
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗原を 多重染色する多重免疫組織化学的染色方法 、抗原と
抗体との抗原抗体反応を繰り返すことによって抗原を検出するにあたり、
　 非特異反応抑制処理を行う
　

　

　

ことを特徴とする 検出方法。
【請求項２】
　前記非特異反応抑制処理を、第一抗原と一次抗体との抗原抗体反応の前に行う請求項 1
記載の方法。
【請求項３】
　前記非特異反応抑制処理が、動物血清による処理、スキムミルクによる処理、ノンファ
ットミルクによる処理、及びカゼイン溶液による処理からなる群から選択される少なくと
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呈色物又は発光物で において

(a)抗体と抗原との反応前の 工程、
(b)抗体と抗原とを反応させる工程であって、前記抗原の免疫反応物の呈色物及び発光

物が pH3以下又は pH9以上の緩衝液によって除去される場合には、前記呈色物又は発光物を
画像として記録するか又は検出する処理を含む工程、
(c)別の抗体と抗原との反応前の先の抗体と抗原との反応後の免疫反応物を除去する工

程であって、前記先の抗体とそれに直接的ないし間接的に結合している免疫反応産物を pH
3以下又は pH9以上の緩衝液で 7分以下で除去する工程、及び
(d)抗原を検出する工程であって、前記緩衝液での免疫反応物の除去後の別の抗体と抗

原との反応後に呈色物又は発光物によって抗原を検出する工程
を含む 抗原の



も 1種である請求項 1又は 2記載の方法。
【請求項４】
　前記カゼイン 処理を、 0.025～ 2.5％の範囲のカゼインを含む溶液により行う
請求項 3記載の方法。
【請求項５】
　さらに、非特異反応生成物、及びその他の残存反応物を除去するために、 25～ 60℃の範
囲内で加熱した洗浄液によって洗浄する工程を含む請求項 1～ 4のいずれか 1項記載の方法
。
【請求項６】
　前記 、

最後に検出する抗原以外の抗原の 請求項 1～ 5の
いずれか 1項記載の方法。
【請求項７】
　免疫組織化学的染色方法が、異なる成分強度を有する複数の色素を用いて染色する方法
であり、前記成分強度の差異に基づいて抗原を検出する請求項 1～ 6のいずれか 1項記載の
方法。
【請求項８】
　前記成分が、 R(赤 )成分、 B(青 )成分、及び G(緑 )成分からなる請求項 7記載の方法。
【請求項９】
　前記呈色物又は発光物が可視化することができる物質である請求項 1～ 8のいずれか 1項
記載の方法。
【請求項１０】
　可視化することができる物質が、免疫組織化学的反応の標識酵素の基質との反応で呈色
ないし発光するカップリング物質である請求項 9記載の方法。
【請求項１１】
　可視化 物質が、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリフォスファター
ゼ、グルコースオキシダーゼ、ベータガラクトシダーゼからなる群から選択される少なく
とも 1種である請求項 9記載の方法。
【請求項１２】
　反応液、反応時間、及び洗浄回数をプログラムして自動免疫装置に組み込み、自動化し
て行う請求項 1～ 11のいずれか 1項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
　本発明は、抗原の検出方法に関し、特に、多重免免疫組織化学的染色方法を用いた抗原
の検出方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
　近年の免疫科学の進歩により、抗原抗体反応を用いて微量の物資を感度良く検出する免
疫測定が広く用いられている。免疫測定の中で一般的なものとして、免疫組織染色及び酵
素免疫測定がある。
【０００３】
　免疫組織染色とは、組織上の特定の抗原を、その抗原を特異的に認識する抗体によって
検出する方法である。通常、組織を固定後パラフィン包埋したブロックから薄切 した切
片上に特定の抗原を認識する抗体を反応させ、反応した抗体の有無から抗原の存在を判断
する。最初に抗原と反応させる抗体を、通常、第一抗体 と呼ぶ。第一
抗体に、視覚又は機器により検出し得るシグナルを発する物質を結合させておけば、その
シグナルの強度から第一抗体の量がわかり、それは即ち切片上の抗原の量に対応する。こ
の目的を達成するためのシグナルを発する物質として蛍光物質、酵素などが挙げられる。
【０００４】
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溶液による

抗体とそれに直接的ないし間接的に結合している免疫反応産物の除去を 最後に検
出する抗原の染色前であって 検出後に行う

のために用いる

り

(一次抗体ともいう )



　光学顕微鏡での染色像の解析が可能となった現在では、シグナルを発する物質として酵
素を用いるのが一般的となった。免疫組織染色を行う際、 抗体に酵素を結合させてお
けば、その酵素の発色性の基質を加えることにより酵素活性に対応した発色が得られ、そ
れは抗体の量に対応、即ち組織上に存在する抗原の量に対応する。しかし、この方法では
通常十分な感度が得られない。
【０００５】
　抗原を検出する免疫組織化学的染色方法には、一次抗体を可視化できる酵素や標識物で
標識したものを用いる直接法と一次抗体を標識せずに二次抗体を標識する間接法があるこ
とが記載されている (酵素抗体法　学際企画  20002.2.18発刊、 p.23-25(以下、非特許文献
1という ))。一般に、間接法には、抗原を一次抗体で標識した後に、この特異抗体を標識
する間接法に属するペルオキシダーゼ抗ペルオキシダーゼ法 (以下、 PAP法という )、スト
レプトアビジン ビオチン複合体法 (以下、 sABC法という )、二次抗体と標識酵素とのポリ
マーへ結合させたポリマー試薬法、 FITC

で標識した一次抗体ないし二次抗体 HRP標識
抗 FITC抗体を用いる方法、 sABC法に異化レポーター

沈着反応 (以下、 CARDと )を追加した超高感度の免疫組織化学的染色方法がある。
【０００６】
　 PAP法は、「改訂四版　渡辺・中根　酵素抗体法　名倉宏、長村義之、堤寛編　学際企
画  20002.2.18発刊、非特許文献 1」に記載されている。これには、ウサギの一次抗体を反
応させ、次に、過剰なブタ抗ウサギ抗体を反応させる方法である (当該文献、 p.136-138)
。ブタ抗ウサギ抗体の 2つのウサギ抗体に対する結合部の一つに、ウサギ抗 HRP抗体と HRP
を可溶性結合させた複合体 (PAP複合体 )を抗原抗体反応で結合する。 HRPと過酸化水素水と
ジアミノベンチジン 等のカップリング色素で抗原の存在部
位に呈色反応を生じさせる。ヘマトキシリン溶液で核を対比染色した後に、濃度の漸増す
るエタノール系列に切片を浸し脱水し、キシレンを浸透させ、カバー ラスでプラスチッ
ク溶剤を用いて封入する。
【０００７】
　次に、 sABC法は、上記非特許文献 1の p.138-144に記載されている。この方法によれば、
固定組織パラフィン切片のパラフィンの除去、非特許文献 1の p.163に記載されている 0.03
%過酸化水素水メタノール液に 20分間浸し内因性 ルオキシダーゼ活性を抑制し、リン酸
緩衝液で親水化する。切片中の抗原を一次抗体で標識する。ビオチン化二次抗体を一次抗
体と反応させ、ストレプトアビジン -HRP複合体で標識し、 HRPと過酸化水素水とジアミノ
ベンチジン等のカップリング色素で抗原の存在部位に呈色反応を生じさせる。ヘマトキシ
リン溶液で核を対比染色した後に、濃度の漸増するエタノール系列に切片を浸し脱水し、
キシレンを浸透させ、カバーグラスでプラスチック溶剤を用いて封入する。
【０００８】
　また、 HRP標識抗 FITC抗体を用いる方法は、上記非特許文献 1の p.158に記載されている
。これによれば、 sABC法と同様に固定標本切片を親水化し、 FITC標識の一次抗体で抗原を
標識するか、抗原と反応させた一次抗体を FITC標識二次抗体で標識し、その FITCを HRPな
どの酵素で標識した抗 FITC抗体と反応させ、 HRPなどの呈色反応で、抗原の検出を間接的
に行う。ザイメッド社のホームページ (以下、非特許文献 2という )に、商業的にこのキッ
トの記載がある。
【０００９】
　また、特開 2001-181299号 (以下、特許文献 1という )では、ポリマー試薬法が知られてい
る。特許文献 1では、ポリマーを担体として酵素 (HRPなど )と抗体 (蛋白 )の複合体で、高感
度に特異抗体で標識される物質の検出が可能との記載がある。この特許文献 1の請求項 13
に、ポリマー試薬法の記載がある。また、上記非特許文献 1の p.147に、以下に示すポリマ
ー試薬法の実施法の記載がある。 SABC法と同様に固定標本切片を親水化し、切片中の抗原
を特異抗体と反応させ、二次抗体と HRP等の酵素とポリマーの複合体と反応させ、 HRPなど
の呈色反応で、抗原の検出を間接的に行う。商業的には、 ENVISION、 ChemMate ENVISION
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一次

-
フルオレセインイソチオシアネート (以下、 とい

うことがある ) として (以下、西洋ワサビペル
オキシダーゼを HRPということがある )

いう

(以下、 DABということがある )

グ

ペ



がダコサイトメーション社から、 simple stain systemがニチレイから、二次抗体の代わ
りに特異抗体と酵素とポリマーの複合体を用いる EPOS systemがダコサイトメーション社
から供給されている。
【００１０】
　また、 CARDは、米国特許第 5,731,158号 (以下、特許文献 2という )に記載があり、この特
許文献 2では、 claim 9 に、ビオチン化タイラマイドや蛍光標識 (FITC等 )タイラ
マイドの利用の記述がある。この特許文献 2の請求項 9に、ビオチン化タイラマイドの CARD
の記載がある。上記非特許文献 1の p.150-152と J Immunol Methods. 1989(以下、非特許文
献 3という )では、酵素反応での特異物質の沈着を特定の物質の検出の増幅に用い、超高感
度の検出が可能であるとの記載がある。また、 Lab Invest.(以下、非特許文献 4という )で
は、化学固定された組織のパラフィン切片で、抗原回復処理と [非特許文献 1]の標識シグ
ナルの増幅法の組み合わせ (ImmunoMax法 )で、化学固定された組織のパラフィン切片では
検出できなかった抗原を検出することができるとの記載がある。上記非特許文献 3及び上
記非特許文献 4に、超高感度の免疫組織化学的染色法の以下に示す実施法の記載がある。
すなわち、 sABC法と同様に固定標本切片を親水化し、抗原回復し、 sABC法で抗原を標識し
、 HRPによるビオチン化タイラマイドを沈着させ、ストレプトアビジン -HRP複合体で標識
増幅を行い、抗原の検出感度を sABC法の 1000倍に増幅する超高感度の免疫組織化学的染色
を行う方法である。この染色方法は ImmunoMax法として報告され、商業的には catalyzed s
ignal amplification (CSA) systemとしてダコサイトメーション社より供給されている。
しかし、抗原回復による内因性ビオチンによる非特異反応は強く、非特許文献 1の p164-16
5に記載の内因性ビオチンを 0.1%アビジン溶液と 0.01%ビオチン溶液に浸しマスクする方法
を導入したものが開発された。そして、 DENDRITIC CELLS 1997(以下、非特許文献 5という
)と平成 10年度～平成 11年度科学研究費補助金 (基盤研究 (C)(2))研究成果報告書  HTLV-1関
連疾患の HTLV-1超高感度組織 的検出法による研究 (以下、非特許文献 6という )に記載
の modified ImmunoMax法が開発された。また、 sABC法の代わりに、 HRP標識抗 FITC抗体を
用いる方法に、 HRPによるビオチン化タイラマイドを沈着させ、ストレプトアビジン -HRP
複合体で標識増幅を行い、抗原の検出感度を HRP標識抗 FITC抗体を用いる方法の 1000倍
に増幅する超高感度の免疫組織化学的染色方法がキット化され、非ビオチン法としてザイ
メット社から供給されている。さらに、米国特許第 6,203,989号 (以下、特許文献 5という )
では、標的核酸を標識する in-situ hybridizationの増幅したシグナルを可視化する方法
として、 HRP、アルカリフォスファターゼなどの酵素反応の他に、蛍光標識 (

(FITC)等 )が利用できるとの記載がある。特許文献 2の請求項 9と特
許文献 5に CARDでの沈着したタイラマイドの標識に、蛍光物質を使う記載がある。
【００１１】
　現在、固定組織標本パラフィン切片中の二つ以上の抗原を検出する免疫組織化学的染色
方法には、二つの抗原 (以下、第 1抗原と第 2抗原と記載 )を検出する場合には、第 1抗原を
検出し呈色反応物 (以下 カップリング色素という )ないし発光反応物の沈着を
含む免疫組織化学的染色後に、沈着したカップリング色素ないし発光反応物以外の免疫反
応産物を pH3以下ないし pH9以上の緩衝液で洗浄することで除去し、第 2抗原の免疫組織化
学的染色を行う古典的多重免疫組織化学的染色方法がある。
【００１２】
　また、古典的多重免液組織化学的染色方法の、一般的な説明と実施法の解説が知られて
いる (非特許文献 1、 p.191-194)。この染色方法で行われる沈着したカップリング色素ない
し発光反応物以外の免疫反応産物を pH3以下ないし pH9以上の緩衝液での洗浄は、一般に、
0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2が用いられ、第 1抗原の免疫組織化学的染色を終えた固定組
織パラフィン標本切片をこの緩衝液に浸し、室温で、数時間、攪拌させながらこの緩衝液
を 3度は交換することで行われると記載されている。また、この文献においては、加熱処
理によって、抗原回復を行うことも記載されている。すなわち、この文献の p.195に抗原
回復の加熱処理を行うことで第 1抗原の検出の免疫反応産物の沈着したカップリング色素
ないし発光反応物以外の免疫反応産物を無効又は除去する方法の説明の記載がある。この
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(請求項 9)

化学
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方法は、一般に、第 1抗原の免疫組織化学的染色を終えた固定組織パラフィン標本切片を 0
.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0に浸し、加熱型攪拌器やオートクレーブで加熱することにより
行われる。抗原回復の加熱処理を行うことで第 1抗原の検出の免疫反応産物の沈着したカ
ップリング色素ないし発光反応物以外の免疫反応産物を無効又は除去する方法の一つが、
ダコサイトメーション社からキット化されて供給されている。
【００１３】
　その他に、免疫組織化学的染色方法に含まれる抗原抗体反応等の飽和状態を利用するか
、抗原回復の加熱処理を行うことで第 1抗原の免疫組織化学的染色の沈着したカップリン
グ色素ないし発光反応物以外の免疫反応産物を無効又は除去し、第 2抗原を検出する免疫
組織化学的染色の呈色ないし発光反応物の酵素反応における酵素を 例えば 西洋ワサビ
ペルオキシダーゼからアルカリフォスファターゼに変えて実施する方法がある。
【００１４】
　また、第 1抗原と第 2抗原を検出する免疫組織化学的反応の特異抗体 (以下 一次抗体と
いう )の抗原性の異なるものを用いるか、異なる抗原抗体反応ないし化学的反応で特異的
に検出できる標識物 例えば (FITC)で標識した一次
抗体を用いて、同時に第 1抗原と第 2抗原を標識し、その標識された二つの抗原を一次抗体
の抗原性ないし標識物の特異性に依存して検出する方法がある。
【００１５】
　これらの二つ以上の抗原を検出する免疫組織化学的染色方法は多重免疫染色法と呼ばれ
るが、三つ以上の抗原を検出する方法は実用性があまり無く、実用性のある二つの抗原を
検出する免疫組織化学的染色方法が二重免疫染色法と呼ばれている。この多重免疫染色法
は、一般に、免疫組織化学的染色方法で一度検索された二つの抗原の関係を知る為に用い
られる。
【００１６】
　また、免疫組織化学的染色における非特異反応は、目的とする抗原以外の非特異的結合
物質をも染色され、ひいては目的とする抗原として最終的に検出されてしまうという問題
がある。
【００１７】
　このような非特異反応は、固定組織標本切片に内在する原因によるものと固定組織標本
切片の処理に起因するもの、染色の各反応の試薬の問題、染色の各反応後の洗浄の問題、
染色操作の問題が原因となるものがある。
【００１８】
　このような非特異的反応による問題を解決するために、内因性 ルオキシダーゼ活性に
よる非特異反応の抑制方法が知られている (上記非特許文献 1の p.163)。内因性 ルオキシ
ダーゼ活性による非特異反応は、固定組織標本切片の内在する原因による非特異反応の一
つである。内因性 ルオキシダーゼ活性の抑制は、固定組織標本パラフィン切片のパラフ
ィンを除き親水化の前に、 0.03%過酸化水素メタノール溶液に切片を 20分間浸すか、親水
化後に 0.3%過酸化水素リン酸緩衝液に 5分間浸して行う。
【００１９】
　抗体の非特異反応は、染色の各反応の試薬の問題、染色の各反応後の洗浄の問題による
非特異反応に含まれる。染色に関わる非特異的反応の問題に対して、断片化免疫グロブリ
ン抗体を特異 (一次 )抗体や二次抗体に用いることで非特異反応を抑制することが知られて
いる米国特許第 5,869,274号 (以下、特許文献 4という )では、特異抗体反応の前に一価の抗
体を反応させることで、抗体の非特異反応を抑制できるとの記載がある。この特許文献 4
と上記非特許文献 1の p.43)。非特許文献 1の p.185に、抗体希釈液に一次抗体と対応したウ
マ、ヒツジ、ウサギなどの動物血清を 1%から 5%加えることで非特異反応を抑制することの
記載がある。また、非特許文献 1の p.115に、 0.25%カゼイン溶液を抗体反応の前に 5～ 30分
間反応させることで非特異反応抑制することの記載がある。抗体希釈液に 0.1%Tween20な
どの界面活性剤を添加したトリス緩衝液が商業的に供給され用いられている。
【００２０】
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　また、抗原回復法による非特異反応は、固定組織標本切片の処理に起因するものである
が、超高感度の免疫組織化学的染色法で問題となる。その主たる原因が抗原回復された内
因性ビオチンである。非特許文献 1の p164-165に、 0.1%アビジン溶液で、内因性ビオチン
をマスクし、アビジンの残余ビオチンとの結合部を 0.01%ビオチン溶液でマスクする方法
の知られている。この方法を sABC法を含む超高感度の免疫組織化学的染色方法に導入す
ることも知られている (Hasui K, Sato E, Tanaka Y, Yashiki S, Izumo S. (1997) Quant
itative highly-sensitive immunohistochemistry (Modified ImmunoMax) of HTLV-1 p40
tax and p27rex proteins in HTLV-1-associated non-neoplastic lymphadenopathy (HAN
NLA) with estimation of HTLV-1 dose by polymerase chain reaction. DENDRITIC CELL
S 1997 Japanese Dendritic Cell Society 7:19-27.(以下、非特許文献 5という。 ))。こ
の非特許文献 5には、 [非特許文献 2]の ImmunoMax法で、内因性ビオチンによる非特異反応
があり、従来発表されているアビジン溶液とビオチン溶液でのビオチンのマスクを導入し
、反応後の洗浄条件を変えることで、超高感度免疫組織化学染色が可能であるとの記載が
ある。 (蓮井和久　平成 10年度～平成 11年度科学研究費補助金 (基盤研究 (C)(2))研究成果
報告書　 HTLV-1関連疾患の HTLV-1超高感度組織 検出法による研究 (課題番号  106701
66) )(以下非特許文献 6という )。この文献には、 p.3-9で、 HRPによるビオチン
化タイラマイドの沈着反応による標識の増幅が 1000倍であること、 ビオチンのマス
ク法の超高感度免疫染色法への至適導入部、各超高感度免疫組織 染色の反応後の洗
浄、後固定の非特異反応抑制条件等の記載がある。
【００２１】
　免疫組織化学的染色法の洗浄液は、リン酸緩衝液、トリス緩衝液、界面活性剤を加えた
トリス緩衝液が用いられる。免疫組織化学的染色では、各反応後に、 5分間 3回の洗浄が行
われる。非特許文献 5と非特許文献 6に、超高感度免疫組織化学的染色方法では、それに含
まれる sABC法で充分な反応後の洗浄が必要であり、 CARDのビオチン化タイラマイドの沈着
は非特異なものであるので、非沈着ビオチン化タイラマイドの残留を除く洗浄と沈着ビオ
チン化タイラマイドの HRP標識ストレプトアビジンによる標識後のある程度の洗浄が必要
になることの記載がある。また、非特許文献 5と非特許文献 6に、キャピラリーギャップ法
の染色装置を用いた場合には、 sABC法の充分な洗浄は 35℃に加熱した界面活性剤を加えた
トリス緩衝液で、 HRPによるビオチン化タイラマイド沈着反応後は室温トリス緩衝液での
洗浄が必要であるとの記載がある。
【００２２】
　一方、免疫組織化学的染色法の基準化の為に、自動免疫染色装置が普及してきている。
キャピラリーギャップ法と呼ばれる 2枚の固定組織標本切片のスライドグラスを向き合わ
せ、その間に毛細管現象を利用して反応液や洗浄液を吸い上げ、反応ないし洗浄後に吸収
材で溶液を吸収する。この操作をコンピューター制御するものである。また、コンピュー
ター制御で、反応液や洗浄液を所定の場所からマイクロポンプで吸引し、水平に配置した
固定組織標本切片のスライドグラスに反応液や洗浄液を滴下する滴下型がある。この滴下
型の自動免疫染色装置の染色方法は用手法と同じもので、普及して来ている。更に、加熱
温度制御の出来る基盤の上に、基盤に固定組織標本切片を対面させてスライド ラスをセ
ットし、反応液や洗浄液を基盤とスライド ラスの間に送り、温度制御下で諸反応と洗浄
を行う自動免疫装置も出現している。
【００２３】
　自動免疫染色装置 は、コンピューター制御下の装置で、組織化学的染色方法を実施す
るものである。組織標本の切片を貼付したスライドの装置へのセットの方法で、二枚のス
ライドを狭い間隙で重ね、その間に毛細管現象で反応試薬等は入ってくるキャピラリーギ
ャップ法とその変法 、スライドに反応試薬等を滴下する滴下型がある。また、免疫組織
染色方法の各反応の時間、各反応後の洗浄の方法等をコンピューターのプログラムとして
供給されているものと、各反応の試薬の各スライドへの分配、各反応の時間、各反応後の
洗浄方法を、任意に設定できるものがある。前者は、特定の免疫組織化学的方法を実施す
るもの (固定型装置 )であり、一般に、その試薬や洗浄液等が共に供給されることが多い。
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後者は、その使用者の設定した免疫組織化学的染色法を実施させることが可能なもの (自
由型装置 )がある。米国特許第 6,349,264号 (以下、特許文献 3という )では、コンピュータ
ー制御による水平に配列したスライドへの滴下方式での自動免疫染色装置の記載がある。
この特許文献 3に、この自由型装置の記載がある。また、 Appl Immunohistochem Mol Morp
hol. 2001 Mar(以下、非特許文献 7という )では、抗原回復を加熱式攪拌装置での熱処理に
よる抗原回復法と従来発表されているアビジン溶液とビオチン溶液でのビオチンのマスク
を導入した超高感度免疫染色法 (CSA法 )の自動免疫染色装置での実施が可能であるとの記
載がある。この非特許文献 7には、この自動免疫染色装置での超高感度の免疫組織化学的
染色が可能であると記載されている。 http://www.ventanadiscovery.com/product/index.
html(以下、非特許文献 8という )では、加熱温度制御の出来る基盤の上に、基盤に対応す
る面に固定組織標本切片が来る形でスライドグラスをセットし、反応液や洗浄液を基盤と
スライドグラスの間に送り、温度制御下で諸反応と洗浄を行う自動免疫装置 (The Ventana
 Discovery)の記載がある。この非特許文献 8には、加熱温度制御の出来る基盤の上に、基
盤に対面して固定組織標本切片のスライド ラスをセットし、反応液や洗浄液を基盤とス
ライド ラスの間に送り、温度制御下で諸反応と洗浄を行う自動免疫装置の記載がある。
【００２４】
【特許文献１】
特開 2001-181299号公報 (株式会社ニチレイ、平成 13(2001)年 7月 3日、酵素 -タンパク質複
合体 )
【特許文献２】
米国特許第 5,731,158号明細書 (Bobrow, et al. March 24, 1998, Catalyzed reporter de
position)
【特許文献３】
米国特許第 6,349,264号明細書 (Rhett, et al. February 19, 2002 Method and apparatus
 for automatic tissue staining)
【特許文献４】
米国特許第 5,869,274号明細書 (Tsao, et al. February 9, 1999 Immuno-histochemical m
ethod that reduces background staining)
【特許文献５】
米国特許第 6,203,989号明細書 (Goldberg, et al. March 20, 2001 Methods and composit
ions for amplifying detectable signals in specific binding assays)
【非特許文献１】
改訂四版　渡辺・中根　酵素抗体法　名倉宏、長村義之、堤寛編　学際企画　 20002.2.18
発刊
【非特許文献２】
ザイメッド社のホームページ (http://www.zymed.com/)の NBA kit(非ビオチン法のキット )
のページ (http://www.zymed.com/pindex/index9.html)
【非特許文献３】
Bobrow MN, Harris TD, Shaughnessy KJ, Litt GJ. Catalyzed reporter deposition, a 
novel method of signal amplification. Application to immunoassays. J-Immunol-Met
hods. 1989 Dec 20; 125(1-2): 279-85
【非特許文献４】
Merz H, Malisius R, Mannweiler S, Zhou R, Hartmann W, Orscheschek K, Moubayed P,
 Feller AC (1995) ImmunoMax. A maximized immunohistochemical method for the retr
ieval and enhancement of hidden antigens. Lab Invest. The United States and Cana
dian Academy of Pathology. LWW, Lippincott Williams and Wilkins publishes 1995 J
ul;73(1):149-56.
【非特許文献５】
Hasui K, Sato E, Tanaka Y, Yashiki S, Izumo S. (1997) Quantitative highly-sensit
ive immunohistochemistry (Modified ImmunoMax) of HTLV-1 p40tax and p27rex protei
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ns in HTLV-1-associated non-neoplastic lymphadenopathy (HANNLA) with estimation 
of HTLV-1 dose by polymerase chain reaction. DENDRITIC CELLS 1997 Japanese Dendr
itic Cell Society 7:19-27
【非特許文献６】
蓮井和久　平成 10年度～平成 11年度科学研究費補助金 (基盤研究 (C)(2))研究成果報告書　
HTLV-1関連疾患の HTLV-1超高感度組織 的検出法による研究 (課題番号 10670166)
【非特許文献７】
Hashizume K, Hatanaka Y, Kamihara Y, Tani Y. Automated immunohistochemical stain
ing of formalin-fixed and paraffin-embedded tissues using a catalyzed signal amp
lification method. Appl-Immunohistochem-Mol-Morphol. 2001 Mar; 9(1): 54-60
【非特許文献８】
http://www.ventanadiscovery.com/product/index.html
【００２５】
【発明が解決しようとする課題】
　しかしながら、上述した古典的多重免液組織化学的染色方法において、沈着したカップ
リング色素ないし発光反応物以外の免疫反応産物を 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2等で除
去するには、室温で数時間要し、完全な除去の達成の指標がなく、基準化されていない。
また、カップリング色素は、 HRPでも複数あり、その組み合わせが明らかにされていない
。ダコサイトメーション社からキット化され供給されているものは、加熱処理がその染色
過程で必要とされ、自動免疫染色装置への導入が困難である等の問題がある。
【００２６】
　そこで、本発明は、抗原の検出に際して、検出時間の大幅な短縮、染色に用いる色素の
選別、方法の自動化にも適する抗原の検出方法を提供することにある。
【００２７】
【課題を解決するための手段】
　本発明者らは、一次抗体の非特異的反応の抑制に着目し、種々の緩衝液、非特異反応抑
制物質を鋭意研究した結果、本発明の抗原の検出方法を見出すに至った。
　すなわち、本発明の抗原の検出方法は、抗原を 多重染色する多重免
疫組織化学的染色方法 、抗原と抗体との抗原抗体反応を繰り返すことによって抗
原を検出するにあたり、
　 非特異反応抑制処理を行う
　

　

　

ことを特徴とする。
【００２８】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、前記非特異的反応抑制
処理を、第一抗原と一次抗体との抗原抗体反応の前に行うことを特徴とする。
【００２９】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、前記非特異的反応抑制
処理が、動物血清による処理、スキムミルクによる処理、ノンファットミルクによる処理
、及びカゼイン溶液による処理からなる群から選択される少なくとも 1種であることを特
徴とする。
【００３０】
　また、 前記カゼイン 処理を、 0.025～ 2.5%の範囲のカ
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呈色物又は発光物で
において

(a)抗体と抗原との反応前の 工程、
(b)抗体と抗原とを反応させる工程であって、前記抗原の免疫反応物の呈色物及び発光

物が pH3以下又は pH9以上の緩衝液によって除去される場合には、前記呈色物又は発光物を
画像として記録するか又は検出する処理を含む工程、
(c)別の抗体と抗原との反応前の先の抗体と抗原との反応後の免疫反応物を除去する工

程であって、前記先の抗体とそれに直接的ないし間接的に結合している免疫反応産物を pH
3以下又は pH9以上の緩衝液で 7分以下で除去する工程、及び
(d)抗原を検出する工程であって、前記緩衝液での免疫反応物の除去後の別の抗体と抗

原との反応後に呈色物又は発光物によって抗原を検出する工程
を含む

は

は

本発明の好適例では、 溶液による



ゼインを含む溶液により行うことを特徴とする。
【００３１】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、さらに、非特異反応生
成物、及びその他の残存反応物を除去するために、 25～ 60℃の範囲内で加熱した洗浄液に
よって洗浄する工程を含む、ことを特徴とする。
【００３２】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、前記

、
最後に検出する抗原以外の抗原の 同定後に行うことを特徴とする。

【００３３】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、免疫組織化学的染色方
法が、異なる成分強度を有する複数の色素を用いて染色する方法であり、前記成分強度の
差異に基づいて抗原を検出することを特徴とする。
【００３４】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、前記成分が、 R(赤 )成
分、 B(青 )成分、及び G(緑 )成分からなることを特徴とする。
【００３５】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、前記呈色物又は発光物
が、可視化することができる物質であることを特徴とする。
【００３６】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、可視化することができ
る物質が、免疫組織化学的反応の標識酵素の基質との反応で呈色ないし発光するカップリ
ング物質であることを特徴とする。
【００３７】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、可視化
物質が、西洋ワサビペルオキシダーゼ (以下、 HRPという )、アルカリフォスフ
ァターゼ (以下、 ALPという )、グルコースオキシダーゼ、ベータガラクトシダ
ーゼからなる群 ことを特徴とする。
【００３８】
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、反応液、反応時間、及
び洗浄回数をプログラムして自動免疫装置に組み込み、自動化して行うことを特徴とする
。
【００３９】
【発明の実施の形態】
　まず、本発明の抗原の検出方法について概略を説明すれば、以下のようになる。すなわ
ち、抗原回復処理 (この処理は必須ではないが、抗原の抗原性をより高め、ひいては、目
的抗原を検出し するのに用いられる。 )、洗浄、非特異反応抑制処理、特異抗体反応 (
一次抗体と第 抗原との抗原抗体反応 )、前記抗原抗体反応した一次抗体と酵素を含む二次
抗体との結合 (複合体の形成 )、 第 抗原の同定、

洗浄、の工程からなる。これらの工程を繰り返しながら、最終的に複数あるすべ
ての抗原を検出せんとするものである。
【００４０】
　本発明の抗原の検出方法は、固定組織切片を用いることも、熱処理ができない標本切片

を用いることもできる。ここで、固定組織 (パラフィン包埋 )標本
切片について説明すると、固定組織 (パラフィン包埋 )標本とは、生物組織から切り出され
、固定化された標本のことで、例えば、 10％緩衝ホルマリン液等で化学固定され、濃度が
漸増するエタノール溶液系列で水分が除かれ、 100％キシレン等で浸透され、 60℃前後の
溶解したパラフィン等の溶液で浸透され、低温下でパラフィン等で固化された標本をいう
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的ないし間接的に結合している免疫反応産物の除去を 最後に検出する抗原の染色前であ
って 検出後や
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は のために用いる
ことがある
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より選ばれる
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易く
1

必要に応じて 1 第 2抗原等の第 1抗原に次ぐ
抗原の特異抗体反応前における第 1抗原等に結合した抗体とそれに直接的ないし間接的に
結合している免疫反応産物の pH3以下又は pH9以上の緩衝液による 7分以下での除去、必要
に応じた

、例えば、凍結標本切片



。固定組織 (パラフィン包埋 )標本切片は、通常、薄切装置で されたその標本の 3ミク
ロン前後の厚さの切片で、適切に処理されたスライドに貼付されている。固定組織パラフ
ィン標本切片が免疫組織化学的染色に供される時には、 100％キシレンに浸透することで
パラフィンを除き、 100％エタノールでそのキシレンを置換した後に、リン酸緩衝液等に
浸透して、親水化される。
【００４１】
　次に、本発明の方法の原理について説明する。図 1は、古典的二重免疫組織化学的染色
方法による局在の異なる第 1と第 2抗原を検出した場合の産物の概念図を示す。図 1では、
説明を簡略化するために 2つの抗原を用いるが、本発明は 2つの抗原に限定されることを意
図するものではなく、複数の抗原の検出を行うことが可能である。従来の方法では、第 1
抗原の一次抗体とその検出の酵素を含む複合体の除去を行っても、完全には非特異的に結
合した一次抗体の除去が出来ないので、結果として非特異的に結合した一次抗体を第 2抗
原の一次抗体の検出の酵素を含む複合体が検出し、それぞれの一次抗体の非特異的結合部
に、第 1と第 2抗原の検出の為のカップリング色素の共染が見られる。これに対して、本発
明の方法では、一次抗体の非特異結合を非特異反応抑制処理で抑制 、一次抗体とその酵
素を含む検出複合体が 除去されるので、
第 1抗原の周囲には沈着したカップリング色素のみが存在し、

第 2抗原には一次抗体とその酵素を含む検出複合体とその酵素のカップリング色素が存
在する。古典的二重免疫染色方法以外の二重免疫染色でも、一次抗体の非特異結合反応の
抑制を実施しない場合には、第 1と第 2抗原の検出の為のカップリング色素の共染を認める
ことになる。本発明においては、 非特異的結
合物質に抗体等が結合することはな

ので、目的の抗原のみ
を精度良く検出することが可能であり、従来の 方法

と本発明の二重免疫組織化学的染色方法の最終産物は異なる
。
【００４２】
　本発明の抗原の検出方法では、呈色物又は発光物で抗原を多重染色する多重免疫組織化
学的染色方法を用いて二以上の異なる抗原を検出する。多重染色とは、複数の色素

を用いて免疫組織染色する方法である。
【００４３】
　本発明では、当該多重免疫組織化学的染色を用いて、さらに、非特異反応抑制処理を行
うことによって、一次抗体と非特異的に結合する非特異的結合物質 し、前記一次抗
体と非特異的結合物質との結合を抑制する。
【００４４】
　ここで、非特異反応抑制処理とは、広く、一次抗体と、非特異反応結合物質との結合を
抑制する処理を意図し、このような作用があれば、特に限定されるものではない。このよ
うな非特異反応抑制処理として、例えば、カゼインによる処理、二次抗体と同種の動物血
清、スキムミルク乃至ノンファットミルク、からなる群から選択される少なくとも 1種を
挙げることができる。スキムミルク、ノンファットミルクは、特に血清中の酵素等の活性
を避ける為にも用いることができる。
【００４５】
　また、前記カゼイン処理を、 0.025～ 2.5％の範囲のカゼインを含む溶液により行うこと
が好ましい。さらに好ましくは、 0.1～ 1.0％の範囲、最も好ましくは、 0.25％± 0.1％で
ある。
【００４６】
　本発明においては、複数の抗原を検出することが事実上可能であるが、第 抗原 (最初に
検出する抗原 )から第 n抗原 (最後に検出する抗原、 n=1,2,3・・・ )を検出する場合、抗体
に結合している免疫反応物 であって、最後に検出する抗原 (第 n抗原 )以外の
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抗原 (第 1～ (n-1)抗原 )を検出する免疫反応物の呈色物又は発光物を除いたものを、 pH3以
下又は pH9以上の緩衝液で除去する。 pH3以下又は pH9以上としたのは、 pH3以下又は pH9以
上では、抗原抗体反応が起こらないので、結合していた一次抗体が抗原から離れ、ひいて
は抗体に結合している免疫反応物であって、カップリング色素 (呈色物、発光物 )を除いた
ものを除去できるという観点からである。
　ここで、抗体に結合している免疫反応物であって、最後に検出する抗原 (第 n抗原 )以外
の抗原 (第 1～ (n-1)抗原 )を検出する免疫反応産物の呈色物又は発光物を除いたものについ
て、具体的に述べると、 ABC法の場合、一次抗体、ビオチン標識二次抗体、酵素標識アビ
ジンを意味する。また、ポリマー法の場合、一次抗体、酵素 二次抗体を標識したポリマ
ーを意味する。
　また、本発明の抗原の検出方法の好ましい実施態様において 、さらに、非特異反応生
成物、及びその他の残存反応物を除去するために、加熱した洗浄液によって洗浄する工程
を含む。この工程において、非特異的反応生成物及び残存反応物を除去することができる
。また、前記加熱した洗浄液の温度は 25～ 60℃の範囲内が好適である。かかる温度範囲で
は、抗原抗体反応が起こり、ひいては、非特異的反応生成物及び残存反応物の充分な除去
が可能となる。
【００４７】
　また、前記呈色物又は発光物を除いたものの除去を、最後に検出する抗原以外の抗原の
同定後に行うことができる。これは、それ以降で行われる工程の抗原の検出への影響を最
小限度にするという観点からである。
【００４８】
　本発明においては、免疫組織化学的染色方法が、異なる成分強度を有する複数の色素を
用いて染色する方法であり、前記成分強度の差異に基づいて抗原を検出することができる
。これは、異なる成分強度を有する複数の色素を用いれば、原理的に複数の抗原の検出が
可能となるからである。成分強度の差異に基づいて検出するとは、例えば、色素としてジ
アミノベンチジン (DAB)と、 アミノベンチジンニッケル (DAB-Ni)を用いた場合、 DABは R
成分の強度が高く、 DAB-Niも R成分の強度が高いが (表 2)、各成分比から相対的には、 DAB
の R成分強度が、他の G,B成分と比較して高いといえる。実際に、デジタル電子顕微鏡画像
を RGB分解して、 R、 G、 B成分として解析した場合、 DABでは、 Gと Bとの成分を強く反映す
る一方で、 DAB-Niは、 R,G,B成分を均等に強く反映するという異なる結果を表示する。し
たがって、これらの強度差を利用すれば、抗原の検出も可能となる。
【００４９】
　好ましい実施態様において、前記成分が、 R(赤 )成分、 B(青 )成分、及び G(緑 )成分から
なる。このような RGB成分を採用したのは、カラー図における各カップリング色素の組み
合わせを白黒図でも理解できるようにという観点からであり、採用する成分として特に限
定されることを意図するものではない。前記呈色物又は発光物は、また可視化することが
できるものが好ましい。
【００５０】
　また、当該呈色物又は発光物は、標識物質との反応で呈色乃至発光するカップリング物
質であることが好ましい。さらに、好ましくは、可視化することができる物質が、免疫組
織化学的反応の標識酵素の基質との反応で呈色ないし発光するカップリング物質である。
このように標識酵素の基質との反応で呈色乃至発光するものとしたのは、免疫染色された
標本の観察に光学顕微鏡と蛍光顕微鏡又はレーザー共焦点顕微鏡が用いられるという観点
からである。
【００５１】
　 物質としては、西洋ワサビペルオキ
シダーゼ (HRP)、アルカリフォスファターゼ (ALP)、グルコースオキシダーゼ、ベータガラ
クトシダーゼを挙げることができる。可視化する ことができる物質は、一般的
で汎用性が高いという観点から 、 HRP、 ALPを挙げることができる。
【００５２】
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　免疫組織化学的反応の標識酵素の基質との反応で呈色するカップリング色素としては、
HRPでは、過酸化水素を基質に、一般に用いられるジアミノベンチジン (以下、 DABという

)、アミノエチルカルバゾール (以下、 AECという )の他に、ベクター
社から VIP、 SG、 NovaRED、 TMBと呼ばれる色素が供給されている。 ALPでは、ナフトール AS
-BIリン酸ナトリウム等を基質に、ファストレッド、ファストバイオレット、ファストブ
ルー、ニューフクシン、 5-ブロモ -4-クロロ -3-インドキシルフォスフェート /ニトロブル
ーテトラゾリウ等のカップリング色素がある。
【００５３】
　また、本発明の好ましい実施態様において、反応液、反応時間、及び洗浄回数をプログ
ラムして自動免疫装置に組み込み、自動化して行うことが可能である。
【００５４】
【実施例】
　以下、本発明を実施例により更に具体的に説明するが、本発明 下記実施例に限定して
解釈される意図ではない。
【００５５】

実施例 1
　本発明の多重免疫組織化学的染色方法 第 1抗原と第 2抗原を検出し 一
次抗体 ポリマー試薬法を用いた二重免疫組織化学的染色方法は、次の 18工程によ
り実施した。
　 1)固定組織パラフィン切片を、キシレンとエタノールにそれぞれ 3～ 5回、 3～ 20分間浸
すことでパラフィンを除き
　 2)0.3～ 6%の過酸化水素水メタノール溶液に 5～ 30分間浸し、一次の内因性 ルオキシダ
ーゼ活性の抑制を行い、
　 3)0.005～ 0.02M リン酸緩衝液 0.5～ 1％塩化ナトリウム溶液 (PBS)で洗浄し、固定組織
標本切片の親水化を行い、
　 4)抗原に対応した抗原回復処理 (一般的には、 0.001～ 0.02M クエン酸緩衝液等
に切片を浸し、オートクレーブで 110～ 140℃、 1～ 15分間の熱処理を行い、冷却後に、 0.0
1～ 0.1M リン酸緩衝液 0.85%塩化ナトリウム溶液 (以下、 PBSという )に浸す。 )、
　 5)自動免疫染色装置に固定組織標本切片を配置し、
　 6)25～ 60℃に加熱した
0.01～ 0.2% ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート (tween 20)を含 0.5～ 1%

塩化ナトリウムを加えた で 1～ 4回洗浄し、
　 7)0.1～ 1% カゼイン溶液に 2～ 30分間反応させ、第 1抗原に対する一次抗体の非特異反
応の抑制前処理を行い、
　 8)第 1抗原に対する一次抗体の至適希釈溶液と至適反応時間 (13分間～ 2時間 )で反応させ
た後、 25～ 60℃に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄し、
　 9)反応した一次抗体 ポリマー試薬を 10分間～ 1時間反応させて標識し、 25～ 60
℃前後に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄し、
　 10)対応した酵素の発色剤 (HRPであれば アミノベンチジン (DAB)ないし アミノベンチ
ジンニッケル (DAB-Ni)ないしベクター社の SGと過酸化水素 )の溶液で呈色反応させ、 25～ 6
0℃前後に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄し、
　 11)pH3以下か pH9以上の緩衝液、例えば、 0.1M グリシン塩酸緩衝液 pH2.2、を 1分間、 3
回反応させ、 25～ 60℃前後に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄し、
　 12)0.1～ 1%カゼイン溶液に 2～ 30分間反応させ、第 2抗原に対する一次抗体の非特異反応
の抑制前処理を行い、
　 13)第 2抗原に対する一次抗体の至適希釈溶液と至適反応時間 (13分間～ 2時間 )で反応さ
せた後、 25～ 60℃に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄し、
　 14)反応した一次抗体 ポリマー試薬を 10分間～ 1時間反応させて標識し、 25～ 60
℃前後に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄し、
　 15)対応した酵素の発色剤 (HRPであれば工程 10で用いた色素以外の DABないし DAB-Niない
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しベクター社の VIP、 SG、 NovaREDの一つと過酸化水素 )の溶液で呈色反応させ、 25～ 60℃
前後に加熱した TBS洗浄液で 2～ 5回洗浄する。
　 16)ヘマトキシン等の溶液で、後対比染色を行い、水で 1～ 3回洗浄し、
　 17)自動免疫染色装置から固定組織標本切片を外し、
　 18)封入剤に対応した処理を行い、超高感度免疫染色を行った固定組織標本パラフィン
切片を永久標本とし、光学顕微鏡下での抗原の検出となる。
【００５６】
　工程 10と 15で、ストレプトアビジンないし蛍光物質を標識した物質の沈着反応を行い、
工程 15と特異的に反応する抗体と蛍光物質の複合体溶液を用いる場合、その後に、蛍光物
質による核等の対比染色を実施するか、実施せずに、染色は終了し、蛍光顕微鏡下での抗
原の検出となる。
【００５７】
　工程 7から 10と工程 12から 15で、一次抗体を検出する免疫組織化学的染色で、ストレプ
トアビジンないし蛍光物質を標識した物質の沈着反応を行い、工程 15と特異的に反応する
抗体と蛍光物質の複合体溶液を用いる場合、その後に、蛍光物質による核等の対比染色を
実施するか、実施せずに、染色は終了し、蛍光顕微鏡下での抗原の検出となる。
【００５８】
　自動化とは、上記工程 5から工程 15までの各反応液、反応時間、洗浄回数をプログラム
して自動免疫染色装置に組み込み、染色を基準化することである。
【００５９】
<溶液等の説明 >
　なお、用いた溶液等について説明すれば、以下の通りである。
　 キシレン
　キシレンは、特級キシレンを用いた。
【００６０】
　 エタノール
　エタノールは、特級エタノールを用いた。
【００６１】
　 0.3%過酸化水素水メタノール溶液
　特級過酸化水素水 (30%溶液 )を、特級メタノールで 100倍希釈したものを用いた。
【００６２】
　 0.01Mリン酸緩衝液 0.85%塩化ナトリウム溶液 (PBS)
　 28.7gのリン酸水素第二ナトリウム・ 12水と 3.3gのリン酸第二水素ナトリウム二水和物
を 1Lのイオン交換水に溶解した 0.1Mリン酸緩衝液に、 85gの塩化ナトリウムを加え、オー
トクレーブで完全に溶解し室温まで冷却し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 7.6に調整した
ものを 10倍溶液として、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈した。
【００６３】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等 pH6.0
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈し
た。商業的には、 10倍溶液がダコサイトメーション社やダイヤトロン社から供給されてい
る。その他に、抗原回復には、非特許文献 1の p.114に記載されている 1mM EDTA溶液 pH9な
どが用いられ、ダコサイトメーション社から供給されている。
【００６４】
　 3%過酸化水素水 PBS
　特級過酸化水素水 (30%溶液 )を、 28.7gのリン酸水素第二ナトリウム・ 12水と 3.3gのリン
酸第二水素ナトリウム二水和物を 1Lのイオン交換水に溶解した 0.1Mリン酸緩衝液に、 85g
の塩化ナトリウムを加え、オートクレーブで完全に溶解し室温まで冷却し、 10N水酸化ナ
トリウム水で pHを 7.6に調整したものを 10倍溶液として、使用時に 10倍にイオン交換水で
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希釈する 0.01Mリン酸緩衝液 0.85%塩化ナトリウム溶液 (PBS)で 100倍に希釈した。
【００６５】
　 35℃前後に加熱した 0.1%ポリオキシエチレンソルビタ
ンモノラウレート (tween 20)を含 0.825 塩化ナトリウム 加
　 121.1gのトリスハイドロオキシメチルアミノメタン (シグマ社 )を 800mlのイオン交換水
で希釈しオートクレーブで加熱溶解後に、 1N塩酸で pHを 7.5に調整し、イオン交換水で 1L
にした 1Mトリス溶液 500mlと、 292.2gの塩化ナトリウムを 800mlのイオン交換水でオートク
レーブ加熱溶解しイオン交換水で 1Lにした 5M塩化ナトリウム溶液 360mlを、イオン交換水
で 20Lに希釈し、 0.1%ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート (tween 20)とした溶
液。自動免疫染色装置の洗浄液タンクに入れて、 35℃前後に加熱したものである。
【００６６】
　 0.25%カゼイン溶液
　 25mgのカゼイン (シグマ社 )を 28.7gのリン酸水素第二ナトリウム・ 12水と 3.3gのリン酸
第二水素ナトリウム二水和物を 1Lのイオン交換水に溶解した 0.1Mリン酸緩衝液に、 85gの
塩化ナトリウムを加え、オートクレーブで完全に溶解し室温まで冷却し、 10N水酸化ナト
リウム水で pHを 7.6に調整したものを 10倍溶液として、使用時に 10倍にイオン交換水で希
釈する 0.01M PBSの 10mlに希釈したもの。商業的には、ダコサイトメーション社から供給
されている。
【００６７】
　 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2
　グリシン 7.5グラムを 500mlのイオン交換水に溶解し、濃塩酸を滴下して pH2.2に調整し
、イオン交換水を加えて 1Lにする。
【００６８】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【００６９】
　 酵素の発色剤 (カップリング色素 )
　 アミノベンチジン (DAB)
　 3,3’ - アミノベンチジン (DAB)四塩酸塩 (同仁化学社 )20mgを 100mlの 0.05Mトリス塩酸
緩衝液 (pH.7.6)に溶解し、これに、過酸化水素原液 20μ lを加えて使用する。ダコサイト
メーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。ベクター社から DAB基質
キット (SK-4100)として供給されている。 0.05Mトリス塩酸緩衝液 (pH.7.6)は、 121.1gのト
リスハイドロオキシメチルアミノメタン (シグマ社 )を 800mlのイオン交換水で希釈しオー
トクレーブで加熱溶解後に、 1N塩酸で pHを 7.6に調整し、イオン交換水で 1Lにした 1Mトリ
ス溶液 500mlと、 292.2gの塩化ナトリウムを 800mlのイオン交換水でオートクレーブ加熱溶
解しイオン交換水で 1Lにした 5M塩化ナトリウム溶液 360mlを、イオン交換水で 20Lに希釈す
る。
【００７０】
　 アミノベンチジンニッケル (DAB-Ni)
　 DAB20mg、硫化ニッケル (NiSO4・ (NH4 )2SO4・ 6H2 O)40mgを 0.05Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.6
)100mlに溶解し、 7μ lの過酸化水素水原液を加え、ろ過して使用する。ベクター社から DA
B基質キット (SK-4100)として供給されている。
【００７１】
　 アミノエチルカルバゾール (AEC)
　 (シグマ社 )を 0.4%になるようにジメチルスルホキシド (
DMSO)に溶解し、保全液とする。保存液 5mlを 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0の 95mlと混合し、 20μ l
の過酸化水素水原液を加え、ろ過して用いる。 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0は、 99%酢酸 11.5mlを
イオン交換水で 1Lとし、この 14.8mlと 酢酸ナトリウム 16.4gないし酢酸ナトリウム・三
水塩 27.2gをイオン交換水に溶解し 1Lとした 0.2M酢酸ナトリウム水溶液 35.2mlを混合し、
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イオン交換水を加えて 100mlとする。ダコサイトメーション社からキットが供給されてい
る。
【００７２】
　 VIP、 SG、 NovaRED
　それぞれ、西洋ワサビペルオキシダーゼの発色カップリング色素として、ベクター社か
ら、 SK-4600、 SK-4700、 SK-4800としてキット化され供給されている。
【００７３】
　 ヘマトキシン等の溶液
　上記の発色色素と区別できる色素溶液を用いた核ないし細胞質の染色で、後対比染色を
行う。一般的には、ヘマトキシリン溶液が用いられる。ダコサイトメーション社から自動
免疫染色装置での染色用にダコ ChemMateヘマトキシリン試薬が供給されている。
【００７４】
　 封入剤に対応した処理
　発色基質に合わせて、ジアミノベンチジンであれば、エタノール系列に浸しての脱水後
に、プラスチック封入剤 (オイキット )で封入し、長期の保存に耐える永久標本を する
。 AECでの発色では、ダコサイトメーション社から供給される Ultramount試薬で、 70℃で
の加熱固化で永久標本を する。ベクター社の種々の発色基質では、冷風による乾燥後
に、 VectaMount封入剤で封入し乾燥固化し、永久標本を する。
【００７５】
　実際に非特異反応抑制処理と緩衝液の効果を確かめるために試験を行った。
【００７６】
　工程 1から 10(但し、工程 7を除く )と 16から 18を行い、工程 11の pH3以下か pH9以上の緩衝
液として、 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2を用い、工程 11を工程 9と 10の間で 0.1Mグリシン
塩酸緩衝液 pH2.2溶液を 反応時間を変えて反応させる実験 A、工程 8と 9の間で 0.1Mグリシ
ン塩酸緩衝 pH2.2溶液を 反応時間を変えて反応させる実験 Bを行った。固定組織標本切片
はヒト扁桃組織の 10%ホルマリン固定パラフィン包埋標本切片を用い、 0.01Mクエン酸緩衝
液 pH6.0でオートクレーブによる加熱による抗原回復を行い、リンパ小節に分布する樹状
細胞等を標識する抗 CD68抗体を用いた。工程 9のポリマー試薬はダコ ChemMate ENVISION試
薬を用いた。工程 10の酵素は HRPでカップリング色素は DABを用い、工程 18ではエタノール
で脱水し、キシレンへ浸透し、プラスチック封入剤 (オイキット )で封入した。
【００７７】
　実験 Aは一次抗体と二次抗体と酵素が標識された複合体 (ポリマー試薬 )の除去効果を検
討するものであり、実験 Bは一次抗体の除去効果を検討している。ただし、工程 7は実験 A
、 Bでは実施せずに、実験 B#では実施している。
【００７８】
　表 1に示すように、実験 Aでは、 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2での反応時間を 2、 7、 17
、 37、 77分間の全てで 残留抗体産物を示す DAB反応は見られなかった。実験 Bでは、淡い
染色が 77分の処理でも除去出来ていないことが判明した。この残存反応は 一次抗体の非
特異的反応の結果である可能性が考えられたので 工程 7の 0.25%カゼイン溶液反応を行う
(実験 B#)と 1分のグリシン溶液反応でも一次抗体が除去されていることが判明した。図 2
の Aは実験 Bの、 Bは実験 B#の染色結果を示す。図 2は、 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2の反
応なし (A1， A4， B1， B4)、 17分間反応 (A2， A5， B2， B5)、 37分間反応 (A3， A6， B3， B6)の
染色結果を示す。図 2の A5と B5、図 2の A6と B6で、工程 7の 0.25%カゼイン溶液反応で、非特
異反応の陽性像が図 2B5と B6で消失していることが解る。
【００７９】
　従って、この実施例 1で、工程 7の一次抗体の非特異反応抑制処理として 0.25%カゼイン
溶液反応を行い、工程 11の pH3以下か pH9以上の緩衝液として、 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH
2.2を用いた場合、 1分間の反応で抗原抗体反応での抗体の結合は解離することが示された
。従って、工程 11で、 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2を用いた場合、 1分間 3回の反応で、
一次抗体反応の前に非特異反応を抑制する工程 7の処理を行うと、固定パラフィン包埋標
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本切片に反応した一次抗体もその検出試薬も、除去できることが明らかになった。表 1は
、グリシン処理後の残留免疫組織化学的反応産物の評価結果を示す。
【００８０】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００８１】
<実施例 1において行った処理と用いた溶液等 >
　 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2
　グリシン 7.5グラムを 500mlのイオン交換水に溶解し、濃塩酸を滴下して pH2.2に調整し
、イオン交換水を加えて 1Lにする。
【００８２】
　 抗原回復
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0に
浸し加熱処理する。加熱処理は、オートクレーブで行う。
【００８３】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等 pH6.0
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈す
る。商業的には、 10倍溶液がダコサイトメーション社やダイヤトロン社から供給されてい
る。
【００８４】
　 抗 CD68抗体
　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト CD68マクロファージ抗体 (PG-M1，
M0876)で、 50倍にダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022
)で希釈する。
【００８５】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
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【００８６】
　 酵素の発色剤 (カップリング色素 )
　 アミノベンチジン (DAB)
　ダコサイトメーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。
【００８７】
〔実施例 2〕
　次に、 pH3以下又は pH9以上の緩衝液の使用による抗原の影響を調べた。
　工程 1から 6、工程 11から 18を行い、固定組織標本切片はヒト扁桃組織のもので、 0.01M
クエン酸緩衝液 pH6.0でオートクレーブによる加熱による抗原回復を行い、 CD68と Ki-67抗
原抗体の一次抗体を用いて、工程 11に於ける pH3以下か pH9以上の緩衝液として、 0.1Mグリ
シン塩酸緩衝液 pH2.2を用いた場合の抗原への影響を検討した。工程 14のポリマー試薬は
ダコ ChemMate ENVISION試薬を用いた。工程 15の酵素は HRPで発色色素は アミノベンチジ
ンを用い、工程 18ではエタノールで脱水し、キシレンへ浸透し、プラスチック封入剤 (オ
イキット )で封入した。
【００８８】
　その結果を図 3に示す。図 3では、 aと bと cは CD68抗体で、 dと eと fは Ki-67抗原抗体、 aと
dは、 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2の代わりにリン酸緩衝液 pH7.4を反応させ、 bと eでは 0
.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2を 7分間、 cと fでは 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2を 17分間反
応させた染色結果を示す。 CD68の抗原は、この 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2反応 77分間
まで観察しても変化が認められなかったが、 Ki67抗原はこの 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.
2反応 7分間でその回復された抗原が再度マスクされ始めていることが判明した。従って、
Ki-67抗原の検出は工程 11の pH3以下か pH9以上の緩衝液による色素以外の免疫反応産物の
除去の前に行う必要があることが示唆された。
【００８９】
　従って、本発明の多重染色では、抗体の除去の処理の前ですべき抗原の検出と抗体の除
去の後の検出で問題のない抗原を、実施する前に検討しておく必要があることが示唆され
た。
【００９０】
<実施例 2において行った処理と用いた溶液等 >
　 抗原回復処理
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、トリプシン等の酵素で処理す
るか、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0などの緩衝液に浸し加熱処理する方法がある。加熱処理
は、マイクロウエーブ装置、オートクレーブ、圧力鍋、温浴装置等で行われる。酵素処理
も加熱処理も、標的抗原により、その処理条件は異なる。
【００９１】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等 pH6.0
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈す
る。商業的には、 10倍溶液がダコサイトメーション社やダイヤトロン社から供給されてい
る。
【００９２】
　 抗 CD68抗体
　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト CD68マクロファージ抗体 (PG-M1，
M0876)で、 50倍にダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022
)で希釈し、使用する。
【００９３】
　 抗 Ki-67抗原抗体
　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト Ki-67抗原抗体 (MIB-1，　 M7240)
で、 50倍にダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で希
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釈し、使用する。
【００９４】
　 0.1Mグリシン塩酸緩衝液 pH2.2
　グリシン 7.5グラムを 500mlのイオン交換水に溶解し、濃塩酸を滴下して pH2.2に調整し
、イオン交換水を加えて 1Lにする。
【００９５】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【００９６】
　 酵素の発色剤 (カップリング色素 )
　 アミノベンチジン (DAB)
　ダコサイトメーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。
【００９７】
〔実施例 3〕
　工程 1から 6、工程 12から 18で、固定組織標本切片はヒト扁桃組織のもので、 0.01Mクエ
ン酸緩衝液 pH6.0でオートクレーブによる加熱による抗原回復を行い、 CD68一次抗体を用
い、ポリマー試薬ダコ ChemMate ENVISIONを用いて、以下の検討を行った。
【００９８】
　西洋ワサビペルオキシダーゼ過酸化水素反応のカップリング色素で、商業的に供給され
てダコサイトメーションの DABと AEC、ベクター社の DAB-Niと NovaRED， VIP， TMB， SG， TMB
の永久標本 の封入方法と色素の組み合わせを検討した。
【００９９】
　染色後に、固定組織標本切片を、エタノールに浸し脱水し、キシレンに浸し透徹し、プ
ラスチック封入剤のオイキットで封入する通常法、ダコサイトメーション社の Ultramount
を 固定組織標本切片を被うように滴下して 70℃で加熱固化する方法 (Ultramount法 ) ベ
クター社から供給されている VectaMountを 固定組織標本切片を被うように滴下しスライ
ドグラスで被い自然固化させる方法 (VectaMount法 )を検討した。
【０１００】
　各色素の色は、デジタル顕微鏡画像で陽性部位を Photoshopで RGBチャンネル分解し、 NI
H-imageで R， G， Bの画像が反転させて、その平均濃度を求め、 R， G， B成分として解析し
た。
【０１０１】
　使用出来る色素は封入法に規定された。図 4にカラーないしグレースケール、 R， G， B成
分の対応した染色像を示し、表 2に、それぞれの色素の RGB解析の結果を示す。図 4の aは通
常法で封入した DABであり Gと B成分が強いことが解る。 bは通常法で封入した DAB-Niであり
R， G， B成分の均等に強いことが解る。 cは Ultramount法で封入した AECであり、 DAB同様に
Gと Bの成分が強いことが解る。 dは VectaMount法で封入した NovaRED、 eは VectaMount法で
封入した VIPであり、両者共に、 R、 G、 B成分が強いことが解る。 fは VectaMount法で封入
した SGであり、 R、 G、 B成分が強いことが解る。 DAB、 AEC、 NovaRED、 VIPが R画像で、前 2
者と後 2者で区別出来ることが解かる。表 2は、それぞれの色素は特徴的な R， G， B成分の
構成を示した。通常法では DAB， DAB-Ni， SGが使用可能であった。これらの色素はグリ
シン処理にて赤 (R)成分が増加し青 (B)成分が減少するが 使用可能であり 2重染色の標
的抗原Ａの検出に用い得ることが示された。 Ultramount法では DAB， DAB-Ni， AEC， SGが
使えた。 VectaMount法では DAB， DAB-Ni， NovaRED， VIP， SGが使えた。
【０１０２】
　 SGは 発色自体が他の色素に比べて低くかったが それぞれの封入とグリシン処理で変
化しないことから、検出結果が強すぎる抗原と検出結果が弱い抗原の 2重染色で、前者の
呈色に使える色素であることが判明した。
【０１０３】
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　 TMBは反応後の沈着が明瞭でなく 封入操作で退色した。表 2～ 4は、西洋ワサビペルオ
キダーゼ過酸化水素反応のカップリング色素の封入方法とその RGB解析を示す。
【０１０４】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０５】
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
【０１０６】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０７】
<実施例 3において行った処理と用いた溶液等 >
　 抗原回復
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0に
浸し加熱処理する方法がある。加熱処理は、オートクレーブ行う。
【０１０８】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等 pH6.0
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈す
る。商業的には、 10倍溶液がダコサイトメーション社やダイヤトロン社から供給されてい
る。その他に、抗原回復には、非特許文献 7の p.114に記載されている 1mM EDTA溶液 pH8.0
などが用いられ、ダコサイトメーション社から供給されている。
【０１０９】
　 抗 CD68抗体
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　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト CD68マクロファージ抗体 (PG-M1,M
0876)で、 50倍にダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)
で希釈し、使用する。
【０１１０】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【０１１１】
　 酵素の発色剤 (カップリング色素 )
　 アミノベンチジン (DAB)
　ダコサイトメーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。
【０１１２】
　 アミノベンチジンニッケル (DAB-Ni)
　 DAB20mg、硫化ニッケル (NiSO4・ (NH4 )2SO4・ 6H2 O)40mgを 0.05Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.6
)100mlに溶解し、 7μ lの過酸化水素水原液を加え、ろ過して使用する。ベクター社から DA
B基質キット (SK-4100)として供給されている。
【０１１３】
　 アミノエチルカルバゾール (AEC)
　 アミノ エチルカルバゾール (シグマ社 )を 0.4%になるようにジメチルスルホキシド (
DMSO)に溶解し、保全液とする、保存液 5mlを 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0の 95mlと混合し、 20μ l
の過酸化水素水原液を加え、ろ過して用いる。 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0は、 99%酢酸 11.5mlを
イオン交換水で 1Lとし、この 14.8mlと 酢酸ナトリウム 16.4gないし酢酸ナトリウム・三
水塩 27.2gをイオン交換水に溶解し 1Lとした 0.2M酢酸ナトリウム水溶液 35.2mlを混合し、
イオン交換水を加えて 100mlとする。ダコサイトメーション社からキットが供給されてい
る。
【０１１４】
　 VIP、 SG、 NovaRED、 TMB
　 VIP、 SG、 NovaRED TMBのそれぞれ、西洋ワサビペルオキシダーゼの発色カップリング
色素として、ベクター社から、 SK-4600、 SK-4700、 SK-4800、 SK-4400としてキット化され
供給されている。
【０１１５】
　 永久標本 の為の封入法
　染色後に、固定組織標本切片を、エタノールに浸し脱水し、キシレンに浸し透徹し、プ
ラスチック封入剤のオイキットで封入する。通常用いられる封入方法であり、通常法と記
す。
【０１１６】
　 Ultramount法
　ダコサイトメーション社から供給されている永久標本用マウンティングメディウム Ultr
amount(S1964)を、固定組織標本切片を被うように滴下して、 70℃加熱したオーブン中で
加熱固化する方法。
【０１１７】
　 VectaMount法
　ベクター社から供給されている VectaMount(H-5000)を 固定組織標本切片を被うように
滴下しスライドグラスで被い自然固化させる方法。
【０１１８】
　 Photoshop
　アド 社から供給されているコンピュータソフトで、画像処理を行う。この検索では、
Photoshop 3.0Jを使用している。このソフトを用いて、顕微鏡カラー写真画像 カラー画
像を、チャンネル分割機能で、 RGBないし CMYKのグレースケール画像に分割できる。 RGBシ
ステムで色を表現する場合には、光が基準となるので、以下の NIH-imageでその RGB各成分
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の測定値を得るには、画像を反転する必要がある。画像の反転の機能は NIH-imageにある
。
【０１１９】
　 NIH-image
　画像の解析ソフト。分析メニューの測定で、画像の平均グレースケールと面積 (ピクセ
ル換算 )を得ることができる。
【０１２０】
〔実施例 4〕
　一部で同一局在を示す二つの抗原の二重免疫染色の例として、 CD68と Fascinの 2重免疫
染色を行った。実施例 3で検討した HRP過酸化水素反応のカップリング色素を用い実施し、
色素の組み合わせの妥当性を検討した。実際の 2重免疫染色は、核の対比染色を行うので
、表 2に示すヘマトキシリンを加えた 3重染色になる。一次抗体の CD68は単球と

を標識し、一次抗体の Fascinは樹状細胞を標識する。固定組織標本切片はヒト扁桃組
織を用いた。抗原回復は EDTA溶液によるオートクレーブによる熱処理で行った。反応し
た一次抗体の検出はポリマー試薬の ChemMate ENVISIONを用いた。
【０１２１】
　その二重免疫染色像を図 5に示す。 aは、 DAB-Niと DAB、 bは DAB-Niと AEC、 cは DABと AEC、
dは DABと VIP、 eは SGと AEC、 fは SGと NovaREDのカップリング色素の組み合わせである。図 5
は、 DABと AEC DABと VIP SGと AEC SGと NovaREDが使用可能な色素の組み合わせであるこ
とを示唆し、一部で同一局在を示す抗原の 2重免疫染色では有効なカップリング色素の組
み合わせであることが示唆された。
【０１２２】
　表 2によれば、 DAB-Niのグリシン処理による赤 (R)成分の増加から DAB-Niと DABと区別で
きる可能性があるが、 DAB-Niのグリシン処理による青 (B)成分の減少により DAB-Niと DABは
近似した青 (B)成分を示し、結果的に、図 5aに示すように、 DAB-Niと DABの組み合わせは、
DAB-Niと DABの識別が容易でない結果になっている。
【０１２３】
　また、 DAB-Niと AECの組み合わせは、 DAB-Niのグリシン処理による赤 (R)成分の増加によ
り、 DAB-Niと AECは近似した赤 (R)成分を示し、図 5bに示すように、 DAB-Niと AECの識別が
容易でないものになっている。
【０１２４】
　 RGB画像では、 DABと VIPの組み合わせが、 DABを B画像で、 VIPを R画像で判別出来、良い
組み合わせであることが、 R、 G、 Bのグレースケールの画像でも理解できる。
【０１２５】
<実施例 4において行った処理と用いた溶液等 >
　 抗原回復
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、トリプシン等の酵素で処理す
るか、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0などの緩衝液に浸し加熱処理する方法がある。加熱処理
は、マイクロウエーブ装置、オートクレーブ、圧力鍋、温浴装置等で行われる。酵素処理
も加熱処理も、標的抗原により、その処理条件は異なる。
【０１２６】
　 1mMないし 0.01M EDTA溶液 pH8.0
　エチレンジアミン四酢酸 (以下 EDTAという )・二ナトリウム (同仁化学社 )0.
37gをイオン交換水 1Lに加え、 1N水酸化ナトリウムで pH8.0に調整する。ダコサイトメーシ
ョン社からこの試薬 (S3307ないし S3308)が供給されている。
【０１２７】
　 抗 CD68抗体
　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト CD68マクロファージ抗体 (PG-M1，
M0876) 、ダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で

希釈し、使用する。
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【０１２８】
　 抗 Fascin抗体
　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト Fascin蛋白抗体 (55K-2、 M3567)
、ダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で 希釈
し、使用する。
【０１２９】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【０１３０】
　 酵素の発色剤 (カップリング色素 )
　 アミノベンチジン (DAB)
　ダコサイトメーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。
【０１３１】
　 アミノベンチジンニッケル (DAB-Ni)
　 DAB20mg、硫化ニッケル ( )40mgを 0.05Mトリス塩酸緩衝液 (pH7.6
)100mlに溶解し、 7μ lの過酸化水素水原液を加え、ろ過して使用する。ベクター社から DA
B基質キット (SK-4100)として供給されている。
【０１３２】
　 アミノエチルカルバゾール (AEC)
　 アミノ エチルカルバゾール (シグマ社 )を 0.4%になるようにジメチルスルホキシド (
DMSO)に溶解し、保全液とする。保存液 5mlを 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0の 95mlと混合し、 20μ l
の過酸化水素水原液を加え、ろ過して用いる。 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0は、 99%酢酸 11.5mlを
イオン交換水で 1Lとし、この 14.8mlと 酢酸ナトリウム 16.4gないし酢酸ナトリウム・三
水塩 27.2gをイオン交換水に溶解し 1Lとした 0.2M酢酸ナトリウム水溶液 35.2mlを混合し、
イオン交換水を加えて 100mlとする。ダコサイトメーション社からキットが供給されてい
る。
【０１３３】
　 VIP、 SG、 NovaRED
　それぞれ、西洋ワサビペルオキシダーゼの発色カップリング色素として、ベクター社か
ら、 SK-4600、 SK-4700、 SK-4800としてキット化され供給されている。
【０１３４】
　 グレースケールの画像
　各ピクセルを 0から 255の 256階調の濃淡で表した画像 。ピクセルとは、画像の一
つの要素で細小単位の面積を有する。 R、 G、 Bのカラー画像から Photoshopの RGBチャンネ
ル分割機能で された各画像は、このグレースケール画像になる。
【０１３５】
〔実施例 5〕
　一部で局在が異なる二つの抗原の二重免疫染色として、 CD3と CD5の 2重免疫染色を行っ
た。 CD3は T細胞に認められる抗原であり、 CD5は T細胞と B細胞の一部に見られる。固定組
織標本切片は 10%ホルマリン緩衝液固定のヒト扁桃組織のものを用い、 0.01Mクエン酸緩衝
液 pH6.0でオートクレーブ 抗原回復を行った。反応した一次抗体はポリマー試薬の C
hemMate ENVISIONを用い、 HRPのカップリング色素としては、 CD3では DABを、 CD5では VIP
を用いた。
【０１３６】
　図 6に、リンパ瀘胞マントル周囲の染色像を示す。多くの CD3陽性 CD5陽性の T細胞の分布
を図の左側に認め、 B画像の陽性細胞として認める。図右側が胚中心領域である。図中央
部がマントルから瀘胞辺縁域であり、この部分でに CD3陰性 CD5陽性の B細胞を認める。こ
の CD3陰性 CD5陽性の B細胞は、 R画像での陽性細胞と判別される。これは、 DABを用いた場
合 BGでしか現われず、 VIPでは、 BGRすべてにおいて現われるからである。
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【０１３７】
<実施例 5において行った処理と用いた溶液等 >
　 抗原回復
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、トリプシン等の酵素で処理す
るか、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0などの緩衝液に浸し加熱処理する方法がある。加熱処理
は、マイクロウエーブ装置、オートクレーブ、圧力鍋、温浴装置等で行われる。酵素処理
も加熱処理も、標的抗原により、その処理条件は異なる。
【０１３８】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈す
る。
【０１３９】
　 抗 CD3抗体
　ノボキャストラ社が供給しているマウス抗ヒト CD3抗体 (NCL-CD3-PS1) 、ダコサイトメ
ーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で 希釈する。
【０１４０】
　 抗 CD5抗体
　ノボキャストラ社が供給しているマウス抗ヒト CD5抗体 (NCL-CD5-4C7) ダコサイトメ
ーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で 希釈する。
【０１４１】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【０１４２】
　 アミノベンチジン (DAB)
　ダコサイトメーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。
【０１４３】
　 VIP
　西洋ワサビペルオキシダーゼの発色カップリング色素として、ベクター社から、 SK-460
0としてキット化され供給されている。
【０１４４】
〔実施例 6〕
　局在の異なる二つの抗原の二重免疫染色の例として CD3と CD79aの二重免疫染色を行っ
た。 CD3は T細胞に認められ、 CD79aは B細胞に認められる。抗原回復は 0.01Mクエン酸緩衝
液 pH6.0でのオートクレーブ処理を行い 酵素処理を通常使用の 10分 1活性で 35℃で 5分間
の反応を自動免疫染色装置のプロトコールに組み込み行った。固定組織標本切片は 10%ホ
ルマリン緩衝液固定のヒト扁桃組織のものを用い、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0でオートク
レーブ 抗原回復を行った。反応した一次抗体はポリマー試薬の ChemMate ENVISION
を用い、 HRPのカップリング色素としては、 CD3では DABを、 CD79aでは VIPを用いた。
【０１４５】
　その染色像を図 7に示す。図 7の aと bは弱拡大像、 cと dは強拡大像、 cは胚中心、 dはマン
トルから辺縁域である。 DABで標識された T細胞は茶色に発色し B画像の陽性細胞であり、 B
細胞は紫に発色し R画像の陽性細胞である。明瞭に本発明の免疫組織化学的染色方法で、 T
細胞を B細胞が染め分けられているのが解る。
【０１４６】
<実施例 6において行った処理と用いた溶液等 >
　 抗原回復
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、トリプシン等の酵素で処理す
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るか、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0などの緩衝液に浸し加熱処理する方法がある。加熱処理
は、マイクロウエーブ装置、オートクレーブ、圧力鍋、温浴装置等で行われる。酵素処理
も加熱処理も、標的抗原により、その処理条件は異なる。
【０１４７】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等 pH6.0
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈す
る。
【０１４８】
　 酵素処理
　 トリプシン (シグマ社、 T7168 Tablet)
　一錠を 1mlのイオン交換水に溶解したものを反応液として用いる。
【０１４９】
　 プロナーゼ
　プロナーゼ (ダコサイトメーション社 )100mgを 10mlの 0.1M/Lの塩化ナトリウムを含む 0.0
5Mトリス塩酸緩衝液 pH7.2に溶解する。この原液を 0.1M/Lの塩化ナトリウムを含む 0.05Mト
リス塩酸緩衝液 pH7.2で 20倍に希釈する。
【０１５０】
　 プロテイナーゼ K
　プロテイナーゼ K濃縮液 (ダコサイトメーション社、 S3004)の 40μ lを 0.05Mトリス塩酸緩
衝液 pH7.5～ 7.7の 2mlに加える。
【０１５１】
　 抗 CD3抗体
　ノボキャストラ社が供給しているマウス抗ヒト CD3抗体 (NCL-CD3-PS1)で、 100倍にダコ
サイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で希釈し、使用する
。
【０１５２】
　 抗 CD79a抗体
　ノボキャストラ社が供給しているマウス抗ヒト CD79a抗体 (CD79a、 Bセッ 、 JCB117、 M7
050) ダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で

希釈し、使用する。
【０１５３】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【０１５４】
　 アミノベンチジン (DAB)
ダコサイトメーション社から、液状試薬として K3466として供給されている。
【０１５５】
　 VIP
　西洋ワサビペルオキシダーゼの発色カップリング色素として、ベクター社から、 SK-460
0としてキット化され供給されている。
【０１５６】
〔実施例 7〕
　局在が同じ二つの抗原の二重免疫染色の例として、増殖抑制遺伝子産物である p53蛋白
と増殖細胞を標識する Ki-67抗原の 2重免疫染色を行った。緩衝 10%ホルマリン溶液固定組
織パラフィン包埋標本切片は口腔粘膜扁平上皮癌の周辺粘膜の切片である。抗原回復は、
0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0でオートクレーブ 行った。一次抗体はポリマー試薬ダコ
ChemMate ENVISIONで検出し、 HRPのカップリング色素は、 p53蛋白は SGを、 Ki-37抗原は AE
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Cを用いた。
【０１５７】
　図 8に、その染色像を示す。図 8の aは過形成を示す扁平上皮、 bは異形成を示す扁平上皮
、 cは強度の異形成ないし in-situの癌を示す扁平上皮である。 P53蛋白の過剰核内蓄積は S
Gで核に青黒に標識され、 G画像の陽性核で示されている。 Ki-67抗原陽性の増殖細胞の核
は AECで赤く、 B画像の陽性核で示されている。過形成から強度の異形成ないし in-situの
癌までの扁平上皮の増殖性病変を特徴づける p53蛋白と Ki67抗原の 2重免疫染色像が得られ
た。
【０１５８】
<実施例 7において行った処理と用いた溶液等 >
　 緩衝 10%ホルマリン溶液
　リン酸一ナトリウム・ 2水塩 4gとリン酸二ナトリウム・ 12水塩 26gをイオン交換水 900ml
に溶解し、特級ホルムアルデヒド液 (ホルマリン )100mlを加えて する。
【０１５９】
　 抗原回復
　パラフィン等を除かれた固定組織パラフィン標本切片を、トリプシン等の酵素で処理す
るか、 0.01Mクエン酸緩衝液 pH6.0などの緩衝液に浸し加熱処理する方法がある。加熱処理
は、マイクロウエーブ装置、オートクレーブ、圧力鍋、温浴装置等で行われる。酵素処理
も加熱処理も、標的抗原により、その処理条件は異なる。
【０１６０】
　 0.01Mクエン酸緩衝液等 pH6.0
　 2.1gのクエン酸・一水和物と 2.94gクエン酸三ナトリウム・二水和物を 100mlのイオン交
換水にオートクレーブで加熱し溶解し、 10N水酸化ナトリウム水で pHを 6.0に調整し、イオ
ン交換水で 100mlに調節したものを 10倍溶液とし、使用時に 10倍にイオン交換水で希釈す
る。
【０１６１】
　 抗 p53蛋白抗体
　ノボキャストラ社が供給しているマウス抗ヒト p53蛋白抗体 (NCL-p53-1801) 、ダコサ
イトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で 希釈し、使用
する。
【０１６２】
　 抗 Ki-67抗原抗体
　ダコサイトメーション社が供給しているマウス抗ヒト Ki-67抗原抗体 (MIB-1， M7240)
、ダコサイトメーション社が供給しているダコ ChemMate抗体希釈液 (S2022)で 希釈
し、使用する。
【０１６３】
　 ポリマー試薬
　デキストランポリマーに直接二次抗体と HRPを結合させた試薬で、ダコサイトメーショ
ン社から商業的にダコ ChemMate ENVISION試薬として供給されている。
【０１６４】
　 アミノエチルカルバゾール (AEC)
　 アミノ エチルカルバゾール (シグマ社 )を 0.4%になるようにジメチルスルホキシド (
DMSO)に溶解し、 液とする、保存液 5mlを 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0の 95mlと混合し、 20μ l
の過酸化水素水原液を加え、ろ過して用いる。 0.1M酢酸緩衝液 pH5.0は、 99%酢酸 11.5mlを
イオン交換水で 1Lとし、この 14.8mlと 酢酸ナトリウム 16.4gないし酢酸ナトリウム・三
水塩 27.2gをイオン交換水に溶解し 1Lとした 0.2M酢酸ナトリウム水溶液 35.2mlを混合し、
イオン交換水を加えて 100mlとする。ダコサイトメーション社からキットが供給されてい
る。
【０１６５】
　 SG
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　西洋ワサビペルオキシダーゼの発色カップリング色素として、ベクター社から、 SK-470
0としてキット化され供給されている。
【０１６６】
【発明の効果】
　本発明は、抗原の検出に際して、

検出時間の大幅な短縮、染色に用いる色素の
選別、方法の自動化にも適する抗原の検出方法を提供し得るという有利な効果を奏する。
【０１６７】
　また、本発明は、多重免疫染色方法の普及にも大きく貢献するものであり、また、腫瘍
化の段階を 2つ以上の抗原を標識する多重免液染色方法の実用化の大きな契機にもなるも
のであると考えられる。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の二重免疫染色を含む免疫組織化学的染色法の一実施態様による光顕的に
識別される最終産物の概念図である。
【図２】グリシン緩衝液による一次抗体除去効果を示すもので、非特異的一次抗体反応の
抑制の効果を示す 。
【図３】グリシン緩衝液による抗原のマスク効果を示す 。
【図４】西洋ワサビペルオキシダーゼのカップリング色素の発色の実際を示す

。
【図５】西洋ワサビペルオキシダーゼのカップリング色素の組み合わせによる CD68と Fasc
in(抗原の局在が一部で重なる場合 )の二重免疫染色を示す 。
【図６】西洋ワサビペルオキシダーゼのカップリング色素である DABと VIPによる CD3と CD5
(抗原の局在が一部で異なる場合 )の二重免疫染色像を示す 。
【図７】西洋ワサビペルオキシダーゼのカップリング色素である DABと VIPによる CD3と CD7
9a(抗原の局在が異なる場合 )の二重免疫染色像を示す 。
【図８】西洋ワサビペルオキシダーゼのカップリング色素である SGと AECによる p53蛋白と
Ki-67抗原 (抗原の局在が異なる場合 )の二重免疫染色像を示す 。
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先行して反応させた抗体と免疫反応産物が pH3以下又
は pH9以上の緩衝液による処理によって除去されるのはもちろんのこと、先の抗体と免疫
反応産物の除去時間を 7分以下とすることで抗原のマスク化を避けることができ、その後
の抗原の検出で十分な検出精度が確保でき、
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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