
(57)【要約】
【課題】免疫化学染色方法において、非特異的染色を簡便に軽減できる抗原の検出法を提
供する。
【解決手段】免疫化学的染色方法を用いて検体中の抗原を検出する抗原の検出方法であっ
て、平板上に載置した検体に抗体液を滴下した後、該抗体液を抗体と反応性のない樹脂フ
ィルムで被覆し、抗原抗体反応を行うことを特徴とする抗原の検出方法。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 抗 原 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 平 板 上
に 載 置 し た 検 体 に 抗 体 液 を 滴 下 し た 後 、 該 抗 体 液 を 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム で 被
覆 し 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 抗 原 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 樹 脂 フ ィ ル ム が 、 比 重 が ０ ． ７ ～ ０ ． ９ で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 樹 脂 フ ィ ル ム が 、 １ ０ ０ 倍 希 釈 し た 抗 体 液 と フ ィ ル ム 面 と の 接 触 角 が ８ ０ ° ～ １ ２ ０ °
で あ る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の 抗 原 の 検 出 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 抗 体 液 を 被 覆 す
る た め の 樹 脂 フ ィ ル ム 。
【 請 求 項 ５ 】
　 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 抗 原 検 出 キ ッ ト で あ っ て 、 検 体 を
載 置 す る た め の 平 板 、 抗 体 液 、 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム 及 び 発 色 試 薬 を 含 有 す る
抗 原 検 出 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ 】
　 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 方 法 に お い て 、 平 板 上 に 載 置 し た
検 体 に 抗 体 液 を 滴 下 し た 後 、 該 抗 体 液 を 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム で 被 覆 し 、 抗 原
抗 体 反 応 を 行 い 、 次 い で 染 色 す る こ と を 特 徴 と す る 染 色 検 体 の 作 製 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 検 体 中 の 抗 原 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 免 疫 化 学 染 色 方 法 は 、 組 織 や 細 胞 中 の 抗 原 を 抗 原 抗 体 反 応 を 用 い て 検 出 し 、 そ れ ら を 可
視 化 し て 同 定 ・ 証 明 す る 方 法 で あ り 、 組 織 や 細 胞 検 索 に 汎 用 さ れ て い る Ｈ Ｅ 染 色 や 特 殊 染
色 だ け で は 検 出 で き な い 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 腫 瘍 マ ー カ ー 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 病 原 体 、 が ん
遺 伝 子 関 連 抗 原 な ど の 様 々 な 物 質 を 検 出 で き る 点 で 極 め て 有 用 な 方 法 で あ る （ 非 特 許 文 献
１ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 免 疫 化 学 染 色 方 法 に お い て は 、 染 色 過 程 で 非 特 異 的 染 色 が 生 じ や す く 、 非 特 異 的
染 色 と 特 異 的 染 色 を 判 別 す る た め に は 予 め 抗 原 の 細 胞 内 又 は 組 織 内 分 布 の 特 徴 に つ い て 熟
知 し た う え で 、 さ ら に Ｈ Ｅ 染 色 し た 検 体 と の 比 較 を 行 う 等 の 経 験 に 基 づ く 部 分 が 大 き い （
非 特 許 文 献 ２ ） 。 こ の た め 、 細 胞 又 は 組 織 内 分 布 の 変 化 と 非 特 異 的 染 色 を 正 確 に 判 別 す る
こ と は 困 難 で あ る と い う 問 題 が あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 従 来 、 抗 原 の 染 色 性 を 向 上 さ せ る 方 法 と し て は 、 超 音 波 を 用 い て 抗 体 の 検 体 へ の 浸 透 を
促 進 し 抗 体 反 応 時 間 を 短 縮 し 、 か つ 抗 体 と の 反 応 性 を 改 良 す る 装 置 （ 特 許 文 献 １ ） や 検 体
を 蛋 白 分 解 酵 素 で 前 処 理 し 、 蒸 発 抑 制 液 を 用 い て 染 色 性 を 改 良 し た 方 法 （ 特 許 文 献 ２ ） 、
検 体 の 作 成 過 程 で 抗 原 が 失 活 し た 場 合 に 賦 活 化 し 、 染 色 性 を 向 上 す る 方 法 （ 非 特 許 文 献 ３
、 非 特 許 文 献 ４ ） な ど が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し 、 斯 か る 技 術 で は 、 抗 原 の 染 色 性 を 向 上 す る こ と は で き て も 、 非 特 異 的 染 色 を 軽
減 す る こ と は で き ず 、 却 っ て 操 作 が 煩 雑 に な り 、 ま た 検 体 が 剥 離 し や す く な る と い う 問 題
が あ っ た 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ８ － ３ ０ ４ ３ ８ ８ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ２ ３ １ ５ ５ ２ 号 公 報
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Medical technology 別 冊 　 新 染 色 法 の す べ て  p200～ 211
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Pathology and Clinical Medicine, 23(3), p309-316, 2005
【 非 特 許 文 献 ３ 】 検 査 と 技 術 , 28(11), p1331-1336, 2000、
【 非 特 許 文 献 ４ 】 検 査 と 技 術 , 29(7), p910-915, 2001
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 免 疫 化 学 染 色 方 法 に お い て 、 非 特 異 的 染 色 を 簡 便 に 軽 減 で き る 抗 原 の 検 出 法 を
提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 免 疫 化 学 染 色 方 法 に お い て 、 検 体 中 の 抗 原 に 抗 体 液 を 添 加 し た 後 、 該 抗
体 液 を 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム に て 覆 う こ と で 、 抗 体 液 中 の 抗 体 濃 度 を 均 一 化 で
き る と 共 に 検 体 の 乾 燥 防 止 を 図 る こ と が で き 、 非 特 異 的 染 色 を 低 減 で き る こ と を 見 出 し た
。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 抗 原 の 検 出
方 法 で あ っ て 、 平 板 上 に 載 置 し た 検 体 に 抗 体 液 を 滴 下 し た 後 、 該 抗 体 液 を 抗 体 と 反 応 性 の
な い 樹 脂 フ ィ ル ム で 被 覆 し 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る 抗 原 の 検 出 方 法 に 係 る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 上 記 抗 原 の 検 出 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 抗 体 液 を 被 覆 す る た め の 樹 脂
フ ィ ル ム に 係 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 抗 原 検 出 キ ッ ト
で あ っ て 、 検 体 を 載 置 す る た め の 平 板 、 抗 体 液 、 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム 及 び 発
色 試 薬 を 含 有 す る 抗 原 検 出 キ ッ ト に 係 る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 方 法 に お い て 、
平 板 上 に 載 置 し た 検 体 に 抗 体 液 を 滴 下 し た 後 、 該 抗 体 液 を 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル
ム で 被 覆 し 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 い 、 次 い で 染 色 す る こ と を 特 徴 と す る 染 色 検 体 の 作 製 方 法
に 係 る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 様 々 な 手 法 の 免 疫 化 学 染 色 方 法 に お い て 、 抗 原 や 抗 体 の 種 類 に
関 係 な く 非 特 異 的 染 色 を 簡 便 な 操 作 で 低 減 す る こ と が で き る 。 そ し て 、 こ の 方 法 は 、 検 体
の 性 状 に 関 係 な く 適 応 で き る こ と か ら 、 免 疫 化 学 染 色 を 必 要 と す る 組 織 検 索 や 病 理 組 織 検
索 だ け で な く 、 培 養 細 胞 や 血 液 細 胞 や 生 検 材 料 に お け る 様 々 な 抗 原 の 発 現 の 確 認 や 分 布 に
つ い て 検 討 す る 際 に も 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 方 法 は 、 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 を 用 い て 検 体 中 の 抗 原 を 検 出 す る 抗 原
の 検 出 方 法 で あ っ て 、 平 板 上 に 載 置 し た 検 体 に 抗 体 液 を 滴 下 し た 後 、 該 抗 体 液 を 抗 体 と 反
応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム で 被 覆 し 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。
　 免 疫 化 学 的 染 色 方 法 と は 、 組 織 や 細 胞 上 で 抗 原 抗 体 反 応 を 利 用 し て 特 定 の 抗 原 を 可 視 化
す る 染 色 方 法 で あ る 。 免 疫 化 学 染 色 方 法 を は じ め と す る 免 疫 学 的 測 定 法 に は 、 検 出 目 的 で
あ る 抗 原 に 対 す る 抗 体 に 標 識 物 質 を 結 合 さ せ た 標 識 抗 体 （ １ 次 抗 体 ） を 直 接 抗 原 に 反 応 さ
せ た 後 に 可 視 化 す る 直 接 法 と 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 （ １ 次 抗 体 ） を 抗 原 に 反 応 さ せ た 後 、 当
該 抗 体 を 認 識 す る 抗 体 に 標 識 物 質 を 結 合 さ せ た 標 識 抗 体 （ ２ 次 抗 体 ） を 反 応 さ せ て 可 視 化
す る 間 接 法 と が あ る が 、 本 発 明 に お い て は そ れ ら の 何 れ で も よ く 、 検 体 中 の 抗 原 と 抗 体 の
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種 類 に 応 じ て 検 査 毎 に 適 宜 選 択 す れ ば よ い 。
　 標 識 物 質 と し て は 、 蛍 光 物 質 、 酵 素 等 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 酵 素 を 用 い る の が 好
ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 原 の 検 出 法 に お い て 用 い ら れ る 検 体 と し て は 、 い か な る 組 織 や 細 胞 で も 使 用
す る こ と が で き 、 生 体 組 織 や 生 態 か ら 採 取 し た 細 胞 等 の 生 体 材 料 、 培 養 細 胞 の い ず れ も 用
い る こ と が で き る 。
　 こ の う ち 、 生 体 組 織 に つ い て は 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し 薄 切 し た 組 織 切 片 （ パ ラ フ ィ ン 切 片
） や 、 凍 結 し た 後 、 薄 切 し た 組 織 切 片 （ 凍 結 切 片 ） を 用 い る の が 好 ま し い 。
　 当 該 検 体 は 、 検 出 抗 原 の 種 類 に 応 じ て 、 検 体 の 剥 離 や 破 損 が 起 こ ら な い 範 囲 で 、 適 宜 公
知 の 抗 原 賦 活 化 処 理 を 行 う こ と が で き る 。 斯 か る 処 理 と し て は 、 例 え ば オ ー ト ク レ ー ブ や
マ イ ク ロ ウ エ ー ブ に よ る 加 熱 や タ ン パ ク 分 解 酵 素 処 理 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 当 該 検 体 は 平 板 上 に 載 置 さ れ る が 、 固 定 の 有 無 や 固 定 方 法 に つ い て は 、 検 体 及 び 抗 体 の
種 類 等 に 応 じ て 検 査 毎 に 公 知 の 方 法 を 適 宜 選 択 す れ ば よ く 、 細 胞 を 用 い る 場 合 は 、 そ の ま
ま 載 置 す る こ と で も 、 平 板 上 に 塗 抹 す る こ と で も よ い 。
　 尚 、 平 板 は 、 検 体 を 載 置 で き 、 樹 脂 フ ィ ル ム を 保 持 可 能 な も の で あ れ ば 、 そ の 材 質 は 制
限 さ れ る も の で は な い が 、 光 学 顕 微 鏡 下 で 標 本 を 観 察 し や す い 点 か ら 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 、
ガ ラ ス 製 の 平 板 等 が 挙 げ ら れ る 。 標 本 の 剥 離 が 少 な い 観 点 か ら 特 に 組 織 標 本 作 製 用 の シ ラ
ン コ ー ト ス ラ イ ド ガ ラ ス を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に 用 い る 樹 脂 フ ィ ル ム は 、 抗 体 と の 反 応 性 が な く 抗 体 液 を 覆 う こ と が で き る シ ー
ト で あ れ ば よ い 。
　 具 体 的 に は 、 抗 体 液 よ り も 比 重 が 充 分 に 軽 く か つ 撥 水 性 を 有 し て お り 、 抗 体 液 に 浮 き な
が ら 充 分 な 抗 体 液 を 検 体 上 に 保 持 で き る も の で あ り 、 更 に 充 分 な 柔 軟 性 を 有 し て い て 剥 離
時 に 検 体 を 傷 つ け る こ と な く 剥 離 で き る 樹 脂 フ ィ ル ム が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 斯 か る 樹 脂 フ ィ ル ム と し て は 、 比 重 が ０ ． ７ ～ ０ ． ９ 、 更 に ０ ． ７ ５ ～ ０ ． ８ ５ 、 特 に
０ ． ８ ０ ± ０ ． １ ０ 　 ｍ ｇ ／ ｃ ｍ ３ で あ る も の が 好 ま し く 、 ま た １ ０ ０ 倍 希 釈 し た 抗 体 液
と フ ィ ル ム 面 と の 接 触 角 が ８ ０ ° ～ １ ２ ０ ° 、 更 に ８ ５ ° ～ １ １ ５ ° 、 特 に ９ ８ ． ０ ± １
０ ． ５ ° で あ る 撥 水 性 を 有 す る も の が 望 ま し い 。
　 こ こ で 、 抗 体 液 と フ ィ ル ム 面 と の 接 触 角 と は 、 抗 体 液 （ １ ０ ０ 倍 希 釈 抗 体 を 用 い た 場 合
） の フ ィ ル ム と の 接 線 と フ ィ ル ム 面 が な す 角 度 を い う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 柔 軟 性 は 、 バ ル ク ソ フ ト ネ ス 法 （ Ｊ Ｉ Ｓ 規 格 ） に て 座 屈 試 験 を 行 っ た 場 合 の 最 大 点 加 重
が 、 ３ ． ０ Ｎ ～ ６ ． ０ Ｎ 、 更 に ３ ． ３ Ｎ ～ ５ ． ６ Ｎ 、 特 に ４ ． ６ ± ０ ． ９ Ｎ で あ る も の が
よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 樹 脂 フ ィ ル ム の 厚 さ と し て は 、 ０ ． ０ ８ ｍ ｍ ～ ０ .１ ４ ｍ ｍ 、 更 に ０ ． ９ ｍ ｍ ～ ０
． １ ３ ｍ ｍ 、 特 に ０ ． １ ２ ± ０ ． ０ ７ ｍ ｍ で あ る も の が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 フ ィ ル ム は 抗 体 液 と の 間 に 気 泡 が 入 こ と を 防 ぐ 等 、 実 験 操 作 の 確 実 性 と 簡 便 性 を
増 す と い う 観 点 か ら 透 明 又 は 半 透 明 の も の が よ り 好 ま し い 。
　 こ の よ う な 樹 脂 フ ィ ル ム の 一 例 と し て は 、 Ｐ Ｅ Ｔ （ ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト ） や Ｐ
Ｔ Ｔ （ ポ リ ト リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト ） 等 の ポ リ エ ス テ ル 系 樹 脂 フ ィ ル ム 、 ポ リ プ ロ ピ
レ ン 等 の ポ リ オ レ フ ィ ン 系 樹 脂 フ ィ ル ム 、 ナ イ ロ ン フ ィ ル ム 等 の ポ リ ア ミ ド 系 樹 脂 フ ィ ル
ム Ｐ Ｖ Ｃ （ ポ リ 塩 化 ビ ニ ル ） 樹 脂 フ ィ ル ム 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ リ デ ン 樹 脂 フ ィ ル ム 等 が 挙 げ ら
れ る 。 ま た 、 「 サ ラ ン ラ ッ プ T M 」 等 の 市 販 の フ ィ ル ム 等 を 使 用 す る こ と も で き 、 特 に 「 パ
ラ フ ィ ル ム T M 」 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 抗 体 液 を 樹 脂 フ ィ ル ム で 被 覆 し た 状 態 で 、 抗 原 抗 体 反 応 が 行 わ れ る 。 こ れ に よ り 、 抗 体
液 中 の 抗 体 濃 度 の 均 一 化 さ れ た 状 態 で 、 反 応 を 行 う こ と が で き る 。 ま た 同 時 に 検 体 の 乾 燥
防 止 を 図 る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 方 法 は 、 抗 原 や 抗 体 の 種 類 に 関 係 な く 適 用 で き る も の で あ り 、 抗 体 液 に お け る
抗 体 の 濃 度 等 は 、 抗 体 の 活 性 や 特 異 性 等 か ら 、 染 色 感 度 が 高 く な る よ う 検 査 毎 に 最 適 濃 度
を 適 宜 決 定 す れ ば よ い 。 ま た 、 抗 体 の 反 応 時 間 は 反 応 温 度 と 密 接 に 関 係 す る が 、 検 査 毎 に
最 適 な 反 応 時 間 と 温 度 を 設 定 す れ ば よ く 、 市 販 の 抗 体 で あ れ ば そ の 推 奨 す る 反 応 時 間 や 温
度 で 反 応 さ せ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 用 い た 抗 原 の 検 出 手 順 を 以 下 に 説 明 す る （ 図 １ 参 照 ） 。
　 １ ） 検 体 を 平 板 上 に 載 置 す る 。
　 ２ ） 抗 体 液 を 検 体 に 滴 下 す る 。
　 　 抗 体 液 の 滴 下 は 、 マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト 等 に て 行 え ば よ い 。
　 ３ ） 抗 体 液 の 上 に 樹 脂 フ ィ ル ム を 被 せ 、 抗 体 液 全 体 を 樹 脂 フ ィ ル ム で 被 覆 す る 。
　 　 樹 脂 フ ィ ル ム は 、 塵 が 入 ら な い よ う に し て 抗 体 液 の 上 に 被 せ る よ う に す る 。 そ の 際 、
ピ ン セ ッ ト な ど を 用 い て 穏 や か に 被 覆 し て フ ィ ル ム と 抗 体 液 の 間 の 気 泡 を 除 去 す る こ と が
好 ま し い 。
　 ４ ） 特 定 の 条 件 下 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 抗 原 ・ 抗 体 反 応 を 行 う 。
　 ５ ） 反 応 終 了 後 、 樹 脂 フ ィ ル ム を 取 り 外 し 、 洗 浄 、 染 色 の た め の 発 色 試 薬 等 を 添 加 し て
抗 原 を 可 視 化 し 、 測 定 の た め の 染 色 検 体 を 作 製 す る 。
　 尚 、 測 定 に 間 接 法 を 用 い る 場 合 は 、 １ 次 抗 体 を 含 有 す る 抗 体 液 を 添 加 し 、 抗 体 液 を 樹 脂
フ ィ ル ム で 被 覆 し た 後 、 抗 原 抗 体 反 応 を 行 う 。 反 応 終 了 後 、 樹 脂 フ ィ ル ム を 取 り 外 し て 、
一 次 抗 体 を 洗 浄 、 除 去 し た 後 、 標 識 抗 体 （ ２ 次 抗 体 ） を 含 有 す る 抗 体 液 を 添 加 し 、 樹 脂 フ
ィ ル ム で 当 該 抗 体 液 を 被 覆 し て 反 応 を 行 っ た 後 、 染 色 す れ ば よ い 。
　 ６ ） 可 視 化 さ れ た 抗 原 （ 染 色 検 体 ） を 測 定 す る 。
　 測 定 手 段 と し て は 、 例 え ば 、 光 学 顕 微 鏡 下 で の 観 察 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 上 述 し た 本 発 明 の 抗 原 測 定 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト で あ り 、 少
な く と も 検 体 を 載 置 す る た め の 平 板 、 抗 体 液 、 抗 体 と 反 応 性 の な い 樹 脂 フ ィ ル ム 及 び 発 色
試 薬 を 含 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 斯 く し て 本 発 明 の 方 法 を 用 い れ ば 、 後 記 実 施 例 に 示 す よ う に 、 抗 原 や 抗 体 の 種 類 に 関 係
な く 非 特 異 的 染 色 を 低 減 す る こ と が で き 、 染 色 む ら を 低 減 す る こ と が で き 、 よ り 正 確 に 抗
原 を 可 視 化 し て 同 定 ・ 証 明 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
実 施 例 １ 　 ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る た め の ア ビ ジ ン ビ オ チ ン 法 に よ る TUNEL染 色
　 ラ ッ ト 組 織 中 の ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る 目 的 で Apoptosis in situ detection kit（ 和
光 純 薬 、 No. 295-5301） を 用 い て 直 接 法 に よ り 免 疫 染 色 を 実 施 し た 。 脱 パ ラ フ ィ ン （ キ シ
レ ン 、 5分 × 3回 ） し 、 親 水 化 （ エ タ ノ ー ル 、 5分 × 3回 ） し た 組 織 切 片 を 充 分 に 水 洗 （ Mill
i-Q水 、 5分 × 3回 ） し た 後 、 添 付 の 蛋 白 分 解 酵 素 （ Milli-Qに て 2000倍 希 釈 ） に よ り 蛋 白 分
解 処 理 （ 37℃ /30分 間 ） に よ り 抗 原 を 賦 活 化 し た 。 続 い て 切 片 を PBS(pH 7.4(-))に て 染 色
バ ッ ト 内 で 洗 浄 (2分 × 4回 )し た 。 検 体 中 の ア ポ ト ー シ ス に よ り 断 片 化 し た DNAの 3'末 端 に
添 付 の TdTを 用 い て ビ オ チ ン 標 識 deoxyuridine triphosphate (以 下 b-dUTPと す る )を 付 加
（ 50μ l/37℃ /30分 間 ） さ せ た 。 B-dUTPを 付 加 後 、 切 片 は PBSに て 染 色 バ ッ ト 内 で 洗 浄 （ 5
分 × 3回 ） し た 。 切 片 は 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 3%過 酸 化 水 素 水 で 不 活 化 （ 室 温 /5分 間
） し 、 PBSに て 染 色 バ ッ ト 内 で 洗 浄 （ 5分 × 2回 ） し た 。 つ づ い て b-dUTP伸 長 鎖 に ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 標 識 一 次 抗 体 （ 1切 片 あ た り 100μ l： 好 ま し く は 200μ lだ が 、 樹 脂 フ ィ ル ム を 用
い る こ と で 抗 体 液 の 量 を 半 減 す る こ と が で き る ） を ス ラ イ ド 上 に 添 加 し 、 樹 脂 フ ィ ル ム に
て 抗 体 液 を 被 覆 し た （ こ の 操 作 過 程 の 模 式 図 を 図 １ に 示 す ） 。 フ ィ ル ム と 抗 体 液 の 間 の 気
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泡 を 除 去 し た 後 、 切 片 を イ ン キ ュ ベ ー ト （ 37℃ /30分 間 又 は 4℃ /オ ー バ ー ナ イ ト ） し た 。
切 片 は PBSに て 染 色 バ ッ ト 内 で 洗 浄 （ 5分 × 3回 ） し 余 分 の 抗 体 を 除 い た 後 、 顕 微 鏡 下 で DAB
反 応 液 （ 200μ l） を 切 片 上 に 添 加 し 発 色 を 行 っ た 。 切 片 は 、 水 道 水 中 に て DABの 発 色 を 停
止 さ せ 、 5%メ チ ル グ リ ー ン （ 室 温 /5分 ） に て 核 染 色 を 行 っ た 後 、 脱 水 （ エ タ ノ ー ル 、 10秒
× 3回 ） 、 透 徹 （ キ シ レ ン 、 10秒 × 3回 ） 、 封 入 し （ ビ オ ラ イ ト ） 、 鏡 検 に 用 い た 。 結 果 を
従 来 の シ ー ト を 用 い な い 方 法 で 染 色 し た 場 合 と 共 に 図 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 　 図 ２ に よ り 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い ず 従 来 の 方 法 で 染 色 し た 標 本 （ Ｂ ） と 比 較 し て 、 樹
脂 フ ィ ル ム を 用 い た 本 発 明 の 方 法 に よ り 免 疫 染 色 を 実 施 し た 標 本 （ Ａ ） に お い て は 、 非 特
異 的 染 色 、 特 に 標 本 周 辺 部 に 認 め ら れ る 非 特 異 的 染 色 が 軽 減 可 能 で あ る こ と が 明 ら か に な
っ た 。 こ れ は 、 本 発 明 の 方 法 で は 、 抗 体 液 中 の 抗 体 濃 度 が 均 一 化 さ れ た 状 態 で 反 応 が 行 な
わ れ る こ と 、 同 時 に 検 体 の 乾 燥 を 防 止 し た こ と に よ る と 考 え ら れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 抗 体 液 を 樹 脂 フ ィ ル ム に て 被 覆 す る 際 の 実 験 工 程 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ラ ッ ト 肝 臓 の ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 標 本 の TUNEL染 色 の 結 果
を 示 し た 図 で あ る 。 （ Ａ ） ： 樹 脂 フ ィ ル ム を 使 用 し た 場 合 、 （ Ｂ ） ： 樹 脂 フ ィ ル ム を 使 用
し な い 場 合

【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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