の 範 囲 の カ ゼ イ ン を 含 む 溶 液 に よ り 行 い 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
に よ る 処 理 の 場 合 、 ０ ． ５ ％ ～ ５ ％ の 範 囲 の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 溶 液 に よ り 行 う こ
と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 酵 素 処 理 が 、 ト リ プ シ
ン 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の 酵 素 に よ る
処 理 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 酵 素 処 理 を 、 １ ～ ３ ０
分 間 行 う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 熱 処 理 が 、 ク エ ン 酸 緩
衝 液 又 は EDTA溶 液 の い ず れ か の 溶 液 に 標 本 を 浸 漬 し て 、 加 熱 す る 処 理 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 ク エ ン 酸 緩 衝 液 の ｐ H
が 、 ６ ～ ８ で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 標 本 が 、 細 胞 、 組 織 、 凝 固
細 胞 浮 遊 液 、 凝 固 骨 髄 穿 刺 液 、 自 然 沈 降 凝 固 血 液 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1
種 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 評 価 方 法 は 、 請 求 項 １ ～ 13の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 を 用 い て 、 細 胞
増 殖 、 幹 細 胞 、 又 は 細 胞 死 の 評 価 を 行 な う こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 評 価 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 一 次 抗 体 が 、 CD117、 Becli
n-1,CD133か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 従 来 の ポ リ マ ー 法 で は 検 出 す る こ と が 不 可 能 で あ る か 困 難 で あ っ た 細
胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 細 胞 死 の 評 価 を 行 な う こ と が 可 能 で あ る と い う 有 利 な 効 果 を 奏 す る 。 ま
た 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ る 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 （ CARD） と そ の 標 識
物 の 検 出 を 含 む 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 抗 原 検 出 感 度 は 、 CARDの 前 に 実 施 す る
間 接 的 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 1000倍 と な る の で 、 こ れ ら の 染 色 法 と の 併 用 に よ り 、 更 に
高 感 度 の 検 出 を 提 供 し う る と い う 有 利 な 効 果 を 奏 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま ず 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 に つ い て 概 略 を 説 明 す れ ば 、 以 下 の よ う に な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 基 本 的 に は 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 は 、 固 定 標 本 切 片 中 の 標 本 に つ い て 内 因 性 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 活 性 を 抑 制 す る 工 程 と 、 抑 制 さ れ た 標 本 を 親 水 化 す る 工 程 と 、 親 水 化 し た 標 本 の 抗
原 性 を 回 復 す る 工 程 と 、 前 記 標 本 の 一 部 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ る 工 程 と 、 か ら な る 免 疫
染 色 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 原 性 を 回 復 す る 工 程 と し て 、 酵 素 処 理 、 又 は 熱 処 理 か ら 選 択 さ
れ る 少 な く と も 1種 の 処 理 を 行 う こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 な お 、 抗 原 性 を 回 復 す る た め の 抗 原 回 復 処 理 は 、 必 須 で は な い が 、 抗 原 の 抗 原 性 を よ り
高 め 、 ひ い て は 、 目 的 抗 原 を 検 出 し や す く す る の に 用 い ら れ る 。 な お 、 工 程 中 に 、 適 宜 洗
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浄 、 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 を 行 う こ と に よ り 、 一 層 高 感 度 な 検 出 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 は 、 固 定 標 本 切 片 中 の 標 本 、 特 に 、 抗 原 、 特 異 な 抗 原 を 有 す る 細 胞
又 は 組 織 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ こ で 、 固 定 （ パ ラ フ ィ ン 包 埋 ） 標 本 切 片 に つ い
て 説 明 す る と 、 固 定 （ パ ラ フ ィ ン 包 埋 ） 標 本 と は 、 生 物 組 織 か ら 切 り 出 さ れ 、 固 定 化 さ れ
た 標 本 の こ と で 、 例 え ば 、 １ ０ ％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン 液 等 で 化 学 固 定 さ れ 、 濃 度 が 漸 増 す る エ
タ ノ ー ル 溶 液 系 列 で 水 分 が 除 か れ 、 １ ０ ０ ％ キ シ レ ン 等 で 浸 透 さ れ 、 ６ ０ ℃ 前 後 の 溶 解 し
た パ ラ フ ィ ン 等 の 溶 液 で 浸 透 さ れ 、 低 温 下 で パ ラ フ ィ ン 等 で 固 化 さ れ た 標 本 を い う 。 固 定
（ パ ラ フ ィ ン 包 埋 ） 標 本 切 片 は 、 通 常 、 薄 切 装 置 で 作 成 さ れ た そ の 標 本 の ３ ミ ク ロ ン 前 後
の 厚 さ の 切 片 で 、 適 切 に 処 理 さ れ た ス ラ イ ド に 貼 付 さ れ て い る 。 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本
切 片 が 免 疫 染 色 に 供 さ れ る 時 に は 、 １ ０ ０ ％ キ シ レ ン に 浸 透 す る こ と で パ ラ フ ィ ン を 除 き
、 １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル で そ の キ シ レ ン を 置 換 し た 後 に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 等 に 浸 透 し て 、 親 水
化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 抑 制 は 、 化 学 固 定 や そ の 後 の 組 織 の 処 理 で も 活 性 を 失 わ
な い 組 織 中 の 細 胞 の 有 す る ペ プ オ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 を 抑 制 す る も の で あ り 、 た と え ば 、 以
下 の 処 理 を 行 な う 。 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 か ら １ ０ ０ ％ キ シ レ ン で パ ラ フ ィ ン を 除
き 、 キ シ レ ン を １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 除 い た 後 に 、 ０ ． ０ ３ ～ 1％ 過 酸 化 水 素 メ タ ノ ー ル
溶 液 に １ ０ ～ ３ ０ 分 間 浸 す か 、 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 を 親 水 化 し た 後 に 、 １ ～ ５ ％
過 酸 化 水 素 含 有 ０ ． ０ １ Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 ｐ H7.2に ５ ～ １ ０ 分 間 浸 す 。 こ れ は 、 ダ コ サ
イ ト メ ー シ ョ ン 社 か ら 供 給 さ れ て い る CSAキ ッ ト に も 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 標 本 の 一 部 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ る 工 程 後
、 さ ら に 、 反 応 し た 抗 体 を 検 出 す る 際 に 、 ポ リ マ ー 法 を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ポ リ マ ー 法 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 例 え ば 、 ポ リ マ ー を 担 体 と し て 酵 素
(HRPな ど )と 抗 体 (蛋 白 )の 複 合 体 で 、 高 感 度 に 特 異 抗 体 で 標 識 さ れ る 物 質 の 検 出 が 可 能 と
な る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 ポ リ マ ー 法 の う ち 、 超 高 感 度 で 検 出 可 能 な も の と し て 、 固 定 標 本 切 片 中 の 抗 原 を
検 出 す る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に よ る 抗 原 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 原 と
一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ て 、 二 次 抗 体 及 び 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む ポ リ マ ー 複 合
体 と 、 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ て 、 前 記 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ る 標
識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 の 標 識 物 を 可 視 化 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 を 検 出 す る 方 法 も 有
効 で あ る 。 か か る ポ リ マ ー 法 に よ れ ば 、 目 的 と す る 抗 原 以 外 の 非 特 異 的 結 合 物 質 を も 染 色
さ れ 、 ひ い て は 目 的 と す る 抗 原 と し て 最 終 的 に 検 出 さ れ て し ま う と い う 従 来 の 問 題 点 を 解
消 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ こ で 、 ポ リ マ ー 法 の 中 で も 特 殊 な 超 高 感 度 染 色 法 を 併 用 し た 場 合 に つ い て 説 明 す れ ば
、 以 下 の よ う に な る 。 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 で 形 成 さ れ 光 学 顕 微 鏡 下 で 識 別 さ れ る 産 物 の
概 念 図 を 図 １ ６ に 示 す 。 従 来 の sABC法 と CARDと 沈 着 し た ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド の 可 視 化
に よ る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 で 産 生 さ れ る 光 学 顕 微 鏡 で 識 別 さ れ る 産 物 は 、 抗
原 、 一 次 抗 体 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 、 HRP標 識 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン で 形 成 さ れ る 複 合 体 の
周 囲 に CARDで 沈 着 し た ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド と そ れ を 標 識 し た HRP標 識 ス ト レ プ ト ア ビ
チ ン と そ の HRPの 呈 色 産 物 （ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ） か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 一 方 、 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 産 物 は 、 抗 原 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 と HRPと ポ
リ マ ー で 形 成 さ れ る 複 合 体 の 周 囲 に CARDで 沈 着 し た ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド と そ れ を 標 識
し た HRP標 識 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン と そ の HRPの 呈 色 産 物 （ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ） か ら 構 成 さ
れ る 。 こ の 方 法 の 1つ の 特 徴 と し て 、 二 次 抗 体 と し て 、 ビ オ チ ン 化 し て い な い も の を 使 用
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し た 点 に あ る 。 こ れ は 、 ビ オ チ ン 化 し た 二 次 抗 体 を 用 い る と 検 出 反 応 が 余 分 に 生 じ 、 工 程
が 増 え る と い う こ と 、 当 該 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 の ビ オ チ ン に よ っ て 非 特 異 反 応 が 生 じ る こ
と 、 か ら で あ る 。 す な わ ち 、 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 を 用 い な い 場 合 に は 、 工 程 が 簡 略 化 さ れ
、 さ ら に は 、 抗 原 の 検 出 感 度 に 影 響 を 及 ぼ す 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る と い う 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 方 法 に お い て は 、 固 定 組 織 標 本 切 片 中 の 抗 原 と 一 次 抗 体 と を 結 合 さ せ て 、 二 次 抗 体
と 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ と の ポ リ マ ー 複 合 体 と 、 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と を 結 合 さ
せ て 、 前 記 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ に よ る 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 の 標 識 物 を 可
視 化 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 を 検 出 す る 。 こ こ で 、 二 次 抗 体 及 び 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ
ー ゼ を 含 む ポ リ マ ー 複 合 体 を 用 い た の は 、 上 述 の よ う に 従 来 の ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 に よ る
ビ オ チ ン の 使 用 に よ る 弊 害 を 除 去 し よ う と す る も の で あ る 。 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
に よ る 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 に つ い て は 、 常 法 に よ り 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 沈 着 反 応 の 標 識 物 は 、 免 疫 染 色 さ れ た 標 本 の 観 察 に 光 学 顕 微 鏡 、 蛍 光 顕 微 鏡 、 又
は レ ー ザ ー 共 焦 点 顕 微 鏡 な ど が 用 い ら れ る と い う 観 点 か ら 、 可 視 化 で き る 物 質 が 好 ま し い
。 ま た 、 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 可 視 化 す る こ と が で き る 物 質 が 、 ビ オ チ ン 、 蛍
光 物 質 の 少 な く と も 一 つ を 含 む も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 蛍 光 物 質 と し て は 、 フ
ル オ レ ス セ ン ス ・ イ ソ チ ア ネ － を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と の 反 応 前
、 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記 結 合 し た 一 次 抗 体 と の 反 応 後 、 ま た は 、 前 記 標 識 タ イ ラ マ イ
ド の 沈 着 反 応 前 に 、 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 を 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 非 特 異 反
応 抑 制 処 理 に よ り 高 感 度 な 検 出 が 可 能 と な る 。 そ れ ぞ れ 、 前 記 ポ リ マ ー 複 合 体 と 前 記 結 合
し た 一 次 抗 体 の 反 応 の 前 で の 非 特 異 的 反 応 を 抑 制 す る 処 理 は 、 一 次 抗 体 を 抗 原 と し て 二 次
抗 体 の 特 異 な 抗 原 抗 体 反 応 の み を 反 応 産 物 と し て 残 し 、 後 者 は 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 異 化 反
応 を 生 じ る 部 位 を ポ リ マ ー 複 合 体 の 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 存 在 部 に 限 定 し 、 異 化 標
識 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 を 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 存 在 部 に 限 局 さ せ る と い う 観 点 か ら
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ こ で 、 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 と は 、 広 く 、 一 次 抗 体 と 、 非 特 異 反 応 結 合 物 質 と の 結 合 を
抑 制 す る 処 理 を 意 図 し 、 こ の よ う な 作 用 が あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の よ
う な 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 と し て 、 例 え ば 、 カ ゼ イ ン に よ る 処 理 、 二 次 抗 体 と 同 種 の 動 物 血
清 、 ス キ ン ミ ル ク 乃 至 ノ ン フ ァ ッ ト ミ ル ク 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 を
挙 げ る こ と が で き る 。 ス キ ン ミ ル ク 、 ノ ン フ ァ ッ ト ミ ル ク は 、 特 に 血 清 中 の 酵 素 等 の 活 性
を 避 け る 為 に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 カ ゼ イ ン 処 理 を 、 ０ ． ０ ２ ５ ～ ２ ． ５ ％ の 範 囲 の カ ゼ イ ン を 含 む 溶 液 に よ り 行 な
う こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 範 囲 と し た の は 、 さ ら に 好 ま し く は 、 ０ ． １ ～ １ ． ０ ％ の
範 囲 、 最 も 好 ま し く は 、 ０ ． ２ ５ ％ ± ０ ． １ ％ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 後 述 す る 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 又 は 細 胞 死 な ど の 評 価 を 行 な う 場 合 に は 、 抗 体 希 釈
液 に 、 １ ～ ３ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ０ ． １ ％ 界 面 活 性 剤 添 加 溶 液 を 使 用 し て 、 一 次 抗 体 反
応 、 ポ リ マ ー 法 を 適 用 し 、 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 の CARD反 応 前 の 非 特 異 反 応 抑 制 に は 、 １ ～ ５
％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ０ ． １ ％ 界 面 活 性 剤 添 加 溶 液 で の １ ５ 分 間 の 反 応 を 行 う こ と が 、 非
特 異 反 応 を 抑 制 し 、 特 異 反 応 を 抑 制 し な い と い う 観 点 か ら 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ま た 、 酵 素 処 理 と し て は 、 ト リ プ シ ン 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Kか ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 の 酵 素 に よ る 処 理 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 酵 素 処 理
を 行 う こ と に よ り 、 従 来 で は 困 難 と さ れ て い た 通 常 の ヒ ト 組 織 標 本 で の 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞
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、 細 胞 死 な ど の 免 疫 組 織 化 学 的 評 価 を よ り 効 率 的 に 行 な う こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 酵 素 処 理 の 処 理 時 間 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 原 の 局 在 の 保 持 と 細 胞 と 組
織 の 構 造 破 壊 を 避 け る と い う 観 点 か ら 、 ５ ～ ２ ０ 分 間 行 う こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 、 熱 処 理 と し て は 、 抗 原 回 復 の 至 適 pHの 観 点 か ら 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 又 は EDTA溶 液 の
い ず れ か の 溶 液 に 標 本 を 浸 漬 し て 、 加 熱 す る 処 理 を 挙 げ る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に
お い て 、 各 抗 原 の 抗 原 回 復 の 至 適 pHを 考 慮 し て 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 の ｐ Hが 、 ６ ～ ８ 、 ま た
、 好 ま し く は 、 EDTA溶 液 の ｐ Hが 、 ９ ～ １ ０ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 又 は 細 胞 死 の 評 価 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 の
評 価 方 法 は 、 上 述 し た 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 を 用 い て 、 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 又 は 細 胞 死 の 評
価 を 行 な う こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ヒ ト 病 理 組 織 の 細 胞 構 築 を 成 り 立 ち と 崩 壊 、 す な わ ち 、 構 成 細 胞 の 幹 細 胞 か ら の 増 殖 分
化 と 細 胞 死 、 の 面 か ら 組 織 細 胞 の 定 常 性 を 理 解 す る こ と は 、 増 殖 病 変 や 変 性 病 変 の 病 理 形
態 形 成 を 理 解 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 そ し て 、 構 成 細 胞 の 幹 細 胞 か ら の 増 殖 分 化 は 、 組 織 に 存 在 す る 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 方 法
で 組 織 の 中 で の 細 胞 の 供 給 の 場 を 見 出 す こ と が 出 来 、 ま た 、 幹 細 胞 を 標 識 す る 方 法 で 、 組
織 の 幹 細 胞 の 組 織 中 の 存 在 部 位 と 骨 髄 や 間 質 か ら 供 給 さ れ る 幹 細 胞 の 動 態 を 知 る こ と が 出
来 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 細 胞 死 に は 、 細 胞 外 環 境 か ら 細 胞 死 に 陥 る 壊 死 と 呼 ば れ る も の と プ ロ グ ラ ム さ れ た （ 細
胞 の 自 律 的 な ） 細 胞 死 が あ る が 、 プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死  (Programmed cell death) は
、 発 生 に お け る 特 異 な 四 肢 の 指 、 器 官 、 組 織 の 特 異 な 形 態 形 成 に 関 与 し て い る こ と が 報 告
さ れ て い る 他 に 、 定 常 的 な 組 織 構 築 の 維 持 や 老 化 な い し 異 常 細 胞 の 除 去 等 に 機 能 し て い る
こ と が 知 ら れ て い る 。 従 来 、 プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 と し て は 、 ア ポ プ ト ー シ ス  (Apoptosis)が
注 目 さ れ て 来 た が 、 近 年 、 自 己 貪 食 細 胞 死  (Autophagic cell death) が プ ロ グ ラ ム 細 胞
死 の 一 つ で あ り 、 神 経 変 性 疾 患 で の 神 経 細 胞 の 死 の 特 徴 で あ る こ と も 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 評 価 方 法 に よ れ ば 、 ヒ ト 組 織 の 形 態 維 持 、 老 化 、 異 常 細 胞 の 除 去 に お け る プ ロ
グ ラ ム 細 胞 死 な ど を 理 解 す る こ と が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 を 用 い た
本 発 明 の 評 価 方 法 で は 、 通 常 の 固 定 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 を 用 い て 細 胞 増 殖 、 幹 細 胞 、 ア ポ
プ ト ー シ ス 、 自 己 貧 食 細 胞 死 を 標 識 化 す る こ と が 可 能 と な り 、 ひ い て は 、 こ れ ら の 評 価 を
可 能 と す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 評 価 方 法 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 が 、 CD117、 Beclin-1,CD133か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 で あ る 。 こ れ は 、 CD117抗 体 を 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 に
用 い る と 、 多 分 化 能 幹 細 胞 か ら 組 織 幹 細 胞 へ の 分 化 途 上 の 細 胞 を 標 識 す る こ と が 出 来 、 組
織 幹 細 胞 の 供 給 の 評 価 が 可 能 だ か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 Beclin-1を 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 に 用 い る と 、 自 己 貪 食 な い し 自 己 貪 食 細 胞 死 を 示
す 細 胞 を 標 識 す る こ と が 出 来 、 細 胞 の 自 己 貪 食 の 様 相 を 評 価 可 能 だ か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 CD133を 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 に 用 い る と 、 分 泌 に 関 与 す る 膜 成 分 を 標 識 出 来 、 自
己 貪 食 ラ ー ソ ゾ ー ム の 形 成 後 の 自 己 貪 食 成 分 の 排 泄 な い し 分 泌 の 評 価 が 可 能 だ か ら で あ る
。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 評 価 方 法 に よ れ ば 、 CD117抗 体 の 抗 原 回 復 で の 通 常 の 免 疫 染 色 法 に
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よ る 染 色 が 、 骨 髄 な い し 間 質 の 多 分 化 能 幹 細 胞 か ら 組 織 幹 細 胞 へ の 分 化 段 階 を 標 識 す る こ
と 、 2) Beclin-1抗 体 の proteinae K酵 素 処 理 後 の 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 染 色 法 に よ る 染
色 が 、 自 己 貪 食 ・ 自 己 貪 食 細 胞 死 に 陥 っ た 細 胞 を 標 識 す る こ と 、 3) CD113の proteinae K
酵 素 処 理 後 の 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 染 色 法 に よ る 染 色 が 、 自 己 貪 食 空 胞 の 分 泌 を 標 識 す
る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 評 価 方 法 を 利 用 す れ ば 、 さ ら に Ki-67抗 原 抗 体 、 CD117抗 体 、 cleaved caspase-
3抗 体 、 Beclin-1抗 体 、 CD133抗 体 の 抗 体 パ ネ ル に よ る そ れ ぞ れ に 特 異 な 抗 原 回 復 方 法 と 免
疫 染 色 方 法 の 組 み 合 わ せ で 、 ヒ ト 組 織 （ 病 理 組 織 ） 切 片 で 、 組 織 中 の 細 胞 の 増 殖 、 幹 細 胞
の 動 態 、 ア ポ プ ト ー シ ス 、 自 己 貪 食 ・ 自 己 貪 食 細 胞 死 を 評 価 で き 、 正 常 と 病 態 の 組 織 形 成
を 理 解 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 一 態 様 を 実 施 例 を 用 い て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 が 、 下 記 実 施 例 に
限 定 し て 解 釈 さ れ る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
実 施 例 １
　 ま ず 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 を 用 い て 、 切 除 胃 の 健 常 部 の 常 法 で 作 成 さ れ た 胃 粘 膜 標 本 切
片 で の 胃 粘 膜 上 皮 の 増 殖 、 幹 細 胞 、 細 胞 死 の 組 織 化 学 的 検 討 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
＜ 検 索 に も 用 い た 材 料 ＞
　 本 実 施 例 で は 、 胃 癌 の 為 に 切 除 さ れ た 胃 標 本 の 健 常 部 分 を 、 切 除 後 、 少 な く と も ３ 日 は
10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 な い し 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 中 で 固 定 さ れ た 後 に 、 顕 微 鏡 用 標 本 用
に 切 り 出 さ れ 、 水 洗 に よ る 脱 ホ ル マ リ ン 処 理 後 に 、 上 昇 エ タ ノ ー ル 系 列 で 脱 水 さ れ 、 エ タ
ノ ー ル を キ シ レ ン で 置 換 し 、 キ シ レ ン を パ ラ フ ィ ン で 置 換 し た 後 に 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本
が 作 成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 作 成 さ れ た 上 記 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 を マ イ ク ロ ト ー ム で 3か ら 5ミ ク ロ ン 厚 の 切 片 に し
て 、 処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス に 添 付 さ れ た 。 こ れ を 標 本 切 片 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス と は 、 シ ラ ン ス ラ イ ド で あ り 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ
ン の ２ mlを ア セ ト ン 98mlに 溶 解 し て 2％ 溶 液 と し て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を ５ 秒 程 度 浸 潤 し 、
そ の 後 、 ア セ ト ン を 通 し て 水 洗 し 、 37℃ で 一 晩 乾 燥 さ せ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 作 成 さ れ た 10例 の 標 本 切 片 を 10分 間 ３ 回 の キ シ レ ン へ の 浸 透 と 10分 間 ３ 回 100％ エ タ ノ
ー ル へ の 浸 透 で 脱 パ ラ フ ィ ン し て 、 水 洗 し 親 水 化 し て 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 を
施 し 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 の 結 果 は 、 図 １ に 示 す 様 に 、 ２ 例 が ほ ぼ 正 常 の 胃 底 腺 粘
膜 （ 図 １ a） で あ り 、 6例 が ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め る 炎 症 を 示 す 胃 底 腺 粘 膜 （ 図 １ b） で あ
り 、 ２ 例 が 腸 上 皮 化 生 を 示 す 胃 粘 膜 （ 図 １ c） で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
＜ 用 い た 一 次 抗 体 ＞
　 こ の 検 索 に 用 い た 抗 体 は 、 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 、 血 管 内 皮 細 胞 並 び に 幹
細 胞 を 標 識 す る CD34抗 体 、 胃 腸 管 間 質 細 胞 腫 瘍 と 幹 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 を 標 識 す る CD117
抗 体 、 幹 細 胞 や 神 経 幹 細 胞 を 標 識 す る CD133抗 体 、 ア ポ プ ト ー シ ス の 中 心 的 役 割 を 行 う cas
pase-3の 活 性 型 に 対 す る 抗 cleaved caspase-3抗 体 、 ア ポ プ ト ー シ ス の 結 果 核 の ニ 本 鎖 か
ら 一 本 鎖 に 異 化 さ れ た DNAに 対 す る 抗 一 本 鎖 DNA抗 体 、 大 食 細 胞 を 標 識 す る CD68抗 体 、 ラ イ
ソ ゾ ー ム の 酵 素 で あ る ム ラ ミ ダ ー ゼ に 対 す る 抗 体 、 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Beclin-1に 対
す る 抗 体 を 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 は 、 DakoCytomation社 の MIB-1抗 体 （ M7240） を 用 い
、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 血 管 内 皮 細 胞 並 び に 幹 細 胞 を 標 識 す る CD34抗 体 は 、 DakoCytomation社 の QBEnd 10抗 体 （
M7165） を 用 い 、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 胃 腸 管 間 質 細 胞 腫 瘍 と 幹 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 を 標 識 す る CD117抗 体 は 、 Novocastra Labo
ratories Ltd.社 の NCL-CD117抗 体 を 用 い 、 抗 体 希 釈 液 で 1:40に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し
た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 幹 細 胞 や 神 経 幹 細 胞 を 標 識 す る CD133抗 体 は 、 TECHNE Co. 社 の 431133抗 体 （ clone 1704
11） を 用 い 、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ア ポ プ ト ー シ ス の 中 心 的 役 割 を 行 う caspase-3の 活 性 型 に 対 す る 抗 cleaved caspase-3抗
体 は 、 Cell Signaling社 の Asp175抗 体 (5A1)を 用 い て 、 抗 体 希 釈 液 で 1:200に 希 釈 し て 一 次
抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ア ポ プ ト ー シ ス の 結 果 核 の ニ 本 鎖 か ら 一 本 鎖 に 異 化 さ れ た DNAに 対 す る 抗 一 本 鎖 DNA抗 体
は 、 DakoCytomation社 の A4506抗 体 で 、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 大 食 細 胞 を 標 識 す る CD68抗 体 は 、 DakoCytomation社 の PG-M1抗 体 (M0876)で 、 抗 体 希 釈 液
で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ラ イ ソ ゾ ー ム の 酵 素 ム ラ ミ ダ ー ゼ に 対 す る 抗 体 は 、 DakoCytomation社 の A099抗 体 で 、 抗
体 希 釈 液 で 1:500に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 Beclin-1に 対 す る 抗 体 は 、 Santa Sruz Biotechnology, Inc.社 の H-30
0抗 体 (Sc-11427)で 、 抗 体 希 釈 液 で 1:50に 希 釈 し て 、 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 抗 体 希 釈 液 に は 、 DakoCytomation社 の Antibody Diluent (ChemMate) (S2022)な い し 2％
BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 2％ BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 は 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (Bovine serum albumin: BSA)を 0.
01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 2％ の 割 合 で 加 え 、 溶 解 す る ま で 待 っ て 、 攪 拌 し 、 0.01％ の
割 合 で 界 面 活 性 剤 （ Triton X-100な い し tween20） を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2は 、 リ ン 酸 水 素 ニ ナ ト リ ウ ム ・ 12水 和 物 28.7gと リ ン 酸 二
水 素 ナ ト リ ウ ム ・ 二 水 和 物 3.3gと 塩 化 ナ ト リ ウ ム 85.0gを イ オ ン 交 換 水 10Lに 溶 解 し て 作 成
す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
＜ 脱 パ ラ フ ィ ン と 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 抑 制 ＞
　 上 記 の 標 本 切 片 を 10分 間 ３ 回 の キ シ レ ン へ の 浸 透 と 10分 間 ３ 回 100％ エ タ ノ ー ル へ の 浸
透 で 脱 パ ラ フ ィ ン し て 、 0.3％ 過 酸 化 水 素 メ タ ノ ー ル 溶 液 に 30分 間 浸 潤 し て 、 内 因 性 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ を 不 活 化 し 、 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 浸 し て 親 水 化 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
＜ 抗 原 回 復 処 理 ＞
　 抗 原 回 復 処 理 を 行 う 。 標 識 す る 抗 原 に よ り 抗 原 回 復 処 理 方 法 と 検 出 方 法 が 異 な る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 親 水 化 し た 標 本 切 片 を 0.01M ci
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trate buffer pH 6.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ ー 法
で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 0.01M citrate buffer pH 6.0溶 液 は 、 DakoCytomation社 の ChemMate Terget Retrieval
 Solution (ダ コ ChemMate抗 原 賦 活 用 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 10倍 濃 度 、 S2031)の イ オ ン 交 換 水
で の 10倍 希 釈 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 血 管 内 皮 細 胞 並 び に 幹 細 胞 を 標 識 す る CD34抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 親 水 化 し た 標 本 切 片
を 0.01M citrate buffer pH 6.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、
ポ リ マ ー 法 あ る い は 超 高 感 度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 胃 腸 管 間 質 細 胞 腫 瘍 と 幹 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 を 標 識 す る CD117抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、
親 水 化 し た 標 本 切 片 を EDTA溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ
ー 法 あ る い は 超 高 感 度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 EDTA溶 液 は 、 DakoCytomation社 の Antigen Retrieval Reagent high pH, （ S3307, 10倍
濃 縮 液 ） の イ オ ン 交 換 水 で の 10倍 希 釈 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 幹 細 胞 や 神 経 幹 細 胞 を 標 識 す る CD133抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 0.01M citrate buffer pH
 8.0溶 液 中 で 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ ー 法 あ る い は 超 高 感
度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 0.01M citrate buffer pH 8.0溶 液 は 、 ク エ ン 酸 一 水 和 物 3.783gと ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ
ム 二 水 和 物 24.116gを 800mlの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し 、 1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で pH 8.0に
調 整 し て 、 最 終 濃 度 が 1％ に な る よ う に 界 面 活 性 剤 NP-40を 添 加 し 、 イ オ ン 交 換 水 を 加 え 、
1Lに し た も の を 10倍 濃 度 溶 液 と し て 、 イ オ ン 交 換 水 で の 10倍 希 釈 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ア ポ プ ト ー シ ス の 中 心 的 役 割 を 行 う caspase-3の 活 性 型 に 対 す る 抗 cleaved caspase-3抗
体 , 親 水 化 し た 標 本 切 片 を EDTA溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ
リ マ ー 法 あ る い は 超 高 感 度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ア ポ プ ト ー シ ス の 結 果 核 の ニ 本 鎖 か ら 一 本 鎖 に 異 化 さ れ た DNAに 対 す る 抗 一 本 鎖 DNA抗 体
を 用 い る 場 合 に は 、 proteinase K溶 液 で 10分 間 室 温 で 処 理 し 、 ポ リ マ ー 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 proteinase K溶 液 は 、 Takara Bio Co社 の 溶 液 状 試 薬 （ Code No. 9033） を 用 い て 、 0.05
 M TBS pH 7.2溶 液 で 最 終 濃 度 を 200μ g/mlと し た 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 は 、 ト リ ス 塩 基 121.1gを イ オ ン 交 換 水 800mlに 溶 解 し 、 70mlの 塩
酸 を 加 え て 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し 、 室 温 に 冷 却 し て か ら 、 1N塩 酸 な い し 1N水 酸 化 ナ ト リ
ウ ム 溶 液 で pH 7.4の 調 整 し 、 イ オ ン 交 換 水 を 1Lに な る よ う に 加 え た も の を 1Mト リ ス 溶 液 と
し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 292.2gを 800mlの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し て イ
オ ン 交 換 水 を 加 え て 1Lに し た も の を 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と し て 、 1Mト リ ス 溶 液 を 500ml
と 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 360mlに イ オ ン 交 換 水 を 10Lに な る ま で 加 え た も の を 用 い た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 大 食 細 胞 を 標 識 す る CD68抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 親 水 化 し た 標 本 切 片 を 0.01M citrate 
buffer pH 6.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ ー 法 で 検 出
し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ラ イ ソ ゾ ー ム の 酵 素 で あ る ム ラ ミ ダ ー ゼ に 対 す る 抗 体 を 用 い る 場 合 に は ,親 水 化 し た 標
本 切 片 を 0.01M citrate buffer pH 6.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を
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行 い 、 ポ リ マ ー 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Beclin-1に 対 す る 抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 0.01M citrate buff
er pH 8.0溶 液 中 で 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ ー 法 あ る い は
超 高 感 度 法 で 、 あ る い は 、 proteinase K溶 液 で 10分 間 室 温 で 処 理 し 超 高 感 度 法 で 検 出 し た
。
【 ０ ０ ９ ２ 】
＜ ポ リ マ ー 法 ＞
　 ポ リ マ ー 法 は 、 35℃ に 加 熱 し た 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 を 洗 浄 液 に 用 い 、
自 動 免 疫 染 色 装 置 （ DakoCytomation社 の Dako autostainer） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ポ リ マ ー 法 の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の プ ロ ト コ ー ル は 以 下 の も の で あ る 。  1) 抗 原 回 復 処
理 さ れ た 標 本 切 片 を 自 動 免 疫 染 色 装 置 に セ ッ ト す る 。  2) TBSTで 洗 浄 、 ２ 回  3) 3%BSA 0.
1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  4) 一 次 抗 体 反 応 、 1時 間  5) TBSTで 洗
浄 、 3回  6) ポ リ マ ー 試 薬 反 応 、 30分 間  7) TBSTで 洗 浄 、 3回  8) DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ
る 呈 色 反 応 、 10分 間  9) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  10) ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 染 色 、
２ 分 間  11) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  12) 標 本 切 片 を 自 動 染 色 装 置 か ら 外 し 、 10分 間 の
冷 風 に よ る 風 乾 後 に 、 100％ エ タ ノ ー ル 、 キ シ レ ン を 通 し て 、 封 入 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 は 、 ト リ ス 塩 基 121.1gを イ オ ン 交 換 水 800mlに 溶
解 し 、 70mlの 塩 酸 を 加 え て 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し 、 室 温 に 冷 却 し て か ら 、 1N塩 酸 な い し
1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で pH 7.4の 調 整 し 、 イ オ ン 交 換 水 を 1Lに な る よ う に 加 え た も の を
1Mト リ ス 溶 液 と し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 292.2gを 800mlの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て オ ー ト ク レ
ー ブ 処 理 し て イ オ ン 交 換 水 を 加 え て 1Lに し た も の を 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と し て 、 1Mト リ
ス 溶 液 を 500mlと 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 360mlに イ オ ン 交 換 水 を 10Lに な る ま で 加 え た 0.05 
M TBS pH 7.2溶 液 に 、 0.1％ の 割 合 で 界 面 活 性 剤 （ tween20） を 添 加 し た も の で あ る 。 TBST
と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 3%BSA 0.1% tween20 PBSは 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (Bovine serum albumin: BSA)を 0.01Mリ
ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 3％ の 割 合 で 加 え 、 溶 解 す る ま で 待 っ て 、 攪 拌 し 、 0.01％ の 割 合
で 界 面 活 性 剤 （ Triton X-100な い し tween20） を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ポ リ マ ー 試 薬 は 、 二 次 抗 体 と 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が ポ リ マ ー に 標 識 さ れ た 試 薬
で 、 DakoCytomation社 の ChemMate ENVISIONキ ッ ト の ポ リ マ ー 試 薬 を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ る 呈 色 反 応 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー せ の 過 酸 化 水 素 を 基
質 と し た DAB（ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ） の 異 化 沈 着 反 応 で あ り 、 DakoCytomation社 の DAB+(33
’ -ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド )液 状 試 薬 (K3464)を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 は 、 DakoCytomation社 の ChemMateヘ マ ト キ シ リ ン （ S2020） も 用 い
た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
＜ 超 高 感 度 法 ＞
　 超 高 感 度 法 は 、 35℃ に 加 熱 し た 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 を 洗 浄 液 に 用 い 、
自 動 免 疫 染 色 装 置 （ Dakocytomation社 の Dako autostainer） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 超 高 感 度 法 の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の プ ロ ト コ ー ル は 以 下 の も の で あ る 。  1) 抗 原 回 復 処
理 さ れ た 標 本 切 片 を 自 動 免 疫 染 色 装 置 に セ ッ ト す る 。 2) TBSTで 洗 浄 、 ２ 回 。 　 3) protei
nase Kに よ る 抗 原 回 復 法 を 行 う 場 合 に は 、 proteinase K溶 液 反 応 、 10分 間 後 に 、 TBSTで 洗
浄 、 ３ 回 を 行 う 。 4) 3％ 過 酸 化 水 素 PBS溶 液 で 処 理 、 5分 間  5) TBSTで 洗 浄 、 ３ 回  6) 3%BS
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A 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  7) 一 次 抗 体 反 応 、 15分 間  8) TBST
で 洗 浄 、 3回  9) 3%BSA 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  10) ポ リ マ ー
試 薬 反 応 、 15分 間  11) TBSTで 洗 浄 、 3回  12) 3%BSA 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑
制 処 理 、 15分 間  13) ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 反 応 、 15分 間  14) TBSTで 洗 浄 、 2回  15
) ス ト レ プ ト ア ビ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 試 薬 反 応 、 15分 間  16) TBSTで
洗 浄 、 2回  17) DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ る 呈 色 反 応 、 4分 間  18) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １
回  19) ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 染 色 、 ２ 分 間  20) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  21) 標 本
切 片 を 自 動 染 色 装 置 か ら 外 し 、 10分 間 の 冷 風 に よ る 風 乾 後 に 、 100％ エ タ ノ ー ル 、 キ シ レ
ン を 通 し て 、 封 入 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 3％ 過 酸 化 水 素 PBS溶 液 は 、 濃 縮 過 酸 化 水 素 水 （ 30％ 濃 度 ） を 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 
7.2溶 液 で 10倍 に 希 釈 し た 溶 液 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 は 、 DakoCytomation社 の ダ コ CSAシ ス テ ム (K1500)の 増 幅 試
薬 を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 試 薬 は 、 DakoCytomation社 の ダ
コ CSAシ ス テ ム (K1500)の 酵 素 標 識 試 薬 を 用 い た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 以 上 の 評 価 の 結 果 、 以 下 の よ う な 点 が 判 明 し た 。
＜ 増 殖 細 胞 を 標 識 す る Ki67抗 原 の 免 疫 染 色 ＞
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ほ ぼ 健 常 部 の 粘 膜 で は 、 抗 Ki67抗 原 抗 体 で 標 識 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 は 胃 線 の 頸 部 と 峡
部 に 見 ら れ た （ 図 ２ a） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 粘 膜 で は 、 抗 Ki67抗 原 抗 体 で 標 識 さ れ た 核 を 有 す る 細
胞 は 、 延 長 し た 峡 部 に 線 状 に 並 ん で 見 ら れ 、 表 層 腺 上 皮 の 押 し 上 げ 成 長 様 式 を 示 唆 し 、 そ
の 他 に 、 粘 膜 附 属 リ ン パ 装 置 の 胚 中 心 と そ の 辺 縁 域 に 見 ら れ 、 ま た 、 散 在 性 に 胃 底 腺 領 域
の 腺 上 皮 に 見 ら れ て 、 胃 底 腺 上 皮 の 抜 き つ 抜 か れ つ の 成 長 様 式 を 示 唆 し た （ 図 ２ b） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 腸 上 皮 化 生 を 示 す 腺 で は 、 抗 Ki67抗 原 抗 体 で 標 識 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 は 、 腺 底 部 に 見
ら れ た （ 図 ２ c） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
＜ 胃 線 上 皮 の 幹 細 胞 の 免 疫 染 色 ＞
　 胃 線 上 皮 の 幹 細 胞 の 免 疫 染 色 に 用 い た 抗 体 は 、 CD34,CD117,CD133で あ り 、 乗 法 で 作 成 さ
れ た 骨 髄 穿 刺 吸 引 液 凝 集 標 本 と 末 梢 血 組 織 標 本 で 、 こ れ ら の 抗 体 が 幹 細 胞 を 標 識 す る か 否
か の 検 討 を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
＜ CD34,CD117,CD133の コ ン ト ロ ー ル 検 索 の 結 果 ＞
　 CD117は 、 乗 法 で 作 成 さ れ た 標 本 切 片 で 、 EDTA溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 熱 に よ る 抗 原
回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で 骨 髄 の 幹 細 胞 を 標 識 し た （ 図 ３ b1） が 末 梢 血 中 の 幹 細 胞 は 標 識 し な
か っ た （ 図 ３ b３ ） 。 CD117は 、 EDTA溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 熱 に よ る 抗 原 回 復 後 の 超 好
感 度 法 で は 、 骨 髄 で 幹 細 胞 と 造 血 細 胞 を 非 常 に 強 く 標 識 し た （ 図 ３ b２ ） が 、 末 梢 血 中 幹
細 胞 は 標 識 し な か っ た （ 図 ３ b４ ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 CD34は 、 0.01M citrate buffer pH 6.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ
ー 法 で は 、 骨 髄 の 血 管 内 皮 （ 図 ３ a1） と 幹 細 胞 と 末 梢 血 中 の 幹 細 胞 を 標 識 （ 図 ３ a3） し 、
超 高 感 度 法 で は 、 骨 髄 で は 更 に 造 血 細 胞 を 標 識 し た （ 図 ３ a2） 。
【 ０ １ １ １ 】
　 CD133は 、 0.01M citrate buffer pH 8.0溶 液 中 で 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 抗 原 回 付 後 の ポ リ
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マ ー 法 で は 、 骨 髄 と 末 梢 血 の 幹 細 胞 を 始 め 何 の 細 胞 も 標 識 し な か っ た （ 図 ３ c1、 3c3） が
、 超 高 感 度 法 で は 、 骨 髄 の 幹 細 胞 と 造 血 細 胞 （ 図 3c2） と 末 梢 血 中 の 幹 細 胞 を 標 識 し た （
図 3c4） 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 従 っ て 、 CD34、 CD117、 CD133は 、 常 法 で 作 成 さ れ た 標 本 切 片 で も 幹 細 胞 を 標 識 で き る こ
と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 CD117の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 の あ る 粘 膜 の 胃 底 腺 の
頸 部 と そ の 周 囲 に 、 標 識 さ れ た 細 胞 を 認 め た （ 図 ４ aと b） 。 胃 底 腺 領 域 で は 、 僅 か な 細 胞
が 標 識 さ れ た （ 図 ４ c） 。 腸 上 皮 化 生 を 示 す 腺 で は 腺 底 部 に 標 識 さ れ た 細 胞 を 認 め た （ 図
４ d） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ れ ら の 所 見 は 、 CD117の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で 、 胃 粘 膜 上 皮 の 幹 細 胞 の 一 部 を 標
識 で き る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 CD117の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 で 、 全 層 の 腺 上 皮 が 顆 粒 状 の 陽 性 所 見 を 示 し て 、 特 異
的 に 標 識 さ れ た 細 胞 を 同 定 す る こ と が 出 来 な か っ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 CD34の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で は 、 胃 粘 膜 の 血 管 内 皮 の み が 標 識 さ れ 、 間 質 幹 細 胞 は
同 定 出 来 な か っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 CD34の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 で 、 ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜 で は 、 血 管 内 皮 と 間 質 の 紡 錘 形 細
胞 以 外 に 、 胃 底 腺 上 皮 が 非 常 に 淡 い 染 色 像 を 示 し 、 峡 部 の 紡 錘 形 を し た 上 皮 が 陽 性 所 見 を
示 し た （ 図 ４ e） 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 CD34の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 で 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 の あ る 粘 膜 で は 、 腺 窩 上
皮 や 腸 上 皮 化 生 し た 腺 上 皮 は 染 ま ら な か っ た が 、 胃 底 腺 は 明 ら か な 陽 性 像 を 示 し た （ 図 ４
fと g） 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 CD133の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で は 、 何 ら の 細 胞 も 標 識 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 CD133の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 で は 、 胃 底 腺 が 明 ら か に 染 色 さ れ た （ 図 ４ h） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 従 っ て 、 幹 細 胞 を 標 識 す る CD117、 CD34、 CD133は 、 胃 標 本 切 片 で は 、 CD117の 抗 原 回 復
後 の ポ リ マ ー 法 が 幹 細 胞 を 標 識 す る の に 適 し て い る こ と 、 CD34と CD133は 痕 跡 量 で 胃 底 腺
上 皮 に 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 し か し 、 ほ ぼ 正 常 部 の 胃 底 腺 粘 膜 で は CD117で 標 識 さ れ る 細 胞 を 認 め な か っ た こ と か ら
、 固 有 の 組 織 中 の 胃 粘 膜 上 皮 の 幹 細 胞 は CD117で 標 識 さ れ ず に 、 骨 髄 や 間 質 の 幹 細 胞 に 由
来 す る 胃 粘 膜 上 皮 の 幹 細 胞 が CD117で 標 識 さ れ て い る 可 能 性 が 高 い こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
＜ ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） と CD68の 免 疫 染 色 ＞
　 ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で 、 ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜 で は 、 頸
部 か ら 表 層 の 腺 上 皮 が 強 い 陽 性 像 を 示 し た （ 図 ５ a） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症
を 示 す 粘 膜 で は 、 全 層 の 腺 上 皮 が 強 い 陽 性 像 を 示 し た （ 図 ５ b） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の ほ ぼ 正 常 と 炎 症 を 示 す 粘 膜 で の ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） の 発 現 の 相 違 は 、 後 記
す る 胃 底 腺 上 皮 の 自 己 貪 食 細 胞 死 の 前 の 自 己 貪 食 機 能 の 亢 進 に よ る 自 己 貪 食 ラ イ ソ ゾ ー ム
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の 活 性 を 示 唆 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 CD68の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で は 、 胃 粘 膜 の 間 質 に は 少 数 の 陽 性 細 胞 （ マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 大 食 細 胞 ） を 認 め た が 、 腺 腔 に は 陽 性 細 胞 を 認 め な か っ た 。 ま た 、 腸 上 皮 化 生 し た 腺
上 皮 は CD68を 細 胞 質 と 腺 腔 面 の 細 胞 膜 に 発 現 し て い た （ 図 ５ c） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
＜ ssDNAと cleaved caspaseの 抗 体 に よ る ア ポ プ ト ー シ ス 検 出 の 免 疫 染 色 ＞
　 抗 ssDNA抗 体 の proteinase K消 化 に よ る 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で の ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜
上 皮 の sDNAの 検 出 で は 、 全 層 の 腺 上 皮 の 核 が 標 識 さ れ 、 胃 底 腺 領 域 上 部 の 壁 細 胞 の 分 布 領
域 の 細 胞 は 細 胞 質 に 淡 い 染 色 像 を 示 し た （ 図 ６ a） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 染 色 結 果 は 、 切 除 胃 の 常 法 で 作 成 さ れ た 標 本 切 片 で の ア ポ プ ト ー シ ス を 検 出 方 法 と
し て 抗 ssDNA抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 方 法 は 適 切 で な い こ と を 示 唆 し 、 胃 底 腺 の
壁 細 胞 の 有 す る 塩 酸 に よ り 壁 細 胞 の 核 Ｄ Ｎ Ａ は 加 水 分 解 さ れ て 細 胞 質 に 拡 散 し て い る こ と
が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 抗 cleaved caspase-3抗 体 を 用 い て 、 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る 染 色 で は 、 ほ ぼ 正
常 な 胃 粘 膜 標 本 で は 、 表 層 上 皮 の 極 少 数 の 細 胞 が 標 識 さ れ た 。 胃 底 腺 領 域 の 上 皮 に 標 識 さ
れ る も の は 無 か っ た （ 図 ６ b） 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 抗 cleaved caspase-3抗 体 を 用 い て 、 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 染 色 で は 、 ポ リ マ
ー 法 で 標 識 さ れ た 細 胞 は 更 に 強 く 標 識 さ れ 、 他 の 胃 底 腺 上 皮 は 淡 く 、 ま た 、 胃 底 腺 領 域 で
は 壁 細 胞 は 強 く そ の 他 の 細 胞 は 普 通 に 標 識 さ れ た （ 図 ６ c） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ポ リ マ ー 法 と 超 高 感 度 法 で の 抗 cleaved caspase-3抗 体 に よ る 染 色 像 の 相 違 は 、 １ ） 一
定 量 の 機 能 し な い レ ベ ル で cleaved caspase-3は 胃 底 腺 上 皮 に は 存 在 し 、 ２ ） caspase-3は
壁 細 胞 の 塩 酸 に て 分 解 を 受 け て 、 結 果 と し て 、 超 高 感 度 法 で は 強 く 壁 細 胞 が 標 識 さ れ た と
考 え ら れ る 。 従 っ て 、 抗 cleaved caspase-3抗 体 を 用 い て ア ポ プ ト ー シ ス に 陥 っ た 細 胞 を
標 識 す る に は 、 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で の 検 出 が 最 適 な 方 ｊ 法 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る
。
【 ０ １ ３ ２ 】
＜ 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症
を 示 す 胃 粘 膜 と 腸 上 皮 化 生 を 示 す 胃 粘 膜 の 標 本 切 片 の 検 索 ＞
　 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症
を 示 す 胃 粘 膜 で は 、 表 層 上 皮 と 頸 部 の 細 胞 の 中 に 標 識 さ れ る 細 胞 を 認 め た （ 図 ７ aと b） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 こ の 胃 底 腺 の 頸 部 の 抗 cleaved caspase-3抗 体 に 標 識 さ れ た 細 胞 の ア ポ プ ト ー シ ス は 、
ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 に よ り 誘 導 さ れ た も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
＜ 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る 腸 上 皮 化 生 を 示 す 胃 粘 膜 標
本 切 片 の 検 索 ＞
　 腸 上 皮 化 生 を 示 す 腺 上 皮 の 表 層 部 に 、 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ
ー 法 で 標 識 さ れ る 細 胞 を 多 く 認 め た （ 図 ７ c） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
＜ 抗 Beclin-1抗 体 に よ る 自 己 貪 食 ・ 自 己 貪 食 細 胞 死 の 免 疫 染 色 に よ る 検 出 ＞
　 抗 Beclin-1抗 体 に よ る 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜 標 本 切 片 の 染 色
で は 、 明 ら か に 標 識 さ れ る 細 胞 を 認 め な か っ た 。 し か し 、 proteinase K消 化 に よ る 染 色 で
は 、 極 々 淡 い 染 色 像 を 部 分 的 に 認 め た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 抗 Beclin-1抗 体 に よ る 0.01M citrate buffer pH 8.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5
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分 間 の 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 で は 、 胃 底 腺 領 域 の 上 皮 が 標 識 さ れ 、 特 に 、
壁 細 胞 が 強 く 標 識 さ れ た （ 図 ８ b） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 抗 Beclin-1抗 体 に よ る proteinase K消 化 に よ る 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 で は 、 上 記 の 0.
01M citrate buffer pH 8.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 に よ る 抗 原 回
復 に よ る 場 合 よ り も 淡 い 標 識 で あ る が 細 胞 質 と 核 の 標 識 像 を 区 別 で き る 染 色 像 を 示 し た （
図 ８ a） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 こ の 抗 原 回 復 方 法 の 違 い に よ る Beclin-1の 標 識 像 の 相 違 は 、 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 で は
壁 細 胞 の 塩 酸 に よ り 抗 原 回 復 に 差 が 生 じ て し ま い 、 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 処 理 は 残 留 塩 酸
濃 度 を 反 映 し 、 間 接 的 な 壁 細 胞 の 塩 酸 濃 度 評 価 を 標 本 切 片 で 行 え る 方 法 で あ る が 、 Beclin
-1の 発 現 を 評 価 す る に は 適 さ ず に 、 Beclin-1の 検 出 方 法 と し て は proteinase K消 化 に よ る
抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 方 法 が よ り 良 い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 に お け る proteinase K消 化 に よ る 抗 原 回 復 後 の
超 高 感 度 法 に よ る Beclin-1の 検 出
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 に お け る proteinase K消 化 に よ る 抗 原 回 復 後 の
超 高 感 度 法 に よ る Beclin-1の 染 色 で は 、 胃 底 腺 領 域 に 標 識 さ れ る 細 胞 が 見 ら れ （ 図 ９ ） 、
櫛 の 歯 が 欠 け る 様 に 標 識 さ れ た 細 胞 を 認 め 、 そ の 中 に 、 核 の 消 失 し た も の (図 ９ a)や や せ
細 っ て し ま っ た 細 胞 （ 図 ９ c） を 認 め た 。 ま た 、 核 の 標 識 像 を 認 め た （ 図 ９ b） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 従 っ て 、 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 が 示 し た ア ポ プ ト ー シ ス
は 胃 底 腺 上 皮 の 表 層 上 皮 の 細 胞 死 あ り 、 抗 Beclin-1抗 体 を 用 い た proteinase K消 化 に よ る
抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 が 示 し た 自 己 貪 食 細 胞 死 は 胃 底 腺 の 胃 底 腺 領 域 の 上 皮 の 細 胞 死 で
あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ま た 、 ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） の 染 色 で 示 唆 さ れ た 自 己 貪 食 ラ イ ソ ゾ ー ム の 分 布 と
抗 Beclin-1抗 体 で 標 識 さ れ た 自 己 貪 食 細 胞 死 の 相 違 は 、 切 除 胃 の 健 常 部 の 常 法 に よ り 作 成
さ れ た 胃 粘 膜 標 本 で は 、 自 己 貪 食 の Beclin-1の 発 現 を 充 分 に 標 識 し て い な い 可 能 性 が 示 唆
さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 こ の 実 施 例 １ で は 、 胃 底 粘 膜 上 皮 の 増 殖 、 幹 細 胞 、 細 胞 死 の 観 点 か ら 、 細 胞 死 の 評 価 で
は 、 幹 細 胞 の 分 裂 増 殖 に よ り 構 成 腺 上 皮 細 胞 は 供 給 さ れ 、 定 常 的 な 組 織 構 築 を 維 持 さ れ 、
細 胞 機 能 の 停 止 や 老 化 の 結 果 、 細 胞 死 を 迎 え る 観 点 か ら の 組 織 形 成 を 理 解 し た 上 で 、 ピ ロ
リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 粘 膜 で は 、 上 記 の 定 常 的 組 織 構 築 が 乱 れ て 来 て い る こ と が 理
解 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 以 上 要 約 す る と 、 ヒ ト 組 織 の 形 態 維 持 と 老 化 な い し 異 常 細 胞 の 除 去 に お け る プ ロ グ ラ ム
細 胞 死 を 理 解 す る 為 に 、 通 常 の ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 切 片 で 増 殖 細 胞 、 幹 細
胞 、 ア ポ プ ト ー シ ス と 自 己 貪 食 細 胞 死 を 免 疫 組 織 化 学 的 に 検 出 す る 抗 体 パ ネ ル と そ の 検 出
方 法 を 検 討 し た 結 果 、 以 下 の 点 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 す な わ ち 、 胃 粘 膜 上 皮 の 増 殖 細 胞 の 分 布 は 、 実 施 例 １ (後 述 す る 実 施 例 ２ に お い て も )で
示 す よ う に 、 Ki67抗 原 陽 性 細 胞 の 分 布 状 況 か ら 、 胃 粘 膜 表 層 上 皮 へ の 増 殖 分 化 す る 細 胞 が
胃 底 腺 の 頚 部 （ 峡 部 を 含 む ） に 線 状 に 分 布 す る 押 し 上 げ 型 の 成 長 を 示 し 、 胃 底 腺 領 域 の 標
識 腺 上 皮 が 散 在 性 に 分 布 す る 抜 き つ 抜 か れ つ 型 の 成 長 を 示 す こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 CD34抗 体 を 用 い た 抗 原 回 復 後 の 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 免 疫 染 色 法 で 、 血 管 内 皮 と 共 に
、 間 質 の 幹 細 胞 と 紡 錘 形 の 腺 上 皮 幹 細 胞 を 標 識 し た が 、 胃 底 腺 領 域 の 腺 上 皮 も 標 識 し て 、
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胃 粘 膜 上 皮 幹 細 胞 の 標 識 に は 不 適 切 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 CD117抗 体 を 用 い た 抗 原 回 復 後 の 通 常 の 免 疫 染 色 方 法 で 、 実 施 例 １ (後 述 す る 実 施 例 ２ に
お い て も 示 す よ う に )に 示 す よ う に 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 の 胃 底 腺 頚
部 お よ び そ の 周 辺 に 標 識 さ れ た 細 胞 を 認 め 、 骨 髄 な い し 間 質 の 多 分 化 幹 細 胞 か ら 胃 粘 膜 上
皮 幹 細 胞 へ の 分 化 過 程 の マ ー カ ー で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 し か し 、 CD117抗 体 の 抗 原 回 復 後 の 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 法 で は 、 全 層 の 胃 底 腺 上 皮
が 標 識 さ れ て 、 こ の 方 法 は 、 胃 粘 膜 上 皮 の 幹 細 胞 の 標 識 に は 不 適 切 で あ る こ と が 示 唆 さ れ
た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 CD133抗 体 を 用 い た 抗 原 回 復 後 の 通 常 の 免 疫 染 色 方 法 で は 、 何 等 の 細 胞 も 標 識 さ れ な か
っ た 。 し か し 、 CD133抗 体 を 用 い た 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 染 色 法 で は 、 胃 底 腺 領 域 の 線 上
皮 が 標 識 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 抗 cleaved caspase-3抗 体 を 用 い た 抗 原 回 復 後 の 通 常 方 法 で 、 胃 粘 膜 の 表 層 上 皮 の 一 部
が 標 識 さ れ 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 で は 胃 底 腺 の 頚 部 に 少 数 の 細 胞 が 標
識 さ れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 自 己 貪 食  (autophagia)は 、 老 化 し た 細 胞 小 器 官 の 処 理 と し て 細 胞 が 有 す る 機 能 で あ り
、 飢 餓 状 態 で 亢 進 す る と さ れ て い る 。 ま た 、 こ の 自 己 貪 食 機 能 の 異 常 は 腫 瘍 発 生 に 到 る こ
と が 知 ら れ て お り 、 そ の 遺 伝 子 は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 で あ る と 見 な さ れ て い る 。 こ の 自 己 貪 食
の 機 序 は 近 年 解 明 さ れ て 来 て お り 、 ヒ ト 細 胞 に お け る 自 己 貪 食 に 関 与 す る 蛋 白 　 Beclin-1
が 分 離 さ れ て い る 。 こ の 蛋 白 遺 伝 子 は 、 自 己 貪 食 が 積 極 的 に 研 究 さ れ て 来 た 酵 母 の 自 己 貪
食 遺 伝 子 で あ る apg6と 構 造 的 類 似 性 を 有 し て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ の 蛋 白 に 対 す る 抗 体 は 商 業 的 に 供 給 さ れ 、 抗 体 の pdf説 明 書 に は 免 疫 組 織 化 学 に も 用
い る こ と が 可 能 で あ る と さ れ て い る 。 し か し 、 飢 餓 状 態 で 自 己 貪 食 を 旺 盛 に 示 す 胃 底 腺 上
皮 細 胞 標 本 を 、 実 施 例 １ に 示 す 様 に 、 ヒ ト の 外 科 切 除 胃 標 本 で 検 索 し た 結 果 、 生 理 的 に 発
現 す る Beclin-1を 通 常 の 免 疫 組 織 化 学 で は 検 出 で き な い こ と が 判 明 し た 。 実 施 例 １ に 示 す
よ う に 、 我 々 は 、 こ の 抗 体 に よ る 抗 原 回 復 超 高 感 度 免 疫 染 色 に よ り 、 Beclin-1の 発 現 を 検
討 し 、 proteinase K酵 素 処 理 後 に 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 で 検 出 す る と 、 そ
の 陽 性 染 色 分 布 が 機 能 と 相 関 し て い る こ と が 判 明 し た 。 こ の 方 法 は 、 今 ま で に 報 告 の な い
方 法 で あ り 、 細 胞 質 と 異 常 が 生 じ た Beclin-1が 核 に 集 積 す る 分 布 も 判 別 出 来 る も の で あ る
こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
実 施 例 ２ .
　 次 に 、 胃 生 検 Group-1病 変 に お け る 胃 粘 膜 上 皮 の 増 殖 、 幹 細 胞 、 細 胞 死 の 免 疫 組 織 化 学
的 検 討 を 行 っ た 。
　 実 施 例 １ の 検 索 の 結 果 に 基 づ い て 、 ま ず 、 選 択 さ れ て 来 た 抗 体 と 抗 原 回 復 方 法 と 免 疫 組
織 化 学 的 染 色 方 法 で 、 胃 生 検 標 本 で 、 Group-1と さ れ た 病 変 で の 胃 粘 膜 上 皮 の 細 胞 増 殖 、
幹 細 胞 、 細 胞 死 の 免 疫 組 織 化 学 的 な 検 索 を 行 っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
＜ 検 索 に も 用 い た 材 料 ＞
　 こ の 実 施 例 で 用 い た 標 本 は 、 内 視 鏡 に よ り 胃 粘 膜 の 病 理 診 断 を 目 的 に 生 検 さ れ た も の で
、 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 な い し 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 な い し エ タ ノ ー ル 中 で １ 日 な い し 一
晩 は 固 定 さ れ た 後 に 、 脱 ホ ル マ リ ン 処 理 後 に 、 上 昇 エ タ ノ ー ル 系 列 で 脱 水 さ れ 、 エ タ ノ ー
ル を キ シ レ ン で 置 換 し 、 キ シ レ ン を パ ラ フ ィ ン で 置 換 し た 後 に 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 が 作
成 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 作 成 さ れ た 上 記 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 を マ イ ク ロ ト ー ム で 3か ら 5ミ ク ロ ン 厚 の 切 片 に し
て 、 処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス に 添 付 さ れ た 。 こ れ を 標 本 切 片 と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス と は 、 シ ラ ン ス ラ イ ド で あ り 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ
ン の ２ mlを ア セ ト ン 98mlに 溶 解 し て 2％ 溶 液 と し て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を ５ 秒 程 度 浸 潤 し 、
そ の 後 、 ア セ ト ン を 通 し て 水 洗 し 、 37℃ で 一 晩 乾 燥 さ せ た も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 作 成 さ れ た 10例 の 標 本 切 片 を 10分 間 ３ 回 の キ シ レ ン へ の 浸 透 と 10分 間 ３ 回 100％ エ タ ノ
ー ル へ の 浸 透 で 脱 パ ラ フ ィ ン し て 、 水 洗 し 親 水 化 し て 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 を
施 し 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 の 結 果 は 、 5例 の 標 本 で ピ ロ リ ー 菌 感 染 が 表 層 粘 液 層 や
粘 膜 上 部 腺 管 内 に 認 め ら れ 、 5例 で は ピ ロ リ ー 菌 の 感 染 が 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
＜ 用 い た 一 次 抗 体 ＞
　 こ の 検 索 に 用 い た 抗 体 は 、 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 、 胃 腸 管 間 質 細 胞 腫 瘍 と
幹 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 を 標 識 す る CD117抗 体 、 ア ポ プ ト ー シ ス の 中 心 的 役 割 を 行 う caspase
-3の 活 性 型 に 対 す る 抗 cleaved caspase-3抗 体 、 幹 細 胞 や 神 経 幹 細 胞 を 標 識 す る 抗 体 で あ
る が 実 施 例 １ で の 検 索 で 胃 底 腺 上 皮 を 標 識 し た CD133抗 体 、 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Becli
n-1に 対 す る 抗 体 を 用 い た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 は 、 DakoCytomation社 の MIB-1抗 体 （ M7240） を 用 い
、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 胃 腸 管 間 質 細 胞 腫 瘍 と 幹 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 を 標 識 す る CD117抗 体 は 、 Novocastra Labo
ratories Ltd.社 の NCL-CD117抗 体 を 用 い 、 抗 体 希 釈 液 で 1:40に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し
た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ア ポ プ ト ー シ ス の 中 心 的 役 割 を 行 う caspase-3の 活 性 型 に 対 す る 抗 cleaved caspase-3抗
体 は 、 Cell Signaling社 の Asp175抗 体 (5A1)を 用 い て 、 抗 体 希 釈 液 で 1:200に 希 釈 し て 一 次
抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 幹 細 胞 や 神 経 幹 細 胞 を 標 識 す る CD133抗 体 は 、 TECHNE Co. 社 の 431133抗 体 （ clone 1704
11） を 用 い 、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Beclin-1に 対 す る 抗 体 は 、 Santa Sruz Biotechnology, Inc.社
の H-300抗 体 (Sc-11427)で 、 抗 体 希 釈 液 で 1:50に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 抗 体 希 釈 液 に は 、 2％ BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 を 用 い た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 2％ BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 は 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (Bovine serum albumin: BSA)を 0.
01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 2％ の 割 合 で 加 え 、 溶 解 す る ま で 待 っ て 、 攪 拌 し 、 0.01％ の
割 合 で 界 面 活 性 剤 （ Triton X-100な い し tween20） を 添 加 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2は 、 リ ン 酸 水 素 ニ ナ ト リ ウ ム ・ 12水 和 物 28.7gと リ ン 酸 二
水 素 ナ ト リ ウ ム ・ 二 水 和 物 3.3gと 塩 化 ナ ト リ ウ ム 85.0gを イ オ ン 交 換 水 10Lに 溶 解 し て 作 成
す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
＜ 脱 パ ラ フ ィ ン と 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 抑 制 ＞
　 上 記 の 標 本 切 片 を 10分 間 ３ 回 の キ シ レ ン へ の 浸 透 と 10分 間 ３ 回 100％ エ タ ノ ー ル へ の 浸
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透 で 脱 パ ラ フ ィ ン し て 、 0.3％ 過 酸 化 水 素 メ タ ノ ー ル 溶 液 に 30分 間 浸 潤 し て 、 内 因 性 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ を 不 活 化 し 、 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 浸 し て 親 水 化 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
＜ 抗 原 回 復 処 理 ＞
　 抗 原 回 復 処 理 を 行 う 。 標 識 す る 抗 原 に よ り 抗 原 回 復 処 理 方 法 と 検 出 方 法 が 異 な る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 増 殖 細 胞 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 親 水 化 し た 標 本 切 片 を 0.01M ci
trate buffer pH 6.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ ー 法
で 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 0.01M citrate buffer pH 6.0溶 液 は 、 DakoCytomation社 の ChemMate Terget Retrieval
 Solution (ダ コ ChemMate抗 原 賦 活 用 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 10倍 濃 度 、 S2031)の イ オ ン 交 換 水
で の 10倍 希 釈 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 胃 腸 管 間 質 細 胞 腫 瘍 と 幹 細 胞 増 殖 因 子 受 容 体 を 標 識 す る CD117抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、
親 水 化 し た 標 本 切 片 を EDTA溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ リ マ
ー 法 で 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 EDTA溶 液 は 、 DakoCytomation社 の Antigen Retrieval Reagent high pH, （ S3307, 10倍
防 縮 ） の イ オ ン 交 換 水 で の 10倍 希 釈 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 幹 細 胞 や 神 経 幹 細 胞 を 標 識 す る CD133抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 proteinase K溶 液 で 10分
間 室 温 で 処 理 し 、 超 高 感 度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ア ポ プ ト ー シ ス の 中 心 的 役 割 を 行 う caspase-3の 活 性 型 に 対 す る 抗 cleaved caspase-3抗
体 , 親 水 化 し た 標 本 切 片 を EDTA溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ 5分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 ポ
リ マ ー 法 で 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 proteinase K溶 液 は 、 Takara Bio Co社 の 溶 液 状 試 薬 （ Code No. 9033） を 用 い て 、 0.05
 M TBS pH 7.2溶 液 で 最 終 濃 度 を 200μ g/mlと し た 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 は 、 ト リ ス 塩 基 121.1gを イ オ ン 交 換 水 800mlに 溶 解 し 、 70mlの 塩
酸 を 加 え て 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し 、 室 温 に 冷 却 し て か ら 、 1N塩 酸 な い し 1N水 酸 化 ナ ト リ
ウ ム 溶 液 で pH 7.4の 調 整 し 、 イ オ ン 交 換 水 を 1Lに な る よ う に 加 え た も の を 1Mト リ ス 溶 液 と
し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 292.2gを 800mlの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し て イ
オ ン 交 換 水 を 加 え て 1Lに し た も の を 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と し て 、 1Mト リ ス 溶 液 を 500ml
と 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 360mlに イ オ ン 交 換 水 を 10Lに な る ま で 加 え た も の を 用 い た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Beclin-1に 対 す る 抗 体 を 用 い る 場 合 に は 、 proteinase K溶 液 で
10分 間 室 温 で 処 理 し 、 超 高 感 度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
＜ ポ リ マ ー 法 ＞
　 ポ リ マ ー 法 は 、 35℃ に 加 熱 し た 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 を 洗 浄 液 に 用 い 、
自 動 免 疫 染 色 装 置 （ DakoCytomation社 の Dako autostainer） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ポ リ マ ー 法 の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の プ ロ ト コ ー ル は 以 下 の も の で あ る 。 1) 抗 原 回 復 処
理 さ れ た 標 本 切 片 を 自 動 免 疫 染 色 装 置 に セ ッ ト す る 。 2) TBSTで 洗 浄 、 ２ 回  3) 3%BSA 0.1
% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  4) 一 次 抗 体 反 応 、 1時 間  5) TBSTで 洗 浄
、 3回  6) ポ リ マ ー 試 薬 反 応 、 30分 間  7) TBSTで 洗 浄 、 3回  8) DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ る
呈 色 反 応 、 10分 間  9) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  10) ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 染 色 、 ２
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分 間  11) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  12) 標 本 切 片 を 自 動 染 色 装 置 か ら 外 し 、 10分 間 の 冷
風 に よ る 風 乾 後 に 、 100％ エ タ ノ ー ル 、 キ シ レ ン を 通 し て 、 封 入 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 は 、 ト リ ス 塩 基 121.1gを イ オ ン 交 換 水 800mlに 溶
解 し 、 70mlの 塩 酸 を 加 え て 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し 、 室 温 に 冷 却 し て か ら 、 1N塩 酸 な い し
1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で pH 7.4の 調 整 し 、 イ オ ン 交 換 水 を 1Lに な る よ う に 加 え た も の を
1Mト リ ス 溶 液 と し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 292.2gを 800mlの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て オ ー ト ク レ
ー ブ 処 理 し て イ オ ン 交 換 水 を 加 え て 1Lに し た も の を 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と し て 、 1Mト リ
ス 溶 液 を 500mlと 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 360mlに イ オ ン 交 換 水 を 10Lに な る ま で 加 え た 0.05 
M TBS pH 7.2溶 液 に 、 0.1％ の 割 合 で 界 面 活 性 剤 （ tween20） を 添 加 し た も の で あ る 。 TBST
と 呼 ぶ 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 3%BSA 0.1% tween20 PBSは 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (Bovine serum albumin: BSA)を 0.01Mリ
ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 3％ の 割 合 で 加 え 、 溶 解 す る ま で 待 っ て 、 攪 拌 し 、 0.01％ の 割 合
で 界 面 活 性 剤 （ Triton X-100な い し tween20） を 添 加 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 ポ リ マ ー 試 薬 は 、 二 次 抗 体 と 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が ポ リ マ ー に 標 識 さ れ た 試 薬
で 、 DakoCytomation社 の ChemMate ENVISIONキ ッ ト の ポ リ マ ー 試 薬 を 用 い た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ る 呈 色 反 応 は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー せ の 過 酸 化 水 素 を 基
質 と し た DAB（ ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ） の 異 化 沈 着 反 応 で あ り 、 DakoCytomation社 の DAB+(33
’ -ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド )液 状 試 薬 (K3464)を 用 い た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 は 、 DakoCytomation社 の ChemMateヘ マ ト キ シ リ ン （ S2020） も 用 い
た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
＜ 超 高 感 度 法 ＞
　 超 高 感 度 法 は 、 35℃ に 加 熱 し た 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 を 洗 浄 液 に 用 い 、
自 動 免 疫 染 色 装 置 （ Dakocytomation社 の Dako autostainer） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 超 高 感 度 法 の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の プ ロ ト コ ー ル は 以 下 の も の で あ る 。 　 1) 抗 原 回 復
処 理 さ れ た 標 本 切 片 を 自 動 免 疫 染 色 装 置 に セ ッ ト す る 。 2) TBSTで 洗 浄 、 ２ 回  3) protein
ase Kに よ る 抗 原 回 復 法 を 行 う 場 合 に は 、 以 下 の 4)と 5)を 実 施 す る 。 4) proteinase K溶 液
反 応 、 10分 間  5) TBSTで 洗 浄 、 ３ 回  6) 3％ 過 酸 化 水 素 PBS溶 液 で 処 理 、 5分 間  7) TBSTで
洗 浄 、 ３ 回  8) 3%BSA 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  9) 一 次 抗 体 反
応 、 15分 間  10) TBSTで 洗 浄 、 3回  11) 3%BSA 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理
、 15分 間  12) ポ リ マ ー 試 薬 反 応 、 15分 間  13) TBSTで 洗 浄 、 3回  14) 3%BSA 0.1% tween20
 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  15) ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 反 応 、 15分 間  16
) TBSTで 洗 浄 、 2回  17) ス ト レ プ ト ア ビ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 試 薬 反 応
、 15分 間  18) TBSTで 洗 浄 、 2回  19) DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ る 呈 色 反 応 、 4分 間  20) イ オ
ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  21) ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 染 色 、 ２ 分 間  22) イ オ ン 交 換 水 で 洗
浄 、 １ 回  23) 標 本 切 片 を 自 動 染 色 装 置 か ら 外 し 、 10分 間 の 冷 風 に よ る 風 乾 後 に 、 100％ エ
タ ノ ー ル 、 キ シ レ ン を 通 し て 、 封 入 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 3％ 過 酸 化 水 素 PBS溶 液 は 、 濃 縮 過 酸 化 水 素 水 （ 30％ 濃 度 ） を 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 
7.2溶 液 で 10倍 に 希 釈 し た 溶 液 で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 は 、 DakoCytomation社 の ダ コ CSAシ ス テ ム (K1500)の 増 幅 試
薬 を 用 い た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
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　 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 試 薬 は 、 DakoCytomation社 の ダ
コ CSAシ ス テ ム (K1500)の 酵 素 標 識 試 薬 を 用 い た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 以 下 の 点 が 判 明 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
＜ 増 殖 細 胞 を 標 識 す る Ki67抗 原 の 免 疫 染 色 ＞
　 Ki67抗 原 抗 体 で 標 識 さ れ た 増 殖 細 胞 は 、 頚 部 に 連 続 し て 分 布 し た 他 に 、 炎 症 の 強 い 粘 膜
で は 、 頚 部 下 の 胃 底 腺 領 域 に 散 在 性 に 見 ら れ （ 図 10） 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 炎 症 細 胞 の 介 在 す る 微 小 環 境 は 胃 粘 膜 上 皮 の 増 殖 を 促 進 さ せ て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
＜ 胃 線 上 皮 の 幹 細 胞 の 免 疫 染 色 ＞
　 CD117陽 性 の 間 質 並 び に 上 皮 層 内 の 細 胞 は 、 少 数 な が ら 、 ４ 例 の ピ ロ リ ー 菌 感 染 粘 膜 の
頚 部 領 域 に 認 め ら れ た  (p=0.024、 図 １ １ )。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ピ ロ リ ー 菌 感 染 の あ る 胃 炎 で の 有 意 な CD117陽 性 細 胞 の 出 現 は 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 が 骨 髄
な い し 間 質 由 来 の 幹 細 胞 を 誘 導 し て い る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 一 方 で 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め な い 例 で は 、 CD117陽 性 細 胞 を 認 め な い ｋ と は 、 胃 底 腺
の 固 有 の 胃 上 皮 幹 細 胞 は CD1１ ７ で は 標 識 さ れ ず に 、 骨 髄 な い し 間 質 の 多 分 化 能 幹 細 胞 か
ら 胃 上 皮 幹 細 胞 へ の 分 化 過 程 で CD117は 発 現 す る も の と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
＜ cleaved caspase-3の 抗 体 に よ る ア ポ プ ト ー シ ス 検 出 の 免 疫 染 色 ＞
　 Cleaved caspase-3陽 性 表 層 粘 膜 上 皮 細 胞 が 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め な い 粘 膜 の １ 例 と
ピ ロ リ ー 菌 感 染 の 認 め ら れ る 粘 膜 の ３ 例 で 、 孤 立 性 に 見 ら れ た  (図 １ ２ a)。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ピ ロ リ ー 菌 感 染 の 認 め ら れ る 粘 膜 の １ 例 で は 、 頚 部 に 孤 立 性 に Cleaved caspase-3陽 性
細 胞 が 認 め ら れ た (図 １ ２ b)。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 増 殖 細 胞 の 増 加 に よ る 押 し 上 げ ら れ （ pip-up） 成 長 に よ り 延 長 し た 頚 部 お よ び 狭 部 で ア
ポ プ ト ー シ ス が 観 察 さ れ る (図 １ ２ b)こ と は 、 こ れ は 細 胞 の 機 能 の 生 理 的 停 止 や 老 化 以 外
の 原 因 に よ る ア ポ プ ト ー シ ス で あ り 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 に よ る 影 響 と 考 え ら れ る と 共 に 、 胃
粘 膜 上 皮 の 幹 細 胞 の 減 少 を 示 唆 す る も の と 考 え ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
＜ CD133と Beclin-1の 免 疫 染 色 に よ る 自 己 貪 食 ・ 自 己 貪 食 細 胞 死 の 検 出 ＞
　 胃 粘 膜 上 皮 は 、 CD133な い し Beclin-1陽 性 の 自 己 貪 食 空 胞 を 示 し 、 胃 底 腺 上 皮 が 顕 著 に
陽 性 で あ っ た 。 腺 腔 へ の 放 出 を 示 唆 す る CD133及 び Beclin-1陽 性 所 見 が 見 ら れ （ 図 １ ３ aと
b　 中 間 部 )、 腺 腔 を 介 し て 排 出 さ れ て い る 所 見 が 見 ら れ た 。 細 胞 質 と 核 が 共 に 顕 著 Beclin
-1陽 性 像 が 見 ら れ 、 自 己 貪 食 細 胞 死 の 一 つ の 形 態 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 表 層 粘 膜 上 皮 も 、 核 周 囲 な い し 核 下 明 調 域 を 示 す 細 胞 は Beclin-1陽 性 顆 粒 を 有 し た こ と
か ら 、 胃 粘 膜 上 皮 の 老 化 処 理 は 自 己 貪 食 に よ り 行 わ れ て い る こ と が 示 唆 さ れ た  (図 １ ３ a
　 表 層 部 )。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 深 部 の 胃 底 腺 は 、 ピ ロ リ ー 菌 を 認 め な い 粘 膜 で は 、 櫛 の 歯 が 欠 け る 様 に 自 己 貪 食 細 胞 死
に 陥 り (図 １ ３ a　 深 部 )、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め る 例 で は 、 最 深 部 粘 膜 で 一 つ の 腺 房 単 位
で 自 己 貪 食 細 胞 死 に 陥 り (図 １ ３ b最 深 部 )、 僅 か な 細 胞 質 を 伴 っ た 核 も 認 め ら れ た （ 図 １
４ ） 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 CD133は 、 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ る が 、 最 近 、 分 泌 さ れ る 顆 粒 の 膜 に も 見 ら れ る こ と が
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報 告 さ れ (Marzesco A.-M., Janich P.,Wilsch-Br?uninger M., Dubreuil V.,　 Langenfel
d K., Corbeil D., Huttner W. B., Release of extracellular membrane particles car
rying the stem cell marker prominin-1 (CD133) from neural progenitors and other 
epithelial cells. Journal of Cell Science 118 (13): 2849- 58, 2005)、 今 回 の 検 索
で 、 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 免 疫 染 色 で 、 自 己 貪 食 空 胞 の 分 泌 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ
れ た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 実 施 例 １ の 検 索 結 果 を 考 慮 す る と 、 ど ち ら か と い え ば 、 CD133と Beclin-1の 抗 原 回 復 に
は 熱 処 理 よ り も Proteinase K酵 素 処 理 が 有 用 で あ り 、 Proteinase K酵 素 処 理 法 が 機 能 を 反
映 し た 分 子 の 分 布 を 保 っ た 抗 原 回 復 法 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ピ ロ リ ー 菌 の 細 胞 毒 が 自 己 貪 食 を 亢 進 す る こ と は 知 ら れ て い る  (Cover TL, Halter SA,
 Blaser MJ. Hum Pathol, 1992:23(9):1004-10, Catrenich CE, Chestnut MH. J. Med Mi
crobiol. 1992:37(6): 389-95)。 こ の 研 究 は 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 胃 粘 膜 の 最 深 部 で の 胃 底 腺
上 皮 で の 自 己 貪 食 の 亢 進 を 示 し 、 結 果 と し て ピ ロ リ ー 菌 感 染 が 胃 底 腺 深 部 で の 崩 壊 の 亢 進
も 誘 導 し て い る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 以 上 要 約 す る と 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Beclin-1抗 体 を 用 い た proteinase K酵 素 処 理 後 に 我
々 の 開 発 し た 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 で 、 実 施 例 ２ に 示 す よ う に 、 胃 底 腺 上 皮 は 多 く の 自 己
貪 食 空 胞 を 有 し 、 細 胞 の 腺 腔 面 か ら 、 排 泄 （ 分 泌 ） さ れ て い る こ と が 判 明 し 、 更 に 、 自 己
貪 食 の 亢 進 は 僅 か な 細 胞 質 と 核 の 自 己 貪 食 後 の 細 胞 も 、 腺 腔 に 排 泄 さ れ て い る こ と が 判 明
し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 CD133抗 を 用 い た proteinase K酵 素 処 理 後 の 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 で 、  
実 施 例 ２ に 示 す よ う に 、 CD133が 胃 粘 膜 上 皮 の 自 己 貪 食 空 胞  (Autophagic vesicles)と 腺
腔 に 排 泄 さ れ た 物 質 に 見 ら れ 、 CD133が 自 己 貪 食 空 胞 の 排 泄 に 関 与 す る 分 子 で あ る こ と が
判 明 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 自 己 貪 食 細 胞 死 の 例 と し て 挙 げ ら れ る 神 経 変 性 病 変 で は 、 proteinase K酵 素 処 理 後 の 我
々 の 開 発 し た 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 で 、 Beclin-1は 変 性 神 経 細 胞 の 細 胞 質 と 周 囲 間 質 を 標
識 し た が 、 CD133は 何 等 の 細 胞 等 も 標 識 し な か っ た 。 　 こ れ は 、 本 来 、 神 経 細 胞 は 自 己 貪
食 を 行 い 、 そ の 貪 食 顆 粒 の 分 泌 を 行 っ て お ら ず に 、 神 経 変 性 病 変 に お け る 神 経 細 胞 の 　 Be
cin-1の 発 現 は 病 的 な 自 己 貪 食 細 胞 死 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 上 記 の 検 索 の 結 果 、 1) CD117抗 体 の 抗 原 回 復 で の 通 常 の 免 疫 染 色 法 に よ る 染 色 が 、 骨 髄
な い し 間 質 の 多 分 化 能 幹 細 胞 か ら 組 織 幹 細 胞 へ の 分 化 段 階 を 標 識 す る こ と 、 2) Beclin-1
抗 体 の proteinae K酵 素 処 理 後 の 我 々 の 開 発 し た 超 高 感 度 染 色 法 に よ る 染 色 が 、 自 己 貪 食
・ 自 己 貪 食 細 胞 死 に 陥 っ た 細 胞 を 標 識 す る こ と 、 3) CD113の proteinae K酵 素 処 理 後 の 本
発 明 の 超 高 感 度 染 色 法 に よ る 染 色 が 、 自 己 貪 食 空 胞 の 分 泌 を 標 識 す る こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 更 に 、 Ki-67抗 原 抗 体 、 CD117抗 体 、 cleaved caspase-3抗 体 、 Beclin-1抗 体 、 CD133抗 体
の 抗 体 パ ネ ル に よ る そ れ ぞ れ に 特 異 な 抗 原 回 復 方 法 と 免 疫 染 色 方 法 の 組 み 合 わ せ で 、 ヒ ト
組 織 （ 病 理 組 織 ） 切 片 で 、 組 織 中 の 細 胞 の 増 殖 、 幹 細 胞 の 動 態 、 ア ポ プ ト ー シ ス 、 自 己 貪
食 ・ 自 己 貪 食 細 胞 死 を 評 価 で き 、 正 常 と 病 態 の 組 織 形 成 を 理 解 で き る こ と が 明 ら か に な っ
た 。
【 ０ ２ １ １ 】
実 施 例 ３ .
　 次 に 、 ヒ ト 神 経 変 性 病 変 の 細 胞 死 の 免 疫 組 織 化 学 的 検 討 を 行 っ た 。 　
　 実 施 例 ２ の 検 索 の 結 果 に 基 づ い て 、 自 己 貪 食 空 胞 ・ 自 己 貪 食 細 胞 死 を 標 識 す る Beclin-1
と 自 己 貪 食 空 胞 の 分 泌 に 関 与 す る CD133の proteinse K酵 素 処 理 に よ る 抗 原 回 復 後 の 我 々 が
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開 発 し た 超 高 感 度 免 疫 染 色 法 を 用 い て 、 ヒ ト 神 経 変 性 病 変 に 於 け る 自 己 貪 食 細 胞 死 の 標 識
を 検 討 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
＜ 検 索 に も 用 い た 材 料 ＞
　 こ の 研 究 の 用 い た 標 本 は 、 ２ 例 の 中 枢 神 経 系 の 変 性 が 認 め ら れ た ヒ ト 病 理 解 剖 の 大 脳 の
常 法 で 作 成 さ れ た 標 本 切 片 を 用 い た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 中 枢 神 経 系 の 変 性 が 認 め ら れ た ヒ ト 病 理 解 剖 の 10%ホ ル マ リ ン 溶 液 で 固 定 さ れ た 大 脳 の
顕 微 鏡 観 察 用 切 片 を 、 脱 ホ ル マ リ ン 処 理 後 に 、 上 昇 エ タ ノ ー ル 系 列 で 脱 水 さ れ 、 エ タ ノ ー
ル を キ シ レ ン で 置 換 し 、 キ シ レ ン を パ ラ フ ィ ン で 置 換 し た 後 に 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 が 作
成 さ れ た も の で あ る 。 作 成 さ れ た パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 を マ イ ク ロ ト ー ム で 3か ら 5ミ ク ロ ン
厚 の 切 片 に し て 、 処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス に 添 付 さ れ た 。 こ れ を 標 本 切 片 と 呼 ぶ 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 処 理 ス ラ イ ド グ ラ ス と は 、 シ ラ ン ス ラ イ ド で あ り 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ ト キ シ シ ラ
ン の ２ mlを ア セ ト ン 98mlに 溶 解 し て 2％ 溶 液 と し て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を ５ 秒 程 度 浸 潤 し 、
そ の 後 、 ア セ ト ン を 通 し て 水 洗 し 、 37℃ で 一 晩 乾 燥 さ せ た も の で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 作 成 さ れ た 10例 の 標 本 切 片 を 10分 間 ３ 回 の キ シ レ ン へ の 浸 透 と 10分 間 ３ 回 100％ エ タ ノ
ー ル へ の 浸 透 で 脱 パ ラ フ ィ ン し て 、 水 洗 し 親 水 化 し て 、 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 を
施 し 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン 染 色 の 結 果 は 、 大 脳 皮 質 の 変 性 病 変 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
＜ 用 い た 一 次 抗 体 ＞
　 こ の 検 索 に 用 い た 抗 体 は 、 実 施 例 ２ で 自 己 貪 食 空 胞 の 分 泌 過 程 を 標 識 す る こ と が 判 明 し
た CD133抗 体 、 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Beclin-1に 対 す る 抗 体 を 用 い た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 実 施 例 ２ で 自 己 貪 食 空 胞 の 分 泌 過 程 を 標 識 す る こ と が 判 明 し た CD133抗 体 は 、 TECHNE Co
. 社 の 431133抗 体 （ clone 170411） を 用 い 、 抗 体 希 釈 液 で 1:100に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液
と し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 細 胞 死 遺 伝 子 産 物 で あ る Beclin-1に 対 す る 抗 体 は 、 Santa Sruz Biotechnology, Inc.社
の H-300抗 体 (Sc-11427)で 、 抗 体 希 釈 液 で 1:50に 希 釈 し て 一 次 抗 体 溶 液 と し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 抗 体 希 釈 液 に は 、 2％ BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 免 疫 染 色 の 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 染 色 用 の 抗 体 溶 液 に は 、 上 記 の 2％ BSA 0.1% tween20 PBS
溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 2％ BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 は 、 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (Bovine serum albumin: BSA)を 0.
01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 2％ の 割 合 で 加 え 、 溶 解 す る ま で 待 っ て 、 攪 拌 し 、 0.01％ の
割 合 で 界 面 活 性 剤 （ Triton X-100な い し tween20） を 添 加 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2は 、 リ ン 酸 水 素 ニ ナ ト リ ウ ム ・ 12水 和 物 28.7gと リ ン 酸 二
水 素 ナ ト リ ウ ム ・ 二 水 和 物 3.3gと 塩 化 ナ ト リ ウ ム 85.0gを イ オ ン 交 換 水 10Lに 溶 解 し て 作 成
す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
＜ 脱 パ ラ フ ィ ン と 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 抑 制 ＞
　 上 記 の 標 本 切 片 を 10分 間 ３ 回 の キ シ レ ン へ の 浸 透 と 10分 間 ３ 回 100％ エ タ ノ ー ル へ の 浸
透 で 脱 パ ラ フ ィ ン し て 、 0.3％ 過 酸 化 水 素 メ タ ノ ー ル 溶 液 に 30分 間 浸 潤 し て 、 内 因 性 ペ ル
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オ キ シ ダ ー ゼ を 不 活 化 し 、 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 7.2に 浸 し て 親 水 化 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
＜ 抗 原 回 復 処 理 ＞
　 proteinase K溶 液 で 10分 間 室 温 で 処 理 し 、 超 高 感 度 法 で 検 出 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 proteinase K溶 液 は 、 Takara Bio Co社 の 溶 液 状 試 薬 （ Code No. 9033） を 用 い て 、 0.05
 M TBS pH 7.2溶 液 で 最 終 濃 度 を 200μ g/mlと し た 溶 液 を 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
＜ 超 高 感 度 法 ＞
　 超 高 感 度 法 は 、 35℃ に 加 熱 し た 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 を 洗 浄 液 に 用 い 、
自 動 免 疫 染 色 装 置 （ Dakocytomation社 の Dako autostainer） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 超 高 感 度 法 の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の プ ロ ト コ ー ル は 以 下 の も の で あ る 。 　 1) 抗 原 回 復
処 理 さ れ た 標 本 切 片 を 自 動 免 疫 染 色 装 置 に セ ッ ト す る 。 2) TBSTで 洗 浄 、 ２ 回  3) protein
ase K溶 液 反 応 、 10分 間  4) TBSTで 洗 浄 、 ３ 回  5) 3％ 過 酸 化 水 素 PBS溶 液 で 処 理 、 5分 間  6
) TBSTで 洗 浄 、 ３ 回  7) 3%BSA 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  8) 一
次 抗 体 反 応 、 15分 間  9) TBSTで 洗 浄 、 3回  10) 3%BSA 0.1% tween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑
制 処 理 、 15分 間  11) ポ リ マ ー 試 薬 反 応 、 15分 間  12) TBSTで 洗 浄 、 3回  13) 3%BSA 0.1% t
ween20 PBSに て 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 、 15分 間  14) ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 反 応 、 15
分 間  15) TBSTで 洗 浄 、 2回  16) ス ト レ プ ト ア ビ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体
試 薬 反 応 、 15分 間  17) TBSTで 洗 浄 、 2回  18) DAB過 酸 化 水 素 反 応 に よ る 呈 色 反 応 、 4分 間  
19) イ オ ン 交 換 水 で 洗 浄 、 １ 回  20) ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 染 色 、 ２ 分 間  21) イ オ ン 交
換 水 で 洗 浄 、 １ 回  22) 標 本 切 片 を 自 動 染 色 装 置 か ら 外 し 、 10分 間 の 冷 風 に よ る 風 乾 後 に
、 100％ エ タ ノ ー ル 、 キ シ レ ン を 通 し て 、 封 入 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 TBSTは 、 0.1％ tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 で 、 ト リ ス 塩 基 121.1gを イ オ ン 交 換 水 80
0mlに 溶 解 し 、 70mlの 塩 酸 を 加 え て 、 オ ー ト ク レ ー ブ 処 理 し 、 室 温 に 冷 却 し て か ら 、 1N塩
酸 な い し 1N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 で pH 7.4の 調 整 し 、 イ オ ン 交 換 水 を 1Lに な る よ う に 加 え
た も の を 1Mト リ ス 溶 液 と し 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 292.2gを 800mlの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し て オ
ー ト ク レ ー ブ 処 理 し て イ オ ン 交 換 水 を 加 え て 1Lに し た も の を 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 と し て
、 1Mト リ ス 溶 液 を 500mlと 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 360mlに イ オ ン 交 換 水 を 10Lに な る ま で 加
え た 0.05 M TBS pH 7.2溶 液 に 、 0.1％ の 割 合 で 界 面 活 性 剤 （ tween20） を 添 加 し た も の で
あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 3％ 過 酸 化 水 素 PBS溶 液 は 、 濃 縮 過 酸 化 水 素 水 （ 30％ 濃 度 ） を 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 pH 
7.2溶 液 で 10倍 に 希 釈 し た 溶 液 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 は 、 DakoCytomation社 の ダ コ CSAシ ス テ ム (K1500)の 増 幅 試
薬 を 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 試 薬 は 、 DakoCytomation社 の ダ
コ CSAシ ス テ ム (K1500)の 酵 素 標 識 試 薬 を 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 以 上 の 結 果 か ら 、 以 下 の 点 が 判 明 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 2%BSA 0.1% tween20 PBS溶 液 （ 抗 体 希 釈 溶 液 ） を 一 次 抗 体 溶 液 と し て 反 応 さ せ た 陰 性 コ
ン ト ロ ー ル 染 色 で は 、 神 経 変 性 病 変 の 標 本 切 片 で は 、 何 の 陽 性 反 応 も 見 ら れ な か っ た （ 図
１ ５ 陰 性 コ ン ト ロ ー ル ） 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 CD133抗 体 を 用 い た 染 色 で は 、 特 異 な 陽 性 染 色 所 見 は 見 ら れ な か っ た （ 図 １ ５ 　 CD133）
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。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 Beclin-1抗 体 を 用 い た 染 色 で は 、 大 脳 の 皮 質 の 神 経 変 性 領 域 に 強 い 陽 性 所 見 が 見 ら れ 、
神 経 細 胞 の 細 胞 質 も 標 識 さ れ た （ 図 １ ５  Beclin-1） 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 神 経 変 性 病 変 に お け る 神 経 細 胞 の 自 己 貪 食 細 胞 死 が Beclin-1抗 体 を 用 い た 染 色 で 示 唆 さ
れ る と 共 に 、 CD133抗 体 の 染 色 で 神 経 細 胞 が 標 識 さ れ な か っ た こ と は 、 神 経 細 胞 は 自 己 貪
食 機 能 を 有 す る 細 胞 で は な く 、 神 経 変 性 病 変 に お い て 、 自 己 貪 食 は 病 的 な も の で あ り 、 そ
の 結 果 、 自 己 貪 食 空 胞 が 細 胞 外 そ し て 組 織 外 に 排 泄 さ れ ず に 、 軸 索 に 分 布 し た 後 に 、 神 経
組 織 間 質 に 沈 着 す る も の と 考 え ら れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 図 １ 】 検 索 し た 切 除 胃 の 健 常 部 粘 膜 の 代 表 的 組 織 像 。 　 a)ほ ぼ 正 常 の 胃 底 腺 領 域 の 粘 膜
 b) ピ ロ リ ー 菌 の 感 染 を 表 層 粘 液 層 な い し 粘 膜 上 層 の 腺 腔 の 粘 液 内 に 認 め る 慢 性 胃 炎 の 像
を 示 す 胃 底 腺 領 域 の 粘 膜 c)完 全 型 腸 上 皮 化 生 を 示 す 胃 底 腺 領 域 の 粘 膜
【 図 ２ 】 抗 Ki67抗 原 抗 体 を 用 い た ク エ ン 酸 緩 衝 液 pH 6.0中 で の オ ー ト ク レ ー ブ に よ る 抗 原
回 復 処 理 と ポ リ マ ー 法 で の 免 疫 染 色 の 代 表 的 免 疫 染 色 像 　 a)ほ ぼ 正 常 の 胃 底 腺 領 域 の 粘 膜
の 抗 Ki67抗 原 抗 体 染 色 像 　 b) ピ ロ リ ー 菌 の 感 染 を 表 層 粘 液 層 な い し 粘 膜 上 層 の 腺 腔 の 粘
液 内 に 認 め る 慢 性 胃 炎 の 像 を 示 す 胃 底 腺 領 域 の 粘 膜 の 粘 膜 の 抗 Ki67抗 原 抗 体 染 色 像 　 c)完
全 型 腸 上 皮 化 生 を 示 す 胃 底 腺 領 域 の 粘 膜 の 粘 膜 の 抗 Ki67抗 原 抗 体 染 色 像
【 図 ３ 】 図 3は 、 CD34、 CD117、 CD133の 骨 髄 と 末 梢 血 の 組 織 標 本 で の コ ン ト ロ ー ル 染 色 の
結 果 を 示 す 。 a)は CD34で 、 b)は CD117、 c)は CD133で あ り 、 1)は 骨 髄 の 組 織 標 本 切 片 で の 抗
原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で の 染 色 像 を 示 し 、 2)は 骨 髄 の 組 織 標 本 切 片 で の 抗 原 回 復 後 の 超 高
感 度 法 に よ る 染 色 像 を 示 し 、 3)は 末 梢 血 組 織 標 本 切 片 で の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で の 染
色 像 を 示 し 、 4)は 末 梢 血 組 織 標 本 切 片 で の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 染 色 像 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 幹 細 胞 を 標 識 す る と 云 う CD117,CD34、 CD133の 免 疫 染 色 像 　 a-d) CD117
の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る 染 色 像 で 、 aと bは ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 い 炎 症 を 示 す 胃 粘
膜 の 胃 底 腺 頸 部 と 峡 部 を 含 む 部 分 の 染 色 像 で あ り 、 cは 胃 底 腺 領 域 の 染 色 像 で あ り 、 dは 腸
上 皮 化 生 を 示 す 部 分 の 染 色 像 で あ る 。  e-g) CD34の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 染 色 像
で あ り 、 eは ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜 の 峡 部 を 含 む 頸 部 と 胃 底 腺 領 域 の 染 色 像 で あ り 、 fは ピ ロ リ
ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 粘 膜 の 胃 底 腺 領 域 の 染 色 像 で あ り 、 gは 腸 上 皮 化 生 を 示 す 粘 膜
の 染 色 像 で あ る 。  h） CD133の 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 の ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜 の 染 色 像 で あ
る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） と CD68の 免 疫 染 色 像 を 示 す 。 a)ほ ぼ 正 常 な 胃
粘 膜 の ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 で の 染 色 像 を 示 す 。 　 b)ピ
ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 の ム ラ ミ ダ ー ゼ （ リ ゾ チ ー ム ） の 抗 原 回 復 後 の ポ リ
マ ー 法 で の 染 色 像 を 示 す 。  c)腸 上 皮 化 生 を 示 す 粘 膜 に お け る CD68の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ
ー 法 に よ る 染 色 像 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ほ ぼ 正 常 の 胃 粘 膜 標 本 切 片 で ssDNAと cleaved caspaseの 抗 体 に よ る 免 疫
染 色 で ア ポ プ ト ー シ ス の 検 出 を 試 み た 染 色 像 で あ る 。  a)抗 ssDNA抗 体 を 用 い て 、 酵 素 処 理
後 の ポ リ マ ー 法 に よ る 染 色 像 　 b)抗 cleaved caspase-3抗 体 に よ る 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー
法 に よ る 染 色 像 　 c) 抗 cleaved caspase-3抗 体 に よ る 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 染 色
像
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 後 の ポ リ マ ー 法 に よ る 染 色 像 を 示
す 。 　 aと b) ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 の 染 色 像 　 c) 腸 上 皮 化 生 を 示 す 胃
粘 膜 の 染 色 像
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 抗 Beclin-1抗 体 に よ る 超 高 感 度 法 で の 抗 原 回 復 法 の 影 響 を 示 す 。 　 a) p
roteinase K消 化 に よ る 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 染 色 像 　 b) 0.01M citrate buffer
 pH 8.0溶 液 中 で オ ー ト ク レ ー ブ で の 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 染 色 像
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 伴 う 炎 症 を 示 す 胃 粘 膜 に お け る proteinase K消 化 に よ
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る 抗 原 回 復 後 の 超 高 感 度 法 に よ る 抗 Beclin-1抗 体 の 染 色 像 　 a) 櫛 の 歯 が 欠 け る よ う な 自
己 貪 食 と そ の 細 胞 死 を 示 す 染 色 像 　 b） 核 に Beclin-1の 標 識 を 示 す 染 色 像 　 c) や せ 細 っ た
Beclin-1陽 性 腺 上 皮 を 示 し 、 核 も 自 己 貪 食 さ れ た 像 を 示 す 染 色 像
【 図 １ ０ 】 ピ ロ リ ー 菌 感 染 胃 粘 膜 の Ki67 antigenの 抗 原 回 復 免 疫 染 色
【 図 １ １ 】 ピ ロ リ ー 菌 感 染 胃 粘 膜 の CD117の 抗 原 回 復 免 疫 染 色
【 図 １ ２ 】 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め な い 粘 膜 の 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 免 疫 染
色 像 (a)と 認 め る 粘 膜 の 抗 cleaved caspase-3抗 体 の 抗 原 回 復 免 疫 染 色 像 （ b）
【 図 １ ３ ａ 】 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め な い 胃 粘 膜 の CD133と Beclin-1の 抗 原 回 復 超 高 感 度 免
疫 染 色
【 図 １ ３ ｂ 】 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め る 胃 粘 膜 の CD133と Beclin-1の 抗 原 回 復 超 高 感 度 免 疫
染 色
【 図 １ ４ 】 ピ ロ リ ー 菌 感 染 を 認 め る 胃 粘 膜 の 最 深 部 で の 自 己 貪 食 ・ 細 胞 死 を 示 す 腺 の ヘ マ
ト キ シ リ ン 染 色 像 (a)、 Beclin-1 (b)と CD133(c)の 抗 原 回 復 超 高 感 度 免 疫 染 色 像
【 図 １ ５ 】 症 例 １ と ２ の ３ つ の 大 脳 皮 質 の 領 域 で の 染 色 像 を 示 す 。 症 例 １ か ら 症 例 ２ bの
領 域 に な る に つ れ て 、 神 経 細 胞 の Beclin-1陽 性 自 己 貪 食 像 は 細 胞 質 に 限 局 し た 陽 性 増 を 示
し 、 間 質 の 染 色 性 が 上 昇 し た 。 間 質 の 陽 性 反 応 の 低 い 症 例 １ で は 、 Beclin-１ 陽 性 神 経 細
胞 は 軸 索 が Beclin-1陽 性 で あ る 所 見 を 示 し た 。
【 図 １ ６ 】 本 発 明 の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 を 含 む 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 一
実 施 態 様 に お け る 光 顕 的 に 識 別 さ れ る 最 終 産 物 の 概 念 図 で あ る 。

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】
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