
(57)【要約】
【課題】本発明は、同一試料に対し in situ hybridization法と免疫染色法の両方を行い
、 mRNAとタンパク質の両方を検出する同時検出法を行う際に、検出結果を改善するための
、各手法における処理方法を提供することを目的とする。
【解決手段】 in situ hybridization法においては、蛋白質分解剤としてサーモリジンを
用いる。免疫染色法においては、一次抗体反応後、架橋剤を用いて試料を架橋する。同時
検出法においては、これらを独立に用いてもよく、両方を用いてもよい。
【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 サ ー モ リ ジ ン を 含 有 す る 、 in situ hybridization法 で 用 い る た め の タ ン パ ク 質 分 解 剤
。
【 請 求 項 ２ 】
　 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を 用 い る こ と を 特 徴 と す る in situ hybridizatio
n法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 試 料 を 固 定 す る 工 程 と 、
　 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 サ ー モ リ ジ ン を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う 工 程 と 、
　 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 検 出 対 象 の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 工 程
と 、
　 前 記 標 識 を 検 出 す る 工 程 と 、
を 備 え る in situ hybridization法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 試 料 が 組 織 切 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の in situ hybridization
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 試 料 が ホ ー ル マ ウ ン ト の 個 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の in situ hy
bridization法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 、 4-サ ク シ ン イ ミ ジ ル オ
キ シ カ ル ボ ニ ル -メ チ ル -α -[2-ピ チ ジ ル ジ チ オ ]ト ル エ ン 、 ビ ス -マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン  、  
p-ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル 　 ヒ ド ラ ジ ド 、  N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル  [4-ヨ ー ド ア セ チ ル ]ア ミ ノ ベ ン
ゾ エ ー ト 、 N-[g-マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ]ス ク シ ン イ ミ ド 　 エ ス テ ル 、 ス ル ホ - N-[g-
マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ]ス ク シ ン イ ミ ド 　 エ ス テ ル 、 ジ メ チ ル ス ベ ル イ ミ デ ー ト ・ ２
塩 酸 、 ビ ス (ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト )、 ス ル ホ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン
イ ミ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド 、 及 び 4-[p-ア ジ ド サ リ シ ル ア ミ ド ]ブ チ ル ア
ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ た 、 免 疫 染 色 法 で 用 い る た め の 架 橋 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
　 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 免 疫 染 色 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 架 橋 反 応 を 、 一 次 抗 体 投 与 と 二 次 抗 体 投 与 の 間 に 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ に
記 載 の 免 疫 染 色 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 試 料 を 固 定 す る 工 程 と 、
　 前 記 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 検 出 対 象 の タ ン パ ク 質 に 、 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ た 試 料 に 対 し 、 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う 工 程 と 、
　 前 記 架 橋 反 応 を 行 っ た 試 料 に 対 し 、 前 記 一 次 抗 体 に 、 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 二 次 抗 体
を 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 標 識 を 検 出 す る 工 程 と 、
　 を 備 え る 免 疫 染 色 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 試 料 が 組 織 切 片 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 免 疫 染 色 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 試 料 が ホ ー ル マ ウ ン ト の 個 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 免 疫 染 色 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ７ ～ １ １ の い
ず れ か に 記 載 の 免 疫 染 色 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク
質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、
　 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 同 時 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク
質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、
　 試 料 を 固 定 す る 工 程 と 、
　 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 サ ー モ リ ジ ン を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う 工 程 と 、
　 第 １ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 検 出 対 象 の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 工 程 と 、
　 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 試 料 に 対 し 、 検 出 対 象 の タ ン パ ク 質 に 、 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ
る 工 程 と 、
　 前 記 一 次 抗 体 に 、 第 ２ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 標 識 を 検 出 す る 工 程 と 、
　 を 備 え る 同 時 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク
質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、
　 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 同 時 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク
質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、
　 試 料 を 固 定 す る 工 程 と 、
　 前 記 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 検 出 対 象 の タ ン パ ク 質 に 、 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ た 試 料 に 対 し 、 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う 工 程 と 、
　 前 記 架 橋 し た 試 料 に 対 し 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う 工 程 と 、
　 前 記 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 っ た 試 料 に 対 し 、 第 １ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸 プ ロ
ー ブ を 、 検 出 対 象 の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 っ た 試 料 に 対 し 、 前 記 一 次 抗 体 に 、 第 ２ の 標 識 を 用 い て ラ
ベ ル し た 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、
　 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 標 識 を 検 出 す る 工 程 と 、
　 を 備 え る 同 時 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 サ ー モ リ ジ ン を 用 い て タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の
同 時 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ ま た は １
７ に 記 載 の 同 時 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 ２ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の in situ hybridization法 を 自 動 で 行 う 自 動 in situ h
ybridization装 置 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 ７ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 染 色 法 を 自 動 で 行 う 自 動 免 疫 染 色 装 置 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ３ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 同 時 検 出 法 を 自 動 で 行 う 自 動 同 時 検 出 装 置 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を 含 有 す る 、 in situ hybridization用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 架 橋 剤 を 含 有 す る 、 免 疫 染 色 用 キ ッ ト 。
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【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ６ に 記 載 の 架 橋 剤 を 含 有 す る 、 免 疫 染 色 用 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 の 発 現 を 解 析 す る た め の 遺 伝 子 発 現 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る た め の 方 法 と し て 、 in situ hybridizationや 免 疫 染 色 法 が 知
ら れ て い る 。 In situ hybridizationは 、 目 的 の 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た mRNAを 検 出 す る た
め に 、 免 疫 染 色 法 は 目 的 の 遺 伝 子 の 最 終 産 物 で あ る タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 行 わ れ る
。 mRNAと タ ン パ ク 質 が 同 じ 遺 伝 子 か ら 由 来 し て い て も 、 mRNAの 不 安 定 性 や 、 転 写 後 調 節 な
ど の た め に 、 mRNAと タ ン パ ク 質 が 異 な る 分 布 を 示 す こ と も 多 い 。 し か し 、 異 な る サ ン プ ル
を 用 い て 、 in situ hybridizationと 免 疫 染 色 法 を 独 立 に 行 っ た 場 合 、 発 現 検 出 領 域 を 細
胞 レ ベ ル で 比 較 す る こ と は 難 し い 。 そ こ で 、 こ れ ら の 手 法 を 同 一 の サ ン プ ル に 対 し て 行 え
る よ う に で き る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 in situ hybridizationで は 、 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 対 象 と な る mRN
Aに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 、 免 疫 染 色 法 で は 、 対 象 と な る タ ン パ ク 質 に 対 す る
抗 体 を 、 そ の タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 mRNA及 び タ ン パ ク 質 を そ れ ぞ れ 検 出
す る 。 し た が っ て 、 こ れ ら 二 つ の 手 法 は 全 く 異 な る た め 、 こ れ ら の 手 法 を 同 一 の サ ン プ ル
に 対 し て 行 う に は 、 そ れ ぞ れ の 手 法 に 対 す る 一 連 の 処 理 を 同 時 に 行 う こ と は 難 し く 、 順 次
行 う 必 要 が あ る 。 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 ）
　 こ れ ら の 手 法 を 順 次 同 一 の サ ン プ ル に 対 し て 行 う 時 、 in situ hybridizationで は 、 プ
ロ ー ブ を ジ コ キ シ ゲ ニ ン （ digoxygenin、 DIGと 略 さ れ る ） で 、 免 疫 染 色 法 で は 、 抗 体 を ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ や Ｈ Ｒ Ｐ な ど の 酵 素 で ラ ベ ル す る こ と が 多 い が 、 両 方 と も 最 終 段 階
で の シ グ ナ ル の 検 出 に 酵 素 活 性 を 用 い た 発 色 反 応 を 行 う 。 し か し 、 ど ち ら の 発 色 反 応 に よ
る も の で あ っ て も 、 サ ン プ ル を 一 旦 発 色 さ せ る と 、 プ ロ ー ブ や 抗 体 の 浸 透 が 阻 害 さ れ る た
め 、 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 一 次 抗 体 の 結 合 の 段 階 で 先 に 行 う 手 法 を い っ た
ん 中 止 し 、 そ れ か ら 後 に 行 う 手 法 を 行 っ た 後 で 、 最 終 段 階 で 同 時 に 発 色 を 行 う の が 通 常 で
あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 カ レ ン ト ・ ト ピ ッ ク ス ・ マ イ ク ロ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ イ ミ ュ ノ ロ ジ ー （ Cu
rr. Top. Microbiol. Immuno.） 　 １ ９ ８ ９ 年 １ ４ ３ 巻 ９ － ２ ０ 頁
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 発 色 反 応 だ け で な く 、 一 方 の 処 理 が 、 他 方 の 検 出 を 阻 害 す る こ と も 多 く 、 特 に 、 in sit
u hibrydizationで 前 処 理 と し て 行 わ れ る 蛋 白 質 分 解 処 理 に よ っ て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 や
一 次 抗 体 が 分 解 さ れ 、 免 疫 染 色 法 に お け る 抗 原 の 検 出 が 難 し く な る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行
い 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る 同 時 検 出 法 を 行 う 際 に 、 検 出 結 果 を 改 善 す る た め
の 、 各 手 法 に お け る 処 理 方 法 を 提 供 す る 。 な お 、 各 手 法 に お い て も 、 同 時 検 出 法 に お い て
も 、 本 発 明 の 処 理 方 法 は 独 立 に 用 い る こ と が で き 、 ま た 、 同 時 検 出 法 に お い て は 、 本 発 明
の 処 理 方 法 の 一 方 だ け を 用 い て も よ く 、 両 方 を 用 い て も よ い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 発 明 者 ら は 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行 い 、 mRN
Aと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る 同 時 検 出 法 に 適 し た プ ロ テ ア ー ゼ を 探 索 し 、 ４ ０ 種 類 以
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上 の プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し 、 同 時 検 出 法 に 対 す る 適 性 を 検 討 し た 結 果 、 サ ー モ リ ジ ン （ Ther
molysin; EC3.4.24.27） を 用 い る こ と に よ り 、 検 出 結 果 が 大 幅 に 改 善 さ れ る こ と を 見 い だ
し た 。 ま た 、 同 時 検 出 法 に 適 し た 処 理 工 程 を 探 索 し 、 従 来 生 化 学 の 分 野 で 用 い ら れ て き た
架 橋 剤 を 適 用 す る こ と に よ っ て も ま た 、 検 出 結 果 が 大 幅 に 改 善 さ れ る こ と を 見 い だ し た 。
こ う し て 、 本 発 明 の 完 成 に 至 っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ る 、 in situ hybridization法 で 用 い る た め の タ ン パ ク 質 分 解 剤 は サ ー モ リ
ジ ン を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の in situ hybridization法 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を 用 い る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の in situ hybridization法 は 、 試 料 を 固 定 す る 工 程 と 、 固 定 し た 試 料 に 対 し 、
サ ー モ リ ジ ン を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う 工 程 と 、 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸
プ ロ ー ブ を 、 検 出 対 象 の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 工 程 と 、 前 記 標 識 を 検 出 す る 工 程 と
、 を 備 え て も よ い 。 こ の in situ hybridization法 に お い て 、 前 記 試 料 が 組 織 切 片 で あ っ
て も ホ ー ル マ ウ ン ト の 個 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 、 免 疫 染 色 法 で 用 い る た め の 架 橋 剤 は 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ
ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド 塩 酸 、 4-サ ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル -メ チ ル -α -[2-ピ チ ジ
ル ジ チ オ ]ト ル エ ン 、 ビ ス -マ レ イ ミ ド ヘ キ サ ン  、  p-ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル 　 ヒ ド ラ ジ ド 、  N
-ス ク シ ン イ ミ ジ ル  [4-ヨ ー ド ア セ チ ル ]ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト 、 N-[g-マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル
オ キ シ ]ス ク シ ン イ ミ ド 　 エ ス テ ル 、 ス ル ホ - N-[g-マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ]ス ク シ ン
イ ミ ド 　 エ ス テ ル 、 ジ メ チ ル ス ベ ル イ ミ デ ー ト ・ ２ 塩 酸 、 ビ ス (ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル
ス ベ レ ー ト )、 ス ル ホ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン
イ ミ ド 、 及 び 4-[p-ア ジ ド サ リ シ ル ア ミ ド ]ブ チ ル ア ミ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 は 、 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う 。 こ の 免 疫 染 色 法 に お い て 、 前
記 架 橋 反 応 を 、 一 次 抗 体 投 与 と 二 次 抗 体 投 与 の 間 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 は 、 試 料 を 固 定 す る 工 程 と 、 前 記 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 検 出 対 象 の
タ ン パ ク 質 に 、 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、 前 記 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ た 試 料 に 対 し 、 架
橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う 工 程 と 、 前 記 架 橋 反 応 を 行 っ た 試 料 に 対 し 、 前 記 一 次 抗 体 に
、 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、 前 記 標 識 を 検 出 す る 工 程 と 、 を
備 え て も よ い 。 こ の 免 疫 染 色 法 に お い て 、 前 記 試 料 が 組 織 切 片 で あ っ て も ホ ー ル マ ウ ン ト
の 個 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 上 記 い ず れ か の 免 疫 染 色 法 に お い て 、 上 記 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 っ て も よ
い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 同 時 検 出 法 は 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方
を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、 タ ン パ ク 質 分 解
剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 同 時 検 出 法 は 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方
を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、 試 料 を 固 定 す る
工 程 と 、 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 サ ー モ リ ジ ン を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う 工 程 と
、 第 １ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 検 出 対 象 の mRNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 工 程 と 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 試 料 に 対 し 、 検 出 対 象 の タ ン パ ク 質 に 、 一 次 抗 体 を
結 合 さ せ る 工 程 と 、 前 記 一 次 抗 体 に 、 第 ２ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ
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る 工 程 と 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 標 識 を 検 出 す る 工 程 と 、 を 備 え て も よ い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 同 時 検 出 法 は 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法
の 両 方 を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、 架 橋 剤 を
用 い た 架 橋 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と し て よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 同 時 検 出 法 は 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方
を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る た め の 同 時 検 出 法 で あ っ て 、 試 料 を 固 定 す る
工 程 と 、 前 記 固 定 し た 試 料 に 対 し 、 検 出 対 象 の タ ン パ ク 質 に 、 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程
と 、 前 記 一 次 抗 体 を 結 合 さ せ た 試 料 に 対 し 、 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 う 工 程 と 、 前 記
架 橋 し た 試 料 に 対 し 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 う 工 程 と 、 前 記 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 っ
た 試 料 に 対 し 、 第 １ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 核 酸 プ ロ ー ブ を 、 検 出 対 象 の mRNAに ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ る 工 程 と 、 前 記 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 っ た 試 料 に 対 し 、 前 記 一 次 抗 体 に 、
第 ２ の 標 識 を 用 い て ラ ベ ル し た 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ る 工 程 と 、 前 記 第 １ お よ び 第 ２ の 標 識
を 検 出 す る 工 程 と 、 を 備 え て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 同 時 検 出 法 に お い て 、 サ ー モ リ ジ ン を 用 い て タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 っ て も よ い 。
ま た 、 上 記 架 橋 剤 を 用 い た 架 橋 反 応 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 自 動 in situ hybridization装 置 及 び 自 動 免 疫 染 色 装 置 は 、 上 記 い ず れ か の in 
situ hybridization法 及 び 上 記 い ず れ か の 免 疫 染 色 法 を 自 動 で 行 う 。 ま た 、 本 発 明 の 自 動
同 時 検 出 装 置 は 、 上 記 い ず れ か に 記 載 の 同 時 検 出 法 を 自 動 で 行 う 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の in situ hybridization用 キ ッ ト は 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を
含 有 す る 。 本 発 明 の 免 疫 染 色 用 キ ッ ト は 、 架 橋 剤 を 含 有 す る 。 ま た 、 本 架 橋 剤 が 上 記 架 橋
剤 の い ず れ か で あ っ て も よ い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 処 理 方 法 に よ る と 、 in situ hybridization法 ま た は 免 疫 染 色 法 に お け る 検 出
結 果 が 改 善 さ れ る 。 特 に 、 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方
を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 を 検 出 す る 同 時 検 出 法 を 行 う 際 に も 、 検 出 結 果 を 改 善 す
る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 下 、 上 記 知 見 に 基 づ き 完 成 し た 本 発 明 の 実 施 の 形 態 を 、 実 施 例 を 挙 げ な が ら 詳 細 に 説
明 す る 。 実 施 の 形 態 及 び 実 施 例 に 特 に 説 明 が な い 場 合 に は 、 J. Sambrook & D.W.Russell 
(Ed.), Molecular Cloning: a laboratory manual (3rd edition), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (2001); F. M. Ausubel, R. Brent, 
R. E. Kingston, D. D. Moore, J.G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl (Ed.), Current
 Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons Ltd.な ど の 標 準 的 な プ ロ ト コ ー
ル 集 に 記 載 の 方 法 、 あ る い は そ れ を 修 飾 し た り 、 改 変 し た 方 法 を 用 い る 。 ま た 、 市 販 の 試
薬 キ ッ ト や 測 定 装 置 を 用 い て い る 場 合 に は 、 特 に 説 明 が 無 い 場 合 、 そ れ ら に 添 付 の プ ロ ト
コ ー ル を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 な お 、 本 発 明 の 目 的 、 特 徴 、 利 点 、 及 び そ の ア イ デ ア は 、 本 明 細 書 の 記 載 に よ り 、 当 業
者 に は 明 ら か で あ り 、 本 明 細 書 の 記 載 か ら 、 当 業 者 で あ れ ば 、 容 易 に 本 発 明 を 再 現 で き る
。 以 下 に 記 載 さ れ た 発 明 の 実 施 の 形 態 及 び 具 体 的 に 実 施 例 な ど は 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施
態 様 を 示 す も の で あ り 、 例 示 又 は 説 明 の た め に 示 さ れ て い る の で あ っ て 、 本 発 明 を そ れ ら
に 限 定 す る も の で は な い 。 本 明 細 書 で 開 示 さ れ て い る 本 発 明 の 意 図 並 び に 範 囲 内 で 、 本 明
細 書 の 記 載 に 基 づ き 、 様 々 な 改 変 並 び に 修 飾 が で き る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 明 ら か で あ
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る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 特 に 、 本 発 明 で 用 い ら れ る in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 は 、 当 業 者 の 間 で は
極 め て 広 く 用 い ら れ て い る 手 法 で あ り 、 特 に 説 明 が 無 い 部 分 で あ っ て も 、 当 業 者 は ル ー テ
ィ ン に 行 っ て い る 処 理 を 適 用 す る こ と が で き る の は 言 う ま で も な い 。 ま た 、 現 在 、 各 研 究
者 の 経 験 な ど に 従 っ て 、 様 々 な 改 良 方 法 が 見 い だ さ れ て お り 、 本 発 明 は 、 そ う し た 全 て の
方 法 に 適 用 で き 、 本 発 明 の 特 徴 部 分 以 外 の 方 法 に よ っ て 本 発 明 が 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
＝ ＝ 試 料 ＝ ＝
　 本 発 明 を 適 用 す る 試 料 の 由 来 は 何 で も よ く 、 代 表 的 な 生 物 種 と し て 、 植 物 、 線 虫 、 シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ 、 ホ ヤ 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 、 ニ ワ ト リ 、 ウ ズ ラ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、
ヒ ト 、 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 　
　 試 料 は 、 こ れ ら 生 物 の 一 部 で あ っ て も よ く 、 全 部 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 組 織 や 器 官
な ど を 取 り 出 し て 試 料 に し て も よ く 、 胚 を そ の ま ま 試 料 に し て も よ い 。 ま た 、 細 胞 や 組 織
を 培 養 し た も の で も よ い 。 　
　 ま た 、 試 料 の 由 来 は こ れ ら の 生 物 種 の 発 生 段 階 に 関 し て も 特 に 限 定 さ れ る こ と は な く 、
例 え ば 動 物 の 場 合 、 卵 割 期 に あ る 卵 （ egg） 、 胚 （ embryo） 、 胎 仔 （ fetus） 、 成 体 （ adul
t） 等 の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
＝ ＝ 試 料 の 固 定 ・ 試 料 作 製 ＝ ＝
　 ま ず 、 上 記 試 料 を 固 定 す る 。 固 定 方 法 は 、 試 料 を 直 接 固 定 液 に 漬 け て も よ い し 、 還 流 固
定 し て も よ い 。 　
　 固 定 液 は 何 で も よ く 、 例 え ば 、 グ ル タ ー ル ア ル デ ヒ ド 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 水 溶 液 、 ホ ル
マ リ ン や そ れ ら の 混 合 液 が 用 い ら れ 、 特 に ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 水 溶 液 が 最 も よ く 用 い ら
れ る 。 　
　 試 料 は 、 組 織 の 場 合 、 切 片 で も 、 ホ ー ル マ ウ ン ト （ whole-mount） で も よ い 。 切 片 の 場
合 は 、 凍 結 切 片 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 、 レ ジ ン な ど を 包 埋 剤 に 用 い た プ ラ ス テ ィ ッ ク 切 片 な ど
、 い ず れ で も よ い 。 培 養 細 胞 の 場 合 、 ス ラ イ ド グ ラ ス に 細 胞 を 培 養 し 、 そ の ス ラ イ ド グ ラ
ス を 試 料 と し て も よ く 、 培 養 皿 に 培 養 し た 細 胞 を そ の ま ま 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
＝ ＝ in situ hybridization法 ＝ ＝
　 ま ず 、 前 処 理 と し て 、 固 定 し た 切 片 あ る い は ホ ー ル マ ウ ン ト の 試 料 に 対 し 、 脱 パ ラ フ ィ
ン 処 理 や 再 水 和 処 理 な ど 適 宜 処 理 を 行 う 。 そ の 後 、 プ ロ ー ブ が ア ク セ ス し や す い よ う に 、
mRNAに 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 分 解 し て 、 mRNAを 露 出 さ せ る た め の タ ン パ ク 質 分 解 処 理 が 行
わ れ る 。 本 発 明 で は 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 に 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て 、 サ ー モ
リ ジ ン を 用 い る 。 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 の 処 理 時 間 は ５ ～ ３ ０ 分 間 、 処 理 温 度 は ３ ７ ～ ５ ０
℃ が 好 ま し い が 、 こ れ ら の 数 値 に は 限 定 さ れ ず 、 実 際 に は 、 予 め 、 濃 度 を 含 め た い く つ か
の 条 件 を 試 し て 、 最 適 化 す る の が 好 ま し い 。 こ の タ ン パ ク 質 分 解 処 理 に は 、 サ ー モ リ ジ ン
に 加 え 、 proteinaseKや ト リ プ シ ン な ど の 他 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 混 合 し て 用 い て も よ
い 。 そ の 後 、 オ プ シ ョ ン と し て 、 グ リ シ ン を 用 い た ク エ ン チ ン 化 や 無 水 酢 酸 を 用 い た ア セ
チ ル 化 な ど 、 一 連 の 前 処 理 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 試 料 の 前 処 理 後 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 。
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば SSC、 Forimamideを 含 む 溶 液 中 で 、 37℃ 、 30～ 60
分 間 行 わ れ る 。 各 試 薬 の 濃 度 は 0.1～ 2 x SSC、 1～ 50 % Forimamideが 好 ま し い が 、 特 に こ
れ ら の 条 件 に 限 定 さ れ な い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば SSC、 SDS、 Formamaideを
含 む 溶 液 中 で 、 37℃ 、 一 晩 行 わ れ る 。 各 試 薬 の 濃 度 は 、 0.1～ 2 x SSC, 0.05～ 1 % SDS, 1
～ 50 % Formamaideが 好 ま し い が 、 特 に こ れ ら の 条 件 に 限 定 さ れ な い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に 用 い る プ ロ ー ブ は 、 放 射 性 同 位 元 素 や ビ オ チ ン な ど の 標 識 で ラ ベ ル し て も よ い が
、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で ラ ベ ル す る の が 最 も よ く 行 わ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
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で も 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で も 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で も よ く 、 Ｒ Ｎ Ａ で も よ い 。 プ ロ ー ブ の 合 成 は 、 化
学 合 成 で も よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た プ ラ イ マ ー ・ エ ク ス テ ン シ ョ
ン や Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た in vitro転 写 系 を 使 用 し て 行 っ て も よ く 、
Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し て 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 試 料 を 洗 い 、 各 標 識 に 適 し た 検 出 反 応 を 行 う 。 例 え ば 、
放 射 線 同 位 元 素 で ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ の 場 合 、 エ マ ル ジ ョ ン を 用 い て 現 像 す る 。 標 識 が
ビ オ チ ン や ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン の 場 合 、 Ｈ Ｒ Ｐ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － Ｇ Ａ Ｌ な ど の
酵 素 を 結 合 し た 抗 ビ オ チ ン 抗 体 や 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 を 用 い 、 そ の 酵 素 に 対 す る 基 質 を
用 い て 発 色 さ せ る こ と に よ り 検 出 す る 。 こ の 抗 体 を 用 い た 検 出 過 程 で は 、 Ａ Ｂ Ｃ 法 な ど 様
々 な 方 法 に よ っ て 、 シ グ ナ ル の 増 幅 を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
＝ ＝ 免 疫 染 色 法 ＝ ＝
　 ま ず 、 前 処 理 と し て 、 固 定 し た 切 片 あ る い は ホ ー ル マ ウ ン ト の 試 料 に 対 し 、 脱 パ ラ フ ィ
ン 処 理 や 再 水 和 処 理 な ど 適 宜 処 理 を 行 っ た 後 、 検 出 対 象 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 一 次 抗 体 で
抗 体 処 理 す る 。 一 次 抗 体 は 、 Ｈ Ｒ Ｐ や ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 し た も の を 用 い て も
よ い 。 処 理 条 件 は 、 ４ ～ ３ ７ ℃ で 、 １ 時 間 か ら 数 日 で あ る こ と が 好 ま し い が 、 反 応 条 件 は
こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 次 抗 体 反 応 後 、 試 料 を Ｐ Ｂ Ｓ 等 で 洗 浄 し 、 架 橋 剤 を 用 い て 架 橋 反 応 を 行 う 。 架 橋 剤 と
し て は 、 Ｅ Ｄ Ｃ （ 0.1～ 10 mg/mL 1-エ チ ル -3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )カ ル ボ ジ イ ミ
ド 塩 酸 の 0.1Mメ ス (2-(N-モ ル フ ォ リ ノ )エ タ ン ス ル ホ ン 酸 １ 水 和 物 溶 液 ； 1-Ethy-3-(3-Dim
ethylaminopropyl)carbdiimide Hydrochloride in 0.1M MES(2-(N-Morpholino)ethanesul
fonic acid monohydrate))、 Ｓ Ｍ Ｐ Ｔ （ 0.01～ 5 mM 4-サ ク シ ン イ ミ ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ
ル -メ チ ル -α -[2-ピ チ ジ ル ジ チ オ ]ト ル エ ン の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ； 4-Succinimidyloxycarbonyl-m
ethl-α -[2-pyridyldithio]toluene in PBS） 、 Ｂ Ｍ Ｈ （ 0.5-20mM ビ ス -マ レ イ ミ ド ヘ キ
サ ン の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ； Bis-Maleimidohexane in PBS） 、 Ａ Ｂ Ｈ （ 0.1-10mM p-ア ジ ド ベ ン ゾ
イ ル 　 ヒ ド ラ ジ ド の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ； p-Azidobenzoyl hydrazide in PBS） 、 Ｓ Ｉ Ａ Ｂ （ 0.1-1
0mM N-ス ク シ ン イ ミ ジ ル  [4-ヨ ー ド ア セ チ ル ]ア ミ ノ ベ ン ゾ エ ー ト の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ； N-Succi
nimidyl[4-iodoacetyl]aminobenzoate in PBS） 、 Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ （ 0.1-10mM N-[g-マ レ イ ミ ド
ブ チ リ ル オ キ シ ]ス ク シ ン イ ミ ド 　 エ ス テ ル の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ；  N-[g-Maleimidobutyryloxy]s
uccinimide ester in PBS） 、 Sulfo-Ｇ Ｍ Ｂ Ｓ （ 0.1-10mMス ル ホ - N-[g-マ レ イ ミ ド ブ チ リ
ル オ キ シ ]ス ク シ ン イ ミ ド 　 エ ス テ ル の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ；  sulfo-N-[g-Maleimidobutyryloxy]s
uccinimide ester in PBS） 、 Ｄ Ｍ Ｓ （ 1-50 mM ジ メ チ ル ス ベ ル イ ミ デ ー ト ・ ２ 塩 酸 の Ｐ
Ｂ Ｓ 溶 液 ； Dimethyl Suberimidate・ 2 HCl in PBS） 、 Ｂ Ｓ ３ （ 1-50mM ビ ス (ス ル ホ ス ク
シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト )の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ； Bis(sulfosuccinimidyl suberate) in PBS） 等
の Sulfo-Ｎ Ｈ Ｓ （ ス ル ホ － N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド ； sulfo-N-hydroxysulfosu
ccinimide） ま た は Ｎ Ｈ Ｓ （ N-ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド ； N-hydroxysuccinimide
） 、 Ａ Ｓ Ｂ Ａ （ 0.1-10mM 4-[p-ア ジ ド サ リ シ ル ア ミ ド ]ブ チ ル ア ミ ン の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ； 4-[p-
Azidosalicylamido]butylamine）  in PBS） 、 等 の 架 橋 剤 を 用 い る こ と が で き る 。 反 応 は
室 温 で 、 1～ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す れ ば よ い が 、 こ の 条 件 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 架 橋 反 応 後 、 試 料 を Ｐ Ｂ Ｓ 等 で 洗 浄 し 、 Ｈ Ｒ Ｐ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － Ｇ ａ ｌ
（ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ） な ど の 酵 素 を 結 合 し た 二 次 抗 体 で 処 理 す る 。 一 次 抗 体 と し て 、
Ｈ Ｒ Ｐ や ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 結 合 し た も の を 用 い た 場 合 は 、 二 次 抗 体 処 理 を 省 略 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 最 後 に 、 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 の 基 質 を 添 加 し 、 発 色 さ せ る こ と に よ り 、 シ グ ナ ル を 検 出
す る 。 代 表 的 な 基 質 と し て は 、 Ｈ Ｒ Ｐ に 対 し て は ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 溶 液 （ DABト リ ス 錠
、 MUTO PURE CHEMICALS社 ） 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 し て は 、  NBT（ Nitrotetrazol
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ium Blue Choride） お よ び  BCIP（ 5-Bromo -4-Chloro-3-indolyl-phosphate disodium sa
lt） 、 β － Ｇ ａ ｌ に 対 し て は 、 X-gal（ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β -D-galactopyrano
side） 溶 液 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 な お 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 に 加 え 、 Ａ Ｂ Ｃ 法 な ど 様 々 な 方 法 に よ っ て 、 シ グ ナ ル の 増 幅
を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
＝ ＝ 同 時 検 出 法 　 Ｉ ＝ ＝
　 同 一 試 料 に 対 し in situ hybridization法 と 免 疫 染 色 法 の 両 方 を 行 い 、 mRNAと タ ン パ ク
質 の 両 方 を 検 出 す る 場 合 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ と 免 疫 染 色 用 一 次 抗 体 を 添
加 す る 順 序 に よ っ て 、 ３ 通 り の 方 法 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま ず 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ と 免 疫 染 色 用 一 次 抗 体 を 同 一 溶 液 中 に 添 加 し
て 、 試 料 と 反 応 さ せ る 方 法 に つ い て 述 べ る 。 こ の 方 法 に よ る と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
と 一 次 抗 体 反 応 が 同 時 に 行 え る た め 、 全 工 程 の 所 要 時 間 が 短 縮 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま ず 、 検 出 対 象 と な る 試 料 に し て 、 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 や 再 水 和 処 理 、 タ ン パ ク 質 分 解 処
理 、 ク エ ン チ ン 化 や 無 水 酢 酸 を 用 い た ア セ チ ル 化 な ど 、 試 料 に 適 し た 前 処 理 を 行 う 。 こ の
前 処 理 は 、 上 述 の in situ hybridization法 と 同 じ で あ る の で 、 詳 細 は 省 略 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 一 次 抗 体 反 応 を 、 例 え ば SSC、 SDSを 含 む 一 つ の 溶 液
中 で 行 う 。 各 試 薬 の 濃 度 は 、 0.1～ 0.5 x SSC, 0.01～ 0.05 % SDSが 好 ま し い が 、 特 に こ れ
ら の 条 件 に 限 定 さ れ な い 。 抗 体 反 応 も 行 う た め 、 こ の 溶 液 中 の SDS濃 度 は 低 い 方 が 好 ま し
く 、 Formamaideは 含 ま な い 方 が 好 ま し い 。 さ ら に 、 こ の 溶 液 は 、 1～ 20 μ g/mLの ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 標 識 （ 第 １ の 標 識 ） で ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ と 一 次 抗 体 を 含 む 。 こ の 溶 液
Ａ 中 で 37～ 50℃ で 一 晩 、 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 な お 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ
ロ ー ブ の 作 製 方 法 は 上 述 の in situ hybridization法 と 同 じ で あ る が 、 ビ オ チ ン や ジ ゴ キ
シ ゲ ニ ン で ラ ベ ル す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 試 料 を 洗 浄 後 、 上 記 プ ロ ー ブ に 結 合 し た 第 １ の 標 識 に 特 異 的 に 結 合 す る 酵 素 結 合 抗 体 、
及 び 上 記 一 次 抗 体 に 対 す る 、 酵 素 （ 第 ２ の 標 識 ） が 結 合 し た 二 次 抗 体 を 含 ん だ 溶 液 を 作 製
し 、 ４ ～ ３ ７ ℃ で 、 １ 時 間 か ら 数 日 、 そ の 中 で 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 反 応 条 件 は
特 に 限 定 さ れ な い 。 な お 、 mRNAと タ ン パ ク 質 を 別 々 に 検 出 で き る よ う に す る た め 、 プ ロ ー
ブ に 対 す る 抗 体 及 び 二 次 抗 体 の そ れ ぞ れ に 結 合 し て い る 酵 素 は 、 異 な る 種 類 の 酵 素 に す る
。 ま た 、 こ れ ら ２ 種 の 抗 体 に よ る 抗 体 反 応 は 、 同 一 溶 液 中 で 行 わ な く て も よ く 、 順 次 、 連
続 的 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 体 反 応 後 、 そ れ ぞ れ の 酵 素 に 対 す る 基 質 を 加 え 発 色 さ せ る 。 こ の 発 色 反 応 は 、 同 一 の
溶 液 内 で 行 っ て も よ い が 、 順 次 、 連 続 的 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
＝ ＝ 同 時 検 出 法 　 Ｉ Ｉ ＝ ＝
　 次 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ を 試 料 に 反 応 さ せ た 後 、 免 疫 染 色 用 一 次 抗 体
を 試 料 と 反 応 さ せ る 方 法 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 試 料 の 前 処 理 は 同 時 検 出 法 Ｉ と 同 様 に す る 。 　
　 前 処 理 後 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 。 プ レ ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば SSC、 Formamideを 含 む 溶 液 中 で 、 37℃ 、 30～ 60分 間 行 わ
れ る 。 各 試 薬 の 濃 度 は 0.1～ 2 x SSC、 1～ 50 % Formamideが 好 ま し い が 、 特 に こ れ ら の 条
件 に 限 定 さ れ な い 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば SSC、 SDS、 Formamideを 含 む 溶 液
中 で 、 37℃ 、 一 晩 行 わ れ る 。 各 試 薬 の 濃 度 は 、 0.1～ 2 x SSC, 0.05～ 1 % SDS, 1～ 50 % F
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ormamideが 好 ま し い が 、 特 に こ れ ら の 条 件 に 限 定 さ れ な い 。 な お 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の た め の 溶 液 は 、 第 １ の 標 識 で ラ ベ ル し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ 1～ 20 μ
g/mLを 含 む 。 プ ロ ー ブ の 作 製 方 法 は 上 述 の in situ hybridization法 と 同 じ で あ る が 、 ビ
オ チ ン や ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン で ラ ベ ル す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 試 料 を 洗 浄 後 、 上 記 プ ロ ー ブ に 結 合 し た 標 識 に 特 異 的 に 結 合 す る 酵 素 結 合 抗 体 、 及 び 上
記 一 次 抗 体 を 含 ん だ 溶 液 を 作 製 し 、 ４ ～ ３ ７ ℃ で 、 １ 時 間 か ら 数 日 、 こ の 溶 液 中 で 試 料 を
イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 反 応 条 件 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 こ れ ら ２ 種 の 抗 体 に よ る 抗
体 反 応 は 、 同 一 溶 液 中 で 行 わ な く て も よ く 、 順 次 、 連 続 的 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 次 に 、 上 記 一 次 抗 体 に 対 す る 、 酵 素 （ 第 ２ の 標 識 ） が 結 合 し た 二 次 抗 体 を 含 ん だ 溶 液 を
作 製 し 、 ４ ～ ３ ７ ℃ で 、 １ 時 間 か ら 数 日 、 こ の 溶 液 中 で 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る が 、 反
応 条 件 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 な お 、 二 次 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 は 、 プ ロ ー ブ に 結 合 し た 標 識
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 結 合 し た 酵 素 と は 、 異 な る も の に す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 抗 体 反 応 後 、 そ れ ぞ れ の 酵 素 に 対 す る 基 質 を 加 え 発 色 さ せ る 。 こ の 発 色 反 応 は 、 同 一 の
溶 液 内 で 行 っ て も よ い が 、 順 次 、 連 続 的 に 行 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
＝ ＝ 同 時 検 出 法 　 Ｉ Ｉ Ｉ ＝ ＝
　 次 に 、 免 疫 染 色 用 一 次 抗 体 を 試 料 に 反 応 さ せ た 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 プ ロ ー ブ
を 試 料 と 反 応 さ せ る 方 法 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま ず 、 検 出 対 象 と な る 試 料 に 対 し て 、 脱 パ ラ フ ィ ン 処 理 や 再 水 和 処 理 な ど を 行 う 。 試 料
を 洗 浄 後 、 一 次 抗 体 反 応 を 行 う 。 こ こ ま で の 方 法 は 、 上 記 免 疫 染 色 法 と 同 様 な の で 、 こ こ
で は 詳 細 な 説 明 は 省 略 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 そ の 後 、 再 び 試 料 を 洗 浄 後 、 架 橋 反 応 を 行 う 。 こ の 架 橋 反 応 の 目 的 は 、 こ の 後 に 行 う タ
ン パ ク 質 分 解 処 理 に 対 す る 抵 抗 力 を 試 料 に 与 え る こ と に あ る 。 後 述 す る よ う に 、 こ の 反 応
を 行 う こ と に よ り 、 少 な く と も １ ０ ２ 倍 、 架 橋 剤 に よ っ て は １ ０ ５ 倍 以 上 の 酵 素 抵 抗 力 が
得 ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 い 、 オ プ シ ョ ン と し て 、 グ リ シ ン を 用 い た ク エ ン チ ン
化 や 無 水 酢 酸 を 用 い た ア セ チ ル 化 な ど を 行 っ て も よ い 。 こ の タ ン パ ク 質 分 解 処 理 に は 、 サ
ー モ リ ジ ン 、 proteinaseK、 ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン な ど の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 用 い て も
よ く 、 ま た 、 そ れ ら の ２ 種 以 上 を 混 合 し て 用 い て も よ い 。 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 の 処 理 時 間
は ５ ～ ３ ０ 分 間 、 処 理 温 度 は ３ ７ ～ ５ ０ ℃ が 好 ま し い が 、 こ れ ら の 数 値 に は 限 定 さ れ ず 、
実 際 に は 、 予 め 、 濃 度 を 含 め た い く つ か の 条 件 を 試 し て 、 最 適 化 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 In situ hybridizationの 前 処 理 後 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 行 う 。 詳 細 は 上 記 in situ hybridization法 の 記 載 に 準 じ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 抗 体 反 応 及 び 検 出 反 応 は 、 同 時 検 出 法 Ｉ の 方 法 の 記 載 に 準
じ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
＝ ＝ 自 動 in situ hybridization装 置 、 自 動 免 疫 染 色 装 置 、 自 動 同 時 検 出 装 置 ＝ ＝
　 現 在 、 自 動 in situ hybridization装 置 、 自 動 免 疫 染 色 装 置 の 開 発 が 進 ん で お り 、 か な
り 安 定 し た 装 置 と し て 入 手 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 装 置 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 分 解 処 理 や
架 橋 反 応 を 行 わ せ る こ と は 、 容 易 に 行 え る 。 例 え ば 、 従 来 の proteinaseKの 代 わ り に サ ー
モ リ ジ ン を 使 用 す る よ う な 仕 様 に す れ ば よ い 。 ま た 、 一 つ の 装 置 で 、 in situ hybridizat
ionと 免 疫 染 色 の 両 方 を 行 う よ う に す る こ と も 当 業 者 に は 容 易 で あ り 、 本 発 明 の 同 時 検 出
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方 法 を 適 用 す る こ と に よ り 、 自 動 同 時 検 出 装 置 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
＝ ＝ in situ hybridizationキ ッ ト 、 免 疫 染 色 用 キ ッ ト ＝ ＝
　 in situ hybridization、 免 疫 染 色 、 あ る い は 同 時 検 出 を 行 う に あ た っ て 、 そ れ ぞ れ に
必 要 な 試 薬 を キ ッ ト 化 す る こ と で 、 試 薬 調 整 の 手 間 が 大 幅 に 省 く こ と が で き 、 ま た 、 安 定
し た 試 薬 を 使 用 す る こ と で 安 定 し た 結 果 を 得 る こ と が で き る よ う に な る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の in situ hybridization用 キ ッ ト は 、 タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て サ ー モ リ ジ ン を
含 有 す る 。 こ の キ ッ ト に は 、 そ の 他 、 例 え ば 、 固 定 用 試 薬 、 プ ロ ー ブ 合 成 用 試 薬 、 ク エ ン
チ ン 化 用 グ リ シ ン 、 ア セ チ ル 化 用 無 水 酢 酸 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 溶 液 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 溶 液 、 各 種 検 出 用 抗 体 、 検 出 用 酵 素 基 質 、 各 種 バ ッ フ ァ ー な ど を 含 ん
で い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 染 色 用 キ ッ ト は 、 架 橋 反 応 に 用 い る 架 橋 剤 を 含 有 す る 。 そ れ は 、 上
記 い ず れ の 架 橋 剤 で も よ く 、 そ れ ら の 混 合 物 で も よ い 。 ま た 、 単 独 の 架 橋 剤 が 複 数 含 ま れ
て い て も よ い 。 こ の キ ッ ト に は 、 そ の 他 、 例 え ば 、 固 定 用 試 薬 、 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 検
出 用 酵 素 基 質 、 各 種 バ ッ フ ァ ー な ど を 含 ん で い て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 以 下 、 本 発 明 の in situ hybridization法 ま た は 組 織 化 学 法 を 用 い て mRNAま た は タ ン パ
ク 質 の 発 現 を 検 出 し た 実 施 例 を 詳 細 に 記 載 す る 。 な お 、 特 に 記 載 の な い 試 薬 は 、 SIGMA-AL
DRICH社 製 で あ る 。 ま た 、 特 に 記 載 の な い 場 合 は 、 室 温 で 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
＜ 実 施 例 １ ・ ・ ・ サ ー モ リ ジ ン の 有 効 性 ＞
　 本 実 施 例 で は 、 ブ タ （ ラ ン ド レ ー ス 種 ） 成 獣 及 び 胎 児 の 脳 ・ 脊 髄 組 織 に 対 し 、 β － チ ュ
ー ブ リ ン の 発 現 を in situ hybridizationで 検 出 し た 。 そ の 際 、 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 に お
い て 、 2 mg/mL及 び 2μ g/mLの サ ー モ リ ジ ン を 用 い 、 proteinaseKま た は ト リ プ シ ン を 用 い
て 得 ら れ た 結 果 と 比 較 し た 。 以 下 、 実 験 手 順 を 順 を 追 っ て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
｛ プ ロ ー ブ の 作 製 ｝
　 ブ タ β － チ ュ ー ブ リ ン 遺 伝 子 cDNAを 鋳 型 と し 、  3'-UTR領 域 を 、 プ ラ イ マ ー 　  TGAGACCG
TCCCGCGCAAG (配 列 番 号 １ )お よ び ACACATGCGTTTTATTAGGATA（ 配 列 番 号 ２ ） を 用 い て 、 PCR
に よ り 増 幅 し た 。 増 幅 断 片 を 、 SP6プ ロ モ ー タ ー 及 び T7プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 転 写 ベ ク タ
ー pGEM-T Easy（ Promega社 ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 と ベ ク タ ー に 断 片 が 挿 入 さ
れ た 方 向 と を 確 認 し 、 正 し い 塩 基 配 列 と 方 向 を 有 す る プ ラ ス ミ ド を 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 制 限 酵 素 を 用 い て 、 挿 入 断 片 を 挟 ん で SP6プ ロ モ ー タ ー ま た は T7プ ロ モ ー タ ー と 逆 の 側
で 切 断 し 、 １ 本 鎖 に し た プ ラ ス ミ ド （ 1 mg） に 対 し 、 3.5 mM Dig-UTP, 6.5 mM UTP, 10 m
M ATP, CTP, GTP、 in vitro 転 写 緩 衝 液 （ 40mM Tris pH8.0, 10 mM NaCl, 2mM spermidin
e, 0.1 U Rnase inhibitor） 、 5～ 10uの SP6ま た は T7 RNA polymerase（ Roche社 ） の 反 応
条 件 で 、 37℃ 、 2時 間 反 応 さ せ た 。 最 終 濃 度 0.2 M に な る よ う に EDTAを 加 え て 反 応 を 止 め
、 RNAを エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 適 量 の 水 で 溶 解 後 、 濃 度 を 測 定 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に て
長 さ 及 び 純 度 を チ ェ ッ ク し た 。 こ の よ う に し て 、 ブ タ β － チ ュ ー ブ リ ン 遺 伝 子 に 対 す る Di
goxigenin標 識 ア ン チ セ ン ス cRNAプ ロ ー ブ 及 び Digoxigenin標 識 セ ン ス cRNAプ ロ ー ブ を 作 製
し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
｛ 実 験 手 順 ｝
１ ） 成 獣 ブ タ （ ラ ン ド レ ー ス 種 ） 脳 を 4 %ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 水 溶 液 を 用 い て 灌 流 固 定 し 、
シ ラ ン コ ー ト ス ラ イ ド グ ラ ス （ MUTO PURE CHEMICALS社 ） を 用 い て 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 作
製 し た 。 　
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２ ） パ ラ フ ィ ン 切 片 を 60℃ で 30分 間 加 温 し た 。 　
３ ） キ シ レ ン で 10分 間 、 2回 、 攪 拌 し 、 脱 パ ラ フ ィ ン 操 作 を 行 っ た 。 　
４ ） 100 %エ タ ノ ー ル で 5分 間 3回 、 続 い て 90 %エ タ ノ ー ル 、 80 %エ タ ノ ー ル 、 70 %エ タ ノ
ー ル お よ び 50 %エ タ ノ ー ル で 各 5分 間 づ つ 行 い 再 水 和 を 行 っ た 。 　
５ ） PBSで 10分 間 、 1回 洗 浄 す る 。 　
６ ） 20μ g/mlト リ プ シ ン 、 1μ g/ml　 proteinase K（ WAKO社  163-18131） ま た は 400μ g/ml
　 サ ー モ リ ジ ン  (protease type X, P-1512, Sigma-Aldrich社 )で 15分 、 37℃ に て タ ン パ
ク 質 分 解 処 理 を 行 っ た 。 　
７ ） 室 温 で 、 PBSを 用 い て 10分 間 洗 浄 し た 後 、 2 mg/mL グ リ シ ン 水 溶 液 に 10分 間 浸 し 、 ク
エ ン チ ン 化 を 行 っ た 。 　
８ ） PBSで 3分 間 、 2回 洗 浄 し た 後 、 0.25%無 水 酢 酸 添 加 0.1 Mト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 緩 衝 液  
pH 8.0(以 下 、 0.1 M TEA )中 に 15分 間 浸 し 、 ア セ チ ル 化 を 行 っ た 。 　
９ ） 0.1 M TEAで 15分 間 洗 浄 し た 。 　
１ ０ ） 4 x SSC中 に 10分 間 浸 し た 後 、 溶 液 を 変 え て さ ら に 5分 間 、 1回 浸 し た 。 　
１ １ ） Pre-Hybridization緩 衝 液  （ 2 x SSC、 50 % Formamide） 中 で 37 ℃ 、 30分 間 反 応 さ
せ た 。 　
１ ２ ） Hybridization緩 衝 液 （ 2 x SSC, 1 % SDS, 1 mg/mLBSA, 10 % Dextran, 1 mg/mL s
almon sperm DNA, 1 mg/mL tRNA、 50% Formamaide） 中 に Digoxigenin標 識 cRNA プ ロ ー ブ
を 8μ g/mLの 濃 度 で 加 え 、 37℃ 、 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 　
１ ３ ） Pre-Hybridization緩 衝 液 で 37℃ 、 20分 間 洗 浄 を 行 っ た 。 　
１ ４ ） 0.2 x SSC中 で 37℃ 、 20分 間 洗 浄 し た 。 　
１ ５ ） NTE緩 衝 液 （ 0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0 and 1 mM EDTA） に 37℃ 、 5分 間
浸 し て 洗 浄 し た 。 　
１ ６ ） 20 μ g/mL RNaseA溶 液 中 に 、 37℃ 、 30分 間 浸 し て 処 理 し た 。 　
１ ７ ） NTE 緩 衝 液 に て 37℃ 、 5分 間 洗 浄 し た 。 　
１ ８ ） 0.1 x SSCに て 、 42℃ 、 20分 間 、 3回 洗 浄 を 行 っ た 。 　
１ ９ ） PBSに て 洗 浄 後 、 5 % Normal Goat Serum （ Invitrogen社 ） に て ブ ロ ッ キ ン グ し た
。 　
２ ０ ） ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 （ Roche社 ） を 、 250倍 希 釈 し た
混 合 溶 液 を 標 本 上 に 滴 下 し 、 60分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
２ １ ） PBSで 5分 間 、 3回 洗 浄 を 行 っ た 。 　
２ ２ ） NTM 緩 衝 液 （ 100mM NaCl, 100mM Tris-HCl pH9.5, 50mM MgCl2 ） に 5分 間 浸 し た 。
　
２ ３ ） ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 発 色 基 質 と し て 450μ g/mL NBT（ Nitrotetrazolium Blue
 Choride ） お よ び 175μ g/mL BCIP（ 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-phosphate disodium s
alt） の 混 合 溶 液 中 で 発 色 を 行 っ た 。 　
２ ４ ） 顕 微 鏡 下 で 観 察 し な が ら 、 適 当 な 時 点 で 、 PBSで 洗 浄 し て 発 色 を 停 止 さ せ た 。 　
２ ５ ） 反 応 停 止 後 の サ ン プ ル ス ラ イ ド は 水 洗 後 、 水 溶 性 封 入 剤 で 封 入 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
｛ 結 果 ｝
　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 　
　 タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を サ ー モ リ ジ ン で 行 っ た 場 合 、 ト リ プ シ ン  お よ び proteinase Kの
場 合 に 比 較 し 、 よ り コ ン ト ラ ス ト の 高 い シ グ ナ ル が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
＜ 実 施 例 ２ ・ ・ ・ 架 橋 反 応 の 有 効 性 ＞
　 本 実 施 例 で は 、 成 獣 ブ タ （ ラ ン ド レ ー ス 種 ） の 脳 に 対 し 、 β － チ ュ ー ブ リ ン の 発 現 を 免
疫 染 色 法 で 検 出 し た 。 そ の 際 、 架 橋 反 応 の 効 果 を 確 認 す る た め 、 一 次 抗 体 反 応 後 に 架 橋 反
応 を 行 い 、 そ の 後 い く つ か の 濃 度 で proteinaseKを 用 い た タ ン パ ク 質 分 解 処 理 を 行 っ て か
ら 二 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。 以 下 、 実 験 手 順 を 順 を 追 っ て 記 載 す る 。 な お 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン
ト ロ ー ル と し て 、 proteinaseK処 理 を し な い 試 料 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 架 橋
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し な い 試 料 に 対 し て も 、 同 時 に 実 験 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
｛ 実 験 手 順 ｝
１ ） 成 獣 ブ タ （ ラ ン ド レ ー ス 種 ） の 脳 を 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い て 灌 流 固 定 し 、 シ
ラ ン コ ー ト ス ラ イ ド グ ラ ス （ MUTO PURE CHEMICALS社 ） を 用 い て 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 作 製
し た 。 　
２ ） パ ラ フ ィ ン 切 片 を 60℃ で 30分 間 加 温 し た 。 　
３ ） キ シ レ ン で 10分 間 、 2回 、 攪 拌 し 、 脱 パ ラ フ ィ ン 操 作 を 行 っ た 。 　
４ ） 100 %エ タ ノ ー ル で 5分 間 3回 、 続 い て 90 %エ タ ノ ー ル 、 80 %エ タ ノ ー ル 、 70 %エ タ ノ
ー ル お よ び 50 %エ タ ノ ー ル で 各 5分 間 づ つ 行 い 再 水 和 を 行 っ た 。 こ こ で 、 内 因 性 の ペ ル オ
キ シ タ ー ゼ を ブ ロ ッ キ ン グ す る た め 、 0.3 %過 酸 化 水 素 を 含 む メ タ ノ ー ル に 30分 間 浸 し た
。 　
５ ） PBSで 10分 間 、 1回 洗 浄 し た 。 　
６ ） 一 次 抗 体 で あ る 抗 β － Tubulin classII抗 体 （ NOVOCASTRA社 ）  を PBSで 100倍 希 釈 し 、
室 温 で 60分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
７ ） PBSで 5分 間 、 3回 洗 浄 す る 。 　
８ ） 1.25 mg/mL Ｅ Ｄ Ｃ 、 ま た は 10 mM　 Ｓ Ｍ Ｐ Ｔ 　 (PIERCE Biotechnology社 製 )を 滴 下 後
、 室 温 で 1～ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
９ ） PBSで 5分 間 3回 洗 浄 し た （ Ｅ Ｄ Ｃ を 使 用 時 に は 、 PBS洗 浄 の 前 に 、 0.1M MESで 5分 間 1回
洗 浄 し た 。 ） 。 　
１ ０ ） 0.5 pg/mL、 10 fg/mL、 10 - 2  fg/mLの 各 濃 度 の proteinase K（ WAKO社  163-18131）
で 10分 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 蛋 白 分 解 酵 素 処 理 を 行 っ た 。 　
１ １ ） PBSに て 洗 浄 後 、 5 % Normal Goat Serum (Invitroge)に て 60分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た
。 　
１ ２ ） 二 次 抗 体 （ Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 マ ウ ス IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 、 PBSで 100倍 に 希 釈 し
た 混 合 溶 液 を 標 本 上 に 滴 下 し 60分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
１ ３ ） PBSで 5分 間 、 3回 洗 浄 を 行 っ た 。 　
１ ４ ） Ｈ Ｒ Ｐ 発 色 基 質 と し て ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン （ DABト リ ス 錠 、 MUTO PURE CHEMICALS社
） を 用 い 、 そ の 水 溶 液 （ 0.3 mg/ml） 中 で 発 色 を 行 っ た 。 　
１ ５ ） 顕 微 鏡 下 で 観 察 し な が ら 、 適 当 な 時 点 で 、 PBSで 洗 浄 し て 発 色 を 停 止 さ せ た 。 　
１ ６ ） 反 応 停 止 後 の サ ン プ ル ス ラ イ ド は 水 洗 後 、 水 溶 性 封 入 剤 で 封 入 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
｛ 結 果 ｝
　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 　
　 架 橋 し な い 試 料 の 場 合 、 10 - 2  fg/mLの proteinase Kで 処 理 を す る と 、 全 く シ グ ナ ル が 検
出 さ れ な く な っ た が 、 架 橋 剤 と し て Ｅ Ｄ Ｃ を 用 い た 場 合 、 1 pg/mLの proteinase Kで 処 理
を し て も シ グ ナ ル が 観 察 さ れ た 。 ま た 、 架 橋 剤 と し て Ｓ Ｍ Ｔ Ｐ を 用 い た 場 合 、 10 fg/mLの
proteinase K濃 度 ま で は っ き り シ グ ナ ル が 観 察 さ れ た 。 こ の よ う に 、 Ｅ Ｄ Ｃ を 用 い る と 、
proteinase K耐 性 が 少 な く と も １ ０ ５ 倍 、 Ｓ Ｍ Ｔ Ｐ を 用 い る と proteinase K耐 性 が 少 な く
と も １ ０ ３ 倍 高 ま っ た 。 　
　 同 様 に し て 、 様 々 な 架 橋 剤 と タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 の 組 み 合 わ せ を 用 い て 、 酵 素 耐 性 が 何
倍 上 昇 す る か を 調 べ た 結 果 を 表 １ に 示 す 。 こ の よ う に 、 用 い た 全 て の 架 橋 剤 で 、 タ ン パ ク
質 分 解 酵 素 耐 性 が 少 な く と も １ ０ ２ 倍 上 昇 し 、 架 橋 剤 に よ っ て は 、 少 な く と も １ ０ ５ 倍 上
昇 し た 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
＜ 実 施 例 ３ ・ ・ ・ 同 時 検 出 法 の 実 施 例 ＞
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　 本 実 施 例 で は 、 同 時 検 出 法 の 実 施 例 を 詳 細 に 述 べ る 。 な お 、 プ ロ ー ブ は 実 施 例 １ と 同 様
に 作 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
｛ 実 験 手 順 ｝
１ ） 成 獣 ブ タ （ ラ ン ド レ ー ス 種 ） 脳 を 4 %ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 水 溶 液 を 用 い て 灌 流 固 定 し 、
シ ラ ン コ ー ト ス ラ イ ド グ ラ ス （ MUTO PURE CHEMICALS社 ） を 用 い て 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 作
製 し た 。 　
２ ） パ ラ フ ィ ン 切 片 を 60℃ で 30分 間 加 温 し た 。 　
３ ） キ シ レ ン で 10分 間 、 2回 、 攪 拌 し 、 脱 パ ラ フ ィ ン 操 作 を 行 っ た 。 　
４ ） 100 %エ タ ノ ー ル で 5分 間 3回 、 続 い て 90 %エ タ ノ ー ル 、 80 %エ タ ノ ー ル 、 70 %エ タ ノ
ー ル お よ び 50 %エ タ ノ ー ル で 各 5分 間 づ つ 行 い 再 水 和 を 行 っ た 。 　
５ ） PBSで 10分 間 、 1回 洗 浄 す る 。 　
６ ） 20μ g/mlト リ プ シ ン 、 1μ g/ml　 proteinase K（ WAKO社  163-18131） ま た は 400μ g/ml
　 サ ー モ リ ジ ン  (protease type X, P-1512, Sigma-Aldrich社 )で 15分 、 37℃ に て タ ン パ
ク 質 分 解 処 理 を 行 っ た 。 　
７ ） 室 温 で 、 PBSを 用 い て 10分 間 洗 浄 し た 後 、 2 mg/mL グ リ シ ン 水 溶 液 に 10分 間 浸 し 、 ク
エ ン チ ン 化 を 行 っ た 。 　
８ ） PBSで 3分 間 、 2回 洗 浄 し た 後 、 0.25 %無 水 酢 酸 添 加 0.1 M TEA中 に 15分 間 浸 し 、 ア セ チ
ル 化 を 行 っ た 。 　
９ ） 0.1 M TEAで 15分 間 洗 浄 し た 。 　
１ ０ ） 4 x SSC中 に 10分 間 浸 し た 後 、 溶 液 を 変 え て さ ら に 5分 間 、 1回 浸 し た 。 　
１ １ ） Pre-Hybridization緩 衝 液  （ 2 x SSC、 50 % Formamide） 中 で 37℃ 、 30分 間 反 応 さ
せ た 。 　
１ ２ ） Hybridization緩 衝 液 （ 2 x SSC, 1 % SDS, 1 mg/mLBSA, 10 % Dextran, 1 mg/mL s
almon sperm DNA, 1 mg/mL tRNA、 50% Formamaide） 中 に Digoxigenin標 識 cRNA プ ロ ー ブ
を 8μ g/mLの 濃 度 で 加 え 、 37℃ 、 一 晩 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 　
１ ３ ） Pre-Hybridization緩 衝 液 で 37℃ 、 20分 間 洗 浄 を 行 っ た 。 　
１ ４ ） 0.2 x SSC中 で 37℃ 、 20分 間 洗 浄 し た 。 　
１ ５ ） NTE緩 衝 液 （ 0.5 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8.0 and 1 mM EDTA） に 37℃ 、 5分 間
浸 し て 洗 浄 し た 。 　
１ ６ ） 20 μ g/mL RNaseA溶 液 中 に 、 37℃ 、 30分 間 浸 し て 処 理 し た 。 　
１ ７ ） NTE 緩 衝 液 に て 37℃ 、 5分 間 洗 浄 し た 。 　
１ ８ ） 0.1 x SSCに て 、 42℃ 、 20分 間 、 3回 洗 浄 を 行 っ た 。 　
１ ９ ） PBSに て 洗 浄 後 、 5 % Normal Goat Serum （ Invitrogen社 ） に て ブ ロ ッ キ ン グ し た
。 　
２ ０ ） 250倍 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 抗 体 （ Roche社 ） 及 び
100倍 希 釈 し た 抗 β － Tubulin classII抗 体 （ NOVOCASTRA社 ） の PBS溶 液 を 標 本 上 に 滴 下 し
、 室 温 で 60分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
２ １ ） PBSで 5分 間 、 3回 洗 浄 を 行 っ た 。 　
２ ２ ） 二 次 抗 体 （ Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 マ ウ ス IgGポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 、 PBSで 100倍 に 希 釈 し
た 混 合 溶 液 を 標 本 上 に 滴 下 し 60分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 　
２ ３ ） PBSで 5分 間 、 3回 洗 浄 を 行 っ た 。 　
２ ４ ） Ｈ Ｒ Ｐ 発 色 基 質 と し て ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン （ DABト リ ス 錠 、 MUTO PURE CHEMICALS社
） を 用 い 、 そ の 水 溶 液 （ 0.3 mg/ml） 中 で 発 色 を 行 っ た 。 　
２ ５ ） 顕 微 鏡 下 で 観 察 し な が ら 、 適 当 な 時 点 で 、 PBSで 洗 浄 し て 発 色 を 停 止 さ せ た 。 　
２ ６ ） NTM 緩 衝 液 （ 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 9.5, 50 mM MgCl2 ） に 5分 間 浸 し
た 。 　
２ ７ ） ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 発 色 基 質 と し て 450μ g/mL NBT（ Nitrotetrazolium Blue
 Choride ） お よ び 175μ g/mL BCIP（ 5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-phosphate disodium s
alt） の 混 合 溶 液 中 で 発 色 を 行 っ た 。 　
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２ ８ ） 顕 微 鏡 下 で 観 察 し な が ら 、 適 当 な 時 点 で 、 PBSで 洗 浄 し て 発 色 を 停 止 さ せ た 。 　
２ ９ ） 反 応 停 止 後 の サ ン プ ル ス ラ イ ド は 水 洗 後 、 水 溶 性 封 入 剤 で 封 入 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
｛ 結 果 ｝
　 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 左 図 の 写 真 で は 、 mRNAは 紫 色 で 検 出 さ れ て お り 、 タ ン パ ク 質 は 茶 色
で 検 出 さ れ て お り 、 点 線 よ り 上 部 で は 紫 色 と 茶 色 の 両 方 で 、 点 線 よ り 下 部 で は 紫 色 の み で
組 織 切 片 が 染 色 さ れ た 。 こ の よ う に 、 点 線 よ り 上 部 で は mRNAと タ ン パ ク 質 の 両 方 が 検 出 さ
れ 、 点 線 よ り 下 部 で 主 と し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み が 検 出 さ れ た 。 右 図 で 両 者 の 拡 大 図 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の 同 時 検 出 法 に よ る と 、 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と タ ン パ ク 質 の 分 布 が 同
一 試 料 で 容 易 に 検 出 で き る よ う に な り 、 そ れ ら の 組 織 局 在 の 比 較 が 容 易 に で き る よ う に な
っ た 。 さ ら に 、 そ れ ら の 細 胞 内 分 布 も 比 較 で き る 。 こ れ ら に 違 い が 見 い だ せ れ ば 、 こ の 遺
伝 子 の 発 現 に 転 写 後 調 節 が 働 い て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 発 現 を デ ー タ ベ ー ス 化 す る 際 に も 、 同 一 画 像 で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と タ ン パ ク 質 の
分 布 を 表 示 で き る よ う に な る た め 、 デ ー タ ベ ー ス 構 築 の 際 の コ ス ト の 削 減 に も 繋 が る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の in situ hybridization法 の 一 実 施 例 に よ る ｍ RNAの 検 出 結 果 を 示 す 写 真
で あ り 、 サ ー モ リ ジ ン の タ ン パ ク 質 分 解 剤 と し て の 有 効 性 を 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 免 疫 染 色 法 の 一 実 施 例 に よ る タ ン パ ク 質 の 検 出 結 果 を 示 す 写 真 で あ り 、
本 発 明 の 架 橋 剤 の 有 効 性 を 示 し て い る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 同 時 染 色 法 の 一 実 施 例 に よ る ｍ RNAと タ ン パ ク 質 の 同 時 検 出 結 果 で あ る
。 同 一 試 料 上 で ｍ RNAと タ ン パ ク 質 が 染 め 分 け さ れ て い る 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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摘要(译)

本发明提供了在对同一样品进行原位杂交和免疫染色时，以及使用
mRNA和蛋白质同时进行检测时改善检测结果的方法。本发明的一个目
的是提供一种处理方法 在原位杂交方法中，嗜热菌蛋白酶用作蛋白水解
剂。在免疫染色方法中，在一抗反应后，使用交联剂使样品交联。在同
时检测方法中，这些可以单独使用，或者两者都可以使用。 [所选图]无
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