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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】細胞を破損することなく、抗原を賦活化できる試薬及び方法を得ることを課題と
する。
【解決手段】非架橋型固定化液を用いて液相固定された細胞の抗原を賦活化するための、
水素結合切断剤である尿素を含有する抗原賦活化液、及び該抗原賦活化液を用いる抗原賦
活化方法。更に該方法により賦活化された抗原を認識しうる抗体を用いて、該抗原を有す
る細胞を免疫染色する段階を含む、細胞検出方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非架橋型固定液を用いて液相固定された細胞の抗原を賦活化するための賦活化液であっ
て、水素結合切断剤を含有することを特徴とする抗原賦活化液。
【請求項２】
　前記水素結合切断剤が尿素である、請求項１に記載の抗原賦活化液。
【請求項３】
　抗原賦活化液中の尿素の濃度が１０～３０ｗ／ｖ％である、請求項２に記載の抗原賦活
化液。
【請求項４】
　前記濃度が１０～１５ｗ／ｖ％である、請求項３に記載の抗原賦活化液。
【請求項５】
　弱アルカリ性である、請求項１～４のいずれか１項に記載の抗原賦活化液。
【請求項６】
　次の一般式（Ｉ）：
【化１】

（式中、Ｘ及びＹは同一又は異なって、－ＯＨ又は－ＳＯ3Ｈであり、Ｒ1及びＲ2は同一
又は異なって、水素原子又は－ＯＨであり、ｎ１及びｎ２は同一又は異なって、０又は１
である）
で表される緩衝剤をさらに含む、請求項１～５のいずれか１項に記載の抗原賦活化液。
【請求項７】
　前記緩衝剤が、３－［４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル］プロパンス
ルホン酸（ＨＥＰＰＳ）である、請求項６に記載の抗原賦活化液。
【請求項８】
　キレート剤をさらに含有する、請求項１～７のいずれか１項に記載の抗原賦活化剤。
【請求項９】
　前記キレート剤が、エチレングリコールビス（２－アミノエチルエーテル）－Ｎ,Ｎ,Ｎ
',Ｎ'－四酢酸（ＥＧＴＡ）である、請求項８に記載の抗原賦活化液。
【請求項１０】
　非架橋型固定液を用いて液相固定された細胞と、水素結合切断剤を含有する抗原賦活化
液とを接触させることにより、細胞の抗原を賦活化する方法。
【請求項１１】
　１０～４０℃の温度で行う請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　非架橋型固定液を用いて液相固定された細胞と、水素結合切断剤を含有する抗原賦活化
液とを接触させて前記細胞が有する抗原を賦活化し；
前記賦活化された抗原を認識し得る抗体を用いて該抗原を有する細胞を免疫染色し；
前記免疫染色された細胞を検出する
ことを含む、細胞の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、非架橋型固定液を用いて液相固定された細胞が有する抗原を賦活化するため
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の抗原賦活化液、抗原賦活化方法、及び細胞の検出方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　疾患の診断方法として、喀痰、尿、胸水、腹水、胆汁、穿刺吸引液、子宮頸部から採取
した試料などの検体に含まれる異常細胞を検出して診断する細胞診が知られている。これ
ら検体中の異常細胞は、色素による染色や免疫染色後の顕微鏡での観察、フローサイトメ
ータによる検出などの方法により、形態や染色状態などの情報に基づいて検出される。
　細胞診では、病院などの臨床現場で採取された検体中の細胞をできるだけ採取されたま
まの形態に保ち、検査時に染色等の処理を施して顕微鏡観察や各種分析が行われる。よっ
て、検体中に含まれるタンパク質分解酵素などの影響を受けないようにして、細胞を採取
されたままの状態に保存することが重要である。このような保存は、通常、細胞を固定す
ることにより行われる。
　細胞の固定方法の例として、ホルムアルデヒド、アルコールなどを含む液体中で細胞を
保存する液相固定が知られている。
【０００３】
　固定された細胞を、例えば標識抗体を用いて免疫染色する場合、固定された細胞の抗原
を露出させて抗体の結合を可能とするために、抗原賦活化が行われることが知られている
。
　例えば、スライドグラス上でホルマリン固定された細胞の抗原賦活化のために、メチル
無水マレイン酸を用いる方法が、特開２００２－３５０４３０号（特許文献１）に開示さ
れている。
　しかし、上記のような従来の抗原賦活化の方法では、固定された細胞に対して６０～１
２１℃まで加熱して抗原を賦活化する必要があるが、特に液相固定された細胞の抗原賦活
化の際には熱によって細胞が破損することがあり、正確な診断を行うことができなくなる
可能性があった。
【特許文献１】特開２００２－３５０４３０号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、上記の現状に鑑み、細胞を破損することなく、抗原を賦活化できる試薬及び
方法を得ることを目的とする。
【０００５】
　本発明者らは、上記の目的を達成するために研究を重ねる過程において、従来公知の抗
原賦活化液を用いて、液相固定された試料中の細胞が有する抗原の賦活化を試みたところ
、ある一定以上の温度を加えた場合に抗原の賦活化が急速に進むことを観察した。また、
液相固定された試料をトリプシン、ペプシン、パパインなどのタンパク質分解酵素により
処理しても、抗原の賦活化が行われないことも観察した。これらのことから、液相固定さ
れた試料中の抗原分子間、抗原分子とその近傍の分子との間、及び／又は抗原分子の周囲
の分子間には水素結合が存在し、これらの水素結合を切断する（水素結合のエンタルピー
を超えるエネルギーを与える）ことにより、抗原分子が露出されて（抗原が賦活化され）
、抗体の抗原への結合が可能になるのではないかと仮定した。
　そして、水素結合を切断できる物質を含む液体を用いることにより、加熱により細胞を
破損することなく、液相固定された細胞が有する抗原を賦活化できることを見出して、本
発明を完成した。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、水素結合切断剤を含有することを特徴とする、非架橋型固定液を用いて液相
固定された細胞の抗原を賦活化するための抗原賦活化液を提供することを目的とする。
　本発明はまた、非架橋型固定液を用いて液相固定された細胞と、上記の抗原賦活化液と
を接触させることを含む、細胞の抗原を賦活化する方法を提供することをも目的とする。
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　本発明はさらに、非架橋型固定液を用いて液相固定された細胞と、上記の抗原賦活化液
とを接触させて細胞が有する抗原を賦活化し；上記の賦活化された抗原を認識し得る抗体
を用いて該抗原を有する細胞を免疫染色し；上記の染色された細胞を検出することを含む
、細胞の検出方法を提供することをも目的とする。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明の抗原賦活化液を用いることにより、非架橋型固定液を用いて液相固定された細
胞の形態を保持しながら該細胞が有する抗原を賦活化させることができる。また、本発明
の抗原賦活化液を用いることにより、検体中の夾雑物を除去することもできるので、標的
細胞の検出や測定をより良好に行うことができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本発明の抗原賦活化液は、液相細胞診（Liquid Based Cytology; LBC）用の試料中の細
胞が有する抗原を賦活化するためのものである。
　本明細書において「非架橋型固定液」とは、細胞を脱水及び脱脂させ、水素結合によっ
て細胞の抗原を安定化させる非架橋型固定剤（例えば、アルコールなど）を含む固定液の
ことをいう。すなわち、「非架橋型固定液」は、タンパク質を架橋することによって細胞
の抗原を安定化させる架橋型固定剤（例えば、アルデヒドなど）を含む固定液とは異なる
ものである。なお、非架橋型固定液は、主に水素結合によって抗原の安定化を行うもので
あればよく、本発明の抗原賦活化液による抗原賦活化処理に影響を与えない程度の架橋型
固定剤を含んでいてもよい。
　また、「液相細胞診」とは、液体中に懸濁された細胞に基づいて疾患の診断を行う診断
方法のことをいう。
【０００９】
　また、「液相細胞診用の試料」とは、例えば、液相細胞診を行うことを目的として、生
体から採取した検体を適切な液体に懸濁し、次いで、固定液を加えることにより細胞を固
定して調製されたものや、生体から採取した検体を直接固定液に懸濁したものなどを指す
。
　また、本明細書では上記のように液中で細胞を固定する方法を「液相固定」と呼ぶ。例
えば、パラフィン包埋による固定などは、ここでいう「液相固定」には含まれない。
　液相細胞診用の試料中の細胞は、上記のようにして固定することにより、細胞の形態を
損なうことなく、例えば検査機関などに運搬され得る。
【００１０】
　本明細書において、「抗原賦活化」とは、固定された細胞の抗原を露出させて抗体の結
合を可能とすることをいう。本発明においては、抗原賦活化により、細胞表面だけでなく
細胞内の抗原とも抗原抗体反応が可能となる。
　本明細書において、「固定」とは、診断用の試料の作製を目的として、細胞及び組織の
形態や構造をできるだけ変化させずに保持するように処理することをいう。一般的に、ホ
ルマリン固定、アルコール固定などが挙げられるが、特にこれらに限定されない。
【００１１】
　本明細書において「検体」とは、生体から採取され、いかなる処理も施していない細胞
を含む成分のことであり、子宮頸部及び子宮内膜から採取した細胞、喀痰、尿、胸水、腹
水、胆汁、穿刺吸引液、血液などを含む。
【００１２】
　本発明の抗原賦活化液は、水素結合切断剤を含む。「水素結合切断剤」は、分子間の水
素結合を切断でき、細胞の形態に与える影響が小さいものが好ましく、例えば尿素、チオ
尿素、ポリエチレングリコール、グリセロール、フェノール、アセトアミド、ホルムアミ
ド、チオシアン酸ソーダ、サリチル酸ソーダ、臭化リチウム、アルギニン、アルギニン塩
、グアニジン、グアニジン塩、レゾルシノール、カテコール、ジヒドロキシアセトン、塩
化カリウム、塩化マグネシウムなどが挙げられる。
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【００１３】
　上述のような水素結合切断剤を含む抗原賦活化液が液相固定液中の細胞の抗原を賦活化
するのに適している理由は、以下の通りである。
　細胞内に存在する抗原分子を水よりも極めて極性の小さい溶媒である固定液と接触させ
ると、抗原分子は極性の小さい固定液の溶媒よりもその近傍に存在する極性の大きな分子
と強固な水素結合を形成する。この水素結合によって抗原分子の立体構造が変化する。こ
のため、溶媒を水に置換しても容易には水に溶解しない。上述したように、本発明者らの
検討によると、細胞を保存した固定液を加熱することによって抗原が賦活化されるのは、
熱エネルギーによって固定液中で抗原分子が近傍の分子と形成していた水素結合が切断さ
れ、再び抗原分子が水分子を引きつけることで本来の立体構造に戻るためであると考えら
れる。また、固定液内の抗原分子が周辺に存在する分子にマスクされているだけであれば
、この分子を分解する酵素で処理すれば抗原は賦活化されるはずであるが、本発明者らに
よりこのような酵素処理では抗原を賦活化できないことが確認された。
　以上のことより、固定液中の抗原分子が抗体と反応しない（或いは反応し難い）のは、
固定液中の抗原分子と近傍の分子（抗原分子又は他の分子）との間の水素結合及び／又は
抗原分子の周辺に存在する分子同士の水素結合が原因であると考えられる。
【００１４】
　本発明の抗原賦活化液は、水素結合切断剤の作用によって上記のような水素結合を切断
して抗原を露出させるため、熱を加えずに抗原を賦活化することができる。また、水素結
合切断剤として尿素を用いた場合は、試料中に含まれる細胞以外の夾雑物、例えば細胞が
溶解したために出現する裸核や、赤血球、粘液糸などを除去する効果もあるので、抗原賦
活化液を使用したあとの細胞の検出が容易になるので好ましい。
【００１５】
　細胞形態に基づいて検出を行う細胞診の場合は、検出対象となる細胞の形態をより完全
に保存することが好ましい。この観点から、抗原賦活化液中の切断剤の濃度は充分に賦活
化でき且つ細胞形態に対して大きな悪影響を与えない程度であることが好ましく、切断剤
の種類によって適宜選択される。例えば、切断剤として尿素を用いる場合、抗原賦活化液
中の尿素濃度は１０～３０ｗ／ｖ％であることが好ましく、より好ましくは１０～１５ｗ
／ｖ％である。尿素濃度が１０ｗ／ｖ％未満であると、充分に水素結合を切断する作用を
得られない可能性が高い。また、尿素はタンパク質を変性させ、細胞を損傷する作用があ
るため、３０ｗ／ｖ％を超える尿素濃度の抗原賦活化液では検出対象の細胞や細胞核が損
傷する可能性が高く、形態に基づいて行われる細胞診に用いるのは好ましくない。従って
、上記の濃度範囲が好適であるといえる。この範囲の濃度であれば、抗原賦活化液で処理
しても細胞の変形（例えば核の膨化）を抑制し、かつ充分に水素結合を切断する作用を得
ることができる。
【００１６】
　本発明の抗原賦活化剤は、弱アルカリ性であるのが好ましい。本明細書において、弱ア
ルカリ性とは、ｐＨ７～９の範囲である。この範囲のｐＨであれば、抗原の賦活化を良好
に行うことができる。
　上記のｐＨを保つために、本発明の抗原賦活化剤は、適切な緩衝剤を含有するものが好
ましい。７～９の範囲のｐＨを保つことができる緩衝剤としては、下記の一般式（Ｉ）：
【００１７】
【化１】
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【００１８】
（式中、Ｘ及びＹは同一又は異なって、－ＯＨ又は－ＳＯ3Ｈであり、Ｒ1及びＲ2は同一
又は異なって、水素原子又は－ＯＨであり、ｎ１及びｎ２は同一又は異なって、０又は１
である）
で表される化合物が好ましい。このような化合物としては、２－［４－（２－ヒドロキシ
エチル）－１－ピペラジニル］エタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）、３－［４－（２－ヒド
ロキシエチル）－１－ピペラジニル］プロパンスルホン酸（ＨＥＰＰＳ）、ピペラジン－
１,４－ビス（２－ヒドロキシ－３－プロパンスルホン酸）二水和物（ＰＯＰＳＯ）、ピ
ペラジン－１,４－ビス（２－エタンスルホン酸）（ＰＩＰＥＳ）などが挙げられる。こ
れらの化学式を、以下に示す。
【００１９】
【化２】

【００２０】
　上記の緩衝剤の濃度は、本発明の抗原賦活化液のｐＨを適切な範囲に保つことができる
範囲であればよく、緩衝剤の種類により適宜選択することができる。例えば、ＨＥＰＰＳ
であれば、１０～１００ｍＭが好ましい。
【００２１】
　本発明の抗原賦活化液は、液相細胞診用の試料中の夾雑物の除去を促進するための物質
を含んでいてもよい。このような物質としては、チオール化合物が挙げられ、アセチルシ
ステイン、２－メルカプトエタノールなどが挙げられる。
【００２２】
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　本発明の抗原賦活化液は、キレート剤をさらに含むことができる。このような物質とし
ては、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコールビス（２－アミノエチ
ルエーテル）－Ｎ,Ｎ,Ｎ',Ｎ'－四酢酸（ＥＧＴＡ）などが挙げられる。
【００２３】
　本発明の抗原賦活化液は、適切な媒体、好ましくは水に上記の水素結合切断剤と、任意
に緩衝剤、夾雑物の除去を促進するための物質、無機物を除去するためのキレート剤とを
混合することにより製造することができる。
【００２４】
　本発明の別の観点は、液相固定された細胞と、上記の抗原賦活化液とを接触させること
を含む、細胞の抗原を賦活化する方法である。
　本発明において、液相固定された細胞とは、生体から採取した検体に固定液を加えるこ
とにより、又はこれに相当する方法によって検体中の細胞の形態を保存する目的で処理さ
れた細胞のことである。固定は、一般に、アルコール、例えばメタノール、エタノール、
ブタノールなどを含む市販の固定液を用いて行われるが、グルタルアルデヒドなどのアル
デヒドを含んだ市販の固定液を用いても行うことができる。
【００２５】
　上記の固定液中に固定された細胞に対して染色等の処理を施す場合は、好ましくは固定
液の除去を行う。固定液を除去する方法としては、通常用いられる方法であれば特に限定
されず、遠心分離、ろ過などが挙げられる。遠心分離、ろ過などは繰り返し行って、細胞
を洗浄して固定液をできるだけ除去することがより好ましい。
【００２６】
　固定液の除去後、抗原賦活化液を添加して細胞の抗原を賦活化することができる。細胞
と抗原賦活化液とを接触させる量の割合は、用いる検体の種類により適宜選択することが
できる。例えば、子宮頸部の細胞１０5個当たり抗原賦活化液（尿素濃度１５w／v%）を１
００～１０００μｌ加えるのが好ましく、より好ましくは２５０～６００μｌである。
【００２７】
　接触させる温度は、細胞に損傷を与えない温度であればよく、室温、すなわち１０～４
０℃が好ましい。
　上記の細胞と抗原賦活化液とを混合し、細胞を抗原賦活化液中に一定時間浸漬させるこ
とが好ましい。この浸漬時間は、５～６０分が好ましい。この範囲の浸漬時間であれば、
抗原の賦活化を充分に行うことができる。検査の迅速性の観点からは、３０分以内がより
好ましい。この浸漬の間に、攪拌を数回行ってもよい。
【００２８】
　上記のようにして抗原を賦活化した後に、抗原賦活化液を除去し、細胞を洗浄し、適切
な免疫染色を行って、顕微鏡観察、フローサイトメトリなどによる細胞の識別、画像処理
による細胞形態の観察などにより、免疫染色された細胞を検出することができる。
【００２９】
　上記の免疫染色は、賦活化された抗原を認識し得る抗体を用いて行うことができ、当該
技術において公知の方法を用いることができる。例えば、子宮頸がんに関する細胞を検出
する場合は、子宮頸部の上皮細胞の核マトリックスタンパク質であるＮＭＰ１７９に対す
る抗ＮＭＰ１７９抗体を用いる方法が挙げられる。
　従来、固定された細胞に対して、細胞の表面に存在する抗原を認識する抗体を用いて、
抗原を賦活化させずに免疫染色することが知られている。しかしながら、本発明による抗
原賦活化を行うことにより、細胞の内部に存在する抗原をも賦活化することができ、これ
らの抗原に対する抗体を用いて免疫染色を行うことができる。
【００３０】
　上記のようにして免疫染色された細胞の検出は、当該技術において公知の方法により行
うことができる。
　例えば、免疫染色された細胞を含む試料をスライドグラスに塗沫し、スライドグラス上
の細胞を顕微鏡で観察し、免疫染色された細胞を検出することができる。顕微鏡による検



(8) JP 2008-161138 A 2008.7.17

10

20

30

40

50

出の際は、目視により免疫染色された細胞を検出してもよく、スライドグラス上の細胞を
カメラで撮像し、画像処理用のソフトウェア等を用いて画像を解析することにより免疫染
色された細胞を検出してもよい。
　また、図５に示すような構成を有する撮像手段を備えたフローサイトメータを用いて、
免疫染色された細胞を検出することもできる。この装置１４０では、Ｆ１～Ｆ３でフロー
セルを通過した細胞からの側方蛍光を検出し、ＦＦＬで前方蛍光、ＦＳＣで前方散乱光、
ＳＳＣで側方散乱光を検出するとともに、カメラで細胞画像を撮像する。
【００３１】
　さらに詳述すると、まず４８８ｎｍの発振波長を持つ青色レーザー（Ａｒイオンレーザ
ー）がレンズ１０１を経ることにより、短径１０μｍ、長軸１００μｍ程度の扁平なビー
ムプロファイルを持つように整えられて、フローセルに照射される。
　レンズ１０１を通して出射された励起光が、フローセルを経てビームストッパ１０２に
結像し、一次光はここで遮られる。細胞からの蛍光／散乱光は対物レンズ１０３で集めら
れ、５３０ｎｍ以上の波長の光が通過する性質を持ったダイクロイックミラー１０４を経
て、１０度前後の立体角の蛍光が検出器１０５（光電子増倍管：ＰＭＴ）に入射され、そ
こで前方蛍光（ＦＦＬ）が検出される。５３０ｎｍ以下の波長を持つ光は、同様に１０度
前後の立体角の散乱光が検出器１０６（フォトダイオード：ＰＤ）に入射され、そこで前
方散乱光（ＦＳＣ）が検出される。
【００３２】
　一方、細胞から発せられた側方蛍光／側方散乱光は、フローセルの側方に配置された高
い開口数（ＮＡ）をもつ対物レンズ１０７で集められる。対物レンズ１０７を出射した光
は、まず７４０ｎｍより短い波長の光を反射する性質を持ったダイクロイックミラー１０
８に通される。このミラー１０８を反射した側方蛍光／側方散乱光は、まず５００ｎｍ以
下の波長をもつ光を反射する性質を持ったダイクロイックミラー１０９を経て、さらに中
心波長４７４ｎｍ、通過波長４９ｎｍの干渉フィルタ１１０を経てＳＳＣの検出器１１１
（光電子増倍管：ＰＭＴ）に入射され、そこで側方散乱光が検出される。ダイクロイック
ミラー１０９を通過した光は、５５０ｎｍ以下の波長を持つ光を反射する性質を持ったダ
イクロイックミラー１１２を経て、中心波長５３４ｎｍ、通過波長２６ｎｍの干渉フィル
タ１１３を経てＦＬ１の検出器１１４（光電子増倍管：ＰＭＴ）に入射され、そこで緑蛍
光が検出される。
【００３３】
　ダイクロイックミラー１１２を通過した光は、ダイクロイックミラー１１５で６３０ｎ
ｍ以下と６３０ｎｍ以上の光に分けられる。分けられた一方の光は、中心波長５９７ｎｍ
、通過波長４９ｎｍの干渉フィルタ１１６を経てＦＬ２の検出器１１７（光電子増倍管：
ＰＭＴ）に入射され、そこで橙蛍光が検出され、他方の光は、中心波長６８９ｎｍ、通過
波長４６ｎｍの干渉フィルタ１１８を経て、ＦＬ３の検出器１１９（光電子増倍管：ＰＭ
Ｔ）に入射され、そこで赤蛍光が検出される。
【００３４】
　捕捉された前方散乱光（ＦＳＣ）、前方蛍光（ＦＦＬ）、側方散乱光（ＳＳＣ）、緑蛍
光（ＦＬ１）、橙蛍光（ＦＬ２）、赤蛍光（ＦＬ３）はＡ／Ｄ変換後、解析部１３０に入
力される。そこでリアルタイムで信号処理され、これらの信号がある特徴を持っていれば
、解析部１３０からトリガー信号を送り、７８０ｎｍの発振波長を持つ近赤外のパルスレ
ーザ１２０を発光させる。このパルスレーザ１２０は透過照明光として働き、フローセル
から出射した光は、一番目のダイクロイックミラー１０８を通過し、カメラ１２１にて結
像し、撮像データが解析部１３０に送られる。このようにして特定の散乱光及び蛍光の特
徴を持つ細胞の静止画を得ることができる。
【００３５】
　解析部１３０においては、種々の所望の解析の他、更に撮像された画像を加味して判定
し、結果を表示部１３１に表示する。
【００３６】
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　本発明の別の観点は、液相固定された細胞と、上記の抗原賦活化液とを接触させて細胞
が有する抗原を賦活化し；該賦活化された抗原を認識し得る抗体を用いて該抗原を有する
細胞を免疫染色し；該染色された細胞を検出することを含む、細胞の検出方法でもある。
【実施例】
【００３７】
　以下の実施例において、本発明をより詳細に説明するが、これらの実施例は、本発明の
範囲を限定することを意図しない。
【００３８】
実施例１：子宮頸部の細胞を用いた細胞の固定、抗原の賦活化及び染色
＜目的＞
　子宮頸がんは、子宮頸部から採取した細胞を用いて診断が行われる。子宮頸部の細胞は
、性周期により細胞の形態が大きく変化することが知られている。すなわち、エストロゲ
ンが放出される増殖初期、増殖中期及び増殖後期には、形態が安定した比較的強固な細胞
が多く存在するが、プロゲステロンが放出される分泌前期、分泌中期及び分泌後期には、
デーデルライン桿菌が出現して細胞を溶解するので、裸核が出現し、赤血球や粘液などの
夾雑物も増加する。
　このように、異なる形態の細胞を含む可能性がある検体に含まれる細胞を固定した後に
抗原の賦活化を行う場合、熱を加える従来の抗原賦活化方法を用いると、熱に感受性の高
い細胞は熱により溶解してしまう可能性がある。本発明の抗原賦活化液を用いた抗原賦活
化方法では、このような種々の形態の細胞を含む可能性がある子宮頸部から採取した検体
であっても、細胞を元の状態からほとんど変化させずに抗原を賦活化できることを確かめ
るために、以下の実験を行った。
【００３９】
（１－１）抗原の賦活化に対する尿素の濃度の影響
　本発明の抗原賦活化液中の尿素の濃度による抗原の賦活化への影響を調べるために、次
の実験を行った。
＜アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）／ベクターレッド染色＞
　分泌期の子宮頸部から採取した細胞５万個に、固定液（Preservcyt、Cytyc社）を添加
し、キュベット（EZ Megafunnel, Shandon Inc）に入れ、サイトスピン（1500rpm、5分：
Shandon Inc.）を用いてスライド（Dako corp cat#S4103）に貼り付けた。これを一晩、
室温で乾燥させた。
　乾燥させたスライドを染色バット金具（アズワンCH-0510-075）にセットし、CytoLyt（
Cytec社）で満たされた染色バット（アズワンCH-0510-065）に移し、室温で30分間静置し
た。スライドを染色バット金具ごと、逆浸透膜ろ過した水（ＲＯ水）の入った染色バット
に移し、５回、上下に出し入れして洗浄した。
【００４０】
　スライドを染色バット金具ごと、尿素を０％、１０ｗ／ｖ％、２０ｗ／ｖ％及び３０ｗ
／ｖ％のそれぞれの濃度で含有する抗原賦活化液（その他の成分として、１０ｍＭ　ＥＧ
ＴＡ、及び５０ｍＭ　ＨＥＰＰＳ（ｐＨ９．０）を含有）の入った染色バットに移し、室
温で３０分間静置して、抗原の賦活化を行った。
　スライドを染色バット金具に入れ、これを、ＥＧＴＡ含有洗浄液（50 mM Tris-HCl, 0.
3 M NaCl, 0.1% Tween-20, 0.1% Brij, 及び10mM EGTAを含有）の入った染色バットに移
し室温で５分間静置した。
　次いで、このスライドを、ＥＧＴＡを含まない洗浄液（50 mM Tris-HCl, 0.3 M NaCl, 
0.1% Tween-20及び 0.1% Brijを含有）で洗い流し、染色バット金具に入れ、これをＥＧ
ＴＡを含まない洗浄液の入った染色バットに移して室温で１０分程度静置した（この工程
を以下、洗浄工程という）。これ以降の工程で用いた洗浄液は、いずれもＥＧＴＡを含ま
ないものである。
【００４１】
　スライドを一枚ずつ取り出し、スライドグラスの細胞塗抹部分以外をキムワイプなどで
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拭き取り、Pap Pen(Dako S2002)で細胞塗抹部分を囲んだ。これを湿潤箱の中におき、洗
浄液を滴下した。これ以降の工程でスライドに溶液を滴下する場合は、湿潤箱中で操作及
び静置を行った。
【００４２】
　スライドに、ブロッキング液（4% Normal Rabbit Serum Dako X0902, 0.5% BSA , 25 m
M Tris-HCl, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween-20及び0.1% Brijを含有)を滴下し、室温で30分間
静置した。スライドグラスを垂直に立て、スライド上の液を流した後、一次抗体溶液（抗
ＮＭＰ１７９抗体、マトリテック社、０．１μｇ／ｍＬ）250μlを滴下し、25℃で1時間
静置した。
　さらに、二次抗体Rabbit anti Mouse IgG（APAAPキットDako #Z0259）を25 mM TBSで80
倍希釈し、スライドに500μl滴下し、37℃で15分間静置した。
　次に、三次抗体 Alkaline phosphatase-anti-alkaline phosphatase complex solution
(APAAPキット：DAKO #D0651)を25ｍM TBSで40倍希釈し、スライドに500μl滴下し、37℃
で15分間静置した。
　次に、二次抗体Rabbit anti Mouse IgG（APAAPキットDako #Z0259）を25 mM TBSで80倍
希釈し、スライドに500μl滴下し、37℃で10分間静置した。
　そして、三次抗体 Alkaline phosphatase-anti-alkaline phosphatase complex soluti
on(APAAPキット：DAKO #D0651)を25ｍM TBSで40倍希釈し、スライドに500μl滴下し、37
℃で10分間静置して、抗原抗体反応を行った。その後、洗浄工程を行った。
【００４３】
　VECTOR SK-5100 Alkaline Phosphatase Substrate Kit 1（vecter Labs）の１、２、３
液を順次４滴ずつ希釈液（200mM Tris-HCl (pH8.4) 10ml + 100mM Levamisole 100μl + 
100% Tween20 10μl）に加え、スライドに500μl滴下した。室温で遮光しながら30分間静
置して染色を行った。スライドを、25mM TBS、ＲＯ水、次いで水道水で洗浄した。
　マイヤーのヘマトキシリン染色液（武藤化学社製）を3倍希釈し、ろ紙（ADVANTEC 定性
ろ紙No.１）で濾過後、染色バットに入れた。ここに、スライドを染色バット金具ごと移
し、室温で１分間静置して、カウンター染色を行った。染色後、水道水でスライドを洗浄
した。
【００４４】
　スライドを、以下のように処理して脱水及び透徹処理した。
９５％　ＥｔＯＨ、室温、１分間静置
９５％　ＥｔＯＨ、室温、１分間静置
１００％　ＥｔＯＨ、室温、１分間静置
１００％　ＥｔＯＨ、室温、１分間静置
１００％キシレン、室温、１分間静置
１００％キシレン、室温、５分間静置
　最後に、Clarion（Biomeda M05）を用いてスライドを封入した。
【００４５】
　得られた標本の顕微鏡写真を図１に示す。図１から明らかなように、尿素の濃度が増加
するにつれて、免疫染色の強度が上昇していることが確認された。
【００４６】
　上記のＡＬＰ／ベクターレッド染色の代わりに、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ
）／タイラマイド染色（方法は、以下に記載する）を行い、図５に示す構造を有するフロ
ーサイトメータを用いて前方散乱光及び側方散乱光を測定して全細胞数を測定し、さらに
前方散乱光及び緑色蛍光を測定して、蛍光強度の強い細胞数（緑色蛍光強度が５０～２５
４の間である細胞の数）を測定した。蛍光強度の強い細胞数の全細胞数に対する割合と、
尿素の濃度との関係を示すグラフを、図２に示す。図２は、それぞれ異なる３検体につい
て行った測定の結果を示す。
　この結果、尿素の濃度が高くなるにつれて蛍光強度の強い細胞の割合が増加しており、
尿素濃度が高くなると免疫染色をよりよく行うことができていること、つまり抗原の賦活
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化効果がより高くなることがわかる。
【００４７】
＜西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）／タイラマイド染色法＞
　分泌期の子宮頸部から採取し、固定液（Preservcyt、Cytyc社）を加えた細胞１０5個を
、エッペンドルフチューブに入れ、遠心分離機（HITACHI CF 15R）を用いて１０，０００
ｒｐｍで１分間遠心分離した。上清を捨て、０．０５％Tween含有リン酸緩衝生理食塩水
（ＰＢＳ－Ｔ、ｐＨ７．４）７５０μｌを加え、上記と同様の条件で遠心分離して上清を
捨てた。得られた細胞を、固定された細胞として用いて、以下の抗原賦活化を行った。
　尿素を０％、１０ｗ／ｖ％、２０ｗ／ｖ％及び３０ｗ／ｖ％のそれぞれの濃度で含有す
る抗原賦活化液（その他の成分として、１０ｍＭ　ＥＧＴＡ、５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、ｐ
Ｈ９．０を含有）５００μｌを上記の細胞に加え、室温で軽く混合した。１５分間静置し
た後、２回混和し、再び室温で１５分間静置した。上記と同様の条件で遠心分離し、上清
を捨てた。
　ここに、ＰＢＳ－Ｔ　７５０μｌを加え、同様に遠心分離して上清を捨てた。これを洗
浄工程とし、この洗浄工程を３回繰り返した。
【００４８】
　上記の方法により賦活化処理した細胞に、ＰＢＳで希釈した２％過酸化水素水１ｍｌを
加えて室温で３０分間、４ｒｐｍで振とうした。これを遠心して上清を捨て、７５０μｌ
のＰＢＳ－Ｔを加えた。０．５％ブロッキング液（ＴＳＡブロッキング、Perkin Elmer）
を７５０μｌ加え、室温で３０分間、４ｒｐｍで振とうした。その後、遠心して上清を捨
てた。
　ここに、核マトリックスタンパク質を認識する西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
標識抗ＮＭＰ１７９抗体溶液（マトリテック社製、２μｇ／ｍｌ）を４００μｌ加え、室
温で３０分間、４ｒｐｍで振とうした。遠心して上清を捨て、細胞をＰＢＳ－Ｔ７５０μ
ｌで３回洗浄した。２００μｌのタイラマイド染色液（Fluorescein Tyramide Reagent、
Perkin Elmer）を加え、遮光条件下、室温で３０分間、４ｒｐｍで振とうした。その後、
細胞を遠心して上清を捨て、ＰＢＳ－Ｔ７５０μｌで３回洗浄した。
　得られた細胞を、フローサイトメトリを用いた測定に供した。
【００４９】
実施例２：本発明の抗原賦活化液による処理の影響
　本発明の抗原賦活化液が、診断に与える影響について調べるために、次の実験を行った
。
　従来、子宮頸がんは、パパニコロウ染色による診断が行われることが多い。パパニコロ
ウ染色による診断は、子宮頸部から採取した細胞をパパニコロウ染色液で染色し、染色さ
れた細胞や核の形態、染色状態等を顕微鏡で観察して細胞の異型度を診断する方法であり
、パパニコロウ染色液が、良性細胞の核と悪性の異型細胞の核とを染め分けることができ
ることに基づく分類方法である。日本母性保護産婦人科会の分類によると、以下の表１に
示す分類により判定が行われている。
【００５０】
【表１】

【００５１】
　そこで、本発明の抗原賦活化液で処理する前後の細胞について、パパニコロウ染色を行
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い、抗原賦活化液による抗原賦活化処理がパパニコロウ判定結果に影響を与えるか否かに
ついて調べた。
　検体として、増殖期前期（１検体）、増殖期中期（１検体）、増殖期後期（１検体）、
分泌期前期（２検体）、分泌期中期（１検体）、分泌期後期（３検体）、及び閉経後（４
検体）の患者から採取した細胞を用いた。
　これらの検体は、採取後にPreservcyt (Cytyc)社を用いて固定されている。
　固定された検体の一部分を、パパニコロウ染色に供して顕微鏡で観察し、パパニコロウ
判定を行った。パパニコロウ染色は、武藤化学社製パパニコロウ染色液を用いて行った。
【００５２】
　残りの検体に、尿素を１５ｗ／ｖ％で含有する抗原賦活化液（その他の成分として、１
０ｍＭ　ＥＧＴＡ、及び５０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ９．０）を含有）５００μｌを加え
、室温で軽く混合した。１５分間静置した後、２回混和し、再び室温で１５分間静置した
。上記と同様の条件で遠心分離し、上清を捨てた。ここに、ＰＢＳ－Ｔ　７５０μｌを加
え、同様に遠心分離して上清を捨てた。これを洗浄工程とし、この洗浄工程を３回繰り返
した。
　このようにして抗原賦活化した細胞を、上記と同様にしてパパニコロウ染色を行った。
　結果を、以下の表２に示す。
【００５３】
【表２】

【００５４】
　上記の表２から、従来法に基づくパパニコロウ判定結果（本実施例の抗原賦活化液によ
る抗原賦活化処理前の判定結果）と、本実施例の抗原賦活化液による抗原賦活化処理を行
った後のパパニコロウ判定結果とは非常によく整合していた（一致率＝１００％）。この
ことから、本発明の抗原賦活化液による処理は、細胞や核の形態に影響を与えないことが
確認された。
【００５５】
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実施例３：画像処理による細胞の検出
　子宮頸部検体において、子宮頸がんの診断を行うために必要な細胞は、扁平上皮細胞で
ある。この細胞は、増殖期にはある程度の形状を保っている（膨化などにより破砕してい
ない）ので、撮像すると、図３（Ａ）の点線部（ａ）で示す領域（扁平上皮細胞出現領域
）に出現する。しかし、裸核や細胞の破砕物などの夾雑物は、図３（Ａ）の（ｂ）で示す
領域（夾雑物出現領域）に出現する。例えば、図３（Ａ）で用いた検体を１００℃で加熱
処理（従来の抗原賦活化）すると、図３（Ｂ）に示すように、裸核や細胞破片が増え、形
状を保った細胞が少なくなる。また、分泌期の検体でも、デーデルライン桿菌の影響によ
り溶解した細胞が多くなるので、裸核や溶解された細胞が図３（Ｂ）の（ｂ）の領域（夾
雑物出現領域）に示すようなグラフの下部の領域に多く出現することとなる。なお、図３
の横軸は細胞の真円度（左に行くほど細胞が丸形に近く、右に行くほど細胞の凹凸がある
）を表し、縦軸は細胞の面積を表す。
【００５６】
　実施例２で用いたのと同じ増殖期前期、中期及び後期、並びに分泌期前期、中期及び後
期の検体をそれぞれ、実施例２と同様にして、尿素１５ｗ／ｖ％を含有する抗原賦活化液
で抗原賦活化処理を行った。処理後、タイラマイド染色を行い、染色処理後の細胞を含む
検体をスライドグラスに滴下した。このスライドグラスを倒立型顕微鏡Zeiss社製AxioVer
t200（コンデンサ：LDコンデンサ（N.A.0.55）Ph2、対物レンズ：２０倍LD AchroPlan (N
.A.0.4) Ph2、蛍光フィルタ：フィルタセット＃１７）に載置し、スライドグラス上の細
胞をＣＣＤカメラZeiss社製AxioCamHRcを用いて１秒間の露光時間で撮像した。MediaCybe
rnetics社製Image-Pro Plus (ver. 4.5.1.23)で解析し、撮像した細胞の面積と真円度を
算出した。この算出結果を基に、細胞の面積（縦軸）と真円度（横軸）を二軸とする分布
図を作成した。
【００５７】
　作成した分布図を、図４に示す。図４から明らかなように、生理周期の何れの時期の検
体を用いても、本発明の抗原賦活化液による抗原賦活化処理を施したにもかかわらず、扁
平上皮細胞出現領域に出現する細胞数はほとんど変化しない。これは、子宮頸がんの診断
に重要な扁平上皮細胞の形態がほとんど変化していないことを示す。
【００５８】
　さらに、本発明の抗原賦活化液を用いて処理することにより、夾雑物出現領域に出現す
る裸核や破砕細胞、赤血球などの夾雑物が除去されていることもわかる。これを示す顕微
鏡写真を図６に示す。図６の写真は、生理周期が分泌期後期の被験者より採取した検体の
顕微鏡写真であり、上段に抗原賦活化処理を行わずにパパニコロウ染色を施し、撮像した
写真を示し、下段に抗原賦活化処理を行った後にパパニコロウ染色を施し、撮像した写真
を示す。上段の写真の抗原賦活化処理を行っていない検体では、検出対象である扁平上皮
細胞だけでなく、赤血球やその他夾雑物が数多く観察されるが、下段の写真の抗原賦活化
処理を行った検体では、検出対象である扁平上皮細胞はその形態を保ち、一方で赤血球や
夾雑物はほとんど観察できない状態となっている。すなわち、本発明の抗原賦活化液を用
いて処理することにより、診断に必要のない夾雑物をも除去できるという効果があること
がわかる。抗原賦活化液による処理によって夾雑物が減少すると、検鏡による細胞診の際
に、目的とする細胞以外の物質が少ないため検鏡の負担が低減される。また、フローサイ
トメータを用いて測定される散乱光情報や蛍光情報に基づいて細胞の検出をする際も、夾
雑物が少ないために測定精度が向上する。さらに、撮像した細胞の画像に基づいて細胞の
検出を行う場合は、夾雑物が少ないために画像認識ソフトによる画像認識が容易となり、
細胞の画像解析の自動化が容易となる。
【図面の簡単な説明】
【００５９】
【図１】種々の濃度で尿素を含有する抗原賦活化液を用いて抗原賦活化した細胞を、アル
カリホスファターゼ標識抗体を用いた染色により染色した後の顕微鏡写真である。
【図２】尿素濃度に対する、抗体により認識され、蛍光を発すると、蛍光染色された細胞
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【図３】子宮頸部から採取した検体に含まれる細胞を撮像解析した際のスキャッタグラム
例（Ａ）、及び子宮頸部から採取した検体を加熱処理した後、検体に含まれる細胞を撮像
解析した際のスキャッタグラム例（Ｂ）を示す。
【図４－１】子宮頸部からの細胞を画像処理した結果の例を示す。
【図４－２】子宮頸部からの細胞を画像処理した結果の例を示す。
【図５】本発明の抗原賦活化方法により処理した細胞を分析するためのフローサイトメー
タの検出部を示す模式図である。
【図６】子宮頸部から採取した検体に対して抗原賦活化処理を行わずパパニコロウ染色を
施した際の顕微鏡写真（上段）と、子宮頸部から採取した検体に対して抗原賦活化処理を
行った後、パパニコロウ染色を施した際の顕微鏡写真（下段）とを示す。
【符号の説明】
【００６０】
　１０１　　レンズ
　１０２　　ビームストッパ
　１０３，１０７　　対物レンズ
　１０４，１０８，１０９，１１２，１１５　　ダイクロイックミラー
　１０５，１０６，１１１，１１４，１１７，１１９　　検出器
　１１０，１１３，１１６，１１８　　干渉フィルタ
　１２０　　パルスレーザ
　１２１　　カメラ
　１３０　　解析部
　１３１　　表示部
　１４０　　フローサイトメータ

【図１】
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