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(57)【要約】
分泌標的タンパク質分子を含む標的タンパク質分子の定
量的免疫組織化学（ＩＨＣ）のための方法及びシステム
が提供される。この方法は、標的タンパク質分子に特異
的な一次抗体；二次抗体酵素にコンジュゲートした二次
抗体（二次抗体は一次抗体に特異的である）；チラミド
ハプテンとコンジュゲートしたチラミド（ここで二次抗
体酵素がチラミドハプテンの試料上への付着を触媒する
）；三次抗体酵素とコンジュゲートした三次抗体（三次
抗体はチラミドハプテンに特異的である）；及び色素原
（ここで三次抗体酵素が色素原との反応を触媒して、色
素原を可視化する）を試料に導入することを含む。色素
原は、顕微鏡法を用いて点状ドットとして可視化される
。
【選択図】図６
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ．標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を試料に適用
すること；
　ｂ．試料にバイオマーカー特異的薬剤に特異的な第２の結合剤を適用することであって
、第２の結合剤は二次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；
　ｃ．試料に、チラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子を含むチラミド剤を
適用することであって、二次酵素が第２の結合剤の位置でチラミドハプテンの試料への付
着を触媒する、適用すること；
　ｄ．試料にチラミドハプテンに特異的な第３の結合剤を適用することであって、第３の
結合剤は三次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；及び
　ｅ．試料に検出可能部分を適用することであって、三次酵素が検出可能部分との反応を
触媒して検出可能部分を可視化する、適用すること；
を含む、試料中の標的タンパク質バイオマーカーに対するシグナルを増幅する方法であっ
て、それによって検出可能部分が明視野顕微鏡法を用いて点状ドットとして可視化され、
点状ドットが標的タンパク質バイオマーカーを示している方法。
【請求項２】
　試料が組織試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　組織試料がホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料である、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
　標的タンパク質バイオマーカーがタンパク質、炭水化物、核酸、脂質、翻訳後修飾又は
これらの組み合わせを含む、請求項１－３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　翻訳後修飾がリン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、炭水化物修
飾、カルバミル修飾又はこれらの組み合わせを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　バイオマーカー特異的薬剤が一次抗体を含む、請求項１－５のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項７】
　一次抗体が天然の未修飾抗体である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　一次抗体がモノクローナル又はポリクローナルである、請求項６又は７に記載の方法。
【請求項９】
　第２の結合剤が二次抗体を含む、請求項１－８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　二次酵素がオキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ又はペルオキシダーゼを含む、請求項
１－９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　ペルオキシダーゼがホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を含む、請求項１
０に記載の方法。
【請求項１２】
　チラミドハプテンがビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ニトロピラゾール（ＮＰ）
、ベンゾフラザン（ＢＦ）、ベンゾダザピン（ＢＤ）、ニトロシンアミド（ＮＣＡ）又は
ジニトロフェニル（ＤＮＰ）を含む、請求項１－１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　第３の結合剤が三次抗体を含む、請求項１－１２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１４】
　三次抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項１３に記載の方法。
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【請求項１５】
　検出可能部分が銀又はチラミドローダミン染料を含む、請求項１－１４のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１６】
　チラミドローダミン染料がローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミ
ン（ＴＡＭＲＡ）、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）又
はこれらの組み合わせを含む、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　検出可能部分がＤＡＢ、４－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）、ファストレッ
ド、ブロモクロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（
ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチ
ルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホ
ネート］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロ
フェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ
）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）
、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニト
ロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－イ
ンドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾー
ル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブル
ー又はテトラゾリウムバイオレットを含む、請求項１－１６のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１８】
　２つ以上の標的タンパク質バイオマーカーが検出及び識別される多重免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）アッセイに適用される、請求項１－１７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　標的タンパク質バイオマーカーが分泌分子である、請求項１－１８のいずれか一項に記
載の方法。
【請求項２０】
　ａ．標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を試料に適用
すること；
　ｂ．試料にバイオマーカー特異的薬剤に特異的なポリクローナル第２結合剤を適用する
ことであって、ポリクローナル第２結合剤は二次酵素とコンジュゲートされる、適用する
こと；
　ｃ．試料に、チラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子を含むチラミド剤を
適用することであって、二次酵素が第２の結合剤の位置でチラミドハプテンの試料への付
着を触媒する、適用すること；
　ｄ．試料にチラミドハプテンに特異的な第３の結合剤を適用することであって、第３の
結合剤は三次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；及び
　ｅ．試料に検出可能部分を適用することであって、三次酵素が検出可能部分との反応を
触媒して検出可能部分を可視化する、適用すること；
を含む、試料中の標的タンパク質バイオマーカーに対するシグナルを増幅する方法であっ
て、それによって検出可能部分が明視野顕微鏡法を用いて点状ドットとして可視化され、
点状ドットが標的タンパク質バイオマーカーを示している方法。
【請求項２１】
　試料が組織試料である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　組織試料がホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料である、請求項２１に
記載の方法。
【請求項２３】
　標的タンパク質バイオマーカーがタンパク質、炭水化物、核酸、脂質、翻訳後修飾又は
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これらの組み合わせを含む、請求項２０－２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　翻訳後修飾がリン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、炭水化物修
飾、カルバミル修飾又はこれらの組み合わせを含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　バイオマーカー特異的薬剤が一次抗体を含む、請求項２０－２４のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項２６】
　一次抗体が天然の未修飾抗体である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　一次抗体がモノクローナル又はポリクローナルである、請求項２５又は２６に記載の方
法。
【請求項２８】
　第２の結合剤が二次抗体を含む、請求項２０－２７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　二次酵素がオキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ又はペルオキシダーゼを含む、請求項
２０－２８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３０】
　ペルオキシダーゼがホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を含む、請求項２
９に記載の方法。
【請求項３１】
　チラミドハプテンがビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ニトロピラゾール（ＮＰ）
、ベンゾフラザン（ＢＦ）、ベンゾダザピン（ＢＤ）、ニトロシンアミド（ＮＣＡ）又は
ジニトロフェニル（ＤＮＰ）を含む、請求項２０－３０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３２】
　第３の結合剤が三次抗体を含む、請求項２０－３１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３３】
　三次抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　検出可能部分が銀又はチラミドローダミン染料を含む、請求項２０－３３のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項３５】
　チラミドローダミン染料がローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミ
ン（ＴＡＭＲＡ）、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）又
はこれらの組み合わせを含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　検出可能部分がＤＡＢ、４－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）、ファストレッ
ド、ブロモクロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（
ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチ
ルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホ
ネート］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロ
フェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ
）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）
、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニト
ロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－イ
ンドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾー
ル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブル
ー又はテトラゾリウムバイオレットを含む、請求項２０－３５のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項３７】
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　２つ以上の標的タンパク質バイオマーカーが検出及び識別される多重免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）アッセイに適用される、請求項２０－３６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項３８】
　標的タンパク質バイオマーカーが分泌分子である、請求項２０－３７のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項３９】
　ａ．組織試料を脱パラフィン化試薬で処理すること；
　ｂ．組織試料を抗原回復試薬で処理すること；
　ｃ．標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を組織試料に
適用すること；
　ｄ．試料にバイオマーカー特異的薬剤に特異的な第２の結合剤を適用することであって
、第２の結合剤は二次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；
　ｅ．試料に、チラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子を含むチラミド剤を
適用することであって、二次酵素が第２の結合剤の位置でチラミドハプテンの試料への付
着を触媒する、適用すること；
　ｆ．試料にチラミドハプテンに特異的な第３の結合剤を適用することであって、第３の
結合剤は三次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；及び
　ｇ．試料に検出可能部分を適用することであって、三次酵素が検出可能部分との反応を
触媒して検出可能部分を可視化する、適用すること；
を含む、ホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料中の標的タンパク質バイオ
マーカーに対するシグナルを増幅する方法であって、それによって検出可能部分が明視野
顕微鏡法を用いて点状ドットとして可視化され、点状ドットが標的タンパク質バイオマー
カーを示している方法。
【請求項４０】
　標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を適用する前に、
組織試料をプロテアーゼで処理することを更に含む、請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　標的タンパク質バイオマーカーがタンパク質、炭水化物、核酸、脂質、翻訳後修飾又は
これらの組み合わせを含む、請求項３９又は４０に記載の方法。
【請求項４２】
　翻訳後修飾がリン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、炭水化物修
飾、カルバミル修飾又はこれらの組み合わせを含む、請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　バイオマーカー特異的薬剤が一次抗体を含む、請求項３９－４２のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項４４】
　一次抗体が天然の未修飾抗体である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　一次抗体がモノクローナル又はポリクローナルである、請求項４３又は４４に記載の方
法。
【請求項４６】
　第２の結合剤が二次抗体を含む、請求項３９－４５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４７】
　二次酵素がオキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ又はペルオキシダーゼを含む、請求項
３９－４６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４８】
　ペルオキシダーゼがホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を含む、請求項４
７に記載の方法。
【請求項４９】
　チラミドハプテンがビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ニトロピラゾール（ＮＰ）
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、ベンゾフラザン（ＢＦ）、ベンゾダザピン（ＢＤ）、ニトロシンアミド（ＮＣＡ）又は
ジニトロフェニル（ＤＮＰ）を含む、請求項３９－４８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５０】
　第３の結合剤が三次抗体を含む、請求項３９－４９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５１】
　三次抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項５０に記載の方法。
【請求項５２】
　検出可能部分が銀又はチラミドローダミン染料を含む、請求項３９－５１のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項５３】
　チラミドローダミン染料がローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミ
ン（ＴＡＭＲＡ）、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）又
はこれらの組み合わせを含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　検出可能部分がＤＡＢ、４－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）、ファストレッ
ド、ブロモクロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（
ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチ
ルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホ
ネート］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロ
フェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ
）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）
、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニト
ロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－イ
ンドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾー
ル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブル
ー又はテトラゾリウムバイオレットを含む、請求項３９－５３のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項５５】
　２つ以上の標的タンパク質バイオマーカーが検出及び識別される多重免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）アッセイに適用される、請求項３９－５４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５６】
　標的タンパク質バイオマーカーが分泌分子である、請求項３９－５５のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項５７】
　ａ．標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を試料に適用
すること；
　ｂ．試料にバイオマーカー特異的薬剤に特異的な第２の結合剤を適用することであって
、第２の結合剤は二次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；
　ｃ．試料に、チラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子を含むチラミド剤を
適用することであって、二次酵素が第２の結合剤の位置でチラミドハプテンの試料への付
着を触媒する、適用すること；
　ｄ．試料にチラミドハプテンに特異的な第３の結合剤を適用することであって、第３の
結合剤は三次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；及び
　ｅ．試料に検出可能部分を適用することであって、三次酵素が検出可能部分との反応を
触媒して検出可能部分を可視化する、適用すること；
を含む、試料中の標的タンパク質バイオマーカーを検出するための定量的免疫組織化学（
ＩＨＣ）の方法であって、それによって検出可能部分が明視野顕微鏡法を用いて点状ドッ
トとして可視化され、点状ドットが標的タンパク質バイオマーカーを示している方法。
【請求項５８】
　試料が組織試料である、請求項５７に記載の方法。
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【請求項５９】
　組織試料がホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料である、請求項５８に
記載の方法。
【請求項６０】
　標的タンパク質バイオマーカーがタンパク質、炭水化物、核酸、脂質、翻訳後修飾又は
これらの組み合わせを含む、請求項５７－５９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６１】
　翻訳後修飾がリン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、炭水化物修
飾、カルバミル修飾又はこれらの組み合わせを含む、請求項６０に記載の方法。
【請求項６２】
　バイオマーカー特異的薬剤が一次抗体を含む、請求項５７－６１のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項６３】
　一次抗体が天然の未修飾抗体である、請求項６２に記載の方法。
【請求項６４】
　一次抗体がモノクローナル又はポリクローナルである、請求項６２又は６３に記載の方
法。
【請求項６５】
　第２の結合剤が二次抗体を含む、請求項５７－６４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６６】
　二次酵素がオキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ又はペルオキシダーゼを含む、請求項
５７－６５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６７】
　ペルオキシダーゼがホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を含む、請求項６
６に記載の方法。
【請求項６８】
　チラミドハプテンがビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ニトロピラゾール（ＮＰ）
、ベンゾフラザン（ＢＦ）、ベンゾダザピン（ＢＤ）、ニトロシンアミド（ＮＣＡ）又は
ジニトロフェニル（ＤＮＰ）を含む、請求項５７－６７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６９】
　第３の結合剤が三次抗体を含む、請求項５７－６８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７０】
　三次抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　検出可能部分が銀又はチラミドローダミン染料を含む、請求項５７－７０のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項７２】
　チラミドローダミン染料がローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミ
ン（ＴＡＭＲＡ）、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）又
はこれらの組み合わせを含む、請求項７１に記載の方法。
【請求項７３】
　検出可能部分がＤＡＢ、４－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）、ファストレッ
ド、ブロモクロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（
ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチ
ルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホ
ネート］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロ
フェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ
）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）
、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニト
ロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－イ
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ンドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾー
ル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブル
ー又はテトラゾリウムバイオレットを含む、請求項５７－７２のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項７４】
　２つ以上の標的タンパク質バイオマーカーが検出及び識別される多重免疫組織化学（Ｉ
ＨＣ）アッセイに適用される、請求項５７－７３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７５】
　標的タンパク質バイオマーカーが分泌分子である、請求項５７－７４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項７６】
　ａ．分泌標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を試料に
適用すること；
　ｂ．試料にバイオマーカー特異的薬剤に特異的な第２の結合剤を適用することであって
、第２の結合剤は二次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；
　ｃ．試料に、チラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子を含むチラミド剤を
適用することであって、二次酵素が第２の結合剤の位置でチラミドハプテンの試料への付
着を触媒する、適用すること；
　ｄ．試料にチラミドハプテンに特異的な第３の結合剤を適用することであって、第３の
結合剤は三次酵素とコンジュゲートされる、適用すること；及び
　ｅ．試料に検出可能部分を適用することであって、三次酵素が検出可能部分との反応を
触媒して検出可能部分を可視化する、適用すること；
を含む、試料中の分泌標的タンパク質バイオマーカーの定量的免疫組織化学（ＩＨＣ）の
方法であって、それによって検出可能部分が明視野顕微鏡法を用いて点状ドットとして可
視化され、点状ドットが分泌標的タンパク質バイオマーカーを示している方法。
【請求項７７】
　試料が組織試料である、請求項７６に記載の方法。
【請求項７８】
　組織試料がホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料である、請求項７７に
記載の方法。
【請求項７９】
　標的タンパク質バイオマーカーがタンパク質、炭水化物、核酸、脂質、翻訳後修飾又は
これらの組み合わせを含む、請求項７６－７８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８０】
　翻訳後修飾がリン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、炭水化物修
飾、カルバミル修飾又はこれらの組み合わせを含む、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
　バイオマーカー特異的薬剤が一次抗体を含む、請求項７６－８０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項８２】
　一次抗体が天然の未修飾抗体である、請求項８１に記載の方法。
【請求項８３】
　一次抗体がモノクローナル又はポリクローナルである、請求項８１又は８２に記載の方
法。
【請求項８４】
　第２の結合剤が二次抗体を含む、請求項７６－８３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８５】
　二次酵素がオキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ又はペルオキシダーゼを含む、請求項
７６－８４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８６】



(9) JP 2020-514701 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

　ペルオキシダーゼがホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を含む、請求項８
５に記載の方法。
【請求項８７】
　チラミドハプテンがビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ニトロピラゾール（ＮＰ）
、ベンゾフラザン（ＢＦ）、ベンゾダザピン（ＢＤ）、ニトロシンアミド（ＮＣＡ）又は
ジニトロフェニル（ＤＮＰ）を含む、請求項７６－８６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８８】
　第３の結合剤が三次抗体を含む、請求項７６－８７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８９】
　三次抗体がモノクローナル抗体を含む、請求項８８に記載の方法。
【請求項９０】
　検出可能部分が銀又はチラミドローダミン染料を含む、請求項７６－８９のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項９１】
　チラミドローダミン染料がローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミ
ン（ＴＡＭＲＡ）、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）又
はこれらの組み合わせを含む、請求項９０に記載の方法。
【請求項９２】
　検出可能部分がＤＡＢ、４－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）、ファストレッ
ド、ブロモクロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（
ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチ
ルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホ
ネート］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロ
フェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ
）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）
、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニト
ロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－イ
ンドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾー
ル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブル
ー又はテトラゾリウムバイオレットを含む、請求項７６－９１のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項９３】
　２つ以上の分泌標的タンパク質バイオマーカーが検出及び識別される多重免疫組織化学
（ＩＨＣ）アッセイに適用される、請求項７６－９２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９４】
　分泌標的タンパク質バイオマーカー及び１つ以上の更なる標的タンパク質バイオマーカ
ーが検出及び識別される多重ＩＨＣアッセイを可能にする、請求項７６－９３のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項９５】
　自動化されている、請求項１－９４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９６】
　自動染色機で実行される、請求項１－９５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９７】
　手動である、請求項１－９４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９８】
　請求項１－９４のいずれか一項に記載の方法を実行するための自動染色機。
【請求項９９】
プロセッサに接続されたメモリを備える自動染色装置であって、メモリが、プロセッサに
よって実行されると、請求項１－７５のいずれか一項に記載の方法のための動作を自動染
色装置に実行させるコンピュータ可読命令を記憶する、自動染色装置。
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【請求項１００】
　請求項１－９４のいずれか一項に記載の方法を実行するための、スライドホルダー、試
薬及びディスペンサーを備える自動システム。
【請求項１０１】
　プロセッサに接続されたメモリを備えるシステムを更に含み、メモリが、プロセッサに
よって実行されると、請求項１－６６のいずれか一項に記載の方法のための動作を自動シ
ステムに実行させるコンピュータ可読命令を記憶する、請求項１００に記載のシステム。
【請求項１０２】
　ディスペンサーがスライドホルダー内のスライド上に試薬を分配するように適合されて
いる、請求項１００又は１０１に記載のシステム。
【請求項１０３】
　ａ．患者の腫瘍から組織切片を調製すること；
　ｂ．請求項１－９７のいずれか一項に記載の標的タンパク質バイオマーカーについて組
織切片を組織化学的に染色することであって、標的タンパク質バイオマーカーは点状ドッ
トとして現れる、染色すること、
　ｃ．（ｂ）の染色された組織切片のデジタル画像を取得すること；
　ｄ．染色された組織切片中の対象領域（ＲＯＩ）を同定し、標的タンパク質バイオマー
カーに対応するＲＯＩ中の点状ドットを定量すること；
　ｅ．定量化された点状ドットに所定のスコアリング関数を適用すること
を含むワークフロー方法。
【請求項１０４】
　ａ．請求項１－９７のいずれか一項に記載の第２の標的タンパク質バイオマーカーにつ
いて組織切片を染色することであって、標的タンパク質バイオマーカーは点状ドットとし
て現れる、染色すること
　ｂ．（ａ）の染色された組織切片のデジタル画像を取得すること；
　ｃ．染色された組織切片中の対象領域（ＲＯＩ）を同定し、標的タンパク質バイオマー
カー及び第２の標的タンパク質バイオマーカーに対応するＲＯＩ中の点状ドットを定量す
ること；
　ｄ．定量化された点状ドットに所定のスコアリング関数を適用すること
を更に含む、請求項１０３に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫組織化学技術に関し、より詳細には定量的免疫組織化学のための方法及
びシステムに関する。
【背景技術】
【０００２】
　予後及び／又は予測タンパク質バイオマーカーの自動検出に使用される現在の技術は、
可視シグナルを発生させるためにバイオマーカー分子の閾値数（例えば１、１０００、１
００００等を超える）に依存する。したがって、可視シグナルを発生させるのに必要とさ
れるタンパク質バイオマーカー分子の数は、使用される検出技術の特徴、主に感度及び特
異性に依存する。よって、現在の技術は、個々のタンパク質分子の検出又は定量化を可能
にしない。結果として、ほぼ全ての確立された予後及び／又は予測タンパク質バイオマー
カーの臨床評価は、シグナルの有無を反映するプラス対マイナスのバイナリ分析の使用に
限定される。
【０００３】
　本発明は、シグナルを増幅する方法を特徴とする。本発明は、可視シグナルを発生させ
るのに必要とされる分子の閾値数を減らすのに役立つ。予想していたものの、驚くべきこ
とに、本発明の方法はびまん性シグナル又はブロブとは対照的に、点状のドットを生じる
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のに十分特異的であった。点状ドットは数えることができる。特定の実施態様では、本発
明の方法は、分泌タンパク質に適用することができる。
【０００４】
　特定の実施態様において、本発明は、定量的免疫組織化学の方法のために用いることが
でき、ここで点状ドットは個々の標的分子を表し、数えることができる。特定の実施態様
において、本発明は、分泌タンパク質因子（又はタンパク質に限定されない他の適切な分
泌因子）の検出及び分析を可能にするが、現在の技術は、細胞からの分泌タンパク質につ
いて解釈可能なシグナルを発生させない。このような定量化は、点状ドットシグナルを発
生させる増幅システム及び色素原の増加を通して達成される。
【０００５】
　本発明をいかなる理論又は機構にも限定することを望むものではないが、標的分子のシ
グナル及び発現レベルの定量化は、バイナリ（プラス又はマイナス）結果を生成する従来
の方法と比較して、患者に更なる予後値及び／又は予測値を提供するのに役立ち得る。
【０００６】
　本発明はまた、例えば狭い吸光度スペクトルを有する非混合染料を使用して、複数の標
的分子に対する多重シグナルを可能にする。
【発明の概要】
【０００７】
　本発明は、定量的免疫組織化学のための方法及びシステムを特徴とする。例えば、本発
明は、点状ドットシグナルを発生させることができる高感度増幅システム（例えばチラミ
ド－ＤＩＧ、チラミド－ＮＰ）及び特定の色素原を利用する。
【０００８】
　特定の実施態様において、本発明は、個々の標的タンパク質バイオマーカーに結合した
個々の分子（例えば抗体）の検出のための技術を提供する。点状ドットシグナルの発生は
、標的タンパク質バイオマーカー（例えば、分泌標的タンパク質バイオマーカーを含め、
タンパク質又は他の標的分子）の検出、分析、定量化を可能にするのを助ける。
【０００９】
　本発明は、試料中の標的分子に対するシグナルを増幅する方法（例えば、ホルマリン固
定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料中の標的分子に対するシグナルを増幅する方法）
を提供する。この方法は、組織試料を脱パラフィン試薬で処理することと、組織試料を抗
原回復試薬で処理することとを含み得る。この方法は、例えば標的タンパク質バイオマー
カーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤を適用する前に、該試料をプロテアーゼで処理
することを更に含み得る。
【００１０】
　いくつかの実施態様において、この方法は、標的タンパク質バイオマーカーに特異的な
バイオマーカー特異的薬剤；バイオマーカー特異的薬剤に特異的な第二の結合剤であって
、第２の結合剤が二次酵素とコンジュゲートしたもの；チラミドハプテンとコンジュゲー
トしたチラミド分子を含むチラミド剤であって、二次酵素がチラミドハプテンの試料上へ
の（例えば第２の結合剤の位置での）付着を触媒するもの；チラミドハプテンに特異的な
第３の結合剤であって、三次酵素とコンジュゲートしたもの；及び検出可能部分（例えば
色素原）であって、三次酵素が検出可能部分（例えば色素原）との反応を触媒して、その
検出可能部分（例えば色素原）を可視化するものを試料に適用することを含む。検出可能
部分（例えば色素原）は、顕微鏡法、例えば明視野顕微鏡法を用いて点状ドットとして可
視化され得る。点状ドットは、個々の標的分子を示している可能性がある。
【００１１】
　本発明はまた、試料中の標的タンパク質バイオマーカーを検出するための定量的免疫組
織化学（ＩＨＣ）の方法も提供する。特定の実施態様では、本発明はまた、個々の標的分
子を検出するための方法も提供する。特定の実施態様では、本発明はまた、分泌標的タン
パク質バイオマーカーなどを検出するための方法も提供する。いくつかの実施態様におい
て、この方法は、標的タンパク質バイオマーカーに特異的なバイオマーカー特異的薬剤；
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バイオマーカー特異的薬剤に特異的な第二の結合剤であって、第２の結合剤が二次酵素と
コンジュゲートしたもの；チラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子を含むチ
ラミド剤であって、二次酵素がチラミドハプテンの試料上への（例えば第２の結合剤の位
置での）付着を触媒するもの；チラミドハプテンに特異的な第３の結合剤であって、三次
酵素とコンジュゲートしたもの；及び検出可能部分（例えば色素原）であって、三次酵素
が検出可能部分（例えば色素原）との反応を触媒して、その検出可能部分（例えば色素原
）を可視化するものを試料に適用することを含む。検出可能部分（例えば色素原）は、顕
微鏡法を用いて、点状ドットとして可視化され得る。いくつかの実施態様において、顕微
鏡法は明視野顕微鏡法である。特定の実施態様では、点状ドットは、個々の標的分子を示
している可能性がある。
【００１２】
　特定の実施態様では、本発明はまた、試料中（又は視野内、対象領域内など）の個々の
標的分子の数を計算する方法を特徴とする。特定の実施態様では、点状ドットは、個々の
標的分子を示している。したがって、点状ドットの数を計算することは、試料中（又は視
野内、又は試料の対象領域内など）の個々の標的分子の数を表し得る。
【００１３】
　いくつかの実施態様において、試料は、組織試料、例えばホルマリン固定パラフィン包
埋（ＦＦＰＥ）組織試料であるが、ＦＦＰＥ組織試料に限定されない。代替の試料組成物
は本明細書に記載されている。
【００１４】
　いくつかの実施態様において、標的バイオマーカーは、タンパク質、炭水化物、脂質、
核酸、翻訳後修飾（例えばリン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、
炭水化物修飾、カルバミル修飾、これらの組み合わせ等）など、又はこれらの組み合わせ
を包含する。
【００１５】
　バイオマーカー特異的薬剤は、抗体（例えば一次抗体）又はその断片であってもよい。
いくつかの実施態様において、一次抗体は、天然の非修飾抗体である。いくつかの実施態
様において、一次抗体は、モノクローナル又はポリクローナル抗体である。第２の結合剤
は、抗体（例えば二次抗体）又はその断片であってもよい。いくつかの実施態様において
、二次抗体は、抗種抗体、抗修飾抗体、又はこれらの組み合わせを包含する。いくつかの
実施態様において、二次抗体酵素は、オキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ又はペルオキ
シダーゼ、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を包含する。
【００１６】
　チラミドハプテンの例は、本明細書に記載されている。いくつかの実施態様において、
チラミドハプテンは、ビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ニトロピラゾール（ＮＰ）
、ベンゾフラザン（ＢＦ）、ベンゾダザピン（benzodazapine）（ＢＤ）、ニトロシンア
ミド（nitrocinnamide）（ＮＣＡ）、フルオレセイン、ジニトロフェニル（ＤＮＰ）等を
包含する。
【００１７】
　第３の結合剤は、抗体又はその断片であってもよい。いくつかの実施態様において、第
３の結合剤は、三次抗体、例えばモノクローナル抗体を包含する。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、検出可能部分は、銀若しくはチラミドローダミン染料（
例えばローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）、ス
ルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）又はこれらの組み合わせ
等）、ＤＡＢ、４－ニトロフェニルホスフェート（ｐＮＰＰ）、ファストレッド、ブロモ
クロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリム（ＮＢＴ）、Ｂ
ＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチルベンジジン
（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホネート］（Ａ
ＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロフェニル－β
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－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）、５－ブロ
モ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）、メチルウン
ベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニトロフェニル－
α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β
－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）
、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブルー又はテトラ
ゾリウムバイオレットを包含する。
【００１９】
　特定の実施態様では、点状ドットは、個々の標的バイオマーカーを表すか又はそれを示
し得る。点状ドット（例えば標的分子）を数えて、試料中の標的バイオマーカーの量を決
定するのに役立てることができる。
【００２０】
　本発明の方法は、２つ以上の標的分子、例えば１つ以上の標的バイオマーカー、１つ以
上の標的バイオマーカー及び１つ以上の分泌標的バイオマーカー等を検出及び識別するこ
とができる多重免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイに適用することができる。
【００２１】
　いくつかの実施態様において、本発明の方法は自動化されており、例えば自動染色装置
又はスライド染色機で実施される。いくつかの実施態様において、本発明の方法は、手動
である。
【００２２】
　本発明はまた、本発明の方法を実行するように適合させたシステムを備えた自動染色装
置を特徴とする。自動染色装置はプロセッサに接続されたメモリを備えていてもよく、こ
こでメモリは、プロセッサによって実行されると、本発明の方法のための動作を自動染色
装置に実行させるコンピュータ可読命令を記憶する。本発明はまた、本発明の方法を実施
するためのスライドホルダー、免疫組織化学試薬及びディスペンサーを備える自動化シス
テムを特徴とする。例えば、スライドホルダー内のスライド上に免疫組織化学試薬を分配
するように適合させることができる。
【００２３】
　本発明はまた、ワークフロー方法、例えば患者の腫瘍からの組織切片を処理及び調製し
、本明細書中の定量的ＩＨＣを適用するための方法も提供する。この方法は例えば、患者
の腫瘍から組織切片を調製すること、例えばミクロトームを使用して患者の腫瘍のＦＦＰ
Ｅ組織試料を切片にすること、及びその組織切片をスライド上にマウントすること；本明
細書に記載の方法（定量的ＩＨＣ）に従って，標的バイオマーカーについて組織切片を組
織化学的に染色すること（ここで、標的バイオマーカーは点状ドットとして現れる）を含
み得る。例えば、組織切片は、標的バイオマーカーを個々の点状ドットとして染色する目
的で、組織切片に自動的に複数の試薬を分配する自動染色装置に入れることができる。あ
るいは、標的バイオマーカーが個々の点状ドットとして現れるように、組織切片を手動で
染色してもよい。特定の実施態様では、点状ドットとして現れる標的バイオマーカーは、
個々の標的バイオマーカー分子を表している。
【００２４】
　このワークフロー方法は、染色した組織切片のデジタル画像を取得することと、染色し
た組織切片内の対象領域（ＲＯＩ）を識別することとを更に含み得る。特定の実施態様で
は、ＲＯＩ内の点状ドットが定量化される。特定の実施態様において、例えば臨床用途の
場合、定量化された点状ドット（バイオマーカー）は、定量化された点状ドットに対する
所定のスコアリング関数を適用される。
【００２５】
　この方法はまた、第２の標的バイオマーカーについて染色することと、標的バイオマー
カー及び第２の標的バイオマーカーに相当する、ＲＯＩ内の点状ドットを定量することと
、定量化された点状ドットに所定のスコアリング関数を適用することとを含み得る。
【００２６】
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　本明細書に記載される任意の特徴又は特徴の組み合わせは、そのような組み合わせのい
ずれかに含まれる特徴が、文脈、本明細書、及び当業者の知識から明らかとなるように、
相互に矛盾しない限りにおいて、本発明の範囲に含まれる。本発明の更なる利点及び態様
は、以下の詳細な説明及び特許請求の範囲から明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】（先行技術）常套的な検出技術の一例の概略図を示す。（１）一次抗体（天然の
非修飾抗体）は、組織中のタンパク質標的に結合する。（２）二次抗体（ＨＲＰ酵素にコ
ンジュゲートしたヤギ抗マウス及びヤギ抗ウサギポリクローナル抗体の混合物）を添加す
る。（３）ＤＡＢ色素原を添加する。
【図２】（先行技術）検出方法の一例の概略図を示す。（１）一次抗体（天然の非修飾抗
体）は、組織中のタンパク質標的に結合する。（２）二次抗体（ＨＱハプテンにコンジュ
ゲートしたヤギ抗マウス及びヤギ抗ウサギポリクローナル抗体の混合物）を添加する。（
３）三次抗体（ＨＲＰ酵素にコンジュゲートした抗ＨＱモノクローナル抗体）を添加する
。（４）ＤＡＢ色素原を添加する。
【図３】（先行技術）検出方法の一例の概略図を示す。（１）一次抗体（天然の非修飾抗
体）は、組織中のタンパク質標的に結合する。（２）二次抗体（ＨＱハプテンにコンジュ
ゲートしたヤギ抗マウス及びヤギ抗ウサギポリクローナル抗体の混合物）を添加する。（
３）三次抗体（ＨＲＰ酵素にコンジュゲートした抗ＨＱモノクローナル抗体）を添加する
。（４）チラミド－ＨＱハプテンコンジュゲートを添加する（ハプテン増幅工程）。（５
）四次抗体（ＨＲＰ酵素にコンジュゲートした抗ＨＱモノクローナル抗体）を添加する。
（６）ＤＡＢ色素原を添加する。
【図４Ａ】本発明の検出方法の一例の概略図を示す。（１）一次抗体（天然の非修飾抗体
）は、組織中のタンパク質標的に結合する。（２）二次抗体（ＨＲＰ酵素にコンジュゲー
トした抗種ポリクローナル抗体又は抗修飾抗体等）を添加する。（３）チラミド（ＤＩＧ
、ＮＰ、ＢＦ、ＮＣＡ、ＢＤ又はＤＮＰ等、ハプテンコンジュゲート）を添加する（ハプ
テン増幅工程）。（４）三次抗体（ＨＲＰ酵素にコンジュゲートした抗ハプテンモノクロ
ーナル抗体）を添加する。（５）銀又はチラミドローダミン染料色素原を添加する。本発
明は上記工程又は試薬に限定されないことに留意されたい。
【図４Ｂ】本明細書に記載の方法の概略図を示す。天然又は修飾（例えばハプテン化、タ
グ化）抗体（例えばモノクローナル抗体）が標的バイオマーカーに結合する。モノクロー
ナル又はポリクローナル二次抗体コンジュゲート（例えばＨＲＰ）のいずれかを用いて、
標的特異的結合剤（例えば一次抗体）結合させる。チラミドコンジュゲートを添加する。
その後、抗体（例えばモノクローナル抗体（例えばモノクローナルＨＲＰ抗体））がラミ
ドコンジュゲートに結合する。本発明をいかなる理論又は機構にも限定することを望むも
のではないが、一次抗体に結合した一次ＨＲＰコンジュゲート（例えば二次抗体）が少な
ければ少ないほど、十分に二次ＨＲＰ付着して可視色素原シグナルを送るための（例えば
ＲＮＡプローブ検出と比較して）より高度なハプテン増幅が必要となると考えられる。
【図５】供給源（例えば細胞）から分泌される分泌タンパク質の勾配の概略図を示す。
【図６】従来のＩＨＣの方法（上のパネル）及び本発明の方法であるｑＩＨＣ（下のパネ
ル）を用いた、ＺＲ７５．１異種移植片におけるＨＥＲ２の免疫組織化学（ＩＨＣ）の例
を示す。従来の方法を用いたびまん性染色と比較して、本発明の方法（ｑＩＨＣ）を用い
て発現レベルが低から中程度のＨＥＲ２で観察された点状ドットシグナルに注目されたい
。
【図７】従来のＩＨＣの方法（上のパネル）及び本発明の方法ｑＩＨＣ（下のパネル）を
用いた、反応性扁桃におけるインターフェロンガンマ（ＩＦＮガンマ）、分泌タンパク質
因子の免疫組織化学（ＩＨＣ）の例を示す。従来の方法を用いたびまん性染色と比較して
、本発明の方法（ｑＩＨＣ）を用いて観察されたＩＦＮガンマの点状ドットシグナルに注
目されたい。これは、本発明の方法が分泌標的分子に使用され得ることを示唆する。
【図８】本発明の方法において使用されるチラミド色素原で得られる点状ＩＨＣシグナル
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の例を示す。
【図９】タンパク質分子、例えば単一タンパク質分子の検出が見られる、扁桃組織中のＨ
ｅｒ２タンパク質の多重検出を示す。
【図１０】アッセイの特異性を実証する、扁桃組織におけるＨｅｒ２タンパク質の検出を
示す。左のパネルはコントロール試料を示し、右のパネルはＨｅｒ２について染色された
試料を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
用語
　特に説明がない限り、本明細書で使用される全ての技術用語及び科学用語は、本開示が
属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同一の意味を持つ。単数形の「
ある」（ａ、ａｎ）及び「該」、「この」（ｔｈｅ）は、文脈が明らかに他を示さない限
りは複数の指示対象を含む。同様に、「又は」（ｏｒ）という単語も、文脈が明らかに他
を示さない限りは「及び」を含むことが意図される。「包含する」（comprising）は「含
む」（including）を意味する。よって、「Ａ又はＢを包含する」（comprising A or B）
は、「Ａを含む」（including A）か、又は「Ｂを含む」（including B）か、又は「Ａ及
びＢを含む」（including A and B）を意味する。
【００２９】
　本開示の実施態様の実施及び／又は試験のための適切な方法並びに材料は後述する。こ
のような方法及び材料は例示であり、限定することを意図するものではない。本明細書に
記載のものと類似又は同等の他の方法及び材料も使用することができる。例えば、本開示
に関する技術分野でよく知られている従来の方法は、様々な一般的な参考文献及びより詳
細な参考文献、例えばSambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d 
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et al., Molecular Cloni
ng: A Laboratory Manual, 3d ed., Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel et al.,
 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (and
 Supplements to 2000); Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology: A C
ompendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology, 4th ed., Wiley
 & Sons, 1999; Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Har
bor Laboratory Press, 1990; and Harlow and Lane, Using Antibodies: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999に記載されており、これらの開示
は、参照により全体が本明細書に援用される。
【００３０】
　本明細書で言及する全ての刊行物、特許出願、特許、及び他の参考文献は、参照により
その全体が全ての目的のために援用される。矛盾が生じた場合には、用語の説明を含む本
明細書が支配する。
【００３１】
　本明細書に記載のものと類似又は同等の方法及び材料は、本開示の技術を実施又は試験
するのに使用され得るが、適切な方法及び材料を下記に記載する。材料、方法、及び例は
、単なる例示であって、限定を意図するものではない。
【００３２】
　本開示の様々な実施態様の検討を容易にするために、以下の特定の用語の説明が提供さ
れる。
【００３３】
　抗体：少なくとも軽鎖又は重鎖免疫グロブリン可変領域を含み、抗原のエピトープ（Ｈ
ＥＲ２タンパク質又はＥＲタンパク質等）を特異的に結合するポリペプチド。抗体は、モ
ノクローナル抗体、ポリクローナル抗体。又は抗体の断片を含む。抗体は、検出可能な標
識、例えば酵素、ハプテンなどとコンジュゲートされることができ、そうでなければそれ
らで標識することができる。
【００３４】
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　抗体断片：インタクトな抗体が結合する抗原に結合するインタクトな抗体の一部分を含
む、インタクトな抗体以外の分子。抗体断片の例には、限定されるものではないが、Ｆｖ
、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆａｂ’－ＳＨ、Ｆ（ａｂ’）２；ダイアボディ；線形抗体；単鎖
抗体分子（例えばｓｃＦｖ）；及び抗体断片から生成される多重特異性抗体が含まれる。
【００３５】
　生物学的試料：本明細書で使用される場合、用語「生物学的試料」とは、バイオマーカ
ーの存在又は不存在に関して試験されることができる対象から得られる任意の材料を指す
ものとする。
【００３６】
　バイオマーカー又は標的分子：本明細書で使用される場合、用語「バイオマーカー」又
は「標的分子」とは、生物学的試料を、又は生物学的試料が得られる対象を特徴付けるた
めに使用され得る生物学的試料中に見出される任意の分子又は分子の群を指すものとする
。例えば、バイオマーカーは、その存在、不存在又は相対存在量が以下である分子又は分
子の群である：特定の病状に特徴的であり；疾患の重症度又は尤度又は疾患進行若しくは
後退を示し；かつ／あるいは病理学的状態が特定の治療に反応することを予測する。別の
例として、バイオマーカーは、感染病原体（細菌、真菌、ウイルス又は他の微生物等）又
は置換基分子又はその分子の群であり得る。
【００３７】
　バイオマーカー特異的薬剤：試料中のバイオマーカーの特異的検出を可能にするように
、バイオマーカー又はそのバイオマーカー内の特定の構造に結合する任意の化合物又は組
成物。例には、抗体及びその抗原結合断片、工学的に操作された特異的結合構造：例えば
ＡＤＮＥＣＴＩＮ（１０番目のＦＮ３フィブロネクチンベースの足場；ブリストルマイヤ
ーズスクイブ社）、ＡＦＦＩＢＯＤＹ（黄色ブドウ球菌由来のプロテインＡのＺドメイン
ベースの足場；スウェーデン、ソルナのＡｆｆｉｂｏｄｙ　ＡＢ）、ＡＶＩＭＥＲ（ドメ
インＡ／ＬＤＬ受容体ベースの足場；カリフォルニア州サウザンドオークスのアムジェン
）、ｄＡｂ（ＶＨ又はＶＬ抗体ドメインベースの足場；英国、ケンブリッジのグラクソス
ミスクライン社）、ＤＡＲＰｉｎ（アンキリンリピートタンパク質ベースの足場；スイス
、チューリッヒのＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐａｒｔｎｅｒｓ社）、ＡＮＴＩＣＡＬＩＮ（リ
ポカリンベースの足場；ドイツ、フライジングのＰｉｅｒｉｓ社）、ＮＡＮＯＢＯＤＹ（
ＶＨＨ（ラクダ科のＩｇ）ベースの足場；ベルギー、ゲントのＡｂｌｙｎｘ社）、ＴＲＡ
ＮＳ－ＢＯＤＹ（トランスフェリンベースの足場；ニューヨーク州ニューヨークのＰｆｉ
ｚｅｒ社）、ＳＭＩＰ（メリーランド州ロックビルのＥｍｅｒｇｅｎｔ　Ｂｉｏｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｓ社）、及びテトラネクチン（Ｃ型レクチンドメインベースの足場（ＣＴＬＤ）
、テトラネクチン；デンマーク、オルフスのＢｏｒｅａｎ　Ｐｈａｒｍａ社）等、（この
ような工学的に操作された特異的結合構造の説明は、Wurch ら., 「Development of Nove
l Protein Scaffolds as Alternatives to Whole Antibodies for Imaging and Therapy:
 Status on Discovery Research and Clinical Validation」, Current Pharmaceutical 
Biotechnology, 第9巻, p. 502-509 (2008)（その内容は参照により援用される）に概説
されている）；並びに、バイオマーカーに特異的に結合することができる少なくとも第１
のドメイン（例えば抗体の抗原結合断片又はバイオマーカーに結合するタンパク質の標的
結合部分）と、検出試薬の融合タンパク質への結合を促進するように適合された第２の部
分（例えばビオチン標識、エピトープタグ、Ｉｇ断片等）とを含む融合タンパク質が含ま
れる。
【００３８】
　細胞試料：本明細書で使用される場合、用語「細胞試料」とは、病理学的、組織学的又
は細胞学的解釈のために採取された細胞培養物、体液試料又は外科標本などのインタクト
な細胞を含有する任意の試料を指すものとする。
【００３９】
　コンジュゲート：共有結合してより大きなコンストラクトになっている２つ以上の分子
。いくつかの実施態様では、コンジュゲートには、１つ以上の他の分子（例えば１つ以上
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の他の生体分子）に共有結合した１つ以上の生体分子（例えばペプチド、核酸、タンパク
質、酵素、糖、多糖、脂質、糖タンパク質及びリポタンパク質）が含まれる。他の実施態
様では、コンジュゲートには、１つ以上の検出可能な標識（ハプテン、酵素及びこれらの
組み合わせ）に共有結合的に連結している１つ以上の特異的結合分子（例えば抗体及び核
酸配列）が含まれる。他の実施態様では、コンジュゲートには、検出可能な標識（ハプテ
ン、発色団部分）に共有結合的に連結している１つ以上の潜在的反応性部分が含まれる。
【００４０】
　接触させること：２つ以上の部分間の、例えば両者が固体形態及び／又は液体の形態で
の会合、特に直接的な物理的会合を可能にする配置（例えば、生物学的試料（スライドに
付着させたものなど）が組成物（本明細書に開示のプローブを含有する溶液など）と接触
するような配置）。
【００４１】
　検出可能標識又は検出可能部分：試料上に付着した検出可能部分若しくは標識の存在及
び／又は濃度（あるいは試料中の標的（タンパク質又は核酸など）の存在及び／又は量）
を示す検出可能なシグナル（視覚的、電気的又はその他のシグナル）を発生することがで
きる分子又は材料。検出可能標識は、当業者にはよく知られている。
【００４２】
　検出可能なシグナルは、光子（無線周波数、マイクロ波周波数、赤外周波数、可視周波
数、及び紫外周波数の光子を含む）の吸収、放射、及び／又は散乱を含めた、任意の知ら
れている機構又は未だ発見されていない機構により発生させることができる。
【００４３】
　特異的結合分子（例えば抗体又は核酸プローブ）にコンジュゲートしたら、その検出可
能な標識を使用して、特異的結合分子が向かう標的の位置を突き止め、且つ／又は定量化
することができる。検出可能な標識は、直接又は間接的に検出することができ、１つ以上
の標識を検出するために複数の様々な検出可能標識を組み合わせて使用することができる
。例えば、ある標的に特異的な抗体にコンジュゲートした第１の検出可能標識（ハプテン
など）は、第１の検出可能標識に特異的に結合する分子にコンジュゲートした第２の検出
可能標識の使用によって、間接的に検出され得る。加えて、個別に検出され得る複数の検
出可能な標識を様々な標的に特異的に結合する種々の特異的結合分子にコンジュゲートし
て、単一試料中の複数の標的の検出を提供できる多重アッセイを提供することができる。
【００４４】
　検出可能標識又は検出可能部分には、限定されないが、発色、蛍光、リン光及び／又は
発光分子、ある物質を別の物質に（例えば、無色の物質を着色物質に変換するか若しくは
その逆によって、又は沈殿物を生成することによって、若しくは試料の濁度を上昇させる
ことによって）変換して検出可能なシグナルを提供する触媒（例えば酵素）、追加の検出
可能に標識された抗体コンジュゲートを使用し、抗体－ハプテン結合相互作用によって検
出できるハプテン、並びに常磁性及び磁気性分子又は物質が含まれる。検出可能標識の特
定例には、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、酸性ホスフ
ァターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ又はβ－グルクロニダーゼ等
の酵素、量子ドットなどのナノ粒子（米国特許第６８１５０６４号、第６６８２５９６号
及び第６６４９１３８号（これらの開示の全体を参照により本明細書に援用する））；金
属キレート（Ｇｄ３＋のような放射性又は常磁性金属イオンのＤＯＴＡ及びＤＰＴＡキレ
ートなど）、及びリポソーム（例えば捕捉された分子を含有するリポソーム）が含まれる
。検出可能標識が酵素を含む場合、色素原などの検出可能な基質か蛍光性化合物をその酵
素と組み合わせて使用して、検出可能なシグナルが発生される（多種多様なこのような化
合物は、例えばカリフォルニア州カールズバッドのＬｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
から市販されている）。
【００４５】
　他の実施態様では、検出可能部分は、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、４－（ジメチル
アミノ）アゾベンゼン－４’－スルホンアミド（ＤＡＢＳＹＬ）、テトラメチルローダミ
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ン（ＤＩＳＣＯＶＥＲＹ　Ｐｕｒｐｌｅ）、Ｎ，Ｎ’－ビスカルボキシペンチル－５，５
’－ジスルホナト－インド－ジカルボシアニン（Ｃｙ５）、及びローダミン１１０（ロー
ダミン）等の染料を含む、明視野顕微鏡法によって検出可能な分子である。
【００４６】
　あるいは、酵素を金属組織検出スキームにおいて使用することができる。いくつかの例
において、金属組織検出法には、アルカリホスファターゼなどの酵素を水溶性金属イオン
及び酵素のレドックス不活性な基質と組み合わせて使用することが含まれる。該基質は、
酵素によりレドックス活性剤に変換され、該レドックス活性剤は金属イオンを還元し、該
イオンによる検出可能な沈殿物を生成させる（例えば、参照により開示の全体が本明細書
に援用される米国特許第７６４２０６４号、同第７６３２６５２号を参照のこと）。その
他の例において、金属組織検出法には、やはり検出可能な沈殿物を生成するために、水溶
性金属イオン、酸化剤及び還元剤と併せてオキシドレダクターゼ酵素を使用することも含
まれる（例えば、参照により開示の全体が本明細書に援用される米国特許第６６７０１１
３号を参照のこと）。ハプテンは、抗体により結合され得る小分子である。例示的なハプ
テンには、ジニトロフェニル（ＤＮＰ）、ビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、及びフ
ルオレセインが含まれる。追加のハプテンには、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール
、ニトロアリール、ベンゾフラン、トリテルペン（ｔｒｉｐｅｒｐｅｎｅ）、尿素、チオ
尿素、ロテノイド、クマリン、及びシクロリグナンハプテン、例えば、参照により開示の
全体が本明細書に援用される米国特許第７６９５９２９号に記載されるものが含まれる。
【００４７】
　検出試薬：組織化学的アッセイ（免疫組織化学及びアフィニティー組織化学を含む）と
関連して使用される場合、細胞試料中のバイオマーカーに結合した、バイオマーカーに特
異的な薬剤の近くに染色剤を付着させるために使用される任意の試薬。非限定的な例には
、バイオマーカー特異的抗体に結合することができる二次抗体；そのような二次抗体に結
合した酵素；及び発色性染料を付着させるためにそのような酵素と反応する化学物質等が
含まれる。
【００４８】
　ハプテン：ハプテンは、抗体と特異的に結合できるが、典型的には担体分子との組み合
わせでなければ免疫原性となることが実質的に不可能な分子、典型的には小分子である。
ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ローダミン又は米国特
許第７６９５９２９号（この開示の全体を参照により本明細書に援用する）に開示されて
いるもの等、多くのハプテンが知られており、分析手順に頻繁に使用されている。オキサ
ゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラン、トリテルペン、尿素
、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シクロリグナン、及びこれらの組み合わせから選択
されるハプテンを含む他のハプテンが、本願の譲受人であるベンタナ・メディカル・シス
テムズ社によって特に開発されており、ハプテンの特定例には、ベンゾフラザン、ニトロ
フェニル、４－（２－ヒドロキシフェニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン
－２（３Ｈ）－オン及び３－ヒドロキシ－２－キノキサリンカルバミドが含まれる。複数
の様々なハプテンをポリマー担体に結合させることができる。更に、ハプテンなどの化合
物は、ＮＨＳ－ＰＥＧリンカーなどのリンカーを使用して別の分子に結合させることがで
きる。
【００４９】
　組織化学的検出：組織試料の構造間の断面関係に照らしてバイオマーカー又は他の構造
の顕微鏡検出を可能にするように、組織試料中のバイオマーカー又は他の構造を検出試薬
で標識することを含むプロセス。例としては、ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片の
アフィニティー組織化学（ＡＨＣ）、免疫組織化学（ＩＨＣ）、発色ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション（ＣＩＳＨ）、銀ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション（ＳＩＳＨ
）並びにヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）染色が含まれるが、これらに限定されな
い。
【００５０】



(19) JP 2020-514701 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

　組織化学（例えば免疫組織化学（ＩＨＣ）も参照）：標的分子と検出可能な抗体などの
特異的結合剤との相互作用を検出することによって、試料中の標的分子の存在又は分布を
決定する方法。例えば、抗体－抗原結合を可能にする条件下で、試料を抗体（又は抗体断
片などの他の結合剤）と接触させる。抗体－抗原結合は、抗体とコンジュゲートした検出
可能標識によって検出する（直接検出）か、又は一次抗体と特異的に結合する二次抗体と
コンジュゲートした検出可能標識によって検出（例えば間接検出）することができる。
【００５１】
　免疫組織化学（ＩＨＣ）：抗体若しくはその誘導体又は他のタンパク質様結合剤を利用
して、顕微鏡下で組織学的組織を分析するための技術。組織抗原の複雑さ及び体を構成す
る様々なタイプの組織学的組織の固有の性質のため、ＩＨＣには普遍的な「万能」染色プ
ロトコールは存在しない。一般に、ＩＨＣ染色のワークフローは以下の通りである：ａ．
疎水性組織保護：インキュベーション中にスライドから試薬が漏れるのを防ぐために、組
織切片の周りに疎水性バリアラインを使用する；ｂ．ブロッキング：（ｉ）酵素、（ｉｉ
）内因性ペルオキシダーゼ、（ｉｉｉ）遊離アルデヒド基、（ｉｖ）免疫グロブリン、及
び特異的染色を模倣することができる他の無関係の分子などの非特異的染色の内因性源を
、遮断する試薬で組織切片を処理する；ｃ．透過処理（この工程は必要に応じて使用する
ことができる）：組織切片を透過処理緩衝液とインキュベートして、抗体及び他の染色試
薬の組織への浸透を促進する；ｄ．一次抗体（１°Ａｂと表記されることが多い）とのイ
ンキュベーション：このインキュベーションは、抗体の親和性及び組織標的の存在量に応
じて、室温で又は低温室内（例えば６-８℃）で数時間（例えば１-２４時間）行うことが
できる；ｅ．洗浄バッファーですすぐ：この工程は、新鮮な洗浄バッファーを用いて短い
反復サイクル（例えば５-１５分）の３-５サイクルとして行うことができる；ｆ．二次抗
体（２°Ａｂと表記されることがある）とのインキュベーション：これは室温で数時間（
例えば１-２時間）行うことができる；ｇ．洗浄バッファーですすぐ：これは工程「ｅ」
の繰り返しである；ｈ．洗浄バッファーですすぎながら混ぜ合わせた検出試薬とのインキ
ュベーション：これは該当する場合に行われる（例えば発色検出において）。本発明は、
このＩＨＣプロトコールに限定されない。
【００５２】
　対比染色は、組織切片の全体の「景色」を見ることを可能にし、標的の検出のために使
用されるメインカラーについての基準として役立たせることができる染料による、組織切
片の染色である。そのような染料は、細胞核、細胞膜又は細胞全体を染色することができ
る。染料の例には、核ＤＮＡに結合して強い青色光を発するＤＡＰＩ；核ＤＮＡに結合し
て強い青色光を発するヘキストブルー染色剤；及び核ＤＮＡに結合して強い赤色光を発す
るヨウ化プロピジウムが含まれる。細胞内の細胞骨格ネットワークの対比染色は、染料に
コンジュゲートしたファロイジンを用いて行うことができる。ファロイジンは細胞の細胞
質中のアクチンフィラメントに強く結合する毒素で、顕微鏡の下ではっきりと見えるよう
になる。
【００５３】
　多くの場合単純な抗原－抗体反応の検出感度はかなり低いので、発色ＩＨＣプロトコー
ルの大部分は、アビジン及びビオチン分子の使用に基づいている。アビジン－ビオチン結
合は、抗原結合抗体を検出試薬と架橋するのに役立ち、染色シグナルの増幅を可能にする
。最も頻繁に使用されるビオチンベースの技法は、標識ＳＡ－ビオチン（ＬＳＡＢ）及び
アビジン－アビジンアビジン（ＡＢＣ）検出を含む。酵素標識に直接、又は酵素標識の複
数のコピーを含有する長いポリマーにコンジュゲートした一次抗体を利用する非ビオチン
ベースの検出技法もある。
【００５４】
　ＬＳＡＢ検出は、酵素にコンジュゲートしたＳＡに一次抗原結合抗体を連結する、ビオ
チンにコンジュゲートした二次抗体を利用する。ＬＳＡＢ検出の最初の工程は、組織切片
を一次抗体とインキュベートし、続いてビオチン化二次抗体とインキュベートすることで
ある。その後、選択した酵素（例えばＡＰ、ＨＲＰ等などにコンジュゲートした）ＳＡを
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組織切片に添加し、続いて適切な酵素基質を添加する。酵素は基質を抗原局在部位に沈殿
する着色粒子に変換するが、それはその後顕微鏡下で観察することができる。ＬＳＡＢ技
術は、ビオチン化一次抗体を用いて短縮することができ、ビオチン化二次抗体とのインキ
ュベーションの必要性を排除する。
【００５５】
　ＢＣ検出における最初の工程（一次抗体とビオチン化二次抗体とのインキュベーション
）はＬＳＡＢの場合と同じだが、以降の工程及び試薬は全く異なる。アビジン及びビオチ
ン化酵素を最初に混合し、室温で約３０分間一緒にインキュベートし、その後組織切片に
加える。このインキュベーション中に、アビジンはビオチン化酵素と相互作用し、酵素分
子（ＬＳＡＢ検出法で見られる濃度をはるかに超える）が密集した大きな複合体を生成す
るが、これは抗原検出の感度を高める。
【００５６】
　非ビオチン検出技術は、腎臓、脳及び胎盤を含む様々な種類の動物組織に豊富に存在す
る内因性ビオチンに起因する非特異的バックグラウンド染色のような、アビジン－ビオチ
ン検出の限界がないために普及してきた。
【００５７】
　発色ＩＨＣでは、組織対比染色は、組織切片の全体的なレイアウトを可視化し、同じ種
類の細胞小器官を標識するのに役立つ。通常、対比染色は、目的の抗原を表すメインカラ
ーと同じであるはずがない細胞核を標識するために行われる。例えば、メインカラーが赤
（ＡＥＣ色素原）又は褐色（ＤＡＢ色素原）の場合、核は青色を生成するヘマトキシリン
又は緑色を生成するメチルグリーンを使用して染色することができる。メインカラーが青
（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ色素原）の場合、ヌクレアファストレッド染料を使用して核を赤に対
比染色することができる。組織抗原が細胞核に局在する場合、細胞核の対比染色の持続時
間は、細胞核がかろうじて見えるようになるくらいまでに短縮化されるか、又はメインＩ
ＨＣカラーを覆い隠すのを避けるために省略されることさえあり得る。
【００５８】
　ＡＨＣは、バイオマーカーの検出がバイオマーカーに対する親和性を有する結合剤の使
用を含む、親和性組織化学を指す。例えば、マスト細胞は、塩基性タンパク質アビジンと
ポリアニオン性ヘパリンとの間の静電引力に基づいてＡＨＣによって染色され得る。
【００５９】
　多重（化）：本発明の実施態様は、同じ試料中の複数の標的を、例えば実質的に、同時
に又は連続的に、所望通りに検出することを可能にする。
【００６０】
　点状ドット：本明細書で使用される場合、「点状（の）ドット」という用語は、ドット
状の染色の外観を指し、このドットはびまん性染色と区別可能である。びまん性シグナル
パターン（例えば典型的なＤＡＢシグナルパターン）は一般に、個別に分解することがで
きるシグナルを発生しない。点状ドットはまた、互いから分解（例えば計数）され得る。
例えば図６は、従来の方法を用いたびまん性染色と比較して、本発明の方法（ｑＩＨＣ）
を用いて発現レベルが低から中程度のＨＥＲ２で観察された点状ドットシグナル（下のパ
ネル）を示している。びまん性染色は組織試料のより広い領域を覆うので、点状ドットは
びまん性染色とは異なる。更に、点状ドットは、個々に数えることができる。
【００６１】
　試料及び生物学的試料：バイオマーカーを含有するか若しくは含有すると推定される任
意の組成物、又は特定のバイオマーカーの有無について試験される組成物。試料には、細
胞、組織又は血液の精製又は分離された成分、例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、無細
胞部分又は細胞溶解物が含まれ得る。試料は、例えば腫瘍又は転移性病変，例えば原発性
腫瘍又は転移性腫瘍由来のホルマリン固定パラフィン包埋（ＦＦＰＥ）組織試料であり得
る。試料はまた、事前に凍結させたか若しくは新鮮な組織由来、又は液体試料、例えば血
液又は血液成分（血漿又は血清）、尿、精液、唾液、痰、粘液、精液、涙、リンパ液、脳
脊髄液、スワブから洗い落としたもの由来のものであり得る。試料はまた、細胞株を含む
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、個体から得られた細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養物の構成要素及び成分を含んでもよい。
試料は、個体から直接得られた試料、例えば細胞溶解物又は赤血球が枯渇した血液から部
分的に処理することもできる。
【００６２】
　切片／～の切片を作製する：名詞として使用される場合、通常ミクロトームを使用して
切断される、顕微鏡分析に適した組織試料の薄片。動詞として使用される場合、通常ミク
ロトームを使用して組織試料の切片を作製すること。
【００６３】
　連続切片：ある一つの組織試料から順に切断された一連の切片のいずれか１つ。２つの
切片が互いの「連続切片」とみなされるためには、それらが必ずしも組織からの連続した
切片である必要はないが、それらは一般に、組織学的染色の後に互いに構造が一致し得る
ように、同じ断面関係で同じ組織構造を含有するべきである。
【００６４】
　特異的結合：本明細書で使用される場合、「特異的結合」、「～に特異的に結合する」
又は「～に特異的」という句は、生体分子を含む分子の異種集団の存在下での標的の存在
を決定付ける、標的と特異的結合剤との間の結合などの測定可能かつ再現可能な相互作用
を指す。例えば、標的に特異的に結合する結合実体は、この標的に、他の標的に結合する
よりも高い親和性、結合活性でより迅速に、且つ／又はより長い期間にわたって結合する
抗体である。一実施態様では、無関係な標的への結合実体の結合の程度は、例えばラジオ
イムノアッセイ（ＲＩＡ）によって測定される場合、抗体の標的への結合の約１０％未満
である。特定の実施態様では、標的に特異的に結合する結合実体は、≦１μＭ、≦１００
ｎＭ、≦１０ｎＭ、≦１ｎＭ又は≦０．１ｎＭの解離定数（Ｋｄ）を有する。別の実施態
様では、特異的な結合には、必須ではないが排他的結合が含まれる。
【００６５】
　特異的結合剤：本明細書で使用される場合、用語「特異的結合剤」は、バイオマーカー
又はそのバイオマーカー内の特定の構造に特異的に結合することができる任意の化合物型
は組成物を指すものとする。例には、限定されないが、特定のヌクレオチド配列に特異的
な核酸プローブ、抗体及びその抗原結合断片、並びに工学的に操作された特異的結合構造
、例えばＡＤＮＥＣＴＩＮ（１０番目のＦＮ３フィブロネクチンベースの足場；ブリスト
ルマイヤーズスクイブ社）、ＡＦＦＩＢＯＤＹ（黄色ブドウ球菌由来のプロテインＡのＺ
ドメインベースの足場；スウェーデン、ソルナのＡｆｆｉｂｏｄｙ　ＡＢ）、ＡＶＩＭＥ
Ｒ（ドメインＡ／ＬＤＬ受容体ベースの足場；カリフォルニア州サウザンドオークスのア
ムジェン）、ｄＡｂ（ＶＨ又はＶＬ抗体ドメインベースの足場；英国、ケンブリッジのグ
ラクソスミスクライン社）、ＤＡＲＰｉｎ（アンキリンリピートタンパク質ベースの足場
；スイス、チューリッヒのＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐａｒｔｎｅｒｓ社）、ＡＮＴＩＣＡＬ
ＩＮ（リポカリンベースの足場；ドイツ、フライジングのＰｉｅｒｉｓ社）、ＮＡＮＯＢ
ＯＤＹ（ＶＨＨ（ラクダ科のＩｇ）ベースの足場；ドイツ、フライジングのＰｉｅｒｉｓ
社）、ＴＲＡＮＳ－ＢＯＤＹ（トランスフェリンベースの足場；ニューヨーク州ニューヨ
ークのＰｆｉｚｅｒ社）、ＳＭＩＰ（メリーランド州ロックビルのＥｍｅｒｇｅｎｔ　Ｂ
ｉｏｓｏｌｕｔｉｏｎｓ社）、及びテトラネクチン（Ｃ型レクチンドメインベースの足場
（ＣＴＬＤ）、テトラネクチン；デンマーク、オルフスのＢｏｒｅａｎ　Ｐｈａｒｍａ社
）が含まれる。このような工学的に操作された特異的結合構造の説明は、Wurch ら., 「D
evelopment of Novel Protein Scaffolds as Alternatives to Whole Antibodies for Im
aging and Therapy: Status on Discovery Research and Clinical Validation」, Curre
nt Pharmaceutical Biotechnology, 第9巻, p. 502-509(2008)（その内容は参照により援
用される）に概説されている。
【００６６】
　染色剤／染色する：名詞として使用される場合、用語「染色剤」は、明視野顕微鏡法、
電子顕微鏡法などを含む顕微鏡分析のための細胞試料中の特定の分子又は構造を可視化す
るために使用され得る任意の物質を指す。動詞として使用される場合、用語「染色する」
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は、細胞試料上に染色剤の付着をもたらす任意のプロセスを指すものとする。
【００６７】
　対象：ヒト又は非ヒト哺乳動物（例えば獣医学的対象）などの任意の多細胞脊椎生物。
【００６８】
　組織試料：本明細書で使用される場合、用語「組織試料」とは、試料が得られた対象内
に存在していたときの細胞間の断面の空間的関係を保っている細胞試料を指すものとする
。「組織試料」は、一次組織試料（すなわち対象により生成された細胞及び組織）及び異
種移植片（すなわち対象内に移植された異質細胞試料）の両方を包含するものとする。
【００６９】
発明の詳細な説明
　現在のＩＨＣ技術の例が、現在の図１、図２及び図３に示されている。図１に示されて
いる例示的方法は、標的に結合する一次抗体及び一次抗体に結合する、ＨＲＰを有する二
次抗体を特徴とする。ＤＡＢ色素原が使用される。図２に示されている例示的方法は、標
的に結合する一次抗体及び一次抗体に結合する、ＨＱハプテンを有する二次抗体を特徴と
する。ＨＲＰを有する三次抗体は、二次抗体に結合する。ＤＡＢ色素原が使用される。図
３に示されている例示的方法は、標的に結合する一次抗体及び一次抗体に結合する、ＨＱ
ハプテンを有する二次抗体を特徴とする。ＨＲＰを有する三次抗体は、二次抗体に結合す
る。チラミド－ＨＱハプテンコンジュゲートを添加し、次にＨＲＰ酵素を有する四次抗体
を添加する。ＤＡＢ色素原が使用される。これらの現在の技術は、ＤＡＢを用いた例とし
て、びまん性染色を通常もたらす検出スキームを伴う。
【００７０】
　特定の実施態様では、本発明は、１以上の標的分子を定量化することを可能にする定量
的免疫組織化学（ｑＩＨＣ）のための方法，及びシステムを特徴とする。例えば、本明細
書中の方法は、例えば可視シグナルを発生させるのに必要な分子の閾値数を減らすことに
よって、（特定の実施態様では個々の分子（例えば標的分子）の計数を可能にする）可視
的点状ドットを生じさせる。例えば、本発明は、点状ドットシグナルを発生させる高感度
増幅システム及び色素原を利用する。特定の実施態様では、本発明は、個々の標的分子に
結合した個々の抗体の検出のための技術を提供する。例えば、図４Ａに示されている例示
的方法は、標的に結合する一次抗体及び一次抗体に結合する、ＨＲＰを有する二次抗体を
特徴とする。チラミド－ハプテンコンジュゲート（例えばＤＩＧ、ＮＰ、ＢＦ、ＮＣＡ、
ＢＤ又はＤＮＰ等、ハプテンコンジュゲート）を添加し、同様にＨＲＰを有する三次抗体
も添加する。最後に、銀又はチラミド－ローダミン染料色素原（dye chromogen）が添加
される（又は他の適切な色素原が添加される）。図４Ｂは、標的バイオマーカーに結合し
ている天然又は修飾された（例えばハプテン化、タグ化）抗体（例えばモノクローナル抗
体）を示す。モノクローナル又はポリクローナル二次抗体コンジュゲート（例えばＨＲＰ
）のいずれかを用いて、標的特異的結合剤（例えば一次抗体）結合させる。チラミドコン
ジュゲートを添加する。その後、抗体（例えばモノクローナル抗体（例えばモノクローナ
ルＨＲＰ抗体））がラミドコンジュゲートに結合する。本発明をいかなる理論又は機構に
も限定することを望むものではないが、一次抗体に結合した一次ＨＲＰコンジュゲート（
例えば二次抗体）が少なければ少ないほど、十分に二次ＨＲＰ付着して可視色素原シグナ
ルを送るための（例えばＲＮＡプローブ検出と比較して）より高度なハプテン増幅が必要
となると考えられる。本発明は、上記の工程又は試薬に限定されない。本発明は、単一分
子検出に限定されない。
【００７１】
　本発明はまた、分泌された標的分子（例えば分泌タンパク質など）の定量的免疫組織化
学（ｑＩＨＣ）と、例えば混合不可能な染料を用いて複数の標的分子を検出するための定
量的免疫組織化学（ｑＩＨＣ）とを含む。図５は、供給源（例えば細胞）から分泌された
分泌因子の一例を示す。現在の技術は、細胞から分泌されたタンパク質について解釈可能
なシグナルを発生させない。いくつかの実施態様において、本明細書中の方法は、シグナ
ルの増幅を増加させ（標的を可視的点状ドットとして見えるようにする）、このシグナル
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の増幅が分泌因子の検出を可能にする。特定の実施態様では、本発明の方法は、分泌タン
パク質（又はタンパク質に限定されない他の適切な分泌因子）などの分泌因子を検出する
（図７も参照）。特定の実施態様では、本発明の方法は、びまん性パターン及び／又は分
泌因子の勾配（例えば供給源（例えば細胞）からのびまん性パターン及び／又は勾配）を
検出する。
【００７２】
　本発明の方法は、限定されないが、組織試料（例えば患者又は他の対象由来の組織試料
、例えばＦＦＰＥ組織試料）などの試料に定期用することができる。
【００７３】
　検出される標的分子は、分泌標的分子を含む、タンパク質、脂質、炭水化物、翻訳後修
飾（リン酸修飾、ゲラニル修飾、アセチル修飾、ユビキチン修飾、炭水化物修飾、カルバ
ミル修飾等を含むがこれらに限定されない）等、これらの組み合わせなどのような任意の
適切な標的分子であり得る。
【００７４】
試料及び試料調製物
　本発明の方法は、スライドに接着した組織切片に関して本明細書でモデル化されている
。組織切片は、健常組織、罹患組織、又はこれらの組み合わせを含み得る。組織切片は、
任意の適切な組織、例えば皮膚、乳房、頭頚部、肺、上部消化管（例えば食道及び胃部）
、女性の生殖器系（例えば子宮、卵管及び卵巣）、男性の生殖器系（例えば前立腺、精巣
など）、下部消化管（例えば結腸、直腸及び肛門）、尿生殖路、外分泌腺、内分泌腺、腎
臓、神経組織、リンパ球由来の組織、血管組織、心臓組織、神経系組織、血液、骨等、又
はこれらの組み合わせに由来し得る。
【００７５】
　いくつかの実施態様において、組織切片は、腫瘍又は転移性病変を含む。腫瘍は、がん
、リンパ腫又は肉腫などの固形腫瘍であり得る。いくつかの実施態様において、腫瘍は、
皮膚、乳房、頭頚部、肺、上部消化管（食道及び胃部を含む）、女性の生殖器系（子宮、
卵管及び卵巣の腫瘍を含む）、下部消化管（結腸、直腸及び肛門の腫瘍を含む）、尿生殖
路、外分泌腺、内分泌腺、腎臓、神経の腫瘍、又はリンパ球由来の腫瘍である。いくつか
の実施態様において、組織切片は、メラノーマ、乳がん、卵巣がん、膵臓がん、頭頚部が
ん、肺がん、食道がん、胃がん、結腸直腸がん（結腸、直腸及び肛門のがんを含む）、前
立腺、尿路上皮がん又はリンパ腫を有する対象に由来する。
【００７６】
　試料はまた、事前に凍結させたか若しくは新鮮な組織由来、又は液体試料、例えば血液
又は血液成分（血漿又は血清）、尿、精液、唾液、痰、粘液、精液、涙、リンパ液、脳脊
髄液、スワブから洗い落としたもの由来のものであり得る。いくつかの実施態様において
、試料は、細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養物、例えば、細胞株を含む、個体から得られた細
胞を含む。本発明は、組織切片を含む試料に限定されない。いくつかの実施態様において
、試料は、核酸、タンパク質、細菌、ウイルス又は他の任意の試験剤を含む。
【００７７】
　試料（例えば組織切片）は、以下に記載されるように、固定、ワックスマトリックス（
例えばパラフィン）中への包埋、及び切片化（例えばミクロトームによる）を含む、組織
化学的染色に適合する様式で処理され得る。得られた試料が本発明の方法と適合する限り
、例えば、目的のバイオマーカーについての試料の組織化学的染色などの具体的な処理工
程は必要とされない。
【００７８】
　一般に、組織試料は、組織を媒体に固定し、包埋することによって調製される。他の例
では、試料は、例えば細胞を固体支持体上に塗抹するか又は遠心分離することによって、
固体支持体（スライドガラスなど）上に単層として調製される細胞懸濁液を含む。更なる
例では、新鮮凍結（例えば固定されていない）組織切片が、本明細書に開示の方法におい
て使用されてもよい。
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【００７９】
　試料を固定する方法は様々である。組織試料を固定することは、細胞及び組織構成要素
を可能な限り生きているような状態に保存し、それらが顕著な変化なしに調製手順を受け
ることを可能にする。固定化は、細胞死の際に始まる自己分解および細菌分解プロセスを
停止させ、細胞及び組織構成要素を安定化させて、それらが組織処理のその後の段階に耐
えるようにする。
【００８０】
　組織は、灌流を含む任意の適切な方法によって、又は固定剤への浸漬によって固定する
ことができる。固定剤は、以下のように分類可能である：架橋剤（例えばホルムアルデヒ
ド、パラホルムアルデヒド及びグルタルアルデヒドなどのアルデヒド、並びに非アルデヒ
ド架橋剤など）、酸化剤（例えば四酸化オスミウム及びクロム酸などの金属イオン及び錯
体）、タンパク質変性剤（例えば酢酸、メタノール及びエタノール）、未知の機構の固定
剤（塩化第二水銀、アセトン及びピクリン酸）、組み合わせ試薬（例えばカルノワ固定液
、メタカン、ブアン固定液、Ｂ５固定液、ロスマン液及びジャンドル液）、マイクロ波、
及びその他の固定剤（例えば排除体積固定及び蒸気固定）。また、緩衝剤、洗浄剤、タン
ニン酸、フェノール、金属塩（塩化亜鉛、硫酸亜鉛及びリチウム塩など）及びランタンな
どの添加剤も固定剤に含まれ得る。
【００８１】
　試料の調製において最も一般的に使用される固定剤は、通常はホルマリン溶液（１０％
緩衝ホルマリンと呼ばれる、緩衝液中４％ホルムアルデヒド）の形態のホルムアルデヒド
である。一例では、固定剤は１０％中性緩衝ホルマリンである。
【００８２】
　いくつかの例では、包埋剤が使用される。包埋剤は、組織及び／又は細胞を包埋して、
将来の分析のために保存しておくことができる不活性物質である。包埋はまた、組織試料
を薄切片にスライスすることを可能にする。包埋剤には、パラフィン、セロイジン、ＯＣ
ＴTM化合物、寒天、プラスチック又はアクリルが含まれる。多くの包埋剤は疎水性である
ため、主に親水性試薬を利用する組織学的又は細胞学的分析の前に、この不活物質は取り
除いておく必要がある。本明細書では、脱パラフィン化又は脱ロウという用語は、生物学
的試料からの任意の種類の包埋剤の部分的又は完全な除去を指すのに広く使用される。例
えば、パラフィン包埋組織切片は、トルエン、キシレン、リモネン又は他の適切な溶媒な
どの有機溶媒を通過させることによって脱ろうされる。
【００８３】
　一例として、組織試料は、自動染色装置での組織学的検査用のＦＦＰＥ組織試料であり
得る。この場合、試料は、適切な脱パラフィン液を用いて、例えば自動ＩＨＣ／ＩＳＨス
ライド染色機によって脱パラフィンすることができる。その後、任意の数の物質を試料に
連続的に適用することができる。物質は、前処理、細胞溶解、変性、洗浄、染色などのた
めのものであり得る。
【００８４】
抗原回復
　タンパク質における分子架橋の誘導に加えて、長い固定時間は多くの抗原に損傷を与え
る可能性がある。これは天然のタンパク質立体配座を変化させ、それによってエピトープ
の正常構造を変化させることができる。その結果、目的のバイオマーカーは、免疫組織化
学の間、マスクされるか又は抗体に到達しがたくなり得る。いくつかの場合において、こ
の固定の影響は、マスキング解除又は抗原回復法を用いて排することができる。抗原回復
は、物理的手法、化学的手法又はその両方の組み合わせによって達成することができる。
抗原回復の方法の例は、Shiら(J Histochemistry & Cytochemistry, 2011, 59:13-32)、D
’Amicoら(J Immunological Methods, 2009, 341:1-18)、並びにMcNicoll及びRichmond(H
istopathology, 1998, 32:97-103)の他、米国特許第９５０６９２８号及び同第６５４４
７９８号で論じられている。抗原回復法には、例えばプロテアーゼ（例：トリプシン、Ｄ
Ｎａｓｅ、プロテイナーゼＫ、ペプシン、プロナーゼ、フィシン等）消化（分子架橋を切
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断して、エピトープを正常な立体配座に戻すのを助ける）；超音波処理誘導エピトープ回
復（sonication-induced epitope retrieval）（ＳＩＥＲ）；及び熱誘導エピトープ回復
（ＨＩＥＲ）（一次抗体の適用前に（又は他の組成物を試料に適用する前に）様々な組成
物の加熱溶液にスライドを入れることを伴う）が含まれる。電子レンジ、圧力鍋、温水バ
ス、オートクレーブ、自動染色装置が、熱を得るための可能な手段である。ＨＩＥＲ溶液
は、０．１Ｍのクエン酸緩衝液（ｐＨ６）、０．１Ｍ　ＥＤＴＡ（ｐＨ９）（又は他のカ
ルシウムキレート剤溶液）、０．５Ｍ　Ｔｒｉｓベースの緩衝液（ｐＨ１０）、０．０５
Ｍグリシン－ＨＣｌ緩衝液、１％過ヨウ素酸、様々な濃度の尿素、チオシアン酸鉛溶液等
を含み得る。加熱時間、加熱温度及びｐＨを変えることによって、様々な程度のエピトー
プ回復を得ることができる。
【００８５】
チラミド－色素原検出
　チラミドシグナル増幅法（ＴＳＡ）は、触媒レポーター沈着（ＣＡＲＤ）に基づく既知
の方法である。米国特許第５５８３００１号（この開示は、その全体が本明細書に参照に
より援用される）には、標識フェノール分子を酵素と反応させることにより、ＣＡＲＤ又
はＴＳＡ法で酵素の触媒を増強させるレポーターシグナルを増幅するために触媒レポータ
ー沈着に頼る、分析物依存性酵素活性化システムを使用して分析物の検出又は定量のため
の方法が開示されている。チラミドシグナル増幅は標的の可視性を増幅することが知られ
ているが、それはまた高いバックグラウンド染色（例えば非特異的認識事象の増幅）にも
関連している。
【００８６】
　例えば、１つ又は複数の標的を囲むタンパク質の量は不十分であり得る。高レベルで存
在するバイオマーカーを検出する際、又は複数のバイオマーカーの共局在化を検出する際
、チラミド系検出試薬が付着することができる試料中のタンパク質の量は、制限試薬であ
り得る。チラミド結合部位が不十分であると反応速度が低下し、チラミド反応分子が標的
から拡散し、標的付近で反応するシグナル伝達コンジュゲートの量が少なくなるため、一
般的に反応が弱くなる可能性がある。
【００８７】
　チラミド－色素原コンジュゲートは、ｍｉＲＮＡ検出に使用されている（開示の全体が
参照により本明細書に援用される、米国特許出願公開第２０１３／０２６０３７９号及び
国際公開第２０１５／１２４７３８号を参照）。例えば、ハプテンで標識されたプローブ
によって検出され得る。その後、酵素にコンジュゲートした抗ハプテン抗体を試料に接触
させて、抗体がプローブに結合し、酵素が標的に結合するようにする。酵素は、チラミド
－ハプテンコンジュゲートの付着を触媒する。複数のチラミド－ハプテンコンジュゲート
が標的付近の試料に結合し、それにより標的に関連するシグナルを実質的に増幅する。そ
の後、第２の酵素－コンジュゲート抗ハプテン抗体を試料に接触させ、チラミド－ハプテ
ンコンジュゲートに結合させる。第２の酵素を用いて、チラミド－色素原コンジュゲート
の付着、例えば銀付着（ベンタナ・メディカル・システムズ社　カタログ＃：７８０－０
０１）又は所望の他の任意の色素原を触媒することができる。
【００８８】
　ｍＲＮＡを検出するための方法などのチラミド増幅方法が試料中の標的の組織化学的検
出に使用できたことは、驚くべきことであった。組織化学的適用は、より多くの標的を必
要とし（ｍＲＮＡの場合にはプローブの代わりに抗体を検出する）、これは通常高レベル
のバックグラウンドと関連するであろう。チラミドベースのシグナル増幅システムについ
ての以前の報告（reposts）は、バックグラウンドシグナルの多さを記載している。驚く
べきことに、本発明の方法において使用されるチラミドベースのコンジュゲートはあまり
多くのバックグラウンドを生成しないことがわかった。実際、本発明の方法は、感度（例
えば標的バイオマーカーを正確に標識する能力）、均一性（例えばびまん性染色のまだら
（pockets）を回避するように）シグナルを試料上に分配する能力）を提供し、且つ数量
の測定値も提供することができる（例えば点状ドットシグナルの使用を通じて）。
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【００８９】
　特定の実施態様では、反応におけるチラミドコンジュゲートの濃度（最終濃度）は、１
－１０μＭ（例えば３μＭ）である。特定の実施態様では、チラミドコンジュゲートの最
終濃度は、５－１０μＭ（例えば７μＭ）である。特定の実施態様では、チラミドコンジ
ュゲートの最終濃度は、５－２０μＭ（例えば７μＭ）である。特定の実施態様では、チ
ラミドコンジュゲートの最終濃度は、０．１－１０μＭである。特定の実施態様では、チ
ラミドコンジュゲートの最終濃度は、１０－２５μＭである。特定の実施態様では、チラ
ミドコンジュゲートの最終濃度は、１０μＭを超える。特定の実施態様では、チラミドコ
ンジュゲートの最終濃度は、２０μＭを超える。
【００９０】
　本発明をいかなる理論又は機構にも限定することを望まないが、ポリクローナル抗体は
、オフターゲット結合を生じさせ、その結果バックグラウンドシグナルを発生させる（目
的の抗原以外のものに結合する、ポリクローナル抗体の固有の増大した能力のため）と考
えられた。例えば、ＲＮＡ法は、標識プローブを検出するためのモノクローナル抗体の使
用を必要とする。驚くべきことに、これは本明細書の方法で使用されるポリクローナル抗
体は観察されなかった（ポリクローナル抗体は検出可能なバックグラウンドシグナルを発
生させなかった）ことがわかった。したがって、特定の実施態様では、ポリクローナル抗
体が本明細書のｑＩＨＣ法のために使用され得る（標的特異的結合剤、例えば一次抗体を
検出するために）。特定の実施態様では、モノクローナル抗体が、本明細書のｑＩＨＣ法
のために使用される（標的特異的結合剤、例えば一次抗体を検出するために）。
【００９１】
組織化学的標識、バイオマーカー特異的薬剤、及び検出システム
　一般に、バイオマーカー（標的）標識化は、標的バイオマーカーとバイオマーカー特異
的試薬との間の特異的結合を促進する条件下で、試料をバイオマーカー特異的試薬（例え
ば抗体）と接触させることによって達成され得る。その後、試料をバイオマーカー特異的
試薬と相互作用する一組の検出試薬と接触させて、標的バイオマーカーに近接した検出可
能部分の付着を促進し、それによって、標的バイオマーカーに局在する検出可能シグナル
を発生させる。典型的な免疫組織化学的用途には、検出のための様々な異なるスキームが
あり得る。
【００９２】
　市販の検出試薬又は検出試薬を含むキットの非限定的な例には、ＶＥＮＴＡＮＡ　ｕｌ
ｔｒａＶｉｅｗ検出システム（ＨＲＰ及び　Ａｐを含む、酵素にコンジュゲートした二次
抗体）；Ｖｅｎｔａｎａ　ｉＶＩＥＷ検出システム（ビオチン化抗種二次抗体及びストレ
プトアビジン－コンジュゲート酵素）；ＶＥＮＴＡＮＡ　ＯｐｔｉＶｉｅｗ検出システム
（ＯｐｔｉＶｉｅｗ）（ハプテンにコンジュゲートした抗種二次抗体及び酵素多量体にコ
ンジュゲートした抗ハプテン三次抗体）；ＶＥＮＴＡＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
キット（一次抗体結合部位に付着した酵素の数を増幅するために前述のＶＥＮＴＡＮＡ検
出システムのいずれとも共に使用することができる、非コンジュゲート二次抗体）；ＶＥ
ＮＴＡＮＡ　ＯｐｔｉＶｉｅｗ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎシステム（ハプテンにコン
ジュゲートした抗種二次抗体、酵素多量体に結合した抗ハプテン三次抗体、及び同じハプ
テンにコンジュゲートしたチラミド）が含まれる。
【００９３】
　バイオマーカー染色切片は、任意選択的に、手動又は自動のいずれかで造影剤を用いて
更に染色（ヘマトキシリン染色など）して、巨大分子構造を可視化し、形態学的特徴又は
形態学的に関連する領域を同定することができる。対比染色剤の非限定的な例には、ヘマ
トキシリン（青色から紫色に染色）、メチレンブルー（青色に染色）、トルイジンブルー
（核を濃い青色に、多糖類を桃色から赤色に染色）、ヌクレアファストレッド（別名ケル
ンエヒトロート、赤色に染色）及びメチルグリーン（緑色に染色）等の発色性の核対比染
色剤；エオシン（桃色に染色）などの非核発色性染色剤等が含まれる。
【００９４】
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　本発明の方法では、バイオマーカー特異的薬剤が試料に適用され、この場合バイオマー
カー特異的薬剤は試料中の標的に特異的であり、且つそれに結合する。いくつかの実施態
様において、バイオマーカー特異的薬剤は、抗体抗体断片（an antibody an antibody fr
agment）とを含む一次抗体である。一次抗体は、天然の、未修飾の、又は他の適切な抗体
であり得る。いくつかの実施態様において、一次抗体は、モノクローナル抗体である。い
くつかの実施態様において、一次抗体は、ポリクローナル抗体である。
【００９５】
　続いて、第２の結合剤が試料に適用され、この場合第２の結合剤は標的に結合したバイ
オマーカー特異的薬剤に特異的であり、且つそれに結合する。いくつかの実施態様におい
て、第２の結合剤は、抗体又はその断片を含む二次抗体である。第２の結合剤（例えば二
次抗体）は、二次酵素（例えば二次抗体酵素）にコンジュゲートしている。第２の結合剤
（例えば二次抗体）は、バイオマーカー特異的薬剤の特徴に特異的であり、第２の結合剤
（例えば二次抗体）は抗種抗体、抗修飾抗体など、又はそれらの組み合わせであり得る。
好適な酵素はよく知られており、オキシドレダクターゼ、ヒドロラーゼ及びペルオキシダ
ーゼを含むがこれらに限定されない。明示的に含まれる特異的酵素は、ホースラディッシ
ュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、酸性ホスファターゼ
、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、β－グルクロニダーゼ及びβ－ラク
タマーゼである。
【００９６】
　続いて、チラミド剤（例えばチラミドハプテンとコンジュゲートしたチラミド分子）を
試料に適用する。二次酵素は、チラミドハプテンの試料上への付着を触媒する。チラミド
ハプテンには、ビオチン、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）、ＮＰ、ＢＦ、ＮＣＡ、ＢＤ、ジニ
トロフェニル（ＤＮＰ）、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベ
ンゾフラン、トリペルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン及びシクロリグナン
ハプテン、米国特許第７６９５９２９号（この全体が参照により本明細書に援用される）
に開示のものなどが含まれるがこれらに限定されない。
【００９７】
　続いて、第３の結合剤が試料に適用される。第３の結合剤は、チラミドハプテンに特異
的であり、それに結合する。いくつかの実施態様において、第３の結合剤は、抗体又はそ
の断片を含む三次抗体である。第３の結合剤（例えば三次抗体）は、三次酵素（例えば三
次抗体酵素）とコンジュゲートしている。好適な酵素はよく知られており、オキシドレダ
クターゼ、ヒドロラーゼ及びペルオキシダーゼを含むがこれらに限定されない。明示的に
含まれる特異的酵素は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホス
ファターゼ（ＡＰ）、酸性ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシダ
ーゼ、β－グルクロニダーゼ及びβ－ラクタマーゼである。
【００９８】
　チラミドハプテンに特異的な第３の結合剤（例えば三次抗体）の適用に続いて、検出可
能部分（例えば色素原）が試料に適用される。三次酵素は、検出可能部分（例えば色素原
）との反応を触媒し、検出可能部分（例えば色素原）を可視化する。検出可能部分（例え
ば色素原）は、顕微鏡法を用いて、例えば明視野顕微鏡法を用いて点状ドットとして可視
化され得る。特定の実施態様では、点状ドットは、個々の標的分子を表す。例えば試料中
の標的分子の量を定量化するために、前記点状ドット（例えば標的分子）を数えることが
できる。
【００９９】
　いくつかの実施態様において、検出可能部分（例えば色素原）は、銀又はチラミド－ロ
ーダミン染料を含む。例えば、いくつかの実施態様において、チラミドローダミン染料は
、ローダミン１１０、ローダミン６Ｇ、テトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）、ローダ
ミン６Ｇ、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１（テキサスレッド）等又はこれ
らの組み合わせを含む。本発明は、検出可能部分（例えば色素原）のこれらの例に限定さ
れない。例えば、本発明をいかなる理論又は機構にも限定することを望まないが、例えば
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標的分子（バイオマーカー）発現のレベルが低い場合、びまん性色素原（例えばＤＡＢ）
が本技術において機能し得る（発現レベルが高い場合、びまん性色素原に関して単一ドッ
トを分解する能力はあまり良くない）。
【０１００】
　よって、検出可能部分（発色性化合物／基質）の他の非限定的な例には、４－ニトロフ
ェニルホスフェート（nitrophenylphospate）（ｐＮＰＰ）、ファストレッド、ブロモク
ロロインドリルホスフェート（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）、Ｂ
ＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチルベンジジン
（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホネート］（Ａ
ＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロフェニル－β
－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）、５－ブロ
モ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）、メチルウン
ベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌｌ）、ｐ－ニトロフェニル－
α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β
－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）
、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブルー又はテトラ
ゾリウムバイオレットが含まれる。
【０１０１】
　いくつかの実施態様において、本発明の方法は、三次酵素がアルカリホスファターゼ（
又は適切な代替物）を含み、検出可能部分（色素原）が三次酵素の水溶性金属イオン及び
酸化還元不活性基質を含む金属組織学的検出スキームを特徴とする。いくつかの実施態様
では、基質は酵素によって酸化還元活性剤に変換され、酸化還元活性剤は金属イオンを還
元し、該イオンによる検出可能な沈殿物を生成させる。（例えば、米国特許第７６４２０
６４号、ＰＣＴ公開第２００５／００３７７７号及び米国特許第７６３２６５２号を参照
されたい。なお、これらの各々は全体が参照により本明細書に援用される。）金属組織学
的検出法は、水溶性金属イオン、酸化剤、及び還元剤とともに酸化還元酵素（ホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼなど）を用いて、やはり検出可能な沈殿物を生成することを含
む。（例えば、全体が参照により本明細書に援用される米国特許第６６７０１１３号を参
照されたい。）
【０１０２】
　更に他の実施態様では、検出可能部分は、三次酵素と反応して試料又は他の検出成分に
結合することができる反応種を生成するように構成された潜在的反応性部分を含む。これ
らの反応種は、それらの生成に近い、すなわち酵素の近くの試料と反応することができる
が、酵素が付着した部位から遠位の部位にシグナル伝達コンジュゲートが付着しないよう
に非反応種に急速に変わる。潜在的反応性部分の例には、国際公開第２０１５１２４７０
３号に記載されているもののようなキノンメチド（ＱＭ）アナログ及び国際公開第２０１
２００３４７６号に記載されているもののようなチラミドコンジュゲートが含まれる。な
お、これらの各文献は、全体が参照により本明細書に援用される。いくつかの実施態様で
は、潜在的反応性部分は、Ｎ，Ｎ’－ビスカルボキシペンチル－５，５’－ジスルホナト
－インド－ジカルボシアニン（Ｃｙ５）、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－
スルホンアミド（ＤＡＢＳＹＬ）、テトラメチルローダミン（ＤＩＳＣＯ　Ｐｕｒｐｌｅ
）、及びローダミン１１０（ローダミン）などの染料に直接コンジュゲートしている。
【０１０３】
　いくつかの実施態様において本発明の方法は、複数の標的バイオマーカーを検出するた
めの多重染色方法に適用されることに留意されたい。多重方法では、バイオマーカー特異
的試薬及び検出試薬は、異なるバイオマーカーを示差的に標識することを可能にする形で
適用される。
【０１０４】
　異なるバイオマーカーの示差的標識を達成するための１つの方法は、異なる抗体又は検
出試薬間でオフターゲットの交差反応性を生じないバイオマーカー特異的試薬、検出試薬
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の組み合わせ及び酵素の組み合わせを選択することである（「コンビネーション染色」と
いう）。例えば、二次検出試薬が使用される場合、各二次検出試薬は、切片上で使用され
る一次抗体のうちの１つのみに結合することができる。例えば、異なる動物種（マウス、
ウサギ、ラット、及び得られた抗体等）に由来する一次抗体を選択することができ、その
場合は種特異的二次抗体が使用され得る。別の例として、各一次抗体には、異なるハプテ
ン又はエピトープタグが含まれてもよく、二次抗体はハプテン又はエピトープタグに特異
的に結合するように選択される。更に、検出試薬の各セットは、例えば各バイオマーカー
特異的試薬に近接して異なる酵素を付着させることによって、切片上に異なる検出可能実
体を付着させるように適合されていなければならない。このような配置の一例が米国特許
第８６０３７６５号に示されている。このような配置は、試料上に同時に存在するバイオ
マーカー特異的試薬の各セット及び関連する特異的結合試薬を有することができ、且つ／
又はバイオマーカー特異的試薬と検出試薬とのカクテルで染色を実施することができ、そ
れによって染色の工程数が減少するという潜在的利点を有する。ただし、試薬は異なる酵
素と交差反応し、且つ、種々の抗体は互いに交差反応し、その結果異常な染色をもたらし
得るため、このような配置は常に実行可能とは限らない。
【０１０５】
　異なるバイオマーカーの示差的標識を達成するための別の方法は、各バイオマーカーに
ついて試料を連続的に染色することである。このような実施態様では、第１のバイオマー
カー特異的試薬を切片と反応させ、続いて第１のバイオマーカー特異的試薬及びその他の
検出試薬に対して二次検出試薬を反応させ、第１の検出可能実体の付着を生じさせる。そ
の後切片を処理して、付着した染色剤はそのまま残しつつ、バイオマーカー特異的試薬及
び関連する検出試薬を切片から除去する。このプロセスは、この後のバイオマーカー特異
的試薬についても繰り返される。バイオマーカー特異的試薬及び関連する検出試薬を除去
するための方法の例には、Stackら, Multiplexed immunohistochemistry, imaging, and 
quantitation: A review, with an assessment of Tyramide signal amplification, mul
tispectral imaging and multiplex analysisMethods, 第７０巻，第１刊，ｐ．４６-５
８（２０１４年１１月）及びＰＣＴ／ＥＰ第２０１６／０５７９５５号（これらの内容は
参照により援用される）で開示されているもののような、試料から抗体を溶出する緩衝液
の存在下で試料を加熱すること（「熱殺菌法」という）が含まれる。
【０１０６】
　当業者によって理解されるように、コンビネーション染色と連続染色法を組み合わせて
もよい。例えば、一次抗体のサブセットのみがコンビネーション染色に適合する場合、連
続染色法を変更することができ、コンビネーション染色に適合する抗体をコンビネーショ
ン染色法を用いて試料に適用し、残りの抗体を連続染色法を用いて適用する。
【０１０７】
　いくつかの実施態様において、本発明の方法は、同じ試料中の２つの標的分子を検出す
るために使用される。いくつかの実施態様において、本発明の方法は、同じ試料中の３つ
の標的分子を検出するために使用される。いくつかの実施態様において、本発明の方法は
、同じ試料中の４つの標的分子を検出するために使用される。いくつかの実施態様におい
て、本発明の方法は、同じ試料中の５つの標的分子を検出するために使用される。いくつ
かの実施態様において、本発明の方法は、同じ試料中の６つの標的分子を検出するために
使用される。いくつかの実施態様において、本発明の方法は、同じ試料中の７つの標的分
子を検出するために使用される。いくつかの実施態様において、本発明の方法は、同じ試
料中の８つ以上の標的分子を検出するために使用される。
【０１０８】
自動システム
　本発明の方法は、自動染色装置（スライド染色機）又は他の適切な自動スライド処理装
置で実施することができる。自動染色装置（例えばＩＨＣ／ＩＳＨスライド染色機）の具
体例ｉには、ｉｔｅｌｌｉＰＡＴＨ（バイオケアメディカル）、ＷＡＶＥ（Ｃｅｌｅｒｕ
ｓ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）、ダコ　ＯＭＮＩＳ及びダコ　ＡＵＴＯＳＴＡＩＮＥＲ　
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ＬＩＮＫ　４８（アジレント・テクノロジー）、ＢＥＮＣＨＭＡＲＫ（ベンタナ・メディ
カル・システムズ社）、ライカ　ＢＯＮＤ及びＬａｂ　Ｖｉｓｉｏｎ　Ａｕｔｏｓｔａｉ
ｎｅｒ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）が含まれる。また、自動染色装置（自動
スライド染色機）は、PrichardによるOverview of Overview of Automated Immunohistoc
hemistry, Arch Pathol Lab Med., 第138巻, p. 1578-1582(2014)（その全体が参照によ
り本明細書に援用される）に記載されている。更に、ベンタナ・メディカル・システムズ
社は、米国特許第５６５０３２７号、第５６５４２００号、第６２９６８０９号、第６３
５２８６１号、第６８２７９０１号及び第６９４３０２９号、並びに米国特許出願公開第
２００３０２１１６３０号及び第２００４００５２６８５号（これらの各々は、全体が本
明細書に参照により援用される）を含む複数の米国特許の譲受人である。本発明の方法は
、任意の適切な自動染色装置（又は自動スライド処理装置）で行われるように適合され得
る。
【０１０９】
　自動ＩＨＣ／ＩＳＨスライド染色機は典型的には、スライド上に染色プロトコールを実
行するための試薬を分配するための染色ユニットを少なくとも含む。市販の染色装置は通
常、次の原理のうちの１つで動作する：（１）スライドが水平に配置され、試薬が、組織
試料を含むスライドの表面にパドル（puddle）として分配される開放型個別スライド染色
（open individual slide staining）（例えばダコ　ＡＵＴＯＳＴＡＩＮＥＲ　Ｌｉｎｋ
　４８（アジレント・テクノロジー）及びｉｎｔｅｌｌｉＰＡＴＨ（バイオケアメディカ
ル）染色機に実装されている）；（２）試薬を試料上に堆積させた不活性流体層で覆うか
又はそれを通じて分配する液体オーバーレイ技術（例えばＢｅｎｃｈＭａｒｋ及びＶＥＮ
ＴＡＮＡ　ＤＩＳＣＯＶＥＲＹ染色機で実装されている）；（３）スライド表面を別の表
面（別のスライド又はカバープレート）の近くに平行に配置して狭い隙間を作り、それを
通して毛管力が液体試薬を吸い上げて試料との接触状態を保つキャピラリーギャップ染色
（例えばダコ　ＴＥＣＨＭＡＴＥ、ライカ　ＢＯＮＤ、及びダコ　ＯＭＮＩＳ染色機で用
いられている染色の原理）。キャピラリーギャップ染色を何回か繰り返しても、隙間内の
流体は混ざらない（例えばダコ　ＴＥＣＨＭＡＴＥ及びライカ　ＢＯＮＤで）。キャピラ
リーギャップ染色のいくつかの変形形態では、スライドと曲面の間に隙間ができ、互いに
対向する表面の動きが混合をもたらすトランスレーティングギャップ技術（translating 
gap technology）（米国特許第７８２０３８１号参照）及び、スライドに試料を適用する
ためにキャピラリーギャップ染色と同様の毛管力を利用し、次に試薬の混合を行うために
互いに平行な対向表面を移動させてインキュベーション中に試薬を攪拌するダイナミック
ギャップ染色（dynamic gap staining）（例えば、ＤＡＫＯ　ＯＭＮＩＳスライド染色機
（アジレント）に実装されている染色原理）などのように、試薬が隙間内で混合される。
最近、スライド上に試薬を堆積させるためにインクジェット技術を使用することが提案さ
れている。国際公開第２０１６－１７０００８号参照。この染色原理のリストは網羅的な
ものではなく、本方法及びシステムは、適切な試薬を試料に適用するために使用すること
ができる任意の染色技術（既知のもの及び将来開発されるものの両方）を含むことが意図
されている。
【０１１０】
　本発明は、自動システムに適用される方法に限定されない。いくつかの実施態様におい
て、本発明の方法は、手動で適用される。
【０１１１】
　本発明をいかなる理論又は機構にも限定することを望むものではないが、標的分子のシ
グナル及び発現レベルの定量化を提供する本発明の方法は、バイナリ（プラス又はマイナ
ス）結果を生成する従来の方法と比較して、患者に更なる予後値及び／又は予測値を提供
するのに役立ち得る。更に、本発明の方法は、ＩＨＣアッセイの標準化を提供し得る。本
発明の方法は、複数の標的分子に使用することができる。
【０１１２】
画像処理及び解析
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　組織切片の染色後、試料は、画像取得、画像処理及び解析を受ける。
【０１１３】
　デジタル画像取得システムは、例えばスライドスキャナを含む、２０倍、４０倍又は他
の倍率で染色スライドをスキャンして高解像度のスライド全体のデジタル画像を生成する
ことができる、スライドスキャナなどのスキャニングプラットフォームを含んでもよい。
基本的なレベルでは、典型的なスライドスキャナは、少なくとも（１）対物レンズを備え
た顕微鏡、（２）光源（色素に応じて、ハロゲン、発光ダイオード、白色光及び／又はマ
ルチスペクトル光源など）、（３）スライドガラスを動かす（又はスライドの周囲光学系
を動かす）ためのロボット、（４）画像取得用の１台以上デジタルカメラ、（５）ロボッ
トを制御し、かつ、デジタルスライドを操作、管理及び表示するためのコンピュータ及び
付属のソフトウェアを含む。スライド上の複数の異なるＸＹ位置（また、場合によっては
複数のＺ面）のデジタルデータは、カメラの電荷結合素子（ＣＣＤ）によって取得され、
画像が結合されて、スキャン面全体の合成画像が生成される。これを達成するための一般
的な方法には以下が含まれる：（１）スライドステージ又は光学系をごくわずかずつ動か
して、隣接する正方形とわずかに重なる正方形の画像フレームを取得する、タイルベース
のスキャニング。取得された四角形は、自動的に互いにマッチングされて合成画像を構築
する；及び（２）スライドステージを取得中に１つの軸に沿って動かし、複数の合成画像
「ストリップ」を取得する、ラインベースのスキャニング。その後画像ストリップは、互
いにマッチングされて、より大きな合成画像を生成する。
【０１１４】
　いくつかの実施態様では、撮像装置は、明視野イメージャスライドスキャナであっても
よい。一つの明視野イメージャは、ベンタナ・メディカル・システムズ社により販売され
ているｉＳｃａｎ　Ｃｏｒｅｏ明視野スキャナである。自動化の実施態様では、撮像装置
は、ＩＭＡＧＩＮＧ　ＳＹＳＴＥＭ　ＡＮＤ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳと題された国際出願
番号：ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／００２７７２（国際公開番号：ＷＯ／２０１１／０４９６
０８）、又はIMAGING SYSTEMS, CASSETTES, AND METHODS OF USING THE SAMEと題された
、２０１１年９月９日出願の米国特許出願公開第６１／５３３１１４号に開示されている
ようなデジタル病理装置である。国際出願番号：ＰＣＴ／ＵＳ２０１０／００２７７２及
び米国特許出願公開第６１／５３３１１４号は、全体が参照により援用される。
【０１１５】
　各種スキャナ（例えば明視野）の詳細な概要は、全体が参照により援用されるFarahani
 et al., Whole slide imaging in pathology: advantages, limitations, and emerging
 perspectives, Pathology and Laboratory Medicine Int’l, 第7巻, p. 23-33 (2015年
6月)に見出すことができる。市販のスライドスキャナの例には、３ＤＨｉｓｔｅｃｈ　Ｐ
ＡＮＮＯＲＡＭＩＣ　ＳＣＡＮ　ＩＩ；ＤｉｇｉＰａｔｈ　ＰＡＴＨＳＣＯＰＥ；浜松　
ＮＡＮＯＺＯＯＭＥＲ　ＲＳ、ＨＴ及びＸＲ；Ｈｕｒｏｎ　ＴＩＳＳＵＥＳＣＯＰＥ　４
０００、４０００ＸＴ及びＨＳ；ライカ　ＳＣＡＮＳＣＯＰＥ　ＡＴ、ＡＴ２、ＣＳ、Ｆ
Ｌ及びＳＣＮ４００；Ｍｉｋｒｏｓｃａｎ　Ｄ２；オリンパス　ＶＳ１２０－ＳＬ；Ｏｍ
ｎｙｘ　ＶＬ４及びＶＬ１２０；パーキンエルマー　ＬＡＭＩＮＡ；フィリップス　ＵＬ
ＴＲＡ－ＦＡＳＴ　ＳＣＡＮＮＥＲ；サクラファインテック　ＶＩＳＩＯＮＴＥＫ；ユニ
ック　ＰＲＥＣＩＣＥ　５００及びＰＲＥＣＩＣＥ　６００ｘ；ＶＥＮＴＡＮＡ　ＩＳＣ
ＡＮ　ＣＯＲＥＯ及びＩＳＣＡＮ　ＨＴ；並びにツァイス　ＡＸＩＯ　ＳＣＡＮ．Ｚ１が
含まれる。他の例示的なシステム及び特徴は、例えば、国際公開第２０１１－０４９６０
８号又はIMAGING SYSTEMS, CASSETTES, AND METHODS OF USING THE SAMEと題された、２
０１１年９月出願の米国特許出願公開第６１／５３３１１４号（これらの全体は参照によ
り援用される）に見出すことができる。
【０１１６】
　スキャニングプラットフォームによって生成された画像は、画像解析システムによって
アクセス可能なサーバ又はデータベースに転送されてもよい。いくつかの実施態様におい
て、画像は、１つ以上のローカルエリアネットワーク及び／又はワイドエリアネットワー



(32) JP 2020-514701 A 2020.5.21

10

20

30

40

50

クを介して自動的に転送され得る。いくつかの実施態様において、画像解析システムは、
スキャニングプラットフォーム及び／又は画像取得システムの他のモジュールと一体化さ
れても、又はそれらに含まれてもよく、その場合、画像を画像解析システムに転送するこ
とができる。いくつかの実施態様では、画像取得システムは画像解析システムと通信可能
に接続されていなくてもよく、その場合画像は、任意の種類の不揮発性記憶媒体（例えば
フラッシュドライブ）に格納することができ、かつ、該媒体から画像解析システムへ、又
はそれと通信可能に接続されたサーバ若しくはデータベースへダウンロードすることがで
きる。
【０１１７】
　画像取得システムはまた、（上記のような）自動スライド染色装置又は自動スライド処
理システム及び／又は自動Ｈ＆Ｅ染色プラットフォームに一体化されてもよい。
【０１１８】
　単一染色方法（simplex staining method）では、各連続切片上でＩＨＣが実施され、
その後それらが個別に撮像される。一旦撮像されると、特徴抽出が実施され、その後の分
析のために切片を整列させる。組織切片を整列させるためのソフトウェアは当業者によく
知られている。
【０１１９】
　多重染色方法では、ＩＨＣ及び画像取得は単一の切片に対して実施される。組織切片は
複数のバイオマーカー（例えば複数の色素原など）を特徴とするので、様々なシグナルを
識別するために画像を処理する。例えば、多重染色組織切片画像の処理は、各バイオマー
カーについてデジタル画像をその個々の構成染料に分解すること（スペクトル分離（spec
tral unmixing）、色分解、カラーデコンボリューション等としても知られている）と、
混色中の各染料の割合を得ることとを特徴とし得る。この方法は例えば、デジタル画像を
、第１の色素原（第１のバイオマーカー）についての第１の分解画像、第２の色素原（第
２のバイオマーカー）についての第２の分解画像などに分解することを含み得る。通常、
画像取得はＲＧＢカラー画像を得るが、ＲＧＢカラー画像は、下にある共局在化されたバ
イオマーカー発現が混ざったものである。ＲＧＢ画像の各画素を構成染色剤の集合とそれ
らの各々の寄与分とに分解するためのいくつかの技術が提案されてきた。Ruifrokら(Anal
. Quant. Cytol. Histol., 2001, 23:291-299)は、ＲＧＢ画像を最大３つの染色剤に分解
する、カラーデコンボリューションと呼ばれる分解方法を開発した。マルチスペクトル画
像を分解するための他の方法には、Chen及びSrinivas (Comput Med Imaging Graph, 2015
, 46(1):30-39)、Kesheva (Lincoln Laboratory Journal, 2003, 14:55-78)、Greer (IEE
E Trans Image Proc., 2012, 221:219-228)、並びにYangら(IEEE Trans. Image Proc., 2
011, 20:1112-1125)に記載されているものが含まれる。
【０１２０】
　この分解方法は、染色剤特異的チャンネルを抽出し、組織と染色剤の組み合わせの標準
タイプでよく知られている色基準ベクトル（color reference vector）又は基準スペクト
ルを使用して、個々の染色剤の局所濃度を決定する。スキャンされた画像の各画素は、画
像値のベクトル又は色ベクトルによって表され、各染色剤は、色基準ベクトルに対応する
。染色剤の局所濃度は、色基準ベクトルの倍率によって表される。したがって、異なる濃
度を有する複数の同一場所に位置する染色剤を含む画素の色ベクトルは、存在する染色剤
全ての基準スペクトルの線形結合である。明視野（透過）撮像では、染色された組織によ
って放出される光の強度は光学密度空間に変換され、様々な染色剤の混合は寄与する基準
スペクトルの重み付き線形結合によって表される。
【０１２１】
　特定の実施態様では、染色された組織切片は、濃度依存性染色剤（例えば、様々な濃度
で様々な色特性を有する染色剤）を含み得る。したがって、組織切片のデジタル画像を分
解する方法は、光散乱の影響及び光散乱が（様々な染色剤濃度において）検出光中のＲＧ
Ｂチャネルシグナルの割合をどのように変化させ得るかを説明することができる。これは
、濃度依存性染色剤のための一組の色基準ベクトルから選択された濃度依存性染色剤のた
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めの最適な色基準ベクトルを選択すること（ここで、その組のうちの各色基準ベクトルは
、異なる濃度レベルの濃度依存性染色剤を記述するか又は特徴付ける）と、選択された最
適な色基準ベクトルを用いて画像を分解することとを特徴とし得る。
【０１２２】
　特定の実施態様では、対象領域（ＲＯＩ）は、デジタル画像内で手動で識別される。例
えば、訓練を受けた専門家は、試料のデジタル画像上に１つ以上の形態学的領域を手動で
描写することができる。他の実施態様では、コンピュータ実行システムは、ユーザがＲＯ
Ｉにアノテーションを付けるのを支援することができる（「半自動ＲＯＩアノテーション
」という）。例えばユーザは、デジタル画像の１つ以上の領域の輪郭を描き、その後、シ
ステムがそれを完全なＲＯＩに自動的に変換する。例えば、所望のＲＯＩが侵襲性マージ
ン（ＩＭ）領域である場合、ユーザは、（例えば輪郭を描くこと、トレースすることによ
って）ＩＭ領域又は全腫瘍（ＷＴ）領域を描くことができ、且つ、システムは、コンピュ
ータビジョン及び機械学習を使用してＩＭ領域と同様の形態学的特徴を有する領域を識別
するパターン認識機能を適用する。他の多くの構成も同様に使用することができる。ＲＯ
Ｉ生成が半自動化されている場合、ユーザは、例えばＲＯＩを拡張すること、解析から除
外されるＲＯＩ又はＲＯＩ内のオブジェクトにアノテーションを付けること等によって、
コンピュータシステムによりアノテーションを付けられたＲＯＩを修正するオプションが
与えられ得る。他の実施態様では、コンピュータシステムは、ユーザからの直接の入力な
しにＲＯＩを自動的に提案することができる（「自動ＲＯＩアノテーション」という）。
例えば、ＲＯＩとして使用するための所望の形態学的領域を識別するために、予め訓練さ
れた組織セグメンテーション機能又は他のパターン認識機能をアノテーションなしの画像
に適用することができる。ユーザは、例えばＲＯＩを拡張すること、解析から除外される
ＲＯＩ又はＲＯＩ内のオブジェクトにアノテーションを付けること等によって、コンピュ
ータシステムによりアノテーションを付けられたＲＯＩを修正するオプションが与えられ
得る。Ｈ＆Ｅスライドの単一連続切片については、腫瘍領域が識別され（アノテーション
を付けられ）、そのアノテーションが画像の「登録」と呼ばれるプロセスにおいて他の連
続画像に転送され得る。登録は、多重アッセイでも行われ得る。
【０１２３】
　画像解析システムは、例えばデスクトップコンピュータ、ラップトップコンピュータ、
タブレット、スマートフォン、サーバ、特定用途向けコンピュータ装置、又は本明細書に
記載の技術及び操作を実行することができる他の任意の種類の電子装置等といった、１つ
以上のコンピュータ装置を特徴とし得る。いくつかの実施態様において、画像解析システ
ムは、単一の装置として実装されてもよい。他の実施態様において、画像解析システムは
、２つ以上の装置の組み合わせとして実装されてもよい。例えば、画像解析システムは、
１つ以上のローカルエリアネットワーク及び／又はインターネットなどのワイドエリアネ
ットワークを介して互いに通信可能に接続された、１台以上のサーバコンピュータと１台
以上のクライアントコンピュータとを含み得る。
【０１２４】
　画像解析システムは、メモリ、プロセッサ及びディスプレイを含み得る。メモリは、例
えばランダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、電気的消去可能プログラム可能読み出し専用メ
モリ（ＥＥＰＲＯＭ）などの読み出し専用メモリ、フラッシュメモリ、ハードドライブ、
ＳＳＤ（ソリッドステートドライブ）、光ディスク等、任意の種類の揮発性又は不揮発性
メモリの任意の組み合わせを含み得る。プロセッサは、例えば中央演算処理装置（ＣＰＵ
）、グラフィック処理ユニット（ＧＰＵ）、特殊目的のシグナル又は画像プロセッサ、フ
ィールド・プログラマブル・ゲート・アレイ（ＦＰＧＡ）、テンソル・プロセッシング・
ユニット（ＴＰＵ）等、任意の種類の１つ以上のプロセッサを含み得る。
【０１２５】
　ディスプレイは、ＬＣＤ、ＬＥＤ、ＯＬＥＤ、ＴＦＴ、プラズマ等、任意の適切な技術
を用いて実装することができる。いくつかの実装形態では、ディスプレイは、タッチセン
サーディスプレイタッチスクリーン）であってもよい。
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【０１２６】
　画像解析システムはまた、オブジェクト識別子、関心領域（ＲＯＩ）生成器、ユーザイ
ンタフェースモジュール及びスコアリングエンジンも含み得る。各モジュールを複数のサ
ブモジュールとして実装することもできること、また、任意の２つ以上のモジュールを単
一のモジュールに組み合わせることも可能なことを当業者は理解することができる。更に
、いくつかの実施態様では、システムは、追加のエンジン及びモジュール（例えば入力装
置、ネットワーキング及び通信モジュール等）を含み得る。本明細書に開示のモジュール
を実装するのに有用な、例示的な市販のソフトウェアパッケージには、ＶＥＮＴＡＮＡ　
ＶＩＲＴＵＯＳＯ；ＤｅｆｉｎｉｅｎｓのＴＩＳＳＵＥ　ＳＴＵＤＩＯ、ＤＥＶＥＬＯＰ
ＥＲ　ＸＤ、及びＭＡＧＥ　ＭＩＮＥＲ；並びにＶｉｓｏｐｈａｒｍ　ＢＩＯＴＯＰＩＸ
、ＯＮＣＯＴＯＰＩＸ、及びＳＴＥＲＥＯＴＯＰＩＸソフトウェアパッケージが含まれる
。
【０１２７】
　画像を取得した後、画像解析システムは、画像をオブジェクト識別子に渡すことができ
るが、このオブジェクト識別子は、後でスコアリングに使用される画像内の関連オブジェ
クト及び他の特徴を識別及びマークするために機能する。本発明において、バイオマーカ
ーは、定量化可能な点状ドットとして現れる。したがって、画像解析において識別される
オブジェクトは、ＲＯＩ内の点状ドットである（例えば腫瘍全体、侵襲性マージン、腫瘍
コア、腫瘍周辺領域等．）。
【０１２８】
　オブジェクト識別子とＲＯＩのアノテーション（ＲＯＩ生成器）は、任意の順序で実装
することができる。例えば、オブジェクト識別子は、最初に画像全体に適用されてもよい
。識別されたオブジェクトの位置及び特徴は、ＲＯＩ生成器が実装されるときに記憶され
、呼び出され得る。スコアは、ＲＯＩの生成と同時にスコアリングエンジンによって生成
され得る。或いは、ＲＯＩ　生成器を最初に実装することができる。この場合、オブジェ
クト識別子は、ＲＯＩ上にのみ実装されても、又は画像全体に実装されてもよい。　　オ
ブジェクト識別子及びＲＯＩ生成器を同時に実装することも可能である。
【０１２９】
　オブジェクト識別子とＲＯＩ生成器の両方が実装された後で、スコアリングエンジンが
実装される。
【０１３０】
　図６は、従来の方法を用いたびまん性染色と比較して、本発明の方法（ｑＩＨＣ）を用
いて発現レベルが低から中程度のＨＥＲ２で観察された点状ドットシグナル（下のパネル
）を示している。びまん性染色は組織試料のより広い領域を覆うので、点状ドットはびま
ん性染色とは異なる。本明細書の方法は、組織切片中に標識された１以上のバイオマーカ
ーについて点状ドットシグナルを使用する、組織切片のスコアリングを提供する。例えば
、画像解析ソフトウェアは、定量化されたバイオマーカー（オブジェクト・メトリック）
を所定のスコアリング関数に入力して、組織切片についてのスコアを得ることができる。
【０１３１】
　本発明はまた、本明細書に記載の自動システムと共に使用するためのコンピューティン
グシステム及びコンピュータアルゴリズムを提供する。
【実施例】
【０１３２】
実施例１
　実施例１は、本発明の方法を用いた一連の実験を記載している。本発明は、本明細書に
記載の方法、システム及び組成物に限定されない。
【０１３３】
　実験１：Ｖ５エピトープタグ４Ｂ５抗Ｈｅｒ２ウサギモノクローナル抗体＋マウス抗Ｖ
５－ＨＲＰコンジュゲート＋チラミド－ＤＩＧ＋マウス抗ＤＩＧ－ＨＲＰコンジュゲート
＋銀色素原を含む高感度検出システム（本発明の方法）を組み立てた。各組織試料中の、
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Ｈｅｒ２発現細胞に結合した抗Ｈｅｒ２抗体の特異的（バックグラウンドがほとんど又は
全くない）且つ高感度な検出を可能にする抗Ｖ５－ＨＲＰコンジュゲート濃度の決定は、
滴定実験を用いて達成された。扁桃及びＨｅｒ２　３ｉｎ１異種移植片スライドを、Ｖ５
エピトープタグ４Ｂ５抗Ｈｅｒ２ウサギモノクローナル抗体又は陰性コントロール（抗体
希釈剤）及び様々な濃度の抗Ｖ５－ＨＲＰコンジュゲートを用いて染色した。チラミド－
ＤＩＧ＋マウス抗ＤＩＧ－ＨＲＰコンジュゲート＋銀色素原試薬（マウス抗Ｖ５－ＨＲＰ
コンジュゲートは省いた）に対する特異性（バックグラウンドシグナルがほとんど又は全
くない）を実証するために同様の実験を行った。
【０１３４】
　実験２：最適な試薬濃度並びに５７つの扁桃及び５つのＨｅｒ２　３ｉｎ１異種移植片
スライドを用いて実験１を繰り返した。結果は、ＲＴＤ　ＯｐｔｉＶｉｅｗ　ａｍｐ　Ｄ
ＡＢ　検出システムと比較して、高感度検出システム（本発明の方法）の感度の増加を実
証した。
【０１３５】
　実験３：点状ドットシグナルを発生させるために銀色素原をチラミド－ローダミン染料
で置き換える有用性を評価するために実施した実験。Ｖ５エピトープタグ４Ｂ５抗Ｈｅｒ
２ウサギモノクローナル抗体＋マウス抗Ｖ５－ＨＲＰコンジュゲート＋チラミド－ＤＩＧ
＋マウス抗ＤＩＧ－ＨＲＰコンジュゲート＋チラミド－ローダミン染料色素原を含む高感
度検出システム（本発明の方法）を利用し、扁桃及びＨｅｒ２　３ｉｎ１異種移植片スラ
イドを染色した。一次抗体スライドは、陰性コントロールスライドとして役立たたなかっ
た。３つの異なるチラミド－ローダミン染料色素原（チラミド－ローダミン６Ｇ、チラミ
ド－テトラメチルローダミン（ＴＡＭＲＡ）、及びチラミド－スルホローダミン１０１（
テキサスレッド）について点状ドットシグナルが観察された。点状ドットシグナルを発生
させる有用性は、コンピュータアルゴリズムを使用して分解可能な狭い吸光度スペクトル
を有する色素原染料用いて、高感度タンパク質検出システムを多重システムに適合させる
能力を示唆する。
【０１３６】
　実験４：分泌タンパク質因子の検出のための高感度タンパク質検出システム（本発明の
方法）の有用性を評価するために実施した実験。白血球（Ｔ細胞）生物学及び炎症過程に
おけるその十分に裏付けられた生物学的役割のために、インターフェロンガンマ（ＩＦＮ
ｇ）がモデル分泌因子として選択された（反応性扁桃組織においてＴ及びＮＫＴ細胞によ
って発現される可能性がある）。ポリクローナル天然（未修飾）ウサギ抗ヒトＩＦＮｇを
購入し（Ａｂｃａｍ）、ヒト３つのヒト扁桃組織（推定陽性試料）及びＨｅｒ２　３ｉｎ
１異種移植片組織（異種移植片組織が、Ｔ及びＮＫＴ細胞を欠く免疫不全（ＳＣＩＤ）マ
ウス内で増殖したヒトがん細胞株からなるため、推定陰性コントロール）を染色するため
に使用した。高感度検出システム（本発明の方法）を用いたウサギ抗体の高感度且つ特異
的な検出のためのＲＴＤ　ＯｍｎｉＭａｐポリクローナルヤギ抗ウサギＨＲＰコンジュゲ
ートの適切な濃度を決定するために、滴定実験を事前に行った（チラミド－ＤＩＧ＋マウ
ス抗ＤＩＧ－ＨＲＰコンジュゲート＋銀色素原）；市販の０．２５ｘの試薬はバックグラ
ウンドシグナルをほとんど又は全く生じなかった）。免疫細胞から分泌されたＩＦＮｇの
検出のための高感度システムの有用性は、少数の細胞の周囲の強いシグナル及び他の細胞
から出る、比較的びまん性のシグナルとして観察された。分泌因子の検出のためのこの技
術の特異性は、大多数の扁桃細胞におけるシグナルの欠如及びＨｅｒ２　３ｉｎ１異種移
植片組織でのシグナルの欠如によってサポートされた。図７は、従来のＩＨＣ法（上のパ
ネル）及び本発明の方法であるｑＩＨＣ（下のパネル）を用いた、反応性扁桃中のＩＦＮ
ｇの免疫組織化学の結果を示す。従来の方法を用いたびまん性染色と比較して、本発明の
方法（ｑＩＨＣ）を用いて観察されたＩＦＮガンマの点状ドットシグナルに注目されたい
。これは、本発明の方法が分泌標的分子に使用され得ることを示唆する。
【０１３７】
　実験５：高感度タンパク質検出技術（本発明の方法）が単一タンパク質分子に結合した
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個々の抗体の検出を可能にするという仮説を試験するために実施した実験。以下の試薬を
含む二色検出システムを組み立てた：Ｖ５エピトープタグ４Ｂ５抗Ｈｅｒ２ウサギモノク
ローナル抗体＋マウス抗Ｖ５－ＨＲＰコンジュゲート＋チラミド－ＤＩＧ＋マウス抗ＤＩ
Ｇ－ＨＲＰコンジュゲート＋チラミド－ＴＡＭＲＡ色素原（赤色シグナル）及びＥ２エピ
トープタグ４Ｂ５抗Ｈｅｒ２ウサギモノクローナル抗体＋ウサギ抗Ｅ２－ＨＲＰコンジュ
ゲート＋チラミド－ＮＰ＋マウス抗ＮＰ－ＨＲＰコンジュゲート＋銀色素原（黒色シグナ
ル）。事前に実験を実施して、Ｖ５及びＤＩＧ検出試薬構成を最適化するために使用され
たものと同じモデルを使用して、高感度且つ特異的なシグナルの発生のためのＥ２－ＨＲ
Ｐ及びＮＰベースの検出試薬の適切な濃度を決定した。単一タンパク質分子に結合した個
々の抗体からシグナルを発生させるための高感度検出技術（本発明の方法）の有用性は、
扁桃又はＨｅｒ２　３ｉｎ１異種移植片組織（ＺＲ７５．１異種移植片）内のＨｅｒ２発
現細胞における個々の黒色又は赤色シグナルの発生によってサポートされた。
【０１３８】
実施例２
　図９について、多重染色アッセイを使用して、Ｈｅｒ２について扁桃組織を染色した。
マウス抗Ｖ５－ＨＲＰ＋チラミド－ＤＩＧ＋マウス抗ＤＩＧ－ＨＲＰ＋チラミド－ＴＡＭ
ＲＡ色素原（桃色）を用いて、Ｖ５エピトープタグ抗Ｈｅｒ２モノクローナル抗体４Ｂ５
を染色した。マウス抗Ｅ２－ＨＲＰ＋チラミド－ＮＰ＋マウス抗ＮＰ－ＨＲＰ＋銀色素原
（黒色））を用いて、Ｖ５エピトープタグ抗Ｈｅｒ２モノクローナル抗体４Ｂ５を染色し
た。Ｖ５抗Ｈｅｒ２モノクローナル抗体とＥ２タグ４Ｂ５抗Ｈｅｒ２モノクローナル抗体
は標的Ｈｅｒ２タンパク質中の同じアミノ酸配列について競合し、検出を実行する前に一
緒にインキュベートしたことに留意されたい。単一の桃色の点状ドットシグナルは、標的
に結合した個々の単一Ｖ５－標識４Ｂ５　ｍＡｂに由来する可能性が高く、各抗体は単一
のＨｅｒ２タンパク質にのみ結合する可能性が高い。図９は、個々のエピトープに結合し
た個々の抗体の検出（例えば単一タンパク質分子検出）と一致している。図１０は、アッ
セイの特異性を実証する、扁桃組織におけるＨｅｒ２タンパク質の検出を示す。左のパネ
ルはコントロール試料を示し、右のパネルはＨｅｒ２について染色された試料を示す。使
用した検出システムは、ＯｍｎｉＭａｐ　ｘＲＢＴ－ＨＲＰ（０．２５ｘ）、ｔｙｒ－Ｄ
ＩＧ、ｘＤＩＧ－ＨＲＰ、及び銀（Ａｇ）であった。
【０１３９】
　本明細書に記載されるもの以外に、上記説明から当業者には本発明の種々の修正例が明
らかである。このような修正例も、特許請求の範囲に含まれることが意図される。本明細
書に引用される各参照文献は、内容の全体が参照により本明細書に援用される。
【０１４０】
　本発明の好ましい実施態様が示され、記載されているが、当業者には、それらに添付の
特許請求の範囲を超えない修正がなされてもよいことが容易に明らかである。したがって
、本発明の範囲は、以下の特許請求の範囲によってのみ限定される。特許請求の範囲で列
挙される参照番号は、例示的且つ特許事務所のレビューを容易にするためだけのものであ
り、決して限定的ではない。いくつかの実施態様において、この特許出願に提示される図
は、角度、寸法比等を含め、縮尺通りに描かれている。いくつかの実施態様において、図
は代表的であるのみであり、特許請求の範囲は図の寸法により制限されない。いくつかの
実施態様において、語句「含む」を使用する本明細書に記載される発明の説明は、「から
成る」として記載することのできる実施態様を含み、したがって、用語「から成る」を使
用する本発明の一又は複数の実施態様を主張するためのそのような書面の説明要件が満た
される。
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摘要(译)

提供了用于靶蛋白分子（包括分泌的靶蛋白分子）的定量免疫组织化学
（IHC）的方法和系统。 该方法涉及对靶蛋白分子具有特异性的一抗;与
二抗酶结合的二抗（二抗对一抗具有特异性）;与酪胺半抗原结合的酪酰
胺（其中二抗为 抗体酶催化酪酰胺半抗原在样品上的附着;与第三抗体酶
偶联的第三抗体（叔抗体对酪酰胺半抗原是特异性的）;以及色原（其中
第三抗体酶是发色原）。 将催化反应以显现色原的反应引入样品中。 使
用显微镜将发色团显示为点状点。 [选择图]图6
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