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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所定の抗体を用い、被験対象となる組織標本中の抗原を検出する免疫組織染色を構成す
る一連の反応が、電界付与に基づく撹拌現象によって迅速化され、かつ自動化される自動
電界免疫組織染色装置であって、
　前記組織標本が固定された基板が載置されるステージを有する試料載置ユニットと、
　前記抗体を含んだ溶液が収容される収容部及び、前記収容部から前記溶液を前記基板上
の前記組織標本へ向けて滴下する滴下部材を備える溶液供給ユニットと、
　前記基板に滴下された溶液を撹拌するための相対する電極の一方である環状電極を備え
た電界撹拌ユニットと、
　前記電界撹拌ユニットの上部に設けられ、前記基板上の前記組織標本へ向けて滴下され
た前記溶液及び前記組織標本を洗浄する洗浄液を排出する排出管と、洗浄液を供給する供
給管とを備え、前記組織標本へ滴下された前記溶液を排出した後に前記組織標本への前記
洗浄液の供給及びその排出により前記組織標本を洗浄する洗浄ユニットと、
　前記抗体を含んだ溶液を前記基板に滴下するときには前記試料載置ユニットを前記溶液
供給ユニットへ搬送し、前記基板に滴下された溶液を撹拌及び前記組織標本を洗浄すると
きには前記試料載置ユニットを前記電界撹拌ユニットへ搬送するためのステージ搬送部と
、
を有し、
　前記洗浄ユニットは、前記組織標本へ滴下された前記溶液と前記組織標本へ供給された
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前記洗浄液とを排出するとき又は前記洗浄液を前記組織標本へ供給するときには、前記排
出管又は前記供給管を前記環状電極の貫通穴にそれぞれ挿入して行うことを特徴とする自
動電界免疫組織染色装置。
【請求項２】
　前記溶液供給ユニットはカセット体を備え、前記収納部及び前記滴下部材は前記カセッ
ト体に出し入れ可能に収納されていることを特徴とする請求項１に記載の自動電界免疫組
織染色装置。
【請求項３】
　前記基板に滴下された溶液を撹拌するための他方の電極が、前記ステージの内部に配設
されていることを特徴とする請求項１又は請求項２に記載の自動電界免疫組織染色装置。
【請求項４】
　前記組織標本へ向けて前記溶液を滴下するときには前記試料載置ユニットが前記ステー
ジ搬送部によって前記溶液供給ユニットへ搬送され、前記試料載置ユニットに載置された
前記組織標本が固定された前記基板が前記溶液供給ユニットの前記収納部の直下に位置し
たときに、前記溶液供給ユニットは前記組織標本に対して前記溶液を滴下することを特徴
とする請求項１乃至請求項３の何れか１項に記載の自動電界免疫組織染色装置。
【請求項５】
　前記基板に滴下された溶液を撹拌するときには前記試料載置ユニットが前記ステージ搬
送部によって前記電界撹拌ユニットへ搬送され、前記試料載置ユニットに載置された前記
組織標本が固定された前記基板が前記電界撹拌ユニットの前記環状電極の直下に位置した
ときに、前記組織標本に滴下された前記溶液に対して電界が与えられ、前記溶液が撹拌さ
れることを特徴とする請求項１乃至請求項４の何れか１項に記載の自動電界免疫組織染色
装置。
【請求項６】
　前記環状電極は、前記貫通穴の中心点を通るように直線状の凹部が設けられていること
を特徴とする請求項１乃至請求項５の何れか１項に記載の自動電界免疫組織染色装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば、外科手術や内視鏡手術時の限られた時間内に、被験対象となる組織
標本（病変部）の性質を特定する術中迅速病理診断に利用することが可能な自動電界免疫
組織染色装置及び、自動電界免疫組織染色方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　物理的な現象として、高電圧交流電界によってクーロン力が発生し、このクーロン力で
液滴が一方向に吸引されることが知られる。与える高電圧の極性変化によって液滴が振動
することも知られる。液滴が吸引され、振動すれば、液滴内に存在する微細物は撹拌され
ることになる。本発明者らは、これらの物理的な現象に着目し、高電圧交流電界を与える
ことで、１ｍＬ以下、特に５０から数１００μＬオーダーの微少量の液滴を非接触に撹拌
する技術をこれまでに開発してきた。特に、この技術を、抗体を含んだ液滴に適用すれば
、抗体が液滴内で撹拌され積極的に分散されることになると考えられる。本発明者らは、
下記特許文献１において、例えば、ＥＬＩＳＡにおける抗原定着工程、ブロッキング工程
、抗原抗体反応工程、発色反応工程の各工程の所要時間を著しく短縮した非接触撹拌技術
（以下、「電界撹拌技術」とも称する。）を提案している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】特開２０１０－１１９３８８号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００４】
　ここで、外科手術や内視鏡手術時の限られた時間内に病変部の性質を特定する術中迅速
病理診断には、その時間の制約から、５分以内に染色可能なＨＥ染色（ヘマトキシリン・
エオジン染色）が用いられているのが現状である。しかし、ＨＥ染色は、単に細胞や組織
構造の全体像を把握しやすくするための染色法であるので、小さながん遺残やリンパ節微
小転移が見逃されることも多いという問題がある。一方、がん遺残やリンパ節転移を可能
な限り見逃さないようにするには、病原となるタンパク質（抗原）の有無により判断可能
な抗原抗体反応を利用した免疫組織染色を術中迅速病理診断として採用することが有効で
ある。しかし、従来の免疫組織染色の所要時間は２時間以上とされ、４０分以内に診断を
完了することが求められる術中迅速病理診断に適さないという問題があった。
【０００５】
　なお、約３０分で遺伝子増幅するＯＳＮＡ法を利用したリンパ節転移診断機器が市販さ
れているが、同法による転移診断は形態学的な情報が欠如するため、信頼性に欠ける。自
動免疫組織染色装置も市販されているが、これらは大量の免疫組織染色を一度に処理する
目的で開発され、最短でも９０分を要するために術中迅速病理診断に不適である。
【０００６】
　また、仮に、免疫組織染色による術中迅速病理診断が可能となれば、これをより広く普
及させる必要がある。普及を進めていくには、診断に関わる試料を簡便に作成できるよう
にすること、処理工程を高精度化すること、市販のスライドガラス上ですべてを処理する
ことができ、取扱いを容易化すること等が望まれる。すなわち、迅速化とともに、人手を
かけないで免疫組織染色を進めるための自動化が求められることになる。したがって、一
次抗体と抗原との抗原抗体反応や、二次抗体と一次抗体との抗原抗体反応等の反応工程を
はじめ、反応工程の前後に行われる洗浄工程を含めて迅速化及び自動化していく必要があ
る。洗浄工程は従来、手作業でされるために人手を要していた。
【０００７】
　本発明は、上記実情に鑑み提案され、上記特許文献１で提案したような高電圧交流電界
を被験対象に与え、被験対象を非接触な撹拌技術で自動化を進めて構築した自動電界免疫
組織染色装置及び、自動電界免疫組織染色方法を提供することを目的とする。特に、本発
明は、免疫組織染色に費やす所要時間を著しく短縮し、反応時（撹拌時）に試料温度を上
昇させず、かつ、抗体と抗原との抗原抗体反応や、その前後に必要とされる洗浄に係る工
程の完全自動化を目的とした。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記目的を達成するため、本発明は、所定の抗体を用い、被験対象となる組織標本中の
抗原を検出する免疫組織染色を構成する一連の反応が、電界付与に基づく撹拌現象によっ
て迅速化され、かつ自動化される自動電界免疫組織染色装置であって、前記組織標本が固
定された基板が載置されるステージを有する試料載置ユニットと、前記抗体を含んだ溶液
が収容される収容部及び、前記収容部から前記溶液を前記基板上の前記組織標本へ向けて
滴下する滴下部材を備える溶液供給ユニットと、板状又は環状の一方の電極を備えた電界
撹拌ユニットと、前記基板上の前記組織標本へ向けて滴下された前記溶液を排出する排出
管を備えた洗浄ユニットとを有することを特徴とする。
【０００９】
　前記自動電界免疫組織染色装置において、前記試料載置ユニットが、前後又は左右に搬
送可能であることが好ましい。
　前記試料載置ユニットに、他方の電極が配設されていることが好ましい。
　前記他方の電極が、前後又は左右に搬送可能であることが好ましい。
　前記他方の電極が、前記ステージの内部に配設されていることが好ましい。
　前記収容部が、カセット体に備えられていることが好ましい。
　前記一方の電極が、貫通穴を有していることが好ましい。
　前記排出管が、前記一方の電極の前記貫通穴に出し入れ可能であることが好ましい。
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　前記試料載置ユニットが搬送され、前記溶液供給ユニットの前記収容部の直下に前記組
織標本が固定された基板が位置したときに、前記組織標本に対して前記溶液が滴下される
ことが好ましい。
　前記試料載置ユニットが搬送され、前記電界撹拌ユニットの前記一方の電極の直下に前
記組織標本が固定された基板が、前記溶液が滴下された上で位置したときに、前記組織標
本に滴下された前記溶液に対して電界が与えられ、前記溶液が撹拌されて前記反応が進め
られることが好ましい。
　前記反応が進められた前記組織標本に対し、前記洗浄ユニットの前記排出管により前記
溶液が排出されることが好ましい。
　前記洗浄ユニットが、前記基板上の前記組織標本へ向けて前記組織標本を洗浄する洗浄
液を供給する供給管を備え、前記反応が進められた前記組織標本に対し、前記供給管によ
り前記洗浄液が供給されることが好ましい。
　前記供給管が、前記一方の電極の前記貫通穴に出し入れ可能であることが好ましい。
　前記基板に、区分される複数の領域が形成され、この領域毎に前記組織標本が載置可能
であり、前記一方の電極及び前記他方の電極が、前記領域に対応させて複数設けられてい
ることが好ましい。
　前記基板に、前記抗原と前記抗体との抗原抗体反応が進行したかどうかの指標となる陽
性コントロール又は陰性コントロールが固定されていることが好ましい。
【００１０】
　このほか、前記一方の電極に、前記貫通穴を中心点として対称に突部が形成されている
ことが好ましい。なお、前記自動電界免疫組織染色装置は、前記試料載置ユニットが搬送
され、前記電界撹拌ユニットの前記一方の電極の直下に前記組織標本が固定された基板が
位置したときに、前記組織標本に対して電界が与えられて前記抗原が賦活化される作用を
備えることが好ましい。
【００１１】
　また、本発明は、前記自動電界免疫組織染色装置を用いて行われる自動電界免疫組織染
色方法であって、前記組織標本へ向けて、前記抗原と反応する一次抗体を含む第一の溶液
を滴下し、この第一の溶液に対して電界を与えて前記第一の溶液を撹拌し、前記抗原と前
記一次抗体との抗原抗体反応を進める工程を含むことを特徴とする。
　特に、前記自動電界免疫組織染色方法において、前記抗原と前記一次抗体との抗原抗体
反応の後に、前記第一の溶液を吸引して排出する工程を含むことが好ましい。
　前記第一の溶液を吸引して排出した後に、前記組織標本へ向けて、前記一次抗体と反応
する二次抗体を含む第二の溶液を滴下し、この第二の溶液に対して電界を与えて前記第二
の溶液を撹拌し、前記一次抗体と前記二次抗体との抗原抗体反応を進める工程を含むこと
が好ましい。
　前記一次抗体と前記二次抗体との抗原抗体反応の後に、前記第二の溶液を吸引して排出
する工程を含むことが好ましい。
　前記抗原と前記一次抗体との抗原抗体反応を進めることから前記第二の溶液を吸引して
排出することまでを自動化することが好ましい。
【００１２】
　前記自動電界免疫組織染色方法は、前記洗浄ユニットが、前記基板上の前記組織標本へ
向けて前記組織標本を洗浄する洗浄液を供給する供給管を備え、前記第一の溶液を吸引し
て排出した後であって、前記一次抗体と前記二次抗体との抗原抗体反応を進める前に、前
記組織標本へ向けて前記供給管により前記洗浄液を供給し、この洗浄液に対して電界を与
えて前記洗浄液を撹拌し、前記組織標本を洗浄し、前記第二の溶液を吸引して排出した後
に、前記組織標本へ向けて前記供給管により前記洗浄液を供給し、この洗浄液に対して電
界を与えて前記洗浄液を撹拌し、前記組織標本を洗浄することが好ましい。
　また、前記一方の電極が、貫通穴を有し、前記供給管が、前記一方の電極の前記貫通穴
に出し入れ可能であることが好ましい。
　前記基板に、区分される複数の領域が形成され、この領域毎に前記組織標本が載置可能
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であり、前記一方の電極及び前記他方の電極が、前記領域に対応させて複数設けられてい
ることが好ましい。
　前記基板に、前記抗原と前記抗体との抗原抗体反応が進行したかどうかの指標となる陽
性コントロール又は陰性コントロールが固定されていることが好ましい。
　なお、前記自動電界免疫組織染色方法は、前記一方の電極及び前記他方の電極の間に、
前記組織標本が固定された基板を載置し、前記組織標本に対して電界を与え、前記抗原を
賦活化する工程を備えるが好ましい。この場合、本発明において、抗原を賦活化すること
から第二の溶液を吸引して排出することまでを自動化することができる。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明は、組織標本が固定された基板が載置される試料載置ユニット、組織標本へ向け
て抗体を含んだ溶液を滴下する溶液供給ユニット、一方の電極を有して、組織標本に滴下
された溶液へ向けて電界を与える電界撹拌ユニットを有している。これらのユニットが連
係して動作することで、抗体等の溶液を滴下し、抗原抗体反応を進めて免疫組織染色を構
成する一連の反応を自動化することができる。さらに、組織標本へ向けて滴下された抗体
等の溶液を排出する排出管を備えた洗浄ユニットを有し、抗体等の溶液の排出も自動的に
進めることができる。本発明では、これらの構成により、免疫組織染色を構成する一連の
反応の迅速化及び、自動化に成功している。したがって、時間の制約に厳しさのある術中
迅速病理診断に適用可能な自動電界免疫組織染色装置及び、自動電界免疫組織染色方法を
提供することができる。
【００１４】
　特に、電界撹拌ユニットに、組織標本を洗浄する洗浄液を供給する供給管を備えさせ、
組織標本に対して供給管により洗浄液を供給する構成とすれば、抗原抗体反応の前後に必
要な洗浄プロセスまでを迅速化し、自動化することができる。また、確実な免疫組織染色
を進めることができる。そうすると、時間の制約に厳しさのある術中迅速病理診断に確実
に適用することのできる自動電界免疫組織染色装置及び、自動電界免疫組織染色方法とし
て提供することができる。
【００１５】
　さらに、基板に区分される複数の領域を形成し、この領域毎に組織標本を載置可能とし
、併せて一方の電極及び他方の電極が、上記領域に対応するように複数設けられている構
成にとすれば、複数の組織標本を同時に免疫組織染色することができる。基板に、抗原と
抗体との抗原抗体反応が進行したかどうかの指標となる陽性コントロール又は陰性コント
ロールが固定されている構成とすれば、免疫組織染色のロット毎の妥当性、確実性を保証
することが可能になる。一方の電極及び他方の電極の間に、組織標本が固定された基板を
載置し、組織標本に対して電界を与えて抗原を賦活化する構成によって、免疫組織染色で
染色される抗原の割合が向上する。したがって、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置
の品質及び、自動電界免疫組織染色方法の質を向上させることができる。
【００１６】
　なお、一方の電極に、貫通孔を中心点として対称に突部が形成されている構成とするこ
とで電界分布のバランスが崩れるので、組織標本上に滴下された溶液の局所へ向けて電界
を集中させて与えることができる。これにより、滴下する溶液の液量を減らして液滴の高
さを減じ、抗体と組織標本中の抗原との接触機会を増やすことができる。さらに、一の電
極と他の電極との電極間距離を短くすること、電界強度を高めること等によっても抗体と
組織標本中の抗原との接触機会を増やすことができる。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】本発明に係る自動免疫組織染色装置の全体を概略で示す概略斜視図である。
【図２】自動免疫組織染色装置を構成する試料載置ユニットの概略側面図である。
【図３】自動免疫組織染色装置を構成する溶液供給ユニットの要部を示す概略斜視図と、
溶液供給ユニットを構成するシリンダ及びプランジャロッドの説明図である。
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【図４】自動免疫組織染色装置を構成する電界撹拌ユニットの概略側面図である。
【図５】自動免疫組織染色装置を構成する洗浄ユニットの要部を示す概略斜視図である。
【図６】自動免疫組織染色装置において試料載置ユニットと溶液供給ユニットとが連係し
て動作し、組織標本に対して溶液が供給される様子を説明する説明図である。
【図７】自動免疫組織染色装置において試料載置ユニットと電界撹拌ユニットとが連係し
て動作し、溶液が撹拌される様子を説明する説明図である。
【図８】自動免疫組織染色装置に採用された非接触撹拌技術を模式的に説明する説明図で
ある。
【図９】自動免疫組織染色装置に採用された非接触撹拌技術を適用しても、液温が上昇し
ないでほぼ一定であることを説明するグラフである。
【図１０】抗体の分散性向上をゼータ電位の変化で説明する説明図である。
【図１１】自動免疫組織染色装置において抗原と一次抗体との抗原抗体反応前に、組織標
本に対して電界を与えることで、電界を与えない場合に比べて免疫組織染色で染色される
割合が向上したことを説明する説明図である。
【図１２】自動免疫組織染色装置において試料載置ユニットと電界撹拌ユニットと洗浄ユ
ニットとが連係して動作し、組織標本が洗浄される様子を説明する説明図である。
【図１３】（ａ）は、電界撹拌ユニットにおける上部電極の他の例である電界集中型電極
を拡大して示す拡大図、（ｂ）は、電界集中型電極を用いた際の液滴の流れを、矢印を用
いて模式的に説明する説明図である。
【図１４】試料載置ユニットに載置される基板上に形成された２穴タイプのはっ水リング
を説明する説明図である。
【図１５】（ａ）は、比較例４のプロトコールから得られた免疫組織染色の結果を示す顕
微鏡写真、（ｂ）は、実施例１で得られた免疫組織染色の結果を示す顕微鏡写真である。
【図１６】（ａ）は、実施例２で得られた免疫組織染色の結果を示す顕微鏡写真、（ｂ）
は、比較例５で得られた免疫組織染色の結果を示す顕微鏡写真である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　以下、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置並びに、当該装置を用いて行う自動電界
免疫組織染色方法についての一実施形態を、図面を参照しつつ詳述していく。この実施形
態は、本発明の構成を具現化した例示に過ぎない。本発明は、特許請求の範囲に記載した
事項を逸脱することがなければ、種々の設計変更を行うことができる。
【００１９】
　なお、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置により、所定の抗体を用いて被験対象と
なる組織標本中の抗原を検出する免疫組織染色に関する一連の反応が、電界付与に基づく
撹拌現象によって迅速化され、かつ、この一連の反応のほとんどが自動化される。したが
って、本発明は、免疫組織染色を時間的な制約がある術中迅速病理診断に適用可能とする
。また、抗体試薬を希釈、すなわち節約して免疫組織染色をすることが本発明に係る自動
電界免疫組織染色装置を使えば可能となるので、免疫組織染色にかかる費用を抑えること
ができる。本発明は、凍結切片を用いた術中迅速診断、パラフィン切片を用いた免疫組織
染色診断に適用可能であるほか、核酸のハイブリダイゼーション、その他の抗原抗体反応
等の迅速化、自動化に貢献することもできる。
【００２０】
　本発明に係る自動電界免疫組織染色装置１は、図１に示すように、その筐体に、試料載
置ユニット２、溶液供給ユニット３、電界撹拌ユニット４及び洗浄ユニット５を有してい
る。また、その筐体には、ステージ２１を各ユニット（溶液供給ユニット３、電界撹拌ユ
ニット４及び洗浄ユニット５）に搬送するステージ搬送部２３、カセット搬送部３５、上
部電極搬送部４２、洗浄管搬送部５３が備えられている。各搬送部の動力源として、モー
ター等の公知の動力源を採用することができる。
【００２１】
　自動電界免疫組織染色装置１は、試料載置ユニット２、溶液供給ユニット３、電界撹拌
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ユニット４及び洗浄ユニット５が相互に連係して動作することにより、各種の作用を及ぼ
すことができる。具体的には、試料載置ユニット２と電界撹拌ユニット４とが動作し、組
織標本中の抗原が賦活化される。試料載置ユニット２と溶液供給ユニット３とが動作し、
組織標本に対して所定の抗体を含む溶液等が供給される。試料載置ユニット２と電界撹拌
ユニット４とが動作し、所定の抗体を含む溶液が供給された組織標本に対し、抗原抗体反
応が進められる。試料載置ユニット２、電界撹拌ユニット４及び洗浄ユニット５が動作し
、所定の抗体を含む溶液等を排出したり、洗浄液を供給したりすることにより、組織標本
が洗浄される。なお、本発明において抗原が賦活化されるとは、抗原抗体反応が進められ
る前の組織標本に対して電界が与えられることで、組織標本中の抗原の抗体に対する反応
性が高まることをいう。
【００２２】
　図１及び図２に示すように、試料載置ユニット２は、組織標本Ｔが固定された基板とし
てのガラス基板Ｇが載置される載置部２１Ａを有し、この載置部２１Ａを前後又は左右又
は上下に搬送可能なステージ２１を備えている。このステージ２１の内部に、載置部２１
Ａに近接させて、他方の電極である下部電極２２が配設されている。また、試料載置ユニ
ット２は、ステージ２１が前後又は左右に搬送されるようにステージ搬送部２３に取り付
けられて構成されている。組織標本Ｔが固定される基板として、ガラス製の基板ほか、プ
ラスチック製の基板を採用することができる。
【００２３】
　ステージ２１を備える試料載置ユニット２は、ステージ搬送部２３により、溶液供給ユ
ニット３、電界撹拌ユニット４及び洗浄ユニット５に向けてそれぞれに搬送される。ステ
ージ２１は中央部がへこんで形成され、このへこんだ領域が載置部２１Ａとなる。ガラス
基板Ｇは、ステージ２１の載置２１Ａがへこんでいるので、載置部２１Ａに確実に収容さ
れる。また、下部電極２２には、電導性の高い銅、アルミ合金、ステンレス、透明電極で
ある酸化インジウムスズ（ＩＴＯ）等をはじめとする公知の電極材料を採用することがで
きる。下部電極２２の厚みは４～１０ｍｍであることが、安定的な電界形成の観点から望
ましい。その形状は、後述する一方の電極としての上部電極との間で電界を形成すること
ができれば、板状、円盤状、棒状等、各種の形状を採用することができる。
【００２４】
　ガラス基板Ｇには、固定されている組織標本Ｔを囲むように、耐アセトン性を有し、電
界分布に影響を与えない樹脂からその枠が形成されているリング状で撥水性のはっ水リン
グ２４が配設されている（図１２も参照のこと）。はっ水リング２４の枠により、溶液供
給ユニット３から滴下されてくる溶液が組織標本Ｔ上で、液滴としてドーム形状を形成す
ることになる。はっ水リング２４の材質は、例えば、ポリビニル系、ポリ塩化ビニル系、
シリコーン系又はフッ素系から１つ選ばれる。なお、図１には２つのリングが形成された
枠からなる２穴タイプのはっ水リング２４Ａが現れている。
【００２５】
　ここで、はっ水リング２４に滴下された溶液は、その樹脂部分である枠によって組織標
本Ｔ上で４５度以下の接触角となるドーム形状を形成する。これにより、その液滴底面の
径寸法のばらつきが抑制されるととともに、滴下される液量に応じて最大高さ（頂点位置
）が一定となる。このため、ドーム形状を形成している溶液の頂点位置と、電極（下部電
極２２又は上部電極４１）との間の距離のばらつきが抑制され、その結果、電界を与えて
溶液を撹拌する際の、撹拌の度合いのばらつきも抑制される。すなわち、再現性に優れた
高い品位の撹拌を実現することができる。
【００２６】
　そして、自動電界免疫組織染色装置１では、溶液の頂点位置と、電極との間の距離をロ
ット毎に調整する調整機構、与える電界強度をロット毎に調整する調整機構及び、滴下さ
れた溶液の高さをセンシングする機構を不要とし、その構成を簡略化することができる。
【００２７】
　本発明では、上述したはっ水リング２４に限定されないで、固定されている組織標本Ｔ
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を囲むように何らかの撥水性の枠を、ガラス基板Ｇに載置してもよい。また、撥水機能を
備えたインクを使ってガラス基板Ｇに円や矩形を描画することも可能である。ガラス基板
Ｇに固定されている組織標本Ｔを囲むように撥水処理剤を塗布し、ガラス基板Ｇ上に撥水
性を有する部位を形成してもよい。
【００２８】
　ガラス基板Ｇは、例えば、幅２６ｍｍ、長さ７６ｍｍ、厚み０．８ｍｍの大きさのスラ
イドガラスを用いることができる。はっ水リング２４は、内径が１０ｍｍ～２０ｍｍであ
り、枠を形成している樹脂部分の幅は、４５度以下の接触角のドーム形状を溶液に形成さ
せるために、０．５ｍｍ～３ｍｍ、好ましくは２ｍｍ～３ｍｍとする。はっ水リング２４
の厚みは０．１５ｍｍ～０．３ｍｍであることが好ましい。また、例えば、長方形の撥水
の枠を採用することが可能であり、その滴下する溶液の液量は、３０００μＬ以下の範囲
で許容される。ただし、滴下する溶液の液量は撹拌の均一性の面から、８～１０００μＬ
であることが好ましい。　
【００２９】
　図１及び図３に示すように、溶液供給ユニット３は、組織標本Ｔ中の抗原と反応する抗
体として一次抗体を含む溶液Ｓ等が収容される収容部としてのシリンダ３１を有するカセ
ット体３２を備えている。また、シリンダ３１に出し入れ可能にして設けられ、シリンダ
３１から一次抗体を含む溶液Ｓ等をガラス基板Ｇ上の組織標本Ｔへ向けて滴下する滴下部
材としてのプランジャロッド３３を備えている。溶液供給ユニット３は、一次抗体を含む
溶液Ｓ等の滴下時にプランジャロッド３３を押圧するピストン３４を備えている。カセッ
ト体３２は、前後又は左右又は上下に搬送するカセット搬送部３５に取り付けられている
。
【００３０】
　シリンダ３１は、一次抗体を含む溶液Ｓ等が収容されやすくするために広口とされたフ
ランジ部３１Ａと、溶液Ｓ等が収容される本体部３１Ｂと、ガラス基板Ｇ上の組織標本Ｔ
へ向けて滴下するための誘導路となる筒先部３１Ｃとからなる筒体である。カセット体３
２には、上下方向に貫通させた貫通孔が形成されている。この貫通孔は、シリンダ３１に
対応した形状で、シリンダ３１を収容するためのシリンダ収容部３２Ａとなる。プランジ
ャロッド３３は、ピストン３４により押圧されることで溶液Ｓ等をガラス基板Ｇ上に滴下
する。
【００３１】
　本実施形態において、シリンダ３１毎に、例えば、組織標本Ｔ中の抗原と反応する一次
抗体を含む溶液Ｓのほか、一次抗体と反応する二次抗体を含む二次抗体溶液、免疫組織染
色に必要な内因性ペルオキシダーゼ除去のためのブロッキング溶液、その他の試薬が収容
される。また、溶液供給ユニット３では、カセット搬送部３５によりカセット体３２が搬
送される際に、どのシリンダ３１に備えられたプランジャロッド３３がピストン３４によ
り押圧されるのかが決定される。すなわち、カセット搬送部３５によりカセット体３２が
搬送される際に、どの種類の溶液がガラス基板Ｇ上の組織標本Ｔに向けて滴下されるのか
が決定される。
【００３２】
　図１及び図４に示すように、電界撹拌ユニット４は、本実施形態において貫通穴４１Ａ
（図１２も参照のこと）を有する環状で、試料載置ユニット２の下部電極２２と対をなす
一方の電極としての上部電極４１を備えている。また、電界撹拌ユニット４は、上部電極
搬送部４２に取り付けられて、前後又は左右又は上下に搬送される。上部電極４１につい
ても下部電極２２と同様、導電性の高い銅、アルミ合金、ステンレス、透明電極である酸
化インジウムスズ（ＩＴＯ）等をはじめとする公知の電極材料を採用することができる。
その厚みは４～１０ｍｍであることが、安定的な電界形成の観点から好ましい。その形状
は貫通孔が形成されれば、板状であってもよい。
【００３３】
　図１及び図５に示すように、洗浄ユニット５は、ガラス基板Ｇ上の組織標本Ｔへ向けて
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滴下された一次抗体を含む溶液Ｓ等を排出する排出管５１及び、ガラス基板Ｇ上の組織標
本Ｔへ向けて組織標本Ｔを洗浄する洗浄液を供給する供給管５２を備えている。排出管５
１と供給管５２とは、洗浄管搬送部５３に取り付けられている。この洗浄管搬送部５３に
よって排出管５１と供給管５２とは前後又は左右又は上下に搬送され、上部電極４１の貫
通穴４１Ａに出し入れ可能である。また、図示が省略されているが、排出管５１から外部
へ溶液Ｓ等を排出する排出管接続チューブが排出管５１に接続され、外部から供給管５２
へ洗浄液を供給する供給管接続チューブが供給管５２に接続される。
【００３４】
　なお、洗浄液として、免疫組織染色に用いられるものとしてＰＢＳ（リン酸緩衝生理食
塩水）を例示することができる。本発明では、ＰＢＳに限定されないで、免疫組織染色を
有効に進めるこが可能な各種の洗浄液を採用することができる。ＮａＣｌ、ＫＣｌ、Ｎａ
ＨＰＯ4，ＫＨ2ＰＯ4が配合されたＰＢＳでもよい。カルシウムやマグネシウムを含む組
成の洗浄液を採用し得る。また、界面活性剤を含んだ洗浄液であってもよい。
【００３５】
　本発明の自動電界免疫組織染色装置１では、図６に示すように、試料載置ユニット２が
搬送され、溶液供給ユニット３の所定のシリンダ３１の直下に組織標本Ｔが固定されたガ
ラス基板Ｇが位置したときに、組織標本Ｔに対しシリンダ３１に収容されている溶液が滴
下される。例えば、組織標本Ｔに対し、一次抗体を含む溶液Ｓが滴下される。
【００３６】
　まず、どの溶液（一次抗体を含む溶液Ｓ、一次抗体と反応する二次抗体を含む二次抗体
溶液、内因性ペルオキシダーゼ除去のためのブロッキング溶液、その他の試薬）がガラス
基板Ｇ上の組織標本Ｔに向けて滴下されるのかが決定される。その上で、決定された溶液
（図６において、一次抗体を含む溶液Ｓ）が収容されているシリンダ３１に備わるプラン
ジャロッド３３の直上にピストン３４が位置するように、カセット搬送部３５によりカセ
ット体３２が搬送される。同時に、組織標本Ｔが固定されているガラス基板Ｇが載置され
たステージ２１が、決定された溶液である一次抗体を含む溶液Ｓが収容されているシリン
ダ３１の直下の位置までステージ搬送部２３により搬送される。
【００３７】
　次に、一次抗体を含む溶液Ｓを収容しているシリンダ３１に備えられたプランジャロッ
ド３３がピストン３４により押圧される。これにより、シリンダ３１の筒先部３１Ｃを通
じ、一次抗体を含む溶液Ｓが、組織標本Ｔが固定されているガラス基板Ｇ上に滴下される
。ピストン３４により押圧され、滴下される一次抗体を含む溶液Ｓの１回の滴下液量は、
５～６００μＬである。
【００３８】
　なお、組織標本Ｔが固定されているガラス基板Ｇ上に滴下されるのが、一次抗体を含む
溶液Ｓのほかに、上述した二次抗体溶液、ブロッキング溶液又はその他の試薬のいずれか
が滴下される場合がある。この場合にも、上述した試料載置ユニット２と溶液供給ユニッ
ト３とが連係した同様な動作により、その選択された溶液が、組織標本Ｔが固定されてい
るガラス基板Ｇ上に滴下される。二次抗体溶液の１回の滴下液量は５～６００μＬとすれ
ばよい。内因性ペルオキシダーゼ除去のためのブロッキング溶液の１回の滴下液量は５～
１０００μＬが好ましい。
【００３９】
　本発明では、図７に示すように、試料載置ユニット２と電界撹拌ユニット４とが連係し
て動作することにより、一次抗体を含む溶液Ｓ等が供給された組織標本Ｔに対して抗原抗
体反応が進められる。また、組織標本Ｔ中の抗原が賦活化される。
【００４０】
　まず、組織標本Ｔへ向けて溶液（図７において、一次抗体を含む溶液Ｓ）が滴下された
ガラス基板Ｇを載置するステージ２１がステージ搬送部２３により、電界撹拌ユニット４
の上部電極４１の直下の位置まで搬送される。その上で、組織標本Ｔに対し、上部電極４
１及び試料載置ユニット２の下部電極２２の間に電界が与えられ、一次抗体を含む溶液Ｓ
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の撹拌によって、一次抗体を含む溶液Ｓ中の一次抗体と組織標本Ｔ中の抗原との抗原抗体
反応が進められる。
【００４１】
　具体的には、湿度６０±２０％に制御された環境下で、印加電界強度の主電圧としてプ
ラス側に０．４～１．５ｋＶ／ｍｍ、これにオフセット電界強度０．１５～０．７ｋＶ／
ｍｍが加えられて生成されるプラス側に偏った繰り返しの方形波の交流電界が与えられる
。特に、与えられる交流電界として０．１～３００Ｈｚの範囲から一次抗体を含む溶液Ｓ
が活発に撹拌される周波数が選択される。このような交流電界が上部電極４１及び下部電
極２２の間に形成され、一次抗体を含む溶液Ｓが撹拌される。なお、上部電極４１、下部
電極２２のどちらをプラス側としても良い。印加電界強度が、プラス側に１．５ｋＶ／ｍ
ｍより強いと放電する可能性があり、０．４ｋＶ／ｍｍ未満より低いと撹拌が生じない可
能性がある。オフセット電圧が、１ｋＶ／ｍｍより強いと放電する可能性があり、０．２
ｋＶ／ｍｍより低いと生じない可能性がある。本発明では、一次抗体と組織標本Ｔ中の抗
原との抗原抗体反応に必要な時間が従来に比べて大幅に短縮され、５～７分で済む。
【００４２】
　また、上部電極４１及び下部電極２２の間で電界が形成される際には、ガラス基板Ｇ上
に滴下された溶液が、一次抗体を含む溶液Ｓのほかに、二次抗体溶液、ブロッキング溶液
又はその他の試薬である場合がある。この場合にも、上述した試料載置ユニット２と電界
撹拌ユニット４とが連係した動作によって溶液が撹拌される。したがって、一次抗体と二
次抗体との抗原抗体反応や非特異的反応を抑制するための反応等、免疫組織染色を構成す
る一連の反応を、電界付与に基づく撹拌によって迅速化することができる。
【００４３】
　ここで、自動電界免疫組織染色装置１における電界付与に基づく撹拌により、抗原抗体
反応等が迅速化する仕組みを、図８を参照しつつ説明する。
【００４４】
　図８に示すように、上部電極４１及び下部電極２２の間に形成されている交流電界の波
形が突状となる瞬間において、撹拌される溶液（例えば、一次抗体を含む溶液Ｓ）は、上
部電極４１に向けて吸引される（図８中のＩ参照）。また、交流電界の波形が凹状の（へ
こんだ）波形となる瞬間において、撹拌される溶液は、下部電極２２に向けて吸引されて
へこんだ形状となる（図８中のＩＩ参照）。さらに、撹拌される溶液は、その波形が突状
に復帰する瞬間においてへこんだ形状が回復し（図８中のＩＩＩ参照）、続いて、波形が
突状となるのに伴って再び、上部電極４１に向けて吸引される（図８中のＩＶ参照）。こ
のような撹拌により、溶液内でブラウン運動している粒子（一次抗体等）は、その運動速
度が加速され、抗原と接触する機会が増えることとなる。その結果、抗原抗体反応が迅速
化するのである。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
【００４５】
　撹拌される溶液は、図９に示すように、選択される周波数が０．１～３００Ｈｚの範囲
と低周波であるので、温度上昇が起こりにくい。図９では、液量を１５０μＬとし、上部
電極４１及び下部電極２２の間の電極間距離を５．４ｍｍとし、印加電圧を３ｋＶとし、
周波数をそれぞれ２１Ｈｚ、９１Ｈｚとしたときの溶液の温度上昇を調べた結果を示して
いる。したがって、自動電界免疫組織染色装置１を室温で使用する限り、タンパク質や組
織の変性による非特異反応は生じ難い。また、図１０において、自動電界免疫組織染色装
置１を使って溶液に所定の印加強度で電界を与えることにより、撹拌が進行し分散性が向
上していることを、撹拌によりゼータ電位がマイナス方向へシフトすることを利用して示
した。なお、図１０中の△（図１０において黒く塗りつぶされた三角形）で現される点は
、公知の卓上ボルテックスミキサーにより任意の溶液を撹拌したときに示されたゼータ電
位の値である。
【００４６】
　本発明では、図示を省略するものの、試料載置ユニット２と電界撹拌ユニット４とが連
係して動作することで、電界撹拌ユニット４の上部電極４１の直下に組織標本Ｔが固定さ
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れたガラス基板Ｇが位置したときに、組織標本Ｔに対して電界が与えられ、組織標本Ｔ中
の抗原が賦活化される。なお、抗原の賦活化は、ガラス基板Ｇに固定されている組織標本
Ｔに対し、一次抗体を含む溶液Ｓ等を供給する前の段階で行われる。図１１に示すように
、抗原と一次抗体との抗原抗体反応前に、組織標本Ｔに対して電界を与えることで、電界
を与えない場合に比べ免疫組織染色で染色される割合が向上し、抗原の反応性が高まる。
図１１において、電界を３０秒～３分間与えて抗原を賦活化したサンプルは電界を与えな
いサンプルに比べ、免疫組織染色で染色される割合が１０～３０％程度向上している。
【００４７】
　自動電界免疫組織染色装置１で抗原が賦活化されるには、まず、組織標本Ｔが固定され
ているガラス基板Ｇを載置するステージ２１がステージ搬送部２３により、電界撹拌ユニ
ット４の上部電極４１の直下の位置まで搬送される。その上で、組織標本Ｔに対し、上部
電極４１及び試料載置ユニット２の下部電極２２の間に電界が与えられ、組織標本Ｔ中の
抗原が賦活化される。
【００４８】
　具体的には、印加電界強度の主電圧としてプラス側に０．４～２ｋＶ／ｍｍ、これにオ
フセット電界強度０．２５～１ｋＶ／ｍｍが加えられて生成されるプラス側に偏った繰り
返しの方形波の交流電界が与えられる。特に、与えられる交流電界として０．１～２０Ｈ
ｚの範囲から抗原が活発に応答する適切な周波数が選択される。このような交流電界が、
上部電極４１及び下部電極２２の間に形成される。なお、抗原を賦活化させる時間は３０
秒～３分とすることが好ましい。
【００４９】
　自動電界免疫組織染色装置１内では、抗原が賦活化されるとき、湿度６０±２０％の環
境下に制御されている。また、上部電極４１、下部電極２２のどちらをプラス側としても
よい。
【００５０】
　本発明では、図１２に示すように、試料載置ユニット２と電界撹拌ユニット４と洗浄ユ
ニット５とが連係して動作し、ガラス基板Ｇ上の溶液（図１２において、一次抗体を含む
溶液Ｓ）が排出されたり、ガラス基板Ｇ上へ洗浄液が供給されたりすることで、組織標本
Ｔが洗浄される。なお、この洗浄の間、組織標本Ｔが固定されているガラス基板Ｇが載置
されたステージ２１は、上部電極４１の直下の位置に維持される。
【００５１】
　まず、抗原と一次抗体との抗原抗体反応が進んだ組織標本Ｔに対し、排出管５１の管先
が上部電極４１の貫通穴４１Ａに出し入れされながら、ガラス基板Ｇ上の組織標本Ｔへ向
けて滴下されている一次抗体を含む溶液Ｓが吸引され、排出される。これにより、組織標
本Ｔ中の抗原と未反応の一次抗体がガラス基板Ｇ上から除去される。
【００５２】
　また、排出管５１によって一次抗体を含む溶液Ｓが排出された組織標本Ｔに対し、供給
管５２の管先が上部電極４１の貫通穴４１Ａに出し入れされながら、ガラス基板Ｇ上の組
織標本Ｔへ向けて洗浄液が供給される。特に、供給管５２を通じてガラス基板Ｇ上の組織
標本Ｔへ向けて洗浄液が供給された後に、ガラス基板Ｇ上の洗浄液に対して電界が与えら
れ、洗浄液の撹拌によって組織標本Ｔが洗浄される。
【００５３】
　具体的には、印加電界強度の主電圧としてプラス側に０．４～１．５ｋＶ／ｍｍ、これ
にオフセット電界強度０．１５～０．７ｋＶ／ｍｍが加えられて生成されるプラス側に偏
った繰り返しの方形波の交流電界が与えられる。特に、与えられる交流電界として００．
１～３００ＨｚＨｚの範囲から洗浄液が活発に撹拌する適切な周波数が選択される。この
ような交流電界が、上部電極４１及び下部電極２２の間に形成されて洗浄液が撹拌される
こととなる。印加電界強度が、プラス側に１．５ｋＶ／ｍｍより強いと放電する可能性が
あり、０．４ｋＶ／ｍｍ未満より低いと撹拌が生じない可能性がある。また、オフセット
電圧は、１ｋＶ／ｍｍより強いと放電する可能性があり、０．２ｋＶ／ｍｍより低いと生
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じない可能性がある。供給する洗浄液の液量は１回の洗浄あたり、５～１０００μＬが好
ましい。洗浄液に交流電界が与えるときにも、上部電極４１、下部電極２２のどちらをプ
ラス側としてもよい。
【００５４】
　組織標本Ｔを洗浄した後の洗浄液は、排出管５１によって吸引され、排出されて、組織
標本Ｔ中の抗原と未反応の一次抗体がガラス基板Ｇ上から除去される。これにより、従来
の手作業による洗浄に比べて時間が短縮されるとともに、安定した洗浄によって染色のば
らつきを抑制することができる。
【００５５】
　なお、ガラス基板Ｇ上に滴下される溶液が、一次抗体を含む溶液Ｓのほかに、二次抗体
溶液、ブロッキング溶液又はその他の試薬である場合がある。この場合にも、上述した試
料載置ユニット２と洗浄ユニット５が連係する同様な動作により、これらの溶液を除去す
るとともに洗浄液を供給し、ガラス基板Ｇ上の組織標本Ｔに対して適切な洗浄することが
できる。
【００５６】
　また、排出管５１を使った溶液の排出、供給管５２を使った洗浄液の供給は公知のポン
プ等の装置を駆動させることにより達成することができる。このような組織標本Ｔに対す
る洗浄は、複数回繰り返すことができる。排出管５１を使った溶液の排出、供給管５２を
使った洗浄液の供給を複数回、繰り返すことで染色のばらつきを確実に抑制することがで
きる。排出管５１と供給管５２の本数及び配置は、特に限定するものではないが、上述し
たように１本ずつ設けるほか、供給管５２を中央に設け、その周囲に排出管５１を１本又
は複数本設ける等の構成を例示することができる。
【００５７】
　本発明により、抗原の賦活化から、抗原と一次抗体との抗原抗体反応、ＰＢＳ洗浄、内
因性ペルオキシダーゼ除去、ＰＢＳ洗浄、一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応、ＰＢＳ
洗浄までを自動化することができる。
【００５８】
　ここで、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置を構成するにあたり、電界撹拌ユニッ
トの一方の電極について、図１３（ａ）に示すように、貫通穴を中心点として対称に突部
を二箇所形成し、電界を局所的に集中させるようにした電界集中型上部電極４１０を採用
してもよい。図１３（ｂ）に示すように、突部形状によって、上部電極及び下部電極の間
に形成される電界の分布のバランスを崩すことで、形成した突部の数（二箇所）だけ溶液
表面が吸引されることになるので、より大きな撹拌効果が得られる。さらに、撹拌時には
はっ水リング２４の樹脂部分が防波堤のように機能することで溶液を内側へ跳ね返すため
、溶液に乱流が生じ、撹拌がより活発化することになる。
【００５９】
　また、形成した突部の数（二箇所）だけ溶液表面が吸引されるため、吸引される溶液の
高さが低くなり、溶液中の粒子（一次抗体等）と組織標本との接触頻度を増やすことがで
きる。また、吸引される溶液の高さが低くなることにより、より電極間距離を狭くするこ
とができ、電界強度を高めることができ、やはり撹拌効果を大きくすることができる。撹
拌効果が大きいことにより、抗原抗体反応に要する時間を短くすることもできる。
【００６０】
　この突部は、貫通穴を中心点として対称に２か所以上６か所以下形成されることが好ま
しい。貫通穴は内径が１０ｍｍ未満であり、電界集中型上部電極の外径が２２ｍｍ～３０
ｍｍであることが好ましい。その他、電界集中型上部電極の厚みは突部と突部との間の凹
み（へこみ）の深さをαｍｍとしたときに、３ｍｍ＋αｍｍであることが好ましい。また
、突部と突部との間の幅は、突部と突部との間の凹み（へこみ）の深さをαｍｍとしたと
きに、１．５αｍｍであることが好ましい。
【００６１】
　電界集中型上部電極４１０では、より大きな撹拌効果が得られるため、抗原抗体反応に
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した上部電極４１を使って電界を与えるのが好ましい。
【００６２】
　また、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置を構成するにあたり、基板に区分される
複数の領域を形成し、この領域毎に組織標本を載置可能とすることで、複数の組織標本を
一度に免疫組織染色することができる。具体的には、基板に設けるはっ水リングに関し、
図１４に示すように、滴下領域が２箇所、区分されて形成されるように、内径２０ｍｍの
リングが２つ形成された枠を有する２穴タイプのはっ水リング２４Ａを採用すればよい。
これに対応し、自動電界免疫組織染色装置１では、図１に示すように、はっ水リング２４
Ａより形成された複数の領域に基づいて、それぞれ上部電極４１及び下部電極２２が２つ
ずつ設けられている。さらに、供給管５２及び排出管５１も２つずつ設けられている。
【００６３】
　また、図１４に示すように、ガラス基板Ｇに設けたはっ水リング２４Ａの内側に、溶液
（例えば、一次抗体を含む溶液Ｓ）が撹拌されたか否かが視認可能な陽性コントロールＰ
Ｃ又は陰性コントロールＮＣを固定することもできる。陽性コントロールＰＣは撹拌され
ると発色し、陰性コントロールＮＣは撹拌されると非発色となる。したがって、陽性コン
トロールＰＣが発色し、又は、陰性コントロールＮＣが非発色となることで、免疫組織染
色反応が行われたか否かの指標にすることができる。
【００６４】
　例えば、図１４に示すように、ガラス基板Ｇに設けた２つのリングを有するはっ水リン
グ２４Ａの一方のリング内側に、陽性コントロールＰＣ又は陰性コントロールＮＣを固定
した上で、他方のリング内側に組織標本Ｔを固定する。このような形態のガラス基板を用
い、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置を使って免疫組織染色を構成する一連の反応
を進める。そうすると、陽性コントロールＰＣ又は陰性コントロールＮＣを指標に一連の
反応が適切に進んだか否かを判断することができ、染色の失敗を未然に防いで免疫組織染
色の品位を向上することができる。
【００６５】
　はっ水リング２４Ａにはその樹脂部分である枠上に、ガラス基板Ｇから剥がし易くする
タグ２４Ａ１を１～２箇所、設けることが好ましい。また、はっ水リングに関し、内径を
１０ｍｍ程度とすれば３つのリングの枠を形成することもできる（図示省略）。
【００６６】
　このほか、本発明に係る自動電界免疫組織染色装置に、加温機構を具備させるようにし
てもよい。下部電極を例えばペルチェ素子などのヒーターにて加温する。下部電極を３５
～３８℃に加温することで、抗原抗体反応の反応性が向上するからである。
【実施例】
【００６７】
　本発明に係る自動電界免疫組織染色装置を使った自動電界免疫組織染色方法に沿った基
本プロトコールの例を下記［表１］に示す。また、下記［表２］に、比較例として免疫組
織染色に係り、各社から市販されているキットを利用した従来のプロトコール例を示す。
【００６８】
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【表２】

【００６９】
　すなわち、［表１］に示すように、本発明に係る自動電界免疫組織染色方法では、組織
標本をアセトンでガラス基板に固定し、ＰＢＳによる洗浄を行った上で、自動電界免疫組
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織染色装置の試料載置ユニットにおける載置部に組織標本が固定されたガラス基板を載置
する。この状態で、自動電界免疫組織染色装置を作動させる。
【００７０】
　自動電界免疫組織染色装置内では、試料載置ユニットが搬送されて、電界撹拌ユニット
の上部電極の直下に組織標本が固定されたガラス基板が位置し、この組織標本に対して電
界が３０～６０秒間与えられて、組織標本中の抗原が賦活化される。続いて、試料載置ユ
ニットが搬送されて、溶液供給ユニットの一次抗体を含む溶液が収容されている収容部の
直下に、抗原を賦活化させた組織標本が固定されているガラス基板が位置し、この組織標
本に対して一次抗体を含む溶液が滴下される。さらに、試料載置ユニットが搬送されて、
電界撹拌ユニットの上部電極の直下にガラス基板が位置し、一次抗体を含む溶液が滴下さ
れた組織標本に対して電界が５～７分間与えられ、一次抗体を含む溶液の非接触な撹拌に
よって一次抗体と組織標本中の抗原との抗原抗体反応が進む。
【００７１】
　抗原と一次抗体との抗原抗体反応の後、洗浄ユニットが搬送されて、排出管の管先が上
部電極の貫通孔を通じて一次抗体を含む溶液に届き、一次抗体を含む溶液が吸引されて排
出される。また、洗浄ユニットの供給管の管先が上部電極の貫通孔から組織標本へ向けて
覗いて、洗浄液としてのＰＢＳがガラス基板上に供給される。このＰＢＳに対して電界が
３０～６０秒間与えられ、ＰＢＳの非接触な撹拌によって、組織標本が洗浄される。洗浄
に用いたＰＢＳはガラス基板上から排出管により吸引して排出される。
【００７２】
　次に、自動電界免疫組織染色装置内では、試料載置ユニットが搬送されて、溶液供給ユ
ニットの内因性ペルオキシダーゼ除去のためのブロッキング溶液が収容されている収容部
の直下に、抗原と一次抗体との抗原抗体反応を終え、ＰＢＳにより洗浄された組織標本が
固定されているガラス基板が位置し、このブロッキング溶液が滴下される。また、試料載
置ユニットが搬送されて、電界撹拌ユニットの上部電極の直下にブロッキング溶液が滴下
された組織標本が固定されているガラス基板が位置し、この組織標本に対して電界が１分
間与えられる。ブロッキング溶液の非接触な撹拌によって、免疫組織染色で用いられる発
色剤（ジアミノベンジジン液：ＤＡＢ液）に対する非特異的な発色が有効に抑えられる。
【００７３】
　ブロッキング溶液の撹拌の後、洗浄ユニットが搬送され、排出管の管先が上部電極の貫
通孔を通じてブロッキング溶液に届き、ブロッキング溶液が吸引されて排出される。また
、洗浄ユニットの供給管の管先が上部電極の貫通孔から組織標本へ向き、ＰＢＳがガラス
基板上に供給される。このＰＢＳに対して電界が３０～６０秒間与えられ、ＰＢＳの非接
触な撹拌によって、組織標本が洗浄される。洗浄に用いたＰＢＳはガラス基板上から排出
管により吸引されて排出される。
【００７４】
　さらに、自動電界免疫組織染色装置内では、試料載置ユニットが搬送されて、溶液供給
ユニットの二次抗体溶液が収容されている収容部の直下に、抗原と一次抗体との抗原抗体
反応、ＰＢＳによる洗浄及び、ブロッキング溶液によるブロッキングを終えた組織標本が
固定されているガラス基板が位置し、二次抗体溶液が滴下される。また、試料載置ユニッ
トが搬送され、電界撹拌ユニットの上部電極の直下に二次抗体溶液が滴下された組織標本
が固定されているガラス基板が位置し、この組織標本に対して電界が５分間与えられる。
二次抗体溶液の非接触な撹拌によって一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応が進む。
【００７５】
　一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応の後、洗浄ユニットが搬送され、排出管の管先が
上部電極の貫通孔を通じて二次抗体溶液に届いて、これを吸引して排出する。また、洗浄
ユニットの供給管の管先が上部電極の貫通孔から組織標本へ向き、洗浄液としてのＰＢＳ
ガラス基板上に供給する。このＰＢＳに対して電界が１分与えられ、ＰＢＳの非接触な撹
拌によって、組織標本が洗浄される。さらに、洗浄に用いたＰＢＳはガラス基板上から排
出管により吸引して排出される。そして、自動電界免疫組織染色装置の作動を停止し、一



(17) JP 5696300 B1 2015.4.8

10

20

30

連の反応を進めたガラス基板を試料載置ユニットから外部へ取り出す。
【００７６】
　その後、ガラス基板上の組織標本に対し、二次抗体の標識酵素であるペルオキシダーゼ
と反応するジアミノベンジジンによって発色し（ＤＡＢ発色）、核染色により細胞核を染
色し、発色が退色しないように封入する等の従来の免疫組織染色と同様な処理を行う。
【００７７】
　本発明に係る自動電界免疫組織染色方法では、自動電界免疫組織染色装置を利用するこ
とにより、免疫組織染色を構成する一連の反応であるアセトン固定からＤＡＢ発色、核染
色、封入等の操作までを２２．５分程度で完了することができる。また、自動電界免疫組
織染色装置を利用することにより、抗原の賦活化から二次抗体による抗原抗体反応の後の
洗浄までを自動で進めることができる。
【００７８】
　一方、［表２］に示すように、各社から市販されているキットを利用した従来の免疫組
織染色方法（比較例１～３）では、アセトン固定からＤＡＢ発色、核染色、封入等の操作
までに少なくとも２２３分以上を要する。
【００７９】
　また、上記特許文献１に係る特開２０１０－１１９３８８号公報に開示の電界撹拌技術
を利用し、一次抗体と組織標本中の抗原との抗原抗体反応及び、一次抗体と二次抗体との
抗原抗体反応を電界撹拌技術で進める一方、その前後の洗浄工程を手作業で進めた免疫組
織染色の例として比較例４を取り上げた。比較例４の場合、アセトン固定からＤＡＢ発色
、核染色、封入等の操作までに１５１分を要した。
【００８０】
　特に、一次抗体と抗原との抗原抗体反応や一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応の時間
が、比較例１～４において６０分程度、或いはそれ以上の時間を要する。これに対し、本
発明において、それぞれ５分に短縮される。また、抗原抗体反応の前後の洗浄工程が、比
較例において５分を３セット、すなわち１５分以上の時間を要する。これに対し、本発明
において、それぞれ３０～６０秒又は１分に短縮される。
【００８１】
　（実施例１）
　実施例１では、ポジティブコントロールに対して本発明に係る自動電界免疫組織染色装
置を利用し、免疫組織染色を行った。その基本プロトコールは、上記［表１］のとおりで
ある。実施例１における免疫組織染色の結果である顕微鏡写真を、図１５（ｂ）に示す。
図１５（ａ）には、比較例４として示したプロトコールにより免疫組織染色を行い、その
結果である顕微鏡写真を示している。
【００８２】
　また、実施例１における免疫組織染色に用いた一次抗体、二次抗体及びその液量、洗浄
液の液量、はっ水リングの内径を下記［表３］に示した。
【００８３】
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【表３】

【００８４】
　実施例１において、ポジティブコントロール標本中の抗原を賦活化するにあたって付与
した電界条件は、以下のとおりである。ガラス基板上の組織標本に対して印加電界強度４
．５ｋＶ、周波数１Ｈｚの矩形波で１分間の条件で電界を与えた。電極と組織標本との隙
間は３．３ｍｍであった。
【００８５】
　また、一次抗体と抗原との抗原抗体反応を進めるにあたって付与した電界条件は、以下
のとおりである。内径２０ｍｍのはっ水リングに一次抗体を含む溶液をガラス基板上の組
織標本へ向けて２００μＬ滴下し、この溶液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電
圧２ｋＶ、周波数１～３０Ｈｚの矩形波で４分３０秒間の条件で電界を与えた。電極と溶
液との隙間は４．５ｍｍであった。
【００８６】
　また、一次抗体と抗原との抗原抗体反応の後の洗浄工程を進めるにあたって付与した電
界条件は、以下のとおりである。一次抗体を含む溶液を排出管により排出した後、供給管
１２を用いて洗浄液であるＰＢＳを４００μＬ、ガラス基板上の組織標本へ向けて供給し
、この洗浄液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電圧２ｋＶ、周波数１～３０Ｈｚ
の矩形波で３０秒間の条件で電界を与えた。電極と洗浄液との隙間は６ｍｍであった。そ
の後、洗浄液を排出管により排出した。なお、洗浄工程において、洗浄の時間は３０秒で
あり、その回数は１回で十分であった。
【００８７】
　一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応を進めるにあたって付与した電界条件は、以下の
とおりである。内径２０ｍｍのはっ水リングに二次抗体を含む溶液をガラス基板上の組織
標本へ向けて２００μＬ滴下し、この溶液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電圧
２ｋＶ、周波数１～３０Ｈｚの矩形波で５分間の条件で電界を与えた。電極と溶液との隙
間は４．５ｍｍであった。
【００８８】
　また、一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応の後の洗浄工程を進めるにあたって付与し
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た電界条件は、以下のとおりである。二次抗体を含む溶液を排出管により排出した後、供
給管１２を用いて洗浄液であるＰＢＳを４００μＬ、ガラス基板上の組織標本へ向けて供
給し、この洗浄液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電圧２ｋＶ、周波数１～３０
Ｈｚの矩形波で３０秒間の条件で電界を与えた。電極と洗浄液との隙間は６ｍｍであった
。その後、洗浄液を排出管により排出した。なお、この洗浄工程において、洗浄の時間は
３０秒であり、その回数は２回で十分であった。
【００８９】
　本発明は、免疫組織染色の所要時間が２２．５分であって、比較例４の所要時間（１５
１分）の約７分の１に短縮されている。にもかかわらず、実施例１において、図１５（ｂ
）に示す本発明による免疫組織染色の結果は、図１５（ａ）に示す比較例４によるものと
同等に明瞭であることが理解される。
【００９０】
　（実施例２）
　実施例２では、リンパ節組織に対して本発明に係る自動電界免疫組織染色装置を利用し
、免疫組織染色を行った。その基本プロトコールは、上記［表１］のとおりである。実施
例２における免疫組織染色の結果である顕微鏡写真を、図１６（ｂ）に示す。図１６（ａ
）は、比較例５として行った免疫組織染色の例であり、その結果である顕微鏡写真を示し
ている。比較例５では、上記［表１］の基本プロトコールにおいて、抗原抗体反応やＰＢ
Ｓによる洗浄時に電界を付与せず、溶液や洗浄液を撹拌しないで免疫組織染色を進めた。
【００９１】
　実施例２における免疫組織染色に用いた一次抗体、二次抗体及びその液量、洗浄液にお
液量、はっ水リングの内径を下記［表４］に示した。
【００９２】
【表４】

【００９３】
　実施例２において、一次抗体と抗原との抗原抗体反応を進めるにあたって付与した電界
条件は、以下のとおりである。内径２０ｍｍのはっ水リングに一次抗体を含む溶液をガラ
ス基板上の組織標本へ向けて２００μＬ滴下し、この溶液に対して印加電界強度４ｋＶ、
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オフセット電圧２ｋＶ、周波数１０Ｈｚの矩形波で５分間の条件で電界を与えた。電極と
溶液との隙間は４．５ｍｍであった。
【００９４】
　また、一次抗体と抗原との抗原抗体反応の後の洗浄工程を進めるにあたって付与した電
界条件は、以下のとおりである。一次抗体を含む溶液を排出管により排出した後、供給管
１２を用いて洗浄液であるＰＢＳを４００μＬ、ガラス基板上の組織標本へ向けて供給し
、この洗浄液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電圧２ｋＶ、周波数１０Ｈｚの矩
形波で３０秒間の条件で電界を与えた。電極と洗浄液との隙間は６ｍｍであった。その後
、洗浄液を排出管により排出した。なお、洗浄工程において、洗浄の時間は３０秒であり
、その回数は１回で十分であった。
【００９５】
　一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応を進めるにあたって付与した電界条件は、以下の
とおりである。内径２０ｍｍのはっ水リングに二次抗体を含む溶液をガラス基板上の組織
標本へ向けて２００μＬ滴下し、この溶液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電圧
２ｋＶ、周波数１０Ｈｚの矩形波で５分間の条件で電界を与えた。電極と溶液との隙間は
４．５ｍｍであった。
【００９６】
　また、一次抗体と二次抗体との抗原抗体反応の後の洗浄工程を進めるにあたって付与し
た電界条件は、以下のとおりである。二次抗体を含む溶液を排出管により排出した後、供
給管１２を用いて洗浄液であるＰＢＳを４００μＬ、ガラス基板上の組織標本へ向けて供
給し、この洗浄液に対して印加電界強度４ｋＶ、オフセット電圧２ｋＶ、周波数１０Ｈｚ
の矩形波で３０秒間の条件で電界を与えた。電極と洗浄液との隙間は６ｍｍであった。そ
の後、洗浄液を排出管により排出した。なお、この洗浄工程において、洗浄の時間は３０
秒であり、その回数は１回で十分であった。
【００９７】
　実施例２において、図１６（ｂ）に示す本発明による免疫組織染色の結果が、図１６（
ａ）に示す比較例５によるものより明瞭であることが理解される。なお、実施例２では、
電界付与による抗原の賦活化を行っていない。
【００９８】
　以上、本発明の実施形態を例示して詳述したが、上記実施形態は、出願人が最良である
ものと信じて開示する形態であって、本発明がこれに限定されるものではない。本発明は
、特許請求の範囲に記載された事項を逸脱することがなければ、種々の設計変更を行うこ
とが可能である。
【００９９】
　例えば、本発明を実施するに際し、抗原との非特異的な反応を抑制し、免疫組織染色の
染色性を向上させるためのブロッキング工程は不要であるが、敢えてブロッキング工程を
行っても免疫組織染色自体に支障は生じない。さらに、ＣＫやＣＤ２０等の反応性の高い
抗体を用いる場合、抗原を賦活化する工程を行う必要の無い場合がありうる。そして、上
述したように、本発明は、免疫組織染色を時間的な制約がある術中迅速病理診断に適用可
能とする。また、抗体試薬を希釈、すなわち節約して免疫組織染色をすることが可能とな
る。本発明は、凍結切片を用いた術中迅速診断、パラフィン切片を用いた免疫染色診断に
適用可能であるほか、核酸のハイブリダイゼーション、その他の抗原抗体反応等の迅速化
、自動化に貢献することもできる。
【０１００】
　また、上記実施形態では、試料載置ユニットが搬送されて、免疫組織染色を構成する一
連の反応が行われる構成を説明したが、本発明がこれに限定されるものではない。本発明
は、試料載置ユニットが固定されたままで、溶液供給ユニット、電界撹拌ユニット及び洗
浄ユニットが搬送されることにより、免疫組織染色を構成する一連の反応が行われる構成
とすることも可能である。このような構成において本発明は、試料載置ユニットで基板上
に滴下された溶液等が、決してこぼれることがないというメリットを有することとなる。
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【符号の説明】
【０１０１】
　１・・・・自動電界免疫組織染色装置（本発明）
　２・・・・試料載置ユニット
　２１・・・ステージ
　２１Ａ・・載置部
　２２・・・下部電極（他方の電極）
　２３・・・ステージ搬送部
　２４・・・はっ水リング
　２４Ａ・・２穴タイプのはっ水リング
　２４Ａ１・タグ
　３・・・・溶液供給ユニット
　３１・・・シリンジ
　３１Ａ・・フランジ部
　３１Ｂ・・本体部
　３１Ｃ・・筒先部
　３２・・・カセット体
　３２Ａ・・シリンダ収容部
　３３・・・プランジャロッド
　３４・・・ピストン
　３５・・・カセット搬送部
　４・・・・電界撹拌ユニット
　４１・・・上部電極（一方の電極）
　４１Ａ・・貫通穴
　４１０・・電界集中型上部電極
　４２・・・上部電極搬送部
　５・・・・洗浄ユニット
　５１・・・排出管
　５２・・・供給管
　５３・・・洗浄管搬送部
　Ｇ・・・・ガラス基板
　Ｓ・・・・一次抗体を含む溶液
　Ｔ・・・・組織標本
　ＮＣ・・・ネガティブコントロール
　ＰＣ・・・ポジティブコントロール
【要約】
【課題】免疫組織染色を迅速化且つ自動化し、術中迅速病理診断に利用可能とする。
【解決手段】自動電界免疫組織染色装置１を、試料載置ユニット２、溶液供給ユニット３
、電界撹拌ユニット４及び洗浄ユニット５を備えて構成し、組織標本Ｔが固定されている
ガラス基板Ｇを載置する試料載置ユニット２と、上部電極４１を備える電界撹拌ユニット
４とを連動させて組織標本Ｔ中の抗原を賦活化し、試料載置ユニット２と、各種の溶液を
収容している溶液供給ユニット３とを連動させて組織標本Ｔに対して一次抗体を含む溶液
Ｓを供給し、試料載置ユニット２と電界撹拌ユニット４とを連動させて組織標本Ｔ中の抗
原と一次抗体との抗原抗体反応を進め、電界撹拌ユニット４と洗浄ユニット５とを連動さ
せて、一次抗体を含む溶液Ｓを排出したり、洗浄液を供給したりすることにより、組織標
本Ｔを洗浄し、免疫組織染色の迅速化及び自動化を図る。
【選択図】図１
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摘要(译)

要解决的问题：加快​​免疫组织化学染色的速度并使其自动化，以便将其用于术中快速病理诊断。 解决方案：自动电场免疫组织化学
染色设备1包括样品放置单元2，溶液供应单元3，电场搅拌单元4和清洗单元5，以及固定有组织样品T的玻璃基板G。 将要放置的
样本放置单元2和具有上电极41的电场搅拌单元4互锁以激活组织样本T中的抗原，样本放置单元2和包含各种溶液的溶液被激活。 
包含第一抗体的溶液S通过与供应单元3联锁而被供应至组织样本T，并且组织样本T中的抗原和第一抗体通过联结样品放置单元2和
电场搅拌单元4而联锁。 通过进行抗原-抗体反应并使电场搅拌单元4和洗涤单元5互锁以排出包含第一抗体的溶液S或供给洗涤溶
液，从而洗涤组织样品T并进行免疫组织化学染色。 加快速度并实现自动化。 [选型图]图1
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