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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の：
　a．第一の結合剤が試料中の生物学的マーカーに結合し、第一の複合体を形成するよう
に、試料を少なくとも1つの第一の結合剤と接触させる工程、ここで、該第一の結合剤は
、該生物学的マーカーに特異的に結合し得る第一の結合分子であるか、または該第一の結
合分子と第一のハプテンのコンジュゲートである；
　b．aの第一の結合分子またはaの第一のハプテンに特異的に結合し、第二の複合体を形
成する第二の結合分子を含む少なくとも1つの第二の結合剤とaの第一の複合体を接触させ
る工程、ここで、該少なくとも１つの第二の結合剤は、該第二の結合分子と少なくとも１
つの第一のポリマーのコンジュゲートであるか、または該第二の結合分子と、少なくとも
１つの第一のポリマーと、第二のハプテンのコンジュゲートである；
　c．bの第二の結合分子またはbの第二のハプテンに特異的に結合し、第三の複合体を形
成する第三の結合分子を含む少なくとも1つの第三の結合剤とbの第二の複合体を接触させ
る工程、ここで、該少なくとも１つの第三の結合剤は、該第三の結合分子と少なくとも１
つの第二のポリマーのコンジュゲートであり、少なくとも1つの検出可能剤が、
　　　i.第三の結合分子；
　　　ii.少なくとも1つの第二のポリマー；または
　　　iii.第三の結合分子および少なくとも1つの第二のポリマーの両方と連結される;
ならびに、
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　d.cの第三の複合体を検出する工程
を含む、試料中の生物学的マーカーを検出する方法。
【請求項２】
　少なくとも１つの第一の結合分子が、一次抗体または核酸プローブから選択される、請
求項１記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも１つの第二の結合剤が、デュアル連結結合剤であり、該デュアル連結結合剤
は、少なくとも２つの異なる第二の結合分子を含むコンジュゲートであり、該異なる第二
の結合分子の各々は、異なる第一の結合剤に特異的に結合し得、該２つの異なる第二の結
合分子は、１つのポリマーに連結されているか、または２つの異なるポリマーに連結され
ている、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　少なくとも１つの第二の結合分子が、二次抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　少なくとも１つの第二の結合分子が、fos、jun、MHC、C1q、免疫グロブリン受容体、お
よびロイシンジッパードメインを有する任意の分子から選択される少なくとも１つの分子
である、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　少なくとも１つの第二の結合剤が、さらに抗体のFc領域を含む、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　MHC分子が、MHCクラスIおよびMHCクラスII、ならびに非従来MHCから選択され、該非従
来MHCは、特異的結合パートナーを有する分子である、請求項５記載の方法。
【請求項８】
　少なくとも１つの第三の結合分子が、三次抗体である、請求項１記載の方法。
【請求項９】
　少なくとも１つの第三の結合分子が、fos、jun、MHC、C1q、免疫グロブリン受容体、お
よびロイシンジッパードメインを有する任意の分子から選択される分子である、請求項１
記載の方法。
【請求項１０】
　少なくとも１つの第三の結合剤が、さらに抗体のFc領域を含む、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　MHC分子が、MHCIおよびMHCIIから選択される、請求項９記載の方法。
【請求項１２】
　一次抗体が、任意の哺乳類種または鳥類種由来である、請求項２記載の方法。
【請求項１３】
　二次抗体が、一次抗体の由来となる哺乳類種を除く任意の哺乳類種由来である、請求項
４記載の方法。
【請求項１４】
　三次抗体が、一次抗体および二次抗体の由来となる哺乳類種を除く任意の哺乳類種由来
である、請求項８記載の方法。
【請求項１５】
　試料が組織試料である、請求項１記載の方法。
【請求項１６】
　試料が細胞試料である、請求項１記載の方法。
【請求項１７】
　試料中の生物学的マーカーが、疾患を有しない被験体から得られる細胞と比較して、疾
患を有する被験体から得られる細胞中で、より高いレベルまたはより低いレベルで発現す
る、請求項１記載の方法。
【請求項１８】
　試料が、固体支持体上に提供される、請求項１記載の方法。
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【請求項１９】
　固体支持体が、顕微鏡のスライド、顕微鏡下で観察され得る固体支持体、および顕微鏡
写真を作成するために使用され得る固体支持体から選択される、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　少なくとも1つの第一のポリマーに連結された少なくとも1つの二次抗体が、２つの異な
るポリマーに連結された２つの異なる二次抗体を含み、該２つの二次抗体の各々が、異な
る哺乳類起源由来の一次抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含む、請求項４記載
の方法。
【請求項２１】
　少なくとも1つの第二の検出可能剤が、
　　ａ．第一のポリマー；
　　ｂ．少なくとも１つの第二の結合分子；または
　　ｃ．第一のポリマーおよび少なくとも１つの第二の結合分子の両方
に連結されていることをさらに特徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項２２】
　第一および第二の検出可能剤が、蛍光標識、酵素標識、放射性同位体、化学発光標識、
生物発光標識、ポリマー粒子、金属粒子、ハプテン、標識された抗体、および色素から選
択される、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　検出可能剤が、5－（および6）－カルボキシフルオレセイン、5－または6－カルボキシ
フルオレセイン、6－（フルオレセイン）－5－（および6）－カルボキサミドヘキサン酸
、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、テトラメチルローダミン、Cy2、Cy3
、Cy5、AMCA、PerCP、R－フィコエリトリン（RPE）、アロフィコエリトリン（APC）、テ
キサスレッド、プリンストンレッド、緑色蛍光タンパク質（GFP）、コートされたCdSeナ
ノクリスタライト、DNP、ビオチン、ジゴキシゲニン、ホースラディッシュペルオキシダ
ーゼ(HRP)、アルカリ性ホスファターゼ(AP)、ベータ-ガラクトシダーゼ(GAL)、グルコー
ス-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、β-Ｎ-アセチル-グルコサミニダーゼ、β-グルクロニダ
ーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシフェラーゼ、グルコースオ
キシダーゼ(GO)、ルミノール、イソルミノール、アクリジニウムエステル、1,2-ジオキセ
タンおよびピリドピリダジン、ならびに水素、炭素、硫黄、ヨウ素、コバルト、セレン、
トリチウム、およびリンの放射性同位元素から選択される、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　第一の結合分子、第二の結合分子、および第三の結合分子の少なくとも1つが、抗体で
ある、請求項１記載の方法。
【請求項２５】
　抗体が、モノクローナル抗体である、請求項２４記載の方法。
【請求項２６】
　該第二の結合剤が、２つの第二の結合剤を含み、該２つの第二の結合剤の各々が、少な
くとも１つの別個のポリマーに個々に連結されている、請求項１記載の方法。
【請求項２７】
　三次抗体が、ハプテンに結合する、請求項８記載の方法。
【請求項２８】
　ハプテンが、FITC、DNP、ジゴキシゲニン、ニトロチロシンビオチン、アビジン、スト
レプトアビジン、および抗色素抗体から選択される、請求項２７記載の方法。
【請求項２９】
　第一のポリマーおよび第二のポリマーの少なくとも１つが、デキストラン、カルボキシ
メチルデキストラン、デキストランポリアルデヒド、カルボキシメチルデキストランラク
トン、およびシクロデキストリンを含む多糖類；プルラン、シゾフィラン、スクレログル
カン、キサンタン、ゲラン、O－エチルアミノグアラン、6－O－カルボキシメチルキチン
、N－カルボキシメチルキトサンを含むキチン、キトサン類；カルボキシメチルセルロー
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ス、カルボキシメチルヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、6－
アミノ－6－デオキシセルロースおよびO－エチルアミンセルロースを含む誘導体化された
セルロース類；ヒドロキシル化デンプン、ヒドロキシプロピルデンプン、ヒドロキシエチ
ルデンプン、カラゲナン、アルギナート、およびアガロース；フィコールおよびカルボキ
シメチル化フィコールを含む合成多糖類；ポリ（アクリル酸）、ポリ（アクリルアミド）
、ポリ（アクリル酸エステル）、ポリ（2－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（
メチルメタクリレート）、ポリ（マレイン酸）、ポリ（無水マレイン酸）、ポリ（アクリ
ルアミド）、ポリ（エチル－コ－ビニルアセテート）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ビ
ニルアルコール）、ポリ（ビニルアルコール－コ－ビニルクロロアセテート）、アミン化
ポリ（ビニルアルコール）、およびそれらのコブロックポリマーを含むビニルポリマー類
；直鎖状、くし形の、または分岐したデンドリマーを含むポリマー骨格を含むポリエチレ
ングリコール（PEG）またはポリプロピレングリコールまたはポリ（エチレンオキシド－
コ－プロピレンオキシド）；ポリリジン、ポリグルタミン酸、ポリウレタン、ポリ（エチ
レンイミン）、プルリオールを含むポリアミノ酸；アルブミン、免疫グロブリン、および
ウイルス様タンパク質（VLP）を含むタンパク質；ならびにポリヌクレオチド、DNA、PNA
、LNA、オリゴヌクレオチド、およびオリゴヌクレオチドデンドリマー構築体から選択さ
れる、請求項１記載の方法。
【請求項３０】
　ポリマーが、以下：
デキストラン、カルボキシメチルデキストラン、デキストランポリアルデヒド、カルボキ
シメチルデキストランラクトン、およびシクロデキストリンを含む多糖類；プルラン、シ
ゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン、ゲラン、O－エチルアミノグアラン、6－O
－カルボキシメチルキチン、N－カルボキシメチルキトサンを含むキチン、キトサン類；
カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキ
シエチルセルロース、6－アミノ－6－デオキシセルロースおよびO－エチルアミンセルロ
ースを含む誘導体化されたセルロース類；ヒドロキシル化デンプン、ヒドロキシプロピル
デンプン、ヒドロキシエチルデンプン、カラゲナン、アルギナート、およびアガロース；
フィコールおよびカルボキシメチル化フィコールを含む合成多糖類；ポリ（アクリル酸）
、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（アクリル酸エステル）、ポリ（2－ヒドロキシエチル
メタクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ（マレイン酸）、ポリ（無水マ
レイン酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（エチル－コ－ビニルアセテート）、ポリ（
メタクリル酸）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニルアルコール－コ－ビニルクロ
ロアセテート）、アミン化ポリ（ビニルアルコール）、およびそれらのコブロックポリマ
ーを含むビニルポリマー類；直鎖状、くし形の、またはStarBurstTMデンドリマーを含む
ポリマー骨格を含むポリエチレングリコール（PEG）またはポリプロピレングリコールま
たはポリ（エチレンオキシド－コ－プロピレンオキシド）；ポリリジン、ポリグルタミン
酸、ポリウレタン、ポリ（エチレンイミン）、プルリオールを含むポリアミノ酸；アルブ
ミン、免疫グロブリン、およびウイルス様タンパク質（VLP）を含むタンパク質；ならび
にポリヌクレオチド、DNA、PNA、LNA、オリゴヌクレオチド、およびオリゴヌクレオチド
デンドリマー構築体
の２つ以上から構成される混合ポリマーである、請求項２９記載の方法。
【請求項３１】
　第一のポリマーおよび第二のポリマーの少なくとも１つが、デキストランから構成され
る、請求項１記載の方法。
【請求項３２】
　a．少なくとも1つの一次抗体が試料中の生物学的マーカーに結合し、第一の複合体を形
成するように、試料を、マウス抗体およびウサギ抗体から選択される少なくとも1つの一
次抗体と接触させる工程；
　b．少なくとも1つの二次抗体がaの複合体に結合し、第二の複合体を形成するように、a
の複合体を、
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　　i．第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体、
ここで、該少なくとも１つの第一の二次ヤギ抗体は、aの一次マウス抗体に特異的に結合
する抗原結合ドメインを含む；および
　　ii．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体
、ここで、該少なくとも１つの第二の二次ヤギ抗体は、aの一次ウサギ抗体に特異的に結
合する抗原結合ドメインを含む；
と接触させる工程、
　c．bの第二の複合体を、
　　i．第三のデキストランポリマーに連結された少なくとも１つの三次ウサギ抗体と接
触させる工程、ここで、該少なくとも１つの三次ウサギ抗体は、ヤギ抗体と特異的に反応
する抗原結合ドメインを含み；少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分
子が、
　　　1．三次抗体；
　　　2．少なくとも1つの第二のデキストランポリマー；および
　　　3．三次抗体および少なくとも1つの第二のデキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結され、三次抗体がbの第二の複合体に結合し、第三の複合体
を形成する；ならびに
　d．cの第三の複合体を検出する工程；
を含む、試料中の生物学的マーカーを検出する方法。
【請求項３３】
　a．少なくとも1つの一次マウス抗体が試料中の生物学的マーカーに結合し、第一の複合
体を形成するように、試料を少なくとも1つの一次マウス抗体と接触させる工程；
　b．少なくとも1つのウサギ抗体がaの複合体に特異的に結合し、第二の複合体を形成す
るように、aの第一の複合体を、マウス抗体と特異的に反応する抗原結合ドメインを含む
少なくとも1つのウサギ抗体と接触させる工程、ここで、該少なくとも１つのウサギ抗体
は第一のデキストランポリマーに連結されている；
　c．三次抗体がbの第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成するように、bの第二の
複合体を、
　　i．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの三次ヤギ抗体と接触さ
せる工程、ここで、該少なくとも1つの三次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗
原結合ドメインを含み；少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　1．三次抗体；
　　　2．少なくとも1つの第二のデキストランポリマー；および
　　　3．三次抗体および少なくとも1つの第二のデキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される；ならびに
　d．cの第三の複合体を検出する工程
を含む、試料中の生物学的マーカーを検出する方法。
【請求項３４】
　a．少なくとも1つの一次マウス抗体が試料中の生物学的マーカーに結合し、第一の複合
体を形成するように、試料を少なくとも1つの一次マウス抗体と接触させる工程；
　b．少なくとも1つの二次抗体がaの複合体に結合し、第二の複合体を形成するように、a
の複合体を第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの二次ウサギ抗体と
接触させる工程、ここで、該少なくとも1つの二次ウサギ抗体はマウス抗体と特異的に反
応する抗原結合ドメインを含む；
　c．三次抗体がbの第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成するように、bの第二の
複合体を、
　　i．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の三次ヤギ抗体、
ここで、該少なくとも1つの第一の三次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結
合ドメインを含む；および
　　ii．第三のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の三次ヤギ抗体
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ここで、該少なくとも1つの第二の三次ヤギ抗体はマウス抗体と特異的に反応する抗原結
合ドメインを含む
と接触させる工程；ここで、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子
が、
　　　1．任意の三次抗体；
　　　2．少なくとも１つの第二のデキストランポリマー；
　　　3．少なくとも１つの第三のデキストランポリマー；
　　　4．少なくとも１つの第二のデキストランポリマーおよび少なくとも１つの第三の
デキストランポリマーの両方；ならびに
　　　5．任意の三次抗体、ならびに少なくとも１つの第二のデキストランポリマーおよ
び少なくとも１つの第三のデキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される；ならびに
　d．cの第三の複合体を検出する工程
を含む、試料中の生物学的マーカーを検出する方法。
【請求項３５】
　少なくとも１つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　ａ．二次ウサギ抗体；または
　ｂ．第一のデキストランポリマー；または
　ｃ．二次ウサギ抗体および第一のデキストランポリマーの両方
に連結されていることをさらに特徴とする、請求項３４記載の方法。
【請求項３６】
　a．少なくとも1つの一次抗体が試料中の生物学的マーカーに結合し、第一の複合体を形
成するように、試料を、マウス抗体およびウサギ抗体から選択される少なくとも1つの一
次抗体と接触させる工程；
　b．少なくとも1つの二次抗体がaの複合体に結合し、第二の複合体を形成するように、a
の複合体を、
　　i．第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体、
ここで、該第一の二次ヤギ抗体はマウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含む
；
　　ii．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体
、ここで、該第二の二次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含
む；および
　　iii．1．二次ヤギ抗体；
　　　　 2．デキストランポリマー；ならびに
　　　　 3．二次ヤギ抗体、および少なくとも１つのデキストランポリマー；
のうちの少なくとも1つに連結された少なくとも１つのハプテン分子
と接触させる工程；
　c．三次抗体がbの第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成するように、bの第二の
複合体を、
　　i．ウサギ抗体、マウス抗体、ラット抗体、ブタ抗体およびヤギ抗体から選択され、
第三のデキストランポリマーに連結された、少なくとも1つの三次抗体と接触させる工程
、ここで、該少なくとも1つの三次抗体はbの少なくとも1つのハプテン分子に特異的に結
合する抗原結合ドメインを含み；少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ
分子が、
　　　1．三次抗体；
　　　2．少なくとも1つの第二のポリマー；ならびに
　　　3．三次抗体および少なくとも1つの第二のポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される；ならびに
　d．cの第三の複合体を検出する工程
を含む、試料中の生物学的マーカーを検出する方法。



(7) JP 4949038 B2 2012.6.6

10

20

30

40

50

【請求項３７】
　a．少なくとも１つの第二の結合剤；および
　b．少なくとも１つの第三の結合剤
を含む組成物であって、該組成物は、第一の結合剤と共に使用されるものであり、
該第一の結合剤は、第一の結合分子であるか、または該第一の結合分子と第一のハプテン
のコンジュゲートであり、該第一の結合分子は、試料中の生物学的マーカーに特異的に結
合し得；
該少なくとも１つの第二の結合剤は、該第一の結合分子または該第一のハプテンに特異的
に結合する第二の結合分子を含み、該少なくとも１つの第二の結合剤は、該第二の結合分
子と少なくとも１つの第一のポリマーのコンジュゲートであるか、または該第二の結合分
子と、少なくとも１つの第一のポリマーと、第二のハプテンのコンジュゲートであり；
該少なくとも１つの第三の結合剤は、該第二の結合分子または該第二のハプテンに特異的
に結合する第三の結合分子を含み、該少なくとも１つの第三の結合剤は、該第三の結合分
子と少なくとも１つの第二のポリマーのコンジュゲートである、組成物。
【請求項３８】
　請求項１において規定された少なくとも１つの第一の結合剤をさらに含む、請求項３７
記載の組成物。
【請求項３９】
　少なくとも１つの第一の結合分子が、一次抗体または核酸プローブから選択される、請
求項３８記載の組成物。
【請求項４０】
　少なくとも１つの第二の結合分子が、二次抗体である、請求項３７記載の組成物。
【請求項４１】
　少なくとも１つの結合分子が、fos、jun、MHC、C1q、免疫グロブリン受容体、およびロ
イシンジッパードメインを有する任意の分子から選択される少なくとも１つの分子である
、請求項３７記載の組成物。
【請求項４２】
　免疫グロブリン受容体が、Fc受容体である、請求項４１記載の組成物。
【請求項４３】
　MHC分子が、MHCクラスIおよびMHCクラスII、ならびに非従来MHCから選択され、該非従
来MHCは、特異的結合パートナーを有する分子である、請求項４１記載の組成物。
【請求項４４】
　少なくとも１つの結合剤が、デュアル連結結合剤であり、該デュアル連結結合剤は、少
なくとも２つの異なる第二の結合分子を含むコンジュゲートであり、該異なる第二の結合
分子の各々は、異なる第一の結合剤に特異的に結合し得、該２つの異なる第二の結合分子
は、１つのポリマーに連結されているか、または２つの異なるポリマーに連結されている
、請求項３７記載の組成物。
【請求項４５】
　少なくとも１つの第三の結合分子が、三次抗体である、請求項３７記載の組成物。
【請求項４６】
　一次抗体が、任意の哺乳類種または鳥類種由来である、請求項３９記載の組成物。
【請求項４７】
　二次抗体が、一次抗体の由来となる哺乳類種または鳥類種を除く任意の哺乳類種または
鳥類種由来である、請求項４０記載の組成物。
【請求項４８】
　三次抗体が、一次抗体および二次抗体の由来となる哺乳類種または鳥類種を除く任意の
哺乳類種または鳥類種由来である、請求項４５記載の組成物。
【請求項４９】
　少なくとも1つの第二の結合剤が、少なくとも1つの第一のポリマーまたは少なくとも1
つの第二のポリマーに連結される、請求項３７記載の組成物。
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【請求項５０】
　２つの異なる二次抗体を含み、該２つの二次抗体のそれぞれが、異なる抗体に特異的に
結合する抗原結合ドメインを含む、請求項４０記載の組成物。
【請求項５１】
　少なくとも1つの第二の検出可能剤が
　　ａ．第一のポリマー；
　　ｂ．少なくとも１つの第二の結合分子；ならびに
　　ｃ．第一のポリマーおよび少なくとも１つの第二の結合分子の両方
のうちの少なくとも１つに連結されていることをさらに特徴とする、請求項３７記載の組
成物。
【請求項５２】
　第一および第二の検出可能剤が、蛍光標識、酵素標識、放射性同位体、化学発光標識、
生物発光標識、ポリマー粒子、金属粒子、ハプテン、標識された抗体、および色素から選
択される、請求項３７記載の組成物。
【請求項５３】
　検出可能剤が、5－（および6）－カルボキシフルオレセイン、5－または6－カルボキシ
フルオレセイン、6－（フルオレセイン）－5－（および6）－カルボキサミドヘキサン酸
、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、テトラメチルローダミン、Cy2、Cy3
、Cy5、AMCA、PerCP、R－フィコエリトリン（RPE）、アロフィコエリトリン（APC）、テ
キサスレッド、プリンストンレッド、緑色蛍光タンパク質（GFP）、コートされたCdSeナ
ノクリスタライト、DNP、ビオチン、ジゴキシゲニン、ホースラディッシュペルオキシダ
ーゼ(HRP)、アルカリ性ホスファターゼ(AP)、ベータ-ガラクトシダーゼ(GAL)、グルコー
ス-6-リン酸デヒドロゲナーゼ、ベータ-N-アセチル-グルコサミニダーゼ、β-グルクロニ
ダーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシフェラーゼ、グルコース
オキシダーゼ(GO)、ルミノール、イソルミノール、アクリジニウムエステル、1,2-ジオキ
セタンおよびピリドピリダジン、ならびに水素、炭素、硫黄、ヨウ素、コバルト、セレン
、トリチウム、およびリンの放射性同位元素から選択される、請求項３７記載の組成物。
【請求項５４】
　一次抗体、二次抗体、および三次抗体の少なくとも１つが、モノクローナル抗体である
、請求項３８記載の組成物。
【請求項５５】
　一次抗体、二次抗体、および三次抗体の少なくとも１つが、IgGである、請求項５４記
載の組成物。
【請求項５６】
　該二次抗体が、第一の二次抗体および第二の二次抗体を含み、それぞれの抗体が、同一
のポリマーに連結されるか、または少なくとも１つの別個のポリマーに個々に連結される
、請求項４０記載の組成物。
【請求項５７】
　第一のポリマーおよび第二のポリマーが、デキストランから構成される、請求項５６記
載の組成物。
【請求項５８】
　第一および第二のポリマーが、デキストラン、カルボキシメチルデキストラン、デキス
トランポリアルデヒド、カルボキシメチルデキストランラクトン、およびシクロデキスト
リンを含む多糖類；プルラン、シゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン、ゲラン、
O－エチルアミノグアラン、6－O－カルボキシメチルキチン、N－カルボキシメチルキトサ
ンを含むキチン、キトサン類；カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルヒドロキ
シエチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、6－アミノ－6－デオキシセルロース
およびO－エチルアミンセルロースを含む誘導体化されたセルロース類；ヒドロキシル化
デンプン、ヒドロキシプロピルデンプン、ヒドロキシエチルデンプン、カラゲナン、アル
ギナート、およびアガロース；フィコールおよびカルボキシメチル化フィコールを含む合
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成多糖類；ポリ（アクリル酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（アクリル酸エステル）
、ポリ（2－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ
（マレイン酸）、ポリ（無水マレイン酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（エチル－コ
－ビニルアセテート）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニ
ルアルコール－コ－ビニルクロロアセテート）、アミン化ポリ（ビニルアルコール）、お
よびそれらのコブロックポリマーを含むビニルポリマー類；直鎖状、くし形の、または分
岐したデンドリマーを含むポリマー骨格を含むポリエチレングリコール（PEG）またはポ
リプロピレングリコールまたはポリ（エチレンオキシド－コ－プロピレンオキシド）；ポ
リリジン、ポリグルタミン酸、ポリウレタン、ポリ（エチレンイミン）、プルリオールを
含むポリアミノ酸；アルブミン、免疫グロブリン、およびウイルス様タンパク質（VLP）
を含むタンパク質；ならびにポリヌクレオチド、DNA、PNA、LNA、オリゴヌクレオチド、
およびオリゴヌクレオチドデンドリマー構築体からそれぞれ選択される、請求項５６記載
の組成物。
【請求項５９】
　第一および第二のポリマーの少なくとも１つが、以下：
デキストラン、カルボキシメチルデキストラン、デキストランポリアルデヒド、カルボキ
シメチルデキストランラクトン、およびシクロデキストリンを含む多糖類；プルラン、シ
ゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン、ゲラン、O－エチルアミノグアラン、6－O
－カルボキシメチルキチン、N－カルボキシメチルキトサンを含むキチン、キトサン類；
カルボキシメチルセルロース、カルボキシメチルヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキ
シエチルセルロース、6－アミノ－6－デオキシセルロースおよびO－エチルアミンセルロ
ースを含む誘導体化されたセルロース類；ヒドロキシル化デンプン、ヒドロキシプロピル
デンプン、ヒドロキシエチルデンプン、カラゲナン、アルギナート、およびアガロース；
フィコールおよびカルボキシメチル化フィコールを含む合成多糖類；ポリ（アクリル酸）
、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（アクリル酸エステル）、ポリ（2－ヒドロキシエチル
メタクリレート）、ポリ（メチルメタクリレート）、ポリ（マレイン酸）、ポリ（無水マ
レイン酸）、ポリ（アクリルアミド）、ポリ（エチル－コ－ビニルアセテート）、ポリ（
メタクリル酸）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニルアルコール－コ－ビニルクロ
ロアセテート）、アミン化ポリ（ビニルアルコール）、およびそれらのコブロックポリマ
ーを含むビニルポリマー類；直鎖状、くし形の、または分岐したデンドリマーを含むポリ
マー骨格を含むポリエチレングリコール（PEG）またはポリプロピレングリコールまたは
ポリ（エチレンオキシド－コ－プロピレンオキシド）；ポリリジン、ポリグルタミン酸、
ポリウレタン、ポリ（エチレンイミン）、プルリオールを含むポリアミノ酸；アルブミン
、免疫グロブリン、およびウイルス様タンパク質（VLP）を含むタンパク質；ならびにポ
リヌクレオチド、DNA、PNA、LNA、オリゴヌクレオチド、およびオリゴヌクレオチドデン
ドリマー構築体
の少なくとも２つから構成される混合ポリマーである、請求項５６記載の組成物。
【請求項６０】
　a．マウス抗体およびウサギ抗体から選択される、少なくとも1つの一次抗体；
　b．第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体、こ
こで、該少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体は、一次マウス抗体に特異的に結合する抗
原結合ドメインを含む；
　c．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体、こ
こで、該少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体は、一次ウサギ抗体に特異的に結合する抗
原結合ドメインを含む；ならびに
　d．第三のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの三次ウサギ抗体、ここで
、該少なくとも1つの三次ウサギ抗体はヤギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを
含み、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　i．少なくとも1つの三次ウサギ抗体；
　　　ii．第三のデキストランポリマー；ならびに
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　　　iii．少なくとも1つの三次ウサギ抗体および第三のデキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される、
を含む組成物。
【請求項６１】
　a．少なくとも1つの一次マウス抗体；
　b．マウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含む少なくとも１つの二次ウサ
ギ抗体、ここで、該少なくとも１つの二次ウサギ抗体は第一のデキストランポリマーに連
結されている；ならびに
　c．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの三次ヤギ抗体、ここで、
該少なくとも1つの三次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含
み、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　i．少なくとも1つの三次ヤギ抗体；
　　　ii．第二のデキストランポリマー；ならびに
　　　iii．少なくとも1つの三次ヤギ抗体および第二のデキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される、
を含む組成物。
【請求項６２】
　a．少なくとも1つの一次マウス抗体；
　b．第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの二次ウサギ抗体、ここで
、該少なくとも１つの二次ウサギ抗体はマウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメイン
を含む；
　c．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の三次ヤギ抗体、こ
こで、該少なくとも１つの第一の三次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合
ドメインを含む；ならびに
　d．第三のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の三次ヤギ抗体、こ
こで、該少なくとも1つの第二の三次ヤギ抗体はマウス抗体に特異的に結合する抗原結合
ドメインを含み；少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　i．少なくとも1つの三次抗体；
　　　ii．少なくとも１つの第二のデキストランポリマー；
　　　iii．少なくとも１つの第三のデキストランポリマー；ならびに
　　　iv．少なくとも1つの第二のデキストランポリマーおよび少なくとも１つの第三の
デキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される、
を含む組成物。
【請求項６３】
　少なくとも１つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　ａ．少なくとも１つの二次ウサギ抗体；または
　ｂ．第一のデキストランポリマー；または
　ｃ．少なくとも１つの二次ウサギ抗体および第一のデキストランポリマーの両方
に連結されていることをさらに特徴とする、請求項６２記載の組成物。
【請求項６４】
　a．マウス抗体およびウサギ抗体から選択される、少なくとも1つの一次抗体；
　b．第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体、こ
こで、該第一の二次ヤギ抗体はマウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含む；
　c．第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体、こ
こで、該第二の二次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含む；
　d． i．少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体；
　　　ii．第一のデキストランポリマー；ならびに
　　　iii．少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体および第一のデキストランポリマーの両
方；
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のうちの少なくとも1つに連結される、少なくとも１つのハプテン分子；
　e． i．少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体；
　　　ii．第二のデキストランポリマー；ならびに
　　　iii．少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体および第二のデキストランポリマーの両
方；
のうちの少なくとも1つに連結される、少なくとも１つのハプテン分子；ならびに
　f.ウサギ抗体、マウス抗体、ヤギ抗体、ブタ抗体、およびラット抗体から選択され、第
三のデキストランポリマーに連結される、少なくとも１つの三次抗体、ここで、該少なく
とも１つの三次抗体は少なくとも１つのハプテン分子と特異的に反応する抗原結合ドメイ
ンを含み、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　i．少なくとも1つの三次抗体；
　　　ii．第三のデキストランポリマー；ならびに
　　　iii．少なくとも1つの三次抗体および第三のデキストランポリマーの両方；
のうちの少なくとも1つに連結される、
を含む組成物。
【請求項６５】
　a．第二の結合剤；
　b．第三の結合剤、ここで、少なくとも１つの検出可能剤がaおよびbの少なくとも１つ
に連結される；ならびに
　c．少なくとも１つの容器
を含む、試料中の生物学的マーカーを検出するためのキットであって、該キットは、第一
の結合剤と共に使用されるものであり、
該第一の結合剤は、第一の結合分子であるか、または該第一の結合分子と第一のハプテン
のコンジュゲートであり、該第一の結合分子は、該試料中の生物学的マーカーに特異的に
結合し得；
該第二の結合剤は、該第一の結合分子または該第一のハプテンに特異的に結合する第二の
結合分子を含み、該第二の結合剤は、該第二の結合分子と少なくとも１つの第一のポリマ
ーのコンジュゲートであるか、または該第二の結合分子と、少なくとも１つの第一のポリ
マーと、第二のハプテンのコンジュゲートであり；
該第三の結合剤は、該第二の結合分子または該第二のハプテンに特異的に結合する第三の
結合分子を含み、該第三の結合剤は、該第三の結合分子と少なくとも１つの第二のポリマ
ーのコンジュゲートである、キット。
【請求項６６】
　請求項１において規定された第一の結合剤をさらに含む、請求項６５記載の試料中の生
物学的マーカーを検出するためのキット。
【請求項６７】
　第一の結合剤が、少なくとも１つの検出可能剤を含む、請求項６６記載のキット。
【請求項６８】
　a．第一のポリマーに連結される少なくとも１つの二次抗体;
　b．第二のポリマーに連結される少なくとも１つの三次抗体、ここで、第１の検出可能
剤が、
　　　i．少なくとも1つの三次抗体；
　　　ii．第一のポリマー；ならびに
　　　iii．第一のポリマーおよび三次抗体の両方；
のうちの少なくとも1つに連結される；ならびに
　c．少なくとも１つの容器
を含む、試料に対して免疫組織化学を実行するためのキット。
【請求項６９】
　該二次抗体が、第一のポリマーに連結された少なくとも１つの第一の二次抗体、および
該第二のポリマーに連結された少なくとも１つの第二の二次抗体を含む、請求項６８記載
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のキット。
【請求項７０】
　第二の検出可能剤が、
　　ａ．少なくとも１つの二次抗体；
　　ｂ．第二のポリマー；ならびに
　　ｃ．少なくとも１つの二次抗体および第二のポリマーの両方
のうちの少なくとも１つに連結されていることをさらに特徴とする、請求項６８記載のキ
ット。
【請求項７１】
　少なくとも１つのハプテン分子が、
　　ａ．少なくとも１つの二次抗体；
　　ｂ．第二のポリマー；ならびに
　　ｃ．少なくとも１つの二次抗体および第二のポリマーの両方
のうちの少なくとも１つに連結されていることをさらに特徴とする、請求項６８記載のキ
ット。
【請求項７２】
　一次抗体をさらに含む、請求項６８記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（発明の記載）
　本出願は、2003年12月1日に出願された米国仮出願第60／525,960号、および2004年5月1
4日に出願された米国仮出願第60／570,800号に対する優先権を主張する。
【０００２】
（発明の分野）
　ある態様において、本発明は、免疫学的技術を用いる生物学的マーカーの検出に関する
。ある態様において、本発明は、免疫組織化学または細胞学を用いる生物学的マーカーの
検出に関する。
【０００３】
（発明の背景）
　生体試料または検体中の標的生物学的マーカーの検出は、この標的を、この標的に特異
的に結合する分子と接触させることによって達成することができる。分子は、例えば、（
例えば、インサイチュハイブリダイゼーションまたはサザンまたはノーザンブロットで用
いるための）タンパク質または核酸プローブであり得る。この分子は検出可能な物質に直
接的にまたは間接的に結合することができ、したがって、生体試料に含有された標的の染
色および検出を可能とする。通常用いられる検出可能な物質はテキサスレッドのような染
料、FITC、ならびに放射性同位体、金属粒子、および特異的基質の触媒に際して、標的生
物学的マーカーの比色検出を可能とする酵素を含む（例えば、Coonsら、1941, Proc Soc 
Exp Biol Med 47:200; Nakane および Pierce 1966, J Histochem Cytochem 14:929参照
）。生物学的マーカーの検出用の1つのシステムは、試料中の所望の標的生物学的マーカ
ーに特異的に結合する免疫学的に誘導された分子に依存する。
【０００４】
　生物学的マーカーの免疫学に基づく検出は、有益には、注目する特異的生物学的マーカ
ーに対する抗体のような免疫誘導タンパク質の特異性を利用する。典型的には、抗体は標
的生物学的マーカー上の特異的エピトープを認識し、これは、この標的が、与えられた生
体試料または検体内に含まれる他の生物学的マーカーから区別され、したがって、検出さ
れるのを可能とする。酵素結合免疫検定法（ELISA）、フローサイトメトリー、ウェスタ
ンブロット、ラジオイムノアッセイ（RIA）および免疫組織化学（IHC）を含めた、注目す
る生物学的マーカーを検出することができる多様なフォーマットが知られている（例えば
、Janewayら、Immunobiology 第5版， Garland Publishing, N.Y. NY.参照）。これらの
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技術の全ては多様な病気および疾患の研究、ならびにその検出および診断で有用である。
【０００５】
　IHCは、具体的には、インサイチュにて試料または組織検体中の生物学的マーカーを検
出する方法を提供する（Mokry 1996, ACTA MEDICA 39:129参照）。試料の全体的な細胞一
体性はIHCにおいて維持され、したがって、注目する生物学的マーカーの存在および位置
の双方の検出を可能とする。典型的には、試料はホルマリンで固定され、パラフィン包埋
され、光学顕微鏡による観察のために切断して切片とする。得られたシグナルの強度は試
料中の標的分子の発現のレベルと相関する。IHCを行うための初期の方法は直接的検出に
のみ依存していた。直接的検出は検出可能な剤を意味し、例えば、蛍光色素が一次抗体（
すなわち、標的生物学的マーカーに特異的に結合する抗体）に直接的に連結された。この
方法の制限は、低レベルで発現された生物学的マーカーが弱い検出シグナルを生じること
であった。この制限を克服するための試みは、一次抗体の複数コピーを、ホースラディッ
シュペルオキシダーゼ（EPOS（登録商標））（Dakocytomation, Carpenteria, CA）のよ
うな酵素と共役したデキストランポリマーへ連結させることを含むものであった（Dakocy
tomationカタログ参照）。
【０００６】
　この問題を克服するための他の試みは、二次抗体の付加を含むものであった。検出を増
幅するために、一次抗体は標識されなかった。その代わり、一次抗体に特異的に結合した
検出可能な物質に連結された二次抗体の適用がこの方法に付け加えられた。二次抗体の多
数コピーは一次抗体に結合することができ、したがって、シグナルを増強させる。この方
法は間接的検出として知られている。
【０００７】
　IHCで用いられる間接的検出を利用するいくつかの製品が商業的に入手可能である。そ
の例は、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）またはアルカリ性ペルオキシダー
ゼ（AP）と共役高分子に連結された二次抗体を供するEnvisionTM＋（Dakocytomation, Ca
rpenteria, CA）（Dakocytomationカタログ参照）を含む。EnvisionTM Systemsのデュア
ル連結バージョン（EnvisionTM＋）もまた、利用可能である。デュアルリンクは、2つの
異なるポリマーに連結された2つの異なる二次抗体を提供し、ここに、このポリマーの各
々はHRPのような酵素に共役されている。2つの二次抗体は異なる種（例えば、ウサギおよ
びマウス）からの抗体に特異的に結合し、したがって、一次抗体の選択において柔軟性を
提供する。Powervision（登録商標）（Immunovision, Springdale, AZ）もまた、酵素と
共役高分子に連結された二次抗体を用いる。非ビオチン増幅（NBA）TMキット（Zymed Lab
oratories Inc., South San Francisco, CA）はハプテン（フルオレセイン）に共役した
二次抗体、およびハプテンに特異的に結合する三次抗体を提供し、ここで、この三次抗体
はHRPに共役している。HistoFine（登録商標）（Nichirei Corp, Tokyo, Japan）は、HRP
のような酵素と共役高分子に連結されたF（ab）を提供する。また、ビオチンのようなハ
プテンに連結された二次抗体に依存する検出システムも当該分野で知られている。このシ
ステムにおいては、二次抗体は、HRPに共役されたアビジンまたはストレプトアビジンの
ようなビオチン結合パートナーと接触される。
【０００８】
　IHCを行うために種々の商業的製品が利用できるにもかかわらず、例えば、IHCによって
、試料中に低レベルで通常は存在する生物学的マーカーの検出において、増大した感度を
供する方法および組成物に対する要望が依然として存在する。増大した感度は、特に、疾
患または病気が正常と比較した生物学的マーカーの発現の量の増加と関連する場合に有用
であろう。
【０００９】
（発明の概要）
　特定の態様において、本発明は、例えば、IHCによって、試料中の生物学的マーカーを
検出する公知の方法と比較してより感度の高い方法を提供する。増大した感度は染色され
た試料から生じたより強い検出シグナルを提供することができる。増大した感度はより少
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ない試薬（例えば、IHCまたは他の免疫学的ベースの検出方法を行う場合の一次抗体、二
次抗体）の使用を可能とすることができ、より少ない試薬は特異的でないバックグラウン
ド染色の低下を供することができる。別法として、増大した感度を利用して、より速いプ
ロトコルを行うことができる。
【００１０】
　いくつかの態様において、本発明は、試料中の生物学的マーカーに特異的に結合する第
一の結合剤（例えば、一次抗体、核酸プローブ）、第一の結合剤に特異的に結合する第二
の結合剤（例えば、二次抗体）、および第二の結合剤に特異的に結合する第三の結合剤（
例えば、三次抗体）を含む、試料中の生物学的マーカーを検出するのに有用な組成物を提
供する。結合剤の少なくとも1つをポリマーに連結させることができるか、あるいは結合
剤それ自体は重合性であってよく、例えば、誘導体化し、重合化することができる。共役
高分子は検出可能な物質と連結させることができる。いくつかの態様において、第二の結
合剤および第三の結合剤の少なくとも1つは検出可能な物質、またはハプテン、または検
出可能な物質およびハプテンの双方に連結させることができる。本発明は、試料と本発明
の組成物とを接触させることを含む、試料中の生物学的マーカーを検出する方法を提供す
る。
【００１１】
　いくつかの態様において、本発明は、所望により検出可能な物質と共に、少なくとも一
次抗体、二次抗体および三次抗体を含む組成物を提供し、ここに、この三次抗体およびこ
の二次抗体の少なくとも1つは検出可能な物質と共役高分子に連結されるか、あるいはそ
れ自体が誘導体化され、次いで、重合される。この組成物はIHCによって試料中の生物学
的マーカーを検出するのに有用である。この組成物は病気または疾患に関連するマーカー
、例えば、病気を有しない対象に由来する細胞または組織試料と比較して、この病気を有
する対象に由来する細胞または組織試料中のより高いレベルで発現されるタンパク質を検
出するのに有用である。
【００１２】
　特定の態様において、本発明は：
　a）第一の結合剤が試料に結合し、第一の複合体を形成するように、試料を少なくとも1
つの第一の結合剤と接触させ；
　b）第二の複合体が形成され、ここに、少なくとも1つの第二の結合剤は所望により少な
くとも1つの第一のポリマーに連結されており、あるいはポリマー骨格を付加することな
く重合可能であるように、a）の第一の複合体を、少なくとも1つの第一の結合剤に特異的
に結合する少なくとも1つの第二の結合剤と接触させ；
　c）第三の結合剤がb）の第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成するように、b）
の第二の複合体を、
　　i）少なくとも1つの第三の結合剤と接触させ、ここに、この少なくとも1つの第三の
結合剤は少なくとも1つの第二のポリマーに連結され、あるいはポリマー骨格の付加無く
して重合可能であり、およびここに、この第三の結合剤は第二の結合剤に特異的に結合し
；
　　ここに、少なくとも1つの検出可能な剤は、
　　　1）少なくとも1つの第三の結合剤；
　　　2）少なくとも1つの第二のポリマー；および
　　　3）少なくとも1つの第三の結合剤および少なくとも1つの第二のポリマーの双方：
に連結され；次いで、
　d）c）の第三の複合体を検出する；
ことを特徴とする、試料中の生物学的マーカーを検出する方法を提供する。
【００１３】
　特定の態様において、本発明は、
　a）少なくとも1つの一次抗体が試料に結合し、第一の複合体を形成するように、試料を
、マウス抗体およびウサギ抗体から選択される少なくとも1つの二次抗体と接触させ；
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　b）少なくとも1つの二次抗体がa）の複合体に結合し、第二の複合体を形成するように
、a）の複合体を、
　　i）第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体、
この第一の二次ヤギ抗体はマウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含み；およ
び／または
　　ii）第二のデキストランポリマーに連結した少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体、
この第二の二次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含み：
と接触させ；
　c）少なくとも1つの三次抗体がb）の第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成する
ように、b）の第二の複合体を、
　　i）第三のデキストランポリマーに連結した少なくとも1つの三次ウサギ抗体と接触さ
せ、この少なくとも1つの三次ウサギ抗体はヤギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメイ
ンを含み；
　　ここに、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　1）少なくとも1つの三次抗体；
　　　2）少なくとも1つの第二のポリマー；および
　　　3）少なくとも1つの三次抗体および少なくとも1つの二次抗体の双方：
のうちの少なくとも1つと連結され；次いで、
　　d）c）の第三の複合体を検出する；
ことを特徴とする、試料中の生物学的マーカーを検出する方法を提供する。
【００１４】
　特定の態様において、本発明は、
　a）少なくとも1つの一次マウス抗体が試料に結合し、第一の複合体を形成するように、
試料を少なくとも1つの一次マウス抗体と接触させ；
　b）少なくとも1つのウサギ抗体がa）の複合体に結合し、第二の複合体を形成するよう
に、a）の第一の複合体を、マウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含む少な
くとも1つのウサギ抗体と接触させ；
　c）少なくとも1つの三次抗体がb）の第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成する
ように、b）の第二の複合体を、
　　i）デキストランポリマーに連結された少なくとも1つの三次ヤギ抗体と接触させ、こ
の少なくとも1つの三次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含
み；
　　ここに、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　1）少なくとも1つの三次抗体；
　　　2）少なくとも1つの第二のポリマー；および
　　　3）少なくとも1つの三次抗体および少なくとも1つの第二のポリマーの双方；
のうちの少なくとも1つに連結され；次いで、
　d）c）の第三の複合体を検出する；
ことを特徴とする、試料中の生物学的マーカーを検出する方法を提供する。
【００１５】
　特定の態様において、本発明は、
　a）少なくとも1つの一次マウス抗体が試料と結合し、第一の複合体を形成するように、
試料を少なくとも1つの一次マウス抗体と接触させ；
　b）少なくとも1つの二次抗体がa）の複合体に結合し、第二の複合体を形成するように
、a）を第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの二次ウサギ抗体と接触
させ、この少なくとも1つの二次ウサギ抗体はマウス抗体と特異的に反応する抗原結合ド
メインを含み、ここに、所望により、第一のデキストランポリマーは少なくとも1つのホ
ースラディッシュペルオキシダーゼ分子に連結されるか、あるいは少なくとも1つの二次
ウサギ抗体は少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子に連結されるか
、あるいは第一のデキストランポリマーおよび少なくとも1つの二次ウサギ抗体の双方は
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、各々、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子に連結され；
　c）三次抗体がb）の第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成するように、b）の第
二の複合体を、
　　i）第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の三次ヤギ抗体、
この少なくとも1つの第一の三次ヤギ抗体はウサギ抗体と特異的に反応する抗原結合ドメ
インを含み；および
　　ii）第三のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の三次ヤギ抗体
、この少なくとも1つの第二の三次ヤギ抗体はマウス抗体と特異的に反応する抗原結合ド
メインを含み；
と接触させ、
　　ここに、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　1）いずれかの少なくとも1つの三次抗体；
　　　2）第二のデキストランポリマー；
　　　3）第三のデキストランポリマー；
　　　4）第二のデキストランポリマーおよび第三のデキストラン分子の双方；および
　　　5）いずれかの少なくとも1つの三次抗体、ならびに第二のデキストラン分子および
第三のデキストラン分子の双方；
のうちの少なくとも1つに連結され；次いで、
　d）c）の第三の複合体を検出する；
ことを特徴とする、試料中の生物学的マーカーを検出する方法を提供する。
【００１６】
　特定の態様において、本発明は、
　a）少なくとも1つの一次抗体が試料に結合し、第一の複合体を形成するように、試料を
、マウス抗体およびウサギ抗体から選択される少なくとも1つの一次抗体と接触させ；
　b）少なくとも1つの二次抗体がa）の複合体に結合し、第二の複合体を形成するように
、a）の複合体を、
　　i）第一のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第一の二次ヤギ抗体、
この第一の二次ヤギ抗体はマウス抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含み；
　　ii）第二のデキストランポリマーに連結された少なくとも1つの第二の二次ヤギ抗体
、この第二の二次ヤギ抗体はウサギ抗体に特異的に結合する抗原結合ドメイン；
と接触させ、
　　ここに、少なくとも1つのハプテン分子が、
　　　1）少なくとも1つの二次ヤギ抗体；
　　　2）第一および第二のデキストラン分子の少なくとも1つ；および
　　　3）少なくとも1つの二次ヤギ抗体、ならびに第一および第二のデキストラン分子の
少なくとも1つ；
のうちの少なくとも1つに連結され；
　c）三次抗体がb）の第二の複合体に結合し、第三の複合体を形成するように、b）の第
二の複合体を、
　　i）第三のデキストランポリマーに連結されたウサギ抗体、マウス抗体、ラット抗体
、ブタ抗体およびヤギ抗体から選択される少なくとも1つの三次抗体と接触させ、この少
なくとも1つの三次抗体はb）の少なくとも1つのハプテン分子と特異的に反応する抗原結
合ドメインを含み；
　　ここに、少なくとも1つのホースラディッシュペルオキシダーゼ分子が、
　　　1）三次抗体；
　　　2）少なくとも1つの第三のポリマー；および
　　　3）三次抗体および少なくとも1つの第三のポリマーの双方；
のうちの少なくとも1つに連結され；および
　d）c）の第三の複合体を検出する；
ことを特徴とする、試料中の生物学的マーカーを検出する方法を提供する。
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【００１７】
　1つの態様において、本発明は、
　a）少なくとも1つの一次抗体；
　b）所望により第一のポリマーに連結された少なくとも1つの二次抗体、この少なくとも
1つの二次抗体は一次抗体に特異的に結合する抗原結合ドメインを含み；および
　c）少なくとも1つの第二のポリマーに連結された少なくとも1つの三次抗体
を含み、
　ここに、検出可能な剤が、
　　i）少なくとも1つの三次抗体；
　　ii）少なくとも1つの第二のポリマー；および
　　iii）三次抗体および少なくとも1つの第二のポリマー；
のうちの少なくとも1つに連結されたことを特徴とする組成物を提供する。
【００１８】
　本発明ではまた、結合剤、例えば、後記図1A～1Lに記載され、記載された抗体およびポ
リマーを含む組成物が考えられる。
【００１９】
　これまでの一般的記載および以下の詳細な記載の双方は例示であって、単に説明的であ
り、特許請求する発明を限定するものではないと理解されるべきである。
【００２０】
（態様の記載）
　A.定義
　本明細書中で用いる場合、抗体は免疫グロブリンまたはその部分を意味し、源にかかわ
らず抗原－結合部位を含むいずれものポリペプチド、生産方法、および他の特徴を含む。
この用語は、例えば、ポリクローナル、モノクローナル、単一特異的、多特異的、ヒト化
、一本鎖、キメラ、合成、組換え、ハイブリッド、突然変異した、CDR－移植抗体を含む
。抗体の一部は依然として抗原に結合できるいずれもの断片、例えば、Fab、F（ab’）2

、Fv、scFvを含むことができる。抗体の起源は、生産方法にかかわらずゲノム配列によっ
て規定される。
【００２１】
　本明細書中で用いる場合、生物学的マーカーとは、生体試料に存在するいずれの分子も
いう。このマーカーは糖タンパク質またはリポタンパク質、リンタンパク質、メチル化タ
ンパク質、またはタンパク質断片、例えば、ペプチドまたはポリペプチドを含めたタンパ
ク質、核酸、例えば、DNA、RNA、脂質、糖脂質、糖、多糖、デンプンなどが挙げられる。
このマーカーは生体試料の表面に発現され得、例えば、膜結合のものである。このマーカ
ーは生体試料の内部に、すなわち、細胞膜内に、例えば、細胞質内に、核内に、細胞内区
画またはオルガネラ内に含まれ得る。
【００２２】
　本明細書中で用いる場合、第一の結合剤とは、試料中の生物学的マーカーに特異的に結
合する第一の分子、例えば、一次抗体、核酸プローブ、リガンドまたは受容体をいう。
【００２３】
　本明細書中で用いる場合、第二の結合剤とは、第一の結合剤に特異的に結合する第二の
分子、例えば、二次抗体、MHC分子、c1q分子、少なくとも1つのロイシンジッパードメイ
ン、fos／junなどを有する分子をいう。
【００２４】
　本明細書中で用いる場合、第三の結合剤とは、第二の結合剤に特異的に結合する第三の
分子、例えば、三次抗体、MHC分子、c1q分子、少なくとも1つのロイシンジッパードメイ
ン、fos／junなどを有する分子、またはハプテン分子、例えば、FITC、ビオチン、ストレ
プアビジン、アビジン、mycタグをいう。
【００２５】
　本明細書中で用いる場合、デュアル連結結合剤とは、その各々が同一またはそれ自身の
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ポリマーに連結していない、または連結した、あるいはその各々がポリマー骨格の付加無
くして誘導体化され、かつ重合された、およびその各々が、異なる第一の結合剤、例えば
、一次抗体に特異的に結合する少なくとも2つの第二の結合剤をいう。デュアル連結結合
剤の例は、第一のポリマー骨格に共役したヤギ抗マウス抗体を含むポリマー共役、および
第一または第二のポリマー骨格に共役したヤギ抗ウサギ抗体を含むポリマー共役を含む。
【００２６】
　本明細書中で用いる場合、ハプテンとは、大きな分子に連結でき、かつ抗体のような第
二の分子に特異的に結合することができる分子をいう。ハプテンの例としては、FITC、DN
P、myc、ジゴキシゲニン、ニトロチロシンビオチン、アビジン、ストレプトアビジン(str
epavidin)および、例えば、テトラメチルローダミン、テキサスレッド、ダンシル、アレ
キサフルオル488、BODIPY FL、ルシフェールイエローおよびアレキサフルオル405／カス
ケードブルーフルオロフォアに対する抗－色素抗体が挙げられる。
【００２７】
　本明細書中で用いる場合、一次抗体とは、生体試料内に存在する注目する生物学的マー
カーに特異的に結合する抗体をいう。特定の態様において、一次抗体は重合させることが
できる。一次抗体はいずれの温血種、例えば、哺乳動物、鳥類からの由来のものであって
もよい。
【００２８】
　本明細書中で用いる場合、試料とはいずれかの生体、例えば、動物、植物、細菌に由来
する試料をいう。それは真核生物細胞または原核生物細胞よりなるものであってよい。そ
れは器官に由来する組織検体よりなるものであってよい。それは細胞試料、例えば、細胞
スミアよりなるものであってよい。それはウイルス粒子、またはその部分、例えば、核酸
、タンパク質、ペプチドを含むこともできる。ウイルス粒子は遊離ウイルス粒子であって
よく、すなわち、いずれかの他の分子と会合しておらず、あるいはそれは前述したいずれ
かの生体試料と会合していてもよい。
【００２９】
　本明細書中で用いる場合、二次抗体とは、第一の結合剤、例えば、一次抗体に特異的に
結合する抗原結合ドメインを有する抗体をいう。
【００３０】
　本明細書中で用いる場合、三次抗体とは、第二の結合剤（例えば、二次抗体）に特異的
に結合する抗原結合ドメイン、または第二の結合剤に連結したハプテン、または第二の結
合剤と共役高分子に連結されたハプテンを有する抗体をいう。
【００３１】
　時々、抗体は二次および三次抗体双方として機能することができる。
【００３２】
B.共役高分子
　特定の態様において、本発明は、試料中の生物学的マーカーの検出で有用な組成物を提
供する。この組成物は共役高分子、例えば、ポリマー骨格と共役した抗体のような結合剤
を含むことができる。この組成物は重合された結合剤、例えば、ポリマー骨格の付加無く
して重合された誘導体化された結合剤を含むことができる。いくつかの態様において、共
役高分子は二次抗体およびポリマー、および任意に、検出可能な物質よりなることができ
る。検出可能な物質はこのポリマーまたはこの二次抗体、あるいはこのポリマーおよびこ
の二次抗体の双方に連結することができる。いくつかの態様において、共役高分子は二次
抗体およびポリマー、およびハプテンを含む。このハプテンはこのポリマーまたはこの二
次抗体、あるいはこのポリマーおよびこの二次抗体双方に連結することができる。特定の
態様において、共役高分子は1000万ダルトン未満の分子量を有する。他の態様において、
共役高分子は200万ダルトン未満の分子量を有する。
【００３３】
　いくつかの態様において、共役高分子は第三の結合剤、例えば、三次抗体よりなる。第
三の結合剤はポリマー骨格に共役されていてよい。第三の結合剤はポリマー骨格の付加無
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くして誘導体化し、重合されたものであってよい。また、第三の結合剤は検出可能な物質
を含むこともできる。検出可能な物質はこのポリマーまたはこの第三の結合剤、またはこ
のポリマーおよびこの第三の結合剤双方に連結させることができる。
【００３４】
　1.ポリマー類
　ポリマーは可溶性分子または不溶性分子であってよい。ポリマーは、構築体の有利な特
性、例えば、試料中の生物学的マーカーを検出する能力を供しつつ、タンパク質、結合体
またはハプテン、生物活性化合物、および検出可能な物質の付着を容易とするいずれの分
子であってもよい。好適なポリマーの例はデキストラン、カルボキシメチルデキストラン
、デキストランポリアルデヒド、カルボキシメチルデキストランラクトン、およびシクロ
デキストリンのような多糖類；プルラン、シゾフィラン、スクレログルカン、キサンタン
、ゲラン、O－エチルアミノグアラン、6－O－カルボキシメチルキチンおよびN－カルボキ
シメチルキトサンのようなキチン類およびキトサン類；カルボキシメチルセルロース、カ
ルボキシメチルヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、6－アミノ
－6－デオキシセルロースおよびO－エチルアミンセルロースのような誘導体化されたセル
ロース類；ヒドロキシル化デンプン、ヒドロキシプロピルデンプン、ヒドロキシエチルデ
ンプン、カラゲナン、アルギナート、およびアガロース；フィコールおよびカルボキシメ
チル化フィコールのような合成多糖類；ポリ（アクリル酸）、ポリ（アクリルアミド）、
ポリ（アクリル酸エステル）、ポリ（2－ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリ（メ
チルメタクリレート）、ポリ（マレイン酸）、ポリ（無水マレイン酸）、ポリ（アクリル
アミド）、ポリ（エチル－コ－ビニルアセテート）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ビニ
ルアルコール）、ポリ（ビニルアルコール－コ－ビニルクロロアセテート）、アミン化ポ
リ（ビニルアルコール）、およびそれらのコブロックポリマーを含めたビニルポリマー類
；分岐したPAMAM－デンドリマーを含めた、線状、くし形の、または超分岐ポリマーおよ
びデンドリマーを含めたポリマー骨格を含むポリエチレングリコール（PEG）またはポリ
プロピレングリコールまたはポリ（エチレンオキシド－コ－プロピレンオキシド）；ポリ
リジン、ポリグルタミン酸、ポリウレタン、ポリ（エチレンイミン）、プルリオールを含
めたポリアミノ酸；アルブミン、免疫グロブリン、およびウイルス様タンパク質（VLP）
を含めたタンパク質、およびポリヌクレオチド、DNA、PNA、LNA、オリゴヌクレオチドお
よびオリゴヌクレオチドデンドリマー構築体を含む。また、考えられるのは、混合された
ポリマー、すなわち、このポリマー類、このコ－ブロックポリマーランダムコ－ポリマー
類のいずれかを含めた前述の例の1つ以上よりなるポリマー類の使用である。
【００３５】
　ポリマーの選択は、例えば、タンパク質構築体の適用に依存する。勿論、性能を最適化
するための所望の適用に応じて、ポリマー特性を変化させることができる。これらのパラ
メーターの例はポリマーの長さおよびポリマーの分岐を含む。さらに、ポリマーは種々の
置換基を運ぶことができる。置換基は化学的に保護し、および／または活性化することが
でき、ポリマーがさらに誘導体化されるのを可能とする。
【００３６】
　2.検出可能な物質
　検出可能な物質は直接的にまたは間接的に検出することができるいずれの分子も含むこ
とができる。直接的検出においては、1つのみの検出可能な物質、すなわち、一次検出可
能物質が用いられる。したがって、直接的検出は、検出可能な物質が第二の分子の付加の
必要性無くしてそれ自体で検出できることを意味する。直接的に検出することができる一
次検出可能物質の例は蛍光色素および放射性物質および金属粒子を含む。対照的に、間接
的検出は1つ以上のさらなる分子、すなわち、二次検出可能物質の適用を、一次検出可能
物質の適用後に必要とする。したがって、検出は、一次検出可能物質への二次検出可能物
質の結合の検出によって行われる。二次検出可能物質の付加を必要とする一次検出可能物
質の例は酵素検出可能物質およびハプテン検出可能物質を含む。
【００３７】
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　いくつかの態様において、検出可能物質は少なくとも1つのポリマーに共役される。こ
のポリマーは少なくとも1つの第一の結合剤、すなわち、一次抗体に結合するであろう剤
、例えば、二次抗体、MHC分子と共役することができる。ポリマーは第二の結合剤、すな
わち、第二の結合剤またはハプテンを結合するであろう剤と共役させることができる。い
くつかの態様において、1～500の検出可能な物質の分子が各ポリマー分子に連結される。
いくつかの態様において、検出可能な物質は酵素であって、各ポリマー分子に連結した酵
素分子の数は1～200、2～50、2～25である。いくつかの態様において、検出可能な物質は
金粒子、色素、低分子量蛍光色素であり、各ポリマー分子に連結した検出可能な物質の数
は1～500、2～200である。いくつかの態様において、検出可能な物質はタンパク質蛍光色
素であって、各ポリマー分子に連結した検出可能な物質の数は1～50、2～20である。いく
つかの態様において、各ポリマーに連結した検出可能な物質分子の数は1～200、2～50、2
～25である。いくつかの態様において、検出可能な物質はさらに好適なリンカーを介して
付着することができる。多くのそのようなリンカーは当該分野で知られている。その例は
ポリエチレングリコールおよびポリアミドを含む。
【００３８】
　本発明で用いることができる検出可能物質の例には、蛍光標識、酵素標識、放射性同位
体、化学ルミネセント標識、電気化学発光標識、生物ルミネセント標識、ポリマー、ポリ
マー粒子、金属粒子、ハプテン、抗体および色素が挙げられる。
【００３９】
　本発明で用いることができる蛍光標識の例は5－（および6）－カルボキシフルオレセイ
ン、5－または6－カルボキシフルオレセイン、6－（フルオレセイン）－5－（および6）
－カルボキサミドヘキサン酸、フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、テトラ
メチルローダミン、Cy2、Cy3およびCy5のような色素、AMCA、PerCPを含めた任意により置
換されていてもよいクマリン、R－フィコエリトリン（RPE）およびアロフィコエリトリン
（APC）を含めたフィコビリタンパク質、テキサスレッド、プリンセトンレッド、緑色蛍
光タンパク質（GFP）およびその類似体、およびR－フィコエリスリンまたはアロフィコエ
リスリンの共役、コートされたCdSeナノクリスタライトのような半導体材料に基づく粒子
のような無機蛍光標識を含む。
【００４０】
　本発明で用いることができるポリマー粒子標識の例には、蛍光色素で包埋することがで
きるポリスチレン、PMMAまたはシリカのミクロ粒子またはラテックス粒子、または色素、
酵素または基質を含有するポリマーミセルまたはカプセルが挙げられる。
【００４１】
　本発明で用いることができる金属粒子標識の例には、銀染料によって変換することがで
きる金粒子および被覆された金粒子が挙げられる。
【００４２】
　本発明で用いることができるハプテンの例にはDNP、フルオレセインイソチアシアネー
ト（FITC）、ビオチンおよびジゴキシギニンが挙げられる。
【００４３】
　本発明で用いることができる酵素標識の例には、ホースラディッシュペルオキシダーゼ
（HRP）、アルカリ性ホスファターゼ（ALPまたはAP）、ベータ－ガラクトシダーゼ（GAL
）、グルコース－6－リン酸デヒドロゲナーゼ、ベータ－N－アセチルグルコサミニダーゼ
、β－グルクロニダーゼ、インベルターゼ、キサンチンオキシダーゼ、ホタルルシフェラ
ーゼおよびグルコースオキシダーゼ（GO）が挙げられる。
【００４４】
　ホースラディッシュペルオキシダーゼに対する通常に使用される基質の例には、3,3’
－ジアミノベンジジン（DAB）、ニッケルで増強されるジアミノベンジジン、3－アミノ－
9－エチルカルバゾール（AEC）、ベンジジン二塩酸塩（BDHC）、Hanker－Yates試薬（HYR
）、ヨードファンブルー（IB）、テトラメチルベンジジン（TMB）、4－クロロ－1－ナフ
トール（CN）、α－ナフトールピロミン（α－NP）、o－ジアニシジン（OD）、5－ブロモ
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－4－クロロ－3－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
）、2－（p－ヨードフェニル）－3－p－ニトロフェニル－5－フェニルテトラゾリウムク
ロライド（INT）、テトラニトロブルーテトラゾリウム（TNBT）、5－ブロモ－4－クロロ
－3－インドキシル－ベータ－D－ガラクトシド／フェロ－フェリシアナイド（BCIG／FF）
が挙げられる。
【００４５】
　アルカリ性ホスファターゼに対する通常に使用される基質の例には、ナフトール－AS－
B1－ホスフェート／ファストレッドTR（NABP／FR）、ナフトール－AS－MX－ホスフェート
／ファストレッドTR（NAMB／FR）、ナフトール－AS－B1－ホスフェート／ファストレッド
TR（NABP／FR）、ナフトール－AS－MX－ホスフェート／ファストレッドTR（NAMP／FR）、
ナフトール－AS－B1－ホスフェート／ニューフクシン（NABP／NF）、ブロモクロロインド
リルホスフェート／ニトロブルーテトラゾリウム（BCIP／NBT）、5－ブロモ－4－クロロ
－3－インドリル－b－d－ガラクトピラノシド（BCIG）が挙げられる。
【００４６】
　本発明で用いることができるルミネセント標識の例には、ルミノール、イソルミノール
、アクリジニウムエステル、1,2－ジオキセタンおよびピリドピリダジンが挙げられる。
電気化学発光標識の例はルテニウム誘導体を含む。
【００４７】
　本発明で用いることができる放射性標識の例はヨウ素、コバルト、セレン、トリチウム
、炭素、硫黄およびリン（Phosphorous）の放射性同位体を含む。
【００４８】
　検出可能物質は注目する生物学的マーカーに特異的に結合するいずれかの分子、例えば
、抗体、核酸プローブ、または注目する生物学的マーカーに特異的に結合するいずれかの
分子に共役高分子に連結されていてよい。
【００４９】
　3.結合剤
　特定の態様において、本発明は3つのタイプの結合剤：第一の結合剤、第二の結合剤お
よび第三の結合剤を提供する。第一の結合剤を用いて試料と接触させる。それは試料に含
まれる注目する生物学的マーカーに特異的に結合するであろういずれかの分子よりなるこ
とができる。いくつかの態様において、第一の結合剤は抗体、すなわち、一次抗体である
。当業者であれば、多数の生物学的マーカーを認識する抗体が商業的に入手可能であるこ
とを認識するであろう（例えば、DakoCytomationの一般的な製品カタログ、DakoCytomati
on, Carpinteria, CA参照）。また、当業者であれば、特異的抗原結合部位を持つ抗体を
作成する方法が当該分野で知られていることも認識するであろう。これらの方法はセクシ
ョン4にて後に記載する。いくつかの態様において、第一の結合剤は核酸プローブである
。核酸プローブを作成する方法はセクション5において後に記載される。
【００５０】
　第二の結合剤は第一の結合剤に結合するいずれの分子であってもよい。第二の結合剤は
二次抗体を含むことができる。二次抗体は、第一の結合剤、例えば、一次抗体の定常領域
に特異的に結合する抗原結合ドメインを有することができる。第二の結合剤は抗体定常領
域に結合することができる補体カスケードの補填的経路におけるc1qタンパク質、MHC分子
、例えば、MHCクラスIおよびMHCクラスIIおよび非慣用的MHC、ロイシンジッパードメイン
、例えば、fos／jun、myc、GCN4を有する分子のような細胞シグナリング経路に関与する
分子、SrcまたはGrb－2のようなSH1またはSH2ドメインを有する分子のような特異的結合
パートナーを有する分子を含むことができる。第二の結合剤は免疫グロブリン受容体、例
えば、Fc受容体であってよい。第二の結合剤はキメラタンパク質、すなわち、2つ以上の
特異的結合パートナーの特徴を組み合わせるように作成されたタンパク質よりなるもので
あってよく、例えば、ロイシンジッパーは抗体のFc領域に作成することができ、SH2ドメ
インは抗体のFc領域に発現するよう作成することができる。他の態様において、融合タン
パク質は、置換された可変ドメインを持つ抗体のFc部分を含むように作成することができ
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る（例えば、米国特許第5,843,725号参照）。
【００５１】
　第二の結合剤はハプテンを含むこともできる。ハプテンは第二の結合剤に連結させるこ
とができる。ハプテンは小さな分子であってよく、したがって、多数のコピーが単一の第
二の結合剤分子に付着するのを可能とする。ハプテンは第三の結合剤に対する便宜な標的
分子を提供する。結合した多数コピーは、増強された感度、例えば、増強されたシグナル
強度を提供する。好適なハプテンの例はFITC、DNP、mycジゴキシゲニン、ニトロチロシン
ビオチン、アビジン、ストレプトアビジン、および、例えば、テトラメチルローダミン、
テキサスレッド、ダンシル、アレキサフルオル488、BODIPY FL、ルシフェールイエローお
よびアレキサフルオル405／カスケードブルーフルオロフォアに対する抗－色素抗体を含
む。
【００５２】
　第三の結合剤は第二の結合剤に結合するいずれの分子であってもよい。第三の結合剤は
三次抗体を含むことができる。三次抗体は第二の結合剤、例えば、二次抗体の定常領域に
特異的に結合する抗原結合ドメインを有することができる。第二の結合剤に特異的に結合
する限り、第三の結合剤は第二の結合剤に対する前述した特異的結合パートナーのいずれ
かよりなるものであってよい。また、それはキメラタンパク質および融合タンパク質を含
むことができる。
【００５３】
　特定の態様において、前述した結合剤と同様なさらなる第4および第5などの結合剤を含
むことができる。第4および第5の結合剤は、特定の態様においては、ポリマーに連結させ
ることができるか、あるいは重合可能なそれ自体であってよい。いくつかの態様において
、第四および／または第五の結合剤は抗体よりなるものであってよい。
【００５４】
　4.抗体
　一次抗体、二次抗体および三次抗体を含めた本発明で用いられる抗体はいずれの哺乳動
物種、例えば、ラット、マウス、ヤギ、モルモット、ロバ、ウサギ、ウマ、ラマ、ラクダ
、またはいずれの鳥類種、例えば、ニワトリ、アヒルに由来するものであってもよい。本
明細書中で用いる際、いずれかの哺乳動物または鳥類種に由来するとは、特定の抗体をコ
ードする核酸配列の少なくとも一部が具体的な哺乳動物、例えば、ラット、マウス、ヤギ
、またはウサギ、または具体的な鳥類、例えば、ニワトリ、アヒルのゲノム配列に由来し
たことを意味する。抗体はいずれのイソタイプ、例えば、IgG、IgM、IgA、IgD、IgEまた
はいずれかのサブクラス、例えば、IgG1、IgG2、IgG3、IgG4のものであってもよい。
【００５５】
　特定の態様において、一次抗体は、生体試料を含む細胞によって発現された生物学的マ
ーカーに特異的に結合することができる抗原結合領域を含有する。マーカーは細胞表面に
、または細胞膜内に、すなわち、細胞の内部に、例えば、細胞質内に、核内に、小胞体内
に発現され得る。いくつかの態様において、生物学的マーカーは細胞から分泌され、した
がって、溶液中に、例えば、細胞培養基中で、血液または血漿中に存在する。
【００５６】
　特定の態様において、二次抗体は、一次抗体、例えば、一次抗体の定常領域に特異的に
結合する抗原結合領域を含む。特定の態様において、二次抗体はポリマーに共役される。
いくつかの態様において、ポリマーは2～20の二次抗体に共役される。他の態様において
、ポリマーは2～10の二次抗体と共役される。
【００５７】
　特定の態様において、三次抗体は二次抗体、例えば、二次抗体の定常領域、二次抗体に
連結されたハプテン、または二次抗体に共役高分子に特異的に結合する抗原結合領域を含
有する。特定の態様において、三次抗体はポリマーに共役される。いくつかの態様におい
て、ポリマーは1～20の三次抗体に共役される。他の態様において、ポリマーは1～5の三
次抗体に共役される。
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【００５８】
　本発明の方法および組成物で用いることができる抗体はモノクローナルおよびポリクロ
ーナル抗体、ファージディスプレイまたは別の技術を用いて生産されたキメラ、CDR－移
植および人工的に選択された抗体を含めた作成された抗体を含む。
【００５９】
　抗体を生産するための種々の技術が記載されており、例えば、ここに引用して援用する
Kohler and Milstein, （1975） Nature 256:495; Harlow and Lane, Antibodies: A Lab
oratory Manual, （1988）（Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY）を参
照のこと。組換え抗体分子の調製のための技術は前記文献に記載されており、また、例え
ば、EP 0623679; EP 0368684;およびEP 0436597にも記載されている。
【００６０】
　抗体は組換えによりまたは合成により生産することができる。抗体をコードする核酸を
cDNAライブラリーから単離することができる。抗体をコードする核酸はファージライブラ
リーから単離することができる（例えば、McCaffertyら、1990, Nature 348: 552, Kang
ら、1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4363; EP 0 589 877 B1参照）。抗体をコー
ドする核酸は公知の配列の遺伝子シャフリングによって得ることができる（Markら、1992
, Bio／Technol. 10: 779）。抗体をコードする核酸はインビトロ組換えによって単離す
ることができる（Waterhouseら、1993, Nucl. Acid. Res. 21: 2265）。本発明の方法お
よび組成物で用いる抗体はヒト化免疫グロブリンを含む（米国特許第5,585,089号、Jones
ら、1986, Nature 332: 323）。
【００６１】
　抗体は、トキシンまたは標識、例えば、検出可能な物質のようなエフェクタータンパク
質を含む改変された抗体であってよい。
【００６２】
　抗体は動物血清から得ることができるか、あるいはモノクローナル抗体またはその断片
の場合には、細胞培養で生産することができる。組換えDNA技術を用いて、確立された手
法に従って、細菌、酵母、昆虫または哺乳動物細胞培養において抗体を生産することがで
きる。特定の態様においては、選択された細胞培養系は、好ましくは、抗体産物を分泌す
る。
【００６３】
　インビトロでのハイブリドーマ細胞または哺乳動物宿主細胞の成長は好適な培養基、例
えば、所望により、哺乳動物血清、例えば、胎児ウシ血清、または微量元素および成長維
持補足物を補充したダルベッコの修飾イーグル培地（DMEM）またはRPMI 1640培地で行う
ことができる。いくつかの態様において、正常マウス腹膜滲出物細胞、脾臓細胞、骨髄マ
クロファージのようなフィーダー細胞を用いて培養における細胞成長を増強させることが
できる。2－アミノエタノール、インスリン、トランスフェリン、低密度リポタンパク質
、オレイン酸を含めた添加剤を用いて細胞成長を増強することもできる。
【００６４】
　細菌細胞または酵母細胞は、例えば、当該分野で知られた好適な培養基中で増殖させる
。細菌培地の例はLB、NZCYM、NZYM、NZM、テリフィックブロス、SOB、SOC、2×YT、また
はM9最少培地を含む（本明細書中に引用して援用する）（Sambrookら、Molecular Clonin
g: A Laboratory Manual, 第2版, Cold Spring Harbor Laboratory Press （1989）参照
）。酵母を増殖させるのに適した培地の例はYPD、YEPD、最少培地、または完全最少Dropo
ut培地（前出）を含む。
【００６５】
　組換えにより生産された抗体をクローン化し、昆虫細胞で発現させることができる。昆
虫細胞は、細菌または酵母発現系と比較した場合、正しく折畳まれ、かつ、生物活性抗体
を得る高い可能性を提供する。昆虫細胞は無血清培地中で培養することができる。組換え
バキュロウイルスを発現ベクターとして用いることができ、この構築体を用いて、Spodop
tera frugiperda Sf9を含めた、多数の鱗翅目細胞系のいずれかであってよい宿主細胞系
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をトランスフェクトすることができる（例えば、Altmannら、（1999）, Glycoconj J 199
9, 16: 109 Kost and Condreay （1999）, Curr Opin Biotechnol, 10: 428参照）。
【００６６】
　当業者であれば、本発明で用いるために、組換えにより、または他の手段によって生産
された抗体は依然として抗原に結合することができるいずれの抗体断片、例えば、Fab、F
（ab）2、Fv、scFvも含むことを認識するであろう。特定の態様においては、抗体、また
は抗体断片は、ハプテン、例えば、ペプチドを含むように組換えにより作製することがで
きる。特定の態様において、ハプテンはmycタグであり得る。抗体または抗体断片をハプ
テンに含めると、結合剤、例えば、二次抗体、三次抗体、または特異的結合パターンのハ
プテンの引き続いての結合を容易とする。図1Jは本発明の1つの態様を示し、そこでは、m
ycタグを用いて生物学的マーカーを検出する。myc特異的抗体はこの態様で用いることが
できる。myc特異的抗体は、例えば、抗－mycクローン9E10および4A6は当該分野で知られ
ている。
【００６７】
　インビトロ生産は相対的に純粋な抗体調製物を提供し、所望の抗体を多量に得るための
スケールアップを可能とする。細菌細胞、酵母、昆虫および哺乳動物細胞の培養のための
技術は当該分野で知られており、例えば、エアリフト反応器における、または連続攪拌反
応器における均一懸濁培養、または例えば、中空繊維、マイクロカプセルにおける、アガ
ロースマイクロビーズまたはセラミックカートリッジ上での固定化されたまたは捕捉され
た細胞培養を含む。
【００６８】
　また、インビボにて抗体産生哺乳動物細胞を増殖させることによって、所望の抗体を多
量に得ることもできる。この目的では、所望の抗体を生産することができる。ハイブリド
ーマ細胞を組織適合性哺乳動物、例えば、マウスに注射して、抗体産生腫瘍の成長を引き
起こす。所望により、動物は、まず、鉱油のような炭化水素でプライムする。鉱油の例に
は、プリスタン（テトラメチルペンタデカン）が挙げられる。1～3週間後に、それらの哺
乳動物の体液から抗体を単離する。例えば、好適な骨髄腫細胞とBalb／cマウスからの抗
体産生脾臓細胞との融合によって得られたハイブリドーマ細胞、所望の抗体を生産するハ
イブリドーマ細胞系Sp2／0に由来するトランスフェクトされた細胞を、所望により、プリ
スタンで予備処理されていてもよいBalb／cマウスに腹腔内注射することができ、1～2週
間後に、腹水液を動物から採取する。
【００６９】
　抗体の単離では、培養上清または腹水液中の抗体を、例えば、硫酸アンモニウムでの沈
殿によって、ポリエチレングリコールのような吸湿性物質に対する透析によって、または
選択的膜を通す濾過によって濃縮することができる。もし必要および／または所望であれ
ば、抗体は慣用的なクロマトグラフィー方法、例えば、ゲル濾過、イオン－交換クロマト
グラフィー、DEAE－セルロース上のクロマトグラフィーおよび／または免疫アフィニティ
クロマトグラフィー、例えば、抗体の抗原結合ドメインに特異的に結合するタンパク質を
含有するカラムまたは他の固体支持体上の、またはプロテイン－Aを含有するカラムまた
は固体支持体上のアフィニティクロマトグラフィーによって精製することができる。
【００７０】
　細胞培養上清は、所望の標的を発現する細胞の免疫蛍光染色によって、免疫ブロッティ
ングによって、酵素免疫アッセイ、例えば、サンドイッチアッセイまたはドット－アッセ
イ、あるいはラジオイムノアッセイによって、所望の抗体につきスクリーニングすること
ができる。
【００７１】
　5.核酸プローブ
　第一の結合剤は、インサイチュハイブリダイゼーションで用いるための、核酸プローブ
、例えば、DNA分子、RNA分子を含むことができる。核酸プローブは化学的に合成すること
ができるか、または細胞において組換えによる生産することができる（例えば、Sambrook
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ら、（1989） Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第二版, Cold Spring Harbor 
Press）。いくつかの態様において、プローブはペプチド核酸（PNA）よりなる。ペプチド
核酸は、通常はDNAおよびRNAに存在するデオキシリボースまたはリボース糖骨格がペプチ
ド骨格に置き換えられた核酸分子である。PNAを作製する方法は当該分野で知られている
（本明細書で参照として引用する）（例えば、Nielson, 2001, Current Opinion in Biot
echnology 12:16参照）。他の態様においては、プローブはロックされた核酸（LNA）より
なる（Sorensonら、2003, Chem. Commum. 7（17）:2130）。いくつかの態様において、核
酸プローブは生物学的マーカー、例えば、生体試料内に含まれる核酸分子に特異的に結合
する。
【００７２】
　核酸プローブは、特別な態様においては、生体試料中の配列に特異的にハイブリダイズ
する配列を少なくとも含む。いくつかの態様において、核酸プローブは試料中の標的配列
、例えば、ゲノムDNA配列またはmRNA配列のような核酸配列に、ストリンジェンシーの特
別な条件下でハイブリダイズする。本明細書中で用いる際、用語「ストリンジェントな条
件下でのハイブリダイゼーション」は、相互に有意に相補的なヌクレオチド配列が相互に
結合したままであるハイブリダイゼーションおよび洗浄についての条件を記載することを
意図する。この条件は、少なくとも70%、少なくとも80%、少なくとも85～90％相補性の配
列が相互に依然として結合したままであるようなものである。パーセント相補性は（本明
細書で参照として引用する）Altschul ら（1997） Nucleic Acids 25:3389－3402に記載
されているように決定される。
【００７３】
　ストリンジェンシーの具体的な条件は当該分野で知られており、（本明細書で参照とし
て引用する）Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc.（Aus
belら、1995編）、セクション2、4および6に見出すことができる。加えて、具体的なスト
リンジェントな条件は（本明細書で参照として引用する）Sambrookら、（1989） Molecul
ar Cloning: A Laboratory Manual, 第二版, Cold Spring Harbor Press, 7、9および11
章に記載されている。いくつかの態様においては、ハイブリダイゼーション条件は高スト
リンジェンシー条件である。高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件の例は65
～70℃における4×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（SSC）におけるハイブリダイゼ
ーション、または42～50℃における4×SSC＋50%ホルムアミドにおけるハイブリダイゼー
ション、続く、65～70℃における1×SSCにおける1回以上の洗浄である。さらなる試薬、
例えば、ブロッキング剤（BSAまたはサケ精子DNA）、洗剤（SDS）、キレート化剤（EDTA
）、Ficoll、PVPなどをハイブリダイゼーションおよび／または洗浄緩衝液に加えること
ができる。
【００７４】
　いくつかの態様において、核酸プローブは、中程度にストリンジェントな条件下で試料
中の標的配列にハイブリダイズする。本明細書中で用いる際、中程度のストリンジェンシ
ーは、例えば、DNAの長さに基づいて当業者によって容易に決定できる条件を含む。例示
的な条件は（本明細書で参照として引用する）Sombrookら、Molecular Cloning: A Labor
atory Manual, 第二版 Vol. 1, pp. 1.101－104, Cold Spring Harbor Press （1989）に
よって記載されており、5×SSC、0.5% SDS、1.0mM EDTA（pH8.0）のプレ洗浄条件、42℃
における50%ホルムアミド、6×SSC（42℃における50%ホルムアミド中のシュタルク溶液の
ような他の同様なハイブリダイゼーション溶液）のハイブリダイゼーション条件、および
60℃、0.5×SSC、0.1% SDSの洗浄条件の使用を含む。
【００７５】
　いくつかの態様において、核酸プローブは低ストリンジェント条件下で試料中の標的配
列にハイブリダイズする。本明細書中で用いる際、低ストリンジェンシー条件は、例えば
、DNAの長さに基づいて当業者によって容易に決定できる条件を含むことができる。低ス
トリンジェンシーは、例えば、35%ホルムアミド、5×SSC、50mMトリス－HCl（pH7.5）、5
mM EDTA、0.1%PVP、0.1%Ficoll、1%BSA、および500μg／ml変性サケ精子DNAを含有する溶
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液中で40℃で6時間DNAを予備処理することを含むことができる。ハイブリダイゼーション
は以下の修飾を施して同一溶液中で行われる：0.02%PVP、0.02%Ficoll、0.2%BSA、100μg
／mlサケ精子DNA、10%（wt／vol）デキストラン硫酸、および5～20×106CPMプローブを用
いる。試料をハイブリダイゼーション混合物中で40℃にて18～20時間インキュベートし、
次いで、2×SSC、25mMトリス－HCl（pH7.4）、5mM EDTA、および0.1%SDSを含有する溶液
中で55℃にて1.5時間洗浄する。洗浄溶液を新鮮な溶液で置き換え、60℃にてさらに1.5時
間インキュベートする。
【００７６】
　6.ポリマーコンジュゲートを作製する方法
　ポリマーコンジュゲートを形成する多くの方法が当該分野で知られており、本発明のポ
リマーコンジュゲートを作製するのに用いることができる。いくつかの態様において、結
合剤、例えば、第一の結合剤、第二の結合剤、第三の結合剤および検出可能な物質を、所
望により、ポリマー骨格に化学的に連結させることができるか、またはコンジュゲートさ
せることができる。いくつかの態様において、ポリマーコンジュゲートは、コンジュゲー
トされた二重結合へアミノ基を共有結合カップリングさせることによって形成される。ポ
リマーをビニルスルホンで活性化し、結合剤および検出可能物質と混合して、ポリマーコ
ンジュゲートを形成することができる。他の態様において、アルデヒドを用いてポリマー
骨格、例えば、デキストランを活性化し、次いで、これを結合剤および任意の検出可能物
質と混合する。ポリマーコンジュゲートを調製する主な1つの方法は、成分を一緒にカッ
プリングするための化学選択的カップリングスキームとよばれるものを用いることによる
ものであり、例えば、チオール修飾ポリマー担体または骨格へ共有結合カップリングされ
る前に、酵素または他の分子をチオール反応性マレイミド基で誘導体化することができる
。以下に記載する他の態様は試薬それ自体がコンジュゲート、例えば、検出可能物質、結
合剤を形成することを可能とする。
【００７７】
　いくつかの態様において、外因性ポリマー骨格は必要とされない。これらの態様におい
て、結合剤および検出可能物質は、例えば、ビニル基で誘導体化される。重合はラジカル
の添加によって起こり、その結果、ポリマーコンジュゲートを形成するためのビニル基の
重合が起こる。したがって、コンジュゲートはポリビニル骨格またはポリビニルのブロッ
クを含有するであろう。アクリル酸の活性なエステルを用いてタンパク質および他の分子
を活性化することができる。フリーラジカルの発生は、誘導体化された分子を重合するこ
とができる。1を超えるビニル基を持つ小さな分子リンカーをさらに加えて、ポリマーコ
ンジュゲートを形成するのに役立つことができる。
【００７８】
　いくつかの態様において、結合剤および検出可能な物質を架橋剤で誘導体化することが
できる。この方法の例には、グルタルジアルデヒド、ヘキサンジイソシアネート、ジメチ
ルアピミデート、1,5－ジフルオロ－2,4－ジニトロベンゼンのようなホモ二官能性架橋剤
、例えば、N－ガンマ－マレイミドブチロロキシスクシンイミドエステルのようなヘテロ
二官能性架橋剤、および1－エチル－3－（3－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
のようなゼロ長架橋剤の使用が挙げられる。正しい反応条件を選択することによって、架
橋剤は、例えば、検出可能物質および結合剤における種々の官能基の間にブリッジを形成
して、ポリマーコンジュゲートを形成することができる。
【００７９】
　C.試料中の生物学的マーカーの検出方法
　本発明は、試料を本発明の組成物と接触させることを含む、生体試料中の少なくとも1
つの生物学的マーカーの検出方法に関する。この方法は免疫組織化学、免疫細胞化学、イ
ンサイチュハイブリダイゼーション、フローサイトメトリー、酵素免疫－アッセイ（EIA
）、および酵素結合免疫－検定法（ELISA）を含めた種々の公知の検出フォーマットに検
出することができる。
【００８０】
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　多染色、すなわち、試料中のいくつかの生物学的マーカーの染色は重要である。組織化
学において、対比染色および形態学的データと組み合わせたいくつかの位置決定により、
調査者が、単一マーカー染色からのものよりもより価値のある情報を抽出するのを可能と
する。本発明は、したがって、与えられた試料中の複数生物学的マーカー、例えば、2、3
のマーカーの検出方法も提供し、したがって、複数のタンパク質、複数の遺伝子、または
1つ以上のタンパク質および1つ以上の遺伝子の組合せの発現に関連するデータ、例えば、
診断情報を得る方法を提供する。その例として、限定されるものではないが、HER2タンパ
ク質およびHER2遺伝子を癌診断アッセイ、例えば、乳癌のためのアッセイにおいて同時に
スクリーニングすることができる。もう1つの非限定的例は、例えば、頸癌を検出するた
めの3つのマーカーについてのスクリーニングを含むことができる。このマーカーは、ヒ
トパピローマウイルスについての、Ki67／mib－1、ならびにマーカー、例えば、タンパク
質または核酸と共に、細胞増殖マーカー、p16（INK4a）を含むことができる。もう1つの
非限定的例は、前立腺癌に関連する複数マーカーについてのスクリーニングを含む。これ
らのマーカーはAMACR P504S、高分子量サイトケラチン（HMW－CK）、およびp63を含むこ
とができる。マーカーのこの組合せのスクリーニングは、悪性なものから良性前立腺腫瘍
を区別する方法を提供する。それは、前立腺腺癌および高グレードな上皮内新生物の検出
も可能とする。
【００８１】
　例えば、複数マーカーを検出する場合、結合剤の間の交差反応性を最小化するのが望ま
しい。これは異なる種に由来する抗体を用いることによって達成することができる。その
ようなシステムの例は図1Lに示され、そこでは、マウス抗体、二次ポリマーコンジュゲー
トヤギ抗－マウス抗体および三次ポリマーコンジュゲートウサギ抗－ヤギ抗体を用いて第
一のタンパク質マーカーが検出される。検出可能物質はアルカリ性ホスファターゼである
。第二のマーカー、この場合には、核酸は、ハプテン標識オリゴヌクレオチドプローブお
よびポリマーコンジュゲートウサギ抗－ハプテン抗体およびポリマーコンジュゲートブタ
抗－ウサギ抗体を用いて検出される。検出可能な物質はホースラディッシュペルオキシダ
ーゼである。複数マーカーの染色は良性および悪性前立腺腫瘍を区別するのに特に有利で
あろう。したがって、前立腺腺癌および高グレードな前立腺上皮内新生物は複数マーカー
での染色によって同定することができる。好適なマーカーはAMACR P504S、高分子量サイ
トケラチン（HMW－CK）およびp63を含むことができる。
【００８２】
　例えば、抗体に対する二次抗体、およびハプテンの組合せを用いて異なる種の間の望ま
ない交差反応性を最小化することができる。これは図１LおよびMに示されており、そこで
は、本発明のシステムを用いてマーカーの間の望まない交差反応性は最小で、2つのマー
カーが可視化されている。マウス抗体および他のマーカーはDNAマーカーに対するハプテ
ン標識プローブによって第一のマーカーを可視化する。この図面は、さらに、本発明によ
るタンパク質および1つのマーカーを可視化する可能性を示す。
【００８３】
　蛍光色素を含めたいくつかの色素もまたハプテンとして機能できることは明らかなはず
である。これはシグナルの直接的検出およびさらなる増強を共に可能とする。この増強は
蛍光または色素産生染色を与えることができる。これは図1－M、SおよびTにおいて種々の
組合せで示される。
【００８４】
　また、さらなる増幅層を加え、または1つのシグナルをもう1つのシグナルに変換するの
は便利である。シグナルは、例えば、蛍光染色から色素産生染色に変化させることができ
よう。
【００８５】
　例えば、過剰な層を第一の層に加えることによって、シグナルを増強するためにコンジ
ュゲートの組合せも考えられる。自動化された機器において、一般的な可視化システム、
例えば、GARおよびGAMコンジュゲートおよびHRPを伴うEnvisionTMタイプのシステムの使
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用を可能とするであろう。もし標的が可視化するのが困難であるか、またはより強いシグ
ナルが望まれるならば、第一の一般的可視化システムの頂部に1または2つ以上の層を加え
ることができる。これは、例えば、図1－N、R、SおよびTにおいていくつかのバージョン
で示される。
【００８６】
　本発明のなおもう1つの態様は、いくつかの標的を認識することができる1つ以上の層の
使用である。1つの態様において、同一コンジュゲートは、例えば、いくつかの標的を検
出するためのいくつかの一次および二次抗体を含有することができる。もう1つの態様に
おいて、コンジュゲートは2つ以上の二次抗体を含有することができ、これは異なる層の
間にブリッジを形成することができる。したがって、いくつかの態様において、コンジュ
ゲートは成分の間の二重接着テープまたはカーペットテープとして働くことができる。例
えば、これは、用いる層の数に依存して第二の結合剤または三次などであり得る。これは
図1OおよびPに示されており、そこでは、1つのコンジュゲートが以下の抗体に対する二次
抗体を含有し、検出可能な物質とのコンジュゲートに対する抗体を含有し、図1－Oおよび
Pにおいては、それはAPおよびHRPである。二次抗体は検出可能な物質に対して向けること
ができるのは理解されるべきである。
【００８７】
　自動化された染色機を、複数マーカーの検出方法を提供する態様を含めた本発明の種々
の態様で用いることができる。複数マーカーの検出は、しばしば、異なる検出可能物質か
ら発散するシグナルのバランシングを必要とする、複数マーカーを検出すべき場合、した
がって、異なる増殖ポテンシャルを供するのが有利であろう。1つのそのようなシステム
の例は図1Kに示されており、また、後の実施例28にも記載される。この態様においては、
一次、二次および三次結合剤（例えば、抗体）を用いるより感受性の検出システムが、ホ
ース－ラディッシュペルオキシダーゼを含むポリマー、例えば、EnvisionTMに連結された
ウサギ抗体および二次抗体のカクテルを用いてより感受性でないシステムに対して釣り合
っている。
【００８８】
　生物学的マーカーは、例えば、光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、電子顕微鏡を用いて視覚によ
り検出することができ、そこでは、検出可能物質は、例えば、色素、コロイド状金粒子、
発光試薬である。また、生物学的マーカーに結合した視覚的に検出できる物質は分光光度
計を用いて検出することもできる。検出可能物質が放射性同位体である場合、検出はオー
トラジオグラフィーにより視覚、またはシンチレーションカウンターを用いて非－視覚的
であり得る。例えば、Larsson, 1988, Immunocytochemistry: Theory and Practice, （C
RC Press, Boca Raton, FL）; Methods in Molecular Biology, vol. 80 1998, John D. 
Pound （編）（Humala Press, Totowa, NJ）。
【００８９】
　1.試料の調製
　IHCおよびISH技術は、通常、病状の特定の形態学的インジケーターの選択的染色または
生物作成学的マーカーの検出によって強調するために、顕微鏡観察、または顕微鏡写真の
作成のための好適な固体支持体、例えば、スライドガラスまたは他の平面支持体上に設置
された組織切片で行われる一連の処理工程を必要とする。
【００９０】
　したがって、例えば、IHCにおいては、試料を個体から採取し、固定し、注目する生物
学的マーカーに特異的に結合する抗体に曝露する。試料加工工程は、例えば、抗原回復、
一次抗体への曝露、洗浄、（好適な検出可能物質にカップリングされていてもよい）二次
抗体への曝露、洗浄、および検出可能物質に連結された三次抗体への曝露が挙げられる。
洗浄工程はいずれかの好適な緩衝液または溶媒、例えば、リン酸緩衝化生理食塩水（PBS
）、トリス緩衝化生理食塩水（TBS）、蒸留水で行うことができる。洗浄緩衝液は、所望
により、洗剤、例えば、Tween20を含有することができる。
【００９１】
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　一般には、2つのカテゴリーの組織学的試料：（a）一般にはアルデヒド－ベースの固定
剤で固定されない新鮮な組織および／または細胞を含む調製物、および（b）固定化され
包埋された組織検体、しばしば、保管された材料がある。
【００９２】
　1つのIHC染色手法は：組織の切断およびトリミング、固定、脱水、パラフィン浸透、薄
片への切断、スライドグラスへの設置、ベーキング、脱パラフィン、再水和、抗原回復、
ブロッキング工程、一次抗体の適用、洗浄、二次抗体－酵素コンジュゲートの適用洗浄、
ポリマーにコンジュゲートし、酵素と連結した三次抗体の適用、発色源基質の適用、洗浄
、対比染色、カバーグラスの適用および顕微鏡調査の工程を含むことができる。
【００９３】
　ISHにおいては、試料を個体から採取し、固定し、注目する核酸への相補的塩基対合に
よってハイブリダイズする核酸プローブに曝露する。生体試料は、典型的には、メッセン
ジャーRNAを含めた、DNAおよびRNAのような検出可能な核酸を含む。DNA／RNAレベルの検
出は特定の遺伝子の発現のレベルを示すことができ、よって、これを用いて細胞、組織、
器官または生物の（病状など）疾患を検出することができる。試料中の核酸は、典型的に
は、変性されて結合部位に曝露される。プローブは、典型的には、DNAまたはRNAのような
二本鎖または一本鎖核酸であり、31P、33Pまたは32Sのような放射性標識を用いて標識さ
れ、またはジゴキシゲニン、または蛍光標識のような標識を用いて非－放射的に標識され
、そのうち大多数は当該分野で知られている。ハプテン標識されたDNAプローブを用いる
ことによって、これらは、例えば、標識に対する一次抗体を用い、さらに、二次抗体を含
有するポリマーコンジュゲートを加え、さらに、三次抗体および酵素または蛍光標識を含
有するポリマーコンジュゲートを加えることによって、本発明によって可視化することが
できる。酵素または蛍光標識は検出に必要なシグナルを発生させることができる。
【００９４】
　次いで、そのような技術によって検出された関連抗原または核酸の量を評価して、それ
が特定の予め決定された最小閾値を超えるか否かを判断し、または公知の標準と比較し、
従って、診断的に重要である。次いで、必要であれば、個体に対して好適な治療を計画す
ることができる。
【００９５】
　2.固定の方法
　組織検体を固定し包埋する多くの方法が知られている。例えば、アルコール固定および
ホルマリン固定および引き続いてのパラフィン包埋（FFPE）。
【００９６】
　固定剤は細胞および組織を再生可能かつ生きたように保存するのに必要である。これを
達成するためには、組織ブロック、切片またはスミアを固定剤流体に浸漬し、あるいはス
ミアの場合には乾燥する。固定剤は細胞および組織を安定化させ、それにより、それらが
加工および染色技術の激しさから保護する。
【００９７】
　いずれの好適な固定剤、例えば、エタノール、酢酸、ピクリン酸、2－プロパノール、3
,3’－ジアミノベンジジン四塩酸塩二水和物、アセトイン（モノマーの混合物）およびダ
イマー、アクロレイン、クロトンアルデヒド（シス＋トランス）、ホルムアルデヒド、グ
ルタルアルデヒド、グリオキサール、二クロム酸カリウム、過マンガン酸カリウム、四酸
化オスミウム、パラホルムアルデヒド、塩化第二水銀、トルエン－2,4－ジイソシアネー
ト、トリクロロ酢酸、タングステン酸も用いることができる。他の例には、ホルマリン（
水性ホルムアルデヒド）および中性緩衝化ホルマリン（NBF）、グルタルアルデヒド、ア
クロレイン、カルボジイミド、イミデート、ベンゾエキノン、オスミウム酸および四酸化
オスミウムが挙げられる。
【００９８】
　新鮮なバイオプシー検体、細胞学的調製物（接触調製物および血液スミアを含む）、免
疫組織化学分析用の凍結された切片および組織は通常はエタノール、酢酸、メタノールお
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よび／またはアセトンを含めた有機溶媒中で固定される。
【００９９】
　3.抗原回復
　固定化された組織における特異的認識を容易とするためには、検体の予備処理を通じて
標的、すなわち、注目する生物学的マーカーを検索し、またはアンマスキングして、標的
の大部分の反応性を増加させることがしばしば必要である。この手法は「抗原回復」、「
標的検索」または「エピトープ検索」、「標的アンマスキング」または「抗原アンマスキ
ング」という。抗原回復（抗原アンマスキング）の多大なレビューがShiら、1997, J His
tochem Cytochem, 45 （3）: 327に見出すことができる。
【０１００】
　抗原回復は、それにより特異的検出試薬との相互作用に対する標的の利用可能性を最大
化する種々の方法を含む。最も一般的な技術は好適な緩衝液中でのタンパク質分解酵素（
例えば、プロテイナーゼ、プロナーゼ、ペプシン、パパイン、トリプシンまたはノイラミ
ニダーゼ）での酵素消化、または通常、EDTA、EGTA、トリス－HCl、シトレート、尿素、
グリシン－HClまたはホウ酸を含有する適切にpH安定化された緩衝液中での、水浴、スチ
ーマー、レギュラーオーブン、オートクレーブまたは圧力クッカーでのマイクロ波照射、
加熱を用いる熱誘導エピトープ検索（HIER）である。洗剤をHIER緩衝液に加えて、エピト
ープ検索を増加させることができるか、希釈媒体および／または濯ぎ緩衝液に加えて、非
特異的結合を低下させることができる。
【０１０１】
　抗原回復緩衝液は最もしばしば水性であるが、水の沸点を超える沸点を持つ溶媒を含め
た他の溶媒を含有することもできる。これは、常圧における100℃を超える組織の処理を
可能とする。
【０１０２】
　加えて、信号対雑音比は、真空または超音波の適用、または試薬のインキュベーション
の前またはその間における切片の凍結および解凍を含めた異なる物理的方法によって増加
させることができる。
【０１０３】
　内因性ビオチン結合部位または内因性酵素活性（例えば、ホスファターゼ、カタラーゼ
またはペルオキシダーゼ）を染色手法における工程として除去することができ、例えば、
内因性ビオチンおよびペルオキシダーゼ活性は過酸化物での処理によって除去することが
できる。内因性ホスファターゼ活性はレバミソールでの処理によって除去することができ
る。内因性ホスファターゼおよびエステラーゼは加熱によって破壊することができる。
【０１０４】
　HSA、BSA、オボアルブミン、ウシ胎児血清または他の血清のような不活性タンパク質、
あるいはTween20、トリトンX－100、サポニン、Brijまたはプルロニックのような洗剤で
の非特異的結合部位でのブロッキングを用いることができる。また、特異的試薬の未標識
および標的非特異的バージョンでの組織または細胞における非特異的結合部位のブロッキ
ングも用いることができる。
【０１０５】
　4.フリーフローティング技術
　また、試料を調製し、フリーフローティング技術を用いて染色することもできる。この
方法においては、組織切片を、好適な容器、例えば、ミクロ遠心管中で、懸濁液中の、ま
たは自由に流動する異なる試薬および洗浄緩衝液と接触させる。
【０１０６】
　組織切片を、例えば、「釣り針様」デバイス、スパチュラまたはガラスリングを用い、
染色手法の間に異なる試薬および緩衝液と共にチューブ間を移動させることができる。ま
た、穏和なデカンテーションまたは真空吸入によって、異なる試薬および緩衝液を交換す
ることもできる。別法として、組織切片を含む容器をCorning「Netwell」（Corning）の
ような特殊な染色ネットにあけ、次の染色工程のために、チューブに戻される前に組織切
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片を洗浄する。
【０１０７】
　例えば、固定、抗原回復、洗浄、ブロッキング試薬でのインキュベーション、免疫特異
的試薬、および着色染色の酵素触媒発色を含めた全ての工程は、組織切片が自由に浮動し
、またはネット上に滞留させつつ行われる。色素の発色の後、対比染色の前に、組織切片
をスライドに設置し、乾燥し、例えば、光学顕微鏡によって分析する前にカバーグラスで
被覆する。
【０１０８】
　いくつかの態様において、組織切片を、免疫特異的試薬と共に臨界的インキュベーショ
ンを行った後にスライド上に設置することができる。次いで、染色プロセスの残りを組織
切片を設置したスライド上で行う。
【０１０９】
　D.キット
　本発明は、試料中の生物学的マーカーを検出するためのキットを提供する。特定の態様
においては、キットは、その少なくとも一方がポリマーにコンジュゲートされるか、ある
いはそれ自体重合可能である第一および第二の結合剤、および少なくとも1つの検出可能
物質を供する。検出可能物質は、キットの他の成分、例えば、第一の結合剤、第二の結合
剤、ポリマーの少なくとも1つに連結することができる。検出可能物質は結合剤と共に重
合可能であり、例えば、誘導体化し、重合することができる。キットは、さらに、少なく
とも1つの容器を含む。キットは、所望により、一次抗体および説明書を含むことができ
る。
【０１１０】
　いくつかの態様において、本発明は、二次抗体、三次抗体および、所望により、一次抗
体および少なくとも1つの検出可能物質を含むキットを提供する。二次抗体はポリマー骨
格を加えることなく、またはポリマー骨格を加えてコンジュゲートすることができる。三
次抗体はポリマー骨格を加えることなく、またはポリマー骨格を加えてコンジュゲートす
ることができる。
【０１１１】
　特定の態様において、本発明は、a）第一のポリマーに所望により連結されていてもよ
い少なくとも1つの二次抗体；b）第二のポリマーに連結された少なくとも1つの三次抗体
、およびi）少なくとも1つの三次抗体；ii）第一のポリマー；およびiii）第一のポリマ
ーおよび三次抗体双方のうちの少なくとも1つに連結された第一の検出可能物質；c）所望
により一次抗体；d）少なくとも1つの容器および、所望により、説明書を含む試料に対し
て免疫組織化学を実行するためのキットを提供する。このキットは、さらに、第一のポリ
マーに連結された第一の二次抗体および第二のポリマーに連結された第二の二次抗体、な
らびにa）二次抗体；b）第二のポリマー；およびc）二次抗体および第二のポリマーの双
方のうちの少なくとも1つに連結された第二の検出可能物質を含むことができる。いくつ
かの態様において、第一および第二の検出可能物質は異なる。いくつかの態様において、
第一および第二の検出可能物質は同一である。
【０１１２】
　いくつかの態様において、キットはa）二次抗体；b）第二のポリマー；およびc）二次
抗体および第二のポリマー双方のうちの少なくとも1つに連結された少なくとも1つのハプ
テン分子を含む。
【実施例】
【０１１３】
実施例
実施例1：ポリマーコンジュゲートの調製
　試料中の生物学的マーカーの検出で用いるべき抗体および検出可能物質とのコンジュゲ
ートのために、デキストランポリマーを調製した。種々のサイズのデキストランをジビニ
ルスルホンで活性化し、続いて、ホースラディッシュペルオキシダーゼおよび抗体にカッ
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プリングさせた。
【０１１４】
　異なる分子サイズ（70および150kDa）のデキストラン（Pharmacosmos, Vibi,デンマー
ク）をLihmeおよびBoenisch（WO 93／01498）の方法に従ってジビニルスルホン（DVS,ビ
ニルスルホン）（Sigma－Aldrich, St. Louis, MO）で活性化した。この結果、デキスト
ランモノマーの25%が活性化された。活性化されたデキストランを使用前に2～8℃の暗所
で保存した。
【０１１５】
実施例2：活性化されたデキストランへの抗体のコンジュゲーション
　2～4℃の温度にて、10kDaの分子量削減を有する透析チュービングを用い、アフィニテ
ィ精製ウサギ抗マウス（RaM）抗体（Dakocytomation, Carpenteria, CA）、アフィニティ
精製ヤギ抗ウサギ（GaR）免疫グロブリン（Dakocytomation, Carpenteria, CA）またはア
フィニティ精製ヤギ抗マウス（GaM）免疫グロブリン（Dakocytomation, Carpenteria, CA
）、またはアフィニティ精製ウサギ抗DNP Fab2免疫グロブリン（抗ジニトロフェニル,Fab
2）（Dakocytomation, Carpenteria, CA）またはアフィニティ精製一次抗体マウス抗ヒト
Bcl－2癌タンパク質免疫グロブリン（クローン124,イソタイプ：IgG1カッパ）（Dakocyto
mation, Carpenteria, CA）を、0.10M NaCl緩衝液に対して一晩透析した。1リットルの緩
衝液を用いた。緩衝液を3回交換した。抗体の濃度は5mlの容量中100mgであった。透析の
後、活性化されたデキストランへのコンジュゲーション前に、抗体を遠心フィルター（10
kDa分子量削減）で30mg／mlを超えるまで濃縮した。
【０１１６】
　コンジュゲーションは抗体をビニルスルホン－活性化デキストランに加えることによっ
て行った。抗体溶液を、21.25mg／mlの濃度にて、25mMカルボネート、0.10M NaCl、pH8.5
中の、1.60mgデキストラン／mlの濃度のビニルスルホン－活性化デキストランの溶液に加
え、30℃の水浴中で一晩（18時間）撹拌した。これは免疫グロブリンの各々について行っ
た。Fab2抗体では、濃度はコンジュゲーション混合物中で13.70mg／mlであった。
【０１１７】
　システイン含有緩衝液（110mMシステイン, 50mM HEPES, 0.1M NaCl, pH7.0）の1／10容
量反応混合物の添加によって、デキストラン上のいずれの残存する反応性基もクエンチし
、30℃にて60分間撹拌した。
【０１１８】
　S－200ゲルSECカラム、およびpH7.0の0.1M HEPES、0.1M NaClの緩衝液（Pharmacia, Pe
apack, NJ）と共にHPLC（Pharmacia, Uppsala, スウェーデン国）を用いるゲル濾過によ
って、ポリマーコンジュゲートを未結合抗体から精製した。
【０１１９】
　デキストラン分子当たりの抗体の数、およびコンジュゲート濃度を、コンジュゲートを
含有する画分および未コンジュゲート抗体を含有する画分のUV吸収から計算した。吸収測
定は280nMで測定した。
【０１２０】
　ポリマーコンジュゲートのいくつかはさらにDNPで標識した。ポリマーコンジュゲート
を、前述したように、0.10M NaCl緩衝液に対して一晩透析した。透析の後、ポリマーコン
ジュゲートを、Sangers試薬との反応の前に、遠心フィルター（10kDa分子量削減）で30mg
／mlを超えて濃縮した。
【０１２１】
　カップリング反応は水、ポリマーコンジュゲート、乾燥NMP（0.30g／l）に溶解させたF
－DNP（Sangers試薬,2,4－ジニトロ－1－フルオロベンゼン）（Sigma, St Louis, MO）お
よび炭酸塩緩衝液（0.80M, pH9.0）の順次の混合によって行った。エタノールアミン（合
計10mM）を加えることによって停止させる前に、反応混合物（1.6gタンパク質／ml, IgG
当たり10当量DNP, 25mMカルボネートおよび0.5mLの全容量）を室温にて19時間混合した。
混合物を透析によって一晩精製した（1000ml, 10kDa分子量CO, 0.1M NaCl, 10mM HEPES, 
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pH7.2）。緩衝液は3回交換した。
【０１２２】
　コンジュゲート当たりのDNPの数、および合計コンジュゲート濃度を280nmおよび349nm
におけるUV吸光度から計算した。結果を以下に表1で示す。アジド（15mM）を微生物保存
剤として全てのコンジュゲートに加えた。
【０１２３】
【表１】

【０１２４】
実施例3：HRP－IgG－デキストランコンジュゲートの調製
　HRPおよびAPコンジュゲート双方の調製を以下に記載する。
【０１２５】
HRPコンジュゲート：
　ホースラディッシュペルオキシダーゼ（HRP）（Faizyme, Cape Torn, Rep. of South A
frica）およびアフィニティ精製ウサギ抗マウス（Ram）抗体（Dakocytomation, Carpente
ria, CA）またはアフィニティ精製ウサギ抗ヤギ（RaG）抗体（IgG）（Dakocytomation, C
arpenteria, CA）またはアフィニティ精製ブタ抗マウス免疫グロブリン（SaM）（Dakocyt
omation, carpenteria, CA）またはアフィニティ精製ウサギ抗DNA Fab2免疫グロブリン（
抗ジニトロフェニル, Fab2）（Dakocytomation, carpenteria, CA）を、緩衝液を3回交換
しつつ、2～4℃にて、1000ml 0、10M NaClに対して一晩透析した。酵素または抗体濃度は
5mlの容量中で100mgであった。透析チューブは10kDaの分子量削減を有した。透析の後、
タンパク質を10kDa分子量削減を持つ遠心フィルターで60mg／mlを超えるまで濃縮した。
【０１２６】
　コンジュゲーションは、HRPおよび抗体の活性化されたデキストランへの順次の添加に
よって行った。HRP溶液を25mMカルボネート、0.1M NaCl、pH9.5中のビニルスルホン活性
化デキストラン（70kDa）の溶液に加えた。HRPおよびデキストランの濃度は、各々、40.0
mg／mlおよび1.6mg／mlであった。混合物を30℃の水浴中で3.0時間撹拌した。抗体溶液を
反応混合物に加え、30℃の水浴中で一晩（18時間）撹拌した。抗体の最終濃度は5.87mg／
mlであった。デキストランおよびHRPの最終濃度は、各々、1.06mg／mlおよび26.67mg／ml
であった。
【０１２７】
　システイン－含有緩衝液（110mMシステイン, 50mM HEPES, 0.1M NaCl, pH7.0）の1／10
容量反応混合物の添加によっていずれの残存する反応性基もクエンチし、30℃にて30分間
撹拌した。
【０１２８】
　S－200カラムを備えたFPLC、および0.1M HEPES, 0.1M NaCl, pH7.2の緩衝液（Pharmaci
a, Peapack, NJ）を用いるゲル濾過によって、コンジュゲートを未コンジュゲート抗体お
よびHRPから分離した。
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【０１２９】
　デキストラン分子当たりの抗体およびHRP分子の数、およびコンジュゲート濃度を、コ
ンジュゲートを含有する画分および未コンジュゲート抗体およびHRPを含有する画分の280
および403nmにおけるUV吸光度から計算した。ビオチン血清アルブミンをタンパク質安定
化剤としてコンジュゲートに加えた。抗微生物剤も試料に加えた。
【０１３０】
APコンジュゲート：
　まず、チオール基をアルカリ性ホスファターゼ（AP）に導入し、続いて、ビニルスルホ
ン－活性化デキストラン（270kDa）へのカップリングによって、APおよび免疫グロブリン
を含有するポリマーコンジュゲートを調製した。AP－デキストラン中間体を高塩濃度の免
疫グロブリンとカップリングさせ、精製した。手法はEnVisionTMAPコンジュゲートを作製
するための手法と同様であった。
【０１３１】
　より詳細には、アルカリ性ホスファターゼ（RDS,スイス）を2～8℃にて0.50Mリン酸カ
リウム、pH8.0に対して透析し、遠心フィルター（10kDa分子量CO）で濃縮した。次いで、
30℃にて30分間混合しつつ、それをSPDP（AP当たり10当量SPDP, 10mg AP／ml, 0.50Mリン
酸カリウム, pH8）と反応させた。20mMの濃度の（±）－スレオ－1,4－ジメルカプト－2,
3－ブタンジオール（DTT, Clelandの試薬）（Aldrich, St Louis, MO）の添加によってジ
スルフィドを室温にて30分間還元した。チオール修飾APをG25カラムで精製し、280nmにお
けるUV測定からタンパク質濃度を計算した。
【０１３２】
　撹拌しつつ室温でインキュベートすることによって（3.5AP／ml,デキストラン鎖当たり
20当量AP, 0.50Mリン酸カリウム, pH8.0）、修飾されたAPをビニルスルホン活性化デキス
トラン（270kDa）にカップリングさせた。20時間後、過剰のチオールをN－エチルマレイ
ミド（NEM）（Aldrich, St Louis MO）（NMP中20%,合計10mM）で消滅させ、20分間混合し
た。反応混合物を水に対して透析し、遠心フィルターで濃縮した。AP－デキストラン結合
体をSephacryl S－300カラムで精製し、再度濃縮した。タンパク質濃度を280nmにおけるU
V吸光度によって測定した。
【０１３３】
　アフィニティ精製ウサギ抗ヤギ（RaG）抗体（IgG）（DakoCytomation, Carpenteria, C
A）を前述したように透析した。室温での18時間の高塩条件での反応および一定の混合（
ビニルスルホンAP－デキストラン当たり30当量IgG, 2.5mg IgG／ml, 1.75Mリン酸カリウ
ム, 10mM塩化マグネシウム, 1mM塩化亜鉛, pH7.9）によって、AP－デキストランを透析さ
れたIgGとカップリングさせた。沈殿した結合体を遠心によって単離し、水に再懸濁し、S
ephacryl S－300カラムで未結合タンパク質から精製した。
【０１３４】
　デキストラン分子当たりの抗体およびAP分子の数、ならびに結合体濃度を画分の280に
おけるUV吸光度から計算した。結合体は、50mMトリス／HCl, 0.10M NaCl, 0.1mM塩化亜鉛
, 1mM塩化マグネシウムおよび抗微生物剤を含有する緩衝液で希釈した。
【０１３５】
　結合体実験の結果を以下の表2に示す。
【０１３６】
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【表２】

【０１３７】
　以下の実施例で用いた結合体を以下の表3に記載する。
【０１３８】

【表３】

【０１３９】
実施例4：IHC染色のための生体試料の固定
　37%ホルムアルデヒドストック（Merck, Whitehouse Station, NJ）から4%ホルムアルデ
ヒドに調製された、20mLの10mM NaH2PO4／Na2HPO4（Merck, Whitehouse Station, NJ）お
よび0.145M NaCl （Merck, Whitehouse Station, NJ）, pH7.0を用いて、ヒト組織試料を
中性緩衝化ホルマリン（NBF）中で固定した。試料を室温にて排気実験室フード中で一晩
（18時間）インキュベートした。
【０１４０】
実施例5：試料脱水およびパラフィン包埋
　脱水し、パラフィン中に包埋する前に、組織試料を顕微鏡レンズクレンジングペーパー
（Leica, Bannockburn, IL）中に軽く包み、マークしたプラスチックヒストカプセル（hi
stocapsule）（Sekura, Japan）に入れた。70%エタノールとの45分間の2回、96%エタノー
ルとの45分間の2回、99%エタノールとの45分間の2回、キシレンとの45分間の2回の順次の
インキュベーションによって組織試料を脱水し、次いで、融解されたパラフィンに移した
（融点56～58℃）（Merck, Whitehouse Station, NJ）。試料を60℃にて一晩インキュベ
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ートした（12～16時間）。パラフィン浸透試料を新鮮な温かいパラフィンに移し、さらに
60分間インキュベートし、しかる後、鋳型（Sekura, Japan）中でパラフィンで包埋した
。試料を冷却して、最終のパラフィンブロックを形成した。包埋された組織試料を含有す
る印をつけたパラフィンブロックを暗所2～8℃で貯蔵し、しかる後、切断し、設置し、脱
パラフィンし、染色した。
【０１４１】
実施例6：包埋された試料の切断、設置および脱パラフィン
　パラフィンブロックをミクロトーム（4.0マイクロメートルに設定された0355モデルRM2
065, Feather S35ナイフ）（Leica, Bannockburn, IL）に設置した。第一の数mmを切断し
、捨てた。次いで、パラフィン切片を室温にて4マイクロメートル厚みの切片に切断し、
集めた。パラフィン切片を45～60℃の熱水浴上で穏和に延ばし、しかる後、集め、マーク
付きの顕微鏡スライドグラス（Superfrost plus）（Fisher, Medford, MA）に設置した。
次いで、スライドグラスを乾燥し、60℃のオーブン中でベーキングした。過剰の融解した
パラフィンをティッシュで拭い去った。
【０１４２】
　キシレン中で2～5分間2回、96％エタノール中で2～5分間2回、70％エタノール中で2～5
分間2回、およびトリス緩衝化生理食塩水（TBS）（50mMトリス－HCl, 150mM NaCl, pH7.6
）（Crystal Chem Inc., Downers Grove IL）中で5分間1回インキュベートすることによ
って、スライドグラスを脱パラフィン化した。スライドグラス上に設置した後、組織試料
を、後に記載する方法のいずれか1つを用いて抗原検索（AR）し、内因性ペルオキシダー
ゼ活性につきブロッキングした。
【０１４３】
実施例7：マイクロ波オーブンによる抗原検索
　穴を開けた蓋を持つ特殊な容器中の蒸留水の中で10×希釈された抗原検索溶液pH6.0（D
akoCytomation, Carpenteria, CA）にスライドグラスを浸漬することによって、スライド
グラスを抗原検索した。容器をマイクロ波オーブンの中央に入れ、スライドグラスを10分
間加熱した。スライドグラスを含有する容器をオーブンから取り出し、20分間、室温で冷
却させた。スライドグラスをTBS中で2分間濯いだ。
【０１４４】
実施例8：プロテイナーゼK消化による抗原検索
　製造業者の指示に従い、プロテイナーゼK（Dakocytomation, Carpenteria, CA）を用い
、スライドグラスを抗原検索した。即席調製プロテイナーゼK溶液をスライドグラス上の
組織試料に適用し、室温にて5分間インキュベートした。スライドグラスをTBS中で2分間
洗浄した。
【０１４５】
実施例9：水浴インキュベーションによる抗原検索
　10×希釈したpH6クエン酸塩抗原検索溶液（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を含有
するビーカーにスライドグラスを浸漬させることによって、スライドグラスを抗原検索し
た。97℃の水浴中でスライドグラスを20分間インキュベートした。スライドグラスを含有
するビーカーを水浴から取り出し、室温で冷却させた。次いで、スライドグラスを脱イオ
ン水中で濯いだ。
【０１４６】
実施例10：内因性ペルオキシダーゼブロッキングおよびゴムバリアの適用
　ペルオキシダーゼブロッキング溶液（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を用いて、
全てのスライドグラスを3%過酸化水素溶液と共に5分間インキュベートして、内因性過酸
化物活性を消滅させた。次いで、スライドグラスをトリス緩衝化生理食塩水（TBS）で1回
5分間洗浄した。試薬の試料への良好な被覆を確実とするために、組織を持つスライドグ
ラス上の領域を、DakoPen（DakoCytomation Carpenteria, CA）を用いてシリコンゴムバ
リアで取り囲んだ。スライドグラスを小さな閉じたチャンバー中のラックに移して、染色
前の乾燥を回避した。
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【０１４７】
実施例11：手動染色プロトコル
　試料をSuperfrost plusスライドグラス（Fisher, Medford, MA）上で調製した。スライ
ドグラスをTBS洗浄緩衝液中で5分間洗浄し、次いで、雰囲気温度にて一次抗体（100マイ
クロリットル）と共に30分間インキュベートした。具体的例に従って、濃度を希釈によっ
て調整した。5分間洗浄後、第一の結合体を加え、雰囲気温度にて20分間インキュベート
した。さらに1回の5分間の洗浄の後、第二の結合体を加え、雰囲気温度にて30分間インキ
ュベートした。スライドグラスを洗浄緩衝液中で5分間洗浄し、続いて、製造業者の指示
に従って、ジアミノベンジジン色素産生基質システム（DAB＋）（DakoCytomation Carpen
teria, CA）と共に10分間インキュベートした。次いで、スライドグラスを蒸留水で5分間
洗浄し、ヘマトキシリン（DakoCytomation, Carpenteria, CA）で5分間対比染色し、製造
業者の指示に従って、水道水中で5分間洗浄した。
【０１４８】
　120マイクロリットルの水性設置媒体（Faramount）（DakoCytomation Carpenteria, CA
）を用い、カバーグラスをスライドグラスに適用した。スライドグラスを放置して乾燥さ
せ、硬化させ、光強度設定8を用い、10×、20×または40×倍率にて、明視野顕微鏡（Lei
ca DM LB, Bannockburn, IL）で調べた。Olympus DP50－CU （Olympus, Melville, NY）
を用いてスライドグラスをデジタル的に写真に撮り、写真の白色バックグラウンドを修整
した。これは、スライドグラス上の空のスポットに対してカメラ設定を調整することによ
ってなされる。
【０１４９】
　細胞の大部分が唯一の強度を呈する場合には、この単一の染色強度を記録した。細胞の
大部分が染色強度範囲を呈した場合には、単一強度ではなく分布を記録した。
【０１５０】
実施例12：自動染色プロトコル
　プロトコルはDakocytomation Autostainer （Dakocytomation, Carpeteria, CA）を用
いて行った。スライドグラスはSuperfrost （Fisher, Medford, MA）であった。抗原検索
工程に続き、湿潤スライドグラスをAutostainer （DakoCytomation, Carpeteria, CA）の
ラックに設置した。このスライドグラスを雰囲気温度にて希釈された一次抗体（200マイ
クロリットル、30分）と共にインキュベートした。10倍希釈した洗浄緩衝液（DakoCytoma
tion, Carpeteria, CA）をスライドグラスに穏和に流すことによってスライドグラスを洗
浄し、しかる後、過剰の緩衝液を穏和な空気の流れで除去した。
【０１５１】
　第一の結合体をスライドグラスに加え（200マイクロリットル）、室温にて30分間イン
キュベートし、しかる後、前述したように洗浄した。第二の結合体をスライドグラスに加
え（200マイクロリットル）、室温にて30分間インキュベートし、しかる後、前述したよ
うに洗浄した。
【０１５２】
　製造業者の指示に従って調製した200マイクロリットルのDAB＋色素産生基質システム（
DakoCytomation, Carpenteria, CA）を各スライドグラスに適用し、30分間インキュベー
トした。次いで、スライドグラスを脱イオン水中で5分間洗浄した。合計プロセス時間は2
時間22分であった。
【０１５３】
　スライドグラスをAutostainerから取り出し、ラックに入れ、製造業者の指示に従って
ヘマトキシリン（DakoCytomation, Carpenteria, CA）で2分間対比染色し、次いで、脱イ
オン水中で5分間洗浄した。120マイクロリットルの水性設置媒体（Faramount）（DakoCyt
omation, Carpenteria, CA）を用いてカバーグラスをスライドグラスに適用した。スライ
ドグラスを放置して乾燥させ、硬化させ、40×、100×および200×倍率にて、Nikon Ecli
pse E400 （Nikon）を用いる明視野顕微鏡で調べた。
【０１５４】
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　スライドグラスをデジタル的に写真に撮り（RTカラースポット, Diagnostic Instrumen
ts Inc.）、写真の白色バックグラウンドを修正した。
【０１５５】
実施例13：迅速な手動染色プロトコル
　抗原検索工程に続き、雰囲気温度にて、スライドグラスを200マイクロリットルの希釈
された一次抗体と共に10分間インキュベートした。10倍希釈された洗浄緩衝液（DakoCyto
mation, Carpenteria, CA）をスライドグラスに軽く流すことによってスライドグラスを
洗浄した。過剰の緩衝液を実施例11におけるように除去した。第一の結合体をスライドグ
ラスに加え（200マイクロリットル）、室温にて10分間インキュベートし、しかる後、前
述したように洗浄した。第二の結合体をスライドグラスに加え（200マイクロリットル）
、室温にて10分間インキュベートし、しかる後、前述したように洗浄した。実施例11にお
けるように調製されたDAB色素産生基質システムをスライドグラスに適用し、10分間イン
キュベートした。次いで、スライドグラスを脱イオン水中で5分間洗浄した。合計プロセ
ス時間は染色する実施例11と比較して55分まで低下された。スライドグラスをヘマトキシ
リンで対比染色し、カバーグラスで被覆し、前述の実施例12におけるように評価した。
【０１５６】
実施例14：EnvisionTM＋プラスデュアルリンク（plus Dual link）染色プロトコル
　製造業者（DakoCytomation, Carpenteria, CA）の説明書に従って、EnvisionTM＋を用
いて染色を行った。簡単に述べれば、第一の結合体（A）の添加および引き続いての5分間
の洗浄を除いては、実施例11に記載したように染色を行った。DAB染色、ヘマトキシリン
（haematoxylin）対比染色、およびカバーグラスの適用は実施例11に記載されたものであ
った。
【０１５７】
実施例15：PowerVision＋TM染色プロトコル
　PowerVision＋TM染色キット（ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA）中の
取扱説明書に記載されたように、染色はDAB工程まで行った。キットはプレ抗体ブロッキ
ング、ポスト抗体ブロッキング（「ポリマー浸透促進剤」）、ポリHRP抗マウス／ウサギI
gG、DAB溶液A、1×およびDAB溶液B、35×を含めた即席調製溶液よりなる。
【０１５８】
　内因性ペルオキシダーゼのブロッキングおよび抗原検索の後、この手法は10分間のプレ
抗体ブロッキング溶液とのインキュベーション、続いての、雰囲気温度における希釈され
た一次抗体（200マイクロリットル,30分）とのインキュベーションよりなるものであった
。スライドグラスをTBSで5分間洗浄し、次いで、ポスト抗体ブロッキングと共に20分間イ
ンキュベートし、引き続いて、TBS洗浄を行った。スライドグラスを次にポリHRP抗マウス
／ウサギIgGと共に30分間インキュベートし、しかる後、TBSで5分間洗浄した。
【０１５９】
　種々のシステムを良好に比較するために、実施例11に記載されたプロトコルに従って、
DAB染色、ヘマトキシリン対比染色およびカバーグラス適用を行った。
【０１６０】
実施例16：Ki－67タンパク質の比較染色
　この実施例は、結合体No. 1、すなわちウサギ抗マウス抗体を含有するポリマーデキス
トラン（150kDa）結合体、続いて、セイヨウワサビペルオキシダーゼおよびヤギ抗マウス
またはヤギ抗ウサギ抗体を含有するポリマーデキストラン結合体混合物を用いる扁桃上の
核マーカーKi－67クローンMIB－1タンパク質の免疫可視化、およびHRP発色体（EnvisionT
M＋plus）での染色を記載する。アッセイ成分を図1－Aに示す。
【０１６１】
　この実験を、EnvisionTM＋またはPowerVision＋TM（ImmunoVision Technologies, Co.,
 Daly City, CA）検出システムを用いる本発明の1つの態様での染色と比較した。用いた
組織はホルマリン固定およびパラフィン包埋ブロック（FFPE）の、ヒト扁桃、結腸、乳房
癌腫ならびに腎臓であった。組織切片の切断、設置および脱パラフィンは実施例6に記載
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されたプロトコルに従って行った。マイクロ波抗原検索および内因性（endogen）ペルオ
キシダーゼブロッキングは、各々、実施例7および10で前述したように行った。免疫可視
化は実施例11に前述したように行った。
【０１６２】
　要約すると、一次モノクローナル抗体はKi67クローンMIB－1（DakoCytomation, Carpen
teria, CA）であった。それを適用前に0.2%BSAを含むTBSで1：200希釈した。一次抗体の
適用の後に、試料を、0.2%BSAを含むTBS緩衝液で1：1000希釈されたウサギ抗マウス抗体
を含む結合体No. 1と共にインキュベートした。第一の結合体の適用の後に、セイヨウワ
サビペルオキシダーゼおよびヤギ抗マウスまたはウサギ免疫グロブリンを含有するポリマ
ーデキストラン結合体混合物（EnvisionTM＋）（DakoCytomation, Carpenteria, CA）と
共に、試料を製造業者の指示に従ってインキュベートした。
【０１６３】
　平行して、ポリマーRaM結合体No. 1の代わりに、0.2%BSAを含有するTBS緩衝液中に1600
倍希釈した未結合ウサギ抗マウス免疫グロブリン（RaM）（DakoCytomation, Carpenteria
, CA）を用いて免疫可視化を行った。第二の平行実験は、各々、実施例14および15に記載
されたプロトコルに従い、EnvisionTM＋またはPowerVision＋TM（ImmunoVision Technolo
gies, Co., Daly City, CA）を用いて行った。
【０１６４】
　染色は40×、100×および200×の倍率で評価した。図2A～Dは結合体No. 1およびEnvisi
onTM＋（A）、未結合RaMおよびEnvisionTM＋（B）、EnvisionTM＋（C）、またはPowerVis
ion＋TM（D）の組合せを用いるKi67染色扁桃組織の顕微鏡写真である。
【０１６５】
　試料を盲検的に評価した（すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに用いる方
法を知らなかった）。合計して17の微妙なレベルの染色強度を与える、4分の1グレード増
分の0～4のスケールを用いた。染色強度は、各々、4.0；3.5；3.0；および4.0のスコアで
あった。染色パターンおよび局在性は4つの異なる染色に対してほとんど同一であった。
【０１６６】
　染色強度はポリマーRaM（A）およびPowerVision＋TM（ImmunoVision Technologies, Co
., Daly City, CA）を用いてわずかにより強くなっている。ポリマーRaMまたはモノマーR
aM結合物の使用は、EnvisionTM＋と比較してわずかに染色強度を増加させる。マウスIgG
を用いる免疫染色は陰性対照として供した。マウス抗体は、ヒト組織には存在しない黒色
アスペルギルス（Aspergilius Niger） （DakoCytomation, Carpentaria, CA）に対して
生起され、テストしたシステムのいずれを用いても検出可能なシグナルをもたらさなかっ
た。
【０１６７】
　陰性対照は許容でき、強度において「O」のスコアであった。
【０１６８】
実施例17：乳房癌腫に対するサイトケラチンの比較染色
　この実施例は、先の実施例16におけるのと同一の組織ブロック、連結結合体およびEnvi
sionTM＋結合体を用いて乳房癌腫組織に対する細胞質サイトケラチンの免疫可視化を記載
する。アッセイ設定もまた図1－Aに示す。
【０１６９】
　この実験は、中央結合物としてのウサギ抗マウス、EnvisionTM＋、またはPowerVision
＋TM（ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA）検出システムを用いる染色と
本発明の1つの態様を用いる染色を比較する。
【０１７０】
　組織切片の切断、設置および脱パラフィンは実施例6に記載されたプロトコルにしたが
って行った。組織の予備処理は、実施例8に記載されたようにプロテイナーゼK方法を用い
て抗原検索を行った以外は実施例16と同様であった。免疫可視化は実施例11に前述したよ
うに行った。
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【０１７１】
　要約すると、一次ウサギ抗体は抗サイトケラチンクローンAE1／AE3（DakoCytomation, 
Carpenteria, CA）であった。適用前に、それを0.2%BSAを含むTBSに1：1000希釈した。一
次抗体の適用後に、試料を、150kDaデキストランに結合し、かつ0.2%BSAを含むTBS緩衝液
に1：5000希釈したウサギ抗マウス抗体を含む結合体No. 1と共にインキュベートした。結
合体No. 1の適用後に、セイヨウワサビペルオキシダーゼおよびヤギ抗マウスまたはウサ
ギ免疫グロブリンを含有するポリマーデキストラン結合体混合物（EnvisionTM＋）, Dako
Cytomation, Carpenteria, CA）と共に、試料を製造業者の指示に従ってインキュベート
した。
【０１７２】
　平行して、ポリマーRaM結合体No. 1の代わりに、0.2%BSAを含有するTBS緩衝液に1600倍
希釈した未結合ウサギ抗マウス免疫グロブリン（RaM）（DakoCytomation, Carpenteria, 
CA）を用いて免疫可視化を行った。第二の平行実験は、各々、実施例14および15に記載さ
れたプロトコルに従って、EnvisionTM＋またはPowerVision＋TM（ImmunoVision Technolo
gies, Co., Daly City, CA）を用いて行った。
【０１７３】
　染色は40×、100×および200×倍率にて評価した。図3A～Dは、結合体No. 1およびEnvi
sionTM＋（A）、未結合RaMおよびEnvisionTM＋（B）、EnvisionTM＋（C）、またはPowerV
ision＋TM（ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA）システム（D）の組合せ
を用いるサイトケラチン染色乳房癌腫組織の顕微鏡写真である。
【０１７４】
　試料を盲検的に評価した（すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに用いた方
法を知らなかった）。合計して染色強度の17の微妙なレベルを与える4分の1グレード増分
での0～4のスケールを用いた。染色強度は、各々、3.0；3.5；2.0および4.0のスコアとな
った。染色パターンおよび局在性は4つの異なる染色でほとんど同一である。PowerVision
＋TM、未結合RaM結合物およびポリマーRaM結合物を用い、染色強度はこの順序で最強であ
った。EnvisionTM＋システム単独はテストした4つのアッセイシステムで最も弱かった。
マウスIgGを用いる免疫染色を陰性対照として用いた。陰性対照マウス抗体は、ヒト組織
には存在しない黒色アスペルギルス（aspergiliius Niger）（DakoCytomation, Carpenta
ria, CA）を特異的に認識した。それは、テストしたシステムのいずれを用いても検出可
能なシグナルをもたらさなかった。
【０１７５】
　陰性対照は許容でき、強度「O」のスコアであった。
【０１７６】
実施例18：HRPに連結された二次抗体結合体を用いるKi－67タンパク質の比較染色
　この実施例は、二次ウサギ抗マウスおよびセイヨウワサビペルオキシダーゼを含有する
ポリマーデキストラン（70kDa）結合体、続いて、セイヨウワサビペルオキシダーゼおよ
び二次ヤギ抗体を含有するポリマーデキストラン結合体混合物を含有する連結結合体No. 
4、およびHRP発色体（EnvisionTM＋）での染色を用いる乳房癌腫に対するKi－67タンパク
質の免疫可視化を記載する。アッセイ設定は図1－Bに示される。この染色を、結合物とし
ての未結合ウサギ抗マウス、EnvisionTM＋またはPowerVision＋TM（ImmunoVision Techno
logies, Co., Daly City, CA）染色システムを用いる染色と比較した。
【０１７７】
　乳房癌腫組織切片の切断、設置、脱パラフィン、抗原検索、ペルオキシダーゼブロッキ
ングおよび手動染色プロトコルは実施例16に記載された一般的手法に従って行った。
【０１７８】
　一次モノクローナル抗体はクローンMIB－1（DakoCytomation, Carpenteria, CA）であ
った。適用前に、それを0.2%BSAを含むTBSに1：400希釈した。一次抗体の適用後に、試料
を、ウサギ抗マウス抗体およびHRPを含有する結合体No. 4と共にインキュベートした。結
合体No. 4を0.2%BSAを含むTBS緩衝液に1：1000希釈し、試料に適用した。結合体No. 4の
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適用後に、製造業者の指示に従って、セイヨウワサビペルオキシダーゼおよび二次ヤギ抗
マウスまたはウサギ免疫グロブリンを含有するポリマーデキストラン結合体混合物（Envi
sionTM＋）（DakoCytomation, Carpenteria, CA）と共に試料をインキュベートした。
【０１７９】
　平行して、ポリマーRaM－HRP結合体No. 4の代わりに、0.2%BSAを含有するTBS緩衝液中
に1600倍希釈した未結合ウサギ抗マウス免疫グロブリン（RaM）（DakoCytomation, Carpe
nteria, CA）を用いて免疫可視化を行った。第二平行実験は、各々、実施例14および15に
記載されたプロトコルに従って、EnvisionTM＋またはPowerVision＋TM（ImmunoVision Te
chnologies, Co., Daly City, CA）を用いて行った。
【０１８０】
　染色は40×、100×および200×倍率で評価した。図4A～Dは結合体No. 4およびEnvision
TM＋（A）、未結合RaMおよびEnvisionTM＋（B）、EnvisionTM＋（C）またはPowerVision
＋TM（ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA）（D）の組合せを用いてのKi－
67染色乳房癌腫組織の顕微鏡写真である。試料を盲検的に評価した（すなわち、調査者は
スライドグラスを調製するのに用いた方法を知らなかった）。4分の1グレードの増分の0
～4のスケールを用いた。染色強度は、各々、4.0；4.0；3.5および4.0のスコアであった
。染色パターンおよび局在性は4つの異なる染色でほとんど同一である。染色強度はRaM－
HRP結合体（a）、未結合RaM（b）およびPowerVision＋TM（ImmunoVision Technologies, 
Co., Daly City, CA）（d）を用いて同様である。EnvisionTM＋は最も弱い染色強度を与
えた。マウスIgGを用いる免疫染色は陰性対照として供し（前述）（DakoCytomation, Car
pentaria, CA）、テストしたシステムのいずれを用いても検出可能なシグナルはもたらさ
れなかった。
【０１８１】
実施例19：乳房組織におけるエストロゲン受容体（ER）の比較染色
　この実施例は連結結合体No. 2および連結結合体No. 3、すなわち各々、二次ヤギ抗ウサ
ギ抗体および二次ヤギ抗マウス抗体を含有するポリマーデキストラン結合体、続いて、セ
イヨウワサビペルオキシダーゼおよび二次ウサギ抗ヤギ抗体を含有するポリマーデキスト
ラン結合体である、結合体No. 5の混合物、ならびにHRP発色体での染色を用いるFFPE乳房
組織におけるエストロゲン受容体の免疫可視化を記載する。アッセイ設定は図1－Cに示さ
れる。2つの異なる患者からの乳房組織の4マイクロメートル切片を用いた。
【０１８２】
　組織切片の切断、設置、脱パラフィン、水浴およびS1700（DakoCytomation, Carpenter
ia, CA）を用いる抗原検索、およびペルオキシダーゼブロッキングは実施例6、9および10
にて前述した通りであった。免疫可視化は、実施例12に記載された自動プロトコルに従っ
て、一般的セクションにて前述したように行った。
【０１８３】
　エストロゲン受容体（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を認識する一次モノクロー
ナル抗体クローン1D5を、緩衝剤希釈液（DakoCytomation, Carpenteria, CA）中で1：270
0希釈した。結合体No. 2を、各々、1：275および1：15の合計希釈にて結合体No. 3と混合
した。結合体No. 5を1：30希釈した。緩衝液は実施例16におけるものと同一であった。
【０１８４】
　平行して、実施例15において前述の方法に従って、PowerVision＋TM（ImmunoVision Te
chnologies, Co., Daly City, CA）を用いて免疫可視化を行った。一次抗体は同一希釈度
で用いた。特定の抗体の代わりに、同一希釈液中において、陰性対照抗体（マウスIgG陰
性対照, DakoCytomation, no. XO931）を用いて第二の実験を平行して行った。染色は20
×、100×および200×倍率にてNikon顕微鏡（Nikon, Melville, NY）で評価した。
【０１８５】
　図5A～Dは第一のER染色乳房組織の顕微鏡写真である。ER抗体を用いる特異的染色は結
合体No. 2、3および5（A）、またはPowerVision＋TM（B）の組合せを用いて観察された。
試料を盲検的に評価した（すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに用いた方法
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を知らなかった）。4分の1グレード増分の0～4のスケールを用いた。染色強度は、各々、
3.0および3.0のスコアであった。結合体No. 2、3および5（C）、またはPowerVision＋TM

（D）と組み合わせて陰性抗体対照を用いてシグナルは検出されなかった。従って、染色
強度は双方について0のスコアであった。
【０１８６】
　図5E～Hは第二のER染色乳房組織の顕微鏡写真である。ER抗体を用いる特異的染色は、
結合体No. 2、3および5（E）、またはPowerVision＋TM（F）の組合せを用いて観察された
。染色強度は、各々、2.0～3.0および2.0～3.0のスコアであった。結合体No. 2、3および
5（G）、またはPowerVision＋TM（H）と組み合わせて陰性対照抗体を用いてシグナルは検
出されなかった。染色強度は双方について0のスコアであった。全ての顕微鏡写真は20倍
倍率で撮った。
【０１８７】
　顕微鏡写真は、全て、強い特異的染色を示し、陰性対照では染色を示さない。染色強度
は、図5BおよびFにおける染色強度と比較して、図5AおよびEにおいて僅かに強かった。こ
の強い染色強度は、EnvisionTM（DakoCytomation, Carpenteria, CA）に対するER抗体に
つき推奨される希釈の54倍、およびEnvisionTM＋（DakoCytomation, Carpenteria, CA）
に対して推奨される希釈の18倍である一次抗体の希釈で得られる。結論として、結合体No
. 2、3および5を用いる染色は、PowerVision＋TMと比較して特異的であって、かつ同等ま
たは僅かに強かった。
【０１８８】
実施例20：乳房組織におけるプロゲステロン受容体（PR）の比較染色
　本実施例においては、FFPE乳房組織におけるプロゲステロン受容体を、先の実施例19に
おけるのと同一の結合体の混合物、すなわち、各々、二次ヤギ抗マウス抗体およびヤギ抗
ウサギ抗体を含有するポリマーデキストラン結合体、続いての、セイヨウワサビペルオキ
シダーゼおよびウサギ抗ヤギ抗体を含有するポリマーデキストラン結合体、およびHRP発
色体での染色を用いて可視的に検出した。
【０１８９】
　組織前処理は実施例19に記載したように行った。免疫可視化は実施例12で前述したよう
に行った。プロゲステロン受容体に対して特異的な一次モノクローナル抗体はクローンPR
636（DakoCytomation, Carpenteria, CA）であった。それを緩衝剤希釈液（DakoCytomati
on, Carpenteria, CA）で1：2400希釈した。結合体希釈は実施例19のように、EnvisionTM
（DakoCytomation, Carpenteria, CA）について推奨される希釈の54倍、およびEnvisionT
M＋ （DakoCytomation, Carpenteria, CA）について推奨される希釈の18倍である希釈で
あった。
【０１９０】
　平行して、実施例15に前述の方法に従って、Powervision＋TMを用いて免疫可視化を行
った。第二の実験は、特定の抗体の代わりに、同一起源種の陰性対照抗体（NP015マウスI
gG）（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を用いて平行して行った。陰性対照は1：2400
希釈した。
【０１９１】
　図6A～Dは第一のPR染色乳房組織の顕微鏡写真である。特異的染色は結合体No.2、3およ
び5（A）またはPowerVision＋TM（B）と組み合わせてPR抗体を用いて観察された。試料は
盲検的に評価した（すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに用いた方法を知ら
なかった）。4分の1グレード増分の0～4のスケールを用いた。染色強度は、各々、2.0～3
.5および2.0～3.25のスコアであった。結合体No．2、3および5（C）またはPowerVision＋
TM（D）と共に陰性対照抗体を用いてシグナルは検出されなかった。染色強度は双方につ
いて0のスコアであった。
【０１９２】
　図6E～Hは第二のPR染色乳房組織の顕微鏡写真である。特異的染色は結合体No.2、3およ
び5（E）、またはPowerVision＋TM（F）と組み合わせてPR抗体を用いて観察された。試料
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は盲検的に評価された（すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに用いた方法を
知らなかった）。4分の1グレード増分の0～4のスケールを用いた。染色強度は、各々、2.
0～3.25および2.0～3.5のスコアであった。結合体No.2、3および5（G）またはPowerVisio
n＋TM（H）と組み合わせて陰性対照抗体を用いてシグナルは検出されなかった。染色強度
は双方について0のスコアであった。
【０１９３】
　全ての顕微鏡写真は20倍倍率で撮った。顕微鏡写真は、全て、強い特異的染色を示し、
陰性対照抗体を用いては染色を示さなかった。染色強度は図6BおよびEにおける染色強度
と比較して、図6AおよびFではより強かった。強い染色強度は、EnvisionTM（Dakocytomat
ion,Carpeteria、CA）について推奨される希釈の48倍、およびEnVision デュアルリンク
（Dual link）＋HRP（Dakocytomation, Carpeteria, CA）についての推奨される希釈の16
倍である一次抗体希釈で得られた。結論として、染色強度はPowerVision＋TMと比較して
特異的かつより強かった。
【０１９４】
実施例21：2つのタンパク質の検出における検出限界
　この実施例は、実施例19におけるような結合体の組合せを用いるCK20およびプロゲステ
ロン受容体のFFPE乳房組織に対する免疫可視化についての短いプロトコルを記載する。一
次抗体溶液を徹底的に希釈して、アッセイの検出限界を評価した。
【０１９５】
　免疫可視化は実施例13で前述したように行った。サイトケラチン20（CK20）に対する一
次モノクローナル抗体はクローンKs20.8マウスIｇG2ａカッパ（kappa）（DakoCytomation
, Carpenteria, CA）であった。それを緩衝剤希釈液（DakoCytomation, Carpenteria, CA
）中で1：600および1：3000で希釈した。プロゲステロン受容体に対する一次モノクロー
ナル抗体はクローンPR636（DakoCytomation, Carpenteria, CA）であった。それを同一緩
衝液中に1：200および1：1000希釈した。結合体希釈は実施例19におけるのと同様であっ
た。一次抗体の第一のテストした希釈はEnVision（登録商標）についての推奨される希釈
のほぼ5倍であり、EnVision＋（登録商標）について推奨されるものに匹敵する。一次抗
体の第二の希釈はEnVision（登録商標）についての推奨される希釈の25倍である。同時に
、短いプロトコルおよびEnVision（登録商標）についてのインキュベーション時間は共に
10分であり、他方、EnVision＋（登録商標）は30分である。本実施例は、従って、シグナ
ルに対するインキュベーション時間および一次抗体希釈の効果を示す。
【０１９６】
　特定の抗体の代わりに、同一起源の種の陰性対照抗体（NP015マウスIgG）（DakoCytoma
tion, Carpenteria, CA）を用いて第二の実験を平行して行った。陰性対照は1：200希釈
した。図７A～Fは染色された乳房組織の顕微鏡写真である。特異的染色は1：600希釈され
た（A）、1：3000希釈された（B）抗CK20抗体を用いて観察された。陰性対照は（C）に示
す。染色強度は、各々、2.5；0.75および0のスコアであった。試料は盲検的に評価した（
すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに用いられた方法を知らなかった）。
【０１９７】
　特異的染色は1：200希釈された（D）、1：1000希釈された（E）抗PR抗体を用いて観察
された。陰性対照は（F）に示される。染色強度は、各々、3.5；1.75および0のスコアで
あった。試料は盲検的に評価された（すなわち、調査者はスライドグラスを調製するのに
用いられた方法を知らなかった）。顕微鏡写真は、全て強い特異的染色を示し、陰性対照
では染色を示さなかった。染色強度は、より薄い一次抗体溶液を用いた図7BおよびEにお
ける染色強度と比較して、図７A およびDにおいてより強かった。結論として、より短い
プロトコル、および希釈された一次抗体溶液にかかわらず、染色強度は驚く程強い。この
実施例は、本発明のいくつかの態様のシグナル増強方法を用いて、より短い染色プロトコ
ルを可能とし、依然として良好な染色強度を得る可能性を示す。
【０１９８】
実施例22：種々の細胞区画に位置した細胞タンパク質の比較検出
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　この実施例は、実施例20および21に記載されたのと同一の自動手法を用いるFFPE組織に
対するいくつかの異なるタンパク質標的の免疫可視化を記載する。診断上重要な種々の標
的は組織の種々の区画に位置し、マウスまたはウサギ一次抗体を用いてDAB染色によって
免疫可視化された。
【０１９９】
　組織予備処理は実施例20および21におけるように行った。実施例20および21におけるの
と同一の結合体を用い、実施例12で前述したように免疫可視化を行った。種々の一次抗体
は全てDakoCytomation（Dakocytomation, Carpenteria, CA）から入手し、緩衝剤希釈液
（DakoCytomation, Carpenteria, CA）中に希釈した。用いた抗体は以下に記載する：
マウス抗ヒトサイトケラチン20、クローンKs20.8（マウスIgG2a，カッパ）、
ウサギ抗ヒト癌胎児性抗原（CEA）
ウサギ抗ヒトクロモグラニンA
マウス抗ヒトp53タンパク質、クローンDO－7（マウスIgG2b，カッパ）
マウス抗ヒトp63タンパク質クローン4A4（マウスIgG2a，カッパ）
マウス抗ヒト甲状腺転写因子（TTF－1）、クローン8G7G3／1、（マウスIgG1，カッパ）
ウサギ抗ヒト前立腺特異的抗原（PSA）
マウス抗ヒトCD68、マクロファージ、クローンPG－M11（マウスIgG3）
マウス抗ヒトALKタンパク質、クローンALK－1（マウスIgG3）
bcl－1とも呼ばれるマウス抗ヒトサイクリンD1、クローンDCS－6（マウスIgG2a）
マウス抗ヒトBCL6、クローンPG－B6p（マウスIgG1，カッパ）
マウス抗ヒトCD20，B細胞，クローンL26（マウスIgG2a，カッパ）
ウサギ抗ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフェラーゼ。
【０２００】
　結合体希釈は実施例19および20に記載された通りであった。アッセイ設定は「NDS－1」
と呼ばれ、図1－Cに示される。平行して、実施例15に記載された方法に従って、PowerVis
ion＋TMを用いて免疫可視化を行った。第二の平行実験は特定の抗体の代わりに同一起源
種陰性対照抗体（ユニバーサル陰性対照(Universal Negative Control)，UNC,NP001,ウサ
ギIgGおよびNP015マウスIgG）（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を用いて行った。
【０２０１】
　以下の表4は、スライドの数、一次抗体、一次抗体希釈、組織試料タイプ、用いた可視
化システム、光学倍率、および得られた染色強度スコアに関して染色実験をまとめる。ス
ライドは8－AA～8－NDで示す。図8AA～８NDは10または20倍倍率で撮ったDAB染色組織の顕
微鏡写真である。
【０２０２】
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【表４】

【０２０３】
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【０２０４】
　顕微鏡写真は、結腸上のCK20を用いる8－ACおよび扁桃上のCD68を用いる8－ICを除いて
、全て強い特異的染色を示し、NDS－1設定を用いる陰性対照では染色を示さなかった。Po
werVision＋TMは、扁桃上のCK20を用いるスライド7－AD、扁桃上のCD68を用いる7－ID、
および扁桃上のスライド7－LD、bcl－6（それらは共に許容され得ないバックグランドを
与えた）を除いて、陰性対照について染色を与えなかった。PowerVision＋TMは結腸上の
スライド7－AB、CK20 および扁桃上のスライド7－IB、CD68に対して高い非特異的バック
グラウンドを与え、他方、NDS－1可視化システムは同様の非特異的染色を示さなかった。
一般に、NDS－1可視化システムにより、PowerVision＋TMと同一かまたはそれよりも高い
染色強度が生じた。この染色強度は結腸上のCEA、膵臓上のクロモグラニンA(Chromoganin
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 A)、前立腺上のPSAに対して有意により強く、扁桃上のANK、HNSC上のbcl－1、胸腺上のT
dTに対して僅かにより強いのに過ぎなかった。
【０２０５】
　このCEA、クロモグラニンAおよびPSAは全てウサギ一次抗体であり、NDS－1システムは
真にデュアルなリンク可視化システムであることを示し、全てのマウスおよびウサギ一次
抗体に対して高い染色強度を与える。
【０２０６】
　PowerVision＋TMと比較したより強い強度は、さらに、一次抗体を希釈した場合に示さ
れる。検出は結腸上の抗CEAの1：68000希釈および前立腺組織上の抗PSAの1：120000希釈
におけるNDS－1を用いて観察された。PowerVision＋TMはこれらの試料においてバックグ
ラウンドを超えて組織をほとんど染色し得なかった。
【０２０７】
　PowerVision＋TMでの扁桃上のbcl－6および結腸上のCK－20はより強い染色を与えるよ
うに見えた。これは人工物であり、一般的なバックグラウンドがNDS－1システムに対して
よりも高いからである。これは、陰性対照一次抗体を用いる明らかな染色によって示され
る。まとめると、染色強度は、全ての種々の組織および標的に対して特異的であり、Powe
rVision＋TMと同等に強いか、またはより強かった。バックグラウンドは、一般にはPower
Vision＋TMよりも低くかった。
【０２０８】
実施例23：アルカリ性ホスファターゼと連結した二次抗体共役を用いる、FFPE調製中の種
々の標的の比較染色
　この実施例は、リンク共役番号2および共役番号3の混合物を用いて種々の組織の4－マ
イクロメートルFFPEセクションにおける種々のタンパク質標的の免疫可視化を記載する。
したがって、ポリマーデキストラン共役（共役番号6）が使用されたが、それは二次ヤギ
抗ウサギ抗体および二次ヤギ抗マウス抗体をそれぞれ含有し、続くポリマーデキストラン
共役は、アルカリ性ホスファターゼおよび三次ウサギ抗ヤギ抗体を含有した。結果は赤色
AP発色体、フクシン＋（DakoCytomation, Carpenteria, CA）での染色によって可視化さ
れた。アッセイ設定は図1－Fに示され、「Advance　AP」として以下で記載される。
【０２０９】
　染色は、HRP　ChemMate／DAB（DakoCytomation, Carpenteria, CA）、AP　EnvisionTM

＋（DakoCytomation, Carpenteria, CA）、AP　LSAB＋（DakoCytomation, Carpenteria, 
CA）、APAAP（DakoCytomation, Carpenteria, CA）またはAP　PowerVision＋TM（Immu番
号Vision　Tech番号logies,　Co.,Daly　City,CA）染色システムを用いる染色と比較され
、全てDakoCytomation　Autostainer（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を用いて製造
業者の指示に従って行われた。
【０２１０】
　染色プロトコルは実施例12に記載されたHRPシステムと同様であった。つまり、前に記
載されたように、スライドをキシレンで脱パラフィン化し、再度水和した。個々の一次抗
体に対する仕様書シート推奨に従って標的回復を行った。標的回復の後に、スライドを濯
ぎ、洗浄緩衝液に配置した。スライドを一次抗体または陰性対照抗体と共に室温にて30分
間インキュベートした。過剰の緩衝液を除去し、スライドを3回洗浄した。スライドを、
共役番号2および3のカクテル（Advance　APリンク）で30分間（＋／－1分）インキュベー
トしたが、抗体希釈緩衝液（DakoCytomation, Carpenteria, CA）（スライド当たり300μ
L）中、ヤギ抗ウサギおよびヤギ抗マウスデキストランポリマー（1：200および1:25希釈
）をそれぞれ含有した。過剰の緩衝液を除去し、スライドを3回洗浄した。
【０２１１】
　スライドを、AP　EnvisionTM＋ （DakoCytomation, Carpenteria, CA）で用いたのと同
一の緩衝液に1:13.に6希釈したウサギ抗ヤギおよびアルカリ性ホスファターゼ（Advance
　AP酵素試薬）を含有する共役番号6でインキュベートしたが、それはBSA、安定化剤、抗
微生物剤、亜鉛、マグネシウムおよびpH7.2における塩を含有している。
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【０２１２】
　共役番号6をスライド上で30分間（＋／－1分）インキュベートした（スライド当たり30
0μL）。過剰の緩衝液を除去し、スライドを3回洗浄し、その後製造業者（DakoCytomatio
n, Carpenteria, CA）の指示に従って、フクシン＋AP発色体で10分間（＋／－1分）処理
した。
【０２１３】
　全てのスライドをMayersヘマトキシリンで1分間対比染色し、その後、先の実施例にお
けるようにカバーグラスを設置した。
【０２１４】
　表5において、タンパク質マーカー、細胞局在化、クローン番号、供給業者からのコー
ド番号および種々の希釈比率をまとめる。
【０２１５】
【表５】

【０２１６】
　抗原回復（HIER）前処理は、700ワットのマイクロ波オーブン中で7分間、続いて300ワ
ットにて15分間、標的回復溶液pH9（DakoCytomation, Carpenteria, CA）中で加熱するこ
とによって行った。スライドをほぼ60℃まで冷却し、その後、さらに処理した。
【０２１７】
　S100抗体に対し、抗原回復方法は室温での4分間のプロテイナーゼK（DakoCytomation　
S3020）での処理であった。
【０２１８】
　NeoMarker　（AH　Diagnostics，　Aarhus　V,Denmark）から供給されたサイクリンD1
を除いて、全ての一次抗体は、DakoCytomation（DakoCytomation, Carpenteria, CA）か
らであった。抗体を標準抗体希釈剤（DakoCytomation, Carpenteria, CA）で希釈した。
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　免疫組織化学反応は、FFPEマルチブロックの連続セクション上で行われ、それは異なる
レベルの目的の抗原をもつ、種々の正常な組織タイプおよび腫瘍を含有した。
【０２２０】
　各マーカーについては、スライドを同時に処理し（セクション、乾燥、脱パラフィン化
およびエピトープ回復）、最終的に2つのDakoCytomation　Autostainers（DakoCytomatio
n, Carpenteria, CA）で染色して、全ての検出システムについての最適な条件を確認し、
異なるセクション取り扱いによる変動、すなわち、HIER等を低下させた。
【０２２１】
　ChemMate　EnVisionTM／HRPおよびEnVision／Apプロトコルの染色はAutostainer　1で
そのように行い、他の方法はAutoastainer2で行った。同一の抗体溶液および試薬を双方
の染色機に用いた。
【０２２２】
　特異的およびバックグラウンド反応の双方をスコアした。各スライドを評価し、マルチ
ブロック中の種々の組織における染色の平均に基づいてスコアを与えた。4分割グレード
の増分において0～3のスケールを用いた。スコアシステムを:染色無しまたは非常に弱い
（スコア0）、弱い染色（スコア1）、中程度の染色（スコア2）および強い染色（スコア3
）としてまとめた。全てのスライドは盲目的に、かつ3個体によって評価された。
【０２２３】
　スコアは特異的染色およびバックグラウンド染色に与えられ、例えば、3／1は3の特異
的染色強度および1のバックグラウンド染色を示す。いくつかの染色は非常に弱いかまた
は散漫であたため、強度においてボーダーラインの1スコアとしてのスコアが与えられた
。これは「（1）」によって示される。
【０２２４】
　表6は結果のまとめを提供する。
【０２２５】
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【表６】

【０２２６】
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【０２２７】
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【０２２８】
　トライアルの1つ（番号8）は、おそらくは、実験的手法のエラーのため染色を与えなか
った。
【０２２９】
　本実験においては、Advance／AP検出システムは他のAP－システムと比較して最も感受
性の高い検出システムであった。2－工程方法EnVisionTM／AP K4017と比較して、Advance
 APは、8～16×一次抗体力価の差をもってしても、感度の有意な増加を提供した。Advanc
e APシステムは7つのテストしたマーカーのすべてにおいて優れた結果を示した。特にAdv
ance APシステムは、サイトケラチン陽性小胞樹状細胞、およびCD45陽性ミクロ神経膠細
胞等の構造／細胞を染色し得た。EnVisionTMはこれをなし得なかった。
【０２３０】
　3－工程方法APAAP（K0670）およびLSAB＋（K0678）は共に感度の点でAdvance APよりも
劣っていた。より重要なことには、Advance APはウサギおよびマウス両一次抗体を可視化
し得た。対照的に、APAAPは一次マウス抗体を検出し得たに過ぎなかった。
【０２３１】
　Advance APの染色は、一般には、抗－CD45および抗－汎サイトケラチンに特異的なモノ
クローナルマウス抗体に対するPowerVision＋と匹敵するものであった。モノクローナル
マウス抗－Ki67に関して、PowerVision＋はより感受性が高いのは明白であり－この設定
においては、ほぼ4倍に大きいシグナル強度であった。
【０２３２】
　ポリクローナルウサギおよびモノクローナルウサギ（SP4）を比較することによって、A
dvance APは、ほぼ4フォールド(fold)の感度の改良をもってPowerVision＋よりも終始一
貫して高い感受性であった。核抗サイクリンD1クローンSP4（ウサギ）、および細胞質マ
ーカーは共にAdvance APで増幅された。
【０２３３】
　Advance APを用いて、再現可能な非特異的反応は観察されなかった。場合によっては、
焦点バックグラウンド反応が、例えば、垂における表面上皮および筋肉層において観察さ
れた。この現象は陰性反応でも観察された。この反応はまた、PowerVision＋を用いて観
察された。
【０２３４】
　図9A～Kは20倍倍率で撮影した、得られた染色結果の代表的な顕微鏡写真である。
【０２３５】
　図9A、B、CおよびDは、Advance AP（A）;EnVision AP（B）、LSAB AP（C）およびPower
Vision AP（D）を用いる抗汎サイトケラチンAE1／AE3（1:200に希釈）染色肝臓FFPE試料
の顕微鏡写真である。
【０２３６】
　図9E、F、GおよびHは、Advance AP（E）；EnVision AP （F）、LSAB AP（G）およびPow
erVision AP（H）を用いる抗汎サイトケラチンクローンAE1／AE3（1:200に希釈）染色結
腸腺癌FFPE試料の顕微鏡写真である。
【０２３７】
　図9I、JおよびKは、Advance AP（I）;LSAB AP（K）およびPowerVision AP（L）を用い
るサイクリンD1 SP4（1:200に希釈）染色扁桃FFPE試料の顕微鏡写真である。
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【０２３８】
　結論として、本実施例で記載したシステムは、HRPおよびDABを用いるChemMate EnVisio
n K5007に対して少なくとも類似の感度を有する。Advance APは（HMB45, Melan－A等の）
内因性茶色色素によって問題を排除する。EnVision／APおよびLSAB＋／APと比較して、感
度の有意な増加は、偽陰性反応の危険性を低下させることによって、ほとんどの研究所に
とってかなり魅力的なはずである。APAAPと比較して、Advance APは、感度を増幅すると
共に、マウスおよびウサギ双方の抗体について同一システムを用いることを可能とし、こ
れは、プロトコル設定において柔軟性を与える。
【０２３９】
　Advance APは、マウスおよびウサギ抗体を共に増幅するが、それはPowerVision＋APよ
りも優れており、記載されたシステムは、抗－サイクリンD1クローンSP4、抗－p504sクロ
ーン等のウサギモノクローナル抗体の次世代に対して好ましくあり得る。
【０２４０】
実施例24：アルカリ性ホスファターゼに連結された抗体共役を用いるインプリント試料上
の標的比較染色
　以下の実施例は、先の実施例23に記載されたのと同一のAP可視化システムおよび染色手
法を用いた。Advance APおよびEnVision APを用いる種々のインプリント試料の染色強度
を比較した。
【０２４１】
　本実施例における双方の検出システムは発色体としてフクシン＋（DakoCytomation, Ca
rpenteria, CA）を用いた。染色は、洗浄緩衝液S3006（DakoCytomation, Carpenteria, C
A）を用いてAutostainer Plus（DakoCytomation, Carpenteria, CA）で行った。
【０２４２】
　表7は調査したマーカーのまとめ、ならびに得られた結果を提供する。
【０２４３】
【表７】

【０２４４】
　番号1、2および3において、90秒間アセトン中で固定したリンパ節のインプリントを調
査した。番号4、5および6において、10分間10%中性緩衝化ホルマリン（NBF）中で固定し
たメラノーマのインプリントを調査し、続いて、5分間、700ワット、続いて、10分間、35
0ワットのマイクロ波オーブン中pH6の10mMクエン酸緩衝液中でHIERを行った。
【０２４５】
　抗体は、Novocastra（TriChem, Frederikssund, Denmark）からのマウス抗CD3以外は、
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全てDakocytomationからであった。全ての抗体を標準抗体希釈剤（DakoCytomation, Carp
enteria, CA）中で希釈した。
【０２４６】
　図10A～Dは、10倍倍率で撮影した、得られた染色結果の代表的な顕微鏡写真である。
【０２４７】
　図10AおよびBは、Advance AP（A）およびEnVisionTM AP（B）をそれぞれ用いるメラノ
ーマ試料の抗ビメンチン染色インプリントの顕微鏡写真である。
【０２４８】
　図10CおよびDは、Advance AP（C）およびEnVisionTM AP（D）をそれぞれ用いるリンパ
節試料の抗CD3染色インプリントの顕微鏡写真である。
【０２４９】
　陰性対照抗体はDakoCytomationコード番号S0809（DakoCytomation, Carpenteria, CA）
であり、検出可能な染色を生じなかった。
【０２５０】
　Advance APで得られた結果は、一般にはEnVisionTMAPで得られた結果よりも優れていた
。反応の強度は、Advance APを用いて、より強くかつより区別されるものの双方であった
。EnVisionTMAPを用いるT－細胞に対する染色CD3は実際には陰性であるが、Advance APで
容易に同定された。同様な結果がメラノーマ細胞の抗－ビメンチン試料で観察された。し
たがって、Advance APは検出可能なシグナルを生じ、他方、EnVisionTMは生じなかった。
【０２５１】
　強いAP－ベースのシステムは、内因性酵素ペルオキシダーゼ活性のためHRP－システム
よりも好ましくあり得る。該APシステムはまた、鮮明な赤色のフクシン＋／ファストレッ
ドTRおよび核を染色する青色ヘマトキシリンのコントラストも提供する。
【０２５２】
実施例25：ハプテン標識二次抗体共役およびホースラディッシュペルオキシダーゼを有す
るポリマー抗ハプテン共役を用いる扁桃の染色
　この実施例は、共役番号8（DNP標識二次ヤギ抗マウス抗体を含有するポリマーデキスト
ラン共役）、続く共役番号7（ホースラディッシュペルオキシダーゼおよびウサギFab2抗D
NP抗体を含有するポリマーデキストラン共役）、およびHRP発色体（DABプラス）による染
色を用いる、FFPE試料調製における扁桃上の核マーカーBcl－2癌タンパク質の免疫可視化
を記載する。アッセイ設定は図1－Gに示す。
【０２５３】
　つまり、試料は扁桃を含めた種々の組織によるFFPEマルチブロックであった。実施例11
に記載したように、試料を切断し、設置し、脱パラフィン化し、再水和した。製造業者の
指示（DakoCytomation, Carpenteria, CA）に従って、トリス－EDTA pH9.0を用いてスラ
イドを抗原回復した。手法の一般的な染色手順は実施例11に記載した通りであった。つま
り、一次抗体、マウス抗Bcl－2（Dakocytomation, Carpenteria, CA）を緩衝液S2022（Da
koCytomation, Carpenteria, CA）中で1:200に希釈し、200マイクロリットルを適用し、
室温で30分間インキュベートした。スライドを、洗浄緩衝液中（（TBS）およびTween20（
Dakocytomation, Carpenteria, CA）を含有する）で2回洗浄した。DNP標識GAMポリマーを
、BSAおよび抗微生物剤を含有する共役緩衝液中で1:10に希釈し、200マイクロリットルを
適用し、室温にて30分間インキュベートした。スライドをS3006中で2回洗浄し、然る後、
室温にて30分間共役7（上記したのと同一の共役緩衝液中で1:10に希釈した）でインキュ
ベートした。スライドをS3006中で2回洗浄し、然る後、製造業者の指示に従ってDAB＋（D
akocytomation, Carpenteria, CA）により10分間可視化した。前に記載したように、スラ
イドを洗浄し、対比染色し、カバーグラスを載せた。
【０２５４】
　平行して、製造業者の指示に従って、EnvisionTM （Dakocytomation, Carpenteria, CA
）を用いてスライドを免疫染色した。
【０２５５】
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　図11AおよびBは、ハプテン標識GAMポリマーならびに抗DNP－HRPポリマー（A）およびEn
Vision（B）をそれぞれ用いて抗bcl－2染色扁桃FFPE試料を4倍倍率で撮影した顕微鏡写真
である。
【０２５６】
　染色パターンは双方のシステムで予測された通りであった。本実施例におけるシステム
は検出可能なバックグラウンドを伴わないが、非常に強く、特異的かつ鮮明な染色（3＋
）を示した。参照システムは良くても同一の染色強度であった。
【０２５７】
　参照システムは、長い開発の仕事に基づいた最適化されたシステムであるので、これは
驚くべきことである。この実施例は、本発明のハプテンでコードされたポリマー層を用い
る可能性を示す。これは、例えば、マルチ染色システムに対して、および増幅された可視
化システムにおいて重要である。
【０２５８】
実施例26：ハプテン標識一次抗体、ポリマー抗ハプテン共役、およびホースラディッシュ
ペルオキシダーゼと連結された抗体共役を用いるBcl－2癌タンパク質の染色
　この実施例は、DNP標識マウス抗Bcl－2、ウサギ抗DNP Fab2抗体を含有するポリマーデ
キストラン共役（共役番号9）、続くホースラディッシュペルオキシダーゼおよびヤギ抗
ウサギIgG抗体を含有するポリマーデキストラン共役（EnVisionTMK4003）（Dakocytomati
on, Carpenteria, CA）、およびHRP発色体（DABプラス）での染色を用いる扁桃上の核マ
ーカーBcl－2癌タンパク質の免疫可視化を記載する。アッセイ成分は図1－Hに示される。
【０２５９】
　アフィニティ精製一次抗体マウス抗ヒトBcl－2癌タンパク質免疫グロブリン（クローン
124、イソタイプIgG1カッパ）（Dakocytomation, Carpenteria, CA）は、ポリマー共役に
ついて、実施例2に記載された方法を用いた標識されたDNPであった。該方法は平均してIg
G当たり2.7DNP分子、および700 10－8Mの抗体濃度を提供した。手法染色は前の実施例25
に記載したように行った。
【０２６０】
　DNP標識抗体を1:100に希釈し、ウサギ抗DNP共役番号9を1:10に希釈した。該共役を、製
造業者の指示（DakoCytomation, Carpenteria, CA）に従って用いた。
【０２６１】
　平行して、スライドを、1:200に希釈したbcl－2（DakoCytomation, Carpenteria, CA）
に対する非修飾一次抗体ならびにEnvisioｎTM（DakoCytomation, Carpenteria, CA）およ
びDAB＋で染色した。
【０２６２】
　図12AおよびBは、ハプテン標識bcl－2抗体、抗DNPポリマーおよびヤギ抗ウサギHRP共役
（A）、ならびに非共役一次抗体およびEnVisionTM（DakoCytomation, Carpenteria, CA）
（B）を用いる染色をそれぞれ用いる、抗bcl－2染色扁桃FFPE試料を4倍倍率で撮影した代
表的な顕微鏡写真である。
【０２６３】
　結果は、染色の予測された局所化を示したが、幾分弱かった（0.5＋）。参照は予測さ
れた染色パターンでもって強く染色された（3＋）。この実施例は、標識された一次抗体
または試薬を用いる、本発明の可視化システムの一部としての可能性を示す。
【０２６４】
　ハプテンでコードされた一次抗体またはプローブを用いることによって、他のIgGに対
して向けられた二次または三次抗体のみを用いる立体配置よりも柔軟性を持つアッセイ立
体配置を構築することが可能であろう。
【０２６５】
実施例27：ポリマー一次マウス抗体、マウスに対するポリマー二次共役、およびアルカリ
性ホスファターゼと連結した二次抗体共役を用いるBcl－2癌タンパク質の染色
　この実施例は、共役番号10（マウス抗ヒトBcl－2を含有するポリマーデキストラン共役
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）、続く実施例23および24に記載されたのと同一の共役カクテル、すなわち、Advance AP
を用いるFFPE試料における扁桃上のBcl－2癌タンパク質の手法免疫可視化を記載する。GA
RおよびGAMを含有するポリマー共役（共役番号2および3）、ならびにウサギ抗ヤギおよび
アルカリ性ホスファターゼを含有するポリマー共役（共役番号6）を含有するカクテルを
用いた。アッセイの設定は図1－Iに示す。
【０２６６】
　用いた試料および抗原回復は実施例25に記載した通りであった。第一の共役（共役希釈
剤中で1:100に希釈した共役番号10）を室温にて30分間インキュベートした。液体パーマ
ネントレッド（Dakocytomation, Carpenteria, CA）をAP発色体として用いた以外、次の
工程は実施例23に記載した通りであった。スライドをヘマトキシリン(haematoxylin)対比
染色し、前に記載したようにカバーグラスを載せた。
【０２６７】
　平行して、製造業者の指示に従って、1:200に希釈した非共役抗体（Dakocytomation, C
arpenteria, CA）およびEnvisionTMAPを用いて試料を染色した。
【０２６８】
　図13AおよびBは、抗bcl－2ポリマー共役およびAdvance AP（A）ならびにbcl－2およびE
nVisionTM AP（B）をそれぞれ用いる、bcl－2染色扁桃FFPE試料を4倍倍率で撮影した代表
的な顕微鏡写真である。
【０２６９】
　染色パターンは双方のシステムについて予測された通りであった。本実施例における該
システムは、検出可能なバックグラウンドを伴わないが、非常に強く、特異的かつ鮮明な
染色（2.5＋）を示した。参照システムは、わずかにより鋭く局所化されたように見えた
が、同一またはわずかにより高い染色強度であった。
【０２７０】
　一次抗体を含有する共役のより大きな分子量は染色効率に対して負に影響しなかったこ
とは幾分驚くべきことである。
【０２７１】
実施例28：マウスおよびウサギ一次抗体カクテル、ならびにホースラディッシュペルオキ
シダーゼまたはアルカリ性ホスファターゼと連結されたポリマー二次共役を用いるFFPE前
立腺試料の二重染色
　この実施例は、本発明の共役の組合せを用いる3つのマウスおよびウサギ抗体の二重免
疫可視化を記載する。ウサギ抗体を、ヤギ抗マウスデキストラン共役（番号2）ならびに
ウサギ抗ヤギおよびアルカリ性ホスファターゼ共役を含有する共役（番号6）の組合せで
可視化した。ブタ抗マウスIgGおよびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有する共
役（共役番号11）を用いて2つのマウス抗体を可視化した。アッセイ成分は図1－Kに示す
。
【０２７２】
　前に記載されたように、FFPE前立腺試料を切断し、設置し、脱パラフィン化した。標的
回復溶液(Target Retrieval Solution) S2367（DakoCytomation, Carpenteria, CA）を用
いて抗原回復を行った。試料を96℃の水浴中に20分間配置した。
【０２７３】
　TBS／Tween20緩衝液（Dakocytomation, Carpenteria, CA）中での洗浄の後、スライド
をデュアル内因性酵素ブロック試薬（DakoCytomation, Carpenteria, CA）で処理した。
【０２７４】
　スライドを、Dakocytomation希釈緩衝液（DakoCytomation, Carpenteria, CA）中のウ
サギおよびマウスモノクローナル抗体のカクテルでインキュベートした。希釈は以下の通
りであった：モノクローナルウサギ抗－ヒトP504Sクローン13H4を1:100に希釈し；モノク
ローナルマウス抗－ヒトp63タンパク質クローン4A4を1:150に希釈し；およびモノクロー
ナルマウス抗－ヒトHMWサイトケラチンクローン34βE12を1:100に希釈した。これらの抗
体はDalocytomation（DakoCytomation, Carpenteria, CA）から入手した。
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【０２７５】
　洗浄の後、スライドを、ブタ抗マウスおよびホースラディッシュペルオキシダーゼを含
有する共役番号11ならびにヤギ抗ウサギを含有する共役番号2のカクテルで処理した。洗
浄の後、スライドを、ウサギ抗ヤギおよびアルカリ性ホスファターゼを含有する共役番号
6でインキュベートした。
【０２７６】
　製造業者の指示に従って、染色を、最初にDAB＋（Dakocytomation, Carpenteria, CA）
を適用し、次いで、液体パーマネントレッド（Dakocytomation, Carpenteria, CA）を適
用することによって行った。
【０２７７】
　スライドをヘマトキシリン(haematoxylin)（DakoCytomation, Carpenteria, CA）で対
比染色し、その後、カバーグラスを載せて調べた。染色をまた、HRP試薬およびAP試薬の
みでも行った。
【０２７８】
　図14A～Cは4倍倍率で撮影された代表的な顕微鏡写真である。示された染色前立腺FFPE
試料は別々のHRP（A）、AP（B）および組み合わせた染色（C）を用いる。
【０２７９】
　図14（A）は、腺を囲う基底細胞の実証された染色による良性前立腺過形成の特異的DAB
染色を示す。
【０２８０】
　図14（B）は、ウサギモノクローナルP504s抗体での前立腺腺癌に対するAP液体パーマネ
ントレッド染色を示し、侵襲性癌および前立腺上皮内新形成（「PIN」）の領域における
染色を示す。
【０２８１】
　図14（C）は前立腺癌腫に対する二重染色を示す。それは、前立腺を囲う基底細胞にお
けるHMW CKおよびp63抗体の強い核染色ならびに細胞質染色（DAB,茶色）を示す。P504sの
中程度の発現はPIN（液体パーマネントレッド）の領域で見られる。
【０２８２】
　本実施例における新しい検出成分の組合せは、カクテルを用いるのが容易な多数の抗体
の使用を示す。このシステムは単一スライドでの非常に高い感度および確実性による1を
超えるマーカーの可視化および同定を可能とする。これは改良された診断テストを提供す
る。さらに、該実施例は他の可視化システムによる本発明の適合性を示す。
【０２８３】
　明細書中および特許請求の範囲で用いられる成分量、反応条件などを表す全ての数字は
、用語「約」によって全ての場合修飾されるとして理解されるべきである。従って、反対
のことが示されない限り、明細書中および添付の特許請求の範囲に記載された数字パラメ
ーターは近似であり、本発明によって得られることが求められる所望の特性に依存して変
化し得る。少なくとも、特許請求の範囲に対して均等の原理を適用するのを制限する試み
はなく、各数字パラメーターは有意なディジットの数および通常のラウンドアプローチ(r
ounding approach)に照らして解釈されるべきである。
【０２８４】
　当業者に明らかなように、本発明の多くの修飾および変形がその精神および範囲を逸脱
することなくなし得る。本明細書中に記載された特異的な態様は、実施例のみによって供
され、いかなる方法でも限定する意図ではない。明細書および実施例は例示的のみとして
考えられることを意図し、本発明の真の範囲および精神は、続く特許請求の範囲によって
示される。
【図面の簡単な説明】
【０２８５】
【図１】図1は種々の共役組合せ：（A）組織上の標的生物学的マーカー、一次抗体、ポリ
マーウサギ抗マウス二次抗体、およびヤギ抗マウスおよびヤギ抗ウサギ二次抗体の混合物
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（EnvisionTM＋）（Dakocytomation, Carpenteria, CA）；（B）組織上の標的生物学的マ
ーカー、一次抗体、ウサギ抗マウス二次抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼ
を含有するポリマーコンジュゲート、および抗マウスおよびホースラディッシュペルオキ
シダーゼ、およびヤギ抗マウス二次抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼの混
合物（EnvisionTM＋）（Dakocytomation, Carpenteria, CA）；（C）組織上の標的生物学
的マーカー、一次抗体、ヤギ抗マウス二次抗体およびヤギ抗ウサギ二次抗体を含有するポ
リマー共役、およびウサギ抗ヤギおよびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有する
ポリマーコンジュゲートの混合物；（D）組織上の標的生物学的マーカー、一次抗体、ウ
サギ抗マウス二次抗体、およびヤギ抗ウサギおよびホースラディッシュペルオキシダーゼ
を含有するポリマー共役；（E）組織上の標的生物学的マーカー、一次抗体、ヤギ抗マウ
ス二次抗体およびハプテン標識ヤギ抗ウサギ二次抗体を含有するハプテン標識ポリマー共
役、および抗ハプテン抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマ
ーコンジュゲートの混合物；（F）組織上の標的生物学的マーカー、一次抗体、ヤギ抗マ
ウス二次抗体およびヤギ抗ウサギ二次抗体を含有するポリマーコンジュゲート、およびウ
サギ抗ヤギおよびアルカリ性ホスファターゼ（ALP）を含有するポリマーコンジュゲート
の混合物；（G）組織上の標的生物学的マーカー、一次マウス抗体、ヤギ抗マウス二次抗
体を含有するDNAP標識ポリマーコンジュゲート、およびウサギ抗DNP抗体およびホースラ
ディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート；（H）組織上の標的生
物学的マーカー、DNP標識マウス一次抗体、ウサギ抗DNP抗体を含有するポリマーコンジュ
ゲート、およびヤギ抗ウサギ二次抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有
するポリマーコンジュゲート；（I）組織上の標的生物学的マーカー、一次マウス抗体を
含有するポリマーコンジュゲート、ヤギ抗マウス二次抗体およびヤギ抗ウサギ二次抗体を
含有するポリマー共役、およびウサギ抗ヤギおよびアルカリ性ホスファターゼを含有する
ポリマーコンジュゲート；（J）組織上の標的生物学的マーカー、mycタグド一次抗体断片
、マウス抗myc抗体を含有するポリマー共役、およびヤギ抗マウスおよびホースラディッ
シュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート；（K）組織上の2つの標的生物
学的マーカー、2つの一次マウス抗体によって認識された第一のもの、ブタ抗マウスおよ
びホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート、および一次
ウサギ抗体、およびヤギ抗ウサギ二次抗体を含有するポリマーコンジュゲート、およびウ
サギ抗ヤギおよびアルカリ性ホスファターゼを含有するポリマーコンジュゲートによって
認識される第二のマーカー；（L）組織上の2つの標的生物学的マーカー、一次マウス抗体
、ヤギ抗マウス二次抗体を含有するポリマー共役、およびブタ抗ヤギ二次抗体およびアル
カリ性ホスファターゼを含有するポリマー共役によって認識される第一のもの、および遺
伝子標的に対するハプテン標識プローブ、ウサギおよびハプテン抗体を含有するポリマー
共役、およびブタ抗ウサギおよびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマ
ーコンジュゲートによって認識される第二のマーカー；（M）組織上の2つの標的生物学的
マーカー、一次マウス抗体、ヤギ抗マウス二次抗体、およびブタ抗ヤギ抗体および金粒子
を含有するポリマー共役によって認識される第一のもの、および遺伝子標的に対するハプ
テン標識プローブ、ウサギ抗ハプテン抗体を含有するポリマー共役、および多数蛍光Fitc
分子で標識されたブタ抗ウサギを含有するポリマーコンジュゲートによって認識される第
二のマーカー；（N）マウスまたはウサギ一次抗体によって認識される組織上の標的生物
学的マーカー、ハプテン標識ヤギ抗マウス二次抗体およびホースラディッシュペルオキシ
ダーゼを含有するポリマーコンジュゲート、およびハプテン標識ヤギ抗ウサギ二次抗体お
よびホースラディッシュペルオキシダーゼの混合物、および抗ハプテン抗体およびホース
ラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマー共役；（O）マウス一次抗体によって
認識される組織上の標的生物学的マーカー、ヤギ抗マウス二次抗体およびウサギ抗ハプテ
ンを含有するポリマー共役、およびアルカリ性ホスファターゼを含有するハプテン標識ポ
リマー共役；（P）遺伝子標的に対するハプテンno.1標識プローブによって認識される組
織上の標的生物学的マーカー、ハプテンno.1に対する抗体およびハプテンno.2に対する抗
体を含有するポリマーコンジュゲート、ハプテンno.2およびアルカリ性ホスファターゼを
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含有するポリマーコンジュゲート；（Q）マウスまたはウサギ一次抗体によって認識され
る組織上の標的生物学的マーカー、ヤギ抗マウスおよびヤギ抗ウサギ抗体を含有するポリ
マーコンジュゲート、およびハプテン標識ウサギ抗ヤギ抗体の混合物、および抗ハプテン
抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート；（
R）マウスまたはウサギ一次抗体によって認識される組織上の標的生物学的マーカー、ヤ
ギ抗マウス抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼ、およびヤギ抗ウサギ抗体お
よびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマー共役、およびハプテン標識
ウサギ抗ヤギ二次抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼの混合物、および抗ハ
プテン抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲー
ト；（S）マウスまたはウサギ一次抗体によって認識される組織上の標的生物学的マーカ
ー、テキサスレッド標識ヤギ抗マウス抗体およびテキサスレッド標識ヤギ抗ウサギ抗体を
含有するポリマーコンジュゲート、およびハプテン標識ウサギ抗ヤギ抗体の混合物、およ
び抗ハプテン抗体および複数テキサスレッド蛍光分子を含有するポリマーコンジュゲート
；（T）組織上の2つの標的生物学的マーカー、テキサスレッド標識一次マウス抗体、ヤギ
抗マウス二次抗体および複数テキサスレッド分子を含有するポリマーコンジュゲート、お
よびブタ抗ヤギ抗体およびグルコースオキシダーゼ酵素を含有するポリマーコンジュゲー
トによって認識される第一のもの、および遺伝子標的に対するFitc標識プローブ、抗ハプ
テン抗体および複数パシフィックブルー蛍光分子を含有するポリマーコンジュゲート、お
よび抗パシフィックブルー抗体およびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポ
リマー共役によって認識される第二のマーカーの模式的説明を示す。
【図２】図2A～Dは接合物1およびEnvisionTM＋の組合せ（A）（Dakocytomation, Carpent
eria, CA）、未接合物RaM（B）、EnvisionTM＋（C）またはPowerVision＋TM（Immunovisi
on, Springdale, AZ）システム（D）を用いるKi67染色扁桃組織の顕微鏡写真である。
【図３】図3A～Dは、接合物No. 1およびEnvisionTM＋の組合せ（A）（Dakocytomation, C
arpenteria, CA）、未接合物RaMおよびEnvisionTM＋（Dakocytomation, Carpenteria, CA
）（B）、EnvisionTM＋（Dakocytomation, Carpenteria, CA）（C）、またはPowerVision
＋TM（Immunovision, Springdale, AZ）（D）を用いるサイトケラチン染色乳房癌腫組織
の顕微鏡写真である。
【図４】図4A～Dは、共役No. 4およびEnvisionTM＋（Dakocytomation, Carpenteria, CA
）の組合せ、未接合物RaMおよびEnvisionTM＋（Dakocytomation, Carpenteria, CA）（B
）、EnvisionTM＋（Dakocytomation, Carpenteria, CA）（C）、またはPowerVision＋TM

（Immunovision, Springdale, AZ）（D）を用いるKi－67染色乳房癌腫組織の顕微鏡写真
である。
【図５】図5A～Dは、第一のエストロゲン受容体染色乳房組織の顕微鏡写真である：ポリ
マーヤギ抗ウサギおよびヤギ抗マウス二次抗体の混合物、続いて、ウサギ抗ヤギおよびホ
ースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート（NDS－1）（A）
、またはPowerVision＋TM（Immunovision, Springdale, AZ）（B）；陰性抗体対照染色は
NDS－1を用いて行った（C）、またはPowerVision＋TM（Immunovision, Springdale, AZ）
（D）で可視化されたエストロゲン受容体抗体を用いて特異的染色を得た。図5E～Hは第二
のエストロゲン受容体染色乳房組織の顕微鏡写真である：特異的染色は、ポリマーヤギ抗
ウサギおよびヤギ抗マウス二次抗体の混合物、続いて、ウサギ抗ヤギおよびホースラディ
ッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート（NDS－1）（E）、またはPow
erVision＋TM（Immunovision, Springdale, AZ）（F）で可視化されたエストロゲン受容
体抗体を用いて得られた。陰性抗体対照染色はNDS－1（G）またはPowerVision＋TM（Immu
novision, Springdale, AZ）（H）を用いて行った。全ての顕微鏡写真は20倍倍率で撮影
した。
【図６】図6A～Dは、第一のプロゲステロン受容体染色乳房組織の顕微鏡写真である：特
異的染色は、ポリマーヤギ抗ウサギおよびヤギ抗マウス二次抗体の混合物、続いて、ウサ
ギ抗ヤギおよびホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート
（NDS－1）（A）、またはPowerVision＋TM（Immunovision, Springdale，AZ）（B）、陰
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Springdale, AZ）（D）で可視化されたプロゲステロン受容体抗体を用いて得られた。図6
E～Hは第二のプロゲステロン受容体染色乳房組織の顕微鏡写真である：特異的染色は、ポ
リマーヤギ抗ウサギおよびヤギ抗マウス二次抗体の混合物、続いての、ウサギ抗ヤギおよ
びホースラディッシュペルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート（NDS－1）（
E）、またはPowerVision＋TM（Immunovision, Springdale, AZ）（F）、陰性抗体対照染
色はNDS－1を用いて行った（G）、またはPowerVision＋TM（Immunovision, Springdale, 
AZ）（H）で可視化されたプロゲステロン受容体抗体を用いて得られた。全ての顕微鏡写
真は20倍倍率で撮影した。
【図７】図7A～Fは、ポリマーヤギ抗ウサギおよびヤギ抗マウス二次抗体の混合物、続い
ての、速プロトコルにおけるウサギ抗ヤギおよびホースラディッシュペルオキシダーゼ（
NDS－1）を含有するポリマーコンジュゲート：1:600希釈した（A）、1:3000希釈した（B
）抗CK20抗体、および陰性対照（C）を用いる特異的染色；1:200希釈した（D）、1:1000
希釈した（E）抗プロゲステロン受容体抗体、および陰性対照（F）を用いる特異的染色を
用いる染色された乳房組織の顕微鏡写真である。
【図８】図8はCK20、CEA、クロモグラニンA、p53、P63、TTF－1、PSA、CD68、ALK－1、BC
L－1、BCL－6、CD20またはTdT一次抗体、続いて、1）ポリマーヤギ抗ウサギおよびポリマ
ーヤギ抗マウス二次抗体の混合物、続いての、ウサギ抗ヤギおよびホースラディッシュペ
ルオキシダーゼを含有するポリマーコンジュゲート（NDS－1）または2）PowerVision＋TM

（Immunovision, Springdale, AZ）いずれかを用いて免疫－可視化された結腸、膵臓、前
立腺、扁桃、HNSC、または胸腺組織を示す。
【図９】図9A～Dは20倍倍率で撮影されたAdvance AP／フクシン染色FFPE組織：Advance A
P（A）; EnVisonTM AP（B）、LSAB AP（C）およびPowerVisionTMAP（D）を用いるサイト
ケラチン染色肝臓FFPE試料、Advance AP（E）; EnVisionTM AP（F）、LSAB AP（G）およ
びPowerVisionTMAP（H）を用いるサイトケラチン（クローンAE1／AE3）染色結腸腺癌FFPE
試料、およびAdvance AP（I）;LSAB AP（J）およびPowerVisionTMAP（K）を用いるサイク
リンD1染色扁桃FFPE試料の顕微鏡写真である。
【図１０】図10A～Dは、10倍倍率で撮影されたAdvance AP／フクシン染色メラノーマおよ
びリンパ節インプリント：各々、Advance AP（A）およびEnVisionTM AP（B）を用いる抗
ビエンチアン染色インプリント、およびAdvance AP（C）およびEnVisionTM AP（D）を用
いるリンパ節試料の抗CD3染色インプリントの顕微鏡写真である。
【図１１】図11AおよびBは、各々、DNP標識GAMポリマーおよびウサギ抗DNP－HRPポリマー
（A）およびEnVisionTM（B）を用いる抗bcl－2 DAB染色扁桃FFPE試料の4倍倍率下撮影さ
れた顕微鏡写真である。
【図１２】図12AおよびBは、各々、DNP標識bcl－2抗体、ウサギ抗DNPポリマーおよびヤギ
抗ウサギHRP共役（A）および未－共役一次抗体およびEnVisionTM（K4007）を用いる染色
（B）を用いる抗bcl－2 DAB染色扁桃FFPE試料の4倍倍率で撮影された顕微鏡写真である。
【図１３】図13AおよびBは、各々、抗bcl－2ポリマー共役およびAdvance AP（A）およびb
cl－2およびEnVisionTM AP（B）を用いるbcl－2液体パーマネントレッド染色扁桃FFPE試
料の4倍倍率で撮影された顕微鏡写真である。
【図１４】図14A～Cは、ウサギ抗－ヒトP504S、マウス抗－ヒトP63タンパク質およびマウ
ス抗－ヒトHMWサイトケラチン、およびブタ抗マウスHRP、ヤギ抗ウサギポリマーおよびウ
サギ抗APの組合せのカクテル：別々のHRP／DAB染色（A）、AP／液体パーマネントレッド
染色（B）および組み合わせられた染色（C）を用いる前立腺FFPE試料に対する二重染色実
験の顕微鏡写真である。
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