
(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
制を達成し超高感度の免疫組織化学的染色による抗原の検出方法を提供するものである。
【解決手段】本発明の抗原の検出方法は、固定組織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。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 固 定 組 織 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 抗 原 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 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 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 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 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 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 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 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 、 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 １ ～ 4項 の い ず れ か 1項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 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 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 ７ 】
　 さ ら に 、 非 特 異 反 応 生 成 物 、 及 び そ の 他 の 残 存 反 応 物 を 除 去 す る た め に 、 加 熱 し た 洗 浄
液 に よ っ て 洗 浄 す る 工 程 を 含 む 、 こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ 項 の い ず れ か 1項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 加 熱 し た 洗 浄 液 の 温 度 が 、 ２ ５ ～ ６ ０ ℃ の 範 囲 内 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 標 識 物 が 、 可 視 化 す る こ と が で き る 物 質 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 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
で あ る 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 蛍 光 物 質 が 、 フ ル オ レ ス セ ン ス ・ イ ソ チ ア ネ － ト で あ る 請 求 項 １ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 反 応 液 、 反 応 時 間 、 及 び 洗 浄 回 数 を プ ロ グ ラ ム し て 自 動 免 疫 装 置 に 組 み 込 み 、 自 動 化 し
て 行 な う 請 求 項 １ ～ １ １ 項 の い ず れ か 1項 に 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 、 抗 原 の 検 出 方 法 に 関 し 、 特 に 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 用 い た 抗 原 の 検 出 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
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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 記 載 さ 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 】
　 Ｐ Ａ Ｐ 法 は 、 「 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 、 非 特 許 文 献 １ 」 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ に は 、 ウ サ ギ
の 一 次 抗 体 を 反 応 さ せ 、 次 ぎ に 、 過 剰 な ブ タ 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 反 応 さ せ る 方 法 で あ る （ 当 該
文 献 、 ｐ ． １ ３ ６ -１ ３ ８ ） 。 ブ タ 抗 ウ サ ギ 抗 体 の ２ つ の ウ サ ギ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 の 一
つ に 、 ウ サ ギ 抗 Ｈ Ｒ Ｐ 抗 体 と Ｈ Ｒ Ｐ を 可 溶 性 結 合 さ せ た 複 合 体 （ Ｐ Ａ Ｐ 複 合 体 ） を 抗 原 抗
体 反 応 で 結 合 す る 。 Ｈ Ｒ Ｐ と 過 酸 化 水 素 水 と ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 等 の カ ッ プ リ ン グ 色 素 で
抗 原 の 存 在 部 位 に 呈 色 反 応 を 生 じ さ せ る 。 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 を 対 比 染 色 し た 後 に 、
濃 度 の 漸 増 す る エ タ ノ ー ル 系 列 に 切 片 を 浸 し 脱 水 し 、 キ シ レ ン を 浸 透 さ せ 、 カ バ ー ガ ラ ス
で プ ラ ス チ ッ ク 溶 剤 を 用 い て 封 入 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 次 に 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 は 、 上 記 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． １ ３ ８ -１ ４ ４ に 記 載 さ れ て い る 。 こ の
方 法 に よ れ ば 、 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 切 片 の パ ラ フ ィ ン の 除 去 、 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． １ ６ ３
に 記 載 さ れ て い る ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化 水 素 水 メ ー タ ノ ー ル 液 に ２ ０ 分 間 浸 し 内 因 性 ぺ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 活 性 を 抑 制 し 、 リ ン 酸 緩 衝 液 で 親 水 化 す る 。 切 片 中 の 抗 原 を 一 次 抗 体 で 標 識 す る
。 ビ オ チ ン 化 二 次 抗 体 を 一 次 抗 体 と 反 応 さ せ 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン -Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 で 標 識
し 、 Ｈ Ｒ Ｐ と 過 酸 化 水 素 水 と ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 等 の カ ッ プ リ ン グ 色 素 で 抗 原 の 存 在 部 位
に 呈 色 反 応 を 生 じ さ せ る 。 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 で 核 を 対 比 染 色 し た 後 に 、 濃 度 の 漸 増 す る
エ タ ノ ー ル 系 列 に 切 片 を 浸 し 脱 水 し 、 キ シ レ ン を 浸 透 さ せ 、 カ バ ー グ ラ ス で プ ラ ス チ ッ ク
溶 剤 を 用 い て 封 入 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 体 を 用 い る 方 法 は 、 上 記 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． １ ５ ８ に 記
載 さ れ て い る 。 こ れ に よ れ ば 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 と 同 様 に 固 定 標 本 切 片 を 親 水 化 し 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標
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識 の 一 次 抗 体 で 抗 原 を 標 識 す る か 、 抗 原 と 反 応 さ せ た 一 次 抗 体 を Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 二 次 抗 体 で
標 識 し 、 そ の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ を Ｈ Ｒ Ｐ な ど の 酵 素 で 標 識 し た 抗 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 体 と 反 応 さ せ 、 Ｈ Ｒ Ｐ
な ど の 呈 色 反 応 で 、 抗 原 の 検 出 を 間 接 的 に 行 う 。 ザ イ メ ッ ド 社 の ホ ー ム ペ ー ジ （ 以 下 、 非
特 許 文 献 ２ と い う ） に 、 商 業 的 に こ の キ ッ ト の 記 載 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 特 開 ２ ０ ０ １ -１ ８ １ ２ ９ ９ 号 （ 以 下 、 特 許 文 献 １ と い う ） で は 、 ポ リ マ ー 試 薬
法 が 知 ら れ て い る 。 特 許 文 献 １ で は 、 ポ リ マ ー を 担 体 と し て 酵 素 （ Ｈ Ｒ Ｐ 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 の 記 載 が あ る 。 こ
の 特 許 文 献 １ の 請 求 項 １ ３ に 、 ポ リ マ ー 試 薬 法 の 記 載 が あ る 。 ま た 、 上 記 非 特 許 文 献 １ の
ｐ ． １ ４ ７ に 、 以 下 に 示 す ポ リ マ ー 試 薬 法 の 実 施 法 の 記 載 が あ る 。 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 と 同 様 に 固
定 標 本 切 片 を 親 水 化 し 、 切 片 中 の 抗 原 を 特 異 抗 体 と 反 応 さ せ 、 二 次 抗 体 と Ｈ Ｒ Ｐ 等 の 酵 素
と ポ リ マ ー の 複 合 体 と 反 応 さ せ 、 Ｈ Ｒ Ｐ な ど の 呈 色 反 応 で 、 抗 原 の 検 出 を 間 接 的 に 行 う 。
商 業 的 に は 、 Ｅ Ｎ Ｖ Ｉ Ｓ Ｉ Ｏ Ｎ 、 Ｃ ｈ ｅ ｍ Ｍ ａ ｔ ｅ 　 Ｅ Ｎ Ｖ Ｉ Ｓ Ｉ Ｏ Ｎ が ダ コ サ イ ト メ ー
シ ョ ン 社 か ら 、 ｓ ｉ ｍ ｐ ｌ ｅ 　 ｓ ｔ ａ ｉ ｎ 　 ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ が ニ チ レ イ か ら 、 二 次 抗 体 の 代
わ り に 特 異 抗 体 と 酵 素 と ポ リ マ ー の 複 合 体 を 用 い る Ｅ Ｐ Ｏ Ｓ 　 ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ が ダ コ サ イ ト
メ ー シ ョ ン 社 か ら 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｄ は 、 米 国 特 許 第 　 ５ ， ７ ３ １ ， １ ５ ８ 　 号 （ 以 下 、 特 許 文 献 ２ と い う ）
に 記 載 が あ り 、 こ の 特 許 文 献 ２ で は 、 ｃ ｌ ａ ｉ ｍ 　 ９ に 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド や 蛍 光
標 識 （ フ ル オ レ ス シ ン ・ イ ソ サ イ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 等 ） タ イ ラ マ イ ド の 利 用 の 記 述 が
あ る 。 こ の 特 許 文 献 ２ の 請 求 項 ９ に 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド の Ｃ Ａ Ｒ Ｄ の 記 載 が あ る 。
上 記 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． １ ５ ０ -１ ５ ２ と Ｊ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｌ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ ． 　 １ ９
８ ９ （ 以 下 、 非 特 許 文 献 ３ と い う ） で は 、 酵 素 反 応 で の 特 異 物 質 の 沈 着 を 特 定 の 物 質 の 検
出 の 増 幅 に 用 い 、 超 高 感 度 の 検 出 が 可 能 で あ る と の 記 載 が あ る 。 ま た 、 Ｌ ａ ｂ 　 Ｉ ｎ ｖ ｅ
ｓ ｔ ． （ 以 下 、 非 特 許 文 献 ４ と い う ） で は 、 化 学 固 定 さ れ た 組 織 の パ ラ フ ィ ン 切 片 で 、 抗
原 回 復 処 理 と 〔 非 特 許 文 献 １ 〕 の 標 識 シ グ ナ ル の 増 幅 法 の 組 み 合 わ せ （ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ
ｘ 法 ） で 、 化 学 固 定 さ れ た 組 織 の パ ラ フ ィ ン 切 片 で は 検 出 で き な か っ た 抗 原 を 検 出 す る こ
と が で き る と の 記 載 が あ る 。 上 記 非 特 許 文 献 ３ 及 び 上 記 非 特 許 文 献 ４ に 、 超 高 感 度 の 免 疫
組 織 化 学 的 染 色 法 の 以 下 に 示 す 実 施 法 の 記 載 が あ る 。 す な わ ち 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 と 同 様 に 固 定
標 本 切 片 を 親 水 化 し 、 抗 原 回 復 し 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 で 抗 原 を 標 識 し 、 Ｈ Ｒ Ｐ に よ る ビ オ チ ン 化
タ イ ラ マ イ ド を 沈 着 さ せ 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン -Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 で 標 識 増 幅 を 行 い 、 抗 原 の
検 出 感 度 を ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 の １ ０ ０ ０ 倍 に 増 幅 す る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 行 う 方 法
で あ る 。 こ の 染 色 方 法 は Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ ｘ 法 と し て 報 告 さ れ 、 商 業 的 に は ｃ ａ ｔ ａ ｌ ｙ
ｚ ｅ ｄ 　 ｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ 　 ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 （ Ｃ Ｓ Ａ ） 　 ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ と し て
ダ コ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 よ り 供 給 さ れ て い る 。 し か し 、 抗 原 回 復 に よ る 内 因 性 ビ オ チ ン に
よ る 非 特 異 反 応 は 強 く 、 非 特 許 文 献 １ の ｐ １ ６ ４ -１ ６ ５ に 記 載 の 内 因 性 ビ オ チ ン を ０ ．
１ ％ ア ビ チ ン 溶 液 と ０ ． ０ １ ％ ビ オ チ ン 溶 液 に 浸 し マ ス ク す る 方 法 を 導 入 し た も の が 開 発
さ れ た 。 そ し て 、 Ｄ Ｅ Ｎ Ｄ Ｒ Ｉ Ｔ Ｉ Ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ Ｓ 　 １ ９ ９ ７ （ 以 下 、 非 特 許 文 献 ５ と い
う ） と 平 成 １ ０ 年 度 ～ 平 成 １ １ 年 度 科 学 研 究 費 補 助 金 （ 基 盤 研 究 （ Ｃ ） （ ２ ） ） 研 究 成 果
報 告 書 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 関 連 疾 患 の Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 超 高 感 度 組 織 科 学 的 検 出 法 に よ る 研 究 （ 以 下
、 非 特 許 文 献 ６ と い う ） に 記 載 の ｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ ｅ ｄ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ ｘ 法 が 開 発 さ れ た
。 ま た 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 の 代 わ り に 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 体 を 用 い る 方 法 に 、 Ｈ Ｒ Ｐ に よ
る ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド を 沈 着 さ せ 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン -Ｈ Ｒ Ｐ 複 合 体 で 標 識 増 幅 を
行 い 、 抗 原 の 検 出 感 度 を Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抗 体 を 用 い る 方 法 の １ ０ ０ ０ 倍 に 増 幅 す る
超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 が キ ッ ト 化 さ れ 、 非 ビ オ チ ン 法 の CSAIIと し て ダ コ サ
イ ト メ ー シ ョ ン 社 か ら 供 給 さ れ て い る 。 さ ら に 、 米 国 特 許 第 　 ６ ， ２ ０ ３ ， ９ ８ ９ 号 （ 以
下 、 特 許 文 献 ５ と い う ） で は 、 標 的 核 酸 を 標 識 す る ｉ ｎ -ｓ ｉ ｔ ｕ 　 ｈ ｙ ｂ ｒ ｉ ｄ ｉ ｚ ａ
ｔ ｉ ｏ ｎ の 増 幅 し た シ グ ナ ル を 可 視 化 す る 方 法 と し て 、 Ｈ Ｒ Ｐ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ な ど の 酵 素 反 応 の 他 に 、 蛍 光 標 識 （ フ ル オ レ ス シ ン ・ イ ソ サ イ ア ネ ー ト （ Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ ） 等
） が 利 用 で き る と の 記 載 が あ る 。 特 許 文 献 ２ の 請 求 項 ９ と 特 許 文 献 ５ に Ｃ Ａ Ｒ Ｄ で の 沈 着
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し た タ イ ラ マ イ ド の 標 識 に 、 蛍 光 物 質 を 使 う 記 載 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 に お け る 非 特 異 反 応 は 、 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 問 題
が あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ の よ う な 非 特 異 反 応 は 、 固 定 組 織 標 本 切 片 に 内 在 す る 原 因 に よ る も の と 固 定 組 織 標 本
切 片 の 処 理 に 起 因 す る も の 、 染 色 の 各 反 応 の 試 薬 の 問 題 、 染 色 の 各 反 応 後 の 洗 浄 の 問 題 、
染 色 操 作 の 問 題 が 原 因 と な る も の が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う な 非 特 異 的 反 応 に よ る 問 題 を 解 決 す る た め に 、 内 因 性 ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 に
よ る 非 特 異 反 応 の 抑 制 方 法 が 知 ら れ て い る （ 上 記 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． １ ６ ３ ） 。 内 因 性 ぺ
ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 に よ る 非 特 異 反 応 は 、 固 定 組 織 標 本 切 片 の 内 在 す る 原 因 に よ る 非 特 異
反 応 の 一 つ で あ る 。 内 因 性 ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の 抑 制 は 、 固 定 組 織 標 本 パ ラ フ ィ ン 切 片
の パ ラ フ ィ ン を 除 き 親 水 化 の 前 に 、 ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化 水 素 メ タ ノ ー ル 溶 液 に 切 片 を ２ ０ 分
間 浸 す か 、 親 水 化 後 に ０ ． ３ ％ 過 酸 化 水 素 リ ン 酸 緩 衝 液 に ５ 分 間 浸 し て 行 な う 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 抗 体 の 非 特 異 反 応 は 、 染 色 の 各 反 応 の 試 薬 の 問 題 、 染 色 の 各 反 応 後 の 洗 浄 の 問 題 に よ る
非 特 異 反 応 に 含 ま れ る 。 染 色 に 関 わ る 非 特 異 的 反 応 の 問 題 に 対 し て 、 断 片 化 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 抗 体 を 特 異 （ 一 次 ） 抗 体 や 二 次 抗 体 に 用 い る こ と で 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る こ と が 知 ら れ
て い る 米 国 特 許 第 　 ５ ， ８ ６ ９ ， ２ ７ ４ 　 号 （ 以 下 、 特 許 文 献 ４ と い う ） で は 、 特 異 抗 体
反 応 の 前 に 一 価 の 抗 体 を 反 応 さ せ る こ と で 、 抗 体 の 非 特 異 反 応 を 抑 制 で き る と の 記 載 が あ
る 。 こ の 特 許 文 献 ４ と 上 記 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． ４ ３ ） 。 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． 　 １ ８ ５ に 、
抗 体 希 釈 液 に 一 次 抗 体 と 対 応 し た ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ サ ギ な ど の 動 物 血 清 を １ ％ か ら ５ ％ 加
え る こ と で 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る こ と の 記 載 が あ る 。 ま た 、 非 特 許 文 献 １ の ｐ ． １ １ ５ に
、 ０ ． ２ ５ ％ カ ゼ イ ン 溶 液 を 抗 体 反 応 の 前 に ５ ～ ３ ０ 分 間 反 応 さ せ る こ と で 非 特 異 反 応 抑
制 す る こ と の 記 載 が あ る 。 抗 体 希 釈 液 に ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ な ど の 界 面 活 性 剤 を 添 加
し た ト リ ス 緩 衝 液 が 商 業 的 に 供 給 さ れ 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 抗 原 回 復 法 に よ る 非 特 異 反 応 は 、 固 定 組 織 標 本 切 片 の 処 理 に 起 因 す る も の で あ る
が 、 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 で 問 題 と な る 。 そ の 主 た る 原 因 が 抗 原 回 復 さ れ た 内
因 性 ビ オ チ ン で あ る 。 非 特 許 文 献 １ の ｐ １ ６ ４ -１ ６ ５ に 、 ０ ． １ ％ ア ビ チ ン 溶 液 で 、 内
因 性 ビ オ チ ン を マ ス ク し 、 ア ビ チ ン の 残 余 ビ オ チ ン と の 結 合 部 を ０ ． ０ １ ％ ビ オ チ ン 溶 液
で マ ス ク す る 方 法 の 知 ら れ て い る 。 こ の 方 法 を ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 を 含 む 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学
的 染 色 方 法 に 導 入 す る こ と も 知 ら れ て い る （ Ｈ ａ ｓ ｕ ｉ 　 Ｋ ， 　 Ｓ ａ ｔ ｏ 　 Ｅ ， 　 Ｔ ａ ｎ
ａ ｋ ａ 　 Ｙ ， 　 Ｙ ａ ｓ ｈ ｉ ｋ ｉ 　 Ｓ ， 　 Ｉ ｚ ｕ ｍ ｏ 　 Ｓ ． 　 （ １ ９ ９ ７ ） 　 Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ｉ
ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｈ ｉ ｇ ｈ ｌ ｙ -ｓ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ
ｓ ｔ ｒ ｙ 　 （ Ｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ ｅ ｄ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ ｘ ） 　 ｏ ｆ 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 　 ｐ ４ ０ ｔ
ａ ｘ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｐ ２ ７ ｒ ｅ ｘ 　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ -ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ
ｅ ｄ 　 ｎ ｏ ｎ -ｎ ｅ ｏ ｐ ｌ ａ ｓ ｔ ｉ ｃ 　 ｌ ｙ ｍ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｎ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｙ 　 （ Ｈ Ａ Ｎ Ｎ Ｌ
Ａ ） 　 ｗ ｉ ｔ ｈ 　 ｅ ｓ ｔ ｉ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 　 ｄ ｏ ｓ ｅ 　 ｂ ｙ 　 ｐ ｏ ｌ
ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ 　 ｃ ｈ ａ ｉ ｎ 　 ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ． 　 Ｄ Ｅ Ｎ Ｄ Ｒ Ｉ Ｔ Ｉ Ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ Ｓ 　
１ ９ ９ ７ 　 Ｊ ａ ｐ ａ ｎ ｅ ｓ ｅ 　 Ｄ ｅ ｎ ｄ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｓ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｙ 　 ７ ： １
９ -２ ７ ． (以 下 、 非 特 許 文 献 ５ と い う 。 )） 。 こ の 非 特 許 文 献 ５ に は 、 〔 非 特 許 文 献 ２ 〕
の Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ ｘ 法 で 、 内 因 性 ビ オ チ ン に よ る 非 特 異 反 応 が あ り 、 従 来 発 表 さ れ て い
る ア ビ チ ン 溶 液 と ビ オ チ ン 溶 液 で の ビ オ チ ン の マ ス ク を 導 入 し 、 反 応 後 の 洗 浄 条 件 を 変 え
る こ と で 、 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 染 色 が 可 能 で あ る と の 記 載 が あ る 。 （ 蓮 井 和 久 　 平 成 １
０ 年 度 ～ 平 成 １ １ 年 度 科 学 研 究 費 補 助 金 （ 基 盤 研 究 （ Ｃ ） （ ２ ） ） 研 究 成 果 報 告 書 　 Ｈ Ｔ
Ｌ Ｖ -１ 関 連 疾 患 の Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 超 高 感 度 組 織 科 学 的 検 出 法 に よ る 研 究 （ 課 題 番 号 　 １ ０ ６
７ ０ １ ６ ６ ） ） (以 下 非 特 許 文 献 ６ と い う )。 こ の 文 献 に は 、 平 成 １ ２ 年 ３ 月 　 ｐ ． ３ -９
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で は 、 Ｈ Ｒ Ｐ に よ る ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド の 沈 着 反 応 に よ る 標 識 の 増 幅 が １ ０ ０ ０ 倍 で
あ る こ と 、 内 印 性 ビ オ チ ン の マ ス ク 法 の 超 高 感 度 免 疫 染 色 法 へ の 至 適 導 入 部 、 各 超 高 感 度
免 疫 組 織 科 学 的 染 色 の 反 応 後 の 洗 浄 、 後 固 定 の 非 特 異 反 応 抑 制 条 件 等 の 記 載 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 洗 浄 液 は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液 、 界 面 活 性 剤 を 加 え た
ト リ ス 緩 衝 液 が 用 い ら れ る 。 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 で は 、 各 反 応 後 に 、 ５ 分 間 ３ 回 の 洗 浄 が
行 わ れ る 。 非 特 許 文 献 ５ と 非 特 許 文 献 ６ に 、 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 で は 、 そ れ
に 含 ま れ る ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 で は 充 分 な 反 応 後 の 洗 浄 が 必 要 で あ り 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｄ の ビ オ チ ン 化 タ イ
ラ マ イ ド の 沈 着 は 非 特 異 な も の で あ る の で 、 非 沈 着 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド の 残 留 を 除 く
洗 浄 と 沈 着 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド の Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン に よ る 標 識 後 の あ る
程 度 の 洗 浄 が 必 要 に な る こ と の 記 載 が あ る 。 ま た 、 非 特 許 文 献 ５ と 非 特 許 文 献 ６ に 、 キ ャ
ピ ラ リ ー ギ ャ ッ プ 法 の 染 色 装 置 を 用 い た 場 合 に は 、 ｓ Ａ Ｂ Ｃ 法 の 充 分 な 洗 浄 は ３ ５ ℃ に 加
熱 し た 界 面 活 性 剤 を 加 え た ト リ ス 緩 衝 液 で 、 Ｈ Ｒ Ｐ に よ る ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 沈 着 反
応 後 は 室 温 ト リ ス 緩 衝 液 で の 洗 浄 が 必 要 で あ る と の 記 載 が あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 方 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 基 準 化 の 為 に 、 自 動 免 疫 染 色 装 置 が 普 及 し て き て い る 。
キ ャ ピ ラ リ ー ギ ャ ッ プ 法 と 呼 ば れ る ２ 枚 の 固 定 組 織 標 本 切 片 の ス ラ イ ド グ ラ ス を 向 き 合 わ
せ 、 そ の 間 に 毛 細 管 現 象 を 利 用 し て 反 応 液 や 洗 浄 液 を 吸 い 上 げ 、 反 応 な い し 洗 浄 後 に 吸 収
材 で 溶 液 を 吸 収 す る 。 こ の 操 作 を コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 す る も の で あ る 。 ま た 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー 制 御 で 、 反 応 液 や 洗 浄 液 を 所 定 の 場 所 か ら マ イ ク ロ ポ ン プ で 吸 引 し 、 水 平 に 配 置 し た
固 定 組 織 標 本 切 片 の ス ラ イ ド グ ラ ス に 反 応 液 や 洗 浄 液 を 滴 下 す る 滴 下 型 が あ る 。 こ の 滴 下
型 の 自 動 免 疫 染 色 装 置 の 染 色 方 法 は 用 手 法 と 同 じ も の で 、 普 及 し て 来 て い る 。 更 に 、 加 熱
温 度 制 御 の 出 来 る 基 盤 の 上 に 、 基 盤 に 固 定 組 織 標 本 切 片 を 対 面 さ せ て ス ラ イ ド ガ ラ ス を セ
ッ ト し 、 反 応 液 や 洗 浄 液 を 基 盤 と ス ラ イ ド ガ ラ ス の 間 に 送 り 、 温 度 制 御 下 で 諸 反 応 と 洗 浄
を 行 う 自 動 免 疫 装 置 も 出 現 し て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 自 動 免 疫 染 色 装 置 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 下 の 装 置 で 、 組 織 化 学 的 染 色 方 法 を 実 施 す る
も の で あ る 。 組 織 標 本 の 切 片 を 貼 付 し た ス ラ イ ド の 装 置 へ の セ ッ ト の 方 法 で 、 二 枚 の ス ラ
イ ド を 狭 い 間 隙 で 重 ね 、 そ の 間 に 毛 細 管 現 象 で 反 応 試 薬 等 は 入 っ て く る キ ャ ピ ラ リ ー ギ ャ
ッ プ 法 と そ の 変 法 、 ス ラ イ ド に 反 応 試 薬 等 を 滴 下 す る 滴 下 型 が あ る 。 ま た 、 免 疫 組 織 染 色
方 法 の 各 反 応 の 時 間 、 各 反 応 後 の 洗 浄 の 方 法 等 を コ ン ピ ュ ー タ ー の プ ロ グ ラ ム と し て 供 給
さ れ て い る も の と 、 各 反 応 の 試 薬 の 各 ス ラ イ ド へ の 分 配 、 各 反 応 の 時 間 、 各 反 応 後 の 洗 浄
方 法 を 、 任 意 に 設 定 で き る も の が あ る 。 前 者 は 、 特 定 の 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 を 実 施 す る も
の （ 固 定 型 装 置 ） で あ り 、 一 般 に 、 そ の 試 薬 や 洗 浄 液 等 が 共 に 供 給 さ れ る こ と が 多 い 。 後
者 は 、 そ の 使 用 者 の 設 定 し た 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 を 実 施 さ せ る こ と が 可 能 な も の （ 自 由
型 装 置 ） が あ る 。 米 国 特 許 第 　 ６ ， ３ ４ ９ ， ２ ６ ４ 号 （ 以 下 、 特 許 文 献 ３ と い う ） で は 、
コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 に よ る 水 平 に 配 列 し た ス ラ イ ド へ の 滴 下 方 式 で の 自 動 免 疫 染 色 装 置 の
記 載 が あ る 。 こ の 特 許 文 献 ３ に 、 こ の 自 由 型 装 置 の 記 載 が あ る 。 ま た 、 Ａ ｐ ｐ ｌ 　 Ｉ ｍ ｍ
ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ 　 Ｍ ｏ ｌ 　 Ｍ ｏ ｒ ｐ ｈ ｏ ｌ ． 　 ２ ０ ０ １ 　 Ｍ ａ ｒ （ 以 下 、 非 特
許 文 献 ７ と い う ） で は 、 抗 原 回 復 を 加 熱 式 攪 拌 装 置 で の 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 法 と 従 来 発
表 さ れ て い る ア ビ チ ン 溶 液 と ビ オ チ ン 溶 液 で の ビ オ チ ン の マ ス ク を 導 入 し た 超 高 感 度 免 疫
染 色 法 （ Ｃ Ｓ Ａ 法 ） の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の 実 施 が 可 能 で あ る と の 記 載 が あ る 。 こ の 非 特
許 文 献 ７ に は 、 こ の 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 が 可 能 で あ る と
記 載 さ れ て い る 。 ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｖ ｅ ｎ ｔ ａ ｎ ａ ｄ ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｙ ． ｃ ｏ ｍ ／
ｐ ｒ ｏ ｄ ｕ ｃ ｔ ／ ｉ ｎ ｄ ｅ ｘ ． ｈ ｔ ｍ ｌ （ 以 下 、 非 特 許 文 献 ８ と い う ） で は 、 加 熱 温 度 制
御 の 出 来 る 基 盤 の 上 に 、 基 盤 に 対 応 す る 面 に 固 定 組 織 標 本 切 片 が 来 る 形 で ス ラ イ ド グ ラ ス
を セ ッ ト し 、 反 応 液 や 洗 浄 液 を 基 盤 と ス ラ イ ド グ ラ ス の 間 に 送 り 、 温 度 制 御 下 で 諸 反 応 と
洗 浄 を 行 う 自 動 免 疫 装 置 （ Ｔ ｈ ｅ 　 Ｖ ｅ ｎ ｔ ａ ｎ ａ 　 Ｄ ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｙ ） の 記 載 が あ る
。 こ の 非 特 許 文 献 ８ に は 、 加 熱 温 度 制 御 の 出 来 る 基 盤 の 上 に 、 基 盤 に 対 面 し て 固 定 組 織 標
本 切 片 の ス ラ イ ド ガ ラ ス を セ ッ ト し 、 反 応 液 や 洗 浄 液 を 基 盤 と ス ラ イ ド ガ ラ ス の 間 に 送 り
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、 温 度 制 御 下 で 諸 反 応 と 洗 浄 を 行 う 自 動 免 疫 装 置 の 記 載 が あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ １ -１ ８ １ ２ ９ ９ 号 公 報 （ 株 式 会 社 ニ チ レ イ 、 平 成 １ ３ （ ２ ０
０ １ ） 年 ７ 月 ３ 日 、 酵 素 － タ ン パ ク 質 複 合 体 ） 。
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 　 ５ ， ７ ３ １ ， １ ５ ８ 　 号 公 報 明 細 書 　 （ Ｂ ｏ ｂ ｒ ｏ ｗ ， 　 ｅ
ｔ 　 ａ ｌ ． 　 Ｍ ａ ｒ ｃ ｈ 　 ２ ４ ， 　 １ ９ ９ ８ ， 　 Ｃ ａ ｔ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｄ 　 ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ
　 ｄ ｅ ｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ） 。
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 　 ６ ， ３ ４ ９ ， ２ ６ ４ 号 公 報 明 細 書 　 （ Ｒ ｈ ｅ ｔ ｔ ， 　 ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． 　 Ｆ ｅ ｂ ｒ ｕ ａ ｒ ｙ 　 １ ９ ， 　 ２ ０ ０ ２ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 　 ａ ｎ ｄ 　 ａ ｐ ｐ ａ ｒ ａ ｔ
ｕ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 ａ ｕ ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｉ ｃ 　 ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ 　 ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎ ｇ ） 。
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 　 ５ ， ８ ６ ９ ， ２ ７ ４ 　 号 公 報 明 細 書 　 （ Ｔ ｓ ａ ｏ ， 　 ｅ ｔ 　
ａ ｌ ． 　 Ｆ ｅ ｂ ｒ ｕ ａ ｒ ｙ 　 ９ ， 　 １ ９ ９ ９ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ -ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ
ｌ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 　 ｔ ｈ ａ ｔ 　 ｒ ｅ ｄ ｕ ｃ ｅ ｓ 　 ｂ ａ ｃ ｋ ｇ ｒ ｏ ｕ ｎ ｄ 　 ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎ
ｇ 　 ） 。
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 　 ６ ， ２ ０ ３ ， ９ ８ ９ 号 公 報 明 細 書 　 （ Ｇ ｏ ｌ ｄ ｂ ｅ ｒ ｇ 　 ，
　 ｅ ｔ 　 ａ ｌ ． 　 Ｍ ａ ｒ ｃ ｈ 　 ２ ０ ， 　 ２ ０ ０ １ 　 Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｃ ｏ ｍ ｐ ｏ
ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ 　 ｆ ｏ ｒ 　 ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ｙ ｉ ｎ ｇ 　 ｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ａ ｂ ｌ ｅ 　 ｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ
ｓ 　 ｉ ｎ 　 ｓ ｐ ｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃ 　 ｂ ｉ ｎ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 ａ ｓ ｓ ａ ｙ ｓ 　 ） 。
【 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
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ザ イ メ ッ ド 社 の ホ ー ム ペ ー ジ （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｚ ｙ ｍ ｅ ｄ ． ｃ
ｏ ｍ ／ ） の Ｎ Ｂ Ａ 　 ｋ ｉ ｔ （ 非 ビ オ チ ン 法 の キ ッ ト ） の ペ ー ジ （ ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ．
ｚ ｙ ｍ ｅ ｄ ． ｃ ｏ ｍ ／ ｐ ｉ ｎ ｄ ｅ ｘ ／ ｉ ｎ ｄ ｅ ｘ ９ ． ｈ ｔ ｍ ｌ ）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ｂ ｏ ｂ ｒ ｏ ｗ 　 Ｍ Ｎ ， 　 Ｈ ａ ｒ ｒ ｉ ｓ 　 Ｔ Ｄ ， 　 Ｓ ｈ ａ ｕ ｇ ｈ ｎ ｅ ｓ ｓ
ｙ 　 Ｋ Ｊ ， 　 Ｌ ｉ ｔ ｔ 　 Ｇ Ｊ ． 　 Ｃ ａ ｔ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｄ 　 ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ 　 ｄ ｅ ｐ ｏ ｓ ｉ
ｔ ｉ ｏ ｎ ， 　 ａ 　 ｎ ｏ ｖ ｅ ｌ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 　 ｏ ｆ 　 ｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ 　 ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ
ｔ ｉ ｏ ｎ ． 　 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｔ ｏ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ａ ｓ ｓ ａ ｙ ｓ ． 　 Ｊ -Ｉ ｍ ｍ
ｕ ｎ ｏ ｌ -Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ ． 　 １ ９ ８ ９ 　 Ｄ ｅ ｃ 　 ２ ０ ； 　 １ ２ ５ （ １ -２ ） ： 　 ２ ７ ９ -
８ ５ 。
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ｍ ｅ ｒ ｚ 　 Ｈ ， 　 Ｍ ａ ｌ ｉ ｓ ｉ ｕ ｓ 　 Ｒ ， 　 Ｍ ａ ｎ ｎ ｗ ｅ ｉ ｌ ｅ ｒ 　 Ｓ
， 　 Ｚ ｈ ｏ ｕ 　 Ｒ ， 　 Ｈ ａ ｒ ｔ ｍ ａ ｎ ｎ 　 Ｗ ， 　 Ｏ ｒ ｓ ｃ ｈ ｅ ｓ ｃ ｈ ｅ ｋ 　 Ｋ ， 　 Ｍ ｏ ｕ
ｂ ａ ｙ ｅ ｄ 　 Ｐ ， 　 Ｆ ｅ ｌ ｌ ｅ ｒ 　 Ａ Ｃ 　 （ １ ９ ９ ５ ） 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ ｘ ． 　 Ａ 　 ｍ
ａ ｘ ｉ ｍ ｉ ｚ ｅ ｄ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ ｌ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ 　 ｆ ｏ ｒ 　
ｔ ｈ ｅ 　 ｒ ｅ ｔ ｒ ｉ ｅ ｖ ａ ｌ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｅ ｎ ｈ ａ ｎ ｃ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 ｏ ｆ 　 ｈ ｉ ｄ ｄ ｅ ｎ 　
ａ ｎ ｔ ｉ ｇ ｅ ｎ ｓ ． 　 Ｌ ａ ｂ 　 Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． 　 Ｔ ｈ ｅ 　 Ｕ ｎ ｉ ｔ ｅ ｄ 　 Ｓ ｔ ａ ｔ ｅ ｓ 　
ａ ｎ ｄ 　 Ｃ ａ ｎ ａ ｄ ｉ ａ ｎ 　 Ａ ｃ ａ ｄ ｅ ｍ ｙ 　 ｏ ｆ 　 Ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ． 　 Ｌ Ｗ Ｗ ， 　
Ｌ ｉ ｐ ｐ ｉ ｎ ｃ ｏ ｔ ｔ 　 Ｗ ｉ ｌ ｌ ｉ ａ ｍ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｗ ｉ ｌ ｋ ｉ ｎ ｓ 　 ｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｓ ｈ ｅ
ｓ 　 １ ９ ９ ５ 　 Ｊ ｕ ｌ ； ７ ３ （ １ ） ： １ ４ ９ -５ ６ ． 。
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ｈ ａ ｓ ｕ ｉ 　 Ｋ ， 　 Ｓ ａ ｔ ｏ 　 Ｅ ， 　 Ｔ ａ ｎ ａ ｋ ａ 　 Ｙ ， 　 Ｙ ａ ｓ ｈ ｉ
ｋ ｉ 　 Ｓ ， 　 Ｉ ｚ ｕ ｍ ｏ 　 Ｓ ． 　 （ １ ９ ９ ７ ） 　 Ｑ ｕ ａ ｎ ｔ ｉ ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｈ ｉ ｇ ｈ ｌ
ｙ -ｓ ｅ ｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 　 （ Ｍ ｏ ｄ ｉ ｆ ｉ
ｅ ｄ 　 Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ Ｍ ａ ｘ ） 　 ｏ ｆ 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 　 ｐ ４ ０ ｔ ａ ｘ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｐ ２ ７ ｒ ｅ
ｘ 　 ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ 　 ｉ ｎ 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ -ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｎ ｏ ｎ -ｎ ｅ ｏ ｐ ｌ
ａ ｓ ｔ ｉ ｃ 　 ｌ ｙ ｍ ｐ ｈ ａ ｄ ｅ ｎ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｙ 　 （ Ｈ Ａ Ｎ Ｎ Ｌ Ａ ） 　 ｗ ｉ ｔ ｈ 　 ｅ ｓ ｔ ｉ
ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｏ ｆ 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 　 ｄ ｏ ｓ ｅ 　 ｂ ｙ 　 ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ 　 ｃ ｈ ａ ｉ
ｎ 　 ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ． 　 Ｄ Ｅ Ｎ Ｄ Ｒ Ｉ Ｔ Ｉ Ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｌ Ｌ Ｓ 　 １ ９ ９ ７ 　 Ｊ ａ ｐ ａ ｎ ｅ ｓ
ｅ 　 Ｄ ｅ ｎ ｄ ｒ ｉ ｔ ｉ ｃ 　 Ｃ ｅ ｌ ｌ 　 Ｓ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｙ 　 ７ ： １ ９ -２ ７ 。
【 非 特 許 文 献 ６ 】 蓮 井 和 久 　 平 成 １ ０ 年 度 ～ 平 成 １ １ 年 度 科 学 研 究 費 補 助 金 （ 基 盤 研 究 （
Ｃ ） （ ２ ） ） 研 究 成 果 報 告 書 　 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 関 連 疾 患 の Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ -１ 超 高 感 度 組 織 科 学 的 検
出 法 に よ る 研 究 （ 課 題 番 号 　 １ ０ ６ ７ ０ １ ６ ６ ） 。
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【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ｈ ａ ｓ ｈ ｉ ｚ ｕ ｍ ｅ 　 Ｋ ， 　 Ｈ ａ ｔ ａ ｎ ａ ｋ ａ 　 Ｙ ， 　 Ｋ ａ ｍ ｉ ｈ ａ ｒ
ａ 　 Ｙ ， 　 Ｔ ａ ｎ ｉ 　 Ｙ ． 　 Ａ ｕ ｔ ｏ ｍ ａ ｔ ｅ ｄ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ
ａ ｌ 　 ｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 ｏ ｆ 　 ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ ｉ ｎ -ｆ ｉ ｘ ｅ ｄ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｐ ａ ｒ ａ ｆ ｆ
ｉ ｎ -ｅ ｍ ｂ ｅ ｄ ｄ ｅ ｄ 　 ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅ ｓ 　 ｕ ｓ ｉ ｎ ｇ 　 ａ 　 ｃ ａ ｔ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｄ 　 ｓ ｉ
ｇ ｎ ａ ｌ 　 ａ ｍ ｐ ｌ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ． 　 Ａ ｐ ｐ ｌ -Ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｏ ｈ ｉ
ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ -Ｍ ｏ ｌ -Ｍ ｏ ｒ ｐ ｈ ｏ ｌ ． 　 ２ ０ ０ １ 　 Ｍ ａ ｒ ； 　 ９ （ １ ） ： 　 ５ ４ -６
０ 。
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ｈ ｔ ｔ ｐ ： ／ ／ ｗ ｗ ｗ ． ｖ ｅ ｎ ｔ ａ ｎ ａ ｄ ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｙ ． ｃ ｏ ｍ ／
ｐ ｒ ｏ ｄ ｕ ｃ ｔ ／ ｉ ｎ ｄ ｅ ｘ ． ｈ ｔ ｍ ｌ 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 し か し な が ら 、 sABC法 と CARDに よ る 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 は 、 非 特 許 文 献 ５
、 非 特 許 文 献 ６ に 記 載 さ れ た 内 因 性 ビ オ チ ン の マ ス ク 法 を 導 入 し 、 更 に 、 非 特 許 文 献 ６ に
記 載 さ れ た 自 動 免 疫 染 色 装 置 へ の 導 入 が 行 わ れ て い る が 、 こ の 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 の p.158と 非 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ た 非 ビ オ チ ン 法 と CARDに よ る 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 ２ １ 】
　 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 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 を 提 供 す る も の で
あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 者 は 、 非 特 異 的 反 応 の 抑 制 に 着 目 し 鋭 意 研 究 の 結 果 、 ２ 次 抗 体 と HRPと の ポ リ マ
ー 試 薬 反 応 を 特 異 抗 体 の 標 識 に 導 入 す る こ と で 、 上 記 課 題 を 解 決 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 は 、 固 定 組 織 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 (以 下 、 HRPと も い う )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 ２ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 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 ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 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 ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 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 ２ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 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 、 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
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1種 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 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 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 さ ら に 、 非 特 異 反 応 生 成
物 、 及 び そ の 他 の 残 存 反 応 物 を 除 去 す る た め に 、 加 熱 し た 洗 浄 液 に よ っ て 洗 浄 す る 工 程 を
含 む 、 こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 加 熱 し た 洗 浄 液 の 温
度 が 、 ２ ５ ～ ６ ０ ℃ の 範 囲 内 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 前 記 標 識 物 が 、 可 視 化 す
る こ と が で き る 物 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 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 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 蛍 光 物 質 が 、 フ ル オ レ ス
セ ン ス ・ イ ソ チ ア ネ － ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 反 応 液 、 反 応 時 間 、 及 び
洗 浄 回 数 を プ ロ グ ラ ム し て 自 動 免 疫 装 置 に 組 み 込 み 、 自 動 化 し て 行 な う こ と を 特 徴 と す る
。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 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 。 現 在 の 光 顕 的 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 で 検 出 さ れ
て い る 蛋 白 等 は 、 病 態 で の 異 常 高 発 現 な い し 生 理 的 に 多 量 に 存 在 す る も の で あ る と の 理 解
が あ る 。 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の 光 顕 的 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 へ の 導 入 は 、 特 異 な
微 量 蛋 白 の 検 出 や 生 理 的 な 蛋 白 の 発 現 の 検 出 を 可 能 に す る こ と が 期 待 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 の 実 用 へ の 大 き な 契 機 と な る と 考 え ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま ず 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 に つ い て 概 略 を 説 明 す れ ば 、 以 下 の よ う に な る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 基 本 的 に は 、 抗 原 回 復 処 理 (こ の 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 。 )、 洗 浄 、 内 因 性 ペ プ オ キ し ダ ー
ゼ 活 性 の 抑 制 、 特 異 抗 体 反 応 (一 次 抗 体 と 第 一 抗 原 と の 抗 原 抗 体 反 応 )、 前 記 抗 原 抗 体 反 応
し た 一 次 抗 体 と 酵 素 を 含 む 二 次 抗 体 と の 結 合 (複 合 体 の 形 成 )、 第 一 抗 原 の 同 定 、 の 各 工 程
か ら な る 。 こ の 工 程 中 に 、 適 宜 洗 浄 、 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 を 行 い よ り 高 感 度 な 検 出 を 可 能
に せ ん と す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 は 、 固 定 組 織 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 る 。 こ こ で 、 固 定 組 織 （ パ ラ フ ィ ン 包 埋 ） 標 本
切 片 に つ い て 説 明 す る と 、 固 定 組 織 （ 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
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℃ 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 組 織 （ 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 組 織 化 学 的 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 ４ ０ 】
　 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 、 非 特 許
文 献 １ の p113、 非 特 許 文 献 5及 び ６ 、 並 び に 、 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 ４ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ２ 次 抗 体 と HRPと の ポ リ マ ー 試 薬 と そ の 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 (例 え ば 、
カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 前 処 理 )を 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 の sABC法 と 置 換 す る こ と に
よ り 、 新 規 な 検 出 感 度 を 低 下 さ せ ず に 内 因 性 非 特 異 反 応 の 無 い 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染
色 法 を 開 発 し た も の で あ る と も い え る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 方 法 の 原 理 に つ い て 説 明 す れ ば 、 以 下 の よ う に な る 。 本 発 明 を 含 む 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 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 ４ ３ 】
　 一 方 、 本 発 明 の 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 。 従 っ て 、 こ の 発 明 の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 の 産 物 は 構 成 が 従 来 の
も の と は 異 な る 新 規 な も の で あ る 。 す な わ ち 、 本 願 発 明 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 し た 点 に あ る 。 こ れ は 、 本 発 明 者 の 鋭 意 研 究 の 結
果 、 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 ４ ４ 】
　 本 発 明 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 ４ ５ 】
　 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
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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 ４ ６ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 適 宜 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 を 行 な う こ と が 好 ま し い 。 こ れ は 、 当 該 非
特 異 反 応 抑 制 処 理 に よ っ て 、 一 次 抗 体 と 非 特 異 的 に 結 合 す る 非 特 異 的 結 合 物 質 へ 被 膜 し 、
前 記 一 次 抗 体 と 非 特 異 的 結 合 物 質 と の 結 合 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 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 ８ 】
　 ま た 、 前 記 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 ９ 】
　 非 特 異 反 応 を 抑 制 す る 処 理 は 、 好 ま し く は 、 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 、 前 記 標 識 タ イ ラ
マ イ ド の 沈 着 反 応 前 に 行 う 。 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 プ 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 ５ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 で は 、 さ ら に 、 非 特 異 反 応 生 成 物 、 及 び そ の 他 の 残 存 反 応 物 を
除 去 す る た め に 、 加 熱 し た 洗 浄 液 に よ っ て 洗 浄 す る 工 程 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 さ ら に 、 非 特 異 反 応 生 成
物 、 及 び そ の 他 の 残 存 反 応 物 を 除 去 す る た め に 、 加 熱 し た 洗 浄 液 に よ っ て 洗 浄 す る 工 程 を
含 む 。 こ の 工 程 に お い て 、 非 特 異 的 反 応 生 成 物 及 び 残 存 反 応 物 を 除 去 す る こ と が で き る 。
ま た 、 前 記 加 熱 し た 洗 浄 液 の 温 度 が 、 ２ ５ ～ ６ ０ ℃ の 範 囲 内 で あ る こ と を 特 徴 と す る 。 か
か る 温 度 範 囲 で は 、 抗 原 抗 体 反 応 が 起 こ り 、 ひ い て は 、 非 特 異 的 反 応 生 成 物 及 び 残 存 反 応
物 の 充 分 な 除 去 が 可 能 と な る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 反 応 液 、 反 応 時 間 、 及 び
洗 浄 回 数 を プ ロ グ ラ ム し て 自 動 免 疫 装 置 に 組 み 込 み 、 自 動 化 し て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 す な わ ち 、 市 販 の 自 動 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 装 置 に 、 上 記 反 応 液 、 反 応 時 間 、 及 び 洗 浄 回
数 な ど の 情 報 を プ ロ グ ラ ム し て 導 入 し 、 自 動 化 し て 行 な う こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 、 下 記 実 施 例 に 限 定
し て 解 釈 さ れ る 意 図 で は な い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 は 、 次 ぎ の １ ６ 工 程 に よ り 実 施 す る 。 固 定 組
織 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 、
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キ シ レ ン と エ タ ノ ー ル に そ れ ぞ れ ３ ～ ５ 回 、 ３ ～ ２ ０ 分 間 浸 す こ と で パ ラ フ ィ ン を 除 き 、
２ ） 0.3～ ６ % 過 酸 化 水 素 水 メ タ ノ ー ル 溶 液 に ５ ～ ３ 0分 間 浸 し 、 一 次 の 内 因 性 ぺ ル オ キ シ
ダ ー ゼ の 活 性 の 抑 制 を 行 い 、
３ ） 0.0０ ５ ～ ０ ． ０ ２ Mリ ン 酸 緩 衝 液 0. 5～ １ ％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ PBS） で 洗 浄 し 、
固 定 組 織 標 本 切 片 の 親 水 化 を 行 い 、
４ ） 抗 原 に 対 応 し た 抗 原 回 復 処 理 （ 一 般 的 に は 、 0.0０ １ ～ ０ ． ０ ２ Mク エ ン 酸 緩 衝 液 等 に
切 片 を 浸 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 1１ ０ ～ １ ４ ０ ℃ 、 １ ～ １ ５ 分 間 の 熱 処 理 を 行 い 、 冷 却 後
に 、 PBSに 浸 す 。 ） を 行 い 、
５ ） 自 動 免 疫 染 色 装 置 に 固 定 組 織 標 本 切 片 を 配 置 し 、
６ ） 0.3～ ６ %過 酸 化 水 素 水 PBSに １ ～ １ ５ 分 間 反 応 さ せ 、 二 次 の 内 因 性 ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ
の 活 性 の 抑 制 を 行 い 、 ２ 5～ ６ ０ ℃ に 加 熱 し た 0.０ 1～ ０ ． ２ % ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ
タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト  (tween 20)を 含 む 0. 5～ １ ％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え た 0.0１ ～ ０ ． １
Mト リ ス 緩 衝 液 （ TBS） 洗 浄 液 で １ ～ ４ 回 洗 浄 し 、
７ ） 0.１ ～ １ ％ カ ゼ イ ン 溶 液 に ２ ～ ３ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 抗 原 特 異 （ 一 次 ） 抗 体 の 非 特 異 反
応 の 抑 制 前 処 理 を 行 い 、
８ ） そ れ ぞ れ 一 次 抗 体 の 至 適 希 釈 溶 液 と 至 適 反 応 時 間 （ 1３ 分 間 ～ ２ 時 間 ） で 反 応 さ せ た
後 、 ２ 5～ ６ ０ ℃ に 加 熱 し た TBS洗 浄 液 で ２ ～ ５ 回 洗 浄 し 、
９ ） 0.１ ～ １ ％ カ ゼ イ ン 溶 液 に ２ ～ ３ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 特 異 ポ リ マ ー 試 薬 反 応 の 非 特 異 反
応 の 抑 制 前 処 理 を 行 い 、
１ ０ ） ポ リ マ ー 試 薬 を 1０ 分 間 ～ １ 時 間 反 応 さ せ 、 ２ 5～ ６ ０ ℃ 前 後 に 加 熱 し た TBS洗 浄 液
で ２ ～ ５ 回 洗 浄 し 、
１ １ ） ０ ． １ ～ 1％ ガ ゼ イ ン 溶 液 に ２ ～ ３ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 ビ オ チ ン な い し 蛍 光 物 質 で 標
識 さ れ た タ イ ラ マ イ ド 試 薬 反 応 の 非 特 異 反 応 の 抑 制 処 理 を 行 い 、
１ ２ ） ビ オ チ ン な い し 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た タ イ ラ マ イ ド 試 薬 と 1０ ～ ３ ０ 分 間 反 応 さ せ
、 ２ 5～ ６ ０ ℃ 前 後 に 加 熱 し た TBS洗 浄 液 で ２ ～ ４ 回 洗 浄 し 、
１ ３ ） ス ト レ プ ト ア ビ チ ン な い し 蛍 光 物 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 と 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 な い し 蛍 光 物 質 の 複 合 体 溶 液 と 1０ 分 間 ～ １ 時 間 反 応 さ せ 、 ２ 5～ ６ ０ ℃
前 後 に 加 熱 し た TBS洗 浄 液 で ２ ～ ４ 回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
１ ４ ） 対 応 し た 酵 素 の 発 色 剤 （ HRPで あ れ ば ヂ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 等 と 過 酸 化 水 素 ） の 溶 液
で 呈 色 反 応 さ せ 、 水 で １ ～ ３ 回 洗 浄 し 、
１ ５ ） ヘ マ ト キ シ ン 等 の 溶 液 で 、 後 対 比 染 色 を 行 い 、 水 で １ ～ ３ 回 洗 浄 し 、
１ ６ ） 自 動 免 疫 染 色 装 置 か ら 固 定 組 織 標 本 切 片 を 外 し 、
１ ７ ） 封 入 剤 に 対 応 し た 処 理 を 行 い 、 超 高 感 度 免 疫 染 色 を 行 っ た 固 定 組 織 標 本 パ ラ フ ィ ン
切 片 を 永 久 標 本 と し 、 光 学 顕 微 鏡 下 で の 抗 原 の 検 出 と な る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 １ １ ） の 過 程 で 、 蛍 光 物 質 で 標 識 し た タ イ ラ マ イ ド 試 薬 を １ ２ ） で 用 い る 場 合 に は 、 ０
． １ ～ １ ％ ガ ゼ イ ン 溶 液 に ２ ～ ３ ０ 分 間 反 応 さ せ 、 ビ オ チ ン な い し 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た
タ イ ラ マ イ ド 試 薬 反 応 の 非 特 異 反 応 の 抑 制 処 理 を 行 な っ た 後 、 ２ ５ ～ ６ ０ ℃ に 加 熱 し た TB
S洗 浄 液 で 、 １ ～ ３ 回 洗 浄 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 １ ３ ） の 過 程 で 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン な い し 蛍 光 物 質 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 と 蛍 光 物
質 の 複 合 体 溶 液 を 用 い る 場 合 、 そ の 後 に 、 蛍 光 物 質 に よ る 核 等 の 対 比 染 色 を 実 施 す る か 、
実 施 せ ず に 、 染 色 は 終 了 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で の 抗 原 の 検 出 と な る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 と し て 、 別 法 に よ り 一 次 抗 体 を 反 応 さ せ 、 洗 浄 し た 後 に 、 工 程 ９ か ら 工 程 １ ３ を
実 施 す る こ と が 重 要 な 点 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 自 動 化 と し て は 、 工 程 ５ か ら 工 程 １ ５ ま で の 各 反 応 液 、 反 応 時 間 、 洗 浄 回 数 を プ ロ グ ラ
ム し て 自 動 免 疫 染 色 装 置 に 組 み 込 み 、 染 色 を 基 準 化 す る こ と を 挙 げ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ６ １ 】
＜ 発 明 の 実 施 の 形 態 の 溶 液 等 の 説 明 ＞
＜ キ シ レ ン ＞
　 キ シ レ ン は 、 特 級 キ シ レ ン を 用 い る 。
＜ エ タ ノ ー ル ＞
　 エ タ ノ ー ル は 、 特 級 エ タ ノ ー ル を 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
＜ 0.3% 過 酸 化 水 素 水 メ タ ノ ー ル 溶 液 ＞
　 特 級 過 酸 化 水 素 水 （ 30％ 溶 液 ） を 、 特 級 メ タ ノ ー ル で 100倍 希 釈 し た も の を 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
＜ 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 液 0.85％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ PBS） ＞
　 28.7gの リ ン 酸 水 素 第 二 ナ ト リ ウ ム ・ 12水 と 3.3gの リ ン 酸 第 二 水 素 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物
を １ Lの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し た 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 に 、 85gの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 オ ー
ト ク レ ー ブ で 完 全 に 溶 解 し 室 温 ま で 冷 却 し 、 10N 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 で pHを 7.6に 調 整 し
た も の を 10倍 溶 液 と し て 、 使 用 時 に 10倍 に イ オ ン 交 換 水 で 希 釈 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
＜ 0.01Mク エ ン 酸 緩 衝 液 等 ＞
　 2.1gの ク エ ン 酸 ・ 一 水 和 物 と 2.94gク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ・ 二 水 和 物 を 100 mlの イ オ ン
交 換 水 に オ ー ト ク レ ー ブ で 加 熱 し 溶 解 し 、 10N 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 で pHを 6.0に 調 整 し 、
イ オ ン 交 換 水 で 100mlに 調 節 し た も の を 10倍 溶 液 と し 、 使 用 時 に 10倍 に イ オ ン 交 換 水 で 希
釈 す る 。 商 業 的 に は 、 10倍 溶 液 が DakoCytomation Co.や ダ イ ヤ ト ロ ン か ら 供 給 さ れ て い る
。 そ の 他 に 、 抗 原 回 復 に は 、
【 非 特 許 文 献 ７ 】 の p.114に 記 載 さ れ て い る 1mM EDTA溶 液  pH 8.0、 な ど が 用 い ら れ 、 Dako
Cytomation Co.か ら 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
＜ 3% 過 酸 化 水 素 水 PBS＞
　 特 級 過 酸 化 水 素 水 （ 30％ 溶 液 ） を 、 28.7gの リ ン 酸 水 素 第 二 ナ ト リ ウ ム ・ 12水 と 3.3gの
リ ン 酸 第 二 水 素 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 を １ Lの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し た 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 に
、 85gの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 完 全 に 溶 解 し 室 温 ま で 冷 却 し 、 10N 水
酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 で pHを 7.6に 調 整 し た も の を 10倍 溶 液 と し て 、 使 用 時 に 10倍 に イ オ ン 交
換 水 で 希 釈 す る 0.01Mリ ン 酸 緩 衝 液 0.85％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ PBS） で 100倍 に 希 釈 す る
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
＜ 35℃ 前 後 に 加 熱 し た 0.1%ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト  (tween 20)を
含 む 0.825塩 化 ナ ト リ ウ ム 加 0.05Mト リ ス 緩 衝 液 （ TBS） 洗 浄 液 ＞
　 121.1gの ト リ ス ハ イ ド ロ オ キ シ メ チ ル ア ミ ノ メ タ ン （ シ グ マ 社 ） を 800mlの イ オ ン 交 換
水 で 希 釈 し オ ー ト ク レ ー ブ で 加 熱 溶 解 後 に 、 1N塩 酸 で pHを 7.5に 調 整 し 、 イ オ ン 交 換 水 で 1
Lに し た 1Mト リ ス 溶 液 500mlと 、 292.2gの 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 800mlの イ オ ン 交 換 水 で オ ー ト
ク レ ー ブ 加 熱 溶 解 し イ オ ン 交 換 水 で 1Lに し た 5M塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶 液 360mlを 、 イ オ ン 交 換
水 で 20Lに 希 釈 し 、 0.1％ ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト  (tween 20)と し
た 溶 液 。 自 動 免 疫 染 色 装 置 の 洗 浄 液 タ ン ク に 入 れ て 、 35℃ 前 後 に 加 熱 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
＜ 0.25％ カ ゼ イ ン 溶 液 ＞
　 25mgの カ ゼ イ ン （ シ グ マ 社 ） を 28.7gの リ ン 酸 水 素 第 二 ナ ト リ ウ ム ・ 12水 と 3.3gの リ ン
酸 第 二 水 素 ナ ト リ ウ ム 二 水 和 物 を １ Lの イ オ ン 交 換 水 に 溶 解 し た 0.1Mリ ン 酸 緩 衝 液 に 、 85g
の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 完 全 に 溶 解 し 室 温 ま で 冷 却 し 、 10N 水 酸 化 ナ
ト リ ウ ム 水 で pHを 7.6に 調 整 し た も の を 10倍 溶 液 と し て 、 使 用 時 に 10倍 に イ オ ン 交 換 水 で
希 釈 す る 0.01M PBSの 10 mlに 希 釈 し た も の 。 商 業 的 に は 、 DakoCytomation Co.か ら 供 給 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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＜ ポ リ マ ー 試 薬 ＞
　 デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 直 接 二 次 抗 体 と HRPを 結 合 さ せ た 試 薬 で 、 DakoCytomation Co.
か ら 商 業 的 に ダ コ  ChemMate ENVISION試 薬 と し て 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
＜ ビ オ チ ン な い し 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た タ イ ラ マ イ ド 試 薬 ＞
　 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド と 過 酸 化 水 素 水 の 試 薬 で 、 DakoCytomation Co.か ら は ダ コ CSA 
Systemの 増 幅 試 薬 と し て 、 パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス ジ ャ パ ン 株 式 会 社 か ら は TS
A免 疫 組 織 化 学 染 色 ・ in situ Hybridization増 感 シ ス テ ム の キ ッ ト の 増 幅 試 薬 と し て 供 給
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
＜ ス ト レ プ ト ア ビ チ ン と 西 洋 ワ サ ビ ぺ ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 な い し 蛍 光 物 質 の 複 合 体 溶
液 ＞
　 ビ オ チ ン な い し 蛍 光 物 質 で 標 識 さ れ た タ イ ラ マ イ ド 試 薬 に 対 応 し た 沈 着 し た タ イ ラ マ イ
ド を 標 識 す る 試 薬 。 HRP標 識 タ イ ラ マ イ ド で あ れ ば ス ト レ プ ト ア ビ チ ン と 西 洋 ワ サ ビ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ 等 複 合 体 溶 液 は 、 DakoCytomation Co.か ら は ダ コ CSA Systemの 酵 素 標 識 試 薬
と し て 供 給 さ れ て い る 。 パ ー キ ン エ ル マ ー ラ イ フ サ イ エ ン ス ジ ャ パ ン 株 式 会 社 か ら は TSA
免 疫 組 織 化 学 染 色 ・ in situ Hybridization増 感 シ ス テ ム の キ ッ ト の 酵 素 や 蛍 光 物 質 標 識
試 薬 と し て 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
＜ 対 応 し た 酵 素 の 発 色 剤 （ HRPで あ れ ば ヂ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 等 と 過 酸 化 水 素 ） の 溶 液 ＞
　 酵 素 の 発 色 基 質 溶 液 。 商 業 的 に 、 種 々 の も の が 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
＜ ヘ マ ト キ シ ン 等 の 溶 液 ＞
　 上 記 の 発 色 色 素 と 区 別 で き る 色 素 溶 液 を 用 い た 核 な い し 細 胞 質 の 染 色 で 、 後 対 比 染 色 を
行 う 。 一 般 的 に は 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 が 用 い ら れ る 。 DakoCytomation Co.か ら 自 動 免 疫
染 色 装 置 で の 染 色 用 に ダ コ  ChemMateヘ マ ト キ シ リ ン 試 薬 が 供 給 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
＜ 封 入 剤 に 対 応 し た 処 理 ＞
　 発 色 基 質 に 合 わ せ て 、 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン で あ れ ば 、 エ タ ノ ー ル 系 列 に 浸 し て の 脱 水 後
に 、 プ ラ ス チ ッ ク 封 入 剤 で 封 入 し 、 長 期 の 保 存 に 耐 え る 永 久 標 本 を 作 成 す る 。 3-ア ミ ノ -9
-エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル で の 発 色 で は 、 DakoCytomation Co.か ら 供 給 さ れ る Ultramount試 薬
で 、 70℃ で の 加 熱 固 化 で 永 久 標 本 を 作 成 す る 。 ベ ク タ ー 社 の 種 々 の 発 色 基 質 で は 、 冷 風 に
よ る 乾 燥 後 に 、 VectaMount封 入 剤 で 封 入 し 乾 燥 固 化 し 、 永 久 標 本 を 作 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 １
　 sABC法 と HRPに よ る CARD反 応 と そ の 検 出 か ら な る 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 の 方 法 (DAKO CSA
 system, DakoCytomation Co)を 自 動 免 疫 染 色 装 置 で 実 施 し 、 各 反 応 後 の 洗 浄 に 、 35℃ 加
熱 0.1％ tween20界 面 活 性 剤 添 加 ト リ ス 緩 衝 液 （ TBS） 洗 浄 液 を 用 い 、 洗 浄 回 数 と 洗 浄 効 果
の 関 係 の 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 sABC法 の 各 洗 浄 は 35℃ 加 熱 0.1％ tween20界 面 活 性 剤 添
加 TBSに よ る 三 回 の 洗 浄 が 、 HRPに よ る CARD反 応 と そ の 検 出 の 反 応 後 の 洗 浄 は 35℃ 加 熱 0.1
％ tween20界 面 活 性 剤 添 加 TBSに よ る 二 回 の 洗 浄 が 、 至 適 な 洗 浄 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
実 施 例 ２
　 洗 浄 は 実 施 例 １ で 示 し た 至 適 洗 浄 法 で 、 従 来 の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 の 方 法 を 種 々 の
臓 器 の 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 で 自 動 免 疫 染 色 装 置 を 使 い 実 施 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 １ ） 熱 処 理 に て 抗 原 回 復 を 行 わ な い 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 で は 、 従 来 の 超 高 感 度
免 疫 組 織 化 学 の 方 法 で 一 次 抗 体 反 応 を 省 く と 、 陽 性 反 応 を 認 め な い 。 図 ２ の １ と 2に 、 ヒ
ト 扁 桃 組 織 固 定 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 で 、 抗 原 回 復 処 理 を 行 わ ず 、 一 次 抗 体 反 応 を 省 い て 、
従 来 の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の 実 施 例 を 示 す 。 全 く 非 特 異

10

20

30

40

50

(14) JP 2004-271511 A 2004.9.30



陽 性 所 見 を 認 め な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ２ ） 0.01Mク エ ン 酸 緩 衝 液 pH 6.0に 切 片 を 浸 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ で 121℃ ５ 分 間 の 加 熱 処
理 で の 抗 原 回 復 を 行 い 、 従 来 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 の 方 法 で 一 次 抗 体 反 応 を 省 い て 実 施
し た が 、 図 ２ の 3に 示 す よ う に 、 強 い 内 因 性 ビ オ チ ン に よ る 非 特 異 反 応 を 認 め る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ３ ） 抗 原 回 復 を 加 熱 型 攪 拌 器 を 用 い 94℃ ４ ０ 分 間 の 熱 処 理 で の 抗 原 回 復 行 い 、 同 様 の 実
施 で 、 図 ２ の ４ に 示 す よ う に 、 内 因 性 ビ オ チ ン に よ る 非 特 異 反 応 を 認 め る 。 図 2の ３ に 示
す オ ー ト ク レ ー ブ で の 抗 原 回 復 例 と 比 べ て 、 非 特 異 反 応 は 弱 い が 、 特 異 反 応 の 評 価 に 問 題
と な る 非 特 異 反 応 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ４ ） 前 記 も 加 熱 型 攪 拌 器 を 用 い た 抗 原 処 理 を 行 い 、 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 で 後 固 定 30
分 間 行 い 、 同 様 に 従 来 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 の 方 法 で 一 次 抗 体 反 応 を 省 き 実 施 し た 所 、
図 ２ の ５ に 示 す よ う に 、 内 因 性 ビ オ チ ン に よ る 非 特 異 反 応 は 消 失 し た 。 し か し 、 一 次 抗 体
に 増 殖 細 胞 の 核 を 標 識 す る 抗 Ki67抗 原 抗 体 溶 液 を 用 い て 、 前 記 も 加 熱 型 攪 拌 器 を 用 い た 抗
原 処 理 を 行 い 、 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 で 後 固 定 30分 間 行 い 、 同 様 に 従 来 の 超 高 感 度 免 疫
組 織 化 学 の 方 法 を 実 施 し 、 図 ２ の ６ に 示 す よ う に 、 極 少 数 の 核 が 陽 性 を 示 し た の み で あ っ
た 。 抗 原 回 復 し た 抗 原 が 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 で の 後 固 定 で 再 度 マ ス ク さ れ て い る こ と
が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 従 っ て 、 従 来 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 の 方 法 の 根 本 的 な 非 特 異 反 応 の 抑 制 の 方 法 が 必 要
と な っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 は 、 リ ン 酸 一 ナ ト リ ウ ム ・ ２ 水 塩 ４ gと リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム ・
１ ２ 水 塩 ２ ６ gを イ オ ン 交 換 水 ９ ０ ０ mlに 溶 解 し 、 特 級 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 液 （ ホ ル マ リ ン
） １ ０ ０ mlを 加 え て 作 成 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 後 固 定 と は 、 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 は 、 作 成 の 過 程 で 初 め に 化 学 固 定 さ れ て い る
が 、 パ ラ フ ィ ン を 除 き 親 水 化 し て か ら 、 再 度 、 化 学 固 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 抗 Ki67抗 原 抗 体 溶 液 は 、 Ki-67 Antigen, MIB-1 (マ ウ ス 単 ク ロ ー ン 抗 体 ） （ DakoCytoma
tion Co. M7240)の ダ コ 抗 体 希 釈 溶 液 で の 50倍 希 釈 溶 液 で あ る 。
実 施 例 ３
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 二 次 抗 体 と 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と ポ リ マ ー と の 複 合 体 に よ る ポ リ マ ー 法 の 抗 原
検 出 感 度 を 検 討 し た 。 従 来 の 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に 組 み 込 ま れ て い る sABC
法 を 対 照 と し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 検 索 に 用 い た 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 は 、 ヒ ト T細 胞 親 和 性 ウ イ ル ス １ 型 （ HTLV-1)
関 連 の MT-1細 胞 株 の セ ル ブ ロ ッ ク 標 本 で あ る 。 用 い た 一 次 抗 体 は 、 HTLV-1の 関 連 蛋 白 で あ
る p40Tax蛋 白 の ラ ッ ト 単 ク ロ ー ン 抗 体 (WATM-1,琉 球 大 学 の 田 中 勇 悦 教 授 よ り 供 与 ） を 用 い
、 100倍 、 500倍 、 1000倍 に ダ コ 抗 体 希 釈 液 で 希 釈 し た 溶 液 を 用 い た 。 検 討 し た ポ リ マ ー 法
は 、 抗 ラ ッ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 と 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 短 い ポ リ マ ー と 複 合 体
を 用 い る も の （ 表 １ の ２ ） 、 ダ コ ChemMate ENVISION（ 表 １ の ３ ） 、 ダ コ ENVISION+（ 抗 マ
ウ ス 一 次 抗 体 用 ） （ 表 １ の ４ ） 、 ニ チ レ イ （ ザ イ メ ッ ト 社 ） の ヒ ス ト フ ァ イ ン ・ シ ン プ ル
・ ス テ イ ン ・ マ ル チ (ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ） （ Histofine Simple Stain, MULTI (PO)、
表 １ の ５ ） で あ る 。 sABC法 と 対 比 し て 、 結 果 を 表 １ に 示 す 。 ポ リ マ ー 法 の 全 て が 、 sABC法
と 比 較 し て 背 景 の 非 特 異 反 応 が 少 な か っ た 。 抗 ラ ッ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 と 西 洋 ワ サ ビ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ を 短 い ポ リ マ ー と 複 合 体 を 用 い る も の （ 表 １ の ２ ） が ほ ぼ sABC法 と 同 等 の
抗 原 検 出 感 度 を 示 し た 。 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 の ラ ッ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン と の 交 叉 反
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応 で 陽 性 像 を 示 す 他 の ポ リ マ ー 法 で は 、 ダ コ ChemMate EnVision（ 表 １ の ３ ） が sABC法 と
ほ ぼ 同 様 の 検 出 感 度 で あ っ た 。 ダ コ ChemMate EnVision（ 表 １ の ３ ） と ダ コ EnVision+（ 抗
マ ウ ス 一 次 抗 体 用 ） （ 表 １ の ４ ） の 抗 原 検 出 感 度 の 差 は 、 ダ コ ChemMate EnVision（ 表 １
の ３ ） よ り 短 い ポ リ マ ー を 用 い て い る こ と に 起 因 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 図 ３ に 、
そ れ ぞ れ の 100倍 希 釈 一 次 抗 体 溶 液 で の 染 色 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
＜ セ ル ブ ロ ッ ク 標 本 ＞
　 セ ル ブ ロ ッ ク 標 本 は 、 大 量 に 培 養 し た 細 胞 な い し 採 取 さ れ た 細 胞 を 試 験 管 に 集 め 、 500r
pmで 10秒 程 、 フ ラ ッ シ ュ 遠 沈 し 、 細 胞 集 塊 を 作 り 、 そ れ に 、 10％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン 溶 液 を 注
ぎ 30分 間 固 定 し 、 こ の 固 定 さ れ た 細 胞 集 塊 を 組 織 と 同 様 に 処 理 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 を
作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
＜ ダ コ ChemMate ENVISION＞
　 ダ コ ChemMate ENVISION（ K5027)は 、 商 業 的 に 供 給 さ れ て い る ポ リ マ ー 法 の 一 つ で あ り
、 自 動 免 疫 染 色 装 置 で の 染 色 を 前 提 に 供 給 さ れ て い る 。 ダ コ EnVisionよ り 抗 原 検 出 感 度 が
高 い と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
＜ ダ コ ENVISION+（ 抗 マ ウ ス 一 次 抗 体 用 ） ＞
　 ダ コ ENVISION+（ 抗 マ ウ ス 一 次 抗 体 用 ） （ K4006は 、 商 業 的 に 供 給 さ れ て い る ポ リ マ ー 法
で あ る 。 チ レ イ （ ザ イ メ ッ ト 社 ） の ヒ ス ト フ ァ イ ン ・ シ ン プ ル ・ ス テ イ ン ・ マ ル チ ニ チ レ
イ （ ザ イ メ ッ ト 社 ） の ヒ ス ト フ ァ イ ン ・ シ ン プ ル ・ ス テ イ ン ・ マ ル チ (ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標 識 ） （ Histofine Simple Stain, MULTI (PO)、 424154） は 。 商 業 的 に 供 給 さ れ て い る ポ
リ マ ー 法 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 次 に 、 ヒ ト 扁 桃 組 織 の 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 を 用 い 、 0.01Mク エ ン 酸 緩 衝 液 pH6.0
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に 浸 し オ ー ト ク レ ー ブ で の 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 を 行 い 、 一 次 抗 体 は 抗 Ki67抗 原 抗 体 溶 液
で Ki-67 Antigen, MIB-1 (マ ウ ス 単 ク ロ ー ン 抗 体 ） （ DakoCytomation Co. M7240)を ダ コ
抗 体 希 釈 溶 液 で の 50倍 に 希 釈 し た 溶 液 を 用 い 、 sABC法 と ダ コ ChemMate EnVisionを 実 施 し
た 。 そ の 染 色 像 を 、 図 ４ に 示 す 。 sABC法 （ 図 ４ の １ 、 ３ 、 ５ ） と ダ コ ChemMate EnVision
（ 図 ４ の ２ 、 ４ 、 ６ ） は 、 や や sABC法 が 強 い が ほ ぼ 同 様 の 陽 性 像 を 示 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 従 っ て 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト の 一 次 抗 体 の 利 用 の 観 点 か ら 、 sABC法 と 同 等 の 抗 原 検
出 感 度 を 有 し 、 超 高 感 度 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に sABC法 に 代 わ っ て 組 み 込 め る の は ダ
コ ChemMate EnVisionポ リ マ ー 法 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
実 施 例 ４
　 本 発 明 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 、 ヒ ト 扁 桃 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 を 用 い
、 0.01Mク エ ン 酸 緩 衝 液 pH6.0に 浸 し オ ー ト ク レ ー ブ で の 熱 処 理 に よ る 抗 原 回 復 を 行 い 、 一
次 抗 体 は 抗 Ki67抗 原 抗 体 溶 液 で Ki-67 Antigen, MIB-1 (マ ウ ス 単 ク ロ ー ン 抗 体 ） （ DakoCy
tomation Co. M7240） を ダ コ 抗 体 希 釈 溶 液 で の 50倍 に 希 釈 し た 溶 液 を 用 い 、 実 施 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 固 定 の 良 好 な 切 片 の 領 域 で は 、 リ ン パ 球 と 扁 平 上 皮 の 増 殖 細 胞 の 核 が 標 識 さ れ た （ 図 ５
の １ 、 ２ 、 ３ ） 。 一 方 、 固 定 の 余 り 良 く な い 領 域 で は 、 背 景 の 非 特 異 反 応 が 強 く 出 現 し た
（ 図 ５ の ４ と ５ ） 。 20％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン 溶 液 で 化 学 固 定 さ れ た 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 で
は 、 良 好 な 染 色 結 果 が 得 ら れ た （ 図 ５ の ６ ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 で 、 固 定 の 良 好 で あ る 固 定 組 織 パ ラ フ
ィ ン 標 本 切 片 で は 、 非 常 に 背 景 の 非 特 異 反 応 の 少 な い 染 色 が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 ５
　 次 に 、 非 特 異 反 応 を 、 さ ら に 抑 制 す る 方 法 を 見 出 す べ く 、 種 々 の 比 較 試 験 を 行 な っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 上 記 実 施 例 に 記 載 の ポ リ マ ー 法 導 入 の 超 高 感 度 免 疫 染 色 で 、 catalyzed reportor depos
ition (CARD)/catalyzed signal amplification (CSA)反 応 を 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド
反 応 と ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応 に よ る 増 幅 反 応 と フ ル オ レ ス セ ン ス ・ イ ソ チ
オ ネ ー ト （ FITC） -タ イ ラ マ イ ド 反 応 と HRP標 識 抗 FITC抗 体 反 応 に よ る 増 幅 反 応 を 比 較 し た
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 図 ６ は 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 染 色 で の ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 法 と フ ル オ レ ス セ ン ス ・ イ
ソ チ オ ネ ー ト （ FITC） -タ イ ラ マ イ ド 法 の 比 較 （ ヒ ト 虫 垂 組 織 ） を 示 す 。 ま ず 、 10％ ホ ル
マ リ ン 液 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 ヒ ト 虫 垂 粘 膜 組 織 標 本 切 片 を 、 0.01Mク エ ン 酸 緩 衝 液 に よ る
オ ー ト ク レ ー ブ 121℃ 　 5分 間 で 抗 原 回 復 前 処 理 を 行 い 、 一 次 抗 体 反 応 を 省 い た 後 に 、 aは  
ポ リ マ ー 法 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応 に よ る
増 幅 反 応 、 DAB過 酸 化 水 素 呈 色 反 応 を 行 い 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 核 染 色 を 行 っ た 。 bは ポ リ マ ー
法 、 FITC-タ イ ラ マ イ ド 反 応 と HRP標 識 抗 FITC抗 体 反 応 に よ る 増 幅 反 応 、 DAB過 酸 化 水 素 呈
色 反 応 を 行 い 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 核 染 色 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 共 に 、 ヒ ト 虫 垂 粘 膜 組 織 の 腺
上 皮 に 非 特 異 反 応 を 示 し た 。 し か し 、 bの 方 が 、 非 特 異 反 応 は 弱 か っ た 。 こ の 反 応 は ビ オ
チ ン に よ る も の で は な く 、 異 化 タ イ ラ マ イ ド の 非 特 異 沈 着 反 応 に よ る も の で あ り 、 ビ オ チ
ン は C12H16N2O3S 分 子 量 : 244.3で あ り 、 FITCは C21H11NO5S 分 子 量 : 389.4で あ り 、 タ イ
ラ マ イ ド (tyramine) C8H11NO 分 子 量 : 137.2で あ る こ と か ら 、 分 子 量 は FITC-タ イ ラ マ イ
ド が ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド よ り 大 き く な り 、 FITC-タ イ ラ マ イ ド の 非 特 異 沈 着 反 応 で の
移 動 が 少 な い こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 記 を 確 認 す る 為 に 、 ヒ ト リ ン パ 節 、 ヒ ト 扁 平 上 皮 癌 組 織 、 ヒ ト 肝 臓 癌 組 織 、 ヒ ト 胃 癌
組 織 、 ヒ ト 胃 カ ル チ ノ イ ド 組 織 の 緩 衝 10％ ホ ル マ リ ン 溶 液 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 切 片 を
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用 い て 、 抗 体 Ki-67抗 原 抗 体 (MIB-1)を 用 い 、 染 色 方 法 は 、 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 で の ビ オ
チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 法 、 FITC-タ イ ラ マ イ ド 法 を 用 い る と 共 に 、 対 象 と し て 、 ChemMate En
Vision (ポ リ マ ー 法 )と 一 次 抗 体 反 応 を 省 い た ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応 に よ る
内 因 性 ビ オ チ ン の 検 出 法 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 は 、 全 て 、 ポ リ マ ー 法 を 導 入 し た 方 法 に 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ
ド 法 は ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 の 前 に 0.25%の カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 非 特 異 反 応 抑 制 を
行 い 、 FITC-タ イ ラ マ イ ド 法 は 0.25%の カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 非 特 異 反 応 抑 制 後 に ２ 回 の 界 面
活 性 剤 添 加 ト リ ス 緩 衝 液 で の 洗 浄 を 行 っ た 後 に FITC-タ イ ラ マ イ ド 反 応 を ２ 倍 の 時 間 （ 30
分 間 ） 行 っ た 。 こ の そ れ ぞ れ の 染 色 プ ロ ト コ ー ル の 相 違 は 、 0.25%の カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る
非 特 異 反 応 抑 制 の 有 無 と そ の 後 の 界 面 活 性 剤 添 加 ト リ ス 緩 衝 液 の 有 無 の 効 果 を 評 価 し て 、
そ れ ぞ れ が 最 も 強 い 陽 性 反 応 を 示 す 設 定 を 決 め た も の で あ る 。
染 色 は 、 DAKO autostainerを 用 い て 、 洗 浄 緩 衝 液 は 35℃ に 加 熱 し た 界 面 活 性 剤 添 加 ト リ ス
緩 衝 液 で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 図 ７ は 、 Ki-67抗 原 の ポ リ マ ー 法 、 ポ リ マ ー 法 を 導 入 し た 超 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方
法 、 ポ リ マ ー 法 と ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 前 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 を 行 っ た 超 高 感 度 免
疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に よ る 検 出 と ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応 に よ る 内 因 性 ビ
オ チ ン の 検 出 （ ヒ ト リ ン パ 節 、 肝 臓 癌 周 囲 の 肝 臓 正 常 部 、 胃 カ ル チ ノ イ ド 組 織 ） を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 aは ポ リ マ ー 法 、 bは 一 次 抗 体 （ MB-1） 反 応 を 省 き ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応
を 行 っ た も の 、 cは ポ リ マ ー 法 を 導 入 し た 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 （ 既 特 許 出 願 の 方
法 ） 、 dは ポ リ マ ー 法 を 導 入 し た 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 染 色 法 （ 既 特 許 出 願 の 方 法 ） の ビ
オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 前 に 0.25％ カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 非 特 異 反 応 抑 制 を 行 っ た も の で
あ る 。 た だ し 、 一 次 抗 体 は 、 界 面 活 性 剤 添 加 ト リ ス 緩 衝 液 抗 体 希 釈 液 で 1０ ０ 倍 に 希 釈 し
て 用 い 、 aは 1時 間 、 cと ｄ は 30分 の 反 応 で 行 っ た 。 標 本 は 、 １ は リ ン パ 節 、 ２ は 肝 臓 癌 の
伴 う 肝 臓 正 常 部 、 ３ は 胃 粘 膜 で カ ル チ ノ イ ド を 伴 う 部 分 で あ る 。 そ の 結 果 、 図 ７ に 示 す 様
に 、 bで の 内 因 性 ビ オ チ ン の ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応 に よ る 検 出 は 、 ２ の 肝 臓
正 常 部 で 淡 く 認 め ら れ る の み で あ っ た 。 aと dは 、 dが よ り 感 度 の 高 い Ki-67抗 原 の 検 出 が 行
わ れ て い る が 、 cで は 非 特 異 反 応 が ど の 切 片 で も 強 い こ と が 理 解 出 来 る 。 従 っ て 、 ビ オ チ
ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 前 に 0.25％ カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 非 特 異 反 応 抑 制 で 、 ビ オ チ ン 化 タ イ
ラ マ イ ド 反 応 に よ る 非 特 異 反 応 の 抑 制 が 出 来 る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 ８ は 、 超 高 感 度 免 疫 染 色 方 法 で の 前 に 0.25％ カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 非 特 異 反 応 抑 制 処 理
を 行 っ た ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 法 (a)と FITC-タ イ ラ マ イ ド 法  (b)で 、 リ ン パ 節 (1)、 扁
平 上 皮 癌 (2)、 肝 臓 癌 (3)、 胃 癌 (4)の 組 織 で Ki67抗 原 を 検 出 し た も の で あ る 。 ビ オ チ ン 化
タ イ ラ マ イ ド 法 (a)よ り FITC-タ イ ラ マ イ ド 法  (b)は  Ki-67抗 原 の 検 出 感 度 が 低 く な っ て い
る の が 明 ら か で あ る 。 こ れ は 、 ビ オ チ ン と FITCの 分 子 量 が 244.3、 389.4で あ る こ と か ら 、
ポ リ マ ー 試 薬 の HRPに よ る そ れ ぞ れ の タ イ ラ マ イ ド と の 複 合 体 の 異 化 反 応 に よ る 沈 着 反 応
が 分 子 量 に 反 比 例 し て 低 下 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 CARD/CSA反 応 に よ る 標 識 タ イ ラ マ イ ド の 異 化 沈 着 反 応 の 検 出 で は 、 そ の 洗 浄 は 強 く 行 っ
て は な ら な い こ と は 、 DENDRITIC CELLS 7:19-27, 1997で 明 ら か に し て い る 。 従 っ て 、 用
手 法 で の 染 色 の 実 施 で は 、 室 温 で の 界 面 活 性 剤 を 添 加 し な い ト リ ス 緩 衝 液 な い し リ ン 酸 緩
衝 液 で の 洗 浄 が 行 わ れ て た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 第 ２ 世 代 と し て 商 業 的 に 供 給 さ れ て い る FITC-タ イ ラ マ イ ド に よ る 増 幅 反 応 は 、 異 化 沈
着 物 質 の 分 子 量 の 増 加 に よ る 沈 着 範 囲 の 狭 小 化 に よ り 、 こ の 問 題 を 解 決 す る も の で あ る が
、 図 ８ に 示 し た よ う に 抗 原 検 出 感 度 を 一 方 で 低 下 さ せ て い る 事 が わ か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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　 今 回 の 我 々 の 発 見 し た ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 前 の 非 特 異 反 応 の 抑 制 で 、 こ の CARD
/CSA反 応 の 非 特 異 沈 着 の 抑 制 な い し 拡 散 し た 沈 着 の 抑 制 は 抗 原 の 検 出 感 度 を 低 め る こ と な
く 、 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 実 施 出 来 る も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 従 来 法 で は 、 充 分 な 洗 浄 を 行 う と 共 に 、 非 特 異 反 応 の 出 現 す る 現 象 が 見 ら れ た 。 こ の 現
象 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ チ ン (St-Av)ー 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP)複 合 体 反 応 に よ る
内 因 性 ビ オ チ ン の 検 出 な の か 、 catalyzed reporter deposition (CARD)/catalyzed signa
l amplification (CSA)反 応 の 非 特 異 反 応 で あ る の か が 問 題 と な っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 今 回 の 試 験 に よ っ て 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 と St-Av-HRP反 応 に よ る 増 幅 反 応 と
フ ル オ レ セ ン ・ イ ソ チ ア ネ ー ト (FITC)-タ イ ラ マ イ ド 反 応 と HRP標 識 抗 FITC抗 体 反 応 に よ る
増 幅 反 応 を 比 較 し て 、 後 者 の 増 幅 反 応 で の 非 特 異 反 応 が 少 な い こ と か ら 、 CARD/CSA反 応 に
お け る 異 化 物 質 の 非 特 異 拡 散 沈 着 反 応 が こ の 非 特 異 反 応 の 原 因 で あ る こ と が 示 唆 さ れ 、 そ
れ が こ の 検 索 で 確 認 さ れ る と 共 に 、 そ の 抑 制 に は 、 0.25%カ ゼ イ ン 溶 液 に よ る 非 特 異 反 応
の 抑 制 が 有 効 で あ り 、 か つ 、 抗 原 検 出 感 度 は 、 ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド の CARD/CSA反 応 に
よ る 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 が よ り 高 い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
＜ 実 施 例 ５ に 用 い た 試 薬 等 ＞
＜ ポ リ マ ー 試 薬 ＞
　 ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 の ダ コ ChemMate ENVISION K5027。
0.25％ カ ゼ イ ン 溶 液 試 薬 ： ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 の 非 特 異 反 応 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬  X09
09。
【 ０ １ ０ ９ 】
＜ ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 試 薬 ＞
　 ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 の ダ コ CSA System K1500の ボ ト ル 8の 増 幅 試 薬 。
【 ０ １ １ ０ 】
＜ ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 ＞
　 ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 の ダ コ CSA System K1500の ボ ト ル ９ の 酵 素 標 識 試 薬 。
【 ０ １ １ １ 】
＜ FITC-タ イ ラ マ イ ド 試 薬 ＞
　 ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 の CSA II (K1497)の 増 幅 試 薬 な い し ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン
社 の ダ コ GenPoint system (K0618)の FITC標 識 タ イ ラ マ イ ド 溶 液 。
【 ０ １ １ ２ 】
＜ HRP標 識 抗 FITC抗 体 試 薬 ＞
　 ダ コ ・ サ イ ト メ ー シ ョ ン 社 の ダ コ GenPoint system (K0618)の 抗 FITC抗 体 /HRP二 次 酵 素
試 薬 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ １ ３ 】
　 高 感 度 の 抗 原 検 出 法 を 提 供 で き る た め 、 生 物 学 、 医 学 、 分 子 生 物 学 等 の 種 々 の 関 連 分 野
に お い て 、 研 究 分 析 に と ど ま ら ず 、 実 用 面 に も 多 大 な 需 要 が あ る と 考 え ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ４ 】
【 図 １ 】 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 ２ 】 図 ２ は 、 ヒ ト 扁 桃 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 を 用 い た 本 発 明 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色
法 に よ る 抗 原 の 検 出 方 法 に よ る 結 果 を 示 す 。 標 本 切 片 を 用 い 従 来 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学
的 染 色 法 を 実 施 し 、 抗 原 回 復 の 有 無 と 抗 原 回 復 後 の 固 定 の 影 響 を 検 討 し た 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 HTLV-1関 連 細 胞 株 MT-1の セ ル ブ ロ ッ ク 標 本 で 、 HTLV-1関 連 蛋 白 の p40Tax
蛋 白 の 特 異 抗 体 (WATM-1)を 用 い 、 sABC法 と ポ リ マ ー 法 で 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 実 施 し た 結
果 を 示 す 。
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【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ヒ ト 扁 桃 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 を 用 い 、 抗 原 回 復 後 に 、 Ki-67抗
原 抗 体 一 次 抗 体 反 応 を 行 い 、 sABC法 と ダ コ ChemMate ENVISION法 で 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を
実 施 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ヒ ト 扁 桃 固 定 組 織 パ ラ フ ィ ン 標 本 切 片 を 用 い 、 抗 原 回 復 後 に 、 Ki-67抗
原 抗 体 一 次 抗 体 反 応 を 行 い 、 本 発 明 の 超 高 感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 を 実 施 し た も の 。 固 定
が 良 好 の 部 分 。 や や 固 定 が 不 良 な 部 分 。 固 定 を 20％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン 溶 液 で 行 っ た 結 果 を 示
す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル 染 色 で の ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 法 と フ ル オ レ ス セ ン
ス ・ イ ソ チ オ ネ ー ト （ FITC） -タ イ ラ マ イ ド 法 の 比 較 （ ヒ ト 虫 垂 組 織 ） を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ki-67抗 原 の ポ リ マ ー 法 、 ポ リ マ ー 法 を 導 入 し た 超 感 度 免 疫 組 織 化 学 的
染 色 方 法 、 ポ リ マ ー 法 と ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 前 非 特 異 反 応 抑 制 処 理 を 行 っ た 超 高
感 度 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 方 法 に よ る 検 出 と ス ト レ プ ト ア ビ チ ン ー HRP複 合 体 反 応 に よ る 内
因 性 ビ オ チ ン の 検 出 （ ヒ ト リ ン パ 節 、 肝 臓 癌 周 囲 の 肝 臓 正 常 部 、 胃 カ ル チ ノ イ ド 組 織 ） を
示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 Ki-67抗 原 の ポ リ マ ー 法 と ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 反 応 前 非 特 異 反 応 抑
制 処 理 を 行 っ た ビ オ チ ン 化 タ イ ラ マ イ ド 法 、 FITC-タ イ ラ マ イ ド 法 の 超 感 度 免 疫 組 織 化 学
的 染 色 に よ る 検 出 感 度 の 相 違 （ ヒ ト リ ン パ 節 、 扁 平 上 皮 癌 、 肝 臓 癌 、 胃 癌 組 織 ） を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种通过免疫组织化学染色以超高灵敏度检测抗原
的方法，其通过内源性生物素等抑制非特异性反应而不降低检测灵敏
度。 ŽSOLUTION：这种通过超高灵敏度的免疫组化染色法检测抗原的
方法适用于检测固定组织标本片中的抗原。该方法包括将抗原与第一抗
体连接，并将含有第二抗体和辣根过氧化物酶的聚合物复合物与连接的
第一抗体连接，以显示辣根过氧化物酶标记的酪胺的沉积反应标记，从
而检测抗原。 Ž
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